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Souhrn

Bunécné kultury izolovanych hepatocytl patii v dneSni dobé mezi
nejpouzivanéjsi biologické modely in vitro. Jsou pouzivany pfi studiu bunécnych
mechanizmu specifickych pro jaterni bunky, studiu jaternich onemocnéni,
hepatotoxicity a metabolizmu.

Cilem prace bylo nejprve provést optimalizaci metod pro zjisténi viability
bunék kultivovanych na vicejamkovych destickach: stanoveni aktivity
laktatdehydrogenazy (LDH) a testu WST-1. DalSim cilem bylo pomoci téchto
optimalizovanych metod popsat vliv zmény kultivacnich podminek (denzita bunék,
objem kultivaCniho média, doba seedingu) na viabilitu bunék, a to u intaktnich
bunék a u bunék inkubovanych s modelovou hepatotoxickou latkou — tBHP.

Ze ziskanych dat byly ur€eny optimalni podminky stanoveni WST-1 (37 °C;
1 hod.) a LDH (37 °C; 30 000 bb/j). Za téchto podminek byl nejprve sledovan vliv
objemu kultivaéniho média na viabilitu bunék testem WST-1. Ze ziskanych hodnot
bylo zjisténo, Ze objem média statisticky vyznamné ovlivhuje viabilitu bunék -
s rostoucim objemem se viabilita zvySuje. Dale byl sledovan vliv doby seadingu na
viabilitu hepatocytl pomoci testu WST-1. Z vysledkl vyplyva, Ze s rostouci dobou
seedingu se viabilita hepatocytl vyrazné zvysuje.

U hepatocytu, které byly inkubovany s tBHP, byl vliv objemu média na
viabilitu nejprve testovan pomoci WST-1. Viabilita hepatocyti se snizovala
s rostouci koncentraci tBHP, rozdil ve viabilit¢ mezi burikami inkubovanymi
v 100 a 150 pl (média a tBHP) ale nebyl statisticky vyznamny. Plsobeni tBHP bylo
sledovano také pomoci stanoveni intra- a extracelularni aktivity LDH, popf. LDH-
leakage. U extracelularni aktivity LDH a LDH-L byla prokazana toxicita tBHP vy$Si
u bunék inkubovanych ve 100 ul v porovnani s bufikami inkubovanymi ve 150 ul.

U intracelularni aktivity LDH nebyl ve viabilité bunék nalezen zadny rozdil.

Kli¢ova slova: kultivované hepatocyty, kultivace a viabilita bunék, tBHP.



Summary

Hepatocyte cultures are the most used biological models in vitro currently.
The cultures have been used to study of cell mechanisms which are specific for
hepatocytes, as well as to study of liver diseases, hepatotoxicity and metabolism.

The first aim of the thesis was to optimize the methods estimating the
viability of cultured cells — lactate dehydrogenase assay (LDH) and WST-1 test.
Further aim was to describe an influence of various cultivation conditions (cell
density, cultivation medium volume, and seeding time) on the cell viability, both in
intact cells and in tBHP treated cells. (tBHP was used as a hepatotoxin.)

We determined the optimal conditions of WST-1 assay (37 °C; 1 h) and
LDH assay (37 °C; 30 000 cells/well). These assays were used to the estimation of
the influence of cultivation medium volume on the cell viability. We found that the
volume of the medium influenced the viability significantly, i.e. the enhanced
medium volume caused increase of the viability. As well, we tested the influence of
the seeding time on the hepatocyte viability using WST-1 test. The results showed
that the extended time of seeding caused greater cell viability.

In tBHP treated rat hepatocytes, we assessed the influence of medium
volume and time of seeding as well. We found that the viability was decreasing
regarding the increasing tBHP concentration. However, the difference between the
viability of the cells incubated in 100 and 150 ul was insignificant. The tBHP
treatment was characterized using intra- and extracellular LDH activity assay and
LDH-leakage too. As results from extracellular LDH activity and LDH-L, greater
toxicity was proved in cells treated in the volume of 100 pl compared to the cells
treated in 150 pl. On the other hand, no difference was found in intracellular LDH

activities.

Keywords: hepatocytes in culture, cell cultivation, cell viability, tBHP.
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Seznam pouzitych zkratek

ALP

ALT

Asp

AST

ATP
DNA
EGTA
ELISA
Glu

GPx

GR

GSH
GSSG
HDL

K-H roztok
LDH
LDH-L
LDL

MTT
NADP”*
NADPH+H"
NK buriky
PLA;

PM

ROS
SDH

SH skupiny
tBHP
TNF

Val

VLDL

alkalicka fosfataza

alaninaminotransferaza

aspartat

aspartataminotransferaza

adenozintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina

etylenglykoltetraoctova kyselina

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

glutamat

glutathionperoxidaza

glutathionreduktaza

glutathion

glutathiondisulfid

lipoprotieny o vysoké denzité (high density lipoproteins)
Krebs-Henseleitdv roztok

laktatdehydrogenaza

LDH leakage

lipoproteiny o nizké denzité (low density lipoproteins)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid
oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
pfirozeni zabijecCi (natural killers)

fosfolipaza Az

Petriho miska

reaktivni slou¢eniny kysliku

sorbitoldehydrogenaza

thiolové skupiny

tercialni butylhydroperoxid

tumor nekrotizujici faktor

valin

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins)

11



96-WP 96-jamkova mikrotitrani desticka
WST-1 4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat
XTT 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-karboxanilid
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UvoD

1. Uvod

Jatra jsou hlavnim biotransformacnim organem téla. Vyznamné se podileji na
metabolizmu vétSiny endogennich i exogennich latek a mezi jejich hlavni funkce
patfi také udrzeni stalého vnitiniho prostfedi organizmu. Tyto funkce jsou
zajistovany hepatocyty, jejich kultivace je tedy velice vhodna pfi testovani in vitro.
Kultury hepatocytl jsou pouzivany pro studium ucink( fady cytotoxickych a
genotoxickych sloucenin, pro popis toxického poskozeni a mechanizmu jeho
vzniku, i pro studium ucinku hepatoprotektivnich sloucenin.

Kvali velkému mnozstvi latek, jejichZz ucinky jsou pomoci primarnich kultur
hepatocytl in vitro studovany, je velice dulezité, aby byly nalezeny optimalni
parametry pro izolaci potkanich hepatocytl, jejich naslednou kultivaci, a také pro

hodnoceni jejich viability. Testovani téchto parametra bylo i cilem této prace.

13



TEORETICKA CAST

2. Teoreticka cast

2.1 Jatra

Jatra jsou centralnim metabolickym organem celého organizmu. Ugastni
se metabolizmu zakladnich Zzivin: sacharidu, lipidd a protein, maji centralni
ulohu v biotransformacnich a detoxikaénich procesech organizmu. Jsou

vyznamnym depotem fady latek a mnoho latek syntetizuiji.

2.1.1 Anatomie jater

Jatra jsou nejvétsi Zlazou v téle, vazi praimérné 1,5 kg. Lezi pod branici na
pravé strané dutiny bfiSni a maji zhruba klinovity tvar. Jsou kryta tenkym
vazivovym pouzdrem capsula Glissoni, zesilenym v oblasti hilu, kudy vstupuji
vena portae, arteria hepatica a vystupuji ductus hepaticus dexter et sinister a
lymfatické cévy. Jatra se déli na dva laloky, vétSi pravy a mensi levy. Laloky
jsou na brani¢ni ploSe oddéleny peritonealni fasou ligamentum falciforme
hepatis (obr. 1), na visceralni strané, kde naléhaji organy dutiny bfisni, je to
ligamentum teres hepatis. Ligamentum teres hepatis spolu s luzkem zluéniku
vymezuji lobus quadratus, ktery spolu s lobus caudatus vytvari stfedni usek
jater, jenz cévnim zasobenim nalezi k levému jaternimu laloku. Mezi lobus
quadratus a lobus caudatus prochazi iroky vstup do jater, tzv. porta hepatis’
(obr. 2).

Clwlnte lnbe
Left triangular Ligament

Obr. 1: Anatomie braniéni plochy lidskych jater.?
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TEORETICKA CAST

Esophageal groove

WCandate
| Tobe

ductis vERosy

Papillary  Fossa for umbilical vein

process

Obr. 2: Anatomie visceralni plochy lidskych jater.?

2.1.2 Histologie jater

Jatra jsou slozena z jednovrstevnych bunécnych plata a tramct hlavnich
jaternich bunék - hepatocytl, které probihaji a ohybaji se ve vSech smérech a
vzajemnym prostupem vytvareji nepravidelnou sit' s lakunami. Jednovrstevné
tramce jsou zfunk&niho hlediska velice vyhodné, protoze kontakini plocha

bunék s proudem krve je maximaini.’

2.1.2.1 Typy jaternich bunék

Hepatocyty

Jaterni buriky jsou polygonalniho tvaru a méfi asi 20-30 ym. Tvofi 60-70 %
bunécné hmoty jater a 80 % objemu jaterniho parenchymu. Obsahuji jedno az
dvé jadra sjednim nebo dvéma jadérky. V cytoplazmé se nachazi velké
mnozstvi hladkého i drsného endoplazmatického retikula, mnoho mitochondrii,
lyzozomy, peroxizomy, €etné jsou i Golgiho komplexy. Velké mnozstvi organel
odpovida vysoké metabolické aktivité hepatocytd. Povrch kazdé buriky je ve
styku se sténou sinusoid prostfednictvim tzv. Disseho prostoru a se
sousedicimi hepatocyty. V misté styku hepatocytli zagina Zlucovy kanalek.’
Vyznamnou vlastnosti hepatocytll je neobyCejna schopnost regenerace po
ztraté tkané chirurgickym vykonem nebo po pusobeni toxickych latek. Jaterni
buriky se déli mitézou dokud hmota tkan& nedosahne své pivodni velikosti.' Po
resekci 50-60 % jaterni tkané dorostou do pfedoperacni velikosti béhem
nékolika meésicl. Mechanizmus neni pfesné znam, ale hlavni roli hraji

predevsim humoralni faktory.®
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TEORETICKA CAST

Endotelové buriky

Tvofi okolo 3 % objemu jater. Sténa jaternich sinusoidu je jimi tvofena z 90
%. Endotelové bunky jsou tenké a jejich sténa je tvofena Fadou vybézkli a
fenestraci, bunky ale nepfisedaji na bazalni membranu. Jsou od pfilehlych
hepatocytl oddéleny subendotelovou Stérbinou, Disseho prostorem, proto
krevni plazma prochazi bez zabran endotelovou sténou a dostava se do
kontaktu s povrchem krevniho pélu hepatocytl. Prostfednicvim receptorl jsou
schopny vazat glykoproteiny a LDL apolipoproteiny, zaroven dokazi
endocytézou pfijimat kolagen a proteoglykany a tim pfispivat k odbouravani

vazivové tkané.®

Kupfferovy buriky

Jsou to tkarové makrofagy, zakotvené ve sténé sinusoidl, predevSim
v mistech jejich kfizeni a vysilaji vybéZky do kapilarniho lumen. Tvofi asi 2 %
objemu jater. Mezi jejich funkce patfi likvidace prestarlych erytrocytu, bakterii i
jiného materialu fagocytézou a sekrece proteinu, které maji vztah k imunitnim

dé&jtim. Podili se také na produkci bilirubinu a retikularnich fibril.°

Itovy buriky

Buriky hvézdicovitého tvaru, které tvofi asi 1,5 % objemu jater.’> Vyskytuiji
se v perisinusoidalnim prostoru mezi sténou sinusoidy a jaterni bunkou v
Disseho prostoru. Obsahuiji tukové kapénky, ve kterych se uklada vitamin A ve

formé estert retinolu, proto jsou také nékdy nazyvany ,fat storing cells*.°

Tzv. pitt cells
Jsou to jaterni NK buriky (natural killer cells). Obsahuji jadro

neurosekrecniho typu a tyCinkovita granula.

