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SOUHRN
Diserta¢ni prace se zabyva Casnou fazi jaterni regenerace u potkand s navozenou
steatézou jater, zjisténim vlivu kyseliny ursolové a jejich hepatoprotektivnich ucinkd na

jaterni tkan po ¢astecné hepatektomii a zjisténim vlivu této kyseliny na metabolismus lipidu.

Prvni ¢ast disertacni prace byla zaméfena na studium jaterni regenerace po ¢astecné
hepatektomii u potkani s nutricné navozenou steatdézou jater s vyuzitim tii experimentalnich
diet. Pro posouzeni jaterni regenerace byly zvoleny dva potkani modely, zdravy potkan
kmene Wistar a potkan s vysokou bazalni cholesterolémii tzv. Prazsky hereditarné
hypercholesterolemicky potkan. Zavedeny model nealkoholového ztukovaténi jater (NAFLD)
podavanim vysokocholesterolové diety a diety s kyselinou orotovou po dobu ¢tyi tydnid u
obou kmenl potkanli potvrdil rozvoj jaterni steatdozy bez zndmek zdnétu, nekrdzy Cci
fibrotickych zmén. Dieta methionin-cholin deficitni nepotvrdila histologickym vySetfenim
pritomnost steatozy, ackoli bylo potvrzeno naruseni syntézy VLDL castic. Priibéh jaterni
regenerace prokdzal na zdkladé inkorporace °[H]-thymidinu do DNA hepatocytii zpozdéni
jaterni regenerace s vysokocholesterolovou dietou i1 dietou s kyselinou orotovou. Model
s kyselinou orotovou se pro studium jaterni regenerace neosvédcil, u potkanii doslo k tézkému
poskozeni jaterniho parenchymu pted samotnym opera¢nim zakrokem, které bylo po ¢astecné
hepatektomii neslusitelné s pfezitim. Pfi porovnani rychlosti regenerace zhodnoceni syntézy
DNA za 18 a 24 hodin po castecné hepatektomii mezi potkany kmene Wistar a potkany
PHHC bylo prokazano zpozdéni nastupu regenerace u hypercholesterolemickych potkant
ukazujici moZzné komplikace pro pacienty s prostou steatézou podstupujici transplantaci jater
¢i reseket jaterni tkang.

Druhé c¢ast disertani prace byla zaméfena na ovlivnéni jaterni regenerace podanim
ruznych forem kyseliny ursolové, které byly pfipraveny vyhradné z pfirodnich zdrojii bez
pouziti chemickych rozpoustédel. Kyselina ursolova je v literatufe zminovana jako latka s
hepatoprotektivnimi ucinky, ale komplikaci pro jeji bézné pouZiti je jeji nizkd biologicka
dostupnost. Hypolipidemické ucinky kyseliny ursolové byly potvrzeny jiz po 7 dnech
experimentu u potkani s vysokotukovou dietou, kdy bylo docileno vyznamného sniZeni
koncentraci hladin cholesterolu a triacylglycerolu. Soucasné bylo prokazéano, Ze kyselina
ursolova stimuluje DNA syntézu s niz$i enzymatickou aktivitou ALT a AST po invazivnim

zakroku. Zaroven byly prokazany pozitivni G€inky kyseliny ursolové na jaterni tkan jesté pred
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parcialni hepatektomii a potvrzuji tim kyselinu ursolovou jako latku s hepatoprotektivnimi

Géinky.

SUMMARY

The aim of this dissertation thesis is to elucidate and describe the influence of ursolic
acid and its hepatoprotective effects on liver tissue after partial hepatectomy and the effects of
this acid on lipid metabolism. It includes studies of the early phase of liver regeneration in

rats with induced hepatic steatosis.

The first part of the dissertation is focused on the study of liver regeneration after
partial hepatectomy in rats with nutritionally induced hepatic steatosis using three
experimental diets. To assess the liver regeneration, two rat models were selected, a healthy
Wistar-type rat and a rat with high basal cholesterolemia, the so-called Prague hereditary
hypercholesterolemic rat (PHHC). The standard model of non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD), achieved by feeding both rat types on a high-cholesterol diet and an orotic acid
diet for four weeks, confirmed the development of hepatic steatosis without signs of
inflammation, necrosis or fibrotic changes. The methionine-choline deficient diet did not
induce steatosis in the histological examination, although disruption of VLDL particle
synthesis was found. Based on the incorporation of *[H]-thymidine into hepatocyte‘s DNA,
the course of liver regeneration was slowed down in experiments with the high-cholesterol
diet and with the orotic acid diet. The orotic acid model did not work well for the study of
liver regeneration, due to the severe damage of the rat’s liver parenchyma even before the
partial hepatectomy and this operation was incompatible with survival of the rats. Comparison
of the regeneration rate after partial hepatectomy between Wistar rats and PHHC rats by DNA
synthesis assessment at 18 and 24 hours shows a delay in the onset of regeneration in
hypercholesterolemic rats. That indicates possible complications for patients with simple

steatosis undergoing liver transplantation or liver tissue resection.

The second topic was focused on liver regeneration influenced by the administration
of various forms of ursolic acid, which were prepared exclusively from natural sources
without the use of chemical solvents. Ursolic acid is known for its hepatoprotective effects
but its low bioavailability is a major complication of its wider use. The hypolipidemic effects
of ursolic acid were found after only 7 days of application in rats on a high-fat diet as

significant reduction of cholesterol and triacylglycerol concentrations. At the same time, a
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supplementation with ursolic acid has been shown to stimulate DNA synthesis with lower
enzymatic activity of ALT and AST after invasive surgery. Finally, the positive effects of
ursolic acid on liver tissue before partial hepatectomy were found and suggested ursolic acid

as a substance with hepatoprotective effects.
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1. UVOD

Jatra ptedstavuji zivotné dulezity orgén vykonavajici fadu nezastupitelnych funkci
v energetickém a intermedidrnim metabolismu. Dilezitou funkci jater je biotransformace a
eliminace xenobiotik, a mozna pravé z tohoto diivodu maji jatra schopnost obnovit ptivodni
populaci jaternich bun¢k po jejich redukci nebo poskozeni rtzné etiologie [1]. Zmeény
v metabolismu souvisejici s nezdravou vyzivou, nezdravym Zzivotnim stylem patii k hlavnim
pricinam aterosklerozy, kardiovaskularnim onemocnénim 1 ke steatdze jater. Stejné tak jako
existuje mnoho faktori vedoucich ke zvysené zatézi jater a jejich poskozeni, existuje i vice

metabolickych cest, které proces regenerace ovliviuji.

Ackoli je snaha 1é¢bu steatozy jater zménou jidelni¢ku a pohybové aktivity predchazet
a zastavit a zregenerovat, pokrocila stadia steatozy - steatohepatitida a cirhdza stale patii k
diivodiim s vys§i imrtnosti v Ceské republice. Nealkoholové poskozeni jater tzv. NAFLD
(Non Alcoholic Fatty Liver Disease) patii mezi nejcastéjs$i chronickd onemocnéni jater a je

soucasti 1 celého komplexu onemocnéni tzv. metabolického syndromu.

Jatra maji ve srovnani s ostatnimi organy nejvétsi regeneracni schopnost, a dokazou
tak pfekonat i vyznamné poSkozeni. Dalsi dulezitou vlastnosti jaternich bunck je, Ze si béhem
regenerace zachovavaji kromé obnovovacich procest také vSechny metabolické funkce vcetné
schopnosti odstrafovani toxickych latek. Usp&snost resekce jater, ke které dochazi z riiznych
pfi€in, zavisi na regeneracni schopnosti zbytku jater. Z tohoto diivodu je jakékoli poskozeni
jater (napt. NAFLD) komplikaci pii transplantacich a regenerace tim miiZze byt negativné
ovlivnéna [2,3,4]. Zéaroven ale existuji v literatufe 1 nazory, Ze steatdza jater regeneracni
schopnost jater neovlinuje [5,6,7]. Kromé komplikaci pfi samotném vykonu resekce jater
existuji 1 postoperacni komplikace ptijatého Sté€pu ¢i opozdéna regenerace s delsi dobou 1écby

8].

Lécebné se pro regeneraci jater vyuziva cela fada hepatoprotektivnich latek, mezi
kterymi lze nalézt latky pfirodnich produktli. K této skupiné patii i triterpenoidy — latky
obsazené¢ v mnoha bylinach, rostlindch 1 ovoci, jejichz hepatoprotektivni Ucinky jsou
zminovany v mnoha publikacich [9,10]. Mechanismus ucinku triterpenoidi je komplexni —
potlacuji nékteré enzymy zpisobujici poSkozeni [11], ochranuji pted hepatotoxicitou

tetrachlormetanu [12] i1 acetaminofenu [13] a jsou zndmé protinddorovou aktivitou [14,15].
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Diserta¢ni prace se zabyva cCasnou fazi jaterni regenerace u potkanl s navozenou
steatézou jater, zjiSténim vlivu kyseliny ursolové a jejich hepatoprotektivnich ucinkd na
jaterni tkan po ¢astecné hepatektomii a zaroven zjisténim vlivu této kyseliny na metabolismus

lipida.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Jaterni regenerace

Regeneracni schopnost jater je u dospélych jedinct dulezitda hlavné z davodu
zachovani regeneracni schopnosti jaterniho parenchymu, k ¢emuz pomahd cévni propojeni i
umistnéni v bisni dutin€é. Vzhledem k rtiznorodosti jaternich onemocnéni u pacientl existuje
mnoho pfistupil ke studiu regenerace jater. Mezi nejbéznéjsi a nejCastéji pouzivané modely
patfi experimenty s vyuzitim toxickych nebo chirurgickych inzulti [16]. Experimenty
vyuzivajici toxické inzulty jsou zalozeny na principu poskozeni jaternich bun¢k chemickou
noxou, kterda muze pisobit na vSechny buiikky bez, nebo selektivné pouze na urcité typy
bunck. V soucasnosti se ¢asto vyuziva tetrachlormetan pro posouzeni hepatotoxickych uc¢inkt
radikali na bunééné membrany ¢i thioacetamidu zptsobujici nekrozu jaterni tkang, ale téz je
pouzivan D-galaktosamin vyvolavajici obraz poskozeni jater ptipominajici virovou hepatitidu
[17]. Pro posouzeni jaterni regenerace se vyuzivaji modely provaddéné na jiz predem
poskozenych jatrech jako stimulace konkrétnich onemocnéni (NAFLD, cirhotické poskozeni
jater, cholestatické modely anebo dédicné modely). Farmakologické ¢i toxické ovlivnéni
jaterni regenerace zavisi na mnozstvi davky a druhu aplikace. Standardizace téchto
experimentl je zavisld na fad¢ dalSich neovlivnitelnych faktort, napt. pohlavi, nutri¢ni stav,

zpusob a délka podani chemické latky [18].

Chirurgické modely jsou prvné popisovany kolem roku 1860, kdy byla omezenim
pfitoku portalni krve podvazem vétve vena portae zdokumentovana hypertrofie ostatnich
lalokd. I pfes optimalizovani tohoto postupu z pohledu operacni techniky i1 volby pokusného
zvitete, je v dnes$ni dob¢€ Castéji vyuzivan postup parcidlni hepatektomie vypracovany v roce
1931 Higginsem a Andersonem [19]. Nejcastéji provadénd hepatektomie se tyka odstranéni
sttedniho a levého laloku, jejichZ hmotnost predstavuje 67-70 % celkové hmotnosti jater. Po
provedené castecné hepatektomii nésleduje synchronizovand kompenzaéni odpoveéd celé
tkan€ zahrnujici vstup zralych bunék do bunééného cyklu ukonceného mitotickym délenim.
Nespornou vyhodou chirurgickych pokusti je pfesné ur¢eni doby zahajeni regeneracniho
procesu. U nékterych pokusti se vyuzivd mensi stimulace jaterni proliferace pouze s 30% ci
50% hepatektomii, ale provadéji se 1 hepatektomie 90%, u nichZ bylo zjisténo, ze jde o natolik

zévazny zasah, ze vede k akutnimu jaternimu selhéani [20].
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2.2. Parcialni hepatektomie

Pro studium organové regenerace kontrolovaného rastu bunc¢k se vyuzivd model
parcialni hepatektomie (PH), ktery neni spojovan s masivni nekrozou. Pro tyto experimenty
jsou nejvice pouzivani laboratorni hlodavci (potkan, mys), popsané jsou experimenty i na
vétSich savcich (napt. prasatech), vyuzivané pro modelovani novych chirurgickych postupii a
hledani novych moznosti hojeni ran. Postupné se zvySujici hmotnost jater po resekci je jednim
z ukazatell obnovy jaterni tkang€. ZvySeni hmotnosti jater o 45 % po parcidlni hepatektomii je
prokédzano jiz po 24 hodinach po resekci, za 48 hod je zvySeni hmotnosti jiz o 70 % a
postupné mezi 5. — 7. dnem dosahuje 93 % piivodni hmotnosti. Ke kompletni obnoveé by mélo
dojit do maximalné dvacatého dne po parcidlni hepatektomii [20], byt v nékterych
experimentech cilového objemu jater nebylo dosaZzeno ani po 3 tydnech po parcidlni

hepatektomii [21,22].

Jaterni regenerace je slozity systém fizeny nyni v§eobecné piijimanou teorii souhry 3
systéml — cytokint, riistovych faktorti a metabolickych zmén [23]. Odstranénim pievazné
casti jaterni tkdn€é dochazi ihned ke zménam hemodynamiky, ale zaroven ke zménam
v expresi a aktivité signalnich mediatord, mezi néz patii cytokiny a interleukiny (TNF-a, IL-
6), rustové faktory (HGF, EGFR, VEGF a IGF-I, atd.), hormony a neurotransmitery (inzulin,
vazopresin), ale i zmény hladin Zlu€ovych kyselin, kyslikovych radikald, lipoproteinti a
ostatnich lipidt. Cely prib¢h jaterni regenerace je zcela koordinovanym procesem zahrnujici
desitky riiznych cest a gend, proto ztrata 1 genu malokdy vede k uplné inhibici regenerace, ale

obvykle zplisobi zménu nacasovani replikace nebo mortality DNA hepatocytii [24].

Regenerace jater nezahrnuje pouze hepatocyty (predstavuji 60 — 80 % bunck jater), ale
1 buniky neparenchymové - zlu¢ové epitelidlni buiiky, endotelidlni sinusoidalni bunky, Itovy
buiiky (jaterni hvézdicové buiiky) a Kupfferovy buiiky. Hepatocyty a cholangiocyty jsou
prvni bunky, které vstupuji do bunééného cyklu, podstupuji proliferaci a produkci
mitogennich signali pro dalsi typy jaternich bunck [24]. Proliferace hepatocyti po PH je
charakterizovana mitotickymi vinami bunék v§ech populaci. U hlodavcti zac¢ind 12 — 18 hodin
po castecné hepatektomii s maximem u potkant 24 hodin, u mysi 36 hodin a kon¢i pfiblizné 4
dny po PH. Syntéza DNA zalind v jaternich ascinech v okoli portdlni vény a postupné
nasleduje v dalSich hepatocytech smérem k centralni véné. Mitdza nésleduje syntézu DNA za

6 — 8 hodin. Proliferace v extracelularni matrix, ktera zahrnuje cca 3 % objemu jater, neni
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béhem prvniho dne patrnd podle Martineze-Hermandeze a Amenty [25]. Kupfferovy i

hvézdicové bunky a bunky zlucovodl vstupuji do S faze pozdéji 48 — 96 hodin po zakroku.

Pribéh bunécného cyklu béhem parcidlni hepatektomie se déli na tii faze — iniciace,
proliferace a terminace. Iniciace tj. zahajeni (priming) je obdobi prvnich 12 — 18 hodin po PH,
kdy vétsina hepatocytli opousti klidovy stav bunéného cyklu Go (faze). Iniciace je
v soucasnosti nejvice prozkoumavanou c¢asti bunééného z pohledu ovlivnéni, urychleni ¢i
zpomaleni intervalu mezi ¢astecnou hepatektomii a iniciaci syntézy DNA v hepatocytech.
Nasledujici fazi je faze proliferace, kdy hepatocyty syntetizuji DNA. V této fazi prob&hne
bunécéné deéleni, ¢ast hepatocytl se vraci do faze Go a Cast vstupuje do dal§iho mitotického
cyklu. Soucasné v této fazi dochazi k remodelaci extracelularni matrix (ECM) a dochazi
k déleni dalSich jaternich bunck (cholangiocytli a endotelidlnich buné€k jaternich sinusoid).
Tato faze trvajici u hlodavcii (potkant) az 4 dny je nasledovana posledni fazi terminaci, t;.
ukonceni, které je spojeno s pritomnosti inhibi¢nich faktord a podnétl, na jejichz zakladé¢
dojde k zastaveni proliferacni odpovédi a navratu do klidového stavu véetné regulace poméru
velikosti jater vici velikosti téla, tzv. ,hepatostat. Délka trvani této posledni faze je ve

vétsSing publikaci uvadéna 7-10 dni [20].

Chronologicky setazené udalosti po PH (Obr.1 — vysvétleni v kapitole 2.2.1. a 2.2.2.) :

1. ZvySeni aktivity urokinazového aktivatoru plazminogenu (uPA) - prvnich 5 minut po
PH

2. Translokace B-cateninu do jadra (5 - 10 minut aZz 6 hodin) - aktivaci B-cateninu
dochazi k aktivaci c-Met signalni cesty a zaroven 1 k aktivaci metaloproteinaz

3. SniZeni hladin z4sobniho hepatocytarniho ristového faktoru (HGF) 30 minut — 3

hodiny

Aktivace receptoru c-Met (30 - 60 minut po PH)

Aktivace epidermalniho rastového faktoru (EGF) 30 - 60 minut

Aktivace AP 1, NFkB a STAT3 (30 - 60 minut)

NS Bk

Zvyseni hladin HGF, norepinefrinu, IL-6, TNF-a, TGF B1 a kyseliny hyaluronové
v plazmé (1 - 2 hodin)

8. Rozsifeni genové exprese hepatocyti béhem 30 — 60 minut
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Obr. 1. Vliv rastovych faktort, mediatorti metabolickych cest na piechod hepatocyti z klidové Gy faze do G,
faze bunééného cyklu a vzajemné ovlivnéni [20]

2.2.1. Iniciace

Ve fézi iniciace dochézi k pfechodu klidovych jaternich bun¢k z Go do Gi faze a je

v bunééném cyklu vymezena az do mista, kdy bunky ptejdou pies restrikéni bod na rozhrani

Gi1 a S faze bunétného cyklu. Kontrolni systém bunééného cyklu je zaloZzen na aktivité

cyklin-dependentnich kinaz (Ckd), jejichz Cinnost a funkce jsou zavislé na informacich

zvnéjSitho 1 vnitiniho prostiedi. Cyklin-dependentni kinazy jsou proteinkindzy tvofici

komplexy s cykliny, které katalyzuji fosforylaci bilkovinnych substrati. Tim dochazi ke

zméné v jeho enzymatické aktivité a k interakci s jinymi proteiny. Klicovou udalosti ve fazi

iniciace vnimanou jako bod bez navratu pro vstup hepatocytti do faze S je migrace cyklinu D1

do jadra [23]. Cyklin D1 se aktivuje 6 hodin po castecné hepatektomii. Jeho aktivaci s

naslednou migraci do jadra buniky se spousti syntéza DNA hepatocytli [26]. Cykliny D maji

pozitivni vliv na pribéh G1 faze, nadmérna exprese urychluje G fazi [27,28].
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Casna faze Gi je charakterizovdna produkci nejen pi¥imych mitogent, tedy latek

schopnych samotné indukce jaterni proliferace jako je Hepatocytatni ristovy faktor (HGF) a
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Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-a) a
Interleukinu-6 (IL-6). Zdrojem -cytokina
jsou neparenchymové jaterni  bunky
(Kupfterovy, endotelové bunky jaternich
sinusoid a hvézdicové bunky). Cytokinova
kaskada (Obr. 2) za¢ind vazbou TNF-a na
receptor TNFR1 v Kupfferovych bunkach.
Timto dochédzi k aktivaci nukledrniho
faktoru kappa B (NF-xB) a nasledné¢ k
tvorbé IL-6, ktery se uvolni do okoli buniky
a vaze se na vlastni

Zde

receptor

v hepatocytech. aktivuje  Signal
transducer and activation of transcription
3 (STAT-3). Po piesunu STAT-3 do jadra
hepatocytu zde plisobi na tadu geni
odpovédnych za regeneraci. Zminéné
cytokiny jsou plné aktivni jiz 30 minut po

reseket jater [20,23].

