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Bilirubin bol az do roku 1987 minulého storoCia povaZovany za toxicky odpadovy produkt metabolizmu hému. Z poslednych Stadii vsak
vyplyva, Ze vykazuje antioxidacnu, antimutagénnu, antikomplementovu aktivitu a je vyznamnym endogénnym, protektivnym faktorom
pre tkaniva. Nemenej zaujimavé vlastnosti maju aj dalSie produkty degradacie hému - oxid uhol'naty a biliverdin. Ide napriklad o vazodi-
lataéné a imunomodulaéné Gc¢inky oxidu uhol'natého. Viaceri autori potvrdili, Ze exogénna aplikacia biliverdinu ma u zvierat protektivne
Gcinky pri experimentalnych transplantaciach. Mechanizmy, ktorymi tieto latky ochranuji tkaniva vsak zatial nie s do detailov presku-
mané. V blizkej budlcnosti vSak moZno ocakavat vysledky prac, ktoré nielen prispeji k pochopeniu patogenézy viacerych chordb a ich
vztahu k metabolizmu hému, ale poskytni nam aj dalSie moznosti v ramci prevencie a mozno i lieCby.
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Summary

Heme degradation products as important endogenous protective factors. Until 1990’s in the past century bilirubin has been consi-
dered as a toxic waste product of heme catabolism. However recent data showed that it has antioxidant, antimutagen and anticomple-
ment activity so it serves as an important protective factor for endogenous tissues. Carbon monoxide and biliverdin, the other products
of heme catabolism have also interesting attributes, e.g. vasodilation and immunomodulatory effect of carbon monoxide. It was proven
that biliverdin had protective effect in experimental transplantations in animals. However, complete mechanisms of protection by these
substances had not yet been completely understood. The results of the next studies could provide us with deeper view to the relation-
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ship of heme metabolism and pathogenesis of some diseases, their prevention and maybe treatment.
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Bilirubin bol do pociatku 90. rokov
minulého storoCia povazovany za
toxicky odpadovy produkt metabolizmu
hému, najma v slvislosti s jeho po-
tencidlom sposobit ireverzibilné posko-
denie mozgu pri vysokych koncen-
traciach jeho nekonjugovanej formy,
zname ako jadrovy ikterus (kern-
ikterus) novorodencov [1]. Priekopnicke
prace Stockera z roku 1987 vsSak
naznadili, Ze bilirubin spolu s dalSimi
substanciami vznikajlcimi pri degra-
dacii hému majd vyznamné ochran-
né Gcinky pre tkaniva, napriklad pri
oxidatnom strese, endotelovej dys-
funkcii, zapale ¢i dokonca i onko-
genéze.
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METABOLIZMUS HEMU

Hém ma centralnu UGlohu v eukaryotic-
kych metabolickych procesoch ako
prosteticka skupina hemoproteinov.
Z(castnuje sa na bunkovom dychani
a oxidacnej biotransformécii v hemo-
globine, myoglobine, cytochrome P450,
NO syntaze i guanylatcyklaze [2,3].
NajvacsSie mnozstvo hému pochadza zo
zostarnutych erytrocytov. Volny hém je
potencialne cytotoxicky. Dokaze rychlo
destruovat membrany buniek a sub-
celularnych Struktdr, katalyzuje peroxi-
daciu proteinov v membranach, cyto-
plazme, ako aj v sére. Je zodpovedny aj
za oxidaciu LDL lipoproteinov, ktora sa
v slCasnosti povaZuje za dolezita
sicast v patogenéze aterosklerdzy.

