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Souhrn

Glutamatdehydrogenaza (GLDH) je enzym patfici do tfidy oxidoreduktaz.
Uplatnéni nachazi pfi metabolizmu dusiku, kde katalyzuje oxidacni deaminaci
glutamatu a také hraje dualezitou roli v udrzeni energetické homeostazy.
Glutamatdehydrogenaza je slozend ze Sesti stejnych podjednotek a vyskytuje se
ve form¢ 2 izoenzymi. Aktivita enzymu vyrazné stoupa v krvi pii nekrdze jaternich
bunék. Nejcastéjsi metodou stanoveni glutamatdehydrogenazy je spektrofotometrie, kdy
je detekovan pokles absorbance zpisobeny oxidaci NADH pti 340 nm. Tento pokles je
piimo Umérny aktivité glutamatdehydrogendzy ve vzorku. Cilem nasi prace bylo
optimalizovat metodu stanoveni aktivity glutamatdehydrogenazy a zjistit, za jakych
podminek je tento enzym stabilni. Nasim druhym cilem bylo potvrzeni dilezitosti
glutamatdehydrogenazy jako markeru toxického poskozeni jater.

Testovali jsme vliv riznych koncentraci NADH a a-ketoglutaratu jako substratii
na aktivitu GLDH. Ur¢ili jsme, ze pro stanoveni aktivity GLDH je optimalni
koncentrace 0,2 mM NADH a 13 mM a-ketoglutarat. Jako optimalni pufr jsme
vyhodnotili draselno-fosfatovy pufr (pH 7,5). Poté jsme stanovili optimalni podminky
skladovani. Standardy GLDH jsme uchovavali pii pokojové teploté 23 °C, v lednici pti
4 °C a také jsme enzym skladovali zmrazeny pii -20 °C a -80 °C. Z vysledka vyplyva,
ze dostatecné stabilni byl enzym skladovany pti -80 °C, avSak pro bé€zné pouziti je
vhodnéjsi pripravovat enzym vzdy Cerstvy. V ramci dalsi prace jsme sledovali zménu
aktivity GLDH ve vzorcich sér potkanii, ktefi byli vystaveni G¢inku acetaminofenu
a zaroven u nich byla také provedena parcialni hepatektomie jater. Naméiené vysledky
jsme porovnavali s aktivitami ostatnich enzymt pouzivanych pti diagnéze akutniho
poskozeni jater (ALT, AST, ALP). Porovnanim aktivit jsme zjistili, ze
K nejvyraznéjsimu vzestupu doslo u GLDH - v porovnani s kontrolnimi vzorky se
sérova aktivita GLDH zvysila 22x na rozdil od aktivit ALT, AST a ALP, kde nebyl
vzestup aktivit tak znatelny. Aktivita GLDH navic s ostatnimi enzymovymi markery
toxického poskozeni jater vykazovala velmi vysokou korelaci. Na zaklad¢ ziskanych
poznatkll jsme zavedli metodu stanoveni aktivity glutamatdehydrogendzy a vyhodnotili

jsme jeji pouziti jako vhodného markeru hepatotoxicity.

Klicova slova: glutamatdehydrogendza, markery jaterntho postiZzeni, jatra,

acetaminofen.



Summary

Glutamate dehydrogenase (GLDH) belongs to the oxidoreductase class of
enzymes. It catalyzes oxidative deamination of glutamate and also plays an important
role in maintenance of energy homeostasis. Glutamate dehydrogenase composes of six
identical subunits and occurs as two isoenzymes. The enzyme activity in blood rises
during necrosis of liver cells thus it has been used as a marker of hepatotoxicity.
The most frequent method for GLDH-assay is spectrophotometry which detects
decrease of absorbance caused by oxidation of NADH at 340 nm. The signal is directly
related to the activity of glutamate dehydrogenase in sample. The aim of our study was
to optimize the method for determination of glutamate dehydrogenase activity, and to
find out the optimal conditions for enzyme stability. Another aim was to confirm
the importance of GLDH as a marker of toxic liver damage.

We tested the effect of concentrations of NADH and 2-oxoglutarate as substrates
of GLDH. We found that 0.2 mM NADH and 13 mM 2-oxoglutarate are optimal
in the assay. We established the potassium phosphate buffer (pH 7.5) as suitable buffer.
Then, we determined optimal storage conditions. We kept GLDH standards at room
temperature (23 °C) and at 4 °C and we also stored the enzyme at -20 °C and -80 °C.
The results showed that the enzyme stored at -80 °C was adequately stable, but it is
better to prepare a fresh enzyme if possible. Furthermore, we monitored the changes
of GLDH activity in serum of rats exposed to toxic effect of acetaminophen and partial
hepatectomy. Measured results were compared with activities of other enzymes used to
determine acute liver damage - ALT, AST, ALP. We found out 22-fold increase of
GLDH activity in comparison with control samples; the increase of activities of ALT,
AST and ALP was not so apparent. Moreover, GLDH activity showed high correlation
with other enzymatic markers of toxic liver damage. Based on our findings, we
established a method for glutamate dehydrogenase activity assay and we evaluated its

application as a suitable marker of hepatotoxicity.

Key words: glutamate dehydrogenase, liver injury markers, liver, acetaminophen.
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Uvod

1. Uvod

Jatra hraji centralni tllohu v celé fad¢€ zivotné diilezitych funkci. Jejich poSkozeni
ovliviiuje téméf vSechny metabolické procesy v organizmu. Porucha jater (mechanicka,
pusobenim toxinl ¢i jind) je rozsahly problém, jenz muze koncit i smrti. Z tohoto
diivodu patii laboratorni testovani jaternich funkci k zakladnim vySetfovacim postuptim.
Toto vySetieni zahrnuje i biochemické stanoveni enzymovych markert toxického
poskozeni jaterni tkané. K nejvyznamnéjSim markertiim patii glutamatdehydrogenéza,
alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza, gama-glutamyltransferdza a dalsi.
Smyslem stanoveni enzymovych markerd je rychlejsi a snadnéjsi rozpoznani druhu
jaternitho onemocnéni, rozsahlosti postizeni a zdrovenl zabranéni dalSimu rozvoji ¢i
Siteni poskozeni pii vC€asné diagnodze. Vyrknuti diagnozy ale nemtize byt pouze
na zakladé hodnot enzymovych markert, vzdy musi byt v kontextu s dalSimi
vySetfenimi a klinickymi pfiznaky daného pacienta.

Ur€eni aktivity enzymu glutamatdehydrogendazy piindsi nékolik vyhod.
Glutamatdehydrogendza je enzym, jehoz aktivita v séru rychle stoupd po posSkozeni
jaterni tkané vlivem toxického pusobeni latek, které vede Kk nekroze bunék. Tento
enzym ma vysokou specifitu a senzitivitu. Nejvice je lokalizovan préavé
v mitochondriich hepatocytii. Pii téZkém poruseni parenchymu dochéazi k uvolnéni
enzymu do krevniho obéhu. Jeho nastup lze zachytit diive oproti dalSim enzymovym
markerm téhoz druhu. Navic stanoveni téchto enzymu je jednoduché, cenové prijatelné

a snadno interpretovatelné.
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2. Teoreticka ¢ast
2.1 Jatra

2.1.1 Jatra a jejich funkce

Jatra jsou nejvetsi a nejtézsi zlazou lidského téla. Maji velmi bohaté cévni
reCisté, kterym protékd v praméru 1,5 litru krve za minutu. Jatra hraji centralni ulohu
Vv celé tadé zivotné dulezitych pochodi. V jatrech dochazi k metabolizmu sacharidi,
lipidd a lipoproteintl, k syntéze glykogenu, plazmatickych a sérovych bilkovin. Jatra
secernuji zlu¢ a odstrafiuji metabolicky zménéné molekuly proteind. Vedle
metabolickych funkci se ucastni fetalni krvetvorby a mnoha dalSich rtizné dulezitych
déju. Jatra hraji zasadni roli i v homeostaze organizmu, dochazi v nich k detoxikaci
amonného iontu, bud’ prostiednictvim ureageneze, nebo v procesu glutaminogeneze.
Neméné dillezitd je detoxikacni a biodegradacni funkce jak latek endogennich, tak
i xenogennich, jako jsou napf. toxické latky, 1éky a jejich metabolity (Cihak, 2002;
Racek et al., 2006).

2.1.2 Anatomie jater

Jaternim parenchymem se oznacuje tkan, ktera je tvofena jaternimi buiikami.
Zakladni funk¢ni jednotkou jaterni tkané je jaterni lalicek. Tvofi ho jaterni bunky,
hepatocyty. Dvé k sobé piilozené fady jaternich bunék vytvareji jaterni tramce. Mezi
témito tramci jsou cévy. Jaterni trimce jsou spolu s cévami uspofadané v ttvaru, zvany
lalicek centralni zily, jenz tvoii zdkladni morfologickou jednotku jater. Centralni zila
probiha v ose lali¢ku a pfijima ze vSech stran krev jaternimi sinusoidy. Sinusoidy jsou
tenkosténné zilni Gtvary charakteru kapilar (obr. 1). Kolem téchto kapilar jsou
ve dvojitych fadach hepatocyty, které vytvareji jiz zminéné tramce. Prostor, ktery je
mezi endotelem sinusoid a hepatocyty, se nazyvd Disseho prostor. Pfi pratoku krve
jatry se uplatiiuji dvé hlavni slozky: slozka funkéni a slozka nutritivni. Do slozky
funkéni patfi vena portae, kterd piivadi do jater krev bohatou na latky vstiebané
Z potravy ve stfeve, jez jsou zpracovany pozdéji v jatrech. Slozku nutritivni tvofi arteria

hepatica propria, vedouci krev obohacenou kyslikem (Cihak, 2002).
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Obr. 1: Jaterni lobulus (Junqueira et Carneiro, 2009)

2.1.2.1 Jaterni buiiky - hepatocyty

Hepatocyty maji primér okolo 20 - 30 um a jejich povrch je pokryt mikroklky,
na které jsou vazany nékteré enzymy. Na styku dvou hepatocytll se nachdzi zluCovy
kanalek. Hepatocyty mohou byt velmi casto dvojjaderné, vyskytuji se ale i hepatocyty
s velkymi jadry a polyploidnim po¢tem chromozomu. Vzhledem k vysoké metabolické
aktivité téchto jaternich bunék obsahuji velké mnozstvi organel. Nalezneme V nich
mitochondrie, rozsahly Golgiho komplex, bohaté granularni i agranularni

endoplazmatické retikulum, ¢etné lysozomy a inkluze.

2.1.2.2 Hepatocyty a jejich toxické poSkozeni

Podle toho, kde jsou hepatocyty ulozeny v jaternim lalicku je slozeni, enzymové
vybaveni a funkce jaternich bunck znaéné odliSna. Hepatocyty, které jsou uloZeny
Vv blizkosti periportalni oblasti, jsou dobfe zasobeny kyslikem a obsahuji vysokou
aktivitu aminotransferaz: alaninaminotransferazy (ALT) a aspartataminotransferazy
(AST), laktatdehydrogenazy (LD), gama-glutamyltransferazy (GGT) a alkalické
fosfatazy (ALP). Naopak hepatocyty umisténé v centru lalti¢ku jsou zasobeny kyslikem
podstatné méng, obsahuji vysokou aktivitu glutamatdehydrogenazy (GLDH) a jsou
mnohem vice citlivé na toxické pusobeni latek (Racek et al., 2006).

Pti poSkozeni hepatocytii dochazi k vyplavovani jejich nitrobunééného obsahu,
zejména enzymil, ale 1 jinych neenzymovych slozek. Poté aktivita enzymu v séru rychle
roste. Poskozeni hepatocyti mize byt dvojiho typu - mirné a tézké. Mirné poSkozeni

se projevi zvySenou permeabilitou bunééné membrany a v Krvi nalezneme vyssi aktivitu
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cytoplazmatickych enzymiti - ALT, LD a AST. U tézkého poskozeni dochazi k nekroze
bunék a tim se do krve uvoliiuji i enzymy, které jsou lokalizované intramitochondrialn¢,
Vv séru stoupa aktivita AST, pomér AST/ALT je vyssi nez 1 a vyrazné stoupa aktivita

GLDH (Racek et al., 2006; Ozer et al., 2008).

2.1.2.3 Dalsi jaterni bunky

Mezi jaterni bunky patii krome hepatocyti i Kupfferovy buiky. Svou funkci
plni v imunitnich procesech a ve vychytavani cizorodych antigend. DalSim typem
jaternich buné€k jsou bunky perisinusoidalni (Itovy buiiky), bunky cévnich stén, vaziva
a zlu¢ovodu. PerisinusoidalIni jaterni buiiky maji dillezitou funkci v organizaci jaternich
tramcl pii regeneraci po toxickém poskozeni, produkuji ristovy faktor a ve svych

tukovych kapénkach obsahuji vitamin A.
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2.2 Toxiny

2.2.1 Hepatotoxické piisobeni latek

Jak jiz bylo feceno, jatra maji nespocetné funkci. Mezi né patfi metabolizmus
vétsiny endogennich a exogennich latek a to je i jedna z pfiCin jejich toxického
poskozeni. Jatra jsou pro zivot nepostradatelnd a jakékoliv jejich poskozeni mize vést
k problémutim, i ke smrti (Kucera et al., 2006). K toxickému poskozeni jater mize dojit
z poziti toxickych latek. Jaterni poSkozeni mohou zpusobovat chemické latky nebo
ptirodni toxiny, které se vyskytuji vSude okolo nés, ale také zneciSténé Zivotni prostiedi.
Poskozeni jater mohou zptisobovat i nezadouci u¢inky nékterych 1éka (tab. I). Toxické
poskozeni jater miizeme rozd¢lit na akutni a chronickou formu. Akutni posSkozeni mize
byt cytotoxické, cholestatické nebo smisené. Cytotoxické poSkozeni je charakterizovano
nekrozami, steatézou ¢i obojim. Mezi chronicka posSkozeni jater patifi chronické
hepatitidy, steatdzy, fosfolipidozy, nékolik forem cirhdzy, nadory jater a dalsi (Chang
et Schiano, 2007). Pro sledovani ucinki toxickych latek se pouzivaji nejrizngjsi
modelové systémy. Mezi nejCastéji pouzivané modely patii izolovand perfundovana
jatra, jaterni fezy, izolované jaterni bunky, subcelularni frakce (mikrozomalni frakce

hepatocytii a izolované mitochondrie), bunééné linie a dalsi (Kucera et al., 2006).

