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Abstrakt

Abstrakt

Bilirubin (BR) byl dlouho povazovan pouze za odpadni molekulu s potencidlné
toxickymi G¢inky zejména na centralni nervovy systém. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze BR piisobi
a imunomodulaéni u€inky, nicmén¢ piesné mechanismy jsou stale pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. Hlavnim cilem této prace bylo studium protektivnich G¢inki 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.

Potkanim kmene Gunn a pfisluSnym normobilirubinemickym kontrolam byl
aplikovan lipopolysacharid (LPS, 6 mg/ml, i.p.) nebo fyziologicky roztok. Po 12 hodinach
byla odebrana krev a vybrané organy na analyzu markerd zanétu a jaterniho poskozeni.
Primarni hepatocyty izolované zjater experimentilnich potkani byly ovlivnény BR
a TNF-o, bunééné linie HepG2 a SH-SYS5Y byly ovlivnény BR a kyselinou
chenodeoxycholovou. Hyperbilirubinemiéti potkani méli po aplikaci LPS ve srovnani
s normobilirubinemickymi potkany signifikantné snizenou zanétlivou odpovéd’ a stupeni
jaterniho poskozeni. U potkanii kmene Gunn jsme pozorovali odlisny profil podskupin
leukocytll a zaroven snizeni exprese mRNA a koncentrace cytokint IL-6, TNF-a, IL-1P
a IL-10 ve srovnani s kontrolami. Exprese mRNA LBP (proteinu véazajictho LPS) byla
u potkanti Gunn zvySena pted i po aplikaci LPS oproti kontroldm. Zaroven byla aktivita AST
a ALT, markerd hepatocelularniho jaterniho poskozeni, vyznamné nizsi u potkani kmene
Gunn ve srovnani s kontrolami ovlivnénymi LPS. Expozice primarnich hepatocyti TNF-a
vedla k aktivaci drahy NF-«xB a fosforylaci jeji podjednotky p65, BR stupen fosforylace této
podjednotky signifikantné snizoval. BR také snizoval oxidacni stres vyvolany kyselinou
chenodeoxycholovou in vitro. Metoda LC-MS/MS pro sou€asné stanoveni BR a lumirubinu
byla linearni aZ do 400 pumol/1 pro BR a 100 umol/l pro lumirubin se submikromolarnimi
limity detekce a s parametry platnymi pro relevantni pouZiti v klinické chemii.

Zavérem lze fici, Ze hyperbilirubinémie u potkanti kmene Gunn je spojena se
sniZzenym stupném zanétu a niz$im jaternim poskozenim po expozici LPS. Soucasné jsme
potvrdili tlohu BR pfi ochrané¢ bunék pied oxida¢nim stresem vyvolanym kyselinou
chenodeoxycholovou. Byla zavedena a validovana LC-MS/MS metoda pro soucasné
stanoveni BR a lumirubinu.

Kli¢ova slova: bilirubin, hyperbilirubinémie, zanét; LPS; NF-«xB, oxidacni stres,

LC-MS/MS



Abstract

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.

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-0, HepG2 and SH-SYS5Y 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 1L-6,
TNF-a, IL-1p 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
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 umol/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 was established and validated.

Key words: bilirubin, hyperbilirubinemia, inflammation, LPS, NF-kB, oxidative stress,

LC-MS/MS



Seznam pouZzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

ABC ATP binding cassette, ABC transportér

ALP alkalicka fosfatdza

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartataminotransferasa

BCRP breast cancer resistance protein

BHT 2,6-di-tert-butyl-4-methylfenol

BSA bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin

Bf volny bilirubin

BR bilirubin

BV biliverdin

CDCA chenodeoxycholova kyselina

CO oxid uhelnaty

Ccv variacni koeficient

DMSO dimetylsulfoxid

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay

FBS fetal bovine serum, fetalni hovézi sérum

HMOX hemoxygenasa

HPLC high pressure liquid chromatography, vysokoucinna kapalinova
chromatografie

HSA human serum albumin, lidsky sérovy albumin

LPS lipopolysacharid

gDNA genomova deoxynukleova kyselina

IL-1 interleukin 1

IL-2 interleukin 2

IL-6 interleukin 6



Seznam pouZzitych zkratek

IL-10

L.p.

ISTD
LC-MS/MS
LBP

LPS

MBR
MEM
MHC II

MTT

MRP2

NADPH

OATP
PBS

PCR
PH
PMSF
ROS
SD
SDS

TBA
TEMED

TNF-a
UGT1A1

WBC

interleukin 10

intraperitonealné

vnitini standard

kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
protein vazajici lipopolysacharid

lipopolysacharid

mezobilirubin

minimalni esencialni médiu Eagle

major histocompatibility komplex

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromid

multidrug resistance-asociated protein-2

nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovany

organic-anion transporting polypeltides

sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl

polymerésova fetézova reakce
primarni hepatocyty
fenylmethylsulfonylfluorid
reaktivni formy kysliku
smérodatna odchylka
dodecylsiran sodny

tetra butyl amonium hydroxid
1,2-bis(dimethylamino)ethan

tumor nekrozovy faktor o

UDP glukuronozyl transferasa

celkovy pocet bilych krvinek
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Uvod a prehled literatury

1 Uvod a piehled literatury

1.1 Metabolismus bilirubinu

Bilirubin (BR) je finalni produkt katabolické drahy hemu a denné se vytvoii
v mnozstvi pfiblizné¢ 4 mg/kg télesné vahy u savcii. Hem patii mezi nejvice konzervované
molekuly v rostlinné 1 Zivo¢i$né fisi a plni esencialni funkci v mnoha biologickych reakcich,
jez je urCovana vlastnostmi navazaného polypeptidu (Dawson 1988). Napt. hemoglobin a
myoglobin slouzi k transportu a skladovani kysliku, zatimco cytochromy jsou zapojeny do
prenosu elektronti a bunééné respirace (Ponka 1999). V erytroidnich buiikach funguje hem
jako pozitivni zpétnovazebny reguldtor pro vlastni syntézu (Sassa 1976) a zaroven se
uplatituje 1 pfi kontrole exprese proteini jako jsou globin (Tahara, Sun et al. 2004),
cytochromy P450 (Vinchi, Ingoglia et al. 2014), myeloperoxidasa (Gidari and Levere 1977),
hemoxygenasa (HMOX) (7aille, El-Benna et al. 2004) ¢i receptor pro transferin (Ward,
Jordan et al. 1984). Hem také ovliviluje regulaci, diferenciaci a proliferaci B-lymfocytd,
neuroblastomovych bungk, astrocytil, fibroblastii ¢i tukovych bunc¢k (Chen and London
1981, Verger, Sassa et al. 1983, Abraham 1991, Keel, Doty et al. 2008, Watanabe-Matsui,
Muto et al. 2011). Nicméné b&hem patologickych stavii se mize hem z hemoproteint
uvoliiovat. Volny hem pusobi cytotoxicky a vyvolava oxidacni stres, a proto musi byt

z organismu rychle a G¢inné eliminovan (Kumar and Bandyopadhyay 20035).

Hem je nejprve enzymaticky Stépen mikrosomalni HMOX na biliverdin (BV), oxid
uhelnaty (CO) a kation Zeleza za spotifeby tii molekul kysliku a redukéniho ekvivalentu
NADPH (Tenhunen, Marver et al. 1972), Obr. 1. Zatim byly v organismu detailn¢ popsany
dvé izoformy HMOX, inducibilni HMOX-1 (Keyse and Tyrrell 1989) (uplatiujici se
zejména v ochrané pied oxidacnim stresem) a konstitutivni forma HMOX-2 (regulujici

fyziologické bunécné funkce) (Maines, Trakshel et al. 1986).
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/ hemoxygenasa
KOZ
HOOC COOH Fe? biliverdi
hem co iliverdin
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H*/OH-
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Obr. 1: Katabolismus hemu. HMOX katalyzuje oxidacni degradaci hemu na BV za
soucasného uvolnéni CO a kationtu zeleza. BV je poté redukovan biliverdin reduktasou na

BR. Prevzato a upraveno dle (Vitek and Ostrow 2009).
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O tfeti izoformé¢ HMOX-3, jejiz gen byl sice popsan, se stale spekuluje jakozto o pseudogenu
(Hayashi, Omata et al. 2004). Samotna HMOX patii mezi vyznamné enzymy podilejici se
na obrang ptfed oxidacnim stresem (McMahon, Ding et al. 2018), CO je vyznamnou signalni
molekulou (Huang, Ma et al. 2018) a BV je povazovan za dulezitou antioxidacni a
protektivni latku (Kirkby and Adin 2006).

Ackoliv je u nekterych obratlovcti kone¢nym produktem katabolické drahy hemu
pravé BV jakozto netoxicka a relativné polarni molekula, je zejména u placentarnich
zivoc¢icht BV ihned pfeménovan na nepolarni BR pfevazné cytosolarnim enzymem BR
reduktasou (Tenhunen, Ross et al. 1970). Z evolu¢niho hlediska se jedna o vyhodny proces,
jelikoz BR, na rozdil od BV, prochdzi placentarni bariérou prostou difusi a nehromadi se
tedy v téle plodu (Mcdonagh, Palma et al. 1981). Zaroven rovnovaha pfemény BV na BR je
soucasti redoxniho cyklu, kdy je BR oxidovan na BV a zpétné redukovén, coz vede ke

zvySeni jeho antioxidacniho plsobeni (Baranano, Rao et al. 2002).

Chemicky patfi BR mezi tetrapyroly, kde jsou dva rigidni planarni dipyroly spojeny
metylenovymi mustky, jak je uvedeno na Obr. 2a. Nejcastéjsi konstituéni izoforma BR
vznikajici pfevazné z hemu a hemovych proteint je BR IXa, nicméné minoritné€ se vyskytu;ji
1 izomery Illa a XIIIa (lisici se polohou substituentl na tetrapyrolovém skeletu) (Ostrow,
Mukerjee et al. 1994). Ptestoze ve struktufe BR 1ze nalézt polarni skupiny, BR se chova jako
hydrofobni molekula, ktera je pfi fyziologickém pH téméf nerozpustna ve vode. Divodem
je tvorba vnitinich vodikovych mistkit mezi karboxylovymi skupinami kyseliny propionové
a amino- a laktamovymi skupinami postrannich pyrolovych kruhii (Bonnett, Davies et al.

1976), jak je uvedeno na Obr. 2b.
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Obr. 2: a) planarni struktura BR b) struktura BR s vyznacenymi vodikovymi vazbami.

1.2 Transport bilirubinu

Vzhledem k hydrofobnimu charakteru BR je témét 90 % celkového BR v cirkulaci u
dospélych jedinc nekovalentné vazano k albuminu (Jacobsen 1969), zbylych 10 % je
navazdno zejména na apolipoprotein D (Goessling and Zucker 2000). U novorozencil
ptevlada jako hlavni transportni slozka a-fetoprotein (Berde, Nagai et al. 1979). V cirkulaci
se vyskytuje pouze nepatrné mnozstvi (méné€ nez 0,01 %) volného BR (Bf), jenz je pfimo
zodpovédny za biologické ucCinky v builkkdch a tkénich v zavislosti na koncentraci.
Fyziologické koncentrace celkového BR jsou v soucasnosti udavany mezi 2,0-17,0 umol/l

(Calligaris, Bellarosa et al. 2007).

Lidsky albumin ma na svém povrchu vysoce afinitni vazebné misto pro BR, ke
kterému se vaze iontovou vazbou, a dalsi dv€ vazebna mista s nizsi afinitou (Berde, Hudson
et al. 1979). Vazba s albuminem tedy nejenom Ze udrzuje BR rozpustény v cirkulaci a plni
funkci transportniho systému, navic jesté zabranuje nadmérnému mnozstvi Bf prochazet
prostou difusi pfes membrany, hromadit se v butikach a plisobit cytotoxicky (Lauff, Kasper

etal. 1983).
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BR je tedy nejprve prenesen do jater, kde dochazi k disociaci BR z albuminu a poté
k translokaci BR pies bazolateralni membranu hepatocytu, jak je uvedeno na Obr. 3.
Predpoklada se, ze hlavnim mechanismem transportu BR pfes fenestrovany jaterni sinusoid
do bazolateralni membrany hepatocytu je spontanni transmembranova difuse za pomoci
specifickych pienasect lokalizovanych na bazolateralni membrané hepatocytu patiici do
rodiny OATP (organic-anion transporting polypeltides) (Adachi, Kamisako et al. 1996,
Wolkoff 1996). Jakmile je BR pfenesen pies membranu do cytosolu jaterni buniky, dochazi
thned k solubilizaci pomoci proteinu Y a Z (organic-anion binding proteins), coz zabraiiuje

zpétné pasivni difuzi z buiiky a vazb&é BR na membranu (Vander Jagt, Dean et al. 1983).

V hladkém endoplazmatickém retikulu hepatocytu je BR konjugovan nejcastéji
s endogenni kyselinou glukuronovou vazbou na jednu nebo obé& karboxylové skupiny
(Obr. 4), coz zvySuje jeho polaritu a usnadiiuje vylucovani. Reakce je katalyzovana
mikrosomalni UDP-glukuronosyl transferasou (UGT1Al) a konjugovany BR je poté
vyloucen do Zlu€e aktivnim transportem. Pfesny mechanismus transportu konjugovaného
BR z jaterniho mikrosomu ke kanalikularni membrané neni zcela objasnén. Uvazuje se o
zapojeni cytoskeletarniho proteinu radixinu (Kikuchi, Hata et al. 2002), ktery ukotvuje
kanalikularni pfenaSeCe ke kanalikularni membrané. Aktivni transport do Zluce je
zprostiedkovany zejména ABC pienaseCem MRP2 (Multidrug resistence-asociated protein-
2) (ABCC2) (Crawford, Hauser et al. 1988), Obr. 5. Zarovei se spekuluje 1 o transportéru
patiici téz do rodiny ABC a to BCRP (breast cancer resistence protein) (Xu, Ling et al. 2016).
BCRP vykazuje podobnou substratovou specifitu jako ma vySe zminény MRP2 (Viaming,

Pala et al. 2009).
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Obr. 3: Zjednodusené schéma transportu BR. BR se enzymaticky tvori pres meziprodukt BV
z hemu, pochazejiciho z katabolismu cervenych krvinek v retikuloendotelialnim systému.
V cirkulaci je BR navazan predevsim na albumin a prendsSen do jater, kde je konjugovin a
poté aktivné transportovan do Zluce a tenkého streva. Tam dochazi k degradaci na
urobilinogeny a sterkobilinogeny a findlni oxidaci na urobiliny. Cdst urobilininogenii je

recyklovana v enterohepatalnim cyklu.
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Vytazenim transportéru BCRP dochézi u mysi k mirné elevaci nekonjugované¢ho BR
(Jonker, Buitelaar et al. 2002), coz ho pravé tfadi mezi kandidatni spolupienasece BR do

zluce.

Obr. 4: Konjugovany BR (bisglukuronosy! bilirubin)

Konjugovany BR poté prochazi intra- a extrahepatalnimi Zlucovody do lumen
tenkého a déle do tlustého stfeva, kde dochazi k hydrolyze B-glukuronidasou a nasledné
redukci na derivaty BR (urobilinoidy) a neenzymové oxidaci na urobiliny (Gartner, Goeser
et al. 1997). Cast urobilinoidii se vstiebava ze stfevniho lumen do portalniho fegisté a je

resekretovéana jatry (enterohepatalni cirkulace, Obr. 3).
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Obr. S: Schematicky prehled transportu BR hepatocytem. BR je translokovin pres
bazolateralni membranu hepatocytu pasivnim a aktivnim transportem (OATP1 transportér),
kde dochazi k solubilizaci pomoci proteinu ligandin. V hladkém endoplasmatickém retikulu
je konjugovan s kyselinou glukuronovou a konjugovany BR je pres kanalikularni membranu
prenesen proteinem MRP2 do Zluce. Uvazuje se i o zapojeni proteinu ABCG2 (BCRP). Cast
konjugovaného BR miuize byt prenesena transportérem ABCC3 zpét z hepatocytu a opét
vychytavana transporterem OATPI1. UCB- nekonjugovany BR; Alb- albumin;, BG-
bisglukuronosyl BR. Prevzato dle (Erlinger, Arias et al. 2014)
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1.3 Biologické ucinky bilirubinu
1.3.1 Toxicita bilirubinu

Ackoliv mirn¢ zvysené systémové koncentrace BR 1ze dle poslednich studii
povazovat za protektivni faktor (kap. 1.3.2 a 1.3.3) (Zelenka, Muchova et al. 2012),
nadmérné zvysené koncentrace (nad 340 umol/l podle typu poskozeni) jsou prokazatelné
toxické (Watchko and Tiribelli 2013). Zvysené koncentrace BR (nad 17 umol/l) jsou
nazyvany hyperbilirubinémie, souvisi s poruchou jeho metabolismu a jsou klasifikovany na
nekonjugované (premikrozomadlni), konjugované (postmikrozomalni) a smiSen¢ (Strassburg

2010) jak je uvedeno na Obr. 6.