Hlavnym enzymom, ktory degraduje
hém v organizme, je hémoxygenaza
(HO). Tento mikrozomalny enzym degra-
duje hém za produkcie ekvimolarnych
mnoZstiev dvojmocného Zeleza, oxidu
uholnatého (CO) a biliverdinu I[Xa.
Degradacia prebieha najma v monocy-
to-makrofagovom systéme a v Kuppfe-
rovych bunkach pecéene. V dalsSich
krokoch biliverdinreduktaza konvertuje
biliverdin na bilirubin a volné dvojmoc-
né Zelezo je inkorporované do feritinu
[4]. Bilirubin je uvolneny do plazmy. Ako
nepolarna, vo vode nerozpustna lipofil-
na substancia, je potencidlne cytotoxi-
cky. Preto je prenasany vo vazbe na
albumin az k sinusoidalnej membrane
hepatocytov. Nasleduje jeho prenos cez
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membranu a vazba na tzv. protein Y
(ligandin), ktory zabranuje jeho spatné-
mu Uniku do krvi. Nasledovne dochadza
k jeho konjugacii s kyselinou glukuro-
novou prostrednictvom enzymu uridin-
difosfat-glukuronyltransferaza (UDP-GT).
Tymto mechanizmom sa bilirubin stava
vo vode rozpustnym a moZe byt elimino-
vany spolu s ZIGovymi kyselinami Zl¢ou.
V Creve je kyselina glukurénova z vazby
uvolnena baktériami prostrednictvom
B-glukuronidazy a bilirubin je prostred-
nictvom reduktaz konvertovany na bez-
farebny urobilinogén. Oxidaciou urobili-
nogénu vznikaji urobilin a sterkobilin,
ktoré su spolocne s ich degradacénymi
produktmi zodpovedné za tmavé sfarbe-
nie stolice. Cast urobilinogénu (cca 1 %)
je reabsorbovand, transportovana por-
talnou vénou do pecene a opat vyli-
¢ena do zZIGe (tzv. entero-hepatalny cyk-
lus). Malé mnoZstvo urobilinogénu je
z tela eliminované mocom [5].

Donedavna bola bilirubinu venovana
len mald pozornost. Bol povazovany
predovSetkym za marker porusenej
funkcie peCene a naruSenia sekrécie
ZICe, o vedie k jeho prestupu do krvi
a k ikteru [2]. Z poslednych Stadii vSak
vyplyva, Ze vykazuje antioxidacnd,
antimutagénnu, antikomplementovu
aktivitu a je vyznamnym endogénnym
protektivnym faktorom pre tkaniva [6].
V slcasnosti sa povazuje za jeden
Z najvyznamnejsich antioxidantov in
vitro aj in vivo [7]. Dokazalo sa, Ze
zabranuje oxidacii LDL a inych lipopro-
teinov, a preto podsobi proti formacii
aterémov a progresii aterosklerdzy [8].
V mikromolarnych mnozstvach je schop-
ny vychytavat volné radikaly efektivnej-
Sie neZ a-tokoferol, ktory bol donedavna
povazovany za vyznamny exogénny
antioxidant [15]. Antiaterosklerotické
vlastnosti bilirubinu boli potvrdené vo
viacerych in vitro Stadiach, ako aj
v experimentoch na zvieratach [9,10].
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Napriklad indukcia a nadprodukcia
hémoxygenazy, a tym aj bilirubinu
v experimentoch na Watanabe dedic¢ne
navodenych, hyperlipidemickych potka-
noch znizovala aterosklerotickl progre-
siu [11]. Nepredpoklada sa, Ze bilirubin
chrani pred tzv. primarnymi radikalmi,
ako s kratkodobo pritomné peroxynitri-
ty, hydroxylové radikaly apod. Panuje
skor domnienka, Ze bilirubin pésobi na
inom stupni. Fixuje primarnymi radikal-
mi poskodené proteiny, lipidy a DNA.
Tieto poSkodenia maju relativne dlhsi
polcas a ich oprava si vyzaduje obycaj-
ne dlhsi ¢as. Bilirubin tu potom plIni
funkciu akéhosi fixatora skor, nez dojde
k ireverzibilnému poskodeniu [12]. Nové
poznatky ohladne hémoxygenazy a Ucin-
kov bilirubinu nas vediu k zrejmému
vysvetleniu ich antioxidacnej fyziologic-
kej Ulohy: oxidacny stres zvySuje expre-
siu HO a néasledné zvySenie produkcie
bilirubinu Specificky inhibuje aktivitu
membranovo viazanej NAD(P)H oxidazy,
ktora vytvara oxidanty vo fagocytoch a vel-
kej skupine nefagocytujlcich buniek.
Tento enzym ma totiz dolezit( Glohu
pri oxidaénom strese indukovanej
endotelovej dysfunkcii, pri hypertenzii,
hyperglykémii, syndréme inzulinovej
rezistencie, hyperhomocysteinémii
a fajceni. Takisto je vyznamny pri
ischemicko-reperfiznom poskodeni,
hypertrofii lavej komory, glomeru-
loskleréze. Potenciuje trombogenézu
zvySenim syntézy tkanivového faktora
a zvySovanim agregability trombocytov.
Oxidanty produkované tymto enzymom
maju klicova Ulohu aj pri broncho-
spazme a aktivacii mastocytov. ZvySena
aktivita NAD(P)H oxidazy je aj media-
torom zvySenej mitogénnej aktivity
a preZitia buniek vo viacerych typoch
nadorov. Aktivacia NAD(P)H oxidazy ma
SVoj vyznam aj pri angiogenéze,
v mikroglii pri Alzheimerovej chorobe
a neurodegenerativnych chorobach [13].
Hyperbilirubinémia podla posled-
nych poznatkov pdsobi protektivne aj
pri hepatobiliarnych ochoreniach. Aku-
mulacia ZlGovych kyselin pri cholesta-
tickych ochoreniach vedie k devastacii
hepatocytov, ich nekréze a apoptéze.

