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Souhrn

Zlugové kyseliny (ZK) jsou zékladnimi metabolity cholesterolu, které se kontinualné
tvofi v jatrech, podstupuji enterohepatalni cirkulaci a maji fadu endo- i exokrinnich funkci
v homeostaze Zivin, pfedev§im tukt. P¥i poruse obratu ZK dochazi ¢asto k jejich retenci
s projevy toxicity zejména v jatrech. Tuto retenci lze pozorovat i v rdmci nealkoholového
nealkoholova steatohepatitida (NASH). NASH je spojena s postupnym zhorSovanim jaterniho
postizeni a hrozi ptechod do cirh6zy a hepatocelularniho karcinomu. Vznik a rozvoj NASH je
podporovan kumulujicimi se ZK, proto je dilezité hledat 16¢bu, ktera dokaze p¥iznivé ovlivnit
jak patologii NASH, tak i homeostazu ZK. Sou¢asné je vhodné zamezit podavani 1é¢iv, které
by v dané situaci mohly zhor3it retenci ZK v organismu. V nasi studii jsme proto analyzovali
schopnost navodit zmény homeostazy ZK u karvedilolu a atorvastatinu, 1é¢iv pouzivanych
v klinické praxi v ramci terapie kardiovaskularnich komplikaci provézejicich metabolicky
syndrom a NASH. Soucasné byl analyzovan potencialni cholestaticky vliv labetalolu, 1é¢iva

s identickym mechanismem ucinku jako karvedilol.

Karvedilol je kombinovany antagonista a; a [-adrenoreceptord, ktery muze
v ojedinélych ptipadech vyvolat ptiznaky cholestazy. Nicméné u nemocnych s cirhdzou
a portalni hypertenzi pfedstavuje 1€k volby snizujici incidenci cévnich komplikaci. Za pouziti
myS$iho modelu NASH vyvolané dietou, se souc¢asnym porovnanim uc¢inku u zdravych zvifat,
se nam podafilo prokazat, Ze karvedilol je schopen u zdravych mysi vyvolat ptiznaky cholestazy
se zvySenymi plazmatickymi hladinami ZK. Tato kumulace byla zptisobena redukci Ntcp
transportéru pro vstup Zlucovych kyselin do jater prostiednictvim blokaddy drahy
B-adrenoreceptor-cAMP-Epacl zajist'ujici intracelularni pfesun a inserci Ntcp do membrany.
U NASH naopak karvedilol vykazoval pozitivni vliv na jaterni kumulaci tukil a sniZil intenzitu
zanétu a fibrozy. V dusledku téchto pozitivnich ucinkt nasledné karvedilol nezhorSoval
kumulaci ZK, ktera byla patrna u nelééenych mysi s NASH. Karvedilol navic u mysi s NASH
ménil profil jednotlivych ZK ve prospéch hydrofilnich zastupct. Tato studie tak objasnila
vyznamné pozitivni u¢inky karvedilolu u NASH, a tim podporuje moznost pouziti této latky
v klinické praxi. Navic se ndm podafilo identifikovat mechanismus, kterym miiZze karvedilol

vést ke zvyseni plazmatickych koncentraci ZK u jedincti bez jaterni patologie.

Mysi model NASH byl pouzit i ve druhé studii pro analyzu u¢inku atorvastatinu,

jednoho z hlavnich statinti pouzivanych v klinické praxi. Vyznamné bylo, ze atorvastatin



dokonce redukoval plazmatické koncentrace ZK u kontrolni skupiny. Toto sniZeni bylo
diisledkem represe jaternich enzymi syntetizujicich ZK jako Cyp8bl, Cyp27al a Cyp2c70,
a Asbt transportéru v ileu zajistujiciho reabsorpci ZK ze stievniho obsahu, coZ vedlo ke zvyseni
fekalni exkrece ZK. U mysi s NASH byl vliv atorvastatinu na ZK minoritni. Zajimavé viak
bylo zvyseni proporce deoxycholové kyseliny po podéani atorvastatinu v plazme, zluci 1 ve
stolici prostfednictvim sniZeni enzymii pro syntézu ZK alternativni cestou. Diagnosticky
vyznam stanoveni deoxycholové kyseliny béhem terapie statiny musi byt dale zkouman.
Nicméné atorvastatin u mysi s NASH vyznamné snizil jaterni depozici tukli a stupenn zanétu
vlivem na NF-kB prozanétlivou signalizaci. Vysvétleni zapojenych mechanismii v nasi studii
podporuje bezpecné pouzivani statini u nemocnych s NASH, které se zacind recentné

doporucovat i odbornymi hepatologickymi spole¢nostmi.

Ve treti studii jsme dale analyzovali vliv kombinované blokady o a B-adrenergnich
receptori prostfednictvim labetalolu u experimentalni cholestazy navozené estrogenem, ktera
je modelem intrahepatalni cholestazy béhem téhotenstvi. K takovéto situaci maze v klinické
praxi dojit, pokud je téhotnd Zzena s preeklampsii lécend labetalolem a soucasné ma
i intrahepatalni cholestazu s vysokymi hladinami ZK, které piedstavuji hlavni riziko poskozeni
plodu. Analyza ZK v nasi studii skute¢n& potvrdila zvy3eni jejich plazmatickych hladin
ve skupiné se souCasnym podanim estrogenu a labetalolu v disledku indukce Mrp4
transportéru pro export ZK z hepatocyttl do krevniho fecisté. Navic byl labetalol schopen zvysit
plazmatické hladiny ZK i na mys$im transgennim modelu preeklampsie s vysokou hladinou
solubilniho endoglinu a estrogenem navozenou cholestdzou. Soucasné jsme zjistili, ze samotna
estrogenni cholestaza vede ke zvySovani hladin solubilniho endoglinu v plazmé a tim podporuje
rozvoj preeklampsie. Tato studie tak pfinesla diileZité zjisténi, Ze labetalol nemusi byt vhodnym
lé¢ivem u Zen s preeklampsii a predispozici k cholestaze, protoZze mize vyznamné zhorsit
kumulaci ZK v plazmé. Navic se nam podafilo potvrdit, Ze zvySovani plazmatickych hladin
solubilniho endoglinu mtze byt pojitkem mezi zvySenym soucasnym vyskytem cholestazy

a preeklampsie v té¢hotenstvi.



Summary

Bile acids (BA) are the primary cholesterol metabolites that are continuously formed in
the liver, undergo enterohepatic circulation, and have many endo- and exocrine functions in the
homeostasis of nutrients, especially fats. When the circulation of BAs is impaired, their
retention often manifests with toxicity, especially in the liver. This retention can also be
observed in non-alcoholic fatty liver disease, the most common liver disease, if its more severe
form, non-alcoholic steatohepatitis (NASH), develops. NASH is associated with gradual
deterioration of liver damage, and there is a risk of progression to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. The emergence and development of NASH is supported by accumulating BAs,
therefore it is important to look for a treatment that can favorably affect both NASH pathology
and BA homeostasis. At the same time, it is advisable to avoid the administration of drugs that
could worsen the retention of BA in the body in the given situation. In our study, we therefore
analyzed the ability to induce changes in BA homeostasis with carvedilol and atorvastatin, drugs
used in clinical practice in the treatment of cardiovascular complications accompanying the
metabolic syndrome and NASH. At the same time, the potential cholestatic effect of labetalol,

a drug with an identical mechanism of action as carvedilol, was analyzed.

Carvedilol is a combined antagonist of a; and B-adrenoreceptors, which may in rare
cases induce symptoms of cholestasis. However, in patients with cirrhosis and portal
hypertension, carvedilol as the drug of choice reduces the incidence of vascular complications.
Using a diet-induced NASH mouse model, with simultaneous comparison of the effect in
healthy animals, we were able to demonstrate that carvedilol provoked cholestasis symptoms
with increased plasma levels of BAs in healthy mice. This accumulation was caused by the
reduction of the Ntcp transporter for the entry of BAs into the liver through the blockade of the
B-adrenoreceptor-cAMP-Epacl pathway ensuring the intracellular transfer and insertion of
Ntcp into the membrane. In NASH, on the other hand, carvedilol showed a positive effect on
hepatic fat accumulation and reduced the intensity of inflammation and fibrosis. Consequently,
as a result of these positive effects, carvedilol did not worsen the BA accumulation seen in
untreated NASH mice. In addition, in mice with NASH, carvedilol changed the profile of
individual BAs in favor of hydrophilic representatives. This study thus clarified the significant
positive effects of carvedilol in NASH and thus supports the possibility of using this substance
in clinical practice. In addition, we managed to identify the mechanism by which carvedilol can

lead to an increase in plasma concentrations of BA in individuals without liver pathology.



The mouse model of NASH was also used in the second study to analyze the effect of
atorvastatin, one of the main statins used in clinical practice. It was significant that atorvastatin
even reduced the plasma concentrations of BAs in the control group. This reduction was a
consequence of the repression of liver enzymes synthesizing BAs such as Cyp8bl, Cyp27al
and Cyp2c70, and the Asbt transporter in the ileum ensuring reabsorption of BAs from intestinal
contents, which led to an increase in fecal BA excretion. In mice with NASH, the effect of
atorvastatin on BA was minor. However, it was interesting to see an increase in the proportion
of deoxycholic acid after atorvastatin administration in plasma, bile and faeces through the
reduction of enzymes for the synthesis of BAs via an alternative pathway. The diagnostic value
of deoxycholic acid determination during statin therapy needs to be further investigated.
However, atorvastatin significantly reduced hepatic fat deposition and the degree of
inflammation in NASH mice by affecting NF-kB pro-inflammatory signaling. The explanation
of the involved mechanisms in our study supports the safe use of statins in patients with NASH,

which is recently starting to be recommended by expert hepatology societies as well.

In the third study, we further analyzed the effect of combined blockade of a; and
B-adrenergic receptors by means of labetalol in experimental estrogen-induced cholestasis,
which is a model of intrahepatic cholestasis during pregnancy. Such a situation can occur in
clinical practice if a pregnant woman with preeclampsia is treated with labetalol and at the same
time has intrahepatic cholestasis with high levels of BAs, which represent the main risk of
damage to the fetus. The analysis of BAs in our study indeed confirmed an increase in their
plasma levels in the group with simultaneous administration of estrogen and labetalol due to
the induction of the Mrp4 transporter for the export of BAs from hepatocytes to the
bloodstream. In addition, labetalol was able to increase plasma BA levels even in a mouse
transgenic model of preeclampsia with high levels of soluble endoglin and estrogen-induced
cholestasis. At the same time, we found that estrogenic cholestasis itself leads to an increase in
the levels of soluble endoglin in the plasma and thus promotes the development of
preeclampsia. This study thus brought an important finding that labetalol may not be a suitable
drug in women with preeclampsia and a predisposition to cholestasis, as it can significantly
worsen the accumulation of BAs in the plasma. In addition, we were able to confirm that the
increase in plasma levels of soluble endoglin may be the link between the increased

simultaneous occurrence of cholestasis and preeclampsia in pregnancy.



1 Uvod

1.1 Zluové kyseliny

Zlutové kyseliny (ZK) jsou amfipatické molekuly syntetizované z cholesterolu
v jatrech vSech obratlovel, jenz maji polarni i nepolarni oblasti, které udéluji molekule
hydrofilni i lipofilni vlastnosti umoziujici tvorbu micel a transport nepolarnich latek ve vodném
prostiedi. Z toho diivodu ZK mj. tvofi podstatnou &ast zluée, kde umoziuji transport steroidnich
endo 1 xenobiotik do stfeva a ve stieve pak emulguji tuky a v nich rozpusténé vitaminy a Ziviny
pted jejich absorpci (Ding, Yang, Wang, & Huang, 2015; Choudhuri & Klaassen, 2022).
V poslednich letech se také objevuje vyznam ZK jako signalnich molekul v Sirokém spektru
biologickych procesti prostiednictvim interakce s nuklearnimi receptory (Obrazek 1)
farnesoidnim X receptorem (FXR), konstitutivnim androstanovym receptorem (CAR),
pregnanovym X receptorem (PXR) a receptorem pro vitamin D (VDR), déle s receptory
spojenymi s G-proteinem jako je GPBAR-1 (TGRY) a sfingosin-1-fosfat receptor 2 (S1PR2)
a nckterymi bunénymi signalnimi drahami jako c-Jun N-kindzou (JNK) a extracelularni
signalni redukovanou kinazou (ERK). Prostiednictvim téchto interakci pomaéhaji ZK regulovat
metabolismus glukézy, lipidi a lipoproteini (Di Ciaula et al, 2017). Nicméné pfi
cholestatickych jaternich patologiich dochazi ke kumulaci ZK a v zavislosti na stoupajici
koncentraci se miize uplatiiovat predevsim jejich toxicky vliv. Stupeii kumulace ZK tak &asto
koreluje se zavaznosti jaterniho poskozeni, jak je tomu naptiklad u nealkoholové
steatohepatitidy (NASH), nejCastéjSiho fibrotického jaterniho onemocnéni postihujiciho az

5,3 % populace (Cheng, Chen, Schnabl, Chu, & Yang, 2023; Younossi et al., 2023).
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Obrazek 1: Struktura, fyzikalné-chemické a farmakologické vlastnosti ZK

Obecné znazornéni molekularni struktury ZK a jejich aminokyselinovych konjugatii (taurinu a glycinu). Zobrazeni
hydrofobniho/hydrofilniho profilu ZK a hodnoceni ZK jako endogennich agonisti FXR a TGRS. Pfevzato
a upraveno z: (Fleishman & Kumar, 2024)



Pouzité zkratky: MCAs, muricholové kyseliny, UDCA, ursodeoxycholova kyselina;, CA, cholova kyselina;, CDCA,
chenodeoxycholova kyselina; DCA, deoxycholova kyselina; LCA, litocholova kyselina;, HCA, hyocholovd
kyselina; HDCA, hyodeoxycholova kyselina; [T] nebo [G], taurinem nebo glycinem konjugované ZK; FXR,
farnesoidni X receptor; TGRS, receptor 1 pro zlucové kyseliny sprazeny s G proteinem

1.1.1 Syntéza ZluCovych kyselin

Produkce ZK v jatrech je nejvyssi v perivenéznich hepatocytech obklopujicich centralni
7ilu. Syntéza ZK predstavuje hlavni cestu katabolismu hydrofobniho cholesterolu a tvoii témét
50 % jeho denniho obratu. Produkce ZK je velmi sloZity proces a podili se na ném cela fada
enzymu ve vice bunéénych kompartmentech vcetné cytosolu, endoplazmatického retikula,
mitochondrii a peroxisomu (di Gregorio, Cautela, & Galantini, 2021; Choudhuri & Klaassen,
2022). Primarni ZK jsou syntetizovany dvéma hlavnimi cestami: cestou klasickou (neutralni)
a alternativni (kysela) (Obrazek 2). U lidi je zhruba 75 % celkovych ZK tvofeno cestou
klasickou, zatimco u hlodavcii je aZ polovina z celkového poétu ZK tvoiena cestou alternativni

(Cheng et al., 2023).