Nekonjugované  hyperbilirubinémie  jsou  zplGsobeny  tfemi  hlavnimi
patofyziologickymi mechanismy, a to nadprodukci BR (intra/extravaskularni hemolyza,
fagocytoza erytrocytl pii extravazaci, defektni inkorporace hemoglobinu do erytrocyti pii
patologickych anemiich ¢i jaternich onemocnénich), poruchou vychytavani BR hepatocytem
(pf1 podani 1é¢iv jako jsou rifamycinova antibiotika, probenecid, kyselina flavaspidova aj. ¢i
pii cirhotickych stavech) a poruchou jeho konjugace (snizena funkce UGT1A1 u Crigler-
Najjarova syndromu typ I a II, Gilbertova syndromu ¢i inhibice jeji funkce pti podani
antibiotik novobiocinu ¢i antivirotika Atazanaviru) (Robinson, Vanier et al. 1962, Schaffner
and Poper 1963, Kenwright and Levi 1974, Dhawan, Taylor et al. 2005, Roy-Chowdhury,
Roy-Chowdhury et al. 2017). Konjugované hyperbilirubinémie jsou zpusobeny biliarni
obstrukci (extrahepatalni cholestaza), intrahepatdlni cholestizou (virové a alkoholové
hepatidy, stetohepatidy, potransplantacni stavy, intrahepatalni cholestdza t€hotnych aj.) a
mezi smiSené hyperbilirubinémie tfadime hepatocelularni poskozeni (toxické, infekeni,
imunologické, systémové poSkozeni, novotvary aj) (Shaw, Frohlich et al. 1982, Mendenhall,

Anderson et al. 1984, Lee 1989, Stratta, Wood et al. 1989). Mezi vrozené hyperbilirubinémie
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fadime Gilbertiv a Crigleriiv-Najjarav syndrom I. A II. typu (snizend funkce UGT1Al,
nekonjugovany typ) a Dubintiv-Johnsontiv a Rotoriv syndrom (defekt transportu BR,

konjugovana hyperbilirubinémie) (Bosma, Chowdhury et al. 1995, Strassburg 2010).

obstrukce Zlu¢ovodu hyperbilirubinemie

zvySena produkce

\ bilirubinu
intrahepatalni e < .
cholestaza smisena o snizené
nekonjugovana (pFevazn€) | —— yychytavani
a konjugovana nekonjugovana bilirubinu
akutni nebo snhizena konjugacni aktivita
chronické

hepatocelular
ni posSkozeni

defekty kanalikularniho transportu
nebo hepatocelularniho prostoru

ziskané geneticke
defekty
(novorozenecka glukuronidace
Zloutenka)

Obr. 6: Diferencialni pristup k diagnostice hyperbilirubinémii, prevzato a upraveno dle

(Strassburg 2010).
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Toxicitu BR mizeme pozorovat u jeho vysokych koncentraci, kdy je ptrekroCena
vazebna kapacita albuminu a Bf prostupuje plazmatickou membranou do intracelularniho
prostoru (Mancuso 2017). Zde muze zasahovat do respira¢niho fetézce a inhibovat
mitochondrialni enzymy (Diamond 1970), coz vede k uvoliiovani a hromadéni cytochromu
¢ v cytosolu, snizeni mitochondridlniho membranového potencialu a naruseni struktury
membranovych lipidi €i proteint, ustici az k indukci apoptdzy (Rodrigues, Sola et al. 2002).
Zaroven Bf mlze inhibovat syntézu DNA (Yamada, Sawasaki et al. 1977), neuronalnich
protein (Gurba and Zand 1974) a inhibici proteinovych kindz (z&vislych na

cAMP/cGMP/Ca*") ovlivitovat bun&nou fosforylaci (Hansen, Mathiesen et al. 1996).

Kromé¢ vyse uvedenych toxickych t¢inkd miize BR také inhibovat absorpci tyrosinu,
coz je dano jeho afinitou k membranovym fosfolipidim (Amato, Kilguss et al. 1994). Dale
bylo zjisténo, Ze vysoké koncentrace BR vedou k naruSeni neuroexcitacnich signdlii zejména
ve sluchovém nervu ¢i k inhibici iontové vymeény a transportu vody v rendlnich buiikach
(Dennery, Seidman et al. 2001). Selektivni toxicita BR na centralni nervovy systém byla
popséna in vitro u neuronu (Grojean, Koziel et al. 2000), astrocyti (Deliktas, Ergin et al.
2019) ¢ina organotypickych mozkovych tezech (Dani, Pratesi et al. 2019) a jeji manifestaci
in vivo lze pozorovat u Purkynovych bunék, v mozkové klite, mozkovém kmeni, hipokampu
¢1 u bazélnich ganglii (Ahdabbarmada and Moossy 1984, Ahlfors and Shapiro 2001,

Watchko 2006, Ye, Xing et al. 2019).

21



Uvod a prehled literatury

Zdroj svétla

( 460 nm \| COOH COOH

COOH COOH

Z.E-bilirubin
(Zlug)
Z.Z-bilirubin A\ /
o) NS ° N ==
N : CONH,
CONH,
BOX A BOX B

COOH COOH

biopyrin

propendyopent

Z-lumirubin

(Zlu¢, mog) (mod)

Obr. 7: Mechanismus ucinku fototerapie. BR je preménén na poldrnéjsi strukturni a
konfiguracni izomery ¢i oxidacni produkty, které jsou z organismu lépe vylouceny. Prevzato

a upraveno dle (Maisels and McDonagh 2008).
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Novorozeneckd hyperbilirubinémie, znamé& jako novorozenecka zloutenka
(koncentrace BR v prvnich dnech 86-103 umol/l) (Dennery, Seidman et al. 2001) postihuje
az 87 % predcasné narozenych i zdravych donoSenych déti (Bhutani and Wong 2013) a na
jeji manifestaci se podili vice faktora (Calligaris, Bellarosa et al. 2007). Mezi hlavni patii
nedozralost hematoencefalické bariéry, ktera je proto vice permeabilni pro Bf a nezralost
jaternich transportéri a glukuronosyla¢nich mechanismi, kdy organismus neni schopen se
rychle adaptovat na nadprodukci BR kratce po narozeni. Fyziologickd novorozenecka
zloutenka ma maly klinicky vyznam a samovoln¢ vymizi béhem nékolika dni po narozeni,
nicméné dalsi rizikové faktory jako je nizka porodni hmotnost, akutni hemolytické stavy,
defekty erytrocytil, nekompatibilita krevnich skupin, pfed¢asny odtok plodové vody, uzivani
nekterych 1€k v t€hotenstvi ¢i neonatalni infekce jsou piredpokladem pro manifestaci tézké
novorozenecké hyperbilirubinémie (104-291 pmol/l), coz miZze vyustit az k akutni
bilirubinové encefalopatii (MacDonald 1995, Shapiro, Bhutani et al. 2006) a ma jiz znaény

klinicky vyznam (Ostrow, Pascolo et al. 2004).

Ke sniZeni toxickych uc€inkli BR je v klinické praxi u novorozencii stile b&ézné
pouzivand fototerapie s cilem zejména sniZit sérovou koncentraci BR ¢i zabranit jeji
zvySovani. Fotochemickd energie modrozelené oblasti spektra svétla (430-490 nm) je
vyuzita ke zméné tvaru a struktury BR (McDonagh and Lightner 1985). Nepolarni BR je
s niz§i molekulovou hmotnosti (fotoizomery BR a oxidacni produkty), které mohou byt

rychleji vylou€eny z organismu Zluci ¢i moci nezavisle na rychlosti konjugace, Obr. 7.

Casna indikace fototerapie vymytila v rozvinutych zemich téZzké bilirubinové
encefalopatie a je celosveétoveé pouzivana (doporucuje se u novorozencu, kteti maji 25-48

hodin po narozeni koncentraci BR vétsi nez 256 umol/l, ve véku 49-72 hodin >308 pmol/l
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anovorozenci ve véku 72 hodin ¢i stars$i >342 umol/l (Porter and Dennis 2002), nicméng¢ je
nutné mit na pameéti i nezadouci vedlejsi UcCinky, kterymi jsou poruchy termoregulace,
mineralni nerovnovaha (Xiong, Qu et al. 2011) ¢i zvysené riziko alergickych reakci (Beken,
Aydin et al. 2014). U novorozencu s velmi nizkou porodni védhou lze nalézt souvislost mezi
fototerapii a zvySenym rizikem stievni koliky (Raghavan, Thomas et al. 2005) ¢i dokonce

zvysenou mortalitou (Tyson, Pedroza et al. 2012, Arnold, Pedroza et al. 2014).

V posledni dobé jsou diskutovany i biologické ucinky samotnych fotoizomerd, a to
zejména lumirubinu (Mreihil, McDonagh et al. 2010) v kontextu s jeho potencialnim
prozanétlivym puasobenim. Bylo zjiSténo, Ze Iumirubin v biologicky relevantnich
koncentracich signifikantné zvySoval exprese mRNA prozanétlivych cytokini i produkei
TNF-a in vitro (Jasprova, Dal Ben et al. 2018). Zatim neni zndm komercné dostupny
standard lumirubinu, jehoz ziskdni by mohlo pomoci pfi studiu jeho dalSich uc€inka
(Jasprova, Dal Ben et al. 2016) a proto i v na$i laboratofi je aktudlnim tématem izolace
lumirubinu a studium jeho vzniku, stability a zejména moznosti detekce v novorozeneckém

séru.

1.3.2 Antioxidaé¢ni u€inky bilirubinu

Jak jiz bylo naznaceno v uvodni kapitole, BR vykazuje siln¢ antioxida¢ni ucinky. Jiz
v padesatych letech bylo poukazano na to, ze BR chrani pted oxidaci lipidd, jako je kyselina
linolovd a vitamin A (Bernhard, Ritzel et al. 1954), nicméné intenzivni vyzkum
antioxidacnich G¢inkli BR zacal az pfelomovou studii Rolanda Stockera v roce 1987, kdy
bylo zjisténo, Ze BR brani oxidaci mastnych kyselin (Stocker, Yamamoto et al. 1987).
Antioxidacni u€inky jsou dany zejména piitomnosti C-10 metylenové skupiny tetrapyrolu,
ktera ochotné poskytuje elektron reaktivnim formam kysliku (reactive oxygen species, ROS)

a slouzi jako tzv. lapa¢ volnych radikalii (free radical scavenger). Nicméné fyziologické
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koncentrace BR jsou ve srovnani s jinymi antioxidanty (glutathion, askorbat, kyselina
mocova) v organismu relativné nizké a nestacily by k tak silné antioxidacni ochrané, ktera
byla v souvislosti s BR pozorovana v mnoha klinickych i experimentalnich studiich
(McCarty 2007, Jansen and Daiber 2012, Gazzin, Vitek et al. 2016, DiNicolantonio,
McCarty et al. 2018). Tato diskrepance je vysvétlovana zejména existenci tzv. biliverdin-
bilirubinového redoxniho cyklu, kdy je BR oxidovan ROS (peroxid vodiku, lipidové
hydroperoxidy, peroxylové radikaly aj.) zpét na BV a ten opét enzymaticky regenerovan na
BR (Baranano, Rao et al. 2002, Greenberg 2002, Sedlak, Saleh et al. 2009), Obr. 8. Zaroven
BR inhibuje bézné izoformy enzymu NADPH-oxidasy, coz jsou komplexy uvoliujici
v buiikach superoxid, a tim zvySuje své antioxidacni ucinky (Kwak, Takeshige et al. 1991,

Lanone, Bloc et al. 2005).

V dalsich studiich bylo zjisténo, Ze BR zabranuje peroxidaci nejen mastnych kyselin,
ale 1 fosfolipidu (Sedlak, Saleh et al. 2009), proteini (Stocker and Ames 1987) ¢i lipoproteinu
LDL (Wu, Fung et al. 1994) a snizuje karbonylaci bilkovin. BR v nizkych koncentracich
také chrani neurondlni buniky pfed oxidacnim stresem (Dore, Takahashi et al. 1999) ¢i
funguje jako antioxidant v lidskych vaskularnich endotelidlnich bunkach (Ziberna,
Martelanc et al. 2016). BR pisobi in vitro 1 in vivo také proti Skodlivym G€inkim
prooxidanti véetné Zlucovych kyselin (Zelenka, Muchova et al. 2012) a zaroven sniZuje
oxidac¢ni poSkozeni jater vyvolané nahromadénymi zluCovymi kyselinami béhem cholestazy

(Muchova, Vanova et al. 2011).
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Obr. 8: Biliverdin-bilirubinovy redoxni cyklus. ROS primo oxiduji BR na BV, ktery je
biliverdin reduktasou za spotieby NADPH redukovan zpét na BR (Sedlak and Snyder 2004).

Role BR jakozto jednoho z nejsiln€jSich endogennich antioxidantd je znama 1
z klinické praxe (Gazzin, Vitek et al. 2016). Existuje dokonce souvislost mezi koncentraci
BR a celkovou antioxidacni kapacitou séra ovliviiujici rozvoj ischemické choroby srdec¢ni
(Schwertner, Jackson et al. 1994). Konkrétné u jedinct stfedniho véku s Gilbertovym
syndromem byl vyskyt ischemické choroby srde¢ni 2 % oproti béZné populaci ve stejné

vekové skuping, kde toto riziko predstavovalo az 12 % (Sedlak and Snyder 2004).
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Obecné¢ mirné zvySené systémové koncentrace BR jsou dnes jiz povazovany za
protektivni faktor. Napiiklad zvySeni koncentrace BR o 1 pumol/l je spojeno se snizenim
rizika rozvoje aterosklerdézy v populaci o 6 % (Novotny and Vitek 2003). ZvySena
koncentrace BR je spojena pfimo se snizenou tvorbou aterosklerotickych plati u krénich
tepen, coz snizuje riziko mozkové piihody (Ishizaka, Ishizaka et al. 2001). Dal§im ptikladem
je zavislost mezi snizenou sérovou koncentraci BR a zvySenym rizikem vzniku rozvoje
systémovych chorob spojenych s vy$sim oxidacnim stresem (napft. koncentrace BR nizsi nez
7 umol/l je jiz vyznamny rizikovy faktor) (Wagner, Wallner et al. 2015). Tento efekt
koncentrace BR byl analogicky popsan napf. i u astmatu (Horsfall, Hardy et al. 2014),
hypertenze (Wang and Bautista 2015) schizofrenie (Vitek, Novotna et al. 2010), diabetu
(Abbasi, Deetman et al. 2015) roztrousené sklerdzy (Peng, Deng et al. 2011), systémového
lupus erythematosus (Vitek, Muchova et al. 2010) ¢i obezity (DiNicolantonio, McCarty et
al. 2018). Koncentrace BR jsou také prokazatelné snizené¢ u onemocnéni perifernich cév
(Breimer, Spyropolous et al. 1994). Jsou znamy 1 studie, které dokladaji snizené riziko
umrtnosti u pacientil s rakovinou, pokud u nich doslo ke zvysSeni sérové koncentrace BR

(Temme, Zhang et al. 2001).

Sérova koncentrace BR je tedy vyznamny antioxida¢ni marker a byva ovlivnéna
mnoha faktory, napifiklad vékem (Rosenthal, Pincus et al. 1984) , pohlavim (niZsi
koncentrace BR u zen), dietou (hladovénim se zvySuje sérovy BR), koufenim (koufeni
vyrazné snizuje koncentraci BR) a spotiebou 1€éka ¢i rostlinnych produktt (Vitek and
Schwertner 2007). Vybrané klinické ptiklady poukazujici na korelaci mezi koncentraci BR

a oxida¢nim stavem u pacientd jsou uvedeny v Tab. 1
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Tab. 1: Vybrany souhrn studii, zabyvajici se vztahem BR k onemocnéni spojenych

s oxidacnim stresem. Prevzato a upraveno dle (Sedlak and Snyder 2004).

