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ANOTACE

Diplomové prace se vénuje porovnani mitochondridlni respirace u riznych modelovych
systémll v souvislosti se steatotickym jaternim onemocnénim spojenym s metabolickou
dysfunkci (MASLD). Uvodni &ast se zaméfuje na teoreticky piehled o struktuie a funkci
mitochondrii a jejich roli v patogenezi MASLD. Hlavni ¢ast prace se zabyva experimentalnim
hodnocenim respirace izolovanych mitochondrii, jaternich homogenatl, primdrnich
hepatocyti, bunék HepG2 a lidskych trombocytl pomoci vysokouc¢inné respirometrie. Prace
porovnava rozdily mezi jednotlivymi modely z hlediska jejich vyuzitelnosti pro vyzkum

mitochondrialnich dysfunkei.
KLICOVA SLOVA

hepatocyty, HepG2, steatotické jaterni onemocnéni spojené s metabolickou dysfunkei

(MASLD), mitochondrie, mitochondrialni respirace, respirometrie, trombocyty
TITLE

Model Systems for Studying Energy Metabolism Changes in Metabolic

Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease
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This diploma thesis focuses on the comparison of mitochondrial respiration in various
model systems in the context of metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease
(MASLD). The introductory section provides a theoretical overview of mitochondrial structure
and function, as well as their role in the pathogenesis of MASLD. The main part of the thesis
i1s dedicated to the experimental evaluation of respiration in isolated mitochondria, liver
homogenates, primary hepatocytes, HepG2 cells, and human platelets using high-resolution
respirometry. The work compares the differences between individual models in terms of their

applicability for studying mitochondrial dysfunction.
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UVoD

Jatra jsou hlavnim metabolickym orgénem s rozsahlym spektrem funkci. Hraji kli¢ovou
roli v regulaci metabolismu vSech zivin, podileji se na detoxikaci endogennich i exogennich
latek, jsou dtlezitd pro imunitni odpovédi, hemostazu, syntetizuji vétSinu plazmatickych
proteinti a vykazuji exokrinni i endokrinni funkce. Jejich unikatni struktura je pfizptisobena
plnéni téchto uloh.

Jatra jsou zasobena krvi ze dvou zdroju: portalni zila pfivadi krev bohatou na ziviny
a dalsi latky vstifebané ze stfeva, zatimco jaterni tepna piindsi kyslikem nasycenou krev z aorty.
Anatomicky jsou rozdélena na laloky a segmenty. V jatrech se nachazi nékolik typii bunck
hepatocyty tvorici hlavni parenchym, Kupfferovy bunky, hvézdicovité (Itoovy) buiky,
sinusoidalni endotelové buniky a cholangiocyty, z nichz kazda populace plni specifické ukoly
v udrzovani jaterni homeostazy.

Funk¢ni jednotkou jater je jaterni acinus — oblast, v jejimz centru se nachazi tzv. portalni
tridda tvotfena interlobuldrni portalni zilou, jaterni tepnou a zlu¢ovodem. Krev z obou cévnich
zdrojl protéka sinusoidami smérem k centralni zile, zatimco zlu¢ produkovana hepatocyty tece
opacnym smérem do zlucovych kandlkl. Toto uspofddani umoziuje metabolickou zonaci
hepatocytil a diferenciaci jejich funkei v riznych ¢astech acinu.

Jatra maji zasadni Ulohu v metabolismu sacharidi, lipidd a proteini — vcetné
glukoneogeneze, f-oxidace mastnych kyselin, syntézy lipoproteini a metabolismu amoniaku.
Mitochondrie, jakoZto organely zajiStujici produkci adenosintrifosfatu (ATP) a fizeni
klicovych metabolickych drah, hraji v tomto procesu zdsadni roli. Jejich dysfunkce mize vést
k poruSe energetické homeostdzy, vzniku oxidacniho stresu a aktivaci zanétlivych
a fibrotickych procest.

Jaterni steatdza asociovand s metabolickou dysfunkci (MASLD, diive zndma jako
nealkoholova tukovad choroba jater — NAFLD) je v soucasnosti nej¢astéj$im chronickym
onemocnénim jater. Onemocnéni je charakterizovano nadmérmym ukladanim tuku
v hepatocytech, ¢asto v souvislosti s metabolickym syndromem. Vzhledem k vysoké prevalenci
a potencialu progrese do nealkoholové steatohepatitidy (MASH), fibrozy a cirhdzy piedstavuje
MASLD zévazny zdravotni problém. Mitochondridlni dysfunkce je jednim z klicovych
patogenetickych mechanismill tohoto onemocnéni, coZ otevira nové moznosti cilené terapie.

K hlubSimu pochopeni patogeneze MASLD a role mitochondrii je nezbytné vyuZziti
kombinace in vitro (bunééné a tkanové modely) a in vivo (zvifeci modely) studii. Tyto modely

umoziuji zkoumat specifické mechanismy na Grovni bunék i celého organismu a predstavuji
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zasadni nastroj pro testovani novych terapeutickych pfistupl. Vysokolc¢innd respirometrie
(High-resolution respirometry, HRR) je moderni vyzkumna metoda umoznujici méfeni
mitochondrialni respirace v raznych typech mitochondridlnich preparati i zivych bunkach
pomoci bioenergetického analyzatoru Oroboros O2k. Tato metoda poskytuje zaklad pro detailni
analyzu oxida¢ni fosforylace (OXPHOS).

Cilem této prace bylo popsat a porovnat mitochondridlni respiraci u rtznych
modelovych systémti — izolovanych mitochondrii, hepatocyti, bunécné linie HepG2 a lidskych
trombocyti — s vyuzitim vysokouCinné respirometrie. Zméfit a vyhodnotit zmény
mitochondrialni respirace jater u mysiho nutricniho modelu MASLD. Zavést metodiku izolaci

trombocytl pro respirometrické méten.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Steatotické jaterni onemocnéni spojené s metabolickou

dysfunkci

MASLD, dfive zndmé jako nealkoholické tukové onemocnéni jater, patii celosvétove
mezi nejrozSifenéjSi  chronické nemoci jater. Je hlavni pfi¢inou morbidity
a mortality spojené s onemocnénim jater (Younossi et al., 2016). Tento stav byva spojen
s obezitou a k jeho rozvoji vyznamnou mérou ptispély faktory, jako jsou zmény zivotniho stylu,
nadmérny piijem potravy a nizka fyzicka aktivita (Li et al., 2024). MASLD navic tzce souvisi
s metabolickym syndromem, jehoz kli¢ovymi rysy jsou inzulinova rezistence, obezita, diabetes

mellitus 2. typu a dyslipidémie (Younossi et al., 2016).

1.1.1 Stadia nemoci

MASLD je metabolické poskozeni jater charakterizované nadmérnym ukladanim
triacylglycerol v hepatocytech. Jednd se o zastfeSujici termin pro spektrum stavi
od jednoduché steatdozy pres MASH az po pokrocilé formy, jako je fibréza, cirh6za nebo
hepatocelularni karcinom (HCC). VétSina pacientli zlstavd asymptomatickd, coz ztéZzuje
vcasnou diagnostiku a zvysuje riziko pokroc€ilych komplikaci (Friedman et al., 2018; Li et al.,
2024).

Klinicko-patologickd definice stanovuje diagnézu MASLD v ptipadé, ze dochézi
k akumulaci tuku ve vice nez 5 % hepatocytti, a to pfi vylouceni sekundarnich pficin jaterni
steatézy — zejména nadmérného piijmu alkoholu (nad 30 g/den u muzi, nad 20 g/den u Zen)
¢1 uzivani léCiv znamych svym steatogennim ucinkem (napf. kortikosteroidy, néktera
cytostatika a antiretrovirotika). Steatéza je charakterizovana nadmérnym ukladanim lipida
v jaterni tkani, které miZe byt doprovazeno pouze miniméalnim portdlnim ¢i lobularnim
zanétem, bez znamek vyznamnéjSiho poskozeni hepatocytd nebo fibrotizace. (Mazzolini,
2020).

Steatdza, oznaCovana také jako prostd steatdoza nebo jednoducha steatoza, je prvnim
stadiem nemoci. Vyznacuje se nadmérnou akumulaci triacylglyceroli (TAG) v hepatocytech
bez pfitomnosti zanétlivych zmén nebo fibrotickych procesi. TAG se akumuluji
v disledku nékolika specifickych mechanismii, mezi které patii zvySeny piijem mastnych
kyselin, de novo lipogeneze stimulovana inzulinovou rezistenci a snizena B-oxidace mastnych
kyselin v mitochondriich. Zménou zivotniho stylu, a to pfedevsim Gpravou stravovacich ndvyka

a zvySenim fyzické aktivity, je jeSté mozné zvratit pribéh nemoci. (Tilg et al., 2010; Friedman
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et al., 2018). Jedna se tedy o reverzibilni fazi za predpokladu, Ze je eliminovana primdrni
pti¢ina, kterou je bezesporu inzulinova rezistence nebo nadmérny kaloricky piijem.

MASH priedstavuje pokrocilejsi stadium MASLD, pii kterém dochazi k zanétu,
balonovani hepatocytl a progresi fibrozy. Faktorem odlisujicim MASH od jednoduché steatdzy
je smrt hepatocytt indukovana lipotoxicitou. Histologické projevy MASH jsou do zna¢né miry
determinovany regeneracni schopnosti jater nahradit usmrcené hepatocyty. Nejprve jsou
aktivovany rezidentni stromalni bunky a rekrutuji se bunky odvozené z kostni dfené. Tyto
bunky pak interaguji, aby odstranily mrtvé zbytky a remodelovaly jaterni mikroprostfedi, tim
podpofily rist a diferenciaci bun¢k, které nakonec nahradi odumfel¢ hepatocyty. Hojeni
poskozeni tedy vyzaduje zanét, remodelaci jaterni vaskulatury a matrix a rdst jaternich
progenitord. MASH je tedy disledek kombinace poSkozeni/smrti hepatocytli a nasledného
hojiciho procesu. Obecné plati, Zze intenzita hojici reakce odpovida rozsahu timrti hepatocyti.
Protoze lipotoxicita je hlavni pfi¢inou smrti hepatocyti ve ztuénélych jatrech a umirajici
hepatocyty iniciuji MASH, intervence k zabranéni vzniku nebo lé¢eni MASH by m¢ly byt
cilené na potlaceni lipotoxicity. (Suzuki et al., 2017).

Fibroza je dalSim, stadiem nemoci. Opakované zanéty, regenerace a reparace jaterniho
parenchymu jsou spojeny s ukladanim extraceluldrni matrix, jehoz soucasti je kolagen, laminin
a dalsi proteiny. Postupné tak dochazi k piestavbé jaterni architektury. Za hlavni mechanismus
vedouci k ukladani extracelularni matrix lze oznacit aktivaci jaternich hvézdicovych bunék,
které se vreakci na zanétlivé cytokiny, jako je tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a)
a transformuyjici rastovy faktor beta (TGF-f), m&ni na myofibroblasty. Tyto buiiky produkuji
kolagen typu I a III, coz ptispiva k fibroze. V pokrocilych stadiich fibrozy se za€inaji objevovat
problémy s narusenim kapilarniho krevniho toku a zvySenim portalniho tlaku, coZ mize vést
k progresi onemocnéni smérem k cirhdze. Reverzibilita fibrozy zavisi na v€asném rozpoznani
a eliminaci vyvolavajicich faktort. (Friedman et al., 2018; Tilg et al., 2010).

Cirhéza je poslednim stadiem nemoci. Vznika po dlouhotrvajicim zanétu, vlivem
kterého je nahrazen zdravy jaterni parenchym fibrotickou tkdni a regenera¢nimi uzly, coz vede
k portalni hypertenzi. Onemocnéni pfechazi z asymptomatické faze (kompenzovand cirh6za)
do faze symptomatické (dekompenzovand cirhdéza), jejiz komplikace casto vedou
k hospitalizaci, zhorSeni kvality zivota a vysoké mortalité. Progresivni portalni hypertenze,
systétmovy zanét a selhani jater ovliviiuji prognoézu onemocnéni. Dlouhodobé cirh6za takeé

vyznamn¢ zvysuje riziko vzniku hepatoceluldrniho karcinomu. (Gines, 2021)
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1.1.2 Etiopatogeneze

MASLD predstavuje duasledek nezdravého zivotniho stylu, pfi némz nadmérny
kaloricky pfijem v kombinaci s nizkou fyzickou aktivitou vede k naruseni metabolické
homeostazy v jatrech. Nasledné¢ proto dochazi k pretizeni jater lipidy a k rozvoji lipotoxicity,
kterd prispiva k rozvoji zanctu, oxidacniho stresu a fibrézy. Prebyte¢na energie se uklada
ve form¢ TAG v podkozni a visceralni tukové tkani, avSak schopnost tukové tkan¢ tyto zasoby
pojmout je limitovana. Po piekroceni této kapacity, dochazi k vzniku zanétu a inzulinové
rezistenci v tukové tkdni. To ma vliv na produkci adipokinii a zanétlivych cytokind.
Tato nerovnovéaha vede ke vzniku mirného chronického zanétu. Pokud se tuk za¢ne hromadit
mimo tukovou tkan (napft. ve svalech nebo jatrech) zhorSuje to inzulinovou rezistenci i v téchto
organech, coz ma za nésledek nerovnovahu v homeostaze metabolismu glukézy a lipidi a jatra
jsou stdle vice zatéZzovana rliznymi substraty. Volné mastné kyseliny jsou metabolizovany
prostiednictvim B-oxidaci v mitochondriich, ale v disledku pfetizeni jsou mitochondrie
zahlceny, coZ vede k rozptazeni oxidacni fosforylace a ke zvySeni produkce ROS. Kombinaci
dysfunkéni tukové tkdné a endotoxinii ze stfeva je v jatrech indukovano prozanétlivé
a apoptické prostiedi, coz vede k pfechodu od prosté steatozy k MASH (Heyens, 2021).

Mezi dal$i patologické zmény podporujici vznik jaterni fibrozy, v hor§Sim ptipadé
cirhozy, patii zvySend syntéza TGF-B v Kupfferovych builkach, aktivace jaternich
hvézdicovych bun¢k a zvysSeny vyvoj myofibroblasti. Tyto zmény jsou indukované ROS

a peroxidaci lipidii (Ramanathan, 2023).
1.1.2.1 Lipotoxicita

Lipotoxicita ptedstavuje souhrn Skodlivych bunéénych a metabolickych uc¢inki
zpisobenych nadmérnou akumulaci lipidi a jejich toxickych  meziprodukti
v netukovych tkanich. V jatrech, podobn¢ jako v jinych organech, dochazi k akumulaci nejen
neutrdlnich TAG, které jsou relativné neskodné, ale ptredevSim bioaktivnich lipidovych
meziproduktii, jako jsou diacylglyceroly (DAG) a ceramidy, jez maji zisadni roli
v rozvoji inzulinové rezistence a bunécné dysfunkce.

DAG aktivuji proteinkinazu C (PKC), zejména izoformy PKCe a PKC8, které inhibuji
inzulinové signalni drahy, coZ snizuje odpovéd’ na inzulin a pfispiva k rozvoji inzulinové
rezistence v hepatocytech a dalSich tkanich. Ceramidy, vznikajici de novo z mastnych kyselin
nebo jako produkty sfingolipidového metabolismu, inhibuji kli€ové komponenty inzulinové

signalizace, jako je Akt (PKB), a soucasn¢ podporuji apoptdzu a oxidacni stres.
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Dalsi toxické lipidy zahrnuji acyl — koenzym A (acyl-CoA), lysophosphatidylcholin
(LPC) a dalsi intermediaty syntézy ¢i odbouravani TAG, které narusuji bunééné membrany,
zvysuji tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) a spoustéji stres endoplazmatického retikula
(ER). Tim dochazi k aktivaci zanétlivych signalnich drah, jako je c-Jun N-terminalni kinaza
(JNK), a k naruSeni autofagie a mitochondrialnich funkci.

Mitochondrialni dysfunkce pak dale zhorSuje oxidaci mastnych kyselin, ¢imz vznika
bludny kruh akumulace lipidii, zvySené¢ho oxidacniho stresu, poskozeni organel a apoptdzy
hepatocytti. Tyto procesy hraji kliCovou roli v progresi prosté steatdzy do MASH a nésledné

fibrozy (Liangyou, 2014).

1.2 Mitochondrie a jejich role v patogenezi MASLD

Mitochondrie tvofi ptiblizné 18 % objemu hepatocytu. Kromé produkce ATP
prostfednictvim oxidacni fosforylace se mitochondrie podileji i na bunétné signalizaci
pfedevSim prostfednictvim regulace kalciového homeostdzy a generovani ROS, které slouzi
jako signalni molekuly v riznych fyziologickych i patologickych procesech. Mitochondrialni
dysfunkce hraje zdsadni roli v rozvoji a progresi MASLD. Postupné dochazi ke snizeni kapacity
B-oxidace, porucham v elektronovém transportnim fetézci (ETC), poklesu hladin ATP
a nadmérné tvorbé ROS. Vysledkem je oxidacni stres, ktery poskozuje bunééné komponenty
a vede k strukturdlnim 1 funkénim zméndm mitochondrii. Oxida¢ni poSkozeni
mitochondrialnich proteini a lipidd — zejména lipidi vnitini mitochondridlni membrany
narusSuje integritu a funkci mitochondrii. Tyto zmény dale zhorSuji oxidativni stres a podporuji
akumulaci lipidii v hepatocytech, zanétlivé procesy a fibrogenezi. Mitochondrie tak nejen
ztraceji svou ochrannou metabolickou roli, ale aktivné pfispivaji k progresi MASLD z prosté

steatdzy do pokroc€ilych forem onemocnéni (Ramanathan, 2023).

1.2.1 Pivod mitochondrii

Spole¢nym znakem celé fady teorii o ptivodu mitochondrii je klicova role bakterii pti
jejich  vzniku.  Piedpokladd se, Ze doSlo ke  splynuti  a-proteobakterie
a primitivni eukaryotické buiky. Néslednym vyvojem doSlo k pfeméné ze symbionta
na organelu. Dikazem teorii zaloZenych na bakteriich je fakt, ze si mitochondrie zachovaly
fadu bakterialnich vlastnosti, jako je naptiklad vznik novych mitochondrii pomoci déleni,
pfitomnost vlastniho aparatu pro syntézu deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a proteind,
podobnost mitochondridlni DNA (mtDNA) a ribosomalni ribonukleové kyseliny (RNA) s témi
bakteridlnimi. (Musilova, 2023).
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1.2.2 Struktura

Mitochondrie jsou dynamické bunécéné organely, které se ptizptisobuji podminkam prostiedi
nejen svym tvarem, ale i mnozstvim. Mohou mit riznou délku, ale jejich primér byva relativné
konstantni (0,5 — 1,0 um).

Jak je wuvedeno v pivodu mitochondrii, vznikly splynutim dvou organismi,
o ¢emz sveédci 1 jejich struktura. Maji dvojitou membranu, ktera oddéluje mitochondrialni
matrix od cytosolu buiiky. Obé membrany hraji diilezitou roli v mitochondrialnich dé&jich. Tyto
membrany se od sebe li§i tvarem, slozenim 1 fyzikalné — chemickymi vlastnosti. (Musilova,
2023).

Vnitfni membréna tvoii hranici mezi matrix a mezimembranovym prostorem. Sklada
se do Cetnych zdhybi nazyvanych kristy, které zvétSuji povrch vnitini membrany. Kristy
nasledné tvofi cisterny nebo vacky pfipojujici se k tzv. vnitini vazebné membrané pomoci
uzkych tubuldrnich spoji. V této membrané je vysoké mnozstvi kardiolipinu a niz§i mnozstvi
cholesterolu. Kardiolipin je unikatni fosfolipid, ktery hraje zdsadni roli ve funkci a dynamice
mitochondrii. Zaroven jsou v této membrané proteiny plnici 3 hlavni funkce. Prvni funkci
je transport elektronii a Cerpani protonli souvisejici s dychacim fetézcem, jehoz enzymové
komplexy jsou lokalizovany ve vnitini membrang. DalSi skupinou jsou transportni proteiny,
které umoziuji pohyb metaboliti mezi matrix a mezimembranovym prostorem. Tyto
transportéry jsou dileZité, jelikoZ vnitini membrana neni volné propustnou pro ionty a vétSinu
malych molekul. Volné pfes ni prochazi pouze Oz, CO: a lipofilni latky. Tteti hlavni funkci
plni ATP-syntaza, ktera produkuje ATP do matrix.

Vn¢j$i membrana je hranici mezi mezimembranovym prostorem a cytosolem. Tato
membrana je bohatd na proteiny, které maji rizné sloZzeni a funkce
(napf. enzymy, transportni protein atd.). Dllezitou soucasti této membrany jsou integralni
membranové proteiny nazyvané poriny, které prostupuji dvojvrstvou fosfolipidi. Jedna
se o primarni transportni proteiny, které piepravuji metabolity, ionty a nukleotidy mezi
cytosolem a mezimembranovym prostorem. Tyto kandly zajiSt'uji propustnost membrany pro
vSechny molekuly az do velikosti 5000 Daltontll, véetné¢ malych proteinli. Ackoliv je tato
membrana propustnd pro vétSinu molekul, jeji naruSeni vede k uniku faktort, které mohou
vyvolat apoptozu (Protasoni, 2021).

Mezimembranovy prostor je mitochondridlni oddil, ktery ma podobné chemické slozeni
jako cytosol, a to diky propustnosti vnéj$i mitochondridlni membrany. V mezimembranovém
prostoru mitochondrii se nachazi né¢kolik enzymii, ptedevsim ty, které se podileji na prenosu

elektronti a metabolickych reakcich.
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DalSim mitochondridlnim oddilem je matrix, kterd vyplituje vnitini ¢ast mitochondrie
a je ohraniCend vnitini mitochondridlni membranou. Matrix je bohatd na proteiny, obsahuje
ptiblizné 70 % mitochondrialnich proteini. Obsahuje také mitochondrialni DNA, transferova
RNA (tRNA), ribozomy, rRNA a mnoho dalSich enzymi zapojenych v rtiznych metabolickych
drahach. (Protasoni, 2021).

1.2.3 Energeticky metabolismus

Mitochondrialni respirace predstavuje klicovy proces, ktery zajistuje dostate¢nou
produkci ATP potiebnou pro bunéénou homeostazu a preziti. Hlavni funkci mitochondrii
je tedy tvorba ATP, ktera vznika diky propojeni cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA), ETC
a OXPHOS (Obrazek 1). Oxidace palivovych substratii probiha uvnitt matrix mitochondrii
prostiednictvim TCA, B-oxidaci a OXPHOS. TCA a 3 — oxidace vytvoti redukované molekuly,
jako napiiklad nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a flavinadenindinukleotid (FADH>)
a ty nasledné predavaji své elektrony do ETC, ktery pouzije molarni kyslik jako konecny
akceptor elektroni. Pii tomto procesu dochazi k pienosu protonii z matrix
do mezimembranového prostoru a k naslednému vytvoreni elektrochemického gradientu
protoni. Nasledny pohyb protonti zpét do matrix pies enzym ATP syntazu poskytuje energii
pro reakci adenosindifosfat (ADP) s anorganickym fosfatem za vzniku molekuly ATP (Das,

2006).