Obr. 2. Schématické znazornéni vlivu transkripénich faktorti na koncentrace cytokinii TNF-a a IL-6 béhem
jaterni regenerace. Interakce mezi Kupfferovymi bunkami a hepatocyty [23].

2.2.2. Proliferace

Prolifera¢ni faze navazujici na iniciaci z pohledu bunééného cyklu zahrnuje faze S, G2

a M. U potkantl jde o obdobi 12 - 18 hodin po 2/3 parcialni hepatektomii (67 — 70% PH).

Pocatecni tvorbou TNF-a (a tim spusténi regenerace) dochazi k stimulaci dvou vyznamnych

tyrosinkindzovych receptorti na membrané hepatocytti — c-Met a EGFR. Ligandem pro c-Met

je Hepatocytarni rastovy faktor (Hepatocyte growth factor - HGF), pro EGFR je liganda vice
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— Epidermalni ristovy faktor (Epidermal growth factor - EGF), Transformujici riistovy faktor
o (Transforming growth factor a - TGF-a), Heparin vazajici EGR podobny ristovy faktor
(Heparin binding EGF-like growth factor - HB-EGF) a Amphiregulin (AR). Nasledné jsou
aktivovany Cetné intracelularni metabolické cesty, které reguluji transkrip¢ni faktory a iniciuji

translaci.

Hepatocytarni ristovy faktor (HGF)

HGF je produkovéan hvézdicovymi jaternimi builkami jako single peptid pro-HGF,
ktery je uskladnén v extracelularni matrix (ECM). Bezprostiedné po jaterni hepatektomii
dochazi ke zvySeni krevniho pritoku jatry z diivodu nadbytku objemu krve, kterd by pted
dvouttetinovou resekci jatry protekla a zaroven se spousti kaskada navazujicich reakei, které
zahajuje zvysSeni aktivity hlavniho enzymu zodpovédného za aktivaci HGF urokinazového
aktivatoru plazminogenu (uPA). ZvySeni uPA aktivity je doprovazeno pfemécnou aktivity
plasminogenu na plasmin. HGF se po aktivaci vdZze na transmembrdnovy receptor
s tyrosinkindzovou aktivitou c-Met, a zaroven je vyplavovan do krevniho ob&hu. Maxima
uPA dosahuje za 60 — 120 minut po operaci. Remodelaci matrix bun¢k se méni mnoho
proteind, prvni aktivovanou je metaloproteindza 9 (MMP9), ktera se aktivuje jiz 30 minut po
casteCné hepatektomii a je aktivni nasledujicich 24 — 48 hodin. Metaloproteinazy jsou
schopny degradovat ¢ast matrix, a tim umozZnit proliferaci hepatocytl. Zasobni mnoZzstvi HGF
uvolnéného z ECM je po 3 hodinach vycerpano. Nova syntéza HGF v hvézdicovych a
endotelidlnich bunikach nasleduje béhem dalSich 36 - 48 hodin. Hladiny HGF se zvySuji 10 -
20 nasobné po Castecné hepatektomii [29], exprese mRNA HGF se zvySuje 3 hodiny po PH
nejen v jatrech, ale 1 v plicich a ve slezin€. Mezi dal$i kandidaty pro zprostfedkovani zvySené

produkce HGF lze zaradit i norepinefrin a cytokin IL-6 [20].

HGF se zda byt iniciator jaterni regenerace a bylo potvrzeno, Ze patii mezi piimé
mitogeny aktivujici receptory ihned po Castecné hepatektomii [20]. Na druhou stranu je
evidentni, Ze neexistuje jen jedna cesta iniciace, ale piispévek hepatocytarniho rstového
faktoru se zd4 byt nenahraditelny. DeFrances a Michalopoulos [30] ovéfili, ze pti vylouceni
signalni cesty HGF/cMet nedochazi k uplnému zastaveni jaterni regenerace, ale jen k jejimu
docasnému utlumu. Bowen [31] prokazal pfi cilené genetické eliminaci signalni cesty c-Met
snizeni jaterni regenerace. Podani infuze HGF je dokonce schopno vyvolat hyperplastickou

odpovéd’ jaternich bunek bez predchoziho poskozeni jater [32].
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Epidermalni ristovy faktor (EGF)

Aktivace receptoru pro EGF fosforylaci probiha jiz 30 minut po castecné
hepatektomii, aktivace vyvolava mnohacetnou proliferacni stimulaci [33]. EGF patii stejné
jako HGF mezi pfimé mitogeny. Jeho zvysena produkce z Brunnerovych zlazek v duodenu (a
u samct mysi téz ze slinnych zlazek) je ovlivnéna koncentraci adrenalinu a noradrenalinu
jako reakce na PH. Diky nardstu portalniho pritoku se dostava EGF portalni zilou do jater,
ale Adamek [34] zvySené hladiny EGF po parcialni hepatektomii nepotvrzuje. Stejné tak bylo
potvzeno, Ze u castecné hepatektomie, kdy je odstranéna pouze 1/3 jater, nedochéazi ke zméné

hladin EGF [35]
Heparin vazajici EGR podobny ristovy faktor (HB-EGF)

Tento ristovy hormon je produkovan endotelidlnimi a Kupfferovymi bunikami jater
rychleji neZ HGF 1 EGF. I pfesto, Ze u mys$i HB-EGF -/- byla potvrzena opozdéna regenerace,
tato deficience byla castecné nahrazena zvySenym TGFa [23] a z tohoto divodu neni HB

EGR bran jako pfimy mitogen.

Zludové kyseliny (ZK)

Koncentrace zlu¢ovych kyselin podléhd jasnym kritériim s diirazem na fyziologickou
a signalni dynamiku po c¢astecné hepatektomii, nebot’ koncentrace zlucovych kyselin je
béhem péti minut vyznamné zménéna. Neschopnost zbytku jater po ¢astecné hepatektomii
vyloucit vracejici se Zlu€ové kyseliny do stfeva vede ke zvySeni hladin Zlu¢ovych kyselin
v krevnim fecisti, coZ je spousStécim signdlem pro jaterni regeneraci. V piipadé, ze by nedoslo
k preventivni redistribuci zluCovych kyselin do stfeva, dochazi u hepatocytti ke snizené
proliferaci 1 rdstu jater. Potvrzeni vlivu ZzluCovych kyselin na jaterni regeneraci bylo
prokéazano Naglerem [36], ktery sekvenaci RNA jaterni tkan€ prokazal sniZeni replikace DNA
u potkanll s operativnim pferuSenim a zastavenim toku Zlucovych kyselin, zaroven bylo
zjisténo snizeni hladin HGF v krvi. Obnovenim toku Zlu¢ovych kyselin doslo ke zvySeni
koncentrace HGF v krvi. Hladiny IL-6 v krvi se pfi absenci ZluCovych kyselin po ¢aste¢né
hepatektomii neméni. Tato zjiSténi ukazuji, Ze ndlez HGF je nepostradatelny pro jaterni
regeneraci. Sekrece Zluovych kyselin a jejich pool je rozhodujicim faktorem pro budouci

velikost jater [36].

Delgado-Coello et al. [37] potvrdila, Ze HGF pfimo moduluje expresi CYP7A1, ktery

patfi mezi rate-limiting enzym kontrolujici syntézu ZK z cholesterolu, ale kromé p¥imého
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ovlivnéni ptes HGF, syntéza CYP7A1 je ovlivnéna inhibici c-Jun N- termindlni kinazi C.
Tyto zaveéry potvrdil i Naugler [36], ktery kromé snizené aktivity c-Jun bezprostiedn¢ po PH
(4 hodiny) nalezl 1 snizeny stfevni Fibroblastovy riistovy faktor 15 (FGF15).

Redistribuce a reflux zluCovych kyselin je pro probihajici jaterni regeneraci
nezbytnosti a v§echny mechanismy zapojené do ob&hu zlucovych kyselin chrani regenerujici

jatra pted apoptozou a nekrozou vyvolanou jejich zvySenou elevaci.

2.2.3. Terminace

Ukonceni regeneracni odpovédi po parcialni hepatektomii je posledni fazi jaterni
regenerace. Po dosazeni cilového objemu jater vici velikosti téla tzv. hepatostatu se jaterni
bunky vraci do klidové Go faze. Tato faze trva obvykle 4 - 7 dni, pficemz maximalni doba
jejiho trvani je 14 dni. V této fazi dochazi k prevaze inhibi¢nich u¢inkd, proto byl z tohoto
divodu studovan ucinek transformujiciho rastového faktoru beta (TGF-B) produkovany
hvézdicovymi bunikami. Exprese TGF-3 mRNA se zvySuje v jatrech jiz za 4 - 5 hodin po PH
a ma téz stimulacni G¢inky na produkci extracelularni matrix (ECM). Béhem proliferace
hepatocytti se jeho hladina vyrazné snizuje a je postupné eliminovana z periportalni do
pericentralni oblasti [38]. Vyzkumy nicméné ukazuji, Ze TGF- neni pfimym klicovym
faktorem ukoncujicim terminaci, ale organizuje ji a tim je nezbytnou soucdsti udalosti

vedouci k navratu do Go faze (Obr. 3) [26].

Remodelace ECM je komplexni proces, ktery poskytuje podporu epitelidlnim a
endotelidlnim bunikam, moduluje bunécnou diferenciaci, migraci, riist a apoptézu. Kolem
sedmého dne se slozeni ECM vraci ke stavu pfed operaci, proliferujici hepatocyty stimuluji
expresi TGF-B1 a zaroven v tuto dobu inhibuje TGF-B1 expresi HGF ptes uPA. Nova ECM
syntetizuje hvézdicové buniky a obnovuje klidovou Go fazi. Vliv ECM na buiky je

zprostfedkovan pres receptory znamé jako integriny a3/B1 [26].
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Obr 3. Schematické zobrazeni zpétné vazby mezi ristovymi faktory, TGFB1 a extracelularni matrix béhem
iniciace a terminace jaterni regenerace [20].

DalSim dulezitym regulatorem z hlediska regenerace a velikosti jater se zda byt protein
Yap (Yes-associated protein) primarné produkovany cholangiocyty, jehoz zvySena
koncentrace je nalezena v hepatocytech az 10 dni po parcialni hepatektomii a v termina¢ni
fazi se exprese proteinu Yap snizuje, zaroven bylo ovéfen vliv signalni drahy Hippo/Yap jako

hlavni regula¢ni drahou ovliviiujici velikost jater [39].

2.3. Jaterni regenerace z pohledu lipidu

2.3.1. Vyznam lipida

Jatra jsou hlavnim organem metabolizujicim latky tukové povahy, jejichZz bazalni
homeostaza je fizena rovnovahou mezi pfijmem, vyuzitim a exkreci. Zarovei je tieba zajistit
komplexni transkripcni sit’ schopnou zabranit nadmérné kumulaci mastnych kyselin a zajistit

dostatek energie dle pozadavkl bunék.
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Pro jaterni buniky nejsou lipidy pouze vyznamnym zdrojem energie, ale té€z predstavuji
dilezitou stavebni slozku plazmatickych membran. Cholesterol moduluje propustnost a
tekutost bunééné membrany, fidi aktivitu membranovych proteini a pfispiva k regulaci

proteint.

Lipidy jsou ziskavany bud’ potravou nebo de novo syntézou z lipidovych slozek tzv.
lipogenezi. U savcl probihd mohutnd, potravou regulovand kontrola lipogeneze pievazné
v jatrech a v tukové tkéani, u Cloveéka pievladaji jatra. Mezi plazmatické lipidy fadime
triacylglyceroly, fosfolipidy, volny cholesterol, estery cholesterolu a volné mastné kyseliny.
Vsechny lipidy v plazmé cirkuluji jako soucast makromolekularnich komplext -
lipoproteind, pouze mastné kyseliny s kratkym fetézcem se mohou vazat na albumin [40].
Zda budou lipidy v podobé& tukovych kapének zabudovany do tukové tkané nebo oxidovany
v mitochondriich a peroxisomech zavisi na dostupnosti metabolickych substratl, energetické
bilanci a endokrinni signalizaci organismu. K vytvofeni dostate¢né zasoby lipidi
zivocichové syntetizuji bunky cholesterol de novo z acetylkoenzymu, i kdyz lidské tclo
vyuzivéa fadové vice cholesterolu z potravy. Potkan syntetizuje 24 mg cholesterolu za den,
okolo 50 % syntézy steroll probiha v jatrech, 24 % v tenkém stteve, 8 % v kizi a ve zbylych
castech téla [41]. Vstiebavani cholesterolu a rostlinnych sterolii ze stfeva je zprostfedkovano
proteinem Nieman-Pick like 1, ktery ovliviluje nejen ptisun cholesterolu do jater, ale i pocet

receptortt LDL, a proto je cilem i mnoha hypolipidemik [42].

2.3.2. Vstiebavani a metabolismus cholesterolu

Hladina cholesterolu je udrZovana v jaternich buinikdch dlouhodobé v rovnovazném
stavu syntézou cholesterolu z acetyl CoA cestou pfes HMG-CoA reduktazu, hlavni kontrolni
misto v biosyntéze cholesterolu urcujici rychlost tvorby mevalonatu. Slozity proces syntézy a
degradace cholesterolu zac¢ind vychytavanim cholesterolu z cirkulace receptory pro LDL, jeho
hydrolyzou na volny cholesterol v lysozomech, pokracuje skladovanim cholesterolu ve formeé
esterd a kon¢i sekreci cholesterolu ve formé zlucovych kyselin do zlu¢i. Reabsorbci
ZluCovych kyselin a zpétnovazebnou inhibici tidi cytochrom P450 7A1 (CYP7Al).
Cholesterol z potravy indukuje jaterni expresi CYP7AIl, jehoz zvySeni ma za nasledek

zvySeny katabolismus cholesterolu. Pfi deficitu CYP7A1 dochazi k hyperlipidemii.

Pokles intracelularni hladiny cholesterolu vede k expresi LDL receptorti jako

nejucinnéjsi cesty ovlivnéni hladiny cholesterolu v buiice. Tento proces zahrnuje zménu
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nékolika jadernych receptorti. Sterol regulatory element — binding protein (SREBP) je
v klidovém stavu udrzovan vazbou sregulaénim proteinem SCAP (SREBP cleavage-
activating protein) a tento komplex je blokovan pro piesun Cinnosti proteinii nazyvanych
Insigl a Insig2 (Insulin induced gene 1, 2) [43]. Pii potiebé syntézy cholesterolu jako reakce
na pokles hladiny cholesterolu v buiice, dojde k uvolnéni komplexu SREBP-SCAP, ktery poté
putuje z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu. Zde dochdzi k proteolytickému
Stépeni SREBP a uvolnéna N-terminalni doména putuje do jadra, kde dimerizuje a ovliviiuje
expresi geni LDL receptori, HMG-CoA reduktdzy, skvalensyntazy [43]. ZvySujici se
koncentrace cholesterolu v buiice vede ke sniZzeni plazmatické hladiny LDL, protoze
hromadici se mnozstvi sterolll v butice snizuje aktivitu HMG-CoA reduktazy, a tim potlaci

syntézu receptort pro LDL v burice [44].

Kratkodoba regulace cholesterolu je zaloZzena na inhibici ¢i stimulaci HMG-CoA
reduktazy fosforylaci katalyzovanou prostiednictvim AMP-dependentnich kinaz, jejichz

aktivita souvisi s hladinou glukagonu a adrenalinu.

2.3.3. Regulace metabolismu lipidi

Tukové tkané€ predstavuji nejvetsi té€lesnou zadsobarnu energie, jeji vystavba je zavisla
na rovnovaze mezi lipogenezi a lipolyzou mastnych kyselin. K lipogenezi dochazi v ptipadé
velké zasoby sacharidi, resp. lipogeneze je stimulovana dietou s vysokym obsahem
karbohydrati a naopak inhibovana dietnim piijmem polynenasycenych mastnych kyselin a
hladovénim [45]. Toto plisobeni je ¢aste€né zprostiedkovano hormony, které inhibuji (ristovy
hormon, leptin) nebo stimuluji lipogenezi (inzulin). Soucasné vyzkumy ukazaly, Ze
transkripéni faktor SREBP-1 je kriticky meziclanek v prolipogennim nebo antilipogennim
pusobeni riznych hormonid a nutrientti (kap. 2.4.5.). Dal$i transkripéni faktor ucastnici se

lipogeneze je receptor aktivovany proliferatory peroxismi — PPAR [46].

2.3.4. Lipidy a zmény metabolismu lipidu po ¢aste¢né hepatektomii

Potfeba obnoveni jaterni tkan€ a membran po parcidlni hepatektomii ovliviiuje hladinu
lipidd v krevnim feciSti a v jatrech. Akumulace lipidi v jatrech, hlavné¢ ve formé
triacylglyceridii (TAG) a esteri cholesterolu (CE), zacind byt viditelnd jiz 12 hodin po
parcialni hepatektomii. Delgado-Coello [36] tuto pfechodnou steatozu potvrzuje u potkanti a
mysi s maximalni hodnotou 12 - 24 hodin po parcidlni hepatektomii. V souvislosti se

zvySenou akumulaci lipidd ve formé malych kapének v jatrech je popisovana sniZena
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koncentrace cholesterolu a TAG v plazmé¢ hlodavcl. Zaroven byla zjiSténa zvySena
koncentrace mastnych kyselin v séru jiz 8 hodin po PH s maximem 20 hodin po PH u potkanti

[47]. Popsana piechodna steatoza je dokladem regulacni tllohy lipidii v prabéhu regenerace.

Iniciacni faze jaterni regenerace je velmi naro¢nou fazi, kdy hemodynamické zmény
v organismu vyvolané parcialni hepatektomii souvisi souc¢asné s omezenim zasob jaterniho
glykogenu a poklesem moznosti novotvorby glukézy. Reakci na resekci jater je ihned se
zvysujici koncentrace hormonti katecholamint a kortikosteroida, ale 1 glukagonu, aby utlum
glykolyzy po resekci byl co nejrychleji nahrazen glukoneogenezi ve zbytku jater s vyuZzitim
zvySen¢ho mnozstvi volnych mastnych kyselin a dalSich polynenasycenych lipida (0-6MK);
téz 1 tukid z adipocytl mobilizované ptes PPAR. Touto zménou vyrovnavaji tkané€ energetické
energetickym substratem. Na druhou stranu nadbytek volnych mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem plsobi nepfiznivé - rozptahuje oxida¢ni fosforylaci, snizeni aktivity ATP syntazy

vyvolavajici oxidacni stres a zvySenou peroxidaci lipida [48].

