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1. Souhrn

Zmény obsahu Zeleza patii mezi nejcastéjsi metabolickd onemocnéni s fadou moznych
patofyziologickych dasledkli na rizné funkce organizmu. Privodnim jevem téchto situaci
jsou zmény v homeostaze cholesterolu s moznym piesahem na Zzluéové kyseliny (ZK), tj
zasadnich exekutivnich a regula¢nich molekul v metabolizmu endobiotik, coz mize sehrat
dilezitou roli v pfidruzenych organovych dysfunkcich. Jelikoz existovalo pouze minimum
informaci o podstaté téchto jevi, cilem této prace se stalo zhodnoceni vlivu nadbytku a
nedostatku Zeleza na procesy zahrnuté v obratu zlu€ovych kyselin s identifikaci zapojenych
molekularnich mechanizm.

Prvni posuzovanou oblasti bylo hodnoceni vlivu nedostatku Zeleza (ID) za pouziti
vhodného potkaniho modelu, kdy byl ID navozen specifickou dietou. Prokazan byl vyrazny
indukéni vliv deplece zeleza jak na klasickou, tak i v alternativni cestu syntézy ZluCovych
kyselin z cholesterolu. Spole¢né s indukci biliarni sekrece cholesterolu proto u ID skupiny
dochazelo k statisticky vyznamnému poklesu plasmatickych koncentraci cholesterolu.
Nasledny cholereticky efekt v disledku zvysené biliarni sekrece zlucovych kyselin byl
zprostiedkovan jejich zvySenou jaterni dispozici, bez ovlivnéni exprese odpovidajicich
transportérd, coz bylo ovéfeno kinetickou studii s *H-taurocholdtem. Klinickd relevance
tohoto zjisténi byla poté potvrzena za pouziti HepaRG lidskych jaternich bunék, kde byla
detekovana upregulace CYP7A1 za podminek ID.

Druhou posuzovanou oblasti bylo hodnoceni homeostdzy ZzluCovych kyselin a
cholesterolu pii pretizeni Zelezem. Opakovanou intraperitonedlni aplikaci zeleza se podatilo
obejit absorp¢ni bariéru GITu pro zelezo. Tim se dosahla kumulace zeleza (10O) v jatrech. 10
vyznamné snizil tok zlu¢i v diisledku sniZeni bilidrni sekrece zZlu¢ovych kyselin. Tento pokles
byl spojen se snizenou expresi Cyp7al a snizenou expresi Bsep transportéru zodpoveédného za
sekreci zlucovych kyselin do Zlu¢i. Navzdory vyznamné snizené biliarni sekreci vSak u 10
zvitat nedosSlo ke zméné celkového obsahu zlucovych kyselin ve stolici v dasledku jejich
zvySené stfevni pfemény na Spatné absorbovatelnou kyselinu hyodeoxycholovou. Navic 10
zvySoval koncentrace cholesterolu v plazmé, coz odpovidé snizené expresi Cyp7al a zvysSené
expresi Hmgcr, enzymu urcujicimu rychlost syntézy cholesterolu de novo.

Z vysledku této dizertacni prace vyplyva, Ze snizeny i zvySeny obsah Zeleza v jatrech
ma komplexni ucinek na tvorbu zlu¢e a homeostazu zlucovych kyselin a cholesterolu.
Kli¢ovou roli v téchto ucincich hraje modulace Cyp7al, hlavniho enzymu v procesu syntézy
zluCovych kyselin. Dulezité jsou vSak i paralelni zmény v jaternim vychytadvani, syntéze a
biliarni sekreci cholesterolu. Tato zjisténi prispivaji k pozndni patofyziologie klinicky Casto se
vyskytujicich situaci se zménénym obsahem Zzeleza v organizmu, jakymi jsou napt. nedostatek
zeleza vznikajici zejména b&hem jeho zvySenych ztrat nebo nadmérné potieby b&hem
téhotenstvi a nadmérna jaterni kumulace provazejici ztukovaténi jater béhem obezity.

2. Summary

Changes in the iron content are among the most common metabolic diseases with a
number of possible pathophysiological consequences for various body functions. The
phenomenon accompanying these situations is the change in cholesterol homeostasis with
possible extension to bile acids (BA), ie major executive and regulatory molecules in the
metabolism of endobiotics, what can play an important role in associated organ dysfunctions.
Since there was only a minimal amount of information in this area, the aim of this work was
to evaluate the effect of iron overload and deficiency on the processes involved in BA
turnover with the identification of involved molecular mechanisms.

The first assessed field was the evaluation of iron deficiency (ID) using a suitable rat
model, where ID was induced by a specific diet. This has demonstrated a significant inducing
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effect on both classical and alternative pathways for BA synthesis from cholesterol. Together
with the induction of cholesterol biliary secretion in ID group it led to statistically significant
decrease of plasma cholesterol concentrations. The subsequent BA-dependent choleretic
effect was induced by their increased liver disposition, without affecting the expression of
corresponding transporters, as verified by the kinetic study with *H-taurocholate. The clinical
relevance of this finding was then confirmed using human hepatic HepaRG cells, which
showed the upregulation of CYP7A1 in the ID conditions.

The second assessed area was the evaluation of BA and cholesterol homeostasis
during iron overload. Repeated intraperitoneal administration of iron successfully evaded
absorption barrier for iron in GIT. This led to the accumulation of iron (IO) in the liver. 10
significantly decreased bile flow as a consequence of decreased biliary BA secretion. This
decrease was associated with reduced expression of Cyp7al and decreased expression of Bsep
transporter responsible for BA efflux into bile. However, 10 did not change net BA content in
faeces in response to increased conversion of BA into poorly absorbable hyodeoxycholic acid.
In addition, IO increased plasma cholesterol concentrations, which corresponded with reduced
Cyp7al expression and increased expression of Hmgcr, the rate limiting enzyme for
cholesterol de novo synthesis.

The results of this dissertation suggest that reduced or increased iron content in the
liver has a complex effect on bile formation and bile acid and cholesterol homeostasis. A key
role in these effects plays the modulation of Cyp7al, a major enzyme in the bile acid
synthesis process. However, parallel changes in hepatic uptake, synthesis and biliary
cholesterol secretion are also important. These findings contribute to the understanding of the
pathophysiology of clinically frequently occurring iron-altered situations, such as iron
deficiency, especially during its increased loss or excessive need during pregnancy, and
excessive liver accumulation associated with fatty liver during obesity.

3. Uvod

3.1 ZIu¢ a jeji vyznam

endokrinni funkce a exkreci endogennich i exogennich latek z organizmu. Zékladni a Zivotné
dillezitou funkci jater je i tvorba a sekrece zluce. Denné je do stfeva dodano asi 0,75 litru
zluCe. Sekrece zluce z hepatocytli do zZlucovych kandlkih ma dvé slozky: a) na zlucovych
kyselinach zavisly tok Zlu¢e (BADF - bile acids dependent flow), kde hlavni osmoticky
aktivni slozkou jsou Zlucové kyseliny a jejich konjugity a b) na ZluCovych kyselinach
nezavisly tok zlu¢e (BAIF — bile acids independent flow), kde hlavni sekretovanou slozkou je
glutathion, bikarbonat a konjugovany bilirubin (Esteller, 2008; Kuntz and Kuntz, 2008).
Kromé téchto komponent se do zluci dostava fada dalSich latek, jakymi jsou napft. cholesterol,
fosfolipidy (pfedevsim fosfatidylcholin), aminokyseliny, steroidni latky, vitaminy aj. (Kuntz
and Kuntz, 2008).

Zakladni slozkou Zlu¢e uréujici vétsinu jejich funkei jsou ZK. Tyto latky jsou piitomny v
organizmu v celkovém mnoZstvi (bile acid pool) asi 3g s distribuci pfevazné v enterohepatalni
cirkulaci. Z mnozstvi vylou¢eného do zluce a nasledné¢ dopraven¢ho do tenkého stfeva se
v terminalnim ileu reabsorbuje asi 90-95 % ZK, které jsou z portalni krve vychytavany do
hepatocytti s podobnou Uc¢innosti a opétovné pouzity pro sekreci do zluce. Asi 0,2-0,6 g
zluCovych kyselin je vylou€enych stolici a ptiblizné¢ 0,5 mg moci. Pro zachovani celkového
obsahu zluCovych kyselin je tato ztrita doplnéna de novo syntézou z cholesterolu
v hepatocytech (Chiang, 2013).

Zluové kyseliny se skladaji z pevné steroidni struktury s jednou az tiemi
hydroxylovymi skupinami a z kratkych alkylovych vedlejSich fetézci, které se konjuguji
s aminokyselinami (taurin a glycin). Jedna se tedy o amfifilni latky, coz je dilezité pti tvorbé



7luée. Po sekreci do zlutového kanalku vytvaii ZK primarni nebo sekundarni micely.
Primarni micely se tvoii nato¢enim steroidni/hydrofobni ¢asti k sob€, zatimco hydrofilni ¢asti
sméruji do vodni ¢asti zluce. Pii zvysujici se koncentraci dochazi k jejich agregaci a tvorbé
sekundarnych micel. Sekundarni micely se spojuji navzdjem hydrofilnimi ¢astmi fetézce
primarnych micel. (Matsuoka and Yamamoto, 2017).

7K maji na biliarni epitel silné detergentni u¢inky. Tato vlastnost je vyuZita pro
extrakci fosfatidylcholinu ze zevni lamely kanalikuldrni membrany a jeho inkorporaci do
micel, které jsou tim stabilizovany a nasledné¢ mohou akceptovat cholesterol a dalsi ve vodé
nerozpustné latky, vznikaji ,,smiSené¢ micely* (Morita and Terada, 2014). Tvorba smiSenych
micel je hlavni formou ZK-zprostfedkované ,solubilizace lipidovych slozek ve zluéi
(Reshetnyak, 2013).