1.1.1.1 Klasicka cesta tvorby Zlu¢ovvch kyselin

V klasické (neutralni) draze dochazi nejprve k modifikaci steroidniho jadra cholesterolu
a az pozdé¢ji k oxidaci jeho postranniho fetézce. VEtSina meziproduktl tedy nema karboxylovou
skupinu, ta je vnesena do molekuly aZ oxidaci postranniho fetézce enzymem CYP27A1
(Choudhuri & Klaassen, 2022). Prvnim krokem v klasické draze syntézy ZK je hydroxylace
cholesterolu v poloze C7, ktera je katalyzovana rychlost limitujicim mikrozomélnim enzymem
cholesterol-7a-hydroxylasou (CYP7A1) (Cheng et al., 2023). Vznikly 7a-hydroxycholesterol
se dale pfeménuje na 7o-hydroxy-4-cholesten-3-on (Chiang, 2017). Mitochondridlni
sterol-27-hydroxylasa (CYP27A1) zprostfedkovava oxidaci a Sté€peni steroidniho postranniho
fetézce a v kone¢ném diisledku vznika kyselina cholovéa (CA) jako hlavni primérni ZK klasické
cesty a chenodeoxycholova (CDCA), hlavni primarni ZK alternativni cesty (T. Li & Chiang,
2009). Vziajemny pomér téchto primarnich kyselin je dén aktivitou enzymu
sterol-120-hydroxylasy (CYP8BI1), jehoz aktivita zajiStuje produkci CA (Obrazek 2)
(Choudhuri & Klaassen, 2022).

1.1.1.2 Alternativni cesta tvorby Zluéovvch kyselin

Naproti tomu alternativni (kyseld) cesta zacind nejprve oxidaci postranniho fetézce
cholesterolu, kde se uplatituje enzym CYP27A1. Az nasledné dochazi k modifikaci steroidniho
jadra prostiednictvim oxysterol-7a-hydroxylasy (CYP7B1) za vzniku vétSiny CDCA. Z toho je
ziejmé, ze CYP27A1 se podili na syntéze ZK obéma cestami (Obrazek 2). Markerem pro
alternativni cestu je tedy CYP7B1. SloZeni a syntéza ZK u mysi je od lidi odli$na. Primarni ZK
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u mysi se skladaji z CA a o/f muricholovych kyselin (a/B-MCA), které vznikaji pfeménou
CDCA prostrednictvim sterol-63-hydroxylasy (Cyp2c70) a epimerizaci aMCA (Obrazek 2).
Preména CDCA (endogenni agonista FXR) na MCA (antagonista FXR) mize zménit signalni
vlastnosti ZK u mysi (Cheng et al., 2023). Posledni krok v syntéze ZK zahrnuje pfidani
aminokyseliny prostiednictvim amidové vazby na C24. Vétiina ZK (CA a CDCA) je
konjugovéna s glycinem nebo taurinem ptisobenim dvou enzymti BACS (Bile acyl-CoA
syntetasa) a BAAT (Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferasa). Konjugace ZK snizuje jejich
toxicitu a zvySuje rozpustnost ve Zluc¢i (di Gregorio et al., 2021; Chiang, 2009). U lidi jsou
primarni ZK konjugovény s taurinem a glycinem v poméru 1/3, zatimco u mysi je vétsina ZK

konjugovéna s taurinem (Cheng et al., 2023).

KIaS|cka cesta| | Alternativni cesta

Cholesterol
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Obrazek 2: Syntéza Zlu¢ovych kyselin

Schematické znazornéni hlavnich enzymi podilejicich se na syntéze primarnich ZK klasickou nebo alternativni
cestou. Nasledna konjugace ZK s taurinem nebo glycinem zajistuje zvyseni jejich rozpustnosti a snizeni
hydrofobicity. Piisobenim stievniho mikrobiomu vznikaji ve stievé sekundarni ZK. Pievzato a upraveno
z: (Monteiro-Cardoso, Corliano, & Singaraja, 2021).



Pouzité zkratky: CYP7AI, cholesterol-7a-hydroxylasa;, CYP27A1,  sterol-27-hydroxylasa;, CYP7BI,
oxysterol-7a-hydroxylasa;, CYP8BI, sterol-12a-hydroxylasa;, Cyp2c70, sterol-6f-hydroxylasa ; BACS, bile
acyl:CoA syntetasa; BAAT, bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferasa; BSH, bile salt hydrolasa; CA, kyselina
cholovd; CDCA, kyselina chenodeoxycholova; o/-MCA, kyselina muricholova o/p; T/G, taurinem/glycinem
konjugované ZK; DCA, kyselina deoxycholova; UDCA, kyselina ursodeoxycholova,; LCA, kyselina litocholova

1.1.2 Enterohepatdlni cirkulace

Konjugované primarni ZK jsou vyludovany z hepatocyti do Zlu¢ovych kanalkil proti
koncentraénimu gradientu prostiednictvim exportni pumpy ZK (BSEP). Organické anionty
spolu se sulfatovanymi ZK jsou transportovany do Zzlu¢ovodii pievazné prostiednictvim MRP2
(multidrug resistance-associated protein 2). P¥i cholestaze je navic ¢ast ZK vyluGovana do
systémové cirkulace pomoci prenasect organickych latek a/p (OSTo/f) a MRP3/4 (multidrug
resistance-associated protein 3/4), které jsou exprimovany na bazolaterdlni membrané
hepatocytt (Cheng et al., 2023). Zludové kyseliny spolu s cholesterolem a fosfolipidy vytvaii
ve Zlucovych kandlcich smiSené micely, které jsou skladovany ve Zlu¢niku (Chiang, 2017).
Ptijem jidla stimuluje sekreci cholecystokininu, ktery vede ke kontrakci Zluéniku a uvolnéni
7K do duodena (Alnouti, 2009; Chiang, 2017). Ve stievé napomahaji ZK traveni a vstiebavani
cholesterolu, triglyceridii a vitaminii rozpustnych v tucich. Vétsina konjugovanych ZK je
reabsorbovana prostiednictvim apikalniho transportéru ZK zavislém na sodiku (ASBT), ktery
je lokalizovéan na apikdlni strané enterocytli v termindlnim ileu (Obrazek 3). V daleko mensi
mife piispivaji k transportu ZK ptes apikalni membranu po celé délce stieva také transportni
polypeptidy organickych aniontti (OATP). VSechny tyto transportéry maji vyssi afinitu pro
konjugované ZK. Nekonjugované ZK jsou absorbovany v celém stievnim traktu spise pasivni

difuzi (Alnouti, 2009).

Uvnitt enterocytll se ZK vazou na protein vazajici ZK (IBABP) a nasledn& jsou
prostiednictvim heterodimeru OSTo/f, lokalizovaného na bazolaterdlni membrang, vylu¢ovany
do portalniho ob&hu (Obrazek 3). Zlucové kyseliny jsou vychytavany ze sinusové krve
hepatocyty pomoci NTCP (Na'-taurocholate cotransporting polypeptide) a v mensi miie
transportnimi polypeptidy organickych aniontti (OATP) (Cheng et al., 2023). Konjugované ZK,
které nejsou absorbovany v terminalnim ileu, vstupuji do tlustého stfeva, kde podléhaji
dekonjugaci a biotransformaci (Di Ciaula et al., 2017). Stievni bakterie dekonjuguji ZK
prostfednictvim hydroxylasy zlucovych soli (BSH), kterd je exprimovana hlavné u roda
Bifidobakterium, Lactobacillum, Clostridium a Bacteroides. Nekonjugované ZK jsou dale
dehydroxylovany v pozici 7a za vzniku sekundarnich ZK. Kyselina CDCA je pfeménovéana na
kyselinu litocholovou (LCA) a podobné CA na kyselinu deoxycholovou (DCA) (Obrazek 2).

Kromé toho mohou bakterie diverzifikovat sekundarni ZK prosttednictvim epimerizace (Cheng
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et al., 2023). U lidi mtize byt LCA déle metabolizovana ve stfevé na vice hydrofilni kyseliny
HCA (hyocholova kyselina) a UDCA (ursodeoxycholova kyselina) (Choudhuri & Klaassen,
2022). Podobné u mysi jsou také o/f-MCA stievnimi bakteriemi transformovany na jejich
odpovidajici sekundarni ZK véetné hyodeoxycholové kyseliny (Cheng et al., 2023). Na rozdil
od ¢lovéka je u mysi mozna prfeména sekundarnich ZK zpét na primarni za Géasti Cyp2al2.
Nékteré ZK mohou také inhibovat rist bakterii, predevdim grampozitivnich. Vygsi

antibakterialni aktivitu pfitom vykazuji nekonjugované ZK (Choudhuri & Klaassen, 2022).

95% ZK

( Portalni zila ()

Systémova
cirkulace

stolice
5% ZK

Obrazek 3: Enterohepatalni cirkulace

Schematické znazornéni hlavnich transportérti ZK podilejicich se na enterohepatalni cirkulaci. Alternativni cesta
pro vyluéovani ZK do systémové cirkulace je zprostfedkovana transportéry OSTa/p a MRP3/4, které jsou
exprimované na bazolaterdlni membrané hepatocyti. Konjugované ZK jsou vylutovany z hepatocytd do
Zlutovych kanalka prostiednictvim BSEP. Organické anionty spolu se sulfatovanymi ZK jsou transportovany do
Zlu¢ovodi pomoci MRP2. Zlu¢ové kyseliny jako souéast zluée vstupuji do stieva, kde emulguji lipidy. Pfevazna
ast ZK je pak reabsorbovana v termindlnim ileu pomoci ASBT, ktery je exprimovan na apikalni membrang
enterocyti. Zlu¢ové kyseliny se uvniti enterocytil vazou na protein IBABP a nasledné jsou pomoci heterodimeru
OSTo/p, lokalizovaného na bazolaterdlni membrané, vylu¢ovany do portilniho ob&hu. Zludové kyseliny jsou
vychytavany ze sinusové krve hepatocyty pomoci NTCP a transportnimi polypeptidy organickych aniontl
(OATP). Piiblizné 95 % ZK je reabsorbovano prostiednictvim aktivni a pasivni absorpce. Pouze 5 % ZK je
vylucovano stolici. Pfevzato a upraveno z: (Wang, Xu, Zhou, Chen, & Zhou, 2024)

Pouzité zkratky: BSEP, bile salt export pump; MRP, multidrug resistance-associated protein; OSTo/p, organic
solute transporter o/f; ASBT, apical sodium-dependent bile acid transporter; IBABP, protein vazajici Zlucové



kyseliny v ileu; NTCP, Na"*-taurocholate cotransporting polypeptide; OATP(1B1/1B3), polypeptldy transportujici
organické anionty;, T/G-ZK, Zlucové kyseliny konjugované taurinem/glycinem; S/U-ZK Zlucové kyseliny
sulfatované/glukuronidované

Piiblizng 95 % ZK dodanych do stieva Zluéi je reabsorbovano prostiednictvim aktivni
a pasivni absorpce a tento cyklus se opakuje 4 - 12krat za den. Pouze 5 % (0,2-0,6 g/den) ZK
je vylucovano spolu se stolici (Obrazek 3) (Di Ciaula et al., 2017). Ve zdravém organismu
zOstava zasoba ZK v ustileném stavu, nebot mmnoZstvi de novo syntetizovanych ZK

v hepatocytech kompenzuje ZK ztracené stolici (Di Ciaula et al., 2017; Cheng et al., 2023).

1.2 Transportni systémy ZK v jatrech a strevé

1.2.1 Kanalikuldarni transport v jdatrech

Vychytavani ZK a iontii z plazmy pies bazolateralni (sinusoidalni) membréanu, jejich
transport uvniti hepatocytu a vylucovani ptes kanalikuldrni (apikalni) membranu jsou hlavnimi
kroky podilejicimi se na tvorbé zluce. VétSina kanalikularnich membranovych transportéri jsou
¢leny ABC rodiny a zajistuji vyluCovani organickych latek do zluce proti koncentracnimu
gradientu za spotieby energie ve formé ATP. Mutace téchto apikélnich transportérii miize vést
az k cholestatickému onemocnéni jater (Boyer, 2013). V nésledujicich odstavcich jsou
podrobnéji popsany transportéry BSEP (bile salt export pump) a MRP2 (multidrug

resistance-associated protein 2).

1.2.1.1 MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2, sen ABCC2)

MRP2 patti do velké podrodiny ABCC proteintl, které zprostiedkovavaji ATP zavisly
transport latek konjugovanych s glutathionem (GSH), glukuronatem nebo sulfatem. MRP2 také
zprostfedkovava kotransport nekonjugovanych amfifilnich sloucenin spolu s volnym GSH
a pfispiva ke kontrole hladiny intracelularntho GSSG (glutathion disulfid). MRP2 je
exprimovan pievazné na kanalikularni membrané hepatocytii (Obrazek 4) a apikalni membrané
epitelu bun¢k proximalnich tubult ledvin (Homolya, Varadi, & Sarkadi, 2003). Mezi hlavni
endogenni substraty tohoto ptenaSece patii bilirubin, diglukuronidy, konjugéaty s GSH a GSSG,
leukotrieny, tézké kovy, sulfatované a glukuronidované substréty, véetné ZK, stejné jako fada
ruznych 1é¢iv a dalSich exogennich sloucenin. Mutace genu ABCC2 zplisobuje
Dubintiv-Johnsonliv syndrom, ktery se vyznacuje konjugovanou hyperbilirubinémii (Boyer,
2013). Vzhledem ke specializované tloze MRP2 se zd4, Ze tento transportni protein brani
intracelularni akumulaci konjugéth lipofilnich toxickych slou€enin, a tim pfispiva k obranné

reakci organismu (Homolya et al., 2003).