Cholangiocyty

Epitelové bunky zlu€ovych vyvodul. V misté styku dvou hepatocytlu vznika
intercelularni Zlu€ovy kanalek ohraniCeny pouze plazmatickou membranou
hepatocytl. Spojenim nékolika ZluCovych kanalkd vznikaji intralobularni
ZluCovody (Heringovy kanalky). Ty jsou vystlany burikami kubického epitelu,

cholangiocyty, které maji svétlou cytoplazmu a obsahuji malé mnozstvi organel.

16



TEORETICKA CAST

Intralobularni vyvody usti do interlobularnich zlu¢ovodu v portalnich prostorech,
které jsou vystlany kubickym az cylindrickym epitelem se zfetelnou vazivovou

pochvou. Postupné se spojuji v ductus hepaticus dexter et sinister a opoustéji

jatra.*
2.1.2.2 Funk¢ni a morfologické €lenéni jater

Jaterni lalii¢ek - morfologicka predstava

Zakladni morfologickou jednotkou jater je lalicek centralni zily (lobulus
venae centralis), ktery je asi 2 mm velky a ma podobu Sestibokého hranolu
tvofeného hvézdicovitymi platy jaternich bunék uspofadanych kolem centralni
zily prochazejici stfedem lali¢ku. Kazdy plat je tvofen dvéma vrstvami
hepatocytli, mezi nimiz jsou zlu€ové kanalky. V prostorech mezi platy probihaji

jaterni sinusoidy* (obr. 3).

Liver Lobule

Detail of Lobule

Bite duct y ;
B A —— Branch of
5 hepatic
R poral vein

Obr. 3: Schematické znazornéni laltiéku centralni Zily’
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TEORETICKA CAST

Jaterni acinus - funkcéni predstava

Jaterni acinus je mikroskopicky utvar jaterni tkané nepravidelného tvaru a
velikosti, ktery se rozklada mezi dvéma nebo vice centralnimi zilami, které se
nachazeji na periferii acinu. Je uspofadan kolem osy tvofené portobiliarni
triadou, ktera se sklada z terminalni jaterni arterioly, terminalni portalni venuly,

Zlugovodu, lymfatickych cév a nervu.®

central vein

lobule

) ! B,

Obr. 4: Schema primarniho jaterniho acinu.®

Primarni acinus je slozen ze 3 zon odpovidajicich nabidce krve.
Hepatocyty nejblize arteriole jsou nejlépe zasobeny kyslikem a zivinami a tvofi
nejaktivnéjsi a nejrezistentné&jsi ¢ast acinu (zoéna 1). VzdalenéjSi zény jsou
méné vyzivovany, proto jsou méné odolné (zéna 2). Zéna v blizkosti venuly je
zasobovana nejhlre a pfipadné toxické zmény jsou i proto nejvice zjevné pravé
zde (z6na 3) (obr. 4). "

2.1.3 Fyziologie jater

2.1.3.1 Metabolizmus proteinu

Jatra jsou dulezitym mistem proteosyntézy, je zde tvofena vétSina bilkovin
plazmy — albumin, ceruloplazmin, as-antitrypsin, fibrinogen, hemokoagulacni
faktory, apoproteiny a dalSi. Syntéza je fizena nabidkou aminokyselin,
energetickych zdroji i hormonélné. Jatra se také podili na syntéze fady
neesencialnich aminokyselin.

Hepatocyty vychytavaji z pfivadéné plazmy proteiny a degraduji je.

Uvolnéné aminokyseliny jsou poté dale utilizovany. Pfi degradaci aminokyselin
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vznika amoniak, ktery je pro organizmus toxicky. Definitivni detoxikace probiha
v ornitinovém cyklu v jatrech, kde je amoniak konvertovan na mocCovinu, ktera je

netoxicka a diky rozpustnosti ve vodé vyloucitelna ledvinami.

2.1.3.2 Metabolizmus sacharid

Jatra zajiStuji v organizmu stalou glykémii. Sacharidy jsou do jater
pfivadény portalni krvi, v bunkach fosforylovany a dale zpracovavany. Pri
nadbytku je glukéza stfadana ve formé glykogenu. Pfi jejim nedostatku je bud
uvolhovana z glykogenu procesem zvanym glykogenolyza, nebo je tvofena
z necukernych slozek (napf. laktat, pyruvat, glycerol, aminokyseliny)

glukoneogenezi.

2.1.3.3 Metabolizmus lipid

Tuky se do jater dostavaji portalnim obé&hem v chylomikronovych
Casticich. Jaterni buniky produkuji rdzné lipoproteiny, VLDL, které jsou v plazmé
pfeménény na LDL a transportuji lipidy do tkani a HDL, diky kterym je z tkani
do jater pfenasen cholesterol. Cast cholesterolu je v jatrech degradovana za
vzniku primarnich ZluCovych kyselin, ty jsou dale konjugovany s taurinem a
glycinem. V jatrech dale probiha syntéza, beta-oxidace a peroxidace mastnych

kyselin, syntéza triacylglycerold, cholesterolu a fosfolipidi a tvorba ketolatek.

2.1.3.4 Detoxikac¢ni funkce

Hydrofobni molekuly, které nemohou byt vylou€eny moci, jsou v jatrech
oxidovany cytochromem p450 a konjugovany s hydrofilnimi latkami, jako je
kyselina glukuronova ¢i kyselina sirova. Vzniklé molekuly jsou pak vylou¢eny do

Zluge nebo zpét do krve.™
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2.2 Bunécné systémy hepatocytu in vitro

Bunécné systémy dnes patfi mezi nejpouzivanégjsSi biologické modely ve
vyzkumu. S rostoucim poctem testovanych latek a etickou otazkou testovani na
modelech in vivo jsou stale Castéji pouzivany modely in vitro, pfedevsim
izolované hepatocyty. V porovnani s jinymi pokusnymi pfistupy maji mnoho
vyhod. Pokus probiha na jediném, dobfe charakterizovaném bunécném typu a
vysledky nejsou ovlivnény interakcemi s jinymi buné&Cnymi populacemi. Bez
nesnazi Ize provadét na systémech in vitro pokusy, které vedou K jejich zniceni,
coz v pfipadé pokusu in vivo pfinasSi etické problémy. Jsou zde i znacné
nevyhody. Kultivované buriky jsou péstovany za nefyziologickych podminek
v umélém kultivatnim médiu, jehoZz slozeni upIlné neodpovida prostredi
v organizmu. Bunky také postradaji pfitomnost jinych bunécnych typu, se
kterymi hepatocyty in vivo komunikuji a jsou ovliviiovany jejich produkty. Modely
in vitro mohou, ale nemusi, dobfe odrazet poméry za podminek in vivo, proto

jimi nemohou byt modely in vivo zcela nahrazeny."

2.2.1 Systémy hepatocytu in vitro
vitro patfi izolovana perfundovana jatra, jaterni fezy, suspenze a primarni

kultury izolovanych hepatocytl a subcelularni frakce.

2.2.1.1 Model perfundovanych jater

Tento model je nejblizSi podminkam in vivo. Zachovava architekturu jater
s mezibunécnymi kontakty a soucasné tvorbu a vylucovani Zlu€e, kterou lIze
snadno sbirat a analyzovat. Je pouzivan pfedevSim pro studium toxickych a
léekovych poSkozeni na urovni jater bez ovlivnéni jinymi systémy. Nevyhodami
jsou obtizna manipulace, zachovani funkéni aktivity pouze nékolik hodin a

nemoznost testovat vice toxinl nebo jejich koncentraci sougasné. '
2.2.1.2 Jaterni fezy

Jaterni fezy jsou nejCastéji pouzivany ke studiu metabolizmu pfirodnich i

syntetickych latek. Rezy maji zachovanou architekturu, mezibunééné interakce
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a jaterni bunécné typy se zachovanou strukturalni a funk&ni rdznorodosti jsou
zastoupeny podobné jako in vivo."® Jsou pfipravovany pomoci mikrotomu a
jejich tloustka se pohybuje mezi 200 az 250 pym, coz je vhodné pro dostatecnou
difuzi kysliku a zivin k bufnkam a metaboliti do média. Metabolicka aktivita byva

zachovana po 3 az 5 dnu.™

2.2.1.3 Bunécné suspenze hepatocytu

Suspenze izolovanych hepatocytu jsou dalezitymi bunénymi modely pro
studium metabolickych a toxickych efektl novych latek. Bunééna suspenze
hepatocytt si zachovava svou metabolickou aktivitu 4 aZ 6 hodin po izolaci."
Hepatocyty v suspenzi nevytvareji mezibunélné kontakty a zachovavaji si
kulovity tvar (obr. 5). Vyhodou, narozdil od pfedeSlych modeld, je moznost
testovat vice koncentraci toxinu nebo vice druhld toxinG bé&hem jednoho

pokusu.'?

2.2.1.4 Hepatocytarni primokultury

Nejbéznéji pouzivanym systémem pro studium hepatotoxicity in vitro jsou
bunécné kultury hepatocyti. Zdrojem hepatocytd mohou byt rGzné druhy
laboratornich zvifat (prasata, mysi nebo ryby), nejCastéji je ale za timto ucelem
vyuzivan potkan. Hlavni nevyhodou primarnich kultur hepatocytl je pomérné
rychla ztrata aktivity biotransformacnich enzymd(, ktera se projevi snizenim
funkénich charakteristik. Nezbytnou podminkou pro udrZeni hepatocytd v

diferencovaném stavu je zachovani mezibunécnych interakci. Co nejblizSi
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napodobeni podminek in vivo zpomaluje proces dediferenciace. Stav kultury
hepatocytl také ovliviiuje kultivaCni médium a jeho sloZky, kontakt s
extracelularni matrix a popfipadé kokultivace s jinymi typy bunék.'

Hepatocyty jsou nej¢astéji in vitro kultivovany ve formé monolayeru (jedna
vrstva bunék), kde jsou hepatocyty pfichyceny na plastovy povrch kultivaéni
nadoby potazené extracelularni matrix, nejCastéji kolagenem typu |. Pfi této
metodé kultivace se obnovuje polygonalni tvar hepatocytl (obr. 6). Poklesu
aktivity biotransformacnich enzymda, ktera je pravdépodobné také zpusobena
nedostatenymi interakcemi hepatocytd s jinymi burikami a extracelularni
matrix, |ze zabranit kokultivaci s jinymi typy bunék, nebo pfidavkem nékterych
substratd do kultivaéniho média (napf. dimethylsulfoxid).

Primarni kultury hepatocytl jsou uzivané k toxikologickym, metabolickym a
farmakokinetickym studiim. Jsou vhodné také pro studium exprese genu, déleni

a rustu bunék in vitro."?

Obr. 6: Mikrofotografie hepatocytl v primarni kultufe za 2 hodiny po nasazeni

na kolagenované Petriho misky (fazovy kontrast, 200x).

2.2.1.5 Subcelularni frakce

Subcelularni frakce zahrnuji mikrozomy, izolované mitochondrie a jadra,
cytozolarni frakce a izolované proteiny. Pfipravuji se metodami zaloZzenymi na
rozdilech v hustoté (napf. centrifugace v hustotnim gradientu). Pfipadné je Ize
uchovavat ve zmrazeném stavu.'> Mikrozomalni frakce hepatocytli obsahuiji
Casti endoplazmatickeho retikula a jsou bohaté na cytochrom P450. Je vhodné

jimi testovat prvni a druhou fazi biotransformacniho postupu. Izolované
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mitochondrie jsou pouzivany hlavné pro testovani vlivu xenobiotik na aktivitu

enzym( respiraéniho fetézce, véetné tvorby ATP."

2.2.2 Metody izolace hepatocytu

Prvnim pfedpokladem pro Siroké vyuziti bunécnych systému hepatocytu in
vitro bylo zavedeni metody pro izolaci neporuSenych hepatocytl s vysokymi
vytézky. V roce 1969 Berry a Friend uvedli do praxe techniku kolagenazové
perfuze jater, ktera znacné zvysSila vytézek neporusenych hepatocytu.