Tab. I: Pichled latek, které mohou zpisobit toxické poSkozeni jater

Skupiny toxini Priklad hepatotoxint
Légiva Acetaminofen, qutﬁkqsteroidy,
néktera antibiotika
Alkohol Ethanol
Toxiny sinic Microviridin, microcystin, nodularin
Mykotoxiny Aflato><|il:1£ecé)>éf(5)rci2Iorotin,
Jedy vyssich hub Amanitin, falloidin
Chemickeé litky TetrachIo(r)rrr:atrrllsp(;stglt(;acetamld,
Toxické prvky Kadmium, rtut’, méd’, olovo, fosfor
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2.2.2 Popis ucinku vybranych hepatotoxinii

2.2.2.1 Toxické ptisobeni acetaminofenu na jaterni tkan

Acetaminofen je pouzivany jako efektivni analgetikum a antipyretikum (Halmes
et al,, 1996). Jeho antipyretické uCinky jsou vysvétlovany inhibici cyklooxygendzy
V hypothalamu. Analgeticky uc¢inek spociva V nepifimém plsobeni na serotoninové
5-HT3-receptory v mise (Lincova et al., 2005). Acetaminofen se velice ¢asto pouziva
jako modelovy toxin pro studium hepatotoxicity (Jaeschke et Bajt, 2006). Patii mezi
xenobiotika, ktera jsou detoxikovdna pomoci glutathionu. Je toxicky pouze
pi1 ptedavkovani a u nemocnych s depleci glutathionu (Perlik, 2008). Po bé&znych
terapeutickych davkach je vyskyt nezadoucich u€inkt maly, n€kdy se objevi alergické
kozni reakce. Acetaminofen ma i dobrou gastrointestinalni snaSenlivost a neovlivituje
srazeni krve (Lincovd et al, 2005). Po pifedavkovani se stdva hepatotoxinem
zpusobujicim centrilobuldrni nekrézu (Halmes et al., 1996). Za toxickou davku je
povazovano mnozstvi okolo 10 g az 15 g acetaminofenu (Lincova et al., 2005; Ahmed,
2011).

Acetaminofen je primarn¢ konjugovan s glukuronidem (zhruba 40 %) a sulfatem
(20 - 40 %) na acetaminofen sulfat a acetaminofen glukuronid (obr. 2), které jiz nejsou
farmakologicky aktivni. Méné nez 5 % tohoto 1éku se vylou¢i v nezménéné podobé
(Bertram, 2006; Fry, 2011). Cast davky acetaminofenu (asi 15 %) je oxidovana
cytochromem P450 CYP2E1 na N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), ktery je
za normalnich okolnosti konjugovan s glutathionem, dale metabolizovan a vyloucen
(Ahmed, 2011; Fry, 2011). Toxické ucinky NAPQI se tedy nijak neprojevi. Pii podani
vy$$itho mnozstvi tohoto 1éku dochazi k saturaci glukuronidace a sulfatace, pii¢emz
vznikd velké mnozstvi N-acetyl-p-benzochinoniminu. Postupné dochazi k vycerpani
zasob glutathionu v jatrech, ke zvySovani oxida¢niho stresu v buiice a k poskozeni
bun¢k radikalovymi reakcemi (Jaeschke et al., 2002; Jaeschke et Bajt, 2006). Na toto

poskozeni jsou velmi citlivé pfedev§im hepatocyty a buiiky proximalnich tubuli ledvin.
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Obr. 2: Odbouravani acetaminofenu (upraveno dle Fry, 2011)

N-acetyl-p-benzochinonimin je velmi reaktivni slouc¢enina obsahujici neparovy
elektron a majici charakter volného radikdlu. NAPQI se kovalentné vaze na specifické
proteiny, dojde k proteinové nitraci, 0z porusi jejich normalni funkci a nastane tkanové
a organové poskozeni, predevsim jater a ledvin (Jaeschke et al., 2002; Jaeschke et Bajt,
2006; Ahmed, 2011). Dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku, poruseni
homeostazy Ca®*, lipoperoxidaci, zméng propustnosti mitochondridlni membrany
a inhibici mitochondrialniho dychani. Tyto procesy zacinaji jiz 1 hodinu

po predavkovani timto analgetikem (Halmes et al., 1996; Rousar et al., 2010).
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Oxidacni stres zpusobeny reaktivnimi formami kysliku a dusiku a také
vzristajici hladina Ca®* vyvolaji zménu v propustnosti mitochondridlni membrany
mnoha typi bunék vcetné¢ hepatocytti. Tento proces navodi mnoho dalSich zmén
V oblasti mitochondrii. Dojde k vytvoteni pord ve vnitfni mitochondrialni membrang,
které umozni prinik molekul, poklesne mitochondrialni membranovy potencial
a zastavi se syntéza ATP. Rozsahl¢ poskozeni jaderné DNA a rychly ubytek funkénich
mitochondrii vede Kk poskozeni bunééné membrany a nekroze hepatocytu (Jaeschke
et Bajt, 2006; Smart et al., 2008). Futter et al. (2001) ve své studii uvadi, ze po podani
acetaminofenu doslo u potkanti k vyraznému nariistu sérovych aktivit enzymt AST,
ALT a GLDH. V jiné studii (O'Brien et al., 2000) byl narast aktivity GLDH v plazmé
mnohem vice znatelny oproti narustu aktivit AST a ALT vici pivodnim hodnotam
pii podani toxické davky acetaminofenu. Také u alkalické fosfatazy doslo ke zvySeni
aktivity. Pfi 1éCeni intoxikace acetaminofenem se pouzivaji donatory —SH skupin,
napiiklad N-acetylcystein. Pomoci tohoto antidota se dodavaji sulfhydrylové skupiny

pro neutralizaci toxickych metabolitti (Bertram, 2006).

2.2.2.2 Toxickeé plisobeni thioacetamidu na jaterni tkan

Thioacetamid (TAA) patfi mezi hepatotoxiny zptisobujici posSkozeni jater.
Thioacetamid (obr. 3) byl pouzivan jako fungicid, organické rozpoustédlo a stabilizator
motorového oleje (Lee et al., 2003; Najmi et al., 2010). Jedina davka TAA miize
vyvolat centrilobularni nekrozu, opakované podavani muze vést k jaterni cirhdze
a karcinomu jater (Stanikova et al., 2010; Najmi et al., 2010). Prokazan byl 1 toxicky
ucinek na thymus a ledviny (Najmi et al., 2010). Thioacetamid je vhodnym modelovym
hepatotoxinem stejné jako acetaminofen (Stankova et al., 2010).

Toxicita thioacetamidu je zptisobena jeho aktivaci v jatrech pomoci cytochromu
P450. Predpoklada se, Ze toxicita vznika po vytvofeni vysoce reaktivni slouceniny
thioacetamid-S-oxidu, ktery je ptfi¢inou mnoha zmén (Najmi et al., 2010; Kadir et al.,
2011). Dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku, jez jsou zodpovédné za oxidaéni
stres. Nasleduje vyCerpani glutathionu, ktery hraje dulezitou roli pii detoxikaci
reaktivnich forem kysliku, a oxidace bunéénych makromolekul v€etné lipidi. TAA také
vyvolava uvolnéni vapniku z nitrobunéénych zasob (Sanz et al., 2002; Starikova et al.,
2010). ZvySena tvorba reaktivnich forem kysliku a naruSeni homeostazy vapniku
indukuji zvySeni propustnosti vnitini mitochondrialni membrany, naruSeni

mitochondridlntho membranového potencialu a inhibici mitochondridlniho dychani.
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Tyto procesy vedou Kk nekrdze jater, piipadné az k hepatocelularnimu karcinomu
(Bernardi et al., 2001; Najmi et al., 2010). Piesny mechanizmus G¢inku thioacetamidu
na energeticky metabolizmus buniky neni zatim zcela objasnén (Stanikova et al., 2010).
Po aplikaci TAA dochazi k vyznamnému zvyseni aktivity ALT, AST a ALP
v séru, coz je dusledek poskozeni jaternich bunék (Najmi et al., 2010; Kadir et al.,
2011). Ve studii Giffen et al. (2002) nejvice stoupala aktivita sorbitoldehydrogenazy
a aspartdtaminotransferazy po intoxikaci thioacetamidem. Aktivity ostatnich
enzymovych markertt (GLDH, ALT a ALP) byly zvySené takeé.
S
/
H3C = C\
NH,

Obr. 3: Thioacetamid
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2.3 Enzymové markery toxického poskozeni jater (in vivo)

Biochemickymi markery toxického poskozeni jater (tab. IlI) jsou
glutamatdehydrogendza, gama-glutamyltransferdza, aspartataminotransferaza,
alaninaminotransferaza a alkalicka fosfataza. Zadny z dosud znamych enzymovych
markerit neni 100% specificky pro diagnostiku jaternitho poskozeni. Pouzitim
kombinaci vice biomarkerd se sice zvySuje citlivost, ale specifita klesa (Ozreti¢
et Krajnovi¢-Ozreti¢, 1993; Kravos et Malesi¢, 2008). Pusobeni hepatotoxini vede
k poSkozeni hepatocytti a uvolnéni enzymu do krve. Stanovenim téchto enzymu lze
mnohem dfive prokazat poSkozeni jater, neZ jsou znatelné zevni ¢i jiné pfiznaky

(Kravos et Malesic, 2010).

Tab. Il: Pfehled enzymovych markert toxického poskozeni jater

(pouzita data jsou ptevzata z Wood et al., 2004)

Fyziologické hodnoty

Nézev enzymu Zkratka Vyskyt [UA]; 25 °C
muZzi Zeny
jatra, kosti, stievo,
Alkalicka fosfataza ALP ledviny, placenta, 130 126
leukocyty
jatra, ledviny,
Alaninaminotransferaza ALT svalova tkan, 15,5 11,7
erytrocyty

jatra, kosterni
svalovina, myokard,

Aspartataminotransferaza AST . 12,1 10,7
ledviny, mozek,
plice
Glutamatdehydrogendza | GLDH jatra, mozek, 3,4 3,1

testikularni tkan, oko

jatra, ledviny,
GGT mozek, slinivka 31,6 20,8
brisni, slezina, stfevo

Gama-
glutamyltransferdza

2.3.1 Aspartataminotransferaza
Aspartataminotransferaza (AST) katalyzuje transamina¢ni reakci, pii které
vznika z aspartatu oxalacetat (Limdi et Hyde, 2003). AST se vyskytuje v jatrech,

kosterni svaloviné, myokardu, ledvinach, mozku, slinivce bii$ni, plicich a mnoha
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dalsich tkanich. Tento enzym je proto relativné malo specificky pro jaterni tkan (Giffen
et al., 2002; Conigrave et al., 2003; Limdi et Hyde, 2003). AST existuje ve dvou
izoenzymech - mitochondrialni a cytoplazmaticka. V séru zdravych osob pievazuje
cytoplazmaticky izoenzym AST, vyskyt mitochondridlniho izoenzymu AST znaci
nekrézu bunék. Hodnoty aktivity aspartataminotransferazy jsou zvySené mimo jiné
u infarktu myokardu, onemocnéni jater a kosterni svaloviny (Limdi et Hyde, 2003; Ozer
et al., 2008).

2.3.2 Alaninaminotransferaza

Alaninaminotransferaza (ALT) je enzym katalyzujici reverzibilni transamina¢ni
reakci vzniku pyruvatu. Vyskytuje se prevazné v cytoplazmé (obr. 4) jaternich bunék.
Dale ji miZzeme nalézt také ve svalovych a ledvinnych bunkach a v erytrocytech. ALT
patii mezi enzymy, které jsou specifické pro jatra. ZvySena aktivita
alaninaminotransferdzy a zaroven cytoplazmatické aspatrataminotransferazy v séru
poukazuje na zvySenou propustnost bunééné membrany u hepatocytl. Vyznamné je
tedy souCasné stanoveni ALT, ale i stanoveni poméru AST/ALT. Hodnoty tohoto
poméru nad 1 nebo 2 svéd¢i o mife tézkého poskozeni jater. ZvySena hladina ALT je
také nalézana u akutni virové hepatitidy, chorob kosterni svaloviny a infarktu
myokardu. V dospélosti je aktivita ALT i AST vy$§i u muzi nez u zen. U silné
obéznich osob je aktivita v séru o 40 % vyS§i u obou enzymi. Mira zvySeni
aminotransferaz odrdzi rozsah jaterniho postizeni, pokles aktivit mtize signalizovat

ustup onemocnéni, ale i rozsifujici se nekrozu (Limdi et Hyde, 2003; Ozer et al., 2008).