1.2.1.2 BSEP (bile salt export pump, gen ABCB11)

Exportni pumpa zlucovych kyselin BSEP patii do podrodiny ABC transportérti a je
hlavnim pfenasedem zajist'ujicim sekreci ZK z hepatocyti do Zluée. Exprimovan je vyhradné
v jatrech a pfevazné je lokalizovan na kanalikularni membrané hepatocyti (Obrazek 4) (Kubitz,
Droge, Stindt, Weissenberger, & Haussinger, 2012). Transportuje konjugované i nekonjugované
7K s vyssi afinitou ke konjugovanym. Pfestoze téméf vyhradné transportuje ZK, nékteré
endogenni latky stejné jako léCiva (cyklosporin, rifampicin, glyburid) mohou ptsobit jako
inhibitory (Kis et al., 2012). Inhibice BSEP vede k hromadéni ZK v jatrech s naslednou
cholestazou. BSEP je regulovén jak na transkrip¢ni, tak posttranskripéni urovni a jeho exprese
je ovlivnéna mnoha fyziologickymi a patologickymi podnéty (Boyer, 2013). Hlavnimi
regulatory exprese jsou transkripéni faktory farnesoidni X receptor (FXR), homolog jaterniho
receptoru 1 (LRHI1) a nuklearni faktor NRF2. Mutace proteinu BSEP jsou spojeny se stfedné
tézkymi az tézkymi formami cholestazy vcetné progresivni familiarni intrahepatalni cholestazy

typu 2 (PFIC-2), benigni recidivujici cholestazy typu 2 (BRIC-2) a intrahepatalni téhotenské

cholestazy (ICP) (Kubitz et al., 2012).
siu- @28 _(MRP3

siu- €K
e B-ESER & -

Hepatocyt

"o ® (e

@ «(0ATP}—
/ %y
Kanalikularni

Bazolateralnl membrana
membrana

Obrizek 4: Grafické znazornéni hlavnich kanalikulirnich a bazolateralnich transportéri ZK

Pouzité zkratky: MRP2, multidrug resistance-associated protein 2; BSEP, bile salt export pump; MDR 1, multidrug
resistance protein 1; NTCP, Na*-taurocholate cotransporting polypeptide; OATP, organic anion transporting
polypeptide; MRP3, multidrug resistance-associated protein 3; MRP4, multidrug resistance-associated protein 4,
OSTo/f, organic solute transporter a/f; TJ, tésny spoj; T/G-ZK, Zlucové kyseliny konjugované
s taurinem/glycinem; S/U-ZK, Zlucové kyseliny sulfatované/glukuronidované; PL, fosfolipidy. Prevzato a upraveno
z: (Vitale et al., 2023)

1.2.2 Bazolaterdlni import v jatrech

Zlutové kyseliny sekretované z hepatocyttl jsou bud’ nové syntetizované nebo

recyklované. Pro recyklaci ZK je nezbytny jejich pifjem hepatocyty ze sinusoidalni krve. Pifjem



7K do jaternich bunék (asi ze 70-90 %) je zprostiedkovan dvéma hlavnimi cestami. V prvnim
piipadé se jedna o proces zavisly na sodikovych iontech, kdy pifjem konjugovanych ZK je fizen
vnitinim gradientem Na“ pomoci transportéru NTCP (natrium taurocholate cotransporting
polypeptide). Druhy zplsob je naopak proces zvyhodnény pro nekonjugované zlucové soli
vyuzivajici rodinu transportérit oznaCovanych OATP (organic anion transporting polypeptides)

(Deng & Bae, 2020).

1.2.2.1 NTCP (Nat-taurocholate cotransporting polypeptide, gen SLCI10A1)

NTCP je hlavni transportér pro ptijem konjugovanych ZK z portalni krve do hepatocyti.
Jako hnaci silu vyuziva gradient udrzovany Na'/K" ATPazou a vnitini negativni membranovy
potencial. Sodikova pumpa je také lokalizovana na bazolateralni membrané a je exprimovana
v celém jaternim lalticku. Vznikla energie umoziuje transportéru NTCP piijimat ZK z portalni
krve proti koncentraénimu gradientu do hepatocytii spolu se dvéma sodnymi ionty (Obrazek 4).
NTCP je exprimovan pouze v sav¢ich hepatocytech. Substratova specifita je do zna¢né miry
omezena na ZK, v mensi mife mohou byt substratem také sulfatované steroidy, néktera 1égiva
nebo jejich metabolity (rosuvastatin, bromsulfoftalein) (Stieger, 2011). Exprese NTCP je
nepiimo regulovana ZK prostiednictvim nuklearniho receptoru FXR. Ten stimuluje expresi
malého heterodimerniho proteinu (SHP), ktery svymi ucinky blokuje vazbu RXR/RAR
k promotoru NTCP. Exprese NTCP muze byt také upregulovana posttranskripéné cyklickym
adenosinmonofosfatem (cAMP), ktery stimuluje bazolateralni transport taurocholatu a zvySuje
pfemisténi defosforylovaného NTCP na bazolateralni membranu. Jako ochrana pfed kumulaci
cytotoxickych ZK v hepatocytech miize byt exprese tohoto transportéru downregulovéana fadou
fyziologickych a patofyziologickych stavili, napt. pisobenim estrogent, 1éciv, endotoxint,
obstrukci zlucovodu a v téhotenstvi (Boyer, 2013). Inhibice proteinu mulze byt Castecné
kompenzovana transportem ZK nezavislym na sodiku, konkrétné polypeptidy transportujici

organické anionty (OATP) (Stieger, 2011).

1.2.2.2 OATP (organic anion transporting polypeptides, gen SLCO)

OATP proteiny jsou exprimovany v celé fadé tkani v téle a zajiSt'uji na sodiku nezavisly
transport Siroké skaly strukturné nepiibuznych sloucenin. Obecné jsou zodpoveédné za piijem
amfipatickych organickych aniontii s molekulovou hmotnosti vétsi nez 300 kDa, ale také
mohou transportovat kationty nebo neutrdlni slou¢eniny vymeénou za intracelularni HCO3 nebo
glutathion (GSH) (Alrefai & Gill, 2007). Mezi endogenni substraty patfi ZK, konjugované
steroidni hormony, hormony $§titné Zlazy a cyklické a linedrni peptidy. Mezi exogenni substraty
patii 1éCiva ze skupin antibiotik, antidiabetik, antihypertenziv, statinli a fada dalSich (Obaidat,
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Roth, & Hagenbuch, 2012). Jedna se o velkou rodinu proteinti, které¢ se déli do podrodin na

zaklad¢ jejich aminokyselinové sekvencni homologie.

U cloveka bylo zjisténo 11 genti patiici do rodiny OATP (Kalliokoski & Niemi, 2009).
Nekteii zastupci OATP rodiny mohou byt tkdnove specificti, jini jsou exprimovani ve vice
tkanich. Piikladem tkanové specifickych OATP, jejichz ptfitomnost byla prokazéana v lidskych
jatrech je OATP1B1 a OATP1B3. Exprese obou proteinli byla potvrzena vyhradné na
bazolateralni membrané hepatocyti a OATPIB3 byl mnohem silnéji exprimovan
v pericentralni oblasti nez periportalni Casti jaterniho lalacku. V lidskych jatrech byla
prokéazana také pritomnost proteini OATP1A2 a OATP2BI, které jsou tkanové nespecifické
ajsou tedy exprimovany také v dalSich tkdnich (napf. v enterocytech, v mozku a placent¢)

(Obaidat et al., 2012).

1.2.3 Transport Zlucovych kyselin ve stievé

1.2.3.1 ASBT (apical sodium-bile acid transporter, gen SLCI10A42)

Na sodiku zavisly apikalni transportér zlucovych kyselin (ASBT), také znamy jako
ilealni transportér Zlu¢ovych kyselin (IBAT) hraje kliG¢ovou roli v enterohepatélni cirkulaci ZK.
Je exprimovan na apikdlni membrané enterocytli a zprostfedkovava absorpci ZK z ilea.
V tenkém stievé tvoiit ASBT asi 6 % vSech transportérii. Kromé distélniho ilea je ASBT hojné
exprimovan také v rendlnich proximalnich tubulech a epitelu zlucovodli a cholangiocytii
(Choudhuri & Klaassen, 2022; N. Yang et al., 2020). Zlu¢ové kyseliny jsou transportovany proti
koncentra¢nimu gradientu spolu se dvéma sodnymi ionty, jejichZ gradient je udrZovany
bazolateralni Na'/K® ATPazou. Prednostné jsou prostiednictvim ASBT transportovany
konjugované ZK (oproti nekonjugovanym). Ve srovnani s NTCP je ASBT podstatné vice
substratové specificky. Regulace ASBT je slozitd a je ovlivnéna rlznymi transkripénimi
faktory. Ptikladem mohou byt glukokortikoidni receptor (GR), receptor vitaminu D (VDR),
retinoidni X receptor (RXR), které aktivuji expresi ASBT rliznou mérou. Naopak maly
heterodimerni partner (SHP), aktivovany FXR, funkci ASBT inhibuje (Xiao & Pan, 2017).
V soucasnosti je farmakologicka inhibice ASBT se snizenim reabsorpce ZK a zvysenim jejich
exkrece stolici zkoumana jako mozna terapie mnoha onemocnéni, napiiklad zéacpy,
dyslipidémie, ateroskler6zy, diabetu mellitu 2. typu, NAFLD a cholestatického onemocnéni
jater (Choudhuri & Klaassen, 2022). Spravné fungovani ASBT je kli¢ové pro homeostizu ZK

a cholesterolu.



1.2.3.2 IBABP (ileal bile acid-binding protein, gen F4ABP6)

Intracelularni protein IBABP zajistuje transport ZK zapikilni membriny na
basolateralni stranu enterocytil. Spolu s dal§imi proteiny odpovédnymi za transport ZK (ASBT,
OSTo/B) je exprimovan v enterocytech tenkého stteva. Tento protein je schopen transportovat
jak Zlutové, tak mastné kyseliny, ale vétsi afinitu vykazuje pro vazbu ZK (Choudhuri &

Klaassen, 2022).

1.2.3.3 OSTuw/B (organic solute transporter o/p, gen: SLC51A4/B)

Heterodimer OSTo/f je exprimovan na bazolaterdlni membrané bun¢k tenkého stieva
a zajistuje na Na' nezavisly transport ZK z enterocytii do portalniho obghu. Kromé ZK mohou
jako substraty slouzit také dalsi latky, napt. estrogen sulfat, digoxin a prostaglandin. Exprese
obou podjednotek a a B se vzajemné reguluji (Choudhuri & Klaassen, 2022). Nedostate¢na
exprese heterodimeru OSTa/B vede k hromadéni ZK uvniti enterocyti a miize zptsobit jejich

poskozeni.

1.3 Celkovy obsah ZK (pool) a jeho regulace

Celkové mnozstvi ZK v lidském téle je oznatovano jako tzv. celkovy pool ZK, a tvofi
jej predevsim ZK ve stievé (80-85 %), zlu¢i (10-15 %) a v jatrech (1-5 %). Slozeni ZK se
v jednotlivych ¢astech organismu 1isi, v séru je naptiklad vétsina ZK v nekonjugované formé.
Jatra, Zlu¢ a tenké stievo obsahuji pfevazné konjugované ZK, zatimco v tlustém stievé a stolici
prevladaji nekonjugované formy, predeviim DCA. Zména celkového poolu nebo slozeni ZK
muze nastat v diisledku onemocnéni jater, obstrukce Zlu€ovych cest, hladovéni, vlivem lé€iv
atd. Zvyseni celkového poolu ZK lze pozorovat u zvysené syntézy, zvysené stievni absorpce
nebo snizeného vylu¢ovani stolici. Naproti tomu ke snizeni celkového mnozstvi ZK dochazi
pfi jejich sniZzené syntéze, biliarni sekreci a stfevni reabsorpci, nebo pii zvySené exkreci stolici.
Snizeni poolu ZK tak lze typicky pozorovat b&hem cholestazy, kdy je narusen tok Zluce,
vznika retence ZK v jatrech a systémové cirkulaci, a naopak klesa obsah ZK ve stievé (Chiang

& Ferrell, 2020).

Zé4sadni role ZK v fadé metabolickych pochodii a soucasné jejich potencialni toxicita
vyZaduje precizni regulaci jejich celkového poolu, ale 1 obsahu v jednotlivych organech,
predevsim v jatrech. U fady onemocnéni hrozi zejména nadmérna kumulace ZK s rozvojem
poskozeni tkani, proto se fylogeneticky vyvinuly zpétnovazebné mechanismy omezujici
v piipadé kumulace ZK ptedevsim jejich syntézu, vstup do jater a stievni reabsorpci. Centralni
roli ma v této regulaci farnesoidni X receptor (FXR) (Y. Zhang & Edwards, 2008).
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1.3.1 FXR

Farnesoidni X receptor (FXR) patii do velké rodiny nuklearnich receptort, které se
vazou na specifické sekvence DNA a reguluji genovou expresi. Transkripcni aktivita je
stimulovana agonisty, ktefi se vazou na specifické vazebné misto receptoru (LBD, ligand
binding domain) a méni konformaci, kterd Casto vede k uvolnéni korepresord, rekrutaci
koaktivéatorti a aktivaci genové transkripce. Mezi specifické agonisty FXR patii pfedeviim ZK,
ale také steroidni hormony, hormon §titné zlazy a fosfolipidy (Y. Zhang & Edwards, 2008).
Schopnost aktivovat FXR se mezi jednotlivymi ZK 1isi v pofadi CDCA > LCA > DCA > CA.
Hydrofilni ZK, jako UDCA nebo MCA, nejsou agonisty FXR a v konjugované formé ptisobi

spiSe jako antagonisté.

FXR hraje hlavni roli v regulaci homeostazy ZK (T. Li & Chiang, 2014; Sinal et al.,
2000). Aktivace FXR v hepatocytech snizuje intracelularni obsah ZK prostfednictvim indukce
BSEP a MRP3/4 se zvy$enim sekrece konjugovanych ZK do Zluée a portalni cirkulace a represi
NTCP s néasledn& snizenym vychytavanim ZK z portalni cirkulace (Obrazek 5). Aktivovany
FXR navic indukuje represor transkripce SHP, ktery inhibuje transkripci genti CYP7AI
a CYPSBI (Obrazek 5). Aktivovany FXR naopak indukuje enzymy zapojené do konjugace ZK,
coz zvysuje hydrofilitu a jejich nasledny export z hepatocytu do zluce a portalni krve. Tyto
reakce jsou katalyzovany enzymy BACS (bile acyl-CoA syntetasa) a BAAT (bile

acid-CoA:amino acid N-acyltransferasa).

