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ANOTACE

Tato diplomova prace byla zaméfena na optimalizaci kultiva¢nich podminek hepatocyt
v primarni kultufe s ohledem na densitu buné¢k a dobu potfebnou pro ptichyceni bunék
k povrchu mikrotitracnich desticek (tzv. dobu seedingu). Primarni kultury hepatocytii jsou
pouzivany pro toxikologické a farmakokinetické studie, pro studium metabolismu a genové
exprese. Zivotaschopnost kultivovanych bunék a mira jejich poskozeni byla hodnocena
pomoci aktivity bunéénych dehydrogenaz (WST-1 test), aktivity laktatdehydrogenazy (LDH),
resp. LDH-leakage, a aktivity kaspazy 3. Nejprve byla optimalizovana densita bun¢k pro
vybrané typy mikrotitracnich desticek. Z vysledkd vyplyva, Ze optimalni density jsou
30 000 bb/j pro 96jamkové desti¢ky, 200 000 bb/j pro 24jamkové desticky a 350 000 bb/j pro
12jamkové desticky. Tyto hodnoty odpovidaji pfiblizné densité 1,0x10° bb/cm?. Druhym
ukolem bylo optimalizovat dobu potiebnou pro pfichyceni bunék k povrchu kultivaénich

desti¢ek. Bylo zjisténo, ze testované doby nemaji vliv na hodnocené parametry hepatocyta.

KLICOVA SLOVA:

hepatocyty, primarni kultura, bunééna viabilita, densita bunék, doba seedingu

TITLE

Optimization of Culture Conditions of Hepatocyte in Primary Culture

ANNOTATION

The thesis was focused on optimization of hepatocyte culture conditions in primary culture
considering cell density and seeding time. Primary hepatocyte cultures are used for
toxicological and pharmacokinetic studies, for the study of metabolism and gene expression.
The viability of cultured cells and their damage rate was determined by cellular
dehydrogenases activity (WST-1 test), lactate dehydrogenase activity (LDH), respectively
LDH-leakage, and activity of caspase 3. At first, cell density for different well plate types was
optimized. The results indicate that optimum densities are 30 000 cells/well for 96-well
plates, 200 000 cells/well for 24-well plates and 350 000 cells/well for 12-well plates. These
values correspond to a density 1,0x10° cells/cm?. Another aim of this work was to optimize
the time of seeding. It was found that tested seeding times do not affect the evaluated
parameters of hepatocytes.

KEYWORDS:

hepatocytes, primary culture, cell viability, cell density, seeding time
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UvVOD

Hepatocyty jsou jaterni buiiky provadé¢jici vétSinu funkci jater. Zastavaji dilezitou
ulohu zejména v metabolismu, pfi biotransformaci exogennich latek, pii syntéze ftady
sloucenin a Vv regeneraci jaterniho poskozeni. Existuje fada in vitro modelovych systému, na
kterych Ize tyto d¢je studovat. Jednim z nejpouzivanéjSich modelovych systému jsou primarni
kultury hepatocytt.

Primarni kultury hepatocytd se staly dilezitym systémem pouzivanym pro studium
hepatotoxicity, toxikologickym a farmakokinetickym studiim. Abychom méli k dispozici
kvalitni primarni kultury s velkym mnozstvim zivotaschopnych hepatocyti, které si
zachovavaji své funkce po co nejdelsi dobu, je potieba definovat optimalni podminky pro
izolaci a kultivaci hepatocyta.

Cilem této prace je optimalizovat kultivacni podminky primarnich kultur hepatocytt
potkana s ohledem na densitu bun¢k v riznych typech mikrotitra¢nich desti¢ek a s ohledem

na dobu, ktera je potiebna pro ptfichyceni hepatocytti k povrchu téchto desticek.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Jatra

Jatra zastavaji kliCovou tulohu v metabolismu obratlovct. V jatrech probihd syntéza
latek dulezitych pro traveni a vstfebavani potravy. Syntetizovany jsou zde také plazmatické
proteiny vcetné srazecich faktord. Jatra maji také zasobni funkci, je zde skladovan
napf. glykogen, vitaminy a zelezo. Probiha zde biotransformace cel¢ fady endogennich
a vétsiny cizorodych latek. V jatrech jsou také vytvareny a skladovany signalni molekuly,
dochazi zde také k jejich preméné (Cervinkova 2005).

Zakladni morfologickou stavebni jednotkou jater je jaterni laltcek, tzv. lobulus

(viz obrazek 1). Velikost jaterniho lalticku je 0,8-2 mm.

jaterni sinusoidy

Zluc¢ové kanaly

’\ A l' - - ;ﬁk Zucovod
S} = —r N
g

vétev portalni zily

vétev jaterni tepny

Obrdzek 1: Schéma jaterniho lalti¢ku. (Prevzato z: Ehrmann a Hilek, 2010)

Jaterni lalticek je sloZzen z hepatocyti uspofadanych do tramcd, které obklopuji
centralni zilu (vena centralis). Tramce jsou tvofeny dvéma vrstvami hepatocytd. Mezi
sousednimi buiikami se nachazeji zlu¢ové kanalky, které usti do zlu¢ovodii. Zluéovody jsou

ulozeny mezi dvéma sousednimi laliicky. Vétve portdlni zily a jaterni tepny piivadéji
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okyslicenou krev a ziviny do jaternich sinusoid. Mezi hepatocyty a endotelem sinusoid se
nachdzi tzv. Disseho prostor, vnémz dochdzi k vyméné¢ latek mezi krvi a hepatocyty

(Ehrmann a Hulek, 2010).

1.2 Jaterni bunky

Bunky jater mohou byt rozdélovany na buiikky parenchymové a neparenchymové.
Hepatocyty jsou parenchymové bunky, které piredstavuji pfiblizné¢ dvé tretiny celkové
bunécné populace jaterni tkdn€. Zbylou jednu tietinu vytvateji buiiky neparenchymové. Mezi
neparenchymové bunky patii endotelové bunky, Kupfferovy buiky, epitelové bunky
zluCovych cest (tzv. cholangiocyty), Itovy bunky a Pit buniky (Ehrmann a Hilek, 2010).

1.2.1 Neparenchymové jaterni buiiky

Do tramecku mezi hepatocyty jsou zvenéi vklinény Itovy buiiky (nazyvané také jako
bunky hvézdicovité, lipocyty nebo pericyty). Itovy buniky maji hvézdicovity tvar. Svymi
vybézky obklopuji jaterni sinusoidy, ¢imZ mohou ovliviiovat portdlni tlak. Obsahuji
kontraktilni proteiny aktin a myozin. Sekretuji proteiny extracelularni matrix (véetné
kolagenu) a proteoglykany (napf. fibronektinu). Ve zdravych jatrech jsou v tukovych
kapénkach Itovych bunék skladovany retinoidy. Produkuji ristovy faktor, ktery je dulezitou
slozkou regenerace poSkozenych jater, a maji dileZitou funkci pfi regeneraci po toxickém
poskozeni hepatocyti. Po poskozeni hepatocytl ztraceji Itovy bunky tukové kapénky,
proliferuji a migruji do perivenézniho prostoru, méni svij fenotyp na fenotyp bunck
podobnych myofibroblastim a produkuji kolagen typu I, I, IV a laminin. Poskozené
hepatocyty mohou byt timto zptisobem nahrazovany vazivem (napf. pii rozvoji jaterni fibrozy
a cirhozy) (Cihak et al., 2002; Ehrmann a Hilek, 2010).

Vystelku jaternich sinusoid tvoifi endotelové buiiky. Od endotelovych bunék
nachdzejicich se v ostatnich tkanich se 1i§i tim, Ze nemaji pravou bazdlni membranu.
Vyznacuji se velkym poctem fenestraci vytvarejicich vysoce propustny filtr mezi tekutinou
v Disseho prostoru akrvi v sinusoidach. Endotelové buiky se vyznamné podileji na
vychytavani cCastic z ob¢hu, napt. modifikovanych lipoproteinti, transferinu, nékterych
cytokind, a maji schopnost endocytovat ¢astice do velikosti 0,1 um (Ehrmann a Hulek, 2010).

Kupfferovy buiiky, nachazejici se na luminalnim povrchu endotelovych bunék, se

diferencuji z monocytil a jsou soucasti mononuklearniho fagocytarniho systému. Tyto bunky
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maji schopnost fagocytovat imunokomplexy, staré erytrocyty, zbytky rozpadlych bunéck
a potencialn¢ skodlivé latky, které jsou do jater ptivadéné portalni krvi, atim mohou
Kupfferovy bunky zabranovat jejich vstupu do systémové cirkulace. Dalsi dulezitou funkci
Kupfferovych bunék je sekrece proteint, které maji vztah k imunitnim dé&um (Junqueira
et al., 1997; Ehrmann a Hilek, 2010).

Pit buiiky jsou vysoce pohyblivé lymfocyty patiici do skupiny ptirozenych zabijeci
(tzv. natural killers), slouzici k ochran¢ proti virim a metastatickym nadorovym buiikam
(Ehrmann a Hulek, 2010). Cholangiocyty jsou epitelové bunky zluCovych cest, které se

podileji na uprave zluci.

1.2.2 Hepatocyty

Hepatocyty maji tvar mnohosténu S 6 a vice plochami. Velikost hepatocytt je piiblizné
20-30 um. Kazdy hepatocyt je svym povrchem v kontaktu se sousedicimi hepatocyty a od
stény sinusoid jej odd€luje Disseho prostor. Cytoplazma hepatocytii obsahuje jedno az dvé
jadra, velky pocet mitochondrii a hladkého endoplazmatického retikula (Junqueira et al.,
1997).

Zralé hepatocyty jsou termindln€ diferencované dlouhodobé stabilni bunky, které
provadéji vétSinu jaternich funkci (Helgason a Miller, 2004), maji vysokou schopnost
proliferace a vykazuji vysokou metabolickou aktivitu (Freshney et al., 2002; Gu et al., 2017).
Hepatocyty maji dtlezitou tillohu pii metabolismu lipidd, v detoxikaci exogennich xenobiotik,
jsou mistem tvorby mocoviny a plazmatickych proteinti. Také vétSina proteintl, které se
podileji na homeostaze jater, je produkovana v hepatocytech a jejich pocet je primarné
regulovan na urovni transkripce (Baker et al., 2001).

Hepatocyty maji vysokou schopnost regenerace. Po plisobeni toxickych latek nebo po
mechanické ztraté tkané napt. chirurgickym vykonem mitize dojit ke tvorbé novych bunck
nebo k Gplnému obnoveni funkci poskozenych hepatocytti. Nové bunky vznikaji mitotickym
délenim zbylych hepatocytd, zapojuji se pravdépodobné i kmenové bunky (Diehl a Rai,
1996). Déleni hepatocytl probiha ve dvou fazich. Nejprve dojde k mobilizaci malého poctu
hepatocyti nachazejicich se v G2 fazi bunéného cyklu. V prabéhu jejich déleni jsou do okoli
uvolnovany prozanétlivé cytokiny a rastové faktory (napt. interleukin-6 a tumor necrosis
factor-a, transforming growth factor-a) a také jsou exprimovany nékteré protoonkogeny.
V odpovédi na tyto déje nastava druhd faze, ve které dochazi k mohutnéjSimu déleni

hepatocyti a dalSich typt bunék (Soni a Mehendale, 1998).
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1.3 lzolace hepatocytii

Jaterni parenchym je protkdn siti kolagennich fibril, které jsou soucasti
extracelularni matrix. Extracelularni matrix je slozena zejména ze smeési elastinu,
proteoglykanu heparan sulfatu, fibronektinu a lamininu. Extracelularni matrix, spole¢né
s adheznimi glykoproteiny, Ca?* ionty a povrchovymi receptory, je diileZitd pro udrzeni tvaru,
polarity a funkce bunck. Slozeni extracelularni matrix je u riznych zivoc¢isnych druht
rozdilné, coz vede k riznému stupni obtiznosti pii izolaci bunck. Naptiklad prasec¢i jatra
u potkanich jater (Li et al., 2017).

Zvrat ve vyvoji metod pro izolaci hepatocytl nastal uz v roce 1967, kdy Howard a jeho
spolupracovnici prokazali vyznam kolagenaz pro separaci jaternich bunék. Kolagenazy patii
mezi matrixové metaloproteindzy, coz jsou enzymy s proteolytickou aktivitou pfednostné
zamé&fenou na extracelularni matrix (Guillouzo, 1998; Hladikova a Stourag, 2008).

M. N. Berry a D. S. Friend v roce 1969 vyvinuli techniku kolagenazové perfaze jater,
diky které byly vyrazné zvyseny vytézky hepatocytd. Od t¢ doby bylo popsano mnoho
modifikaci této metody, které zahrnuji zmény sloZeni perfuzniho média nebo dobu trvani
perfaze, rizné moznosti odstranéni jater ze zvifete pied perfiizi, nebo zmény v promyvacich
procesech. Cilem perfaze je vzdy ziskat maximalni podil Zivotaschopnych hepatocyti
S minimalnimi biochemickymi zménami a také s minimalni pfimési kontaminujicich
neparenchymovych bunék.

Metody kolagenazové perfuze vyzaduji dva protichidné pozadavky. Na jednu stranu
mohou byt buiiky vystaveny jen velmi nizké koncentraci Ca?" iontii, aby bylo umoznéno
$tépeni jaternich desmosomi. Na druhé strané stoji fakt, ze Ca®" ionty jsou nezbytné pro
spravnou aktivitu kolagenazy. Tyto pozadavky byly vyfeSeny dvéma zpusoby, a to pouzitim

jednostupniové nebo dvoustupnové perfaze (Guillouzo, 1998).

1.3.1 Jednostupiiova kolagendzova perfiize

Jednostuptiovy postup kolagenazové perfize je zalozen na faktu, Ze koncentrace Ca?*
iontll potiebna pro spravnou aktivitu kolagenazy je mnohem niz$i nez koncentrace, pii které
by bylo mozné zachovat integritu desmosomalnich spoji. Aplikovana je tedy snizena
koncentrace Ca?* iontfi a v jednom kroku dojde soucasné k rozruseni desmosomalnich spojii
mezi buikami i1 k rozruSeni extracelularni matrix diky dostatecné aktivité kolagenazy

(Guillouzo, 1998).
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1.3.2 Dvoustupiiova kolagendzova perfiize

Dvoustupiiovou kolagenazovou perfuzi zavedl Seglen v roce 1976. Postup probiha ve
dvou krocich. Béhem tzv. pre-perfize jsou jatra proplachovana asi 500 ml média bez Ca?*
iontdl, a to nejméné po dobu 10 minut. V tomto kroku tak dochéazi ke $tépeni jaternich
desmosomil. Ve druhém kroku je k perfuzatu piidana kolagenaza s Ca?* ionty, aby byla
naruSena extracelularni matrix (Mitry et al., 2002).

Dalsi postup je shodny s postupem jednostupniové perfuze, jaterni tkan je mechanicky
rozrusena, nasledné je filtrovana a centrifugovana, aby byla odstranéna pojivova tkan, mrtvé
hepatocyty a neparenchymalni jaterni burniky. Pokud by nebyly mrtvé hepatocyty okamzité
odstranény, doSlo by k uvolnéni velkého mnozstvi protedz a fosfolipdz, které by mohly
vyznamng snizit viabilitu bungk.

Dvoustupiiova kolagenazova perfize poskytuje vysoky pocet hepatocyti s dobrou
zivotaschopnosti, jejichz kultury poskytuji alespon po kratkou dobu systém dobte srovnatelny

s podminkami in vivo (Vinken et al., 2012; Severgnini et al., 2012).

1.3.3 Ovlivnéni kvality bunék béhem izolace

Oba postupy kolagendzové perfuze by mély poskytovat prakticky identické vytézky
a podily neporusenych bunék. Pfi jednostupiiové perfuzi je sice aktivita kolagendzy nizsi
(kvili niz§i koncentraci Ca?* ionti), tento fakt je vSak kompenzovan tim, Ze jednostupiiova
perfaze probiha o néco delsi dobu, nez dvoustupnova.