ALT cvtoplazmatickv
izoenzym AST

bunééna membrana ——

\ GLDH
cvtoplazma
mitochondridlni /) k] M mitochondrialni

matrix / izoenzvmm AST

mitochondrie

ALP
GGT

Obr. 4: Lokalizace enzymu v bunce
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2.3.3 Gama-glutamyltransferaza

Gama-glutamyltransferaza (GGT) je enzym nachazejici se v membrané bun¢k
mnoha tkani, které maji exkre¢ni nebo absorp¢éni funkci. Nalezneme ho naptiklad
Vv jatrech, ledvinach, mozku, stfeve, slezin€ a slinivce bfisni. Nejvyssi aktivita GGT je
Vv epitelidlnich bunkach drobnych zluCovodi. GGT se objevuje 1 Vv prostaté
a seminalnich vaccich, coz je pti¢ina vyssi aktivity GGT muzi. Rozsifena lokalizace
enzymu je hlavnim divodem, pro¢ GGT patii mezi méné¢ specifické markery toxického
poskozeni jater (Conigrave et al., 2003). GGT je enzym zajiStujici transport gama-
glutamylové skupiny z gama-glutamylovych peptidi na jiné peptidy, aminokyseliny
nebo vodu (Ozer et al.,, 2008). Mnoho toxinti je schopno indukovat syntézu GGT
V hepatocytech a dochazi tak k vyraznému zvySeni aktivity GGT v séru 1 v pripadé,
7e jaterni buiiky nejsou nijak poskozeny. Jeho vyznam spociva v ochrané bunécnych
membran pied oxidaéni destrukci, v metabolizmu mediatord zanétu, karcinogent
a toxickych xenobiotik (Goldberg, 1980). ZvySena aktivita GGT je nalézana
u cholestazy, nadori jater a pankreatu, akutniho i chronického hepatoceluldrniho
posSkozeni a obstrukéniho ikteru. Aktivita GGT stoupa 1 pfi srde¢nim infarktu myokardu

(Limdi et Hyde, 2003; Hannuksela et al., 2007; Turget et Tandogan, 2011).

2.3.4 Alkalicka fosfataza

Alkalicka fosfataza (ALP) katalyzuje hydrolyzu monoestert kyseliny fosfore¢né
v alkalickém prostiedi. Jeji fyziologicka uloha v organizmu neni zcela objasnéna.
Nachézi se predevSim v jatrech a kostech, ale nalezneme ji 1 ve stfeve, ledvinach,
placent¢ a leukocytech (Ozer et al., 2008). RozliSuji se 3 izoenzymy alkalické fosfatazy:
kostni, stievni a jaterni izoenzym. V téhotenstvi se navic vyskytuje placentarni
izoenzym. Celd skupina izoenzymi pro svoji aktivitu potfebuje zinek. Aktivita
izoenzymu stoupd pii stimulaci dané tkang, ve které se izoenzym nachazi. Alkalicka
fosfatdza stoupa ve tfetim trimestru t€hotenstvi, v détstvi a puberté, coz je spojeno
s rastem kosti (Limdi et Hyde, 2003). Patologicky nartst aktivity ALP se objevuje
u obstrukce zluCovych cest, léky indukované cholestdzy, onemocnéni Kkosti,
metastazujicich onemocnéni jater a primarni biliarni cirhdzy. Pii cholestaze dochazi
K poruseni membran mechanickymi vlivy i u€inkem zlucovych kyselin a alkalicka
fosfataza unika do systémové cirkulace (Limdi et Hyde, 2003; Wright et VVandenberg,
2007).

25



Teoreticka ¢ast

2.3.5 Glutamatdehydrogeniza

Glutamatdehydrogenaza (GLDH) je enzym katalyzujici oxida¢ni deaminaci
glutamatu. Vyskytuje se zejména v jatrech, ale nalezneme ji i v nervové a testikularni
tkani (Zaganas et al., 2009). ZvySena ¢innost GLDH je zifejmé zplisobena reverzibilnim
poskozenim mitochondrialni membrany hepatocytii, ne nekrézou. Toxiny oslabuji
cytoskelet hepatocytli, zvySuje se propustnost mitochondridlni membrany, uvoliuji
se enzymy a stoupa sérova aktivita GLDH (Kravos et Malesi¢, 2008).
Glutamatdehydrogenaza slouzi k diferenciaci jaternich onemocnéni spolu s dalSimi
jaternimi enzymy. V mnoha studiich byla popirana spolehlivost GLDH jako
diagnostického markeru poskozeni hepatocytti. V nekterych odbornych ¢lancich
zabyvajicich se problematikou markerd jaterniho poskozeni neni viibec
na glutamatdehydrogenazu bran zietel (Conigrave et al., 2003). Nyni se GLDH ukazuje
napiiklad jako jeden z nejvice specifickych a senzitivnich markeri alkoholového

poskozeni jater (Kravos et Malesi¢, 2010).
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2.4 Glutamatdehydrogenaza

Glutamatdehydrogenaza je znama jiz vice nez 50 let. Za tuto dobu byla
podrobné¢ popsana jeji struktura i mechanizmus puasobeni (Li et al., 2002).
Glutamatdehydrogenaza patii do tfidy oxidoreduktaz. Vyskytuje se ve vSech tkanich
savcl, prevazné Vv mitochondriich bunék (obr. 5). Nejvice je tento enzym zastoupen
V jaternich bunkéch. Jaterni tkan vykazuje az desetkrat vyssi aktivitu nez jiné tkané.
Vysokéd aktivita GLDH je také nalézana v mozku, srdci, ledvinach, pankreatu,
vajeCnicich a varlatech. Funkce enzymu GLDH v téchto tkanich neni stale plné

charakterizovana (Plaitakis et al., 2003).

Inner
Membrane

Outer
Membrane

Obr. 5: Struktura mitochondrie

(http://micro.magnet.fsu.edu/cells/mitochondria/mitochondria.html)

2.4.1 Funkce glutamatdehydrogenazy

Glutamatdehydrogendza se vyznamné uplatiiuje pii metabolizmu dusiku
(katalyzuje oxida¢ni deaminaci glutamatu) a hraje také dulezitou roli v udrzeni
energetické homeostazy (Ledvina et al., 2009). Glutamatdehydrogenazova reakce
probihé odstépenim 2 vodikovych iontl za vzniku meziproduktu a-iminoglutaratu, ktery
je poté hydrolyzovan, a vznika a-ketoglutarat (reakce 1) a volny amoniak, ktery je dale
odbouravan v Ornithinovém cyklu na mocovinu (reakce 2). Reakce je reverzibilni,

krom¢ deaminace dochazi také k syntéze glutamatu z amoniaku a a-ketoglutaratu.

GLDH
L-glutamat + H,O + NAD(P)* < a-ketoglutarat + NHz + NAD(P)H Q)
2NH; + CO; — (NHZ)ZCO + H,O (2)
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V glutamatdehydrogendzové reakci je zvyhodnéna tvorba glutamatu pred
produkci amoniaku. Tento stav napomahd udrZovat nizkou koncentraci amoniaku.
Je fyziologicky podstatny, protoze vysoka koncentrace amoniaku v organizmu je
toxickd  (McGiven et Chappell, 1975; Schmidt et Schmidt, 1988).
Glutamatdehydrogenaza je jednim z enzymt, ktery mize mit v nékterych organizmech
jako redoxni koenzym NAD® i NADP* (Schmidt et Schmidt, 1988). NADH, ktery
vznika glutamatdehydrogendzovou reakcei, je mozné nasledné¢ vyuzit pro syntézu ATP
v dychacim fetézci. Allosterickd regulace enzymu glutamatdehydrogenazy je velmi
dulezita v homeostaze inzulinu (Li et al., 2011). Regulace reakce je zajisténa
ptitomnosti purinovych nukleotidti. Nukleotidy, které aktivitu GLDH allostericky
inhibuji, jsou adenozintrifosfat (ATP), guanozintrifosfait (GTP) a NADH. ATP ma
zhruba 100x niz8§i afinitu k enzymu nez GTP. DalSimi inhibitory jsou palmitoyl
koenzym A, steroidni hormony a diethylstilbestrol. Inhibice enzymu zavisla na NADH
se projevi jen pi1 vysokych nefyziologickych koncentracich. Funkci opa¢nou maji ADP
a guanozindifosfat (GDP), které v piipadé potieby ziskavani energie stimuluji degradaci
glutamatu (Li et al., 2011).

Za fyziologického stavu je aktivita GLDH v séru zanedbatelnd, avSak vyrazné
stoupa pii nekroze jaternich bunék nebo neoplazii. Diky tomu lze GLDH pouzit jako
vhodny biomarker toxického poskozeni jater (Ozer et al., 2008). Tento enzym patiil
do nedavna ke spiSe opomijenym markerim. Z experimentil, které byly provedeny
u potkant, je patrné, ze vyznam GLDH v posledni dobé nartsta. Zjistilo se, ze jeho

aktivita vyrazné stoupa béhem hepatocelularniho poskozeni (O’Brien et al., 2002).

2.4.2 Struktura glutamatdehydrogenazy

Enzym glutamatdehydrogenaza je homohexamer s molekulovou hmotnosti mezi
310 kDa a 350 kDa. Je slozeny z 505 aminokyselin (Kravos et Malesi¢, 2008). Kazda
jeho monomerni podjednotka ma molekulovou hmotnost okolo 56 kDa a sklada se ze tii
domén (obr. 6): glutamat-vazajici domény, nikotinamidadenindinukleotid-vazajici
domény a domény zvané anténa (Smith et al., 2002). Oblast antény se nenachazi
u glutamatdehydrogenazy hub, bakterii a rostlin (Smith et al., 2002; Li et al., 2011).
NAD"-vazajici doména obsahuje 48 zbytkovych aminokyselin, které vychézeji z jejiho
vrcholu (Banerjee et al., 2003). NAD"-vazajici doména miize vazat kofaktor NAD", ale
i NADP™ (Fisher, 1985; Smith et al., 2002).
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NAD Binding
Domain

Obr. 6: Struktura lidské glutamatdehydrogenazy - Apo forma (Smith et al., 2002)
Pouzité zkratky:
Active Site - aktivni misto
APO HuGDH - Apo forma lidské glutamatdehydrogenazy
GLU Binding Domain — glutamét-vazajici doména
NAD Binding Domain — nikotinamidadenindinukleotid-vazajici doména
Homohexamer GLDH se sklada z 2 hlavnich domén, které jsou od sebe
oddéleny velkou ryhou aktivniho mista. V této ryze je misto vazajici substrat. Doména I
je také nazyvana C-doména a doména II je nazyvana N-doménou (Nakasuko et al.,
2001). Kazda doména je sestavena z centralniho P-fetézce, ktery je lemovany
a-Sroubovicemi (Baker et al., 1997). Doména I je zodpovédna za piesné srovnani
podjednotek do hexameru. Doména II je tvofena glutamat-vazajici doménou a je
slozena hlavné z B-fetézcti (Goda et al, 2005). NAD'-vazajici domény jsou
lokalizované na vrcholu N a C domén. Tyto domény se otaceji na substrat a koenzym
a zahajuji katalyzu (Banerjee et al., 2003).
Ruzné druhy glutamatdehydrogenazy nalezneme u nizSich eukaryot a bakterii.
Niz$i eukaryota, jako jsou napf. Saccharomyces cerevisiae a Neurospora crassa, maji
tetramerni GLDH s molekulovou hmotnosti podjednotky okolo 115 kDa. Nékteré
bakterie maji molekulovou hmotnost podjednotky kolem 180 kDa. Objevuje se také

uspotéadani podjednotek do dimerti a hexameri (Kawakami et al., 2010).
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2.4.3 Glutamatdehydrogenaza a jeji izoenzymy

Glutamatdehydrogenaza existuje ve 2 izoenzymech (obr. 7), termostabilni
(GLDH-1) a termolabilni (GLDH-2) formé (Mastorodemos et al., 2005; Kravos
et Malesic, 2008; Pajic¢ et al., 2009). Ob¢ formy jsou katalyticky aktivni. Termostabilni
forma lidské glutamatdehydrogenazy je kddovana genem GLUD1 lokalizovanym na 10.
chromozomu (Deloukas et al., 1993) a obsahujicim 13 exond (Michaelidis et al., 1993).
Termolabilni forma je specificka pro nervovou (Kravos et Malesi¢, 2008; Paji¢ et al.,
2009), testikularni tkan a sitnici oka (Zaganas et al., 2009). Koduje ji gen GLUD?2, ktery
je lokalizovan na lidském chromozomu X (Kravos et Malesi¢, 2008). Tento izoenzym je
rezistentni vaci GTP inhibici (Plaitakis et al., 2003; Mastorodemos et al., 2005), a aby
mohl byt katalyticky aktivni, potfebuje aktivator adenozindifosfat (ADP) (Plaitakis
et al., 2003).

Obé izoformy enzyml se sloZenim témét shoduji, odliSuji se pouze v 15
z celkovych 505 aminokyselin (Plaitakis et al., 2003; Paji¢ et al., 2009). Zakladem
hlavnich funkénich rozdili mezi GLDH-1 a GLDH-2 je zaména aminokyselin. Vyména
Gly456 za L-alanin uéini enzym GLDH-2 rezistentnim vaci GTP, aktivace
prostiednictvim ADP a L-leucinem se neméni. Druhy rozdil spoc¢iva ve vyméné Arg443
za L-serin. To zpisobi, Ze GLDH-2 je inaktivni pfi absenci allosterickych efektort
(Plaitakis et al., 2003).

GLDH
I
I I
4 w
: . endoplazmatické
mitochondrie retikulum
. J
I
I |
( )
termolabilni termostabilni termostabilni
izoenzym izoenzym izoenzym
(GLDH-2) (GLDH-1) (GLDH-1)
\ J

Obr. 7: Piehled izoenzymi GLDH
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2.4.4 Glutamatdehydrogenaza z drsného endoplazmatického retikula

Jak jiz bylo feceno, GLDH se vyskytuje témét vyhradné v matrix mitochondrii.
Studie ale prokazuji, ze se vyskytuje 1 v drsném endoplazmatickém retikulu,
Vv termostabilni formé (Lee et al., 1999; Kravos et Malesi¢, 2008). Jedna se tedy o dalsi
izoenzym GLDH, ktery se svymi vlastnostmi 1i§i od mitochondrialni GLDH (obr. 7).
Glutamatdehydrogenaza purifikovand z drsného endoplazmatického retikula je tepelné
stabilngjsi a méné nachylna k proteolyze. To potvrzuje i experiment, ktery provedl Lee
et al. (1999). Po 20 minutach inkubace izoenzymi pii 42 °C klesla aktivita
mitochondridlni GLDH na 20 % ptvodni hodnoty. Aktivita GLDH z drsného
endoplazmatického retikula Cinila 80 % ptivodni aktivity. Pfitomnost tepelné stabilni
glutamatdehydrogenazy v séru alkoholiki je také dikazem, ze ¢ast GLDH pochazi
z drsného endoplazmatického retikula hepatocyti. Alkohol tedy poSkozuje membranu
mitochondrii, ale zda-li poSkozuje 1 membranu endoplazmatického retikula neni dosud
znamo (Kravos et Malesi¢, 2008). Rozdil mezi jednotlivymi izoenzymy nalezneme ale
i ve specifité kofaktord. Mitochondrialni GLDH méa vy$s§i Ky pro NADP® nez
pro NAD®, zatimco u GLDH zendoplazmatického retikula je tomu naopak.
Molekularni hmotnost obou izoenzymtit GLDH je ale stejna (Lee et al., 1999).