Metody vyuzivajici kolagenazovou perfuzi stavi proti sobé dva protichudné
pozadavky. Buriky musi byt vystaveny velice nizké koncentraci vapenatych
iontd, které umoznuji rozruseni jaternich desmozomu. Pro aktivity kolagenazy je
ale nutna pfitomnost vapenatych iontd. Tento konflikt byl vyfeSen sestrojenim

dvou odli$nych metod nazyvanych ,one-step* a ,two-step“ metoda.'®

2.2.2.1 ,One-step” metoda

Metoda vychazi z metody Berry a Friend (1969) a byla v roce 1974 dale
modifikovana. Metoda vychazi z poznatku, Zze koncentrace vapenatych iontl
potfebnych pro spravnou aktivitu surova kolagenazy izolované z baktérii
Clostridium histolyticum je podstatné niz§i nez koncentrace, ktera je potfebna
pro udrzeni integrity desmozomalnich spoju. V jednom kroku tedy dojde
k rozruSeni desmozomalnich spoju mezi bunkami snizenou koncentraci
vapenatych iontd, ktera je ale dostate¢na pro aktivitu kolagenazy. Pfitomnost

kolagenazy je potfebna pro rozrudeni extracelularni matrix. Pfi pouziti Cisténé

v v

2.2.2.2 ,Two-step” metoda

Tato metoda byla zavedena Seglenem v roce 1976."° Zakladnim rozdilem
oproti ,one-step” metodé izolace hepatocytl je to, Ze jatra jsou nejprve
proplachovana meédiem, které neobsahuje vapenaté ionty a to po dobu
minimalné 10-ti minut. Tento krok je oznaCovan jako pre-perfuze a dochazi
béhem néj k ireverzibilnimu rozruseni desmozomalnich spoju mezi bunkami.

V druhém kroku je do perfuzatu pfidana kolagenaza a vapenaté ionty, které
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jsou potfebné pro aktivitu kolagenazy. Two-step metoda je v dnesSni dobé
pouzivana Castéji. Oproti ,one-step“ metodé je jeji pribéh asi o 5 minut delsi.
Obé metody vykonané spravnym zpusobem jsou prakticky stejné vytézné

a viabilita bunék je v obou p¥ipadech srovnatelna.

2.3 Hodnoceni viability hepatocytti in vitro

Viabilita, nebo-li ,Zivotaschopnost®, patfi k zakladnim sledovanym
parametrim pfi praci s bufikami. PFi pfipravé a kultivaci bunék pro rtizné ucely
je dulezité spolehlivé rozliSit zivé a mrtvé bunky v kulture.

Existuje mnoho metod, které je mozno pro stanoveni viability vyuzit. Pro
prvni posouzeni se pouziva pozorovani morfologickych znakl svételnym, Ci
elektronovym mikroskopem. DalSi metody vychazi z pfedpokladu piné
zachované membranové a funkéni integrity zivé bunky. Viabilita bunék je
posuzovana po pusobeni barviv, nejCastéji trypanové modii nebo
fluorescenc¢niho propidium iodidu.

Detekce funkéniho metabolizmu bunék je dalS§im moznym pfistupem pfi
zjisStovani zivotaschopnosti bunék. U tohoto typu testl ziva burika s fungujicim
enzymatickym vybavenim pfeménuje podanou latku na produkt, ktery je potom
detekovan.

Posledni moznosti je stanoveni aktivity cytoplazmatickych enzyma
uniklych do kultivaéniho média z poskozenych bunék nasledkem poruseni

cytoplazmatické membrany.

2.3.1 Hodnoceni morfologie hepatocytu

Pro prvni posouzeni stavu izolovanych hepatocytl je pouzivano svételné
mikroskopie s fazovym kontrastem. Cerstvé izolované hepatocyty jsou ovalné
bunky (béhem izolace ztraceji polygonalni vzhled), které se vétSinou nachazeji
samostatné, protoze dochazi k rozruSeni mezibunéCnych spoju. NeporuSené
buniky vykazuji vysoky kontrast oproti okolnimu médiu, maji jasné zfetelnou
jadernou membranu, nizky stupen granulace cytoplazmy a ostfe viditelné jadro

s jadérky. Na povrchu cytoplazmatické membrany Ize ¢asto pozorovat vybézky,
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tzv. ,blebs“ (obr. 7), které neobsahuji zadné organely a jsou dusledkem
poskozeni bé&hem izolace (napf. mechanickymi vlivy). Pokud probiha dalSi
kultivace za vhodnych podminek, ,blebs” po kratkém case vymizi a

cytoplazmaticka membrana se stabilizuje.™

Obr. 7: Bleby na povrchu hepatocytl (fazovy kontrast, 200x).

2.3.2 Testy viability zalozené na schopnosti bunék vylu€¢ovat barvivo

Zivé a mrtvé buriky je mozno rozlisit barvenim. U bunék s narusenou
plazmatickou membranou dochazi k hromadéni barviva a tim k obarveni bunky,
neposkozené zivé bunky zlstavaji neobarvené. NejCastéji pouzivanymi
metodami jsou barveni trypanovou modfi a barveni fluoreskujicim propidium

jodidem.

2.3.2.1 Trypanova modf

Pro stanoveni aktualni viability bunék ve vzorku je velmi ¢asto pouzivana
metoda vyuzivajici trypanovou modi (sodna sul toluidin-diazo-diamino-naftol-
disulfonové kyseliny). Tato metoda byla vyvinuta pro pouziti v oblasti klinické
hematologie a v roce 1950 byla adaptovana pro studium bunéénych kultur.

Test vyluCovani trypanové modfi je pouzivan pro urCeni poruseni
strukturalni integrity buné¢né membrany. Barvivo nemuze vstoupit do bunék
s neporusenou bunéfnou membranou (zivych bunék), proto tyto bunky
zustavaji neobarvené. Pro prostup barvy musi byt bunéna membrana jiz

znaCné poSkozena (mrtvé burky), makromolekuly barviva témito mezerami
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prochazi a bunku obarvi modfe (obr. 8). S trypanovou modfi je mozno
detekovat asi jen 60 % mrtvych bunék, protoZze pro detekci musi byt buriky

barvivem silné prostoupeny.’’

Obr. 8: Suspenze hepatocytu - barveni trypanovou modfi, 200x.

Mezi nevyhody této metody patfi hodnoceni statisticky malého poctu
bunék (hodnoti se napf. zastoupeni zivych a mrtvych bunék v deseti zornych
polich). Trypanova modi ma navic silné cytotoxické ucinky na buriky, hodnoceni
musi byt ukoneno do 5 minut od pfidani chemikalie, jinak zacinaji barvivo
vychytavat i dosud Zivé buriky.

Metoda barveni bunék trypanovou modfi, pfi které je pro hodnoceni
vysledku pouzit svételny mikroskop, je jednoducha a rychla. Existuje také
spojeni této metody s prutokovou cytometrii, jez nahrazuje mikroskop a ktera

dava presnéjsi vysledky a odstrafiuje subjektivitu hodnoceni.™

2.3.2.2 Propidium jodid

Propidium jodid je interkalarni fluorescencni barvivo, které se pouziva
k oznaCeni nukleové kyseliny. Vmezefuje se mezi nukleotidové baze, ale
nepreferuje zadné sekvence. Jedna molekula barviva se vaze ke 4-5-ti parim
bazi. Barvivo neprochazi neporusenymi membranami zivych bunék. Pokud maji
bunky cytoplazmatickou membranu porusenu, barvivo volné proudi do bunék.

Diky vysoké afinité k nukleovym kyselinam se po vazb& na né jeho
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fluorescence zvySi asi 40x a fluorescenéni excitani maximum se posouva o
30-40 nm do Cervené oblasti. Toho se vyuziva pravé ke znaceni mrtvych bunék,
kde barvivo vniklé do burky po excitaci zafenim pfi vinové délce 535 nm emituji

intenzivné Servené zareni pii vinové délce 617 nm (obr. 9).%°

Obr. 9: Buriky barvené propidium iodidem, fluorescené&ni snimek, 200x.%"

Metoda je nejCastéji vyuzivana ve spojeni s fluorescenéni mikroskopii,

konfokalni laserovou mikroskopii, pritokovou cytometrii a fluorimetrii.??

2.3.3 Detekce funkéniho stavu metabolizmu hepatocytu

Detekce funkéniho stavu metabolizmu hepatocytll je monitorovana testy
zaloZenymi na redukci tetrazoliovych soli. V sou¢asné dobé je popsano nékolik
postupl uzivajicich pro méfeni bunécné proliferace a viability tetrazoliovych
soli, napf. MTT, WST-1 nebo XTT. Tetrazoliové soli pfidané do bunécné
suspenze jsou bunéfnymi enzymy redukovany na formazan, ktery je
detekovan.?

NejCastéji jsou kdetekci funkéniho stavu metabolismu hepatocytl
pouzivana tato Cinidla MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromid), XTT  (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-
tetrazolium-5-karboxanilid) a WST-1 (4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat). Tyto soli jsou po pfidani do suspenze
hepatocytd pfeménény na formazan pomoci bunéCnych enzymu. Intenzita
pfemeény tetrazoliovych soli na formazan je umérna aktivité mitochondrialnich a

cytoplazmatickych dehydrogenaz v bunkach. Barvivo jsou schopny pfeménovat
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pouze zivé, metabolicky aktivni buriky. Spektrofotometricky detekovana
absorbance jednotlivych vzorku je umérna metabolické aktivité bunék.

Jako prvni byla popsana metoda s MTT. MTT je Stépen diky aktivité
mitochondrii v burikach na ve vodé nerozpustné modré hvézdicovité krystaly
formazanu, ktery je nutno nasledné rozpustit. Ktomu se nej¢astéji pouziva
isopropanol a detekce se odehrava pfi 570 nm.?*

XTT poprvé popsal P. A. Scudiero vroce 1988.2°> Oproti MTT vznika
v tomto pfipadé Stépenim tetrazoliové soli rozpustny formazan oranZového

zbarveni, jeho intenzitu Ize bez dalich Uprav proméfovat.?®

Test s WST-1 (obr. 10) ma oproti dfive pouzivanym MTT, XTT nékolik
vyhod. WST-1 se §tépi na ve vodé rozpustny oranzovy formazan a tim odpada
rozpoustéci krok. Na rozdil od MTT a XTT je WST-1 vice stabilni a muze byt
nékolik tydnl ulozen pfi teploté 2-8 °C bez vyznamné degradace. WST-1 ma

navic SirSi rozsah linearity a dava vyraznéjsi barevnou reakci nez XTT.?

NO;

~
0 - 0f
W NAD' [ NADH . N—H
u,ﬂ_./“ EC-H _‘J\EG Ny

50,Na 50:Na

WSH1 Formazan
(slightly red) (dark red)

Obr. 10: Stépeni tetrazoliové soli WST-1 (4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-
5-tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat) na formazan. (EC - elektrony vazajici

reagent, RS - mitochondrialni sukcinil-tetrazolium-sukcinatovy systém).?®

Vyhodou technik zalozenych na redukci tetrazoliovych soli je to, ze
nevyzaduji zadné promyvani nebo sbér bunék a kompletni stanoveni od
pocatecni mikrokultury az po analyzu dat probiha v jedné destiCce. Stanoveni je
velmi citlivé, proto mlize byt provadéno v 96 jamkovych mikrodesti¢kach

s relativné malym poc¢tem bunék.
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2.3.4 Stanoveni extracelularni aktivity intracelularnich enzymui

Ztrata schopnosti udrzovat potencial na membranach hepatocytu vede ke
zvyseni permeability bunéfné membrany, coz se projevi unikem cytozolovych
substanci do média. V médiu pak nachazime zvySenou aktivitu
cytoplazmatickych enzymu. Naproti tomu enzymy vazané v bunécnych
organelach (zejména mitochondriich) se do média dostavaji az pfi nekroze
hepatocytu. Tyto metody jsou tedy zaloZzeny na stanoveni aktivity enzymu
uniklych z poskozenych bunék do kultivaéniho média.