1.2.3.1 TCA

TCA cyklus, znamy také jako cyklus kyseliny citronové nebo Krebsiiv cyklus, je fada
chemickych reakci v uzaviené smycce, ktera tvoii metabolicky motor v aerobnich bunkéch.
TCA cyklus predstavuje epicentrum bunééného metabolismu, ¢imz slouzi k pfeméné energie
prostfednictvim oxidace acetyl-koenzymu A (Acetyl-CoA) odvozeného ze sacharidli, mastnych
kyselin a bilkovin. Reakce TCA cyklu jsou katalyzovany osmi enzymy. Tyto enzymy jsou
dalezit¢ pro generovani meziprodukti cyklu TCA - citratu, iso-citratu, o-ketoglutaratu,
sukcinatu, fumaratu, maldtu a oxalacetatu. Cyklus TCA zacina koncenzaci acetyl-CoA
s oxaloacetatem za vzniku molekuly citratu. Ve druhém kroku se citrat pfeméni na sviij izomer,
isocitrat. Cyklus pokracuje dvéma oxida¢nimi dekarboxylacemi, pii nichz se isocitrat
pfeménuje na a-ketoglutarat a nasledné na sukcinyl-CoA za uvolnéni dvou molekul CO>
a vzniku dvou molekul NADH. Déle se sukcinyl-CoA pfeménuje na sukcinat. Tato reakce
je spojena s tvorbou guanosintrifosfatu, ktery miize byt nasledné preménén na ATP. Sukcinat
se oxiduje za vzniku fumaratu. Pfi této reakci jsou dva atomy vodiku pfeneseny na FAD, ¢imz

vznikd FADH,. Dulezité je, ze enzym, ktery tento krok katalyzuje, sukcinatdehydrogenaza
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(SDH), je také soucasti ETC. Poté se fumarat pfeméni na malat a déle na oxalacetat, ktery
se spoji s dalsi molekulou acetyl-CoA a pokracuji v novém TCA cyklu (Martinez-Reyes et al.,
2020).

V eukaryotickém systému se TCA cyklus vyskytuje v matrix mitochondrii, ktera
je obklopena mitochondridlnimi membranami nepropustnymi pro polarni molekuly. Membrana
odd¢luje reakce transformujici energii od reakcei spotfebovavajicich energii a zdroven zadrzuje
meziprodukty cyklu TCA uvnitf mitochondrii. Meziprodukty cyklu TCA zastavaji rGzné
metabolické funkce, vcetné regulace sekrece inzulinu a syntézy mastnych kyselin
v mitochondriich. Mohou byt také transportovany z mitochondrii riznymi kyvadlovymi
mechanismy a zapojeny do fady biologickych procest (Choi et al., 2021).
1.2.3.2 ETC

Mitochondrialni elektronovy transportni fetézec zahrnuje transmembranové proteinové
komplexy I-1V, které jsou zabudované ve vnitini mitochondridlni membrané. Aby komplexy
spravné fungovaly musi byt sestaveny do specificky konfigurovaného superkomplexu (Zhao et
al., 2019). Dalsi vyznamnou slozkou tohoto fetézce jsou elektronové transportéry ubichinon
a cytochrom c (cyt ¢). Dochazi zde k toku elektroni pies dvé transportni drahy. Prvni draha
zahrnuje komplex I, III, IV a jako substrat zde slouzi NADH, druha drédha obsahuje komplex
IL, II1, IV a substratem je zde FADH,. Tento proces je spojen s tvorbou protonového gradientu
na vnitini mitochondridlni membrané. V gradientu dochazi k akumulaci energie, ktera
je vyuzivana komplexem V k tvorbé ATP. Superkopmlex (respirazom) spolu s komplexem V
(ATP syntaza) jsou zdkladem produkce ATP béhem oxidativni fosforylace (Zhao et al., 2019).

V ETC dochazi k ptenosu elektronti z NADH, ktery je produkovany v mitochondrialni
matrix v TCA cyklu, na transmembranové komplexy ukotvené ve vnitini mitochondrialni
membrané (IMM), které vytvafeji transmembranovy elektrochemicky gradient Cerpanim
protonti pfes membranu. Zpétny tok protoni do matrix je mozny diky protonovému kanélu
v ATP syntéze (komplexu V) coz vede ke konformac¢nim zméndm v nukleotidovych vazebnych
kapsach a k tvorbé a uvolnéni ATP (Sousa et al., 2018).

Komplex I (NADH dehydrogenaza) hraje daleZitou roli v bunééném metabolismu.
Jedna se o vstupni bod elektronli do respirac¢niho fetézce, ktery ziskava elektrony z molekul
NADH. Béhem kazdého katalytického cyklu se NADH oxiduje na NAD", pfi¢emz elektrony
putuji pres fadu Fe-S klastri az na ubichinon (koenzym Q), ktery je redukovan na ubichinol.
Jak se elektrony pohybuji fadou Fe-S klastrd, uvolnéna energie je vyuZzita ke zméné konformace

komplexu a naslednému transportu Ctyf protonti pfes vnitini mitochondrialni membranu
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(Chaban et al., 2014; Nolfi-Donegan et al., 2020; Sousa et al., 2018). Komplex I je enzym
ve tvaru pismene L, hydrofobni rameno je zaclenéno do vnitfni mitochondrialni membrany
a hydrofilni rameno vycnivd do mitochondridlni matrix. Hydrofilni rameno je tvofeno
dehydrogenazovou doménou, ktera obsahuje kofaktory a podjednotky zapojené do oxidace
NADH a ptenosu elektronti na ubichinon.

Komplex II (sukcinat dehydrogenéza) je jedinym komplexem ETC, ktery nepumpuje
protony pies vnitini mitochondridlni membréanu. Jako jediny komplex je také soucasti TCA
cyklu, kde katalyzuje oxidaci sukcinatu na fumaréat. Spolu stim je komplex II zapojen
do redukce ubichinonu na ubichinol, a proto tento komplex poskytuje pfimé spojeni mezi TCA
cyklem a ETC. Elektrony ze sukcinatu generuji FADHo, ktery zistava ptfipevnén ke komplexu
a prenasi dva elektrony do fady Fe-S klastr, které je nasledné pienaSeji na ubichinon (Sousa
etal., 2018).

Existuji 1 jiné cesty, které pienaSeji elektrony na koenzym Q. Napiiklad komplex
glycerofosfatdehydrogendzy a elektrony transportujici flavoprotein (ETF) pfenaseji elektrony
na koenzym Q (Q spoj) z cytosolického NADH, resp. Pfi oxidaci mastnych kyselin (Banerjee
etal., 2022).

Komplex III (cytochrom c¢ oxidoreduktaza) zajistuje oxidaci ubichinolu zpét
na ubichinon, uvolnéné elektrony jsou pfedany do mobilniho elektronového nosice cyt c, ktery
je transportuje na komplex IV. Na kazdy elektron dochazi k pfecerpani 2 protont
do mezimembranového prostoru (Chaban et al., 2014; Nolfi-Donegan et al., 2020).

Komplex IV (cytochrom c oxidaza) ptendsi elektrony z cyt ¢ na molekuldrni kyslik.
Po navazani elektronti na kyslik vznika voda. Soubézné s kazdym ptenosem elektronti dochazi
k absorpci dvou protontl, celkem je tedy do mezimembranového prostoru pumpovana pouze
polovina protonli odebranych z matrix (celkem je odebrano 8 protontl, ze kterych se polovina
pouziva pro tvorbu vody a dalsi Ctyfi jsou piecerpany pies membranu) (Sousa et al., 2018).

ATP syntaza (Komplex V) je sloZzena ze dvou podjednotek FoFi, které se skladaji
z dalsich subjednotek. ATP syntdza funguje jako rota¢ni motor, ktery vytvaii ATP pomoci
potencidlni energie z elektrochemického gradientu generovaného ETC. Doména F je ve vodé
nerozpustna a nachdzi se v mitochondridlni matrix. Né&které jeji podjednotky tvofi centralni
stopku ATP syntdzy. Doména Fo je lokalizovana ve vnitini mitochondrialni membrané
a funguje jako protonovy kanal, protony pies ni prochazeji z mezimembranového prostoru zpét
do matrix. Fo pfenasi energii z elektrochemického gradientu protonti do Fi, na které dojde

ke zmén¢ konformace a ADP se fosforyluje na ATP (Fillingame, 2003; Walker 2013).
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1.2.3.3 Beta-oxidace

Triacylglyceroly jsou nejprve hydrolyzovany ptisobenim lipoproteinové lipazy vazané
na endotel. Nez dojde k B-oxidaci, musi byt volné mastné kyseliny (FFA) s 12 nebo vice uhliky
transportovany pres plazmatickou membranu hepatocytli do cytosolu pomoci transportérii
(FABPmp, FAT/CD36, FATP a dalSich) (Alves-Bezzerra et al., 2017). Transportni proteiny
jsou integralni transmembranové proteiny, které maji aktivitu acyl-CoA syntetazy, mastné
kyseliny se tak po pienosu pies plazmatickou membranu rychle pfeménuji na acyl-CoA. Ovsem
mitochondridlni membrana je pro acyl-CoA nepropustna, proto pro sviij import do mitochondrii
vyuzivaji acyl-CoA karnitinovy cClunek. Acyl-CoA se prendsi na hydroxylovou skupinu
karnitinii pomoci karnitin palmitoyltransferazy 1(CPT1), ktera se nachazi na cytosolové strané
vnéj§i mitochondridlni membrany. Jakmile acylkarnitin vstoupi do mitochondrii CPT2,
umisténa na vnitini strané vnitini mitochondridlni membrany, znovu pfeméni acylkarnitiny
na jejich estery CoA, které pak mohou podléhat mitochondrialni B-oxidaci.

Jakmile se mastné kyseliny dostanou do mitochondridlni matrix ve formé
acyl-CoA, dochazi k B-oxidaci, pfi niz se v kazdém cyklu $tépi dva uhliky za vzniku acetyl-
CoA, FADH> a NADH. Reakéni sekvence zahrnuje ctyfi dualezité chemické reakce:
dehydrogenaci, hydrataci, dehydrogenaci, thiolyzu. Tyto reakce jsou katalyzovany nésledujici
enzymy: acyl-CoA dehydrogendza, enoyl-CoA hydrataza, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza
a B-ketothioldza. Vysledny acyl-CoA vstupuje do dalSiho cyklu B-oxidace, vznikly acetyl-CoA
vstupuje do TCA cyklu k dalsi oxidaci, zatimco FADH; a NADH vstupuji do ETC, pfimo
na koenzym Q, kde jsou rovnéz déale oxidovany (Houten et al., 2010). Pti pfenosu elektrona
pres vnitini mitochondrialni membranu jsou pumpovany protony generujicich membranovy
potencidl a protonmotivni silu, ktera se nasledné pouziva k tizeni syntézy ATP. Ne vSechny
elektrony jsou vyuzity k uplné redukci O> na vodu a unikaji z komplextit ETC za vzniku
superoxidu, ktery ma kratky polocas rozpadu a je rychle preménén superoxiddismutazou (SOD)
na peroxid vodiku. Ten je nasledné€ detoxikovan na vodu za pomoci mitochondrialni glutathion
peroxidazy a thioredoxin reduktazy ((Zhang et al., 2023).

Rychlost celého procesu B-oxidace je fizena intraceluldrni koncentraci FFA,
ktera je ptimo zavisla na jejich koncentraci v krvi (Alves-Bezzerra et al., 2017).

ZvySeny ptiliv mastnych kyselin u MASLD muzZe vyvolat pfetiZenou p-oxidaci, ktera
bez doprovodné upregulace slozek ETC povede k vétsimu tiniku elektronil nejen z komplexu I
a III (Zhang et al., 2023). K tomuto Uniku pfispiva i interakce volnych mastnych kyselin
se slozkami ETC, které zpomaluji rychlost pfenosu elektronti a zvySuji tvorbu superoxidu.

Zaroven jejich amfifilni povaha umoziuje zaclenéni do vnitini mitochondridlni membrany,
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coz méni fluiditu membrany a usnadnuje unik elektrond (Shi et al., 2021; Zhang et al., 2023).
Tento stav vede k nadprodukci ROS. Zarovenn klesd koncentrace antioxidanti jako jsou
glutathion peroxidazy a thioredoxin reduktazy. Takto zplGsobena nerovnovaha vede
k oxidacnimou stresu a naslednému poSkozeni mtDNA. mtDNA je zvlasté¢ nachylna
k oxidativnimu poSkozeni, protoZe se nachazi v matrix mitochondrii pobliz ETC, kde se vytvari
vétsina ROS. Navic tento typ DNA postradd ochranné histony a mé slabsi opravné systémy,
takze je nachylnéjsi k poskozeni. To miize mit za nasledek defekty ETC a narusenou biogenezi,
coz usnadnuje progresi MASLD. Dalsim problémem je, ze ROS zapficinuji pfimou oxidaci
mitochondrialnich proteinti a lipidi, coz je spoustéem pro mitochondridlni dysfunkci (Zhang

et al., 2023).
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Obrazek 1: Mitochondrialni respirace.

Vstup FFA do mitochondrii aktivuje B-oxidaci, pfi niz vznikaji molekuly acetyl-CoA,

NADH a FADH;. Acetyl-CoA vznikly B-oxidaci vstupuje do TCA cyklu k dalsi oxidaci,
zatimco FADH> a NADH vstupuji do ETC, kde jsou rovnéz dale oxidovany. Reakce TCA cyklu
provadi osm enzymd, které oxiduji acetyl-CoA na oxid uhli¢ity a vodu a produkuji redukéni
ekvivalenty pfeménou t¥i molekul NAD" na tfi NADH, jedné molekuly FAD" na jeden FADH>
a jedné molekuly GDP a anorganického fosfatu na jeden GTP (tato reakce neni ve schématu
zahrnuta). ETC je mistem pfenosu elektroni a oxidativni fosforylace, které jsou zodpovédné za
tvorbu bunééného ATP. ETC se nachazi v IMM a skladd se zvice subjednotkovych
enzymovych komplexti (komplexy I-IV) a mobilnich nosic¢t elektront (ubichinon a cyt c).
Komplex I ptijima elektrony z NADH, komplex II ze sukciniatu (FADH2) a elektrony jsou
prenaseny do Q spoje. Spoj Q rovnéz ptijima elektrony z ETFDH. Ze spoje Q jsou elektrony
pteneseny do komplexu III, poté do cyt ¢ a ndsledné¢ do komplexu IV, ktery je spoji s Oz za
vzniku H>O. Komplexy I, III a IV piecerpavaji protony pies IMM a vytvaieji tak protonovy
gradient, ktery pohani syntézu ATP prostfednictvim komplexu IV.
(a-KG = a-ketoglutarat; cyt ¢ = cytochrom c¢; ETC = elektronovy transportni fetézec;
ETFDH = gen pro flavoprotein dehydrogendzu; ETF = flavoproteiny pienasejici elektrony;
FFA = volné mastné kyseliny; IMM = vnitini mitochondridlni membrana; OMM = vnéjsi
mitochondridlni membrana; Q = ubichinon; TCA = cyklus kyseliny trikarboxylové).

Zdroj: upravena predloha (Maseko, 2024) od BioRender.com, 2025
1.2.3.4 ROS

Mitochondrie jsou primarnimi zdroji reaktivnich forem kysliku. Patfi sem superoxid
(O2) a peroxid vodiku (H207). Jejich neustala tvorba je soucasti normalni aerobniho
metabolismu a zastdvaji fadu funkci. Naptiklad slouzi jako signalni molekuly v metabolismu,

genové transkripci a translaci, bunééného cyklu a diferenciaci. Nadmérné mnozstvi ROS
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je odstrafiovano antioxida¢nim systémem. Nerovnovaha mezi timto systémem a produkci ROS
je pro bunky Skodliva. (Shi et al., 2021)

Produkce ROS v mitochondriich je komplexni, protoze hlavni producenty ROS
ovlivituje tada faktor: typy substratii a jejich koncentrace, koncentrace a redoxni stav
producentt ROS, polarita vnitini mitochondrialni membrany, koncentrace kysliku, typy bunék
a systémy pouzivané k méteni produkce ROS. Za hlavni zdroje ROS jsou povazovany komplex
I (flavinové misto a ubichinonové reduk¢ni misto), komplex III (ubichinonové oxida¢ni misto)
a za jistych okolnosti komplex II (flavinové vazebné misto) (Brand, 2010).

Komplex I generuje ROS dvéma mechanismy, a to pfimym a zpétnym pienosem
elektronti. PHimy pienos elektroni je zavisly na vysokém poméru NADH/NAD', coz vede
ke zvySenému pienosu elektroni z NADH na flavinmononukleotid spojeného s inikem
elektront na molekularni kyslik. Faktory, které mohou ovlivnit pomé&r NADH/NAD"
v intaktnich mitochondriich, a tedy pfimo ovliviiovat produkeci superoxidu jsou: zvyseny ptisun
substratli z potravy, inhibice dychaciho fetézce zplsobend poskozenim, mutace, ztrata
cyt ¢ a nizkd spotfeba ATP. Ke zpétnému pienosu elektronti dochdzi v mitochondriich
s vysokym piisunem elektronli na koenzym Q (dodavanych sukcinatem, alfa-glycerolfosfatem
nebo ETF za pritomnosti vysokého protonového gradientu pres IMM (Murphy, 2009).
Jednoduchym vysvétlenim tohoto typu vzniku ROS by mohlo byt, Ze vyssi protonovy gradient
a koncentrace elektronil v Q spoji nuti elektrony vracet se pies komplex I na flavinové misto,
kde elektrony unikaji a reaguji s molekularnim kyslikem (Mailloux, 2020).

Komplex III ma dvé dualezitd vazebnd mista Qo a Qi, kterd pfijimaji elektrony
dopravované z komplexu I a II. Vazebné misto Qo navazuje ubichinol. Pokud je Qi misto
inhibovéano antimycinem, pak v pfitomnosti ubichinolu komplex III produkuje velké mnoZstvi
superoxidu. Produkce superoxidu komplexem III je za fyziologickych podminek nizka
v porovnani s komplexem I (Murphy, 2009).

Rostouci mnozstvi dikazii ukazuje, Ze respiracni komplex II funguje jako vyznamny
zdroj a modulator produkce ROS. Jak jeho funk¢ni ztrata, tak farmakologicka inhibice mohou
vést k nadmérné produkci ROS. Komplex II se na jejich produkci podili za fyziologickych
1 patofyziologickych podminek. Role komplexu II v tvorbé ROS je bud’ pfima, kdy jsou ROS
generovany piimo v rdmci komplexu, nebo nepiima, kdy jsou ROS produkovéany na jinych
mistech ETC diky elektronim dodavanych z komplexu II. Pfi vysokych koncentracich
sukcinatu komplex II neprodukuje ROS piimo, ale miize pfispét k jejich neptimému generovani
prostiednictvim reverzniho pfenosu elektrond, pfes koenzym Q na komplex I, jak jiz bylo

zminéno vyse. Pii nizsich fyziologickych koncentracich sukcinatu molekula sukcinatu predava
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elektrony na FAD, coz vede k vzniku FADH,. Tento redukovany FAD nésledn¢ miize reagovat
s kyslikem na neobsazeném sukcinatovém vazebném misté, ¢imz piimo piispiva k tvorbé ROS.
Schopnost redukovaného FAD generovat ROS se vyznamné zvysuje, pokud je vazebné misto
pro ubichinon (Q) blokovéno inhibitorem. Naproti tomu inhibitory zamétujici se na sukcinatova
vazebna mista potlacuji produkci ROS. Nespravné sestaveni nebo poskozeni podjednotek
komplexu II mize vést ke zvysené tvorbé ROS bud’ prostfednictvim snizené dostupnosti FAD,
nebo diky presycenim FeS center (Hadrava Vanova, 2020; Starkov, 2008, Liu et al., 2002).

Mimo ETC mohou byt ROS produkovany dal§imi mitochondrialnimi flavoenzymy
(napt.a-ketoglutaratdehydrogenéaza, flavoprotein pienosu elektronti, ETF-oxidoreduktaza,
glycerolfosfat a pyruvatdehydrogenaza) (Starkov, 2008).

Oxida¢ni stres je povazovan za jeden z hlavnich mechanismii iniciace
a progrese MASLD. V ramci tohoto onemocnéni byly pozorovany zvySené hladiny biomarkert
oxida¢niho stresu, jako jsou produkty poskozeni lipidi (napt. 4-hydroxy-2-nonenal,
8-isoprostan, hydroperoxidy, latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou, malondialdehyd),
produkty oxidace DNA a oxidované proteiny (napf. karbonylovany tyrosin) a sniZend
koncentrace a aktivita antioxidac¢nich systému (napt. kataldza, glutathionperoxiddza a SOD,
a-tokoferol, glutathion, thioredoxinreduktdza a ubichinon). (Shi et al., 2021; Zhang et al.,
2023).

Pfi oxidaénim stresu aktivuji mitochondrie fadu obrannych mechanismi
k zachovani své funkénosti, vcetné antioxidaCnich systémi, oprav poSkozené mtDNA,
spravného skladani proteinii a degradace jejich poSkozenych forem. Ke kompenzaci
mitochondrialni dysfunkce slouzi mitochondridlni biogeneze, fize a déleni. V ptipadé
bunééného poskozeni mohou byt mitochondrie opraveny fuzi se zdravymi protéjsky, zatimco
vazné poskozené mitochondrie podléhaji fragmentaci, a nakonec dochézi k jejich degradaci
mitofagii. Mitofagie je dilleZitym preventivnim mechanismem proti rozvoji a progresi MASLD,
protoze je zodpovédnd za eliminaci poSkozenych mitochondrii a poruchy mitofagie byly
zaznamenany u pacienti s MASLD. (Ramanathan,2023).
1.2.3.5 Apoptoza

Apoptézu Ize definovat jako programovanou bunéCnou smrt. Vznikaji apoptoticka
téliska, tudiz nedochazi k vyliti obsahu bunky. T¢liska jsou nasledné fagocytovana makrofagy.
Tento d&j je velice dllezity pro udrzeni homeostazy tkani a zabranéni rastu poskozenych

¢1 abnormdlnich bunck (Musilova, 2023). Apoptéza je indukovana dvéma zékladnimi

28


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/flavoprotein
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dehydrogenase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/electron-transferring-flavoprotein

cestami: vn¢&jsi, kterd je zprostfedkovana receptory smrti na povrchu buiiky, a vnitini cesta
(mitochondrialni) (Xu et al., 2024).