Surova kolagenaza je ziskavana izolaci z bakterii Clostridium histolyticum. Kolagenaza
typu IV byla diive klasicky enzym pouzivany pro izolaci primarnich hepatocytii u vsech
zivo¢iSnych druhl. Dnes je pro Ucely izolace pouZzivana smés enzymi, kterd kromé
kolagenazy obsahuje také dalSi proteazy (Mitry et al., 2002). Tyto izola¢ni roztoky jsou
specifické pro jednotlivé druhy organismi, zlepsila se tak Cistota, Zivotaschopnost a vytézky
izolovanych hepatocytt.

Izola¢ni roztoky jsou citlivé na zménu teploty, ta by se optimalné méla pohybovat mezi
37-38 °C. Pti zmén¢ teploty muze byt ovlivnéna aktivita kolagenazy, coz vede k poklesu
viability izolovanych hepatocyti.

Pokud jsou vytézky hepatocyti po izolaci nizké, je potfeba ze suspenze odstranit
kontaminujici neparenchymové bunky. Pro tyto ucely byl vyvinut roztok Percoll
(popt. Ficoll), kdy je vyuzivano rozdilné hustoty hepatocyti a neparenchymovych bunék
(Li et al., 2017). Percoll je koloidni roztok silikatovych ¢astic obalenych inertni organickou
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latkou. Centrifugaci Percollu se ¢astice rozdéli podle hustoty a vytvoii se tak kontinualni
gradient. Kdyz bunéénou suspenzi hepatocytli prevrstvime vrstvu Percollu, po centrifugaci se
vytvoii tfeti (horni) vrstva, ktera obsahuje mrtvé bunky a ¢asti bun€k (viz obrazek 2). Po
odstranéni supernatantu mtize byt bunéény pelet resuspendovan v kultivatnim médiu

(Knobeloch et al., 2012).

\\ C > .
Y4 > 4
1278 x g

Obrazek 2: Centrifugace v hustotnim gradientu s pouzitim roztoku Percoll. (1) bun&na suspenze; (2)
vrstva Percollu; (3) ¢asti bunék a mrtvé bunky, které zlstavaji na povrchu Percollu; (4) bunécny pelet

zivych bungk. (Pfevzato z Knobeloch et al., 2012)

Timto zpisobem ziskame suspenzi jednotlivych hepatocytl s vysokou zivotaschopnosti,
ktera neobsahuje bunééné agregaty a jiné typy bunék. Centrifugace v hustotnim gradientu
s pouzitim roztoku Percoll je pouzivana hlavné pfi izolaci lidskych hepatocytd (Kreamer
et al., 1986).

1.4 Modelové systémy hepatocyti in vitro

Soucasti vyzkumt noveé syntetizovanych latek je testovani jejich toxicity. V minulosti
K tomu byly pouzivany pouze testy in vivo. Ekonomické, legislativni a etické divody vedly
k rozvoji modelovych in vitro systému, které umoznuji sledovat studované déje na bunécéné az

molekularni Grovni.
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Modelové systémy in vitro by mély byt bezpecné, cenové dostupné, prace s nimi by
nem¢la byt piili§ slozitd a nemélo by u nich dochézet ke zménam aktivity enzymu. Praci
s témito systémy bychom méli docilit stejnych vysledkii jako v podminkéach in vivo.

Idealni in vitro model pro studium hepatotoxicity prakticky neexistuje. Buiiky jsou
casto kultivovany v uméle vytvofeném kultiva¢nim médiu za nefyziologickych podminek,
proto nemohou zcela nahrazovat modely in vivo. Snahou je docilit toho, aby byly pifi studiu
novych latek pouzivany primarné invitro modely a modely in vivo poté slouzily pouze
k ovéteni ziskanych vysledku (Kucera et al., 2006).

Mezi nejcastéji pouzivané modelové systémy patii model perfundovanych jater, jaterni
fezy, stabilizované bunéc¢né linie, izolované hepatocyty ve formé bunéénych suspenzich nebo
primédrnich kultur, kokultivace hepatocytii s jinymi typy bunck a vyznamné jsou také
subcelularni frakce. Vysledky studii ziskanych z jednotlivych modelovych systéml se
navzajem doplituji a je vhodné je mezi sebou porovnavat (Soldatow et al., 2013; Cervenkova

etal., 2001).

1.4.1 Model perfundovanych jater

Model perfundovanych izolovanych jater ma nejblize k podminkam invivo. Je zde
zachovana trojrozmérna struktura, mezibunécné kontakty, tvorba Zluc¢i a mozny sbér zluci.
Tento model je pouZivan ke studiu toxickych a lékovych poskozeni jater. Mezi jeho nevyhody
patii ¢asova a prostorova naro¢nost, obtizna manipulace a kratkodoba zivotnost (2-3 hodiny).
Také zde neni moznost testovat vice latek nebo koncentraci soucasné (Kucera et al., 2006;

Guillouzo, 1998).

1.4.2 Jaterni Fezy

Jaterni fezy jsou pouzivany od roku 1980. Pfipravovany jsou platky jaterni tkané o Siice
250 um. Tento systém je vhodny i pro studie na lidskych jatrech, protoze jaterni fezy mohou
byt snadno piipravovany také z bioptického materialu (Lerche-Langrand a Toutain, 2000;
Guillouzo, 1998).

Vyhodou jaternich fezli je zachovéani integrity vazeb mezi builkkami a extracelularni
matriXx. Narozdil od modelti vyuzivajicich izolované hepatocyty nevyzaduje pfiprava fezi
pouziti proteolytickych enzymd, které naruSuji mezibunécné interakce a mohou byt pro buiky
toxické. Dalsi vyhodou je, Ze jaterni fezy obsahuji vSechny typy bunék, které jsou v jatrech

pfitomny, pficemz je zachovano i rozmisténi téchto bunék podobné jako v jatrech in vivo
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(Andria et al., 2010; Olinga et al., 1997). Rezy tedy obsahuji i neparenchymové buiiky, ve
kterych je sice exprimovano jen malé mnoZzstvi enzyml metabolizujicich 1éky, ale i piesto
mohou mit velmi dilezitou ulohu pfi studiu toxicity (Lerche-Langrand a Toutain, 2000).

U jaternich fezli vSak nezlstdvaji stabilni vSechny jaterni funkce pftilis dlouhou dobu.
Metabolicky aktivni zGstavaji po dobu dvou az tfi dnt. Hlavni pfi¢inou nestability
metabolickych funkci je Spatna difuze kysliku a Zivin z inkuba¢niho média. Dobu Zivotnosti

jaternich fezu lze zvysit kryokonzervaci (Andria et al., 2010; Groneberg et al., 2002).

1.4.3 Bunécné suspenze hepatocytii

Cerstvé izolované nebo kryokonzervované hepatocyty v suspenzi jsou dal§im piikladem
snadno dostupnych in vitro systémi, které se bézné pouzivaji pti zkoumani metabolickych
nebo toxickych uc€inkli xenobiotik. Vyhoda bunéénych suspenzi spociva v tom, ze je mozné
zajistit dostateény prenos latek mezi kultivatnim médiem a samotnymi hepatocyty
(Andria et al., 2010).

Jak uz bylo fefeno vySe, hepatocyty jsou obvykle ziskavany dvoustupnovou
kolagenazovou perfuzi. Kolagenaza narusuje mezibunécné kontakty a komunikacni systémy.
Mezibunééné kontakty jsou vSak dualezité pro zachovani nékterych dulezitych vlastnosti
diferencovanych bunék. Po Stépeni kolagendzou buniky ztraceji svlij polarni charakter a méni
tvar. Nevyhodou téchto systémil tedy miiZze byt rychle klesajici viabilita hepatocytl, ktera je
casto omezena na nckolik hodin. Bunky jsou ale schopny opravit defekty svych membran
a zachovat si vétSinu svych funkci alesponn po omezenou dobu. Doba Zivotnosti hepatocytti
V bunéénych suspenzich je dostate¢na alespont pro identifikaci zakladnich metabolit
testované latky (Kugera et al., 2006; Andria et al., 2010, Elaut et al., 2005; Cervenkova et al.,
2001).

Pouziti bunéénych suspenzi neni standardizovano a rGzné laboratofe pouZivaji rizna
média, ktera mohou ovliviiovat viabilitu hepatocytl. Pti kultivaci bunék v suspenzi je

potiebny pfisun oxidu uhli¢itého (Elaut et al., 2005).

1.4.4 Primarni kultury hepatocytii

Primarni kultury hepatocyti se staly standardnim a vibec nejpouzivanéjSim in vitro
modelem pro studium hepatotoxicity. Hepatocyty si v primarni kultufe zachovavaji specifické
funkce jako je metabolismus sacharidl, lipidd, syntéza mocoviny, zluCovych kyselin,

schopnost biotransformace 1é¢iv atd. (Gomez-Lechéon et al.,, 2014). Tyto kultury jsou
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pouzivany k metabolickym, toxikologickym a farmakokinetickym studiim, ke sledovani rastu
bun¢k abunécného déleni, ke studiu xenobiotik, a také pro studium genové exprese
(Baker et al., 2001).

Oproti bunéénym liniim maji diploidni sadu chromozomti a nepozménény genotyp.
Ke kultivaci hepatocytii in vitro jsou nejéastéji pouzivany plastové kultivacni nadoby
potazené vrstvou extracelularni matrix, na kterou se mohou hepatocyty ptichytavat a vytvaret

jednu vrstvu bunék, tzv. monolayer, ktera je znazornéna na obrazku 3 (Soldatow et al., 2013).

Obrizek 3: Buiiky rostouci na Petriho misce v jedné vrstvé (P¥evzato z: Chow, 2010)

Hepatocyty byvaji nejcastéji izolovany z Cerstvé vyjmutych jater. Pouzivani lidskych
hepatocytl je mozné, ale z fady diivodl obtizné, a proto vétsina laboratofi pouziva K piipravé
primarnich kultur pfevazné potkani nebo mysi hepatocyty (Bachmann et al., 2015).

V idedlnim piipadé by mély in vitro modely poskytovat prostiedi, které umoziuje
dlouhodobé zachovani diferencovanych hepatocytd (Baker et al., 2001). Nevyhodou
primarnich kultur vsak je, ze napodobuji stav in vivo pouze po kratkou dobu kultivace, jejich
funk¢ni aktivita pfetrvava po dobu 24-72 hodin (Soldatow et al., 2013). Hepatocyty
v monolayer kulturdch podléhaji rychlym zménam morfologie, struktury, polarity, v pribéhu
casu hepatocyty ztraceji své funkce, predevsim schopnost metabolizovat léky (Gomez-Lechon
et al., 2014). Problémem je relativné rychly pokles aktivit biotransformacnich enzymut
atzv. dediferenciace, pti které se metabolismus kultivovanych hepatocytii posouva smérem
k fenotypu fetalnich hepatocyti (Fraczek et al., 2013).

Proces dediferenciace je iniciovan jiz béhem samotné izolace, kdy jsou izolované bunky
vytrzeny ze svého bézného mikroprostiedi, ztraceji mezibunééné kontakty a jsou vystaveny
ptisobeni chemickych latek (Soldatow et al., 2013). NaruSeni integrity jaterni tkdn¢ béhem

izolace zpusobi aktivaci zanétlivé a proliferatni odpovédi, prostiednictvim aktivace
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nuklearniho faktoru kB (NF-kB) a mitogenem aktivované protein kinazy. Zanétlivou reakci
dale stupnuji ptidavky kolagenazy, kdy se k buiikdm dostavaji bakterialni lipopolysacharidy
a dochazi tak k aktivaci Kupfferovych bunék. Po aktivaci signdlnich kaskad prostfednictvim
vyse zminénych faktorti vstupuji hepatocyty do G1 faze bunécného cyklu, coz ma nepiiznivy
ucinek na expresi genil pro biotransformacéni enzymy. Tyto zmény na Girovni messengeroveé
ribonukleové kyseliny (MRNA) jsou nejvyraznéjsi mezi 24 a 48 hodinami kultivace.
Dediferenciace se projevuje sniZzenou aktivitou nékterych enzymovych systému, jako je
napf. syntéza mocoviny nebo aktivita cytochromu P450 (CYP). Naopak dochazi k upregulaci
geni kodujicich proteiny akutni faze a cytoskeletarni proteiny, napt. B-aktin, tubulin,
vimentin, apod., coZz mize odrazet reakci hepatocyti na bunény stres béhem izolace
a naruseni jejich morfologie (Fraczek et al., 2013).

Dediferenciaci lze zpomalit napodobenim in vitro podminek co nejblize podminkam
in vivo. K udrzeni hepatocytl v diferencovaném stavu je nezbytné zachovani mezibunéénych
interakci. Stav kultury primarnich hepatocytl je ovlivitovan densitou kultivovanych bun¢k,
vybérem vhodného kultivaéniho média, obohacenim standardnich kultivaénich médii
fyziologickymi i nefyziologickymi aditivy, kontaktem s extracelularni matrix a kokultivaci

s jinymi typy bunék, jak bude pojednano v kapitole 1.5 (Gouliarmou et al., 2015).

1.4.5 Kokultivacni techniky

vvvvvv

po delsi dobu je vyuziti kokultivace s neparenchymovymi buiikami. Hepatocyty lze
kokultivovat napfiklad s Kupfferovymi bufikami, endotelovymi bunfikami nebo také
s fibroblasty. Hepatocyty kokultivované s Itovymi bunikami pieZivaji funkéni aZ po dobu

dvou mésict (Krause et al., 2009).

1.4.6 Trojrozmérné modely

Ve snaze oddalit proces dediferenciace jsou neustidle vyvijeny modelové systémy
a dochazi k rozvoji trojrozmérnych (3D) kultivacnich modeli. Trojrozmérnou strukturu Ize
vytvofit bud’ pomoci vhodné extracelularni matriX, pouzitim hydrogelu, nebo syntetickych
porovitych scaffoldi (Bachman et al., 2015).

Aby bylo zachovano vétsi mnozstvi mezibunéénych kontaktl, mohou se pouzivat
tzv. sendvicové kultivace, kdy jsou hepatocyty kultivovany mezi dvéma vrstvami

kolagenového gelu. Pro tyto ucely je pouzivan tradicné kolagen nebo komercné dostupny
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Matrigel® tj. mezibunééna hmota ziskana z mysiho Engelbreth-Holm-Swarmova sarkomu
(EHS sarkom) (Soldatow et al., 2013). Mezi hlavni slozky extrakti z EHS sarkomu patii
laminin, kolagen typu IV aproteoglykan heparan sulfat. Matrigel obsahuje také rtstové
faktory, které se vyskytuji v EHS sarkomu, napt. transformujici rustovy faktor B, aktivator
tkanového plazminogenu a dalsi (Zeisberg et al., 2006). Hepatocyty kultivované na Matrigelu
nejsou zplostélé, ale zachovavaji si kubicky tvar. Kultivaci bun€k v sendvi¢ovém uspotadani
dediferenciaci zcela nezabranime, nicméné jejich Zivotaschopnost mize byt zachovana az po
dobu 7 tydnt, zachovany jsou i nékteré dulezité funkce. Zatimco exprese nékterych gent
v pribéhu casu rychle klesd (geny pro enzymy faze 1), hladiny enzymi II. faze ziistavaji
stabilni (Soldatow et al., 2013).

Mnohobunééné sféroidy vznikaji pii kultivaci v nadobach s pozitivné nabitym
nepfilnavym povrchem. V takovychto podminkach jsou vytvafeny shluky bunék, které si
udrzuji  strukturni i funkéni polaritu a vysoky pocet mezibunéénych interakci
(Kucera et al., 2006). Jaterni sféroidy jsou, ve srovnani s hepatocyty kultivovanymi ve formé
monolayeru, schopny dlouhodobé udrzovat specifické funkce, jako je produkce albuminu,
syntéza mocoviny a aktivita cytochromu P450. Jejich nevyhodou je vsak tendence neustale se
shlukovat az do vzniku velkych agregatli, uvniti kterych nasledné dochazi ke smrti bunék

(Lin a Chang, 2008). Mnohobunééné sféroidy jsou znazornény na obrazku 4.