Enzymem, ktery je v kultivatnim médiu nejCastéji stanovovan, je
laktatdehydrogenaza. Aminotransferazy, sorbitoldehydrogenaza a alkalicka
fosfataza jsou stanovovany spiSe jen okrajové, jejich vyznam narusta u in vivo

pokus.

2.3.4.1 Aminotransferazy

Tyto emzymy katalyzuji pfenos aminoskupiny z aminokyseliny na
ketokyselinu a naopak. Maji vyznam nejen pro tvorbu aminokyselin z jejich
ketoanalog, ale i pro katabolizmus dusiku, protoze pfenosem aminokyseliny na
kyselinu 2-oxoglutarovou vznika kyselina glutamova, ktera muze byt pfimo

deaminovana.

AST (aspartataminotransferaza) patfi mezi enzymy, stanovované pfi tzv.
jaternich testech. Katalyzuje reverzibilni pfenos aminoskupiny mezi L-

aspartatem a 2-oxoglutaratem.

AST
glutamat + oxalacetat <——> 2-oxoglutarat + aspartat

V burice se vyskytuji dva izoenzymy - cytoplazmaticky, kterého je v burice
asi 35 %, se vyplavuje do media jiz pfi zvySeni permeability bunééné
membrany, zatimco mitochondrialni izoenzym, ktery pfevazuje, je uvoliovan az

pfi tézkém poskozeni buriky.
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ALT (alaninaminotransferaza) je prevazné cytoplazmaticky enzym
katalyzujici pfenos aminoskupiny z L-alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku

pyruvatu a L-glutamatu.

ALT
alanin + 2-oxoglutarat <—— pyruvat + glutamat

Reakce je volné reverzibilni, uplatiiuje se pfi syntéze, odbouravani i
pfeméné aminokyselin. Ve velmimalém mnozstvi se ALT vyskytuje i
v mitochondriich. Ke zvySeni aktivity ALT v séru dochazi jiz pfi zvySeni
ve své cytoplazmé obsahuji. Vyskytuje se v jatrech, ledvinach, srdci, kosternim

svalu a erytrocytech. Nejvétsi aktivitu ma v hepatocytech.?

2.3.4.2 Laktatdehydrogenaza

LDH (laktatdehydrogenaza) je bunény enzym, vyskytujici se
v cytoplazmé vSech bunék. Katalyzuje reverzibilni oxidaci L-laktatu na pyruvat,
jako kofaktor vyuziva NAD".

LDH
laktat + NAD®* +—> pyruvat + NADH + H*

Stejné tak se podili na pfeméné pyruvatu na laktat v poslednim kroku
anaerobni glykolyzy. Vyskytuje se jako tetramer tvorfeny jednim nebo dvéma
typy podjednotek. Kombinace podjednotek H (heart) a M (muscle) ma za
nasledek existenci péti tetramernich izoenzymd. Vzhledem ke své funkci je
laktatdehydrogenaza pfitomna ve vSech burikach téla. V jednotlivych tkanich se
liSi pomérem izoenzymu. lzoenzym LD; (H4) pfevazuje v myokardu,
erytrocytech a ledvinach, nejvice LDs (M4) je v jatrech a nékterych typech
vlaken kosterniho svalu. lzoenzymy LD; a LDs se vyskytuji v monocytech.
NeporuSena cytoplazmaticka membrana je pro laktatdehydrogenazu
nepropustna, pokud dojde k jejimu porusSeni a zméné propustnosti, LDH unika
do kultivacniho média, kde je mozné ji detekovat.

V dnesni dobé je mozno stanovovat extracelularni i celkovou aktivitu LDH.
Intracelularni LDH je mozno stanovovat az po lyzi bunék, ktera mize byt

provedena sonikaci, nebo smichanim bunék s ledovou deionizovanou vodou a
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naslednym zamrazenim pfi —80 "C. Extracelularni LDH, coz je LDH, ktera unikla
porusenou cytoplazmatickou membranou, je stanovovana v kultivaénim médiu
odebraném jako supernatant nad burikami. LDH leakage (LDH-L) je stanovena
jako podil extracelularni a celkové aktivity LDH.*

Aktivita laktatdehydrogenazy je stanovovana dvéma ruznymi metodami.
Prvni je reakce vzniklého laktatu nebo pyruvatu s indikatorovym barvivem (napf.
s dinitrofenylhydrazinem). Dnes se Castéji vyuziva oxidoredukeni pfemény
laktatu na  pyruvat, koncentrace vznikleho NADH se stanovuje
spektrofotometricky pfi 340 nm. Stejné tak lze spektrofotometricky sledovat

ubytek NADH za sou¢asného vzniku laktatu.*’

2.3.4.3 DalSi enzymy
SDH (sorbitoldehydrogenaza) je cytoplazmaticky enzym obsazeny hlavné
v jatrech, v malé koncentraci také v prostaté a ledvinach. Katalyzuje reverzibilni

oxidacéné-redukéni reakci mezi fruktézou a sorbitolem.

SDH
D-fruktéza + NADH+ H® <«—» D-sorbitol + NAD"

Sorbitoldehydrogenaza je z bunék uvolnéna pfi poSkozeni bunécné
membrany. Stanoveni se provadi spektrofotometricky, pfi 340 nm je detekovan

ibytek NADH jako zména absorbance. %

ALP (alkalicka fosfataza) je enzym katalyzujici hydrolyzu riznych
monoesterll kyseliny fosforeCné v alkalickém prostfedi. RozliSuji se ffi
izoenzymy ALP, liSici se primarni strukturou: placentarni, stfevni a izoenzym
obsazeny v kostech, jatrech a ledvinach. Tento tfeti izoenzym se podle své
organové lokalizace ponékud liSi v dusledku posttranslaéni modifikace

nestejnym obsahem sacharidil, takZe je mozné izoformy rozliit.>®

2.3.5 Metody pro posouzeni diferenciace hepatocytt
Hepatocyty jsou jediné buriky v organizmu, které syntetizuji albumin a
mocovinu. Jejich produkce do kultivaéniho média svédCi o funkénim stavu a

zachovani diferenciace hepatocytu.
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2.3.5.1 Syntéza mocoviny

Syntéza mocoviny probiha v hepatocytech za uc€asti enzymu ornitinového
cyklu zCO, a NH; , ktery je pro organizmus toxicky a je timto zpusobem
detoxikovan. Mocovina je rozpustna ve vodé a snadno difunduje membranami,
proto koncentrace moc€oviny v médiu svédci o funk&ni aktivité hepatocytu.

Mocovinu v médiu je mozno stanovit pfimou kolorimetrickou reakci, kdy
dochazi ke kondenzaci diacetylu s mo€ovinou za vzniku chromogenu diazinu a
nasleduje spektrofotometrickd detekce chromogenu pfi 540 nm. Castgji
pouzivanou metodou je stanoveni zaloZzené na enzymové reakci. Dochazi
k hydrolytickému Stépeni mocCoviny pomoci enzymu ureazy na oxid uhliCity a

amoniak, ktery je poté detekovan riznymi metodami.>*

2.3.5.2 Syntéza albuminu

Dulezitou funkci hepatocytl je syntéza a sekrece plazmatickych proteina
vCetné albuminu. Albumin je tvofen vyhradné v jatrech, a proto je jeho
stanoveni znamkou syntetickych funkci hepatocytu a zarovén je ukazatelem
toho, zda hepatocyty zustavaji v plné diferencovaném stavu.
Produkce albuminu se uziva jako ukazatel biosyntetickych funkci v nutriCnich a
biochemickych studiich, protoze je znamkou syntézy bilkovin ovlivhéné
substratovou dostupnosti, hormony a cytokiny.*®

Ke stanoveni albuminu v médiu je dnes nejCastéji vyuzivana
imunoenzymaticka nekompetitivni sendviCova metoda ELISA, ktera je velmi

citliva a specificka.*®

2.4 Hepatotoxické latky — terciarni butylhydroperoxid

Primarni kultury hepatocytl in vitro jsou €asto vyuzivany ke studiu toxicity
hepatotoxickych latek, jako je thioacetamid, acetaminofen nebo terciarni
butylhydroperoxid (tBHP). V této praci byl jako modelovy hepatotoxin pouzivan
tBHP, proto byl dale podrobné popisovan pouze jeho mechanizmus ucinku.

t-BHP je hepatotoxin, ktery je €asto pouzivan pro studium mechanizmu
buné&énych zmén zpusobenych u€inkem volnych radikalt u riznych typa bunék,

napf. hepatocytd, mozkovych bunék, nebo bunék renalnich tubuld. Je schopen
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prochazet bunéCnymi membranami a pfi pouziti nizkych davek tBHP indukovat
buné&nou smrt cestou apoptdzy nebo nekrézy u davek vysokych.*’

t-BHP plsobi oxidaéni poSkozeni bunék dvéma mechanizmy. Prvni
mechanizmus je zavisly na metabolizmu Zeleza. Tzv. Fentonova reakce hraje
klicovou roli ve vzniku volnych radikall, jez zpUsobuji oxidaéni poSkozeni DNA
a peroxidaci lipidu. Podstatou druhého mechanizmu je deplece redukované
formy glutathionu, ktera nepfimo vede ke zlomtm vidken DNA.®

tBOOH ﬁ tBOH
Fel*

2GSH - gssG

BO* NADP*+ | NADPH

A
/ \ *
Ay .
\ Altered Ca2+

Lipid peroxidation \ Oxidative siress

-
A -
“ -

\ X - Membrane

spholipi
PLAS i phospholipids

AR,
-

N
Cell death
Obr. 11: Mechanizmus oxidacniho stresu indukovaného tBHP. (tBOOH -
terciarni butylhydroperoxid, tBOH - terciarni butanol, GSH glutathion,

GSSG - glutathiondisulfid, PLA; - fosfolipaza A;, AA - arachidonova kyselina).*

t-BHP indukuje vznik volnych radikald (obr. 11). V bunkach je tBHP
detoxikovan glutathionperoxidazou (GPx) na glutathion disulfid (GSSG) a
terciarni butanol. Regenarace GSSG na glutathion (GSH) probiha pomoci
NADPH za katalyzy glutathionreduktazy (GR).

Pokud dojde k redukci zasob GSH, glutathion nedokaze veskery tBHP
metabolizovat a jeho nadbytek vede ke vzniku tert-butoxylovych a tert-
butylperoxylovych radikald. Tyto volné radikaly zpusobuji oxidacni poskozeni
biomolekul: peroxidaci lipidd, dysfunkci mitochondrii, poSkozeni proteinti a
DNA, coz vede k bunééné smrti.*

Oxidace hlavné polynenasycenych mastnych kyselin — lipoperoxidace, je
velmi destruktivni proces, ktery pfimo poskozuje fosfolipidy membran, které
obsahuji vysoky podil nenasycenych mastnych kyselin a vznikajici velmi

reaktivni sekundarni metabolity narusuji strukturu dalSich biomolekul. Toxické
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jsou predevsim nékteré aldehydy (malondialdehyd, 4-hydroxynonenal), které se
navazuji na proteiny, dochazi ke zméné fluidity membran a postupné az k lyze
bunék.

Poskozeni DNA reaktivnimi slou¢eninami kysliku (ROS) zpUsobuje zmény
ve struktufe DNA, poruSenim deoxyrib6za-fosfatové kostry a také vznikem
chemickych modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi, které se projevi jako
mutace nebo fetézcové zlomy vDNA.*' Oxidaéni poskozeni bilkovin je
mezi které patfi fragmentace, agregace, oxidace —SH skupin a citlivost
k proteolytickému Stépeni.

VSechny tyto vySe popsané toxické ucCinky vedou in vitro k uvolnéni
cytozolového enzymu laktatdehydrogenazy do kultivacniho média. Syntéza
proteinU je snizena v zavislosti na rostouci koncentraci tBHP a navic se také
snhizuje obsah glykogenu v burice.*?