Dale bylo potvrzeno, Ze uvoliiovani mastnych kyselin z tukové tkan¢ do obéhového
systému ovliviiuje naslednou esterifikaci mastnych kyselin a skladovani ve form& TAG.
Vtomto procesu hraje roli ¢asna cytokinova signalizace. Jakmile je adipogenni proces
blokovany podavanim rekombinantniho leptinu nebo inaktivaci specifického receptoru
zapojeného do regulace exprese adipocytu (tj. glukokortikoidnich receptoril), je regenerace
jater naruSena pravé z nedostate¢ného mnozstvi mastnych kyselin [49]. Lipoproteinova
lipaza (LPL), kterd hydrolyzuje TAG pfitomné v séru, béhem jaterni regenerace dopravuje
odstranéné mastné kyseliny z TAG do jater, kde slouZi jako zdroj energie. Aktivita LPL u
potkani vzrostla 2,5 krat proti kontrolni skupiné 6 hodin po parcialni hepatektomii, toto

odpovida i expresi LPL mRNA [50].

dochézi k atlumu v oxidaci mastnych kyselin. V této fazi dochdzi naopak k vyrazné zméné
souvisejici se syntézou ATP, syntézou mastnych kyselin hrazenych z citratového cyklu za
soucasného rozkladu glukézy glykolyzou [48]. Dochdzi ke zvysené akumulaci TAG a estertl
cholesterolu v cytoplazmé hepatocytl [37], jejichz makroskopicky projev je v jaterni tkani

viditelny. Peng [51] potvrzuje akumulaci TAG a esterti cholesterolu v jatrech 12 - 24 hodin
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po PH. Dva dny po PH se hladiny koncentrace lipidii dramaticky méni k normdlnim
hodnotadm, coz odpovida dobé, kdy zacina faze jaterni replikace. Potlacend jaterni akumulace

TAG vede ke zhorSen¢ jaterni regeneraci po PH [49].

2.4. Jaderné receptory

Jaderné receptory nachdzejici se uvnitf builky ovliviiuji rist a reprodukei,
metabolismus a regeneraci bunék. Chemicky jde o proteiny skladajici se ze dvou funkcnich
¢asti: ligand vazajici domény a DNA vazajici doménu. Ligand po navazani receptoru na
specifické misto cilového genu zpiisobi konformacni zménu, a touto aktivaci dojde k regulaci
transkripce cilového genu bud’ zvySenim ¢i snizenim exprese. K Giplnému popisu regulacnich
mechanism béhem jaterni regenerace je tfeba vedle pfimych mitogend tj. HGF a EGF
zahrnout 1 jaderné receptory regulujici metabolismus lipidi FXR a PPAR a dalsi [37,35].

Ptima vazba na genomickou DNA odliSuje jaderné receptory od vSech ostatnich receptort.

2.4.1. Receptory aktivované proliferatory peroxisomi (PPAR)

Jaderné receptory PPAR, patii do skupiny nukledrnich receptorti regulujicich
metabolismus lipidi 1 Zlu€ovych kyselin, a tim ukazuji dietni vliv zejména lipidii na ovlivnéni
exprese genll a fizeni metabolismu bunck. V soucasné dobé zndme 3 izoformy téchto
ligandem aktivovanych transkripénich faktori — PPAR a, B/6, v. I kdyz je kazdy z nich
kodovan jinym genem, liSi se mistem vyskytu 1 metabolickymi uinky, v§echny formy PPAR
moduluji expresi genti zapojenych v metabolismu glukoézy, lipidl a cholesterolu. PPAR tvofi
heterodimer s retinoidnim receptorem RXR (PPAR-RXR), ktery vazbou na specifické
receptory na peroxisomech zvysSuje expresi mRNA genil Gcastnicich se oxidace mastnych
kyseliny a genli cytochromii P450 (CYP1Al) [52]. Cilovych genti pro PPARa je
pravdépodobné vice nez 80. Experimenty vyuzivajici hepatotoxické poSkozeni jaternich
bunék (acetaldehyd, CCl4) inhibuji aktivitu PPARa na receptoru genii a zamezuji komplexu
PPARa-RXR v interakci s DNA [53]. Stresové situace s vétSim mnozstvim vyloucenych
kortikoidt koreluji se zvySenym PPAR v jaternich burikach a koliséani kortikoidti béhem dne
odpovida kolisani PPAR [54].

V bunkadch snejvétsSim katabolismem mastnych kyselin jako jsou hepatocyty,
kardiomyocyty a v dalSich bunkach s vysokou aktivitou peroxisomil (buiiky proximélniho

tubulu ledvin, vcévni stén¢ v builkkdch hladké svaloviny atd.) je metabolismus lipida
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regulovan a ovlivilovan fosfoproteinem PPARa. Aktivace PPARa vede k Gtlumu syntézy
apoCIIl (apolipoprotein CIII), ktery je inhibitorem lipoproteinové lipazy (LPL) a jehoz
nedostatkem se aktivita LPL zvySuje a vede ke zrychlené degradaci lipoproteinii bohatych na
TAG. Dusledkem tohoto d¢je je snizena hladina celkového cholesterolu a LDL v krvi. Snizeni
produkce protrombogennich cytoadhezivnich molekul potvrdilo antiaterogennich Uc¢inka
PPARa [55]. PPARa véze ligandy ze skupiny mastnych kyselin s dlouhym fetézcem —
polynenasycené¢ mastné kyseliny (PUFA) a podporuje expresi Sterol regulatory element
binding protein - SREBP [56]. PPARa ovliviiuje i metabolismus HDL cholesterolu zvySenim
syntézy apo A-I (apolipoprotein Al), ktery je zadkladem nascentni HDL Ccastice, a tim

zintenziviiyje reverzni transport cholesterolu.

Shodnost lidské PPARa z 92 % potvrdil s PPARa mysi a potkant Borel [57]. U
PPARa -/- mysi byla zpozdéna jaterni regenerace spojena se snizenou velikosti syntézy DNA,
zaroven i zpozdéni exprese G1/S faze a zvySeni IL-1beta a u téchto mysi nedoslo ke 100%

obnov¢ jaterni tkdné [58].

PPARy jsou exprimovany v adipocytech, podporuje pfijem a zasoby lipidd,
triacylglyceridi a up-reguluje expresi LDL receptoru. U pacientdl s jaterni steatozou (popf.
NAFLD) je PPARy up-regulovan a zvySenou expresi se snazi chranit hepatocyty pied
zvySenou steatézou. PPARy sehravé 1 klicovou roli v pfi regulaci metabolickych ucinkl
inzulinu, kdy ovlivnénim syntézy enzymu ucastnici se aktivaci gent ovliviluje PPARy

inzulinovou senzitivitu [58].

2.4.2. TGF alfa

TGFa je produkovan hepatocyty béhem jaterni regenerace, 2-3 hod po parcialni
heptektomii s maximem 48 hod. TGFa mé vliv na vaskularizaci, ale hlavni efekt TGFa pfi
jaterni regeneraci je podpora hepatocytarni proliferace [35]. Exprese mRNA TGFa je
normalné velmi nizka a zvySuje se po parcialni hepatektomii pied zac¢atkem replikace DNA.
TGFa je pfikotven v neaktivni form¢ k bunéénym membrandm, z kterych mize byt uvolnén
pomoci metaloproteindz. Ve studii na buiikach hepatocyta [59] bylo prokéazano, Ze efekt HGF
pfi parcialni hepatektomii je ¢astecné stimulovan 1 TGFa, ale experiment s my$i TGF -/-

neukazal zadny efekt na expresi TGFa [60,35]. Purup [61] potvrdil, Ze TGFa je mitogen pro
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endotelidlni buiiky, zlucové epitelidlni buniky a téz potvrdil vliv TGFa na zanétlivou reakci

béhem hojeni.

2.4.3. Jaterni receptor X (LXR)

Metabolismus cholesterolu, jeho transport i regulace metabolismu mastnych kyselin je
ovlivnén dal§im jadernym receptorem - jaterni X receptor (LXR), vyskytujici se ve dvou
izoformach LXRa a LXRP. Po navazani ligandu na receptor ob¢ jeho izoformy tvoii komplex
sretinoid X receptorem (RXR) [62], ktery reguluje pii nadbytku cholesterolu navrat
cholesterolu do jater a jeho exkreci do zluce pfes indukci transmembranovych aktivnich
prenaseci ABCG5 a ABCGS8 na kanalikularni membrané hepatocyti [63]. LXR podporuje
exkreci cholesterolu cestou ve stievé a v jatrech na Zlu€ové kyseliny regulaci exprese genil
CYP7AL1 a sekreci do zlu¢ovych cest. Timto spojenim je ovlivnéna i exprese farnesoid X

receptoru (FXR), regulujiciho syntézu zlu¢ovych kyselin.

Transportéry ABCGS5/8 jsou exprimovany téZ na membrané enterocytil, a tim dochazi
k prenosu absorbovaného cholesterolu zpét do stievniho lumen [64]. Pfi nadbytku
cholesterolu ve stfeveé dochéazi k omezeni ptijmu cholesterolu a fytosterolu i pfes membranovy
Niemann-PickC1 likel protein, jehoz exprese je téz ovlivnéna LXR zvySenou ¢i snizenou

regulaci podle ptfijmu cholesterolu [65]

Vliv LXR na metabolismus lipidi bylo potvrzeno v experimentu Endo-Umeda [66],
ktery potvrdil u LXRa knockout mysi (nikoli LXRp) zvySené hladiny cholesterolu v jatrech,

zvySeni hmotnosti jater 1 zvySeni populace F4/80+ makrofagii u téchto mysi.

LXR samoreguluje vlastni supresi indukci SREBP-Ic, ktery se podili na metabolismu

mastnych kyselin a cholesterolu [67].

2.4.4. Farnesoid X receptor (FXR)

Farnesoid X receptor reguluje pfedev§im syntézu Zlucovych kyselin z cholesterolu
ovlivnénim aktivity CYP7A1, ale i konjugaci a exkreci ZluCovych kyselin prostiednictvim
signalni cesty FXR/ZK [68]. Z tohoto diivodu je spojovan jako jediny nuklearni faktor
s proliferaci vedouci k obnové jaterni tkan€ [26]. Zachovani enterohepatdlni cirkulace je
klicové pro stimulaci regenerace a FXR nukledrni receptor chrani pfed akumulaci Zlu¢ovych

kyselin a zaroven inhibuje syntézu Zluovych kyselin. FXR zvySuje aktivitu lipoproteinové
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lipazy, ¢imz se zvySuje clearance chylomikroni a VLDL a zaroven inhibuje sekreci VLDL

z jater [69].

Odpoveéd zprostiedkovana nuklearnim receptorem FXR pii jaterni regeneraci zajistuje
dva protektivni ucinky pfed akumulaci hepatotoxickych zlucovych kyselin — inhibuje jejich
novou syntézu a navozuje proliferaci hepatocytti, aby mohly ¢elit této metabolické zatézi [36].
Zpomaleni jaterni regenerace v experimentu s vyuzitim FXR knockout mysi bylo potvrzena
snizena exprese cyclin DI korelujici se snizenou hladinou HGF a snizenou bunécnou

proliferaci [70].

Aktivace FXR u hlodavci prokédzala ochranu pted aterosklerézou a onemocnénim
NAFLD [71] a proto je FXR jeden z dalSich dilezitych cilii pro regulaci jaterni regenerace
[72].

2.4.5. Sterol regulujici element vazebny protein (SREBP)

Nutri¢ni a hormondlni regulace cholesterolu je béhem jaterni regenerace klicova a
z tohoto divodu ma sterol regulujici element vazebny protein (SREBP) dulezitou tulohu.
Ovlivnénim hladiny SREBP dochazi ke zméné genomové informace s naslednou tvorbou
esencialnich lipidil pro stavbu bunéénych membran, pro které je cholesterol latkou esenciélni.
Syntéza a absorpce cholesterolu je fizena negativni zpétnou vazbou, kterou ma na starosti
pravé SREBP [43]. Molekula SREBP nachézejici se v membrané¢ ER (endoplazmatické
retikulum), reguluje pii poklesu sterolll v intracelularnim prostoru rozklad intaktniho SREBP
a dochézi k uvolnéni jeho N-terminalni domény do cytosolu. Uvolnénad doména pak migruje
do nukleonu a fidi transkripci vzestupem intraceluldrni koncentrace sterol a jiZz zminénou

negativni zpétnou vazbou vede k inhibici rozkladu SREBP.

SREBP je kddovan 2 geny — SREBP 1 (1a, 1c) a 2. Specialn¢ SREBP 2 je zapojen do
regulace exprese genll spojeny s metabolismem cholesterolu a je tedy permanentné aktivovan

HMG-CoA reduktazou.

SREBP Ic zvySuje expresi genll t€astnici se metabolismu glukdzy a syntézy mastnych
kyselin. Hraje zdsadni roli v de novo syntéze mastnych kyselin (MK), TAG a reguluje
metabolismus a syntézu mastnych kyselin - nizka hladina cholesterolu aktivuje SREBP Ic

[55]. SREBP Ic aktivita je zvySovana PPARa, LXR a hladinou inzulinu [63].
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2.5. Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD)

Nealkoholické steatdza a nealkoholicka steatohepatitida jater (NAFLD/NASH) jsou
jaterni onemocnéni charakterizované histologickym obrazem pozorovanym u alkoholické
jaterni steatdozy a steatohepatitidy u osob bez vyznamné konzumace alkoholu (< 20 g
ethanolu/den). Definice NAFLD vychazi z prikazu pifitomnosti steatdzy jater zobrazovacimi
metodami nebo histologicky u vice nez 5 % hepatocytli. NASH je pokrocilou a progresivni
fazi NAFLD se vztahem k jaterni cirhdze a je potencidlné smrtelnym onemocnénim, u které
jsou krom¢ steatdzy pritomny i zanétlivé zmény, zndmky poskozeni hepatocytli a mize (a
nemusi) byt pfitomna jaterni fibroza. Na zakladé¢ vyskytu nemocnych s nevysvétlitelnou

elevaci ALT je dlouhodob¢ odhadovan az na 25,24 % [2,3,73].

V soucasné dob& je feSena otazka, zda mimojaterni projevy jsou hlavni pfi¢inou
NAFLD, tj. metabolického syndromu, nebo zda je NAFLD nezédvislym rizikovym faktorem.
Z mimojaternich projevii NAFLD jsou v soucasné dobé hlavné studovana onemocnéni
kardiovaskularniho systému, diabetes mellitus 2. typu, onemocnéni ledvin, kolorektalni
karcinom, nékteré endokrinopatie. U diabetikit 2. typu nebo u osob jen s inzulinovou
rezistenci se zvySuje lipolyza v tukové tkani s narGstem volnych mastnych kyselin. U pacientli
s metabolickym syndromem je CastéjSi sonograficky nalez steatézy nez ve zdravé populaci -
priblizné 40 % muzi a 26 % Zen s metabolickym syndromem ma sonograficky zjevnou
steatozu [74]. Pokud by jaterni steatdza méla byt povazovand za nezavisly faktor vzniku
hypertenze, event. arterosklerozy, pak je tieba to podepfit vznikem a progresi jiz Casnych
stadii, tedy preaterosklerotickych 1ézi a toto prozatim neni v literatufe potvrzeno.

Patogeneze NAFLD (NASH) neni zcela objasnénd, nicméné pro vznik a vyvoj NASH
byla diive navrhovana teorie dvojiho kroku poskozeni, kterou lze obecné definovat (1) Pokud
se pfekroci kapacita jater pro metabolizovani nadmérného mnoZstvi dodanych mastnych
kyselin, dojde k metabolické dysregulaci a k ukladani tukii v hepatocytech a (2) abnormalni
peroxidace v disledku nadmérné ulozenych mastnych kyselin v hepatocytech vede k jejich

toxickému poskozeni, zanétu jater, fibroze jater a dalSim konsekvencim.

Tato teorie je v soucCasnosti nahrazena hypotézami SirSiho spektra vzniku, které ve
svém disledku vedou ke vzniku NAFLD a NASH [75]. Kli¢ovou roli v patogenezi NAFLD

pfedstavuje zvySend nabidka volnych mastnych kyselin pfi zvySené lipolyze a/nebo zvyseny

31



dietni pfijem tukil, snizend oxidace mastnych kyselin, zvySend de novo lipogeneze v jatrech,

nebo snizena sekrece VLDL z jater [75].

Normalni funkce adipocytl je zavisla na mnoha faktorech zahrnujicich jejich pocet,
velikost, hormonalni vlivy a jejich interakce. Pfi nadmémém piijmu energie je tukova tkan
schopna do jisté miry reagovat hypertrofii a hyperplazii adipocytli ochranit ostatni tkdn¢ pred
nezadoucimi ucinky mastnych kyselin. Dals§i akumulace tuku vede ke zvétSeni adipocytil,
jejich  dysfunkci a zénétu tukové tkané. Subklinicky zénét potencuje lipolyzu,
inzulinorezistenci a vede nasledné k uvolnéni nadbytecnych volnych mastnych kyselin do
cirkulace. Kupfferovy bunky jsou jaterni obdobou makrofagi v tukové tkani a jsou hlavnim

zdrojem zénétlivych cytokind.

Mastné kyseliny indukuji na povrchu hepatocytti expresi genti kodujicich proteiny
ucastnici se syntézy lipida tzv. FAS molekul, jejichz interakce s jinymi ligandami vedou k
bunécéné smrti [76], nebo volné mastné kyseliny destabilizaci lysozomt uvolni katepsin B a
nasledné jeho aktivaci NF-kB se zvysi produkce TNF-a a vznikd nekroza hepatocytl.
Zvyseny energeticky piijem ve formé zvySené nabidky volnych mastnych kyselin inhibuji
aktivitu mitochondridlniho dychaciho ftetézce vedouci k nadmérnému mnozstvi ROS
(reaktivni formy kysliku). Na tuto situaci reaguje zvySenou expresi uncoupling protein-2 —
mitochondrialni protein vnitini membrany mitochondrii — rozptazenim fosforylace snizenim
tvorby mitochondridlniho ATP a sniZenim ROS v poSkozenych ztukovaténych hepatocytech
[77]. Peroxisomy piejimaji B-oxidaci mastnych kyselin, protoZe mitochondrialni oxida¢ni
kapacita je u onemocnéni NAFLD je piekonana. Peroxisomalni enzymy jsou regulovany
aktivacnim receptorem proliferace nuklearniho hormonélniho receptoru (PAPRa). ZvySena
transkripcni exprese (up-regulace) PPARa s nasledovnym indukovanym oxidacnim stresem je

pozorovana u obéznich a diabetickych hlodavci [78].

Centralni inzulinova rezistence vede ke sniZzené produkci glykogenu v jatrech, zvySuje
glukoneogenezi, omezuje B-oxidaci, a vede tak ke snizen¢ utilizaci volnych mastnych kyselin
a stimulaci de novo syntézy triacylglyceridd [79]. Dalsi akumulace triacylglyceridi
v hepatocytech vedouci ke steatéze prohlubuje inzulinovou rezistenci. Volné mastné kyseliny
aktivujici kindzy inhibuji fosfatidylinositol-3 kinazu ((PI3), kterd ptfenasi dal nitrobunécny
signdl z inzulinu na glukézové prenasece GLUT-4, ¢imz je omezen piijem a utilizace glukdzy

hepatocyty 1 perifernimi tkanémi [80].
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ZvySeny piijem lipida v jatrech u pacientl se steatdozou pochazi jednak z piijmu, ktery
je odhadovén na 15 % lipidi obsazenych v jatrech, ale téz de novo syntézou, kterou vznika
cca 30 % triacylglyceridl v jatrech. Z téchto divodil se pti 1écbé NAFLD/NASH uplatiiuji
predevSim dietni a rezimova opatieni, kterd vedou ke snizeni obsahu tuku v jatrech i v
periferii a k obnoveni citlivosti tkani na inzulin, coz je kli¢ovym faktorem v 1é¢bé NAFLD. K
redukci vahy lze pfispét farmakologicky a rovnéz metodami bariatrické chirurgie. Ve
farmakoterapii NAFLD/NASH se uplatnuji pfedevsim latky zvysSujici citlivost k inzulinu,
zejména stimulatory PPAR-y — glitazony a dalsi 1éky, které maji v 1é¢bé NAFLD/NASH

pouze dil¢i vyznam - hypolipidemika, antioxidanty, hepatoprotektiva a probiotika.