; 28U
Obrazek 4: Fotografie sféroidi mysich hepatocytll pofizena z elektronového mikroskopu (Pfevzato

z: Huetal., 1997)

22



1.4.7 Subcelularni frakce

Do subcelularnich frakci patii membranové vezikuly, mikrosomy, organely
(napf. mitochondrie a jadra), proteiny apod. Mikrosomy jsou pouzivany napi. k detekci
peroxidace lipidi vyvolané hepatotoxiny ak vySetfovani enzymt metabolizujicich
xenobiotika. Na izolovanych mitochondriich mohou byt studovany ucinky chemickych latek
na oxidativni fosforylaci, syntézu ATP a oxidaci mastnych kyselin. Izolovana buné¢na jadra
1ze vyuzit pfi analyzach transkripce gent. Proteiny, receptory nebo rtizné enzymy jsou idealni
pro identifikaci enzymt odpovédnych za urcitou metabolickou pfeménu, napt. pro identifikaci
cytochromu P450 (Mortensen et al., 2008; Guillouzo, 1998).

Piiprava subcelularnich frakci je relativné jednoducha. Stejné jako modely
perfundovanych jater a suspenze izolovanych hepatocytl jsou subcelularni frakce funkéni
pouze kratkodobé. Zmrazené vSak mohou byt uchovavany po pomérné dlouhou dobu

(Cervenkova et al., 2001; Guillouzo, 1998).

1.4.8 Kmenové buiiky

NejnovEjsi a dynamicky se rozvijejici skupinou hepatalnich in vitro modeli jsou
kmenové bunky, které mohou mit plivod bud’ embryonalni, nebo mohou pochézet z dospélych
jedincti. Kmenové bunky dospélych jedincti jsou nejcastéji ziskavany z kostni diené.
Embryonalni kmenové bunky jsou ziskavany z embryi ve stadiu blastocysty, proto muize byt
jejich pouziti vrozporu setickymi aspekty. ZvlaStni kategorii pifedstavuji indukované
pluripotentni kmenové bunky, které jsou ziskavany genetickou modifikaci bun€k somatickych
(Fraczek et al., 2013; Soldatow et al., 2013).

Kmenové buitkky by mohly do budoucna poskytnout neomezeny piisun hepatocyti pro
screening a zlepsila by se reprodukovatelnost provadénych testd. V soucasné dobé vsak
postupy pro diferenciaci kmenovych bun¢k v hepatocyty prozatim vedou ke vzniku bun¢k
S niz8imi hladinami enzymové aktivity a s niz$i expresi nékterych genti, nez u hepatocytii

izolovanych z jaterni tkané (Gomez-Lechon et al., 2014).

1.4.9 Bunécéné linie hepatocytii

Dal8im popularnim in vitro systémem jsou bunécné linie hepatocytu, které jsou snadno
dostupné, subkultivovatelné a k dispozici je velké mnozstvi bunék. Bunécné linie hepatocytii

mohou byt  ziskdny  z hepatoml,  transformaci  svirovou ¢ bunétnou

23



deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), izolaci hepatocytd z transgennich zvifat, nebo
imortalizaci bun¢k virovymi geny nebo onkogeny. Bunééné linie vykazuji vysoky potencial
stat se vyznamnym nastrojem pro predklinické testovani 1é¢iv, avSak pouzivané linie prozatim
nemaji schopnost plné¢ napodobit fyziologii hepatocyti na urovni srovnatelné s invivo
modely. Vyznamnou nevyhodou buné¢nych linii je nestabilni genotyp, ktery se v priub&hu
kultivace muize projevit fenotypovymi zménami. Ve farmakotoxikologickych studiich proto
stale zUstavaji zlatym standardem primarni kultury hepatocytd (Fraczek et al., 2013;
Wilkening et al., 2003).

Mezi nejpouzivangjsi bunécné linie lidskych hepatocyti odvozené od nadort jsou linie
HepG2, HepaRG, BC2, Hep3B, PLC/PRFs Huh7, HBG (Guguen-Guillouzo a Guillouzo,
2010). U dtive cCasto pouzivané bunééné linie lidskych hepatomovych bunék HepG2
dochézelo ke ztratdm nékterych funkci, zejména ke sniZeni exprese enzymil faze 1 (CYP)
a transportéri 1é¢iv. Proto jsou v soucasnosti bunééné linie HepG2 nahrazovany relativné
novou bunécnou linii HepaRG, jejichz karyotyp je zndzornén na obrazku 5 (Fraczek et al.,

2013; Wilkening et al., 2003).

Obrazek 5: Karyotyp HepaRG bunék 12. pasaze (Pievzato z: www.heparg.com)

HepaRG je lidska hepatomalni bunééna linie puvodem cholangiokarcinomu.
Po pusobeni dimethylsulfoxidu (DMSQO) se za¢nou komeréné dostupné HepaRG buiky
diferencovat, polarizovat, vytvaret ostrivky hepatocyti a tzv. BC struktury podobné
zlu€ovym kandlkim. Diferencované buniky za¢nou vykazovat klicové charakteristiky jater,

jako je exprese mnoha izoforem CYP, transportnich latek a jadernych receptorii pro
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xenobiotika (jako je napi. pregnanovy X receptor). Urovei exprese téchto markerd je
srovnatelna s jejich expresi u Cerstvé izolovanych hepatocytti (Mayati et al., 2018; Fraczek et
al., 2013). Protoze DMSO muze byt pro HepaRG buiiky toxicky a tim ovliviiovat jejich
funkci, je snaha najit alternativy k jeho pouziti. Proto byly analyzovany naptiklad uc¢inky
forskolinu. Forskolin je pfirodni sloucenina, diterpen, ktery generuje cyklicky
adenosinmonofosfat a podporuje diferenciaci riznych typ bunék. Nahrada dimethylsulfoxidu
jinymi latkami by mohla pomoci zlepsit pouziti HepaRG bunck jako nédhrady za lidské
hepatocyty (Mayati et al., 2018).

Dalsim piikladem lidské hepatomalni linie je BC2. Jedna se o bun&¢nou linii lidského
hepatokarcinomu, ktera ma schopnost ristu a diferenciace in vitro po vytvoreni konfluence.
Diferencované BC2 bunky maji vysokou schopnost syntetizovat plazmatické proteiny,
glykogen, mocovinu a nékteré izoformy CYP a zlstavaji stabilni po dobu nckolika tydnt.
Vzhledem k vysoké stabilité jsou pouzivany pro hodnoceni toxicity po opakovaném
davkovani toxinu (Castell et al., 2006).

Pro studium hepatotoxicity mohou byt pouzity také geneticky modifikované bunky,
které vznikaji transfekci nékterych gent. Transfekované bunky exprimuji enzymy pro
biotransformaci xenobiotik. Napfiklad pro screening hepatotoxicity jsou pouZzivany buiiky,
které vznikly transfekci plazmidového vektoru kodujiciho lidské enzymy CYP s lidskymi
epitelovymi bunikami jater. PouZivana je také napfiklad transdukce adenoviru do bunék
HepG2, kterd umoziuje expresi vice transgent najednou (Goémez-Lechodn et al., 2014).

Piikladem imortalizovanych bunéénych linii je bunécna linie Fa2N-4, ktera pochazi
z lidskych hepatocytt transfekovanych s velkym T-antigenem opic¢iho viru 40 (oznacovaného
SV40 z angl. simian virus 40) (Guguen-Guillouzo a Guillouzo, 2010). Bunky linie Fa2N-4
exprimuji pregnanové X receptory a arylové uhlovodikové receptory na srovnatelné tirovni
jako lidské hepatocyty, exprese konstitutivnich androstenovych receptorti je vSak vyznamné

niz8i (Hariparsad et al., 2008).

1.5 Kultiva¢ni podminky primarnich kultur hepatocyti

15.1 Kultivacni nadoby a extracelularni matrix

Diive byly hepatocyty v médiu kultivovany v nepovrstvenych plastovych nadobach za
pfidani séra obsahujiciho fibronektin, ktery zajis§t'oval lepsi pfichyceni kultivovanych bunék

k povrchu nadoby. Dnes jsou bézné pouzivany plastové Petriho misky nebo vicejamkové
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mikrotitracni desticky (WP, z angl. well plate) potazené matrixovymi proteiny, protoze
k samotnému plastu maji hepatocyty nizsi afinitu.

Bylo prokazano, ze obnoveni kontaktii bun¢k s komponentami extracelularni matrix
(popf. jinymi typy bunék), které jsou podobné kontaktim nalezenym in vivo, miiZze pomoci
udrzovat bunéénou morfologii a metabolické funkce 1épe, nez pokud jsou buiiky kultivovany
na nepovrstveném plastovém povrchu. Primdrni kultury hepatocytt kultivované v pfitomnosti
extracelularni matrix vykazuji vysSi expresi genti pro albumin a podobnd seskupeni
aktinovych vlaken, jako hepatocyty v prostiedi in vivo. Kontakt bun¢k se slozkami
extracelularni matrix aktivuje bunééné povrchové receptory z rodiny integrini. Integriny jsou
transmembranové proteiny sloZzené z nekovalentné spojenych a a B podjednotek. Kazda o a
podjednotka obsahuje extracelularni doménu vézajici ligand. Ackoliv integriny nemaji Zadnou
vnitini enzymatickou aktivitu, umoziuji ptenos extraceluldrnich signald pifimym kontaktem
S bunéénym cytoskeletem, a tim aktivovat ptidruzené signalizacni kaskady, coz poté muze
vyvolat celou fadu intracelularnich signalt, které vedou k celkové kontrole rastu
a diferenciace bunck. Pro kazdy typ extracelularni matrix jsou aktivovany odlisné typy
integrinovych receptort (Page et al., 2007).

SloZkou extracelularni matrix byva nejcastéji kolagen typu I, ale mize byt pouzivan
také fibronektin nebo laminin. Pfichytdvani bun¢k ke kolagenu typu I podporuje pfitomnost
inzulinu. DuleZit4 je také pfitomnost vapenatych a hotfecnatych iontd. Fibronektinu a lamininu
je pro spravné ptichyceni hepatocytl potieba vétsi mnozstvi, nez u kolagenu. Vhodné;jsi, ale
podstatné¢ odliSny zdroj materidlu extracelularni matrix Matrigel, byl vyvinut na zakladé
zjisténi, ze EHS sarkom produkuje velké mnozstvi materialu, ktery je vice rozpustny nez

biomatrix z intaktni tkané (Andria et al., 2010).

1.5.2 Kultivaéni média

Obecné ke kultivaci riiznych typti bunéCnych kultur mohou byt pouZivana rizna
komercné dostupna kultivaéni média s pfesn¢ definovanym slozenim (Andria et al., 2010).
Nejjednodussim médiem je klasicky Ringeriv roztok, ktery definovali S. Ringer
a D. W. Buxton v roce 1887. Ringeriv roztok obsahuje optimélni koncentraci riznych soli
pro kultivaci tkdni srde¢ni svaloviny. Pro udrZeni bunék a tkdni po delsi dobu by m¢élo
médium obsahovat dostatecné mnozstvi zivin a pufrujici latky. Zakladni typ média
formuloval Harry Eagle vroce 1955. Eaglovo médium, znamé také pod zkratkou MEM

(z anglickych slov Minimal Essential Medium), obsahuje aminokyseliny, glukozu a vitaminy.
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Kudrzeni Zivotnosti bun¢k a pro zajisténi jejich proliferace, migrace a diferenciace byva
zakladni médium doplnéno nékolika faktory (Van der Valk et al., 2010). Dnes je na trhu
k dostani mnoho typu kultivacnich médii, jako napf. Williamsovo médium, Dulbeccovo
modifikované Eaglovo médium (znamé pod zkratkou DMEM), Hanksovo médium,
Leibovitzovo médium, Chee‘s médium atd. Volba média vzdy zavisi na typu bunécéné kultury
(Andria et al., 2010).

Bylo prokazano, ze volba média pro uspéSnou kultivaci primarnich kultur hepatocytt
zavisi na druhu organismu, ze kterého hepatocyty pochazeji. Pro potkani hepatocyty je Siroce
pouzivané¢ Williamsovo E médium. Objevuji se vSak i studie, ze kterych vyplyva, ze pro

potkani hepatocyty je vhodnéjsi pouziti Chee’s média (Watts et al., 1995).

1.5.3 Suplementy kultivacnich médii

Zménu genové exprese, které¢ kultivované hepatocyty podléhaji, 1ze oddalit pouzitim
vhodné obohacenych médii. Kultivaéni média Casto obsahuji fadu suplementd, jako fetalni
bovinni sérum, aminokyseliny, hormony, rastové faktory, peptidy, cytokiny apod.
(Andria et al., 2010).

Fetalni bovinni sérum (FBS) je slozitd smés latek potiebnych pro rist a diferenciaci
bun¢k. Obsahuje velké mnozstvi slozek, jako jsou rustové faktory, proteiny, vitaminy,
stopové prvky, hormony, atd. (Van der Valk et al., 2010).

Mezi latky, které napomahaji udrzet specifické funkce hepatocytli atim prodlouzit
zivotnost kultury patii naptiklad smés inzulinu, glukagonu a nékterych glukokortikoidt
(dexametazonu nebo hydrokortizonu) v ur¢itém poméru (Berry et al., 1991; Fraczek et al.,
2013).

Glukagon ptfidavany do kultivacnich médii stimuluje syntézu DNA a spolecné
s inzulinem se podili na metabolismu sacharidi (Kucera et al., 2006). Glukagon stimuluje
enzymatickou aktivitu laktitdehydrogenazy, pyruvat kindzy, glukokindzy a také tvorbu
mocoviny a glukoneogenezi. Dexametazon zvySuje expresi nékterych transkripcnich faktort,
podporuje zachovani polygonalniho tvaru hepatocytli a napomahd formovani struktur
podobnych zlu¢ovym kanalktm (Fraczek et al., 2013).

Pro ucely toxikologickych studii je vzdy potfeba ptfesné slozeni kultiva¢nich médii
zvazit sohledem na zamyslené cile dané studie, protoze nekteré suplementy mohou
ovlivitovat expresi nékterych enzymt metabolizujicich dané 1é¢ivo (napf. dexametazon

zvysuje expresi isoformy CYP3A4) (LeCluyse, 2001).
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1.5.4 Densita bunécné kultury

Dilezitou tlohu ma také hustota bunécné kultury. Bunky kultivované v pftili§ nizkych
densitach rychle ztraceji své metabolické funkce. Mizeme u nich pozorovat zmény bunécné

morfologie a zvySenou tvorbu vakuol (viz obrazek 6) (Helgason a Miller, 2004).

Obrdzek 6: Mikrofotografie monovrstev hepatocytd kultivovanych pfi (A) normalni a (B) nizké densité.

Na obrazku (B) lze pozorovat zvySenou vakuoloizaci (Pievzato z: Helgason a Miller, 2004)

Pokud je densita bunék naopak pfili§ vysoka, klesne schopnost jejich pfichyceni,
protoze dojde k vytvotreni husté monolayer a dalsi bunky zaujimaji misto v druhé vrstve, po
ur¢ité dobé se také mohou zacit oddélovat od povrchu (Hewitt et al., 2007). Pfi spravné
densité vznikaji seskupeni tfi aZ Sesti bun€k a jsou obnovovana a udrzovana tésnd spojeni
mezi nimi (Berry et al., 1991). Jako optimalni densita je pro tvorbu monovrstev lidskych
hepatocytll povazovano rozmezi 125 000-150 000 bunék na cm? (viz Tabulka 1). Potfebnou
densitu bun¢k lze ziskat nafedénim bunéfné suspenze pouzivanym kultivacnim médiem
(LeCluyse, 2001).
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Tabulka 1: Doporuéena densita lidskych hepatocytl pro riizné typy kultivaénich nadob. (Upraveno podle:
Helgason a Miller, 2004).