Paralelni aktivace FXR v enterocytech ilea snizuje expresi apikalniho ASBT, a tim
snizuje reabsorpci ZK ze stfevniho obsahu, za sou¢asné indukce bazolateralnich transportéri
pro eflux ZK z enterocytl do portalni cirkulace, tzn. OSTo/f. Aktivace stfevniho FXR vede
také k indukci fibroblastového rastového faktoru 19 (FGF19) u lidi, resp. jeho Fgf15 ortologu
u mysi (Obrazek 5). FGF19 uvolnény z enterocyttl je transportovan portalnim krevnim obéhem
a vaze se na hepatocytech na membranovy komplex FGF receptor 4/B-Klotho, ktery
intracelularn¢ aktivuje extracelularné regulovanou kindzu 1 a 2 (ERK1/2), kterd nasledné
inhibuje transkripci CYP7A1 a CYP8BI1 (Obrazek 5) (Tiangang Li & Chiang, 2020).
Signalizacni drdha stfevnich FXR/FGF19 a jaternich FGFR4/B-Klotho/ERK1/2 je

v soucasnosti povazovana za hlavni mechanismus zpétnovazebné regulace syntézy ZK.
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Obrazek 5: Regulace homeostazy Zlucovych kyselin prostiednictvim FXR

V hepatocytech FXR negativné reguluje syntézu ZK represi hlavnich syntetickych enzymit CYP7A1 a CYPSBI.
Po aktivaci FXR indukuje expresi SHP, ktera nasledné interaguje s HNF4 a LRH-1 za uc¢elem potlaceni transkripce
CYP7A1 a CYP8BI. Soucasné¢ FXR indukuje FGF15/19 v enterocytech ilea, ktery se po uvolnéni do portalni
cirkulace vaze na jaterni FGFR4/B-klotho receptorovy komplex, aktivuje ERK1/2 kinazu a downreguluje CYP7A1
a CYP8BI1. FXR aktivuje expresi transportéru BSEP a zaroveii inhibuje import ZK negativni regulaci NTCP.
V enterocytech potladuje FXR vychytavani ZK ze stfevniho lumen inhibici aktivity transportéru ASBT a zvysuje
expresi OSTo/p, aby se zvysila exkrece ZK do portalni Zily. Pfevzato a upraveno z: (Tiangang Li & Chiang, 2020).
Pouzité zkratky: BSEP, bile salt export pump; NTCP, Na”-taurocholate cotransporting polypeptide; CYP7A1,
cholesterol-7o-hydroxylasa; CYP8BI, sterol-12a-hydroxylasa; HNF4a, hepatocyte nuclear factor 4o, LRH-I,
liver receptor homolog-1; SHP, small heterodimer partner; FGFR4, fibroblast growth factor receptor 4, -Klo,
S-klotho protein; ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase 1/2; ASBT, apical sodium—bile acid transporter;
IBABP, ileal bile acid binding protein;, FXR, farnesoid X receptor;, OSTo/pB, organic solute transporter o/f;
FGF15/19, fibroblast growth factor 15/19; ZK, Zlucové kyseliny.

Centralni role aktivace FXR v obrané pted cholestatickou kumulaci sloZek Zluce vedla
k syntéze fady syntetickych agonistl s cilem vyvinout latku pro 1é€bu cholestazy. Do praxe se
prozatim podafilo zavést kyselinu obeticholovou pro 1écbu primérni biliarni cholangitidy
v kombinaci s UDCA u dospélych s nedostate¢nou odpoveédi na monoterapii UDCA. Nicméné
l1écba mliZze byt provazena selhanim a nezaddoucimi Gc¢inky, a proto se hledaji dalsi terapeutické
cile. V tomto sméru se pozornost upird na dal$i nuklearni receptory podilejici se na regulaci

homeostazy ZK (Y. Zhang & Edwards, 2008), pregnanovy X receptor (PXR), receptor pro
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vitamin D (VDR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR). Tyto receptory potlacuji
syntézu ZK represi CYP7A 1. Spoleéné pravdépodobné odpovidaji za regulaci CYP7A1 a fizeni
syntézy ZK z cholesterolu, a tim se také uplatiiuji v ochranné reakci bdhem cholestazy

(Y. Zhang & Edwards, 2008).

1.4 NASH

24

Nealkoholova steatohepatitida (NASH) je =zavaznéjsi formou nealkoholového
ztukovaténi jater (NAFLD), nejcastéjSiho chronického onemocnéni jater, které celosvétove
postihuje asi 30 % dospélé populace zejména ve formé nekomplikované prosté steatozy.
Ptiblizn€ u Ctvrtiny téchto pacientli se vyvine nealkoholova steatohepatitida (NASH). Tato
agresivni varianta je charakterizovana steatdozou jater, poskozenim hepatocytii (balooning)
a zanétem, ktery vede az k jaterni fibréze s moznosti pfechodu do cirhdzy a hapatocelularniho
karcinomu (Obrazek 6). NASH se postupné stala druhou hlavni indikaci pro transplantaci jater.
Jeji incidence a prevalence vSak stale stoupa a navzdory naléhavé potiebé 1é€by, uspokojiva
terapie zatim neni k dispozici (Adorini & Trauner, 2023). Je to dano i tim, ze se dosud
nepodarilo zcela dostatecné objasnit patofyziologii. NASH je velmi ¢asto doprovazena fadou
onemocnéni, které podporuji jeji progresi, jako napfiklad obezita, inzulinova rezistence,

zanétlivé projevy nebo geneticka predispozice.

zdrava jatra
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Obriazek 6: Postup onemocnéni od prosté steatézy pres NASH azZ k hepatocelularnimu karcinomu

Vétsina pacientd (asi 30 % populace) vykazuje pouze nekomplikované ztukovaténi jater, bez poskozeni jaternich
bun¢k a zanétu. Pouze u nékterych pacienti (asi 1/4) s NAFLD dochazi k rozvoji NASH, kdy steatdza je
doprovazena poskozenim jaternich bunék, zanétem a pocinajici fibrézou. Dokud nedojde k plnému rozvoji NASH
se v§emi jejimi privodnimi znaky, je onemocnéni vratné. S postupujici fibrozou mize u ¢asti pacientl (az 50 %)
prejit NASH v cirhozu. Onemocnéni miize vyustit az v hepatocelularni karcinom v jakékoli fazi a riziko stoupa se
zavaznosti NASH. Vyvoj onemocnéni je obvykle pomaly, ale n€ktefi pacienti mohou rychle progredovat. NAFLD
zvysuje riziko rozvoje cukrovky a onemocnéni srdce a cév. Prevzato a upraveno: (Francque et al.)

Pouzité zkratky: NAFLD, nealkoholové ztukovateéni jater; NASH, nealkoholovd steatohepatitida;, HCC,
hepatocelularni karcinom; CVD, kardiovaskularni onemocnéni; DM2T, diabetes mellitus 2. typu.

Role ZK v patogenezi NASH je do znatné miry kontroverzni. S progredujicim
poskozenim jater u nemocnych s NAFLD dochazi k vzestupu plazmatickych hladin ZK (Cheng
et al., 2023). Stupen této kumulace ZK pozitivné koreluje s p¥itomnosti inzulinové rezistence,
metabolického syndromu a diabetu mellitu 2. typu (Kalhan et al., 2011), ale pfedevSim
s pfitomnosti zanétu (Puri et al., 2018) a se stupném jaterni fibrozy (Caussy et al., 2019;
Gottlieb, Bechmann, & Canbay, 2018; Nimer et al., 2021; Puri et al., 2018). Pozorovan je
predeviim vzestup konjugovanych ZK (Puri et al., 2018) hydroxylovanych v pozici 120, coZ
svéd¢i pro casteCnou aktivaci anti-cholestatickych obrannych mechanismil akcentujicich
syntézu vice polarnich, a tim paddem méné toxickych konjugati. Proto bylo navrzeno méteni
profili ZK v plazmé jako jeden z bioindikatori pro stratifikaci zavaznosti NAFLD. Souc¢asné
viak plati, e zvySené hladiny ZK piispivaji k progresi NASH zvysenim jaterni kumulace tukd,
a predevsim aktivaci produkce cytokinti a chemokinti v hepatocytech, které aktivuji a udrzuji
zangt. Tyto mechanismy maji rovnéz vyznamnou roli v pfechodu prosté steatozy do NASH

(Allen, Jaeschke, & Copple, 2011).

Naopak pozitivni G¢inky ZK u NAFLD se mohou uplatnit prostiednictvim aktivace
FXR a TGRS receptorti. Aktivovany FXR receptor snizuje jaterni obsah lipidd (aktivaci
B-oxidace a inhibici lipogeneze), glykémii (poklesem glukoneogenze a zvySenim syntézy
glykogenu), zanét (potlaceni NF-kB signalizace, NLRP3 inflamasomu a prozanétlivé infiltrace)
a fibrézu (snizuje aktivitu hvézdicovych buné€k a depozici kolagenu). Aktivace TGRS receptoru
snizuje inzulinovou resistenci a ma vyznamny protizanétlivy téinek. Jednotlivé ZK se pak lis,
jak svou schopnosti aktivovat nebo blokovat FXR a TGRS, tak i1 pfimou toxicitou na bunky
a schopnosti indukovat zanét (typicka zejména u hydrofobnich ZK typu LCA nebo DCA). Proto
spontanné nedochazi k dostatecné aktivaci téchto receptorti a v patogenezi NASH dominuji
nezadouci Gi¢inky kumulujicich se ZK. Pro terapeutické Gidely aktivace FXR a TGRS receptorti
je nutné pouzit selektivni syntetické latky s vysokou afinitou a vnitini aktivitou (Cheng et al.,
2023). V této souvislosti byla recentné testovana fada latek ovliviiyjicich jeden (pro FXR napf.

obeticholové kyselina a tropifexor; pro TGRS napt. BAR501), nebo oba uvedené receptory

14



(napt. INT-767). Navzdory velmi slibnym vysledkiim experimentalnich studii, jejich podani
v klinickych studiich je u FXR agonisti ¢asto spojeno s nezadoucimi U¢inky typu svédéni
a zvySovani hladin LDL cholesterolu; u TGRS agonistii byla kromé svédéni pozorovana
distenze zlu¢niku a pro-proliferativni efekt na cholangiocyty (Reich et al., 2016). Z toho je

vewvr

vnimat jako negativni.

1.4.1 Sti‘evni mikrobiom

Ve studiu patofyziologie NASH se v poslednim desetileti akcentovala role sttevniho
mikrobiomu, zejména dvou hlavnich kment Firmicutes (60 % stfevnich bakterii)
a Bacteroidetes (22 %) s menSim podilem kmenl Actinobacteria (17 %) a Proteobacteria
(1 %). Firmicutes jsou bakterie produkujici butyrat, zatimco Bacteroidetes degraduji sacharidy.
Narust poméru Furmicutes ku Bacteroidetes je b&zné pozorovany u pacientll s obezitou
a umoziuje stfevnim mikrobiim ziskavat efektivnéji energii z potravy s vysokym obsahem
tukil, coz prostfednictvim zvySené dodavky prekurzorti mastnych kyselin zvySuje adipozitu
tkani. Vyznamné zvySeni gramnegativnich proteobakterii vyskytujici se pfi pokrocilé fibroze,

muze naznacovat jejich tlohu v patofyziologii onemocnéni (Chiang & Ferrell, 2020).

Dulezitou roli stfevniho mikrobiomu v rozvoji NAFLD podpofila také série
experimentalnich studii u bezmikrobnich mysi, které byly rezistentni ke vzniku obezity
indukované dietou. Pfitomnost sttevniho mikrobiomu podporovala nartst télesné hmotnosti
a jaterni steatdézu prostfednictvim mechanismt zavislych na FXR receptoru (Arab, Karpen,
Dawson, Arrese, & Trauner, 2017; Parseus et al., 2017). V souvislosti s tim, bezmikrobni mysi
vykazuji vétsi celkovy pool ZK nez konvenéni zvifata, coZ patrn& souvisi s antagonismem FXR
zprostiedkovanym tauro-B-muricholovou kyselinou v terminalnim ileu s naslednym sniZenim
exprese Fgfl5 a indukci Cyp7al v jatrech (Sayin et al., 2013). Naopak transplantace stfevni
mikrofléry z mysi s NAFLD bezmikrobnim mySim vedla k rozvoji jaterniho postizeni. Je tedy
zfejmé, ze stievni mikrobiom kontroluje prostfednictvim signalizace stfevniho FXR/Fgfl5
(FGF19), jak slozeni ZK, tak i jejich celkovy pool a nasledné& prispivé i k aktivité NAFLD.
Komunita stfevnich bakterii miZe byt naruSena dietou, léky (antibiotika), alkoholem
a toxickymi bakteridlnimi metabolity s negativnim vlivem na metabolismus hostitele. NaruSeni
mikrobiomu se tak podili na rozvoji obezity, diabetu mellitu 2. typu (DM2T), NAFLD, nebo
hepatocelularniho karcinomu (HCC) (Chiang & Ferrell, 2020) patrné 1 prostfednictvim vlivu
na ZK a jejich signalizaci. Naopak ZK maji zasadni roli v regulaci stievniho mikrobiomu napf-.

svym piimym detergenénim vlivem a pomdhaji tak udrZovat nepropustnost stievni bariéry
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narusovanou prerustdnim bakterii a uvoliiovanim jejich toxini. V modernich studiich NASH
ve vztahu k ZK je proto nutné korelovat analyzy jednotlivych ZK v enterohepatalnim systému

s analyzou stfevniho mikrobiomu.