Po expozici tBHP izolované hepatocyty ztraceji integritu bunécné
membrany. Snizena hladina GSH zvySuje fosforyldzovou aktivitu, coz je
nepfimy ukazatel mnozstvi volného cytozolového Ca?*, jehoz koncentrace je
zvysSena. Tento vzrlst je zplsoben tokem z mitochondrii, endoplazmatického
retikula a extracelularniho prostoru. ZvySena hladina Ca* zapriCinuje aktivaci
mnoha Ca?* dependentnich degradaénich enzymu, které poskozuji bunééné
struktury - fosfolipazy atakuji fosfolipidy bunétné membrany, proteazy Stépi
membranové a cytoskeletové proteiny, ATPazy prohlubuji depleci ATP a
endonukleazy zpuUsobuji fragmentaci chromatinu. VSechny tyto pochody
prispivaji k buné&né smrti.*?

Puasobenim tBHP také dochazi k aktivaci kyseliny arachidonové, ktera
unika z fosfolipidtl plazmatické membrany diky fosfolipaze PLA,.>

Mezi dalSi patofyziologické mechanizmy patfi indukce zmény permeability
mitochondrialni membrany spojené s jeji depolarizaci. Dochazi k zastaveni
oxidativni fosforylace a tim ke snizeni mnozstvi ATP. Nabobtnani
mitochondrialni membrany umozni uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu. Tyto

procesy vedou k nefunk&nosti mitochondrii a tim i ke smrti celé buiky.**
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3. Experimentalni €ast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii
0,4% roztok trypanové modie (Tryptan blue, Sigma-Aldrich, Némecko)
kolagen typu | (Collagen Type | from Rat Tail, Sigma-Aldrich, Némecko)
20 mM kyselina octova (CH3COOH, M,;=60,05)
Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Némecko)
LDH reagent R¢ (Ecoline S+, Némecko)
LDH reagent R, (Ecoline S+, Némecko)
deionizovana voda
tercialni  butylhydroperoxid (CHs3);COOH, M=90,12 (Sigma-Aldrich,

Némecko)

3.2 Priprava roztoku

Izolaéni roztoky
Roztok A

8 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,0977 g MgS04.xH20; 0,1206 g Na,HPO4.12H,0; 0,06
g KH2POg4; 2,188 g NaHCOg3; 0,19 g EGTA, doplnime do 1000 ml destilovanou
vodou, 7 minut sytime karbogenem (95 % O, + 5 % CO.,), aby vysledné pH bylo
7,3-7,4.

Roztok B

4,8 g NaCl; 0,24 g KCI; 0,05862 g MgS04.xH20; 0,07236 g Na;HPO4.12H,0;
0,036 g KH2POg4; 0,3528 g CaCl,.2H,0, 1,314 g NaHCOs;; doplnime do 600 ml
destilovanou vodou, 7 min. sytime karbogenem (95 % O, + 5 % CO3), aby
vysledné bylo pH 7,3 — 7,4; obvykle pouzivame 0,055 g surové kolagenasy do 200

ml recirkulaéniho roztoku.

Roztok C

Krebs-Henseleitiv roztok (K-H roztok): pro pfipravu 1 | roztoku jsme v
deionizované vodé rozpustili 6,9 g NaCl; 0,36 g KClI, 0,1441 g MgSO4+xH,0; 0,13
g KH2POy; 0,374 g CaCly*2H,0; 2 g NaHCOs3; 0,9 g glukézy a 1,333 g albuminu.
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Kompletni Williamsovo kultivaéni médium

Williamsovo kultivaCni médium E bez fenolCervené a L-glutaminu (Biotech)
pfed kultivaci obohatime o fetalni bovinni sérum (10 %, Biotech), L-glutamin (2
mM, Biotech), penicilin (200 IU/ml, Biotech), streptomycin (0,2 mg/ml, Biotech),
inzulin (0,08 IU/ml, Actrapid HM inj., Novo Nordisk), prednizolon (0,5 ug/ml, Solu-
Decotin, Merck) a glukagon (0,008 pg/ml, Glukagen 1 mg inj HYPOKIT, Novo
Nordik). Témito latkami obohacené Wiliamsovo E médium nazyvame jiz jako

kompletni.

Reak¢ni roztoky
Reakéni smés pro LDH

Smichame 4 dily LDH reagentu R, (fosfatovy pufr 65 mmol/l, pH 7,5; pyruvat
0,8 mmol/l) a 1 dil LDH reagentu R, (Good’s pufr pH 9,6; NADH 1 mmol/l) a

peclivé promichame.

Pracovni roztok WST-1
Do 10 ml roztoku C (K-H roztoku) napipetujeme 1 ml WST-1. Promichame a

okamzité davkujeme.

Zasobni roztok 0,5 M tBHP
V 1 ml Cerstvé deionizované vody rozpustime 0,04506 g tBHP. Roztok je

tfeba pfipravovat vzdy Cerstvy.

3.3 Pristroje a laboratorni pomucky

Dry bath incubator (Major science, Taiwan)

fluorimetr a spektrofotometr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
pipety Finnpipette (Thermo, Finsko)

centrifuga Rotina 38R (Hettich Zentrifugen, Némecko)
mikroskop Olympus CK40 (Olympus, Japonsko)
mikrozkumavky (Neptune, Mexiko)

96-jamkové mikrotitracni desti¢ky (Nunclon Surface, Dansko)

laminarni box Clean Air (Jouan, Francie)
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mrazak —20 °C Arctis (AEG-Electrolux, Némecko)
mrazak —80 °C (Sanyo ultra low, Japonsko)
inkubator (Sanyo CO; incubator, Japonsko)
sonikator (Bandeline, Némecko)

analytické vahy Classic Plus (Mettler Toledo, Svycarsko)

3.4 Izolace hepatocytl

3.4.1 Pokusna zvirata

Pokusy byly provadény na dospélych potkanich samcich kmene Wistar
o hmotnosti 180 az 240 g. Potkani byli chovani za standardnich podminek
pFi konstantni teploté 23 + 1 °C, relativni vihkosti vzduchu 55 + 10 %, vyméné
vzduchu 12 — 14x za hodinu a pfi 12ti hodinovém svételném rezimu (6,00 — 18,00
hod.). Potkani byli ustajeni v klecich po 6 — 10 potkanech. Po celou dobu méli

volny pfistup k vodé a potravé.

3.4.2 lzolace hepatocytu

Izolace hepatocytll se provadi dvoustupriovou kolagenazovou perfuzi
jater.”® Principem celého postupu je nejprve rozvolnéni desmozomil mezi
hepatocyty pfi absenci Ca?*, a v druhém kroku rozrugeni extracelularni matrix diky
ucinku kolagenazy za pfitomnosti Ca*".

Potkana nejprve uvedeme do etherové narkézy a poté jej pfemistime
na operacni stolek a fixujeme. BfiSni sténu dezinfikujeme jodovou tinkturou
a dutina bfiSni otevirame stfihem ve tvaru ,V* skrz kizi a svalovinu. Organy dutiny
bfiSni nasledné odsuneme k levé strané téla zvirete, ¢imz se odkryje pfistup k v.
cava inferior, do které aplikujeme heparin ve fyziologickém roztoku (200 m.j. na
100 g hmoty potkana). Tupou preparaci uvolnime v. portae, do které zavedeme
kovovou kanylu napojenou na perfuzni aparaturu. Ta je naplnéna perfuznim
roztokem temperovanym na 37 °C a nasycenym karbogenem.

Nejprve provedeme perfizi in situ roztokem A bez obsahu Ca?. O
uspésnosti perfuze svédci rychlé, homogenni odbarveni jater a postupné
zvétSovani jejich objemu. Po chvili zastavime pfivod perfuzniho roztoku a

prostfihneme dolni dutou zilu, abychom predesli mechanickému poskozeni jater
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tlakem. Poté co nejrychleji vyjmeme jatra z dutiny bfisni, oplachneme je v kadince
s fyziologickym roztokem, upevnime do specialniho stojanku a dokoncime jejich
proplach roztokem A.

Nasledné pokraCujeme recirkulacni perfuzi jater roztokem s obsahem
kolagenazy (Collagenasa Cruda, Sevapharma) a Ca** v roztoku B. Optimalni doba
této perfuze je 14 minut. Staly perfuzni tlak v obou stupnich promyvani je zajistén
vySkou spadu perfuzniho roztoku. Po ukonceni recirkulacni perfuze jatra ponofime
do roztoku C s bovinnim sérovym albuminem a jaterni tkan jemné mechanicky
rozvolnime. PFitomnost albuminu je nezbytna pro zachovani koloidné-osmotickych
podminek. Ziskanou suspenzi bunék prefiltrujeme pres sterilni 4x slozenou gazu
do centrifugacni zkumavky a centrifugujeme po dobu 5 minut pfi 4° C a 500
ot./min. Supernatant odsajeme a burfiky znovu resuspendujeme v roztoku C.
Nasleduje centrifugace za stejnych podminek a cely postup je pak jesté jednou

opakujeme. Bezprostfedné po izolaci stanovime viabilitu izolovanych bunék.

3.5 Stanoveni viability pomoci barveni trypanovou modfri

Hodnoceni viability izolovanych hepatocyti se provadi pomoci barveni
trypanovou modfi (Seglen 1976)." Principem pouZiti trypanové modre je jeji
schopnost vnikat porusenou cytoplazmatickou membranou do mrtvych bunék, diky
&emu dochézi k jejich obarveni. Zivé buriky zlistavaji neobarvené.

Vlastni hodnoceni provadime pod mikroskopem u preparatu nafedéného na
koncentraci cca 10° bb/ml, z néhoZ odebereme 10 pl suspenze a toto mnozstvi
smichame na podloznim sklicku s 10 pl 0,4% trypanové modie. Po pfilozeni
kryciho sklicka ihned pozorujeme (zvétSeni 200x) a pocitame mrtvé a zivé burky
alespon v deseti polich. Nasledné spocCitame pomér mezi zivymi a vSemi burikami
a tim zjistime viabilitu. Viabilita izolovanych bunék u vSech vtéto praci

zminovanych experimentt dosahovala nejméné 90 %.

3.6 Pocitani bunék

Pfed kultivaci hepatocytu je dllezité zjisténi jejich poctu, které se provadi

v Blrkerové komurce.
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10 ul resuspendovanych bunék napipetujeme do mikrozkumavky s 990 ul
Krebs-Henseleitova média, protiepeme a takto pfipravenou suspenzi plnime
Burkerovu komurku. Pocitame bunky klasickym zplsobem ve 2 x 25 velkych
Ctvercich. S ohledem na to nasledné suspenzi hepatocytid nafedime na

koncentraci potfebnou pro dalSi experimenty.

3.7 Kultivace hepatocytt in vitro

Kultivace primokultur hepatocytl provadime na 96-jamkovych mikrotitracnich
destickach (96-WP) kolagenovanych kolagenem typu | (from rat tail, Sigma-
Aldrich). Kolagenaci provadime napipetovanim kolagenu rozpusténého v kyseliné
octové (20 mmol/l) do urCené jamky WP ¢&i na Petriho misku a jeho ponechanim
zde po dobu 10 minut. Nasleduje jeho odliti a také nutna neutralizace pomoci K-H
roztoku anebo Williamsova média E.

Pro pouziti v dalSich experimentech je nutno ze suspenze izolovanych
hepatocytl pfipravit zasobni suspenzi o denzité 1 mil. bb/ml. Tu ziskame
nafedénim puvodni suspenze Williamsovym médiem E. Pfi pipetovani hepatocytl
je nutné suspenzi peclivé michat, aby buriky nesedimentovaly ke dnu.

Doposud pouzivané podminky pro kultivaci hepatocytll byly: objem média
100 pl o denzité 300 000 bb/ml (= 30 000bb/j) a 2 h seeding. Cilem naS$i prace
bylo zjistit, jestli doba seedingu a objem kultivatniho média muaze ovliviiovat

viabilitu hepatocytu.

