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ANOTACE

Tato prace je zaméfena na indukci lipotoxicity v primarnich kulturach hepatocytt
potkana. Pusobeni lysofosfatidylcholinu o zvolenych koncentracich na priméarni kultury
hepatocyti potkana bylo hodnoceno pomoci aktivity bunéénych dehydrogenaz (WST-1 test),
LDH leakage, aktivity kaspazy 3 a mikroskopického pozorovani morfologickych zmén bunék
ve fazovém kontrastu. Po vyhodnoceni téchto parametrd byla optimalizovana déavka

lysofosfatidylcholinu indukujici lipotoxicitu.

Klicova slova: hepatocyty, primarni kultury, lipotoxicita, lysofosfatidylcholin, NAFLD

ANNOTATION

This work is focused on the induction of lipotoxicity in primary rat hepatocyte cultures.
The effects of lysophosphatidylcholine in given concentrations on primary rat hepatocyte
cultures was assessed by the cellular dehydrogenase activity (WST-1 assay), LDH leakage,
caspase 3 activity and evaluation of cell morphological changes by phase contrast microscopy.

Dose of lysophosphatidylcholine was optimized after evaluating these parameters.

Keywords: hepatocytes, primary cultures, lipotoxicity, lysophosphatidylcholine, NAFLD



OBSAH

L VA0 2 ) 9
1.TEORETICKA CAST - NEALKOHOLOVE ZTUKOVATENI JATER
............................................................................................................................. 10
I O I = N Lo =S ERRR 10
1.2,  PREVALENCE ......cciiiitite e e ittt e e e ettt e e e ettee e e e st e e e e e e taa e e e e e abaeeeesbsaeeesasbbeeeeessbaeeeessseeeesansrenas 11
L.3. PATOGENEZE ...vviieiettiee e e ittt e e ettt e e e ettt e e e e st e e e s e taa e e e e e aba e e e e sabbaeeesanbbeeeeesabaeeeesnteeeesanseenas 12
1.3.1. Metabolicky SYRUTOM........cci ittt 12
1.3.2. INZULITOVA FEZISIEHICE ... bbb bbb b abasabasasanes 13
1.3.3. Inzulinova rezistence a tukOVA thATi...............ccovvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 14
1.3.4. Inzulinova reziStence A JAIA ..........ccccovuiiiiiieiiiieie e 15
1.3.5. Mechanismus rozvoje NAFLD viivem inzulinové reziStence ..............ccccocevevueennnnn. 17
1.3.6. Jiné priciny rozvoje NAFLD............ccccccooiiiiiiiiiii e 17
1.3.7. Syndrom HPOTOXICITY .......ccveruiiiiiiiiieiieieieie et 19
1.3.8. Lipotoxicky piSobici [IDidy .............cccouoiiiiiiiiiiiiiiii i 20
1.3.10. Ochrannd role nékterych [Pidi..............cccccoovoiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
1.4. DIAGNOSTIKA A LECBA NAFLD ......ooiiiiiiiicc ettt 27
1.4 1. KIRICKY ODFAZ ..ottt 27
B B T T To [0 1) (1 ¢: USSR OSSR 27
1.4.3. HiStOIOGICKY ODFAZ ...t 29
N I Te] 7 B O RPPRR 33
2. MODELOVE SYSTEMY PRO STUDIUM LIPOTOXICITY IN VITRO
............................................................................................................................. 34
2.1. POUZIVANE IN VITRO MODELY JATER ...ooiiiiiiiiieeiiiiee e e eitee e e s sttee e e e satee e e e sntnae e e s snnnneaeeennns 34
2.1.1. Primarni Rultury RePALOCY UL ..........cccveviiiiiiiiiii et 35
2.1.2. JALETNT FOZY v 35
2.1.3. JAterni BUNECHE [INIE ............ccovvvveiiiii i 35
2.1.4. KOKUITIVACE ....ecvviivee ittt ettt ettt ettt be e sbe e s nbe e sbe e s be e sreeaneas 36
2015 SfEFOUAY ... 37
B.CIL PRACE ..ot 38
4. METODICKA CAST......ooooiiieieeeeeeeeeeee et 39
4. 1. POUZITE ROZTOKY ......ooviiiiiiiieeeiititeeeaiteeeeastttee e s stteeeesassaaeesansbeseessntseeessassaeeesansseeeessnses 39
4.2. PRACE S PRIMARNIMI KULTURAMI HEPATOCYTU ......ccciviiiiiiiiiieiiieeeitieeecireesenneesireeens 41
4.2.1. 120laCe NEPALOCYLIL ... 41
L VA - o1 ] - O 41
R T B =1 0 V4 | - VTSP PRSP 41
4.2.4. MOROVISIVA REPATOCYHIL ... 42
4.2.5. Priprava redeni lysofosfatidylCholinu ..o 42
4.3. SPEKTROFOTOMETRICKE MERENI A MIKROSKOPIE ..........cccoiiviiieiiiriieeeiiirieeeeeinreeeeeennns 44
TR N 1= TSy AL I 44
4.3.2. Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivacnim médiu ................ccccoveviiiiiiiniieninnenne, 44

4.3.3. Aktivita laktatdehydrogendazy v bunécném [yzatu..............cccooovviiiiiiiiiiniiieiinnene, 45



4.3.4. Aktivita kaspdaz v kultivacnim medith..............ccccocovveiiiiiiiiiiiiiienie e 46

4.3.5. Aktivita kaspaz v Dunécném LyZatis ...............ccooueviioiiiiiiiieiis s 46

4.3.6. MIKFOSKOPIE ...ttt bbbt 46

A.3.7. SEALISTIKA .....oeeeeieeee bbb 46

5. VYSLEDKOVA CAST ....cooooniiiiiinineieineeissees st ssssssssesesesneens 47

5.1. STANOVENI VIABILITY HEPATOCYTU (TEST WST-1) .o 47
5.1.1. Aktivita bunécnych dehydrogendaz hepatocytu potkana vystavenych LPC po dobu

24 hod, rozdil absorbanci v ¢ase 60 G 0 MR .............cvvveeiiiieeiieeiiiiie e e et esereenins 47
5.1.2. Aktivita bunécnych dehydrogendz hepatocytu potkana vystavenych LPC po dobu

24 hod, rozdil absorbanci v ¢ase 120 G 0 MR, ...........cuvvveeiiieeeiieeiiiie e s reseeanns 48

5.2. AKTIVITA LAKTATDEHYDROGENAZY ........coeiiiiiiiiiiiiiiinn s 49

5.2.1. LDH leakage hepatocytii potkana exponovanych LPC po dobu 24 hod ve 12 WP.49
5.2.2. LDH leakage hepatocytii potkana exponovanych LPC po dobu 24 hod ve 24 WP.50
5.2.3. Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivacnim médiu hepatocytit potkana

exponovanych LPC po dobu 24 hod ve 12 WP...........cccccoceiiiiiiiiiiiiiie e 51
5.3, AKTIVITA KASPAZY 3...iiiiiiiiiiieitieite sttt sttt st nb et nne s 52
5.3.1. Aktivita kaspazy 3 v bunecném lyzatu hepatocytii potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 12 WP, rozdil vysledkii v ¢ase 0 @ 30 Min. ........c..cccevoueiiiiiiniiiiiieneene 52
5.3.2. Aktivita kaspazy 3 v bunécném lyzatu hepatocytii potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 24 WP, rozdil v ¢ase 0 @ 90 MiN. ............ccccovviiiiiiiiiiiiiiiieeiie e 53
5.3.3. Aktivita kaspazy 3 v kultivacnim médiu hepatocytit potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 12 WP, rozdil v ¢ase 0 @ 30 MiN. .........cooeeiiiiieiieeiiiiieieeeeeeeeeiiinis s e e sneeeannns 54
5.3.4. Aktivita kaspdzy 3 v kultivacnim médiu hepatocytit potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 24 WP, rozdil v ¢ase 0 @ 30 MiN..........cooeeiiiiieiieeiiieie e e e s neeeanans 55
5.4. MORFOLOGICKE ZMENY ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiaii ettt 56
B. DISKULZE ...ttt 58
To ZAVER ....cooooiiie ettt 63
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ocovriiiirineenneinneensensesssesssesssssneens 64
SEZNAM ZKRATEK ... 74
SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK .......ooiieteteeee e, 78

PRILOHY ..o et e e e e e e e e e e e ee et e et e et e e 80



Uvod

Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD — non-alcoholic fatty liver disease) je
nejcastéjsi pricinou chronického onemocnéni jater v zdpadnich zemich. Odhaduje se, ze asi
tietina dospé€lé populace trpi timto onemocnénim, coz predstavuje asi 1 miliardu lidi na celém
svété. Toto onemocnéni je siln€ asociovano s metabolickym syndromem, resp. s obezitou a
diabetem 2. typu. Prevalence metabolického syndromu pfitom celosvétoveé neustale nartista
v disledku nevhodného zivotniho stylu, nadmérného piijmu kalorické stravy a sedavého

zpuisobu zivota.

Hlavnim patogenetickym mechanismem NAFLD jako jaterniho projevu
metabolického syndromu je inzulinova rezistence. K patogenezi NAFLD pfispiva také
zmnozena metabolicky aktivni visceralni tukova tkan pii obezité, kterd do krevniho ob&hu

vylucuje fadu cytokinti a dalSich latek ovlivitujicich metabolismus sacharidi a lipidd.

Tato prace se v teoretické Casti zabyva problematikou nealkoholového ztukovaténi
jater s dirazem na patogenezi tohoto onemocnéni a molekularnimi mechanismy vedoucimi
K tzv. syndromu lipotoxicity. Cilem praktické ¢asti diplomové prace byla indukce lipotoxicity
V primarni kultufe hepatocytii s naslednou optimalizaci davky lysofosfatidylcholinu, ktery byl

pro tento ucel pouzit.

Prace vznikla za finan¢ni podpory grantu Progres Q40/02.



1. Teoreticka cast - Nealkoholové ztukovaténi jater

1.1. Definice

NAFLD je metabolické onemocnéni jater, které je charakterizované jaterni steat6zou,
jenz vznikla na podkladé¢ inzulinové rezistence. Je vSak dilezité vyloucit ostatni znamé pticiny
jaterni steatdzy napi. nadmérny piijem alkoholu, vliv 1ékli, virovd onemocnéni aj. (Byrne,
2015). Za NAFLD je povazovana akumulace tukt v jaternich bufikach piesahujici 5-10 %
hmotnosti jater (Ehrmann, 2010). NAFLD byva rozdéleno do dvou stupnti — prosta jaterni
steatdza a nealkoholova steatohapatitida (NASH — non-alcoholic steatohepatitis), pticemz u
fady pacient dochézi k vyvoji z jednoho stupné do druhého (obr. €. 1). Prosta jaterni steatdza,
kterou lze déale rozdélit na malokapénkovou, smiSenou a velkokapénkovou, je ve vétSing
ptipadl benigni, reverzibilni postizeni a nezpisobuje poskozeni jaterniho parenchymu. Pokud
se k prosté jaterni steatoze ptida zanétliva slozka, jedna se o NASH, kdy dochazi k posSkozeni
hepatocytdl, fibroze a zjizveni jaterni tkané. NASH muze vyustit v cirthozu jater nebo
hepatocelularni karcinom. Jaterni cirh6za souvisejici s NASH je v souc¢asné dob¢ celosvétove

v

druhou nejcastéjsi indikaci k transplantaci jater (Masuoka, 2013).

NAFLD je tzce spjato s metabolickym syndromem. Ukézalo se, Ze metabolicky
syndrom je multisystémové onemocnéni, zpuisobujici nejenom jaterni postizeni, ale ovliviiuje
¢innost i dalSich organt. Tito pacienti s jsou tak ohrozeni rozvojem kardiovaskularnich
onemocnéni nebo chronickym onemocnénim ledvin. Rovnéz muze dochéazet k ovlivnéni

regulacnich systémi organismu (Byrne, 2015).

Normal liver Simple steatosis "~ _ NASH t fibrosis Cirrhosis

A /’\Y,_,P * 1-4% per year

\Lt/b

Hepatocellular carcinoma

Obr. 1: Progrese NAFLD (Fan, 2017).
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1.2. Prevalence

K dispozici jsou rizné odhady o prevalenci u celkové populace. Odhaduje se, ze
celosvétove priblizn€ 17 - 50% dospélych osob trpi NAFLD (obr. €. 2) (Estes, 2018). Celkova
prevalence NAFLD v Severni Americe je asi 27 - 34%, u jednotlivych etnik se vSak prevalence
zaznamenana u Afroameri¢anii — 24%. RovnéZz v Evropé je vysoka prevalence NAFLD,
piiblizn¢ cCtvrtina evropské populace ma toto onemocnéni. Niz§i prevalence je hlaSena

z asijskych zemi, kde se jedna asi 0 20%.

U morbidn¢ obéznich osob se NAFLD vyskytuje asi — v 75% az 92% piipadt, u osob
s diabetem 2. typu je prevalence piiblizné 70%. Okolo 20% piipadd NAFLD déle progreduje
do NASH (Fazel, 2016).

Males Females
60% 60%
50% 50%
40% 40%
20% 20%
10% 10%
% —mmMm—————————————T—T—T—T— (0%
ORI PEIPIRIEIIOORY MIXIIOIRNRIOLENL F g
REPPEILPRPELLERLS S EPE SIS ECESESERL S

Obr. 2: Prevalence NAFLD podle vekoveé skupiny a pohlavi (Estes, 2018).

NAFLD tzce souvisi s obezitou a diabetem 2. typu, ptfi¢emz vyskyt obezity i diabetu
se celosvétoveé neustale zvySuje, z tohoto divodu lze ocekavat také rostouci trend vyskytu
NAFLD. V roce 2015 bylo v USA odhadnuto 83,1 miliont ptipadt NAFLD v celkovém poctu
obyvatel, s prevalenci 30% u lidi nad 15 let a 25,8% u vSech vékovych kategorii. Odhaduje se,
ze se do roku 2030 zvysi pocet osob s NAFLD v USA 0 21% na pocet 100,9 milionu ptipadi.
Primérny vék populace byl vroce 2015 odhadovan na 50 let, zatimco v roce 2030 se
pravdépodobné zvysi na 55 let. Lze piedpokladat, Ze se mnozstvi ptipadi NAFLD
klasifikovaného jako NASH zvysi do roku 2030 na 27%, coz je odrazem jak progrese

onemocnéni, tak starnuti populace (Estes, 2018).
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1.3. Patogeneze

1.3.1. Metabolicky syndrom

NAFLD se tradicné povazuje za jaterni projev metabolického syndromu, a to kvili
uzkému propojeni mezi NAFLD a riznymi slozkami metabolického syndromu
(Wainwright, 2016). Dle soucasné definice hovofime o metabolickém syndromu, pokud jsou u

pacienta prokézany alesponi 3 z nasledujicich 5 kritérii:

obvod pasu u zen > 88 cm, u muza > 102 cm

e HDL-cholesterol < 1,25 mmol/l u zen, u muzu < 1,0 mmol/l
e triacylglyceroly > 1,7 mmol/I

e glykémie > 6,0 mmol/l

e krevni tlak > 130/85 mm Hg (Svacina, 2011).