Vseobecné je uvadéno, ze jaterni regenerace je u NAFLD a NASH zhorSena, navic je
manifestovana vyssi mortalitou, mitochondrie patfici mezi kritické bunééné orgény poskozené
intracelularnim mnoZstvim mastnych kyselin ze zvySené peroxidace lipidit a snizené ATP
hladiny, ktera je kriticky dulezitda pro spravny prubéh bunééného cyklu. Regenerace u
steatotickych jater, kterd nadale aktivuje mitogenni signaly odpovédné za iniciaci bunéného
cyklu hepatocytli, vede k selhani na urovni Gi/S faze inhibici cyklini D1 a MAP kinaz
(mitogen asociované proteinkindzy) [81]. Toto je mozné vysvétleni blokovani proliferace
hepatocyty u onemocnéni NAFLD vedouci k nekroze. DalSim vysvétlenim je ovlivnéni S -

G2 faze bunécného cyklu defosforylaci cyklini D2 a STAT3 [77,82].

NAFLD je spojovana i s posttransplantacnimi komplikacemi jaterniho Stépu, které se
vyskytuje témeéf u 50 % pacienti po transplantaci a u kterych v kombinaci
s kardiovaskuldrnim onemocnénim muze vést k ¢asn€jsi mortalité pacientli po transplantaci
[2,3,8]. Vice jak 20 % pacientii s histologickym nélezem jaterni steatdézy podstupuje
transplantaci jater, stfedné velika steatdza souvisi s niZz§im preZitim pacientli anebo sniZenou
regeneracni schopnosti. Jatra s vy$$i nez 30% steatdzou nejsou pro transplantace vhodna
k pouziti z divodu zvyseného rizika primérnich funkci [73]. Celkové se provedlo v roce 2019
v Ceské republice 197 transplantaci jater a dal§ich 90 pacientd na transplantaci &eka

(Koordinaéni stiedisko transplantaci, CR).

2.6. Experimentalni modely NAFLD u potkani

Experimentalni pokusy na zvifatech se staly nedilnou soucasti zdkladniho vyzkumu

nejen kvali zjiSténi a pochopeni mechanisml stojicich za patogenezi a progresi jaterniho
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poskozeni, ale i pro zjiSténi a sledovani novych poznatkl ve farmakologii, pfi vyvoji novych
terapeutickych moznosti a sledovani vlivu novych 1ékti. Do soucasné doby bylo zavedeno
mnozstvi zvifecich modelti napodobujicich jaterni onemocnéni u lidi. Nejcastéji pouzivana
pokusna zvifata jsou mysi a potkani, velké zvifeci modely napt. s vyuzitim prasat, jsou
vyznamné zejména v oblasti modelovani akutniho jaterniho selhani, nebo jsou dnes stéle
Castéji vyuzivany v modelovani akutnich ichronickych jaternich operaci. Idedlni zvifeci
model by mél odrazet vSechny aspekty lidského NAFLD  vcetné etiopatogeneze,
histologického nélezu v jednotlivych fazich choroby a také metabolické zmény, které jsou
s NAFLD spjaty [18]. Toto v soucasnosti nespliiuje zadny z dostupnych modelii. VétSina
modeld vyvolanych dietou i modely genetické sice uspésné simuluji histologicky obraz
NAFLD/NASH, ale neziidka jim schazi metabolicky nebo geneticky kontext vyvoje NASH u
lidi (obezita, inzulinovd rezistence, hyperglykémie, hyperinzulinémie, dyslipidémie,
nerovnovaha cytokinti a adipokinil) [83]. Mezi nejpouzivanéjsi modely NAFLD patii diety
methionin — cholin deficientni, vysokotukova dieta, dieta s fruktézou navozujici
steatohepatitidu, nebo kombinace vyssiho pfijmu tuku a fruktézy dnes ¢asto zminovanou jako

dietu ,,fast-food*.

2.6.1. Nutri¢ni modely NAFLD

Methionin — cholin deficientni diety (MCDD)

Cholin je esencialni ve vodé rozpustnd latka, kterd je soucasti fady biologicky
vyznamnych latek jako jsou fosfatidylcholin (lecitin), sfingomyelin nebo acetylcholin [84].
Lecitin je soucasti prakticky vSech bunécnych membran. Pfi nedostatku cholinu miiZze byt k
jeho syntéze pouzit methionin. U lidi se deficience cholinu objevuje pfi malnutrici, abizu

alkoholu nebo v te¢hotenstvi ¢i pii laktaci a miize vést ke vzniku steatozy jater.

Absence methioninu i cholinu vede k naruseni syntézy fosfatidylcholinu, ktery je
zasadni pro vznik VLDL castic a jejich sekreci z jater. MCDD dieta vede u hlodavcl k
akumulaci triacylglyceridiit v jatrech s naslednou steatohepatitidou a fibrogenezi [18],
histologické zmény charakteru steatohepatitidy se u mysi vyvijeji rychleji nez u potkani [85].
Methionin a cholin jsou latky nepostradatelné pro jaterni B-oxidaci [86]. VSechna zvitata
krmend dietou s absolutnim nedostatkem cholinu a methioninu obvykle ztraci na vaze, coz
neodrdzi realnou situaci u pacienti s NAFLD, ktefi trpi naopak nadvahou. Toto je jeden z

faktl, ktery je tomuto modelu Casto vytykdn [83]. Model indukovany podavanim striktni
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MCDD diety tak simuluje zejména histopatologické rysy NASH, ale nekoresponduje s
hlavnimi etiopatogenetickymi faktory tohoto postizeni u lidi [18].

Vysokotukova dieta

Model zalozeny na vysokotukové dieté se vice blizi patogenezi NAFLD u lidi. Podani
téchto diet vede ke vzniku steatdzy u vSech druhti laboratornich hlodavcua [86]. Vysokotukova
dieta nebyva uzivana pouze k indukci steatdzy jater, ale rovnéz u experimentalnich modelt
metabolického syndromu, obezity a inzulinové rezistence, coz jsou vyznamné prvky vzniku
NAFLD, a tak tyto modely vice odpovidaji patogenezi nez modely genetické, nebo zalozené

na nutri¢ni deficienci [18].

Diety s vys$im obsahem tuku predstavuje dietu s obsahem tuku vyssi jak 10 % energie
ve formé tuktli, obvykle jsou voleny diety s obsahem tuku ve formé energie vyssi jak 30 %.
Existuje mnoho riiznych diet upravujici nejen obsah tuki, ale i1 slozeni tukii, v experimentech
se lisi délka podavani, forma i skupenstvi podavané diety (tekutina, pevna strava).
V soucasnosti jsou kromé¢ vySe uvedenych modelii vyuzivany pro experimenty dietni modely
typu ,,fast-food”, ¢i modely se zvySenym obsahem v diet¢ cholesterolu, triglyceridi a
fruktézy. Z hlediska reklamy jsou €asto porovonavany experimenty s vys§im obsahem tuku a
experimenty s dietou ,,zdravéjs$i“ s navySenim poméru esencidlnich mastnych kyselin v dieté

(mono- a poly- nenasycené mastné kyseliny) [87].

Kyselina orotova

Kyselina orotova byla diive povazovéana za vitamin B3 - patfici do skupiny vitamint
B, pozdéji bylo potvrzeno, Ze je tato kyselina 1 produktem stfevni mikrofléry [88]. Jde o
prirozené se vyskytujici latku zasahujici jako meziprodukt do biosyntézy pyrimidinovych
nukleotidil 1 pfirozeny nosi¢ pro mineralni latky ovliviiujici jaterni regeneraci zhorSenim [3-
oxidace mastnych kyselin a zptsobujici mikrovezikularni steatézu u potkanti [89]. Kyselina
orotova brani tvorbé apolipoproteini nutnych k transportu VLDL a LDL do krve, ¢imz
zabranuje exportu nove syntetizovanych jaternich lipoproteinti z jater [90]. Nasledkem toho
dochdzi k zna¢nému ukladani jaternich triacylglycerolit a volnych mastnych kyselin [91].

Z tohoto ditvodu je tento model vyuzivan jako model NAFLD [92].
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2.6.2. Genetické modely NAFLD

Nejcastéji vyuzivanym genetickym modelem jsou obézni Zuckerovi potkani, ktefi jsou
bézn¢ vyuzivané jako model metabolického syndromu i pro simulaci inzulinové rezistence a
rezistence na leptin. Dal$i moznosti je vyuziti vySlechténého kmene potkand na zakladé
zvySené citlivosti k pfivodu sacharézy v dieté¢ z potkanti kmene Wistar v Praze na Institutu
klinické a experimentdlni mediciny jako model lidské hypertriacylglyceridémie a nebo
potkani hypercholesterolemicti. Hypercholesterolemicky potkan — piesné Prazsky hereditarné
hypercholesterolemicky potkan (PHHC) je inbredni linii potkana odvozeného z kmene
Wistar. Navozeni hypercholesterolémie vysokocholesterolovou dietou a slozeni lipoproteinti
je velmi podobné lidské patologii, protoze hypercholesterolémie je zplsobena poruchou
zpétnovazebné regulace syntézy cholesterolu v jatrech a je vyrazn€ posunuta k vysSim
koncentracim cholesterolu v hepatocytu i intravazalné. Vysledkem je podstatné zvyseni

koncentrace LDL a IDL po podani vysokocholesterolové diety [87].

2.7. Metody hodnoceni intenzity regenerace

2.7.1. Hodnoceni regenerace zobrazovacimi technikami

Nejbéznéjsi diagnostickou metodou steatozy jater u lidi je ultrazvukové vySetfent,
jaterni biopsie, ale jaterni regenerace a jeji hodnoceni neni standardizovdno. Za steatoticka
jatra jsou povazovana takova jatra, jejichZz parenchym je vice echogenni (svétlejSi) nez je
parenchym kiiry sousedici pravé ledviny. Senzitivita a specificita ultrasonografie steatozy
jater je vice nez 90 % pokud je steatdézou postizeno pies 30 % hepatocytti [93]. DalSim
kritériem je rozmazani okrajii vétSich jaternich cév (tzv. vessel blurring). Bézné ultrazvukové
vySetieni jater neni ani pfi kombinaci riznych kritérii schopno predikovat pfitomnost NASH

vvvvv

dalsi diagnosticky benefit ani z pohledu radia¢niho zatizeni ani ceny.

2.7.2. Hodnoceni regenerace s pouZzitim laboratornich technik

Existuji moZnosti ryze fyzikdlni, kdy podle hmotnosti jater lze posuzovat miru
regenerace podle nartstu objemu jaterni tkan€ [83,94]. Cilem tohoto porovnani je informace o
tzv. hepatostatu, tedy zda a jak dochazi k dosazeni cilového objemu jater viici velikosti téla a

zda dochazi k rekonstrukei tkanové mikroarchitektury [20].
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Velmi Casto pouzivanym vyjadienim obnovy tkané jater je odecet mitotického indexu
na hematoxylin-eosinem barvenych histologickych fezech jaterni tkan€ urcujici bunécnou
proliferaci bun¢k prochazejicich mitéozou. Téz se vyuziva urCeni syntézy DNA pomoci
inkorporace znaceného radioaktivniho thymidinu (*H-thymidinu) nebo bromdeoxyuridinu

(BrdU) do bunécné DNA.

Dalsi moznosti je monitorovani hormont §titné zlazy, které reguluji aktivitu enzymu

jako je thymidinkinaza [95].

Laboratorni diagnostika umoziiuje stanoveni hladin latek na zakladé¢ reakce mezi
danym analytem a protilatkou, kdy se vyuzivad specifické reakce. Vyhodou stanoveni je i
moznost vyuziti konkrétni protilatky pro dany zvifeci experiment. V ptipadé stanoveni
rustovych, transkripnich faktord i zanétlivych markeri jsou imunochemické metody

dostate¢né senzitivni a specifické.

Dal$i nyni velmi ¢asto pouzivanou moznosti je vyuziti metod molekularni biologie,
kdy Ize analyzou molekuly DNA studovat bunééné procesy na molekularni Grovni s cilem
analyzovat molekulu DNA. Vlastni exprese gentll je po izolaci DNA ¢i RNA hodnocena na
urovni mRNA metodou reverzni transkripce ndsledovanou polymerazovou fetézovou reakci
vredlném case (RT-PCR). Vysledkem je piesné hodnoceni exprese studovanych genti
z pohledu regulace up/down nebo vyjadienim zmény A exprese [96].

Alternativou zjisténi syntézy DNA se kromé& vySe uvedenych moznosti zda byt
hepatotrofni protein Augmenter liver regeneration (ALR). ALR je ulozen v hepatocytu v
neaktivni formé, po PH je aktivovan a uvolnén do cirkulace [97]. Hladiny ALR v krvi 12
hodin po PH se zvysuji a bylo prok4zano, Ze ALR funguje jako regulator regenerace jater.
Deficience ALR narusila mitochondrialni biogenezi a tim ALR muize byt povazovan za jeden

z mechanismi zplsobujicich zpoZdéni regenerace jater u mysi [98].

Do poptedi se dnes dostavaji moznosti postgenomové analyzy tzv. metabolom, ktery
je definovan jako komplexni analyza malych molekul - intra a extracelularnich latek o
molekulové hmotnosti Mr < 1000 g/cm?. Tyto latky ucastnici se metabolickych reakei jsou
nezbytné pro rast a normalni funkci buniky. Pro jejich stanoveni se vétSinou pouzivaji bud’
chromatografické metody s hmotnostni detekci v kombinaci s imunohistochemickymi
metodami zalozenymi na reakci s protilatkou. Iguchi [99] pii pouziti kombinace MALDI-

TOF/MS potvrdil vyznamnost albuminu a podjednotky a hemoglobinu24 hodin po ¢aste¢né
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hepatektomii. Vyrazna zména koncentrace aminokyseliny valinu po castecné hepatektomii
prokazala stimulaci proliferace hepatocyti zvySenim hladin mastnych kyselin, sniZeni
nekrozy svymi antioxida¢nimi u¢inky a zvySenou regulaci superoxiddismutazy [100]. Zména
hladiny aminokyseliny valin prokazalo, Ze valin neni pouhym markerem poskozeni jater, ale
hraje roli v remodelaci tkané udrZenim redoxni rovnovahy NAD'/NADH' a navic slouzi i
jako 1 jako glukogenni substrat [101]. ZvySené hladiny tryptofanu korelovaly se zvySenou
hladinou serotoninu. Zhao [102] potvrdil u potkanii Sprague-Dawley po PH jako biomarker
dynamickych zmén metabolit 1,5-anhydroglucitol v ramci metabolomiky. Jde o metabolit
indikujici proliferaci jaternich parenchymaélnich bunék. Dalsi moznosti syntézy DNA a nastup

regenerace mize byt porovnavani slozeni kolagenu a kolagenovych vldken [103].

2.8. Funk¢ni testy jaterni regenerace

Me¢fteni jaterni metabolické kapacity bylo pfedmétem zdjmu hepatologh od prvni
jaterni resekce, protoze jatra maji kli¢ovou funkci v intermedidlnim a energetickém
metabolismu, ale téz vykonévaji dalsi funkce jako je tvorba zlu¢i, biotransformace xenobiotik
a tady latek endogenniho piivodu, téz zasahuji do d&jii imunitnich a maji zasobni funkci.
Limity chirurgického zakroku zavisi na vaskuldrni a bilidrni anatomii i na metabolickych
rezervach zbytku neresektované tkang. V klinické praxi se rutinn€ vyuzivaji klasické jaterni
testy (aminotransferazy, bilirubin, alkalickd fosfatdza a y-glutamyltransferaza) a markery
syntetické funkce jater (albumin, protrombinovy c¢as). Tyto markery nejsou dostatecné
senzitivni k hodnoceni komplexnich déji a velmi casto jsou ovlivnény komplikacemi

jaterniho onemocnéni.

Z téchto divodi byly zavedeny testy, u kterych je ve vétSin€ ptipadl potieba zajisténi
intravendzniho podani specidlnich latek s naslednym odbérem vzorkl v ¢asovych intervalech,
tzv. funkéni testy. Analyza biologického materidlu vyzaduje specidlni analytickou techniku,

ktera neni Upln€ béznou soucasti klinické laboratofe.

Funkeni testy lze rozdélit na testy méfici na tzv. chemoexkrekéni zkousky, kdy latka
podana intraven6zné¢ je vychytana jatry a vyloucena zluc¢i. Latka je stanovena vétSinou
kolorimetricky v krvi a davka je zavisla na farmakokinetice dané latky — napft. indocyaninova
zelen. DalSim typem testu je stanoveni skute¢né jaterni metabolické funkce napf. stanoveni

mikrozomalni enzymatické aktivity cytochromu P450 (test s lidokainem, aminopyrinem,
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benzodiazepam, kofeinem i methacetinem. Posledni kategorii funkénich testd zahrnuje
vySetieni cytosolové jaterni funkce stanoveni pfemény napf. oxidace aromatickych

aminokyselin fenylalaninu nebo konverzi galaktozy na glukozu.

V dnes$ni dobé jsou testy s indocyaninovou zeleni hojné vyuzivané v kardiochirirgii,
neurochirurgii i u robotickych operaci [104]. V ptipadé posuzovani jaterni regenerace je test
zaloZzeny na podani syntetické zelené barvy — indocyaninu, ktery je eliminovan zlucovym
systtmem. Koncentrace indocyaninu je méfena fotometricky (805 nm) ve vzorcich
odebiranych kazdych 5 minut, celkové 15 minut. Kalkulovana clearance odhaduje kapacitu
jaterniho parenchymu, hodnota klesa s redikci funk¢ni jaterni hmoty. VétSina funk¢nich testt
byla pfevedena na méné invazivni formu dechovych testli, divodem je i rychlé zpracovani a

presna kvantifikace.

2.8.1. Dechové testy

Mezi metody zajistujici ptresné kvantifikovani jaternich funkci patii neinvazivni
dechové testy, které by mohly byt vice vyuzivané, protoze u nich neni kontraindikace s jinymi
1éky a poskytuji informaci o funkénim poskozeni v celé skdle jaternich onemocnéni. Dechové
testy s 1°C uhlikem maji vyhodu v jednoduchosti provedeni, nevyzaduji odbér krve, jsou
bezpecné a maji nizkou variabilitu. V dnesni dobé& 1ze vyuzit pro zhodnoceni funkce jater vice
substratil, zalezi na divodu a zptisobu hodnoceni jaterni funkce, napi. podani 1*C galaktozy se
vyuziva pro zhodnoceni funkéni kapacity jater vranych stadiich hepatocelularniho
karcinomu, pro posouzeni jaterniho metabolismu 1é¢iv je podavan '*C aminopyrin, podanim
3C methacetinu lze posoudit demethylaéni a oxida¢ni funkce hepatocytii (napf. poziti pii
otravach muchomtirky zelené), podani '*C oktanoatu sodného je vhodné pro zhodnoceni
B-oxidace v mitochondriich a '’C fenylalanin je vhodnym substratem pro zhodnoceni

cytosolové funkce jater odraZejici regeneracni schopnost jater.

Oralné podany '*C fenylalanin je absorbovan aktivnim transportem v proximalni ¢asti
tenkého stfeva a je ireverzibiln€ konvertovan na tyrosin za katalyzy fenylalaninhydroxylazy
(PAH) v jatrech a ledvinach. Tato reakce je rate-limiting [105], poté je tyrosin pfeménovan az
na kyselinu homogentisovou za ptistupu O; v reakci katalyzované homogentisatoxygenazou.
Vznikajici kyselina homogentisové je nasledné degradovana v nékolika krocich na fumarat a

acetoacetat v citratovém cyklu (Obr. 4). Bylo zjiSténo, Ze konverze v ledvinach neovliviiuje
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jaterni regeneraci po PH [106]. Konverze fenylalaninu koreluje s Child Pughovym skérem i

testy s indocyaninovou zeleni [107].
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Obr. 4 Schématické zndzornéni degradace fenylalaninu v organismu. Hlavni cesta metabolismu je naznacena
tlustou Sipkou a ukazuje degradaci tyrosinu pifes p-hydroxyfenylpyruvat az na kyselinou homogentisovou. Pfi
pfeméné na homogentisat se uvolni H,0 a CO,. Cervena tecka ukazuje tvorbu CO», resp. '*C pii dechovém testu.
[108], TCA = citratovy cyklus.