3.7.1 Vliv objemu kultivaéniho média na viabilitu bunék

Potfebnou denzitu bunék pro kultivaci ziskame nafedénim suspenze
hepatocytl o denzité 1 mil. bb/ml pomoci kompletniho Williamsova média E. Do
jamek 96-WP pipetujeme postupné 100; 125; 150; 175; 200 ul suspenze
hepatocytll o denzitach viz. tabulka I., aby pocet bunék v jamkach byl 30 000 bb/j.
Takto pfipravenou desticku umistime do CO; inkubatoru (5 % CO,, 37 °C) a
inkubujeme 1 hodinu. Po uplynuti inkubaéni doby z desticky vyklepneme médium

a provedeme stanoveni viability pomoci WST-1.
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Tabulka I:
PFiprava suspenzi o rliznych denzitach pro ur€eni vlivu objemu kultivaéniho média

na viabilitu bunék:

Objem pipetovany do jamky (ul) 100 125 150 175 200
Denzita suspenze (*10° bb/ml) 300 240 200 | 1714 | 150
Objem potiebny pro 96-WP (ml) 9,6 12 14,4 16,8 19,2
Objem suspenze 1 mil. bb/ml (ml) 288 | 288 | 288 | 2,88 2,88
Objem Williamsova media E (ml) 6,72 | 9,12 | 11,52 | 13,92 | 16,32

3.7.2 Vliv doby seedingu na viabilitu bunék

Ze zasobni suspenze o denzité 1 mil. bb/ml si pfipravime fedénim pomoci
kompletniho Williamsova média E suspenzi o denzité 300 000 bb/ml (pipetujeme
100 pl/j), tak aby vysledna denzita bunék v jamkach byla stejna.

Pfipravené 96-WP vlozime do CO; inkubatoru (5 % CO,, 37 °C) a
inkubujeme po 1, 2, 3 hodiny. Po uplynuti pfislusné doby vyjmeme desticku

z inkubatoru, vyklepneme médium a provedeme stanoveni WST-1.

3.8 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery katalyzuje

preménu kyseliny pyrohroznové na kyselinu mlé€nou a zpét.

3.8.1 Priprava vzorku
Po ukonéeni kultivace bunék a inkubace v CO; inkubatoru (5 % CO3, 37 °C)
odebereme z kazdé jamky supernatant, ktery mizeme okamzité analyzovat, nebo
zamrazit pfi —20 "C pro pozdéjsi analyzu. Tak zjistime aktivitu extracelularni LDH.
Pro zjisténi intracelularni aktivity LDH po odsati supernatantu napipetujeme
ke zbylym burikdm chlazenou deionizovanou vodou a nechame zmrazit pfi —80 'C
po dobu 15 minut, coz zplsobi lyzi bunék. Po rozmrazeni odebereme supernatant

a stanovujeme aktivitu LDH.
3.8.2 Postup stanoveni LDH

Do kazdé jamky mikrotitracni desti¢ky napipetujeme 20 pl dfive odebraného

supernatantu a 200 pl reakéni smési pro LDH, kterou vytemperujeme na 37 °C.
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Okamzité spektrofotometricky proméfujeme (Infinite M200, Tecan) kazdou jamku
pfi A=340 nm po dobu 6 minut a sledujeme pokles absorbance v Case.
LDH-L vypocitame jako podil aktivit LDH extracelularni ku LDH celkové.

Pro zjisténi aktivity LDH pouzivame vypocet:

AA/min x faktor = aktivita LDH (U/l)

Faktor = 2618 (pro NADH A = 340 nm byl pouzit extink¢ni koeficient 6300
1/(M.cm))

3.8.3 Testovani linearity stanoveni LDH

Ze suspenze hepatocytt o denzité 1 mil. bb/ml pfipravime Ffedénim pomoci
kompletniho Williamsova média E suspenze o denzité 600 000 bb/ml a 300 000
bb/ml. Redéni viz. tabulka Il. Do 96-WP pipetujeme po 100 ul suspenze, vysledna
denzita je tedy 60 000 bb/j., resp. 30 000 bb/j. Desticku vlozime do CO; inkubatoru
(5 % CO,, 37 °C) a nechame burnky 2 hodiny pfisednout. Poté odebereme
z jednotlivych jamek kultivaéni médium, ve kterém stanovime extracelularni LDH.
Do jamek s pfisedlymi burikami napipetujeme 100 pl Williamsova media E a
nasledné provedeme sonikaci (5 s), ktera zajisti uplné rozruseni cytoplazmatické

membrany a vyplaveni veskeré intracelularni LDH do média.

Tabulka Il

PFiprava roztoku o riznych denzitach:

Denzita suspenze (*10° bb/ml) 300 600
Objem suspenze 1 mil. bb/ml (ml) 2,88 5,76
Objem Williamsova média E (ml) 6,72 3,84

3.8.4 Optimalizace teploty pfi stanoveni LDH

Ze zasobni suspenze o denzité 1 mil. bb/ml si pfipravime fedénim pomoci
kompletniho Williamsova média E suspenze o denzité 300 000 bb/ml (pipetujeme
100 pl/j), 200 000 bb/ml (150 ul/j), které davkujeme na 96-WP. Takto pfipravené
destiCky inkubujeme 2 h v CO, inkubatoru (5 % CO,, 37 °C). Po ukonceni
inkubace odebereme z kazdé jamky kultivaéni médium. Stanovime aktivitu LDH,
vzdy 20 ul kultivaCniho média a 200 pl reakéni smési pro LDH, kterou pfedem

vytemperujeme na 37 °C. Vlastni stanoveni aktivity LDH provadime pfi 20 °C a 37
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°C. Porovnavame aktivitu LDH mezi stejnymi vzorky stanovovanymi pfi riznych

teplotach.

3.9 Stanoveni WST-1

Podstatou tohoto testu je redukce tetrazoliové soli na barevny produkt —
formazan. Redukce jsou schopny jen metabolicky aktivni, tedy viabilni buriky. Mira

redukce zavisi na stupni aktivity bunék.

3.9.1 Postup stanoveni WST-1

Po ukonceni inkubace bunék v CO, inkubatoru vyklepneme kultivaéni
meédium a do kazdé jamky napipetujeme 100 pl pracovniho roztoku WST-1, ktery
si pfipravime tésné prfed tim. Proméfujeme spektrofotometricky (Infinite M200,
Tecan) pfi A=460 nm v Case tp, poté destiCku opét viozime do inkubatoru a dalSi
meéfeni provedeme v ¢ase t1=60 minut.

Vyhodnoceni provadime jako zjisténi rozdilu absorbanci v Case t4 a to.

3.9.2 Optimalizace doby inkubace bb s WST-1

Pro optimalizaci stanoveni WST-1 do kazdé jamky pipetujeme 100 pl €Cinidla
WST-1. Provedeme spektrofotometrické méreni pfi A=460 nm v Case tp, v Case
t1=60 minut, Case ;=120 minut a Case t3=180 minut, mezi jednotlivymi méfenimi
ponechame destiCku v inkubatoru. Sledujeme narust absorbance v zavislosti na

Gase.

3.10 Toxické poskozeni hepatocytu - tBHP

Pro sledovani toxického pusobeni tBHP si pfipravime ze zasobniho 0,5 M
roztoku tBHP koncentrace 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 mM tBHP nafedénim zasobniho
roztoku tBHP roztokem C (viz. tabulka Ill). Tyto roztoky pfipravujeme tésné pfed
jejich pouzitim.

Pro testovani pouzivame suspenze o denzité 300 000 bb/ml (pipetujeme 100
ul/j), 200 000 bb/ml (150 plfj). Po 1, 2 hodinovém seedingu v CO; inkubatoru (5

% CO,, 37 °C), z destiCek vyklepneme kultivacni médium a bunky pfevrstvime
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riznymi koncentracemi tBHP o objemech 100 ul, resp. 150 ul. Jako kontrolu
pipetujeme Cisty roztok C. Jako negativni kontrolu pouZijeme jamky, ve kterych
byla suspenze hepatocytu nahrazena pouze Williamsovym médiem E.

Po 15, popf. 30 minutové inkubaci v CO; inkubatoru (5 % CO», 37 °C) s tBHP
médium odebereme a provedeme stanoveni LDH (extracelularni i intracelularni).
Do jamek s pfisedlymi burikami napipetujeme 100 pl, resp. 150 pl studené
deionizované vody a zmrazime. Po rozmraZeni odebereme supernatant, ve
kterém stanovime intracelularni LDH. Kromé& stanoveni LDH aktivity provedeme i
stanoveni WST-1.

Tabulka Il

Pfiprava koncentracni fady tBHP:

Koncentrace tBHP (mM) 0,0 0,1 0,5 1,0 1,5
Objem 0,5 mM tBHP (pl) 0 2 10 20 30
Objem roztoku C (ml) 10,000 | 9,998 | 9,990 | 9,980 | 9,970

3.11 Statistické vyhodnoceni

Porovnani mezi skupinami dat bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu ANOVA.
Nasledné porovnani skupin s kontrolni skupinou bylo provedeno s vyuzitim

Dunnettova post-testu (p=0,05). VeSkera data jsou vyjadiena jako pramér + S.D.

43



VYSLEDKY

4. Vysledky

4.1 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy

4.1.1 Testovani linearity stanoveni LDH

Byla optimalizovana denzita bunék pro stanoveni LDH (obr. 12). U bunék o
denzité 60 a 30 tis. bb/j byla provedena sonikace, aby byla zajisténa maximalni
mozna aktivita LDH. Linearita byla pfi denzit¢ 60 tis. bb/j zachovana do
absorbance A = 0,5; po dobu 90 s; pro denzitu 30 tis. bb byl signal linearni po
dobu 4 minut. Dale byla stanovena extracelularni aktivita LDH u denzit 60 a 30 tis.
bb/j inkubovanych v termostatu pfi 37 °C. Linearita byla zachovana v obou
pfipadech po 6 minut. S ohledem na tyto vysledky bylo zjisténo, Zze zvolené
parametry stanoveni LDH jsou pIné dostacujici pro stanoveni intra- i extracelularni
aktivity LDH pro obé denzity bunék. VSechny pokusy byly dale provadény
s denzitou 30 000 bb/j.

LDH - Testovani linearity stanoveni

0,91 -
08 —\ \ O
o7 —— 30 tis. bb/j sonikace
067 X\‘\’\ —m— 60 tis. bb/j sonikace
< o5 —aA— 60 tis. bb/j inkubace 37 °C
04 —e— 30 tis. bb/j inkubace 37 °C
031 blank

0,2

0,1

0 1 2 3 4 5 6 7

¢as (min.)

Obr. 12: Optimalizace denzity bunék pro stanoveni aktivity LDH (n = 4, kultivace -

100 pl média, 2 h seeding).
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4.1.2 Optimalizace teploty detekce

Byla sledovana aktivita laktatdehydrogenazy v totoznych vzorcich
analyzovanych pfi teplotach 20 °C a 37 °C (data viz. tabulka 1V). U prvniho vzorku,
ktery byl odebran od bunék inkubovanych se 100 pl kultivaéniho média, vzrostla
aktivita LDH pfi 37 °C oproti 20 °C o 17,18 %. U druhého vzorku byl objem
kultivaéniho média 150 pl; zde vzrostla aktivita LDH o 31,58 % (obr. 13). Protoze
se potvrdil nas prfedpoklad, Ze teplota ma vyznamny vliv na aktivitu LDH, zvolili
jsme pro dal$i stanoveni aktivit LDH teplotu detekce 37 °C. (Zavislosti absorbance

a Casu u totozného vzorku pfi teploté 20 °C i 37 °C jsou zobrazeny na obr. 14.)

LDH - optimalizace teploty detekce

m20 °C
m37°C

aktivita LDH (U/l)

100 pl 150
V média (pl)

Obr. 13: Optimalizace teploty detekce pfi stanoveni aktivity LDH (n = 5, kultivace —
100 pl, 150 pl média, 2 h seeding).

Tabulka I1V: Optimalizace teploty detekce pfi stanoveni LDH (hodnoty k obr. 13).