Piedpoklada se, Ze prvotni pfi¢inou rozvoje metabolického syndromu je inulinova
rezistence, prokazan byl vSak i vyznamny vliv obezity. Lidé s metabolickym syndromem maji
velmi &asto BMI > 30 kg/m?, ovSem vice rizikovi byvaji lidé s obezitou v horni poloviné téla
(tzv. typ jablko) nez lidé s obezitou v dolni ¢asti téla (typ hruska). Tuk v horni poloving téla Ize
rozdé@lit na tuk podkozni a tuk visceralni, ktery je metabolicky aktivnéjsi (Grundy, 2016).
Kromé rizika rozvoje NAFLD hrozi osobam s metabolickym syndromem dalsi zdravotni
komplikace. Maji snizenou fibrinolytickou aktivitu, jsou ohroZeny prozanétlivymi,
proaterogennimi a prokoagula¢nimi stavy, dochdzi ke zvySovani prozéanétlivych markerti a
markert systémového zanétu. S rostoucim poctem slozek metabolického syndromu také
narusta riziko rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni a na zaklad€ inzulinové rezistence taktéz

pravdépodobnost vzniku diabetu 2. typu (Guo, 2014).

Existuje mnozstvi Givah o €asovém vztahu NAFLD a metabolického syndromu bez
jasného vysledku, co bylo diive. Nedavna studie, zabyvajici se kauzalitou mezi NAFLD a
metabolickym syndromem u ¢inské populace zjistila, ze metabolicky syndrom ma vétsi vliv na
incidenci NAFLD, pokud jde o pfi¢innou souvislost, nezli naopak, coz podporuje tvrzeni, ze

NAFLD je jaterni komponentou metabolického syndromu (Zhang, 2015).

NAFLD se vSak mize objevit i u jedincd, jejichz BMI je v norm¢, nicméné dv¢ tretiny
lidi s obezitou a diabetem 2. typu vykazuji jaterni steatdézu. Jedna ze studii, kterd se vénovala
diagnostice NAFLD pomoci ultrasonografie potvrdila jaterni steatozu u 50% pacientd
s dyslipidémii. NAFLD byva také spojovano s hypertenzi, kdy studie zabyvajici se touto

problematikou prokazaly, Ze rovnéz asi 50% 0sob s esencialni hypertenzi trpi NAFLD (Lopez-
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Suarez, 2011). Je dulezité poukazat na to, ze se pacientim s NAFLD, u kterych se zaroven
vyskytuje nékolik parametri metabolického syndromu najednou, mnohondsobné zvySuje

pravdépodobnost progrese k NASH a jaterni cirh6ze (Wainwright, 2016).

1.3.2. Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence je stav, kdy dochézi k nedostatecné odpovédi na fyziologickou
hladinu inzulinu v cilovych tkanich. Jedna se pravdépodobné o prvotni patogeneticky jev
metabolického syndromu a ostatnich komplikaci s nim spojenych. Inzulinova rezistence nejvice
ovliviiuje kosterni svaly, jatra a tukovou tkan, ovSem ve vysledku plsobi na vSechny bunky

organismu (Liu, 2010).

Pficin rozvoje inzulinové rezistence je nékolik. Mohou byt rozdéleny na vrozené a
ziskané. U vrozenych pfi¢in se miize jednat o stavy, kdy je abnormalni samotnd molekula
inzulinu, ptipadné se v téle tvoii autoprotilatky namifené proti molekule inzulinu. Maze také
dochazet k porucham inzulinového receptoru nebo k defektim v transdukci signalu po
navazani inzulinu na svlj receptor. Ziskanou pfi¢inou inzulinové rezistence je predevSim

nevhodny Zivotni styl vedouci k obezité (Perusicova, 2012).

Nekteré studie predpokladaji, ze akumulace tuku v jatrech je dusledek, nikoliv pficina,
periferni inzulinové rezistence pfi obezite. V kosternim svalu dochazi k nedokonalému vstupu
glukézy do bunék, zatimco v tukové tkani inzulinova rezistence naruSuje anti-lipolyticky
ucinek inzulinu, ¢imz se zvySuje uvoliiovani volnych mastnych kyselin do krevniho ob¢hu.
Vys§i plazmatické koncentrace glukoézy a volnych mastnych kyselin dale podporuji
vychytavani a syntézu triacylglyceroli (TAG) v jatrech (Liu, 2010). Poté dochazi
k mitochondrialnimu pfetizeni, jelikozZ mnozstvi produkti B-oxidace nekoreluje s naslednym
Krebsovym cyklem, a proto se v mitochondriich zaénou hromadit produkty nedokonalého
odbouravani mastnych kyselin — acylkarnitin a volné kyslikové radikaly. Akumulace

triacylglyceroli v jatrech vede ke steatdze jater (Szedroedi, 2014).

Pti studiich vztahu mezi inzulinovou rezistenci a NAFLD byla navrzena tzv. hypotéza
dvou zésahtll. Prvnim zésahem je zvySena akumulace TAG v dasledku inzulinové rezistence a
zvyseného dodavani volnych mastnych kyselin do jater. Druhym zasahem je vyvolany oxida¢ni
stres v jatrech, coz zpusobuje zvySenou peroxidaci lipidi vedouci k poskozeni hepatocytil,

zanétu a fibroze a dalsim komplikacim (Tilg, 2010).
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1.3.3. Inzulinova rezistence a tukova tkan
Tukova tkan v lidském organismu neslouzi pouze jako zasobarna energie nebo
mechanickd ochrana wvnitinich orgdnl, vyznamné jsou rovnéz jeji endokrinni funkce

(Hainer, 2011).

Inzulinova signalizace je v tukové tkani pravdépodobné porusena tim, ze dochazi
k inaktivaci proteinkinazy B. Tim, Ze neni hormon-senzitivni lipaza inzulinem inhibovéana,
dochazi lipolytickou aktivitou tohoto enzymu ke zvySenému uvoliovani volnych mastnych
kyselin z adipocytd do krevniho ob&éhu. Rozviji se hyperlipidémie a tuk se ektopicky uklada do
cévnich stén, jater a do dalSich tkani. Akumulace tuku aktivuje zanétlivou reakci, kterd dale

podporuje rozvoj inzulinové rezistence (obr. ¢. 3) (Guo, 2014).

Adipocyty jsou schopny produkovat fadu peptidovych hormont, které jsou znamy
jako adipokiny. Ptes adipokiny se tukova tkdn podili na regulaci metabolismu sacharidl a
lipidi. Molekuly tvofené v tukové tkani puasobi jak dalkové (endokrinné€), tak lokalné,
parakninng a autokrinné na jednotlivé slozky tukové tkané. Tato opatieni pfispivaji k regulaci
velikosti perifernich tukovych tkani nebo a k distribuci lipida v organismu (Paniagua, 2016).
Inzulinovou rezistenci je schopna vyvolat cela fada adipokini. Mohou inhibovat piisobeni
inzulinu v inzulin-senzitivnich tkanich tim, ze aktivuji stresové kinazy, které brani fosforylaci
substratl inzulinového receptoru. Patii mezi n€ napf. proteinkinaza C (PKC), serin/threoninova
kinaza (S6K), c-Jun N-terminalni kinaza (JNKI1) nebo inhibitor kappa-B kinazy (IKKp).
V souvislosti s regulaci metabolickych déju jsou nejpodrobnéji zkoumany leptin, adiponektin,
TNF-a a IL-6 (Glass, 2012).

Leptin je hormon, ktery je produkovéan adipocyty, jehoz kladina pfimo koreluje
S hodnotou BMI a mnozstvim tukovych zasob v téle, slouzi tedy jako periferni signal
informujici hypothalamus o stavu tuku v téle. Exprese a uvolfiovani leptinu je fizeno nékolika
hormony a faktory, zda se, Ze je stimulovan inzulinem, glukokortikoidy, TNF-a a estrogeny
naopak inhibi¢né plsobi androgeny, B3-adrenergni aktivita, riistovy faktor, volné mastné
kyseliny a agonista PPAR-y. Leptinovy signal stimuluje B-oxidaci a mize snizit nadmérné
mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin. Pro energeticky metabolismus je uc¢inek leptinu
nezbytny a souvisi Sochranou nékterych tkani pfed tzv. syndromem lipotoxicity

(Paniagua, 2016).

Hladina adiponektinu v krvi negativné koreluje s BMI, u obéznich jedinct je nizsi

koncentrace, zatimco u Stihlych jedincti je koncentrace adiponektinu vyssi. Adiponektin je
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produkovan vyhradné adipocyty. Svym pisobenim aktivuje lipoproteinovou lipazu, zvySuje
sekreci inzulinu z granuli B-bunék pankreatu, ale také stimuluje expresi genu pro inzulin.

niz$i hladin€ u obéznich osob, se tak snadnéji rozviji inzulinova rezistence (Fasshauer, 2015).

TNF-a je povazovan za adipokin, ktery se podili na procesu lokalniho a systémového
zanétu a na proliferaci a diferenciaci bunék. Indukuje vznik inzulinové rezistence za
pfedpokladu, Ze inhibuje inzulinovou signalizaci plsobenim na substraty inzulinového
receptoru. Rovnéz aktivuje syntézu ceramidd de novo. Ceramidy jsou spolecné

s diacylglyceroly (DAG) hlavnimi lipotoxicky ptsobicimi latkami (Asrih, 2013).

Ptiblizné tfetina celkové koncentrace IL-6 Vv lidském téle je produkovana v tukové
tkani, avSak exprese a uvoliiovani IL-6 je dvakrat az tiikrat vyssi ve visceralni tukové tkani.
Bylo zjisténo, ze cirkulujici hladiny IL-6 jsou piimo spojeny s obezitou a inzulinovou

rezistenci. IL-6 inhibuje aktivitu lipoproteinové lipazy a diferenciaci lidskych preadipocytl ve

zralé adipocyty.

Obr. 3: Zdroje a mechanismus akumulace tuku v jdtrech (Liu, 2010).

1.3.4. Inzulinova rezistence a jatra

Jak jiz bylo feceno, inzulinova rezistence a NAFLD jsou davany do souvislosti pomoci
tzv. hypotézy dvou zasaht, kdy prvni zasah — akumulace TAG v jatrech, pfip. jaterni steatoza,
zvySuje nachylnost jater k poSkozeni zprostfedkovaném druhym zasahem, coz je plisobeni
zénétlivych cytokinti/adipokind, mitochondrialni dysfunkce a oxidacéni stres, ¢imz se podporuje
vyvoj NASH a fibrozy (obr. ¢. 4). Je prokazano, Ze obezita bez soucasnych znamek

systémového zanétu nema za nasledek periferni inzulinovou rezistenci stejné jako takto
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vyvolana steatdza nepovede k NASH. Béhem studie, kterd provadéla pokus s mySmi, jenz byly
krmeny velmi tu¢nou potravou, dochazelo krozvoji obezity se soufasnym zanétem,
inzulinovou rezistenci a mirnym diabetem 2. typu. Pfi pouziti chimérickych mysi, kterym
chybély bunky imunitniho systému, vSak k rozvoji zdnétu nedoSlo. Tyto mySi vykazovaly
obezitu s nepiitomnosti inzulinové rezistence, komeé toho jejich jatra byla bez znamek zanétu.

Kli¢ovou molekulou se jevi TNF-0, nadmérné exprimovan v tukové tkani pii obezité (Liu,

2010).

Vyznamny se zda byt rovnéz hepatokin fetuin B. Ukazalo se, ze koncentrace fetuinu B
je u obéznich hlodavct zvySena. Nadmérny piisun energie u experimentalnich mysi vede ke
steatdze jater, kterd méni profil sekrece proteinl z hepatocytl, pfi¢emz sekrece fetuinu B se
zvySuje. V této studii byly dale zkoumany uc¢inky fetuinu B in vivo, kdy bylo pozorovano, ze
intraperitonealn¢ aplikovana injekce fetuinu B u mysi vyznamné narusila glukézovou toleranci

(Meex, 2015).
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Obr. ¢. 4: Interakce mezi jaterni steatozou a metabolickym syndromem (Wainwright, 2016).
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1.3.5. Mechanismus rozvoje NAFLD vlivem inzulinové rezistence

Inzulinova rezistence nepochybné pfispiva k progresivnimu poskozeni jater.
Vyznamnou ulohu hraje inhibitor aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1). PAI-1 patii mezi
inhibitory serinovych proteaz a plisobi jako klicovy mediator fibrinolytického systému. Pokud
je ve tkani ptitomna fibroza ve vys$im stupni, koncentrace PAI-1 je zvySena, coz vede k inhibici
proteolytickych aktivit tkané, snizené mife degradace kolagenu a ke zvySeni tkanové
fibrogeneze. Zvysené hladiny PAI-1 jsou nalézany u pacientii se znaky metabolického
syndromu. Prokazalo se, ze v lidské bunécné linii hepatocytii TNF-a indukuje expresi PAI-1,

¢imz se zvySuje stupen jaterni fibrozy (Ghosh, 2012).

Také adipokiny, produkované bunkami bilé tukové tkdné, hraji vyznamnou roli
V rozvoji jaterni fibrézy a zanétu. Tyto zanétlivé medidtory mohou stimulovat diferenciaci
Itovych bunék v jatrech do bun¢k podobnym myofibroblastim ve fibrogennim prostredi.
Predpoklada se, Ze nejvyznamné;jsi roli v patogenezi NASH a asociované fibrézy maji TNF-a
a IL-6 (Civiera, 2010). Dalsi studie provadg&jici jaterni biopsie u pacientti s morbidni obezitou
a vys$$im stupném inzulinové rezistence, prokazala, ze tito pacienti maji vyssi apoptotickou
aktivitu u hepatocytl, Coz muze byt zprostiedkovano pravé prozanétlivymi cytokiny. Tato
studie poskytuje ditkazy o souvislosti mezi inzulinovou rezistenci a NAFLD zprostiedkované

endokrinng aktivni tukovou tkani (Wainwright, 2016).

1.3.6. Jiné pri¢iny rozvoje NAFLD

Navzdory obousmérnym pfi¢innym souvislostem mezi NAFLD a metabolickym
syndromem existuji ur€ité situace, kdy tomu tak neni. Jedna ze studii pracovala s mySmi, které
nadmérné exprimovaly gen pro diacylglycerolacyltransferasu 2 (DGAT?2), enzym, ktery piisobi
jako katalyzator kone¢ného cyklu biosyntézy jaternich triacylglyceroli. U téchto mysi bylo
zjisténo, ze vykazuji znacnou jaterni steatozu bez jakychkoliv abnormalit v plazmatickych
hladinach glukézy a inzulinu. Autofi studie dale zkoumali variabilitu genu DGAT?2, aby se
zjistilo, zda tento vztah lze nalézt také u lidi a prokazalo se, Ze existuji 2 jednobodové

vvvvv

inzulinové rezistence.

Velky z4jem také vzbuzuje gen PNPLA3, ktery koduje protein s ndzvem adiponutrin.
Ptesny vyznam tohoto proteinu neni doposud znam, vi se vSak, Ze se jednd o membranovée
asociovany protein, exprimovany v jaternich a tukovych tkdnich, ktery ma lipogenni a

lipolytické ucinky. Existuji také dlkazy o tom, Ze se tento protein nachazi v lipidovych
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kapénkach a Ze mize hrat roli pii hydrolyze triacylglycerolti (obr. €. 5). ZvySena exprese
PNPLAZ3 je pfi postprandialn¢ vyssi hladin¢ inzulinu, naopak snizena exprese tohoto genu je
pii hladovéni (Romeo, 2010). Zjistilo se, ze 1148M, alela genu PNPLA3, je silné spojena
S jaterni steatozou, piicemz homozygotni 1148M jedinci vykazovali az dvojnasobné vyssi
mnozstvi jaternich lipidi. Polymorfismy v 1148M zpisobuji sniZzenou aktivitu TAG hydrolazy,
¢imz se naruSuje hydrolyza TAG a tim i sekrece lipoproteinii o velmi nizké hustoté (VLDL)

z jater (Anstee, 2015).