Typ kultivacni nadoby  Pocet viabilnich bunék  Celkovy objem Celkovy pocet
na 1 ml na jamku viabilnich bunék
100 mm Petriho miska 1,5 x 10%-1,75 x 10° 6 ml 9 x 10°-10,5 x 10°
60 mm Petriho miska 1 x 10%-1,33 x 10° 3ml 3 x10%4 x 108
6 WP 5%x10°%-7,5 x 10° 2 ml 1 x 10°-1,5 x 108
12 WP 5x10°%-7,5 x 10° 1ml 5x10°%-7,5 x 10°
24 WP 5x10°-7,5 x 10° 0,5 ml 2,5 x 10°-3,75 x 10°
96 WP 5x10° 125 pl 6,25 x 10*

1.5.5 Doba poti‘ebna pro piichyceni hepatocytit K povrchu kultivaéni nadoby

Dulezity vliv na Zivotnost primdrni kultury mize mit také samotnd doba, po kterou
bunky pfisedaji k povrchu kultivaéni nadoby. Tato doba se oznacuje jako doba seedingu.
Vhodna doba pro pfichyceni hepatocyti k extracelularni matrix se pohybuje mezi 1-
K podkladu ptichytit. Viabilni hepatocyty se pfichytavaji k podkladu rychleji nez bunky
poskozené, proto by piili§ dlouha doba ptichyceni mohla znamenat, ze se k podkladu pFichyti
I neviabilni hepatocyty. Na druhé stran¢ vSak stoji fakt, Ze béhem doby piichyceni odezniva
reakce hepatocytll na izolacni stres a samotna viabilita bunck se mize zvySovat (Berry et al.,
1991).

Ptichytavani hepatocytli k povrchu kultiva¢nich nadob probiha sndze v ptitomnosti FBS
v médiu. Po uplynuti doby vhodné pro pfisednuti bunék by mélo byt médium odstranéno
avymeénéno za Cerstvé médium bez obsahu FBS. Obnovenim kultivatniho média jsou

odstranény neptichycené buiiky, nahromadéné katabolity a obnoveny ziviny (Andria et al.,
2010).

1.5.6 Vliv vnéjsich podminek na kultivaci

Spravné prichyceni bunék a jejich rozprostieni do jedné vrstvy je zavislé na teploté
(Berry et al., 1991). Buiky jsou obecné inkubovany za dobfe zavedenych podminek
v inkubatorech, kde se teplota obvykle udrzuje na 37 °C v ptitomnosti 5% CO> (Van der Valk
etal., 2010).
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Je nutno zajistit sterilni podminky, které zabranuji bakterialni a houbové kontaminaci
materidlu, proto prace sbunécnymi kulturami obvykle probihd v laminarnich boxech
a s pouzitim ochrannych pomticek (Andria et al., 2010).

Viabilitu hepatocytii v primarni kultufe by mohl ovliviiovat také objem kultiva¢niho
média a s tim souvisejici tenze kysliku. Vysoké objemy kultivaéniho média by mohly vést

K hypoxii a nezadoucim G¢inktim na viabilitu bun€k (Buck et al., 2014).

1.5.7 Kryoprezervace hepatocytii

Spatna dostupnost kvalitni lidské tkané pro izolaci viabilnich hepatocytd vedla
k potieb¢ dlouhodobé uchovavat ziskané hepatocyty. Vzorky lidskych tkani navic Casto
umoznuji izolaci velkého mnozstvi viabilnich buné¢k, které prevySuji potiebu okamzitého
pouziti. Jediny zptisob pro dlouhodobé uchovavani Cerstvé izolovanych hepatocytt, ktery je
v soucasné dob¢ k dispozici, je kryoprezervace. Kryoprezervace vyuziva faktu, ze zivé bunky
lidského nebo Zivoc¢isného ptivodu mohou byt uspésné uchovavany po dlouhou dobu, pokud
jsou uchovavany pti velmi nizké teploté (Gémez-Lechdn et al., 2003).

Uspé&sna kryoprezervace izolovanych hepatocyti je dana mnoha parametry, mezi které
patti zdroj jater, slozeni kryoprezervaéniho média, rychlost zmrazovani i rozmrazovani
astupen poSkozeni membrany hepatocyti béhem izolace. Nej€astéji pouzivanym
kryoprezervacnim médiem pro izolované hepatocyty je Wisconsinilv roztok, ktery obsahuje
laktobionat, rafindzu a DMSO. Nejucinnéjsi a bézné pouzivanou kryoprotektivni latkou je
DMSO, ktery zabranuje tvorbé ledovych krystalkii béhem zmrazovani a stabilizuje bunécné
membrany. Pro zvySeni viability kryokonzervovanych hepatocytli se pouZivd kombinace
DMSO s polyvinylpyrrolidonem nebo s oligosacharidy, tento pozitivni uéinek byl vSak
pozorovan pouze u potkanich hepatocyti. Kryoprezervacni roztoky ¢asto obsahuji FBS nebo
lidsky albumin, zajistujici optimdlni wviabilitu a aktivitu CYP. DalSim zajimavym
kryoprotektantem muze byt extrakt z pSenicnych proteind, ktery s nejvétsi pravdépodobnosti
umoznuje dlouhodobé uchovavani zivotaschopnych bunék, udrzeni sekrece albuminu a tvorby
mocoviny po dobu 4 dnli po rozmrazeni hepatocyti. Navic byla u potkanich hepatocyti
kryoprezervovanych s extrakty pSeni¢nych proteinli prokazana podobna indukce nékterych

izoforem CYP, jako u Cerstve izolovanych hepatocyti (Gouliarmou et al., 2015).
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1.6 Testovani viability hepatocytii vV primarni kulture

K optimalizaci kultiva¢nich podminek bunék neodmyslitelné patii posuzovani jejich
viability, neboli zivotaschopnosti. Ur¢enim bunécné viability ziskame informace o poctu
zdravych bun¢k v kulture. Provadéno muiize byt mnoho typti metod, kterymi Ize sledovat
morfologické zmény bunék, testovani integrity bunééné membrany, stanoveni aktivit enzymu
uvolnénych z poskozenych bun€k, odchylky v normalnim bunééném metabolismu, apoptické

signaly bunék, oxidacni stres nebo kondenzaci chromatinu.

1.6.1 Morfologické znaky primarnich kultur hepatocytit

Hodnoceni morfologickych znakii hepatocyti poskytuje prvni informace o kvalité
izolovanych bunék. Pozorovani morfologie bunék je nejcastéji provadéno mikroskopicky
s vyuzitim fazového kontrastu. Principem fazového kontrastu je posun faze svétla od piimého
odrazu svételného zdroje o %4 vinové délky. Oproti klasickému pozorovani ve svételném poli
mame tedy moznost 1épe rozlisit zobrazované struktury bez nutnosti jejich barveni.

Vzécné je pouziti transmisni elektronové mikroskopie, diky které je mozno hodnotit
zejména poskozeni plazmatické membrany, mitochondrii, degranulaci endoplazmatického
retikula vaskularizaci Golgiho aparatu a vakuolizaci cytoplazmy poskozenych hepatocytl
(Lietal., 2017; Berry et al., 1991).

Bunky se ve fazovém kontrastu jevi jako tmavé objekty obklopené svétlym pozadim.
Béhem kultivace v monolayer systému ziskavaji hepatocyty opét sviij polygondlni tvar, ktery
ztratily v pribéhu izolace, jsou v kontaktu s okolnimi buiikami a vytvafeji utvary, které jsou
podobné ZluCovym kanalkim. Neposkozené hepatocyty maji vyrazné viditelné jadro
a zfetelnou bunéénou membranu. Poskozené builkky maji vysoce granulovanou cytoplazmu
aneni dobfe patrné ohrani¢eni bun¢k od okolniho média. Jadra poSkozenych bunck nejsou
patrnd. Vzhled poskozenych bunék zavisi na tom, zda je poskozeni reverzibilni (Tuschl
a Mueller, 2006).

Charakteristickym znakem poskozenych hepatocytii je tvorba tzv. blebl. Bleby
plazmatické membrany jsou prisvitn€, neobsahuji organely a vznikaji v disledku absorpce
kapaliny poSkozenymi buitkami. Bleby vSak mohou vznikat také v odezvé na plsobeni
nékterych latek, pfedevs§im takovych, které vyvolavaji oxidacni stres a vycCerpani glutationu
hepatocytti. Druhy typ tvorby blebtl je nevratny, ale béhem inkubace jsou bleby oddélovany

od buné¢né membrany, ktera se znovu uzavira (Guillouzo, 1998; Berry et al., 1991).
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1.6.2 Testovani viability pomoci barviv

Jednoduchymi a rychlymi testy k ureni poctu viabilnich bun¢k jsou metody, které
vyuzivaji schopnosti bun¢k vylu¢ovat nebo absorbovat barvivo. K dispozici je nékolik bariv,
které k témto ucelim lze vyuzit, jako naptiklad trypanova modf, eosin, propidium jodid nebo
neutralni Cerven.

Trypanovda modi je barvivo, které ma schopnost pronikat pfes porusenou
cytoplazmatickou membranu dovnitt do bunck. Viabilni hepatocyty tedy ziistavaji
neobarvené, zatimco hepatocyty s porusenou cytoplazmatickou membranou v sobé kumuluji
barvivo a jsou zbarveny do modrofialova. Podobny vysledek davaji testy s eosinem nebo
propidium jodidem, viabilni bunky ztstavaji neobarveny (Repetto et al., 2008; Strober et al.,
1997). Vzorec tropanové modii je znazornén na obrazku 7.
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Obrdzek 7: \zorec trypanové modii. (Pfevzato z: www.aathio.com)

Opacny princip ma reprodukovatelny a citlivy test s neutralni Cerveni. Neutralni cerven
(viz obrazek 8) je barvivo vychytavané lysosomy viabilnich sav¢ich bunék. Pokud maji bunky
poskozenou cytoplazmatickou nebo lysosomalni membranu, ztraceji schopnost absorbovat

barvivo azlstavaji nezbarvené, coz muze byt detekovano spektrofotometricky

(Mahto et al., 2010).
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Obrazek 8: Vzorec neutralni ¢ervené (Pievzato z: www.gaci.sial.com)
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Nevyhodou téchto testli je, ze ukazuji pouze na poSkozeni bunék, které souvisi
s poskozenim bunééné membrany. Buiky vSak nemuseji byt viabilni i pokud jejich membrana
zustava celistva. Oproti tomu existuji také piipady, kdy maji bunky sice poSkozenou
membranu, mohou ale samy své defekty opravit a stat se pIné Zivotaschopné. DalSim
problémem miize byt subjektivni hodnoceni malého mnozstvi bun¢k (Singh et al., 2018;

Mahto et al., 2010).

1.6.3 Stanoveni laktatdehydrogenazy

Enzym laktatdehydrogendza (LDH) je tetramer, ktery obsahuje dva typy podjednotek.
Podjednotky jsou pojmenovany podle typu tkané, ve které¢ dana podjednotka ptevazuje —
M (z angl. muscle) a H (z angl. heart). Podle zastoupeni obou podjednotek rozliSujeme
celkem 5 isoenzymt (LDH-1 — LDH-5). Isoenzym LDH-1 obsahuje 4 podjednotky H,
zatimco isoenzym LDH-5 obsahuje vSechny ctyii podjednotky M. V jatrech pievazuje
isoenzym LDH-5 (MMMM).

LDH je cytoplazmaticky enzym, ktery je zbunck uvoliiovdn po naruSeni
cytoplazmatické membrany. Proto se stanoveni laktatdehydrogenazy stalo citlivym
ukazatelem bunééného poSkozeni. Pomérné dobrym ukazatelem viability bunék je tzv. LDH-
leakage (LDH-L), kterou lze ziskat jako pomér aktivity LDH v extracelularnim prostoru (EC)
ku celkové aktivit¢ LDH, tj. soucet aktivity LDH v extraceluldrnim a intracelularnim prostoru
(IC) (Guillouzo, 1998; Singh et al., 2018).

Pfi stanoveni LDH je vyuzivana reakce, kdy laktdtdehydrogenaza katalyzuje
reverzibilni oxidaci laktatu na pyruvat (viz obrazek 9). Kofaktorem reakce je
nikotinamid adenin dinukleotid (NAD®). Pfeména NAD® na jeho redukovanou formu
(NADH+H") je doprovéazena nariistem absorbance, kterou lze méfit spektrofotometricky pii

340 nm.

OH Q

. o .

Hac)\fa + NAD —= Hﬂc)Lf + NADH + H
S OH
Laktat Pyruvat

Obrazek 9: Reakce katalyzovana LDH (Upraveno podle: www.aaltoscientific.com)
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1.6.4 Detekce aktivity bunécnych dehydrogendz

Uginnym testem pro zjisténi urovné bundéného metabolismu je test WST-1, ktery
spole¢né s MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) a XTT (2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) testy spada do metod
uréenych k detekci aktivity bunéénych dehydrogendz. Reakcni Cinidlo WST-1 patii mezi
tetrazoliové soli, jedna se konkrétné o (4-(3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2-H-5-tetrazolio)-
1,3-benzen-disulfonat). Cinidlo WST-1 je bunéénymi dehydrogendzami (konkrétné reakci
S mitochondridlni sukcinat-tetrazolium reduktazou) redukovdno na vysoce rozpustny
formazan (viz obrazek 10). Pfitéto reakci dochazi ke zméné absorbance, kterou lze
spektrofotometricky stanovit pii 420-480 nm. K reakci dochazi pouze u metabolicky
aktivnich, a tedy u viabilnich bunék (Yin et al., 2013; Ngamwongsatit et al., 2008;
Stockert et al., 2012).

NO, NO,
JY\ NAD" = m NADH O\
O\N M v
r|\|1 / EC-H EC N/
Na SO;N
o\t

SO Na 8)3Na
WST-1 Formazan

Obrdazek 10: Pfeména tetrazoliové soli WST-1 na formazan. (EC = ¢inidlo vazajici elektrony. RS =

mitochondridlni sukcinat-tertrazolium reduktaza) (Upraveno podle: www.clontech.com).
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44-52 hodin. Redukci MTT totiz vzniké purpurové zbarvena formazanova srazenina, ktera je
nerozpustna ve vodé. Pfed samotnym spektrofotometrickym métenim je proto nutné formazan
rozpustit pomoci silného detergentu, napf. dimethylsulfoxidu nebo isopropanolu. Cinidlo
XTT je v pritomnosti aktivnich dehydrogenaz redukovano na oranzové zbarveny formazan,
ktery absorbuje svétlo pii 430-490 nm, ktery je sice rozpustny ve vodé, ale jeho rozpustnost je
niz8i, nez rozpustnost formazanu vzniklého redukci ¢inidla WST-1 (Mahto et al., 2010; Yin
etal., 2013).
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1.6.5 Vyuiiti aktivity kaspazy-3 pro detekci apoptozy

Apoptdza je vysoce regulovand forma programované bunécné smrti. U bunck, které
podléhaji apoptdoze je mozno pozorovat morfologické zmény, jako fragmentaci DNA
a kondenzaci chromatinu, rozpad cytoskeletdrni opory bunky, ztratu mitochondridlniho
transmembranového potencidlu, nasledn¢ dochazi k zakulaceni bunécné membrany
a vytvareni tzv. blebt, pficemz se bunky rozpadaji na malé fragmenty obklopené membranou
(tzv. apopticka téliska), ktera jsou poté pohlcovana fagocytujicimi bunkami (Kurokawa
a Kornbluth, 2009; Carrasco et al., 2003).

Tyto zmény jsou zpisobené rodinou cysteinovych proteaz, které jsou nazyvany
kaspazy. Proto mize byt detekce aktivovanych kaspaz pouzita jako biochemicky marker pro
apoptozu (Kohler et al., 2002).

Kaspazy jsou syntetizovany jako zymogeny, jejichz aktivace muaze byt vyvolana
rozmanitou skupinou vnitfnich a vné&jSich podnéta. Poté, co buiika pfijme apoptické stimuly,
nasledné proteolyticky $tépi a aktivuji kaspazy efektorové, mezi které patii (napt. kaspaza-3,
-6 a -7). Jakmile jsou efektorové kaspazy aktivovany, mohou proteolyticky §tépit fadu
bunéénych proteint, coz postupné vede ke smrti bunky (Kurokawa a Kornbluth, 2009).
Kaspazy pisobi v oblasti tii az ¢ty aminokyselin a $tépi vzdy v misté, které nasleduje po
kyselin¢ asparagové.

Klicovym efektorem je kaspaza-3, ktera $tépi poly-ADP-Ribdza-polymerazu, DNA-
dependentni protein kindzu, protein kinazu C6 a aktin (Carrasco et al., 2003). Aktivace
kaspazy-3 ukazuje, Ze apopticka draha uZ pokrocila do nezvratného stupné a méfeni jeji
aktivity je proto citlivym ukazatelem indukce apoptdzy (O’Brien et al., 2005). K identifikaci
a kvantifikaci aktivity kaspazy-3 bylo vyvinuto nékolik testt, jako je afinitni znaceni
aktivovanych kaspdz fluorescenénimi sondami, imunoblotové techniky nebo analyza
enzymové aktivity Stépenim specifickych substrati.