V (4l) | Teplota (°C) | Aktivita LDH (U/l)
100 20 10,849 + 0,997
37 12,713 £ 1,134
150 20 10,294 * 0,552
37 13,540 + 0,708
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LDH - optimalizace teploty detekce

0,85 4

0,84 4

0,83

0,82 4

0,814

«37°C
m20°C

< 08

0,79 4

0,78 4

0,77

0,76

0,75

0 1 2 3 4 5 6 7

¢as (min.)

Obr. 14: Optimalizace teploty detekce pfi stanoveni LDH (kultivace — 100 pl média,
2 h seeding).
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4.2 WST-1 test - Optimalizace doby inkubace bunék s WST-1

reagentem

Byla testovana doba inkubace bunék s WST-1. Z grafu (obr. 15) vyplyva, zZe
signal s délkou inkubace roste (data viz. tabulka V). Pro dalSi stanoveni byla
z ddvodu Casové uspory pouzivana 1 h inkubace, pfi které je ale narUst signalu

dostatecné vysoky.

Optimalizace doby inkubace bb s WST-1
03
025

0,2 +

<
g 0154

0,1

2h

cas

Obr. 15: Optimalizace doby inkubace bunék s WST-1 (n = 8, kultivace - 100 pl

média, 1 h seeding).

Tabulka VI: Optimalizace doby inkubace bunék s WST-1 (hodnoty k obr. 15).

Cas AA

1h 0,110 £ 0,017
2h 0,193 £ 0,028
3h 0,239 + 0,034
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4.3 Vliv objemu kultivaéniho média na viabilitu bunék

Byl sledovan vliv objemu kultivacniho média na viabilitu bunék. Mira viability

byla sledovana pomoci WST-1 testu. Doposud byl v nasi laboratofi pfi kultivacich

bunék v 96-WP pouzivan objem kultivacniho média 100 pl. Z grafu (obr. 16)

vyplyva, Ze objem média statisticky vyznamné ovlivhuje viabilitu kultivovanych

hepatocytll — s rostoucim objemem se zvySuje i viabilita bunék (data viz. tabulka

VI). U v8ech objemu byla prokazana vyssi dehydrogenazova aktivita v porovnani

s puvodné pouzivanym objemem 100 pl.

0,35

0,25

AA

0,15

0.4 4

Vliv objemu média na viabilitu bb

sk

0,3

ek

0,2

0,14

0,05 4

150
V (u)

Obr. 16: Vliv objemu kultivaéniho média na viabilitu hepatocytd (n = 8, kultivace - 1

h seeding; * - p < 0,05; ** - p < 0,01, porovnano s 100 ul.)

Tabulka VI: Vliv rdznych objemd média na WST-1 (hodnoty k obr. 16).

V (ul) AA
100 | 0,131 +0,015
125 | 0,262 + 0,063
150 | 0,204 + 0,033
175 | 0,219 + 0,057
200 | 0,294 + 0,083
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4.4 Vliv doby seedingu na viabilitu bunék

U kultivovanych hepatocyti byla ur€ovana zavislost viability bunék uréené
pomoci WST-1 testu (1 hod. inkubace s WST-1 reagentem) a doby seedingu
(= pfisednuti bunék po kultivaci). Doposud byl pfi praci s kultivovanymi bunkami
standardné pouzivan 2 hodinovy seeding. Z grafu (obr. 17) vyplyva, Ze s rostouci
dobou seedingu se viabilita hepatocytl vyznamné zvysuje (data viz. tabulka VII).
Tento nalez muze svédCit o odeznivajicim postizolaCnim stresu, popf. muize
souviset s tim, ze béhem delSi doby seedingu staci pfisednout na kolagen vétsi

poCet bunék.

Vliv doby seedingu na viabilitu bb

0,6 -

05

041

0,3 1

AA

0,2

) J
0+

1h 2h

Cas

Obr. 17: Vliv délky seedingu na viabilitu hepatocytt (n = 8, kultivace - 100 pl

média).

Tabulka VII: Vliv seedingu (hodnoty k obr. 17).

Seeding AA
1h 0,123 £ 0,006
2h 0,211 + 0,027
3h 0,429 + 0,065
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4.5 Toxické poskozeni hepatocyti — tBHP

4.5.1 Vliv objemu média na viabilitu bunék pfi inkubaci s tBHP

VYSLEDKY

Byl sledovan vliv objemu média obsahujiciho rdzné koncentrace tBHP (O;

0,1; 0,5; 1; 1,5 mM) na viabilitu hepatocytl. Viabilita bunék stanovovana pomoci

WST-1 klesa v obou pfipadech s rostouci koncentraci tBHP. U koncentracni fady

s objemem média 150 ul je z grafu (obr. 18) patrné, Ze hodnoty jsou oproti

koncentracni fadé s objemem 100 pyl média nizSi (data viz. tabulka VIII), coz

svédCi patrné o vétSim posSkozeni hepatocytld. Rozdil mezi témito pary hodnot

nicméné neni statisticky vyznamny.

AA

0,14 -

0,12

0,1

0,08 -

0,06 -

0,04

0,02 -

tBHP - vliv objemu média na viabilitu bb

m 100ul
m@ 150ul

blank 0 0,1 0,5 1 1,5
c tBHP (mM)

Obr. 18: Vliv objemu média o riznych koncentracich tBHP na WST-1 (n = 8,
kultivace - 100 pl, 150 yl média, 2 h seeding, 15 min. inkubace s 100 pl, 150 pl

tBHP).
Tabulka VIII : Vliv objemu média na viabilitu bunék (hodnoty k obr. 18).

c tBHP (mM) A A (100 pl) A A (150 pl)

blank 0,008 + 0,001 0,008 + 0,001

0,0 0,109 + 0,022 0,101 £ 0,012

0,1 0,109 £ 0,017 0,093 + 0,008

0,5 0,096 + 0,020 0,073 + 0,008

1,0 0,082 + 0,013 0,069 + 0,017

1,5 0,077 £ 0,021 0,061 + 0,008
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Vliv objemu média obsahujiciho rizné koncentrace tBHP na viabilitu
hepatocytl byl také sledovan pomoci testovani aktivity LDH. Extracelularni aktivita
LDH roste v obou pfipadech s rostouci koncentraci tBHP (obr.19), (data viz.
tabulka 1X), poskozeni hepatocytli se tedy s rostouci koncentraci tBHP zvySuje
(kromé 1 mM tBHP). U koncentracni fady s objemu média 150 ul je z grafu (obr.
19) patrné, ze hodnoty jsou oproti koncentraCni fadé s objemem 100 pyl média
nizsi, coz svédCi o mensSim poskozeni bunék inkubovanych v tomto objemu

média.

tBHP-vliv objemu média na EC aktivitu LDH

60 -

*%
50

40

= 100 pl
m 150 pl

30

aktivita LDH (U/1)

204

blank 0 0,1

¢ tBHP (mM)

Obr. 19: Vliv objemu média na extracelularni aktivitu LDH po inkubaci s tBHP (n =
6, kultivace — 100 pl, 150 yl média, 2 h seeding, 15 min. inkubace s 100 pl, 150 pl
tBHP; ** - p < 0,01, porovnano s 0 mM tBHP.)

Tabulka IX: Vliv objemu média na EC LDH (hodnoty k obr.19).

c tBHP (mM)| Aktivita EC LDH Aktivita EC LDH
(100 pl) (150 pl)
blank 4,904 £ 1,463 4,241 + 1,522
0,0 11,004 * 1,531 6,667 + 1,418
0,1 24,225 + 3,769 14,748 + 5,795
0,5 41,373 £ 8,304 16,301 = 4,608
1,0 13,430 £ 8,215 5349 + 1,324
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Vedle extracelularni byla analyzovana i intracelularni aktivita LDH. Z udaju

uvedenych na obr. 20 vyplyva, ze u bunék inkubovanych ve 100 pl a 150 pl

nedoSlo k odliSnym zménam

intracelularni

aktivity po inkubaci s tBHP.

Intracelularni aktivita LDH navic zlstala témérf stala u vétsiny koncentraci tBHP.

aktivita LDH (U/l)

250

tBHP-vliv objemu média na IC aktivitu LDH

blank

0,1
¢ tBHP (mM)

05 1

m 100
@ 150 pl

Obr. 20: Vliv objemu média na intracelularni aktivitu LDH po inkubaci s tBHP (n =
6, kultivace — 100 ul, 150 uyl média, 2 h seeding, 15 min. inkubace s 100 ul, 150 pl

tBHP).

Tabulka X: Vliv objemu média na IC LDH (hodnoty k obr.20).

ctBHP (mM)| Aktivita ICLDH | Aktivita IC LDH
(100 pl) (150 ul)
blank 4,826 + 1,387 4,119 £ 0,223
0,0 152,385 + 60,363 | 145,473 + 28,607
0,1 165,126 + 43,076 | 204,396 + 25,278
0,5 180,869 + 28,317 | 189,831 25,828
1,0 119,957 £ 49,974 | 110,515 £ 23,155

Z hodnot intra- a extracelularni aktivity LDH byly nakonec vypocteny hodnoty

LDH-L. V obou pfipadech se s rostouci koncentraci tBHP (data viz. Tabulka XI)

méni i hodnoty LDH-L; u 100 ul se poSkozeni hepatocytu s rostouci koncentraci

tBHP statisticky vyznamné zvysSuje. U koncentracni fady s objemem média 150 ul
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je z grafu (obr. 21) patrné, ze hodnoty jsou oproti koncentraéni fadé s objemem

100 pl média nizSi, coz svédC¢i o menSim poskozeni bunék.

0,25 -

0,2 |

0,15

LDH-L

0,1

0,05 -

tBHP-vliv objemu média na LDH-L

%*%

c tBHP (mM)

m 100 pl
@ 150 pl

Obr. 21: Vliv objemu média o rlznych koncentracich tBHP na LDH-L (n = 6,

kultivace — 100 pl, 150 pl média, 2 h seeding, 15 min. inkubace s 100 pl, 150 pl

tBHP; * - p < 0,05; ** - p < 0,01, porovnano s 0 mM tBHP.)

Tabulka XI: Vliv objemu média na LDH-L (hodnoty k obr.21).

c tBHP (mM)| Aktivita EC LDH Aktivita EC LDH
(100 pl) (150 pl)
0,0 0,076 + 0,029 0,045 £ 0,013
0,1 0,133 £ 0,032 0,067 £ 0,025
0,5 0,186 + 0,019 0,078 £ 0,011
1,0 0,1021% 0,039 0,046 + 0,007
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4.5.2 Vliv doby seedingu na viabilitu bunék inkubovanych s tBHP

VYSLEDKY

Byl sledovan vliv délky seedingu (1, 2 hod.) na hepatocyty inkubované

s riznymi koncentracemi tBHP. Viabilita hepatocyti stanovovana pomoci WST-1

(obr. 22) byla u obou testovanych seedingli shodna (data viz. Tabulka XII).

AA

0,14
0,12

0,1
0,08 -
0,06 -
0,04

0,02

| mml

tBHP - srovnani WST-1 pro rizné c tBHP

blank

0 0,1 0,5 1 1,5

c tBHP (mM)

H 1 h seeding

[ 2 h seeding

Obr. 22: Vliv riznych koncentraci tBHP a riznych dob seedingli na WST-1 (n = 8,
kultivace - 150 pl média, 1 h, 2h seeding, 15 min. inkubace s 150 pl tBHP).

Tabulka XII: Vliv seedingu na viabilitu bunék (hodnoty k obr. 22).

c tBHP (mM)| A A (1 h seeding) A A (2 h seeding)
blank 0,006 £ 0,002 0,008 £ 0,001
0,0 0,089 + 0,016 0,101 £ 0,012
0,1 0,080 £ 0,016 0,093 + 0,008
0,5 0,073 £ 0,006 0,073 £ 0,008
1,0 0,067 £ 0,010 0,069 + 0,017
1,5 0,057 £ 0,010 0,061 + 0,008
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5. Diskuze a zaveér

Bunécéné kultury izolovanych hepatocytl in vitro patfi v dneSni dobé mezi
nejpouzivanégjsi biologické modely ve vyzkumu. Jsou pouzivany pfi studiu
bunéCnych mechanizml specifickych pro jaterni buriky, studiu jaternich
onemocnéni, hepatotoxicity a metabolizmu. Bunécné kultury jsou pro testovani
velice vhodné, protoze se pracuje s dobfe charakterizovanym bunécnym typem a
vysledky nejsou ovlivnény interakcemi s jinymi bunécnymi typy.