Vyznamny se v této souvislosti zda byt také gen TM6SF2. Tento gen je vyrazné
exprimovan v jatrech a ve stfevé a predpoklada se, ze koéduje stejnojmenny membranovy
protein, ktery se podili na intestinalni absorpci, ovlivituje regulaci metabolismu jaterniho tuku
a sekreci lipoproteinti bohatych na TAG. Protein, kddovan TM6SF2 genem, je rovnéZ piitomen
Vv tukovych kapénkach (obr. €. 5). Mutovany TM6SF2 obsahuje alelu E167K, cetnost této alely
je vevropské populaci asi 7,2% (Sookoian, 2015). Dale se studoval vliv TM6SF2 na
lipoproteinovy metabolismus. Za pouziti konfokalni mikroskopie se sledoval TM6SF2 protein,
znaceny zelenym fluorescenénim proteinem (GFP), lokalizovany v endoplasmatickém retikulu
a Golgiho aparatu ve dvou lidskych bunéénych liniich hepatomu. Zjistilo se, ze klesajici
mnozstvi TM6SF2 snizuje sekreci lipoproteini bohatych na TAG a apoprotein Apo-B. To vedlo
ke zvySeni akumulace TAG v bunkach, coZz se na bunécné Urovni projevilo jako zvySené
mnozstvi a velikost tukovych kapének. Naopak nadmérna exprese TM6SF2 zpisobila, Ze

tukovych kapének bylo méné a mély mensi primérnou velikost (Anstee, 2015).

Dal$i moznosti rozvoje jaterni steatozy je familiarni hypobetalipoproteinémie (FHBL).
Pacienti s FHBL maji velmi nizkou nebo dokonce nulovou hladinu Apo-B. Tim se narusuje
export VLDL z jater a nasledné¢ dochazi k akumulaci TAG v jatrech. Rovnéz deficience
adipozni triacylglycerol-lipazy (ATGL) zptisobuje akumulaci lipida v jatrech. ATGL zahajuje
hydrolyzu uloZeného lipidu selektivné St€penim TAG postupné na DAG a MAG. V neposledni
fad¢ se mliZe jaterni steatdza rozvijet, pokud je naruSena vlastni B-oxidace mastnych kyselin.
K tomu mtize dochazet pii mnoha vrozenych poruchach -oxidace, jako je deficience acyl-CoA
dehydrogenazy nebo nedostatek karnitin-palmitoyltransferazy II. VIiv maji také poruchy
receptoru PPARo, ktery stimuluje expresi mnoha gent, které jsou zapojeny do [(-oxidace

mastnych kyselin (Wainwright, 2016).
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Obr. ¢. 5: Interakce mutaci PNPLA3 a TM6SF2 a metabolismus lipidit v jaterni tukové kapénce.
HSL — hormon-senzitivni lipaza, DGAT — diglyceridacyltransferaza (Wainwright, 2016).

1.3.7. Syndrom lipotoxicity
Hepatocelularni poSkozeni zpiisobené expozici hepatocytl vysoké koncentraci lipid
se oznacuje jako lipotoxicita. Jednd se o metabolickou poruchu, kterd mize byt vyvolana

rezistenci na inzulin ve tkanich (Mota, 2016).

Cinnost tukové tkané je nezbytna pro optimélni mobilizaci a skladovani lipidii.
Klicovy je PPAR-y — nuklearni receptor, nachazejici se v tukové tkani, ktery je potfebny pro
kontrolu lipolyzy. Soubézné s expanzi tukli v adipocytech se zvySuje sekrece leptinu a
predpoklada se, Ze tento mechanismus zabranuje lipotoxicité tim, Ze minimalizuje ektopickou
akumulaci lipidli mimo adipocyty, protoze leptinem indukovana B-oxidace zvySuje transkripci
PPAR-a. Timto piebyte¢né volné mastné kyseliny zvysi aktivaci PPAR-a, coZ je transkripéni
faktor lipolytickych enzymi jako je karnitinpalmitoyltransferaza a acyl-CoA-oxidaza.
Chronické zvySovani B-oxidace vSak zpusobuje oxidacni stres. Zjistilo se ovSem, Ze pacienti
S inzulinovou rezistenci maji nizs§i hladinu leptinu, navic u nékolika pacientl byl prokdzana

také rezistence na leptin. Jak jiz bylo feceno, adiponektin se jevi jako vyznamné inzulin-
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senzitizujici adipokin, jehoZ vlivem se u¢innéji uvoliuji volné mastné kyseliny z tukové tkané
a také zlepSuje miru reesterifikace volnych mastnych kyselin béhem postprandidlniho stavu. Pfi
naruseni téchto mechanismii dochazi k akumulaci mastnych kyselin a jejich metaboliti ve
tkanich. Kromeé jater také ve svalech, v pankreatu, v srdci, v ledvinach aj. a zvySuji tak mortalitu

bunék, které nejsou uzptsobeny na tuto akumulaci lipid (Buzzetti, 2016).

1.3.8. Lipotoxicky pisobici lipidy

Mezi lipidy, zprostfedkovavajici jaterni lipotoxicitu, patii volné mastné kyseliny
(FFA), triacylglyceroly (TAG), lysofosfatidylcholin (LPC), ceramidy, volny cholesterol (FC) a
zluéové kyseliny (BA) (Mota, 2016).

Volné mastné kyseliny a triacylglyceroly

Nejbézné&jsi nasycenou mastnou kyselinou, ktera je pfijimana potravou, je kyselina
palmitova (PA). Muze byt rovnéz produkovana syntézou lipidi de novo pii nadmérnému piijmu
sacharidi. Z nenasycenych mastnych kyselin je potravou bézné pfijimana kyselina olejova

(OA).

Pokud jsou hepatocyty vystavené vysokym hladinam cirkulujicich FFA, zvysi jejich
vychytavani, aby se snizila plazmaticka koncentrace FFA. FFA v jatrech se lipolyticky uvolnily
z TAG v tukové tkani nebo pochazeji z lipogeneze de novo. Piedpoklada se, Ze hepaticka
absorpce FFA vyuziva tetramerni komplex membranového proteinu, ktery obsahuje protein
vazajici se na mastnou kyselinu z plazmy (FABP), caveolin-1, translokazu mastnych kyselin
(FAT/CD36) a na vapniku nezavislou membranovou fosfolipazu A2 (iPLA2p). V jatrech u
jedinct s inzulinovou rezistenci, steatozou a NASH je CD36 nadmérné exprimovan diky
PPARy. Hepatocyty vystavené PA a OA vykazuji zvySenou expresi FAT/CD36 a transportniho
proteinu mastnych kyselin (FATP), coz vede k akumulaci FFAs a nasledné diacylglycerolu
(DAG) nebo ceramidi (Chabowski, 2013).

Studie prokazaly, Ze akumulace TAG V jatrech je zplisobena predevSim zvySenym
dodavanim FFA z tukové tkané a zvySenou syntézou lipidi de novo v jatrech (Mota, 2016).
Rovnéz nadmérny piijem sacharidl vede ke steatoze jater. Pfijimani potravy bohaté na fruktozu
zpusobuje zménu V lipidovém profilu, kdy se zvySuji hladiny TAG, VLDL a lipoproteinti
s nizkou hustotou (LDL) (Cambri, 2015). Pfi vystaveni bunécnych linii hepatocytti pisobeni
OA a PA se dale prokazalo, Ze zatimco OA generuje hepatocytarni steatézu, PA je zodpovédna
za vyS$$i miru apoptozy. PA aktivovala PPARa a doslo k poSkozeni inzulinové signalizace,

apoptozu vyvolala prosttednictvim JNK-dependentni mitochondridlni dysfunkce a aktivaci
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kaspaz. I kdyz OA zptsobila zvySenou tvorbu TAG, prokazalo se, Ze TAG zplsobuji obranny
systém proti proapoptotickym ucinkim velkého mnozstvi FFA v buiikach (Ricchi, 2009). Tento
ucinek byl potvrzen inhibici diacylglycerolacyltransferazy 2 (DAGT2). DAGT?2 je katalyzator
syntézy TAG v hepatocytech, jehoz inhibice vedla K prozanétlivym stavam, zvySené

lipoperoxidaci a oxida¢nimu stresu (Mota, 2016).
Lysofosfatidylcholin

LPC patii do tfidy lipidd vznikajicich po castecné hydrolyze fosfatidylcholinu
prostiednictvim fosfolipazy A2 (PLA2). LPC se ve velkém mnoZzstvi nachazi v oxidovanych
LDL lipoproteinech. Stimuluje adhezi a aktivaci leukocyti, iniciuje chemotaxi makrofagu.
Uvoliuje se sekundarné po aktivaci PLA2 nezavisle na vapniku vlivem kaspézy 3, kdyz buiiky
prochazeji apoptéozou. U pacienti s NASH je zvySena plazmaticka hladina LPC, ale také
expozice hepatocytii PA vede ke zvySeni intracelularni koncentrace LPC. Lipotoxicita
indukovana LPC vznika tim, Ze dochézi ke stresu endoplasmatického retikula, aktivaci c-Jun
N-terminalni kinazy (JNK), dale kinazy 3 glykogensyntazy (GSK3) a transkrip¢niho faktoru
CCAAT/enhancer vazajiciho homologniho proteinu (CHOP). Toto vSe vede k aktivaci
apoptotickych proteinti napt. p53 upregulovaného modulatoru apoptdézy (PUMA). Lipotoxické
mechanismy, které vznikly vlivem LPC jsou do zna¢né miry totozné s PA-indukovanou
lipotoxicitou, coZ naznauje, Ze by FFA mohly cytotoxicky ptlisobit tim, Ze generuji LPC

(Kakisaka, 2012).
Ceramidy

Ceramidy a jejich derivaty sfingolipidy jsou komponenty bunééné membrany.
Ceramidy mohou byt tvofeny hydrolyzou sfingomyelinu bunééné membrany pusobenim
neutralni sfingomyelindzy (N-SMaza). N-SMdza je aktivovana prozanétlivymi cytokiny, jako
je IL-6 u pacientd s NASH. Dale mohou byt ceramidy produkovany de novo vlivem oxida¢niho
stresu z palmitoyl-CoA a serinu, a to pusobenim serinpalmitoyl-CoA transferazy (SPT).
V jatrech ceramidy interaguji s drdhou TNF-a a podporuji dalsi uvoliiovani reaktivnich forem

kysliku (ROS) z mitochondrii, coz vede k apoptdze a zhorseni jaterniho zanétu (Mota, 2016).
Volny cholesterol a Zlucové kyseliny

U pacienti s NAFLD se v jatrech akumuluje cholesterol vlivem zvySené syntézy a
zvysené deesterifikace cholesterolu. Velké mnozstvi intracelularniho FC v jatrech stimuluje

Kupfferovy a Itovy buriky k rozvoji zanétu a fibrozy. Dale také zpusobuje mitochondrialni
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dysfunkci s naslednou zvysenou produkci ROS a aktivaci proteini apoptoézy. NaruSena
cholesterolova homeostaza v jatrech piispiva kjeho akumulaci v jaternich buinkach a
organelach. Klicovym enzymem syntézy cholesterolu je hydroxymethylglutaryl-CoA
(HMGCoA), jehoz hlavnim regula¢nim enzymem je sterolovy vazebny protein pro regulacni
elementy (SREBP). U pacientli s NASH je zvySena hladina SREBP, coz koreluje se zvySenou
hladinou FC a mitochondridlniho transportéru cholesterolu, kterym je steroidni akutni regulac¢ni
protein (StAR) (Mota, 2016). Velké mnozstvi FC ma za nasledek akumulaci toxickych
oxysteroli Vv jatrech, které pfispivaji k mitochondridlni  dysfunkci. Akumulace
mitochondrialnich FC vede k apoptoze, stejn¢ jako kone¢né produkty degradace cholesterolu —

BA (Bellanti, 2014).
1.3.9. Molekularni mechanismy lipotoxicity

Hlavnim rysem NASH je nedostatecné odbouravani FFA v hepatocytech vedouci
K lipoapoptoze. Apoptdéza muze byt u hepatocytti indukovana intracelularnimi mechanismy
jako je oxidacni stres nebo dysfunkce organel, ale také prostfednictvim extraceluldrnich
mechanismut, pomoci tzv. smrtelnych ligandd, které se navazi na svij piislusny receptor a

aktivuji apoptozu (obr. ¢. 6) (Mota, 2016).
Stres endoplasmatického retikula

Stres endoplasmatického retikula je charakteristicky pro progresi jaterni steatézy do
NASH. Reakce na stres endoplasmatického retikula je zpocatku zprostiedkovana kombinaci
nékolika signalnich drah, které se nazyvaji UPR (z angl. unfolded protein response).
Prodlouzena aktivace UPR aktivuje apoptotické drahy, zptisobujici bunécnou smrt. Stresové
stavy mize vyvolat napf. zvySené mnozstvi FC v lumen endoplasmatického retikula (Volmer,
2013). Vyznamnou roli v takto vyvolané apoptdze jaternich bunék ma transkripéni faktor
CHOP. U kultur hepatocyti, které byly vystaveny vlivu PA, dochazelo k aktivaci PUMA
pomoci JNK a CHOP. PUMA nasledn¢ aktivuje protein Bax, jenz vyvola mitochondrialni

dysfunkci, aktivaci kaspaz a smrt bunék (Cazanave, 2010).
c-Jun N-terminalni kinazy

Drahy JNK mohou byt stimulovany oxida¢nim stresem a stresem endoplasmatického
retikula a fadi se ke klicovym mediatorim hepatotoxicity vyvolané inzulinovou rezistenci a
FFA. Apoptéza hepatocytl indukovana nasycenymi FFA se rozviji prostfednictvim

mechanismu zavislého na JNK, zahrnujiciho aktivaci proteinli BIM a Bax a nasledné uvolnéni
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kaspaz (Cazanave, 2009). V hepatocytech jsou obsazeny dvé isoformy JNK, JINK1 a JNK2.
JNKI1 hraje dilezitou roli v indukci apoptozy tim, ze reguluje expresi pro-apoptotického
proteinu Bcl-2 (protein B-buné¢ného lymfomu 2), dale také muze fosforylovat c-Jun, ktery je
integrovan do proapoptotického AP-1 komplexu (aktivatorovy protein 1). Nakonec bylo také
prokazano, ze nasycené FFA prostiednictvim JNKI1 stimuluji PUMA a u bun¢k se rozviji
apoptoza (Cazanave, 2010). Uginek JNK2 je odlisny. Prokézalo se, Ze inhibice JINK2 vyrazné
prispiva k jaternimu poskozeni a rozvoji apoptodzy, jelikoz isoforma JNK2 je schopna regulovat

protein BIM (Singh, 2009).
Bcl-2 proteiny

Proteiny patfici do Bcl-2 rodiny jsou schopny regulovat permeabilitu mitochondrialni
membrany, coz je dilezity krok v pribéhu apoptdzy. Tyto proteiny obecné zvysuji propustnost
zevni mitochondrialni membrany, coz vede k uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie, ktery je
signalem pro dalsi kroky apoptozy (Hikita, 2011). Bcl-2 proteiny obsahuji ve své molekule
podobné domény (oznacované BH1 az BH4) a podle toho se rozdéluji do skupin. K témto
proteinlim patii jiz zminény protein Bax, BIM a PUMA, u kterych dochazi pfi lipotoxickém
pusobeni vybranych latek k aktivaci (Szegezdi, 2009). Naproti tomu do skupiny Bcl-2 proteint
patii i anti-apoptotické proteiny, napft. protein Bcl-XL a Mcl-1, které jsou pii FFA-indukované
liptoxicité sniZzeny. Poté, co se aktivuje protein Bax, permeabilizujici mitochondrialni
membranu, se aktivuji proteiny, které se podileji na vlastni fazi apoptozy, jako jsou kaspazy 3,

6 a 7, a zpusobuji fragmentaci DNA a bunéénou smrt (Eguchi, 2014).
Oxidacni stres

Vlivem inzulinové rezistence a jaterni steatdzy se vyrazné zvySuje B-oxidace mastnych
kyselin v mitochondriich a naslednym pfetizenim Krebsova cyklu vznika oxidacni stres.
Pacienti s NASH vykazuji vedle mitochondrialni dysfunkce rovnéz strukturalni defekty
mitochondrii (Mota, 2016).