1.5 Statiny

Statiny predstavuji dilezitou skupinu IéCiv, kterd piinesla velky kvalitativni posun
v 1é¢be hypercholesterolémie a aterosklerdzy (Chatrath, Vuppalanchi, & Chalasani, 2012).
Jejich ucinek spociva v kompetitivni inhibici hydroxymethylglutaryl koenzym A (HMG-CoA)
reduktasy, klicového enzymu v biosyntéze cholesterolu. Snizeni intracelularniho cholesterolu
vede ke zvySeni poctu receptorti pro lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL receptory), ¢imz se
zvySuje vychytavani LDL cholesterolu zplazmy (Gutierrez-Cuevas, Santos, &
Armendariz-Borunda, 2021; Malhotra & Goa, 2001). Statiny snizuji hladiny LDL cholesterolu
(0 20-60 %), triglyceridii a mirn€ zvySuji hladiny HDL cholesterolu (Fu, Cui, & Klaassen,
2014; Chatrath et al., 2012). Maji také pleiotropni vlastnosti, které jsou zodpoveédné za jejich
invitro a in vivo. Pro jejich vyznamné ucinky ve snizovani LDL cholesterolu jsou casto
pouzivany u obéznich nemocnych s vysokym rizikem NASH (Eslami, Aghili, & Ghafi, 2024;
Gutierrez-Cuevas et al., 2021). V souvislosti s vyuzitim statind u NASH byl jejich pozitivni
ucinek prokdzan v nékolika klinickych studiich (Boutari, Pappas, Anastasilakis, & Mantzoros,
2022; Dongiovanni et al., 2015), kde byl pozorovan pokles steatézy i fibrozy spolené se
zlepSenim aktivity transamindz v séru. Navic léCba statiny sniZila u nemocnych
s NAFLD/NASH kardiovaskularni morbiditu a mortalitu: a) o polovinu ve srovnani
s nemocnymi lé€enymi statiny s normdlni strukturou a funkci jater, b) o 2/3 ve srovnani
s pacienty s NAFLD/NASH, ktefi nedostali statiny (90 % této populace statiny nedostalo kvili
neopodstatnénému strachu z poskozeni jater) (Athyros et al., 2018). Evropska hepatologicka
spole¢nost ve svém klinickém doporuceni k 1é¢bé NASH proto uvadi, Ze ackoliv statiny
prozatim nebyly dostate¢né testovany pro zafazeni do rutinni preskripce v této indikaci, jejich
pouziti u nemocnych s NAFLD je bezpecné, piinasi vyznamné kardiovaskularni benefity bez
zvyseného rizika hepatotoxicity a mlzZe pfinést sniZeni transaminaz (European Association for
the Study of the Liver, 2016, 2024). Experimentalni studie podpofily tento ti€inek prikazem
fady dil¢ich mechanismil na urovni redukce steatdzy, zanétu a fibroézy (Obrazek 7) (Lastuvkova

etal., 2021; S. Zhang, Ren, Zhang, Lan, & Liu, 2024).
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Obrazek 7: Potencidlni mechanismy piisobeni statini na jatra u NASH/NAFLD

Schematické znazornéni pleiotropnich ucinkd statin na jatra a mozné mechanismy vedouci ke zlepSeni
patologického stavu jater. Sipky sméfujici dolti oznaduji downregulaci. Pievzato a upraveno z: (S. Zhang et al.,
2024)

Pouzité zkratky: ACO, acyl-CoA oxidasa; PONI, paraoxonasa 1; PPARo, receptor aktivovany peroxisomovym
proliferatorem; CPTI, karnitin palmitoyltransferasa 1; LKB1/AMPK, AMP aktivovana protein kindza, TNF-o,
faktor nadorové nekrozy a; NLRP3, protein obsahujici NOD-, LRR- a pyrinovou doménu; IL-1f (18), cytokin
interleukin 1f (18); GTPazy, malé proteiny vazajici guanosintrifosfat; eNOS, endotelialni synthasa oxidu
dusnatého,; iNOS, indukovatelnd synthasa oxidu dusnatého; LSECs, endotelové bunky jaternich sinusoid; KCs,
Kupfferovy bunky; HSCs, jaterni hvezdicové bunky; Ras/ERK, Ras-extraceluldarni signdlem regulovana kindza;
NASH, nealkolova steatohepatitida, NAFLD, nealkoholového ztukovateéni jater

V klinickém pouzivani statint dominuje zejména preskripce atorvastatinu
a rosuvastatinu, které vykazuji delsi biologicky polocas eliminace, a tudiz stabilné;si i€inek nez
dalsi zastupci této skupiny. Pro detailngjsi vyzkum vlivu statini na obrat ZK u NASH jsme
proto zvolili atorvastatin. Farmakodynamicky profil atorvastatinu (Zadouci 1 nezddouci G¢inky)
koresponduje s mechanismy a ucinky popisovanymi u dal$ich statinil, nicméné proti ostatnim

zastupciim nabizi vyhodnéjsi farmakokinetické vlastnosti.
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Tato latka patii k lipofiln€jSim zastupcim skupiny, po peroralnim podani vykazuje
spolehlivou absorpci v rozsahu pfiblizné 30 % a podléha ucinku prvniho prichodu. Biologicka
dostupnost atorvastatinu je asi 14 % a vice jak z 98 % je vazan na plazmatické bilkoviny.
Metabolismus 1éCiva je zprosttedkovan CYP3A4, izoformou cytochromu P450, kdy vznikaji
ortho- a para-hydroxylované derivaty a rizné B-oxidacni produkty (Malhotra & Goa, 2001).
Vyhodou je spolehliva distribuce do parenchymatoznich i neparenchymatoznich buné¢k jater,
coz podporuje jeho preferenci v klinickych i experimentalnich studiich s NAFLD (Eslami et

al., 2024).

1.6 pB-blokatory

Antagonisté B-adrenergnich receptorii (B-blokatory) jsou klinicky casto pouzivanou
skupinou latek, které jsou indikovany k 1é¢bé anginy pectoris, srdecnich arytmii, srdec¢niho
selhavani a hypertenze. Také se pouzivaji v profylaxi migrény, v 1é€bé uzkosti, v prevenci
esencialniho tfesu a v blokovani vedlejSich ucinkl hypertyredzy. Neselektivni blokatory jsou
také doporucovany k 1é€b¢ portalni hypertenze u pacientd s cirh6zou. Podle své schopnosti
blokovat 1 nebo P> receptory je délime na selektivni nebo neselektivni a obé skupiny mohou
mit vnitini sympatomimetickou aktivitu (ISA). Nékteré z nich navic vykazuji schopnost
blokovat aj-adrenergni receptor s redukei periferni cévni rezistence, coz nabizi benefit v situaci
s vy$§im krevnim tlakem, napt. béhem preeklampsie u t€hotnych Zen. Antagonisté § receptorti
se take li§i schopnosti piisobit jako tzv. inverzni agonisté, tj. blokuji 1 bazalni aktivitu receptoru
bez piitomnosti agonisty, coz miize byt spojeno s pfiznivymi vysledky u chronickych
remodelujicich onemocnéni typu srdecniho selhdvani nebo jaterni fibrézy. S ohledem na tyto

pfiznivé vlastnosti byl pro nasi studii vybran karvedilol.

1.6.1 Karvedilol

Karvedilol se tadi do skupiny neselektivnich B-blokatori bez ISA, s ai-blokadou
a mirnym vazodilatacnim u¢inkem prostfednictvim stimulace uvoliiovani oxidu dusnatého
(Tripathi, Therapondos, Lui, Stanley, & Hayes, 2002; Zacharias et al., 2018). N¢kdy je také
oznacovan jako B-blokator tieti generace (Arzani, Haeri, Daeihamed, Bakhtiari-Kaboutaraki,
& Dadashzadeh, 2015). Jedna se o racemat, kde oba enantiomery blokuji ai-adrenoreceptor
podobnym zplisobem, ale pouze S-enantiomer poskytuje také blokddu [ receptort.
Z farmakokinetického hlediska je karvedilol po peroradlnim podani rychle absorbovan
a maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno za 1,5 az 2 hod. Karvedilol je rozpustny

v tucich a snadno se distribuuje extravaskularné. V krvi je pfevazné vazan na plazmatické
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proteiny (> 95 %), predev§im na albumin a jeho biologicky polocas eliminace (t12) je 7 az 10
hodin. Z velké ¢asti je metabolizovan v jatrech, predevsim glukuronidaci, oxidaci aromatického
kruhu a oxidaci alifatického postranniho fetézce. Metabolismus karvedilolu v jatrech je
zprostiedkovan enzymy cytochromu P450, pfedevsim CYP2D6 a CYP2C9 a jeho aktivni

1 neaktivni metabolity jsou vylucovany pievazné zluci (Carlson & Oberg, 1999).

Karvedilol mé Siroké pouziti pfi 1écbé systémové hypertenze, chronického srde¢niho
selhani a stabilni anginy pectoris. S ohledem na jaterni patologie je dilezité, ze podobné jako
ostatni neselektivni B-blokatory je pouzivan k redukci portalniho tlaku a prevenci rekurentniho
krvaceni z varixQl u pacientli s cith6zou a portalni hypertenzi (Zacharias et al., 2018), kde
recentné prokazal lepsi efektivitu nez dalsi prototypovy zastupce této skupiny, propranolol.
Ackoliv bylo plisobeni karvedilolu studovano v tad¢ in vivo studii jaternich patologii, véetné
steatdzy, mechanismus jeho protektivniho u¢inku dosud nebyl objasnén, podobné jako jeho vliv
na homeostazu ZK. Analyza téchto vlastnosti je pfitom diileita, protoze v klinické praxi byly
popsany jednotlivé ptipady cholestdzy podminéné karvedilolem (Rua et al., 2019).
Experimentalné ptitom karvedilol piisobi proti poskozeni jaternich mitochondrii vyvolaném

CDCA (Rolo, Oliveira, Moreno, & Palmeira, 2003).
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2 Cile

Zluové kyseliny sehravaji vyznamnou roli v patofyziologii nealkoholové
steatohepatitidy, proto mtize prohlubovani téchto znalosti vyznamné pfispét k identifikaci
mechanismd, které jsou bud’ bioindikatory progrese onemocnéni s vyuzitim v diagnostice, nebo
je mozna i nasledna terapeuticka intervence. Znalosti o zménach homeostazy zlu¢ovych kyselin
béhem ruznych terapii navic prispivaji k poznani potencialnich toxickych tcinkt 1é¢iv na jatra.

Cile této disertacni prace byly proto nasledujici:

e  Porovnani detaili enterohepatalni cirkulace jednotlivych zlu¢ovych kyselin u mysi se
zdravymi jatry a s jatry zménénymi NASH.

e  Zhodnoceni vlivu dvou klinicky dtlezitych 1é¢iv karvedilolu a atorvastatinu na
metabolom zlu¢ovych kyselin u mysi s NASH v porovnani se zdravou populaci.

e  Prozkouméani zmén metabolomu Zzlu¢ovych kyselin vlivem podani labetalolu na

mySim modelu estrogenem indukované cholestazy.
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3 Vysledky a komentare

Tato disertaéni prace je uspordaddna jako komentovany soubor tifi puvodnich
vyzkumnych ¢lankl. VSechny tyto tfi ¢lanky jsou publikovany v mezinarodnich Casopisech
s AIS v Q1-Q2. Zadatelka je prvni autorkou dvou z téchto ¢lankt (Q1 a Q2 dle AIS). NiZe jsou
uvedeny souhrny hlavnich vysledki prezentovanych v jednotlivych publikacich spolu

s komentafi.

3.1 Karvedilol narusuje homeostazu zlu¢ovvch kyselin u mysi: dasledky
u nealkoholové steatohepatitidy

Publikace €. 1:
Lastuvkova H, Nova Z, Hroch M, Alaei Faradonbeh F, Schreiberova J, Mokry J, Faistova H,
Stefela A, Dusek J, Kucera O, Hyspler R, Dohnalkova E, Bayer RL, Hirsova P, Pavek P,

Micuda S. Carvedilol impairs bile acid homeostasis in mice: implication for nonalcoholic

steatohepatitis. Toxicol Sci. 2023 Aug 26:kfad088 (IF = 3.8; Q1/AIS)

Karvedilol je kombinovany antagonista a; a B-adrenoreceptor vyuzivany v klinické
praxi u nékterych kardiovaskularnich onemocnéni a také pro mirnéni portalni hypertenze
u jaternich cirhdz. Nicméné, kromé& vyznamnych benefitl, byl v ojedinélych piipadech
u nemocnych lécenych karvedilolem popsan rozvoj cholestdzy. Mechanismus tohoto u¢inku
nebyl dosud vysvétlen. Proto byl v této studii experimentalné hodnocen vliv karvedilolu na
homeostazu ZK, jako hlavni patofyziologické komponenty cholestaz, a to jak u zdravych mysi,
tak 1 u mysi s nealkoholovou steatohepatitidou (NASH), kterd sama muze byt provazena

cholestazou.

Nealkoholova statohepatitida byla u mySi navozena 24tydenni dietou s vysokym
obsahem nasycenych mastnych kyselin (40 % energetické hodnoty diety) a cholesterolu (0,2 %)
v kombinaci s pfidavkem glukézy (18,1 g/l) a fruktdzy (24 g/1) v pitné vod€. Kontrolni skupiny
obdrzely standardni dietu. Karvedilol byl podavan gastrickou gavazi v ddvce 10 mg/kg/den po
dobu poslednich 3 tydnti na dieté. Nasledné byly provedeny odbéry plazmy, Zluce, stolice, jater
a stfev na analyzy profila jednotlivjch ZK pomoci LC-MS metody. Enzymy, transportni
proteiny a jejich regulatory odpovédné za homeostazu ZK v jatrech a v ileu byly analyzovany

metodami Western blot a qRT-PCR.

Vysledky ukézaly, ze karvedilol zvysuje plazmatické koncentrace ZK u kontrolnich

myS$i, a to sniZzenim jejich vychytavani do hepatocytl prostiednictvim downregulace Ntcp
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transportéru na bazolateralni membrané. To bylo pravdépodobné zpiisobeno blokddou drahy
B-adrenoreceptor-cAMP-Epacl zajist'ujici posttranskripéné intracelularni pfesun a inserci Ntcp
do membrany. Karvedilol naopak nezhorsil kumulaci ZK v plazm& mys$i s NASH, a navic
piesméroval jejich syntézu ve prospéch hydrofilni a méné toxické kyseliny muricholové a jejiho
sekundarniho metabolitu, kyseliny hyocholové. Zména spekter ZK se ve stievé pozitivné
projevila stimulaci Fxr receptoru v enterocytech ilea a snizenim obsahu baktérii kmene
Firmicutes, které jsou odpovédné za syntézu vice toxickych lipofilnich sekundarnich ZK.
Soucasné¢ karvedilol u zvifat s NASH vyznamné snizil kumulaci tuk@i v hepatocytech
prostiednictvim downregulace stearoyl-CoA desaturasy 1 (Scdl), kliCového enzymu pro
de novo syntézu mastnych kyselin. Navic se podafilo prokazat vyznamny protizdnétlivy
a antifibroticky ucinek karvedilolu, m.j. zprostfedkovany pifimym inhibi¢nim vlivem na

aktivaci jaternich hvézdicovych bunék.