Dechové testy s '3C fenylalaninem byl navrzen jako dynamicky marker jaterni
regenerace [106]. Heberer [109] prokdzal, Ze centrdlni clearance plazmy poméru
aminokyselin u jater miZe byt povaZzovan jako prediktor jaterni funkce i rezerv a koreluje

s operanim zasahem.

Dechové testy vyuzivaji v dnesni dobé& neradioaktivni uhlikem '*C, ktery je ptirozeny,
stabilni a vyskytuje se v pfirodé¢ i v lidském organismu zhruba v 1,1 % z celkového mnozstvi
uhliku. Oxid uhlicity jako kone¢ny produkt vétSiny metabolickych pochodld je rychle
vstieban, dostava se do systémové cirkulace a tim 1 do plic, kde je vylucovan ve
vydechovaném vzduchu, ve kterém je nasledné stanoven. Rychlost pifemény fenylalaninu a
detekce poméru znaceného a neznaceného oxidu '*CO,:'?CO; ve vydechovaném vzduchu je

v tomto piipadé meétitkem rychlosti a efektivity metabolismu resp. organovych funkei.
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Mnozstvi stabilniho izotopu uhliku '*C se vyjadiuje hodnotou §'*C vyjadiujici vztah

poméru *C/'2C k mezinarodné& uznavanému standardu V-PDB, ktery ma hodnotu 1,11237 %.

V-PDB = vidensky belemnit Pee-Dee. PDB je primarni referencni material pro mérent
prirozenych zmeén obsahu izotopu uhliku 13, sestdvajici z uhlicitanu vapenatého ze schranek
kridovych belemnitii rodu Belemnitella z utvaru Pee Dee v Jizni Karoline (USA). Jeho pomer
izotopii 13C/">C neboli RPDB je 0,0112372. Zasoby PDB jsou ddvno vycerpdny, ale PDB
ziistal dale primdrnim referencnim materialem pro vyjadreni prirozemych zmén obsahu
izotopu >C, na ktery je kalibrovan referencni materidl dostupny u mezindrodni agentury pro

atomovou energii ve Vidni.

Vysledky dechovych testi jsou nejcastéji vydavany jako hodnota kumulativniho vydeje
vypoctena za definovany ¢as testu vztazené na molarni mnozstvi podaného substratu. DalSim
hodnocenim miize byt pomér 8'°C v definovaném ¢ase vztazené na vychozi hodnotu — DOB
(Delta Over Baseline).

Piistroje (analyzatory) pro stanoveni poméru koncentrace *CO2:'?CO2 ve vydechovaném
vzduchu se 1isi principem detekce a analytickou citlivosti. Nejpiesnéjsi metodou je pomérova
hmotnostni spektrometrie (IRMS — Isotope Ratio Mass Spectrometry), kde hmotnostni
spektrofotometr ma specialni trojity detektor pocitajici ¢astice s hmotnosti 44 (2C0O2), 45
(13C0O2) a 46 (*C16/802). Systém dnes nabizi dva vyrobci — SerCon (Velka Britanie) a GV
Instruments (Velka Britanie). Druhym pfistupem je detekce v infraCerveném spektru (NDIRS
— NonDispersive Isotope-selective Infrared Spectroscopy). Analyzatory tohoto typu jsou
jednodussi, mensi, nevyZaduji specidlni obsluhy a jsou fazeny mezi typy POCT (Point Of

Care Testing) piistroji.

2.9. Moznosti ovlivnéni jaterni regenerace

Nevhodné stravovaci navyky a pozivani alkoholu negativné ovliviiuji jaterni
regeneraci, ale jaterni regeneraci je mozné ovlivnit 1 z pohledu ochrany tzv. hepatoprotektiv,
latek nebo preparatii, které pozitivné ovliviiuji funkci jaternich bunék pfi rtiznych jaternich
chorobach [110]. VétSinou se nejedna o 1éky plisobici na prvotni pficinu jaterni choroby, ale o
preparaty vedouci ke zpomaleni procesu fibrotizace a tim vedouci ke zpomaleni vzniku jaterni
cirhdzy snizenim oxidac¢niho stresu. Tyto U¢inky byly potvrzeny u preparati s kombinaci

silymarinu, vitaminu A, E, dalSim hepatoprotektivem je preparat obsahujici esencialni
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fosfolipidy, ktery ovliviiuje funkce poskozenych membran hepatocytl i bunéénych organel
[111]. Mechanismus vyuzivajici nahrazeni toxickych substanci latkami netoxickymi je
uplatnovany pomoci kyseliny ursodeoxycholové pii cholestatickych jaternich chorobach
[112]. V posledni dobé se vyuzivaji 1 dalsi rostlinné pfipravky a vytazky, u nichZ je vétSinou
nejveétsim problémem nizka biodostupnost [113]. Podpiirnd 1écba chronickych jaternich
chorob by méla smétfovat ke zpomaleni ¢i zastaveni procesu fibrotizace, stabilizovat

poskozenou metabolickou funkci hepatocytu, snizovat rozsah nekrézy.

2.9.1. Kyselina ursolova

Kyselina ursolova (3-beta-3-hydroxy-urs-12-ene-28-oic-acid) je ptirodni chemicka
slou€enina patfici mezi terpény, latky obsahujici 6 isoprenovych jednotek tzv. triterpénti (30
atomu C), jejichz biosyntéza je zalozena na skvalenu. Jde o latku vyskytujici se v celé fadé
rostlin, bobuli, kvétin, ale i 1é¢ivych rostlin. Dosud bylo ptirodnich zdroji izolovéano vice jak
tisic triterpenoidit s neuvéfitelnou Skalou biologickych aktivit, mezi néz patii vlastnosti
[114]. Nejvyssi koncentrace kyseliny ursolové [115] se nachazi u zastupct bylin v rozmarynu,
Salvéji a thymianu, v oleandru a levanduli jako zastupci kvétin a v ptipadé ovoce jde o
nejvyssi koncentraci v jablkach, kde je tfeba rozlisit nejen jednotlivé druhy, ale i vyskyt -
slupky jablek obsahuji n€kolikandsobné vice kyseliny ursolové nez duznina. Z tohoto u nas
celoro¢né dostupného ovoce mély nejvétsi koncentrace kyseliny ursolové odriidy Jonagold

nebo Golden delicious [114].

Biologickd dostupnost kyseliny ursolové je problematickd z davodu jejich
hydrofébnich vlastnosti, a proto prvni publikace posuzovaly vlastnosti kyseliny ursolové na
organismus vétSinou rozpusténé v latkach lidskému télu neptipustnych (aceton, dichlomethan,
etanol, metanol). Experiment zjiStujici vliv kyseliny ursolové rozpuSténé v etanolu po
predchozi izolaci této latky z Eucalyptu tereticornis na alkoholové poskozeni jater potvrdil
snizeni ztrat az 76 % zivotaschopnych hepatocytti [116]. Podobny experiment potvrdil
snizené hladiny markerti peroxidace lipidi i celkového bilirubinu [117]. Efekt kyseliny
ursolové na metabolické poruchy u diet s vysokym obsahem tukii u mysi a potkanti, i kdyz
rozpusténé v 0,5% roztoku dimetylsufoxidem v kombinaci s rosiglitazonem se potvrdilo
snizeni akumulace lipidii v jatrech [118], k t€émto zavérim doSel i experiment s UA
zamichany ve vysokotukové diet¢ [119]. Experiment zjiStujici efekt kyseliny ursolové na

izolovanych hvézdicovych jaternich buiikach potkant s jaterni fibrézou potvrdil rychlejsi
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apoptozu a nasledné ¢astecné zlepSeni fibrozy [120]. Nekteré experimenty rozpousti kyselinu
ursolovou ve fyziologickém roztoku, jako i jedind publikace zkoumajici vliv UA na jaterni
regeneraci [121], kdy 1 pfes nizkou biologickou dostupnost bylo potvrzen vliv na UA na

bunécny cyklus stimulaci exprese cyklinit v G1 f4zi bunééného cyklu a C/EBP proteinl.

Kvili hydrofobnim vlastnostem kyseliny ursolové se zaCaly v poslednich letech
objevovat publikace vyuzivajici kyselinu ursolovou navézanou ve formé stearoylglukosidu
ursolové kyseliny [122] riznych fosfolipidovych komplexti [123] nebo nanocastic [27].
Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, které v zavislosti na poctu propojenych
glukozovych jednotek glykosidickymi o 1-4 vazbami, rozdélujeme na alfa, beta a gama (alfa -
6, beta - 7, gama - 8 oligosacharidovych podjednotek). Molekuly béznych cyklodextrinii maji
tvar dutého komolého kuZelu (Obr. 5), ptficemZ volné hydroxylové skupiny se nachéazeji na
jeho okrajich — soustfedénim hydroxylovych skupin se okraje dutiny cyklodextrini stavaji
relativné hydrofobni, ¢imz je mozné vytvorit inkluzni komplexy. Dal§i moznosti zvySeni
dostupnosti hydrofobni kyseliny ursolové je mikronizace ¢i homogenizace, tedy postup casto
vyuzivany ve farmacii. Tento postup byl v rdmci vytvoteni fosfolipidového komplexu téZ
proveden [123]. Zapouzdieni kyseliny ursolové do cyklodextrinu a tim zvySeni dostupnosti
témet o 1 tad, anebo zvySeni biologické dostupnosti mikronizaci (ovlivnéni velikosti) nebylo
dodnes publikovano.

0.57 nm
—>

A

«CD y-CD

aCD  )\° e ) pcp ) 7-CD

Obr.5 Vzorek a, B ay cyklodextrinu a vznik inkluzni slou¢eniny [124]
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Kyselina ursolova je v posledni dobé podroboviana mnoha experimentiim dokazujici
vliv na organismus pfi n¢kterych civilizacnich onemocnénich i na metabolismus sacharidd,
lipidt a zanétlivych onemocnénich i karcinomu. Celkové 1ze zhodnotit, Ze kyselina ursolova
priznivé ovliviiuje farmakologické procesy, moduluje nékteré signalni cesty jako prevence

pted vznikem chronickych onemocnéni.

Pro pouziti v potravinarském primyslu byly schvaleny vSechny tfi zékladni
cyklodextriny (CD), pficemz a- a y-CD patii mezi latky s certifikaci nejvyssi bezpecnosti.
Cyklodextriny a pfi ordlnim podani maji dovolené davky az 6000 mg/den, y-cyklodextriny
10 000 mg/den. B-cyklodextriny maji pfidé€leny tzv. ,.,kod E“ pouzivany pro ptidatné latky, tj.
E 459. Maximalni povolena koncentrace pro B-cyklodextriny v potravinaiském vyrobku ¢ini
500 mg/den [125]. B-cyklodextriny byly zatfazeny do dvou funkénich skupin potravinaiskych
pridatnych latek, a sice jako nosic¢ a rozpoustédlo, a rovnéz jako stabilizdator. Nosice a
rozpoustédla se uzivaji se k rozpousténi, fedéni, disperzi a jiné fyzikalni Gipraveé ptidatné latky
a potravinového dopliikku, aniz pfitom méni jejich technologickou funkci nebo maji vlastni
technologicky efekt. Jejich uziti usnadiiuje manipulaci, aplikaci nebo pouziti ptidatné latky.

Stabilizatory umoziuji udrzovat fyzikalné-chemické vlastnosti potraviny.
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CILE PRACE

1) Zhodnotit schopnost jater regenerovat po castecné hepatektomii u dvou raznych
kment potkanii — potkanii kmene Wistar (kontrolni skupina) a Prazskych hereditarné
hypercholesterolemickych potkanti (u kterych se neptedpoklada porucha receptort pro
leptin a jejich metabolismus lipidu je bliz§i metabolismu lidi) po dietnim navozeni

proste steatdzy.

2) Zjistit vliv kyseliny ursolové podavané ve formé enkapsulatu s  a y cyklodextriny a
ve formé& mikronizované z ptirodnich zdrojii na metabolismus lipidt a na jaterni

regeneraci.

3) Najit a ovérit dostupny marker pro hodnoceni jaterni regenerace.
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4. METODY
4.1. Chemikalie

Na piipravu diet byly pouzity ingredience: kasein (PML Inc, Novy Bydzov, Ceské
republika), kukufi¢ny $krob (Skrobarny Pelhiimov, Ceska republika), celuléza (Phrikolat,
Chemische Erzeugnisse GmbH, Némecko), cukr moucka (Terecos TTD, a.s. Curovar
Dobrovice, Ceska republika) a kukufiény olej (CANO Ltd. Hefmantv Méstec, Ceska
republika). Vitaminy, mineraly, DL-methionin, L-cystein, cholin chlorid a L-arginin, kyselina
orotova a cholesterol byly ziskany z firmy Fisher Scientific Ltd. (Pardubice, Ceska republika),
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Krali¢i polyklonélni protilatky (kat. ¢islo 100027) a polyklondlni protilatky (kat. ¢islo
10007665) byly ziskany od firmy Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Anti-HMG-CoA
reduktiza protilatka byla ziskana z firmy Chemicon (Billerica, Mas, USA), CYP7A1 (Santa-
Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA), beta-actin protilatka ProSci Inc. (CA, USA) a dalsi
chemikalie pro elektroforézu byly ziskdny od firem Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, USA),
SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Germany) a GE Healthcare (Praha, Ceské
republika). Chemikalie TRIS, HCI, sachar6za, leupeptin, pepstatin, aprotinin, benzamid,
phenylmethylsulfonyl, tween byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO,
USA). *H-Thymidin byl ziskan od firmy Lacomed Ltd., Rez u Prahy, Ceska republika.
3C-fenylalanin byl ziskan téZ od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pro stanoveni
genti RT-PCR byly od firmy Roche (Roche Diagnostics, Svycarsko) ziskany Proteikinaza K,
High Pure RNA Tissue Kit, od firmy Qiagen (Holandsko) byl nakoupen RNA later. Pro RT-
PCR reakci byly nakoupeny eseje pro jednotlivé geny a Master Mix (podrobné&ji popsano
v kapitole 4.4.4.) (ThermoFisher Scientific-LifeTechnologies, USA).

4.2. Pokusna zvirata

Vsechny experimenty na zvitatech byly schvéaleny Odbornou komisi pro dobré Zivotni
podminky zvitat pti Lékatské fakult¢ v Hradci Kralové (nove ,,Odborna komise pro dobré
zivotni podminky zvifat®) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a té¢lovychovy (MSMT-42093-
2015-5).
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4.2.1. Experiment vlivu steatézy jater na jejich regeneracni schopnost

V experimentu byli pouziti zdravi samci potkani kmene Wistar (BioTest Konarovice,
Ceska republika) a Prazsky hereditarnd hypercholesterolemicky potkan (PHHC) z IKEM
(Praha, Ceska republika). Potkani byli chovani v klecich po jednotlivych skupinich se
zajiSténim standardnich kontrolovanych podminek (teplota 22 + 1 °C, vzdusna vlhkost 55 +
10 %, vyména vzduchu 10x/hod. a ptirozeného cyklu svétlo/tma 12/12 hod.). VSechna zvirata
méla volny piistup k pitné vodé a k dieté ad libitum. Po tydenni aklimatizaci byli potkani
rozdéleni do jednotlivych skupin podle poddvanych diet (viz nize testované substance).
Béhem pokusii byl sledovan pramérny ptirtistek vahy, spotieba vody a diet a pravideln¢ byla
Ix tydné potkaniim odebirana krev z retroorbitalniho sinu v anestezii (odbérové zkumavky
Sarstedt, Némecko). Krev byla centrifugovéana pii 2000 rcf., 10 minut v chlazené centrifuze,
plazma byla rozdélena do alikvotac¢nich zkumavek a zamrazena na -20 °C. Experiment
byl proveden na potkanech o pocateéni télesné hmotnosti 256 = 15 g, a potkani PHHC 292 +
20 g.

Potkani byli pouziti jednak pro zavedeni modelu NAFLD v podminkéch in vivo a
nasledné pro sledovani vlivu jaterni steatdzy na regeneraci jater po 2/3 PH. Rozd¢leni

potkant, pocty potkanii a délka doby krmeni jsou uvedeny v Tabulce 1 (Tab.1).

Tab. 1. Rozdéleni skupin potkanii pro zavedeni modelu NAFLD

. Oznaceni Oznaceni Doba
Kmen Dieta . ,
PoCet| Skupina18h |pocet| Skupina24h | pocet| krmeni
Wistar - intakt | W-SLD-int 8 29
W-CHOL-int 8 29
W-MCDT-int 8 29
W-ORO-int 8 29
Wistar W-SLD-18 8 W-SLD-24 8 29
W-CHOL-18 8 W-CHOL-24 8 29
W-MCDD-18 8 W-MCDD-24 8 29
W-ORO-18 8 W-ORO-24 8 29
PHHC PHHC-SLD-18 8 PHHC-SLD-24 8 29
PHHC-CHOL-18 8 PHHC-CHOL-24 8 29
PHHC-MCDD-18 8 PHHC-MCDD-24 8 29
PHHC-ORO-18 8 PHHC-ORO-24 8 29
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Vramci této Casti experimentu byly stanoveny koncentrace lipidi (celkového
cholesterolu — tCH, HDL a LDL cholesterolu, triacylglyceridi - TAG) a bilirubinu - BIL,
koncentrace glukdzy, inzulinu a leptinu. Dale byly stanoveny katalytické aktivity enzymu
(alaninaminotransferazy - ALT, aspartataminotransferazy — AST a y-glutamyltransferazy -
GMT). Technikou Western blot byly zméfeny exprese proteinii zapojenych do homeostazy
cholesterolu  (HMG-CoA reduktaza, acyl-coenzyme A: cholesterol acyltransferase-2
- ACAT-2 a LDL receptor).

SloZeni diet a testované substance
Diety byly piipraveny podle Tabulky 2 (Tab.2). Slozeni smési vitaminu a minerala
(Tab. 3) bylo pfipraveno podle www.TestDiet.com. Diety byly vytvofeny promichdnim

jednotlivych soucasti s pitnou vodou, cholesterolu s olejem a pak nasledné s vodou, na strojku
na mleti masa byly vytvoieny pelety, které byly néasledné ususeny v suSicce potravin pfi

teplot& do 60 °C.
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Tab. 2 Priprava diet — sloZeni jednotlivych diet

Nazev diety SLD CHOL ORO MCDD
1 kg diety SLD SLD se 4 % SLDs1% Isnlé::)lllc(:ll?lllin
cholesterolu Kkyseliny orotové o s
deficitni
Kasein 260 g 260 g 260 g 260 g
Kukufti¢ny skrob [491,7 g 4537 g 491,7 g 491,7 g
Cukr moucka 60 g 60 g 60 g 60 g
Celul6za 50g 50g 50g 50g
Cholin chlorid 9,05¢g 9,05¢g 9,05 ¢ Og
DL-methionin 10g 10g 10g Og
L-cystein 2g 2g 2g 2g
L-arginin 5¢g 5¢g 5¢g 72¢g
Cholesterol Og 38¢g Og Og
Orotova kyselina |0 g 0Og 100 g 0Og
Mix minerala 50g 50g 50g 50g
Mix vitaminQ 892 ¢ 892 ¢ 892 ¢g 892 ¢
Olej s vitaminy 5533 ¢g 5533 g 5533 g 5533 g
Do oleje pridame pitnou vodu, pridame vitaminy (viz niZe) a rozslehdme roztok metlou.
A vit (30000
U /tolgolka) 2600 TU 2600 TU 2600 TU 2600 TU
%y;‘;és)()OOOO 9000 U 9000 IU 9000 U 9000 IU
K vit (20 mg/ml) |0,8 mg 0,8 mg 0,8 mg 0,8 mg
E vit (30 mg/amp) | 5 mg 5 mg 5 mg 5mg
llgtf‘;f;g) B6 (010,68 mi 0,68 ml 0,68 ml 0,68 ml
Vitamin B12 (300 | o5 1y 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml

pg/amp)

49



Tab. 3 Priprava mixu minerali a vitamini:

Mineral 1 kg Vitaminy 1 kg
CaCO; 5483 g Thiamin B1 3,78 g
MgCO; 252¢g Riboflavin B2 3,78 g
MgSO; 16,0 g Ca panthotenat 6g
NaCl* 69,68 g =440 mg KI Niacin PP 63¢g
KH2PO4 203,76 g Biotin H 20 mg
KCl 113,28 g C vitamin 63,03 g
FePO4 20,8 g Kyselina listova 110 mg
MnSOq 032¢g Inositol 6,3¢g
Tridin - NaF 15 tbl = 120 mg Sucrose Doplnéno do 1000 g
CuCO; 0,40 g

ZnCOs 2,14¢

Soucet 999,88 ¢

* (jodidovana, fluoridovana kuchynska sil)

Obsah methioninu a cholinu v diet¢ SLD byl 11,68 g/kg, obsah v diet¢ methionin-
cholin deficitni bylo 1,68 g/kg.