Zlugové kyseliny jsou specializované degradaéni produkty cholesterolu, které vznikaji
¢innosti komplexu mikrozomélnich, peroxyzomalnich a mitochondridlnich enzymt (Kuntz
and Kuntz, 2008). Existuji dvé hlavni cesty syntézy primarnich ZK, klasick4 neboli neutralni
a alternativni neboli kyseld. Hlavni primarni ZK klasické cesty je kyselina cholova, u
alternativni je to kyselina chenodeoxycholova (CDCA) (Chiang, 2017).

3.2 Transport Zlucovych Kyselin

7K ve form& konjugatli nejsou schopny prostupovat membranami pasivni difuzi a
musi byt pfendSeny pies tyto bariéry za i€asti transportnich proteinti. K zajisténi pfitomnosti
ZK ve 7Iu¢i a jejich naslednou recyklaci ze stfeva proto existuje komplexni systém
transportnich proteinti na apikalnich a basolateralnich membranach hepatocytii a enterocytii
(Boyer, 2013).

Apikalni transportéry hepatocyti

Spole¢nou vlastnosti téchto transportnich proteinli je schopnost pienaset jejich
substraty proti vyznamnému koncentracnimu gradientu. To je umoznéno vyuzitim energie
z ATP. Tyto transportni proteiny se proto fadi do rodiny tzv. ABC (ATP-binding cassette).
Pro samotnou tvorbu Zluce a sekreci jejich hlavnich komponent véetné eliminace xenobiotik
je dulezitych né€kolik z nich. (Boyer, 2013). Obr. 1 zndzorfiuje umistnéni transportért jejich
regulaci a hlavni sekretované slozky zluce.
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Obr. 1: Grafické znazornéni kanalikularnich/apikalnich transportérd zlue a nuklearnich receptorti, které
ovlivituji jejich regulaci. Zkratky: MRP2, Multidrug resistance-associated protein 2; BSEP, Bile Salt Export
Pump; MDR3, Multidrug resistance protein 3; MDRI1 Multidrug resistance protein 1; Nrf2, Nuclear factor
erythroid-derived 2-like 2; CAR, Constitutive androstane receptor; PXR, Pregnane X receptor; FXR, Farnesoid
X receptor; PPARa, Peroxisome proliferator-activated receptor a; LXRa, Liver X receptor a; RXR, Retinoid X
receptor; 7K, Zludové kyseliny; Ph, fosfolipidy; GSH, glutathion.



Bazolateralni transportéry hepatocyti

Jsou to transportéry lokalizované na membrané¢ komunikujici s jaternimi sinusoidy a
mezibunéénym prostorem. Pohyb latek zde probihd obéma sméry a dle jednotlivych
podminek ho bud’ zprostiedkovavaji ABC transportéry (Mrp3 a Mrp4) nebo transportéry
z SLC (soluble carrier) rodiny, které pro transport nevyuzivaji energii ATP, ale hnaci silou je
bud®  koncentraéni gradient substrati, nebo symport/antiport latek s vyznamnym
koncentraénim gradientem mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem (napt. Na') )
(Boyer, 2013). Obr. 2 znazorfiuje umistnéni transportérti, jejich regulaci a hlavni secerované
slozky Zluce.

HNF1a
HNF4a
LXRa
FXR

\\\__Hepatocyt FXR

Kanalikularni/Apikalni

A

3 . ; Bazolateralni
membrana Tésny spoj membrana

Obr. 2: Grafické znazornéni bazolateralnich transportérti zlu¢e a nuklearnich receptorti, které ovlivituji jejich
regulaci. Zkratky: MRP3/4, Multidrug resistance-associated protein 3/4; OATP, Organic anion transporting
polypeptides; NTCP, Sodium-taurocholate cotransporting polypeptide; Nrf2, Nuclear factor erythroid-derived 2-
like 2; CAR, Constitutive androstane receptor; PXR, Pregnane X receptor; FXR, Farnesoid X receptor; PPARa,
Peroxisome proliferator-activated receptor a; LRH1a, Liver receptor homolog-1a; HNF4a, Hepatocyte nuclear
factor 4a; SHP, Small heterodimer partner; GR, glucocortikoid receptor; 7K, Zludové kyseliny; Bil., bilirubin.

3.3 Regulace syntézy a transportu ZK

Zlu&ové kyseliny maji v organizmu fadu dilezitych funkci. Zména jejich homeostazy
spojena s jejich kumulaci nebo nedostatkem muize mit zavazné patofyziologické dusledky.
Proto jsou jejich syntéza a transport slozit¢ regulovany, aby byly schopny adekvatné reagovat
na ruzné situace. Regulacni déje probihaji zejména na Urovni transkripce prostfednictvim
specifickych nuklearnich receptori nebo intracelularnich signdli. Popsany byly vSak i
dilezité posttranskripcni mechanizmy (Boyer, 2013)

Cholesterol 7a-hydroxylasa — CYP7A1/Cyp7al

Enzym lokalizovany na wvnitini strané membrany endoplazmatického retikula.
CYP7A1/Cyp7al patii do velké rodiny cytochromti P450 (CYP) a v klasické cesté syntézy
7K udava rychlost jejich tvorby z cholesterolu (Tempel et al., 2014)

CYP7al/Cyp7al je regulovan hlavné na urovni transkripce. Transkripéni faktory,
které se vazi na promotorovou sekvenci, navzdjem interaguji a synergicky ovliviiuji regulaci
transkripce CYP7A1 (Chiang, 2004). Piehled regulace CYP7A1 poskytuje Tabulka 1.



Tabulka 1. Pfehled regulace CYP7A1

Transkrip¢ni regulace Posttranskripéni regulace
downregulace FXR, SHP, PXR, VDR, ZFP36L1, miR-422a, miR-
Nrf2, FGF19/15, ERK1/2,  122a

INK1/2
upregulace LXRa*, LRHI1, HNF4a

*plati jen pro hlodavce, Zkratky: Nrf2, Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2; PXR, Pregnane X receptor;
FXR, Farnesoid X receptor; LRHI1, Liver receptor homolog 1; HNF4a, Hepatocyte nuclear factor 4a; SHP,
Small heterodimer partner; VDR, Vitamin D receptor; FGF19/15 fibroblast growth faktoru 19/15.

3.4 Zelezo (Fe)

Zelezo patii mezi tzv. Zivototvorné neboli biogenni prvky a sehrava dileZitou roli v
bunééném dychani, v regulaci genové exprese, proliferaci bunék a v imunité. Z potravy, kterd
obsahuje asi 15-20 mg Zeleza/den se v tenkém stfevé denné vstfeba cca 1-2 mg, coz umoziiuje
doplnit ztraty Zeleza v disledku jeho obratu (vylu€ovani moci, potem, rozpadem cervenych
krvinek) v organizmu. U lidi a obecné u savcl neexistuje mechanizmus pro exkreci zeleza
z organizmu, proto je vysoce vyvinuta regulace absorpce Fe ze stfeva (Munoz et al., 2009;
Anderson et al., 2012). Zelezo mé4 redoxni vlastnosti a tato jeho vlastnost je zodpovédna za
vznik volnych hydroxylovych radikal, které zprosttedkuji spociva jeho toxicita (Lawen and
Lane, 2013).

Cirkulace Zeleza v krvi

Transferrin (Tf) je glykoprotein, ktery na sebe vaze dvé molekuly Fe* * (Tf-Fe). Touto
vazbou se stava Zelezo rozpustnym v plazmé a také se snizuje riziko potencidlniho vzniku
volnych radikalt (Ludwig et al., 2015). Tf-Fe je z plazmy vychytavan pomoci specialnich
receptorii na membranach bunék, tvz. transferrinové receptory (Tfr) (Lawen and Lane, 2013)
(Hofer et al., 2008).

3.5. Hepcidin (HAMP)

Hepcidin reguluje koncentraci Zeleza v organizmu prostiednictvim efluxu zeleza z
bunék. Tato regulace probihd na tfech trovnich: absorpce v duodenu, recyklace z makrofagt
sleziny a jater, a uvoliiovanim Zeleza ze zasob v hepatocytech. Hepcidin se vaze na jediny
efluxni transportér pro Zzelezo FPN, a touto vazbou dochdzi k ubiquitinaci a méni se
konformace FPN. Komplex ferroportin-hepcidin je endocytdzou pienasen do lysozomd, kde
je degradovan a tim se zabrani exportu Zeleza z buniky. Timto zptisobem se nekontroluje jen

koncentrace Zeleza v organizmu, ale soucasné zelezo reguluje expresi hepcidinu (Arezes and
Nemeth, 2015).

3.6 Regulace koncentrace Zeleza v buiice

Regulace koncentrace Fe probihd na transkripéni i post-transkripéni trovni, a kromé
hepcidinu se na ni podili i specidlni regula¢ni proteiny tvz. iron-regulatory proteins 1 a 2
(IRP1 a IRP2, znamé i jako ACO1 a IREB2) (Anderson et al., 2012).

Pokud dochazi k poklesu koncentrace Zeleza v buiice, IRP se navaze s vysokou
afinitou na 5" UTR konec IREs mRNA Ftl a ferroportinu, a tim dojde k jejich degradaci a
zabrani se tak translaci Na mRNA Trfl se vaze IRP na 3’ UTR konec a tim dochazi
k stabilizaci a zabrani se tak degradaci mRNA, kterd je nasledovana translaci. Pii vysoké
koncentraci Zeleza v organizmu dochéazi k opaénému efektu (Anderson et al., 2012).