Ukézalo se, ze mitochondrie u pacienti s NASH maji vy$si hmotnost a niz$i miru
respirace. Ve studii, kde byly hepatocyty vystaveny pasobeni OA dochazelo
k mitochondrialnimu otoku a ke sniZeni koncentrace mitochondrialniho vapniku, coz vede ke
tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), zménam v bunééném cyklu a sniZeni zivotaschopnosti
bunék (Koliaki, 2015). Jako jeden z prvnich senzorl lipotoxického plsobeni muze slouzit
aniontovy kanal zavisly na napéti (VDAC), ktery je umistén na vnéj$i membrané mitochondrii.

Pti expozici akumulovanych lipidi se VDAC mén¢ fosforyluje, coz umozituje velky ptiliv vody
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a vapniku do mitochondrii (Martel, 2013). Takto vznikly edém vede k uvolnéni cytochromu ¢
a rozvoji apoptozy. Navic volny cholesterol se pti NASH akumuluje v plasmatické membrané
hepatocytli a v membranach mitochondrii a endoplasmatického retikula. V mitochondriich to
vede k otevieni transition pore, vzniku oxida¢niho stresu a apoptdézy mechanismem zavislym

na JNK1 (Win, 2015).

Hlavnim markerem mitochondridlni dysfunkce je vSak produkce ROS béhem
oxidac¢niho stresu. Na poSkozeni hepatocytti a progresi NAFLD do NASH se vyznamné podili
cytochrom P450 2E1 (CYP2E1). Podporuje oxidaéni stres, zanét, modifikaci proteini a
inzulinovou rezistenci. Velké mnozstvi CYP2E1 se nachazi v mitochondriich, kde se podili na
hydrolyze rGznych nizkomolekuldrnich latek, napf. ethanolu, za vzniku toxického
superoxidového aniontu jako vedlejSiho produktu, ktery naruSuje mitochondridlni respiracni
fetézec a ovliviiyje dalsi mitochondrialni funkce (Abdelmegeed, 2012). Pokud mitochondrialni
nebo peroxisomalni funkce nezvlada zvySeny pfisun lipidd, zhorsi se lipidova homeostaza
tvorbou toxickych lipidovych metaboliti a nadprodukei ROS. VSechny tyto molekuly aktivuji
zangtlivé drdhy a zhorSuji mitochondridlni poSkozeni. Dale ROS mizou spolecné
s oxidovanymi LDL lipoproteiny aktivovat Kupfferovy a Itovy bunky a tim dale podporovat
vznik zanétu a fibrozy v jatrech (Buzzetti, 2016).

Zaneétlivy stay

Zvysené hladiny FFA s néslednou lipotoxicitou, inzulinova rezistence a dysfunkce
periferni tukové tkané aktivuji a udrzuji produkci prozanétlivych cytokint, a to jak lokalné
Vv jatrech, tak systémoveé. Dvéma hlavnimi zanétlivymi drahami pfi NAFLD je JNK-AP-1 a
skupina transkripcnich faktort NF-kB (nuklearni faktor kappa B). Trvala aktivace téchto drah
byla prokézéana u zvitecich modelt NAFLD i u pacientii s NASH. Perzistentni aktivace NF-xB

v hepatocytech vede k chronickému zanétlivému stavu a rezistenci na inzulin (Cai, 2005).

Studie na zvifecich modelech podporuji klicovou ulohu vlivu cytokinii na jatra
Vv pritbéhu progrese od jaterni steatozy k NASH. Tyto studie demonstruji, Ze jaterni expozice
zvySenym hladindm prozéanétlivych cytokini vede k histologickym zméndm typickym pro
NASH, jako je nekréza a apoptoza hepatocytli, chemotaxe neutrofill, aktivace Itovych bun¢k
a vznik Malloryho télisek. Zanét a aktivace NF-kB mohou navic podporovat karcinogenezi, a

proto chronicky zanétlivy stav mize hrat roli v rozvoji HCC (Buzzetti, 2016).
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Obr. ¢. 6: Molekuldarni mechanismy lipotoxicity v hepatocytu

FFA — volné mastné kyseliny;, sFFA — nadbytek nasycenych FFA; ER — endoplasmatické retikulum;
glykogen-syntdazova kindza (GSK-3) aktivovana pomoci LPC a ddle aktivujici JNK; DR5 — receptor
smrti, jehoz exprese je aktivovana pomoci CHOP, ktery je shlukovan na povrchu buriky, ¢imz se aktivuje
kaspaza-8, ktera indukuje Bax; nadbytecné sacharidy mohou vést ke chronické hyperglykemii, ke
zvySeni jaterni steatozy pomoci lipogeneze de novo, mohou vyvolavat jaterni toxicitu prostiednictvim
aktivace oxidacnich a ER stresovych odpovedi anebo modulaci aktivity AMP-aktivované proteinkindzy
(AMPK) a protein-tyrosin fosfatazy 1B (PTPIB),; chronicka hyperinzulinémie je také spojena se
zvySenou expresi jaternich lipogennich genii (ACC, FAS, SCD-1) (Mota, 2016).

1.3.10. Ochranna role nékterych lipidi
Ptestoze vétSina lipidi vykazuje hepatotoxické ucCinky, nékolik studii prokazalo

protektivni ptisobeni vybranych lipida proti indukované lipotoxicité u hepatocytu (Mota, 2016).

Béhem studie, ktera ve svych pokusech vystavovala mySi hepatocyty pulsobeni
mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA), bylo pozorovano, ¢ MUFA sice vedly

k akumulaci lipida v podobé tukovych kapének, nedochazelo vSak k rozvoji apoptozy.
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Nasycené FFA jsou v hepatocytech pievadény na MUFA pomoci stearoyl-CoA desturazy-1
(SCD-1), hepatocyty jsou tak chranény pied FFA-indukovanou lipotoxicitou, kdy jsou toxické
FFA uskladnény ve form¢ TAG (Li, 2014). Dalsi z nedavnych studii prokazala ochrannou
ulohu palmitooleatu (PO), coz je MUFA pusobici jako lipokin v tukové tkani, proti apoptoze u
primarnich kultur hepatocytl, nedokazal v§ak ochranit bunky pted steatozou. Zda se, ze PO
blokuje odezvy na stres endoplasmatického retikula, a to blokovanim BIM a PUMA, ¢imz ve
vysledku chrani hepatocyty pted aktivaci dal§iho mediatoru apoptdzy, proteinu Bax (Akazawa,
2010).

Piisobeni polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) se jevi jako potenciondlni
prevence proti rozvoji NASH. Pacienti s NASH maji snizenou hladinu ©-3 PUFA, kyseliny
eikosapentaenové a dokosahexaenové, coz pravdépodobné piispiva k progresi steatozy ve
steatohepatitidu. Priznivy ucinek kyseliny eikosapentaenové byl prokdzan u pacientl
SNAFLD, u kterych pii suplementaci této PUFA, dochazelo ke =zlepSeni hlavnich
histologickych rysi této nemoci (Nogueira, 2015). Podobné ochranné Gc¢inky PUFA byly
prokazany rovné€z v in vitro modelech s pouzitim bunéénych linii Huh7. Zabranit PA-
indukované apoptodze a zanétu jaternich bun€k se mize podavanim linoleatu ze skupiny ®-6
PUFA. Tato PUFA inhibuje JNK a aktivaci nuklearniho faktoru Kappa- (NF«f) a potlacuje
produkci IL-8 (Maruyama, 2014). Protektivni roli u primarnich kultur hepatocytii vii¢i ptisobeni
kyseliny stearové hréla také kyselina a-linolenova ze skupiny -3 PUFA, kterd prokazatelné
snizovala markery stresu endoplasmatického retikula (CHOP, HSP90B1, HSPA5) (Zhang,
2011).
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1.4. Diagnostika a 1é¢ba NAFLD

1.4.1. Klinicky obraz

Velmi ¢asto ma NAFLD asymptomaticky priubéh. VIivem hepatomegalie, kdy jsou
jatra tuha a kulovitd, mize dochazet ke tlakiim v pravém podZzebii nebo pocitiim plnosti. Dale
také mohou pacienti pocit'ovat celkovou tinavu a slabost. Patrné byvaji projevy metabolického
syndromu jako je obezita androidniho typu nebo hypertenze. Pacienti byvaji vétSinou stfedniho

veéku. Vzacné muze dojit k jaternimu selhani (Ptibramska, 2008).

1.4.2. Diagnostika

Prosté jaterni steatdza miize byt diagnostikovana nékolika zplsoby. Biopsie jater patii
mezi invazivni metody, kdy v pfipadé NAFLD byvéa pozorovano >5-10 % hepatocyti se
steatozou. Dal§i moznosti jsou zobrazovaci metody jako je ultrazvuk (US), pocitatova
tomografie (CT) - semikvantitativni metoda hodnotici stupeni jasnosti jaterniho parenchymu,
nebo magneticka rezonance (MRI) (Zhou, 2016). Témito zobrazovacimi metodami vSak nelze
vylou¢it NASH, protoze dochazi pouze ke kvantifikaci steatézy. NASH lze diagnostikovat
pouze jaterni biopsii. Zasadni vyznam ma priikaz jaterni fibrozy, kterou lze prokazat vySettenim
biochemickych markert fibrézy jako je sérovy hyaluronan, aminoterminalni propeptid

kolagenu III a 7S doména kolagenu VI (obr. ¢. 7 — fibrosis test).
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Obr. ¢. 7: Postup pri diagnostice NAFLD (Yki-Jédrvinen, 2016).
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Pacienti s diagnostikovanou jaterni steatdzou by méli byt vedle vySetieni jaternich
enzymu (ALT — alaninaminotransferaza, AST — aspartataminotransferaza, byva zvysena
hodnota ALT a pomér AST/ALT je spiSe <1) dale vySetfeni na parametry metabolického
syndromu (Piibramska, 2008). Stanovuje se lipoproteinovy profil, glykémie a hladina inzulinu
Vv séru nala¢no (obr. ¢. 8 — steatosis test). Dulezité je rovnéz vyloucit dalsi mozné pficiny jaterni
steatézy, mezi nez patii predev§im alkohol, virovd onemocnéni nebo vliv 1éki. Vedle
klinickych markerti metabolického syndromu je nutné rovnéz posoudit stravovaci navyky a
zivotni styl pacienta. Co se tyCe potravy, tak je kromé celkového energetického piijmu potieba
vénovat zvlastni pozornost spotfebé jednoduchych sacharidii a nasycenych mastnych kyselin,
které jsou vyznamné rizikové faktory pro rozvoj obezity, diabetu 2. typu a NAFLD (EASL,
EASD, EASO, 2016).

MetS/T2DM

LFTs
Steatosis testa

No
NAFLD? = ALT every 3 years

Yes
w‘j risk

‘
Hepatologist

= Elastography
= Liver biopsy?

II

1

Fibrosis testb

Low risk

ALT yearly

Obr. ¢. 8: Postup pri diagnostice NAFLD pri potvrzeni metabolického syndromu, LFT — funkcéni jaterni
testy (Yki-Jdrvinen, 2016).

Pokud se prokaze, ze NAFLD nevzniklo vlivem metabolického syndromu, stanovuji
se ostatni rizikové faktory, napt. gen PNPLA3 (obr. ¢. 7) pomoci molekularné biologickych

metod. Pfipadné se provadéji dalsi testy, kdy se vyluuji rizné vzacné ptiCiny jaterni steatozy
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(obr. ¢. 8: tests for rare causes). Mezi mozné pfi€iny jaterni steatozy, které se t€mito testy
vySetfuji patfi napf. autoimunitni onemocnéni, celiakie, onemocnéni §titné zlazy, Wilsonova

choroba (Yki-Jarvinen, 2015).

K posouzeni potieby jaterni biopsie a prokazani stupné fibrozy se pouziva vysetieni
pomoci transientni elastografie (TE). TE je rychla, neinvazivni technika méfici tuhost jaterni
tkdn€. Nad jatry je umisténa sonda s ultrazvukovym ptfevodnikem, ktera vytvari elastickou
smykovou vinu, jejiz rychlost se vztahuje na tuhost jater a stupeni fibrozy. TE je dostatecné
specificka a citliva pro prikaz pokrocilé fibrozy, selhava piiblizné u 20% ptipadi, zejména
v disledku obezity (Ziol, 2005).

1.4.3. Histologicky obraz

Hlavnim pilifem pfi diagnostice NAFLD ale i béhem klinickych studiich tohoto
onemocnéni je histopatologické vySetfeni jaterni tkdné. I kdyZ se jaterni biopsie fadi mezi
invazivni metody, riziko morbidity ¢i mortality zptisobené biopsii jater je velice nizké. Biopsie
jater byva indikovéna v ptipadé€, ze existuje podezieni na vice nez jedno jaterni onemocnéni.
Radou provedenych jaternich biopsii bylo dolozeno, Ze histologicky obraz piiblizné u 5 %
pacientt, kterym byla indikovana biopsie v ramci diagnostiky jinych jaternich onemocnéni jako
je napft. chronicka hepatitida typu C, vykazoval soubéZzné znamky steatohepatitidy. U pacientd
sriznym stupném NAFLD se histopatologicky diagnostikuje steat6za, lobularni zanét a
perivenularni a portalni fibréza (Bedossa, 2016). Na konferenci AASLD v Atlanté¢ v USA
v roce 2002 se z histologického pohledu NAFDL rozdéluje podle toho, zda je pfitomna:

e prosta steatoza
e steatdza s lobularnim zanétem
e hepatocyty s regresivnimi zménami (balonova degenerace hepatocytii)

e fibroza nebo Malloryho téliska (Ptibramska, 2008).
Jaterni steatoza

Na histologickych fezech jaterni tkané lze rozliSovat makrovezikularni steatozu (obr.
¢. 10) s jednou velkou tukovou kapénkou v hepatocytu nebo mediovezikularni steatézu, kdy je
v hepatocytu pfitomna smés ruzn¢ velkych tukovych kapének. Vzacnou formou je
mikrovezikularni steatdza, pfi niz maji buiiky pénivy vzhled, coz je zplsobeno nespoctem
malych tukovych kapének v cytoplazmé hepatocytu. Pii markovezikularni steatoze je téméet
cely hepatocyt vyplnén tukovou kapénkou, jadro buiiky je stlateno ke stran¢ a v extrémnich
ptfipadech mtiZe takto postiZzeny hepatocyt vypadat jako adipocyt. Mediovezikularni steatoza je
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charakteristicka pfitomnosti jedné nebo vice mensich kapének, které jsou vSak od sebe snadno
odlisitelné a lze je dobie spocitat (Tiniakos, 2010). Typicky byva steatdza rozd€lena do tzv.
centrovaného vzoru, pfi které jsou steatdézou postiZzeny piedev§im hepatocyty v blizkosti venae
centralis (obr. ¢. 9) (Kleiner, 2005).

Jaterni steatéza se dale klasifikuje do stupnice od 0 do 3. Hodnoti se procento
hepatocyti se steatotickymi vakuolami. Stupel 0 znaci zdrava jatra s mnoZstvim tukovych
kapének v hepatocytech do 5%, pfi <33% hepatocytll se steatozou hovoiime o stupni 1 a u

steatozy stupné 2 a 3 je alespon 33% resp. 66% hepatocytu steatotickych (Bedossa, 2016).
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Lobularni zanét

V soucasné dobé& neexistuji zddné neinvazivni testy, které by byly schopny piesné
odlisit pacienty s prostou steatozou od pacientti s NASH. V tomto ptipadé je tedy jaterni biopsie
nevyhnutelna. Aby mohla byt diagnostikovana NASH, musi vzorky obsahovat hlavni znaky
tohoto onemocnéni: balénovitou degeneraci hepatocytt a znaky lobularniho zanétu (obr. €. 11)
(Sakhuja, 2016).
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Obr. ¢. 11: Hepatocyty se steatézou, balonovd degenerace hepatocytii a nekolik zanétlivych loZisek
(Bedossa, 2016).