Zakladnim rysem vnitini cesty je uvolilovani cyt ¢ z mezimembranového prostoru
do cytosolu, zavisejici na integrit¢ vnéjsi mitochondrialni membrany. K jeji regulaci slouzi
rovnovaha mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2 (Musilova, 2023).
K aktivaci mitochondrialni cesty vede poskozeni DNA (v¢etné poskozeni mtDNA), stres ER,
lysozomalni permeabilizace a oxidacéni stres. Tyto zminéné inzulty vedou k aktivaci proteinti
rodiny Bcl-2, jako je protein X asociovany s Bcl-2 (Bax) a homologni antagonista Bcl-2 (Bak)
(Alkhouri et al., 2014). Po aktivaci BAX a BAK dochdzi k jejich oligomerizaci, kterd nasledné
zpusobuje permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany. Diky zvySené propustnosti mohou
unikat proapoptotické proteiny (cytochrom c¢, Smac/Diablo a HtrA2/Omi) do cytoplazmy,
kde podniti apoptozu zdvislou i nezavislou na kaspaze (Musilova, 2023). Cyt ¢ uvolnény
z mezimembranového prostoru tvoii komplex apoptosomu aktivujici kaspazu 9, ktera aktivuje
efektrorové kaspazy 3 a 7, coz vede k indukci apoptozy (Bertheloot at al., 2021). Aktivace
kaspazy-8 z vnéjsi apoptotické drahy muize vést ke Stépeni proapoptotického proteinu BID,
¢imz vznika jeho aktivni forma tBID, kterd nasledné spousti vnitini apoptotickou drahu

prostfednictvim permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany (Xu et al., 2024).

1.2.4 Mitochondrialni zmény pri progresi MASLD

Mitochondrie jsou vysoce adaptivni a mohou zvysit sviij pocet a kapacitu v prostiedi
s nadbytkem substrati. K této adaptaci dochdzi napt. béhem ranych fazi MASLD,
kdy se mitochondrie pfizpiisobuji zvySenym naroklim na spotfebu substratu posilenim
-oxidace, mitochondrialni respirace a ketogeneze. V piipad€ jednoduché steatdzy dochazi
ke zvysené aktivit¢ TCA cyklu. Existuje pozitivni korelace mezi obsahem intrahepatického
triacylglycerolu a mitochondrialnim oxida¢nim stresem. ZvySend mitochondridlni respirace
muze byt bioenergeticky neucinnd, a proto miZe podporovat nadmérnou produkci ROS
v jatrech, naruSovat hepatocelularni redoxni homeostazu a piipadné vést ke snizZeni
mitochondrialni funk¢nosti a progresi MASH (Ramanathan,2023; Zhang et al., 2023).

Naslednou progresi v MASH tato adaptivni odpovéd’ mizi, to ma za nasledek
mitochondrialni dysfunkci charakterizovanou neefektivni B-oxidaci, poruchou ketogeneze,
sniZzenou tvorbou ATP a Unikem elektronii z ETC. DalSim charakteristickym rysem progrese
MASH je smrt hepatocytli zpisobend zvySenym tnikem cyt ¢ a dalSich proapoptotichych latek
pies piechodovy pér mitochondrialni membrany (MPT) (Ramanathan, 2023). Neddvna studie

piinesla dikazy o tom, Ze kapacita oxidace a aktivita enzymi omezujicich rychlost pii f-oxidaci
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byly u pacienti s MASH snizeny pfiblizné¢ o 40-50 % ve srovnani se Stihlymi jedinci.
Porovnanim hodnot u jedinc bez MASLD bylo zji§téno, ze aktivita mitochondridlnich ETC
komplexti je u pacientii s MASH nizs$i o 37 % v komplexu I, 42 % v komplexu II, 30 %
v komplexu 11, 38 % v komplexu IV a 58 % v komplexu V (Zhang et al., 2023).

1.3 Diagnostika MASLD

Diagnéza MASLD vyzaduje prukaz jaterni steatézy pomoci zobrazovacich metod nebo
jaterni biopsie a soucasny vyskyt alesponl jednoho kardiometabolického rizikového faktoru.
V soucasné dob¢ zhstava biopsie zlatym standardem pro diagnézu MASH,
kterd je charakterizovana kombinaci steatdzy, lobuldrniho nebo portdlniho zanétu
a hepatoceluldrniho balonovani. Pro stanoveni stadia jaterni fibrozy je stézejni histologické
hodnoceni jaterni biopsie. Jaterni biopsie ma vSak sva omezeni, mezi néz patii invazivita, riziko
komplikaci, variabilita odbéru vzorki a potencialni neochota pacientii v disledku jeji invazivni
povahy. Kromé toho se pro pfesné stanoveni stadia doporucuje biopsie o délce alespont 25 mm,
coz neni vzdy mozné (van Erpecum et al., 2024). Krom¢ invazivni povahy a s ni spojenych
komplikaci patii mezi hlavni nevyhody také nezanedbatelnd variabilita mezi jednotlivymi
hodnocenimi (inter-variabilita mezi vice patology a intra-variabilita u jednoho patologa). Dale
se projevuje vysoka variabilita pfi odbéru vzorkd, kterou lze vysvétlit heterogenni povahou
onemocnéni. Je tteba zminit, Ze jeden biopticky blok pfedstavuje zhruba 1/50 000 celych jater.
Z tohoto bloku se ptipravuje ptiblizné¢ 14 preparati, pticemz patologové hodnoti pouze jeden
preparat barveny hematoxylinem — eosinem a jeden trichomovy preparat. Kazdy z téchto
preparati tedy reprezentuje zhruba 1/700 000 celych jater, coz miZe vést
k nespravné interpretaci vysledki (Harrison et al., 2024).  Rostouci prevalence MASLD
a zminéné limity jaterni biopsie vedly k vyvoji nékolika neinvazivnich testit (NIT) pro ptresné
stanoveni stadia a stratifikaci rizika. Patifi mezi n€ NIT pro diagnostiku steatozy,
steatohepatitidy a pro staging jaterni fibrozy. NIT, které byly pivodné vyvinuty pro staging
fibrozy, se také stale Casteji pouzivaji ke stanoveni prognozy souvisejici s jatry. NIT lze obecné
rozdélit na sérové testy, zobrazovaci techniky a skore, ktera kombinuji obé tyto metody
(van Erpecum et al., 2024).

1.3.1 Krevni testy

Jednim z prvnich tkolt krevnich testl je vyloucit jiné piivodce poskozeni jater, jelikoz
muze existovat vice mozZnosti pfi€in steatézy, napf. virova hepatitida, autoimunitni
onemocnéni, toxiny prostiedi nebo konzumace alkoholu. Zaroven jsou rozhodujici

pro hodnoceni rizikovych faktort jako je inzulinova rezistence, diabetes mellitus 2. typu nebo
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dyslipidemie (Wong et al., 2017). Krevni biomarkery vyuzivaji biochemické a klinické
parametry. Jedna se o ekonomicky efektivni piistup k diagnoze MASLD.

Krevni testy mohou pomoci posoudit funkci jater a odhalit zvySené hodnoty jaternich
enzyml. Mezi bézné testy patii: jaterni testy, jako je alaninaminotransferaza (ALT)
a aspartataminotransferaza (AST), které¢ se uvoliuji do krve pii poSkozeni jaternich bunék,
celkovy bilirubin a y-glutamyltransferaza (GGT), ktera se pti zvySené mife mize uvoliiovat pii
nekterych jaternich onemocnénich, vCetné steatozy jater; gluko-lipidovy profil, véetné hladiny
cukru v krvi nalacno, TAG a cholesterolu; apolipoprotein Al; alfa-2-mikroglobulin,
haptoglobin. Normalni jaterni krevni testy nevylucuji piitomnost MASLD, MASH nebo fibrozy
(Zoncape et al., 2024).

Ackoliv neexistuje krevni test, ktery by mohl pfimo diagnostikovat MASLD, existuje
nékolik predikénich skore odvozenych z krevnich testii a klinickych parametrii, které se daji
vyuzit v klinické praxi (Zoncapg et al., 2024).

Nejpouzivangjsi skore rizika pro steatdzu jater jsou index ztukovaténi jater (FLI), skore
NAFLD a steatest. Pro fibrozu jater jsou dostupna skore rizika NAFLD (NFS), index fibrozy-4
(FIB-4), vylepSeny panel jaterni fibrozy, fibrotest (FT) a hepascore (Cheah et al., 2017).

Index ztukovaténi jater je zalozen na hodnoté body mass indexu (BMI), obvodu pasu,
hladiné¢ TAG a GGT. Tento vypocet dokdze s vysokou piesnosti odhalit pfitomnost steatdzy,
nikoliv vSak jeji zdvaznost.

NAFLD Liver Fat Score (skore jaterniho tuku) je zaloZeno na hodnotach AST, ALT,
hladin€¢ inzulinu nalacno, pfitomnosti T2DM a metabolického syndromu, stejné jako index
ztukovaténi jater zjiSt'uje pouze pfitomnost, nikoliv zavaznost steatdzy.

SteatoTest-2: sestaven na zdkladé kombinace 6 slozek FibroTest-ActiTestu (GGT,
celkovy bilirubin, alfa-2-makroglobulin, apolipoprotein A1, haptoglobin, ALT) a BMI,
sérového cholesterolu, triacylglycerolt a glukézy upravenych podle véku a pohlavi. (Zoncape
et al., 2024).

Pokud jde o zjistovani piitomnosti fibrozy, je nejjednodusSim vypoctem
AST/ pocet trombocytli (APRI). Jedna se o zjednoduseny vypocet pro identifikaci infekce
hepatitidou C a pokrocilou fibrozou.

Index fibrozy-4 diky nizké cené slouZzi k preventivni predikci rizikovych jedinci, kteti
mohou nésledné profitovat z dalSich vySetfeni. Stac¢i zde pouze ALT, AST, pocet krevnich

desticek a vék jedince.

31



Skore fibrozy NAFLD vypocitava skore po zméteni ALT, AST, poctu krevnich desti¢ek
a albuminu, algoritmus pfihlizi k charakteristikdm pacienta vcetné v€ku, BMI a pfitomnosti
hyperglykémie.

Fibroticky NASH index vypocitava skore kombinujici AST, lipoproteinovy cholesterol
s vysokou hustotou a hemoglobin Alc pro detekci fibrotické @ MASH
u vysoce rizikovych jedinci. Je povazovan za slibny néstroj pro screening primarni zdravotni
péce.

Fibrotest kombinuje alfa-2 mikroglobulin, apolipoprotein Al,
y-glutamyltranspeptiddzu, haptoglobin, celkovy bilirubin a ALT, je zohlednén v¢k
a pohlavi pacienta vytvaii skore, které koreluje s urovni fibrozy.

U pacientll s cirhdzou jsou bé&zné ukazatele hemostazy, jako je mezinarodni
normalizovany pomér (INR), pocet krevnich desticek a hladiny fibrinogenu, Casto zménény
v dtsledku jaterni dysfunkce, kterda ovliviiuje syntézu koagulacnich faktort

a vede k trombocytopenii. (Hudson et al., 2024).

1.3.2 Zobrazovani

K neinvazivni identifikaci MASLD lze pouzit mnoho radiologickych zobrazovacich
technik, jako je ultrazvuk bficha, bfi$ni pocitacova tomografie nebo magneticka rezonance.

Ultrazvuk bficha je nejpouZzivanéjSim testem této kategorie. Jedna se o subjektivni
hodnoceni jaterni steatozy, proto je zavislé na zkuSenosti l€kafe. Jde o metodu s dobrou
senzitivitou a specificitou pii odhalovani stiedné tézké a t€zké steatdzy, jelikoz dokaze posoudit
velikost a strukturu jater a odhalit pfitomnost tukovych loZisek. Ultrazvuk bficha je proto
jednoduché neinvazivni technika, kterd je obecné rychlejsi a levnéjsi neZ jiné radiologické
zobrazovaci metody.

Elastografie piedstavuje neinvazivni diagnosticky nastroj slouzici k hodnoceni jaterni
fibrozy. Jeji vysledky je vSak tfeba vzdy interpretovat v kontextu celého diagnostického
procesu, ktery zohlediluje etiologii jaterniho onemocnéni, klinicky stav i komorbidity
konkrétniho pacienta. Elastografické metody jsou zaloZeny na principu mechanické excitace
jaterni tkan¢ a hodnoceni jeji odpovédi na mechanické podnéty, zejména tuhosti tkéané.
Nejcastéji pouzivanou metodou je shear wave elastografie (SWE), zalozena na ultrazvukovém
méteni rychlosti $ifeni stfiznych vin. Po mechanickém impulsu vznikaji v jatrech stfizné viny,
jejichz rychlost propagace, méfend pomoci ultrazvuku, koreluje s tuhosti tkané — ¢im vyssi
tuhost, tim vyS$si rychlost vin, coz svéd¢i pro pifitomnost fibrézy. Dalsi metodou je strain

elastografie, ktera je kvazistaticka a hodnoti elasticitu jaterni tkédn¢ relativné vzhledem
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k okolnim strukturdm. Specifickym typem elastografie je také transientni elastografie, na jejimz
principu funguji pfistroje FibroScan®. Tyto pfistroje vyuzivaji vibrace generované sondou
k excitaci tkdn¢ a umoziuji kvantifikaci jaterni tuhosti. Moderni verze téchto pfistrojii jsou
navic vybaveny modulem pro soucasné stanoveni stupné steatdzy pomoci kontrolované
atenuace ultrazvuku (CAP — Controlled Attenuation Parameter) (Dvotédk, 2019; van Erpecum
et al., 2024).

Nejptesnéjsi zobrazovaci metodou v tomto piipadée je magneticka rezonance. Konkrétné
MRI-PDFF (Magnetic Resonance Imaging — Proton Density Fat Fraction), je kvantitativni
zobrazovaci biomarker, ktery umoziuje ptesné, opakovatelné a reprodukovatelné kvantitativni
hodnoceni jaterniho tuku v ramci celych jater. Jedna se tak o jeden z pfednich neinvazivnich
biomarkert, ktery je vhodny jako ndhrada jaterni biopsie zejména pro hodnoceni 1écebné

odpovédi MASH (Caussy et al., 2018).

1.3.3 Biopsie jater

Biopsie jater je v dneSni dobé povazovdna za zlaty standard pro diagnostiku
a hodnoceni progrese MASLD. Vzhledem ke své invazivni povaze neni vhodna
pro screeningové ucely. Proto se s prevahou vyuzivad pro pacienty s vysokym rizikem
pokrocilého jaternitho onemocnéni. VyuZivaji se rGzné histologické skérovaci systémy
pro klasifikaci vzorka jaterni biopsie. NejpouZzivanéjsi je skore aktivity NAFLD (NAS)
a skore steatozy-aktivity-fibrozy (SAF). SAF je kombinaci lobularniho zanétu
a balonovani (Heyens, 2021). NAS se zamétfuje na rysy, jako je steatdza, lobularni zanét
a balonovani, vylucuje fibrézu kvili jeji nevratné povaze pii hodnoceni aktivity onemocnéni.
NAS je v soucasnosti nejlépe ovéfenym a aplikovanym histopatologickym skoérovacim
syst¢tmem, ktery zménil zplsob, jakym patologové kvantifikuji aktivitu onemocnéni
v klinickych studiich (Hudson et al., 2024).

Pii histologickém vySetfeni patii mezi vyznacné rysy MASLD/MASH pievaha
centrilobuldrni zony 3, steatdza, zanét, balonujici degenerace a souc¢asné hodnoceni zavaznosti
fibrozy. Mezi dalsi nalezy lze zatadit acidofilni téliska, ukladani Zeleza, vakuolizovana jadra,
Mallory-Denkova téliska a cytoplazmatické megamitochondrie v balonkovych hepatocytech.

Vzhledem k riziku morbidity, mortality a vysoké cen¢ se jaterni biopsie pii bézné
diagnostice pacient s MASLD provadi jen zfidka (Hudson et al., 2024).

1.3.4 Trombocyty jako mozny diagnosticky marker MASLD
Krevni desticky neboli trombocyty, ptredstavuji velmi malé (1,5-2,5 pum) slozky

periferni krve, které jsou klicové pro hemostazu. Jejich zivotnost v krevnim obéhu se pohybuje
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v rozmezi 7-10 dni. Trombocyty vznikaji kontinudlnim odstépovanim z megakaryocyta, které
se tvoii v kostni dfeni. Odhaduje se, ze progenitorové buiiky denné produkuji pfiblizné
1 x 10® megakaryocytd, z nichz se nasledn& uvolni kolem 1000 trombocytil. (Westerlund,
2025).

Pacienti s MASLD vykazuji zmény v charakteristice trombocytl, a to v€etné variaci
v jejich poctu, zvySeného primérmného objemu a zvySeného obsahu trombocytu.
V pokrocilejsich stadiich onemocnéni naopak dochazi k trombocytopenii. Vzhledem k jejich
snadné dostupnosti jako biologického materidlu by mohly potencidlné slouzit jako markery
pro diagnostiku a monitoring tohoto onemocnéni. V rdmci rutinni diagnostiky se trombocyty
vyhodnocuji v ramci kompletniho krevniho obrazu, kde se posuzuje také jejich morfologie,
velikost a dal§i parametry, jako jsou primérny objem trombocytl, jejich obsah a Sitka
distribuce. (Yoon et al., 2024).

V periferni krvi se krevni desticky vyskytuji v aktivované i neaktivované forme. Vétsi
a reaktivnéjsi trombocyty se pravdépodobné podileji na progresi MASLD. Neaktivovany
trombocyt ma diskoidni, hladky a lehce lalo¢naty tvar. Po aktivaci desticek rliznymi vnéj$imi
podnéty dochazi k vyrazné zméné jejich tvaru, agregaci a shlukovani do trombu, ¢imz se spousti
koagulaéni kaskada, jejimz findlnim cilem je zastava krvaceni. Tento proces, ktery probiha
pomérné rychle, vyZzaduje zna¢né mnoZstvi energie, kterd je s nejvétsi pravdépodobnosti
zajiStovana zvySenim aktivity jak anaerobni glykolyzy, tak OXPHOS (Westerlund, 2025).
V krevnich desti¢kach, stejné jako v jinych bunkach, jsou procesy OXPHOS a glykolyza
vzajemn¢ propojeny tak, Ze sniZeni nebo inhibice jednoho procesu vede ke kompenza¢nimu
u riznych béZznych patologii. Béhem agregace desticek za hypoxickych podminek vSak
samotnd glykolyza nemize pln¢ kompenzovat naruSenou OXPHOS. Zda se, ze krevni desticky
v klidovém stavu priméarné vyuZzivaji glykolyzu, zatimco OXPHOS zlstava aktivni v klidovém
1 aktivovaném stavu a vyuziva glukézu, glykogen, mastné kyseliny a minimalni mnozstvi
glutaminu (Petrus et al., 2019).

Trombocyty postradaji jadro a jadernou DNA, nebot ta ziistdva v megakaryocytech
pfi odstépeni. Obsahuji vS§ak mtDNA a znacné mnozstvi jaderné i mitochondridlni RNA. Kazdy
trombocyt obsahuje pfiblizn€ 5—7 mitochondrii. Ackoli kazdy trombocyt obsahuje relativné
maly pocet mitochondrii, tyto organely tvofi vyznamnou ¢ast celkového mitochondrialniho
objemu. V kontextu periferni krve jsou trombocyty nejpocetnéjSimi butikami obsahujicimi
mitochondrie, a vzhledem k relativni snadnosti odbéru krve ve velkych objemech ptedstavuji

trombocyty vhodny zdroj mitochondrii (Westerlund, 2025).
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Mitochondrialni dysfunkce, metabolické zmény a zvySena aktivace krevnich desticek
mohou byt spojeny s progresi MASLD a mohly by slouzit jako potencidlni neinvazivni
markery, zejména v pokrocCilych stadiich MASLD/MASH. V soucasné dob¢ vSak neexistuje
zadny standardizovany diagnosticky test pro hodnoceni energetického metabolismu

trombocytl v souvislosti s jaternim onemocnénim.
1.3.5 Dostupné in vivo a in vitro modelové systémy pro studium MASLD

1.3.5.1 Invitro

Pti vyvoji in vitro modelit MASLD se zvazuje, jaky pouzit typ substratii (oleat, palmitat,
vysoky obsah glukdzy, frukt6za nebo jejich kombinace), jaky typ bunék (primarni hepatocyty,
bunécné linie jaterniho karcinomu, neparenchymové buiiky, a pluripotentni kmenové buiiky),
rozhoduje se mezi uplatnénim 2D kultur (monokultury a kokultury) nebo 3D kultur (sféroidy,
organoidy, jatra na Cipu a modely s biologickym potiskem) a zda kultivovat bunky
na extracelularni matrix (kolageny, matrixovy gel, poly-D-Lysin, fibrin a laminin). V jinych
ptipadech mohou vyzkumnici do bunééného kultivaéniho média zahrnout také dalsi ligandy,
jako jsou hormony (inzulin, adiponektin) a rizné cytokiny (TNF-a, IL-6, TGF-f), aby vyvinuli
modely MASLD in vitro. Alternativou mohou byt genetické manipulace s klicovymi geny
regulujicimi homeostazu lipida (Zhou et al., 2016).

Bunééné linie se hojné vyuzivaji ve vyzkumu a vyvoji lé¢iv. Ve srovnani
s modely in vivo lze bun&né linie snadno kultivovat ve velkém méfitku a s niz§imi naklady.
Navic je 1ze udrzovat déle neZ soucasné modely MASLD ex vivo, které maji obvyklou Zivotnost
~5-15 dni. Bunécné linie se déli dle ptivodu na odvozené z nadoru (imortalizovan€), primarni
bunécné linie nebo pluripotentni kmenové buiiky (Ramos et al., 2022).

Imortalizované lidské bunécné linie jsou ziskané z resekované nadorové tkané (napf.
bunééné linie HepG2, HepaRG nebo HuH7) nebo vytvotfené genetickou manipulaci primarnich
jaternich bunék (SV40 large T, hTERT). Hlavni vyhody imortalizovanych buné¢nych linii
je jejich neomezeny riistovy potencidl a stabilni fenotyp po celou dobu kultivace. Pouziti téchto
modelt usnadnuji standardizované protokoly a reprodukovatelné studie. Vzhledem k jejich
nadorovému fenotypu nebo procesu imortalizace jsou jaterni bunééné linie obecné zméneny
v ur¢itych metabolickych funkcich, které omezuji pfimé srovnani se situaci u cloveka (Soret et
al., 2021).