3.7 Zelezo a homeostiza Zlu¢ovych kyselin

Podezfeni, Zze by mohl existovat vztah mezi obsahem Zeleza v organizmu a
homeostazou ZK vyplynulo ze zji§téni, Ze zvy$ené hladiny Zeleza v séru jsou obvykle spojeny
s hypercholesterolémii (Brunet et al., 1999; Silva et al., 2015), zatimco nizké hladiny vedou
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k poklesu sérovych hladin cholesterolu (Kamei et al., 2010). Provedené molekularni analyzy
ukdzaly, ze by tento efekt mohl byt podminén zménami exprese CYP7AIl, ktery urCuje
rychlost konverze cholesterolu na ZK. B&hem nedostatku Zeleza byla exprese CYP7Al
zvySend, zatimco pretizeni organizmu zelezem expresi CYP7Al sniZzovalo bez vztahu
k pfi¢ing tohoto pietizeni. Dopady na homeostazu ZK, ani zapojené mechanizmy vsak v dobé
zahdjeni tohoto projektu, nebyly znamy

4. Cil prace

Cilem této dizertacni prace bylo zjistit jakou roli ma deplece nebo pietizeni zelezem v
regulaci mechanizmti zodpovédnych za syntézu, vylucovani a celkovy obrat zluCovych
kyselin a dal§ich komponent Zluce.

Ve vztahu k ménicimu se obsahu zeleza v organizmu, bylo proto dil¢imi cili prace zhodnotit

zmény:

. koncentraci Zlu¢ovych kyselin v systémové cirkulaci

. biliarni sekrece hlavnich komponent Zluce, tj. individudlnich Zlucovych kyselin,
cholesterolu, glutathionu a fosfatidylcholinu

. eliminace Zlucovych kyselin stolici

. exprese enzymil a transportnich proteinii zodpovédnych za homeostazu a reabsorpci

zlu€ovych kyselin a sekreci zluce v jatrech a v ileu
Navazujicim cilem bylo identifikovat mechanizmy, prostiednictvim kterych ménici se obsah

zeleza indukuje dané zmény.

5. Metody

5.1 Pokusna zvirata

Ve studii byli pouZiti potkani samci kmene Wistar (Velaz, Praha, Ceska republika)
o vychozi hmotnosti 250 + 20 g. Zvifata byla ustajena v Centralnim vivariu Lékatské fakulty
(svetelny rezim 12 hod tma + 12 hod svétlo). Zvifata méla volny piistup k vodé a krmivu.
Vsechny experimenty byly schvaleny etickou komisi Lékarské fakulty v Hradci Kralové a
provedeny v souladu s pokyny uvedenymi ve vyhlasce ¢. 207/2004 Sb., o ochran€, chovu a
vyuziti pokusnych zvitat.
Zvitata byla rozdélena do ¢tyt skupin

e Chow diet - kontrolni skupina na standardni diet¢ (Cat. No. C1000, Altromin,
Germany), n=7 zvirat

e ID - iron depletion skupina s depleci zeleza, kterd byla 3 tydny na dieté se snizenym
obsahem Zeleza (obsahovala 5,155mg/kg Fe, Cat. No. C1038, Altromin, Germany)
(Kamei et al., 2010), n=7 zvifat

e Saline - kontrolni skupina na standardni dieté, které bylo kazdy druhy den aplikovano
intraperitonedlné 8 davek fyziologického roztoku (1 ml/kg), n=6 zvitat

e IO - iron overload, skupina pietizena Zelezem na standardni dieté, které bylo
intraperitonedlné aplikovano 8 davek gleptoferronu (iron-dextran heptonic acid
complex, 100 mg/kg) kazdy druhy den, jak bylo popsdno Najafzadeh et al. (2010),
n=6 zvirat

5.2 In vivo studie

V celkové anestezii i.p. podanim pentobarbitalu (50 mg/kg) byl potkanim
zakanylovan ductus choledochus pro sbér Zluce, a. carotis externa pro odbér krve a v.
jugularis pro aplikaci fyziologického roztoku (6 ml/kg/h, ndhrada ztrat perspiraci a odbéry;
vybrané skupiny s kontrolni dietou a dietou s depleci Zeleza touto cestou obdrzely rovnéz
radioaktivné znadenou >H-taurocholova kyselinu). Zlu¢ byla sbirdna do piedvazenych
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mikrozkumavek ve 30 min intervalech, vzorky krve byly odebirany uprostted téchto sbérnych
intervalll. In vivo studie byla ukonfena po 120 min usmrcenim zvifat exsanguinac¢nim
odbérem z bfiSni aorty. U zvifat ve studii s pfetizenim Zelezem byl pted timto odbérem jeste
proveden odbér portalni krve. Okamzité po usmrceni byla vyjmuta a zvaZena jatra a stfeva pro
nasledné¢ PCR, Western blot, LC-MS, HPLC, histologické a imunohistochemické analyzy.
Vzorky plazmy a Zlu¢i byly do doby analyzy uchovavany pii -80°C. Zvitata s i.p. aplikaci
fyziologického roztoku a zeleza byla na 24 hod po 7. ddvce umisténa do metabolickych kleci
pro sbér stolice. Stolice byla po dobu 72 hod suSena pfi pokojové teploté a nasledné z ni byly
izolovany a stanoveny ZK jiz popsanou metodou (Yu et al., 2000)

5.3 In vivo studie s aplikaci *H-taurocholové kyseliny

Tato studie byla provedena v ramci hodnoceni vlivu nedostatku Zzeleza. Cestou v.
jugularis byla skupiné s kontrolni a na Zelezo ochuzenou dietou, podéna nitroZiln¢ nasycovaci
davka 12 nmol/kg neznacené taurocholové kyseliny spolu s 1,2 pCi’kg 3H-taurocholatu,
nasledovana nitrozilnim podanim udrzovaci davky 100 nmol//kg neznacené taurocholové
kyseliny a 10 uCi/h/kg *H-taurocholatu. Kontinualnim podavéanim roztoku se zabezpedil
stabilni pomér 3H-znacené a neznacené kyseliny taurocholové, a to umoznilo vypocet
biliarnich kinetickych parametrti. Davkovaci schéma bylo pfevzato od Iwanaga et al. (2007).

5.4 Biochemické analyzy

Biochemické vySetieni plazmy bylo provedeno na analyzatoru Modular PP (Roche,
Basel, Switzerland). Na stanoveni fosfolipidii a cholesterolu byly pouzity komeréné dostupné
kity (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Cat. No. MAK049; Cayman Chemical, Michigan, USA,
Cat. No.10007640). Koncentrace redukovaného (GSH) a oxidovaného glutathionu (GSSH) v
jatrech byly stanoveny pomoci HPLC analyzy diive popsanou metodou (Hirsova et al., 2013).
Pro stanoveni *H-taurocholatu byl kazdy vzorek plazmy (25 uL) a Zlu¢e (5 uL) smichan s 5
mL Ecolite scintilacnim roztokem a inkubovan 3 hod ve tmé (na potlaceni luminiscen¢niho
Sumu). Poté byly vzorky analyzovany na Tri-Carb (Canberra Packard) podle navodu vyrobce.
Hematologické parametry byly analyzovany ve studii s nedostatkem Zeleza bezprostfedné po
odbéru krve na analyzitoru Sysmex XE-2100 (Sysmex, Kobe, Japan) podle doporuceni
vyrobce. Jaterni koncentrace Zeleza byla stanovena atomovou absorpcni spektroskopii
(Evenson, 1988).

5.5 LC-MS analyza

Pro stanoveni koncentrace jednotlivych Zlucovych kyselin bylo pouzito 50 pL plazmy.
Ta byla precipitovana 160 ml acetonitrilu s ndslednou centrifugaci pti 15000g po dobu 10 min
pti pokojové teploté. Supernatant byl odpaten pii 60°C pod proudem dusiku, a exsikat pak
rozpustén v 50 pL 40% methanolu a inkubovan po dobu 1 hod pii -20°C. Po 10 min
centrifugaci pii 15000g (10°C) se na LC-MS analyzu pouzilo 10 pL. Vzorky Zluce byly
fedéné 500x destilovanou vodou a pak se postupovalo stejné jako u plazmy. Vzorky byly
separovany pomoci HPLC systému (Dionex Ultimate 3000, Dionex Softron GmbH,
Germany) vybavené¢ho Pinnacle DB C18 kolonou (100 x 2,1 mm, 3 pum, Restek, USA) a
vhodnou ptedkolonou. Mobilni fidze byla sloZzena z vody, methanolu, octanu amonného a
kyseliny mravenci, pritok byl 0,3 mL/min, s teplotou 55°C uvniti kolony. Koncentrace
octanu amonného a kyseliny mravenci byla po celou dobu 0,005 M a 0,012 % (v/v). Kolona
byla nasledné¢ promyta 95% methanolem po dobu 9 min a stabilizovana 40% methanolem po
dobu 5 min (octan amonny a kyselina mravenéi byly piitomny v obou krocich). ZK byly
detekovany v triplikatech na quadrupolovém hmotnostnim spektrometru (TSQ Quantum
Access Max vybaveného H-ESI II sondou, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) pracujicim v
SRM modu.
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5.6 RT-PCR a Western blot analyza

Genova exprese (mRNA) byla stanovena kvantitativni polymerdzovou fetézovou
reakci po ptredchozi reverzni transkripci (QRT-PCR) na 7500 HT Fast-Real-Time PCR
Systému od Life Technologies (Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA). Postup izolace,
ptiprava vzorku stejné jako podminky pro RT-PCR byly provedené a vypocitané dle zavedené
metody (Hirsova et al., 2013).

Vzorky pro Western blot analyzu byly pfipravené a hodnocené dle zavedené metody
(Hirsova et al., 2013).

5.7 Reportérovy test - bunécné kultury a konstrukty DNA

HepaRG™ (GIBCO®) bunétnd linie a medium byly ziskany od Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA). Pro indukci diferenciace bunééné linie byla provedena inkubace ve
dvou krocich dle zavedené metody (Gripon et al., 2002; Hyrsova et al., 2016). HepaRG bunky
byly 24 hodin kultivovany v riznych koncentracich (1 a 10 pM — imitovaly nizké a normalni
hladiny zeleza) s citraitem amonno-Zelezitym (Sigma-Aldrich) a s chelatory zeleza
deferoxaminem a deferasiroxem (10 pM), které indukovaly depleci Zeleza. Po inkubaci byly
bunkky promyty PBS a byl pfidan TRI-reagent pro izolaci mRNA, ktera byla pouzita na qRT-
PCR analyzu. Jako endogenni kontrola poslouzil RLPO gen. Proteiny pro Western blot
analyzu byly izolované pouzitim RIPA pufru s inhibitory proteas a fosfatas (ROCHE) po 48
hodinové inkubaci s citratem amonno-zelezitym (1 a 10 uM).