Lobularni zanétlivé lozisko byva tvotreno seskupenymi mononukleary, Kupfferovymi
bunkami, mikrogranulomy, ale také hepatocyty v apoptoze. Obvykle se jedna o nizsi stupent
zan&tu, vEtsi Cetnost zanétlivych lozisek naznacuje jiné pti€iny zanétu, jako je alkoholova nebo
1ékova toxicita. Vzacngji se také miZe objevit zanct vena portae, ktery byva nalézan pii
prognoze onemocnéni (Brunt, 2010).

Balonova degenerace hepatocyti

Druhym typickym histologickym nalezem u NASH je balonova degenerace
hepatocytt. Tyto hepatocyty maji ¢irou, vlo¢kovitou cytoplasmu bez vakuol a balonovity tvar,
diky némuz postradaji své typické uhly. Velikost bunék muze, ale nemusi byt zvétSena.
Balonova degenerace hepatocytt byva nejcastéji pozorovana ve 3. zoné primarniho jaterniho
acinu, kde byvaji promiseny s perisinusoidalnimi kolagenovymi vlakny (Kleiner, 2005). Pti¢ina

balénovani cytoplasmy hepatocytii v§ak neni doposud znama.
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Dalsimi moznymi znaky hepatocelularniho poskozeni jsou apoptoticka téliska
hepatocytti, mikrogranulomy, lipogranulomy, zvétSené mitochondrie nebo pfitomnost zeleza

v hepatocytech (Bedossa, 2016).
Malloryho téliska

Malloryho téliska jsou mikroskopickd hyalinni, acidofilni klubka nachazejici se
Vv cytoplasmé hepatocyt (obr. ¢. 12). Mnozstvi hepatocytt s Malloryho télisky koreluje se
zavaznosti NASH. Velké mnozstvi téchto télisek byva pii alkoholovém posSkozeni jater, pfi
NASH byvaji htfe rozpoznatelné a mnohdy jsou detekovany pouze pomoci

imunohistochemickych metod za pouziti specifickych protilatek (Guy, 2012).

§ N TYAT

«,. = .*-, 3 y '{

.\\ Nl .W'\ Y 4
: )‘\? Nl Py
& : \ /b.‘ N
. /L\ i ‘?\-. Ve ;4
/ .’ . | /V ”
1 . a7 g ‘ ‘\\ <
. \ {
y o e oq
Py 6!
.?.l '

& \ .
; “' < v_,,../¢ ’
| v A} -

Obr. ¢ 12: Balonovzty hepatocyt s Malloryho tellskem obklopen vlakny perzsmusozdmho kolagenu
(Bedossa, 2016)

Fibroza

Jaterni fibréza je hlavnim rysem, ktery ma vliv na celkovou mortalitu souvisejici
s poSkozenim jater, a to bez ohledu na zavaZnost ostatnich histologickych rysi NAFLD
(Younossi, 2011). Kupfferovy bunky jsou aktivovany prozanétlivymi cytokiny a uvoliuji fadu
dalSich cytokini stimulujici Itovy bunky. Tyto bunky se nasledné transformuji
v myofibroblasty, které produkuji extraceluldrni matrix, profibrogenni cytokiny a zahajuji
proces fibrogeneze. Ke zmnozeni vaziva v jaterni tkani nemusi dochézet pouze na podkladé

zanétlivych mediatort, fibrogenezi mohou spoustét napt. také ROS (Ekstedt, 2015).

Pocatecni faze fibrogeneze v jatrech je charakteristickd perisinusoidalnim ukladdnim

kolagenovych vldken (obr. ¢. 13). V dalsi fazi zac¢nou kolagenova vldkna obklopovat
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hepatocyty. Tato fibréza mize v tomto stavu setrvat po delsi dobu, Casto se vSak dale vyviji do
fibrézy periportalni. V nejpokrocilejsim stadiu fibrozy se uz hovoti o jaterni cirh6ze (Younossi,
2011).
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Obr. ¢. 13: Perisinusoidova fibroza. Pocatecni faze fibrozy, kolagenova vidkna se zachycenymi

balonovitymi hepatocyty (Bedossa, 2016).

1.4.4. Lécba

Terapie NAFLD by se méla zaméfovat na zlepSeni parametri metabolického
syndromu, ktery srozvojem jaterni steatdzy ve vétSin€ piipadi uzce souvisi. Lécba
metabolického syndromu navic mtize pisobit preventivné proti rozvoji dal§ich komplikaci jako

je diabetes 2. typu nebo ateroskleréza (Ballestri, 2016).

Zasadnim bodem terapie NAFLD je zména zivotniho stylu. Pozitivni vysledky pfinasi
7-10% ubytek hmotnosti pacienta, a to vlivem jak zvysené fyzické aktivity, tak vhodnymi
stravovacimi navyky. Je obecné znamo, Ze je vhodné omezit vedle celkového piijmu kalorii
také piijem nasycenych mastnych kyselin, sacharidi a napojii bohatych na fruktézu, naopak

zvysit by se mél piijem MUFA a PUFA s dlouhym fetézcem (Tapper, 2015).

Indikovanymi 1é¢ivy mohou byt latky ovlivilyjici lipidovy a lipoproteinovy
metabolismus. Statiny svym mechanismem uc¢inku snizuji LDL-lipoproteiny, fibraty aktivuji
lipoproteinovou lipazu a blokuji intracelularni lipolyzu (Nascimbeni, 2016). Z divodu ¢astého
vyskytu diabetu 2. typu a hypertenze u pacientli s NAFLD byvaji aplikovana antidiabetika a
antihypertenziva. Vyznamné je rovnéz uzivani latek s antioxidacnimi vlastnosti jako ochrana
pred oxida¢nim stresem a samoziejme také 1€¢iv, které chrani pred vznikem fibrézy a progrese

NAFLD (Ballestri, 2016).
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2. Modelové systémy pro studium lipotoxicity in vitro

Jatra jsou parenchymovy orgén s celou fadou zivotné dilezitych funkci. Podili se na
energetickém metabolismu, biotransformaci xenobiotik, detoxikaci latek, vyznamné se zapojuji
do funkce imunitniho systému, dale se v jatrech tvoii zlu¢, probihd zde syntéza sérovych
proteint (Bell, 2016). Jatra maji také skladovaci funkci a to napi. pti skladovani energie ve
formé jaterniho glykogenu. Hlavni jaterni buiikou je hepatocyt, ktery tvoti az 80% jaterni hmoty
a podili se na vétSin€ vySe uvedenych funkcich. Mezi zbylé neparenchymové bunky patii
Kupfferovy buiiky, cholangiocyty, Itovy (hvézdnicovité) buiikky a buiikky imunitniho systému
vcetné lymfocytl a neutrofill. Pro studium biologie a funkce jater, hepatotoxicity a onemocnéni

jater in vitro se vyuziva cela fada modelovych systému (Kyffin, 2018).

2.1. Pouzivané in vitro modely jater

Soucasné modelové systémy in vitro vyuzivané obecné pro studium hepatotoxicity
maji v§ak fadu omezeni. Neni mozné zachytit slozitost multicelularity a interakce bunika-burka
nebo buika-tkan pomoci soucasnych, bézné pouzivanych 2D modeld. In vitro modely maji
omezenou zivotnost, to se jevi jako problém ptfedev$im pii studiu dlouhodobych ucinkt
riznych latek. Izolace lidskych jaternich bunék je z fady diivodi komplikovany postup (Kyffin,
2018).

Globalni praxi je vyuziti zvifecich modeld pro in vivo i in vitro pokusy. Z divodu
mezidruhovych rozdilt je vSak obtizné hodnotit vysledky pokusu na zvifatech a predpovidat
podle nich in vivo reakce u lidi. Rovnéz z etickych tvah je kladen duraz na vyvoj relevantnich

a reprezentativnich lidskych in vitro modelt (Taylor, 2008).

Mezi bézné vyuzivané 2D in vitro modely patfi izolované primdrni hepatocyty,
bunécné linie pochéazejici z jaterni tkané a jaterni fezy. Tyto systémy vSak mohou byt méné
reprezentativni pro predstavu mechanismi v jatrech in vivo. Komplexné&jsi modely se ziskavaji
pomoci 3D kultivace, kdy se za pomoci nejriznéjsich hydrogelli vytvori nosné leSeni, ve kterém
pak buitky mohou riist ve 3D prostoru. Slozitost systému muze byt dale zvySena priddnim
jinych neparenchymovych bunék nebo piidanim toku kapaliny pomoci mikrofluidniho zatizeni

(Kyffin, 2018).
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2.1.1. Primarni kultury hepatocyti

Primérni bunééné kultury jsou bunky, které se izoluji ze zivého organismu piimo
Z dané tkané. Vzhledem k obtizné izolaci jsou lidské primarni kultury hepatocytii méné casto
vyuzivany. Za zlaty standart in vitro modelu metabolickych a hepatotoxickych studii jsou
povazovany primarni kultury mySich nebo potkanich hepatocytl, které jsou kultivovany
ptichycené v jedné vrstvé na povrchu kultivaéni nadoby v tzv. monolayeru (Kyffin, 2018). Pii
uspésné izolaci a vhodnych kultiva¢nich podminkach si primarni kultury hepatocyti
zachovavaji své dulezité vlastnosti jako je: metabolicka enzymova aktivita, exprese jaternich
transportérii, metabolismus glukézy, detoxikace amoniaku, sekrece mocoviny a tvorba
albuminu (Knobeloch, 2012). Uskalim systému je ztrata téchto specifickych jaternich funkci

po piiblizn¢ 72 hodinach, bunky dediferencuji a ztraci svou specializaci (Godoy, 2013).

2.1.2. Jaterni Fezy

Hlavni vyhodou tohoto systému v porovnani s ostatnimi in vitro jaternimi modely pfi
studiich hepatotoxicity, je to, ze zlstdva zachovana jaterni mikroarchitektura se vSemi typy
jaternich bunck se specifickou aktivitou CYP450. Lidska jaterni tkan se ziskdva z odstranéné
tkan¢ béhem chirurgickych vykont jako je caste¢na hepatektomie nebo z netransplantované
donorové tkan¢ (Elferink, 2011). Na rozdil od izolaci primarnich kultur zde neni nutnd inkubace
S proteolytickymi enzymy, zlstdvaji proto zachovany interakce bunka-buiika a nenaruSuji se
jiné slozky tkan&. Podminky izolace se navic mezidruhové neli§i. Zivotaschopnost jaternich
fezi se pohybuje okolo 24 hodin, nejsou tak vhodné pro studie, které se zabyvaji toxicitou po
opakované davce dané latky (Godoy, 2013).

2.1.3. Jaterni bunécné linie

Ve snaze ptrekonat néktera omezeni primarnich bunéénych kultur se vyuzivaji také
bunééné linie odvozené z imortalizovanych hepatocelularnich karcinomt. Jedna se o bunécné
linie HepG2, C3A, HepaRG a Huh7. Tyto bunécné linie se vykazuji relativné stabilni fenotyp,
snadnou manipulaci v laboratofi a neomezeno Zivotnost. Uskalim viak byva jejich snizena
metabolickd kompetence v disledku nedostatecné exprese kliCovych metabolizujicich enzymil

(Donato, 2015).

Bunécna linie HepG2 se vyuziva diky expresi nuklearniho transkripéniho faktoru
(Nrf2), ktery se uplatiiuje pifi metabolismu 1é¢iv, déle je tato bunétna linie pomérmné snadno
dostupna, neexistuji variability u téchto bun¢k mezi jednotlivymi darci a nevyZaduje narocné

kultivacni podminky (Jennen, 2010). Bylo vsak prokazano, ze bunky HepG2 v porovnani
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S primdrnimi kulturami hepatocytli, nemaji odpovidajici hladinu exprese CYP, a proto plné

neprezentuji fenotyp hepatocytu in vivo (Atienzar, 2014).

Bunikky C3A jsou subklonem bunék HepG2 a vykazuji lep$i vlastnosti neZ jejich
matefské bunky. Zvysené¢ produkuji albumin, alfa-fetoprotein a maji schopnost prospivat a
proliferovat v kultivaénich médiich s nedostatkem glukézy. Casto se tento typ bunék vyuziva
ve 3D kultivaénich systémech (Sun, 2014).

Bunécna linie HepaRG exprimuje fadu biotransformac¢nich enzymt a membranovych
transportérii ve srovnatelném mnozstvi s ¢erstveé izolovanymi nebo kultivovanymi primarnimi
lidskymi hepatocyty. HepaRG maji pifi nizké denzit€ pifi nasazeni prodlouZenou
dediferencovanou morfologii. Poté se aktivné rozdé€li a po dosazeni konfluence vytvoii typické
kolonie pfipominajici hepatocyty obklopené buiikami, které jsou podobné epitelialnim buitkam.
VétSina literatury také uvadi jejich zvySenou expresi CYP450 a také expresi specifickych
markerli pro dospé€lé hepatocyty (Kyffin, 2018). Pravdépodobné hlavnim omezenim této
bunécné linie je jejich dlouha kultivace. Buiiky se nasazuji pti nizké denzit€ a aZ po 14 dnech
jsou bunky schopné diferencovat v buitky podobné hepatocytim. Rovnéz jsou zapotiebi
specialni kultiva¢ni média a proto mohou byt naklady na kultivaci HepaRG bun¢k az 100krat
drazsi nez bézn¢ uzivané linie (Aninat, 2006).

2.1.4. Kokultivace

Prokézalo se, Ze kultivace hepatocyti spolecné s jinymi typy bunék (obr. €. 14),

pfedev$im s neparenchymalnimi jaternimi bufikami (NPC), zvySuje jejich Zivotnost a

funkénost.
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Obr. ¢. 14: Kokultivacni jaterni modely. A — kultura hepatocytii, péstované na povrchu s vrstvou
kolagenu, prekryté vrstvou NPC. B — sendvicova kultivacni metoda s dvema vrstvami kolagenu a
prekryté vrstvou NPC. C — sféricka kultivace hepatocytii s NPC. D — sendvicova metoda, kdy jsou
hepatocyty v primém kontaktu s NPC (Kyffin, 2018).
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2.1.5. Sféroidy

Modelové systémy in vitro kultivované 3D metodami jsou v souc¢asné dob¢ rychle se
rozvijejici a to pfedevsim z diivodu zachyceni slozitosti daného mikroprosttedi s cilem zlepsSeni
funk¢nosti, zivotnosti a relevance kultivovanych bunék (Bell, 2016). Zakladnim principem pro
vznik sféroidl je to, ze buiiky izolované ze tkani nebo z bunécnych linii, pokud je zabranéno
adhezi kultivovanych bunék, jsou schopny samovolné konformace do sférického tutvaru
v disledku specifickych lokalnich interakci mezi bunikami samotnymi. Hlavni vyhodou
kultivace bun¢k ve formée sféroidu jsou zvySené interakce mezi jednotlivymi bunikami. VéEtSina
bunék je tak v t€sném kontaktu mezi sebou, komunikuji spolu a vytvareji vlastni extracelularni
matrix (ECM). Sféroidni konformace tak mnohem vice napodobuje podminky in vivo.

K vytvofeni sféroidu navic staci maly pocet bunék (Kyffin, 2018).