Granato dokazal, Ze ako nekonjugo-
vany, tak konjugovany bilirubin inhibo-
vali apoptézu indikovand zlGovymi
kyselinami a potlacili produkciu volnych
radikalov [14].

Stadie z pogiatku 90. rokov poukéza-
li na skutocnost, Ze hémoxygenaza
nema ulohu len v metabolizme hému.
ZvySend produkcia hémoxygenazy,
najma jej induktivnej formy, sa dokaza-
la v experimentalnych modeloch viace-
rych patologickych procesov, medzi
inymi aterosklerdzy. ZvySena aktivita
HO teda posobi protektivne. M6ze tomu
nasvedcovat aj fakt, ze pri velmi zried-
kavom deficite HO dochadza k hyper-
lipoproteinémii a rychlej tvorbe tuko-
vych prazkov a fibréznych platov v ste-
nach artérii [16].

Zda sa, Ze aj dalSie produkty degrada-
cie hému maja protektivne UGcinky.
Ukazuje sa, Ze oxid uholnaty (CO)
posobi v nanomolarnych koncentra-
ciach ako vazodilataéne Gcinna latka.
Podobne ako znamy vazodilatator oxid
dusnaty podsobi prostrednictvom pro-
dukcie cGMP. To vedie nielen k vazodi-
latacii, ale aj k dalSim Gc¢inkom, ako
napriklad inhibicia agregacie trombocy-
tov a proliferacie hladkych svalovych
buniek ¢i k bronchodilatacii [17,18]. Vo
viacerych experimentoch sa dokazalo,
Ze CO ma aj imunomodulaéné Gginky.
Redukuje produkciu zapalovych media-
torov (IL-1B, IL-2, IL-6 a TNF-a) a zvySuje
produkciu protizapalovych cytokinov
(IL-10). Takisto potlaca proliferaciu
T-lymfocytov. Cytoprotektivnu Glohu CO
v pldcach potvrdil napriklad Song. Pri
ortotopickej transplantacii pltic u potka-
na, aplikacia 500 ppm CO viedla k sig-
nifikantnej redukcii naslednej apoptdzy
a potlaceniu expresie prozapalovych
génov [19]. Zda sa teda, Ze aj CO, ktory
je vo vysokych koncentraciach toxicky,
mé v organizme vyznamné miesto
v ochrane buniek.

Na rozdiel od bilirubinu, biliverdin je roz-
pustnym a netoxickym produktom



degradacie hému, ktory je vSak rychlo
konvertovany na bilirubin. Viaceri autori
potvrdili, Ze exogénna aplikacia biliver-
dinu vykazuje protektivne Gcinky.
Yamashita zistil, Ze podanie biliverdinu
pred transplantaciou srdca u zvierat
viedlo k zvySeniu preZivania transplan-
tatov. Bolo to podmienené zniZzenou
infiltraciou leukocytov a inhibiciou pro-
liferacie T-lymfocytov [20]. Podobne aj
Fondevila dokéazal, Ze perflzia trans-
plantatu pecene biliverdinom viedla
u zvierat k signifikantnému zniZeniu
apoptoézy, expresie NO syntazy, infiltra-
cie leukocytov a aktivacie proza-
palovych génov. Naopak, doslo k rychle-
jSiemu nastupu funkcie transplantatu
a aktivacii antiapoptotickych génov
a tym k zvySeniu preZivania [21].

Indukcia hémoxygenazy, napriklad
bunkovym stresom, vedie teda k tvorbe
molekdl s vyznamnymi antioxidaénymi,
antiapoptotickymi a imunomodulaény-
mi Uc¢inkami. Ukazuje sa, Ze tieto pro-
dukty maju omnoho vacsi potencial, ak
pdsobia v kooperacii.