4.2.2. Experiment s kyselinou ursolovou

Standardni laboratorni dieta byla pfipravena firmou Velaz, Ceskéa republika. SloZeni
diety bylo: bilkovina 21,1 %, tuk 5,1 %, karbohydraty 60,0 %, vldknina 3,9 %, mineraly 7,9
% a vitaminy 2,0 %. Dietu vysokotukou pfipravila firma Weber s.r.o., St¥ibrna Skalice, Ceska
republika o sloZeni: tuky (hovézi 10j) 35,5 %, karbohydraty, bilkoviny a vldknina 58 %,
mineraly a vitaminy 6,5 %. Hovézi 1dj obsahuje 49,8 % nasycenych mastnych kyselin.

Vysokotukova dieta byla podavana 2 skupindm po dobu 6 tydnd.

Celkové jsme otestovali 4 formy substanci ursolatu. Dvé formy kyseliny ursolové byly
podany ve formé cyklodextrinii beta a gama (pfipravila firma Betulines, Stfibrnd Skalice,
CR). Dalsi dvé formy kyseliny ursolové byly piipraveny homogenizaci (skupina HAP,
velikost ¢astic @ > 5 um) a mikronizaci (skupina MAP, velikost Castic @ = 5 um). Na
ptipravu téchto forem kyseliny ursolové byly vyuzity jablecné slupky odriidy Jonagold a
b&hem piipravy nebyla pouzita zadna organicka rozpoustédla (firma K2pharm, Opava, CR).
Vsechny diety byly podany ve stejny ¢as ve formé vodné suspenze gastrickou sondou piimo

do zaludku. Kyselina ursolova obsazena v jednotlivych substancich byla podana v koncentraci
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20 mg v aplikované davce. Mnozstvi kyseliny ursolové v jable¢nych slupkéch bylo ovéfeno
stanovenim obsahu kyseliny ursolové v jableénych slupkach po extrakci v ethylacetatu
metodou GC-MS [126]. Mnozstvi kyseliny ursolové byla 5,6 g/100 g jablecnych slupek
odrtdy Jonagold. Testované suspense byly podavany potkaniim po dobu 7 dni.

Skupiny potkani
Potkani byli po aklimatizaci (1 tyden) rozdé€leni do 7 skupin, v kazdé skupiné bylo 6 potkanti.

e standardni laboratorni dieta - kontrolni skupina (CTRL)

e standardni laboratorni dieta - beta-cyklodextrin kyselina ursolova (bCD) 7 dni
e standardni laboratorni dieta - gama-cyklodextrin kyselina ursolova (gCD) 7 dni
e standardni laboratorni dieta - homogenizované jable¢né slupky (HAP) 7 dni

e standardni laboratorni dieta - mikronizované jable¢né slupky (MAP) 7 dni

e vysokotukova dieta - gama-cyklodextrin kyselina ursolova (HF gCD) 7 dni

e vysokotukova dieta - mikronizované jablecné slupky (HF MAP) 7 dni

V experimentu s kyselinou ursolovou byly stanoveny koncentrace lipidd (tCH, HDL a LDL
CHOL, TAG), Zluové kyseliny a katalytické aktivity enzymi (ALT, AST). Dale byly
stanoveny koncentrace hepatocytarniho rustového faktoru — HGF v plazmé. Molekularné

biologickymi technikami byly stanoveny exprese mRNA HGF, PPARa, SREBP a CYP7AL.

4.2.3. Experiment s kyselinou ursolovou — dechové testy

Vsechny skupiny potkant dostavaly standardni laboratorni dietu (sloZeni: bilkovina
21,1 %, tuk 5,1 %, karbohydraty 60,0 %, vldknina 3,9 %, minerdly 7,9 % a vitaminy 2,0 %,
ptiprava diety Velaz, CR.

Celkové jsme otestovali 2 formy substanci ursolatu. Jedna forma kyseliny ursolové
byla podana ve formé gama-cyklodextrinii (pfipravila firma Betulines, Stfibrna Skalice, CR) a
byla podavana dvéma zplsoby — intraven6zné a intragastricky. Dalsi testovand forma byla
pfipravena mikronizaci (skupina MAP, velikost ¢astic @ = 5 pm). Testované suspense
podavané p.o. byly podavany potkaniim po dobu 7 dni, intravenézné (vena saphena) byla

forma gCD podéavana 4 dny.
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Skupiny potkant
Potkani byli po aklimatizaci (1 tyden) rozdé€leni do 4 skupin, v kazdé skupiné bylo 6 potkanti.

e standardni laboratorni dieta - kontrolni skupina (CTRL)
e standardni laboratorni dieta - gama-cyclodextrin kyselina ursolova (gCD 1.v.) 4 dny
e standardni laboratorni dieta - gama-cyclodextrin kyselina ursolova (gCD p.o.) 7 dni
e standardni laboratorni dieta - mikronizované jablecné slupky (MAP) 7 dni

V experimentu s kyselinou ursolovou — dechové testy byl stanoven pomér *CO; : 2CO; ve

vydechovaném vzduchu.

4.3. Regenerace jater po 2/3 parcialni hepatektomii

Parcidlni hepatektomie (PH) byla provedena v celkové anestezii podle modelu 2/3
hepatektomie podle modelu Higgins a Anderson [19] ve Vivariu a radioizotopovych
laboratotich Lékarské fakulty Univerzity Karlovy. VSechny invazivni zakroky byly

provadény v éterové inhalacni anestezii ve funkéni digestofi.

4.3.1. Experiment vlivu steatozy jater na jejich regenerac¢ni schopnost

Experiment s navozeni NAFLD byl u ¢asti potkanti ukon€en 18 hod. po PH a u ¢asti
potkanti za 24 hod. po PH. Jednu hodinu pfed usmrcenim byl potkantim podén *H-thymidin
v davce 37 kBq/100 g télesné hmotnosti potkana. Potkani byli usmrceni vykrvacenim

z bifurkace bii$ni aorty pti predavkovani anestetika.

4.3.2. Experiment s kyselinou ursolovou

U experimentu s kyselinou ursolovou byla posledni ddvka podana rdno po PH

testované substance. Potkani byli usmrceni vykrvacenim abdomindlni aorty v anestezii.

Krev v obou experimentech byla centrifugovana, plazma rozdélena do alikvotacnich
zkumavek a zamrazena. Odebrany zbytek jaterni tkané byl omyt, osuSen, zvazen a okamzité

zmrazen k dal§imu zpracovéni a skladovéan v hlubokomrazicim boxu pii -80 ° C.
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4.3.3. Experiment s kyselinou ursolovou — dechové testy

U experimentu s kyselinou ursolovou byla posledni davka poddna rano po PH
testované substance. Potkani byli usmrceni vykrviacenim abdomindlni aorty v anestezii.
Celkové¢ trikrat béhem experimentu byly provedeny na potkanech dechové testy - po

aklimatizaci, pted parcialni hepatektomii a 24 hodin po parcidlni hepatektomii.

4.4. Metody stanoveni

Byly provedeny analyzy z krve a jater potkanl. Krev byla odebirana do zkumavek s
obsahem heparinu (Sarstedt, Némecko), plazma byla po centrifugaci ¢aste¢n¢ zamrazena pro
dalsi stanoveni na -20 °C a nebo v piipadé biochemickych markerti proméiena ihned. Jaterni

tkan byla zamraZena na -80 ° C.

4.4.1. Biochemické metody

Pro posouzeni miry poskozeni jaterni tkdné chirurgickou resekci byly zméfeny
katalytické aktivity enzymid - alaninaminotransferdzy (ALT), aspartataminostransferazy
(AST), y-glutamyltransferazy (GMT), dale glukoza (GLU), markery lipidového metabolismu
— celkovy cholesterol (tCH), HDL cholesterol (HDL), LDL cholesterol (LDL),
triacylgylceridy (TAG) a bilirubin (BIL) na analyzatoru COBAS 8000, Roche, Mannheim,
Némecko. Zludové kyseliny (ZK) byly proméfeny enzymaticky, Diazyme Laboratories,
Poway, California, USA. Stanoveni hladin leptinu a inzulinu bylo provedeno s vyuzitim kith

(RatLeptin and Insulin RIA kit) firmy DRG, Marburg, Germany.

Hepatocytarni ristovy factor (HGF) byl zméfen v plazmé pomoci kvantitativniho
imunostanoveni od firmy Cloud-Clone Corporation, Houston, USA.
4.4.2. Kalkulace hmotnosti jater

Hmotnost jater byla kalkulovdna podle rovnice Hepatic regeneration rate (HRR)
autort Selznera a Claviena [94]:

Hepatic regeneration rate (HRR) (%): [C - (A -B)]/ Ax 100
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A - vypoctena hmotnost jater pfi parcidlni hepatektomii (70%), B - hmotnost jaterniho zbytku
pfi parcidlni hepatektomii (70%), C - hmotnost jater 24 hodin po parcidlni hepatektomii (v

dob¢ usmrcenti).

4.4.3. Syntéza jaternich DNA

Obsah a syntéza jaternich DNA byla vyhodnocena na zdkladé inkorporace
3H-thymidinu na pfistroji Beckman Coulter LS 6000LL (Fullerton, CA, USA). Syntéza DNA
byla stanovena podle Short [127] a obsah jaternich DNA byl stanoven pomoci

difenylaminové metody popsané Burtonem [128].

4.4.4. Kvantitativni RealTime RT-PCR

Celkova RNA byla izolovana pomoci izola¢niho kitu HighPure RNA Tissue Kit z
ptiblizné 30 mg vzorku jaterni tkané, kterd byla odebrand do RNA lateru. Koncentrace a
Cistota ziskané RNA byla spektrofotometricky méfena pii 280/260 nm s vyuzitim pfistroje
NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, USA). Pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA
synthesis kit byla podle manudlu od vyrobce provedena reverzni transkripce - reakce
obsahovala 500ng celkové RNA, a dale byly pouzity oligo dT a nahodné hexamer primery
(1:2). Real-time PCR reakce byla provedena v 10 pl reakéni smési, kterd obsahovala 1X eseje
pro jednotlivé geny TagMan Gene Expression Assays (Tab. 4), 1X Gene Expression Master
Mix (oboje ThermoFisher Scientific-LifeTechnologies, USA) a 0,5 pul cDNA. Reakce
jednotlivych vzorkl byly pfipraveny vzdy v triplikatu a amplifikace s teplotnim profilem: 2
min pti 50°C, 10 min pti 95°C a 40 cykli: 95°C pii 15s a 60°C pii 60s probéhla s vyuzitim
pfistroje RotorGene 6000 (Qiagen-Corbett Research, Netherlands). Do kazdého b¢hu byla
zatazena negativni kontrola, RT- a kalibratory. Relativni exprese (RE) jednotlivych gent byla
spocitana pomoci metody ddCT (AACt method) v porovnani s vybranym referen¢nim genem

(Hprt) [96].

Tab. 4 Seznam pouzitych genii

ID genu Gen

Rn00566673 m1  Hgf hepatocyte growth factor

Rn01527840 m1  Hprtl hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
Rn00566193 m1 Pparaa peroxisome proliferator activated receptor alpha
Rn01495769 m1  Srebfl sterol regulatory element binding transcription factor 1
Rn00564065 m1 Cyp7al cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
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4.4.5. Western blot

Jaterni tkan (cca 200 mg vzorku) byla smichana s 1 ml vychlazeného pufru TRIS-
sachardza (10 mmol/l Tris- HCI, 250 mmol/l sachar6za, pH 7,6) obsahujicim 0,5 pg/ml
leupeptinu, 0,5 pg/ml pepstatinu, 2 pg/ml aprotininu, 50 pg/ml benzamidinu a 40 pg/ml
fenylmethylsulfonyl florid — PMSF a byla homogenizovéana pfistrojem firmy Braun (Braun,
Melsungen, Némecko) pfi 1500 rpm. Nasledovala ultracentrifugace (100 000 g, 4 °C a 20
minut) pii niz vznikla peleta. Cely postup stanoveni exprese proteinit ACAT-2, HMG-CoA
reduktazy, CYP7A1 i LDL receptoru byl zpracovan podle Micudy [129]. Protilatky

s katalogovym ¢islem a vyrobcem jsou sepsany v kap. 3.1.

Pelety ziskané centrifugaci byly resuspendovany v pufru Tris-HC1 (50 mmol/l Tris-
HCI, pH 7,4 a inhibitory protedz. Koncentrace celkového proteinu byla stanovena BCA
metodou (BCA protein Assay kit, Pierce, Rockford, IL, USA) a vzorky uloZeny pii -80 °C.

Homogenaty (100 pg) po inkubaci pii pokojové teploté byly separovany v 7,5%
polyakrylamidovém gelu, a poté byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (Bio-Rad,
Hecules, CA, USA). Zbyld vazebna kapacita membrany byla blokovdna v 5% roztoku
odtu¢néného mléka v TRIS pufru obsahujici 0,05% Tween 20 (TTBS) po dobu jedné hodiny.
Membrany byly inkubovany s primarni protilaitkou (1:500) jednu hodinu. Po vymyti
membrany (5x proplachem) s TTBS nasledovala jednohodinové inkubace s peroxid-
konjugovanou sekundarni protilatkou v poméru 1:1000. Po promyti v TTBS byla provedena
detekce pfidanim chemiluminiscenéniho ¢inidla (ECL kit, Amersham Biosciences,
Buskinghamshire, Velkd Britanie). Ziskany obraz expozici filmu byl dale analyzovan po
naskenovani do pocitace s GS-800 Calibrated Densitometr (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) a kvantifikovan denzitometricky s pouzitim software Bio-Rad. Vysledné pruhy
byly porovnany a vyhodnoceny denzitometricky. Jako endogenni kontrola byl stanoven f-

aktin.

4.4.6. Dechové testy - provedeni

Béhem experimentu byl vzorkovan vydechovany vzduch potkanti vzhledem k
produkci znadeného !3CO» ze substratu do vydechovaného vzduchu. Pro vzorkovani
vydechovaného vzduchu budou potkani umisténi do fixaéni klicky se zajiSt€énym pritokem

vzduchu (100 ml/min.) bez latek kontaminujicich stanoveni znaceného oxidu uhli¢itého. Pro
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odbér vydechovaného vzduchu byly pouzity zkumavky VACUETTE 9 ml bez aditiv

(Grainer-Bio-One, Frickenhausen, Nemécko).
Dechové testy probihaly podle daného schéma (¢asové intervaly):

1. 0min
2. podani intragastricky 0,5 ml znaéeného traceru '*C-fenylalaninu o koncentraci

10 mg/1 ml vody

3. 15 min
4. 30 min
5. 45 min
6. 60 min — ukonceni

Pomér *CO» : '2 CO, byl méfen na piistroji IR-MS (Isotope Ratio Mass Spectrometer,
Europa Hydra 2020, Anglie). Vysledky piemény '’C-fenylalaninu jsou vyjadiené jako

kumulativni mnozstvi *CO»/hod.

4.4.7. Histologické vySetreni jater

Jaterni tkan pro histopatologicky preparat byl ziskan z jednoho standardniho mista
(processus anterior dexter et processus caudatus lobi caudati) a fixovan do 10% roztoku
formalinu. Histologické preparaty jaterni tkdné byly obarveny hematoxylin-eosinem a
hodnoceny nezavisle dvéma odborniky (Fingerlandiiv Ustav patologie, Fakultni nemocnice
Hradec Kralové). Hodnoceni steatdzy bylo nasledujici: mirna = 5 - 29 %, sttedni = 30 — 59 %

a vazna = u vice jak 60% hepatocyti.

4.5. Statisticka analyza

Pred vybér statistickych analyz jsme testovali normalitu rozlozeni dat, v piipadé
Gaussovského rozloZeni jsme pouZili parametrickou One-Way Anovaa data jsou vyjadfena
jako prumér s uvedenim smerodatné odchylky. V pfipadé nenormdlni distribuce jsme pouzili
neparametricky Kruskal-Wallis posléze Dunnovym post hoc testem. VSechna data jsou
vyjadiena jako medidn s uvedenim interkvartilovych rozmezi. Hladina vyznamnosti byla

p < 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Experiment vlivu steatdzy jater na jejich regeneracni schopnost

5.1.1. Zakladni charakteristika potkani — hmotnosti potkanu a spotifeba diety

Hmotnosti potkanti ukazaly nejmensi ptiristky u diety s kyselinou orotovou u obou

skupin potkant kmene Wistar a Prazskych hereditarné¢ hypercholesterolemickych potkant

(PHHC). Pti prozkoumani rastovych kiivek dodavateli potkant (Wistar i PHHC) u zadné

skupiny nebyla potvrzena stagnace piirastka (Tab. 5), primémny pfirtstek potkanti Wistar i

PHHC zcela koreluji se stafim potkanti.

Tab. 5. Télesna hmotnost potkanii kmene Wistar a PHHC (g)

Cet dni 5 10 15 20 25 28 18 hpo | 24 h po
skupiny PH PH
W - SLD 263 £5 302+6 341 +£5 370 £ 6 383+£5 397+£6 383+£5 38313
W - CHOL 266 £ 6 311 £5 344 £ 6 3716 383+7 397 +£8 376 £9 377+ 11
W -MCDD 270+£3 311+£3 355+5 388+ 6 404 £5% | 418+ 6* | 402+7 403 + 17
W - ORO 278 £3 306 +5 334+ 8 358+9 372+10 | 3879 36811 | 368+17
P -SLD 284+21 | 312+£19 | 32817 |342+15 |346+t14 | 347+12 | 32317 | 324=11
P - CHOL 201+16 | 31511 | 33417 | 35015 |354+£15 |359+15 |343+15 | 344+20
P -MCDD 201 +£12 | 30815 |324+14 | 338+12 |344+10 | 350+9 331+£10 | 33317
P - ORO 304+£15 | 31614 | 33018 | 338+20 |339+19 |340+18 | 319+19 | 320+21

Tab. 5 Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér £ SD, n = 8. W — potkani kmene Wistar, P = PHHC — Prazsky
hereditarni hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vys§im obsahem

cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné PHHC-SLD (" p < 0,05 p <0,01, ™ p <0,001)

Potkani kmene PHHC m¢éli celkové niz$i spotiebu diety (Tab. 6) neZ potkani Wistar.