Reportérovy test. Plazmidy lidskych receptori pSG5-hPXR, pSG5-FXR and pSGS5-
LXRa byly poskytnuty jako dar od Dr. S. Kliewer (University of Texas, Dallas, TX, USA) a
Dr. Makoto Makishima (Nihon University School of Medicine, Tokyo, Japan). Promotor
CYP7Al-luc (—1887/+24) luciferazového reportérového genu byl darovan Dr. J. Chiangem
(Northeastern Ohio Universities College of Medicine). HepG2 bunécna linie (bunécné linie
lidského karcinomu jater) byla ziskdna od European Collection of Cell Cultures (ECACC,
Salisbury, UK). Bunky byly kultivovany dle popsané metody (Rulcova et al., 2010). VSechny
testy se uskutecnily v médiu bez antibiotik.

5.8 Statistické vyhodnoceni

Pro studii s depleci zeleza bylo pro statistické hodnoceni pouzito 7 zvifat na skupinu a
pro studii s pfetizenim Zeleza bylo pouzito 6 zvifat na skupinu. Vysledky jsou prezentovany
jako prumér + SD (standartni odchylka). Pro zjisténi statistické vyznamnosti byl pouzit
neparovy t-test, anebo jednofaktorova ANOVA s Newman-Keuls post-hoc testem. Casova
zavislost kumulativni zlu€ové sekrece byla hodnocena dvoufaktorovou ANOVA s Dunn post-
hoc testem. Rozdily byly povaZovany za statisticky vyznamné pti p < 0,05. Analyza vysledkt
byla provedena GraphPad Prism 6.0 softwarem (San Diego, USA).

6. VysledKy ¢ast 1. Homeostiza ZK béhem deplece Zeleza (ID)

6.1 ID dieta vedla k zménam hematologickych a biochemickych parametri
Deplece Zeleza u zvirat byla ve studii navozena specidlni dietou, jak jiz bylo popsano

Kamei et al. (2010). Serologické vySetieni potvrdilo pokles koncentrace Zeleza (Tabulka 2),
vySetieni hematologické redukce hematokritu a snizeni koncentrace hemoglobinu. Tyto
zmény byly doprovazeny snizenou koncentraci cholesterolu v séru (Tabulka 2).
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Tabulka 2. Vliv deplece Zeleza na obsah Zeleza v jatrech a biochemické a hematologické
vySetieni plazmy.

Parameter Chow diet ID
Jatra

Fe (umol/g tkan¢) 464 + 131 227 + 69%**
Plazma

Fe (wmol/L) 21+ 1.8 15+ 0.7**
ALT (pkat/L) 0.7 £0.06 1.2+0.2
AST (ukat/L) 26+04 3.1£0.8
Cholesterol (mmol/L) 1.8 £0.06 1.4 £0.09**
TAG (mmol/L) 0.9+0.76 0.15+0.03
Erytrocyty (10'%/L) 8.9+0.15 8.8+0.15
Hemoglobin (g/L) 166 +2.5 146 + 3.1%***
Hematokrit 0.48 £0.007 0.42 £ 0.008**

Hodnoty jsou vyjadieny jako priamér + SD, (n = 7 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001

6.2 Tok Zluce, Zlu¢ovych kyselin a glutathionu

Télesna hmotnost byla u ID zvifat proti kontrolni skupiné snizena (0.48 + 0.03 kg vs.
0.44 + 0.02 kontrola a ID potkani; p < 0.01). Vzhledem k tomu, zZe mezi skupinami nedoslo
k signifikantni zméné hmotnosti jater (18.4 £ 1.1 g vs. 19.3 + 1.9 g kontrola a ID potkani),
byla biliarni sekrece vztahnuta na jejich hmotnost. Deplece Zeleza vedla u potkani
k signifikantnimu zvySeni toku zluce (Graf 1A), ktery byl doprovazen zvySenou bilidrni
sekreci obou hlavnich osmotickych slozek zluge, ZK (vypoéitané jako suma vsech ZK
analyzovanych LC-MS metodou) a glutathionu (Graf 1B-C).

Graf 1: Prezentuje (A) tok Zlue (B) biliarni sekrece ZK (C) biliarni sekreci glutathionu.

A) Tok Zluce B.) BE 7K C.) BE Glutathionu
1.5- 401 84
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Chowdiet ID Chow diet ID Chow diet ID

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, (n = 7 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01; Chow diet, kontrolni skupina; ID, skupina s depleci Zeleza; BE, biliarni sekrece; ZK, zlu¢ové
kyseliny
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6.3 Biliarni sekrece fosfolipidii, cholesterolu
Analyza obou komponent Zluce prokéazala statisticky vyznamné zvyseni jejich bilidrni
sekrece (Graf 2A-B). Satura¢ni index zluci (CSI) se vSak signifikantné nezménil (Graf 2C).

Graf 2: Biliarni sekrece komponenti Zlu¢e (A) cholesterolu (B) fosfolipidii a (C) satura¢ni index.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér + SD, (n = 7 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01; Chow diet, kontrolni skupina; ID, skupina s depleci Zeleza; BE, biliarni sekrece

6.4 Obsah glutathionu v jatrech

Deplece Zeleza u potkani vedla v jatrech k zvySenému obsahu redukovaného
glutathionu (GSH) a k poklesu jeho oxidované formy (GSSG), coz bylo provazeno
signifikantnim nartistem celkového obsahu glutathionu a jeho poméru mezi
redukovanou/oxidovanou formou ve tkani (Graf 3A-D).

Graf 3 Koncentrace riznych forem glutathionu v jatrech.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, (n = 7 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; Chow diet, kontrolni skupina; ID, skupina s depleci Zeleza; GSH, redukovany
glutathion; GSSG, oxidovany glutathion

6.5 ID nepodminilo vzestup biliarni sekrece *H-taurocholové kyseliny

Daldim krokem bylo zjistit, jestli zvyseni biliarni sekrece ZK u ID skupiny bylo
zpusobeno jejich zvysenou dispozici v disledku zvySené syntézy nebo indukci transportnich
proteinl v jatrech. Za timto Gcelem byla pouzita dalsi skupina kontrolnich a ID potkand. Nova
ID skupina reprodukovala nariist kumulativni produkce Zzluce. Po zahdjeni kontinualni
nitrozilni infuze s narazovou davkou bylo ustalenych plazmatickych koncentraci *H-
taurocholatu dosazeno béhem 45 min. Poté byla zlucova clearance stabilni béhem celé doby
trvani experimentu. Ani jeden ze sledovanych farmakokinetickych parametrti *H-taurocholatu
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nebyl v ID skupin€ zménén v porovnani s kontrolni skupinou. Tyto vysledky potvrzuji, ze ID
nestimuluje sekreci zlu€e prostiednictvim upregulace kanalikularnich transportérii ZK.

6.6 ID indukuje enzymy a transportéry zodpovédné za metabolizmus ZK v jatrech

Western blot analyza vybranych jaternich proteinti zodpovédnych za tvorbu Zzluce
prokazala u ID skupiny v porovnani s kontrolni skupinou upregulaci: Cyp7al, Cyp8bl,
Cyp27al, Abcg5/8 transportéru (hlavni kanalikularni transportér cholesterolu) a LXRa (Graf
4A). Hlavni basolateralni transportéry, zodpovédné za vychytavani ZK a 1é&iv z portélni krve,
tj. Ntcp a Oatplala/Oatpla4 byly ID rovnéz upregulovany (Graf 4B). Naopak ID redukovalo
proteinovou expresi basolateralnich transportéri zodpovédnych za vychytavani a eflux
cholesterolu do a z jater, a to Ldl-receptoru, Sr-bl (Scavenger receptor bl) a Abcal (Graf
4A). Rovnéz exprese Mdr2, hlavniho kanalikularniho efluxniho transportéru pro biliarni
sekreci fosfadytilcholinu, byla redukovana (Graf 4C). Naopak rychlost urcujici apikalni
transportér pro exkreci ZK, Bsep, zostal u ID skupiny beze zmény, coZ se shoduje
s nezménénou bilidrni exkreci *H-taurocholatu. Podobny vysledek Ize pozorovat i v
nezménéné proteinové expresi dalsiho apikalniho transportéru, Mrp2, coz bylo v kontrastu se
zvySenou biliarni sekreci glutathionu (Graf 1C) a indikuje to zvySenou dispozici GSH jako
hlavni pficinu tohoto zvySeni.

Graf 4: Zmény exprese enzymi, transportnich proteini a regulujicich nukleirnich receptori u ID
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prameér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p<0.01, ***p< 0.001; Chow diet, kontrolni skupina; ID, skupina s depleci zeleza.

6.7 ID Zmény genové exprese relevantnich molekul v ileu

Byla analyzovéna exprese mRNA molekul zapojenych do reabsorpce ZK v ileu, ktera
prokéazala snizenou genovou expresi Osto/8, heterodimerniho transportéru, dilezitého pro
reabsorpci ZK a zvyseni Nr0b2 (Graf 5A). Jaterni exprese geni aktivovanych béhem zanétu
zustala beze zmény (Graf 5B).