Primarni lidské hepatocyty jsou povaZovany za zlaty standard kratkodobého modelu
lidskych jater in vitro. Mohou byt izolovany z resekované jaterni tkan¢ nebo z jaternich tkani

nevhodnych pro transplantaci nebo kryokonzervovanymi od komerénich dodavatelt.
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Diky ptfimé izolaci jsou nejbliz§im modelem pro napodobeni fenotypu hepatocyty in vivo,
zejména jejich plazmatickd membrana udrzuje aktivni mechanismy vychytavani/sekrece
a metabolismus. Primarni lidské hepatocyty vykazuji fenotypovou nestabilitu a jejich
dostupnost a doba kultivace jsou omezené. Kromé toho odbér lidskych vzorka vyzaduje etické
povoleni a nepatologické tkané (kontroly) jsou nezbytné a obtizné ziskatelné v klinické praxi
(Soret et al., 2021).

Buiiky podobné hepatocytim (Hepatocyte-like cells (HLC)) jsou buiiky diferencované
z lidskych kmenovych bunék, vcetn¢ jaternich kmenovych bunék a embryonalnich
pluripotentnich kmenovych bunék. Lidské kmenové buiiky lze diferencovat na HLC in vitro
pomoci kombinované expozice rustovym faktorim a zivinam. HLC vykazuji morfologické
a funk¢ni charakteristiky, které jsou podobné charakteristikdm primarnich hepatocyti, ale bez
omezeni doby kultivace. Nicméné pouziti HLC ma také omezeni tykajici se etického pouZiti
embryonalnich  kmenovych bunc€k, neuplné¢ jaterni diferenciace a chybé¢jiciho
standardizovaného diferenciac¢niho protokolu, coz omezuje reprodukovatelnost studii (Soret et
al., 2021, Ramos et al., 2022).

Dalsi rozsahlou skupinou jsou modely bunéénych kultur. 2D monokultury jsou
nejroz§itenéjsi in vitro modely pro studium. Jejich nizkd cena, snadnd pouzitelnost
a vhodnost pro vysoce vykonny screening z nich €ini atraktivni nastroj pro modelovani tohoto
onemocnéni. Monokultury se osvédCily pfi zkoumani metabolickych a fibrotickych drah,
hodnoceni terapeutického tc€inku latek a posuzovani jaterniho metabolismu 1é¢iv. Steatoza
se v téchto systémech bézné indukuje pfidanim smési nenasycenych a nasycenych FFA
do kultivaéniho média. Kyselina olejova (OA) a kyselina palmitova (PA) jsou nejCastéji
pouzivané, a to v poméru 1:2 (PA:OA), ktery napodobuje dietni podminky pozorované in vivo.
Tato expozice vede k charakteristickym znakim MASLD-MASH, jako je akumulace
triacylglycerolil v hepatocytech, stres ER, zanét a bunécnéd smrt. Navzdory svym vyhodam,
2D monokultury nejsou schopny plné¢ reprodukovat in vivo podminky MASLD, a to kvili
absenci interakci s neparenchymalnimi bunikami (NPC) a nedostatkiim v extracelularnim
prostiedi. Tato absence kritickych interakci hepatocyt-NPC omezuje modelovani zanétlivych
procest, které vedou k fibrogenezi u MASLD (Soret et al., 2021, Ramos et al., 2022).

Zavedeni druhého bunécného typu do in vitro MASLD modeli zvySuje jejich slozitost,
ale pfekonava nékteré nevyhody monokulturnich systému (Miiller et al., 2019). 2D kokultivacni
modely slouzi ke studiu vzajemné interakce mezi hepatocyty a NPC in vitro. Rlizné typy bun€k
rostou spoleéné¢ ve stejném prostiedi a steatdza muize byt indukovana ptfiddinim FFA

do kultivacniho média. Spole¢nd kultivace je vSak pomérné obtizné¢ implementovatelna,
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protoze je napiiklad vyzadovana optimalizace ristovych faktori a kultivaéniho média, které
nejlépe udrzi rizné bunécné populace. Lidské buiiky jsou také Spatné dostupné, coz ke dalsi
komplikace kokultivacnich modeli (Soret et al., 2021).

V poslednim desetileti vyvoj trojrozmérnych (3D) kultivacnich modelti dramaticky
zvySil znalosti o bunéénych a molekuldrnich mechanismech v patogenezi jaternich
onemocnéni, zejména MASLD, a nabizi v tomto kontextu nové moznosti testovani 1€kti (Soret
et al., 2021).

3D modely monokulturni buniky se objevuji jako most mezi snadno pouzitelnymi
technik je 3D sendvicova kultura, kdy jsou hepatocyty umistény mezi vrstvy slozené
z komponent extracelularni matrix (Miiller et al., 2019). V tomto modelu jsou hepatocyty
umisténé mezi dvé vrstvy kolagenového gelu, coz jim umoziuje rekonstruovat bunécnou
polaritu normalnich jaternich hepatocytl. V této konfiguraci si udrzuji sendvi¢ové hepatocyty
sekreci albuminu, transferinu, fibrinogenu, zlu¢ovych kyselin a mocoviny po dobu nejméné
6 tydnil, zatimco hepatocyty kultivované na jedné vrstvé kolagenového gelu sekrecni schopnost
ztraci mezi 1. a 2. tydnem (Soret et al., 2021). Jiné techniky zahrnuji hydrogely, syntetické
leseni a sféroidy. 3D buné¢na kultura ma tu vyhodu, ze piesnéji napodobuje situaci in vivo nez
2D, coz naznacuje vétsi fyziologickou nebo patofyziologickou relevanci (Miiller et al., 2019).

V posledni dob&é se modely pro studium MASLD staly sféroidy a organoidy.
Li3i se od sebe plivodem a poctem typl bunck v agregatu, kultiva¢niho prostiedi nebo sloZitosti
jejich struktury (Ramos et al., 2022).

Sféroidy nebo 3D bunécné agregaty jsou nyni nejcastéji pouzivanym 3D kultivaénim
modelem. Jedna se o agregaty hepatocytli obvykle odvozenych z jaternich progenitorovych
bunék, ale také z primarnich lidskych hepatocyti. Nejjednodussi model jaternich sféroidu
obsahuje jeden bunécny typ, obvykle HepG2 nebo jaterni lidské hepatocyty. Primarni lidské
hepatocyty ve sféroidech zustavaji diferencované po dobu alespon 3 az 4 tydnti. Po ovlivnéni
patologickymi koncentracemi FFA, sacharidd, cyklosporinu A nebo inzulinu jaterni sféroidy
umoznily indukci a zkoumani steatdzy po dobu az 5 tydnii (Soret et al., 2021, Ramos et al.,
2022). Jaterni steatdzu lze navodit doplnénim kultivaéniho média s patologickou koncentraci
FFA, sacharidl a inzulinu. Jaterni sféroidy lze vytvaret ve spojeni s NPC (napi. hvézdicovymi
umoznuji studium patogenetickych mechanismli rozvoje MASLD/MASH, jako je zanét,
aktivace HSC a fibrogeneze. (Ramos et al., 2022). U standardnich neadhezivnich desticek

je vSak obtizné udrzet jednotnou velikost sféroidii a mohou se objevit jejich shluky, které
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omezuji  absorpci  zivin a  kysliku do  distdlnich  sféroidli, coz  vede
k bunécné smrti (Soret et al., 2021).

Organoidy jsou umeéle vypéstované masy buné€k, které pfipominaji miniaturni organy.
Jaterni organoidy se ziskavaji izolaci a expanzi kmenovych a progenitorovych bunék z jaternich
kmenovych bunék za vzniku malych samoorganizujicich se 3D struktur, které stimuluji mnoho
funkei nativnich jater. Lidské jaterni organoidy jsou samoorganizované shluky bunék
obsahujici jaterni epitelialni buiiky (cholangiocyty a hepatocyty) a NPC (hvézdicové, bilidrni
kmenové a Kupfferovy buiiky). Po vystaveni téchto organoidii FFA doslo k vyvoji steatozy
a balonovaténi, uvolilovani prozanétlivych cytokinii a produkci kolagenu, coz jsou tii klicové
procesy v MASH. Mimo jiné zde byla zvysend hladina ROS. Lidské jaterni organoidy se tedy
jevi jako slibné nastroje pro patofyziologické studie MASLD. Ve srovnani s 2D bunécnou
kulturou miize 3D povaha organoidl vice napodobovat pfirozené fyziologické procesy, véetné
diferenciace kmenovych bunék, bunééného pohybu a interakci bunka-bunka. Kromé toho
mohou organoidy podstoupit rozsdhlou expanzi a kultivaci a  zachovat
st stabilitu genomu, coZ umoziuje dlouhodobé skladovani a vysoce vykonny screening (Soret
et al., 2021). Zaroven je technologie organoidil slibnym nastrojem, zejména pokud je zalozena
na lidskych kmenovych buiikdch diky schopnosti piekonat limity zvifecich. Diky zvySené
stabilité a strukturni slozitosti predstavuji organoidy perspektivni modely pro budouci vyzkum.
Zavedeni novych standardii kryokonzervace a reprodukovatelnosti pomiize vyuzit potencial
organoidl a nabidnout v blizké budoucnosti preklinickou alternativu k zvifecim modelim
(Ramos et al., 2022).

Navzdory tomu, co ptinesly 3D kultury do vyzkumu MASLD a dalSich onemocnéni,
jejich hlavni nevyhodou je nedostatek dlouhodobé kontroly nad smykovym napétim tekutiny,
vymeénou zivin/plynil nebo odstraiiovani odpadu. Umoznéni automatizované kontroly takovych
faktorti zafidily mikrofluidni technologie a pfistupy jater na €ipu. Liver-on-chip (LOC) jsou
tedy 3D jaterni mikrofyziologicky systém in vitro, jehoz cilem je rekonstruovat podminky
jaterni tkané v mikroskopickém meéftitku. Idealni LOC jsou schopny napodobit podminky
hepatocyti a dynamickém jaternim prostiedi. Pro studium MASLD bylo nedavno navrzeno
nékolik systéml LOC. Jednim z takovych zatizeni je mikrotkanova platforma integrujici NPC
v cévni vrstvé tvofené endotelovymi bunikami lidskych pupecnikovych zil a tkanovymi
makrofagy, Kupfferovymi builkami a protilehlou jaterni vrstvou tvofenou HSC
kokulturovanymi s hepatocyty. Kazdopadné tato mikrofluidni technologie je stale omezena

naklady a slozitosti (Hassan et al., 2020).
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1.3.5.2 Invivo

In vivo modely ziistavaji pred klinickymi studiemi klicovym nastrojem pro studium
MASLD. Vétsi zvifeci modely jako jsou krélici, opice nebo miniprasata maji
s lidmi vice shodnych znaki. Negativni strankou jsou urcité etické problémy, vétsi ndklady
je z pohledu etiky pfijatelnéjsi forma, maji také své zna¢né nevyhody. Vyznam studii na mysich
a jejich predikce pro lidi je skutecné omezen druhové specifickou biologii a genetikou, spolu
s fyziologickymi faktory, které jsou vysledkem rastu v laboratornich podminkéch, na rozdil
od piirozeného prostiedi. Zasadn¢ to mtize ovlivnit jejich mikrobiom, ktery byl siln¢ spojen
s patogenezi MASLD (Ramos et al., 2022).

Studie na zvifatech jsou homogené&jsi nez klinické studie a provadéji se na dobie
definovanych populacich (druh, kmen, pohlavi, hmotnost nebo v¢k, laboratorni podminky, typy
stravy atd.). Kromée toho maji hlodavci jedine¢né vlastnosti, které ovliviiuji vyvoj MASLD, coz
dale brani jednoduché interpretaci dat. Existuji dvé hlavni kategorie hlodav¢ich modell
MASLD in vivo a to nutri¢ni a geneticka.

Nutricni modely lze klasifikovat podle mechanismu indukce steatdzy. Prvni skupina
zahrnuje modely se zvySenym piisunem nebo syntézou lipidi v jatrech (diety s vysokym
obsahem tuku, diety s vysokym obsahem fruktdzy a sachardzy, kombinované diety). Druh4
skupina je definovdna sniZenym exportem nebo katabolismem lipidii (dieta s nedostatkem
methioninu a cholinu; dieta s nedostatkem cholinu a L-aminokyselin) (Kucera, 2014).

Na rozdil od in vitro modell, u in vivo modelii je mozné zkoumat z v riznych orgéanech,
nejen jatrech. To zahrnuje napf. tukovou tkan (respirace, zanét, inzulinova rezistence
a adipokiny), svalovou tkan (inzulinova rezistence, myokiny, respirace), mikrobioty a krev
(cytokiny, hladiny gluko6zy, inzulinu a dalSich hormonti), které jsou klicové pro pochopeni
patogeneze a progrese MASLD. Oproti klinickym studiim na lidech maji in vivo modely
vyhodu v krat§im ¢asovém horizontu, v némz dochazi k vyvoji a progresi MASLD. V priméru
muze prechod ze steatdzy na MASH u lidi trvat vice nez deset let, zatimco u hlodavci
je to pouze n¢kolik tydnii. Navic in vivo modely umoziuji vytvaret geneticky modifikované
varianty, které jsou velmi uzite€né pro analyzu specifickych biologickych drah v patogenezi
a progresi MASLD. Mezi bézné genetické modely pro vyzkum MASLD patii hlodavci
s deficitem leptinu nebo jeho receptorii (napt. ob/ob mysi, db/db mysi ¢i Zuckerovi tlusti
potkani), mysi s deficitem melanokortinového receptoru 4 a mysi se zvySenou expresi proteinu

regulujiciho steroly 1 a dalsi. Protoze jen méalo pacienti s MASLD vykazuje zjevné genetické
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defekty, je pouziti dietnich modelid MASLD pro lidské onemocnéni relevantnéjsi nez genetické

modely (Flessa et al., 2022; Kucera, 2014).
1.4 Hodnoceni energetického metabolismu pomoci vysokoucinné

respirometrie

Vysokoucinna respirometrie slouzi k hodnoceni mitochondridlni respirace. Tato metoda
poskytuje zaklad pro prfesnou analyzu OXPHOS. Kombinuje pfistrojovou piesnost
a spolehlivost s moznosti titraci substrat-inhibitor uncoupler (rozpiahovac). Tato metoda
spo¢iva v méfeni ubytku kysliku v uzaviené komiirce v dasledku spotieby O: biologickym
materidlem. Kombinovanim riznych substratli, rozptahovacl a specifickych inhibitort
muzeme analyzovat jednotlivé respiraéni komplexy a jejich funkce, jako jsou index respiracni
kontroly, intenzita tvorby ATP a integrita vnéjsi a vnitini mitochondridlni membrany.

Oxygraf OROBOROS-2k (Obrazek 2) se vyznacuje vysokou citlivosti a stabilitou.
Diky tomu je mozné meéfit i velmi nizké koncentrace O>. Vysoké stability a citlivosti je
dosazeno kombinaci raznych konstrukénich prvkd (vhodny material, optimdlni tloustka
membrany, udrzovani konstantni teploty a konstantni rychlosti michdni, umisténi
polarograficky kyslikovy senzor (POS) atd.). Oroboros-2k je dvoukomorovy titra¢né-injekéni
respirometr. Ob¢ sklenéné komulrky o objemu 2 ml jsou umistény v termostatovaném médéném
bloku, coz zajistuje optimalni podminky pro méteni. Komirky jsou uzavieny specialné
navrzenym titanovym uzavérem s injekéni kapildrou, kterd brani volné diftzi kysliku z
okolniho vzduchu a zaroven umoziuje davkovani biologického materialu, substratd a inhibitort
pomoci Hamiltonovy pipety. V kazdé komirce je umistén POS, zndmy také jako Clarkova
kyslikové sonda. Tento senzor se sklada ze zlaté katody a argentochloridové anody, které jsou
oddéleny od analyzovaného roztoku semipermeabilni membranou. Tato membrana zabraiiuje
pfistupu adsorptivnich latek na elektrody a zaroven propousti O.. Mezi membranou
a elektrodami se nachézi tenka vrstva elektrolytu (1 M KCl), a pfi méfeni je udrzovan konstantni
potencial (obvykle 0,8 V). Na katod¢ probiha redukce kysliku na vodu, zatimco na anodé¢
dochdzi k  oxidaci  stfibra na  AgCl. Kyslik difunduje ze  vzorku
na povrch katody pfes nemichanou vrstvu vzorku, membranu a elektrolyt.
Pro minimalizaci této vrstvy vzorku je nezbytné zajistit vysokou a konstantni miru michani
média, coz je dosazeno elektromagnetickym michadlem. Za ustalenych podminek zéavisi tok
kysliku ke katod¢ na jeho koncentraci (parcidlnim tlaku) ve vzorku. Redukce O: generuje
elektricky proud, ktery je umeérny rychlosti difuze kysliku

k elektrod¢, a tim 1 koncentraci rozpusSténého kysliku v mémé komurce. Tento proud
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je kontinualné monitorovan pomoci POS. Zafizeni je vybaveno softwarem Datlab, ktery
umoznuje on-line prepocet koncentrace kysliku na spotiebu v Case (flux), coz ptedstavuje prvni
negativni Casovou derivaci koncentrace O:. Idedlné¢ by sniZzeni koncentrace O. mélo byt
zpusobeno pouze biologickou spotfebou kysliku. Avsak v praxi je obtizné dosdhnout zcela
uzavien¢ho systému, takze kyslik z okoli vzdy difunduje do média. Tento problém je zejména
patrny pfi nizkych koncentraci O: v komtrce, kdy se difuze z okoli zvySuje. Reakce
na elektrodé rovnéz ptispivaji ke spotiebé kysliku. Nastésti design a volba materidlt
v OROBOROS-2k minimalizuji zpétnou diftizi a spotiebu kysliku elektrodou, a software
umoziiuje on-line korekci na toto pozadi, ¢imz se zvySuje pfesnost méteni. Kvalitni provedeni
pristroje a spravna volba materiald jsou klicové pro minimalizaci artefaktd zptisobenych difuzi
kysliku, napt. pouziti PEEK (polyetheretherketon) pro michadla a butylové pryZe pro utésnéni
senzorl pomahaé udrzet vysokou efektivitu mefeni (Hutter et al., 2006; Gnaiger, 2001).

Analyza OXPHOS v redlném case vyuziva respirometrii ke studiu aerobniho
metabolismu mitochondrii a zaméfuje se na spotiebu kysliku jako kli¢ovy prvek posuzovani
stavu mitochondrii. Pro meéteni lze pouzit nejen Zivé buiiky,
ale i mitochondrialni preparaty. Zivé buiiky hraji kli¢ovou roli v mitochondrialni fyziologii,
nebot’ jejich funkce zavisi na spravném fungovani mitochondrii, zatimco mitochondrie samy
vyzaduji Zivotaschopné bunétné prostiedi. V preparatech s permeabilizovanou nebo
odstranénou plazmatickou membranou zistdva zachovana mitochondrialni integrita. Existuje
nékolik typd mitochondridlnich preparatl, jako jsou izolované mitochondrie, tkanovy
homogenat, permeabilizovana svalova vlakna, permeabilizovand tkan a permeabilizované
buiniky. Permeabilizované tkan€ jsou piipravovany selektivni permeabilizaci plazmatické
membrany mechanickymi poruSenim nebo jemnymi detergenty, pfi¢emz je zachovana integrita
mitochondrii a cytoskeletarnich struktur. Podobné vznikaji permeabilizované buiky, které
se vytvareji selektivni permeabilizaci plazmatické membrany digitoninem.

Tkanovy homogenat vznika mechanickym rozrusenim tkané pomoci rtiznych typa
homogenizatort, jejichz volba zavisi na povaze zpracovavané tkan¢. Nasledna centrifugace pii
nizkych otaCkach slouzi k odstranéni nerozruSeného materidlu a t€zSich slozek, ¢imz se ziska
surovy homogenat vhodny pro dal$i izolaci mitochondrii. Pro vlastni izolaci a CiSténi
mitochondrii se ndasledné pouziva centrifugace pifi vysSich otackach. Dal§i moznosti
je chemickd permeabilizace, ktera vede ke vzniku permeabilizovanych svalovych vldken, tkdni
¢1 bunék, pficemz intracelularni struktury zastavaji zachovany ve vzorku. Po permeabilizaci
se rozpustné cytosolické slozky bud’ vymyji (v piipad€ permeabilizovanych svalovych vlaken,

tkani a bunék), nebo se vyrazné natedi v mitochondrialnim respiracnim médiu (u tkadnového
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homogenatu, permeabilizovanych svalovych vldken a bunék). Kvalita mitochondridlnich
preparati se hodnoti pomoci funkénich testli integrity vnéj$i mitochondridlni membrany

(Adamkova, 2020; Gnaiger, 2020).
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Obrazek 2: OROBOROS Oxygraph-2k pro vysokotcdinnou respirometrii.
Obrazek zachycuje stolni mikrorespirometr, ktery obsahuje dvé nezavislé sklenéné komory
o objemu 2 ml (A, B) vlozené do mé&déného bloku s elektronicky fizenou konstantni teplotou.
Pro diagnostickou analyzu postacuje pouze 200 000 az 2 miliony bunék. Koncentrace kysliku
je v kazdé komote priitbézné zaznamenavana pomoci POS a data jsou online zpracovavana pro
vypocet spotfeby kysliku intaktnimi bunikami, permeabilizovanymi tkanémi nebo
1zolovanymi mitochondriemi.

(POS = polarografickych kyslikovych senzort; PC = stolni pocitac)
Zdroj: upravena predloha (Hutter et al., 2006).

1.4.1 Substrat-uncoupler-inhibitor titrace (SUIT)

SUIT (Substrate-Uncoupler-Inhibitor-Titration) protokoly byly vyvinuty za ucelem
vytvofeni jednotného standardu pro porovndvani respiracnich aktivit v mitochondridlnich
preparatech napfic¢ riznymi druhy, tkdnémi a bunénymi typy. Tato standardizace je dilezita
pro vytvoreni databdze, kterd se zamétuje na srovnavaci mitochondridlni fyziologii. Referencni
protokol SUIT-RP ((Substrate-Uncoupler—Inhibitor Titration Reference Protocol) se pouziva
v ramci testu zpusobilosti MitoFit, kde zahrnuje Siroké spektrum chemickych latek
aplikovanych v rlznych specifickych protokolech. Tyto protokoly jsou nasledné¢ podrobeny
kvalitativni kontrole v rdmci uvedeného testu. Béhem méteni jsou ke vzorkiim postupné
pfidavany jednotlivé substraty, inhibitory a ucouplery., coz umoziuje dikladnou analyzu
riznych komponent mitochondrialniho dychaciho fetézce a identifikaci specifickych defekti
nebo omezeni oxidacni fosforylace (Doerrier et al., 2018). Tento pfistup je klicovy

pro komplexni charakterizaci mitochondridlnich funkci, protoze umoziuje analyzovat rizné

42



respirani stavy mitochondrii, jako jsou LEAK, OXPHOS, elektronového transportniho
systému (ETS) a reziduélni spotteba kysliku (ROX) (Obrazek 3).