Klinicky stav Charakteristika Reference
44 déti s onemocnénim zplisobenym volnymi radikaly mélo
o ] (Benaron and
signifikantn€ nizs§i vzestup sérového BR nez zdravi
) Bowen 1991)
novorozenci.
25 predcasné narozenych déti s onemocnénim zptisobenym
o . (Hegyi, Goldie
ROS mélo signifikantné niz$i koncentrace BR nez 57
etal. 1994)
kontrolnich ptipadu.
Antioxidacni _ (Gopinathan,
Koncentrace BR v plazmé tzce korelovaly s koncentracemi
status u o ] Miller et al.
antioxidantd u kojenct.
novorozencu 1994)
U 8 novorozencii s hyperbilirubinémii (250-435 puM) doslo (Belanger,
po vyménné transfuzi ke sniZeni jak koncentrace BR, tak Lavoie et al.
antioxidacni kapacity plazmy. 1997)
U 28 predCasné narozenych déti korelovaly koncentrace
. : . (Drury, Nycyk et
antioxidanti BR a kyseliny mocové s celkovymi
o al. 1998)
koncentracemi antioxidantii v plazmé.
Po rozsahlém tréninku a fyzickém cviceni bylo prokazano u (Chevion,
31 muzskych subjektd zvysené koncentrace BR a snizenda ~ Moran et al.
mira oxida¢niho poskozeni v séru. 2003)
Oxida¢ni metabolity BR byly signifikantn€ zvySeny v moci
) _ ~ (Otani, Shimizu
u 19 septickych pacientli ve srovnani s 28 kontrolnimi
) etal 2001)
subjekty.
Antioxidacni —
V souboru 5124 jedinct byly koncentrace BR neptfimo (Djousse,
status u
umeérné riziku infarktu myokardu a kardiovaskularnich  Rothman et al.
dospélé
P onemocnéni. 2003)
populace
o ) (Breimer,
U 31 jedinct s perifernim vaskularnim onemocnénim byly
) Spyropolous et
koncentrace BR vyznamné niz§i nez u normalni populace.
al. 1994)
) (Perlstein,
Vyssi koncentrace celkového BR v séru byly asociovany se
] Pande et al.
snizenou prevalenci mrtvice.
2008)
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1.3.3 Protizanétlivé ucinky bilirubinu

vvvvvv

poskozeni (zranéni, poskozeni tkani, infekce atd.). Tato reakce zahrnuje mnoho
systémovych a metabolickych projevi véetné zapojeni Sirokého spektra chemickych signalt
(Zhang and An 2007). Béhem prvotni odpovédi dochazi nejprve k aktivaci a posléze migraci
leukocytl (neutrofili, monocytl a eozinofilll) z krevniho systému do mista poSkozeni za
spoluprace tkanovych zirnych bun¢k. Béhem této akutni faze zadnétu (24 az 48 hodin od
prvniho impulzu) dochazi také k diferenciaci monocytii na makrofagy, jez jsou hlavnimi
zdroji cytokini (Coussens and Werb 2002). Cytokiny jsou malé rozpustné proteiny
(<40 kDa) syntetizované témét vSemi jadernymi buiikami a jsou povazovany za medidtory
zanétu (Dinarello 2000). Sekrece cytokinii je pfisné regulovana zejména nuklearnim
faktorem NF-xB, ktery patii mezi dimerické transkripéni faktory. Je slozeny z proteinti
rodiny Rel (RelA/p65, RelB, c-Rel, NF-kB1 p50/p105, NF-kB2 p52/p100). Aktivace
NF-«B, probihajici nejcastéji extracelularnim stimulem (stres, prozéanétlivé cytokiny,
patogeny, lipopolysacharidy atd.), hraje klicovou roli v regulaci zanétlivé odpovédi

(Obr. 9).

NF-kB aktivuje zanétlivé geny a dalsi faktory jako jsou adhezni molekuly,
chemokiny, riistové faktory a inducibilni enzymy ovliviiujici imunitni reakce, stresovou
odpovéd, vyvoj B- lymfocytt aj. (Baldwin 1996). Komplex NF-kB je ve své neaktivni form¢e
lokalizovan v cytoplasmé, vazan ke svému inhibitoru IkB, jenz zabrafnuje translokaci do
jadra. V klasické draze (kanonické) dochdzi po stimulaci nejprve k aktivaci (fosforylace Ser
176/180, 177/181) IKK komplexu (IKKf, IKKa a NEMO), coz Gsti ihned k fosforylaci kB
(Ser 32). Fosforylovace vede k ubikvitinaci a proteosomalni degradaci (za ucasti 26S

proteasomu) IkB a k uvolnéni a aktivaci NF-kB (fosforylace Ser 536), ktery je nasledné
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post-translacn¢ modifikovan (fosforylaci, acetylaci a glykosylaci) a translokovéan do jadra,
kde spousti transkripci klicovych zanétlivych genti (Siebenlist, Franzoso et al. 1994, Zandi,

Chen et al. 1998), Obr. 10.

Receptory antigent

Cytokiny
TCR TNFa
BCR IL-1 .
Infekce Genotoxicky stres
LPS \ UV-, y-radiation
dsRNA ‘j reactive oxygen
\ﬁ& ﬁ/ intermediates (ROI)

NF-«xB

Imunoregulaéni K \
proteiny l( i } l Regulace apoptézy

Serum amyloid protein,

C3 complement Bel-XL,
Ruastoveé
: Rel/IxB IAPs
VCAM, Cytokiny proteins faktory
ICAM TNFa, IL-1,
IL-6, IL-12 -
TCRa, B :3“1%(;’ cRel.  a-csF
MHC | M-CSF

Regulace NF-kB Proliferace

Obr. 9: NF-xB pusobi jako centrdlni mediator imunitnich a zanétlivych odpovédi a podili
se na stresovych reakcich a regulaci bunécné proliferace a apoptozy. Prevzato a upraveno

dle (Oeckinghaus and Ghosh 2009).

Nejnovéjsi experimentalni a klinické studie jasn€ hovofti o protizanétlivych ucincich
BR. V literatufe Ize dohledat, Ze pii nizkych koncentraci potlatuje BR pravé sekreci
prozanétlivych cytokint (IL-2) a tim reguluje zanét in vitro (Haga, Tempero et al. 1996).
Wallner a kol. zjistili, Ze zvySené koncentrace BR vedly ke snizeni hladiny IL-6 a

C- reaktivniho proteinu (CRP) (Wallner, Bulmer et al. 2013).
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TGF-g

NREY ik comp D

Obr. 10: Signalni drahy hlavnich zanétlivych cytokinu se zamérenim na drahu NF-kB. IKK
komplex je aktivovan napr. TNF-o, dochazi k fosforylaci IkB a uvolnéni a translokaci

NF-kB do jadra. Zpracovano dle (Hanada and Yoshimura 2002).

-----

pozorovat jiz téméf pied 80 lety u pacientli s revmatoidni artritidou, u nichz dochézelo k
prekvapivému zmirnéni symptomt, a to diky zvySené koncentraci BR v diisledku rozvoje
jaterni choroby (Sidel N 1934, Hench 1938). Pozdé&ji bylo toto pozorovani potvrzeno
rozséhlou epidemiologickou studii dokladajici u pacientl pfimou asociaci mezi snizenym

rizikem rozvoje revmatoidni artritidy a vySsi celkovou koncentraci BR v séru (Fischman,
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Valluri et al. 2010). Vyznamné souvislosti 1ze dohledat 1 mezi zanétlivym onemocnénim
sttev a koncentracemi BR. Pacienti sulcerézni kolititidou ¢i primarni sklerotizujici
cholangitidou a hyperbilirubinémii maji mirné;si kolitidu ve srovnani s pacienty s nizkymi
koncentracemi BR (Papatheodoridis, Hamilton et al. 1998). Zarovei jedinci s Gilbertovym
syndromem maji snizenou predispozici pro rozvoj zanétlivého onemocnéni stiev (Crohnovy

choroby) (Lenicek, Duricova et al. 2014).

Data z klinickych studii jsou potvrzena i experimentalnimi in vivo a in vitro studiemi.
Jednim z mechanismi miZze byt inhibi¢ni vliv BR na fosforylaci proteinti (Hansen,
Mathiesen et al. 1996). V experimentalnim modelu zanétlivé kolitidy u mysi BR inhiboval
migraci leukocytli a zabranoval poSkozeni stfevni sliznice (Zucker, Vogel et al. 2015).
Zaroven BR inhiboval transendotelovou migraci monocytl a leukocytl u zanétu dychacich
cest u mysi (Keshavan, Deem et al. 2005) a zabranoval vzniku aterosklerotickych plati
analogickym mechanismem (inhibici transendotelové migrace monocytli pfes cévni sténu)
(Vogel, Idelman et al. 2015). V modelu zanétu indukovaném LPS u mysSi inhiboval BR
zvyseni exprese syntasy oxidu dusnatého prostfednictvim inhibice TLR-4 receptorti (Wang,
Smith et al. 2004, Lanone, Bloc et al. 2005). Nov¢jsi studie dokladaji, Ze BR zabratnuje
potlacenim vrozené imunity v in vivo podminkach odmitnuti Stepu pfi transplantaci (4din,
VanGundy et al. 2017). V loiském roce byla publikovana studie dokladajici sniZeni
celkovych zanétlivych parametri a prevenci arteridlni neointimalni hyperplazie piti pouziti
koronarnich stentl potazenych BR (Bae, Park et al. 2018). NaSe skupina jiz dfive prokazala,
ze mirna hyperbilirubinémie chrani pied zanétem spojenym se starnutim (Zelenka, Dvorak

et al. 2016). Vybrany seznam protektivnich t¢inkti BR je uveden v Tab. 2.
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Tab. 2: Vybrany seznam antioxidacnich, protizanétlivych a cytoprotektivnich viastnosti BR.

Prevzato a upraveno dle (Thakkar, Edelenbos et al. 2019).

Mechanismus aéinku

Efekt bilirubinu

Oxidacdni stres

Zvyseni celkové antioxidacni kapacity

Snizeni oxidace LDL

Snizeni tvorby koncovych produktii pokrocilé
glykace

Snizeni produkce superoxidu prostiednictvim

inhibice NADPH oxidasy

Zanét

Snizeni produkce prozanétlivych cytokint

Snizeni hladiny CRP

Regulace diferenciace T-regulac¢nich lymfocyti

Metabolismus lipidi

Snizeni LDL cholesterolu

Snizeni triacylglyceroli

Zvyseni HDL cholesterolu

Metabolismus glukozy

Zachovavani homeostazy glukozy

Zvyseni citlivosti na inzulin

Snizeni inzulinové rezistence

Krevni tlak

Snizeni krevniho tlaku

Niz$i koncentrace BR koreluji s vyssi

Obezita ]
obezitou
SniZeni stfedniho objemu krevnich desticek
Tromboza ZvysSeni parcidlniho tromboplastinového

casu

Bunécéna adheze

SniZeni exprese ~ VCAM-1/ICAM-1/

E selektinu indukovanou TNF-a

Snizeni transendothelidlni migrace

leukocytl zprostiedkovanou VCAM-1

Bunééna signalizace

Inhibice drahy MAPK

Inhibice translokace NF-xB

zprostitedkovanou TNF-a
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Obr. 11: Efekt bilirubinu na vsech etazich imunitniho systém. Prevzato a upraveno dle

(Jangi, Otterbein et al. 2013)

Data zposlednich let presvédCivé naznacuji, ze kromé vySe uvedenych
antioxidacnich a protizanétlivych uc¢inki ovliviiuje BR mnoho etaZi imunitniho systému, a
to jak na urovni piirozené, tak i adaptivni imunity (Ollinger, Wang et al. 2007, Liu, Li et al.
2008, Jangi, Otterbein et al. 2013). Prvni studie provadéné jiz v 70. letech zjistily, Ze BR
vyznamné potlacoval tvorbu protilatek proti zaSkrtu, tetanu a ¢ernému kasli u novorozenct
(Nejedla 1970), coz naznaCuje ulohu BR ve vyvoji imunitniho systému. Vzhledem
k propojeni signalnich drah a stile aktualnéjSim poznatkim na poli imunologie je

imunomodulacni role BR zna¢né rozmanitd a lze najit propojeni s jeho protizanétlivym
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pusobenim (Obr. 11). Za zminku stoji inhibi¢ni vliv BR na komplementovy systém, kde
dochazi k inhibici v kroku C1 klasické drahy (Basiglio, Arriaga et al. 2010), interakce s Fc
receptory makrofagt (Vetvicka, Miler et al. 1985), modifikace exprese MHC II
glykoproteint (Liu, Li et al. 2008) ¢i ovlivnéni diferenciace T bun¢k véetné T regulacnich
lymfocyt (Rocuts, Zhang et al. 2010). Aktivitu cytotoxickych T-lymfocyti moduluje BR
snizenim syntézy DNA, expresi antigenu Tac (CD25) a expresi receptoru pro transferin

(CD71)(Haga, Tempero et al. 1996).

1.4 Stanoveni koncentrace bilirubinu

Vzhledem k vys$e uvedenym biologickym u¢inktim BR je nutné nejenom pii rutinnim
laboratornim stanoveni, ale i pro vyzkumné ucely stanovit ptesnou analytickou koncentraci
BR, zejména méfit nizké koncentrace. V klinickych laboratofich je kladen diraz na
jednoduché a rychlé analytické metody. Za zminku stoji, ze po mnoho let slouzilo
k rychlému stanoveni koncentrace BR pouhé porovnani barvy séra s barvou ptislusného
standardu. Pozd&j$i metody byly zalozeny na stanoveni oxida¢niho produktu (BV),
spektrofotometrickém stanovenim (Jirsa and Jirsova 1959) ¢i na méfeni tzv. ikterického
indexu (Puppalwar 2012). Dnes se v rutinni praxi BR stanovuje diazoreakci, ve kter¢ BR
reaguje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou a to bud pfimo, bez akceleratoru
(konjugovany BR), anebo nepiimo (reaguje az po ptidani akceleratoru, nekonjugovany)
(Watson 1961). Pouzivani pojml volny BR (nekonjugovany), konjugovany BR, delta BR
(Obr. 12), ma tedy historicky zaklad a nesouvisi s fyzikalné chemickymi vlastnostmi BR.
Jiz v roce 1980 bylo poukazano na to, Ze pfimou diazoreakci miiZze poskytovat nejenom
konjugovany BR, ale i nepatrna ¢ast nekonjugované¢ho (Killenberg, Stevens et al. 1980).

Ackoliv diazoreakce patii mezi levné a rychlé stanoveni a moznost faleSné pozitivnich
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vysledkii byva zohlednovana, referencni hodnoty vydané v riznych laboratotich se mohou
lisit az o desitky procent (zejména diky reakénimu Casu, teploté ¢i promotoru diazoreakce)

(Puppalwar 2012).

. N
Albumin (~?
O

Obr. 12: Delta-bilirubin, kovalentné vazany na albumin.

Z tohoto divodu jsou s progresivnim rozvojem detekcnich technologii v poslednich
letech studovany a zavadény alternativni metody stanoveni koncentrace BR v biologické
matrici. Za zminku stoji enzymatické metody za pouziti enzymu kienové peroxidasy, ktery
oxiduje BR na bezbarvé produkty. Koncentrace BR je pak stanovena z poklesu absorbance
(Brodersen and Bartels 1969). U novorozencli se mizeme Casto setkat s neinvazivnim
fotometrickym transkutdnnim stanovenim BR tzv. ikterometrem (bilirubinometr). Ziskana
koncentrace BR je Cisté orientacni, nicméné sniZzuje nutnost odbéru krve novorozencl
(Maisels 2015). OvSem vzhledem k neurotoxickym uinkiim nekonjugované
hyperbilirubinémie u novorozencii (kap. 1.3.1), kdy zejména u déti s nizkou porodni vahou
je znalost piesné koncentrace BR extrémné dllezitd, je snaha mnoha laboratofi zavadét nové
precizni analytické metody stanoveni BR ¢i jeho fotoizomerl v riznych biologickych

materidlech, a to pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) ¢i kapalinové
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chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS), kde je pottebny objem vzorku minimalni (v

jednotkach do desitek pL).

Pro vyzkumné tucely byla vnasi laboratoii zavedena metoda vysokotc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s UV/VIS detekci umoznujici stanoveni
BR v nanomolarnich koncentracich (Zelenka, Lenicek et al. 2008). BR je mozno stanovit
v séru, v bunikach ¢i v tkdnich. Tato metoda je postavena na extrakci BR v n€kolika krocich,
a to nejprve systémem metanol/chloroform/hexan, poté je BR extrahovan do emulzni kapky
vytvotené v nepolarnim hexanu. Zna¢nd vyhoda této metody spociva zejména v jeji
citlivosti a opakovatelnosti a slouzi k vyzkumnym ucelim nejenom nasi laboratote, ale i
evropskych a svétovych instituci a ke studiu patofyziologické role BR. Nicméné nevyhodou

stale zUstava jeji Casova narocnost, cena spotfebniho materidlu a vétsi objem vzorku.

Pro stanoveni fotoizomert BR ve zluci, séru a moci byly pro vyzkumné ucely jiz
v 80. letech zavedeny HPLC metody (Onishi, Kawade et al. 1980, Mcdonagh, Palma et al.
1982), jez byly v pribéhu let modifikovany (Agati, Fusi et al. 1998, Itoh, Isobe et al. 1999,
McDonagh 2014), Klasické HPLC metody jsou posledni dobou nahrazovany LC-MS, kdy

1ze dosédhnout vyssi citlivosti a zrychleni analyzy vzorku.