Dieta s kyselinou orotovou méla nejmensi spotfebu u obou kment potkanti. U potkanti kmene

Wistar krmenych dietou MCDD doslo k signifikantnimu zvySeni spotfeby diety, u PHHC

potkanti s touto dietou byla spotieba diety srovnatelnd s dietou CHOL, ale po PH je viditelny

narulst spotieby diety nejspis z divodu co nejvétsiho doplnéni esencidlnich aminokyselin.
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Tab. 6 Spotieba diety béhem experimentu na jednoho potkana/den (g)

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden 18 po PH | 24 po
PH
W - SLD 19,2+0.8 21,0+ 0,3 22,1+0,5 22,8+0,8 5,4+0,6 7,6 + 1,0
W - CHOL 19,3+0,2 21,9+ 0,6 22,0+0,2 242 +0,6 5,1+0,1 6,2+ 0,7
W-MCDD 24,7 £0,2* 23,9+0,8* 23,9 £ 0,2* 25,25+£0,5 | 9,0+0,1* | 9,6=0,9
W - ORO 17,0 £0,2* 19,3 +£0,4* 19,4 +£0,4* 22,0£0,4 9,0+ 0,1 9,6 +0,9
P-SLD 20,3+0,2 19,05+ 0,7 16,4 + 0,1 214 £0,1 |29+0,2* |42+0,8*
P - CHOL 21,4+£0,2 18,8 £0,1 18,5+0,3 19,2+0,3 1,7+0,1* | 9,8 £0,3*"
P-MCDD 21,3+£0,1 19,0+ 0,7 19,6 £0,6 19,1+£04 |4,0=0,9 52+04
P-ORO 18,9 + 0,4* 18,5+0,5% 18,8 £0,7* 17,0 £0,1** | 3.4+ 1,1* | 3,7+0,3*

Tab. 6 Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SD, n = 8. W — potkani kmene Wistar, P = PHHC — Prazsky
hereditarni hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im obsahem
cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné PHHC-SLD (" p < 0,05, " p < 0,01, ™ p <0,001)

5.1.2. Hladiny biochemickych markeri

Vysledky biochemickych vySetfeni lipidi — celkového cholesterolu, HDL a LDL
cholesterolu a triacylglyceridii (Tab. 7 a Tab. 8) jsou rozdé€leny podle jednotlivych dietnich
skupin a podle ¢asovych intervali — pted PH (Cas T1), 18 (¢as T2) a 24 hodin (¢as T3) po PH.
Statisticky byly vyhodnocovany zmény v porovnani sdietou SLD v daném casovém
intervalu. U potkanti kmene Wistar krmenych dietou s vy$§im obsahem cholesterolu byly
koncentrace celkového cholesterolu a LDL cholesterolu v porovnani se SLD dietou vyznamné
zvysené jiz pied PH, stejn¢ tak i koncentrace bilirubinu. Hladiny TAG jsou v porovnani
se SLD dietou zvySené pouze 18 hod po PH (Tab. 7). Dieta s kyselinou orotovou vykazuje
vyznamné sniZeni celkového cholesterolu jiz pted PH, koncentrace LDL cholesterolu v krvi u
diety s kyselinou orotovou je signifikantné sniZzena 24 hod po PH proti SLD dieté a
koncentrace bilirubinu je naopak signifikantné zvySena (Tab. 7). Dieta methionin-cholin

deficitni nevykazuje zadné zmény proti skupiné s SLD dietou.
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Tab. 7. Potkani kmene Wistar - hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL
cholesterolu, TAG a bilirubinu

SKUPINY
Analyt CAS W-SLD W-CHOL W-MCDD W-ORO
Tl 2,41£0,18 3,19 £0,10 2,05+ 0,11 1,45 £0,11%%
tCH
(mmol/l) T2 1,39 +0,13 1,94 £0,13%* 1,29 £ 0,10 1,50 + 0,04
T3 1,01 + 0,07 1,32 £ 0,08 * 1,14 +0,10 1,86 £ 0,20*
Tl 1,32+ 0,14 1,16 £ 0,15 0,90 + 0,10 1,06 + 0,09
HDL T2 0,82 £ 0,06 1,02 £ 0,12 0,77 £ 0,03 0,78 £0,11
(mmol/l)
T3 0,69 + 0,07 0,76 + 0,04 0,71 £ 0,05 0,57 £ 0,11
T1 0,11 £0,03 0,32 +£0,07 * 0,06 = 0,02 0,08 0,01
LDL T2 0,27 £ 0,06 0,54 £0,10 * 0,27 + 0,030 0,14 + 0,04
(mmol/l)
T3 0,17 £ 0,02 0,37 £ 0,05 0,17 £ 0,02 0,05 + 0,03**
Tl 2,95+ 0,41 2,44+ 0,31 3,06 £ 0,38 0,51 £ 0,08 ***
TAG T2 0,29 + 0,03 0,83 £0,45 * 0,37 £ 0,05 0,54 + 0,06*
(mmol/l)
T3 0,42 + 0,04 0,38 £ 0,04 0,48 £ 0,06 1,15+ 0,35
Tl 3,75 £ 0,16 4,37 +£0,18** 4,25 +0,36 5,50 £ 0,37***
BIL 21,00 +
T2 8,00+ 1,19 ’ 12,87 £3,58 31,25 £8,01
(umol/l) 15,83**
T3 14,62 £3,51 8,42 £2.48 8,37 £ 1,37 39,14 + 14,08*

Tab. 7 Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér £ SD, n = 8; W — potkani kmene Wistar, SLD — standardni
laboratorni dieta, CHOL — dieta s vys$§im obsahem cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO
- dieta s kyselinou orotovou

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)

T1 — hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG a bilirubinu pted PH

T2 — hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG a bilirubinu 18 hod po PH

T3 — hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG a bilirubinu 24 hod po PH

Vysledky celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu u potkant PHHC
krmenych SLD dietou vykazuji signifikantné zvySené vysledky proti potkanim Wistar.
Hladiny TAG a bilirubinu nevykazovaly zmény (Tab. 8). Dieta s vySSim obsahem
cholesterolu vykazuje u PHHC potkanti signifikantni zvySeni celkového cholesterolu a LDL
cholesterolu proti skupin¢ Wistar i PHHC-SLD pied PH a naopak u potkant s dietou MCDD
a ORO byly hladiny celkového cholesterolu signifikanté snizené proti PHHC-SLD na
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koncentraci podobnou potkanim Wistar. Po parcialni hepatektomii PHHC vysledky potkanii

vykazuji ve vSech parametrech stejny trend jako u dané skupiny potkanii kmene Wistar.

Tab. 8. PHHC potkani - hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG

a bilirubinu

SKUPINY
Analyt CAS P-SLD P-CHOL P-MCDD P-ORO
Tl 3,32 +0,09 6,94 £ 0,70 *** 2,43 £0,05 **** 1,13 £ 0,06 *** +++
tCH = z
T2 2,40 £ 0,08 ** 3,12+ 0,27 * 1,73 £0,07 *** 1,55 £ 0,09 **
(mmol/l)
T3 1,91 +£ 0,05 2,62 +0,37 1,77 + 0,09 1,65+0,12 **
T1 1,43 £0,12 * 0,83 £0,076 1,29 £ 0,14 1,18 £ 0,03
HDL T2 0,97 £ 0,08 0,86 + 0,09 0,88 £ 0,09 0,79 £ 0,07
(mmol/l)
T3 1,05 +£ 0,06 0,74 £ 0,03 * 0,66 + 0,11 0,65 + 0,09
T1 0,33 £ 0,03 * 3,38 £0,67 ** 0,23 +0,02 0,04 +£0,01 ***
LDL T2 0,29 + 0,04 1,95 +£ 0,25 ** * 0,22 £ 0,02 0,09 £ 0,01 **
(mmol/l)
T3 0,32 +0,02 1,84 +£0,21 ** * 0,27 £ 0,04 0,11 £ 0,03 **
T1 2,26 +0,20 2,18 £0,26 1,77 £ 0,16 * 0,31 £ 0,05 ***
TAG T2 0,65 + 0,05 0,69 + 0,11 0,68 + 0,06 0,69 + 0,08
(mmol/l)
T3 0,62 +0,07 0,42 £ 0,07 0,53 £ 0,03 0,83 +£0,16
T1 3,66 + 0,61 3,85 +£0,26 4,28 +£0,36 5,85 £ 0,26
BIL
T2 27,00 + 6,99 21,33 +£8,71 11,57 +2,80 35,00+ 11,61
(umol/l)
T3 46,66 + 25,55 14,60 + 7,63 37,66 + 14,69 69,50 + 20,68

Tab. 8 Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n = 8; P = PHHC — Prazsky hereditarni

hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$$im obsahem

cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné PHHC-SLD (" p < 0,05, " p < 0,01, ™" p <0,001)

T1 — hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG a bilirubinu pted PH

T2 — hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG a bilirubinu 18 hod po PH
T3 — hladiny celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu, TAG a bilirubinu 24 hod po PH
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Koncentrace glukdzy, inzulinu a leptinu jsou znazornény u potkanti kmene Wistar
v Tabulce 9 (Tab. 9) a u potkaniit PHHC v Tabulce 10 (Tab. 10).
Pted parcialni hepatektomii byly signifikantné zvySené hladiny glukézy u diety s vysSim
obsahem cholesterolu a MCDD. Béhem jaterni regenerace byly koncentrace glukozy a
inzulinu u potkani kmene Wistar skupin CHOL a MCDD bez statistické vyznamnosti proti
skupiné potkanti se SLD dietou. Dieta s kyselinou orotovou vykazovala signifikantni snizeni
u glukézy 1 inzulinu po pH byt pied parcialni hepatektomii byly hladiny glukozy a inzulinu
signifikantné zvysené (p < 0,05).
Koncentrace leptinu byly signifikantné snizené pted parcialni hepatektomii u skupiny CHOL

a ORO.

Tab. 9 Potkani kmene Wistar — koncentrace glukézy, inzulinu a leptinu

SKUPINY
ANALYT v
CAS W-SLD W-CHOL W-MCDD W-ORO
i 7414017 8,85*::*0,22 8,12 t 0,33 8,02 f 0,19
Glukoza ™ 7,68 £ 0,20 7,64 + 1,06 8,72+ 0,57 6’56,:,40’25
(mmol/l)
T3 7,40 £ 0,19 7,87 +0,37 7,83 +£0,20 6’85i0’30
T1 1,94 £ 0,24 1,50 = 0,20 2,01 £0,31 2,4140,20
Inzulin T2 1,30 £ 0,16 1,16 0,26 1,35+0,36 0’72*:*0’17
(mmol/l)
T3 1,23 £0,13 1,13+0,17 1,48 £0,19 0’46*f*0’16
. - 5,78*;1,02 8,03 % 1.54 5,17*?:*0,57
Leptin
T2 7,39 + 1,30 5,32 +0,77 6,09 + 1,05 6,44 + 1,12
(ng/1)
T3 7,48 £ 1,04 573 +1,11 7,56 + 1,05 13,52 + 9,45

Tab. 9 Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n = 8; W — potkani kmene Wistar, SLD — standardni
laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im obsahem cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni,
ORO - dieta s kyselinou orotovou

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD v daném ¢as PH (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
T1 — hladiny glukézy, inzulinu a leptinu pfed PH

T2 — hladiny glukézy, inzulinu a leptinu 18 hod po PH

T3 — hladiny glukézy, inzulinu a leptinu 24 hod po PH
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Koncentrace gluk6zy u vsech skupin kromé¢ PHHC-SLD byly obdobné jako u potkant
Wistar a vykazovaly stejny trend po PH. Koncentrace inzulinu byly signifikantné snizené i po
parcialni hepatektomii potkani PHHC v porovnani s Wistar potkany a hladina leptinu u

potkantt PHHC byly koncentrace leptinu vyssi nez u Wistar kmene, nejvice u skupiny SLD

(Tab. 10).

Tab. 10. Potkani PHHC - koncentrace gluko6zy, inzulinu a leptinu

SKUPINY
ANALYT ]
CAS P-SLD P-CHOL P-MCDD P-ORO
Tl 8,08 £ 0,19 ** 8,41 +0,24 8,04 + 0,20 7,56 40,19 *
Glukéza > 7,37 +0,24 7,58 +0,26 7,75 £ 0,39 6,60 = 0,26
(mmol/l)
T3 7,65+0,10 8,17+0,18 7,62 031 6,59 + 0,34*
T1 1,10 40,20 * 0,83 +0,15 * 0,88 = 0,11 * 1,58 40,17 *
Inzulin T2 0.21+0,035* | 0,19£0,045%% | 0,32+0,092%** | 0,17+0,047+
(mmol/l)
T3 029+0,080* | 046%0,12* 0,29 0,060%* | 0,11 % 0,035
T1 7,57 125 9,13+ 1,21 8,08+ 1,14 8,72+ 1,17
Leptin
T2 12,55+£3,09% | 880+0,66* 8,89+0,79 * 10,94 + 3,42+
(ng/)
T3 17,09 £6,04* | 6,70+1,08 * 9,76+ 1,50 * 13,42 +431*

Tab. 10 Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér &= SD, n = 8; P= PHHC — Prazsky hereditarni
hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$$im obsahem
cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné PHHC-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ™ p < 0,01, ™ p < 0,001)
T1 — hladiny glukdzy, inzulinu a leptinu pfed PH

T2 — hladiny glukdzy, inzulinu a leptinu 18 hod po PH

T3 — hladiny glukdzy, inzulinu a leptinu 24 hod po PH

Katalytické aktivity enzymu charakterizujici poskozeni jaterniho parenchymu ukazuji
u potkani kmene Wistar Tabulka 11 (Tab. 11) a u potkant PHHC Tabulka 12 (Tab. 12).
ALT bylo zvySené u skupiny CHOL 1 u vSech skupin PHHC po ¢aste¢né hepatektomii. Dieta
obohacend o kyselinu orotovou vedla k jaternimu hepatocelularnimu poskozeni, hladiny ALT
a AST byly signifikantné zvySené jiz pted PH jak u kmene Wistar i u kmene PHHC
v porovndni s ostatnimi skupinami. U této diety byly potvrzeny po PH i vyznamné zvySené
aktivity enzymit ALT 1 AST. Katalytickd aktivita GMT nevykazovala zadné signifikance,

katalyticka aktivita tohoto enzymu jsou v podstaté na hladin¢ stanovitelnosti.
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Tab. 11. Potkani kmene Wistar - katalytické aktivity enzymu

SKUPINY
Analyt CAS W-SLD W-CHOL | W-MCDD W-ORO

T1 0,56+ 0,05 0,62£0,05 | 056+0,07 | 1,64:+0,34**

ALT (ukat/l) ™ 6,83 1,01 20931073 | 874=1,627 | [706%337
T3 6,21+1,84 9494183 | 1086+2288 | 197£203
T1 1,41 £0,12 1,57+0,094 | 158+0,14 | 3,38=0,50

AST (ukat/l) 2 11,05+ 1,51 43,19+29,05 | 13,52+243 | 2593+383
T3 8,54+ 1,70 1134+189 | 1297240 | 3>50%387
T1 0,04 +0,01 0,10 0,01 0,1 +0,01 0,05 + 0,03

GMT (ukat/l) T2 0,01 0,0 0,05 + 0,01 0,01 + 0,00 0,03 + 0,00
T3 0,01 0,01 0,02£0,00 | 002+000 | 007+0,01

Tab. 12. Potkani PHHC - katalytické aktivity enzymu
SKUPINY
Analyt CAS P-SLD P-CHOL P-MCDD P-ORO

T1 0,67 + 0,06 0,67+0,08 | 0,84+0,05 |2,23%0,20 **

ALT (ukat/l) T2 25,28 +3,18 ¢ 2626+ 1,72 | 20,75+4,17 21,98 +2,74
T3 2693731+ | 24,18+7,38* [26,10+5,96 | 31,35+6,97
TI 1,34+ 0,078 1,67+0,16 | 1,74+0,18 | 508+034

AST (ukat/l) v 28,74 +3,17+ 2828+ 1,11+ | 88904860 1 57044 59,86
T3 4328+1495° | 2556+7,71+ | 2855+471 | 6795 £17,30
T1 0,04 0,01 0,26+0,08 | 0,03+0,01 0,02 + 0,00

GMT (ukat/l) 2 0,02 + 0,00 0,160,04 | 0,02+0,01 0,06 + 0,01
T3 0,047 0,01 0,18£0,03 | 0,02+0,01 0,08 + 0,02

Tab. 11 a Tab. 12 Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD, n = 8. W — potkani kmene Wistar, P = PHHC —

Prazsky hereditarni hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im
obsahem cholesterolu, MCDD - dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné PHHC-SLD v daném ¢ase PH (* p<0,05, " p < 0,01, ©" p <0,001)
T1 — katalytické aktivity enzymu pied PH

T2 — katalytické aktivity enzymii 18 hod po PH
T3 — katalytické aktivity enzymu 24 hod po PH
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5.1.3. Metabolismus cholesterolu — exprese vybranych proteinu zapojenych do
homeostazy cholesterolu

Pomoci metodiky Western blot byla vySetfena jaterni exprese LDL receptoru -
zasadniho receptoru pro vychytavani cholesterolu z plazmy a jaterni exprese enzymi
zasahujicich do metabolismu cholesterolu: 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A
reduktazy (HMG-CoA), klicového enzymu regulace cholesterolové syntézy a acyl-coenzyme
A: cholesterol acyltransferase-2 (ACAT-2) — enzymu odpovédného za intraceluldrni
esterifikaci cholesterolu. Vysledky jsou vzdy vyjadfeny jako protein ve vztahu k intaktnim
jatram W-SLD (pfed PH, ktery je 100 %). Stanovené proteiny byly vztazeny k beta-aktinu
(Tab. 13). U potkanti kmene Wistar byl nalezen vyznamny vzestup exprese HMG-CoA
reduktazy u MCDD pied i béhem parcialni hepatektomie na 146 reps. 148 % (p < 0,05).
Dieta CHOL vykazala snizené hodnoty exprese enzymu ACAT-2 a naopak vyssi expresi u
LDL receptoru po PH v porovnani s kontrolni skupinou SLD, exprese HMG-CoA reduktazy
je 1 ptes zvySeny piijem cholesterolu v dieté stejnd. Vysledky exprese u diety ORO ukazuji
odlisny trend vysledkti exprese 24 hod po PH proti diet¢ SLD — postupny pokles exprese
HMG-CoA reduktazy, vyznamné snizenou esterifikaci cholesterolu (pokles exprese ACAT-2)

a snizenou expresi LDL receptoru.

Tab. 13. Potkani kmene Wistar - exprese vybranych proteint

SKUPINY
Analyt V

CAS W-SLD W-CHOL W-MCDD W-ORO

Tl 100 + 2 103 + 4 146 £ 6 * 121 +£3 *

HMG-CoA reduktaza T2 91 +3 96 +2 148+ 6 * 119+4 *
T3 123+6 130+ 5 151+7 % 100+ 5 *

Tl 100+ 1 68+5* 183+ 14 63+5*

ACAT-2 T2 255+ 12 91 +4* 48+ 8 80+7*

T3 62+4 178 + 12 105+8 2845 *

Tl 100 + 2 109 + 4 183 + 14* 147+9 *

LDL receptor T2 176 £ 14 234+£17 * 139+ 13 290 £ 17 **
T3 223+ 19 230 +15 * 162 + 13 226 + 16 ***

Tab. 13 Hodnoty jsou vyjadifeny jako % v porovnani s intaktnim SLD potkantim (primér + SD, n = 8). W —
potkani kmene Wistar, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im obsahem cholesterolu,
MCDD - dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné¢ W-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
T1 — exprese vybranych proteinti pied PH

T2 — exprese vybranych proteinti 18 hod po PH

T3 — exprese vybranych proteind 24 hod po PH
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Vysledky exprese HMG-CoA reduktazy u potkani PHHC (skupiny SLD, CHOL a MCDD)
vykazuji stejny trend jako u potkanii kmene Wistar, exprese LDL receptoru vykazala téz
stejny trend, ale zvySeni exprese nybalo tak vyznamné jako u potkani Wistar. Exprese
ACAT-2 je u vsech skupin PHHC potkanii 24 hod po PH vyznamné¢ sniZzena a podporuje
vyuziti cholesterolu pro vystavbu novych membran (Tab. 14). Dieta ORO u PHHC potkanti
vykazuje vyznamné snizené¢ exprese po PH u HMG-CoA reduktizy, ACAT-2 i LDL

receptoru za 24 hod.