Stav LEAK je definovan jako stav, pii kterém mitochondrie spotfebovavaji kyslik, aniz
by produkovaly ATP. V tomto stavu se kyslik vyuzivd k udrzeni membranového potencialu
mitochondrii prostfednictvim protonového gradientu. ATP syntdza neni aktivni, protoze ADP
neni piitomno. Tento stav tedy reflektuje tnik protonii pfes vnitini mitochondridlni membranu
a je klicovym ukazatelem efektivity mitochondrialni respirace a miry uncouplingu (Brand et
al., 2011). LEAK stav se urcuje v pritomnosti substratii komplexu I, jako jsou glutamat, malat
a pyruvat, nebo po inhibici ATP syntdzy pomoci oligomycin.

Na rozdil od toho, OXPHOS ptedstavuje aktivni stav oxidativni fosforylace, pfi kterém
dochazi k oxidaci redukovanych substrati, ptfenosu elektroni na molekuldrni kyslik
a fosforylaci ADP na ATP. Tento stav byva indukovan pfidanim ADP k aktivaci ATP syntazy,
respirace je aktivovana pomoci riznych substrati (NADH-dependentni substraty, mastné
kyseliny, sukcinat, glycerofosfat). K posouzeni integrity vnéj$i mitochondrialni membrany
se vyuziva ptidavek cytochromu c.

OXPHOS stav ukazuje maximdlni kapacitu mitochondrii k produkeci ATP
pii saturujicich koncentracich substrati a ADP (Hiitter et al. 2006) a umoziuje vyhodnotit
schopnost mitochondrii efektivné vyuZzivat kyslik pro energetickou produkci.

DalSim dualezitym sledovanym stavem je ETS, coz predstavuje maximalni kapacitu
elektronového transportniho systému pro pienosu elektroni po rozptaZzeni fosforylace. Tento
stav se indukuje titraci uncouplerem, jako je karbonylkyanid-4-trifluoromethoxyfenylhydrazon
(FCCP), ktery méni permeabilitu vnitini mitochondrialni membrany, ¢imzZ naruSuje spiazeni
mezi transportem elektront a syntézou ATP.

Stav ROX, tedy rezidudlni spotifeba kysliku, je vyvolan inhibici pfenosu elektront skrze
elektronovy transportni systém, a to naptiklad pfiddnim antimycinu A, coZ je inhibitor
komplexu III. Tento stav odraZi zejména nemitochondrialni spottebu kysliku, kterou zpisobuyji
dalsi oxidazy v bunikach, a pouziva se k odliSeni mitochondridlni a nemitochondrialni respirace.

Titra¢ni protokoly se mohou rtizné modifikovat v zavislosti na metabolismu zkoumané
tkané. Napiiklad v orgénech, které zpracovéavaji mastné kyseliny jako energeticky zdroj,
je doporuceno testovat kapacitu proteinu ETF, ktery ptendsi elektrony z metabolismu mastnych
kyselin na komplex II. Odpovidajici stavy se pak oznacuji jako OXPHOS FAO nebo ETS FAO.

Byly navrZzeny dva harmonizované a vzajemné se dopliujici SUIT-RP: SUIT-RPI
a SUIT-RP2.
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SUIT — respiracni protokol 1(RP1) je zaloZzen na linearnim priibéhu funkénich stavi
mitochondrii od LEAK (L), ptes OXPHOS (P) az po ETS (E), za pfitomnosti substrat skupiny
N (NADH-dependentnich, napi. pyruvat, malat, glutamat). Tento piistup vyuziva N-drahu
vedouci k ubichinonovému (Q) spoji a je zavisly na aktivit¢ komplexu I. Diky tomu je mozné
oddé¢lit regulacni vlivy jednotlivych stavii a piesnéji charakterizovat ptechod k naslednému
pfidavani substrati dalSich metabolickych drah konvergujicich na Q spoji (sukcinat,
oktanoylkarnitin, glycerofosfat) ve stavu ETS.

Naproti tomu SUIT-RP2 se zaméfuje na kapacitu OXPHOS pii oxidaci mastnych
kyselin (FAO-P) a jeji porovnani s kapacitou OXPHOS pii souCasné pritomnosti
kombinovanych substrati typu NF (napf. pyruvat, malat, palmitoyl-karnitin). Tento protokol
dale zahrnuje kroky pro méfeni maximalni kapacity OXPHOS a ETS pii vyuZiti kombinace
substratit NFSGp (NF + sukcinat, glycerofosfat). Aktivaci riiznych metabolickych drah dochézi
k prisunu elektroni do Q-spoje prostiednictvim komplexu I, ETF-dehydrogenazy,
glycerofosfatdehydrogenazy a komplexu II.

Oba protokoly SUIT-RP1 a SUIT-RP2 poskytuji komplexni informace o aktivité
jednotlivych enzymovych kroki v komplexu IV, ktery je navazan na Q-spoj. Idedlni je méfit
oba protokoly paralelné, jelikoz se vzijemné dopliuji a rozsifuji dosavadni strategie

respirometrické analyzy OXPHOS (Doerrier et al., 2018).
1.4.1.1 SUIT-RP1

V ramci protokold SUIT hraji jednotlivé substraty klicovou roli v celkovém méteni
a analyze mitochondridlnich funkci. Kazdy substrat pfispiva k posouzeni vlivu na riizné
metabolické drahy a jejich vzdjemné interakce. Po pfidani specifickych substrath se pfi
protokolu RP1 méfi parametry jako N (4U a 5G), NSk (6 S), NFSg (7 Oct), St (8 Rot) a SGpe
(9 Gp). Diky harmonizaci mezi t€émito protokoly je mozné provadét porovnavani v jednotlivych
fazich SGpg, konkrétn€ RP1:9Gp a RP2:10Rot. Oktanoylkarnitin (Oct) se pfidava ve stavu ETS
s cilem minimalizovat efekt rozpojeni s mastnymi kyselinami. Pokud je v pfitomnosti Oct
pozorovana absence jeho vlivu na NSE (N=PGM; ocekéava se u mnoha typi mitochondrii),
dosahuje se dalSi harmonizace mezi protokoly ve stavech PMP (RP1:2D) a PMOctp (RP2:5P).

V ptipad¢ vyuziti mitochondrialnich preparatu (Obrazek 4a) se do média nejprve
pfidavaji pyruvat a malat, jez predavaji elektrony na komplex I, a teprve poté nasleduje pfidani
mitochondrialnich preparati. Stav bez pfidanych substratl neni pfesné definovéan, avSak
vykazuje mirné vyss$i hodnoty nez ROX v disledku pfitomnosti nékterych endogennich

substratli, pri¢emz se po inhibici rotenonem (Rot) projevuje mirny pokles respirace
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a mitochondridlntho membranového potencidlu. V pfipadé pouziti intaktnich bunck
se permeabilizace digitoninem provede piimo v komiirce a poté nasleduje ptidavek pyruvatu
amalatu. Poté nasleduje v obou ptipadech ptidavek ADP (D), coz umoziiuje sledovat u¢innost
sprazeni OXPHOS N-dependentni drahy. Nasledné probiha test kontroly integrity vnéjsi
mitochondridlni membrany prostfednictvim pifidavku cyt c¢. V ptipadé¢ vysokého aktivace
respirace cyt ¢ muze nasledovat titrace NADH pro ovéfeni pfitomnosti invertovanych
mitochondrialnich ¢astic a propustnosti IMM. Nasledné se provadi postupna titrace FCCP
az do maximalni aktivace respirace pro vyhodnoceni toho, jak moc je respirace limitovana
fosforylaci. Nasledné se priddva Glutamat, ktery také predava elektrony prostfednictvim
NADH na komplex I, kde dochazi ke konvergenci NADH-dependentnich dehydrogenaz
(PGME). Jelikoz pyruvat neni v jatrech preferovanym energetickym substratem (Rui, 2014)
protokol jsme mirné modifikovali a glutamat ptidali jesté pred titraci FCCP (PGMp). Nasledné
se pridava sukcinat (PGMSE). Elektrony jsou do Q spoje dodavany jak komplexem I, tak
komplexem II. Poté se ptidava oktanoylkarnitin (PGMSFE). Elektrony do Q spoje proudi
prostfednictvim komplexu I, komplexu II a ETF-dehydrogendzy Piidavek Rotenonu inhibuje
soucasn¢ CI a FA, coZ muze vést k delSim asovym prodlevam, nez se po této inhibici dosdhne
ustaleného stavu. Pfidani glycerofosfatu (Gp) po rotenonu (SGpg) predstavuje kompromis pro

samostatné hodnoceni Sg stavu a maximalni ETS kapacita je tak hodnocena v ramci SUIT RP2.

1.4.1.2 SUIT-RP2

Na zacatku experimentu probiha deplece endogennich substratii pomoci piidavku ADP
(D). V ptipadé pouziti mitochondridlnich preparati se ADP ptidava pted jejich ptidavkem, coz
urychluje vycerpani endogennich substratli. Pokud jsou v experimentu pouZity bunky
(Obrazek 4b), je nutné nejprve zajistit jejich permeabilizaci digitoninem podobné jako v SUIT
RP1. AZ po tomto kroku nasleduje pfidani ADP. Piidavek samotného Oct u vétSiny
mitochondrii vyrazné neaktivuje respiraci, protoZze hromadici se acetyl-CoA bez zdroje
oxalacetatu inhibuje B-oxidaci. K vyraznéjsi aktivaci respirace dochdzi az po ptidavku nizké
koncentrace malatu pro vznik nezbytného mnozstvi oxalacetatu. Stimulace OXPHOS
samotnym Oct v pifitomnosti ADP v jaternich mitochondriich je umoznéna diky syntéze
ketolatek z hromadiciho se acetyl-CoA, coz odstranuje jeho inhibi¢ni vliv na B-oxidaci. Malat
se ptidava postupnou titraci se zvysSujici se koncentraci (M.05; M2), kdy pfi nizké koncentraci
hodnotime FAO, pii vysSich FN-drahu. Stejné jako u protokolu RP1 je integrita vnéjsi
mitochondrialni membrany hodnocena pomoci piidavku cyt c. Po nasledném ptidavku pyruvatu

je M2 nezbytna pro snizeni toku pies komplex II (komplex II neni nutné inhibovat malonatem),
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coz umoziuje odhadnout kapacitu N-dependentni OXPHOS bez vyrazného pfispéni S-
dependentni respirace. Po pfidani glutamatu (G) se dosahne stavu NFp (konkrétné PMGFp), po
pridani sukcinatu dosahneme stavu NFSp. Po ptidavku glycerofosfatu dosdhneme v ramci RP2
maximalni kapacitu OXPHOS stavu (NFSGpp) Nasleduje titrace FCCP k dosazeni maximalni
kapacity ETS (NFSGpeg) a hodnotime tak limitujici vliv fosforylace na respiraci. Po pfidani
rotenonu (Rot) vznika stav SGpg, ktery je ve verzich protokolti RP1 a RP2 totozny, a tim padem

umoziuje spojeni a harmonizaci obou protokold, ¢imz dochazi k jejich harmonizaci.

46



4 5 6 7 8 9 10,7
e W
| poaand || -
‘c c
N N
5 ks
a 8 2 3 2 |lwn T3 7 5 3 7 ]
> | £ > g
S | x N i .1
| © € é
2 2
> >
T 1 S
dH[- ‘s
4 E
MiRoS ™ @0 B IR NG MiR0S,Gh € & @«‘11 \:\56‘? 0 ot
ET-stav drahy ET-stav drahy

Obrazek 3:Schéma Fizeni spojky/cesty.

(a) Respiracni protokol 1 (RP1). (b) Respiracni protokol 2 (RP2). Stav LEAK byl méfen v pfitomnosti
respiracnich substrati, ale v nepfitomnosti ADP, coz ptedstavuje tok elektront spojeny s pumpovanim
protonit pro kompenzaci unikli protonil. Kapacita oxidativni fosforylace (OXPHOS) byla métena
v pritomnosti satura¢nich koncentraci ADP (D) a definovanych redukovanych substrati. Kapacita
elektron transportniho systému (ETS) byla métena jako spotfeba kysliku v rozpfazeném stavu pfi
optimalni koncentraci uncoupleru (U), ktera byla ziskana postupnou titraci FCCP pro indukci
maximalniho toku elektronli na kyslik. Stav ET NADH drahy (N) byl ziskan pfidanim substratt
spojenych s NADH (P, M, G). Sukcinatem indukovany respiracni stav (S) podporoval tok elektronti
pres komplex II. Stav fizeni oxidacni drahy mastnych kyselin (Oct) (F) dodava elektrony na komplex
I prostfednictvim NADH a ETF-dehydrogendzovy komplex a nasledné na ubichinon. Komplex
glycerofostatdehydrogenaza oxiduje Gp a dodava elektrony pfimo na ubichinon. Rezidudlni spotieba
kysliku (ROX) je spotieba kysliku nezavisla na respiraci hodnocena bud’ po inhibici ETC (Rot,
inhibitor respiraéniho komplexu I; Ama, inhibitor komplexu III) nebo v mitochondrialnich preparatech
inkubovanych bez ptidavku energetickych substratti. Integrita vnéjs$i mitochondrialni membrany byla
hodnocena pfidanim cytochromu c (c).

(D = ADP (adenosindifosfat), ETS = systém pifenosu elektrond, U = uncoupler, P = pyruvat,
M = malat, G = glutamat, S = sukcinat, Oct = oktanoylkarnitin, Rot = rotenon, Gp = glycerolfosfat,
Ama = antimycin A)

Zdroj: Stankova et al., 2020

47



200 400

150 _—

—
N
=3
=)

100

I]
g

7B: 02 flux per V
[pmol/(s*ml)]

'mEs
L -

50
J-__v-v-\rvn—- . -
v A T A T T T T L 0
0:00 0:10 0:20 0:30 0:40 0:50 1:00
1:00 [h:min]

100

200 80

100 f 40

LNV ;»

0:00 0:10 0:21 0:31
1:03 [h:min]

)
3

Ly

1A: 02 flux per V
[pmol/(s*ml)]

Obrazek 4: Vystup z pristroje Oroboros Oxygraph-2k.

(a)Zaznam substrat-uncoupler-inhibitor titrace (SUIT) respira¢ni protokol RP1 izolovanych mitochondrii
(b) Zaznam SUIT RP2 trombocyti. Modra kiivka zna¢i koncentraci kysliku, ¢ervena je flux — prvni negativni casova
derivace koncentrace kysliku v tomto ptfipad€ prepoctena na ml média.

(P = pyruvat, M = malat, Dig = digitonin, D = Adenosindifosfat, ¢ = cytochrom c, G = glutamat, U = karbonylkyanid
4-(trifluormethoxy)fenylhydrazon, S = sukcinat, Oct = oktanoylkarnitin, Rot = rotenon) a Gp = glycerolfosfat, Ama
= antimvcin A)
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2. Cil prace
1) Popsat a porovnat mitochondridlni respiraci u riznych modelovych systémi —
izolovanych mitochondrii, hepatocytt, bunééné linie HepG2 a lidskych trombocytt
— s vyuzitim vysokouc¢inné respirometrie.
2) Zméfit a vyhodnotit zmény mitochondridlni respirace jater u mySiho nutri¢niho
modelu MASLD.

3) Zavést metodiku izolaci trombocytil pro respirometrické méteni.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii:

Zakladni chemikalie (p.a.) - NaCl, KCl, MgSO4.xH>O, NaxHPO4.12 H>O, NaHCO3,
MgCl.6H,0, KH,POs, KOH byly potizeny od firmy (Lach-Ner, CR), ostatni pokud neni
uvedeno jinak od firmy Sigma-Aldrich (Merck, USA).

Chemikalie pro pripravu izola¢nich a méficich roztoki - kyselina
ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova (EGTA), D-mannitol, sachardza,
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselin (HEPES), D-sacharéza, kyselina
laktobionova, taurin, bovinni sérovy albumin (BSA, essentialy free fatty acid), BSA Standard
protein solution, Coomassie Brilliant Blue (¢inidlo Bradford), dimethylsulfoxid (DMSO)

Chemikalie pro izolaci hepatocytii - Surova kolagendza (SEVAC), heparin (heparin
Léciva, 10 ml o koncentraci 5000 m. j./ml).

Respiraéni substraty a inhibitory - pyruvat, malat, adenosindifosfat (ADP, D),
cytochrom c (cyt c¢), glutamat (G), karbonylkyanid 4-(trifluormethoxy)fenylhydrazon (FCCP),
oktanoylkarnitin (oct, TOCRIS Bioscience, UK), rotenon (rot), glycerofosfat (Gp,rac-Glycerol
1-phosphate disodium salt hexahydrate, Santa Cruz Biotechnology, USA), Antimycin A.

Média a suplementy pro kutlivace bunék - DMEM (4 mM L-glutamin, 4500 mg/L
glukoéza, 1 mM pyruvat sodny, and 1500 mg/L bikarbonat sodny); Fetalni bovinni sérum (FBS),
penicilin (10,000 Ul/ml) a streptomycin (10 mg/ml),Trypsin; Trypanova modrt (0.4% roztok,
sterilné filtrovan, vhodny pro bunécéné kultury, T8154), oleat sodny (OA), palmitat sodny (PA).

Média pro izolaci desticek - Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS),
Ficoll-Paque Plus.

3.2 Priprava roztoki:

3.2.1 Zasobni a pracovni roztok EGTA

250 mM EGTA (Mr = 380,35 g/mol) — Pro piipravu 50 ml bylo navazeno 4,7554 g
EGTA, doplnéno do 40 ml destilovanou vodou, postupné byl ptidavan 5 M KOH do rozpusténi,
a bylo upraveno pH na 7,4 (HCI) a doplnéno destilovanou vodou do 50 ml, roztok byl skladovan
pii 4 °C.

100mM EGTA — Pro ptipravu 10 ml byly 4 ml 250 mM EGTA fedény 6 ml H>O.
3.2.2 Roztoky pro izolaci desticek

DPBS s piidavkem 10 mM EGTA — Pro pfipravu 15 ml bylo do 14,4 ml DPBS
napipetovano 0,6 ml 250 mM EGTA.
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3.2.3 Roztoky pro izolaci mitochondrii

Ziasobni roztok pro izolaci mitochondrii (220 mM D-mannitol, 70 mM sacharoza,
2 mM HEPES) — Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 40,08 g D-mannitolu, 23,96 g
sacharozy, 0,477 g HEPES, roztok byl doplnén do 800 ml H>O, bylo upraveno pH na 7,2 (KOH)
a roztok byl doplnén do 1 1 a skladovan v lednici pii 4 °C.

Izola¢ni médium I — 0,125 g BSA bylo rozpusténo v 250 ml zésobniho roztoku pro
izolaci mitochondrii (+ 0,5 g/l BSA).

Izola¢ni médium H — Ke 99,6 ml izola¢niho média I bylo pfidano 0,4 ml 250 mM
EGTA (+ 1 mM EGTA).

Zasobni roztok laktobionatu (0,5 M) — 35,83 g kyseliny laktobionové bylo rozpusténo
ve 100 ml H>O. Nasledné bylo upraveno pH na 7,0 pomoci 5 M KOH. Roztok byl nasledné
doplnén vodou na 200 ml.

MiR05 (mitochondrial respiration medium) — Do 1000 ml sklenéné kadinky bylo
odvazeno: 0,190 g EGTA; 0,610 g MgCL. 6 H2O; 2,502 g taurinu; 1,361 g KH,PO4; 4,77 g
HEPES; 37,65 g D-sachar6zy. K navaZzenym sloucenindm bylo pfidano 800 ml H>O
a za pomoci magnetického michadla, doslo k tplnému rozpusténi pii 30 °C. Po rozpusténi bylo
k roztoku ptidano 120 ml z4sobniho roztoku laktobionatu a pH upraveno na hodnotu 7,1. 1 g
BSA byl rozpustén v ¢asti tohoto roztoku a po rozpusténi byl za jemného michani preveden
zpét do 1000 ml odmé&rné banky se zbyvajicim roztokem, tak aby se eliminoval vznik pény.
Po doplnéni vodou do tiplného objemu 1000 ml bylo zkontrolovéano a ptipadné doupraveno pH
7,1. Takto pfipraveny roztok byl ptepipetovan do plastovych zkumavek (50 ml) a uchovavan
pti -20 °C.

3.2.4 Roztoky pro izolaci potkanich hepatocytii

Roztok A - 8 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,0977 g MgS04.xH>0; 0,1206 g Na,HPO4.12H>0;
0,06 g KH>PO4; 2,188 g NaHCO3; 0,19 g EGTA bylo do 1000 ml doplnéno destilovanou vodou,
7 min. syceno karbogenem (95% Oz + 5% CO»), aby vysledné pH bylo 7,3 — 7.4.

Roztok B - 4,8 g NaCl; 0,24 g KCI; 0,05862 g MgSO4.xH>0O; 0,07236 g
Na;HPO4.12H20; 0,036 g KH2PO4; 0,3528 g CaCl».2H-0, 1,314 g NaHCO3; doplnéno do 600
ml destilovanou vodou, 7 min. syceno karbogenem (95% O> + 5% CO»), aby vysledné bylo pH
7,3 — 7,40; obvykle pouzivame 0,055 g surové kolagenazy (SEVAC) do 200 ml recirkula¢niho

roztoku.
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Roztok C (Krebs — Henseleitovo médium) - 6,9 g NaCl; 0,36 g KCI; 0,1441 g
MgS04.xH>0; 0,13 g KH2PO4; 0,374 g CaCl2.2H20; 2 g NaHCO3; 0,9 g glukdzy, doplnény

do 1000 ml destilovanou vodou pro inftze.

3.2.5 Roztoky pro kultivaci HepG2

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) — Toto médium bylo upraveno
pfidanim antibiotik (streptomycin/penicilin) a FBS. Antibiotika pfedstavuji 1 % objemu média,
zatimco FBS tvoti 10 %. Pro ptipravu 500 ml média byla smichdna 50 ml FBS, 5 ml antibiotik
a 445 ml DMEM. Cely postup prob¢hl v lamindrnim boxu, aby se minimalizovalo riziko
kontaminace. Pfipraveny objem byl rozpipetovan do 50 ml sterilnich zkumavek a uchovavan
v lednici pii teploté 4 °C. Vysledné médium ma Cervenou barvu; pokud zeZloutne, miize
to indikovat bakteridlni kontaminaci (zluta barva naznacuje tvorbu laktatu). Pokud médium
zfialovi, je to znamka vzniku amoniaku.