Sféroidy se tvoii pomoci bunééného samousporadani, zjistilo se vSak, Ze ne vSechny
bunééné linie jsou schopny tvofit sféroidy samovolné (lles, 2016). Jednou z moznosti je
kultivovat buniky opouzdiené pomoci hydrogell se specifickou tuhosti a propustnosti. Jedna se
o tzv. enkapsulované sféroidy (Lee, 2015). Dalsim zpisobem 3D kultivace hepatocyti jsou
techniky vyuzivajici pfirodni nebo synteticka leSeni. Vybrané leseni napodobuje ECM a
samoziejme je zde nutna biokompatibilita s burikami. Idealni alternativou ECM pro hepatocyty
jsou decelularizovana lidska jatra, jejichZz dostupnost je vSak znacn€ omezenad, 1ze proto také
pouzit synteticky pfipravena leSeni napf. ze sitovaného a modifikovaného polystyrenu (Mattei,

2017; Kyffin, 2018).
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3. Cil prace

1)

2)

3)

4)

5)

Préce s primarnimi kulturami hepatocytii, stanoveni denzity a viability bunék, pfiprava
primarnich kultur hepatocytd v monolayeru.

Indukce lipotoxicity lysofosfatidylcholinem v primarnich kulturach hepatocytt
v podminkach in vitro.

Ptiprava a zpracovani vzorkl ziskanych z primarnich kultur hepatocytti pro stanoveni
zakladnich parametri poskozeni hepatocyti v podminkach in vitro.

Stanoveni LDH leakage, WST-1 test, stanoveni aktivity kaspazy-3, mikrospopické
hodnoceni

Optimalizace davky lysofosfatidylcholinu
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4. Metodicka cast

4.1. Pouzité roztoky
e Roztok A

8 g NaCl; 2,188 g NaHCOs; 0,4 g KCI; 0,19 g EGTA; 0,1206 g Na2HPO4.12H20;
0,0977 g MgS04.xH20; 0,06 g KH2PO4.

Vse bylo nésledné doplnéno destilovanou vodou na objem 1000 ml.
e Roztok B

48 g NaCl; 1,314 g NaHCO; 0,3528 g CaCl,.2H0; 0,24 g KCI; 0,07236 g
NazHPO4.12H,0: 0,05862 g MgSO4.xH-0; 0,036 g KH2POs.

V3se bylo doplnéno destilovanou vodou na objem 600 ml.

Pozn.: obvykle se pouziva 0,2 g surové kolagenazy do 200 ml recirkula¢niho roztoku,

mnozstvi surové kolagendzy muze byt upraveno podle aktivity pouzivané Sarze.
e Roztok C (Krebs — Henseleitovo médium)

6,9 g NaCl; 2 g NaHCO3; 1,333 g albuminu; 0,9 g glukézy; 0,374 g CaCl2.2H20;
0,36 g KCI; 0,1441 g MgS0.4.xH20; 0,13 g KH2POa.

Glukéza byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody pro infuze, albumin ve 100 ml

C roztoku pro préci s izolovanymi bunkami.

e Kolagen (Collagen from rat tail, Sigma — Aldrich)

2 mg kolagenu rozpusténo v 6,66 ml kyseliny octové (20 mmol/l).
e Williamsovo E médium kompletni

Fetalni bovinni sérum (FBS— 6%), penicilin (100 1U/ml), streptomycin (10 mg/ml),
dexamethazon (4 mg/ml), glutamin (2 mmol/l), inzulin (0,08 IU/ml) a glukagon
(0,008 pg/ml).

e Williamsovo E médium inkompletni

Neobsahuje FBS, jinak je slozeni stejné jako Williamsovo E médium kompletni.
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e Trypanova mod¥ (Trypan blue solution, Sigma — Aldrich)
Kat. ¢. 93595 — 0,4%, for microscopy.

e LDH ¢inidlo (DiaSys)

Cinidlo R1 — LDH FS DKGC, 800 ml.

Cinidlo R2 — LDH FS DGKC, 200 ml.

Cinidla fedéna v poméru 1:4.

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

Cinidlo bylo pted pouzitim fedéno inkompletnim Williamsovym E médiem v poméru

1:10.
e Substrat pro kaspazu 3 (Caspase-3 substrate, Enzo)

Substrat rozpustén v DMSO, pH = 7,5. Pfed pouzitim byl substrat nafedén ptfidanim
66 ul substratu do 30 ml daného pufru. SloZeni tohoto pufru je nasledujici. Ve 150 ml
je obsazeno 715 mg HEPES, 150 mg CHAPS, 115 mg DTT a 87 mg EDTA. Je nutné
upravit pH na 7,4 pomoci 5 M NaOH.

e Lysofosfatidylcholin (LPC)

Zasobni roztok o koncentraci 20 mmol/l. Rozpusténo ve smé€si DMSO a DMEM

V poméru 1:1.
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4.2. Prace s primarnimi kulturami hepatocyti

4.2.1. 1zolace hepatocyti

Pro izolaci hepatocytli se pouzivali potkani samci kmene Wistar. Po otevieni dutiny
bfisni byl do vena cava inferior aplikovan heparin ve fyziologickém roztoku. Nasledovalo
promyvani jater, kdy pies portalni zilu, kterd byla kovovou kanylou napojena na perfuzni
aparaturu, byl pfipadén promyvaci roztok A. Vena cava inferior byla po zacatku perfiize
rozstiihnuta, aby nedoslo k poskozeni jater vlivem tlaku. Poskonceni proplachu jater roztokem
A byla jatra vyjmuta a perfundovana roztokem B (obsahujicim kolagenazu), ktera rozklada
kolagenova vladkna. Poté byla jatra umisténa do kadinky s roztokem C, kde doslo k rozvolnéni
jaternich struktur. Jemnym tlakem jater proti sténé kadinky byla ziskana suspenze hepatocytd.

Tato suspenze byla nasledné piefiltrovana pies 8 vrstev gazy do centrifugacni zkumavky.

Centrifugace trvala 5 min, pti 500 otackach (28 g), pti 4 °C. Po odliti supernatantu
byly hepatocyty promyty roztokem C a znovu centrifugovany (5 min, 4 °C, 28 g), poté byl jesté
jednou zopakovan cely tento postup. Zkumavka s takto pripravenou suspenzi hepatocytt byla
od tohoto kroku po celou dobu umisténa v nadob¢ s ledem a ihned po poslednim promyti bylo

provedeno pocitani viability a stanoveni denzity hepatocyta.

4.2.2. Viabilita

Ihned po izolaci se stanovovalo mnozstvi zivych a mrtvych bunék — viabilita. Na
podloznim skli¢ku se smichalo 10 ul 100krat zfedéné suspenze bunék (0,99 ml roztoku C +
0,01 ml resuspendovanych bun¢k) s 10 pl Trypanové modii. Po pfilozeni kryciho sklicka
nasledovalo mikroskopické odecitani viability, kdy se v 10 zornych polich spocitalo mnozstvi
zivych a mrtvych bunék, z ¢ehoz se vypocitala hodnota viability v procentech. Hepatocyty,
které mély poskozenou plazmatickou membranu piijimaly barvivo a byly zbarveny do
modrofialova, zatimco zivé buiiky ziistaly bezbarvé. VSechny izolace pouzité pro experimenty

mély viabilitu hepatocyt > 90%.

4.2.3. Denzita
Po¢itani bunék bylo provedeno pomoci automatického piistroje Cellometer ™ auto T4,
ktery byl propojeny s pocitaem. Do c-chipu bylo napipetovano 20 pl suspenze 100krat

natedénych bunék a vysledek byl uveden v milionech bunék/ml.
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4.2.4. Monovrstva hepatocyti

Prace byla provadéna v laminarnim boxu S pouzitim vhodnych ochrannych pomiticek.
Povrch jamek mikrotitracnich desti¢ek (well plate — WP) bylo nejprve zapotiebi upravit, aby se
buniky mohly dostate¢né ptichytit (tzv. kolagenovani). Do jamek bylo pipetovano pfimétené
mnozstvi roztoku kolagenu, dno desti¢ek muselo byt kompletné pokryté kolagenem. Po 10
minutach byl kolagen odsan zpét do lahvicky. Roztok kolagenu ma pro kultivaci hepatocytt
prilis kyselé pH, proto bylo nutné jamky, po stazeni roztoku kolagenu, neutralizovat stejnym
mnozstvim roztoku C, ktery byl po 10 minutach vyklepnut. Takto upravené WP jiz byly

pfipraveny k pouziti.

Do desticek byl napipetovan piisluSny objem bunééné suspenze (viz. tabulka €. 1).
V 96 jamkové WP desticce byl prvni sloupec vyuzit jako slepy vzorek — nedosahoval bunécnou
suspenzi. Desticky s bunkami byly umistény do CO: inkubatoru (37 °C, 5% CO2, 100 %
relativni vlhkost vzduchu), kde byly inkubovéany 2 hod.

Tab. ¢. 1: Objemy a mnozstvi bunék v destickach

Pocet jamek Denzita zasobniho | Pipetovany objem MnoZzstvi bunék
v desticce roztoku [d] VvV jamce
[mil. bb/ml]
6 0,5 2000 1 000 000
12 0,5 800 400 000
24 0,5 400 200 000
96 0,5 66 33000

4.2.5. Priprava redéni lysofosfatidylcholinu

Ze zasobniho roztoku lysofostatidylcholinu (LPC) o koncentraci 20 mmol/l byly
pfipraveny roztoky LPC o pozadované koncentraci (0 — 100 pmol/l). Redéni bylo provedeno

ptidavkem inkompletniho Williams. E média (viz tab. ¢. 2) na celkovy objem 15 ml.

Vypocet pro roztok LPC o koncentraci 100 pmol/l:

CL* Vi=cx V,

0.1 %15
1= =75

V, = 0,075 ml LPC
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Tab. & 2: Rada roztokii LPC

Koncentrace LPC [umol/l] | Objem zas. roztoku LPC Objem inkomplet.
[pI] Williams. E méd. [ml]

0 0 15
5 3,8 14,99
10 7,5 14,99
20 15 14,98
40 30 14,97
60 45 14,95
80 60 14,94

100 75 14,93

Po pfichyceni hepatocyti ke kolagenu byly desticky vyklepnuty a do kazdého typu
desticky byly pipetovany roztoky LPC. Objem roztokti LPC byl pro kazdy typ desti¢ky stejny
jako pipetovany objem suspenze bunék (viz Tabulka €. 1). Nésledovala 24 hodinové inkubace

v CO2 inkubatoru.

o
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Obr. ¢. 15: Chemicka struktura lysofosfatidylcholinu

(prevzato z: http://labelbluecosmeto.canalblog.com/archives/2009/01/05/11972544 .html).
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4.3. Spektrofotometrické méieni a mikroskopie

4.3.1. Test WST-1

Test vyuzivajici WST-1 (4-(3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3-
benzendisulfonat) méii aktivitu bunécnych dehydrogenaz a slouzi jako marker viability bunék.
Zivé buiiky jsou schopny redukovat tetrazoliovou sl (WST-1) na barevny formazan. Vysledna

zména absorbance je métena spektrofotometricky (Biovision, 2013).

NO, NO,
NAD NADH
" RS \ﬁ /
|
NNy /\/' N N T—H
If N 4 g \ M N
N/ EC-H EC N /
S0.Na ! 4
\ Yy SO Na
e
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lWST-1 Formazan
(light red) (dark red)

Obr: ¢. 16: Redukce WST-1 (prevzato z: Clontech, 2007)

Pro tento test byly pouzity 96 WP. Obsah jamek byl po 24 hodinové inkubaci
vyklepnut a poté se do vsech jamek piidalo 66 pl piipraveného WST-1 ¢&inidla. Cinidlo se pied
pouzitim nafedilo v poméru 1:10 pomoci inkompletniho Williamsova E média. Thned byla
zmgéfena absorbance na ptistroji Tecan Infinite M200 pti vinové délce 440 nm (Cas 0). Desticka
byla poté umisténa do CO2 inkubatoru s teplotou 37 °C. Dalsi méteni bylo provedeno po 1 hod
(¢as 1) a 2 hod (¢as 2) od ¢asu 0. Vysledky byly graficky vyhodnoceny jako rozdil (narist)
absorbanci v Case 1, resp. v Case 2 od ¢asu 0 a v grafu jsou uvedeny jako procenta pro jednotlivé

koncentrace LPC ku kontrole (procenta kontroly).

4.3.2. Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu

Laktatdehydrogenaza (LDH) je redoxni enzym, ktery katalyzuje reverzibilni pfeménu
laktatu na pyruvat. Existuje nckolik isoforem tohoto enzymu, struktura molekuly je totiz
tvofena 4 podjednotkami bud’ podjednotkou M (z angl. muscle) nebo H (z angl. heart). LDH je
pfitomna v cytoplazmé vétSiny bunék a do okoli se uvoliuje jiz pfi nepatrném poSkozeni

bunécné membrany. Slouzi tak jako nespecificky marker rozpadu buné¢k. Pti stanoveni LDH se
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spektrofotometricky méfi nartst absorbance odpovidajici zvySovani koncentrace NADH+H"

(Sedlatova, 2015).

o)
i LDH
(¢ ¢ O :
HaC + NAD —> HC + NADH + H
-
OH OH
Laktat Pyruvat

Obr. ¢ 17: Reakce katalyzovana LDH (prevzato z: Dostdl, 2009)

Pro stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu byly vyuzity 24 hod
inkubované 12 WP a 24 WP, ze kterych bylo pipetovano 10 pl vzorku do nové 96 WP. V kazdé
96 WP byly ponechany jamky pro LDH kalibrator. Nasledovalo ptidani 250 pul LDH ¢inidla a

poté okamzité méfeni absorbance na Tecanu pfi vinové délce 340 nm v ¢ase 0 — 5 min.

4.3.3. Aktivita laktatdehydrogenazy v bunééném lyzatu

Ke stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy v bunécném lyzatu byly rovnéz vyuzity
24 hod inkubované 12 WP a 24 WP. Po odebrani veskerého kultivacniho média byly desticky
kratce zamrazeny, aby doSlo k rozbiti bunéénych membran. Po rozmraZeni byla do jamek
pipetovana destilovana voda, jejiz objem odpovidal pivodnimu objemu v jamce (viz tabulka
¢. 1). Pro méfeni aktivity LDH se pipetovalo 10 pl vzorku a 250 ul LDH ¢inidla do nové 96

WP a méfeni probéhlo totoZzné jako méfeni aktivity LDH v kultivacnim médiu.

Nameétend data byla zpracovana dle vzorce:

A1pH EC « 100

ArpHEC T ALDHIC

Vysledky jsou uvedeny jako LDH leakage v procentech.
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4.3.4. Aktivita kaspaz v kultivaénim médiu

Pro analyzu extracelularnich kaspdz se pouzily 12 WP a 24 WP, ze kterych se
pipetovalo 50 ul kultiva¢niho média do novych 96 WP. Po piidani 150 pl ¢inidla pro kaspazy
(obsahujiciho fluorescencni substrat pro kaspazu 3), se zmeéfila na Tecanu intenzita
fluorescence pfi excitacni vlnové délce 360 nm a emisni vinové délce 465 mn v Case 0, a poté
kazdych 30 min az do celkového ¢asu 1,5 hod od ¢asu 0. Mezi jednotlivymi méfenimi byly
desticky umistény v CO> inkubatoru pfi teploté 37 °C. Vysledky se graficky vyhodnotily jako
narust intenzity fluorescence v jednotlivych ¢asech od pocate¢niho Casu. V grafech jsou

vysledky uvedeny ve formé procent kontroly.

4.3.5. Aktivita kaspaz v bunééném lyzatu
Po odebrani kultivaéniho média, rozbiti bunéénych membran a ptidani destilované
vody probéhlo vlastni méfeni totozné jako méfeni aktivity extracelularnich kaspaz. Objem

destilované vody byl stejny jako objem kultivacniho média.