Jednou z moznosti je aplikacia latok,
ktoré by zvySovali aktivitu hémoxy-
genazy v tkanivach. Tento potencial ma
relativne velka skupina latok. Napriklad
kyselina acetylsalicylova a statiny, ktoré
sU Siroko predpisované v prevencii kar-
diovaskularnych ochoreni, si schopné
indukovat HO [22]. Podobné Ucinky ma
probukol, rapamycin, etanol, NO, CO,
dopamin, diklofenak, COX-2 inhibitory,
PPAR-y aktivatory a dalSie.

Substancie, ktoré ovplyviujd konju-
gacny enzym bilirubinu (UDP-GT)
a zabranuju oxidacii bilirubinu, by mohli
efektivne zvySovat jeho koncentracie.
Inhibicia aktivity UDP-GT vSak musi byt
pod prisnou kontrolou, nakolko tento
enzym sa zl(Castnuje aj konjugacnych
reakcii s toxinmi a karcinogénmi. Zatial
vyhodné vlastnosti vykazuje urikozuric-
ky liek probenecid. Tento inhibuje trans-
port kyseliny UDP-glukurénovej z cyto-
plazmy, kde je syntetizovana do endo-

plazmatického retikula, kde je lokalizo-
vany UDP-GT. Probenecid tymto mecha-
nizmom napriklad predlZuje polcas
acetaminofénu z 2,51 hodiny na 4,3 ho-
dny a lorazepamu z 14,3 hodin na
33 hodin [23]. Konjugacia prostred-
nictvom sulfatu nie je narusena. Aj
preto sa uvazovalo o podavani probe-
necidu na predizenie pdsobenia inych
liekov. Vzhladom na to, Ze je to velmi
dobre tolerovany liek, vykazuje slubny
potencial.

Iné lieky ovplyviuji hyperbiliru-
binémiu inhibiciou transportéru, ktory
sa zUcGastnuje pecenového vychytava-
nia bilirubinu. LieGiva, ktoré si che-
micky hydrofébne aniény mozu sutazit
s membranovym transportnym pro-
teinom pre bilirubin, napriklad antitu-
berkulotikum rifampicin. SG¢asna admi-
nistracia probenecidu a rifampicinu
dokaze dosiahnut hladiny bilirubinu pri-
blizujice sa pacientom s Gilbertovym
syndromom [24].

Konecne existuju lieciva, ktoré kom-
petetivne inhibuji vazbu bilirubinu na
albumin. Prikladom je valproat, avSak
vzhladom na indikaciu tohto lieku
a potencialne vedlajSie GcCinky nepri-
pada jeho pouZzitie zatial do Gvahy.

Ako bolo uvedené, bilirubin znizuje
aktivitu NAD(P)H oxidazy v tkanivach.
Preto ovplyvnenie tohto enzymu pred-
stavuje dalSie terapeutické moznosti.

Pohlad na bilirubin a dalSie produkty
metabolizmu hému sa za posledné dve
desatroCia zasadne zmenil. Bilirubin bol
dovtedy povazovany za toxicky odpa-
dovy produkt, podobne ako aj CO. Az
zaCiatkom devatdesiatych rokov minu-
Iého storoCia sa ukéazalo, Ze tieto sub-
stancie maji svoju fyziologickd UGlohu
v organizme. Pocetné prace viacerych
autorov dokazali protektivne vlastnosti
bilirubinu i biliverdinu v ateroskler6ze
i onkogenéze a to najma pri ich zvySe-
nych hladinach. Mechanizmy, ktorymi
posobia protektivne pre tkaniva, vsak
zatial nie si do detailov preskimané.
Vyskumy sa vSak uberajd spravnym
smerom a v blizkej budlcnosti mozno

oCakavat vysledky, ktoré nielen prispeju
k pochopeniu patogenézy viacerych
chordb, ale poskytnd nam aj dalSie
moznosti v ramci prevencie a mozno
i liecby.

Tomaro ML, Batlle AM. Bilirubin: its role in cyto-
protection against oxidative stress. Int J Biochem
Cell Biol 2002; 34(3): 216-220.

Kapitulnik J. Bilirubin: an endogenous product of
heme degradation with both cytotoxic and cytopro-
tective properties. Mol Pharmacol 2004; 66(4):
T773-779.

Siow RCM, Hideyo S, Mann GE. Heme oxyge-
nase-carbon monoxide signalling pathway in athe-
rosclerosis: anti-atherogenic actions of bilirubin and
carbon monoxide? Cardiovasc Res 1999; 41(2):
385-394.

Tmorita T. Heme Oxygenase and Atherosclerosis.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005; 25(9):
1786-1795.

Kuntz E, Kuntz HD. Hepatology. Principles and
practice. 2. ed. Berlin: Springer 2006.