BSA - Byl ptipraven roztok 20% BSA v kultivacnim médiu bez FBS. V prvnim kroku
bylo 20 ml kultivaéniho média pfidano do 50 ml sklenéné kadinky s michadlem umisténém
na michaci desce. K tomu byly kvantitativné prevedeny 4 g BSA. Poté byla kadinka 250/500
ml s vodou umisténa na vyhiivanou michaci desku a umistén teplomér do vodni lazn¢. Kadinku
s roztokem BSA byla zakryta aluminiovou folii a vloZena do pfipravené vodni lazné. Teplota
byla upravovana dle potieby piiblizné 37 °C, ale nikdy ne vyssi nez 40°C. V lazni byl roztok
za stalého michani, dokud nedoslo k Gplnému rozpusténi BSA. Nasledné byl potiebny 20%
roztok BSA (5 ml) odebran do nové 50 ml kadinky opét s michadlem. Pro vytvoreni 10%
roztoku BSA bylo pfidano 2 ml NaOH/NaCl a pH upraveno na hodnotu 7,4. Kone¢ny objem
byl upraven na 10 ml kultiva¢nim médiem (3 ml). Tento 10% roztok BSA byl ptenesen
do lamindrniho boxu ke sterilni filtraci.

Zasobni roztok s FA (PA/OA) 40 mM volnych FA v 0,1 M NaOH — Do 50 ml
Erlenmeyerovi baniky bylo napipetovano 12 ml NaOH a kvantitativné ptfidano 133,64 mg PA
nebo 146,13 mg OA. Baiika byla zakryta parafilmem a vloZena do vodni lazné. Ve vodni lazni
byla banika s PA za stdlého michani zahiivana na teplotu 70 °C po dobu pfiblizn€¢ 30 minut.
Zatimco banka s OA byla za stalého michéani zahtivana na teplotu 50-60 °C do vytvofeni Cirého
roztoku (cca 20-30 min).

Konjugace PA/OA a BSA — Spojeni PA/OA s 20% BSA probiha pii teploté 1,5 °C,
kdy za stalého michéani bylo pfeneseno 2 ml zdsobniho roztoku PA/OA do 5 ml 20% BSA.
Nésledné byl roztok michan po dobu 1 hod ve vodni lazni, jejiZz teplota byla v rozmezi

35 az 40 °C. Po hodin¢ bylo zkontrolovano pH a upraveno na 7,4. Kone¢ny objem byl upraven
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na 10 ml kultivaénim médiem bez FBS. Molarni pomér PA/OA byl 5,33:1 (§ mMPA/OA
a 1,5 mM BSA).

3.2.6 Respiracni substraty a inhibitory

Vsechny zasobni roztoky respiracnich substratl a inhibitorti byly po ptipravé rozdéleny
do jednotlivych alikvot a uchovéavany pfi teploté —20 °C, pokud neni uvedeno jinak.

Zasobniroztok ADP (500 mM) —501,3 mg ADP (odpovidajici 1 mmol) bylo smichano
s 1,2 ml H20. Nasledné bylo pfidano pfiblizné¢ 450 pul 5 M KOH za tcelem neutralizace,
po které doslo k rozpusténi ADP. Poté bylo pH upraveno na hodnotu 7,0 a roztok byl doplnén
vodou na kone¢ny objem 2 ml. Roztok byl rozalikvotovan a uchovavan pii -80°C.

Zasobni roztok Antimycin A (5 mM) — NavaZzka 5,4 mg antimycinu A byla rozpus$téna
ve 2 ml 99,9% ethanolu.

Zasobni roztok cytochromu ¢ (4 mM) — Bylo navazeno 50 mg cyt ¢ a rozpusténo
v 1 ml H2O.

Zasobni roztok digitoninu (8,1 mM) — 10 mg digitoninu bylo rozpusténo v 1 ml
DMSO.

Zasobni roztok FCCP (1 mM) — Navazka 1,27 mg FCCP byla rozpusténa v 5 ml
ethanolu.

Zasobni roztok L-glutamatu sodného (2M) — Bylo odvaZeno 1,691 g monohydratu
L-glutaméatu sodného a nasledné rozpusténo ve 3 ml H,O. pH bylo upraveno na 7 pomoci KOH.

Zasobni roztok glycerolfosfatu (1 M) — Navazka 324 mg glycerolfosfatu byla
rozpusténa v 845 ul H20.

Zasobni roztok malatu (800 mM/400 mM) — Bylo navaZeno 536,4 mg/268,2 mg
kyseliny jable¢né (maldtu) a rozpuSténo v 3 ml H>O. Nasledné byl roztok neutralizovan 5 M
KOH (ptiblizn€ 350 pl). Vysledny objem byl doplnén vodou na 5 ml.

Zasobni roztok oktanoylkarnitinu (100 mM) — Navazka 50 mg oktanoylkarnitinu
byla rozpusténa v 1543 pl H20.

Zasobni roztok pyruvatu (2 M) — Bylo odvédzeno 44 mg kyseliny pyrohroznové
(pyruvatu) a rozpusténo v 0,2 ml H>O. Roztok je nutné piipravovat Cerstvy kazdy den.

Zasobni roztok rotenonu (1 mM) — Navazka 0,39 mg rotenonu byla rozpusSténa v 1 ml
99,9% ethanolu.

Zasobni roztok sukcinatu (1 mM) — Bylo navéazeno 1,3505 g sukcinatu a rozpusténo
ve 3 ml H>O. V ptipadé potieby bylo upraveno pH na hodnotu 7 pomoci 1 M HCI a nésledné

byl roztok doplnén vodou na kone¢ny objem 5 ml.
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3.3 Laboratorni pomiicky, pristroje a software

Bézné laboratorni vypaveni (zkumavky Falcon, kadinky, pipety, jednorazové Spicky,
zkumavky Eppendorf, Pasteurovy pipety, latexové rukavice, gdza, , jednorazové plastové
pipety atd.), zkumavky Leucosep™ konické, 50 ml (Greiner); centrifugacni zkumavky; Petriho
misky (Nunc™ Cell Culture, 150288), 96 jamkové desticky (Nunc™ MicroWell™ 96-Well,
Nunclon Delta-Treated, Flat-Bottom Microplate), sterilni kultiva¢ni lahve, pocitaci komurky
(Neubauer-Improved CE), Homogenizator s teflonovym pistem; centrifuga Rotina 380R;
Laminarni box (Clean air), laboratorni vahy (Kern), Spektrofluorimetr Tecan Infinite M200,
Hematologicky analyzator Abacus Junior Vet5, inverzni mikroskop Leica DMil, Respirometr
Oroboros Oxygraph O2k (Austria), DatLab 7, GraphPad Prism 9, Direct-Q® 3 UV Remote
Water Purification Systém.
3.4 Biologicky material:

Potkani

Mitochondrie a hepatocyty byly izolovan z potkanich samcii kmene Wistar, o hmotnosti
200 az 350 g. Potkani byli chovéani za standardnich podminek pfi konstantni teploté 23 + 1 °C,
relativni vlhkosti vzduchu 55 + 10 %, vyméné vzduchu 12 — 14x za hodinu a pfi 12hodinovém
svételném rezimu (6,00 — 18,00 hod.). Potkani byli ustdjeni v klecich po 6—10 potkanech.
Po celou dobu méli volny piistup k vodé a potrave. Protokoly pokusii byly schvaleny Odbornou
komisi pro ochranu zvifat proti tyrani podle zadkona €. 246/92 Sb. v platném znéni, §17, 3c.
pti Lékarské fakulté v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze.

MysSi

Mysi (Obrazek 5) byly pouzity pro izolaci mitochondrii pro in vitro méteni a do in vivo
pokusu pro navozeni MASLD pomoci diety zdpadniho stylu, kde byl pro méfeni pouzit jaterni
homogenat. Samci mysi kmene C57BL/6J (26 + 2 g, Velaz, Ceské republika) byli chovani
v kontrolovanych podminkach pii teplote¢ 23 + 1 °C, relativni vlhkosti 55 £ 10 %, vyméné
vzduchu 12-14krat za hodinu a 12hodinovém cyklu svétlo-tma, s volnym ptistupem k potrave
a vodé. VSem zvifatim byla poskytnuta péce v souladu se smérnicemi stanovenymi Komisi

pro Zivotni podminky pokusnych zvitat Univerzity Karlovy (Praha, CZE).
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Vin vivo experimentu, byla zvifata ndhodné zatrazena do jedné ze dvou skupin
(n = 12-13, kazda skupina) a byla krmena ad libitum bud’ standardni kontrolni dietou (CD,
PicoLab RD 20, LabDiet) a vodou z vodovodu, nebo dietou zédpadniho typu (WD, AIN-76A
WD, TestDiet) a glukozou (18,1 g/l), fruktdézou (24 g/1) pfidavanou do vody po dobu 30 tydn.
Nutricné dieta PicoLab RD obsahovala 24,651 % proteinti, 13,205 % tuki a 62,144 %
sacharidi. Oproti tomu dieta AIN — 76A obsahovala jen 15,5 % proteinti, zato 40,1 % tuki
a 44,4 % sacharidu.

Obrazek 5: Mysi dutina briSni

(a) MyS$ krmena kontrolni dietou. Makroskopicky pohled na dutinu bfi$ni ukazuje
nizky obsah visceralni tukové tkan¢ a jasné ohranicené organy dutiny bfisni (stieva,
jatra) (b) MyS krmend dietou zdpadniho typu. Makroskopicky je ziejmy piekryv
organti tukovou tkani, ktera vypliuje dutinu bfisni. Organy dutiny bfisni jsou tedy
méng¢ zietelné.
Trombocyty
Trombocyty byly ziskany od dobrovolnych darcii ve véku 25-45 let rizného pohlavi

a etnického ptvodu.
HepG2
HepG2 bunky (ECACC85011430, liver cancer cells), 11. a 13. paséaz
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3.5 Metodiky
3.5.1 Kultivace bunék

3.5.1.1 Rozmrazovani bunék

Nejprve bylo upravené DMEM médium temperovano v termostatu na 37 °C. Tento ¢as
byl vyuzit k ptipravé sterilnich kultiva¢nich nadob, které byly fadné popsany. Poté byly
bunécné linie vyjmuty z Dewarovy nadoby, kde jsou uchovavany v tekutém dusiku pii-196 °C.
Manipulace s bunéénymi liniemi musi byt rychld. Buiiky se po vyjmuti z nddob pfesunou
do termostatu s nastavenou teplotou 37°C. Thned po jejich rozmrazeni byly pfemistény
do vyhfatého média, které bylo napipetovano do kultivacni lahve (objem média zavisi
na velikosti lahve). Lahev byla jemné promichana ve tvaru pismene X a mikroskopicky

zkontrolovéna pfitomnost bun€k v lahvi.

3.5.1.2 Vyména média

Vzhledem k tomu, Ze pii rozmraZeni je obsazen maly pocet bunék, umoziuje vyména
média zvysit jejich pocet pted pasazi. Tento proces spoc¢iva v odsati starého média a pridani
nového. Nejprve byla mikroskopicky zkontrolovana konfluence bunék a jejich zivotaschopnost.
DPBS a upravené DMEM médium byly pfipraveny v termostatu pti 37 °C. Do laminédrniho
boxu byla umisténa odsavacka a nové sterilni kultivacni lahve.

Jakmile bylo médium a DPBS naht4té, opatrné jsme odsali staré médium tim, Ze jsme
vloZili Spic¢ku odsavacky k okraji kultivacni lahve, abychom se vyhnuli odsati bunék. Poté jsme
do lahve nalévali DPBS, pficemZ jsme dbali na to, aby se Zadné ¢asti lahve nedotkly povrchu.
DPBS v kultivaéni lahvi bylo ponechano po dobu 1-2 minut, poté bylo odsato a cely postup
opakovan 2-3krat. Timto procesem doSlo k odloupnuti a odstranéni mrtvych bun¢k ze dna
kultivacni lahve. Na zavér bylo pfidano nové médium a provedena zaveérecna mikroskopicka
kontrola, aby bylo zajiSténo, ze vSechny bunky byly zachovany. Lahve byly poté uloZeny
do inkubétoru.

Den pfed samotnym meéfenim vysokoucinné respirometrie byla polovina bunék

pfevedena do média s piidavkem volnych FA (palmitat a oleat) vazanych na BSA.

3.5.1.3 Pasazovani bunék

Slouzi k pfemisténi jedné populace bunék do nové kultivaéni lahve o konkrétnim
mnozstvi bunék.

Prvni byla vzdy provedena kontrola bun¢k, mezitim co byli DPBS, médium a trypsin
uloZeny v termostatu. Cela prace byla provedena v lamindrnim boxu. Nejprve byli odstranény

mrtvé buitky pomoci DPBS média, které bylo v lahvi ponechano 1-2 min 2-3krat. Nasledovala
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trypsinizace, kdy byl dle velikosti lahve napipetovan trypsin (napf. lahev T75 2 ml trypsinu).
Lahev s trypsinem se ulozi do inkubatoru, na dobu cca 5 minut. Zde je velmi dilezita pribézna
kontrola, jelikoz trypsin odlepuje bunky ze dna kultivacni lahve (Cas v zavislosti na typu
bun¢k), ale nasledné je zacne usmrcovat, proto je dulezita rychla manipulace. Ve chvili, kdy
bylo v mikroskopu pozorovano odlepeni bunck, byla provedena dezinfekce lahve
a v laminarnim boxu bylo pfiddno n€kolik ml média (opét v zavislosti na velikosti kultivacni
lahve — pt. T75 8 ml), tim dojde k inaktivaci trypsinu a buiiky se neusmrti. Nasledné¢ byl cely
objem kultiva¢ni lahve kvantitativné prenesen do sterilni tuby pomoci automatické pipety.

Takto jsou bunky pfipravené pro dalsi pouziti a stanoveni.

3.5.1.4 Stanoveni mnoZzstvi bunék pomoci trypanové modre

Trypanovd modf (sodnd stl toluidin-diazo-diamino-naftol-disulfonové kyseliny)
prochdzi plazmatickou membranou do buiiky. Buriky s neporusenou plazmatickou membranou
ji vypuzuji, zatimco v bunkdch, které ztratily vlivem poSkozeni membranovy potencial dochazi
k jeji akumulaci.

M¢éteni mnozstvi bunék bylo provedeno v C-chipu. Buiky byly smichdny 1:1
s trypanovou modii a napipetovany do C-chipu (20ul). Pod mikroskopem byly pocitany 2
¢tverce z ¢asti A a 2 Ctverce z Casti B pii zvétSeni 100x
3.5.2 Izolace mitochondrii z jater potkana/mysi

Naésledujici postup pro izolaci mitochondrii metodou nékolikandsobné centrifugace
s postupné se zvySujicim poctem otacek je aplikovatelny jak pro mysi, tak pro potkany. Lisi
se pouze v hmotnosti jater a mnozstvi pouzitych roztokd, proto uvddim hmotnosti a objemy
platné pro mysi v zavorkach.

K odbéru jater doSlo pfi narkdze potkana/mysi (inhalaéni isofluranova anestesie, RWD
systém). BfiSni ¢ast byla nejprve potiena dezinfekénim roztokem, poté byla kiiZze a svalovina
nafiznuta do tvaru pismene V, ¢imZ byla oteviena dutina bfiSni. Visceralni organy byly
presunuty k levé stran€. Nasledoval prostiih v. cava inferior a odsati krve pomoci tampond.
Jatra byla vystfizena z dutiny bfi$ni a ihned proplachnuta ledovym fyziologickym roztokem,
poté byla ulozena na led. Na led¢ pokracoval cely proces izolace mitochondrii. Po zvazeni
celych jater byl odebran vzorek o hmotnosti 3 g (1 g) a oplachnut v ledovém izolacnim roztoku
H. Tkan byla vlozena do kadinky s 1 ml ledového roztoku H, kde byla jatra nakrajena na malé
kousky, proplachnuta roztokem H a kvantitativné pfenesena do homogeniza¢ni zkumavky.
Smés byla homogenizovana v homogenizatoru s teflonovym pistem pii 1500 RPM. Nasledné

byl homogenat nafedén ledovym médiem H na celkovy objem 30 ml (10 ml). Déale probihala
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centrifugace homogenatu po dobu 4 minut pii 830 g pii 4 °C. Vznikly supernatant byl opatrné
prelit do dalsi zkumavky ptes vrstvu gazy, doplnén do 30 ml (10 ml) médiem H a centrifugovan
15 minut pfi 5200 g pii 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a sediment
resuspendovan v 30 ml ledového média I. Suspense byla nésledné centrifugovana 10 minut
pti 11000 g pti 4 °C. Tento postup s odstranénim supernatantu byl opakovéan a sediment byl
znovu resuspendovan pouze v 15 ml (5 ml) ledového média I. Posledni centrifugace byla
provedena pii 12000 g po dobu 10 minut pfi 4 °C. Finalni supernatant byl odstranén a sediment
resuspendovan ve 2 ml (1 ml) ledového média I, ¢imz byly ziskany mitochondrie pfipravené

k dalsi analyze.

3.5.2.1 Méreni proteinu dle Bradforda.

Pti kvantitativném stanoveni proteinli je zapotiebi kalibra¢ni tada. Jako blank
je vyuzivéana destilovana voda a nasledn¢ standardy o znamé koncentraci (25 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml a 500 pg/ml), které si nafedime ze standardniho roztoku
(BSA Standard protein solution 2 mg/ml)a destilované vody. Samotné méfeni je stejné
pro stanovovany vzorek i standard, kdy se v 96- jamkové desce smicha 10 pl vzorku/standardu
s 300 ul Bradfordova ¢inidla. Vzorky se vzdy méfi v dubletu. Nasleduje 10 minutova inkubace
ve tm€ po které dochédzi k méfeni absorbance pti 595 nm (Tecan Infinite M200). Zjisténi
koncentrace proteinit v izolovanych mitochondriich bylo dilezZité pro spravny vypocet

pipetovaného objemu k méfeni respirometrie.

3.5.3 Izolace krevnich desticek

Krev byla odebrana dobrovolnym darcim systémem S-Monovette do 2x 9 ml
odbérovych zkumavek (EDTAK3) a byla analyzovana hematologickym analyzatorem.
Pii izolaci krevnich desti¢ek se postupuje podle nasledujiciho protokolu. Do 50 ml zkumavky
Leucosep bylo pfidano 15 ml Ficoll-Paque a vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty
pii 1000 g, s vyuzitim swinging bucket rotor (zrychleni 6, brzdy 2) (Rad-173). Mezitim bylo
odebrano 12,5 ml plné krve z odbérovych zkumavek pteneseno do zkumavky Falcon, kde byl
smichan s 12,5 ml DPBS. Tato nafedéna krev byla poté pipetovana do horni ¢asti polyetylenové
bariéry v centrifugované zkumavce Leucosep v objemu 24 ml.

Nasledovala druha centrifugace, tentokrat trvajici 10 minut pfi 1000 g a pii pokojové
teploté (RT) s akceleraci 6 a brzdou 0. Po centrifugaci byly jednotlivé slozky rozd€leny podle
molekularni hmotnosti: vrchni vrstva tvofena plazmou, pod ni se nachazela jemna vrstva buffy
coat, nasledovéna Ficoll-Paque a na iplném dné byly erytrocyty. Plazma byla pfenesa do nové

zkumavky pro pozd¢jsi vyuziti.
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Buffy coat (5-10 ml) byl opatrné piepipetovan do jiné 50 ml Falconovy zkumavky, kam
bylo ptfidano DPBS do celkového objemu 25 ml. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu
10 minut pi1 120 g a pii pokojové teploté (RT), s akceleraci 6 a brzdou 2. Vznikly supernatant
byl pfesunut do nové 50 ml Falconovy zkumavky, kam bylo pfidano 5 ml ¢isté plazmy a 10 %
z celkového objemu (100 mM EGTA), aby vysledna koncentrace EGTA byla 10 mM.

Nasledovala dalsi centrifugace po dobu 10 minut pti 1000 g, s akceleraci 6 a brzdou 2.
Supernatant byl odebran a peleta byla resuspendovana v 5 ml DPBS s 10 mM EGTA.
Byla provedena zavérecna centrifugace po dobu 5 minut pii 1000 g, s akceleraci 6 a brzdou 2.
Opét byl odstranén supernatant a peleta resuspendovana v 0,5 ml DPBS s 10 mM EGTA.
Takto byly izolované trombocyty ptipraveny k dalSimu méfeni.

Pro pocitani bunék byly bunky fedény 10 x v DPBS médiu s 10 mM EGTA (50 pl
suspenze bylo pipetovano k 450 pl H20) a buiiky byly pocitany v hematologickém analyzatoru
Abacus Junior VetS5.

3.5.4 MySi homogenat

Mysi byly usmrceny v inhalaéni anestezii (isofuran) a pro dalsi analyzu byly odebrany
vzorky krve, epididymalniho tuku a jater, které byly béhem zpracovani uchovavany na ledu
nebo zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany pfi teploté -80 °C.

Pro méfeni mitochondridlni respirace byly s pouZitim pistového teflonového
homogenizatoru ptipraveny 10% jaterni homogenaty (0,2 g jater/2 ml média) v ledovém
respiratnim médiu MIROS5 (0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 60 mM K-laktobionat, 20 mM taurin,
10 mM KH;POs4, 20 mM HEPES, 110 mM sacharéza a 1 g/l hovéziho sérového albumin bez

mastnych kyselin.

3.5.5 Izolace hepatocyti

K izolaci hepatocytl byla vyuZzita dvoustupiiova kolagenazova perfuze jater.