S rozvojem védy a techniky lze v literatufe nalézt i nejnovéjsi fyzikalné-chemické
metody na stanoveni BR. BR zde funguje napf. jako senzor reakce. Napft. zapnuti
fluorescence na nanoclusteru BSA-CuNCs/ Fe3" v piitomnosti BR (Jayasree, Aparna et al.
2018) ¢i luminiscenéni detekce BR ve vodném prostiedi s pouzitim kvantovych castic
Mn:ZnS/L-cystein (Abha, Nebu et al. 2019). V roce 2013 byl japonskymi védci izolovan a
charakterizovan protein UnaG ze svalt sladkovodnich thoit, ktery po konjugaci s BR silné

fluoreskuje (Kumagai, Ando et al. 2013) (Broichhagen and Trauner 2013).
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2 Cile disertac¢ni prace

Cilem predkladané disertatni prace byl vyzkum protektivnich ucinki BR na

experimentalnich in vivo a in vitro modelech ve vztahu k zanétu a oxidacnimu stresu.
V ramci této prace byly feSeny nasledujici problematiky:

v Genotypizace normo- a hyperbilirubinemickych potkand.

v Vliv BR na systémovy zanét vyvolany lipopolysacharidem in vivo.

v' Izolace primarnich hepatocytii z normo- a hyperbilirubinemickych

potkant a studium vlivu BR in vitro.

v" Efekt BR na oxidaéni stres in vitro.

Dil¢im cilem prace bylo stanovit a validovat analytickou LC-MS/MS metodu na

stanoveni koncentrace BR a jeho fotooxidacniho produktu v séru.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie a material

Bio-Rad, USA: 4x-Laemmli vzorkovy puftr, akrylamid, bisakrylamid

Bio-Techne R&D Systems, USA: Rat TNF-alpha Quantikine ELISA Kit

BioTech, USA: kradlici primdrni monoklonalni protilatka proti: B-aktinu, NF-kappa-B p65
XP, I-kappa-B-alpha, phospho-I-kappa-B-alpha (Ser32), médium: MEM Ham's, F12,
Kaighn\'s Modification SH30526.01., Kolagen from rat tail II, proteindza K, FBS, L-
glutamin, penicilin/streptomycin

Frontier Scientific, USA: mezobilirubin

Chromservis, CR: kolona 00F-4248-E0 Luna 3 um C8(2) 100A HPLC kolona 150 x 4.6

mm, ptedkolonky pro SecurityGuard, Gemini C6-phenyl 4 x 3 mm
Merck, Némecko: chloroform, metanol, n-hexan, ethylacetat, acetonitril

Penta, CR: chloroform, etanol, fenol, glycerol, isopropylalkohol, EDTA, H3PO4, KHCO3,

NacCl, NaOH, NaHCO3, TRIS, Na>SO4, HCI

Sigma-Aldrich, USA: Tumor nekrotizujci faktor-a, Interleukin-1p, Inzulin, Williamsovo
médium E, BSA, LPS z Escheria Coli 0114:B4, BHT, TBA, MTT, BR, RNAlater, NH4Cl,
NH4F, DMSO, b-merkaptoetanol, glycin, TEMED, persiran amonny, triton X-100,
inhibitory fosfatdz a proteinaz, PMSF, Tween, kyselinchenodeoxycholova a, HSA, RSA,

kyselina askorbova

ThermoFisher scientific, USA: kit pro reverzni transkripci High-Capacity cDNA, reverzni
transkriptaza MultiScribe™, Master Mix TagMan® Fast Advanced, MicroAmp® Optical

adhezni folie, pufr (western blot Strip), marker GeneRuler 50 bp DNA Ladder, MVal
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3.2 Genotypizace normo a hyperbilirubinemickych potkanii

Hyperbilirubinemi¢ti potkani kmene Gunn s kongenitalnim deficitem enzymu
UGT1A1 (homozygoti, Gunn-Ugtlalj/Slc) maji trvale zvysenou koncentraci BR. Potkani
kmene Gunn a normobilirubinemické kontroly byly dlouhodobé rozliSovany pouze na
zéklad¢ fenotypu (barva séra, barva srsti, koncentrace BR). Kvtili zpfesnéni, zrychleni a pro
standardizaci zatazeni nové narozenych potkant a celého chovu byla zavedena metoda
restrik¢ni analyzy (polymorfismus délky restrikcnich fragmenti, RFLP) pro genotypizaci

experimentalnich zvitat pouzitych pro in vivo 1 in vitro studie.

3.2.1 Izolace gDNA

Potkanlim byl odebran maly kousek tkané (odsttizeni ¢asti levého ucha) a izolace
gDNA probihala fenol/chloroformovou extrakci s ptidavkem proteindzy K. Vzorky byly
centrifugovany pii 15000g, 15 min pii 4 °C a vznikla peleta byla promyta ledovym 70 %
etanolem, vysusena, rozpusté¢na ve 100 ul TE pufru (1 M TRIS-CL, 0,5 M EDTA).

Koncentrace a Cistota gDNA byly stanoveny spektrofotometricky.

3.2.2 Polymerazova retézova reakce-PCR

Pro PCR a néslednou restrikéni analyzu (RFLP) byly navrzeny primery L (5'-
CCATCCCGAGTTCCTACAATG-3") a R (5-TGACAGTTTTAAGGGCGTTTTC-3"). PCR mix
obsahoval kromé 5 pmol primerd 0,2mM dNTPs (smés dinukleotidtrifosfatt), 2,5 mM
MgClz, SO4 pufr (pufr pro Aptamer Tag pomylerasu) a 1,25 U Aptamer Tag polymerasy a
25 ng DNA templatu. Reakce probihala pfi podminkach 3 min 95 °C, 35 cykla (95 °C 30 s,

58°C20s,72°C25s)a3min 72 °C.
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3.2.3 Stépeni DNA pomoci restrikéni endonukleasy

Ke stépeni ve vybranych mistech ¢asti UGT1A1 sekvence byl vybran enzym Mval ,
ktery $tépi v mistech CC(A/T)GG. 5 ul PCR produktu (kap 3.2.2) bylo sté€peno restrikéni
endonukleasou Mval dle doporuceni vyrobce (po dobu 2 hodin pti 37°C v ptislusSném pufru).
Vysledné produkty Stépeni byly rozdéleny gelovou elektroforézou na 2 % agarose a délka
ziskanych fragmentt byla 276, 45 bp pro homozygoty (potkani Gunn), 276, 232, 45 bp pro

heterozygoty a 232, 45 bp pro wildtype.

3.3 In vivo experimenty

Hyperbilirubinemické samice potkani kmene Gunn a kontroly (n=10, vaha
160-220g, veék 6 mésict) byly chovany pii laboratorni teploté 24+2 °C s ptisunem vody a
granulované stravy ad libitum. Experimenty byly realizovany v souladu se Zakonem na
ochranu zvitat proti tyrani (409/2008) a vyhlaskou O chovu a vyuziti pokusnych zvitat
(207/2004) v prostorach 1. l€katské fakulty Univerzity Karlovy v Praze (Centrum pro
experimentalni biomodely, U nemocnice 5, Praha 2). Projekt pokust Role bilirubinu
v regulaci zanétlivé odpovedi ¢.j. MSMT-25538/2018-2 byl schvalen Ministerstvem Skolstvi,

mladeZe a télovychovy.

Potkani byli nahodné rozdéleni do dvou skupin: pokusné skupin€ byl jednorazoveé
intraperitonealné (i.p.) aplikovan roztok LPS (6 mg na jeden kilogram télesné hmotnosti
zvitete), ktery byl rozpustény ve fyziologickém roztoku, kontrolni skupiné byl aplikovan ve
stejném objemu fyziologicky roztok. Po 12 hodinach piisobeni byla zvifata usmrcena a byla
jim z bfisni tepny odebrana krev na biochemické analyzy. Vybrané organy byly oplachnuty
ledovym PBS pufrem a nasledné¢ zmraZeny v tekutém dusiku a uchovavany pii -80 °C. Na
mRNA analyzu bylo odebrano 100 mg tkdné a ihned ulozeno v RNAlateru a dale

zpracovano dle protokolu vyrobce.
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3.3.1 Stanoveni zanétlivych markeri

Krevni obraz a diferencidl byly méfeny v Centralnich vyzkumnych laboratofich,
1. 1ékafské fakulty Univerzity Karlovy v Praze automatickym analyzatorem XN-1000
(Sysmex, USA). Sérové parametry jaterniho poskozeni celkovy BR a aktivita
alaninaminotransferasy (ALT), alkalické fosfatasy (ALP) a aspartataminotransferasy (AST)

byly stanoveny na automatickém analyzatoru (Modular, Roche, Némecko).

3.3.2 Stanoveni cytokinii

Vybrané cytokiny byly méfeny v séru kontrolnich i potkanti kmene Gunn pomoci
komerc¢nich ELISA Duo-Sett pro IL-1B/IL-1F2, IL-10, TNF-a a IL-6 (Bio-Techne R&D
Systems, USA) a finalni detekce probihala za pouziti DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kitu

(Bio-Techne R&D Systems, USA) dle postupu uvedeného vyrobcem.

3.3.3 Stanoveni lymfocytii priitokovou cytometrii

Pro analyzu pritokovou cytometrii bylo potkanim odebrano 250 pL plné krve do
sterilnich zkumavek obsahujici 3 % EDTA. Cervené krvinky byly nejprve 2x lyzovany s
ACK pufrem (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 1 mM EDTA. pH 7,3) po dobu 15 a 5 minut
a promyty 2x PBS. Nasledn¢ byly buiiky barveny pro panel T bunék. Nejprve byly bunky
barveny za pouziti protilatek: anti-CD45-FITC (OX-1, Thermo Fisher Scientific), anti-CD4-
BV-786 (0OX-35, BD Biosciences), anti-CD8a-PerCP-¢710 (OX-8, Thermo Fisher
Scientific), anti-CD62L-PE (OX-85, SONY) a anti-CD45RC-Alexa Fluor 647 (0X-22,
SONY). Poté byly buiky fixovany a permeabilizovany intraceluldrnim kitem Anti-
Mouse/Rat Foxp3 Staining Set APC (Thermo Fisher Scientific), inkubovany s protilatkou
proti Foxp3 v PBS a blokace probihala 15 min s 2 % potkanim sérem. Suspenze bunék byly
analyzovany prutokovym cytometrem (BD LSR II v¢etné FACS Flow Supply of the High

Throughput Sampler System, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) a data byla vyhodnocena
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pomoci ,,single cell” softwaru FlowJo RNDr. Janem Svobodou, Ph.D. z mikrobiologického

ustavu Akademie Véd, v. v. 1.

3.3.4 1zolace mRNA

Celkova mRNA z tkani a bun&k byla izolovana kitem GenUP™ Total RNA Kit
(Biotechrabbit, Némecko) a celkovda mRNA z krve byla izolovana kitem Total RNA Mini
Kit (Generaid, Tajwan). Vzorky tkani na izolaci mRNA byly vyjmuty z RNAlateru, zvazeny
a pridany do lyzacniho pufru, ktery byl soucasti kitu a nasledn¢ 30 s homogenizovany
ru¢nim homogenizatorem TissueRuptor. Buniky byly oplachnuty 2 x 0,5 ml ledového PBS a
lyzovany pfimo na misce s lyzacnim roztokem s f-merkaptoetanolem. Plna nesrazliva krev
byla pfimo pipetovana do lyzacniho roztoku. Izolace RNA probihala dle pftislusného
protokolu. Cistota a koncentrace mRNA byla spektrofotometricky ovéfena na
spektrofotometru NanoDrop pii 260 nm. mRNA byla nasledné piepsana do cDNA High

capacity cDNA reverse transciption Kitem (Thermo Fisher, USA) a uloZena v -20 °C.

3.3.5 Kvantitativni real time PCR a stanoveni exprese genii

cDNA slouzila jako templat pro stanoveni exprese genll. Real time PCR byla
pfipravena dle instrukci vyrobce za pouziti TagMan® Fast Advanced Master Mix.
Stanoveny byly geny pro interleukin-6 (IL-6, Rn01410330_m1), tumor nekrotizujici faktor-
o (TNF-a, Rn99999017 ml), interleukin-10 (IL-10, Rn00563409 ml), interleukin-1p
(Rn00580432 _ml), LBP (Rn00567985 ml) a -2 mikroglobulin (Rn005608865 ml) jako
kontrolni ,,housekeeping* gen. Vysledky byly vyjadieny jako zména exprese ptislusného

genu ve srovnani s kontrolami.
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3.4 Purifikace komer¢éniho nekonjugovaného bilirubinu

Komer¢né dostupny BR izolovany ze zluce a ZluCovych kameni je smés izomert
[Xa, IlIa a XIIlo BR, ktera obsahuje 1 nechténé mnozstvi mastnych kyselin a fosfolipidu,
které¢ mohou nasledn¢ zeslabovat vazbu na albumin, proto je vhodné BR pied pouzivanim
precistit. V ramci disertacni prace byl pouzivan modifikovany postup purifikace komercné

dostupného BR bez ptitomnosti svétla (McDonagh and Assisi 1972).

100 mg komercniho BR bylo rozpusténo v 180 ml chloroformu v Erlenmayerové
bafice a zahfivano 10 min na vodni lazni pti 61 °C. Roztok byl poté ochlazen na pokojovou
teplotu a prefiltrovan ptes chloroformem navlhceny filtra¢ni papir, filtrat byl rovnomérné
rozdélen do Sesti sklenénych 50 ml centrifugacnich zkumavek. Filtrat byl poté promyt
v poradi 1x destilovana H>O, 2x 0,1 M NaHCOs3, 1x 10 % NaCl, 4x destilovana H>O, kdy
pti kazdém promyti byl obsah zkumavek 50x intenzivné protiepan a po ustdleni vodné a

chloroformové faze byla horni vodna faze s precipitatem odebréana.

Pro promyti a ptecisténi byl obsah zkumavek s chloroformovou fazi zkombinovan a
prenesen do 3 Cistych sklenénych zkumavek s ptidavkem Na>SOs . Roztoky byly dikladné
promichény a nasledné centrifugovany 5 minut pfi 1800 rpm. Supernatant byl filtrovan pies
chloroformem navlhéeny papir do ¢isté Erlenmayerovy baiky a zahfivanim na vodné 1azni
odparen az do doby, kdy zacal BR krystalizovat na sténach nddoby. Za stalého michani bylo
pfidano 16 ml metanolu. Roztok byl poté odstaven z vodni 1azné a po 5 minutach bylo

pfidano dalSich 16 ml metanolu.

Takto upraveny roztok byl pfenesen do dvou c¢istych centrifugacnich zkumavek,
centrifugovan 5 minut pfi 1800 rpm a déle bylo pracovano pouze s peletou. Peleta byla 3x
promyta metanolem, sto¢ena 5 minut pfi 1800 rpm a supernatant byl vzdy odstranén. Po

poslednim promyti byla peleta pfenesena do Cisté sklenéné zkumavky a lyofilizovana pies
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noc. Vznikly precistény vysuseny BR byl ulozen v -80 °C v temnu a byl pouzivan na v§echny

in vitro experimenty.

3.5 Rozpousténi bilirubinu

Diky Spatné rozpustnosti BR lze v literatufe najit jako hlavni rozpoustédlo DMSO,
nicmén¢ samotné DMSO muze ovlivilovat expresi fady geni, diferenciaci a nékteré
vlastnosti jaternich bun€k (Pal, Mamidi et al. 2012). V ramci této disertacni prace byl proto
purifikovany BR rozpustén dle (Zelenka, Lenicek et al. 2008) s malou modifikaci, tedy
2,8 mg BR bylo rozpusténo ve 2 ml 0,1 M NaOH a ihned zneutralizovdano s 1 ml 0,1 M
H3PO4.BR byl poté smichan s 7 ml roztoku BSA (660 pM). Tento zdsobni roztok byl uloZzen
v alikvotech pfti -80 °C a pro dal$i experimenty natfedén na pracovni koncentrace s 660 uM

BSA ve fosfatovém pufru (pH=7).

3.6 In vitro experimenty
3.6.1 Izolace a kultivace primarnich hepatocyti

Hyperbilirubinemicti samci potkani kmene Gunn a normobilirubinemické kontroly
(n=4, vaha 200-220g, veék 6 mésict) byli chovani pti laboratorni teploté 24+ 2°C s pfisunem
vody a granulované stravy ad libitum. Primarni hepatocyty (PH) byly izolovany
dvoutazovou kolagenazovou metodou dle (Berry, Grivell et al. 1997). BunéEna viabilita PH
byla stanovena barvenim trypanovou modfi (75-85%) a izolované hepatocyty byly nafedény
ve Williamsové médiu s ptidavkem 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 inkubovény pii 37 °C, 5 % CO;. Neuchycené bunky byly po 3 hodinich
odstranény promytim a ptidavkem nového média. Druhy den byly PH kultivovany
s kompletnim médiem obsahujici BR (10-100uM) a TNF-a (12-100 ng/ml) po dobu 0-24 h.

Bunécna viabilita byla métena MTT testem (kap. 3.6.2) intracelularni koncentrace BR byla
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méiena HPLC (kap. 3.6.3), dale byla métena exprese mRNA cytokin pomoci qPCR (kap.

3.3.5) a relevantnich proteinti metodou Western blot (kap. 3.6.9).