4.3.6. Mikroskopie
K foceni bunék byly uréeny 6 WP desti¢ky. K miroskopu Olympus IX51 byl piipojen
digitalni fotoaparat Olympus E-600. Buiiky byly pozorovany a nafoceny ve fdzovém kontrastu

pti zvétSeni objektivu 20x.

4.3.7. Statistika

Naméfena data byla graficky vyhodnocena v programu Microsoft Excel 2016 a
statisticky zpracovana pomoci programu GraphPad Prism 8. Nejprve byly pouZity testy
normality (Shapiro-Wilkuv test a Kolmogortv-Smirniv test). V piipadé normalniho rozdéleni
dat byly vysledky zpracovany pomoci testi one-way ANOVA nasledované post-hoc
(vicenasobnym porovnévacim) testem (Turkeylv test). Pfi nenormélnim rozdé€leni vysledkli

byly vyuZity neparametrické testy rovnéZ nasledované post-hoc testem (Dunnettv test).
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5. Vysledkova ¢ast
Pokusy byly opakovany alesponi 3x, pfi¢emz ve vSech méfenich byl zaznamenan

podobny trend vysledkti. Uvedené vysledky jsou typické pro dany typ méteni.

5.1. Stanoveni viability hepatocyta (test WST-1)
5.1.1. Aktivita bunéénych dehydrogenaz hepatocyti potkana vystavenych LPC po dobu

24 hod, rozdil absorbanci v ¢ase 60 a 0 min.
Hepatocyty byly nejprve kultivovany 2 hod v kompletnim Williams. E médiu v CO2

inkubdtoru, coz je Cas potiebny k pfichyceni hepatocyti ke kolagenovanym desti¢kam. Poté

byly vystaveny pusobeni danych koncentraci (0 — 100 pmol/l) LPC po dobu 24 hod.

K vyraznéjsimu poklesu aktivity bunéénych dehydrogenaz doslo od koncentrace LPC
40 pmol/1 (p < 0,001). Velmi nizké, resp. neméfitelné, aktivity bunéénych dehydrogenaz byly
zaznamenany u koncentraci LPC 80 a 100 umol/l (p < 0,001) .

140
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? % %k %k
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o
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kontrola 5 uM/I 10 uMm/I 20 uM/I 40 um/I 60 uM/I 80 um/I 100 puMm/I
Koncentrace LPC

Graf ¢ 1: test WST-1; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; rozdil v ¢ase 60 a 0 min; AVG + STD.
(normalni rozd&leni; parametricky test; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,001 vs. kontrola;

n=6)
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5.1.2. Aktivita bunéénych dehydrogenaz hepatocyti potkana vystavenych LPC po dobu

24 hod, rozdil absorbanci v ¢ase 120 a 0 min.

Podobné vysledky jsou patrné i pii rozdilu absorbanci v ¢ase 120 a 0 min. K poklesu
aktivity buné¢nych dehydrogenaz doslo opét od koncentrace LPC 40 umol/l (p = 0,06),
vyrazngj$i pokles byl zaznamenan u koncentrace LPC 60 umol/l (p < 0,01). Hepatocyty po 24

hodinové expozici LPC s koncentraci 80 upmol/l, resp. 100 pumol/l vykazovaly témct

neméfitelné aktivity bunéénych dehydrogenéz (p < 0,001).
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Graf ¢ 2: test WST-1; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; rozdil v ¢ase 120 a 0 min; AVG +

STD. (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,001

vs. kontrola; n = 6)
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5.2. Aktivita laktatdehydrogenazy

5.2.1. LDH leakage hepatocytu potkana exponovanych LPC po dobu 24 hod ve 12 WP.
V grafu je patrny nartist aktivity LDH v kultivaénim médiu ku celkové aktivit¢ LDH

od koncentrace LPC 60 umol/l (p < 0,001).
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Graf ¢ 3: LDH leakage; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; 12 WP; AVG + STD. (nenormalni

rozdéleni; neparametricky test; *** - p < 0,001 vs. kontrola; n = 6)
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5.2.2. LDH leakage hepatocyti potkana exponovanych LPC po dobu 24 hod ve 24 WP.
Hepatocyty, které byly exponované LPC v jamkach 24 WP vykazovaly signifikantni
zvyseni LDH leakage od koncentrace LPC 60 umol/l (p < 0,001).
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Graf ¢ 4: LDH leakage; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; 24 WP; AVG + STD. (nenormalni

rozdéleni; neparametricky test; *** - p < 0,001 vs. kontrola; n = 6)
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5.2.3. Aktivita laktitdehydrogenizy v kultivaénim médiu hepatocyti potkana
exponovanych LPC po dobu 24 hod ve 12 WP.

Z vysledkt aktivity LDH v kultivaénim médiu hepatocytl ve 12 WP je patrné, Ze
rovnéZ zde dochazi k signifikantnimu ndrtstu aktivity LDH od koncentrace LPC 60 pmol/l

(p < 0,001).
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Graf ¢ 5: Aktivita LDH v kultivanim médiu; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; 12 WP;

AVG + STD. (normalni rozdéleni; parametricky test; *** - p < 0,001 vs. kontrola; n = 6)
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5.3. Aktivita kaspazy 3

5.3.1. Aktivita kaspazy 3 v bunééném lyzatu hepatocyti potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 12 WP, rozdil vysledki v ¢ase 0 a 30 min.

K nariistu aktivity kaspazy 3 v bunééném lyzatu hepatocytli doslo od koncentrace LPC
40 pmol/l, maximalni aktivita byla zaznamenana u koncentrace LPC 60 pmol/l (p = 0,1546)

zatimco u koncentraci LPC 80 a 100 umol/l doslo ke snizeni aktivity kaspazy 3.
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Graf ¢ 6: Aktivita kaspazy 3 v bunééném lyzatu; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; rozdil

v ¢ase 0 a 30 min; 12 WP; AVG + STD. (nenormélni rozdéleni; neparametricky test; n = 6)
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5.3.2. Aktivita kaspazy 3 v bunééném lyzatu hepatocytii potkana exponovanych LPC po

dobu 24 hod ve 24 WP, rozdil v ¢ase 0 a 90 min.

Z vysledkl méfeni aktivity kaspazy 3 ve 24 WP je patrny nartst aktivity od
koncentrace LPC 20 pmol/l, maximum je pii koncentraci LPC 40 pmol/l (p <0,01), poté
nasleduje op¢t pokles. U koncentraci LPC 5 a 100 pmol/l byla aktivita kaspazy 3 pod mezi

detekce.
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Graf ¢ 7: Aktivita kaspazy 3 v bunééném lyzatu; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; rozdil
v ¢ase 0 a 90 min; 24 WP; AVG + STD. (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; ** - p < 0,01 vs.

kontrola; n = 6)
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5.3.3. Aktivita kaspazy 3 v kultivaénim médiu hepatocytii potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 12 WP, rozdil v ¢ase 0 a 30 min.
Nejvyraznéjsi aktivita kaspdzy 3 u nepfichycenych bunck byla zaznamenéna u

koncentrace LPC 40 umol/l (p < 0,01).
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Graf ¢ 8: Aktivita kaspazy 3 v kultiva¢nim médiu; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; rozdil

v ¢ase 0 a 30 min; 12 WP; AVG + STD. (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; ** - p < 0,01 vs.

kontrola; n = 6)
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5.3.4. Aktivita kaspazy 3 v kultivaénim médiu hepatocytii potkana exponovanych LPC po
dobu 24 hod ve 24 WP, rozdil v ¢ase 0 a 30 min.

Aktivita kaspazy 3 u nepfichycenych hepatocytli v kultivaénim médiu ve 24 WP
vyrazné€ji nartstala od koncentrace LPC 20 pmol/l (p < 0,01), maximdlni byla opét u

koncentrace LPC 40 umol/l (p < 0,001), u nasledujicich koncentraci LPC jiz postupn¢ klesala.
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Graf ¢ 9: Aktivita kaspazy 3 v kultivacnim médiu; hepatocyty potkana; expozice LPC 24 hod; rozdil

v ¢ase 0 a 30 min; 24 WP; AVG + STD. (normélni rozdéleni; parametricky test; ** - p < 0,01,

*** . n < 0,001 vs. kontrola; n = 6)
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5.4. Morfologické zmény

Hepatocyty potkana byly pro mikroskopické hodnoceni a fotografovani kultivovany
v 6 WP v kompletnim Williams. E médiu v CO; inkubéatoru a poté exponovany LPC o danych
koncentracich (0 — 100 umol/l) po dobu 24 hod. Buiiky byly pozorovany a fotografovany vzdy

ve Tazovém kontrastu.

Obr. ¢. 18: Kontrolni hepatocyty potkana. Hepatocyty bez pridavku LPC, bunky nevykazuji znamky
poskozeni, maji sviyj typicky polyedricky tvar, zietelné jedno az dveé jadra s jadérky, mirné granulovanou

cytoplasmu a neporusenou bunécnou membranu (fazovy kontrast, zvétseni objektivu 20x).

-

%

[" 4 y \(\/ 4 "
é 5 umol/l LPC 24 hod. Tukové kapénky v cytoplasme

Obr. ¢. 19. Hepatocyty otkna exponovan

hepatocytit, buriky bez vyraznéjsiho poskozeni (fazovy kontrast, zvétSeni objektivu 20x).
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Obr. ¢. 20: Hepatocyty potkana exponovaé 40 mol/l LPC 24 hod. Tukové kapénky chtoplasmé

hepatocytit, pozorovatelna apoptoticka téliska (fazovy kontrast, zvetSeni objektivu 20x).

Obr. ¢. 21: Hepatocyty potkana exponované 100 umol/l LPC 24 hod. Kondenzovana jadra bez
viditelnych jadérek, vysoce granulovand cytoplasma, poskozenda bunécna membrana s uvoliiovanim
obsahu bunék do kultivacniho média, buniky se odlucuji od kolagenu (fazovy kontrast, zvétseni objektivu

20x).
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6. Diskuze

NAFLD se tadi mezi metabolickd onemocnéni jater charakterizované jaterni
steatozou, ktera nevznikla vlivem alkoholu. Progrese tohoto onemocnéni vede od prosté
steatozy, pres NASH sriznym stupném fibrozy, jaterni cirhdézu az po hepatocelularni
karcinom. V souc¢asné dobé se NAFLD celosvétové povazuje za pandemické onemocnéni jater.
Rozvoj NAFLD je siln¢ asociovan s parametry metabolického syndromu vzniklého na
podkladé inzulinové rezistence. Nejvyznamngjsi se zda byt vliv obezity, kdy vlivem zvySené
akumulace TAG v jatrech dochazi k dalsim komplikacim (Byrne, 2015). Expozice hepatocyti
vysoké koncentraci danych lipidid, pii kterém dochazi k hepatocelularnimu posSkozeni, se
oznacuje terminem lipotoxicita. Lipidy zprostfedkovavajici jaterni lipotoxicitu jsou piedevsim
volné mastné kyseliny (FFA), triacylglyceroly (TAG), lysofosfatidylcholin (LPC) a ceramidy
(Mota, 2016).

Ke studiu lipotoxického ucinku LPC byly pouzity primarni kultury hepatocytii potkana
kmene Wistar. Lipotoxicita byla prokazovana méfenim aktivit bunécnych dehydrogenaz
(WST-1 test), aktivity LDH v kultivatnim médiu, LDH leakage, aktivity kaspazy 3 a
mikroskopickym hodnocenim morfologickych zmén hepatocyti ve fazovém Kkontrastu.
Izolované hepatocyty byly pro tento ucel kultivovany 24 hod v kultivatnim médiu s

ptidavkem dané koncentrace LPC.

Cilem prace bylo ur¢it koncentraci LPC, od které dochazi k signifikantnimu poskozeni
hepatocytd po 24 hodinové kultivaci. Z naméfenych dat byly vytvoieny grafy v programu
Microsoft Excel 2016, dale byla tato data zpracovana ve statistickém programu GraphPad

Prism 8.

Informaci o viabilité bun¢k nam poskytl test WST-1 (graf ¢. 1 + graf €. 2). Pouze zivé
buiiky jsou schopny redukovat tetrazoliovou stil na formazan, coz se projevi zménou zbarveni
(Biovision, 2013). Vysledky jsou uvadény jako procenta kontroly, tudiZ o kolik procent je
vysledna hodnota vyssi nebo niZ§i v porovnani s kontrolnim vzorkem Z vysledkii uvedenych
v grafu €. 1 je patrné, zZe k signifikantnimu sniZeni aktivity bunéénych dehydrogenaz doslo od
koncentrace LPC 40 umol/l. U koncentraci LPC 80 a 100 pmol/l nebyla zaznamenana témé&f
zadna aktivita bunéénych dehydrogendz, coz zna¢i téméf nulové mnozstvi Zivych bunék

Vv téchto vzorcich. Aktivity bunéénych dehydrogenédz byly méfeny po 60 minutach od casu 0.

Graf €. 2, jehoz aktivity bunéénych dehydrogenédz jsou vysledkem méfeni po 120

minutach od ¢asu 0, vykazuje podobny trend. Viabilita hepatocytii zacala rovnéz klesat od
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koncentrace LPC 40 pmol/l, avSak statisticky vyznamnéjsi pokles byl zaznamenan az u
koncentrace LPC 60 umol/l. Tento rozdil je pravdépodobné zpusobena nenormalnim
rozdélenim dat. U koncentraci LPC 80 a 100 umol/I byla opét velice nizka aktivita bunéénych
dehydrogenaz.

LDH je enzym lokalizovany ve vSech buiikach témét vyhradné v cytoplasmé. Za
normalnich okolnosti je bunééna membrana pro tento enzym nepropustna, pokud vsak dojde
K jejimu naruSeni, LDH unika do kultiva¢niho média a mize tak slouzit jako maker poskozeni
bunék. Jako presnéjsi marker poskozeni bunééné membrany se pouziva test LDH leakage, ktery

nas informuje o procentu uniku LDH z poskozenych bunék v ¢ase (Sedlarova, 2015).

Po 24 hodinové kultivaci primarnich hepatocytii potkana s danymi koncentracemi
LPC je ziejmy signifikantni narast LDH leakage od koncentrace LPC 60 umol/l (graf ¢. 3). Pti
pouziti 24 WP (graf €. 4) jsme ziskali obdobné vysledky — ke statisticky vyznamnému nariistu
LDH leakage doslo od koncentrace LPC 60 umol/l.

Graf ¢. 5 udava vysledky aktivity LDH v kultivaénim médiu hepatocyti potkana
exponovanych LPC 24 hod ve 12 WP. I zde je patrny signifikantni nartst aktivity LDH
Vv kultivaénim médiu od koncentrace LPC 60 umol/l, coz znaci, ze pfti této koncentraci doslo

k vyraznému poskozeni bunééné membrany.

K posouzeni, jaka koncentrace LPC vyrazné indukovala apoptdézu hepatocytli nam
poslouzil test na aktivitu kaspazy 3. Tato kaspaza se fadi k tzv. efektorovym kaspazam, které
provadéji samotnou aktivaci procesu apoptéozy u bunék (Mota, 2016). Za pouziti
fluorescen¢niho substratu pro kaspazu 3 byla métena intenzita fluorescence a vysledky métfeni

byly graficky vyhodnoceny jako procenta kontroly.