Izolace byla provedena v isofuranové narkoze potkana. BfiSni Cast byla potfena
dezinfekénim roztokem, néstfihem kiize a svaloviny do tvaru pismene V byla oteviena dutina
bfisni. Stfeva byla odsunuta k levé strané, ¢imZz byl uvolnén ptistup kv. cava inferior.
Do v. cava inf. byl aplikovan heparin v davce 0,3 ml o koncentraci 833,33 m. j./ml (heparin
Léciva, 10 ml o koncentraci 5000 m. j./ml, fedény fyziologickym roztokem). Tupou preparaci
a za stalého vlhceni terénu fyziologickym roztokem byl uvolnén ptistup k v. portae a zalozena
pod ni ligatura. Podlozena v. portae byla nastiizena a dovniti zavedena kovova kanyla. Kanyla
byla upevnéna ligaturou a nasledné piipojena k aparatuie (hadici, kterd ptivadi roztok ze sbérné

baiiky) a jatra proplachnuta in situ roztokem A (roztok bez kalcia). O uspéSnosti perfuze
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svédcilo odbarveni jater v disledku vymyti krve izola¢nim roztokem a mirné zvétSeni objemu
jater. Poté, co dosSlo kzvétSeni objemu jater, byla prostfizena aorta a dolni duta zila,
aby nenastalo mechanické poruSeni bunék zvySenym tlakem. Priplach byl zastaven
a co nejrychleji jatra z dutiny bfisSni vysttizena. Dalsi kroky izolace probihaly v podminkéach
in vitro. Opét byla zahdjena oteviend perfuze roztokem A a jatra oplachnuta ponotfenim
do fyziologického roztoku. Jatra byla umisténa do specialniho stojanku a stojanek ponoten
do roztoku A. Po tfech minutach byl zastaven piitok roztoku do sbérné baiiky a zbyly roztok
nechan samospadem protéct jatry. Hadice byla uzaviena svorkou, kterou ptitékal roztok do jater
a jatra ve stojanku premisténa do kadinky s roztokem B (roztok s kolagendzou). Sbérna banka
byla naplnéna roztokem B a hadici vedouci k jatrim byla uvolnéna. Nasledné byl zahajen
15 min. trvajici proces recirkulac¢ni perfizi roztokem B. Hladinu v banice byla udrzovéana
ve stejné vysce pro zajisténi konstantniho perfizniho tlaku. Po ukonceni recirkulacni perfuze
byla jatra ponotfena do Krebs-Henseleitova média s bovinnim sérovym albuminem a jaterni
tkan jemné¢ mechanicky rozvolnéna pomoci pinzet. Pfitomnost albuminu je nezbytna pro
zachovani koloidné-osmotickych podminek. Suspenze bun¢k byla piefiltrovana pies sterilni 4x
sloZzenou gazu do centrifugacni zkumavky a centrifugovdna po dobu 5 minut (28 g, 15 °C;
Rotina 35R, Hettich). Nakonec byl odsat supernatant a bunky nékolikrat proplachnuty
Krebs-Henseleitovym médiem a opét centrifugovany. Centrifugace byla opakovéana celkem
tiikrat. Optimalni rychlost priitoku jatry roztokem A i roztokem B byla stanovena na

40-50 ml/min.
3.5.6 Méreni spotieby kysliku pomoci vysokoucinné respirometrie

Pred zahdjenim experimentu bylo nezbytné provést dvoubodovou kalibraci POS.
K tomu je tfeba znat signal POS pii 100% saturaci média kyslikem a pii nulové koncentraci
kysliku v komtirce, stejn¢ jako méfit teplotu, barometricky tlak, nastavenou citlivost signalu,
rychlost michani a rozpustnost kysliku ve vybraném médiu. Do komurky byla pipetovana ¢ast
¢istého média Mir05, které bylo za konstantniho michani ponechdno v kontaktu se vzdusnou
fazi. Nulova koncentrace kysliku byla dosaZena ponechanim bunék (eventudlné mitochondrii)
v uzaviené komurce tak, aby mély moznost vydychat veskery kyslik. Kalibrace byla provadéna
pomoci softwaru DatLab7, ktery automaticky zaznamenava teplotu a tlak.
Pti experimentu bylo do komtrky napipetovano 2,2 ml Mir05 média provedena kalibrace pro
100% saturaci. Komiirka byla uzaviena titanovym uzavérem a nechal se ustalit signal. Nejdiive
byl pomoci Hamiltonovy pipety pies kapilaru uzavéru ptidan jaterni homogenat (0,1 mg/ml)

nebo  trombocyty  (100x10°  bun&k/ml) pifipadné HepG2 (1x10°  bun&k/ml).
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Izolované trombocyty a HepG2 byly permeabilizovany piidavkem digitoninu (10 pg/ml)
do komtrky. Dale se postupovalo dle zvoleného protokolu (SUIT-RP1; SUIT-RP2), kdy byli
postupné ptidavany substraty, uncoupler a inhibitory dle protokolu: P (pyruvat, 5 mM),
M (malat, 2 mM), M.l (malat, 0,1 mM), D (ADP, 2,5 mM), ¢ (cytochrom ¢, 10 uM),
G (glutamat, 10 mM), U (karbonylkyanid 4-(trifluormethoxy)fenylhydrazon, 1,5-2 uM),
S (sukcindt, 50 mM), Oct (oktanoylkarnitin, 0,5 mM), Rot (rotenon, 0,5 pM)
a Gp (glycerofosfat, 10 mM). Nakonec byl pfidan antimycin A (2,5 uM) a data byla korigovana
na zbytkovou spotiebu kysliku (ROX) jako vychozi stav. Uvedeny jsou vysledné koncentrace
v komdrce. Pfidanim substratii oxidovanych NADH-dependentnimi dehydrogendzami (malat;
glutamat, pyruvat) bylo mozné testovat funkci komplexu I. Po pfidani ADP byl hodnocen index
respiraéni kontroly. Aktivitu komplexu I lze inhibovat specifickym inhibitorem (rotenon).
Po inhibici komplexu I je mozné hodnotit respiraci aktivovanou flavoproteinovymi substraty
(sukcinat, glycerofostat) a méfit rychlost jejich oxidace po aktivaci ADP. Aktivace respirace
NADH a flavoprotein-dependentnich substrati ptidanim ADP je ptimym indikdtorem funkce
ATP-syntazy. Pfidanim cytochromu c Ize hodnotit integritu mitochondridlnich membran. Data
byla zpracovana pomoci softwaru Datlab 7. Vysledky jsou prezentovany jako prvni negativni
derivace koncentrace kysliku v ¢ase na mnozstvi biologického materidlu — specificky flux
(pmol O2's7'-107¢ bun¢k nebo pmol O2's™'*mg' proteinu).
3.5.7 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9. Normalita dat
byla ovéfena pomoci Shapiro—Wilkova testu. Pro prezentaci absolutnich hodnot respirace byly
pouzity krabicové grafy se zobrazenim jednotlivych bodl a vousy znazorfiujicimi minimalni
a maximalni hodnotu. Pro pfehledné porovnani mezi skupinami byly pouzity sloupcové grafy
zobrazujici primér + smérodatnou odchylku (SD). Pro porovnani dvou skupin byl aplikovan
dvouvybérovy t-test s Welchovou korekei, ktera zajiStuje robustnost vii¢i nerovnosti rozptylt
a rozdilné velikosti vzorkii. V ptipad€ porovnani tfi skupin byla pro kazdy substrat pouzita
jednofaktorova analyza rozptylu (one-way ANOVA). Pokud nebyl splnén ptedpoklad
normality, byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallisiv test nasledovany post hoc analyzou

pomoci Dunnova testu.
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4. Vysledky

Pro experiment byly pouzity izolované¢ mitochondrie z hepatocyti mysi a potkant,
jaterni homogenaty z mysi krmenych 30 tydnt kontrolni dietou (CD) a mys$i krmenych dietou
zapadniho stylu (WD), potkani hepatocyty, trombocyty a bunky HepG2. Cilem bylo porovnat
mitochondrialni respiraci mezi riznymi modely, zhodnotit vliv stravy ¢i kultiva¢nich podminek
a ovefit vhodnost pouziti homogenatu. Méteni probihala pomoci vysokoucinné respirometrie
(Oroboros O2k) dle dvou SUIT protokola (RP1 a RP2), pficemz protokoly byly upraveny dle
specifik jaterni tkan¢ (napf. zména poradi titrace glutamatu a FCCP).

Pfi analyze byly kromé& absolutnich hodnot respira¢ni aktivity sledovany i relativni
parametry: pomér fizeni toku kysliku (FCR) a uc¢innost regulace toku kysliku (FCE)
jednotlivymi substraty. FCR vyjadiuje tok kysliku v ur¢itém stavu jako pomér k maximalnimu
toku v daném protokolu a umoznuje srovndvat aktivitu jednotlivych drah mezi vzorky bez
ohledu na mnozstvi mitochondrii. FCE naproti tomu popisuje uc¢innost zmény mezi dvéma
specifickymi stavy (napf. po pfidavku ADP versus piedchozi stav) a reflektuje efektivitu
substratové odpovédi. Pouziti t€chto parametri umoziuje eliminaci variability dané mnozstvim
mitochondrii a poskytuje informace o kvalité a integrité respiracnich drah.

Z hlediska vizualizace vysledki byly pouzity dva typy grafického zobrazeni podle
charakteru a rozsahu dat. Krabicové grafy byly zvoleny v ptipadech, kdy bylo mozné zachytit
rozptyl méfeni uvnitt jednotlivych skupin, coZ umoZiuje lepsi pfedstavu o variabilité¢ dat
a pifipadnych odlehlych hodnotach. Naopak pfi pfimém srovnani experimentalnich skupin,
zejména tam, kde byl pocet méfeni omezeny, byly vyuZity sloupcové grafy s vyznacenym
prumérem a smérodatnou odchylkou (SD). Tento ptistup zajist'uje prehlednost pti zachovani
zakladni informace o sméru a rozsahu zmén a rozlozeni dat je patrné z krabicovych grafii
u kazdého mitochondrialniho preparatu. Takto zvolené vyjadieni vysledkd kombinujici rizné
typy grafického zobrazeni s absolutnimi i relativnimi ukazateli umoznila nejen kvantifikovat
respiraci, ale predevsim identifikovat rozdily v kvalit¢ mitochondridlniho metabolismu mezi
jednotlivymi bunénymi typy a experimentdlnimi podminkami. Vysledky tak ptinaseji
komplexni pohled na efektivitu substratového vyuziti 1 miru adaptace mitochondrii.

4.1 Izolované mitochondrie z jater mysi a potkani

Graf I ukazuje srovnani absolutnich hodnot spotfeby kysliku mezi my$imi a potkanimi
mitochondriemi v protokolech RP1 a RP2. Piestoze mysi vykazovaly mirné vyssi respiraci po
pfidavku sukcinatu, rozdily nebyly statisticky vyznamné. V RP2 byl u potkanli pozorovan

vyrazn€j$i narust po pridavku  Oct, coz naznaCuje aktivnéjSi  ketogenezi.
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Graf 2 dopliuje relativni parametry — FCR a FCE — a ukazuje, Ze rozlozeni substratovych
odpovédi je mezi obéma druhy podobné, pifiCemz u potkanli je mirné vyssi aktivace
oktanoylkarnitinem. Tyto grafy ilustruji nejen kvantitativni, ale 1 funkéni rozdily

v mitochondrialnich drahach obou druhu.
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Graf 1: Mitochondrialni respirace mitochondrii izolovanych z mysich a potkanich
jater.

(a) Mysi mitochondrie respiracni protokol 1 (RP1). (b) Mysi mitochondrie respirac¢ni protokol 2
(RP2). (c) Potkani mitochondrie RP1 (d) Potkani mitochondrie RP2. Experimenty byly provedeny ve
2 ml mitochondriélniho respira¢niho média MiR05. Nejprve byl do komurky pipetovan P (pyruvat)
a M (malat) v ptipadé RP1 a ADP (D) v ptipadé RP2, poté byly pipetovany izolované mitochondrie
(finalni koncentrace v komirce byla 0,05 mg proteinu/ml) a postupné byly pfidany ostatni substraty,
uncoupler a inhibitory podle protokolu: ¢ (cytochrom ¢), G (glutamat), U (FCCP), S (sukcinat), Oct
(oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfosfat). Nakonec byl pfidan antimycin A a data byla
korigovana na zbytkovou spottebu kysliku jako zékladni stav. Vysledky jsou vyjadieny jako primér
+ SD s rozlozenim jednotlivych bodid (n=11-13 pro mys$i mitochondrie RP1; n=11 pro mysi
mitochondrie RP2; n=14 pro potkani mitochondrie RP1; n=15 pro potkani mitochondrie RP2).
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Graf 2: Porovnani respirace mitochondrii izolovanych z mySich a potkanich
jater.

(a) Respiracni protokol 1 (RP1) — absolutni hodnoty. (b) RP2 — absolutni hodnoty. (c)
Uginnost regulace toku kysliku (FCE) RP1 (d) FCE RP2 (e) Poméry fizeni toku (FCR) RP1
(f) FCR RP2 Experimenty byly provedeny ve 2 ml mitochondridlniho respiraéniho média
MiRO05. Izolované mitochondrie byly pipetovany v koncentraci 0,05 mg proteinu/ml a
postupné byly ptfidany substraty, uncoupler a inhibitory podle protokolu: P (pyruvat), M
(maléat), D (ADP), c¢ (cytochrom c), G (glutamat), U (FCCP), S (sukcinat), Oct
(oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfostat). Nakonec byl pfidan antimycin A a
data byla korigovana na zbytkovou spotiebu kysliku jako zakladni stav. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér = SD; * p <0,05 ** p <0,01; *** p <0,001 (n=11-13 pro mysi
mitochondrie RP1; n=11 pro mysi mitochondrie RP2; n=14 pro potkani mitochondrie RP1;
n=15 pro potkani mitochondrie RP2).
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4.2 Mysi jaterni homogenaty CD a WD

Graf 3 znézornuje rozdily v absolutnich hodnotach mitochondrialni respirace mezi
myS$mi krmenymi CD a WD.

Graf 4 porovnava absolutni (a) a relativni hodnoty pomoci FCE (b) a FCR (c). MySi na
WD vykazovaly respiraci, piedevsim po pridavku sukcindtu, a to v obou protokolech RP1
1 RP2 a sniZena respirace aktivovana sukcinatem byla potvrzena i pomoci FCE pro sukcinat.
Tento pokles naznaCuje naruseni aktivity sukcinatdehydrogenazy v disledku dietnich zmén.
Jde o statisticky vyznamny rozdil ve spotiebé kysliku p <0,01, coz naznacuje negativni
ovlivnéni mitochondrialnich funkci a efektivity energetického metabolismu zapadni dietou.
U CD byl zaznamenan vy$si efekt cytochromu ¢, ktery miiZe naznaCovat vyssi poskozeni vné;jsi
mitochondridlni membrany, které bylo patrné zpiisobené¢ homogenizaci.

Graf 5 porovnava relativni parametry mezi homogenaty a izolovanymi mitochondriemi.
Vysledky ukazuji, ze hodnoty FCR a FCE jsou velmi podobné, coz potvrzuje, ze homogenat
muze byt spolehlivou alternativou k izolovanym mitochondriim. Vyhodou homogenatu je,
ze umoziuje zachytit kompletni mitochondridlni populaci a snizuje ztraty spojené s izolaci.

Vv

experimentl. Proto se jeho pouziti jevi jako vhodna volba zejména pro in vivo experimenty.
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Graf 3: Mitochondrialni respirace mySich homogenati.

(a) Homogenat mysi krmenych kontrolni dietou (CD) respiraéni protokol 1 (RP1). (b)
Homogenat mysi krmenych kontrolni dietou (RP2). (c) Homogenat mysi krmenych zapadni
dietou (WD) (RP1). (d) Homogenat mys$i krmenych zapadni dietou (RP2). Experimenty byly
proveden ve 2 ml mitochondridlniho respiracniho média MiR05. Po ptidavku P (pyruvatu) a M
(malatu), resp. D (ADP) byly do komitirky pipetovany jaterni homogenaty (0,2 mg proteinu/ml)
a postupné byly pfidany dal$i substraty, uncoupler a inhibitory podle protokolu P (pyruvat), M
(malat), D (ADP), c¢ (cytochrom c), G (glutamat), U (FCCP), S (sukcinat), Oct
(oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfosfat). Nakonec byl pfidan antimycin A a data
byla korigovana na zbytkovou spotiebu kysliku jako zdkladni stav. Vysledky jsou vyjadieny
jako primér + SD s rozlozenim jednotlivych bodl (n=13 pro CD; n=14 WD).

66



25004

2500
Oco a Oco . b
2000{ WD - - 2000{ D WD
i = J
" 15007 ", 1500
S S
S 10004 T 1000
£ E
o (=%
5001 500
olew 0l 10 fifl 1 |
PM D c G ) S Oct rot Gp oct M1 M2 ¢ P G S Gp U rot
1.0 1.5
. Oco c Oco d
O wb

Owp
0.5

0.5

-0.5 -0.5
D(PM) c G u S Oct rot Gp oct M1 M2 ¢ P G S Gp U rot
1.5 1.5
Oco e Oco f
O wo O wp
1.0 e i 1.0 _
e
0.5 s 0.5 il
volaa il All ﬁﬂ Hﬂ Lol I]Il]l ﬁﬁ ﬁﬁ l‘lﬁ ﬂﬂ
PM D C G U S Oct rot Gp ot M1 M2 ¢ P G S Gp U rot

Graf 4: Mitochondrialni respirace jaternich homogenati mysi krmenych
kontrolni dietou (CD) a dietou zapadniho stylu (WD).

a) Respiraéni protokol 1 (RP1) — absolutni hodnoty. (b) RP2 — absolutni hodnoty. (¢) U¢innost
regulace toku (FCE) RP1. (d) FCE RP2. (e) Poméry fizeni toku (FCR) RP1. (f) FCR RP2. Po
pfidavku P (pyruvatu) a M (malatu), resp. D (ADP) byly do komirky pipetovany jaterni
homogenaty (0,2 mg proteinu/ml) a postupné byly pifidany dalsi substraty, uncoupler a
inhibitory podle protokolu P (pyruvat), M (malat), D (ADP), ¢ (cytochrom c), G (glutamat), U
(FCCP), S (sukcinat), Oct (oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfostat). Nakonec byl
pfidan antimycin A a data byla korigovana na zbytkovou spotiebu kysliku jako zakladni stav.

Vysledky jsou vyjadieny jako prumér + SD; ** p <0,01; *** p <0,001 (n=13 pro CD; n=14
WD).
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Graf 5: Porovnani mitochondrialni respirace mySiho jaterniho homogenitu
a izolovanych mysich jaternich mitochondrii.

(a) Poméry fizeni toku (FCR) respira¢ni protokol 1(RP1). (b) FCR (RP2). (¢) Uginnost regulace
toku (FCE) (RP1). (d) FCE (RP2). Po ptidavku P (pyruvatu) a M (malatu), resp. D (ADP) byly
do komtrky pipetovany jaterni homogenaty (0,2 mg proteinu/ml) a izolované mitochondrie
(0,05 mg proteinu/ml). Postupné byly pfidany dalsi substraty, uncoupler a inhibitory podle
protokolu P (pyruvat), M (malat), D (ADP), ¢ (cytochrom c), G (glutamét), U (FCCP), S
(sukcinat), Oct (oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfosfat). Nakonec byl pfidan
antimycin A a data byla korigovana na zbytkovou spotiebu kysliku jako zakladni stav.
Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD; ** p <0,01; *** p <0,001 (n=11-13 pro mysi
mitochondrie RP1; n=11 pro mysi mitochondrie RP2; n=13 pro mysi homogenat).
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4.3 Potkani hepatocyty

Graf 6a, b ukazuje respiraci primarnich hepatocytii izolovanych z potkant, které maji
velmi aktivni mitochondrialni respiraci. Po pfidani substratl, jako je sukciniat nebo
oktanoylkarnitin, byla patrné vyrazna odezva, ktera naznacuje, ze butiky jsou schopné efektivné
vyuzivat meziprodukty odvozené od gluk6zového metabolismu, tak mastné kyseliny. Aktivace
respirace po pridavku oktanoylkarnitinu bez pfitomnosti maldtu odrézi schopnost ketogeneze.
Tyto vysledky potvrzuji vysokou funkcni kapacitu mitochondrii a odpovidaji fyziologické roli
jater v energetickém metabolismu.
44 Trombocyty
ukazuji vysledky v Graf 6¢, d. Tento fakt odpovida pomérné nizkému poctu mitochondrii
a celkové niz8i metabolické aktivité v neaktivovaném stavu. Analyza relativnich parametrii
— FCR a FCE (Graf 8) — ukazala vysoky podil glycerolfosfatu na celkové respiraci. I pies
nizkou troven spotieby kysliku tak Gp tvofi vyznamnou slozku respiracniho toku.
To naznacuje, ze trombocyty preferuji glukézovy metabolismus, jako hlavni zdroj energie.
Rovnéz je patrné nizka spotieba kysliku aktivovana oktanoylkarnitinem bez pfitomnosti malatu

v RP2 protokolu, coZ potvrzuje neaktivni ketogenezi.
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Graf 6: Mitochondrialni respirace potkanich hepatocytii a trombocytii.

(a) Potkani hepatocyty respiracni protokol 1(RP1) (b) Potkani hepatocyty (RP2). (c) Trombocyty
(RP1). (d) Trombocyty (RP2). Experimenty byly proveden ve 2 ml mitochondrialniho respira¢niho
média MiR05. Nejprve byly napipetovany builky (koncentrace trombocytii v komirce byla
100*10° bunék/ml a potkanich hepatocytdi 0,25 *10° bungk/ml), nasledoval ptidavek digitoninu
(permeabilizace plazmatické membrany) a postupné byly pfidany substraty, uncoupler a inhibitory
podle protokolu: protokolu P (pyruvat), M (malat), D (ADP), c (cytochrom c), G (glutamat), U
(FCCP), S (sukcinat), Oct (oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfosfat). Nakonec byl
pfidan antimycin A a data byla korigovana na zbytkovou spotiebu kysliku jako zakladni stav.
Vysledky jsou vyjadieny jako priimeér = SD (n=3 pro potkani hepatocyty v obou protokolech; n=8
trombocyty RP1; n=11 trombocyty RP2).
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4.5 Buiky HepG2

Bunééna linie HepG2 vykazovala v porovnani s potkanimi hepatocyty nizkou
mitochondrialni aktivitu, nicméné vyrazné vyssi nez v piipadé trombocytl. Jak je patrné z grafu
Graf 7, tato nizkd aktivita byla pozorovana u kontrolnich i FA oSetfenych vzorkd.
Po pridani substratl, jako je glycerolfosfat a sukcinat, byla odezva HepG2 bunék relativné nizsi
ve srovnani s primarnimi hepatocyty (Graf §). OSetfeni mastnymi kyselinami vedlo k dal§imu
poklesu aktivity, nicméné kvili nizkému poctu meétfeni nebylo mozné vysledky statisticky
vyhodnotit. Pfesto tato data vizualn¢ ukazuji na snizenou mitochondridlni plasticitu u HepG2
bunék, coz je v souladu s jejich nadorovym charakterem a znamou preferenci glykolytického

metabolismu na tkor oxidativni fosforylace.

71



pmol[Oz]s'llo'shunék

2
]
<
>
0
&7
(=1
—
b
2
=
O 100 100
K]
E
o
50

I TN S

. = .
PM U S Oct rot Gp OctM1M2 ¢ P G S Gp U rot
200 c 265 d
% §
c 150 2 150
b= ] 3
¢ T
o % 100
"« 100 R
= =} *I‘
s % 1 1 S
° E 5 = e
RIS SE oR < CEEEe
,‘% UOctM.lMZc P G S Gp U rot
PM D c G U S Oct rot Gp
250 200
[ HepG2 control e [1 HepG2 Control f
500/ 0 HepG2 FA [ HepG2 FA
- = 150 I
oo
£ £
= 150 o
& S 100
é 100 —E
o o
50
L D0 ﬁhﬁﬂﬁﬂﬁnhmhn ﬂ H
) 2 P G

0

PM D [ G U S Oct rot Gp oct M.1 M2 ¢ S Gp U rot

Graf 7: Mitochondrialni respirace HepG2 kontrolni skupiny a HepG2 obohacené
o mastné kyseliny.