Na druhou stranu je tfeba pocCitat i s omezenimi, které pouZziti bunécnych
kultur pfinaSi. Bunky jsou kultivovany za nefyziologickych podminek v umélém
kultivaénim médiu, jehoz slozeni neni zcela shodné se slozenim vnitiniho
prostfedi. Kultivace jsou provadény v atmosféfe s mnohonasobné vySSim tlakem
kysliku, nez odpovida situaci in vivo. Kultivované buriky také postradaji pfitomnost
jinych bunécénych typld, se kterymi by in vivo komunikovaly. OdliSnost kultivace
hepatocytl in vitro od situace in vivo vede ke zménam morfologie bunék, jejich
citlivosti na rizné podnéty, méni se i exprese gend. Kultura hepatocytu in vitro

tedy nemusi zcela spravné odrazet podminky in vivo.

Cilem prace bylo popsat vliv riznych kultivaénich podminek (denzita bunék,
objem kultivaéniho média a doby seedingu) na viabilitu bunék a to u intaktnich
bunék a u bunék inkubovanych s modelovou hepatotoxickou latkou — tBHP. Ze
ziskanych dat potom urcit optimalni podminky pro kultivaci hepatocytu.

Proto aby bylo mozné spravné posoudit stav hepatocytld pfi rdznych
kultivaénich podminkach bylo nejprve nutné provést optimalizaci metod pro
zjisténi viability bunék kultivovanych na vicejamkovych destiCkach: stanoveni
aktivity laktatdehydrogenazy a testu WST-1.

Laktatdehydrogenaza je enzym lokalizovany téméf vyhradné v cytoplazmé a
je pritomny ve v8ech burikach téla. Neporusena cytoplazmaticka membrana je pro
LDH nepropustna, pokud ale dojde k jejimu poruSeni, unika LDH do kultivacniho
média, kde je mozno ji detekovat.

Nejdfive byla testovana rlizna denzita bunék, kvili zjisténi linearity stanoveni
intracelularni i extracelularni aktivity LDH. Testovany byly denzity 30 000 bb/j a
60 000 bb/j, u kterych byla nejdfive stanovena intracelularni LDH. U denzity

55



DISKUZE A ZAVER

30 000 bb/j byla linearita signalu zachovana po dobu 4 minut, u 60 000 bb/j jen 90
s. Pfi stanoveni extracelularni LDH byla zachovana linearita v obou pfipadech
v celém rozsahu. Protoze bylo dale pracovano pouze s denzitou 30 000 bb/j, byly
pouzité parametry stanoveni shledany jako optimalni.

Doposud byla detekce aktivity LDH provadéna standardné pfi 37 °C, coz je
teplota doporu€ena vyrobcem kitu pro stanoveni aktivity LDH (Ecoline S+). Bylo
tfeba zjistit, zda by bylo mozné detekci provadét pfi 20 °C a tim odstranit krok, pfi
kterém je tfeba inkubovat reakéni smés pro LDH a temperovat detekéni celu
spektrofotometru na 37 °C. Byla stanovena aktivita LDH v totoznych vzorcich
kultivaéniho média s detekci pfi 20 °C a 37 °C. Z vysledkl bylo patrné, ze aktivita
LDH pfi 37 °C je primérné o 20 % vyssi, nez pfi 20 °C. Tim se potvrdilo, Ze pro
detekci aktivity LDH je optimalni teplota 37 °C. A proto byla pfi této teploté
provadéna dalSi stanoveni.

Dale bylo nutné optimalizovat dobu, po kterou ma byt bunéfna kultura
hepatocytll inkubovana s Cell Proliferation Reagent WST-1. WST-1 je po pfidani
do  kultury hepatocytlli pfeménén  pusobenim  mitochondridlnich a
cytoplazmatickych dehydrogenaz na formazan, ktery je poté spektrofotometricky
detekovan. Jako optimalni inkubace s WST-1 byla doposud pouzivana doba 2 h.*
Pro zjisténi, zda je tato kultivaCni doba optimalni i v naSich podminkach, byla
kultura hepatocytu inkubovana s WST-1 po 1, 2, 3 hodiny. Z vysledk( bylo patrné,
ze s rostouci dobou kultivace hepatocytll s WST-1 roste signal pfiblizné linearné.
Vhodné by tedy bylo inkubovat buriky s WST-1 po dobu 3 hodin, kdy je signal
nejvysSi. Pro bézna stanoveni by ale byla 3 hodinova inkubace pfiliS Casové
narona, a proto je mozné detekci provadét i po 1 h, kdy je narust signalu
dostatecné vysoky a zaroven je zkracena doba stanoveni.

DalSim testovanym parametrem byl vliv riznych objemu kultivaniho média
na viabilitu bunék kultivovanych v 96-WP. Doposud byl jako standardni pouzivan
objem kultivacniho média 100 ul, do 96-WP je ov8em mozné pipetovat i vysSi
objemy, proto byl sledovan vliv na viabilitu bunék u objemd 100, 125, 150, 175 a
200 pl, pficemz byla ve vSech jamkach vysledna denzita bunék shodna a to
30 000 bb/j. Viabilita bunék byla stanovovana testem WST-1. Z vysledka je
zfejmé, Zze objem média statisticky vyznamné ovlivhuje viabilitu kultivovanych
hepatocytll, s rostoucim objemem se viabilita bunék zvysuje, u vSech testovanych

objemU byla prokazana vy$Si dehydrogenazova aktivita v porovnani s pavodné
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pouzivanym objemem 100 pl. Tento nardst by mohl souviset stim, ze jsou
hepatocyty kultivovany v atmosféfe s mnohonasobné vyssSim tlakem kysliku, nez
odpovida situaci in vivo. S narustajicim objemem média ale parcialni tlak kysliku
klesa a muze se vice priblizovat situaci in vivo, a proto buriky vykazuji zvy$enou
dehydrogenazovou aktivitu. Pro toto naSe tvrzeni jsme nenalezli Zadndné
relevantni tvrzeni v odborné literature.

V ramci optimalizace kultivacnich podminek byl testovan i vliv seedingu
bunék k povrchu 96-WP potazeného vrstvou kolagenu na jejich viabilitu.
V puvodnich pracich se doporuovany ¢as seedingu ligil: 1,5 h*®, 2-3 h'?, 3 h*'.
Béhem seedingu dochazi k pfisedani bunék k extracelularni matrix (kolagen typu
[), a také k postupnému zmirfiovani dasledkd izolaéniho stresu. Izolacni stres
vznika pouzitim proteolytickych enzyma, naruSenim buné&ného mikroprostredi a
ztratou intercelularnich kontaktd.

Vliv doby seedingu na viabilitu bunék byl zjistovan testem WST-1. Po 1, 2, 3
hodinach seedingu bylo z 96-WP vyklepnuto kultivacni médium a pfisednuté
buriky byly 1 h inkubovany s WST-1. Z vysledkd vyplyva, Ze s rostouci dobou
seedingu se viabilita hepatocytll vyznamné zvysuje, pravdépodobné diky vétSimu
poCtu pfisedlych bunék a odeznéni izolaéniho stresu. Z nami testovanych ¢asu
byla maximalni viabilita bunék nalezena po 3 hodinovém seedingu.

Pro ovéreni vysledkul, které byly zjistény u intaktnich bunék, bylo provedeno
stanoveni vlivu doby seedingu a ruznych objem0 média na viabilitu bunék
inkubovanych s modelovou hepatotoxickou latkou — tBHP.

tBHP je hepatotoxin pouzivany pro studium mechanizmu bunéfnych zmén
zpusobenych u€inkem volnych radikald. V bufkach vyvolava oxidaéni stres, jehoz
nasledkem je lipoperoxidace, zlomy v DNA, dysfunkce mitochondrii a poskozeni
proteind, coZ vede k bunééné smrti.*°

Vliv objemu média na viabilitu hepatocytl, které byly po pfisednuti
inkubovany 15 minut s rdznymi koncentracemi tBHP, byl sledovan pomoci
stanoveni aktivity LDH a WST-1 testem. Viabilita hepatocyti byla srovnavana u
bunék kultivovanych ve standardnim objemu média 100 uyl a objemu 150 ul, u
kterého byla v pfedchozich pokusech zjisténa viabilita vySsi.

Z vysledku bylo zjisténo, Ze viabilita klesa s rostouci koncentraci tBHP u
obou testovanych objemi. Tomu odpovida snizovani dehydrogenazové aktivity

stanovované pomoci testu WST-1. Také narust extracelularni aktivity LDH a LDH-

57



DISKUZE A ZAVER

L svédCi pro rostouci poskozeni bunék. Snizeni aktivity LDH i LDH-L u
koncentrace tBHP 1 mM pravdépodobné souvisi s oxidacnim poskozenim
bilkovin, které je tak rozsahlé, Ze zpusobilo neschopnost LDH prfeménovat
substrat.*> U koncentra¢ni fady s objemem média 150 pl je z vysledkil patrné, Ze
hodnoty zjisténé testem WST-1 jsou oproti 100 pl média niz8i, coz svédcCi o vétSim
poSkozeni hepatocytld. Rozdil mezi témito pary hodnot ale neni statisticky
vyznamny.

PFi srovnavani viability stanovenim aktivity extracelularni LDH a LDH-L
vysledky ukazuji narust enzymové aktivity v médiu u bunék inkubovanych
v objemu média 100 pl oproti objemu 150 pl. Tento nalez pravdépodobné svedci
pro vy3Si odolnost vi¢i toxicité tBHP u hepatocytd inkubovanych ve vétSim
objemu média, resp. za nizSiho parcialniho tlaku kysliku.

Jako dalSi parametr byl sledovan vliv délky seedingu na viabilitu hepatocyt(
inkubovanych s rznymi koncentracemi tBHP. Viabilita bunék klesa s rostouci
koncentraci tBHP, coz odpovida i pfedchozim méfenim. Pfi 2 hodinovém
seedingu je viabilita hepatocyt( oproti 1 h seedingu mirné vyssi, tento rozdil ale

neni statisticky vyznamny.

Shrneme-li ziskané optimalni podminky stanoveni laktatdehydrogenazy
spektrofotometrickou metodou a srovname-li je splvodné pouzivanymi
podminkami optimalizovana denzita bunék 30 000 bb/j a teplota detekce 37 °C se
shoduje se standardné pouzivanymi podminkami. Pro stanoveni WST-1 jsme urcili
optimalni dobu inkubace bunék s reagentem na 1 hodinu.

Dale jsme sledovali vliv objemu kultivaCniho média na viabilitu hepatocytu.
Zjistili jsme, Ze viabilita s rostoucim objemem média roste, coz bylo potvrzeno jak
u intaktnich bunék, tak u bunék ovlivnénych hepatotoxinem tBHP. Rust viability by
mohl souviset s klesajicim parcialnim tlakem kysliku ve vétSim objemu
kultivaéniho média.

Na zavér jsme sledovali vliv doby seedingu na viabilitu hepatocytu.
Z vysledku vyplyva, ze viabilita se s rostouci dobou seedingu zvySuje, coz se
potvrdilo u intaktnich bunék. U bunék inkubovanych s tBHP ale nebyl rozdil ve
viabilité mezi rizné dlouho pfisedajicimi burikami statisticky vyznamny.

Z nasich vysledkl vyplyva, ze kultivacni podminky mohou velmi vyznamné

ovliviiovat viabilitu bunék a pravdépodobné i jejich odolnost vici toxickym latkam.
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