Graf 5: Zmény genové exprese, transportnich proteint a zanétlivych indikatori u ID potkani.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prameér + SD, (n = 7 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, ***p< 0.001; Chow diet, kontrolni skupina; ID, skupina s depleci Zeleza.
6.8 LC-MS detekce ZK v plazmé a ve Zludi

Pomoci LC-MS metody bylo stanoveno 24 nekonjugovanych a konjugovanych ZK
vplazmé a ve zluéi. Celkova koncentrace ZK byla vypoéitina jako suma koncentraci
jednotlivych ZK. Deplece Zeleza navozena u potkanti dietou vedla ke snizeni celkovych
koncentraci ZK v plazmé (Graf 6A), a naopak k jejich zvyseni ve zlu¢i (Graf 6B). Vétsina ZK
se vyskytovala v koncentracich pod detekénim limitem metody (0.02 pM), a proto bylo
kvantifikovano 9 ZK v plazmé a 8 ZK ve zluéi. ID ved] k signifikantni redukci koncentrace
tauro-chenodeoxycholové, hyodeoxycholové, B-muricholové a cholové kyseliny v plazmé
(Graf 6A) a k redukci bilidrni koncentrace tauro-chenodeoxycholové a cholové kyseliny.
Dtlezitym zjiSténim je i znacné zvySeni zluCové koncentrace tauro-o/B-muricholovych
kyselin u ID potkant (Graf 6B), které bylo doprovdzeno zvysenim jeji biliarni sekrece (Graf
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6C). Vsechny uvedené vysledky poukazuji na dileZitou roli Zeleza v regulaci syntézy ZK u
potkanti.

Graf 6: Koncentrace individualnich ZK v (A) plazmé, (B) Zlu¢i a jejich (C) sekrece do Zluce.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; Chow diet, kontrolni skupina; ID, skupina s depleci zeleza; to/fMCA, kys. tauro-
o/B-muricholova kys.; TDCA, kys. taurodeoxycholova; TCA, kys. taurocholovd; TCDCA, Kkys.
taurochenodeoxycholova; TUDCA, kys. tauroursodeoxycholva; HDCA, kys. hyodeoxycholova; BMCA, kys. B-
muricholova; DCA, kys. deoxycholova; CA, kys. cholova; GUDCA, kys. glykoursodeoxycholova; GDCA, kys.
glykodeoxycholova;

6.9 ID indukuje mRNA CYP7AL1 v lidskych HepaRG i HepG2 buiikach

Vysledky ziskané na zvifecim modelu byly verifikovany na lidskych bunécnych
modelech. Proto byly provedeny in vitro studie s diferencovanou HepaRG bunécnou linii,
kterd je Siroce akceptovanym bunéénym modelem lidskych diferencovanych hepatocytt. 1D
byla v HepaRG bunkach stimulovana koncentraci 1 uM Fe, a koncentrace 10 uM Fe v mediu
méla napodobit fyziologickou plazmatickou koncentraci zeleza. Nizké koncentrace zeleza
v mediu vedly k indukci mRNA a proteinové exprese CYP7A1 v porovnani s buitkami, které
byly kultivovany s 10 pM koncentraci Fe v mediu (Graf 7A). Z toho lze usoudit, ze deplece
zeleza reguluje expresi CYP7A1 podobnym zpiisobem v potkanich i lidskych jatrech. Na
rozdil od CYP7A1 nebyl efekt riznych koncentraci Zeleza na zmény v expresi ABCGS zjistén
(Graf 7A). V naslednych experimentech provadénych na bunkach HepG2 byly pouzity
chelatory Zeleza k prozkoumani vlivu deplece Zeleza na transaktivaci geni CYP7A1 v
experimentech reportérovych genti. Opét byla detekovana stimulace CYP7A1 (Graf 7B)
promotoru po 24 a 48 hod inkubaci s deferoxaminem a deferasiroxem v koncentraci 10 uM.
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Graf 7: Genova exprese CYP7A1 na lidskych bunéénych liniich.
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD ze tfi experiment; signifikantni rozdil oproti kontrole *p < 0.05,
**p< 0.01, ***p< 0.001; DMSO, dimethylsulfoxid; Fe, Zelezo; CDCA, chenodeoxycholva kyselina; CYP7AL,
Cholesterol 7a-hydroxylasa;

6. VysledKy &ast 2. - Homeostiaza ZK béhem nadbytku Zeleza (10)

6.10 Jaterni homeostaza Zeleza béhem 10

Pretizeni Zelezem u 10 skupiny bylo potvrzeno zvySenim plazmatické koncentrace
zeleza a ferritinu (Graf 8A) a signifikantné zvySenou mRNA jaterni expresi gentl, které jsou
klicové v metabolizmu Zeleza, tj. hepcidinu (Hamp), ferritinu (Ft/), ferroportinu (Slc40al) a
represi transferrinového receptoru 1 (77fcl) (Graf 8B). Soucasné doslo k vyznamnému snizeni
exprese ,,iron-response element-binding protein 2“ (IRP2) (Graf 8C), jako indikéatoru piebytku
zeleza v jatrech (Anderson et al., 2012).

Graf 8: Biochemické a molekuldrni indikatory pretiZeni organizmu Zelezem.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1
ml/kg) ob den; IO, skupina pfetizena Zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den.
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6.11 Biochemické vysetieni plazmy

Akumulace Zeleza v jaterni tkani miize indukovat oxidacni poskozeni jater (Philippe et
al., 2007). Pro zjiSténi jaterniho poSkozeni v pouzitém IO modelu byla analyzovana plazma a
korespondujici jaterni biomarkery. Skodlivy efekt 10 na jaterni funkci byl potvrzen mirnym,
ale signifikantnim narGstem aktivity aspartataminotransferasy (AST) a zvySenou
plazmatickou koncentraci cholesterolu a bilirubinu v plazmé.

6.12 Oxidacni stres v jatrech
Indukce oxidac¢niho stresu v jatrech IO potkant byla potvrzena nariistem koncentrace
oxidované formy glutathionu (GSSG) (Graf 9B) a poklesem poméru GSH/GSSG (Graf 9C).

Graf 9: Koncentrace ruznych forem glutathionu v jatrech a jejich pomér.

A)  Jaterni GSH B.)  Jaterni GSSG C.) Jaterni GSH/GSSG
80+ 81 20+
*
< 60+ [ £ 61 T 154
° ° N *
o o O
o 404 o 44 £ 10 L
£ £ g
3 3
£ 20- E 2 5
0- 0- 0-

Saline 10 Saline 10 Saline 10

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1 ml/kg) ob den; IO, skupina
pfetizena zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den. GSH, redukovany glutathion;
GSSH, oxidovany glutathion.

6.13 ZvySena exprese zanétlivych indikatora

Zmény v koncentraci glutathionu byly doprovéazeny nariistem exprese proteintl, které
jsou aktivovany oxida¢nim stresem. Jednd se o hemoxygenasu 1 (Hmox1) a fosforylovanou
p65 podjednotku NF-kB (Graf 10A). Kumulace Zeleza v jatrech vedla k aktivaci exprese
Tgfp1, doprovazené nartistem exprese jim regulovaného Acta2 (kéduje a-SMA protein) (Graf
10B), tj. chronické profibrotické cesty (Mehta et al., 2018).

Graf 10: Genova exprese zanétlivych indikatoru.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0,05, ***p< 0.001; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1 ml/kg) ob
den; 10, skupina ptetizena Zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den.
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6.14 Tok Zluée a koncentrace ZK ve Zluéi u IO potkani
Ptetizeni Zelezem zptisobilo u potkanti signifikantni zpomaleni toku Zlu€e (Graf 11A)
a snizeni biliarni sekrece ZK (Graf 11B).

Graf 11: Tok Zlude a biliarni sekrece individudlnich ZK.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prameér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, ***p< 0.001; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1 ml/kg) obden;
10, skupina pretizena Zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) obden; BE, biliarni sekrece;
ZK, 7luGové kyseliny; CA, kys. cholovd; TDCA, kys. taurodeoxycholova; TCDCA, kys.
taurochenodeoxycholova; GCA, kys. glykocholova; TCA, kys. taurocholova; TMCA, kys. tauromuricholova.

6.15 Biliarni sekrece hlavnich sloZek Zluce

Bilidrni sekrece glutathionu, cholesterolu a fosfolipidi se mezi kontrolnimi a 10
potkany signifikantné neli§ila. RovnéZ nezménény zistaly systémové koncentrace ZK
v plazmé a koncentrace cholesterolu v jatrech (Graf 12A-B). Tyto udaje podporuji zavér, ze
snizeni produkce zluéi u IO potkanti odrazi snizenou bilidrni sekreci ZK.

Graf 12: Biliarni sekrece osmotickych sloZek Zluce.
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér = SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1
ml/kg) ob den; 10, skupina pfetizend Zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den; BE,
biliarni sekrece; GCA, kys. glykocholova; TCA, kys. taurocholova; ta/BMCA, kys. tauro-o/B-muricholova;
HDCA, kys. hyodeoxycholova; CDCA, kys. chenodeoxycholva; DCA, kys. deoxycholova; CA, kys. cholova;
aMCA, kys. a-muricholova; BMCA, kys. B-muricholova;
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6.16 Piisobeni IO na jaterni expresi molekul odpovédnych za obrat ZK a cholesterolu
Western blot analyzy byla zjisténa downregulace Cyp7al (Graf 13A), upregulace
Hmgcr (Graf 13A), Mdrl (Graf 13B), hlavniho apikdIniho efluxniho transportéru pro léciva, a
Mrp3/Mrp4 (Graf 13B). Nicméné IO také snizil proteinovou expresi Cyp8bl (Graf 13A) a
Ntcp, esencialniho proteinu pro vychytavani ZK z portalni krve do hepatocytt (Graf 13B).
ZvySena exprese Abcg8, apikalniho efluxniho transportéru pro cholesterol z jater do zluce,
nebyla nasledovana odpovidajici zménou v Abcg5, coz mlize znamenat, ze funkce tohoto
heterodimeru nebyla zvysena, jak naznacuje také nezménéna bilidrni sekrece cholesterolu.

Graf 13: Exprese transportérii a enzymu ZK.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prameér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1
ml/kg) ob den; IO, skupina pfetizena zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den.