2.4.5 Moznosti transportu glutamatu do mitochondrii

Podle nékterych studii by se funkce termolabilni glutamatdehydrogenazy
(GLDH-2) mohla tykat metabolizmu transportéru glutamatu, jako nervového mediatoru.
Moznosti transportu glutamatu do mitochondrii jsou celkem dvé: pfeména glutamatu
na aspartat a pifimy transport glutamatu. Vnitfni membrana mitochondrii obsahuje
2 typy transportéri pro glutamat. Prvni je aspartat-glutamatovy pienasec, ktery se
vyskytuje ve vSech tkanich. Glutamat vstupujici do mitochondrii prostfednictvim tohoto
pfenaSeCe je transaminovan na aspartat. Druhym typem transportéru je glutamatovy
pfenase¢, jenz je pouze zdrojem externiho glutamatu pro mitochondrie. Tento druh
transportu je spojen s kotransportem H® iontli pfes mitochondridlni membranu.
Glutamatovy pienased je predevsim v mozku a testikularni tkani, stejné jako GLDH-2.

Funkce tohoto izoenzymu ale neni stale objasnéna (Plaitakis et al., 2003).
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2.4.6 Stanoveni aktivity enzymu glutamatdehydrogenazy

Aktivita GLDH se nej¢astéji stanovuje spektrofotometricky. Pfi tomto stanoveni
dochazi k poklesu absorbance, ktery je zptisobeny oxidaci NADH. Pokles absorbance
za minutu se mé&fi pti vinové délce 340 nm a je ptimo umérny aktivit¢ GLDH (Fisher,
1985; Lee et al., 1999). Némecka spolecnost klinické biochemie doporucila v roce 1972
optimalizovanou standardni metodu pro stanoveni glutamatdehydrogendzy s optimalni
koncentraci substratu, nadbytkem NADH a aktivaci GLDH ptidavkem ADP (Kravos
et Malesic, 2008). Optimalni pH pro stanoveni aktivity mitochondrialni GLDH a GLDH
z drsného endoplazmatického retikula je v rozmezi 7,4 - 8 (McCarthy et al., 1980;
Hussain et al., 1989). Mezi nejcastéji pouzivany pufr patii sodno- a draselno- fosfatovy
(Mc Carthy et al., 1980; Bailey et al., 1982; Ozreti¢ et Krajnovi¢-Ozreti¢, 1993), méné
Casto triethanolaminovy (Jung et al., 1985).

Pti stanoveni aktivity enzymu glutamatdehydrogendzy v plazmé u zdravych lidi
jsou znatelné velké rozdily mezi hodnotami aktivit u muzi a u Zen. Jung et al. (1985)
Ve své praci uvadi referenéni hodnotu GLDH u muzt 11,0 U/l a u zen 6,4 U/l. Témét
dvojnasobna aktivita GLDH u muzi neZz u Zen pravdépodobné souvisi s jejich
intenzivnéj§im  metabolizmem  (Kravos et  Malesic, 2008).  Aktivita
glutamatdehydrogenazy stoupa s veékem, vyraznéji to Ize vidét opét u muzi (Wood
et al., 2004). Vznikaji ale i velké rozdily referencnich intervali mezi jednotlivymi
publikacemi. Napiiklad Kopa¢ (2004) ve své knize uvadi fyziologickou hodnotu GLDH
u muzt do 14,4 U/l a u Zen do 11,0 U/l. U novorozenct je referencni hodnota GLDH
do 24 U/L. Poté postupné klesa (Kopac, 2004). V jinych ¢lancich miizeme nalézt naopak
referen¢ni rozmezi pro GLDH mnohem nizsi (Ellis et Goldberg, 1972; Wood et al.,
2004).

2.4.7 Defekt glutamatdehydrogenazy

Defekt tohoto enzymu zplisobuje multiorgdnovou chorobu - familidrni
hyperinzulinémickou  hypoglykémii typu 6, téz znamou jako syndrom
hyperinzulinizmu-hyperamonémie. Toto onemocnéni je zplsobené heterozygotni
mutaci v glutamatdehydrogenazovém genu (GLUD 1) lokalizovaném na chromozomu
10923.3. Mutace byla identifikovana v oblasti antény enzymu koédovaného exony 11
a 12, a také v oblasti kodované exony 6 a 7 (Stanley et al., 1998; Miki et al., 2000).
Mutace zpusobi znecitlivéni GLDH na allosterickou inhibici pomoci GTP a aktivaci

GLDH tak neni nijak branéno (Stanley et al., 1998). Dochazi ke zvySené rychlosti
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oxidace glutamatu na a-ketoglutarat, ktery stimuluje sekreci inzulinu v B-buiikdch
pankreatu, a amoniak. V jatrech je narusena detoxikace amoniaku (Stanley et al., 1998;
Miki et al., 2000).

Osoby postizené touto chorobou trpi hypoglykémii po piijmu potravy s vysokym
obsahem proteini (Zammarchi et al., 1996). Dochazi u nich k nekontrolovanému
katabolizmu aminokyselin. ZvySuje se hladina ATP, ktera stimuluje sekreci inzulinu.
Ztrata inhibice zavislé na GTP vyusti v poruSeni mnoha mechanizmi a poskozeni
organti. Nadmérnd stimulace endokrinniho pankreatu zplsobi zvySenou sekreci
inzulinu, ¢imZ se snizuje hladina gluk6ézy v krvi az na Zivot ohrozujici uroven.
V jatrech, pfipadné v ledvinach, vznika z glutamatu velké mnozstvi volného amoniaku.
Snizena koncentrace glutamatu zpisobi nizsi produkci N-acetylglutamatu. Tato latka je
potfebnym aktivatorem karbamoylfosfatsyntetazy, ktera je dilezita v procesu tvorby
mocoviny (Bailey et al., 1982; Li et al., 2011). Snizenym odbouravanim amoniaku
stoupa jeho hladina v krvi, coz je pro organizmus toxické a zpusobi mnoho dalsich
poskozeni. Byly provedeny studie, které dokazuji souvislost mezi timto syndromem
a vyskytem poSkozeni centralni nervové soustavy, kdy se u nemocnych objevuji
zachvaty epilepsie a poruchy uéeni (Bahi-Buisson et al., 2008; Balasubramaniam et al.,
2011).
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2.5 Porovnani enzymovych markeru hepatotoxicity

Utinkem toxinii dochdzi v organizmu Kk riiznym poskozenim, ktera zahrnuji
i poruSeni membrany mitochondrii. Nasledkem toho dojde k uvolnéni jejich obsahu, coz
muizeme Vv séru pozorovat vzrustajici hladinou enzymovych biomarkera: AST, ALT,
GGT, GLDH a ALP. Enzymové markery nemusime hodnotit pouze kazdy zvlast, nybrz
i jejich vzijemny pomér muze slouzit jako nastroj pro rozliSeni druhu jaterniho

onemocnéni (tab. I11).

Tab. III: Diferencidlni diagnostika jaternich chorob (Kopac, 2004)

Pomér (ALT+AST)/GLDH Jaterni choroby
Obstrukéni ikterus
Tumor
<20 Cirhdza

Jaterni hypoxie

Akutni selhani jater zplisobené
napf. otravou amanitinem

Hepatalni cholestaza
20 - 50 Chronicka aktivni hepatitida

Jaterni cirhdza - aktivni faze

Akutni virova hepatitida
> 50 Cholestaticka hepatitida
Akutni alkoholova hepatitida

V experimentu, ktery provedl Kravos et Malesi¢ (2010), byla sledovana aktivita
enzymu (GLDH, GGT, AST a ALT) u alkoholikti. Ve vSech ptipadech byly hodnoty
nez vzestup hladiny ALT a signalizuje nekrozu jaterni tkan€. NejrychlejSi pokles
aktivity bylo mozné sledovat u GLDH. Aktivita GLDH zacala klesat téméf ihned
po zacatku abstinence, zatimco aktivita GGT klesala nejdiive za 4 - 5 dnl. Nejvice
specifickym laboratornim markerem byla v této studii taktéz GLDH, jeji specifita Cinila
90 %. Specifita enzymu AST dosahovala nepatrn€ niz$i hodnoty. Senzitivita GLDH
se rovnala 76 %, AST 68 %. Ob¢ enzymové aktivity byly srovnatelné pravdépodobné
kvali tomu, Ze jsou tyto enzymy uvolfovany stejnym mechanizmem z mitochondrii
(Kravos et Malesi¢, 2010). V jiné studii doSlo po expozici jaterni tkdn€ toxinim,

tetrachlormethanu a fenolu, také k vzestupu aktivit GLDH a ALP. Aktivita GLDH
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se zvySila az 27x oproti pivodnim hodnotdm (Ozreti¢ et Krajnovi¢-Ozreti¢, 1993).

Po castecné hepatektomii vzrostla aktivita enzyml v plazmé na maximalni
hodnoty jiz béhem prvniho dne. Vzestup aktivity glutamatdehydrogendzy je
neptehlédnutelny, hodnota aktivity se zvysila 205x oproti kontrolni plazmé. U ostatnich
enzymu nebyl nartst aktivity tak razantni, aktivita AST vzrostla 6x, ALT 13x a ALP
pouze 2x (graf 1). Glutamatdehydrogenaza je povazovana za vyznamny marker i kvuli
prodlouzené dobé pretrvavani v krvi nasledné po poskozeni. Ackoliv hladiny aktivity
ALT, AST a ALP klesly na pivodni hodnotu jiz béhem 3 dnl po poskozeni, aktivita
GLDH zustavala zvysena i po 5 dnech (O'Brien et al., 2002). Vyrazny vzestup GLDH
je znatelny i ve studii O'Brien et al. (2000). Aktivita GLDH po acetaminofenem
indukovaném poskozeni jater vzrostla 23x oproti kontrole, zatimco hodnoty ostatnich
enzymu (AST, ALT a ALP) vzrostly maximalné o 50 % (O'Brien et al., 2000).

Porovnanim senzitivity biomarkert akutniho hepatotoxického poskozeni bylo
zjisténo, ze nejvice senzitivni marker je glutamatdehydrogenaza. Jeji aktivita stoupa
velice rychle, mnohem dfive nez tfeba aktivita ALT. Pivodné byla upfednostiiovana
ALT jako marker poskozeni jaternich bun¢k. Bohuzel ALT mize poskytovat falesné
pozitivni vysledky, pokud je pouzivana jako biomarker poSkozeni jater. Jeji aktivita je
totiz znacné vysoka i1 pi1 poSkozeni kosterni svaloviny ¢i jinych toxicky poskozenych
organt. Enzymovy marker GGT je povazovan také za citlivéjsi test u onemocnéni jater
nez ALP (O’Brien et al., 2002).
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Graf 1: Zména aktivity enzymu v plazmé po ¢aste¢né hepatektomii
(pouzita data jsou pievzata z O'Brien et al., 2002)
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3. Cil prace

1. Otestovat vliv riznych metodickych parametrii na stanoveni aktivity

glutamatdehydrogenazy a nasledné urcit optimalni postup pro stanoveni.

2. Stanovit aktivitu glutamatdehydrogendzy v séru potkani pomoci optimalizované

metody.
3. Porovnat ziskané vysledky aktivity glutamatdehydrogenazy v séru s aktivitami

ostatnich enzymi pouzivanych pti hodnoceni toxického poskozeni jater (AST, ALT,

ALP) a vyhodnotit pouziti glutamatdehydrogenazy jako markeru hepatotoxicity.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

Deionizovana voda - (G < 0,1 puS)

L-glutamatdehydrogenaza - GLDH; 12 mg proteinu/ml; 45 U/mg proteinu;
Sigma-Aldrich SRN

Hydrogenfosfore¢nan draselny - Ko;HPO4; Mr = 174,18 g/mol; Sigma-Aldrich
SRN

Hydrogenfosfore¢nan sodny - Na,HPO,4; Mr = 141,96 g/mol; Sigma-Aldrich SRN
Hydroxid sodny - NaOH; Mr = 40 g/mol; Fluka Biochemika SRN

Chlorid amonny - NH4Cl; Mr = 53,49 g/mol; Sigma-Aldrich SRN

a-ketoglutarat - CsHsNaOs; Mr = 168,08 g/mol; Sigma-Aldrich SRN

Kyselina ethylendiamintetraoctova - EDTA; C19H14N2Na;0g.2H,0;
Mr = 372,24 g/mol; Fluka Biochemika SRN

Kyselina chlorovodikova - HCI; Mr = 36,46 g/mol; Fluka Biochemika SRN

B-nikotinamidadenindinukleotid redukovany - NADH; Cz1H27N7NayO14P2.xH;0;
Mr = 709,4 g/mol; Sigma-Aldrich SRN

Octan amonny - C,H7NO,; Mr = 77 g/mol; Sigma-Aldrich SRN

Triethanolaminovy pufr - (HOCH,CH,)sN.HCI; Mr = 185,65 g/mol;
Sigma-Aldrich SRN
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4.2 Priprava roztoku
- pufr Na;HPO,: ¢ =01 M;pH =7;7,3;7,5; 8
Ve 160 ml deionizované vody jsme rozpustili 2,27 g Na,HPO,4. Roztok pufru

jsme rozdelili po 40 ml do 4 kadinek. Pomoci pH mérné elektrody jsme upravili jeho
pH na potiebné hodnoty. Pivodni roztok mél pH 9,2. K Gpravé pH jsme pouzili 1 M
HCI. Takto piipravené pufry jsme uchovavali pii 4 °C.