Marilena G. New Physiological Importance of Two
Classic Residual Products: Carbon Monoxide and
Bilirubin. Biochem Mol Med 1997; 61(2):
136-142.

Hopkins PN, Wu LL, Hunt SC et al. Higher Serum
Bilirubin Is Associated With Decreased Risk for Early
Familial Coronary Artery Disease. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1996; 16(2): 250-255.

Lin JP, O'Donnell CJ, Schwaiger JP et al. Asso-
ciation Between the UGT1A1*28 Allele, Bilirubin
Levels, and Coronary Heart Disease in the Framing-
ham Heart Study. Circulation 2006; 114(14):
1476-1481.

Neuzil J, Stocker R. Free and albumin-bound
bilirubin are efficient co-antioxidants for alpha-toco-
pherol, inhibiting plasma and low density lipoprotein
lipid peroxidation. J Biol Chem 1994; 269(24):
16712-16719.

Wu T-W, Fung KP, Wu J et al. Antioxidation of
human low density lipoprotein by unconjugated and
conjugated hilirubins. Biochem Pharmacol 1996;
51(6): 859-862.

Ishikawa K, Sugawara D, Goto J et al. Heme
Oxygenase-1 Inhibits Atherogenesis in Watanabe
Heritable Hyperlipidemic Rabbits. Circulation 2001;
104(15): 1831-1836.

Minetti M, Mallozzi C, Di Stasi AM et al. Bilirubin
Is an Effective Antioxidant of Peroxynitrite-Mediated
Protein Oxidation in Human Blood Plasma. Arch
Biochem Biophys 1998; 352(2): 165-174.

McCarthy MF. ,latrogenic Gilbert syndrome® -
A strategy for reducing vascular and cancer risk by
increasing plasma unconjugated bilirubin. Med
Hypotheses 2007; 69(5): 974-994.

Granato A, Gores G, Vilei MT et al. Bilirubin
inhibits bile acid induced apoptosis in rat hepato-
cytes. Gut 2003; 52: 1774-1778.

2009;



15. Stocker R, Yamamoto Y, McDonagh AF et al.
Bilirubin is an antioxidant of possible physiologic
importance. Science 1987; 235: 1043-1046.

16. Stocker R, Perella MA. Heme Oxygenase-1:
A Novel Drug Target for Atherosclerotic Diseases?
Circulation 2006; 114:2178-2189.

17. Brune B, Ullrich V. Inhibition of platelet aggrega-
tion by carbon monoxide is mediated by activation
of guanylat cyclase. Mol Pharmacol 1987; 32:
497-504.

18. Cardell LO, Ueki IF, Stjarne P et al. Bronchodila-
tion in vivo by carbon monoxide, a cyclic GMP rela-
ted Messenger. Br J Pharmacol 1998; 124:
1065-1068.

19. Song R, Kubo M, Morse D et al. Carbon monoxi-
de induces cytoprotection in rat orthotopic lung

Sac Klin Pr 2009; 1: 12-15

PRODUKTY DEGRADACIE HEMU AKO VYZNAMNE ENDOGENNE PROTEKTIVNE FAKTORY

transplantation via anti-inflammatory and anti-
apoptotic effects. Am J Pathol 2003; 163(1):
231-242.

20. Yamashita K, McDaid J, Ollinger R et al. Biliver-
din, a natural product of heme catabolism, induces
tolerance to cardiac allografts. FASEB J 2004;
18(6): 765-767.

21. Fondevila C, Shen XD, Tsuchiyashi S et al. Bili-
verdin therapy protects rat livers from ischemia and
reperfusion injury. Hepatology 2004; 40(6):
1333-1341.

22.LeeTS, Chang CC, Zhu Y et al. Simvastatin Indu-
ces Heme Oxygenase-1: A Novel Mechanism of Ves-
sel Protection. Circulation 2004; 110: 1296-1302.
23. Abernethy DR, Greenblatt DJ, Ameer B et al. Pro-
benecid impairment of acetaminophen and loraze-

pam clearance: direct inhibition of ether glucuronide
formation. J. Pharmacol Exp Ther 1985; 234(2):
345-349.

24. Campbell SD, De Morais SM, Xu JJ. Inhibition of
human organic anion transporting polypeptide OATP
1B1 as a mechanism of drug-induced hyperbiliru-
binemia. Chemico-Biological Interactions 2004;
150(2): 179-187.

MUDr. Ivan Ocadlik,
doc. MUDr. Stanislav Oravec, CSc.

II. interna klinika LF UK,
FNsP v Bratislave

15