6.17 Western blot a PCR analyza Mrp2 a Bsep

Genova exprese obou proteintl nebyla u IO zménéna (Graf 16A), zatimco Western blot
analyza potvrdila downregulaci jak Bsep, tak Mrp2 na rovni proteinu (Graf 16B). Pfedchozi
studie popisuji, Ze Bsep a Mrp2 mohou byt regulovany posttranskripéné, a to zvySenym
pfesunem z kanalikularni membrany do intraceluldrniho subapikalniho prostoru s naslednou
degradaci.
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Graf 16: Exprese hlavnich apikalnich transportéri na iurovni mRNA a proteinu
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prameér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1 ml/kg) ob den; IO, skupina
pretizena zelezem, aplikovana i.p. 8 ddvkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den.

6.18 10 méni stievni obrat ZK

Pro posouzeni obratu ZK byla proto analyzovana ztrata ZK do stolice. Obsah ZK ve
stolici byl mezi jednotlivymi zvifaty ve skupiné vysoce variabilni, proto tendence ke snizeni
vyluovani ZK u 10 potkanti nedoséhla statistické vyznamnosti (Graf 17A). To naznaduje, Ze
snizend biliarni sekrece ZK mohla byt kompenzovana jejich sniZenou reabsorpci v ileu.
Western blot analyza nepotvrdila signifikantni zmény exprese proteini Asbt a Osta/p, tj.
hlavnich transportérii pro reabsorpci ZK na apikélnich a bazolateralnich membranach
enterocyttl ilea (Graf 17B), a proto jsme se soustiedili na analyzu individualnich ZK ve
vzorcich stolice. LC-MS analyza individudlnich ZK ukazala, Ze jejich exkrece do stolice byla
snizena u IO s vyjimkou kyseliny hyodeoxycholové (HDCA) (Graf 17A). HDCA nebyla
vilbec piitomnd u kontrolni skupiny potkand. To naznauje, Ze metabolicka konverze ZK
stievni mikroflérou miize vyrazné modifikovat snizenou biliarni sekreci ZK u 10 potkantl.

Graf 17: Biliarni sekrece individualnich ZK a ilealni transportéry ZK.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér + SD, (n = 6 pro kazdou skupinu); Signifikantni rozdil oproti kontrole *p <
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; Saline, kontrolni skupina, aplikovana i.p. 8 davkami fyziologického roztoku (1
ml/kg) ob den; 10, skupina pfetizena Zelezem, aplikovana i.p. 8 davkami gleptoferronu (100 mg/kg) ob den.
LCA, kys. litocholova; DCA, kys. deoxycholovd; HDCA, kys. hyodeoxycholova; UDCA, Kkys.
ursodeoxycholové; BMCA, kys. f-muricholova.
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7. Diskuse

Vysledky vtéto praci tedy prezentuji dulezité informace o mechanizmech
zodpovédnych za sniZeni sérovych koncentraci cholesterolu a ZK pii depleci Zeleza
V organizmu.

Pokud jde o mozny vliv ID na sekreci zlu¢i a homeostdzu zlu€ovych komponent,
vétSina dosud zndmych informaci se soustiedila na homeostazu cholesterolu. Opakované bylo
pozorovano, ze ID mé schopnost snizovat sérovou koncentraci cholesterolu u lidi i u potkant
(Stangl and Kirchgessner, 1998; Choi et al., 2001), nicméné odpovédné mechanizmy nebyly
pln¢ objasnény. Snizena sérova hladina cholesterolu u ID potkanid v nasi praci koresponduje
s dostupnymi literarnimi udaji, coz bylo zdkladni podminkou pro dal§i hodnoceni (Tabulka
2.). Detailni molekularni studii se ndm podafilo identifikovat dva hlavni mechanizmy
zodpovédné za pokles cholesterolemie. Prvnim je originalni zjisténi, ze ID zvySuje bilidrni
sekreci cholesterolu (Graf 2A) prostiednictvim indukce kanalikularniho Abcg5/8 transportéru
(Graf 4A). To odpovidd neddvnému pozorovani, Ze nizkd hladina Zeleza v séru je
predispozi¢nim faktorem pro supersaturaci zluci cholesterolem, coz vede ke zvySeni tvorby
cholesterolovych zlu¢nikovych kamenti u lidi s depleci zeleza (Pamuk et al., 2009; Prasad et
al., 2015). Ackoliv néslednd analyza u ID potkan prokazala pouze tendenci ke zvySeni
indexu saturace cholesterolu ve zluc¢i (Graf 2C), ziskané informace o zvySeni sekrece
cholesterolu do zluc¢i béhem ID piedstavuji prvni prikaz mozného mechanizmu. Navic toto
zjiSténi nabyvd na vyznamu v klinické praxi, protoZze na rozdil od potkant, ktefi nemaji
zluénik, u lidi mize koncentrovani zluce ve zlu¢niku vést k dalSimu zvySeni koncentrace
cholesterolu ve zlu¢i a k naslednému vyskytu ZluCovych kamenti (Van Erpecum, 2011).
Dal$im mezidruhovym rozdilem akcentujicim vyznam zjisténi pro lidi je niz8§i obsah
hydrofilnich ZK jakou je kyselina ursodeoxycholova, ktera redukuje krystalizaci cholesterolu
za patofyziologickych podminek (Wang and Carey, 1996).

Zvysena syntéza ZK z cholesterolu je druhym hlavnim mechanizmem, ktery vede
k poklesu plazmatické koncentrace cholesterolu u ID, jak bylo naznaceno v praci Kamei et al.
(2010), ve které detekovali upregulaci Cyp7al. Avsak absence analyzy ZK a jejich spekter
v této studii nechala otdzku mechanizmu regulace otevienou. Proto jsme se soustiedili na
detekci enzymi, které jsou odpovédné za metabolizmus ZK v jatrech v kombinaci s LC-MS
analyzou koncentraci individualnich ZK. Dulezitym bylo zjisténi, ze ID indukuje nejen
Cyp7al, ale i dalsi klicové enzymy syntézy ZK, Cyp8bl a Cyp27al. Jejich upregulace byla
doprovazena zvysenou biliarni sekreci ZK, piedeviim tauro-a/BMCA, za kterou odpovida
indukce Cyp27al, zatimco zvySeny pomer bilidrni sekrece CA/CDCA korespondoval s
indukci Cyp8bl. V jatrech potkanti s depleci Zeleza tedy dochédzi ke komplexni indukci
syntézy ZK.

Predesl¢ studie prokdzaly redukci jaterniho obsahu cholesterolu u potkant s ID
(Kamei et al., 2010). Tento literarni udaj koreluje se zvySenou bilidrni sekreci cholesterolu a
jeho zvysenou proménou na ZK, a také se snizenym vychytavanim cholesterolu do jater pres
redukované Ldl a Sr-bl receptory (Graf 4A). Nicméné jaterni obsah cholesterolu byl u naSich
zvitat s ID nezménén, co je patrné zplisobeno nezménénou expresi Hmg-CoA reduktazy a
snizenim exprese efluxniho transportéru Abcal pro ptfenos cholesterolu z hepatocyti do
plazmy (Graf 4A). To znamend, Ze redukovana sekrece cholesterolu z hepatocyti na
basolateralni membrané kompenzuje zvySenou biliarni eliminaci cholesterolu na tikor snizeni
plazmatické koncentrace cholesterolu u ID potkant.

Zvyseni bilidrni sekrece ZK je mozné dosahnout jejich zvysenou syntézou, ale rovnéz
zvySenym transportem do zluce prostiednictvi Bsep. Za ucelem rozliSeni obou mechanizmi
jsme provedli dodate¢nou in vivo clearence studii s infuzi radioaktivng znateného >H-
taurocholatu. Za téchto podminek byl vynechan podil de novo syntézy ZK. I u téchto zviiat
doslo k nériistu toku Zluge, coz potvrdilo cholereticky G¢inek ID. Nicméné koncentrace *H-
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taurocholatu v plazmé 1 rychlost jeho bilidrni sekrece nebyla u ID potkanii zménéna, co
poukazuje na absenci podilu Bsep na pozorovanych zménach v homeostaze ZK. Zvysena
exprese Ntcp a Oatp transportérii zodpovédnych za vychytani ZK z plazmy na bazolateralni
membrang, nebyla spojena se zvySenym biliarni sekreci *H-taurocholatu, coZ lze vysvétlit
oboustrannym transportem *H-taurocholatu pfes bazolaterdlni membranu. Tyto tdaje dale
podporuji skute¢nost, Ze zvySeni syntéza a nasledné jaterni dispozice ZK, je hlavni
determinantou, kterd je zodpovédna za stimulaci toku Zlu¢e béhem ID. Naopak pozorovana
redukce stfevniho Osto/f transportéru miize prispét k jejich snizené plazmatické koncentraci
béhem ID v diisledku snizeni reabsorpce ZK v ileu (Graf 5A). Tyto mechanizmy mohou
rovnéz prispivat ke zmirnéni cholestatického poskozeni jater prostfednictvim redukce
dispozice Zeleza, jak bylo uvedeno v piedchozich studiich (Peretz et al., 2006; Otogawa et al.,
2008; Cermanova et al., 2014).

Zvyseny tok zluc¢e mize byt rovnéz disledkem upregulace Mrp2 transportéru, ktery je
klicovy pro transport anionickych sloucenin pies kanalikuldrni membranu do Zluce, a to
véetn¢ osmoticky aktivniho glutathionu (Ruiz et al, 2007). Deplece zeleza v
nasi experimentalni skupiné zvifat nevedla ke zméndm exprese Mrp2 (Graf 4C ), pfesto vSak
doslo ke zvySeni biliarni sekrece glutathionu. Vysvétleni tohoto jevu lze nalézt ve zvySeni
jaterniho obsahu redukované formy glutathionu (GSH). Tato akumulace patrné souvisi s jeho
obrannou funkei proti oxidativnimu poskozeni jater prostfednictvim inaktivace reaktivnich
forem kysliku (ROS). Pomér GSH/GSSG je proto obecné pouZzivan jako indikéator oxida¢niho
stresu v tkanich (Chen et al, 2013). Akumulace zeleza v tkanich je zndmym faktorem
generovani volnych radikdli Fentonovou reakci (Fleming and Ponka, 2012). Lze proto
predpokladat, Ze snizeni jaterniho obsahu Zeleza pomoci ID potravy vedlo u zvifat ke snizené
oxidaci GSH v disledku snizené tvorby volnych radikal, nésledované zvySenou dispozici a
zvySenou bilidrni sekreci glutathionu.