Princip techniky stépeni specifickych substrati poprvé popsali Pennington a Thronberry
v roce 1994. Od této doby byly techniky dale vyvijeny a dnes je k dispozici fada komercné
dostupnych substratii, které obsahuji tetrapeptidové sekvence napodobujici St€épna mista pro
kaspazy. Tetrapeptidy mohou byt konjugovany napt. s fluorochromem a po Stépeni substratu
lze uvolnény fluorochrom spektrofotometricky kvantifikovat (Kohler et al., 2002).
Syntetickym tetrapeptidovym fluorogennim substratem pro kaspazu-3 je napt. N-acetyl-Asp-
Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC), jehoZz vzorec je znazornén na

35



obrazku 11. Tento substrat obsahuje aminokyselinovou sekvenci DEVD, kde D — kyselina
asparagova (Asp); E — kyselina glutamova (Glu); V — valin (Val). Kaspaza-3 §tépi tetrapeptid
mezi kyselinou asparagovou a AMC, ¢imz dojde k uvolnéni fluorogenniho AMC, ktery lze

kvantifikovat fluorimetricky (mtze byt excitovan pii 340-360 nm a k emisi dochazi pii 440-

460 nm).
HO o .
0
oo o |
YN\I)KT N\I/KT N oL o
o) | o) ! o)
0 { H P

OH

Obrdzek 11: Vzorec Ac-DEVD-AMC. (Pievzato z: www.caymanchem.com)

1.6.6 Posouzeni produkce reaktivnich forem kysliku

Mezi reaktivni formy kysliku (ROS) patii superoxidovy anion, singletovy kyslik,
hydroxylovy radikal, rizné peroxyly, peroxid vodiku (ktery neobsahuje volny radikal) a dalsi.
Zatimco nizké hladiny peroxidu vodiku mohou vést k apoptoze, jeho vysoké hladiny vedou
Kk nekroze nebo k apoptdze nezavislé na kaspazach. Jako primarni obranné mechanismy proti
peroxidu vodiku slouZi kataldza a glutationperoxidaza. Zatimco kataldza je pfitomna pouze
Vv peroxisomech, redoxni cyklus glutationu je pfitomen v cytosolu a mitochondriich a jedna se

Za normalnich podminek jsou ROS neustdle vytvafeny v disledku aerobniho
metabolismu (napt. v komplexech I a III dychaciho fetézce). Pokud ROS piekonaji obranné
systémy builky a dojde k naruSeni redoxni homeostazy, je vysledkem oxidacni stres, coz
muze vést k oxidacnimu poskozeni bunék (Eruslanov a Kusmartsev, 2010; Young et al.,
2002).

Pro posouzeni intracelularni produkce ROS v potkanich hepatocytech jsou pouzivany
nejruznéjsi fluorescencni sondy. Jednou z nejcastéji pouzivanych fluorescencnich sond je
2¢,7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetat (DCFDA). Jedna se o vysoce citlivou a specifickou

metodu, ktera umoziuje sledovani zmén produkce ROS v pribéhu Casu.
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Princip tohoto testu, ktery je znazornén na obrazku 12, spo¢iva v tom, ze diky diacetatu
mize sonda prostupovat do nitra bunék, kde dochazi kenzymatické hydrolyze
intracelularnimi esterdzami. Uvnitf bunék se hromadi nefluoreskujici redukovand forma
dichlorofluoresceinu (H2DCF). V piipadé, ze jsou v bunice pfitomny ROS, je tato latka rychle
oxidovana na fluoreskujici dichlorfluorescein (DCF), tato reakce je poté fluorimetricky

detekovana (Eruslanov a Kusmartsev, 2010; Shen et al., 1996).
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Obrdzek 12: Princip testu DCFDA. (Upraveno podle: www.biotek.com)

Metoda DCFDA byla piivodné vyvinuta pro kvantitativni stanoveni peroxidu vodiku ve
vodném roztoku, pozdé€ji zacala byt pouzivana ke studiu rychlosti tvorby ROS v riiznych

typech bunék a tkani (Eruslanov a Kusmartsev, 2010; Shen et al., 1996).
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1.6.7 Testovani syntetickych vlastnosti hepatocytii

Hepatocyty maji schopnost syntetizovat fadu latek, z nichz mnohé mohou slouzit jako
parametry funk¢nich poruch izolovanych hepatocytli. Nejvice testované jsou plazmatické
proteiny syntetizované v jatrech (napf. albumin, transferin a proteiny akutni faze), dale muze
byt testovana schopnost syntézy glykogenu, mocoviny, lipoproteinti, cytochromu P450 nebo
zluCovych kyselin (Guillouzo, 1998).

Ke stanoveni albuminu v kultivaénim médiu mohou byt pouzity specifické protilatky,
jejichz navazani na cilové struktury maze byt dale analyzovano imunochemickymi metodami
(napt. ELISA). Mocovina je stanovovana v kultivanim médiu s vyuzitim enzymu ureazy,
ktery katalyzuje hydrolyzu mocoviny na amoniak a oxid uhli¢ity. Za bazalnich podminek jsou
hepatocyty Vv monovrstvé schopny syntetizovat mocovinu rychlosti 2,5-3,5 nmol/mg
bunééného proteinu za minutu. Syntéza mocoviny, a Sni souvisejici rychlost odbourani
amoniaku, miize byt do zna¢né miry snizena pfitomnosti inzulinu, ale zvysuje se s pridavkem

aminokyselin (Gomez-Lechon et al., 2003).
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2 CiL PRACE

1. Priprava primarnich kultur hepatocytii potkana:
hodnoceni viability izolovanych bunék, stanoveni density bun¢k, ptiprava primarnich

kultur hepatocytli v monovrstve

2. Zpracovani vzorki ziskanych z primarnich kultur hepatocyti potkana:
stanoveni zakladnich parametrii - aktivita bunénych dehydrogenaz (WST-1 test),
aktivita laktatdehydrogenazy (resp. LDH-leakage) aktivita kaspazy-3, mikroskopické

hodnoceni s pouzitim fazového kontrastu

3. Optimalizace density potkanich hepatocyti pri pripravé primarnich kultur pro

vybrané typy mikrotitra¢nich destic¢ek

4. Optimalizace doby nezbytné pro prichyceni (tzv. doba seedingu) potkanich

hepatocyti pri pripravé primarnich kultur
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3 METODICKA CAST

3.1 Pouzité roztoky

o Roztok A

8 g NaCl; 2,188 g NaHCOs; 0,4 g KCI; 0,19 g EGTA; 0,1206 g Na;HPO4.12H,0; 0,0977 g
MgS04.xH:0; 0,06 g KHoPOs4.

Vse bylo doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou.

e Roztok B

4.8 g NaCl: 1,314 g NaHCO; 0,3528 g CaCl,.2H,0: 0,24 g KCI: 0,07236 g Na;HPO4.12H,0;
0,05862 g MgSO4.xH20; 0,036 g KH2POs.

Vse doplnéno do 600 ml destilovanou vodou; obvykle se pouziva 0,2 g surové kolagenazy do
200 ml recirkula¢niho roztoku. Pozn.: mnozstvi surové kolagendzy mutze byt upraveno podle

aktivity pouzivané Sarze

e Roztok C (Krebs — Henseleitovo médium)

6,9 g NaCl; 2g NaHCOs; 0,9 g glukézy; 0,374 g CaCl2.2H20; 0,36 g KCI,
0,1441 g MgS04.XH20; 0,13 g KH2PO4, doplnény do 1000 ml destilovanou vodou pro infuze.

1,333 g albuminu do 100 ml C roztoku pro praci s izolovanymi burikami.

o Kolagen typu I (Collagen type | from Rat tail, Sigma-Aldrich)

2 mg roztoku Collagen type I bylo smichano s 6,66 ml CH3COOH (20 mmol/l)

e Williamsovo E médium kompletni

Fetalni bovinni sérum (FBS — 6%), glutamin (2 mmol/l), penicilin (100 1U/ml), streptomycin

(10 mg/ml), inzulin (0,08 IU/ml), dexamethason (4 mg/ml) a glukagon (0,008 pg/ml)
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e Williamsovo E médium inkompletni

Podobné¢ jako kompletni Williamsovo E médium, pouze neobsahuje FBS.

e Trypanova mod¥ (Trypan blue solution, Sigma-Aldrich)

Kat. ¢. 93595 — 0,4%, for microscopy

o LDH ¢inidlo (DiaSys)

Cinidlo R1 — LDH FS DKGC, 800 ml; (fosfatovy pufr 65 mmol/l, pH 7,5; pyruvat
0,8 mmol/l)
Cinidlo R2 — LDH FS DGKC, 200 ml; (Good’s pufr, pH 9,6; NADH 1 mmol/l)

Cinidla fedéna vzdy v poméru 1:4

e Kiyselina trichloroctova (TCA) (Trichloroacetic acid, Sigma Aldrich)

Roztok o koncentraci 20 %

e Hydroxid sodny (NaOH) (Sodium Hydroxide, Sigma Aldrich)

Roztok o koncentraci 2 mol/l

e WST-1 ¢inidlo (Cell proliferation reagent, Roche)

Cinidlo bylo nafedéno inkompletnim Williamsovym E médiem v poméru 1:10

« Cinidlo pro stanoveni kaspazy 3

150 ml assay pufru o pH 7,4 obsahuje: 15 mg HEPES; 150 mg CHAPS (0,1%); 115 mg DTT;
87 mg EDTA,; z assay pufru bylo odpipetovano 60 ul a smichano s 33 pul substratu pro
kaspazu 3 (tento substrat byl rozpustén v DMSO, pH 7)
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3.2 Priprava hepatocytii pro kultivaci

3.2.1 Izolace hepatocytii

Pro ucely danych pokusii byli pouzivani samci albino potkanti kmene Wistar
0 hmotnosti 210 az 240 g, chovani za laboratornich podminek.

Zvite bylo nejprve uvedeno do etherové narkdzy a premisténo na operacni stolek. Biisni
dutina byla oteviena chirurgickym stithem ve tvaru pismene ,,V*. Nasledn¢ byl do
vena cava inferior aplikovan heparin ve fyziologickém roztoku. Poté byla do vena portae
zavedena kovova kanyla napojena na perfuzni aparaturu. Roztokem A (viz kapitola 3.1) bylo
provedeno promyvani jater. Kvili riziku poSkozeni jater tlakem byla vena cava inferior po
zacatku perfuze prostiihnuta.

Jatra byla nasledn¢ perfundovana roztokem B, ktery obsahuje mimo jiné kolagenazu
a vapenaté ionty. Tato recirkulacni perfize jater trvala celkem 14 minut a jeji schéma je
znazornéno na obrazku 13. Spravny tlak v obou stupnich promyvani byl zajiStén vyskou

spadu perfuzniho roztoku.

Sternum

Vodni lazen

duta zila Perfizni pufr I  Roztok kolagenazy

Perfizni pumpa

Obrizek 13: Schéma jaterni perfize (Upraveno podle: Shen, 2012)

Po ukonceni recirkulaéni perfize byla jatra vlozena do kadinky obsahujici roztok C,
ktery obsahuje albumin. Jemnym tfenim v kadince byla jatra mechanicky rozvolnéna, a tim
byla ziskana suspenze hepatocytil. Ziskana suspenze byla piefiltrovana pies 8 vrstev gazy do

centrifugacni zkumavky.
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Centrifugace probihala 5 minut pfi 500 otackéach (28 g) pti 4°C, po odliti supernatantu
byl do zkumavky ptidan opét roztok C a cely proces byl dvakrat opakovan. Zkumavka
s vyslednou suspenzi bunék byla vlozena do nddoby s ledem a ihned bylo provedeno pocitani

viability a density hepatocyti.

3.2.2 Urceni viability hepatocytii

Pocty zivych a mrtvych bunck byly stanoveny pomoci barveni Trypanovou modii.
Vlastni hodnoceni probihalo na podloznim sklicku, kde bylo smichdno 10 ul stokrat nafedéné
suspenze bunék (0,99 ml kompl. Williamsova E média + 0,01 ml resuspendovanych bungk)
s 10 pl Trypanové modii. Pfipraveny preparat byl nasledné ptikryt krycim sklickem a pocty
zivych a mrtvych bunck byly pocitany pod mikroskopem v 10 zornych polich. Vysledna
mnozstvi zivych bun€k byla uvadéna v procentech. Za optimalni viabilitu pro dalsi

zpracovani byl povazovan vysledek nad 90 % u potkanich hepatocyti.

3.2.3 Stanoveni density hepatocytii

Hepatocyty byly poéitany za pouziti automatického pfistroje Cellometer™, auto T4
propojeného s pocitacem. Postup stanoveni byl nasledovny: do c-chipu bylo napipetovano
20 pl stokrat nafedénych bunék. Vysledné density hepatocytt byly vzdy udavany v milionech

bunék/ml (bb/ml), jako pramér alespon 4 méfeni.

3.2.4 Priprava zdasobnich suspenzi hepatocytii

Nejprve byla potieba piipravit zasobni suspenze hepatocytd o densitach 0,5 mil bb/ml
a 1 mil bb/ml. Tyto zasobni suspenze byly pfipraveny nafedénim ptivodni suspenze o znamé

densité bun¢k kompletnim Williamsovym médiem E.

3.2.5 Priprava vicejamkovych plastovych desticek

Prace byla provadéna v lamindrnim boxu s pouZzitim ochrannych pomitcek. Kultivace
primarnich kultur hepatocyti byla provadéna v 96jamkovych, 24jamkovych a 12jamkovych
(tzv. well plate (WP) ), které bylo nejprve potfeba nakolagenovat. Do jamek bylo pipetovano
vzdy takové mnozstvi pfedem piipraveného roztoku kolagenu typu I, aby jim doslo
k rovhomérnému pokryti dna jednotlivych jamek. Po 10 minutach inkubace mohl byt kolagen

stazen zpé€t a uchovan pro dalsi kolagenovani.
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Poté bylo do jamek pipetovano stejné mnozstvi neutralizacniho roztoku (roztok C),
ktery byl v jamkach ponechan po dalsich cca 5-10 minut. Nasledné byla desticka vyklepnuta.
Teprve poté mohly byt do jamek pipetovany piislusné objemy bunécnych suspenzi

hepatocyti.

3.3 Optimalizace kultiva¢nich podminek primarnich kultur hepatocyta

3.3.1 Optimalizace density bunék pro vybrané vicejamkové desticky

Do pripravenych vicejamkovych desti¢ek byly pipetovany piislusné objemy zasobnich
suspenzi hepatocytl, které byly dale fedény kompletnim Williamsovym E médiem, za ucelem
ziskani riznych densit bun€k v jednotlivych jamkach. Density hepatocytd jsou uvadény
Vv poctech bunék na jamku (bb/j). Pipetované objemy obou roztoki jsou uvedeny v tabulkach
2-4. Béhem pipetovani bylo potieba suspenzi hepatocytd peclivé promichavat, aby

nedochéazelo k sedimentaci bunék.

e 96jamkové desticky

Pro 96 WP byla pouzivana zasobni suspenze o densité¢ 0,5 mil bb/ml. Celkovy objem
Vv jednotlivych jamkéch byl 100 pl. Prvni sloupec slouzil jako slepy vzorek, proto zde buné¢na

suspenze nebyla pipetovana.

Tabulka 2: Pipetované objemy pro 96jamkové desticky

Sloupec Densita bunék Objem zdsobni Objem kompletniho
[tisic bblj] suspenze [ul] Williamsova E média [ul]

1 Slepy vzorek 0 100
2 5 10 90
3 10 20 80
4 15 30 70
5 20 40 60

6all 25 50 50

7al2 30 60 40
8 35 70 30
g 40 80 20
10 50 100 0
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e 24jamkové desticky

Pro kazdy pokus byly pouzity dvé 24 WP, jejichz jamky byly pfedem ocislovany
(celkem tedy 48 jamek). Pouzivana byla zasobni suspenze o densité¢ 1 mil bb/ml. Celkovy

objem na jamku ¢inil 400 pl.