Celkové naSe zjisténi naznacuji priznivé ucinky karvedilolu u jaternich fibr6z spojenych
s NASH, coz podporuje bezpecné uzivani léciva u nemocnych s portalni hypertenzi. Souc¢asné
se podafilo objasnit mechanismus mozného cholestatického plisobeni karvedilolu u citlivych
jedincli. Za této situace lze v klinické praxi doporuéit monitorovani spekter ZK v plazmé

a v€asnou zménu terapie.

Prispévek kandidata:

* Provadéni experimentll, konkrétné:
* In vivo Cast studie
* Pfiprava vzorkl plazmy pro biochemickou analyzu
* Pfiprava vzork stolice k analyze Zlu¢ovych kyselin
* [zolace mRNA
» Syntéza cDNA pro qPCR a izolace proteinu pro WB
* Analyza exprese genll v jatrech a ileu pomoci qPCR
* Analyza proteinil jater a ilea pomoci WB
* Analyza dat, interpretace vysledkd, vizualizace

* Psani ¢lanku a ptiprava k odevzdani
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3.2 Atorvastatin moduluje homeostazu zluCovych kyselin u mysi s dietné
indukovanou nealkoholovou steatohepatitidou

Publikace ¢. 2:

Lastuvkova H, Faradonbeh FA, Schreiberova J, Hroch M, Mokry J, Faistova H, Nova Z,
Hyspler R, Igreja Sa IC, Nachtigal P, Stefela A, Pavek P. Micuda S. Atorvastatin Modulates Bile
Acid Homeostasis in Mice with Diet-Induced Nonalcoholic Steatohepatitis. Int J Mol Sci. 2021
Jun 16;22(12):6468. (IF = 5,923; Q2/AIS)

U nemocnych s metabolickym syndromem a ptidruzenou NASH je nutné 1éCit dalsi
privodni rizikovy faktor, kterym je hypercholesterolémie a ateroskleréza. V této indikaci se
jako 1é¢iva prvni volby pouzivaji inhibitory HMG-CoA reduktasy, tzv. statiny. Krom¢ snizeni
hladin cholesterolu v séru vykazuji tato 1éciva pozitivni G€inky i u NASH. Tyto benefity by
mohly m.j. vyplyvat ze schopnosti statinii ménit homeostazu ZK, nicméné v této oblasti bylo
jen omezené¢ mnozstvi informaci. Proto byl v této studii hodnocen ucinek atorvastatinu na

mechanismy tvorby Zlu¢e a homeostdzy ZK u mysi s NASH, ale i zdravych zvifat.

Podobné jako v predeslé studii byla NASH vyvoland 24tydennim podavanim diety
s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin (40 % energetické hodnoty diety)
a cholesterolu (0,2 %) spolecné s ptidavkem glukézy a fruktdézy (42 g/l) do pitné vody.
U kontrolnich skupin byla zvifatim podéavéana standardni laboratorni dieta. Atorvastatin byl
podavén gastrickou gavazi (20 mg/kg/den) po dobu tfech poslednich tydnii na dieté. Zludové
kyseliny byly nasledné stanoveny v plazmé, ve Zluci a ve stolici a tato data byla porovnana
s vysledky exprese odpovédnych enzymil a transportéri hodnocenych metodami qRT-PCR
a Western blot.

Dosazené vysledky ukazaly, ze atorvastatin podavany mySim s NASH snizil jaterni
steatozu a zanét v dusledku snizeni jaterni exprese kli¢ového lipogenniho enzymu Scdl
a inhibice prozanétlivé signalizace NF-«kB. Atorvastatin u mysi s NASH neovliviioval celkovy
obsah ZK, nicméné proporcionalné zvysoval plazmatickou koncentraci, biliarni sekreci
a fekalni vyludovani deoxycholové kyseliny (DCA) a potlatoval alternativni cestu syntézy ZK
prostiednictvim downregulace enzymii Cyp7bl a Cyp2c¢70, coz mize piedstavovat pozitivni
mechanismus akcentujici pfitomnost méné toxickych ZK hydroxylovanych na pozici 12a.
Mozny protektivni ii¢inek na homeostazu ZK byl dale podporen schopnosti atorvastatinu snizit
plazmatické hladiny ZK u mysi na standardni kontrolni dieté. Mechanismem tohoto sniZeni

bylo zvysené vylutovani ZK stolici v disledku sniZené reabsorpce ZK zprostiedkované
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poklesem exprese Asbt transportéru v ileu, ale pfispét mohlo i sniZeni exprese enzymu

syntetizujicich ZK v jatrech, Cyp8b1, Cyp27al a Cyp2c70.

Vysledky této studie ukazaly, Ze atorvastatin vyznamné moduluje homeostazu ZK
prostfednictvim zmény jejich stievniho zpracovani a jaterni syntézy. Uplné poprvé byl takto
analyzovan vliv statinu na obrat ZK u mysi s NASH, kde 1ék uniformné zvy3oval tvorbu DCA.
Potencialni role DCA jako indikatoru jaterniho ucinku statinu u NASH by méla byt dale
objasnéna. Atorvastatin navic vykazoval signifikantni protektivni vliv na rozvoj jaterniho
zanétu a fibrozy, coz podporuje jeho vyhodné terapeutické uziti za této situace. Soucasné
vysledky u kontrolni skupiny vysvétlily schopnost statinu snizovat celkové plazmatické
koncentrace ZK, coz miize mit pozitivni vyznam u riiznych cholestatickych jaternich

onemocnéni.

Prispévek kandidata:

* Provadéni experimenttl, konkrétné:
* In vivo Cast studie
* Ptiprava vzorkl plazmy pro biochemickou analyzu
* Ptiprava vzorku stolice k analyze zlucovych kyselin
* [zolace mRNA, syntéza cDNA pro qPCR a izolace proteinu pro WB
* Analyza exprese gentl v jatrech a ileu pomoci qPCR,
* Analyza proteinil jater a ilea pomoci WB
* Analyza dat, interpretace vysledki, vizualizace

* Psani ¢lanku a ptiprava k odevzdani
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3.3 Labetalol a solubilni endoglin zhorSuji retenci Zlu¢ovych kyselin u
mysi s cholestdzou indukovanou ethinylestradiolem

Publikace ¢&. 3:
Cristina Igreja Sa I, Tripska K, Alaei Faradonbeh F, Hroch M, Lastuvkova H, Schreiberova J,

Kacerovsky M, Pericacho M, Nachtigal P, Micuda S. Labetalol and soluble endoglin aggravate
bile acid retention in mice with ethinylestradiol-induced cholestasis. Front Pharmacol. 2023

Jan 26;14:1116422 (IF = 5.6; Q1/AIS)

Léciva mohou byt vyznamnym rizikovym nebo protektivnim faktorem rozvoje
cholestazy. Potencialni rizika museji byt zvdzena zejména v situaci, kdy se rozvine vice
onemocnéni soucasné a zakladni 1é¢ivo jednoho z nich nese potencial pro zhorSeni privodniho
onemocnéni. K takovéto situaci dochdzi béhem t&hotenstvi, kdy byl prokdzan zvysSeny
soucasny vyskyt intrahepatdlni cholestazy (ICP) a preeklampsie s hypertenzi a vysokymi
hladinami solubilniho endoglinu (sEng). Zakladnim 1é¢ivem hypertenze v této situaci je
labetalol, antagonista a1 a B-adrenergnich receptord. Nase studie s dalSim kombinovanym
antagonistou a a 3 receptord, karvedilolem, poukézala na jeho mozny negativni vliv na retenci
7K. Jelikoz b&hem téhotenstvi dochazi k progresivni redukci tvorby Zluge, labetalol by mohl
vést ke klinické manifestaci cholestdzy. V této studii jsme proto testovali hypotézu, Ze aplikace

labetalolu zhorSuje kumulaci ZK v plazmé za podminek modelové ICP a preeklampsie.

Jako model cholestazy v té¢hotenstvi byl vyuzit cholestaticky potencial ethinylestradiolu
(10 mg/kg) aplikovaného s.c. mySim po dobu 5 dnti. Labetalol byl podavan soucasné s.c.
(10 mg/kg) pro simulaci parenteralniho podani béhem akutni terapie. Jako model soucasné
preeklampsie byly pouzity transgenni mysi s vysokymi plazmatickymi hladinami lidského
sEng, kterym byl podavan ethinylestradiol (10 mg/kg, s.c.) a labetalol (10 mg/kg, s.c.) po dobu
5 dni. Zludové kyseliny byly poté stanoveny v plazmé, Zluéi a stolici spoleéné s expresi
odpovidajicich genti v jatrech a ileu. Plazma na stanoveni ZK a sEng byla odebrana také

zdravym té¢hotnym Zendm a nemocnym s ICP.

Podani labetalolu mySim s estrogenni cholestdzou podpofilo zvySeni plazmatickych
koncentraci ZK prostiednictvim indukce Mrp4, efluxniho transportéru pro ZK v jatrech.
Labetalol rovnéZ potencoval zvySeni plazmatickych hladin sEng vyvolané estrogenem.
Zvysené plazmatické hladiny sEng byly také pozorovany u nemocnych s ICP v porovnani se
zdravymi téhotnymi Zenami. Kromé toho zvySené plazmatické hladiny lidského sEng

u transgennich mys$i zhorsSily estrogenem indukovanou cholestdzu u mysi lé€enych labetalolem

25



a zvysily koncentraci ZK v plazmé prostfednictvim jejich zvysené reabsorpce v ileu v diisledku

upregulace transportéru Asbt.

V této studii bylo prokazano, Ze labetalol zvysuje plazmatické koncentrace ZK béhem
estrogenem indukované cholestdzy a sEng jako jeden z hlavnich mediétorti preeklampsie tuto
retenci zhorSuje. Soucasné¢ naSe vysledky ukazuji, Ze zvySené hladiny sEng vznikajici
v diisledku kumulace ZK b&hem ICP mohou podnitit rozvoj precklampsie, a tak piedstavovat
novy mechanismus vysvétlujici koincidenci ICP s preeklampsii. NaSe tudaje podporuji

prosp&$nost monitorovani ZK v plazmé téhotnych Zen s preeklampsii a 1é¢bou labetalolem.

Prispévek kandidata:

* Provadéni experimentti, konkrétné:
* In vivo Cast studie
* Pfiprava vzorkl plazmy pro biochemickou analyzu
* Ptiprava vzorku stolice k analyze zlucovych kyselin
* Analyza dat, interpretace vysledki, vizualizace

* Revize manuskriptu
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4 Diskuse

4.1 Zludové kyseliny a NASH

Pro lepsi pochopeni patofyziologické role ZK u NASH jsme se v provadéném vyzkumu
soustfedili na stanoveni spekter vSech farmakologicky dilezitych ZK v jejich hlavnich
kompartmentech soucasné s kvantifikaci zmén indukovanych testovanou 1é€bou. Nas§ rozbor
umys$i s NASH potvrdil vyznamny vzestup plazmatickych koncentraci ZK a v souladu
s klinickymi daty se jednalo pfedevsim o konjugované ZK hydroxylované v pozici 120, tj. TCA
a TDCA, nicméné zvyseny byly i dalsi jako TMCA, TCDCA a TUDCA. V disledku rozvoje
jaterniho zanétu a fibrozy byla znaéné zpomalena rychlost tvorby Zluée a biliarni sekrece ZK,
nicméné aktivované hepatocelularni anti-cholestatické mechanismy zabranily kumulaci ZK
v jatrech. Dle ptredpokladu doSlo k vyraznému snizeni proteinové exprese enzymi
syntetizujicich ZK (Cyp7al, Cyp8bl, Cyp27al a Cyp2c70) a jejich transportérti (predeviim
Ntcp a Bsep), coz bylo v souladu s daty z predeslych studiich, které se ale obvykle soustredily
pouze na dil¢i méteni vybranych parametrti (Suga et al., 2019). Analyzy mRNA téchto molekul
navic ukazaly, Ze regulace transportnich proteinii a enzymii zapojenych do homeostazy ZK
v jatrech probihd u NASH zejména na transkripéni urovni aktivaci kaskad navazujicich na
zanétlivou signalizaci. Vyjimkou byly pouze Mrp4 transportér a enzym Cyp7bl, u kterych byla
zména v mRNA (zvySeni u Abcc4/Mrp4 a snizeni u Cyp7bl) sledovana opacnou zménou

v hladin€ proteinu, coz svéd¢i o vyznamné posttranskripéni regulaci.