Pii pouziti 12 WP (graf €. 6) je patrny nartst aktivity kaspazy 3 od koncentrace LPC
40 pmol/l s maximalni aktivitou pti koncentraci LPC 60 pmol/l. Statisticky vyznamnéj$i narast
aktivity kaspazy 3 je ztetelny ve vysledcich z 24 WP (graf €. 7), kdy je maximalni aktivita
kaspazy 3 zaznamendna u koncentrace LPC 40 umol/l. V obou ptipadech se jedna o vysledky
méieni aktivity kaspazy 3 v bunééném lyzatu hepatocytt. V grafu €. 6 jsou uvedeny vysledky
méfeni po 30 minutach od ¢asu 0 zatimco v grafu €. 7 jsou uvedeny vysledky po 90 minutach
od casu 0. Aktivita kaspazy 3 byla v pocatecnich métenich pti pouziti 24 WP u vétSiny vzorki
pod mezi detekce. Je vSak patrné, ze u koncentrace LPC 5 a 100 pumol/I ziistala aktivita kaspazy
3 pod mezi detekce 1 po 90 minutach. Mohlo to byt vlivem nedokonalého nastaveni parametra
méficiho pfistroje.
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Vysledky méteni aktivity kaspazy 3 z neptichycenych a ev. rozpadlych bunék (aktivita
kaspazy 3 v kultivaénim médiu), vykazuji pfi pouziti 12 WP i 24 WP (graf ¢. 8 + graf ¢. 9)
velmi podobné vysledky. V obou ptipadech se jedna o vysledky méteni po 30 minutach od ¢asu
0. Statisticky vyznamny nartst aktivity kaspazy 3 byl zaznamenan u koncentrace LPC 40
umol/l. Z vysledki méfeni aktivity kaspazy 3 jsou patrné maximalni hodnoty u koncentrace
LPC 40 umol/l, poté dochazi opét k poklesu aktivity. To je pravdépodobné zptisobeno jinymi
typy bunécnych smrti, ke kterym pii t€chto vyssich koncentraci LPC dochézelo.

Pfi porovnani vysledkd WST-1 testu, LDH leakage, LDH v kultivaénim médiu a
vysledk testu na aktivitu kaspazy 3 je patrné, Ze k signifikantnimu poklesu viability hepatocytt
doslo pti koncentraci LPC 40 pmol/l. Ve vzorcich s roztokem LPC o koncentracich 60; 80 a
100 pmol/l bylo jen malé mnozstvi zivych bunék. Dobfe to je patrné také na vysledcich LDH
leakage kdy jsou hodnoty LDH leakage prave pii téchto koncentracich statisticky vyzmamné
vys$$i. NaruSenou bunéénou membranou unikd z buiikky nejen LDH, ale i dal$i bunécné
dehydrogenazy (Racek, 1999). Rovnéz ve vysledcich méteni aktivity kaspazy 3 v bunécném
lyzatu je patrné maximum pfi koncentraci LPC 40 pmol/l, zatimco u vysSich koncentraci LPC
aktivita kaspazy opét klesa. To je nejspiSe zptisobeno pfitomnosti nekrdzy, o niz nas informuje

opét vyssi LDH leakage (Mezera, 2014).

Pro posouzeni morfologickych zmén primarnich kultur hepatocytt potkana, které byly
exponovany danym koncentracim LPC po dobu 24 hod, byly vyuzity buiiky nasazené v 6 WP.

Hepatocyty byly pozorovany v mikroskopu s fazovym kontrastem.

Kontrolni hepatocyty, které byly kultivovany 24 hod v inkompletnim Williams. E
médiu, nevykazovaly zndmky posSkozeni (obr. ¢. 18). Buiky si zachovaly svij typicky
polyedricky tvar, bunéénd membrana byla neporusena. Dobfte zietelné bylo jedno az dvé jadra
s viditelnymi jadérky a mirné granulovana cytoplasma. Hepatocyty exponované 5 pmol/l
koncentraci LPC (obr. ¢. 19) vykazovaly pfitomnost tukovych kapének v cytoplasmé,
k vyraznéjsimu poskozeni bunék vsak pii pouziti této koncentrace LPC nedochézelo. Po 24 hod
expozici 40 umol/l koncetraci LPC byly v cytoplasmé bun€k pozorovany tukové kapénky a
apoptoticka téliska na membrané¢ hepatocyti (obr. ¢. 20). Tyto morfologické zmény
koresponduji s vysledky testi aktivity kaspazy 3 (graf ¢. 6 — 9), kdy byla u koncentrace LPC
40 pmol/l zaznamendna nejvyssi aktivita kaspazy 3. U hepatocytli po expozici 100 umol/l
koncentraci LPC (obr. €. 21) bylo zietelné vyrazné poskozeni bunék. Bunky se odlucovaly od

kolagenu, jadra byla kondenzovana bez viditelnych jadérek, cytoplasma vysoce granulovana.
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Z poskozené bunééné membrany se uvoliioval obsah bunék do kultivacniho média. Test WST-
1 (graf ¢. 1 — 2) zaznamenal pfi této koncentraci LPC témér neméfitelnou aktivitu bunéénych
dehydrogenaz, LDH leakage bylo naopak vlivem poskozené bunééné membrany vysoké (graf
¢. 3 — 4). Aktivita kaspazy 3 byla opé€t nizsi (graf €. 6 — 9), jelikoz pravdépodobné pievladal

nekroticky typ bunééné smrti.

Lysofosfatidylcholinem indukovanou lipoapoptézou se zabyvali také Kakisaka a kol
(2011). Nevyuzivali ovSem primarni kultury hepatocyti potkana, nybrz mySi primarni
hepatocyty kultivované ve Waymouthové médiu a lidské bunécné linie Huh-7 kultivované
v DMEM. Pracovali se zasobnim roztokem LPC o koncentraci 25 mmol/l z ¢ehoz byly dale

ptipraveny roztoky LPC s koncentracemi 0 — 85 pmol/l.

Kakisaka a kol. (2011) prokazali, ze je LPC aktivnim metabolitem nasycené mastné
kyseliny. Dle ptfedpokladu doSlo k nartstu intracelularni hladiny LPC u mySich primarnich
hepatocytli umérné extracelulrnim koncentracim jak podané kyseliny palmitové (PA), tak
kyseliny stearové (SA). K signifikantnimu zvySeni intracelularni koncentrace LPC doSlo pfi
koncentracich PA nebo SA 600 umol/l. Obdobny nartst intracelularniho LPC zaznamenali i pti
podani 85 umol/l LPC, coz potvrzuje, ze LPC je membranové permeabilni nebo je ucinné
transportovan do bun¢k. Pro detekci apoptozy vyuzivali bunkky Huh-7 inkubované s LPC o
koncentracich 42,5 umol/l a 85 pmol/l. Jak pti hodnoceni morfologickych, tak biochemickych
kritérii (méfeni aktivity kaspazy 3) LPC indukoval apoptéozu V zavislosti na pouzité
koncentraci. Morfologické zmény bunék vyhodnotili po barveni bunék 4,6-diamidin-2’-
fenylindoldihydrochloridem (DAPI) s naslednym ode¢itanim ve fluorescenénim mikroskopu.
Aktivita kaspazy 3 byla stejné jako v naSem piipad€ hodnocena pomoci fluorescen¢niho ¢inidla

pro kaspazu 3 a vyjadiena jako zména intenzity fluorescence v Case.

LPC se uvoliuje z intracelularniho prostiedi pomoci PLA2 vlivem kaspazy 3, kdyz
buniky prochéazeji apoptdézou. Nasycené mastné kyseliny tudiZ indukuji lipoapoptdzu

mechanismem zavislym na LPC (Kakisaka, 2011).

Han a kol. (2008) ve své studii lipotoxicity pracovali s Chang bunkami. Jedna se o
buiikky odvozené od bunécné linie HeLa u kterych byla pozorovana povaha hepatocyti na
zéklad¢ exprese a-fetoproteinu a albuminu (Lee, 2002). Tuto povahu Chang bun¢k prokézali i
Han a kol., ktefi ve svych vysledcich u téchto bun¢k prokézali markery typické pro hepatocyty
a také schopnost Chang bun¢k metabolizovat amoniak. Chang bunky byly kultivované ve

DMEM médiu s 10% FBS a exponované FFA (PA) po dobu 24 hod, jako v nasi praci.
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Han a kol. tvrdi, ze bunécna smrt > 50% bunék s plnohodnotnymi rysy apoptozy nastava praveé

po 24 hod od ovlivnéni bun¢k FFA.

Apoptdza Chang bunék byla indukovéana 24 hodinovou expozici 400 umol/l PA a to
mechanismem zéavislym na LPC, coz se opét potvrdilo stanovenim intracelularni koncentrace
LPC pomoci daného enzymového kolorimetrického testu. Poskozeni bunc¢k vyhodnotili
z vysledkl testu aktivity LDH v kultivacnim médiu. Vlastni apoptéozu stanovili u bunék
barvenych Hoechst/PI barvivy a ve fluorescencnim mikroskopu hodnotily nukledrni

kondenzaci a fragmentaci DNA.

Pro posouzeni viability bunék pouzili, na rozdil od nas, MTT test. Tento test pracuje
na stejném principu jako nami vyuzity WST-1 test, vyuZziva vsak jiné barvivo — tetrazoliovou
sul MTT, ktera se vlivem bunécnych dehydrogenaz redukuje na formazan. Test WST-1 se vSak
jevi jako vyhodngjsi, tyto testy vyuZzivaji ve vodé rozpustné tetrazoliové soli, v porovnani
s MTT tak odpada krok solubilizace. WST-1 test je také méné& toxicky pro buiiky, jelikoZ pro
tetrazoliové soli rozpustné ve vodé je bunénd membrana nepropustna. MTT vstupuje do

bunék, kde se poté¢ hromadi nerozpustny formazan (Berridge, 2005).

V naSich pokusech byla lipoapoptéza zaznamenana u primdrnich kultur hepatocytt
exponovanych 40 pmol/l LPC. Vyssi koncentrace LPC indukovaly poSkozeni bunécné

membrany a nekrozu.

62



7. Zavér
V nasi praci jsme hodnotili lipotoxické poskozeni primarnich kultur hepatocytt

potkana indukované lysofosfatidylcholinem o vybranych koncentracich.

Z vysledkt WST-1 testu je patrné vyrazné snizeni zivotnosti bunék od koncentrace
LPC 40 umol/l, tyto vysledky koresponduji s vysledky aktivity kaspazy 3, kterymi se prokazalo
nejveétsi mnozstvi bunék prochazejici apoptdézou rovnéz u této koncentrace. U vyssich
koncentraci LPC dochazelo pravdépodobné k nekrdze bunék, coz lze usuzovat z nizsi aktivity
kaspazy 3 a vysSich hodnot LDH leakage. Tyto vysledky byly potvrzeny i mikroskopickym

hodnocenim morfologickych zmén bunék.
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Prilohy
Priloha ¢. 1: WST-1, LDH leakage. AVG — aritmeticky primer, STD — smérodatna odchylka, n — pocet

méreni. WST: ¢as 1 = 60 min, ¢as 2 = 120 min, vysledky jsou uvedeny jako % kontroly, LDH leakage:
vysledky jsou vyjadieny jako aktivita uvolnéné LDH v kultivacnim médiu (LDH EC) ku celkové aktivite

LDH v procentech.
WST, t=24 hod, ¢as 0 - ¢as 1 n| AVG | STD WST, t=24hod, ¢as0-¢as2 |n| AVG | STD
Kontrola 6 {100,000( 0,079 Kontrola 6 {100,000 4,166
LPC 5 pumoll 6 (109,584 8,567 LPC 5 umoll 6{100,375| 5,915
LPC 10 umol/l 6 |107,226| 7,445 LPC 10 umol/l 6] 93,493 | 6,176
LPC 20 pmoll 6 (108,448 5,223 LPC 20 pmol/l 6| 94,101 | 6,399
LPC 40 pmoll 6| 78,354 | 3,986 LPC 40 pmoll 6| 71,699 | 5488
LPC 60 pmol/l 6 (31,537 | 12,788 LPC 60 pmol/l 6| 25,735 |11,956
LPC 80 pmol/l 6| 0,953 | 0,549 LPC 80 pmol/l 6| 1,005 | 0,484
LPC 100 umol/l 6| 0,136 | 0,121 LPC 100 umol/l 6| 0,245 | 0,067
LDH leakage, t=24 hod, 12WP | n| AVG | STD |LDH leakage, t=24hod, 24 WP|n| AVG | STD
Kontrola 6|24,726 | 7,779 Kontrola 6| 30,207 | 4,342
LPC 5 pmol/l 6 | 20,386 | 3,450 LPC 5 umoll 6(30,713 | 1,675
LPC 10 pmol/l 6| 22,369 | 2,524 LPC 10 pmol/l 629,846 | 1,677
LPC 20 pmoll 6 | 26,288 | 7,905 LPC 20 pmol/l 6(31,971 | 2,120
LPC 40 pmoll 6 (29,659 | 6,750 LPC 40 pmoll 627,735 | 2,515
LPC 60 pmol/l 6 (90,566 | 1,610 LPC 60 pmol/l 6| 42,939 | 2,008
LPC 80 pmol/l 6 [ 88,615 | 3,235 LPC 80 pmol/l 6| 80,867 | 1,831
LPC 100 pmol/l 6 [ 95,027 | 1,650 LPC 100 umol/l 6| 89,647 | 1,989
LDHEC, t=24 hod, 12 WP n{ AVG | STD
Kontrola 6| 267,62 | 99,467
LPC 5 pmol/l 6| 201,85 | 46,009
LPC 10 umoll 6| 204,09 | 35,190
LPC 20 pmoll 6 | 240,24 | 73,397
LPC 40 umol/l 6 | 359,66 (127,065
LPC 60 umol/l 6| 1699 |49,411
LPC 80 umol/l 6 | 1688,4 242,940
LPC 100 pmol/l 6 1998,1 (183,043
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Priloha ¢. 2: Aktivita kaspazy 3. AVG — aritmeticky priumer, STD — smérodatnd odchylka, n — pocet
méreni. Kaspaza 3 EC — aktivita kaspdzy 3 v kultivacnim médiu, kaspdaza 3 IC — aktivita kaspdzy 3

V bunééném lyzatu. Cas 1 = 30 min, ¢as 3 = 90 min, vysledky jsou uvedeny jako % kontroly.

kaspaza 3, EC, t=24 hod, ¢as 1 - ¢as 0, 12 WP AVG STD

Kontrola 100,000 | 44,912
LPC 5 umol/l 107,018 | 47,837
LPC 10 umol/l 117,404 | 95,740
LPC 20 umol/l 169,204 | 68,557
LPC 40 umol/l 535,350 |53,628
LPC 60 umol/l 216,257 | 96,947

LPC 80 pmol/l
LPC 100 umol/l
kaspaza 3, IC, t=24 hod, Cas 1 - ¢as 0, 12 WP

183,076 | 64,911
76,294 | 61,620
AVG STD

Kontrola 100,000 | 14,019
LPC 5 pmoll 99,555 10,735
LPC 10 pmol/l 94,871 14,140
LPC 20 pmol/l 104,741 | 13,262
LPC 40 pmol/l 131,079 | 14,286
LPC 60 pmol/l 140,629 | 20,565

LPC 80 umol/l
LPC 100 pmol/l
kaspaza 3, EC, t=24 hod, ¢as | - ¢as 0, 24 WP

70,080 |10,181
58,303 | 18,821
AVG STD

Kontrola 100,000 | 34,262
LPC 5 umol/l 79,666 | 36,765
LPC 10 umol/l 101,333 | 42,443
LPC 20 umol/l 240,777 | 45,641
LPC 40 umol/l 497,111 {101,309
LPC 60 umol/l 343,444 | 52,668

259,777 | 46,249
140,888 | 42,495

LPC 80 umol/l
LPC 100 pmol/l

kaspaza 3, IC, t =24 hod, Cas 3 - ¢as 0, 24 WP AVG STD
Kontrola 100,000 (146,022
LPC 5 umol/l pod mez. det.
LPC 10 pmol/l 40,350 206,744
LPC 20 pmol/l 337,134 (189,915
LPC 40 pmol/l 648,538 (342,654
LPC 60 pmol/l 260,526 (328,160

LPC 80 umol/l
LPC 100 pmol/l

94,444  |174,657
pod mez. det.
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