3.6.2 Test viability MTT

Bunécna viabilita PH byla stanovena MTT testem (thiazolyl blue tetrazolium bromid,
Sigma, USA). Bunky byly kultivovany v 96-jamkovych destickach po dobu 24 hodin. Po 24
hodinach bylo kultivaéni médium odsato a buiiky inkubovanyl hodinu s novym médiem
obsahujicim MTT (v koncentraci 1 mg/ml). Médium bylo odstranéno a k obarvenym
buitkkdm byl poté pfidin DMSO. Intenzita fialového formazanu odpovidd aktivité
mitochondrialnich oxidoreduktas a tedy i bunééné viabilité (Ferrari, Fornasiero et al. 1990).
Absorbance byla métena pfi vinové délce 570 nm spektrofotometrem Sunrise (Tecan,

Rakousko).

3.6.3 Stanoveni intracelularni koncentrace bilirubinu

Pro stanoveni intracelularni koncentrace BR metodou HPLC na reverzni fazi s
UV/VIS detekci (Zelenka, Lenicek et al. 2008) byl BR izolovan z buné€k. Izolace probihala
v temnu pfi laboratorni teploté. Suspenze bunck (seSkrabdna z Petriho misek, stoCena a
sonikovana) byla pipetovdana do plastové zkumavky. Ke vzorkim byl ptfiddn 1 mg
antioxidantu BHT a 50 pl vnitfniho standardu mezobilirubinu (5 pM v DMSO). Vzorky byly
extrahovany do 6 ml smési metanol/chloroform/n-hexan (40:20:4 v/v/v) a mixovany
30 sekund. Poté bylo ke vzorkim piidano 4,5 ml extrakéniho pufru (50 mM fosfatovy pufr,
150 mM NaCla 5 mM EDTA) a smés byla dalSich 30 sekund vortexovana a nasledné stoena
5 min pfi 1000xg. Spodni organickd faze obsahujici BR byla pfenesena do nové cisté
zkumavky s 2 ml n-hexanu a 50 pl pufru (100 mM uhli¢itanovy pufr, pH 10, 5 mM EDTA),
promixovana 30 s a centrifugovana 2 minuty, 1000xg. Po centrifugaci byla na rozhrani

organické faze vytvorena vodni kapka, kterd byla nasata do 100 ul sklenéné sttikacky
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(Hamilton, Bonaduz, Switzerland) a ihned ru¢nim nastfikem davkovéana do 50 ul smycky

HPLC kolony.

Separace probihala na koloné¢ Luna 3 um C8(2) 150 x 4,6 (predkolonka
SecurityGuard, Gemini C6-phenyl 4 x 3 mm) izokraticky pfi prutoku 0,5 ml/min a teploté
45 °C. Slozeni mobilni faze odpovidalo 450 g metanolu, 300 g H>O, 7,5 ml TBA, pH 9,2.
Mobilni faze byla pfipravena do sklenénych lahvi a pied pouzitim byla piefiltrovana a
sonikovéana v ultrazvukové lazni. Detekce BR probihala pii 453 nm a plocha piku byla

vztaZena k ploSe vnitiniho standardu mezobilirubinu (5 uM v DMSO).

3.6.4 Experimenty s bunéénymi kulturami

Pro druhou ¢ast prace zabyvajici se roli BR pfi oxida¢nim stresu byly pouzity dvé
bunécné linie a to lidskéd neuroblastomova bunécna linie SH-SYSY (ATCC, Manassas, VA,
USA), ktera byla kultivovana v minimalnim esencidlnim médiu Eagle (MEM) a Hamov¢
F-12 médiu (1:1) s 15 % FBS a buné¢nd linie lidského hepatoblastomu HepG2 (ATCC,
Manassas, VA, USA) v MEM s 10 % FBS, 5 % CO: pti 37 °C ve zvlhcené atmosfére.
Autentizace pouZzitych bun&cnych linii byla potvrzena nezavislou laboratofi metodou

zalozenou na akreditované analyze kratkého tandemového opakovani.

Bunky SH-SY5Y a HepG2 byly nasazeny na 6-jamkové desticky v koncentraci
50000 bunék/lcm® a ovlivnény silngym induktorem tvorby ROS kyselinou
chenodeoxycholovou (CDCA) (80 uM) a BR (1 uM) po dobu 4 hodin. Po inkubaéni dobé

byly buniky lyzovany a zpracovany pro dal$i experimenty (kap 3.6.6-3.6.9).
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3.6.5 Méfeni 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-SY5Y byly péstovany ve 12-jamkovych destickach do
80 % konfluence. Poté byly buniky inkubovany s CDCA (80 uM) nebo s antioxidantem BR
(1 uM) po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly buiiky 2x promyty PBS a k buiitkam byl ptidan
10 uM CM-H>DCFDA a nasledovala dalsi inkubace po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ve
tm¢. Prebyte¢né barvivo bylo odstranéno promytim PBS. Fluorescence byla métfena na
fluorimetru pii excitacni (485 nm) a emisni (540 nm) vlnové délce (SynergyHTX, BioTek,
USA). Buiiky byly déle lyzovany (lyzaéni pufr, Cell Signaling Technology, USA) a
koncentrace proteinu byla métena dle kap. 3.6.7. Data byla normalizovana na obsah proteinu

a vyjadfena jako % kontrol.

3.6.6 Izolace proteinovych extrakti

Z PH a bunécnych kultur SH-SY5Y a HepG2 byl izolovan celkovy proteinovy
extrakt a pouzit na analyzy pomoci Western blotu (kap. 3.6.9). Buiikky na Petritho miskach
byly 2x omyty ledovym PBS, pH 7,4 a k buikdm bylo ptidano 300 puL lyza¢niho pufru (5M
NaCl, 1M Tris pH=8, 10 % Triton-X 100, komplex inhibitort fosfatas a proteinkinas, 0,01
mM PMSF). Buiiky byly 10 minut inkubovany na ledu pii mirném tiepani (200 rpm) a poté
seSkrabany, sonikovany 5 sekund a nasledné centrifugovany 10 min, 14 000xg pii 4 °C.
Supernatant byl pouzit na stanoveni koncentrace proteinii a naslednou elektroforetickou

separaci a Western blot.
3.6.7 Stanoveni koncentrace proteint

Celkova koncentrace proteinti byla stanovena kitem Bio-Rad DC Protein Assay

(Biorad, USA). Kalibrac¢ni kiivka byla pfipravena ze zasobniho roztoku BSA 2 mg/ml,
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vzorky byly uchovavany na ledu. Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 5 pL bodu
kalibrace (0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 BSA mg/ml) a ptislusného vzorku v dubletu (fedéni 10x,
25x 50x). Do kazdé jamky bylo ptidano 25 pL ¢inidla A a nésledné 200 pL ¢inidla B. Vzorky
byly inkubovany 10 minut v temnu a tfepany pii 150 rpm. Spektrofotometrické stanoveni
probihalo pfi 750 nm a celkova koncentrace proteinu byla spocitana z rovnice regrese

kalibra¢ni ptimky.
3.6.8 Elektroforeticka separace proteint

Vzorky (kap 3.6.1 a 3.6.4) byly nejprve nafedény na stejnou koncentraci proteinii
pomoci lyza¢niho pufru (5M NaCl, 1M Tris pH=8, 10 % Triton-X 100, komplex inhibitora
fosfatas a proteinkinas, 0,01 mM PMSF) a ke vzorkiim byl pfidan pufr (4x Laemmli Sample
buffer, Biorad) a "4 objemu B-merkaptoetanolu. Vzorky byly denaturovany 10 minut pfi
95 °C.

35-40 pg vzorku bylo rozdéleno dle -elektroforetické pohyblivosti pomoci
elektroforesy na polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE). Separacni gel 12 % (1,5 M TrisCl, pH 8,8; 30 % akrylamid/bisakrylamid 37,5:1;
10 % SDS; 25 L persiran amonny, 5 uL TEMED) byl nalit mezi vertikalni elektroforeticka
skla (1 mm, Bio-Rad) a pfevrstven vodou. Po polymeraci byl gel pievrstven 4 %
zaostfovacim gelem (0,5 M TrisCl, pH 6,8; 30 % akrylamid/bisakrylamid 37,5:1; 12,5 uL
persiran amonny, 2,5 uL TEMED). Gely byly vloZeny do elektroforetické vany a zality
pufrem (25 mM Tris; 250 mM glycin; 3,5 mM SDS; pH 8,8). Elektroforeticka separace

probihala pfi konstantnim napéti 200 mV po dobu 60 minut.

3.6.9 Western blot

Rozd¢lené proteiny byly z gelu pieneseny na nitrocelulézovou membranu (Protran

nitrocelul6zovd membrana, pory 0,45 um, Whatman) pomoci elektropfenosu v blotovaci
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aparatufe firmy Bio-Rad v blotovacim Towbin pufru (25 mM Tris; 0,2 M glycin; 20%
metanol). 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 (1,0 M
tris-HCI 1,5 NaCl 0,1 % tween-20) po dobu 1,5 hodiny a po promyti 10 minut v TTBS
inkubovany s primarnimi protildtkami v1 % BSA v TTBS anti phospho-NF-kB p65
(Ser536) (fedéni 1:2000), anti NF-kB p65 (fedéni 1:3500), anti IkB-o (fedéni 1:3500), anti
phospo-IkB-a (Ser132) (fedéni 1:1500), anti IKKp (fedéni 1:3500), anti phospho-IKKa/f
(Ser176/180) (fedeéni 1: 1500) a anti B-aktin (fedéni 1:5000) (vSechny od Cell Signaling
Technology, MA, USA) pies noc pii 4 °C. Pro druhou ¢ast experimentii 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 prase¢i sekundarni protilatkou anti-Rabbit IgG-HRP
(fedéni 1:3333, Dako, USA) nebo krali¢i anti-mouse I[gGK BP-HRP (Santa Cruz, USA). K
vizualizaci proteind byl pouzit ECL Kit (LumiGlo, Cell Signaling Technology, USA) a ke
kvantifikaci signalu detekéni zatizeni Fusion Fx7 se softwarem Bio-2D (Vilber Lourmat,

France). Vysledky byly normalizovany na mnoZstvi -aktinu a P-aktinu.

3.6.10 Kvantitativni real time PCR a stanoveni exprese genii

Vzorky PH a bunéénych kultur byly skladovany v lyza¢nim pufru pfi teploté -80 °C
a celkovd RNA byla izolovana za pouziti kitu PerfectPure RNA Cell Kit (5Prime, USA).
Dale bylo se vzorky PH pracovano, jak je uvedeno v kap. 3.3.4 a 3.3.5. U bunécnych kultur
byla stanovena exprese mRNA GM3 syntasy (St3GalV, Mm00488237 ml) a HPRT

(Hs01105379 _m1l) a data byla normalizovana na kontrolni gen HPRT.
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4.1 Stanoveni koncentrace bilirubinu a jeho fotoproduktii metodou LC-MS/MS
4.1.1 Priprava kalibraénich roztoki

Izolovany lumirubin byl zfedén s lidskym sérovym albuminem (HSA) na kone¢nou
koncentraci 200 umol/1 a smichan s BR rozpusténym v DMSO v koncentraci 800 umol/1
(1: 1,v/v., zésobni roztok). Tento zasobni roztok byl nasledné ziedén HSA na kone¢nou
koncentraci 0,01; 0,1;1; 10; 25; 50 a 100 pmol/1 pro lumirubin a 0,04; 0,4;4; 40; 100; 200 a
400 pmol/l pro BR. VSechny kalibra¢ni roztoky i wvnitini standard (ISTD) 5 pmol/l
mezobilirubinu (MBR) v DMSO byly skladovany pfi teploté¢ -80 °© C a pouzivany béhem 3
mesict. Deset pL HSA (bod nula) nebo kalibraéni roztoky lumirubinu/BR a 20 uL. ISTD

bylo smichéano dohromady a ptipraveno pro LC-MS/MS analyzu.

4.1.2 Priprava vzorki na LC-MS/MS analyzu

Deset pl vzorku séra bylo smichano 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 % CH3COONHj4 a néslednou centrifugaci po dobu 40 minut pii 16 000xg.
Poté bylo odebrano 100 pl kone¢ného supernatantu a do LC-MS/MS analyzatoru byly

nasttiknuty 3 pl.

5.1 Statistické vyhodnoceni

Pro normalné distribuovana data byl pouzit Studentliv parametricky neparovy/parovy
t-test, data s nenormalnim rozloZenim byla analyzovdna pomoci neparametrického Mann-
Whitneyho testu. Pro porovnani vice skupin byla pouzita ANOVA pro parametrické nebo
Kruskal-Wallis ANOVA pro neparametrické rozloZeni dat s post hoc analyzou (Dunns test).
V zavislosti na normalité a distribuci dat jsou vysledky vyjadieny jako primér+SD nebo

median (25-75 %). Rozdily p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

51



Vysledky

4 Vysledky

4.1 Genotypizace normo a hyperbilirubinemickych potkani

Hyperbilirubinemicti potkani kmene Gunn maji recesivni mutaci (delece baze G na
devatém chromosomu, ve ¢tvrtém exonu genu pro UGT1A1), coz mé za nasledek posun
Ctectho ramce a piedCasny stop kodon, absenci enzymové aktivity UGT1Al a
hyperbilirubinémii. Vzhledem vysoké koncentraci BR jsou potkani kmene Gunn zvifeci
model Criglerova-Najjarova syndromu typu I (Iyanagi 1991). Pro charakterizaci vSech
potkani byla zavedena metoda genotypizace Gunn pomoci RFLP analyzy. Vybrana cast
sekvence genu UGTI1AIL, vcetné sekvence primerd a restrikéniho mista je uvedeno na
Obr. 13. PCR produkty po restrikci Mval pro homozygoty (276 bp), heterozygoty (276, 232

bp) a wildtype (232 bp) jsou uvedeny na Obr. 14.

cacttctctc
cctgggggat
tgtgcttctc
tttatgaagg
tggacaacgc
tgactgccga
tagaaaagaa

tccectecce
tctcagaatc
aggtcatcca
aatatgcaat
caagcgcatg
tgatttggaa
caaacgaaac

catcccgagt
tagacattgt
aaggctcggg
ggggttccaa
gaaactcggg
aacgccctta
caaaaaaatc

tcctacaatg
aagtctggac
cgttcatcac
tggtgatgat
gagctggggt
aaactgtcat
caaaaaaaaa

atcacaggaa
agctcatcga
acactccggt
gccettgttt
gaccctgaat
caataacaag
gaaaaagaaa

gataacagtc
ccctetetgt
tcccatggta
ggtgatcaga
gtectgliiiillaaa
aggtcagtaa
aaactacttg

Obr. 13: a) Vybrand cast sekvence genu UGTIAL. Cervené je zvyraznéno misto mutace,

vybrané primery jsou zvyraznény Sede. Restrikcni mista enzymu Mval jsou podtrZena.
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276 bp 276 bp

232 bp 232 bp

Obr. 14: PCR produkty po restrikci Mval. 1) nestépeny produkt (320 bp, 45 bp), 2) marker
3) wild type homozygot (232 bp, 45 bp), 4) heterozygot (276 bp, 232 bp, 45 bp), 5) homozygot
Gunn (276 bp, 45bp). Kratké fragmenty (45 bp) nejsou viditelné.

4.2 In vivo experimenty
4.2.1 Stanoveni zanétlivych markeru

Pro vyhodnoceni vlivu BR na systémovy zanét byly z odebrané plné krve hyper a
normobilirubinemickych potkanti nejprve stanoveny markery systémového zanétu. Celkovy
pocet bilych krvinek (WBC) byl zvySen u kontrolnich potkanti po aplikaci LPS (8.70 &+ 1.94
vs. 12.39 £5.26x 10° /1, p <0,05), zatimco u hyperbilirubinemickych potkanti nebyl narist
WBC po aplikaci LPS pozorovan. Na zanét vyvolany LPS reagovali kontrolni potkani
signifikantnim zvySenim poctu neutrofild, monocytli, bazofili, eozinofili a snizenim
lymfocytta (396 + 301 % p < 0,01; 565 + 242 % p < 0,01; 338 £ 271 % p < 0,05;
448 £+ 4 19 % p < 0,05 a 23 = 13 % p < 0,01). Nicmén& nartst téchto parametrit byl u
hyperbilirubinemickych potkant po aplikaci LPS vyznamné slabsi (neutrofily 122 + 91 %
p < 0,05; monocyty 279 + 147 % p < 0,05, eozinofily, 149 + 149 % p < 0,5 a lymfocyty

41 £ 28 %, p< 0,08) (Obr. 15).
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Nésledné nas zajimal vliv BR na jednotlivé subpopulace T lymfocytl a jeho ptipadny
vliv. na imunitni systém, proto byly méfeny zmény v populaci krevnich
T lymfocytd u obou zvifecich modeli po aplikaci LPS. Po vyvolani zan€tu jsme pozorovali
niz8i pocet CD4'T bunék a vyssi pocet CD8'T bunék u obou zvifecich modeld oproti
kontrolam, nicméné tato zména byla u hyperbilirubinemickych potkanii vyznamnéjsi oproti
heterozygotim jak u CD4'T i u CD8'T bunék (p < 0,05, Obr. 16). Zarovehi pomé&r
CD4"/CD8'T, markeru imunitni aktivace (Bruno, Saracino et al. 2017), byl signifikantn&

vy$si u potkanii kmene Gunn oproti heterozygotiim (p < 0,05) (Obr. 16).