Hlavnimi mechanismy zprostfedkujicimi posttranskripéni regulaci homeostatickych
mechanismii ZK na tirovni hepatocytu jsou cAMP-EPAC1, MEK/ERK a cAMP-PK A kaskady.
Cesta cAMP-EPACI1 je aktivovana pfes Pz-adrenoreceptory, ale i glukagonem nebo UDCA
(X. Lietal., 2016; Zucchetti et al., 2013) a zvySuje presun Mrp4, Ntcp (Mukhopadhayay et al.,
1997), Bsep a Mrp2 transportéri z Golgiho aparatu na apikalni nebo bazolateralni membranu
podle typu transportéru (Misra, Varticovski, & Arias, 2003). Tim akceleruje transhepatocytarni
transport ZK z krve do Zlude, coZ je spojeno se zvysenim tvorby Zluce. Naopak, aktivace
MEK/ERK (napt. béhem zanétu) brani inserci transportéri na membranu a aktivace
GPR30-cAMP-PKA (napt. kumulujicimi se steroidnimi hormony) podporuje odstranéni
transportért z membran (Barosso et al., 2018). V souladu s timto konceptem jsme nalezli
v jatrech s NASH zvySenou expresi aktivni forforylované formy p-MEK a sniZeni p-EPACI.
Timto pfistupem se ndm podafilo prohloubit znalosti o transkripénich 1 posttranskripénich

mechanismech naruseni procest tvorby Zlu¢e u NASH.
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Piinosné bylo i popsani zmén stfevni homeostdzy ZK. Navzdory vyznamnému sniZeni
bilidrni sekrece ZK se jejich obsah ve stievé zvySoval. P¥i¢inou tohoto stavu byla patrné
zvysena vazba na tukovy stfevni obsah u zvitat na vysokotukové dieté, ale pfesny mechanismus
neni objasnén. Soucasné doslo i ke zvysené fekalni eliminaci ZK, coZ je v souladu s nalezem
u nemocnych s NASH (Mouzaki et al., 2016). To nastalo pfedevsim v disledku vyrazné represe
exprese Slcl0a2 (Asbt), hlavniho transportéru pro reabsorpci zZlu¢ovych kyselin v ileu. Snizeni
Slc10a2 a soucasna indukce Fgf15 svéd¢ily pro aktivaci Fxr receptoru v ileu u mysi s NASH.
Tyto zmény vysvétluji i vyraznou represi Cyp7al, ktery je inhibovan zejména Fgfl5
piinaSenym portalnim fecistém z ilea do jater. Za této situace lze aktivaci stfevniho Fxr spise
pfipsat zvySenému stievnimu obsahu agonistickych ZK, jakymi jsou CDCA, ale i DCA a CA.
Stievni ZK tak vytvéieji depo, které mize nepiiznivé pfispivat k jaterni patologii. Proto byly
v pfedeslych studiich ucinény terapeutické pokusy s FGF19 analogy (aldafermin) a Asbt
inhibitory (napf. eloxibat a volixibat) na sniZeni syntézy ZK a na jejich odstranéni z organismu.
Zastupci obou skupin vykazuji snizeni jaterniho obsahu tuku a redukci fibrozy, nicméné
u aldaferminu to bylo spojeno s bolestivymi prijmy a rizikem proliferace hepatocytii a rozvoje
hepatoceluldrniho karcinomu; u volixibatu klinick4 studie nepotvrdila efekt na aktivitu NASH.
Velmi nadéjné se v tomto smyslu jevi eloxibat (Yamauchi et al., 2021), nicméné je zapotiebi
dal$ich studi. Tato data déle zdiraziuji potfebu hledat 1é¢iva s kombinovanym metabolickym

a protizanétlivym/antifibrotickym u¢inkem.

4.2 Karvedilol naruSuje homeostazu Zluc¢ovvch kyselin u mySi: dusledky
u nealkoholové steatohepatitidy

Karvedilol byl v souvislosti s NASH nami studovan jako 1é¢ivo, které je pouzivano
u nemocnych s portalni hypertenzi v disledku cirhézy. Soucasné prokazal pozitivni uinky
u riiznych experimentalnich modelt jaterniho poskozeni (Abdel-Kawy, 2021; Araujo Junior et
al., 2016), ale jeho vliv na obrat ZK a NASH nebyl dosud komplexné studovan. Hlavnim
zjidténim nasi studie bylo, Ze karvedilol mize zvysit plazmatické koncentrace ZK u zdravych
my$i s intaktnimi jatry. Pfi¢inou zvySeného priniku ZK do systémové cirkulace byla
posttranskripéni downregulace transportéric Ntcp a Bsep a upregulace Cyp7al, coz vedlo ke
snizenému vychytavani ZK do jater, které bylo kompenzovano jejich zvy$enou syntézou
a snizenou biliarni sekreci. Proto souc¢asné nedoslo ke zméndm jaternich koncentraci a bilidrni
sekrece ZK. Vyznam tohoto zjiténi spo¢iva v tom, Ze jsme poprvé piedstavili mechanismus
cholestatického poskozeni jater obcasné popisovaného béhem terapie karvedilolem (Rua et al.,

2019). Zvysené systémové koncentrace ZK mohou také vysvétlit pruritus, ktery se vyskytuje
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u téchto nemocnych. Proto lze u pacienti s poSkozenim jater vyvolanym karvedilolem

doporugit méfeni plazmatickych hladin ZK.

SniZena exprese transportérit Bsep, Ntcp a Mrp4 po blokadé B receptorti je v souladu se
snizenim dispozice cAMP, tzv. druhého posla produkovaného kaskadou aktivovanou
B-adrenoreceptory. U kontrolni skupiny 1é¢ené karvedilolem jsme zapojeni této signalizace
prokézali detekci snizené exprese Epacl proteinu, ktery je senzorem cAMP zajist'ujicim piesun
a stabilizaci téchto transportnich proteinii na bunécné membrané hepatocytu v odpovidajici
lokalizaci (Ntcp v bazolateralni membrané a Bsep v kanalikularni membran¢). Naproti tomu
Mayati a kol. (Mayati et al., 2017) prezentovali in vitro vysledky z primarnich lidskych
hepatocyti a diferencovanych HepaRG bun¢k, kde uvadéji, ze aktivace P-adrenoreceptori
muze potlacit expresi NTCP a BSEP na tGrovni mRNA. Tento ucinek jsme vSak u mys$i
nepozorovali a nebyli jsme uspésni pii reprodukei represe ABCBI11 (protein BSEP) a SLC10A41
(protein NTCP) agonistou f2-adrenoreceptoru salbutamolem v buitkdch HepaRG. Proto jsme
konstatovali, e hlavnim mechanismem zvy3enych koncentraci ZK v plazmé u kontrolnich
mys$i lé€enych karvedilolem je cAMP-z4visla posttranskripéni modulace jaternich transportéri

%

ZK.

Na rozdil od kontrol, poddvani karvedilolu mySim s NASH nezménilo obsah celkovych
7K v hodnocenych kompartmentech, karvedilol viak modifikoval slozeni ZK. Zejména jsme
naméfili zvySeni hydrofilnich aMCA v plazmé a jatrech a (T)HCA ve Zludi, tenkém streve
a stolici. Tyto zmény jsou v souladu s aktivaci syntézy aMCA prostiednictvim Cyp2c70
indukovaného v jatrech (de Boer et al., 2020). mRNA exprese Cyp2c70 je udrZovana
receptorem TGRS (Carino et al., 2021). K upregulaci Cyp2c70 karvedilolem u zvifat krmenych
vysokotukovou dietou vSak doslo posttranskripéné. Proto by méla byt dale analyzovana
moznost piimé regulace Cyp2c70 nebo Cyp7al B-adrenoreceptory. Navic aMCA nebyla
detekovana ve stolici, protoze v jatrech se pfeménuje na BMCA pomoci C7-epimerizace
zprostifedkované také Cyp2c70 anebo na HCA C6-epimerizaci zprostiedkovanou bakteriemi ve
stievé (de Boer et al., 2020). Zvyseni (T)HCA ve Zluci, tenkém stieve, stolici a snizeny pomer
primarni/sekundarni ZK ve stolici naznaduji, ze karvedilol zvysil syntézu sekundarnich ZK

zmeénou stfevniho mikrobiomu.

Expanze ttidy Bacilli kmene Firmicutes byla detekovdna ve stfevnim mikrobiomu

u mysi s inaktivovanymi [1/B2-adrenoreceptory (Bartley et al., 2018). Kmen Firmicutes se

velkou mérou podili na 7o-dehydroxylaci primarnich ZK a vzniku sekundarnich ZK. Vétsina

studii uvadi zvysSeny pomér Firmicutes/Bacteroidetes uw NASH (Albhaisi, Bajaj, & Sanyal,
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2020), coz je v souladu s nasi analyzou mikrobiomu a zvy$enym podilem sekundarnich ZK ve
stftevé mys$i s NASH. Snizenim kmene Firmicutes posunul karvedilol u mysi s NASH spektrum
stfevnich bakterii smérem k fyziologickému stavu. Tato zména vSak nevedla k inhibici syntézy
HCA. Dtlezitym dtsledkem tohoto zjisténi je, ze akumulace HCA muze vykazovat vyznamny
metabolicky uc€inek prostiednictvim aktivace receptoru TGRS (Zheng et al., 2021), a tim se

podilet na pozitivnim ucinku karvedilolu u NASH.

Kromé vlivu na ZK nase studie u mysi s NASH prokazala i vyrazné sniZeni jaterniho
zanétu a fibrozy. Toto zjisténi dale podpofilo vyznamné antifibrotické plisobeni karvedilolu
detekované na dalSich modelech chronického poskozeni jater vyvolanych etanolem (Araujo
Junior et al., 2016), tetrachlormethanem (Abdel-Kawy, 2021) nebo podvazem zlu¢ovodu (Tian
etal.,2017). Tyto u€inky karvedilolu jsou pfipisovany inhibici produkce IL-1B/TNF-a a snizené
aktivaci NF-«kB v hepatocytech, coz nasledné brani infiltraci neutrofill a aktivaci Kupfferovych
bunék (Araujo Junior et al., 2016). V této studii jsme navic prokézali pifimou schopnost
karvedilolu snizit hlavni profibrotickou jaterni Tgf-f signalizaci prostiednictvim zabranéni
aktivace jaternich hvézdicovych buné€k (Ling et al., 2019; Meng et al., 2018). Jaterni hvézdicové
buiiky exprimuji o/p-adrenoreceptory a svou aktivaci reaguji na zvySenou ¢innost sympatiku
pozorovanou béhem NAFLD (Sigala et al., 2013). Inhibice této aktivace karvedilolem tedy

muze predstavovat jeho hlavni mechanismus zeslabeni fibrozy u NASH.

V souladu s naSimi zji$ténimi Soliman a kol (Soliman et al., 2019) nedavno prokazali,
ze karvedilol sniZuje v jatrech imunopozitivitu a-aktinu hladkého svalstva (indikétor aktivace
hvézdicovych buné¢k), obsah malondialdehydu (marker oxida¢niho stresu) a triglyceridi
u potkanti s vysokotukovou dietou. Usp&sné jsme reprodukovali redukéni Gginek karvedilolu
na nadmérnou kumulaci triglyceridi v jatrech mysi s NASH. Podrobn4 molekularni analyza
odhalila, ze k tomu dochazi prostfednictvim represe Scdl, enzymu dulezitého pro syntézu
mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA). Snizeni aktivity Scdl u hlodavct, bud’
genetickym deficitem (Miyazaki et al., 2009) nebo lécbou inhibitorem aramcholem
(Fernandez-Ramos et al., 2020), vyznamné sniZilo obsah triglyceridii v jatrech (Dobrzyn et al.,
2004). Zda se, ze syntéza mastnych kyselin aktivovand inzulinem se snizuje v diisledku redukce
jaternich MUFA. Navic Shi a kol. (Shi et al., 2021) pomoci agonisty P> receptoru nedavno
prokézali indukci steatozy jater u mys$i prostfednictvim aktivace lipogeneze. V tomto kontextu
proto snizeni kumulace tukti v jatrech v dasledku blokady  receptort karvedilolem predstavuje

dalsi ptiznivy mechanismus tohoto 1é¢iva u NASH.
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4.3 Atorvastatin moduluje homeostazu Zlu¢ovvch kyselin u mysi
s nealkoholovou steatohepatitidou indukovanou dietou

Pozitivni G¢inky statinli na NASH byly jiz potvrzeny nejen v in vivo, ale 1 v n¢kterych
klinickych studiich (Athyros et al., 2017; Doumas et al., 2018; Sigler, Congdon, & Edwards,
2018). Nase zjisténi mirnéjSiho histologického poskozeni jater spole¢né se zlepSenim
biochemickych parametrii ve skupiné zvirfat s NASH 1éCené atorvastatinem jsou v souladu
s témito udaji. Pfedchozi experimentalni studie také prokézaly zlepSeni jaterni fibrézy po
podani statinu (Chong et al., 2015; Park et al., 2016), které nebylo v nasi studii detekovano.
V odpovidajicim modelu steatdézy indukované dietou s vysokym obsahem tukii a vysokym
cholesterolem vsak bylo nutné podavani atorvastatinu po dobu 8 tydnii. Proto pifedpokladame,
ze 3 tydny podévani atorvastatinu v nasi studii, které identifikovalo primarni kroky jeho

hepatoprotektivnich mechanismti u NASH, bylo pfili§ kratké na rozvoj antifibrotického ti¢inku.

Z4dna z existujicich studii dosud nepiedlozila komplexn&jsi hodnoceni obratu ZK
u zvitat s NASH lécenych statiny. He a kol. (He et al., 2017) analyzovali pouze zmény
v relativnim zastoupeni ZK v plazmé, kde simvastatin snizil podily (T)CDCA, DCA a TUDCA
a zvysil procento LCA u mySi s prostou steatézou jater. V nasi studii jsme ukézali, Ze
atorvastatin neovliviiuje celkovou koncentraci ZK v plazmé mysi s NASH. To koresponduje
s pozorovanim ve skupiné nemocnych s NASH 1é¢enych atorvastatinem (Puri et al., 2018).
Nicmén&  atorvastatin  snizil ~pomér priméarnich/sekundarnich ZK a  pomér
konjugovanych/nekonjugovanych ZK v plazmé u mysi s NASH. To bylo zpiisobeno zvy$enymi
koncentracemi relativné méné toxickych (T)DCA a UDCA. Podobné atorvastatin sniZoval
pomér primérnich/sekundarnich ZK ve Zluéi prostiednictvim rostouci exkrece (T)DCA.
Deoxycholova kyselina byla jedina ZK, ktera byla ptisobenim atorvastatinu zvysena ve stolici
nemocnych zvifat. Rovnomérny narust koncentrace DCA (agonista receptoru Fxr) ve Zluci
a stolici byl v souladu se zvySenou expresi cilovych genii Fxr, jako jsou Shp a Fgfl5 v ileu
a Bsep v jatrech mysi s NASH. K odhaleni, zda DCA miize byt indikatorem ptisobeni statinu
u NASH, jsou zapotiebi dalsi studie.

Zvysené vylucovani stolici a celkovy obsah DCA ve skupiné NASH s atorvastatinem
jsou v souladu s dfive popsanym rostoucim relativnim vyskytem DCA ve slepém stieve potkanti
1éCenych simvastatinem s jednoduchou jaterni steatézou (B. Yang et al., 2020). To naznacuje,
7e statiny zvySuji syntézu sekundarnich ZK modulaci stievni mikroflory. Terapie statiny
skutecn¢ snizuje bakteridlni diverzitu sttevni mikroflory u obéznich lidi (Khan, Ahmed,
Zamzami, Siddiqui, et al., 2018) a mysi (Nolan et al., 2017) a zvySuji relativni zastoupeni roda
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Bacteroides (Kim et al., 2015), Proteobacteria a redukuji kmen Firmicutes (He et al., 2017,
Khan, Ahmed, Zamzami, Mohamed, et al., 2018). Ackoli zvySend produkce DCA obvykle
odpovidéa expanzi Firmicutes prosttednictvim 7a/B-dehydroxylace (zejména zprostredkované
Clostridium leptum) (Ridlon, Kang, Hylemon, & Bajaj, 2014), kmen Bacteroides také
zprostiedkuje pfeménu primarnich ZK na sekundarni prostiednictvim aktivity hydrolasy
zlucovych soli (Sun et al, 2018). Nasi hypotézu podporuje také sniZzeny pomeér
konjugovanych/nekonjugovanych ZK ve skuping zdravych mysi, kterym byl podan
atorvastatin. Zvysena koncentrace DCA je také v souladu se supresi enzymu nezbytnych pro
kyselou cestu syntézy ZK, zejména Cyp7bl a Cyp2c70, coz mize vést k piesmérovani syntézy
ve prospéch 12a-hydroxylovanych ZK, jakou je DCA. Podrobnosti o takové regulaci nejsou

v soucasnosti znamy, ale nase data predstavuji komplexni u¢inek statinii na metabolom ZK.