- triethanolaminovy pufr: ¢ = 0,1 M; pH =7,3

Ve 100 ml deionizované vody jsme rozpustili 1,86 g CgH1sNO3.HCI. Pomoci
pH mérné elektrody jsme zméftili jeho hodnotu pH, ¢inila 4,9. Pfidanim 0,1 M NaOH
jsme pH upravili na hodnotu 7,3. Triethanolaminovy pufr jsme skladovali pii 4 °C.

- pufr K;HPO4: ¢=0,1M;pH =6;7;7,3;7,5;7,8; 8; 9

Ve 140 ml deionizované vody jsme rozpustili 2,44 g K,;HPO,4. Roztok pufru
jsme rozdélili po 20 ml do kadinek. Pomoci pH mérné elektrody jsme zméfili jeho pH -
ptivodni roztok mél pH 9. K upravé pH jsme pouzili 1 M HCI. Takto piipravené pufry

jsme uchovavali pti 4 °C.

- zasobni roztok a-ketoglutarat (o-KG): ¢ = 0,806 M

Ve 20 ml deionizované vody jsme rozpustili 2,709 g a-KG. Pfi Stanoveni jsme
také vyuzili 0,2 M o-KG, ktery jsme pfiipravili rozpusténim 0,336 g v 10 ml
deionizované vody. Pottebovali jsme i 5 mM a-KG. V 10 ml sodno-fosfatového pufru

jsme rozpustili 0,0084 g a-KG. Takto pripravené roztoky jsme uchovavali pii 4 °C.

- zasobni roztok NADH: ¢c = 16 mM

V 5 ml deionizované vody jsme rozpustili 0,056 g NADH. Pro analyzu jsme
potiebovali i roztok o koncentraci 53 mM, ktery jsme zhotovili rozpusténim 0,075 g
NADH ve 2 ml deionizované vody. Takto piipravené roztoky jsme rozpipetovali

do mikrozkumavek po 400 ul a skladovali v mrazaku pii -20 °C.

- zasobni roztok EDTA: c=25mM

Ve 100 ml deionizované vody jsme rozpustili 0,093 g EDTA. Béhem analyzy
jsme také vyuzili roztok 25 mM EDTA, ktery jsme ptipravili v 10 ml deionizované
vody rozpusténim 0,093 g EDTA. Roztoky jsme skladovali pti 4 °C.
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- roztok NH,Cl: c =3 M
V 30 ml sodno-fosfatového pufru pH 7,5 jsme rozpustili 4,81 g NH4Cl. Takto
ptipraveny roztok jsme skladovali pti 4 °C.

- roztok NHs;Ac: c=3,2 M
V 5 ml deionizované vody jsme rozpustili 1,23 g octanu amonného. Roztok jsme

skladovali pti 4 °C.

- zasobni roztok bovinni glutamatdehydrogenazy (GLDH): ¢ = 250 mU/ml
K 1620 ml deionizované vody jsme napipetovali 3 pul enzymu GLDH
(540 U/ml). Takto pfipraveny roztok meél aktivitu 1 U/ml. Z roztoku jsme odebrali
250 pl a pridali k 750 pl deionizované vody. Nami pfipraveny roztok mél aktivitu
250 mU/ml. Zasobni roztok GLDH jsme skladovali béhem dne pii 4 °C. Kazdy den

jsme z diivodu nestability GLDH ptipravovali novy zasobni roztok.

- roztok NaOH: c=0,1 M
V 50 ml deionizované vody jsme rozpustili 0,2 g NaOH. Roztok jsme skladovali
pri 4 °C.

-roztok HCl: c=1M
K 18,1 ml deionizované vody jsme piidali 1,9 ml 32% HCI. Roztok jsme

uchovavali pti 4 °C.
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4.3 Pristroje a laboratorni vvbaveni

Analytické vahy ARJ 120-4M — Kern, Némecko

Automatické pipety Finnpipette — Thermo corporation, Finsko
Hlubokomrazici box — Sanyo, Japonsko

Kombinovana lednice s mrazakem Electrolux 3046 — Electrolux, Némecko
Laboratorni sklo a plasty, kddinky, odmérné valce, mikrozkumavky
Magnetické michadlo Big Squid Star — Némecko

Mikrotitra¢ni desticky 96-jamek — Nunclon Surface, Dansko

pH-mérna elektroda Sen Tix 81 — Fisher Scientific, Rakousko

pH-metr pH720 — InoLab, Némecko

Rotacni tfepacka Reax top — Heidolph, Némecko

Software — i-control 1.6 for infinite reader, Microsoft Office Word 2010,
Microsoft Office Excel 2010

Spektrofotometricka a fluorimetricka ¢tecka Infinite M200 — Tecan, Rakousko
Stepper Finnpipette (10-5000ul) — Thermo corporation, Finsko

Viéhy 440-35N — Kern, Némecko
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4.4 Podminky stanoveni aktivity glutamatdehvdrogenazy

Aktivitu glutamatdehydrogenazy jsme stanovovali spektrofotometricky (tab. 1V)
pomoci pfistroje Tecan Infinite M200. Béhem analyzy dochazi k poklesu absorbance,
ktery je zptsobeny oxidaci NADH. Pokles absorbance za minutu jsme métili pti vinové
délce 340 nm po dobu 10 minut. Tento pokles absorbance je pfimo umérny aktivité

GLDH, kterou jsme vypo¢itali podle Lambert-Beerova zakona (tab. V).

Tab. IV: Podminky stanoveni aktivity GLDH

Pocet kinetickych cyklu 20
Celkova doba méreni 10 min
Casovy interval 30s

Mod absorbance
Vlnova délka 340 nm
Stérbina 9 nm
Pocet zableski 25

Teplota 25 °C

Tab. V: Vypocet aktivity dle Lambert-Beerova zakona

A=¢.c.l Lambert-Beertiv zakon

A Absorbance

€ Molarni extink¢ni koeficient
c Molarni koncentrace

I Délka absorbujici vrstvy

Molarni extink¢éni koeficient pro NADH

& (NADH, 340 nm) pfi 340 nm = 622 mmol™.m™

Délka absorbujici vrstvy pro objem

1(V'=310u) 310 pl = 0,00905 m
AA/min [min™] Pokles absorbance za minutu
F Redici faktor

A = ((AA/Ab)/(e.1)).10%.F

[mU/mI] Rovnice pro vypocet aktivity GLDH
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4.5 Stanoveni aktivity glutamatdehydrogenazy

4.5.1 Optimalizace koncentrace NADH

Cilem pokusu v ramci optimalizace bylo uré¢it optimalni koncentraci NADH pro
stanoveni aktivity glutamatdehydrogenazy. Sledovali jsme zmény hodnot aktivity
tohoto enzymu v ptitomnosti rtizné¢ koncentrovaného NADH a 2 odlisnych pufri:
sodno-fosfatového (PB) a triethanolaminového (TEA).

Nejprve jsme ke stanoveni pouzili sodno-fosfatovy pufr. Redénim 16 mM
roztoku NADH dvojkovou fadou V deionizované vodé jsme piipravili rizné
koncentrované roztoky NADH (tab. VI). Do jamky jsme napipetovali 20 ul pracovniho
roztoku GLDH. Pfed méfenim jsme ptidali 290 pl nasledujici smési: 240 pl PB (0,1 M);
10 ul EDTA (2,5 mM); 20 pl NH4Cl (3 M); 10 pl a-KG (5 mM) a 10 ul NADH
(16 mM). Takto jsme postupovali i s dalsimi koncentracemi NADH. Koncentrace
NADH, které jsou uvedené ve vysledcich, jsou skutecné koncentrace NADH v jamce

mikrotitracni desticky.

Tab. VI: Piiprava fady koncentraci NADH pfi pouziti sodno-fosfatového pufru

Kog‘ﬁgtﬁace Objem NADH Objem DV
16,0 MM 1000 ul NADH (16,0 mM) 0 ul
8,0 mM 500 ul NADH (16,0 mM) 500 ul
4,0 mM 500 ul NADH (8,0 mM) 500 ul
2.0 mM 500 ul NADH (4,0 mM) 500 ul

Déle jsme pii stanoveni optimalni koncentrace NADH pouzili triethanolaminovy
pufr. Ze zasobniho roztoku 53 mM NADH jsme pfipravili koncentraéni fadu NADH
(tab. VII). Do jamky jsme napipetovali 20 pl pracovniho roztoku GLDH a tésné
pfed méfenim ptidali 290 pl smési slozené z nasledujicich reagencii: 260 pl TEA
(0,1 M); 3 ul EDTA (0,025 M); 4 ul NH4Ac (3,2 M); 20 pl a-KG (0,2 M) a 3 ul NADH
(53 mM). Stejny postup jsme aplikovali i u zbyvajicich koncentraci NADH. Vysledny
objem vjamce byl vzdy 310 pl. Pfi stanoveni aktivity GLDH jsme dodrzovali
podminky uvedené v tab. IV.
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Tab. VII: Ptiprava fady koncentraci NADH pfi pouziti triethanolaminového pufru

Koplfgtlf'ace Objem NADH Objem DV
53,0 mM 1000 pl NADH (53,0 mM) 0 ul
26,5 MM 500 1l NADH (53,0 mM) 500 pl
13,3 mM 500 ul NADH (26,5 mM) 500 ul
6,6 mM 500 ul NADH (13,3 mM) 500 ul

4.5.2 Optimalizace koncentrace a-ketoglutaratu

Pro zjisténi optimalni koncentrace substratu a-ketoglutaratu jsme vyuzili dvou
rozdilnych pufrii - sodno-fosfatovy a triethanolaminovy pufr. Optimalni koncentraci
a-ketoglutaratu jsme uréili z vlivu tohoto substratu na aktivitu glutamatdehydrogenazy.

Nejprve jsme pouzili ke stanoveni aktivity GLDH sodno-fosfatovy pufr. Zasobni
roztok a-KG o koncentraci 806 mM jsme naiedili deionizovanou vodou na roztoky
o koncentracich 403 mM; 40,3 mM a 4,03 mM. Podrobnosti fedéni jsou uvedeny
v tab. VIII. Do jamky jsme napipetovali 20 pl pracovniho roztoku GLDH a neprodlené
pied méfenim jsme piidali 240 pl PB (0,1 M); 10 ul NADH (6,2 mM); 10 ul EDTA
(2,5 mM); 20 ul NH4CI (3 M) a 10 pl a-KG (806 mM). Tento postup jsme opakovali
I s dalsimi tfemi koncentracemi a-KG. Vysledny objem v jamce ¢inil 310 ul. Aktivitu
GLDH jsme stanovovali podle podminek uvedenych vtab. IV. Koncentrace
a-ketoglutaratu, které jsou uvedené ve vysledcich, jsou skute¢né koncentrace tohoto
substratu v jamce mikrotitracni desticky.

V dal§im kroku optimalizace koncentrace a-KG jsme pouzili triecthanolaminovy
pufr. Koncentrace a-KG zistaly stejné jako pii testovani sodno-fosfatového pufru.
Do jamky jsme napipetovali 20 ul pracovniho roztoku GLDH. Tésné pied méfenim
jsme piidali 260 ul TEA (0,1 M); 3 ul NADH (6,2 mM); 3 ul EDTA (25 mM); 4 ul
NHsAc (3,2 M) a 20 pl o-KG (806 mM). Vysledny objem v jamce byl 310 ul. Takto
jsme postupovali 1 pii méfeni zbylych 3 koncentraci a-KG. Podminky stanoveni byly

stejné s podminkami uvedenymi v tab. V.

43



Experimentalni ¢ast

Tab. VIII: Ptiprava fady koncentraci a-ketoglutaratu

Koncentrace a-KG Objem o-KG Objem DV
806,0 mM 1000 pl a-KG (806,0 mM) O pul
403,0 mM 500 pl a-KG (806,0 mM) 500 ul
40,3 mM 100 pl o-KG (403,0 mM) 900 ul

4,0 mM 100 pl o-KG (40,3 mM) 900 ul

4.5.3 Optimalizace pH

Testovali jsme vliv pH na stanoveni aktivity glutamatdehydrogenazy. Pouzili
jsme sodno-fosfatovy (pH 7; 7,5; 8) a draselno-fosfatovy pufr (pH 7; 7,5; 8; 9,5).

Do jamky jsme napipetovali 20 ul pracovniho roztoku GLDH a té€sné pred
méfenim jsme pridali smés nasledujicich reagencii: 240 ul PB (0,1 M) o pH 7; 10 ul
NADH (6,2 mM); 10 ul EDTA (2,5 mM); 20 ul NH4Cl (3 M) a 10 ul a-KG (0,403 M).
Vysledny objem v jamce byl 310 ul. Takto jsme postupovali i s dalsimi hodnotami pH
a stejny postup jsme vyuzili pro draselno-fosfatovy pufr. Podminky stanoveni aktivity

GLDH jsou uvedené v tab. IV.
4.5.4 Testovani stability glutamatdehydrogenazy

4.5.4.1 Testovani teplotni stability glutamatdehydrogenazy

Zjistovali jsme, do jaké miry je glutamatdehydrogenaza stabilni v zavislosti
na teplot¢ uchovavani tohoto enzymu. GLDH jsme skladovali pii 4 °C
a pti pokojové teploté 25 °C.

Ptipravili jsme pracovni roztok GLDH, rozdélili ho do 2 mikrozkumavek
po 800 pl a v danych ¢asovych intervalech (0, 1, 2, 3, 4, 48 h) jsme mé&fili jeho aktivitu.
Bé&hem analyzy jsme mikrozkumavky uchovavali pti 4 °C a pii 25 °C. Do mikrotitra¢ni
desticky jsme napipetovali 20 pl pracovniho roztoku GLDH a tésné pfed méfenim jsme
ptidali smés slozenou z nasledujicich reagencii: 240 ul KP (0,1 M); 10 ul NADH
(6,2 mM); 10 ul a-KG (0,403 M); 10 ul EDTA (2,5 mM) a 20 pl NH4CI (3 M). Celkovy
objem v jamce byl 310 ul. Stanoveni aktivity GLDH jsme provadéli za podminek, které

jsou uvedené v tab. 1V.