Ze séra vyse uvedenych potkanii byly dale stanoveny markery jaterniho poskozeni.
U normobilirubinemickych potkant doslo po aplikaci LPS k naristu celkové koncentrace
BR (1,01 £ 0,8 3 vs. 2,81 £ 1,51 pmol/l, p < 0,01), zatimco u hyperbilirubinemickych
potkanti nebyl nartist BR po aplikaci LPS pozorovan (54,53 £ 11,22 vs. 52,8 +£ 20,75 pmol/l).
Zvyseni aktivity ALT, markeru hepatocelularniho jaterniho poskozeni, bylo po aplikaci LPS
signifikantné¢ oslabeno u hyperbilirubinemickych potkanti ve srovnani s kontrolami
(1,87 £ 1,14 vs. 5,55 + 3,32 pkat/l, p < 0,05), stejné tak jako aktivita AST, markeru nekrozy
hepatocytu (4,28 £+ 2,26 vs. 6,22 + 2,88 pkat/l, p < 0,05). Aktivita ALP, markeru
cholestatického poskozeni, byla signifikantn¢ zvySena jak u normobilirubinemickych tak 1
hyperbilirubinemickych potkanti po aplikaci LPS, nicméné bez signifikantniho rozdilu mezi

obéma zvifecimi modely (Obr. 17).
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Obr. 15: Viiv zanétu a hyperbilirubinémie na krevni obraz s diferencialem. Z plné krve

normobilirubinemickych kontrolnich potkanit (H nebo H LPS+) a hyperbilirubinemickych
potkanit kmene Gunn (G nebo G LPS+) byly po 12 h aplikace LPS (6 mg/kg i.p.) nebo

fyziologickeno roztoku stanoveny dane parametry. *p < 0,05 proti odpovidajict kontrole,
jologickéh k dané *» < 0,05 | odpovidajici ki /

**p < 0,01 proti odpovidajici kontrole, # p < 0,05 proti skupiné ovlivnéné LPS.
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Obr. 16: Viiv zanétu a hyperbilirubinémie na pocet T lymfocytit a pomér CD4"/CD8*
T lymfocytii. Z plné krve normobilirubinemickych kontrolnich potkani (H LPS+) a
hyperbilirubinemickych potkanii kmene Gunn (G LPS+) byly po 12 h aplikace LPS (6 mg/kg
i.p.) stanoveny dané parametry. *p < 0,05 proti odpovidajici kontrole, # p < 0,05 proti

skupiné ovlivnéné LPS.
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Obr. 17: Viiv zanétu a hyperbilirubinémie na markery jaterniho poskozeni. Ze séra
normobilirubinemickych kontrolnich potkanu (H nebo H LPS+) a hyperbilirubinemickych
potkanii kmene Gunn (G nebo G LPS+) byla po 12 h aplikace LPS (6 mg/kg i.p.) nebo
fyziologického roztoku stanovena koncentrace BR a aktivity ALT, AST a ALP, *p < 0,05
proti odpovidajici kontrole, **p < 0,01 proti odpovidajici kontrole, # p < 0,05 proti skupiné

ovlivnéné LPS.
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4.2.2 Stanoveni exprese mRNA a sérové koncentrace cytokini

Pro detailné;si pochopeni vlivu BR na systémovy zanét byla méfena exprese mRNA
vybranych zéanétlivych cytokini a to v jatrech (Obr. 18) i zplné krve (Obr. 19)
normobilirubinemickych a hyperbilirubinemickych potkani. Zajimaly nés nejenom zmény
po vyvolani zanétu LPS, ale 1 pfipadné rozdily ve studovanych parametrech v bazalnim
stavu. U hyperbilirubinemickych potkanti byla po 12 hodinach bez vlivu LPS v jaterni tkani
detekovéna nizs§i exprese mRNA prozanétlivych cytokind IL-6 (50 £ 49 %, p < 0,05) a
TNF-a (59 + 26 %, p < 0,05) oproti normobilirubinemickym jedincim, u ostatnich cytokinil
nebyly tyto rozdily pozorovany. Po 12 hodindch plsobeni LPS bylo pozorovano vyznamné
zvySeni exprese mRNA prozanétlivych jaternich cytokinti TNF-a (34 £2 1 %, p <0,05), IL1-
B (57£30 %, p<0,05) a proti-zanétliveho IL-10 (40 £+ 22 %, p < 0,05), nicméné¢ tento nardst
byl signifikantné niz§i u  hyperbilirubinemickych  potkani ve  srovnani

s normobilirubinemickymi jedinci.

Podobné vysledky byly ziskdny pii méfeni exprese mRNA vySe uvedenych cytokind
z plné krve. U hyperbilirubinemickych potkanii kmene Gunn byly exprese mRNA vSech
cytokind IL-6, TNF-a, IL1-B a IL-10 po 12 hodin&ch ptsobeni LPS signifikantné nizsi nez
u normobilirubinemickych kontrol (49 £+ 35 %, 43 £43 %, 31 £28 % a 24 £1 3 %, p <0,05).

-----

signifikantné snizena (54 + 03 %, p < 0,05) 1 pted aplikaci LPS.

Abychom potvrdili, Ze vySe pozorované zmény na urovni exprese mRNA proteint
odrazi i1 jejich funkéni vliv, stanovili jsme sérové koncentrace vybranych cytokind
zodebrané krve vSech experimentidlnich potkand. U neléCenych normo-i
hyperbilirubinemickych skupin byla koncentrace vSech vybranych cytokinii pod limitem

detekce ELISA stanoveni. Nicméné pozorované zmeény v koncentracich cytokinii po
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aplikaci LPS korelovaly s vysledky exprese mRNA danych proteina (ackoliv koncentrace
cytokinu IL-1p byla i po aplikaci LPS mimo limit detekce u obou experimentalnich skupin).
U hyperbilirubinemickych potkanti byla zmeéfena nizsi koncentrace cytokini IL-6
35 £ 1 %), TNF-a (60 = 56 %) 1 IL-10 25 + 23 %, p < 0,05) ve srovnani

s normobilirubinemickymi kontrolami (Obr. 20)
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Obr. 18: Viiv zanétu a hyperbilirubinémie na exprese mRNA jaternich cytokini. Z jater
normobilirubinemickych kontrolnich potkanit (H nebo H LPS+) a hyperbilirubinemickych
potkanit kmene Gunn (G nebo G LPS+) byly po 12 h aplikace LPS (6 mg/kg i.p.) nebo
fyziologického roztoku stanoveny exprese mRNA IL-6, TNF-a, IL1-f a IL-10. *p < 0,05 proti
odpovidajici kontrole, **p < 0,01 proti odpovidajici kontrole, # p < 0,05 proti skupine

ovlivnénée LPS.
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Obr. 19: Viiv zanétu a hyperbilirubinémie na exprese mRNA vybranych cytokini
stanovenych z krve. Z plné krve normobilirubinemickych kontrolnich potkanii (H nebo H
LPS+) a hyperbilirubinemickych potkanu kmene Gunn (G nebo G LPS+) byly po 12 h
aplikace LPS (6 mg/kg i.p.) nebo fyziologického roztoku stanoveny exprese mRNA IL-6,
TNF-a, IL1-f a IL-10. *p < 0,05 proti odpovidajici kontrole, **p < 0,01 proti odpovidajici
kontrole, # p < 0,05 proti skupiné ovlivnéné LPS.
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Obr. 20: Viiv zanétu a hyperbilirubinémie na koncentraci cytokinu v séru. Ze séra
normobilirubinemickych kontrolnich potkanii (H nebo H LPS+) a hyperbilirubinemickych
potkanii kmene Gunn (G nebo G LPS+) byly po 12 h aplikace LPS (6 mg/kg i.p.) méreny
koncentrace IL-6, TNF-o. a IL-10. # p < 0,05 proti skupiné ovlivnéné LPS.
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4.2.3 Stanoveni exprese mRNA proteinu vazajiciho LPS (LBP)

Odezva organismu na systétmovy zanét vyvolany LPS je modulovéna proteinem
akutni faze zanétu LBP, ktery je sekretovan jatry béhem kontaktu s LPS. Abychom zjistili,
zda muze hyperbilirubinémie ovlivnit produkci LBP, méfili jsme v jatrech experimentalnich
zvitat exprese mRNA LBP. Zjistili jsme vyssi exprese LBP u hyperbilirirubinemickych
potkanil pted (142 + 37 %, p <0,05) 1 po aplikaci LPS (148 + 48 %, p < 0,05) ve srovnani s

normobilirubinemickymi kontrolami, Obr. 21
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Obr. 21: Viiv zdnétu a hyperbilirubinémie na expresi mRNA LBP. Z jater
normobilirubinemickych kontrolnich potkanit (H nebo H LPS+) a hyperbilirubinemickych
potkanii kmene Gunn (G nebo G LPS+) byly po 12 h aplikace LPS (6 mg/kg i.p.) nebo
fyziologického roztoku stanoveny exprese mRNA LBP. *p < 0,05 proti odpovidajici kontrole,
**p < 0,01 proti odpovidajici kontrole, # p < 0,05 proti skupiné ovlivnéné LPS.
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4.3 In vitro experimenty s primarnimi hepatocyty

rrrrr

za pouziti PH izolovanych z hyperbilirubinemickych a normobilirubinemickych potkant.
4.3.1 Intraceluldarni koncentrace bilirubinu a bunééna viabilita

Nejprve byla méfena intracelularni koncentrace BR kvili sledovani piipadnych
rozdili ve vychytavani BR. Intracelularni koncentrace BR byla stejnd u obou typi PH
nezavisle na pfidavku BR, jak je uvedeno na Obr. 22a. Nasledn¢ byly buniky PH ovlivnény
prozanétlivym cytokinem TNF- a a bylo sledovéano, zda ptidavek BR ovlivni bunécnou
viabilitu. Z vysledkt vyplynulo, Ze PH izolované z hyperbilirubinemickych potkant byly
odolngjsi vaci pridavku TNF-a oproti kontrolnim primarnim hepatocytim (116 = 10 %,
p < 0,05, Obr. 22b). Zaroven piidavek 10-40 uM BR zvySoval bunécnou viabilitu u
kontrolnich PH oproti buiikdm ovlivnénych pouze TNF-a (108 = 10 %, 108 £ 11 %,

111 + 8 %, p <0,05, Obr. 22b).
4.3.2 Exprese mRNA cytokinii v primarnich hepatocytech

Na zéaklad¢ predchozich in vivo vysledkl, poukazujici na snizenou zanétlivou
odpovéd’ u hyperbilirubinemickych potkant, byla métena exprese mRNA cytokini v PH po
ovlivnéni BR. Zajimalo nas, zda mize samotny BR ovliviiovat produkei vybranych cytokinti
(IL-6, TNF-o, IL1-p, IL-10). Nizsi koncentrace BR (20-40 uM) neméla signifikantni vliv na
expresi zadného z cytokinii. Nicméné 100 uM BR zvySoval hladiny prozanétlivych cytokinti

u obou zvifecich modelt s odliSnou kinetikou (p < 0,05, Obr. 23).
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Obr. 22: Viiv BR a TNF-o na (a) intraceluarni koncentraci BR a (b) viabilitu primarnich
hepatocytii. PH izolované z normobilirubinemickych kontrolnich potkanii (Heterozygot) a
hyperbilirubinemickych potkanii (Gunn) byly 24 h inkuboviny s BR nebo TNF-a *p < 0,05
proti odpovidajici kontrole, **p < 0,01 proti odpovidajici kontrole. # p <0,05 proti

kontrolnim primarnim hepatocytiim.

64



Vysledky

> IL 6 mMRNA = TNF-aa mRNA

g 2000 S
= - £ 1000-
§ -~ 20 UM BRH s -e—- 20 M BRH
3 -= 20 y(MBR G = i -=- 20 (M BR G
< 1500+ X 800 .
< -+~ 40 pM BRH < —— 40 yM BRH
z - 40 pMBR G Z  600- - 40 U(MBR G
E 1000+ " -~ 100 uM BR H § 200 -6~ 100 yM BR H
@ * -®- 100 (M BR G 3 * -®- 100 y(M BR G
S 500- * S

X X 2004
2 =
= 0 T T T T = 0 T T T T
B B
@ S Ny S Wb;o ° A N S q?;o

'_;;, IL-13 mRNA %‘ IL 10 mRNA

+£ 3001 =  250-

S -e- 20 uMBRH 5 -e- 20 y(MBRH
- * 4

] * -m- 20 yM BR G X 2004 -= 20 MBR G
< 200- -+~ 40 yM BR H < -+ 40 yM BRH
% -¥- 40 M BR G nZE: 150 -¥- 40 yMBR G

-~ 100 uM BR H -~ 100 yM BR H

2 o 100 HM BR G @ 100+ ;

o 100 M o -®- 100 uy(M BR G

<3 3

X 5 50

Z ol— : : : Z ol — : : :

= < < < < = <« < < <

L v > © 3 av > © b

o Y o Q)

Obr. 23: Vliv BR na exprese mRNA zanétlivych cytokinu. Primarni hepatocyty izolované z hyperbilirubinemickych potkanii kmene Gunn (G) a
normobilirubineckych kontrol (H) byly inkubovany s BR (0-100 umol/l) a byla mérena exprese mRNA IL-6, TNF-o, IL-1 f and IL-10 v case 0-
24 h. *p < 0,05 proti odpovidajici kontrole.
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Obr. 24: Viiv pridavku BR na expresi mRNA LBP v primarnich hepatocytech. Primadrni hepatocyty (PH) izolované z hyperbilirubinemickych
potkanii kmene Gunn (G) a normobilirubineckych kontrol (H) byly inkubovany s BR (0-100 umol/l) a byla mérena exprese mRNA LBP v case
0-24 h. *p < 0,05 proti odpovidajici kontrole
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4.3.3 exprese mRNA LBP v primarnich hepatocytech

Na zakladé vysledki in vivo experimenti, kdy v jaterni tkani hyperbilirubinemickych
potkanti byla zvySeni exprese mRNA LBP, jsme chtéli zjistit, zda by samotny BR mohl
ovlivnit produkci LBP v PH. U primarnich hepatocytd izolovanych z
hyperbilirubinemickych potkanti jsme pozorovali signifikantni nartst exprese mRNA LBP
od 6 h inkubace pii inkubaci bun¢k s 20 a 40 uM BR, zatimco vyssi koncentrace BR (100
uM) tento efekt nekopirovaly (p < 0,05). U kontrolnich priméarnich hepatocytii nebyla v
danych casovych intervalech (kromé 40 uM BR po 24 h) detekovana vyssi exprese mRNA
LBP, dokonce byla exprese tohoto proteinu nizsi (v Case 4 a 24 h) oproti bunkdm

neovlivnénym BR, Obr. 24.

4.3.4 Western blot drahy NF-kB

-----

jsme, zda pridavek BR miize ovlivnit zanét in vitro vyvolany TNF-a na irovni modulace
drahy NF-«xB. Jelikoz nebyl shledan zadny signifikantni rozdil mezi jednotlivymi skupinami
PH, jsou uvedené vysledky prezentovany dohromady. PH byly inkubovany s 10-40 uM BR
a poté vystaveny ucinkim TNF-a. Sledovany byly rozdily ve fosforylaci ¢i celkovém
mnozstvi vybranych podjednotek drahy NF-«B. Jak je z vysledkl patrné (Obr. 25) TNF-a
indukoval fosforylaci podjednotky NF-kB p65, nicméné pifidavek BR signifikantné
fosforylaci snizoval (p < 0,05). Celkové mnozstvi NF-kB p65 proteinu, IKKf proteinu ani
inhibitoru IkBa nebylo pfidavkem BR ¢i TNF-a ovlivnéno. Zéiroven fosforylace

podjednotek IKKo/p a [kBa vyvoland TNF-a nebyla signifikantné ovlivnéna BR.
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5.1 Méfeni intraceluliarni produkce ROS in vitro

V dalsi ¢asti prace jsme se zabyvali antioxida¢nimi u¢inky BR, které¢ jsme zkoumali
ve studii posuzujici moznou tlohu enzymu HMOX pii metabolismu gangliosidl ve vztahu
k oxida¢nimu stresu v jaterni tkani pii cholestdze. HMOX hraje klicovou roli v ochrané pied
oxida¢nim poskozenim (Poss and Tonegawa 1997) a gangliosidy mohou byt dalsSim
faktorem v ochrané jater pted prooxida¢nim ucinkem Zzlucovych kyselin, které jsou pfii
cholestaze akumulovany (Gavella, Kveder et al. 2010, Petr, Smid et al. 2014). Gangliosidy
jsou pritomné ve vSech tkanich, ale nejvice jsou zastoupeny v nervovém systému (Yu,
Nakatani et al. 2009), proto jsme pracovali s in vitro modelem neuroblastomovych bunégk.
Abychom zjistili, zda BR ovlivituje produkci ROS, byly buitkky SH-SYS5Y ovlivnény silnym
induktorem tvorby ROS kyselinou chenodeoxycholovou (CDCA), ktera se hromadi v jatrech
béhem cholestazy. Z vysledkli vyplynulo, Ze CDCA zvySovala oxidacni stres in vitro,

zatimco ptidavek BR jakozto silného antioxidantu mél opacny efekt Obr. 26.