Experimentalni studie analyzujici mechanismy tlumeni aktivity NASH statiny spolecné
pripisuji jejich cinek potlaceni jaterniho zanétu a fibrozy (Athyros et al., 2017). Statiny snizuji
rekrutovani a aktivaci jaternich makrofagti (Van Rooyen et al., 2013) prostfednictvim redukce
molekul odvozenych od mevalonatu, jako je farnesylpyrofosfat, ktery je nezbytny pro prenylaci
malych GTPaz, jako je RhoA/Rho-kindza, Ras nebo RAC1 umoZiujici jejich ukotveni
a aktivaci v buné¢né membrané (Schierwagen et al., 2016). Dalsi ochranné mechanismy statini
zahrnuji inaktivaci kinaz typu JNK (Van Rooyen et al., 2013), NgBR, ERK1/2 nebo Akt
(W. Zhang et al., 2018). Potlaceni aktivity makrofagl jsme potvrdili prostfednictvim sniZzené¢ho

zastoupeni F4/80 markeru a NF-kB prozanétlivého transkripéniho faktoru.

Prozatim nedostate¢né byly prozkoumany mechanismy podilejici se na redukei jaterni
steatozy plisobenim statind (Ji, Zhao, Leng, Liu, & Jiang, 2011), coZ navic nebylo v né€kterych
studiich potvrzeno (Van Rooyen et al., 2013). Popisovano je n€kolik moznych mechanismi;
statiny mohou bud’ obnovit peroxizomalni p-oxidaci mastnych kyselin (MK) (Egawa et al.,
2003) nebo zeslabit aktivovanou syntézu MK ve steatotickych jatrech prostiednictvim inhibice
syntasy MK (Fasn) a acetyl-CoA karboxylasy (Acc) (Ji et al., 2011). Podobny mechanismus
vyplyva ze sniZeni jaterni steatdzy u ob/ob mysi s deletovanymi Rho-kindzami prostfednictvim
represe Fasn a Scdl bez vlivu na oxidaci MK. Koncept sniZzovani syntézy MK statiny
koresponduje s nadlezem redukované mRNA Scd! v nasi studii. Toto samostatné snizeni mRNA
Scdl béhem tii tydnl 1éCby atorvastatinem miiZze naznacovat pocatecni bod jeho Uc¢inku na
jaterni homeostazu MK u mys$i s NASH. Primarni ti€inek statinti na Scd1 je také podpoten diive
popisovanym snizenim jaternich mononenasycenych volnych MK u mysi krmenych dietou

s vysokym obsahem tuku lé¢enych atorvastatinem (Van Rooyen et al., 2013).
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Kromeé pozitivnich u¢inkti atorvastatinu na jatra u mysi s NASH jsme také prokazali, ze
atorvastatin snizil plazmatické koncentrace ZK u kontrolnich mysi navzdory sniZeni jejich
bilidrni sekrece. To naznaduje sniZenou systémovou dostupnost ZK, ktera je v souladu se
snizenou velikosti celkového obsahu ZK, i kdyZ beze zmény plazmatickych koncentraci ZK
(Fu et al., 2014). Fu a kol. (Fu et al., 2014) ptedpokladali, ze mechanismus redukce velikosti
poolu ZK statiny vyplyva ze snizeni dispozice cholesterolu pro syntézu ZK. Stejna studie také
prokazala tendenci ke zvy3eni eliminace ZK stolici, ale mozna kviili mensim experimentalnim
skupinam a kratké dob¢ pouzité terapie se ji nepodafilo dosdhnout statistické vyznamnosti.
Exprese mRNA transportértt ZK v ileu byla také nezménéna (Fu et al., 2014). V nasi studii jsme
nezjistili snizeny obsah cholesterolu v jatrech, coz souhlasi s vysledky ptedchozich studii
s odpovidajici davkou atorvastatinu (Van Rooyen et al., 2013). Toto pozorovani lze vysvétlit
tim, ze statiny primdrné reguluji hladiny LDL cholesterolu, ktery je ve srovnani s lidmi
minoritni slozkou v plazmatickych lipoproteinech mysi (Schonewille et al., 2016). Na rozdil od
toho jsme s pouzitim adekvatniho mnozstvi studované populace zvifat a tfitydenniho podavani
1é¢iva skuteéné prokazali statisticky vyznamné zvyseni fekalniho vyludovani ZK. Exkrece ZK
stolici se zvysila navzdory snizené dodavece ZK do stieva v diisledku poklesu biliarni sekrece,
coz indikuje sniZeni reabsorpce ZK ze stfeva u kontrolni skupiny lé¢ené atorvastatinem.
Niéslednd analyza Asbt, hlavniho transportéru pro reabsorpci ZK z ilea, poprvé odhalila
represivni U¢inek atorvastatinu na jeho expresi. Toto je typicky dasledek aktivované signalizace
Fxr, kterd muze byt zplisobena zvySenymi koncentracemi DCA a sniZenym dodavanim
antagonistické MCA. To podporuje 1 pokles exprese syntetickych enzymt Cyp8bl, Cyp27al
a Cyp2c70, ktery se miize podilet na sniZené bilidrni sekreci. Celkove nase zjiSténi naznacuji
schopnost statinii snizovat plazmatické koncentrace ZK v disledku poklesu stievni reabsorpce

a jaterni syntézy.

4.4 Labetalol a solubilni endoglin zhorSuji retenci Zlucovych kyselin
u mysi s cholestazou indukovanou ethinylestradiolem

V ¢asti studie relevantni k tématu disertani prace jsme se dale vénovali vlivu
kombinovanych antagonisti oi/B-adrenergnich receptori na mechanismy tvorby zluce.
Konkrétné se jednalo o 1é¢ivo labetalol, které se mimo jiné pouziva jako antihypertenzivum
v ramci 1é¢by preeklampsie u t€hotnych Zen. Vzhledem ke zvySené koincidenci preeklampsie
s intrahepatalni cholestdzou v téhotenstvi (ICP) (Marathe et al., 2017; Mor et al., 2020; Raz et
al., 2015) je zvySena Sance, ze pii této formé cholestazy bude pouzita antihypertenzni 1écba

labetalolem. Z vysledkli nasi studie s karvedilolem bylo zifejmé, Ze kombinovand blokada
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o1/B-adrenergnich receptorti miize vést ke zvyseni plazmatickych hladin ZK. Pravé zvysené
plazmatické hladiny ZK jsou hlavnim patologickym faktorem vyvolavajicim poskozeni plodu
u matek s ICP, tj labetalol sebou nese potencialni riziko dalSiho zvySeni plazmatickych hladin
7K. Navic jsou u labetalolu znamy piipady 1ékového poskozeni jater u tdhotnych Zen (Firoz,
Webber, & Rowe, 2015; Whelan, Izewski, Berkelhammer, Walloch, & Kay, 2020). Proto jsme
hodnotili dopad 1é¢by labetalolem na obrat ZK u estrogenem indukované cholestazy, coz je
zviteci model pro ICP. Hlavnim zjisténim bylo, Ze labetalol zdvojnasobil plazmatické
koncentrace ZK u mysi indukovanych ethinylestradiolem, které tak dosahly primérné
koncentrace 20 uM. Koncentrace ZK v plazmé téhotnych Zen > 20 pmol/l je diagnostickym
ukazatelem ICP s doporucenim zahéjeni farmakoterapie, protoze stav vyznamné zvySuje
pravdépodobnost fetalnich komplikaci, jako jsou spontanni ptedcasné porody, asfyxické
ptihody a mekoniové zbarveni plodové vody, placenty a membran (Glantz, Marschall, &

Mattsson, 2004).

Béhem ICP a dalsich cholestaz souvisejicich s kumulaci estrogentl jsou koncentrace ZK
v plazmé zvySeny v dasledku jejich zhorSené bilidrni sekrece v ndvaznosti na poruchu
fungovani zprostfedkujicich transportnich proteini (Anwer, 2004; Appelman, Wettengel,
Protzer, Oude Elferink, & van de Graaf, 2021; Faradonbeh et al., 2021). Tento efekt byl jasné
patrny také u naSich mysi s aplikovanym estrogenem, kde doslo k vyraznému snizeni sekrece
7K kvtli downregulaci Ntcp a Bsep transportérti. Diisledkem byl proporcionalni pokles fekalni
exkrece ZK. Labetalol piekvapivé nemodifikoval zmény indukované estrogenem ve vyluéovani
7K 7luéi a stolici a ani neménil expresi Ntcp transportéru, coz naznacovalo, Ze zvysené
koncentrace ZK v plazmé u této skupiny byly zptisobeny zvysenym efluxem ZK z hepatocyti
do krve. To jsme potvrdili detekci indukovaného Mrp4, bazolaterdlniho transportéru
zajiStujiciho tuto funkci (Trauner & Boyer, 2003). V nasi cholestatické skupiné navic labetalol
zpusobil dalsi downregulaci Bsep, coz mohlo piispivat k reverznimu transportu ZK zpét do
plazmy v disledku jejich zvySeného obsahu v hepatocytech. Biliarni sekrece ZK byla stale
udrZzovéana alternativnim kanalikuldrnim transportérem pro zlu€ové kyseliny, Mrp2 (Alaei
Faradonbeh et al., 2022), ktery nebyl labetalolem zménén. Diky témto vysledkim miiZeme fici,
7e hlavni mechanismus, kterym dochazi ke zvyseni plazmatickych ZK béhem terapie
labetalolem u estrogenem indukované cholestizy, je navrat ZK z hepatocyti do krve
prostiednictvim indukovaného Mrp4. Vzhledem k vyrazné koincidenci preeklampsie a ICP nas

uvedené vysledky vedou k doporuceni, Ze 1é¢ba labetalolem u preeklamptickych Zen v sobé ma
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potencial pro zhorseni jiz existujici ICP v dusledku zvys$eni plazmatickych koncentraci ZK,

které je proto vhodné monitorovat a pfi jejich vzestupu zvolit alternativni antihypertenzivum.
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5 Zavéry

V naich studiich jsme provedli komplexni vyzkum zmén homeostizy ZK na
uznavaném mysim modelu NASH a soucasn¢€ jsme popsali a vysvétlili zmény navozené
klinicky dilezitymi lécivy, kterd jsou pravideln¢ aplikovana v indikacich souvisejicich
s metabolickym syndromem a NASH. Ziskané vysledky nam pfinesly nékolik dulezitych

poznatkti:

e NASH je spojena svyraznym narudenim homeostazy ZK, které se kumuluji
v organismu v zavislosti na stupni jaterniho zanétu a fibrozy. Krom¢ moznosti pouzit
méfeni plazmatickych koncentraci ZK jako bioindikatoru stupné onemocnéni,
predstavuje tato kumulace i rizikovy faktor progrese onemocnéni. Detailni popsani
zapojenych mechanismi proto piedstavuje atraktivni molekularni cil vyvoje efektivni
terapie. Nase vysledky v tomto sméru pfinesly analyzu na arovni jednotlivych ZK ve
vSech hlavnich kompartmentech regulujicich jejich homeostazu a také jednotlivych
enzymil a transportéri zodpovédnych za tuto homeostdzu. Tyto informace tak
predstavuji racionalni podklad pro vyvoj potencialnich terapeutik pro NASH.

e Kombinovana blokadda adrenoreceptorti karvedilolem odhalila u kontrolnich mysi
cholestaticky potencial latky zalozeny na posttranskripéni regulaci jaternich
transportéri pro ZK, zejména Ntcp, coz poprvé odhalilo mozné mechanismy
cholestazy, kterou je karvedilol schopen sporadicky navodit v klinické praxi. Naopak
karvedilol u mysi s NASH vykazoval vyznamné pozitivni jaterni u€inky ve smyslu
snizeni kumulace tukt, zdnétu a fibrozy. Za této situace se rozvinuly 1 pozitivni zmény
v homeostaze ZK dané zvysenim podilu hydrofilnich, méné toxickych zastupctl, jako
MCA a HCA. NaSe vysledky demonstruji vyznamny terapeuticky potencial
karvedilolu u nemocnych s NASH, u kterych se pouZzivd jako soucast lécebnych
rezimu pruvodnich kardiovaskularnich onemocnéni.

e Studie s atorvastatinem objasnila mechanismy vlivu statinli na enterohepatalni
cirkulaci ZK u zdravych mysi a mysi s NASH. Nase vysledky prokazaly zvysenou
ztratu ZK stolici, coz vede ke snizené sekreci ZK Zluéi a snizenym plazmatickym
koncentracim zjiSténym u mysi s intaktnimi jatry. Tyto zmény byly podminény
snizenou stfevni reabsorpci ZK v disledku downregulace Asbt v ileu a snizenou
syntézou v jatrech. Atorvastatin prokazal terapeuticky u¢inek na NASH s vyznamnym

zlepSenim sérové ALT, jaterni steatézy a zanétu. Poprvé jsme prokazali zmény
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v metabolomu ZK zahrnujici zejména vétsi obrat sekundarni ZK, DCA. Potenciélni
role DCA jako indikatoru u¢inku statind na jatra u NASH by méla byt dale studovana.
Ve studii s labetalolem podanym mySim s cholestdzou vyvolanou estrogenem jsme
poprvé ukazali, ze labetalol zhorSuje kumulaci ZK v plazmé prostiednictvim jejich
zvyseného presunu z hepatocytl pies indukovany transportér Mrp4. NaSe vysledky
proto naznaluji dbleZitost sledovani koncentraci ZK v plazmé téhotnych Zen
s preeklampsii 1éCenou labetalolem, aby se snizilo riziko soucasného rozvoje

téhotenské cholestazy.
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