44



Experimentalni ¢ast

4.5.4.2 Testovani stability glutamatdehydrogenéazy pti skladovani

Testovali jsme vliv skladovani glutamatdehydrogenazy na jeji stabilitu. GLDH
jsme skladovali pii -20 °C a -80 °C po dobu 1 mésice. Stanoveni aktivity jsme provedli
vuréitych ¢asovych intervalech - neprodlené po piipravé, po 2 dnech, 1 tydnu
a 1 mésici.

Pripravili jsme pracovni roztok GLDH, rozpipetovali ho do 8 mikrozkumavek
po 200 upl, ztoho 4 mikrozkumavky jsme skladovali pii -20 °C a zbylé
4 mikrozkumavky pii -80 °C. V takto pfipravenych vzorcich jsme po urcitych ¢asovych
intervalech testovali aktivitu dle postupu uvedeného v bodé 4.5.4.1. Stanoveni aktivity

jsme provadéli vzdy stejnym zptisobem a za stejnych podminek zaznamenanych v tab.
V.

4.5.5 Stanoveni aktivity enzymovych markeri v séru potkani

Pouzili jsme krevni séra pfipravena v rdmci pokusu s potkanimi samci kmene
Wistar (220 - 260 g). Pokusy byly schvaleny Etickou komisi pro praci se zvifaty
Lékarskeé fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Potkani méli po celou dobu
pokusu piistup ke standardni laboratorni dieté (Velaz, Ceska republika) a vodé
ad libitum.

Provedeni pokusu: vSem potkantim rozdélenym do 4 skupin po 6 potkanech
(tab. 1X) byla 4x aplikovana davka acetaminofenu (APAP) v davce 50 mg APAP/100 g
hmotnosti (v objemu 0,5 ml suspenze/100 g vahy potkana). Tyto davky byly aplikovany
1., 3., 5. a 7. den intragastrickou sondou. Néasledny den byli potkani operovani.
U skupin €. 1 a 2 byla v etherové narkdze provedena laparotomie, u skupin €. 3 a 4 byla
provedena parcialni hepatektomie, tj. odnéti 65-70 % jater. Potkani byli usmrceni 10.
a 11. den pocitany od podéani prvni davky APAP, v téchto intervalech byla 1 odebrana
z biiSni aorty krev, kterd byla ponechdna koagulovat. Naslednou centrifugaci bylo
pfipraveno krevni sérum, které bylo skladovdno pii -80 °C do doby stanoveni

enzymovych aktivit.

Tab. IX: Popis skupin potkant

Acetaminofen - davka | Operaéni zakrok Doba usmrceni
Skupina 1 4x 50 mg APAP/100g | laparotomie 24 hod.
Skupina 2 4x 50 mg APAP/100 g | parcialni hepatektomie | 24 hod.
Skupina 3 4x 50 mg APAP/100 g | laparotomie 48 hod.
Skupina 4 4x 50 mg APAP/100 g | parcialni hepatektomie | 48 hod.
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4.5.5.1 Stanoveni aktivity GLDH ve vzorcich sér potkant

S ohledem na vysledky optimalizace dil¢ich parametrii analyzy (0,1 M draselno-
fosfatovy pufr (pH 7,5); 6,2 mM NADH; 0,403 M a-KG; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI;
25 °C) jsme za téchto parametrd provedli stanoveni aktivity GLDH ve vzorcich sér
potkani 1 proméfeni blankli u jednotlivych vzorkd. Pii vypocltu vysledné
glutamatdehydrogenazové aktivity v séru jsme hodnoty slepych vzorkd odecetli

od aktivity GLDH stanovené ve vzorku.

4.5.5.2 Stanoveni aktivity ALT, AST, ALP ve vzorcich sér potkant
Sérove aktivity ALT, AST a ALP byly ve vzorcich stanoveny na Oddéleni

klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
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5. Vysledky

5.1 Optimalizace koncentrace NADH

Testovali  jsme  vliv zmény koncentrace @ NADH na  aktivitu
glutamatdehydrogendzy. Ke stanoveni jsme pouzili 2 rizné pufry a koncentrace
vrozmezi 0,06 - 051 mM NADH. Hodnota aktivity GLDH vV prostiedi
triecthanolaminového pufru (graf 2) byla nizsi nez pii pouziti sodno-fosfatového pufru
(graf 3), cca 0 30 — 40 % v pfitomnosti totozné koncentrace NADH. Z obou grafl je
patrné, ze s klesajici koncentraci NADH klesa ve vsech ptipadech i aktivita GLDH.
V piitomnosti vSech koncentraci NADH bylo dosazeno linearity stanoveni AA/At
béhem celé doby méfeni (graf 4). Z ekonomickych divodu jsme zvolili jako optimalni
koncentraci 0,2 mM NADH, nebot se nalézala mezi koncentracemi 0,26 mM
a 0,13 mM NADH. Jednotlivé hodnoty aktivit GLDH jsou zaznamenané v piiloze 1 a 2.

40 -
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Graf 2: Vliv koncentrace NADH na aktivitu GLDH pfi pouziti triethanolaminového puftru.
Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M TEA; 12,9 mM a-KG; 25 mM EDTA,; 3,2 M NH,Ac;
25 °C; pramér + SD; n = 3.
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Graf 3: Vliv koncentrace NADH na aktivitu GLDH pfi pouziti sodno-fosfatového pufru.
Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M PB; 0,16 mM o-KG; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI;
25 °C; primer £ SD; n = 3.
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Graf 4: Vliv koncentrace NADH na aktivitu GLDH pfi pouziti sodno-fosfatového pufru.
Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M PB; 0,16 mM a-KG; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI;
25 °C;

5.2 Optimalizace koncentrace a-ketoglutaratu

Béhem optimalizace jsme zjistovali vhodnou koncentraci o-ketoglutaratu pro
stanoveni glutamatdehydrogendzové aktivity pifi pouziti 2 odliSnych pufri: sodno-
fosfatového a triethanolaminového. Koncentraci a-KG, ktera je optimalni, jsme urcili
podle hodnot aktivity glutamatdehydrogendzy. Pouzili jsme koncentrace v rozmezi

0,13 - 26 mM o-KG. Zgrafu 5 je zifejmé, ze nejvyssi aktivita GLDH je
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u 1,3 mM a-KG pfi pouziti triethanolaminového pufru. Linearity stanoveni béhem celé
doby méteni bylo dosazeno v pritomnosti vSech koncentraci a-KG. Pti porovnani
hodnot aktivit GLDH u obou pouzitych pufri (graf 5 a 6) zjistime, ze aktivita GLDH
Vv pritomnosti triethanolaminového pufru je ve vSech ptipadech vyrazné nizs§i nez pii
pouziti sodno-fosfatového pufru. V pfitomnosti triethanolaminového pufru je aktivita
GLDH u koncentraci 26 mM a 13 mM o-KG 0 95 — 98 % niz$i nez pti pouziti sodno-
fosfatového pufru, vpripadé¢ 0,13 mM o-KG se vyrazny rozdil mezi
glutamatdehydrogenazovou aktivitou zmensuje a ¢ini 30 %. Za optimalni koncentraci
jsme zvolili hodnotu 13 mM o-KG, protoze pii pouziti této koncentrace byla aktivita
GLDH v prostiedi sodno-fosfatového pufru nejvyssi. Podrobné hodnoty aktivit GLDH

jsou zaznamenané V piiloze 3 a 4.
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Graf 5: Vliv koncentrace a-KG na aktivitu GLDH pii pouziti triethanolaminového pufru.
Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M TEA; 0,06 mM NADH;25 mM EDTA; 3,2 M NH4ACc;
25 °C; prumér + SD; n = 3.
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Graf 6: Vliv koncentrace a-KG na aktivitu GLDH pf#i pouziti sodno-fosfatového pufiu.
Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M PB; 0,2 mM NADH; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI;
25 °C; primer £ SD; n = 3.

5.3 Optimalizace pH

Ukolem bylo ovéfit vliv pH na stanoveni aktivity glutamatdehydrogenazy.
Ke stanoveni jsme pouzili sodno-fosfatovy pufr vrozmezi pH 7 — 8 a draselno-
fosfatovy pufr v rozmezi pH 7 - 9,5. Z grafii 7 a 8 je patrné, Ze nejvyssi hodnoty aktivity
GLDH doséhla v ptitomnosti draselno-fosfatového pufru o pH 9,5. Pti pouziti sodno-
fosfatového pufru byla glutamatdehydrogenazova aktivita vzdy niz$i nez pti pouziti
draselno-fosfatového pufru o stejném pH, v ptipadé pH 7,5 se aktivita liSila o 11 %
a v pritomnosti pH 8 se liSila o 14 %. Na zéklad¢ vSech predeSlych vysledkl jsme se
rozhodli pro pouzivani draselno-fosfatového pufru. Jako optimalni hodnotu pH jsme
zvolili 7,5, protoze pfi tomto pH se enzymové aktivity stanovuji nejCastéji. Aktivita
GLDH analyzovana pii pH 7,5 se neliSila o vice nez 10 % v porovnani s aktivitou
méfenou v pritomnosti pH 9,5. Pfi porovnani pH 9,5 a pH 7 u draselno-fosfatového
pufru doslo k poklesu aktivity 0 31 %. Podrobné hodnoty aktivit GLDH tykajici se

téchto pokusti jsou uvedené v ptiloze 5 a 6.
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aktivita GLDH [mU/ml]

7 7,5 8
pH

Graf 7: Vliv pH na aktivitu GLDH pfi pouziti sodno-fosfatového pufru. Podminky stanoveni.:
GLDH; 0,1 M PB; 0,2 mM NADH; 13 mM a-KG; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI; 25 °C;
priumer £ SD; n = 3.

aktivita GLDH [mU/ml]
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Graf 8: Vliv pH na aktivitu GLDH pfi pouziti draselno-fosfatového pufru. Podminky
stanoveni: GLDH; 0,1 M KP; 0,2 mM NADH; 13 mM a-KG; 2,5 mM EDTA,;
3 M NH,CI; 25 °C; priimer + SD; n = 3.

5.4 Testovani stability glutamatdehydrogenazy

5.4.1 Testovani teplotni stability glutamatdehydrogenazy
Zjistovali jsme aktivitu glutamatdehydrogendzy v zdvislosti na jejim

uchovavani pfi rizné teploté. Pracovni roztok enzymu GLDH jsme skladovali
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pii teploté 4 °C a pri laboratorni teploté 23 °C. Z vysledka (graf 9) je patrné, ze GLDH
uchovavana pti 4 °C je stabiln¢jsi. Vyraznéjsi pokles aktivity je vidét po 3 hodinach
skladovani enzymu pii této teplote. Pokles aktivity enzymu, ktery byl uchovavan pii
pokojové teploté 23 °C, je mnohem znatelnéjsi. Jiz béhem 1. hodiny aktivita poklesla
0 13 %, u enzymu skladovaném pii 4 °C pouze o 3 %. Porovnanim
glutamatdehydrogenazové aktivity stanovené po 48 hodinach a na zacatku pokusu
zjistime, ze aktivita enzymu skladovaného pii teplot¢ 4 °C poklesla o 38 %
a u enzymu skladovaného pii pokojové teploté klesla 0 57 %. Jednotlivé hodnoty

aktivit GLDH jsou zaznamenané V ptiloze 7 a 8.

@m4°C m23°C

100 -

aktivita GLDH [mU/mlI]

¢as [h]

Graf 9: Vliv teploty na stabilitu GLDH. Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M KP; 0,2 mM
NADH; 13 mM a-KG; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI; 25 °C; priimeér = SD; n = 3.

5.4.2 Testovani stability glutamatdehydrogenazy pri skladovani

Cilem pokusu bylo zjistit vliv skladovani glutamatdehydrogenazy na jeji
stabilitu. GLDH jsme uchovavali zamraZenou pii -20 °C a -80 °C az po dobu 1 mésic.
Graf 10 ukazuje, ze s ¢asem klesa hodnota aktivity GLDH u obou zpusobu skladovani.
Pti skladovani enzymu pii -80 °C poklesla aktivita po 48 hodindch
o 13 %, pfi¢emz aktivita GLDH skladované pii -20 °C poklesla o 35 %. Skladovanim
enzymu pii -80 °C klesla glutamatdehydrogenazova aktivita po 1 mésici o 45 %,
pti -20 °C o 82 %. Z naSich vysledk tedy vyplyva, ze GLDH uchovéavana pii -80 °C
ma vys$i stabilitu. Podrobné hodnoty aktivit GLDH jsou uvedené v ptiloze 9 a 10.
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Graf 10: Vliv skladovani na stabilitu GLDH. Podminky stanoveni: GLDH; 0,1 M KP;
0,2 mM NADH; 13 mM a-KG; 2,5 mM EDTA;3 M NH,CI; 25 °C; primeér + SD; h = 3.

5.5 Stanoveni aktivity glutamatdehydrogenazy v biologickém materialu

5.5.1 Stanoveni aktivity GLDH ve vzorcich sér potkant

Optimalizovanou metodou jsme stanovili aktivity GLDH ve vzorcich potkanich
sér (tab. X). Hodnoty aktivit enzymt (GLDH, AST, ALT a ALP) u jednotlivych

potkanti jsou uvedeny v ptiloze 11.

Tab. X: Popis skupin potkant

Acetaminofen - davka | Operaéni zakrok Doba usmrceni
Skupina 1 4x 50 mg APAP/100g | laparotomie 24 hod.
Skupina 2 4x 50 mg APAP/100 g | parcialni hepatektomie | 24 hod.
Skupina 3 4x 50 mg APAP/100g | laparotomie 48 hod.
Skupina 4 4x 50 mg APAP/100 g | parcialni hepatektomie | 48 hod.