Tabulka 3: Pipetované objemy pro 24jamkové desticky

Jamky Densita bunék Objem zdsobni Objem kompletniho
[tisic bblj] suspenze [ul] Williamsova E média [ul]

1-6 50 50 350

7-12 100 100 300

13-18 150 150 250

19-24 200 200 200

25-30 250 250 150

31-36 300 300 100

37-42 350 350 50

43 - 48 400 400 0

e 12jamkové desticky

Pro kazdy pokus byly pouzity ctyii 12 WP, jejichZ jamky byly pfedem ocislovany
(celkem tedy 48 jamek). Pouzivdna byla zasobni suspenze o densité 0,5 mil bb/ml. Celkovy

objem na jamku ¢inil 1 ml.

Tabulka 4: Pipetované objemy pro 12jamkové desti¢ky

Jamky Densita bunék Objem zasobni Objem kompletniho
[tisic bblj] suspenze [ul] Williamsova E média [ul]

1-6 100 200 800

7-12 150 300 700

13-18 200 400 600

19-24 250 500 500

25-30 300 600 400

31-36 350 700 300

37 -42 400 800 200

43 - 48 500 1000 0
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Po napipetovani byly vSechny desticky vlozeny do CO2 inkubatoru (37°C, 5% COs,
100 % relativni vlhkost vzduchu) na cas potiebny k pfichyceni hepatocytii ke kolagenu
(t}. 2 h). Po 2 hodinach bylo vyménéno médium za piislusné objemy Williamsova E média
bez FBS (tj. 96 WP — 100 ul; 24 WP — 400 ul a 12 WP - 1 ml). Pivodni obsah jamek
jednotlivych desti¢ek byl pfed vyménou média vyklepnut. Desticky byly vlozeny zpét do CO2
inkubétoru, kde byly ponechany 19-24 hodin. Po ukoncéeni kultivace v inkubétoru 1ze médium
bud’ ihned spektrofotometricky analyzovat, nebo zmrazené pii -20 °C uchovat pro pozd¢jsi

testovani.

3.3.2 Optimalizace doby prichyceni hepatocytii  k povrchu  jednotlivych

vicejamkovych desticek

Do pfipravenych mikrotitracnich desticek byly pipetovany piislusné objemy zésobnich
suspenzi hepatocytd o densit¢ 0,5 mil bb/ml, nebo 1 mil bb/ml (pouze pro 24 WP), dale
fedéné kompletnim Williamsovym E médiem, a to podobné jako v podkapitole 3.3.1 (viz
tabulky 2-4) tak, abychom ziskali density bun¢k uvedené v tabulce 5. Prvni sloupec v 96 WP

slouzil jako slepy vzorek, do kterého nebyla pipetovana bunécna suspenze.

Tabulka 5: Density bunék pro ptislusné desticky
Typ desticky = Celkovy objem/j  Densita bunék

[tisic bblj]
96 WP 100 pl 30
24 WP 400 pl 200
12 WP 1ml 400

Desticky byly vlozeny do CO; inkubatoru (37 °C, 5% CO2, 100 % relativni vlhkost
vzduchu). Vyména média za pfislusSné objemy inkompletniho Williamsova E média
(tj. 96 WP — 100 pl; 24 WP — 400 pl; 12 WP - 1 ml) probihala vzdy po 30 minutach pro
jednotlivé skupiny jamek (viz tabulky 6 a 7).

Tabulka 6: Doby ptichyceni hepatocytt v 96jamkovych destickach

Sloupec 2 3alo0 4 5all 6 7al2 8 9
Doba piichyceni [min] 30 60 90 120 150 180 210 240
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Tabulka 7: Doby pfichyceni hepatocytl ve 24jamkovych a 12jamkovych desti¢kach
Jamky 1-6 7-12  13-18 19-24 25-30 31-36 37-42 43-48

Doba pfichyceni [min] 30 60 90 120 150 180 210 240

Stejné jako v predchozi uloze byl ptivodni obsah jamek jednotlivych desti¢ek odstranén
a bylo vyménéno médium tak, aby objemy pipetovaného inkompletniho Williamsova média
odpovidaly celkovym objemliim v jamkach pted vyklepnutim.

Po vyméné média byly desticky vlozeny zpét do COz inkubatoru, kde byly ponechany
19-24 hodin. Po ukoncCeni kultivace v inkubatoru Ize médium opét bud ihned

spektrofotometricky analyzovat, popt. uchovavat zmrazené pii -20 °C pro pozd¢jsi testovani.

3.4 Mikroskopicka analyza

Primarni kultury hepatocyti byly pozorovany mikroskopicky pomoci mikroskopu
Olympus IX51 s vyuzitim fazového kontrastu pii zvétSeni objektivu 40x. Pro nafoceni
vysledného obrazu byl pouzit digitalni fotoaparat Olympus E-600, ktery byl piipojeny
k mikroskopu.

3.5 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy

Aktivita LDH byla analyzovdna ve vzorcich kultivaéniho média potkana vzdy po
ukonceni kultivace bunék v CO; inkubétoru. Z jednotlivych vicejamkovych desticek bylo
prepipetovano vzdy 10 pl vzorku do 96 WP. Vybrané jamky byly ponechany pro slepy vzorek
(tj. 10 ul Williamsova E média), a pro 10 ul LDH kalibratou. Nasledné bylo piidano 250 ul
LDH ¢inidla temperovaného na 37 °C. Po pfidani ¢inidla byla desticka ihned vloZena do
pfistroje a kineticky promeétena pii vinové délce 340 nm po dobu 5 minut. Timto postupem
byla ziskana extracelularni aktivita LDH.

Po odpipetovani zbytku média byly desti¢ky ponechany v mrazicim boxu pii -20 °C po
dobu 10 minut, tim doslo klyzi bunék. Poté byl do jamek napipetovan stejny objem
destilované vody, jako byl objem média v jamkach pied odsatim. Nasledn¢ byla obdobnym
zpusobem opét provedena analyza aktivity LDH, nyni vSak byla ziskana aktivita

intracelularni.
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3.6 Stanoveni aktivity bunéénych dehydrogenaz (test WST-1)

Test WST-1 byl provadén u vzorkt potkanich hepatocyti v 96 WP po ukonceni
kultivace bun¢k v CO; inkubatoru. Obsah desti¢ek byl nejprve vyklepnut a poté bylo ptidano
100 pl c¢inidla WST-1. Desticky byly vlozeny do pfistroje a absorbance byla méfena pfi
vinové délce 440 nm v case 0, a poté v ¢ase 1 po jedné hodiné inkubace a v case 2 po dvou

hodinach inkubace (pii 37 °C, 5 % COy).

3.7 Stanoveni aktivity kaspazy 3

Aktivita kaspaz byla stanovovéana ve vzorcich kultivaéniho média vzdy po ukonceni
kultivace hepatocytt. Z jednotlivych desti¢ek, ve kterych byly bunky kultivovany (24 WP
a 12 WP), bylo ptepipetovano vzdy 50 ul vzorku do 96 WP. Nasledné bylo pfidano 150 pl
pfedem pfipraveného cinidla pro kaspazy 3. Poté byla desticka vlozena do analyzatoru
a kineticky prométena fluorescence pii excitacni vinové délce (360 nm) a emisni vlnové délce
(465 nm). Méfeni bylo nasledné¢ opakovano po 30 minutach, 60 minutach, 90 minutach,
120 minutach a 150 minutach inkubace (pti 37 °C, 5 % CO3). Timto postupem byla ziskana
extracelularni aktivita kaspazy 3.

V pfipadé, ze métené hodnoty fluorescence byly pfili§ nizké ¢i vysoké, bylo potieba
Vv médu piistroje zménit tzv. gain. Timto byl zesilen nebo zeslaben signal fluorescence.

Po odpipetovani zbytku média byly desti¢cky ponechany v mrazicim boxu pii -20 °C po
dobu 10 minut, doslo tak klyzi bunc¢k. Poté byl do jamek napipetovan stejny objem
destilované vody, jako byl objem média v jamkéch pfed odsatim a nasledné byla provedena
analyza intracelularni aktivity kaspazy 3 obdobnym zplsobem, jako analyza extracelularni

aktivity kaspazy 3.

3.8 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Nameéfena data byla nejprve zpracovana v programu Microsoft Excel 2016 a vyjadiena
jako pramér + smérodatna odchylka (AVG + STD). Z péti provedenych pokust byly vybrany
vysledky vzdy jednoho pokusu reprezentujiciho typické vysledky vSech provedenych pokusi.
Poté byla data vyhodnocena pomoci statistickych testd v programu GraphPad Prism 8.
Nejprve byly provedeny testy normality (D'Agostino & Pearson test, Shapiro-Wilk test,

Kolmogorov-Smirnov test), pomoci kterych bylo zhodnoceno, zda data vykazuji normalni ¢i
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nenormdlni rozdeleni. Na zakladé¢ vysledku testi normality byla data dale statisticky
vyhodnocena a porovnana s kontrolni skupinou bud’ testy parametrickymi (parametricka 1-
faktorova ANOVA néasledovana Tukey-Kramer post testem) nebo neparametrickymi (nejprve

Kruskal-Wallis test nasledovany testem Dunnett's multiple comparisons).
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4 VYSLEDKOVA CAST

4.1 Optimalizace density bunék pro 96jamkové desticky

4.1.1 Vliv density hepatocytit na aktivitu laktdatdehydrogendazy v kultivacnim médiu

— 24 h inkubace, 96jamkové desticky

U hepatocytil nasazenych do 96 WP o postupné zvySujicich se densitach v jednotlivych
skupinach jamek byl po 24 h kultivace pozorovan postupny narist extracelularni aktivity
laktatdehydrogenazy. Oproti bézn¢ pouzivané densité¢ 30 000 bb/j byly ziskané absorbance
signifikantn¢ odlisné u bunék v densitach do 15000 bb/j. Bylo zjisténo, Ze podil aktivity
LDHEC ku poctu bunék vjamce byl nejniz$i udensity 25000 bb/j a 30000 bb/j
(viz tabulka 8).
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Graf 1: Optimalizace density bunék pro 96 WP - aktivita LDH EC; AVG + STD; (n = 8; nenormalni
rozdéleni; *p < 0,05, ***p < 0,001 vs. 30 000 bb/j)

Tabulka 8: Podil extracelularni aktivity LDH ku poétu bunék, 96WP

Densita 5 tis 10tis 15tis 20tis 25tis 30tis 35tis 40tis 50 tis
[bb/jamku]
LDHEC/ 0,0253 0,0208 0,0231 0,0212 0,0201 0,0204 0,0265 0,0261 0,0273
pocet bunék
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4.1.2 Vliv density hepatocytii na aktivitu bunécénych dehydrogendaz (WST-1 test)

V kultivacnim médiu — 24 h inkubace, 96jamkové desticky

Hepatocyty nasazené do jamek 96 WP o postupné zvysujicich se densitach kultivované
24 h vykazovaly postupny nardst aktivity bunénych dehydrogenaz zavisly na densité.
Maxima aktivity bunéénych dehydrogendz, resp. ukonceni rychlého nartistu aktivity
bunéénych dehydrogenaz zacinaly bunky dosahovat pii densit¢ 30 000 bb/j. Aktivita
bunécnych dehydrogenaz pii densit¢ 30 000 bb/j byla signifikantné odlisna od ostatnich
hodnot.
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Graf 2: Optimalizace density bunék pro 96 WP - WST-1 test - méfeno po 1 h inkubace s ¢inidlem WST-1;
AVG + STD; (n = 8; normalni rozdéleni; *p < 0,05, ***p < 0,001 vs. 30 000 bb/j)
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4.2 Optimalizace density bunék pro 24jamkové desti¢ky

4.2.1 Viiv density hepatocytit na extracelulirni i intracelularni aktivitu

laktatdehydrogendzy a na LDH-leakage — 24 h inkubace, 24jamkové desticky

Byla méfena extracelularni aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu
hepatocytll nasazenych o postupné zvySujicich se densitach v jednotlivych skupinach jamek
24jamkovych desticek po 24 h kultivace. S rostouci densitou bun¢k byl pozorovan linearni
narist extracelularni aktivity LDH. Hodnota absorbance pii densit¢ 200 000 bb/j byla
signifikantn¢ odli$na od ostatnich hodnot (p < 0,001).
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Graf 3: Optimalizace density bunék pro 24 WP - aktivita LDH EC; AVG + STD; (n = 6; normalni
rozdéleni; ***p < 0,001 vs. 200 000 bb/j)
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Intracelularni aktivita LDH méfend u hepatocytii nasazenych o postupné zvysujicich se
densitach v jednotlivych skupinach jamek 24jamkovych desticek vykazovala po 24 h
kultivace postupny nartst do density 250 000 bb/j, u vyssich densit statisticky vyznamny
nariist nebyl zaznamenan. Hodnota absorbance pii densit¢ 200 000 bb/j byla signifikantné

odlisna od ostatnich hodnot (p < 0,001).
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Graf 4: Optimalizace density buné¢k pro 24 WP - aktivita LDH IC; AVG + STD; (n = 6; normalni
rozdéleni; ***p < 0,001 vs. 200 000 bb/j)
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Mezi hodnotami LDH-L v densitach 100 000-350 000 bb/j byly pozorovany statisticky
U densit 50 000 bb/j a 400 000 bb/j byla LDH-L signifikantn¢ odlisna od hodnoty nalezené
pii bézn¢ pouzivané densité 200 000 bb/j.
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Graf 5: Optimalizace density bun¢k pro 24 WP - LDH-leakage; AVG + STD; (n = 6; nenormalni
rozdéleni; *p < 0,05, **p < 0,01 vs. 200 000 bb/j)
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4.2.2 Vliv density hepatocytit na extracelularni a intracelularni aktivitu kaspazy 3 —

24 h inkubace, 24jamkové desticky

Byla méfena extracelularni aktivita kaspazy 3 v kultivatnim médiu hepatocytii
kultivovanych ve 24 WP 0 postupné zvySujicich se densitich po 24 h kultivace. U bunék
inkubovanych v densité 50 000 bb/j byla extracelularni aktivita kaspazy 3 pod mezi detekce
metody, tato hodnota neni v grafu uvedena. S postupné zvysujici se densitou bunck se
intenzita fluorescence postupné zvysSovala. Extracelularni aktivita kaspazy 3 pii bézné

pouzivané densité 200 000 bb/j nebyla kvuli nenormalnimu rozdéleni signifikantné odlisna od

ostatnich hodnot.
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Graf 6: Optimalizace density bun€k pro 24 WP - aktivita kaspazy 3 EC - méfeno po 1 h inkubace

s ¢inidlem pro kaspazu 3; AVG + STD; (n = 6; nenormalni rozdéleni)
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V piipad¢ intracelularni aktivity kaspazy 3 byl zaznamendn nelinearni ndrast intenzity

fluorescence s rostouci densitou bungk. Intracelularni aktivita kaspazy 3 pti bézné pouzivané

densité 200 000 bb/j byla signifikantné odlisna od ostatnich hodnot. Od density 250 000 bb/j

byl pozorovan strmy narlst intracelularni aktivity kaspazy 3.

Aktivita kaspazy 3

30000
ke
25000 T
ke
20000 '|'
15000
ke
10000
ke
5000 _
ook Kk * I
*k % =
0 — um

50 tis 100tis 150tis 200tis 250tis 300tis 350tis 400 tis
Densita bunék [bb/jamku]

Graf 7: Optimalizace density bunék pro 24 WP - aktivita kaspazy 3 IC - méfeno po 2,5 h inkubace
s ¢inidlem  pro  kaspazu  3; AVG + STD; (n = 6 normalni  rozdéleni;

*p < 0,05, ***p < 0,001 vs. 200 000 bb/j)
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4.2.3 Vliv density bunék na morfologii hepatocytit — 24 h kultivace, 24 WP

U bungk kultivovanych v densitach 50 000-100 000 bb/j bylo patrné vytvareni drobnych
shlukd bunék. U density 50 000 bb/j bylo znatelné poskozeni bunééné membrany (Viz
obrazek 14).

;'
Obrdzek 14: Morfologie hepatocytd; densita 50 000 bb/j; 24 WP, (Fazovy kontrast, 20x zvétSeni
objektivu)

Hepatocyty kultivované v desnitach 200 000 bb/j na jamku vytvafely souvislou

monovrstvu, byla patrnd jadra s jadérky a jemné granulovana cytoplazma (viz obrazek 15).