(a) HepG2 kontrolni skupina respiracni protokol 1 (RP1). (b) HepG2 kontrolni skupina (RP2).
(c) HepG2 obohacené o mastné kyseliny (FA) (RP1). (d) HepG2 obohacené o FA (RP2).
(e) Porovnani HepG2 kontrolni skupiny a skupiny obohacené o FA (RP1). (f) Porovnani HepG2
kontrolni skupiny a skupiny obohacené¢ o FA (RP2). Experimenty byly proveden ve 2 ml
mitochondrialniho respiratniho média MiR05. Nejprve byly napipetovany buiky (HepG2
v koncentraci 1*10% bunék/ml), nasledoval piidavek digitoninu (permeabilizace plazmatické
membrany) a postupné byly piidany substraty, uncoupler a inhibitory podle protokolu:
protokolu P (pyruvat), M (malat), D (ADP), ¢ (cytochrom c), G (glutamat), U (FCCP), S
(sukcinat), Oct (oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp (glycerolfosfat). Nakonec byl ptidan
antimycin A a data byla korigovana na zbytkovou spotiebu kysliku (ROX). Vysledky jsou
vyjadieny jako primér + SD s rozlozenim jednotlivych bodii (n=8 trombocyty RP1; n=11
trombocyty RP2; n=2 HepG2 oba protokoly).
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4.6 Porovnani mitochondrialni respirace mezi jednotlivymi modely

Porovnani Graf 8 a Graf 6 ukazuji, Zze potkani hepatocyty vykazuji vyrazné vyssi
absolutni hodnoty mitochondrialni respirace nez ostatni sledované modely. Nejvyssi hodnoty
byly naméfeny po ptidavku glycerolfosfatu a FCCP (U) v rdmci protokolu RP2, coz odrazi
maximalni kapacitu respirace v ETS stavu. Primérnd maximalni kapacita respirace ukazuje, ze
aktivita \% hepatocytech byla priblizné 7950x% vyssi nez
u trombocytl. Vyrazny rozdil byl zaznamenan také pii srovnani s bunécnou linii HepG2, kde
respirace potkanich hepatocytti dosahla ptiblizné 48nasobku hodnot HepG2 bunék. V protokolu
RP1 nebyl glutamat pfidan pied rozptazenim (U), kviili pouziti obecné verze protokolu.
Protokol byl modifikovéan nasledné.

Graf 8

Souhrnny piehled relativnich hodnot FCR a FCE pak doplituje absolutni vysledky.
Vyssi FCR pro Gp u trombocytdl poukazuje na vyznam glycerolfosfatové drahy
v trombocytech. Naopak hepatocyty vykazovaly vy$si FCE (RP2) u substratu glutamatu, coz
vypovida o jejich roli v metabolismu bilkovin. U HepG2 buné¢k byla niZsi ketogenni kapacita
a FCE pro glutamat (RP2) nizsi, i kdyz v tomto piipad€ nebyly rozdily vzhledem k nizkému
poctu méfeni ve skupiné signifikantni. To svéd¢i o zméné v metabolismu HepG2 oproti

primarnim hepatocytiim.
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Graf 8: Porovnani mitochondrialni respirace trombocytii, HepG2 a potkanich
hepatocytii.

(a) Poméry fizeni toku (FCR) respiraéni protokol 1(RP1) (b) FCR (RP2). (¢) U¢innost regulace
toku (FCE) (RP1). (d) FCE (RP2). Experimenty byly proveden ve 2 ml mitochondridlniho
respiracniho média MiRO05. Nejprve byly napipetovany butiky (koncentrace trombocytl v komiirce
byla 100*10° bunék/ml; potkanich hepatocytd 0,25 *10° bun&k/ml; HepG2 1*10° bunék/ml),
nasledoval ptidavek digitoninu (permeabilizace plazmatické membrany) a postupné byly pfidany
substraty, uncoupler a inhibitory podle protokolu: protokolu P (pyruvat), M (malat), D (ADP), c
(cytochrom c), G (glutamat), U (FCCP), S (sukcinat), Oct (oktanoylkarnitin), Rot (rotenon) a Gp
(glycerolfosfat). Nakonec byl pfidan antimycin A a data byla korigovana na zbytkovou spotiebu
kysliku jako zékladni stav. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + SD; ** p <0,01; *** p <0,001
(n=3 pro potkani hepatocyty v obou protokolech; n=8 trombocyty RP1; n=11 trombocyty RP2; n=2
HepG2 oba protokoly).
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5. Diskuze

Z dat vyplyva, ze intenzita mitochondridlni respirace mezi primarnimi hepatocyty,
nadorovymi liniemi a krevnimi destickami je velmi rozdilnad. Mezi hepatocyty a trombocyty je
rozdil v maximalni kapacit¢ ETS nékolik tadi. Takto velké kvantitativni rozdily odrazi
fyziologickou specializaci jednotlivych tkani, ale zarovenl znemoznuji pfimé porovnani bez
vhodné normalizace. Z tohoto diivodu jsme pro porovnani respirace zvolili relativni ukazatele,
jako jsou FCR (Flux Control Ratio) a FCE (Flux Control Efficiency). FCR vyjadiuje relativni
intenzitu respirace v daném stavu pomeéroveé k referencnimu stavu, obvykle nejvyssi hodnoté
respirace. Vyhodou je, Ze takto ziskana hodnota je nezavisld na mnozstvi mitochondrii a typu
mitochondrialniho preparatu, coz umoznuje objektivni srovnani mezi vzorky nebo skupinami.
FCE pak hodnoti zménu respira¢niho toku mezi dvéma stavy, tedy efekt daného metabolického
zasahu (napf. ptidani ADP) na zvySeni respirace. Je to rozdil respirace dvou sousednich stavi,
normalizovany vii¢i stimulovanému stavu. Diky tomu FCE ukazuje, jak G¢inné¢ mitochondrie
vyuzivaji prislusny substrat, tedy o kolik procent zlepsi dany substrat respiraci oproti
vychozimu stavu. Tento pfistup je vhodny zejména tehdy, kdyz chceme porovnat ucinnost
aktivace nebo inhibice respirace mezi riiznymi bunécnymi typy, mitochondridlnimi preparaty
¢i podminkami. Oba tyto parametry umoziuji analyzu i v piipadech, kdy jsou absolutni hodnoty
velmi rozdilné. Z praktického hlediska tedy plati, Ze FCR se pouziva pro porovnani ,,profilu
respirace mezi skupinami (stav vi¢i maximu) a FCE je uzitecny k porovnani ucinku
specifického zasahu (zména vi¢i vychozimu stavu). Zavedeni téchto standardizovanych
parametrii je kli¢ové pro hodnoceni bioenergetickych rozdilti, zejména v komplexnich
modelech zahrnujicich rizné tkan€ nebo bunééné systémy (Gnaiger, 2020).

Mitochondrie jsou hlavnim mistem bunééného metabolismu, ale jejich struktura, funkce
a pocet se vyrazné lisi podle toho, o jaky typ tkané se jedna. Kazda tkan ma jiné naroky
na energii a specifické metabolické drahy. Naptiklad srdecni sval pottebuje staly vysoky piisun
energie, a proto je bohaty na mitochondrie a oxida¢ni fosforylace je pro jejich funkci naprosto
esencidlni. Kardiomyocyty obsahuji tisice mitochondrii, které tvoti az 30—40 % bunécného
objemu. Z hlediska enzymatické vybavy vynikaji vysokou aktivitou cytochrom-c oxidazy
(komplex IV) a karnitin-palmitoyltransferazy I, coz podporuje efektivni B-oxidaci mastnych
kyselin — hlavniho zdroje energie srdecniho svalu (Fernandez-Vizarra et al., 2011). Zvlastni
postaveni maji jatra, kterd se pfizpisobuji riznym metabolickym staviim organismu a reguluji
mnozstvi zivin v krvi. Pfi hladovéni, jaterni mitochondrie oxiduji ve zvySené mife mastné

kyseliny a zacetylkoenzymu A syntetizuji ketolatky, probiha zde také glykogenolyza
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a glukoneogeneze Po jidle zpracovavaji pfijatou glukozu, syntetizuji glykogen, TAG
a lipoprotein o velmi nizké hustoté. Kromé toho se podileji na odstranovani amoniaku
prostiednictvim cyklu kyseliny mocové. Mitochondrie v jatrech funguji jako regulacni uzly,
kter¢ = poméhaji  udrzovat  homeostazu.  Vysoké  zastoupeni enzymi  jako
je glutamatdehydrogenaza a ornithin transkarbamoylaza je pro hepatocyty typické (Herbers et
al., 2019). Specificky roli hraji i mitochondrie mozku. Neurony jsou citlivé na vykyvy
v zasobovani ATP a jejich metabolismus se liSi od podpiirnych bun€k, jako jsou astrocyty.
Ty vyuzivaji vice glykolyzu, zatimco neurony spoléhaji na oxidaci glukozy a laktatu. To vytvari
metabolickou spoluprici, kterd je typickd pravé pro mozkovou tkéan. Neurdlni mitochondrie
vykazuji vysokou aktivitu komplexu I (NADH dehydrogenazy), kterd je vSak soucasné
1 zdrojem zvySené produkce reaktivnich forem kysliku (Carinci et al., 2021). Kosterni svalovina
ma rozliSné typy vldken — oxidativni typ I (pomalejsi, vytrvalostni) mé& vysSi obsah
mitochondrii a enzym jako je citratsyntaza, zatimco glykolyticka vlakna (typ II) spoléhaji vice
na anaerobni metabolismus a maji mitochondrii méné¢ (Fernandez-Vizarra et al., 2011).
Trombocyty nemaji jadro, ale obsahuji né€kolik mitochondrii (obvykle 5—7 na jednu bunku),
které jim umoznuji produkovat ATP a regulovat aktivaci, agregaci i apoptdzu. Jsou metabolicky
velmi aktivni a flexibilni, co se tyka preference energetickych substratii. Jejich metabolismus
je relativné jednoduchy, ale velmi ucelny — vyuzivaji jak glykolyzu, tak oxidativni fosforylaci
v zévislosti na dostupnosti kysliku a energetické potiebé. V jejich mitochondriich je aktivni
napiiklad cytochrom c oxiddza i ATP-syntaza, pfestoZze v menSim mnoZstvi neZ v energeticky
naro¢nych tkédnich (Picard, 2021). Mitochondrie desticek maji také pomérné malé mnoZstvi
respirac¢niho komplexu III a IV, takZe 1 nepatrné poskozeni miiZze mit zasadni vyznam pro jejich
funkci (Petrus et al., 2019). Rozdily mezi tkdnémi se tedy projevuji nejen v poctu mitochondrii,
ale 1 v jejich metabolické vybavé a schopnosti pruzné reagovat na meénici se podminky.
Tato pfirozena variabilita je klicem k pochopeni fyziologickych i patologickych procesi.

V réamci této prace byly porovnany respiracni parametry izolovanych mitochondrii
a jaterntho homogenatu s vyuZzitim SUIT RP1 a RP2. Velmi dalezitym zjiSténim je,
ze homogenat vykazuje s mitochondriemi srovnatelnou respiraéni aktivitu. Pfiprava
homogenatu je vyrazné jednodu$si a nevede ke ztrdtdm mitochondridlnich subpopulaci.
To je v souladu s vysledky Kondrashova et al. (2001), ktefi prokazali, Ze mitochondrie
v jaternim homogenatu zlstavaji usporadany do funkéné vyznamnych filament a zachovavaji
si stabilni oxidativni fosforylaci, membranovy potencidl i substratovou fosforylaci. Pecinova et
al. (2011) navic ukazuji, ze homogenat zachycuje prakticky veskerou mitochondridlni biomasu,

na rozdil od klasické izolace, ptfi niz miZze dojit ke ztrat€¢ az 60-90 % mitochondrii.

76



Na zaklad¢ uvedenych vysledkii Ize konstatovat, ze jaterni homogenat je pln€ pouzitelny pro
hodnoceni mitochondrialnich funkci. Vysledky potvrzuji, Zze pouziti homogenatu nevede
k podhodnoceni respirani aktivity a zaroven umoziiuje zachytit mitochondrie vSechny
subpopulace mitochondrii.

Vysledky této prace potvrdily, ze dieta zipadniho stylu vyznamné snizuje
mitochondrialni respiraci aktivovanou sukcindtem v jaternich homogenatech mysi ve srovnani
s kontrolni dietou (p <0,001). Respiracni aktivita aktivovana sukcinadtem odrazi funk¢ni stav
SDH, respira¢niho komplexu II mitochondridlniho respiracniho fetézce, ktery hraje klicovou
roli v pfimém propojeni Krebsova cyklu s oxidativni fosforylaci a je idedlnim mistem pro
regulaci obou na sob¢ uzce zavislych drah. Pokles respirace tedy naznacuje moznou dysfunkci
SDH v jatrech mys$i vystavenych WD dieté. Tyto vysledky odpovidaji pozorovanim Statikové
et al. (2021, 2020), ktefi popsali podobné sniZeni respirace aktivované sukcinatem v jatrech
mys$i s MASLD indukované dietou zapadniho stylu. Autofi rovnéz prokézali, ze krmeni mysi
WD dietou snizilo aktivitu sukcinatdehydrogendzy a genovou i proteinovou expresi
podjednotek SDH a vedlo k akumulaci sukcinatu. Sukcinat je dnes povaZovan za signalni
prozanétlivou a profibrogenni molekulu a onkometabolit a tento mechanismus mize vyznamné
ptispivat k progresi MASLD (Tretter et al., 2016; Bezawork-Geleta et al., 2017). Ziskané
vysledky jsou v souladu s vysledky téchto studii a podporuji hypotézu, Ze dieta zapadniho stylu
bohatd na tuky a cukry vede k vyznamnému naruseni jaternich mitochondridlnich funkci,
konkrétné aktivity SDH. Tato skute¢nost zdliraziiuje vyznam mitochondrialni dysfunkce jako
kritického faktoru v rozvoji obezity a metabolickych onemocnéni a naznacuje potencidlni
terapeuticke cile zamétené na mitochondrie.

Srovnani mitochondridlni respirace mezi HepG2 buiikami, potkanimi hepatocyty
a lidskymi krevnimi destickami odhalilo vyrazné rozdily v aktivité respiraniho fetézce
a ve vyuZiti jednotlivych substratli. Potkani hepatocyty vykazovaly nejvyssi hodnoty respirace,
zejména pii oxidaci sukcindtu, coz odrazi vysokou aktivitu komplexu II (SDH) typickou pro
jaterni tkan. Tato vysoka aktivita SDH je v souladu s fyziologickou funkci jater v oxidativnim
metabolismu (Kondrashova et al., 2013). Oproti tomu HepG2 buiiky, jakoZto nddorova linie,
mély vyrazn€ niz8i aktivitu komplexu II a celkové niz8i oxidacni kapacitu. Tyto bunky
uptednostiuji glykolyzu a postradaji schopnost adaptovat se na metabolickou zatéz podobné
jako normalni hepatocyty. Studie Maseko et al., 2024 ukazala, Ze zatimco HepaRG a primarni
hepatocyty reaguji na expozici volnym mastnym kyselindm zvySenim aktivity komplext I a II
a stimulaci B-oxidace, u HepG2 bun¢k tento efekt pozorovan nebyl. Krevni desticky, ptestoze

maji relativné nizkou celkovou oxidacni kapacitu, vykazuji vyssi relativni aktivaci respirace
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po pfidavku NADH-dependentnich substrati (malat, pyruvat, glutamat) nez HepG2 bunky.
Z toho vyplyva, ze u desticek funguje komplex I efektivnéji nez u HepG2, a Ze schopnost
oxidovat NADH hraje dulezitou roli pii jejich mitochondridlni aktivité. Desticky navic
vyuzivaji glycerol-3-fosfatdehydrogenazu (GPDH), ktera pienasi elektrony piimo na koenzym
Q a tim obchazi komplex I. Tento alternativni vstup elektronti je v destickach aktivni a ptispiva
k jejich mitochondridlni respiraci (Siewiera et al. 2021). V hepatocytech je rovnéz v porovnani
s HepG2 bunikami signifikantn¢ vyraznéjsi kapacita ketogeneze (Graf 8d, FCE — RP2 oct,
p < 0,01). FCR pro oktanolykarnitin v protokolu RP2, ktery odrazi kapacitu ketogeneze vSak
u hepatocytli vyssi nebylo, z divodu vysoké aktivity sukcinitdehydrogenazy a respirace
aktivované sukcinitem (Graf 8b), coz zdroven demonstruje dillezitost pouziti obou relativnich
parametrl v hodnoceni mitochondridlni respirace u riznych typi vzorkl. nebylo u hepatocyty.
Absolutni hodnoty respirace v hepatocytech byly nejvyssi ze vSech typa bunék. U HepG2
bunck byla respirace vyrazné nizsi a respirace aktivovana sukcinatem zde nebyla dominantni,
jako v ptipad€ hepatocytl. HepG2 maji tedy v porovnani s primarnimi hepatocyty omezenou
oxidac¢ni kapacitou a rozdilny metabolismus mastnych kyselin, coz limituje jejich vyuziti jako
modelového systému pro studium MASLD. Desticky sice vykazovaly nizké absolutni hodnoty
respirace, z divodu vyrazné¢ nizS§iho poctu mitochondrii, a je zde patrnd dominance
NADH-dependentnich substratli. Prokazali jsme, Ze desti¢ky vykazuji v porovnani s jaternimi
mitochondrialnim preparaty relativné vysokou respiraci aktivovanou glycerofosfatem (Graf 8).
Zda se, Zze mitochondrie desticek jsou schopné dynamicky reagovat na dostupny substrat, i kdyz
v omezeném rozsahu (Siewiera et al. 2021). Z vysledkd vyplyva, Ze krevni desticky vykazuji
zvySenou aktivitu GPDH, kterd umoZiluje pienos elektronli z cytosolického NADH
do mitochondridlniho dychaciho fetézce prostiednictvim FADH:. Tato cesta — znama jako
glycerol-3-fosfatovy ¢lunek obchazi komplex I, a tudiZ miZe byt v desti¢kach aktivovéna
1 v piipadé, Ze je tento komplex inhibovan (Lin et al., 2020). Relativné vyssi aktivace
NADH-dependentnich substratii a GP v téchto bunikdch naznacuje, ze GPDH hraje v destickach
dulezitou roli pti zajiSténi mitochondridlni respirace. Tento predpoklad byl potvrzen srovnanim
dvou substratovych protokolt (RP1 a RP2), které se liSily potadim ptidani glycerol-3-fosfatu
a rotenonu, specifického inhibitoru komplexu I. V RP1, kde byl rotenon ptidan pied GP, doslo
k vyrazné inhibici respirace. Naproti tomu v RP2, kde byl GP ptidan dfive, byla inhibice
dychaci aktivity rotenonem niz§i a vysledky nebyly statisticky vyznamné. Tento rozdil
1ze vysvétlit tim, ze GP je v destickach efektivné metabolizovan GPDH, ktera neni rotenonem
inhibovana. Pfitomnost GP v RP2 tedy umoznuje pokracujici tok elektroni do dychaciho

fetézce 1 pfes inhibici komplexu 1. Vyznam glycerol-3-fosfatového ¢lunku byl prokazéan
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1 v klinickych studiich. Lin et al. (2020) popsali, Ze cyklisticky trénink u pacientt s perifernim
arterialnim onemocnénim zvySuje mitochondridlni bioenergetiku desti¢ek, pravdépodobné
1 diky vétsimu zapojeni GPDH. Palacka et al. (2022) ukazali, Ze u pacientli s urothelialnim
karcinomem dochézi ke zménam mitochondrialni respirace a piestavbé bioenergetiky desticek.
Na tyto poznatky navazuje i prace Hsu et al. (2019), kde bylo prokdzano, ze pohybova
intervence zlepSuje funkéni stav mitochondrii v destickach pacientti po cévni mozkové piihode¢.
Vsechny tyto studie naznacuji, ze desticky vykazuji vysokou metabolickou plasticitu
a schopnost adaptace, ktera mize zahrnovat prave aktivaci GPDH jako nahradniho mechanismu
pfi poruSe komplexu I. Souhrnné Ize fici, Ze mezi jednotlivymi bunéénymi typy existuji zasadni
rozdily ve vyuziti substrati. Hepatocyty maji vysokou aktivitu komplexu II a kapacitu pro
ketogenezi, HepG2 bunky preferuji spiSe NADH-dependentni substraty a vykazuji omezenou
oxidacni kapacitu. Desticky, ac respiracn€ méné vykonné, jsou schopny efektivné aktivovat
mitochondrialni respiraci pies NADH-dependentni substraty a GPDH. Tyto rozdily je tfeba
zohlednit pfi hodnoceni dat a vybéru vhodného bunééného modelu pro studium mitochondridlni

funkce.

79



ZAVER

Tato diplomova prace byla zamétena na porovnani mitochondridlni respirace u riznych
modelovych systémii v kontextu steatotického jaterniho onemocnéni spojeného
s metabolickou dysfunkci (MASLD). Mitochondrie hraji zasadni roli v bunécném energetickém
metabolismu a jejich dysfunkce je povazovana za jeden z hlavnich patogenetickych
mechanismit MASLD. Cilem této prace bylo zjistit, jak se mitochondrialni aktivita li§i mezi
jednotlivymi modely z hlediska jejich mozného vyuziti pro studium tohoto onemocnéni

Pomoci vysokouc¢inné respirometrie byla hodnocena respirace u izolovanych
mitochondrii, jaternich homogenati, primarnich hepatocytl, buné¢né linie HepG2 a lidskych
trombocytd. VSechny stanovené cile se podafilo naplnit. Vysledky ukazaly, ze jednotlivé
modely se vyrazné lisi ve schopnosti oxidace substrati a v aktivité jednotlivych respiracnich
komplext. Bylo potvrzeno, Ze dieta zapadniho typu ma negativni vliv na mitochondridlni
respiraci, zejména v oblasti komplexu II. Zaroven se potvrdilo, Ze homogenaty jater mohou
slouzit jako praktickd alternativa k izolovanym mitochondriim pfi analyze mitochondrialni
respirace, protoze zachovavaji jejich funkéni charakteristiky a umoziuji jednodussi manipulaci.

Z hlediska bunécnych modeli vykazovaly nejvysSi respiracni aktivitu primarni
hepatocyty, zatimco HepG2 buiiky jsou méné aktivni a maji odliSny metabolicky profil. Popsali
jsme rovnéz energeticky profil trombocyti, coz je dulezité zejména v kontextu jejich mozného
vyuziti jako snadno dostupného a neinvazivniho modelu pro sledovani zmén mitochondrialnich
funkci u riznych systémovych onemocnéni véetné MASLD.

V pribehu experimentt bylo nutné optimalizovat nékteré metodické postupy, zejména
izolaci trombocytu.

Ziskané poznatky mohou pfispét k lepSimu pochopeni patofyziologie MASLD

a k rozvoji novych diagnostickych ¢i terapeutickych strategii zamétenych na mitochondrie.
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