Namétené aktivity GLDH ve vzorcich sér potkani jsme porovnavali s aktivitami

ostatnich enzymii (AST, ALT a ALP) stanovenych ve stejnych vzorcich sér, které byly

analyzovany na Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec

Kralové (tab. Xl). Fyziologicka hodnota aktivity GLDH se dle nasich pokusu pohybuje

v séru potkani v rozmezi 0 — 2,2 mU/ml. Aktivity GLDH stanovené u sér kontrolni

skupiny 1, kde byli potkani vystaveni uCinkim acetaminofenu, nésledné¢ podrobeni

laparotomii a po 24 hodinach od opera¢niho zasahu jim byla odebrana krev, odpovidaly
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fyziologickym hodnotdm, a tudiz nedoslo ke zvyseni jejich hladin. Stejny prabéh byl
zaznamenan i u laparotomovanych potkant, kterym byla odebrana krev po 48 hodinach
od opera¢niho zakroku (skupina 3). Pii porovnani aktivity GLDH vzorki sér skupiny 2
a kontrolnich vzorkli sér skupiny 1 zjistime, Zze po parcidlni hepatektomii doslo
k vyraznému narastu aktivity GLDH. Aktivita GLDH se zvysila v praiméru o 30 mU/ml,
tedy 16X Vv porovnani s kontrolnimi vzorky. Porovnanim primérnych aktivit GLDH
stanovenych u 3. a 4. skupiny potkani zjistime, Ze aktivita vzrostla 54x, ptiCemz
aktivita v séru potkani, které bylo odebrano 48 hodin po parcialni hepatektomii,
poklesla 0 41 % v porovnani s aktivitou stanovenou 24 hodin od stejného operac¢niho
zakroku (graf 11).

Tab. XI: Primérné hodnoty aktivit enzymu po intoxikaci acetaminofenem, n=5 - 6

skupina | ALT [mU/ml] | AST [mU/ml] | ALP [mU/mI] | GLDH [mU/ml]

1

49,6 £ 16,5

155,4 16,3

1252 + 18,4

2,1+ 1,4

188,5 + 45,7

4454 +912

314,0 + 59,2

32,8 +£10,4

40,3 £4,6

106,4 £+ 8,5

115,2 £28,9

0,4+ 0,4

93,0 £ 27

204,3 £46,2

255,3+£39,9

195+ 11,1
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Graf 11: Aktivita GLDH v séru potkant.. Podminky stanoveni: 0,1 M KP; 0,2 mM
NADH,; 13 mM a-KG; 2,5 mM EDTA; 3 M NH,CI; 25 °C; priumeér = SD; n =5 - 6.
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Pfi porovnani aktivit jednotlivych enzymt (AST, ALT, ALP, GLDH) skupiny
potkani 1 a 2 zjistime, Ze u vSech enzymt doslo po 24 hodinach od operac¢niho zédsahu
k vzestupu aktivit (tab. XI). Nejvyssi narust aktivity byl zaznamenan u GLDH, kde
aktivita vzrostla mnohonasobné vice nez u ostatnich enzymiti, nebot’ aktivita GLDH se
zvysila 16x viuci kontrolam (graf 12). U ALT doslo k ¢tyfnasobnému vzestupu aktivity,
u AST a ALP vzrostla aktivita 3x. Po 48 hodinach od parcialni hepatektomie doslo u
vétSiny enzymu k poklesu jejich aktivit, avSak aktivita GLDH pietrvavala stale vysoka.
Hodnoty vsech korela¢nich koeficientd jsou vysoké, coz znaci, ze aktivita GLDH v séru
velice dobfe koreluje s aktivitami ostatnich enzymu (graf 13). Nejvyssi korelace bylo
dle ocekavani dosazeno mezi ALT a AST (r = 0,98). Korelace aktivity GLDH
S ostatnimi enzymy je ale také velmi vysoka a pohybuje se mezi r = 0,86 - 0,89.
Z vyslednych aktivit GLDH a ze srovnani aktivit ostatnich enzymu akutniho poskozeni

jater je patrné, ze glutamatdehydrogenaza je vyznamny marker tohoto druhu poskozeni.
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Graf 12: ZvySeni aktivity enzymovych markert hepatotoxicity v porovnani s kontrolami;
hodnoty uvedené pro ¢asovy interval 24 h byly vypocteny jako pomér primérné aktivity
daného enzymu skupiny 2 vs. 1 £ SD; pro ¢asovy interval 48 h byly vypocteny jako
pomeér primérné aktivity daného enzymu skupiny 4 vs. 3 £ SD; n =5 - 6.
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Graf 13: (A) - korelace aktivity GLDH v séru potkant s ALP (n = 23); (B) - korelace

aktivity GLDH v séru potkanti s AST (n = 23)

; (C) - korelace aktivity GLDH v séru

potkant s ALT (n = 23); (D) - korelace aktivity ALT v séru potkant s AST (n = 23)
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6. Diskuze

Glutamatdehydrogenaza je enzym patfici do skupiny oxidoreduktaz. Vyskytuje
se zejména v matrix mitochondrii jaternich bunék, ale nalezneme ji i v nervové,
testikularni a mnoha dalSich tké&nich. Jeji funkce spo¢iva v metabolizmu dusiku, kde
katalyzuje reverzibilni oxidaéni deaminaci glutamatu, pfi které vznika
a-ketoglutarat a volny amoniak, jenZ je ndsledné odbouravan. Glutamatdehydrogenaza
mize vyuzit jako redoxni koenzym NAD® i NADP®. Nezastupitelnou roli ma
1 v udrzovani energetické homeostazy organizmu. Skladé se ze 6 stejnych podjednotek
a rozliSuji se 2 formy GLDH. Pii poSkozeni jaterni tkan€ dochazi k uvolnéni
glutamatdehydrogenazy a nardstu jeji aktivity v krvi. Tento enzym je diky vysoké
specifité a senzitivité povazovan za vyznamny biomarker hepatotoxicity, ktery spolu
S ostatnimi jaternimi enzymy slouzi k jednodussi diferenciaci jaterniho onemocnéni.
I ptes tato tvrzeni vySetieni glutamatdehydrogenazy stéle nepatii mezi bézné pouzivané
jaterni testy.

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminky stanoveni
glutamatdehydrogenazy. Nejcastéji pouzivanou metodou analyzy GLDH je
spektrofotometricka, pti niz je detekovan pokles absorbance za minutu pti vinové délce
340 nm. Pokles absorbance je zpiisobeny oxidaci NADH a je pfimo tmérny aktivité
GLDH. Hodnota aktivity GLDH je vypo¢tena podle Lambert-Beerova zakona: A = €.c.|
(A = absorbance; € = molarni extink¢ni koeficient, ktery pro NADH pii 340 nm ¢ini
622 mmol™.m™; ¢ = molarni koncentrace; 1 = délka absorbujici vrstvy, pro objem 310 pl
¢ini 0,00905 m). Aktivita enzymu je vyjadiena v jednotkach mU/ml, kdy 1 U enzymové
aktivity je mnozstvi enzymu, které katalyzuje pfeménu 1 pmolu NADH za minutu.
Ke stanoveni aktivity GLDH jsme pouzivali spektrofotometrickou étecku Tecan Infinite
M200.

Pfi optimalizaci podminek analyzy GLDH jsme nejprve testovali koncentrace
NADH. Ke stanoveni jsme pouzili 2 odlisSné pufry a koncentrace v rozmezi
0,06 — 0,51 mM NADH. V pfitomnosti triethanolaminového pufru jsme naméfili
nejvyssi aktivitu za pouziti 0,51 mM NADH, pfi této koncentraci byla aktivita nejvyssi
i v pfitomnosti sodno-fosfatového pufru, aktivita byla ale o 30 % vyss§i v porovnani

S triethanolaminovym pufrem. Pfipouziti obou pufrG platilo, Ze se vzrlstajici
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koncentraci NADH se zvySovala i aktivita GLDH. Pokles absorbance byl linedrni
béhem celé doby analyzy u vSech pouzitych koncentraci. Z ekonomickych divodii jsme
zvolili jako optimalni koncentraci 0,2 mM NADH, tuto hodnotu jsme ur¢ili jako primér
koncentraci 0,26 mM a 0,13 mM NADH. V publikaci Kawakami et al. (2010) pouzili
pro zjisténi optimalni koncentrace NADH rozmezi koncentraci 0,015 - 0,21 mM
NADH. Jako optimalni byla vyhodnocena 0,15 mM NADH, i kdyz nejvyssi aktivita
GLDH byla naméfena v rozmezi koncentraci 0,15 — 0,2 mM NADH (Kawakami et al.,
2010). Nami zvolena optimalni koncentrace NADH se také nachazi ve zminéném
rozmezi hodnot, ostatné 1 v publikacich dal§ich autorii nalezneme shodné koncentrace
NADH (McCarthy et al., 1980; DeLuna et al., 2001).

V dalS$im kroku jsme optimalizovali koncentraci a-ketoglutaratu v pfitomnosti
2 odlisnych pufra. Testovali jsme koncentrace v rozmezi 0,13 — 26 mM a-KG. Nejvyssi
aktivita GLDH v pfitomnosti triethanolaminového pufru byla pfi pouziti 1,3 mM a-KG
a to 0 50 % vyssi nez u 0,13 mM o-KG. Aktivity GLDH nalezené pti pouziti vyssich
koncentraci a-KG (13 mM a 26 mM) byly velmi nizké. V pfitomnosti sodno-
fosfatového pufru doslo k vyraznym nartstim aktivit GLDH. Pfi testovani 13 mM
a 1,3 mM a-KG se aktivity GLDH liSily pouze o 7 %, pfiCemz v pfitomnosti
triethanolaminového pufru byl rozdil 94 %. V praci Kawakami et al. (2010) stanovili
nejvyssi aktivitu GLDH v ptitomnosti 36 mM a-KG pti pH draselno-fosfatového pufru
6,5. Naproti tomu, v publikaci McCarthy et al. (1980) autofi uvadéji, ze optimalni
koncentrace o-KG pro stanoveni aktivity GLDH je 5 mM a-KG pifi pouziti
sodno/draselno-fosfatového pufru o pH 7,4. My jsme jako optimalni koncentraci
substratu pro stanoveni glutamatdehydrogenazové aktivity vybrali 13 mM o-KG,
a to proto, ze aktivita GLDH v pfitomnosti sodno-fosfatového pufru byla pfi pouziti této
koncentrace nejvyssi.

V procesu optimalizace stanoveni GLDH jsme pouzili nékolik pufrd -
triethanolaminovy, sodno-fosfatovy a draselno-fosfatovy. Pouziti triethanolaminového
pufru pro stanoveni GLDH jsme vyhodnotili jako méné vhodné, i kdyz se s jeho
pouzivanim setkavame v odborné literatufe, napt. v praci Jung et al. (1985), Hussain
et al. (1989) a také u komerc¢nich kit firem Sigma a Roche Diagnostics. Jiz z procesu
optimalizace koncentraci NADH a a-ketoglutaratu je patrné, Ze aktivita GLDH
za pouziti triethanolaminového pufru je niz8i neZ v pfitomnosti sodno-fosfatového

pufru. pH triethanolaminového pufru se v pribéhu reakce pravdépodobné meéni, tento
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pufr malo pufruje koncentraci H" ionti a toto ovliviiuje vlastni stanoveni. Optimalnim
pufrem pro stanoveni aktivity GLDH jsme zvolili draselno-fosfaitovy pufr
a to znckolika nasledujicich divodi. Tento pufr je blizky vnitinimu prostfedi
mitochondrie, kde se nachazi glutamatdehydrogenaza, v jeho pfitomnosti je dosazeno
linearity stanoveni béhem celé analyzy a vypoctend aktivita je vys$i nez pii pouziti
ostatnich pufiti (triethanolaminového a sodno-fosfatového pufru). Kawakami et al.
(2010) pouzili pro stanoveni glutamatdehydrogenazové aktivity taktéz draselno-
fostatovy puft, ale o pH 6,5, a v praci McCarthy et al. (1980) byl pouzit sodno/draselno-
fosfatovy pufr pH 7,4. Méfenim pH béhem pribéhu reakce jsme navic zjistili, Ze
Vv pritomnosti draselno-fosfatového pufru se pH béhem reakce témét nemeéni.

Nakonec jsme také zjistovali, jaké pH bude pro stanoveni GLDH idealni.
Udévané optiméalni pH pro pfimou reduktivni aminaci a-ketoglutaratu je okolo 8
(Lee et al.,, 1999). V piimé glutamatové oxidaci je optimalni pro Stanoveni aktivity
GLDH pouzivat pH v rozmezi 7,4 — 8 (McCarthy et al., 1980; Hussain et al., 1989).
AvSak Vv praci Lee et al. (1999) byla optimalni aktivita GLDH v pfimé glutamatové
oxidaci detekovana Vv rozmezi hodnot pH 9,0 — 9,5. Aktivita GLDH ¢inila v takovychto
podminkach dvojnasobek hodnoty aktivity nez v pritomnosti pH 7,5 — 8. I pfes tuto
skutecnost, ve vétsin€ publikaci (Mc Carthy et al., 1980; Bailey et al., 1982; Jung et al.,
1985; Oazreti¢ et Krajnovi¢-Ozreti¢, 1993) miizeme nalézt hodnotu pH v rozmezi
7,4 — 8. Nami stanovena aktivita GLDH v piitomnosti draselno-fosfatového pufru
o pH 9,5 se lisila od hodnoty analyzované pii pH 7,5 pouze o 10 %. Pro dalsi stanoveni
GLDH jsme se proto rozhodli pouzivat pH 7,5. Pozadi zpisobené nespecifickym
signalem ¢inilo u pH 7,5 pouze 3 % celkové aktivity. Naproti tomu, s klesajicim pH toto
procento vyrazn¢ roste. Kromé pH jsme také zjistovali teplotu stanoveni GLDH, 25 °C
bylo vyhodnoceno jako optimalni.