5.1.2 Vliv bilirubinu na oxidacéni stres in vitro

Abychom objasnili, zda oxida¢ni stres vyvolany CDCA ovliviiuje expresi GM3
syntasy, kli¢ového enzymu v metabolismu gangliosidl (Smid, Suk et al. 2018) in vitro, byly
bunééné linie SH-SYSY 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 sniZzoval, a to jak u SH-SYSY buné¢k (Obr. 27 a),
tak i u HepG2 linie (obr. 27 b). Tyto vysledky byly potvrzeny i detekci exprese proteinu

GM3 syntasy v bunécné linii SH-SYSY Western blotem (obr. 27 ¢).

68



Vysledky

Fosforylace podjednotky p65 NF- kB
800

600+

Fosforylace lxBa

Fosforylace IKKa/B
800-

. 6001 . ., 6001
S [ s
E 4004 € 4001
2 g 2
= 2 200+ 2
& ﬁ ﬁi i I
0- ﬁ 0- T T T T T T 0- T T T T T
& & QQ‘&“ S &S ST S &S &S IR S R QQ‘“ &S
TN 2 2 o o TN o v ot NP PP
L LEFF S RO OGRS o Re L & o RS Oxoo
¥ K s < 5 < S Y s
S & & S S S S N <S 87 kD
= | 65kD Jaoo [~ SR % | sskD
[—— ] C5KD | - —— ----..|39k|3 |-—n—~——-.-.-\._..._;| 87 kD
Endogenni mnozstvi p65 NF-xB Endogeni mnozstvi IxBao Endogenni mnozstvi IKK
200+ 200 200+
150+ 150+ 150
2> > >
° e [
€ 10018~} 73 4--1-F-- -- € 1004 -o---4-- -2 RO ISR RS S I o £ 100488 -F -1 -+ - F3-F
X £ X
£ ES ES
50- 50- 50-
0- T o-

0-

S S S
JRAC NG G SRS K,
PP AP AP L A
S S
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Intraceluarni produkce ROS v SH-SY5Y bunkach

> 500-
o #
-E- *
S 400-
4
X 300-
0 #
© 200-
Q
S T *
X 100
3 T
(o]
s O . '
R4 v RN O
& & &
‘l~0 \\\ 6\\\
ov\
&S

Obr. 26: Efekt bilirubinu na oxidacni stres indukovany CDCA v bunikach SH-SY5Y. Buriky
SH-SY5Y byly inkubovany s CDCA (80 uM), bilirubinem (1 uM) nebo s obéma latkami
(CDCA/bilirubin) po dobu 24 hodin. Produkce ROS byla mérena za pouziti fluorescencni
CM-H2DCFDA sondy. Hodnoty jsou vyjadreny jako % kontrol. *p < 0,05 proti kontrole,
#p < 0,05 proti bunikam ovlivnenym CDCA.
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Obr. 27: Ucinek CDCA a BR na regulaci exprese GM3 syntasy v busikach SH-SY5Y a
HepG2. (a) Relativni mRNA exprese GM3 syntasy byla stanovena v kontrolnich burnkach
(Kontrola) po 4 hodindch inkubace s kyselinou chenodeoxycholovou (CDCA) nebo BR v
bunkdach SH-SY5Y. (b) Relativni exprese proteinu GM3 syntasy byla stanovena pomoci
Western blotu v kontrolnich bunkach (Kontrola) po 4 hodindch inkubace s kyselinou
chenodeoxycholovou (CDCA) a/nebo BR v buiikach SH-SY5Y. (c) Relativni mRNA exprese
GM3 syntasy byla stanovena v kontrolnich burnikach (Kontrola), po 4 hodinach inkubace s
kyselinou chenodeoxycholovou (CDCA) a/nebo bilirubinem v bunkach HepG2. *p < 0,05
proti kontrole, # p < 0,05 proti burnikam ovlivnenym CDCA.

71



Vysledky

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

Pro dalsi vyzkumnou c¢innost a klinické ucely byla v nasi laboratofi zavedena
analytickd metoda LC-MS/MS, umoziujici velmi citlivé stanoveni koncentrace BR a jeho
degradacnich produktl. Existence robustni, piesné a kvantitativni analytick¢é metody pro
stanoveni koncentrace BR a produktli oxidace vznikajicich béhem fototerapie nebyla do této
doby k dispozici, jelikoz tyto analyty nejsou dlouhodobé stabilni a zatim nejsou dostupné
komer¢ni standardy fotoizomerti. NaSe metoda je proto vyuzitelna pro stanoveni koncentrace

BR a jeho fotoproduktii v séru novorozenct.

5.3.1 LC-MS/MS analyza

Vzorky BR, lumirubinu a séra pacientii byly separovany pomoci HPLC (Dionex
Ultimate 3000, Dionex Softron GmbH, Némecko) na kolon¢ Poroshell 120 EC-C18 (2.1 um,
3.0 x 100 mm; Agilent, CA, USA). Byly pouzité dvé mobilni faze v rizném poméru
(1 mmol/L NH4F v H>O (A) a CH30OH (B)) s pritokem 0.4 ml/min a teplota kolony byla
30 °C. Pocatecni izokratickéd eluce mobilni faze byla: 0-3 min 40 % (B), poté nasledovala
postupna zména 3-7 min 40-100 % (B), po dobu 3 min byla gradientova zména na 100 %
(B) udrzovana 10 min (10-17 min). SloZeni mobilni faze B bylo zmé&néno na 60 % v pribéhu
0,1 minuty (17-17.1 min), a udrZovano na 60% (B) do konce programu (20 min). V Case
20-25 min doslo k ekvilibraci slozeni mobilni faze na 40 % (B). Detekce analytli probihala
na trojitém kvadrupolu (TSQ Quantum Access Max s H-ESI II sondou, Thermo Fisher

Scientific,USA) v pozitivnim SRM modu, detekéni okno bylo mezi 2-20 minutou.
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Sledované ptechody (odpovidajici srazkova energie) byly nésledujici: BR [585,3 ->
299,1 (20 V); 585,3 ->271,2 (18 V)], lumirubin [585,3 ->299,1 (20 V), 585,3 -> 285,1 (18
V)] a MBR [589,3 -> 301,1 (20 V); 589,3 -> 2732 (44 V)]. Obr. 28 znazoriuje

chromatogram B, lumirubinu a MBR v biologické matrici.
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Obr. 28: LC-MS/MS chromatogramy standardu v biologické matrici (sérum).(4) lumirubin
(10 uM), retencni c¢as (RT) = 9,66 min; (B) BR (40 uM), RT = 14,80 min, a (C) a MBR
(vnitrni standard), RT=15,04 min jsou znazornény Sipkami. Mensi peaky v blizkosti RT BR
(14,45 min a 15,11) predstavuji izomery BR. Chromatogramy A, B a C jsou prezentovany
Jjako souhrn TIC dvou prechodit MRM (znazornéno vpravo).
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5.3.2 Validace metody

Stabilita

Do vzorkt séra byly ptidany vzorky BR a lumirubinu ve tfech koncentracich (4, 40
a 400 uM pro BR a 1, 10 a 100 uM pro lumirubin), byly opakované méieny v prabéhu
delsiho Casového obdobi. Kazdy vzorek byl méten 10-krat za sebou (1 analyza za pul
hodiny) a vzorky byly pfipraveny tésné¢ pied analyzou. Bez pouziti antioxidanti (BHT,
kyselina askorbovd) byla pozorovana velmi rychla degradace vnitiniho standardu
(pozorované intenzity signalu analytu se snizily béhem 2,5 hodiny), ale pouziti antioxidantl
zlepsilo stabilitu vnitiniho standardu. U lumirubinu a BR nebyla pozorovana vyznamna
degradace béhem Sestihodinového testovani. Z vysledkl vyplynulo, Ze vzorky plazmy pro

analyzu lumirubinu a BR lze skladovat pfi teploté -80 °© C po dobu nejméné tii mésict.

Linearita

Linearita metody byla testovdna s pouzitim 8 kalibra¢nich bodl pfipravenych v
triplikatech v rozsahu koncentraci 0,04-400 umol/l pro BR a 0,01-100 pmol / I pro lumirubin,
v daném poftadi (Obr. 30).

Mez detekce

Mez detekce byla stanovena jako koncentrace odpovidajici signalu tiem
smérodatnym odchylkdm (SD) nad stfedni hodnotou pro kalibrator bez analytu (n=10) a byla

100 pmol/I pro lumirubin a 80 pmol/l pro BR.

Mez kvantifikace

Mez kvantifikace byla stanovena jako koncentrace odpovidajici signalu 10 SD nad

sttedni hodnotou pro kalibrator bez analytu (n=10) a byla 330 pmol/l pro lumirubin a
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264 pmol/l pro BR. Hodnoty mezi detekce a kvantifikace byly potvrzeny analytickym

softwarem Qual Browser Thermo Excalibur 2.2 SP1.48, kde byl vypocten pomér signal/Sum.
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Obr. 30: Kalibracni kiivky BR (a) a LR (b). MBR- vnitini standard mezobilirubin.

Opakovatelnost

Opakovatelnost byla méfena v jednom dni a byla urfena jako CV z 10 méfeni

3 vzorkl predstavujicich tfi zvySené koncentrace (viz test stability) (Tab. 3).

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost méteni byla métena po dobu 2 mésicii a byl vypocitan CV pro
10 méteni 3 vzorkt (Tab. 3).
Primérna vytéZnost

Primérnd vytéznost byla vypocltena jako [(méfend koncentrace-pocatecni
koncentrace/ptidand koncentrace] pro hladiny sledovanych analyti pouzitych v testech

opakovatelnosti a reprodukovatelnosti (n= 10, Tab. 3).

75



Vysledky

Tab. 3: Opakovatelnost, reprodukovatelnost a prumerna vytéznost pro klinicky relevantni
koncentrace BR a lumirubinu. AC, prumérna vyteznost; CV, variacni koeficient; SD,

smerodatna odchylka.

Priumérna
Bilirubin Opakovatelnost Reprodukovatelnost
vytéZnost
[pmol/1] CV [%] CV [%]
AC £ SD [%]
4 11 25 118+ 30
40 18 20 108 + 20
400 6.5 9.9 101+5
Lumirubin
[pmol/1]
1 13 21 93 £32
10 14 29 78 £12
100 15 27 101 +4
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Selektivita metody

Selektivita metody byla stanovena jako vytézek analytu ptfidaného do vzorki
lidského séra obsahujicich rtizné analyty ¢i interferenty (hemoglobin, triacylglyceroly a

bilirubin, Tab. 4).

Table 4: Vytezky pro znamé koncentrace BR a lumirubinu v rozdilnych matricich.

Interference Bilirubin Lumirubin
Hyperbilirubinémie
132 % 75 %
(50 umol/l)
Hyperbilirubinémie
108 % 72 %
(210 pmol/1)
Hypertriacylglycerolemie
P viey 123 % 120 %
(2.88 mmol/l)
Hypertriacylglycerolemie
P viey 113 % 100 %
(>11.3 mmol/l)
Hemolytické sérum
80 % 74 %

(hemoglobin g/1)
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5 Diskuze

V ramci této disertacni prace byly studovany protektivni u¢inky BR ve vztahu k
zanétu a oxida¢nimu stresu. Po dlouhou dobu byl BR povazovan pouze za odpadni molekulu
katabolické drahy hemu. Ve vysokych koncentracich mé BR cytotoxické ucinky (Watchko
and Tiribelli 2013), nicméné pii fyziologickych ¢i mirné zvySenych koncentracich piisobi
BR cytoprotektivné. Antioxidacni ucinky BR byly popsany in vitro i in vivo a pozorovany

v fad¢ klinickych i epidemiologickych studii (Wagner, Wallner et al. 2015, Gazzin, Vitek et

-----
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hyperbilirubinemickych potkanti kmene Gunn (se sérovou koncentraci BR kolem 60 pmol/l)
ve srovnani s normobilirubinemickymi kontrolami (BR 2 pmol/l). Zjistili jsme, Ze mirna
nekonjugovand hyperbilirubinémie byla v naSem modelu systémového zanétu spojena se

snizenou zanétlivou odpovedi.

Vyvolani sepse u hlodavcu aplikaci LPS je vhodnym modelem pro studium
komplexni zanétlivé a imunitni odpovédi (Hamesch, Borkham-Kamphorst et al. 2015). Na
zakladé¢ predchozich studii zabyvajicich se detailni kinetikou exprese zanétlivych cytokinti
u potkanii (Vanova, Suk et al. 2014) a nasich pilotnich dat jsme zvolili pro naSe experimenty
12 hodinové ptisobeni endotoxinu, které nebylo spojeno se zvySenou mortalitou zvifat.
Jelikoz jsou v literatufe popsany Casove a koncentraéné podminéné u€inky LPS na aktivaci
imunitniho systému (McDonald, Jenne et al. 2013, Hamesch, Borkham-Kamphorst et al.
2015), pouzili jsme na zéklad¢ naSich predchozich dat (Vanova, Suk et al. 2014) stejnou
jednorazovou davku, a to 6 mg/kg vahy potkand. Podani LPS bylo doprovazeno zvySenim

WBC a relativniho procentudlniho zastoupeni neutrofilti a monocytii spolu se snizenim poctu

78



Diskuze

lymfocyth (Yates, Loest et al. 2011, Hamesch, Borkham-Kamphorst et al. 2015) v
normobilirubinemickych kontroldch. Tyto zmény vSak byly vyznamné mirnéjsi u

hyperbilirubinemickych potkani kmene Gunn znacici oslabeni zanétlivé odpovédi.

Zaroven byla aplikace LPS doprovdzena podstatnymi zménami v poméru
CD4"T/CD8'T bungk, dilezitého markeru imunitni aktivace (Bruno, Saracino et al. 2017).
U hyperbilirubinemickych potkant vedla aplikace LPS k podstatné vy$si produkci CD4"T
bunék a zaroven snizeni po¢tu CD8'T bun€k ve srovnani s normobilirubinemickymi
kontrolami. V nékolika klinickych studiich bylo zjisténo, Ze niz§i pomér CD4"T/CD8'T je
spojen se zvySenym cytotoxickym skdre a zvySenim rizika Umrti pii septickych stavech
(Kalinkovich, Weisman et al. 1998, Sainz, Serrano-Villar et al. 2013, Lu, Mehraj et al. 2015).
Zaroven je produkce bunék CD8'T lymfocyti modulovana aktivitou NADPH oxidasy
(Dhiman and Garg 2014). Imunitni obrannd reakce zprostifedkovand NADPH oxidasou
spociva ve vyuziti NADPH jako donoru elektronti k redukci Oz na superoxid (O2") a produkci
dalsich kyslikovych radikalt (napt. H2O: (Panday, Sahoo et al. 2015)). Vyssi pomér
CD4'T/CD8'T bunék a tedy niz8i cytotoxické skore pozorované v na$i studii u
hyperbilirubinemickych potkanli by proto mohlo byt alespon ¢aste¢né zplisobeno jiz diive

popsanym inhibi¢nim G¢inkem BR na aktivitu NADPH oxidasy (Wang, Smith et al. 2004).

Hlavni hybnou silou mobilizace neutrofili z kostni dfen¢ a dalSich
hematopoetickych kompartmenti béhem sepse jsou prozanétlivé cytokiny (Summers,
Rankin et al. 2010). Méfeni exprese mRNA klicovych cytokint v jatrech a jejich sérovych
koncentraci je vhodnym markerem pro posouzeni zmény zanétlivé odpovédi. U
hyperbilirubinemickych potkand jsme po vyvolani zanétu naméfili niZ§i exprese mRNA
cytokint v jatrech a krvi 1 sérovych koncentraci hlavnich zanétlivych cytokinti IL-6, TNF-a

a IL-1B oproti normobilirubinemickym kontroldm. Neutrofily rychle a U¢inné eliminuji
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bakterialni a plisnové infekce, nicméné v piipadé zdvazné sepse ¢i chronického zanétlivého
onemocnéni miize mit nadmérna produkce neutrofilti negativni uCinky a poskodit zdravé
tkdn€ (Summers, Rankin et al. 2010). Z nasich vysledki vyplyva, ze hyperbilirubinémie
prispiva ke snizeni zanétlivé odpovédi, coz mize souviset s regulaci produkce neutrofill a
soucasn¢ nizs$i produkci prozanétlivych cytokinli. Vyznam oslabeni zanétlivé odpoveédi
spojené s regulaci produkce cytokinti potvrzuji i nékteré studie, ve kterych byla pozorovana
niz§i mortalita u potkanii vystavenych LPS a léCenych monoklonalni protilatkou proti
TNF-o (Ozer, Goktas et al. 2017). 1L-1B a IL-6 (Ohlsson, Bjork et al. 1990, Nullens,

Staessens et al. 2016).