Obrazek 15: Morfologie hepatocyti; densita 200 000 bb/j; 24 WP; (Fazovy kontrast, 20x zvétseni
objektivu)
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Hepatocyty v densitach 250 000-300 000 bb/j vykazovaly znamky apoptdzy s tvorbou
tzv. blebli. Morfologie hepatocyti kultivovanych v densit¢ 300 000 bb/j je zndzornéna na
obrazku 16.

Obrazek 16: Morfologie hepatocytli; densita 300 000 bb/j; 24 WP; (Fazovy kontrast, 20x zvét$eni
objektivu)

U vyssich densit bylo patrné velké mnozstvi zakulacenych bun¢k neptisednutych ke
kolagenu s kondenzovanym jadrem bez jadérek, poskozenou bunéénou membranou,

vykazujici znamky apoptdzy (viz obrazek 17).

Obrazek 17: Morfologie hepatocyti; densita 400 000 bb/j; 24 WP; (Fazovy kontrast, 20x zvétseni
objektivu)
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4.3 Optimalizace density bunék pro 12jamkové desticky

4.3.1 Viiv density hepatocytii na extracelularni i intracelularni aktivitu
laktatdehydrogendzy a na LDH-leakage — 24 h inkubace, 12jamkové desti¢ky

Byla sledovana extracelularni aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu
hepatocytil nasazenych o postupné zvysujicich se densitach v jednotlivych skupinach jamek
24jamkovych desticek po 24 h kultivace. Se zvysujici se densitou bunék dochdzelo
K postupnému zvySovani extracelularni aktivity LDH, nicméné nebyl pozorovan signifikantni
rozdil mezi naméfenymi aktivitami LDH EC v rozmezi 250 000 bb/j az 500 000 bb/j oproti
aktivité v bézné pouzivané densité 400 000 bb/j.
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Graf 8: Optimalizace density bunék pro 12 WP - aktivita LDH EC; AVG + STD; (n = 6; nenormalni
rozdéleni; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001)
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U méfeni intracelularni aktivity LDH ve 12 WP byl pozorovan postupny nartst

absorbance do density 350 000 bb/j. U hodnot absorbance mezi densitou 350 000 bb/j
a 400 000 bb/j nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.

Aktivita LDH [1U/I]
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Graf 9: Optimalizace density bunék pro 12 WP - aktivita LDH IC; AVG + STD; (n = 6; normalni
rozdéleni; ***p < 0,001 vs. 400 000 bb/j)

Statisticky nevyznamny nartist LDH-L byl zaznamenan od density 400 000 bb/j. Mezi

hodnotami LDH-L ziskanymi u densit 150 000 bb/j a200 000 bb/j byl pozorovan
signifikantni rozdil (p < 0,05) oproti hodnoté¢ LDH-L u density 400 000 bb/j.
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Graf 10: Optimalizace density bunék pro 12 WP - LDH-leakage; AVG + STD; (n = 6; nenormalni
rozdéleni; *p < 0,05 vs 400 000 bb/j)
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4.3.2 Vliv density hepatocytit na extracelularni a intracelularni aktivitu kaspazy 3 —

24 h inkubace, 12jamkové desticky

U hepatocyti kultivovanych v postupné zvySujicich se densitach ve 12 WP po 24h
kultivaci byl zaznamenén postupny nariist extracelularni i1 intracelularni aktivity kaspazy 3 se
zvySujici se densitou bunék. Velmi vyznamny ndrGst aktivity kaspazy 3 byl pozorovan
u density 500 000 bb/j. Aktivita kaspazy 3 pii densité 400 000 bb/j byla signifikantné odlisna

od ostatnich hodnot.
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Graf 11: Optimalizace density bunék pro 12 WP - aktivita kaspazy 3 EC - méfeno po 2,5 h inkubace
s ¢inidlem  pro  kaspazu 3; AVG + STD; n = 6 normalni  rozd¢leni;

* p <0,05, *** p<0,001 vs. 400 000 bblj)
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Graf 12: Optimalizace density bun¢k pro 12 WP - aktivita kaspazy 3 IC - mé&feno po 2,5 h inkubace
s ¢inidlem pro kaspazu 3; AVG + STD; (n = 6; normalni rozdéleni; *** p < 0,001 vs. 400 000 bb/j)
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4.3.3 Vliv density bunék na morfologii hepatocytit — 24 h kultivace, 12 WP

Pti densitaich 100 000-250 000 bb/j m¢ly hepatocyty atypicky tvar (viz obrazek 18).
Bunky nevytvarely souvislou monovrstvu, ale vytvafrely se pouze drobné shluky bunék.

Nekteré hepatocyty vykazovaly znamky poSkozeni bunééné membrany.

Obrdzek 18: Morfologie hepatocytl; densita 100 000 bb/j; 12WP; (Fazovy kontrast, 20x zvétseni
objektivu)

U hepatocytii kultivovanych v densitach 300 000-350 000 bb/j zacala byt pozorovana
tvorba souvislé monovrstvy, v buitkdch byla dobfe viditelna jadra s jadérky, hepatocyty byly

dobfte ohranic¢ené od okoli (viz obrazek 19).

Obrazek 19: Morfologie hepatocytu; densita 350 000 bb/j; 12WP; (Fazovy kontrast, 20x zvétseni
objektivu)
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U bungk v densité 400 000 bb/j zacinalo byt patrné mirné poskozeni bunéné membrany

(viz obrazek 20).

Obrdzek 20: Morfologie hepatocytt; densita 400 000 bb/j; 12WP; (Fazovy kontrast, 20x zvétseni
objektivu)

Hepatocyty kultivované v densité 500 000 bb/j (viz obrazek 21) vykazovaly vysoky
stupen kondenzace jader bez viditelnych jadérek a velké mnozstvi zakulacenych bunék, které
se odlucovaly od podkladu nebo nebyly pfisednuté ke kolagenu. Bunky ve zvysené miie

podléhaly apoptdze.

Obrazek 21: Morfologie hepatocytl; densita 500 000 bb/j; 12WP; (Fazovy kontrast, 20x zvétseni
objektivu)
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4.4 Optimalizace doby pro prichyceni hepatocyti k povrchu 96jamkovych
desticek

4.4.1 Viiv doby nezbytné pro piichyceni hepatocytii na aktivitu bunécnych
dehydrogendz (WST-1 test) v kultivaénim médiu — 24 h inkubace, 96jamkové

desticky

Byla sledovana aktivita bunéénych dehydrogenaz u vzorktu hepatocyti kultivovanych
Vv 96 WP pfi postupné zvySujicich se dobach ptichytavani hepatocyti (vZdy po 30 minutich
Vv jednotlivych skupinach jamek) a po nasledné 24 hodinové kultivaci. Nebyly pozorovany

statisticky vyznamné rozdily v dobach pfichyceni ve zkoumaném ¢asovém rozmezi.
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Graf 13: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocytl k povrchu 96 WP - WST-1 test - méteno po 1 h
inkubace s ¢inidlem WST-1; AVG + STD; (n = 8; normalni rozdéleni)

65



4.5 Optimalizace doby pro prichyceni hepatocyti k povrchu 24jamkovych
desticek

45.1 Vliv doby nezbytné pro piichyceni hepatocytit na extraceluldrni
| intracelularni  aktivitu laktdatdehydrogendzy a na LDH-leakage -
24 h inkubace, 24jamkové destic¢ky

Byla méfena aktivita laktatdehydrogenazy v kultivacnim médiu hepatocyti ve 24 WP
pfi postupné zvySujicich se dobach pfichyceni hepatocytd (vzdy po 30 minutich
V jednotlivych skupinach jamek) a po nasledné kultivaci 24 h. U extracelularni aktivity,
intracelularni aktivity LDH, ani u LDH-leakage nebyly pozorovany statisticky vyznamné

rozdily mezi jednotlivymi testovanymi dobami pro ptichyceni hepatocytt.
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Graf 14: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocyttl k povrchu 24 WP - aktivita LDH EC; AVG +

STD; (n = 6; normalni rozd¢leni)
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Graf 15: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocytt k povrchu 24 WP - aktivita LDH IC; AVG +

STD; (n = 6; nenormalni rozdéleni)
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Graf 16: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocytii k povrchu 24 WP - LDH-leakage; AVG + STD;

(n = 6; nenormalni rozdé¢lent)
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45.2 Viiv doby nezbytné pro piichyceni hepatocytii na extracelularni
a intraceluldrni aktivitu kaspazy 3 — 24 h inkubace, 24jamkové desticky

Byla sledovana aktivita kaspazy 3 u vzorkl hepatocytii kultivovanych ve 24 WP pii
postupné zvysujicich se dobach piichytavani hepatocyti (vZzdy po 30 minutach v jednotlivych
skupinach jamek) a po nésledné 24hodinové kultivaci. Hodnoty extracelularni i intracelularni
kaspazy 3 u doby pfichyceni 30 min nejsou uvedeny v grafu, jelikoz byly pod mezi detekce
metody. Nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi aktivitami kaspazy 3 v
jednotlivych testovanych dobach pro pfichyceni oproti hodnotdm v bézné pouzivané dobé

120 min.
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Graf 17: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocyti k povrchu 24 WP - aktivita kaspazy 3 EC —

méfeno po 2,5 h inkubace s ¢inidlem pro kaspazu 3; AVG + STD; (n = 6; normalni rozdéleni)
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Graf 18: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocyti k povrchu 24 WP - aktivita kaspazy 3 1IC —

méfeno po 2,5 h inkubace s ¢inidlem pro kaspazu 3; AVG + STD; (n = 6; normalni rozdéleni)
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4.6 Optimalizace doby pro prichyceni hepatocytu k povrchu 12jamkovych
desticek

4.6.1 Vliv doby nezbytné pro piichyceni hepatocytit na extraceluldrni
| intraceluldarni aktivitu laktatdehydrogendzy a na LDH-leakage — 24 h
inkubace, 12jamkové desticky

Byla méfena aktivita laktatdehydrogenazy v kultivatnim médiu hepatocyti ve 12 WP
pfi postupné zvySujicich se dobach pfichytdvani hepatocyti (vZzdy po 30 minutich
Vv jednotlivych skupinach jamek) a po nasledné kultivaci 24 h. Rozdily v hodnotach
extracelularni aktivity LDH u bunék prichytavajicich se v dobach mezi 30-180 min nebyly
statisticky vyznamné. V dob¢ 210 a 240 min bylo pozorovéano sniZeni extracelularni aktivity

LDH oproti hodnoté v dobé& 120 min.
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Graf 19: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocytl k povrchu 12 WP - aktivita LDH EC; AVG +
STD; (n = 6; normalni rozdé€leni; *p < 0,05, ***p < 0,001 vs. 120 min)
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U jednotlivych dob prichytavani nebyly pozorovany statisticky vyznamné odchylky

V intracelularni aktivité LDH.
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Graf 20: Optimalizace doby pro piichyceni hepatocytti k povrchu 12 WP - aktivita LDH IC; AVG +

STD; (n = 6; normalni rozdéleni)

Pfi vypoétu LDH-leakage byly pozorovany statisticky nevyznamné odchylky

Vv jednotlivych dobach ptichyceni. K mirnému snizeni LDH-leakage doslo pouze u hepatocytt

kultivovanych 240 min (p < 0,05) oproti hodnoté v dob¢& 120 min.
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Graf 21: Optimalizace doby pro ptichyceni hepatocytt k povrchu 12 WP - aktivita LDH-leakage; AVG +
STD; (n = 6; normalni rozdéleni; *p < 0,05 vs. 120 min)
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4.6.2 Viiv doby nezbytné pro piichyceni hepatocytit na extracelularni

a intraceluldrni aktivitu kaspazy 3 — 24 h inkubace, 12jamkové desticky

Byla sledovana aktivita kaspazy 3 u vzorkll hepatocyti kultivovanych ve 12 WP pii
postupné zvysujicich se dobach ptichytavani hepatocytii (vzdy po 30 minutach v jednotlivych
skupinach jamek) a po nésledné 24hodinové kultivaci. Rozdily v extracelularnich

a intracelularnich aktivitach kaspazy 3 byly statisticky nevyznamné.
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Graf 22: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocytd k povrchu 12 WP - aktivita kaspazy 3 EC —

méfeno po 1 h inkubace s ¢inidlem pro kaspazu 3; AVG + STD; (n = 6; normalni rozdéleni)
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Graf 23: Optimalizace doby pro pfichyceni hepatocyti k povrchu 12 WP - aktivita kaspazy 3 IC —

méteno po 2 h inkubace s ¢inidlem pro kaspazu 3; AVG + STD; (n = 3; nenormalni rozd¢leni)
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5 DISKUZE

Priméarni kultury hepatocytl patii k nejcastéji pouzivanym modelovym systémim
invitro pro studium hepatotoxicity, biotransformace xenobiotik, k farmakokinetickym
a toxikologickym studiim, a také pro studium bunécného déleni a genové exprese. Oproti
nékterym jinym in vitro modeltiim si zachovavaji nepozménénou genotypovou vybavu.

U Cerstvé izolovanych hepatocyt se vSak potykame s problémem dediferenciace, se
zménami morfologie hepatocytl a ztratami nékterych pro hepatocyty specifickych funkci,
atedy spomérné kratkou dobou Zivotaschopnosti pln¢ funkénich bun€k. Tyto problémy
vznikaji v reakci na jejich vyjmuti z fyziologického prostfedi, na pro bunky nefyziologické
podminky kultivace, uméle vytvotfend kultivaéni média, nepfitomnost neparenchymovych
jaternich bunék, rozdilné podminky parcialnich tlaki plynt, a podobné. Snahou u in vitro
modelll je navodit optimdlni podminky pro kultivaci bunck tak, aby byly co nejlépe

napodobeny podminky in vivo.

Cilem této prace bylo optimalizovat kultivacni podminky primérnich kultur hepatocyti
s ohledem na densitu bunék v jednotlivych mikrotitracnich destickach a na dobu potifebnou
pro ptichyceni bun€k k povrchu, tzv. dobu seedingu. K témto ucelim byly pouzivany
hepatocyty izolované z jater samcti potkani kmene Wistar. Pro prikaz Zivotaschopnosti nebo
poskozeni bunék byly sledovany aktivity bunéénych dehydrogenaz (test WST-1), aktivity
LDH, aktivity kaspazy 3 amorfologické zmény hepatocytii mikroskopicky s pouzitim
fazového kontrastu. Ziskana data byla zpracovana v programu Microsoft excel 2016

a nasledné statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism 8.

Reakéni ¢inidlo WST-1 patfi mezi tetrazoliové soli, které jsou bunécnymi
dehydrogendzami redukovdny na formazan, coz se projevi zménou absorbance, kterou lze
spektrofotometricky stanovit. Laktatdehydrogenaza je cytoplazmaticky enzym uvolnujici se
do extracelularniho prostoru pfi poskozeni bunééné membrany. Viabilitu bunék Ize pomérné
dobie sledovat vypoctem LDH-leakage, coz je pomér aktivity LDH v extracelularnim
prostoru ku celkové aktivit¢ LDH. Aktivita LDH lze stanovit spektrofotometricky métenim
narustu koncentrace NADH+H" pti oxidaci laktatu na pyruvat, kterou LDH katalyzuje.
Intracelularni aktivita LDH (méfend v bunééném lyzatu) odpovida poctu bunék, které se
prichytily k povrchu kultiva¢nich nadob. Citlivym ukazatelem indukce apoptozy je sledovani
aktivity kaspazy 3, kterou Ize stanovit fluorimetricky diky Stépeni specifickych substrata

znacenych napf. fluorogennim 7-amido-4-methylkumarinem.
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Nejprve byla optimalizovana densita hepatocyti pro vybrané typy mikrotitraénich
desticek, a to 96 WP (plocha jamky 0,3 cm?), 24 WP (plocha jamky 1,9 cm?) a 12 WP (plocha
jamky 3,5 cm?). Pii spravné densité vytvofi hepatocyty monovrstvu, jsou obnovovana tésna
spojeni mezi buikami a hepatocyty si zachovavaji své metabolické funkce. Hepatocyty
kultivované v pfili§ nizkych densitach ztraceji své metabolické funkce a lze u nich pozorovat
morfologické zmény. Kultivace v pfili§ vysokych densitach zapfi¢ini, Ze ne vSechny bunky
mohou pfisednout ke kolagenu (Hewitt et al., 2007). Pro vytvofeni souvislé monovrstvy
potkanich hepatocytii jsou dle (Freshney et al., 2002) doporugené density 1,0-1,3x10° bb/cm?.
V nasi laboratofi jsou bé&Zzné pouzivany density 30 000 bb/j pro 96 WP, 200 000 bb/j pro
24WP a 400 000 bb/j pro 12 WP, tj. 1,0-1,1x10° bb/cm?. Podle studie (LeCluyse, 2001) je pro
lidské hepatocyty optimalni densita o néco vyssi, a to 1,3-1,5 x10° bb/cm?,

U 96 WP byly testovany density 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 50 tisic bb/j. Namétené
hodnoty vV jednotlivych denstitich byly srovnavany s hodnotami ziskanymi v densité
30 000 bb/j, coz je pocet bunck bézné pouzivany v nasi laboratofi.