Béhem optimalizace jsme testovali, za jakych podminek je nejvhodné&jsi
glutamatdehydrogenazu skladovat. Enzym jsme uchovavali pfi pokojové teploté 23 °C
a Vv lednici pti 4 °C. Z vysledku je patrné, ze aktivita GLDH skladované pii 4 °C je vzdy
vy$$i nez aktivita enzymu skladovaného pti pokojové teploté. Skladovanim enzymu pii
pokojové teploté dochazi k poklesu aktivity jiz béhem 2 hodin, aktivita enzymu klesla
po 2 hodindch od zacatku detekce o 22 %, zatimco u enzymu skladovaného pii 4 °C byl
pokles aktivity pouze o 1,3 %. Aktivita enzymu uchovavaného pii 4 °C ¢inila

po 48 hodinach 62 % plivodni hodnoty, pfi¢emz u enzymu skladovaného pti pokojové
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teplot¢ byla aktivita 43 % oproti ptvodni aktivité. Enzym jsme také uchovavali
zamrazeny pii razné teploté. Po tydnu skladovani GLDH pii -20 °C a -80 °C klesla
aktivita GLDH zhruba o 50 % v obou ptipadech. Avsak po 1 mésici jiz byl patrny
rozdil, aktivita enzymu uchovavaného pii -20 °C ¢inila pouze 18 % pivodni hodnoty,
oproti tomu aktivita GLDH skladované pii -80 °C 55 %. Z naméfenych vysledki
teplotnich podminek skladovani glutamatdehydrogenazy vyplyva, ze je vhodné
pripravovat standardy glutamatdehydrogenazy vzdy Ccerstvé. Vzorky je nutné co

nejrychleji zpracovat, optimalné do 2 hodin od odebrani, ¢i je zmrazit pi1 -80 °C.

Glutamatdehydrogenaza je enzym, jehoz aktivita v séru roste rychle po akutnim
poskozeni jater. K vysokému vzestupu aktivity dochazi pfedev§im pii nekrdze jaternich
bun¢k. Je prdvem povazovéna za klinicky biomarker hepatotoxicity, jeji specifita pro
jaterni tkan je vySS$i nez u aminotransferaz a aktivita v séru neni ovlivilovana
posSkozenim kosterni svaloviny jako u nékterych enzymi (O'Brien et al., 2002; Giffen
et al., 2003).

Za ptedem optimalizovanych podminek jsme stanovovali aktivitu
glutamatdehydrogenazy v séru potkand, kterym byl aplikovan acetaminofen a témto
potkanim byly navic odebrany 2/3 jater. Acetaminofen je UCinné analgetikum
a antipyretikum, jenz patii mezi xenobiotika detoxikovana pomoci glutathionu (Halmes
et al., 1996). Za béZznych okolnosti neni toxicky, pii pfedavkovani dochazi k vy¢erpani
zasob glutathionu v jatrech, zvySeni oxidacniho stresu a poskozeni bunck, zejména
hepatocyti (Jaeschke et Bajt, 2006). Acetaminofen je Casto pouZzivan jako modelovy
toxin pro navozeni toxického poskozeni jaternich bun€k. Stanovenim aktivity GLDH
V séru potkanti a vyhodnocenim ziskanych vysledki spolu s aktivitami enzyma AST,
ALT a ALP jsme zjistili, ze u vSech enzymi dochazi k vzestupu jejich aktivit po davce
acetaminofenu a nasledné parcialni hepatektomii. K nejmensimu narastu aktivit doslo
po 24 hodinach od parcidlni hepatektomie u AST a ALP v porovnani s kontrolnimi
vzorky, hodnoty aktivit vzrostly 3x, u ALT 4x. Aktivita GLDH se zvysila 16x. Oproti
tomu, u kontrolnich zvifat, kterd prodélala pouze laparotomii a byla také podrobena
ucinkiim acetaminofenu, k Zddnému vzestupu aktivity glutamatdehydrogendzy nedoslo.
Vyhodnocenim dat namétenych po 48 hodinach od operacniho zakroku jsme zjistili, Ze
aktivity vSech enzymi jsou v porovnani s aktivitami naméfenymi po 24 hodinach niZsi.

Aktivita AST a ALT se zacala vracet k plivodnim hodnotdm nejrychleji, aktivita ALP
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a GLDH zlstavala stale na vysokych hodnotach. Aktivita GLDH byla po 48 hodinach
V porovnani s kontrolnimi vzorky zvySena 54x, zatimco aktivity ostatnich enzymut
klesly cca o polovinu. Obdobny trend je popsan i v ¢lanku O'Brien et al. (2000), kde
jako toxin pouzili taktéz acetaminofen a aktivity AST, ALT a ALP vzrostly o 50 %, ale
glutamatdehydrogenazova aktivita vzrostla 23x v porovnani s kontrolami. Avsak,
na rozdil od naSich vysledkl, byl v této publikaci po 48 hodinach znatelny pokles
pomérné aktivity GLDH vaci kontrolni skupiné (O'Brien et al., 2002). Pfi porovnani
korela¢nich koeficientl zjistime, ze GLDH stanovovana v séru velice dobie koreluje se
vSemi zminénymi enzymy jaterniho poskozeni (AST, ALT a ALP), korela¢ni koeficient
ALT/AST dosahuje hodnoty 0,98, koeficienty korelace GLDH s ostatnimi enzymy se
piiblizuji hodnoté 0,90. Ze vSech hodnot korelace vyplyva vzajemny vztah mezi
jednotlivymi enzymy. V praci O'Brien et al. (2002) nalezneme korelac¢ni koeficient
GLDH/ALT roven 0,86 a GLDH/AST roven 0,84, avSak u korelace GLDH/ALP je
mnohem nizs$i r = 0,67 (O'Brien et al., 2002). Vzestup aktivit enzymovych markera
nalezneme i v publikacich dalSich autord, napf. v praci Kravos et Malesi¢ (2010) doslo
k vzestupu AST, ALT a GLDH v zavislosti na pusobeni toxinu, ve studii Ozreti¢
et Krajnovi¢c-Ozretic (1993) mizeme nalézt zvySené hladiny enzymi GLDH
a ALP ucinkem tetrachlormetanu a fenolu, aktivita GLDH se zvysila az 27x oproti
ptvodnim hodnotam.

Porovnanim enzymti — AST, ALT, ALP a GLDH jsme potvrdili, Ze jsou vSechny
vhodnymi biomarkery toxického poskozeni jater, avsak glutamatdehydrogenaza
vykazovala nejvyssi senzitivitu, a proto by jeji pouziti nemélo byt opomijeno. GLDH je
vyznamnym markerem hepatotoxicity, jak z divodu vyrazného vzestupu jeji aktivity,
tak 1 prodlouzené doby pfetrvavani v krvi po poskozeni. Naproti tomu, pouZzitim
kombinaci biochemickych markerii hepatotoxicity docilime presnéjsi a rychlejsi

diagndzy poskozeni jater.
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Za ucelem stanoveni aktivity glutamatdehydrogendzy byla optimalizovana
spektrofotometricka metoda. Jako optimalni podminky stanoveni
glutamatdehydrogenazové aktivity byly uréeny 0,1 M draselno-fosfatovy pufr, 0,2 mM
NADH a 13 mM a-ketoglutarat. Bylo zjisténo, ze v pritomnosti draselno-fosfatového
pufru pH 7,5 je aktivita GLDH dostate¢né vysoké a pozadi nespecifického signalu tvori
zanedbatelnou ¢ast celkove aktivity. Bylo prokazano, Ze skladovani glutamatdehydro-
gendzy pii -80 °C je optimalni, proto je vhodné vzorky co nejrychleji zpracovat ¢i je
zmrazit ptitéto velmi nizke teploté.

Optimalizovanou metodou byly detekovany aktivity GLDH ve vzorcich sér
potkanti, stanovené hodnoty aktivit byly porovnany s aktivitami ostatnich enzymi —
AST, ALT a ALP. Bylo zjisténo, Ze po toxickém pisobeni acetaminofenu na jaterni
tkan dochdzi k vyraznému narastu aktivity GLDH v séru, ktera velice dobfe koreluje
s aktivitami porovnavanych enzymi.

Glutamatdehydrogenéaza byla vyhodnocena jako vhodny marker hepatotoxicity,
jeji stanoveni je uzitetné pro vcasné odhaleni poskozeni jater a také v kombinaci

s dalsimi markery pro snadnéjsi rozpoznani druhu a rozsahlosti jaterniho onemocnéni.
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9. Prilohy

Ptilohy

Ptiloha 1: Vliv koncentrace NADH na aktivitu GLDH pfi pouziti sodno-fosfatového

pufru (n = 3)
Koncentrace NADH [mM] |  AA/At [min] Aktivita GLDH + SD
[mU/mI]
0,51 0,017 47,0+ 2.0
0,26 0,015 402437
0,13 0,010 271+19
0,06 0,006 173108

Ptiloha 2: Vliv koncentrace NADH na aktivitu GLDH pfi pouziti triethanolaminového

pufru (n = 3)
Koncentrace NADH [mM] | AA/At [min] Aktivita GLDH £ SD
[mU/ml]
0,51 0,010 28,6+ 04
0,26 0,009 246 +0,3
0,13 0,007 201+24
0,06 0,004 11,7 +2,0

Ptiloha 3: Vliv koncentrace a-KG na aktivitu GLDH pii pouziti sodno-fosfatového

pufru (n = 3)
Koncentrace o-KG [mMM] AA/At [min] Aktivita GLDH + SD
[mU/mlI]
26,0 0,057 157,1+8,3
13,0 0,073 201,4+1,8
1,3 0,068 187,0+4,2
0,13 0,017 46,2 +1,2
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Ptilohy

Ptiloha 4: Vliv koncentrace a-KG na aktivitu GLDH pfi pouziti triethanolaminového

pufru (n = 3)
. Aktivita GLDH + SD
Koncentrace a-KG [mMM] AA/At [min] [mU/mI]
26,0 0,003 7,2+04
13,0 0,001 39+0,3
1,3 0,023 63,0+ 2,3
0,13 0,012 32,0+2,2

Ptiloha 5: Vliv pH na aktivitu GLDH pf#i pouziti sodno-fosfatového pufru (n = 3)

. Aktivita GLDH + SD
oH AA/At [min] [mU/mi]
7 0,048 134,6 £6,1
75 0,064 177,4+ 3,1
3 0,067 1849 +4,8

Ptiloha 6: Vliv pH na aktivitu GLDH pf#i pouziti draselno-fosfatového pufru (n = 3)

. Aktivita GLDH = SD
pH AA/At [min] (mU/mI]
7 0,056 152,3+7,0
7,5 0,071 199,0+ 4,8
8 0,077 2142+ 3,2
95 0,081 220,8+2,9

Ptiloha 7: Vliv teploty na stabilitu GLDH uchovavanou pii 4 °C (n = 3)

Doba uchovavéni [h] AA/At [min] Akt"”t[fn CL;J'/—HE])I']* +SD
0 0,031 863447
1 0,030 837452
2 0,031 852475
3 0,027 732455
4 0,024 66,0452
48 0'019 53,4 + 2,2
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Ptilohy

Priloha 8: Vliv teploty na stabilitu GLDH uchovavanou pti 23 °C (n = 3)

Doba uchovavani [h] AA/At [min] Aktivita GLDH + SD

[mU/ml]
0 0,031 86,3 + 4,7
1 0,027 75,0 + 7,0
2 0,024 67,3+ 9,6
3 0,021 56,9 + 5,2
4 0,020 56,3 + 5,3
48 0,014 372+22

Pfiloha 9: Vliv zamrazeni pti -20 °C na stabilitu GLDH (n = 3)

Délka zamraZeni [den] AA/At [min] Aktlwt[?nal/_nal]_l 5P
0,025 67,8 +2,3
0,016 44,1+0,7
0,010 28,7+2,8
30 0,004 12,2+1,4

Pfiloha 10: Vliv zamrazeni pii -80 °C na stabilitu GLDH (n = 3)

Délka zamraZeni [den] AA/At [min] AktIVIt[?nCL;JI/_nal]_l 5P
0,025 67,8+23
0,021 59,1+25
0,013 34,5+3,2
30 0,014 376+19
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Ptiloha 11: Aktivity enzymu Vv séru potkant

Ptilohy

skupina potkan ALT AST ALP GLDH
[mU/mI] | [mU/mI] | [mU/mI] | [mU/mlI]
1 75,6 181,8 111,6 3,9
2 34,2 131,4 97,8 1,0
3 57,6 154,2 150,6 0,0
4 33,6 151,2 126,0 3,1
1 5 40,2 161,4 132,6 2,3
6 56,4 152,4 132,6 2,0
priamér 49,6 155,4 125,2 2,0
SD 16,5 16,3 18,4 1,4
7 exitus exitus exitus exitus
8 184,2 389,3 356,3 42,3
9 191,4 489,5 234,6 24,7
) 10 222,6 539,3 339,5 43,0
11 114,6 314,9 268,7 19,7
12 229,8 493,7 370,7 34,4
pramér 188,5 445,4 314,0 32,8
SD 45,7 91,2 59,2 10,4
13 43,2 104,4 126,6 0,0
14 46,8 121,8 117,6 1,0
15 37,2 97,8 94,8 0,7
16 42,0 107,4 165,6 0,5
3 17 38,4 107,4 85,2 0,0
18 34,2 99,6 101,4 0,0
prumér 40,3 106,4 115,2 0,4
SD 4,6 8,5 28,9 0,4
19 124,8 274,1 271,1 40,2
20 79,2 163,2 178,2 16,6
21 69,0 189,0 255,5 21,4
22 128,4 243,6 289,7 17,8
4 23 88,2 199,2 278,9 9,3
24 68,4 156,6 257,9 11,4
pramér 93,0 204,3 255,2 19,5
SD 27,0 46,2 39,9 11,1
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