Zarovenn  spolu se snizenou expresi prozanétlivych  cytokini u

hyperbilirubinemickych potkanli po aplikaci LPS ve srovnani s normobilirubinemickymi

-----
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muze byt pro organismus nepiiznivd a mize mit za nasledek imunosupresi (Steinhauser,
Hogaboam et al. 1999). V klinickych studiich bylo zjiSténo, Ze sérové koncentrace IL-10
korelovaly se zdvaznosti sepse a mortalitou a zaroveil byl vysoky pomér IL-10/TNF-a spojen
se zvysSenou mortalitou (Gogos, Drosou et al. 2000). Z téchto dat vyplyva, Ze rovnovaha
mezi produkci IL-10 a TNF-a je dileZitd pro udrZeni imunitni homeostazy. To bylo
prokézéno na modelech bakterialnich infekci, napt. u Listeria (Wang, Jeng et al. 1999),
Pseudomonas (Steinhauser, Hogaboam et al. 1999), Streptococcus (van der Poll, Marchant
et al. 1996) nebo Mycobacterium (Jacobs, Brown et al. 2000), kdy blokovanim drahy IL-10
dochazelo ke zlepSeni pribehu infekce. V naSem modelu zdnétu vyvolaného LPS byl pomér

IL-10/TNF-a vyrazné nizsi u hyperbilirubinemickych potkant, coz je v souladu s vysledky
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studie Lanone a spol., ve které pozorovali zlepSeni pteziti potkani kmene Gunn po podani

LPS (Lanone, Bloc et al. 2005).

V souladu s témito vysledky byly markery hepatoceluarniho poskozeni jater
(aktivity ALT a AST) signifikantné nizsi u potkanit Gunn vystavenych pusobeni LPS ve
srovnani s odpovidajicimi kontrolami. Jatra hraji kliCovou ulohu pfi odstraniovani LPS
(Nakao, Taki et al. 1994) a cholestatické i toxické poSkozeni jater byva zdvaznou komplikaci
sepse. Jiz diive bylo v nasi laboratofi zjisténo, ze BR chrani jatra pied prooxida¢nimi G¢inky
zlucovych kyselin pti cholestaze (Muchova, Vanova et al. 2011). V literatuie lze dohledat
hepatoprotektivni Gi¢inek hyperbilirubinémie po aplikaci LPS potkantim, kterym byl pfedtim
intraperitonealné podan BR (Lanone, Bloc et al. 2005). Nicméné€ u riiznych kment potkani
Gunn s velmi vysokymi koncentracemi BR tento ucinek pozorovan nebyl (Wang, Smith et
al. 2004, Lanone, Bloc et al. 2005). V nasi studii nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi
aktivitou ALP u hyperbilirubinemickych potkant a kontrolnimi zvifaty ovlivnénych LPS,

coz naznacuje, Ze BR v naSem modelu nemusi mit vliv na zdvaznost cholestazy béhem sepse.

Dale néas zajimaly faktory, které pfispivaji ke sniZzené zanétlivé odpovédi
zprostfedkované BR po aplikaci LPS. Zamé&fili jsme se proto na expresi LBP v jaterni tkdni
naSich experimentdlnich zvifat. LBP, plazmaticky protein produkovany predevSim
hepatocyty, hraje kli¢ovou roli pfi rozpoznavani a signalizaci LPS a je povaZovan za dileZity
mediator zanétlive reakce (Su, Freeswick et al. 1994). 1kdyz je role LBP v aktivaci a inhibici
zanétlivé odpoveédi pravdépodobné dvoji (Gutsmann, Muller et al. 2001), bylo popséano, Ze
vysoké hladiny LBP inhibuji uvoliiovani cytokinti zprostifedkované LPS a brani jaternimu
selhani in vivo (Lamping, Dettmer et al. 1998). V nasi studii byla exprese jaterniho LBP
vyznamné zvySena u hyperbilirubinemickych potkanti pted i po ovlivnéni LPS. Kromé toho

vedla inkubace primarnich hepatocytl s BR ke zvysené expresi LBP, coZ naznacuje, Ze BR
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muze ovlivnit produkci LBP a tak pfispét k oslabeni zanétlivé odpovedi u

hyperbilirubinemickych subjektt.

Zajimalo ndas, zda BR ovliviiuje pouze produkci cytokind nebo také bunéénou odpovéd’,
ktera je zavisla na signalizaci vyvolanou cytokiny. Z nasich vysledkl vyplynulo, ze primarni
hepatocyty z hyperbilirubinemickych potkant byly odolnéjsi vici cytotoxicité indukované
TNF-0, ackoliv jsme ve srovndni s kontrolnimi builkami nepozorovali zmény v
intracelularnich koncentracich BR. Zéaroven fyziologické ¢i mirn€ zvySené koncentrace BR
(10-40 uM) nemély efekt na expresi vybranych cytokint, tudiz tyto koncentrace nebyly
prozéanétlivé. Tato data naznacuji, Ze nejen samotny BR, ale i tzv. ,,bilirubinovy priming®,
tedy zmény v metabolismu bun¢k vystavenych dlouhodobé hyperbilirubinémii, mohou
spoustét adaptivni mechanismy podilejici se na pozorované hepatorotekci. K piesné

identifikaci téchto mechanismu je zapotiebi dalSiho vyzkumu.

Zaroven produkce prozanétlivych cytokinti béhem sepse vede k aktivaci nuklearniho
transkripéniho faktoru NF-xB (Perkins 2007). Signélni draha NF- «B reaguje na vnéjsi
stimuly (véetné LPS, TNF-a) prostfednictvim signalni transdukce vedouci k aktivaci
bunécéné odezvy prostiednictvim komplexu IKK. Komplex IKK aktivuje NF-«xB fosforylaci
jeho inhibitoru IkB, coZ ma za nasledek ubikvitinaci a proteozomalni degradaci IkB.
Aktivovany NF- kB je poté translokovan do jadra, kde spousti transkripci klicovych
zanétlivych gent (Karin and Ben-Neriah 2000). Z nasich vysledkti s PH potkanti vyplynulo,
ze expozice BR vede ke snizeni fosforylace podjednotky p65 proteinového komplexu
NF- kB, coz miize souviset jak s obecnymi inhibi¢nimi t¢inky BR na fosforylaci proteinii
(Hansen, Mathiesen et al. 1996), tak 1 s inhibici fosforylace prostfednictvim potlacené

rrrrr

signalizace TNF-a (Mazzone, Rigato et al. 2009). Pozorované¢ protizdnétlivé a
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cytoprotektivni ucinky BR mohou byt tedy alespon casteéné¢ zplsobeny utlumenim
transkripce fizené NF- «kB. Na rozdil od studie Liu a kol. jsme nezaznamenali inhibici
fosforylace IxB pii mnohem vysSich koncentracich BR (150 uM) (Liu, Li et al. 2008). Nase
vysledky jsou v souladu s pfedchozimi studiemi, které prokéazaly inhibici drahy NF- «B jak
prostiednictvim BR (Soares, Seldon et al. 2004), tak 1 BV (Gibbs and Maines 2007, Nuhn,
Mitkus et al. 2013). Za zminku stoji, ze pomér T lymfocytd CD4"/CD8" je také regulovan

aktivitou NF- kB (Jimi, Strickland et al. 2008).

Fosforylace NF- kB p65 podjednotky je vSak zprostfedkovana i p38 a drahou ERK
MAPK, které¢ jsou fizeny oxidacni signalizaci (Reber, Vermeulen et al. 2009) a aktivitou
HMOX, ktera je u hyperbilirubinemickych potkant sniZena. Jiz diive jsme zjistili, Ze BR
pusobi nejen jako lapa¢ volnych radikalt, ale také moduluje redoxni stav bunék
prostfednictvim oslabeni produkce mitochondridlnich ROS (Zelenka, Dvorak et al. 2016).

Nutno tedy podotknout, ze pozorované protizanétlivé a cytoprotektivni ucinky

hyperbilirubinémie v nasi studii mohou byt ¢aste¢né vysvétleny také timto efektem.

Zatimco uloha BR v kontextu zanétu a imunologického plisobeni neni stile plné
objasnéna, a proto ji v této praci byla vénovana hlavni pozornost, antioxidacni pisobeni BR
je popsano v mnoha vyzkumnych, klinickych i1 epidemiologickych studiich (Stocker,
Yamamoto et al. 1987, Neuzil and Stocker 1993, Dennery, McDonagh et al. 1995, Novotny
and Vitek 2003, DiNicolantonio, McCarty et al. 2018, Tsai and Tarng 2018). Dalsi ¢ast prace
se zabyvala studiem mechanismu zmén metabolismu gangliosidi v kontextu oxida¢niho
stresu, kdy néas zajimal pfedevSim antioxida¢ni u¢inek BR a role enzymu HMOX.
Gangliosidy hraji kli¢ovou roli v signalnich transdukcnich drahach, reguluji mnoho riznych
bunéénych funkei (proliferace, diferenciace, adheze a bunécna smrt (Hakomori 2004,

Schnaar 2004)) a jsou zapojeny 1 do diferenciace monocytl, angiogenni signalizace, obezity
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vyvolané zanétem (Hakomori and Igarashi 1995) ¢i 1 pfimo do mechanismu zanétu (Jou,
Lee et al. 2006). Zéaroven se GCastni ochrany pied oxida¢nim stresem (Gavella, Kveder et al.
2010, Petr, Smid et al. 2014). Gangliosidy se nachazeji ve vSech tkanich a nejhojnéji jsou
zastoupeny v nervovém systému (Yu, Tsai et al. 2012). Exprese gangliosidli se dramaticky
méni béhem rtznych fyziologickych a patologickych stavii a to véetné bunééné smrti,
proliferace, diferenciace, vyvoje ¢i onkogeneze (Hakomori 2003, Bektas and Spiegel 2004,
Ngamukote, Yanagisawa et al. 2007) a pti riznych neurologickych onemocnénich (Xu,
Barnes et al. 2010, Lobasso, Tanzarella et al. 2017). Tyto uCinky jsou do zna¢né miry
pfi¢itdny zménam v expresi syntas gangliosidil (Ishii, Ikeda et al. 2007, Suzuki, Yanagisawa
et al. 2011). Abychom objasnili mechanismus zmén metabolismu gangliosidi vyvolaného
oxida¢nim stresem, zaméfili jsme se konkrétné na regulaci GM3 syntasy, hlavniho enzymu
v komplexni syntéze gangliosidii. V nasi studii vyvolani oxida¢niho stresu u SH-SYS5Y 1
HepG2 linie pomoci CDCA (Fuentes-Broto, Martinez-Ballarin et al. 2009) vedlo
k vyznamnému zvySeni mnoZstvi gangliosidu GM3, zatimco pfidani BR jakoZto silného
antioxidantu (Vitek and Ostrow 2009) vedlo k normalizaci obsahu uvedené¢ho gangliosidu.
Tyto vysledky jsou v souladu s nasi predchozi studii, kdy BR ptsobil proti prooxida¢nimu
ucinku Zlucovych kyselin v modelu obstrukéni cholestazy u potkant (Muchova, Vanova et

al. 2011).

-----

zajimala kinetika pfemény BR na jeho degrada¢ni produkty a jejich biologicka aktivita
béhem fototerapie novorozenct.. Posledni ¢ast nasi prace se proto zabyvala zavedenim a
validaci analytické metody, kterd by umoznila stanovit pfesné koncentrace BR a jeho
degradacnich produktii v séru pacientii a bylo by mozné ji pievést do bézné klinické praxe.
Ackoliv se fototerapie celosvétové bézné€ pouziva k 1écbé novorozenecké Zloutenky (a

v zasad¢ nahradila dfive pouZivanou vymeénou transfuzi (Drew, Marriage et al. 1976)), neni
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stale znamo, jaké koncentrace fotoproduktii BR Ize nalézt u novorozenct pied, béhem a po
fototerapii. Nejen ze tyto pigmenty nejsou dostateéné stabilni, zaroven nejsou komercéné
dostupné ani standardy fotoizomerit BR a jejich oxidac¢nich produktd. V literatufe 1ze najit
pouze omezené udaje o jejich ptiprave s rtiznou Cistotou a vytézky (Stoll, Zenone et al. 1979,

Mcdonagh, Palma et al. 1982, Stoll, Vicker et al. 1982, Bonnett, Buckley et al. 1954).

Zatim byla publikovana pouze jedna kvalitativni (Mcdonagh, Palma et al. 1982) a
jedna kvantitativni metoda (Itoh, Isobe et al. 1999) pro stanoveni fotoprodukti BR v séru,
ale Zadna z nich neni vhodna pro analyzu LC-MS/MS, a to kviili pouzitym rozpoustédlim,
které nejsou kompatibilni s detektory MS. Navic v téchto metodach nebyly pouZzity Zadné
vnitini standardy, které by ovétily spolehlivost stanoveni. V nasi studii jsme jako prvni
zavedli a validovali pfesnou a citlivou analytickou metodu LC-MS/MS pro stanoveni
hlavniho fotodegrada¢niho produktu lumirubinu spolu s BR.

Validace LC-MS/MS metody byla rozdélena do n¢kolika krokl a byla provedena
validace byla stabilita vSech analytl (v€etné vnitiniho standardu MBR). Bylo zji§téno, ze
vSechny vzorky mohou byt skladovany pfi -80 °C po dobu minimalné 3 mésicti, ale béhem
vlastni pfipravy a analyzy mohou vzorky velmi rychle degradovat. Bez pouZiti antioxidantl
byl pomér koncentrace BR/lumirubin k ISTD sniZen do Sesti hodin a po 12-24 hodinach
analyty degradovaly upln€. Tedy pro vlastni analyzu vzorka bylo nutné pfipravit optimalni
smés antioxidantil, kterd by zajisStovala dostatecné silnou ochranu vzorki, aniz by tato
aditiva interferovala se vzorky BR, lumirubinu ¢i MBR. Pro naSe podminky byly
modifikovany koncentrace a pomér antioxidanti BHT a kyseliny askorbové (samotny
vitamin C degraduje béhem nékolika hodin) dle dvou vybranych publikaci (Reddy and

Lokesh 1992, Soares, Andreazza et al. 2003) Takto pfipravené piidavky antioxidantl
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nejenom ze umoznily mnohem vétsi stabilitu vzorku ale zaroven pomér mezi analyty a ISTD

zustal stejny po celou dobu méieni.

Uspé$nost zavedeni nasi metody byla hodnoceny tfemi parametry: opakovatelnosti,
reprodukovatelnosti a primérnou vytéznosti, tyto parametry byly vyjadieny jako CV. Nase
vysledky naznacuji relativné malé chyby (s ohledem na nestabilitu analytl), nicméné
Zelenka a kol. naméfil béhem validace analyzy metody na stanoveni koncentrace BR pomoci
HPLC mnohem nizsi nepiesnosti (Zelenka, Lenicek et al. 2008). Pravdépodobn¢ hlavnim
divodem jejich vysledki byla absence MS detektoru, ktery miiZze zpusobit dal§i nepfesnost
zpusobenou ionizaci vzorku. Tuto skutecnost je tfeba vzit v uvahu pifi vyhodnocovani
nepiesnosti mezi validaénimi testy a dalSich parametrti pro analyzu metodou LC-MS/MS.
Poslednim krokem validace bylo méfeni interferenci. NaSe ziskand data nenaznacuji zadny

vliv matrice, a proto tato metoda mize byt v budoucnu pouzitelné pro klinické vzorky.
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6 Zavér
Predkladana disertacni prace pfispiva k rozsifeni znalosti o protektivnich
poznatky lze shrnout nasledovné¢:

v' Pro genotypizaci normo- a hyperbilirubinemickych potkani byla
zavedena a optimalizovana metoda restrikéni analyzy. Diky této metode
dochdzi k eliminaci moznych chyb pfi posuzovani fenotypu experimentalnich
zvitat pouze na zéklad¢é koncentrace bilirubinu a zaroven eliminuje nutnost

opakovanych odbérti krve pted experimentem.

v Hyperbilirubinémie u potkani kmene Gunn po expozici LPS vedla ke
sniZzeni systémové zanétlivé odpovédi a hepatoprotekci. Tento efekt je
pravdépodobné spojeny s modulaci vrozené imunity spolu se sniZzenim

produkce prozanétlivych cytokind a modulaci zanétlivé drahy NF- «B.

v Vysledky in vitro studii zabyvajici se moznou ilohu HMOX pii metabolismu
gangliosidii ve vztahu Kk oxidaénimu stresu potvrdily antioxida¢ni
pusobeni BR a vliv oxida¢niho stresu na metabolismus GM3 gangliosidu.
BR v téchto experimentech snizoval oxidacni stres vyvolany kyselinou

chenodeoxycholovou.

v’ Byla zavedena kvantitativni analyticka LC-MS/MS metoda umozitujici
stanoveni BR a lumirubinu v séru a dalSich biologickych tkanich v jedné
analyze. Diky této pfesné metod¢ 1ze pozorovat zmény v séru novorozence
béhem fototerapie, snizit opakované odbéry krve a mnozZstvi vzorku

potifebného pro analyzu.
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