Nejprve byla provedena analyza aktivity laktatdehydrogendzy v kultivacnim médiu.
Pozorovan byl postupny narist aktivity laktatdehydrogendzy v kultivacnim médiu (Graf 1).
Poté byly vypocitany podily aktivity laktatdehydrogenazy ku celkovému poc¢tu bunék v jamce
(Tabulka 8). Nejnizsi podily byly nalezeny u density 25 000 a 30 000 bb/j (tj. 0,8x10° bb/cm?
a 1,0x10°bb/cm?), tudiz lze tyto density povazovat v zavislosti na aktivité
laktatdehydrogenazy za optimalni pro tento typ desticek.

Nasledné byl proveden test WST-1. Aktivity bunécnych dehydrogenaz opét vykazovaly
postupny narust zavisly na densité, kdy maxima zacaly dosahovat pti densité¢ 30 000 bb/j
(Graf 2). Pfi této densit¢ zacaly bunky dosahovat vysoké metabolické aktivity, a proto
miizeme densitu 30 000 bb/j (tj. 1,0x10° bb/cm?) povazovat za optimalni pro tento typ
desticek.

Nami zjisténa optimalni densita piiblizné 1,0x10° bb/cm? se shoduje s densitou

doporucovanou v literatute.

Dale byla provedena optimalizace density bun€k pro kultivaci primérnich kultur
hepatocytli ve 24jamkovych destickach. Testovany byly density 50; 100; 150; 200; 250; 300;
350; 400 tisic bb/j. V nasi laboratofi je pro tento typ desti¢ek bézné pouzivana densita

200 000 bb/j, s touto byly srovnany hodnoty naméfenych veli¢in pfi jednotlivych densitach.
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Z Grafu 3 byl srostouci densitou bunék patrny linearni narust extracelularni aktivity
laktatdehydrogendzy. Rostouci intracelularni aktivita laktatdehydrogendzy znaci zvysujici se
mnozstvi bun¢k pfisednutych ke kolagenu. V Grafu 4 byl pozorovan nartst intracelularni
aktivity laktatdehydrogendzy do density 250 000 bb/j, u vysSich densit nebyly pozorovany
statisticky vyznamné rozdily v poétu pfisednutych bunék. LDH-leakage (Graf 5) ukazovala
signifikantni rozdily oproti densit¢ 200 000 bb/j, pouze u densit 50 000 a 400 000 bb/j. Od
density 300 000 bb/j vsak zacal byt pozorovan statisticky nevyznamny nartst LDH-leakage,
tudiz by se dalo usuzovat, ze hepatocyty kultivované v densitach 100 000-250 000 bb/j (0,8-
1,3x10° bb/cm?) jevily nejmensi znamky poskozeni bunééné membrany.

Pro srovnani bylo provedeno méfeni aktivity kaspazy 3. Od density 250 000 bb/j byl
pozorovan strmy ndrUst intraceluldrni aktivity kaspdzy 3 (Graf 7), coz znamend, Ze u této
density zac¢inaji buniky ve zvySené mife podléhat apoptoéze. U bun€k kultivovanych v densité
200 000 bb/j  (1,0x10° bb/cm?) byla sice statisticky nevyznamné zvysend aktivita
extracelularnich kaspaz (Graf 6), zatim vSak nedoslo k maximélnimu nardstu intracelularni
aktivity kaspazy 3, a proto Ize tuto densitu z hlediska aktivity kaspaz povazovat za optimalni
pro tento typ desticek.

Fakt, ze by mohla byt densita 200 000 bb/j optimalni pro 24jamkové desticky potvrzuje
I morfologicky nalez, kdy pii této densité vytvafely hepatocyty souvislou monovrstvu
(Obrazek 15). Pti vyrazné nizSich (Obrazek 14) nebo vyrazné vyssich densitach (Obrazky 16
a 17) dochazelo k nefyziologickym zméndm v morfologii hepatocytii. Na obrazku 16 je patrné
mnozstvi bunék prochéazejicich apoptéozou, coz se shoduje s vysledky méfeni aktivity
kaspazy 3. U density 400 000 bb/j (Obrazek 17) bylo patrné mnozstvi zakulacenych bun¢k
nepfisednutych ke kolagenu, které, jak uvadi (Hewit et al., 2007), zaujimaly misto v druhé
vrstve z divodu piili§ vysoké density.

Nami zjisténa optimalni densita 200 000 bb/j, tedy piiblizné 1,0x 10° bb/cm?, se shoduje

s densitou doporuc¢ovanou v odborné literatufe.

Nasledn¢ byla provedena optimalizace density bunék pro 12jamkové desticky.
Testovany byly density 100; 150; 200; 250; 300; 350; 400 a 500 tisic bb/j. Naméfené hodnoty
byly srovnavany s hodnotami ziskanymi u bun¢k kultivovanych v densit¢ 400 000 bb/j
(densita bun€k bézné pouzivana pro tento typ desticek v nasi laboratofi).

Se zvySujici se densitou bun€k dochazelo k postupnému zvySovani extraceluldrni
aktivity laktatdehydrogendzy (Graf 8). Z méfeni intraceluldrni aktivity laktatdehydrogendzy

(Graf 9) bylo zjisténo, Ze pocet prisednutych bunék vyznamné nartstal do density
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350 000 bb/j, pricemz v densitaich 350 000 bb/j a 400 000 bb/j nebyl pocet ptisednutych
bungk signifikantné odlisny. Vypocet LDH-leakage ukazoval statisticky nevyznamny nartst
od density 400 000 bb/j (Graf 10). Fakt, Ze byl narast statisticky nevyznamny, mohl byt
zpusoben nenormalnim rozdélenim hodnot. Densitu 350 000 bb/j (1,0x10° bb/cm?) Ize proto
povazovat za optimalni pro 12 WP v zavislosti na aktivité laktatdehydrogenazy.

V zavislosti na aktivité kaspazy 3 se jako optimalni jevily density 300 000-400 000 bb/j,
protoze u téchto densit jesté nedoSlo k maximalnimu narGstu aktivity kaspaz (Graf 11
a Graf 12), zatimco pii vyssi densité (500 000 bb/j) uz hepatocyty ve zvySené mitfe podléhaly
apoptdze a odlucovaly se od povrchu kultivacnich destic¢ek.

Posouzeni morfologie hepatocyti S pouzitim mikroskopie s fadzovym kontrastem
ukédzalo jako optimalni density okolo 350 000 bb/j, pii kterych byla pozorovéna tvorba
souvislé monovrstvy (Obrazek 19), hepatocyty byly dobie ohranicené od okoli a mély
viditelnd jadra s jadérky. Density 100 000-250 000 bb/j (Obrazek 18) byly pro hepatocyty
ptilis nizké, buniky nemohly vytvofit souvislou monovrstvu, pozorovan byl atypicky tvar
hepatocytdi au nékterych densit rovnéZ poSkozeni bunééné membrany. U hepatocyti
kultivovanych v densit¢ 400 000 bb/j (Obrazek 20) zacinalo byt patrné mirné poSkozeni
bunééné membrany. Bunky kultivované v densité 500 000 bb/j (Obrazek 21) ve zvySené mire
podléhaly apoptdze, coz doklada také méteni aktivity kaspazy 3.

Pii porovnani vysledki méfeni aktivity laktatdehydrogendzy a kaspazy 3 pro
12jamkové desticky se jako optimalni jevily density okolo 350 000 bb/j (tj. ptiblizné
1,0x10° bb/cm?), tedy density o néco nizsi, nez je densita 400 000 bb/j (1,1x10° bb/cm?),

ktera je doporu¢ovana v literatufe, napt. podle (Zhang et al., 1990).

Néami zjisténé optimalni density pro vybrané typy vicejamkovych desticek se mezi
sebou shodovaly v densité 1,0x10°bb/cm? Tato densita také odpovida densitdm
doporucovanym v literatufe. Pro detailnéjsi analyzu vlivu density bun€k na funk¢ni parametry
by bylo vhodné doplnit stanoveni aktivity biotransformatnich enzymi (napf. cytochromu

P450) a stanoveni produkce albuminu ¢i mocoviny.

Druhym tukolem bylo optimalizovat dobu pro pfichyceni bun¢k k povrchu
vicejamkovych destic¢ek potazenych vrstvou kolagenu, tzv. dobu seedingu. Podle (Berry et al.,
1991) se optimalni doba pro pfichyceni pohybuje mezi 60-120 minutami. Ne&ktefi autofi
pouzivaji pro piichyceni i dobu 180 min (Gorla et al., 2001). Béhem piichytavani hepatocytii

ke kolagenu odezniva jejich reakce na izola¢ni stres, ¢imz se miize zvySovat viabilita bunck.
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Izolaénim stresem rozumime reakci hepatocyti na jejich odebrani z fyziologického
mikroprostiedi, pfi kterém hepatocyty ztrdceji mezibunééné kontakty a plsobi na né
nepfiznivy vliv proteolytickych enzymii. Na druhou stranu by pfiliS dlouhd doba pro
prichyceni mohla zpusobit, ze se k podkladu piichyti i1 nedostatecné viabilni hepatocyty
(Berry et al., 1991). Pfi vyméné¢ média jsou navic odstranény katabolity, nepfichycené
I rozpadlé bunky a dojde k obnoveni zivin (Andria et al.,2010).

Pro jednotlivé vicejamkové desticky byly doby prichyceni testovany pro 30 min,
60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min a 240 min. Po téchto dobach, kdy se
hepatocyty prichytavaly ke kolagenu typu I, bylo z pfislusnych jamek vzdy odstranéno
kultivaéni médium a nahrazeno pfislusSnymi objemy inkompletniho Williamsova E média.
Naméiené hodnoty byly srovnavany s hodnotami v dob¢ 120 min, tato doba je pro pfichyceni

hepatocytii k povrchu kultivaénich nadob v literatufe doporu¢ovéana nejcastéji.

Nejprve  byla provedena optimalizace doby nezbytné pro pfichyceni
v nakolagenovanych 96jamkovych destickach. Viabilita bunék zde byla stanovena pomoci
testu WST-1. Mezi aktivitami bunéénych dehydrogendz nebyly nalezeny statisticky
vyznamné odchylky v dobach pfichyceni (Graf 13), nebyl tedy pozorovan vliv doby pro

pfichyceni na viabilitu bun¢k v 96jamkovych destickach.

Nasledné byla provedena optimalizace doby pro pfichyceni hepatocyti k povrchu
nakolagenovanych 24jamkovych desti¢ek. U extracelularni aktivity laktatdehydrogenazy,
intracelularni aktivity laktatdehydrogenazy, ani u LDH-leakage nebyly pozorovany statisticky
vyznamné rozdily v dobach ptichyceni (Grafy 14, 15, 16). Ve 24jamkovych destickach tudiz
bylo prokazano, ze testované doby pfichyceni nemaji vliv na integritu buné¢né membrany.

Pro srovnani bylo u hepatocytli kultivovanych ve 24jamkovych destickach provedeno
stanoveni aktivity kaspazy 3 (Graf 17 a 18). Zde opét nebyly patrné statisticky vyznamné
odchylky v naméfenych intenzitach fluorescence, coz znamena, ze nebyl zaznamenan vliv
doby pro pfichyceni na extracelularni ani intracelularni aktivitu kaspazy 3. Hodnoty
extracelularni 1 intracelularni kaspazy 3 byly u doby pfichyceni 30 min pod mezi detekce

metody.

Doba potfebna pro pfichyceni hepatocyti ke kolagenu byla testovana také

vV nakolagenovanych 12jamkovych destickach. Z Grafu 19 byl patrny trend pouze mirné¢ho

cvwr

v dobach 210 min a 240 min. Ze stanoveni aktivit LDH IC (Graf 20) bylo patrné, ze
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V jednotlivych dobach nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v poc¢tu ptisednutych
dobu 240 minut, ostatni hodnoty nevykazovaly signifikantni rozdily. Duvod, pro¢ by se
s delsi dobou pro pifichyceni mély snizovat aktivity laktatdehydrogendzy ve 12jamkovych
destickach nebyl nalezen.

Pro porovnani byla méfena také aktivita kaspazy 3 u vzorkd hepatocytl kultivovanych
ve 12 WP pii postupné zvySujicich se dobach piichytavani hepatocyti Rozdily
v extracelularnich 1 intracelularnich aktivitich kaspazy 3 byly statisticky nevyznamné
(Grafy 22, 23), tudiz nebyl prokazan vliv testovanych dob pfichyceni ani na indukci apoptozy
ve 12jamkovych destickach.

Souhrnné lIze z vysledkii optimalizace doby pro pfichyceni hepatocyti k povrchu
vybranych nakolagenovanych vicejamkovych desticek usuzovat, ze piekvapivé nebyl
prokazan zasadni vliv doby pfichyceni (tzv. doby seedingu) na viabilitu bunék. Za optimalni
je z tohoto diivodu mozné povazovat doby seedingu doporucované v literatute (60-180 min),

nebot’ jsou vhodné pro ziskani kvalitni primarni kultury hepatocyta.
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6 ZAVER

Byla provedena optimalizace kultiva¢nich podminek hepatocytti v primarni kultufe
sohledem na densitu bunék ve vicejamkovych mikrotitra¢nich destiCkach a na dobu
potiebnou pro pfichyceni hepatocyki k povrchu desti¢ek pokrytych vrstvou kolagenu (doba
seedingu). Optimalizace byla provedena na zaklad¢ aktivity bunécnych dehydrogenaz (test
WST-1), aktivity LDH a aktivity kaspazy 3.

Jako optimalni byly uréeny density 30 000 bb/j pro 96jamkové desticky (LDH, WST-1),
200 000 bb/j pro 24jamkové desticky (LDH, kaspazy 3) a 350 000 bb/j (LDH, kaspazy 3) pro
12jamkové desticky. Tyto hodnoty odpovidaji densité piiblizné 1,0x10° bb/cm?2. Bylo
prokazano, ze testované doby pro pfichyceni (30 - 240 min) nemaji zasadni vliv na funkéni
parametry hepatocytl v kultute, jak bylo ptivodné ptedpokladano.

Pro detailngjsi analyzu vlivu kultiva¢nich podminek by bylo vhodné doplnit stanoveni
0 dalsi parametry, jako je meéfeni aktivity biotransformacnich enzyml nebo stanoveni

funkénich parametri (produkce albuminu a mocoviny).
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SEZNAM ZKRATEK

AC-DEVD-AMC

bb

bblj
CYP
DCFDA
DMSO
DNA
EC
EHS
FBS

IC

LDH
LDH-L
NAD*; NADH+H*
ROS
WP
WST-1

N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin,

(kde Asp - kyselina asparagova, Glu - kyselina glutamova; Val -
valin)

pocet bun¢k

pocet bunck na jamku

cytochrom P450

2¢,7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetat

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

extracelularni prostor

Engelbreth-Holm-Swarmiiv sarkom

fetalni bovinni sérum

intracelularni prostor

laktatdehydrogenaza

LDH-leakage

nikoninamid adenin dinukleotid (oxidovana; redukovana forma)
reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive Oxygen Species)
vicejamkova desticka (z angl. Well Plate)
(4-(3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2-H-5-tetrazolio)-1,3-

benzen-disulfonat)
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