Prozanétlivé cytokiny jako IL-1, IL-6 a TNF-a mohou inhibovat tvorbu Zlu¢i snizenim
exprese bazolateralnich i kanalikularnich transportnich proteint, coz je podkladem pro vznik
cholestazy béhem zanétlivych onemocnéni (Boyer 2013). Deplece Zeleza mtize vést ke
snizeni exprese zminénych cytokinii béhem zanétu (Darshan et al., 2010). Proto jsme provedli
analyzu mRNA hlavnich cytokind, které jsou indukovany béhem akutniho nebo chronického
zanétu v jatrech (Graf 5B). U zvifat s ID nedoSlo ke zméné genové exprese zanétlivych
markerQ, coz naznacuje, Ze tyto cytokiny nejsou zodpovédné za zmény v jatrech pozorované u
ID potkant.

Indukce genové exprese Abcgd/8, Abcb4, Abcc3, NrOb2 (Shp), Cyp7al, Cyp8bl a
Srebf1 v experimentalni ID skupiné naznacuje aktivaci nukledrnich receptorti jako FXR a
LXRa, které piedstavuji hlavni regulacni receptory pro zminéné geny (Halilbasic et al., 2013).
Proto byly analyzovany geny, které predstavuji typické cilové struktury pro jednotlivé
nuklearni receptory. Genova exprese Bsep a Shp, kterd je regulovand predevs§im FXR, vSak
vykazovala nejednotnou odpovéd; prvni byl nezménén a druhy vyrazné up-regulovan.
Podobna reakce byla detekovana v ileu, kde Osta/f geny regulované FXR byly reprimované
(Graf 4A). Proto mizeme ocekavat, Ze aktivace FXR receptoru nehraje dilezitou roli
ve sledovanych zménach u ID potkanti, coz potvrdila i naslednd in vitro studie. NrOb2 (Shp)
gen mize byt také indukovan stimulaci LXRa (Kim et al., 2009). Rovnéz zvySeni exprese
dalsich geni regulovanych LXRa jakymi jsou Cyp7al, Abcg5/8 a Srebf1, siln€é naznacuje, ze
ID podporuje v jatrech potkand signalizaci pies LXRa receptor. Tuto hypotézu potvrzuje
nalez zvySené proteinové exprese LXRa receptoru. Nezménénd mRNA LXRa svéd¢i pro
posttranskripni modulaci jeho exprese u ID skupiny.

ProtoZe v literatuie byly jist¢ pochybnosti o schopnosti LXRa transaktivovat lidsky
CYP7A1 (Li and Chiang, 2012), provedli jsme mechanistické experimenty v diferencovanych
lidskych HepaRG buiikach a v buiikach HepG2 exprimujicich exogenni LXRa spole¢né
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s transfekei luciferasou znaceného CYP7A1 promotoru, kde GW3965 byl pouzit jako
synteticky ligand LXRa. V této in vitro studii jsme potvrdili, ze ID indukuje mRNA expresi
CYP7ALI, coz svéd¢i pro podobny tcinek nedostatku Zeleza v lidskych hepatocytech, jaky
jsme pozorovali v potkanich jatrech a otevird klinickou relevanci nasich poznatkd. Nicméné
koexprese CYP7A1l promotoru s LXRa, FXR nebo PXR prokdzala na bunkach HepG2
supresivni ucinek na CYP7A1l promotorovy konstrukt a GW3965 nemél Zadny ucinek na
aktivaci promotoru CYP7A1 v nepiitomnosti nebo piitomnosti LXRa. Podobné ligandy FXR
a PXR, CDCA a rifampicin, mély supresivni ucinek na transaktivaci promotoru CYP7A1, coz
je v souladu s jejich roli vregulaci CYP7A1(Li and Chiang, 2015). Na zaklad¢ téchto
pozorovani muzeme tvrdit, Ze deplece Zeleza indukuje lidskych bunikach expresi CYP7ALl
nezavisle na LXRa, FXR a PXR. NasSe data rovn¢z vylou¢ily moznosti regulace CYP7ALI
ptes pERK a pJNK kinazy, coz je v souladu s absenci zmén protizanétlivych cytokind.

Po vylou¢eni téchto zakladnich cest regulace syntézy ZK zistala velkou vyzvou
identifikace mechanizmu, jakym dochazi k indukci Cyp7al/CYP7A1 béhem nedostatku
zeleza. Odpoveéd pfinesla studie (Liang et al., 2017) publikovand paraleln¢ s tou nasi, kde se
podaftilo ovéfit hypotézu, Ze modulace mRNA Cyp7al Zelezem je provadéna piimo pies IRP1
a IRP2 proteiny, které se podileji na regulaci koncentrace Zeleza v bunikach. Obecné plati, ze
pokud vznikne v bunkach deficit Zeleza, IRP se vazou na iron-responsive elements (IREs) v
netranslatovanych oblastech (UTR) mRNA pro divalentni transportér 1 (DMTI) a
transferrinovy receptor 1 a zvySuji jejich expresi stabilizaci mRNA, zatimco vazba IRP na
UTR feritinu a ferroportinu 1 blokuje translaci jeho mRNA. Pokud je Zelezo v piebytku,
ziskava IRP1 cluster 4Fe-4S a vytvofi inaktivni akonitasu, zatimco IRP2 podl¢hd degradaci,
takze jejich vazba na UTRs obecné klesd (Anderson et al., 2012; Liang et al., 2017). Liang et
al. (2017) prokazali, ze Cyp7al ma ve svém 3'-UTR non-kanonickou strukturu IRE, ktera
miize uc¢inné vazat jak IRP1, tak i IRP2 a zvysit transkripci tohoto enzymu. ZvySeny obsah
zeleza v jatrech snizuje IRP1 a IRP2 a nasledné snizuje expresi Cyp7al, zatimco
desferrioxamin, chelator zeleza, méd induk¢ni u€inek. PoSkozeni struktury IRE v UTR genu
Cyp7al rusi modulacni Gc¢inek Zeleza. Zmény exprese IRP proteinii detekované v naSich
studiich v jatrech potkanii s deficitem zeleza (indukce IRP), jakoz i s jeho ptebytkem (redukce
IRP), koresponduji s témito zavéry a potvrzuji vyznamnou roli IRP v regulaci Cyp7al u
potkanti s ID a IO.

Pro zjidténi komplexniho vlivu Zeleza na homeostizu ZK byla nami nasledné
provedena studie, ve které byl indukovan jeho piebytek s vyznamnou jaterni kumulaci.
Podobné jako v ptipad¢ nedostatku Zeleza, i zde byly znamy pfedev§im uc€inky nadbytku
zeleza na prekurzor ZK, cholesterol. Tyto studie demonstrovaly vyznamné rozdily mezi
podminujici patologickou situaci. Zatimco lidé a mysSi (Padda et al, 2015) s geneticky
podminénym IO, jakymi jsou talasemie nebo dédi¢nd hemochromat6za, maji vétSinou snizené
plazmatické koncentrace cholesterolu, modely hlodavcti zalozené na aplikaci zeleza obvykle
zvySuji plazmatické (Brunet et al, 1999) a piipadn€¢ i jaterni koncentrace cholesterolu
(Graham et al., 2010). Podobn¢ je opakované popisovdna vyznamnd kumulace Zeleza
vjatrech asi u jedné tfetiny nemocnych s metabolickym syndromem provazenym
nealkoholovym ztukovaténim jater (NAFLD), u kterych lze rovnéz najit vyznamné zvySeny
cholesterol v plazmé (Dongiovanni et al., 2011). Tato klinick4 situace je oznaovana jako
dysmetabolicky syndrom s nadbytkem Zeleza (Dysmetabolic Iron Overload Syndrome) a
zviteci modely zaloZzené na nadmérné aplikaci zeleza 1épe koresponduji s timto stavem.
Tomuto poznatku odpovidd 1 nadmi detekované uklddani Zeleza v hepatocytech i1
neparenchymatdznich buiikach (napi. Kupfferovy bunky) typické pro NAFLD (Valenti et al.,
2010), zatimco geneticky podminéné nemoci vedou k akumulaci Zeleza ptedevS§im v
hepatocytech.
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Vyzkum molekularnich mechanizmti zatim neposkytl konzistentni vysledky, které by
vysvétlovaly hypercholesterolemii béhem I10. Brunet a kol prokéazali u potkant s IO
navozenym dietou sniZzenou jaterni aktivitu jak Hmgcr, tak i Cyp7al, coz bylo doprovazeno
zvySenou plazmatickou hladinou cholesterolu, jeho nezménénou koncentraci v jatrech a
snizenym bilidrnim vylu¢ovanim ZK a cholesterolu. SniZena exprese genu Cyp7al spoleéné
se zvySenou koncentraci cholesterolu v plazmé byla také detekovana u mysi s hereditarni
hemochromatézou navozenou deficitem hefestinu (Hfe”") u kmene DBA/2, ale ne u mysi Hfe
- kmene C57BL/6 (Coppin et al., 2007). V jiné studii vykazovaly mysi krmené dietou
obohacenou o Zelezo pozitivni korelaci mezi obsahem Zeleza v jatrech a mRNA expresi
Hmgcr, ale nebyl pozorovan zadny vztah mezi expresi Cyp7al a koncentraci cholesterolu v
plazmé (Graham et al., 2010). Vysledky nasi studie pfinaseji v tomto kontextu dulezité a nové
informace, ze 10 mize dokonce vést ke Skodlivé kombinaci poklesu Cyp7al a indukce
Hmgcr (Grf 20B). Je pravdépodobné, ze nesrovnalosti v dostupnych informacich o zménach
Hmgcr a Cyp7al béhem IO jsou spojeny se zdkladni patologii a prameni z odlisného stupné a
lokalizace kumulace zeleza v jatrech.

Jaterni Hmgcr je regulovédna transkripénim faktorem SREBP-2 jako odpovéd na
snizeny obsah cholesterolu ve tkdni (Horton et al, 2002). Nezménéné koncentrace
cholesterolu v jatrech u naSich IO potkanli naznacuji vliv dalSiho faktoru aktivujictho SREBP-
2. V posledni dobé bylo popsano, ze SREBP-2 mize byt indukovan ROS (Seo and Shin,
2017). Zvysena produkce ROS je typickym privodnim jevem kumulace zeleza v jatrech
(Philippe et al., 2007). SniZzeny jaterni pomér GSH/GSSG (Graf 9C) a indukce exprese HmoxI
a fosforylace p65 NF-kB (Graf 10A) potvrdily vznik oxida¢niho stresu u naSich potkanti s
I10. Proto Ize ptedpokladat, ze indukce jaterni drahy ROS-SREBP-2 je zodpovédna za indukci
Hmgcr u potkant s 10. Absence kumulace cholesterolu v jatrech spolu s jeho nezménénym
vylucovanim zluci naznacuji, ze zvySené koncentrace cholesterolu v plazmé jsou podminény
jeho zvySenym vystupem z jater do krevniho feCist€¢ v reakci na zvySenou syntézu
indukovanou Hmgcr a na zpomalenou syntézu ZK diky snizenému Cyp7al. Indukce Hmgcr
také naznacCuje potencidlni terapeutickou strategii 1écby statiny, 1éky blokujicimi Hmgcr, které
skute¢n¢ projevily ptiznivé ucinky u NASH, tj. syndromu spojeného se zvySenym ukladanim
zeleza v jatrech (Dongiovanni et al., 2015).

Transportni proteiny, které zprostiedkovavaji vychytani ZK do hepatocytl a jejich
biliarni sekreci, nebyly dosud béhem IO studovany navzdory diikazu redukce biliarni sekrece
7K (Brunet et al., 1999). V nasi studii se podafilo prokazat posttranskripéni downregulaci
hlavnich z nich, Ntcp, Bsep a Mrp2, kterd svym charakterem pfipomind zvySenou degradaci
téchto proteini pozorovanou béhem zanétu (Zinchuk et al., 2005; Geier et al., 2007). Udaje z
imunohistochemie skute¢né potvrdily signifikantné sniZzenou kanalikularni lokalizaci Bsep a
Mrp2 v jatrech potkani s IO ve srovndni s kontrolnimi potkany. Tento zplsob regulace
odpovida aktivaci Tgf-p kaskady a pfedevSim probihajicimu oxida¢nimu stresu u potkanil s
10. To potvrzuje i upregulace Mdrl, ktera je indukovana v jatrech vazbou fosforylovaného
NF-kB na promotor Mdrl (Nishanth et al., 2010). Spole¢né se snizenou syntézou ZK mohou
tyto zmény piispivat ke snizeni biliarni sekrece ZK (Graf 11B) u potkantl s 10 a mohou
modifikovat bilidrni sekreci mnoha sloucenin vcetné 1ékli. Kromé toho snizené vychytavani
7K prostiednictvim redukce Ntcp a jejich zvySeny eflux z hepatocytli do krve pres
indukovany Mrp4, miize pfispét k nezménénym plazmatickym koncentracim ZK a zabranit
intraceluldrni akumulaci ZK v disledku jejich zhor§ené biliarni sekrece. Sou¢asné nase data
vysvétluji pozorované zvySeni plazmatickych koncentraci bilirubinu v disledku
downregulace apikalniho Mrp2 (biliarni sekrece), upregulace bazolateralniho Mrp3 (eflux
z hepatocytli do krve) a indukce Hmox-1 (katalyzuje rozklad hemu s naslednym uvolnénim
bilirubinu).
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Vliv IO na vylu¢ovani ZK do stolice nebyl dosud popsan. Proto jsme provedli analyzy
ZK ve sbirané stolici. Dilezitym bylo zji§téni, Ze u potkani s IO zistalo vylutovani ZK
stolici neovlivnéno (Graf 17A) navzdory jejich snizené dodavce do stfeva prostfednictvim
7luée, coz svédéi pro snizené zpétné vychytavani ZK ze stieva. Hlavni transportéry pro zpétné
vychytavani ZK ze stfeva, Abst a Ost, viak nebyly IO vyznamné ovlivnény. Naproti tomu
analyza spektra ZK ve stolici IO potkanii poukézala na vyraznou individualng variabilni
intestindlni konverzi ZK na HDCA. Pfedchozi studie prokazala neti¢innou absorpci HDCA ze
stieva u potkanti kmene Wistar, coz vedlo k zavéru, e fekalni ztraty ZK prostiednictvim
jejich konverze na HDCA mohou byt dalezitym mechanizmem pro regulaci dispozice
cholesterolu v organizmu (Madsen et al., 1975). Lze pfedpokladat, Ze variabilni proména ZK
na HDCA je zprostfedkovand zménou spektra intestinalnich bakterii u 10 potkant (Eyssen et
al., 1999), nicméné tato hypotéza musi byt dale studovana. Analyza ZK ve stolici pfinesla i
daldi vyznamné zjisténi, a to Ze zménu v expresi jaternich syntetickych drah ZK lépe
reflektuje jejich obsah ve stolici, nezli ve zluc¢i. Tykalo se to predevsim redukce Cyp8bl,
hlavniho enzymu neutrdlni cesty; zatimco biliarni sekrece ukazovala neselektivni sniZeni
syntézy ZK navzdory nezménénému klicovému enzymu kyselé drahy tj. Cyp27al, obsah ZK
ve stolici ukdzal zejména pokles DCA, hlavniho reprezentanta této neutrdlni drdhy u IO
potkani. To potvrzovala i zvySena tvorba HDCA, metabolitu kyseliny muricholové,
typického produktu kyselé drahy syntézy ZK.

8. Zavér

Z vysledku této dizertacni prace vyplyva, Ze zvySeny i snizeny obsah Zeleza v jatrech
mé komplexni G¢inek na tvorbu Zlue a homeostazu ZK a cholesterolu. Zmény v t&chto
zakladnich funkcich jater jsou béhem nedostatku a nadbytku zeleza Casto protichiidné, coz je
v souladu s ocekdvanou zavislosti na aktudlnim obsahu Zeleza. Nicméné dil¢i zapojené
mechanizmy, prostfednictvim kterych k pozorovanym zménam dochézelo, se mezi ID a 10
zvitaty castecné liSi. Za pouziti relevantnich potkanich in vivo modeld jsme zjistili, ze
nedostatek Zeleza ma stimula¢ni G¢inek na sekreci Zzluée prostfednictvim aktivace na ZK
zavislého 1 nezdvislého mechanizmu. Naopak nadbytek Zeleza produkci Zluce snizoval
inhibici pouze ZK zprostiedkované cholerézy.

Molekularni analyza odpovédnych mechanizmti ukazala, ze klicovou roli
v pozorovanych zménach homeostizy ZK a cholesterolu u ID i 10 skupin ma modulace
Cyp7al, hlavniho enzymu v procesu syntézy ZK. Nedostatek Zeleza expresi Cyp7al zvysuje,
zatimco nadbytek Zeleza ji snizuje. To je provazeno odpovidajicimi zménami v plazmatickych
hladinach cholesterolu, ze kterého jsou ZK syntetizovany. Piinosny byl nasledné i screening
regula¢nich mechanizmtl, kde se podafilo prokazat, ze hlavni cesty regulace Cyp7al, tj. FXR
receptorova kaskdda a déje ménici fosforylaci INK a ERK kinas, se na pozorovanych
zménach nepodileji. Tato skutenost byla paralelné potvrzena jinou vyzkumnou skupinou,
ktera identifikovala jako nejpravdépodobnéjsi mechanizmus piimou modulaci pies IRP
proteiny, coz koresponduje i s ndlezy druhé nasi studie zamétené na vliv nadbytku zeleza. Zde
se nam podatilo potvrdit, Ze zmény v homeostédze ZK provazeji snizeni exprese IPR proteint.
Dodatecna analyza rovnéz ukéazala, Ze nedostatek Zeleza zvySuje piitomnost piedev§im IRP2
proteinu.

Dulezitym bylo rovnéz zjisténi zvySené bilidrni sekrece cholesterolu u zvifat
s nedostatkem Zeleza prostfednictvim indukce jeho transportnich proteintl, coz za této situace
dale vysvétlilo snizené plazmatické hladiny cholesterolu a poprvé piineslo mozné vysvétleni
zvySené tvorby zlucovych kament u lidi s depleci zeleza. U zvirat s nadbytkem zeleza byl
identifikovan mozny mechanizmus zvySené syntézy cholesterolu prostfednictvim oxidacnim
stresem aktivované Srebp2-Hmger kaskddy. Soucasné byla u zvitat s nadbytkem zeleza
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identifikovana indukce hlavniho enzymu a transportéru pro eliminaci 1é¢iv, coz mize mit
dopad pro farmakokinetiku fady IéCiv, ktera jsou jejich substraty.

Vysledky naSich studii pfispivaji k poznani patofyziologie klinicky casto se
vyskytujicich situaci, jakymi jsou nedostatek Zeleza vznikajici zejména b&éhem jeho
zvySenych ztrat nebo nadmérné potieby béhem téhotenstvi a nadmérna jaterni kumulace
provazejici ztukovaténi jater béhem obezity. Proto je vhodné déle studovat klinické disledky
zmén hladin Zeleza na patofyziologii téchto onemocnéni a dopady na aplikovanou terapii.
V feseni této problematiky proto vyzkumny tym pokracuje v kooperaci s odborniky z klinické
praxe, zejména v oblasti vyzkumu téhotenské cholestazy.
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