Tab. 14. Potkani PHHC - exprese vybranych proteini

SKUPINY
Analyt ]

CAS P-SLD P-CHOL P-MCDD P-ORO
T1 122 £8 149 £ 11 155£9 ** 194 +16 **
HMG-CoA reduktaza T2 105+ 8 114 +£10 239 & 14 #H* T 164 + 14 **
T3 124 +9 153+9 198 £ 12 ** 76 £ 10 **

T1 115+8 40 £ 6*** 121 £15 48 + 8***

ACAT-2 T2 100+ 5 32 £ 6%** 172 £ 28 * 29 + 2(%**

T3 170 £25 28 £ 8*** 130+ 6 15 £ 4%**

T1 112+ 10 143 £15 155+ 12 132+ 18

LDL receptor T2 137+18 156 25 201 + 18 231 £21
T3 161 £21 175 £22 153+ 16 18 +4 ***

Tab. 14 Hodnoty jsou vyjadieny jako % v porovnani s potkany intaktnimi (primeér + SD, n = 8); P = PHHC —
Prazsky hereditarni hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im
obsahem cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné P-SLD v daném ¢ase PH (" p < 0,05, " p < 0,01, ™ p <0,001)

T1 — exprese vybranych proteinti zapojenych do homeostazy cholesteorlu pfed PH

T2 — exprese vybranych genti zapojenych do homeostazy cholesterolu 18 hod po PH

T3 — exprese vybranych genti zapojenych do homeostazy cholesterolu 24 hod po PH

5.1.4. Syntéza jaternich DNA

Hmotnosti jaterniho zbytku po PH byly u vSech diet potkani Wistar i PHHC v
porovnani s kontrolni SLD dietou vyssi. Céasteéna hepatektomie odstranénim 2/3 jater
navodila pokles celkového obsahu DNA (Tab. 15 a 16). Syntéza jaternich DNA byla u PHHC

potkanil pfi porovnani hodnot za 18 a 24 hodin zpozdéna, ale nikoli blokovana. MCDD dieta

v

skupina s kyselinou orotovou, dokonce u potkant PHHC se hodnota syntézy DNA 24 hod po
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PH snizuje. V souladu se vsemi dal§imi vysledky i histologickému nalezu kyselina orotova

zpusobila trvalé poSkozeni jaterni tkané jeSté pred parcidlni hepatektomii a vedla k zahdjeni

repara¢nim procesiim jesté pied samotnym chirurgickym zakrokem.

Tab. 15. Potkani kmene Wistar — vliv PH na obsah DNA

SKUPINY
Analyt ]
CAS W-SLD W-CHOL | W-MCDD W-ORO
* %

Hmotnost jaterniho T1 5384023 | 672+£041% | 568=0,18 6,74+ 0,45
zbytku (g) ™ 540=0,11 | 697027 | 620+047 7,00 = 0,44+
L. , TI L £0,26% +£0,19% ,54 + 0,227

Syntéza jaternich DNA 2204044 | 1,11£026% | 0,97+0,19 0,54 0,22
(Bg/mg DNA) 2 121+£1,10 | 6,09+0,82% | 1127124 | 3,44+ 0,64%*
sksk skskok

Celkovy obsah DNA T 1,8740,03 | 1,80+£0,06 | 2,22+0,08 1,45 + 0,04

(mg DNA/g jater) 2 2,00 £0,06 | 1,75+0,05% | 2,07+0,07 1,42 + 0,08%+*

Tab. 15 Hodnoty jsou vyjadieny jako % kontroly (primér + SD, n = 8); W — potkani kmene Wistar, SLD —
standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im obsahem cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin
deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou,

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
T1 — 18 hod po PH

T2 — 24 hod po PH

Tab. 16. Potkani PHHC - vliv PH na obsah DNA

Analyt SKUPINY
CAS P-SLD P-CHOL P-MCDD P-ORO
*+ H+
Hmotnost jaterniho T1 393+0,19 | 4,85+0,22 43440,16 7,07 £ 0,41
zbytku (g) T2 4394024 | 570+034+ | 4,68+0,16 7,37 £ 0,41
P . 7 Tl + * + + + =+
Syntéza jaternich DNA 0,65 + 0,36 0,28 + 0,04 0,59 + 0,20 335+1,13
(Bg/mg DNA) T2 592 +1,27 4,16 £ 1,00 544 1,17 2,44 +1,07
, T1 EE = i EE =E T
Celkovy obsah DNA 1,99 +0,05 1,72 £0,04 1,99 +0,08 1,17 40,04
(mg DNA/g jater) 2 201£0.13 | 1.56+002° | 1.85+0.18 1,15 £ 0,007+

Tab. 16 Hodnoty jsou vyjadieny jako % kontroly (primér + SD, n = 8); P = PHHC — Prazsky hereditarni
hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$§im obsahem
cholesterolu, MCDD — dieta methionin-cholin deficitni, ORO - dieta s kyselinou orotovou

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné W-SLD v daném case PH (* p <0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné PHHC-SLD v daném ¢ase PH (* p < 0,05, ™ p < 0,01, ™ p < 0,001)
T1 — syntéza DNA, hmotnosti jater a syntéza cholesterolu 18 hod po PH

T2 — syntéza DNA, hmotnosti jater a syntéza cholesterolu 24 hod po PH
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5.1.5. Histologické vySetreni jaterni tkané

Histologické preparaty jater u jednotlivych experimentalnich skupin nevykézaly vznik
zanétu ani nekrézy pred pacialni hepatektomii. U potkanti kmene Wistar (Obr. 6A) s dietou
s ptidavkem cholesterolu byla na histologickych preparatech potvrzena mikrokapénkova
steatdoza 30-60 % jesté pred parcidlni hepatektomii (Obr. 6B). U potkani PHHC nebyla
potvrzena mikrokapénkova ani velkokapénkova steatdza u vice jak 10 % hepatocytd pred

parcialni hepatektomii (Obr. 6C a 6D).

Nalezy 24 hod po parcialni hepatektomii u kmene Wistar prokazaly mikrokapénkovou
steatézu 80 % u skupiny se s dietou SLD (Obr. 7A), 90 % u diety s vysokocholesterolovou
dietou (Obr. 7B) a u diety methionin-cholin deficitni byla pozorovana mikrokapénkova

steatoza 70 % (Obr. 7C).

Po parcidlni hepatektomii u potkanti Prazskych hereditdrné hypercholesterolemickych
bylo pozorovano zpozdéni proti potkanim kmene Wistar za 18 i 24 hodin, kdy u potkant
s dietou SLD (Obr. 8A) i diety methionin-cholin deficitni byla 24 hod po PH pozorovana
ojedinéle mikrokapénkova steatéza — pod 5 % (Obr. 8C), u diety s vysokocholesterolovou
dietou bylo pozorovana mikrokapénkové steatdza nad 60 % (Obr. 8B).

Samostatné hodnocenou skupinou potkanii s nejvétsi pozorovanou zmeénou
v histologickych preparatech jak u potkani Wistar, tak 1 Prazskych hederitarné
hypercholesterolemickych, byla skupina s podavanou dietou s kyselinou orotovou. U této
diety byla pfed parcidlni hepatektomii potvrzena mikrokapénkova steat6za nad 70 %, resp. 80
% u PHHC. Po parcialni hepatektomii - 24 hod - byl u potkani kmene Wistar pozorovan
zanik jader hepatocytl (Obr. 7D) a u potkani PHHC mikrokapénkova i velkokapénkova
steatdza nad 90 % (Obr. 8D).
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Obr. 6 - Histologické preparaty jater u potkanii kmene Wistar a u potkani PHHC po
podavani diet SLD a CHOL pied parcidlni hepatektomii

Obr. 6A - D — Histologické preparaty jater potkant kmene Wistar (6A Wistar-SLD; 6B Wistar-CHOL) a PHHC
(6C PHHC-SLD; 6D PHHC-CHOL) pted parcialni hepatektomii po 4 tydnech experimentu (méfitko - 100 pm)

Obr. 7 Histologické preparaty jater potkani kmene Wistar 24 hod po PH

Obr. 7A - D — Histologické preparaty jater potkani kmene Wistar (7A Wistar-SLD; 7B Wistar-CHOL; 7C
Wistar-MCDD a 7D Wistar-ORO) 24 hodin po parcidlni hepatektomii (méfitko - 100 pm)
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Obr. 8 Histologické preparaty jater potkani PHHC 24 hod po parcialni hepatektomii

Obr. 8A - D — Histologické preparaty jater potkani kmene PHHC (8 A PHHC-SLD 8A; 8B PHHC-CHOL, 8C
PHHC-MCDD a 8D PHHC-ORO) 24 hodin po parcialni hepatektomii (méfitko - 100 pm)

5.2. Experiment s kyselinou ursolovou

5.2.1. Zakladni charakteristika potkantii - hmotnost potkant a spotifeba diety
Vysledky pfirtistki hmotnosti béhem podéavani jednotlivych substanci kyseliny

ursolové a spotieba diety v experimentu je uvedena v Tab. 17 a 18.

Pocate¢ni hmotnosti potkant se v jednotlivych skupinich neliSily. Vybrané skupiny
potkanll s vysokotukovou dietou vstoupily do samotného experimentu s kyselinou ursolovou
o 6 tydnt pozdéji, kdy celych 6 tydnt byli potkani krmeni vysokotukovou dietou (),
primérna spotieba diety byla od zacatku experimentu v téchto skupindch vyssi s postupnym
nartistem hmotnosti. V ostatnich skupinach se primérna spotieba diety vyznamné nelisila a
ani vahové prirtstky neprokazaly signifikantni zmény mezi jednotlivymi dietami, experiment

ale trval pouze 7 dni.
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Tab. 17. Hmotnostni pFiristky béhem experimentu s Kyselinou ursolovou

Skupiny poré atetni den 2 den 3 den 4 den S den 6 den 7 den

véha (g) (48) & | (49) &
CTRL 201 £12 220+ 12 227+ 15 230=+10 239+ 13 255+£14 | 262+12 | 240+11
bCD 202 +10 216+ 11 234+ 14 237+ 14 244 £ 12 25110 | 254+£10 | 239+12
gCD 210+ 10 224+9 237+9 240 £ 10 249+ 10 254+9 | 26410 245+9
HAF 206+ 8 224+ 10 235+ 10 241+ 10 247+ 11 256+ 11 260+9 248 £12
MAP 212+ 13 221+£12 228+ 11 231+£11 236+ 11 246+9 | 25411 | 231+11
HFgCD 198+ 12 218+13 | 231+10 242 +8 247+ 12 257+8 | 459+ 15% | 438 £ 14*
HFMAP 215+ 12 234+ 11 241 +£10 246 £ 11 25110 260+9 | 472+ 17* | 453 £ 13*

Tab. 17 Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér = SD, n=7, * p < 0,05, CTRL — kontrolni skupina (SLD dieta),
bCD — SLD dieta + B-cyklodextrin, gCD — SLD dieta + y-cyklodextrin, HAF — SLD dieta + homogenizované
jable¢né slupky, MAP — SLD dieta + mikronizované jable¢né slupky, HFgCD - vysokotukova dieta + y-
cyklodextrin, HFMAP — vysokotukova dieta + mikronizované jablecné slupky SLD — standardni laboratorni

dieta, & hodnoty — 7. tyden experimentu (den 48 a 49)

Tab. 18 Spotieba diety béhem experimentu (véetné aklimatizace)

1. tyden (aklimatizace
SLD dieta) 2. tyden 3-7.tyden A
CTRL 20,9+0,3 20,5+0,4
bCD 20,0+0,2 19,8 £ 0,4
gCD 20,6 + 0,4 20,9£0,1
HAF 19,8 £0,3 20,4+0,3
MAP 20,1+0.4 20,3£0,5
HFgCD 24,2 +0,5 * 27,5+03 * 25,6+0,5*
HFMAP 25,0£0,6 * 243+0,5* 253+04 %

Tab. 18. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér = SD, n =7, * p < 0,05; CTRL — kontrolni skupina (SLD dieta),
bCD — SLD dieta + B-cyklodextrin, gCD — SLD dieta + y-cyklodextrin, HAF — SLD dieta + homogenizované
jable¢né slupky, MAP — SLD dieta + mikronizované jablec¢né slupky, HFgCD - vysokotukova dieta + y-
cyklodextrin, HFMAP — vysokotukova dieta + mikronizované jablecné slupky SLD — standardni laboratorni

dieta, ahodnoty — 7. tyden experimentu (den 48 a 49)
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5.2.2. Vysledky biochemickych vySetieni

Hladina cholesterolu a triacylglycerida (Tab. 19) v plazmé potkanti u skupin krmenych
vysokotukovou dietou prokazaly signifikantni zvySeni proti kontrolni skupiné (Cas T1), ale
podanim 20 mg kyseliny ursolové ve form¢ mikronizované i ve formé cyklodextrinii doslo
k signifikantnimu poklesu téchto analyti (¢as T2) na hladinu odpovidajici ostatnim
experimentalnim skupinam. Koncentrace triacylglyceridii po podéani kyseliny ursolové byly
ve vSech skupindch nizsi proti kontrolni skupiné (CTRL). Katalytické aktivity enzymt béhem
podavani kyseliny ursolové nebyly zvysSeny ani v jedné skupiné. Toto potvrzuje cyklodextriny
jako latky neposkozujici jaterni parenchym a podéani pfipravenych substanci s kyselinou

urslovou se jevi jako bezpecné.

U vSech skupin potkani vcetné skupiny HFMAP byl 24 hodin po parcialni
hepatektomii (v tabulce ¢as T3) potvrzen pokles koncentrace celkového cholesterolu, jenom u
skupiny HFgCD zustaly koncentrace celkového cholesterolu na stejné hladiné jako pied

parcialni hepatektomii. (Tab. 19).
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Tab.19. Hladiny biochemickych markeri

Skupiny
Cas CTRL bCD gCD HAP MAP HFgCD a | HFMAP A
T 0,9 1,02 0,8 0,78 0,78 0,81 091
(0,81-0,98) (0,86-1,08) (0,69-0,87) (0,74-0,86) (0,69-0,95) (0,73-0,94) (0,85-0,98)
ALT - 0,89 1,01 0,75 0,81 0,78 0,76 0,94
(nKat/l) (0,78-0,99) (0,86-1,16) (0,62-0,89) (0,73-0,91) (0,69-0,93) (0,702-0,90) (0,83-1,05)
T3 7,03 4,51 7,34 5,12 4,97 5,05 10,54
(5,62-8,15) (3,72-5,86) (5,60-7,98) (3,56-5,92) (3,44-5,28) (3,59-7,32) | (9,85-11,24)*
T 1,43 1,55 1,37 1,46 1,31 1,48 1,36
(1,36-1,89) (1,50-1,95) (1,20-1,74) (1,38-1,82) (1,25-1,60) (1,24-1,79) (1,23-1,44)
AST T2 1,66 1,61 1,45 1,44 1,38 1,50 1,39
(ukat/l) (1,30-1,87) (1,31-1,89) (1,20-1,73) (1,31-1,68) (1,24-1,62) (1,28-1,78) (1,25-1,50)
. 791 6,36 7,85 9,16 8,43 6,75 12,29
(6,92-10,02) (5,45-8,83) (4,93-10,62) | (5,97-11,01) (7,12-9,85) (5,74-9,38) | (10,21-13,77)
. 1,46 1,32 1,49 1,42 1,37 2,21 2,24
(1,31-1,58) (1,24-1,36) (1,34-1,56) (1,28-1,58) (1,30-1,8) (2,01-2,30)* | (2,10-2,29)*
tCH T 1,43 1,34 1,45 1,47 1,54 1,73 1,42
(mmol/l) (1,25-1,62) (1,21-1,39) (1,38-1,56) (1,37-1,72) (1,37-1,72) 1,54-1,88)" | (1,31-1,49)*
e 0,99 0,99 1,01 0,95 0,92 1,86 1,04
(0,94-1,02) (0,93-1,02) (0,82-1,14) (0,65-1,00) (0,90-1,06) | (1,74-2,00)** | (1,01-1,16)*
Tl 2,19 1,59 1,78 1,76 1,71 3,81 3,73
(1,86-2,31) (1,52-2,02) (1,67-2,04) (1,62-2,03) (1,65-1,88) 2,86-4,77)* | (3,01-4,56)*
TAG . 2,03 1,56 1,79 1,73 1,11 2,09 1,92
(mmol/l) (1,92-2,03) (1,42-1,73)* | (1,58-1,90)* | (1,61-1,91)* | (0,90-1,38)* | (2,01-2,93)" | (1,64-2,51)"
. 0,46 0,46 0,49 0,36 0,56 0,79 0,64
(0,43-0,62) (0,42-0,53) (0,38-0,68) (0,31-0,54) (0,44-0,62) 0,67-091) " | (0,57-0,72)*
. 33,53 18,85 23,89 18,29 15,70 15,80 18,56
(22,01-36,22) | (15,31-28,32) | (16,73-32,70) | (15,38-26,38) | (11,55-23,82) | (10,67-23,67) | (15,73-32,51)
7K T2 30,19 17,86 23,07 19,85 16,43 14,18 19,71
(umol/l) (23,81-36,95) | (15,09-29,81) | (19,21-30,65) | (15,76-28,49) | (11,92-27,96) | (10,96-24,78) | (13,08-25,50)
. 97,04 (}(1);’3?_ 123,52 74,05 40,88 92,78 39,16
(85,72-124,73) 156’29) (94,19-156,94) | (57,54-116,35) | (35,17-42,10)* | (74,51-112,01) | (32,71-45,61)*

Tab. 19. Hodnoty vyjadiené jako median a interkvantilové rozpéti, *p < 0.05 vs. CTRL skuping, * p < 0,05 vs.T1

tj. pfed podanim kyseliny ursolové

CTRL — kontrolni skupina (SLD dieta), bCD — SLD dieta + B-cyklodextrin, gCD — SLD dieta + y-cyklodextrin,
HAF — SLD dieta + homogenizované jablecné slupky, MAP — SLD dieta + mikronizované jablecné slupky,
HFgCD - vysokotukova dieta + y-cyklodextrin, HFMAP — vysokotukova dieta + mikronizované jable¢né slupky
SLD - standardni laboratorni dieta, ahodnoty — 7. tyden experimentu (den 48 a 49)

T1 - koncentrace vybranych biochemickych markerti pred podanim kyseliny ursolové
T2 - koncentrace vybranych biochemickych markert po podani kyseliny ursolové

T3 - koncentrace vybranych biochemickych markerti 24 hodin po ¢astecné hepatektomii
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5.2.3. Exprese mRNA HGF a koncentrace HGF v plazmé

Ovlivnéni jaterni regenerace kyselinou ursolovou podavané v riznych forméch na

jaterni regeneraci po Castecné hepatektomii je prezentovan v Tab. 20. Exprese mRNA HGF

byla signifikantn¢ zvySena u skupiny HAP a HFgCD v jatrech 24 hod po PH. Déle byly

stanoveny koncentrace HGF v plazmé, jejichz statisticka vyznamnost je v souladu s vysledky

exprese mMRNA HGF a byla potvrzena korelace mezi expresi HGF a koncentraci HGF

v plazmé (Graf ¢.1). Exprese HGF a plazmatické hladiny HGF byly zéarovenn porovnany

s vypocitanym parametrem ,,Hepatic regeneratic rate* (HRR) ziskanym z hmotnosti jater pii

PH, po PH a odhadnutou hodnotou celkové hmotnosti jater [94]. Byly nalezeny vyznamn¢

zvySené vysledky u skupin HAP a HFgCD proti kontrolni skupiné. ZvySené ale nikoli jiz

signifikantné jsou 1 vysledky skupiny gCD (p <0,05).

Tab. 20. Vliv jednotlivych diet na expresi mRNA HGF, koncentrace HGF v plazmé a

vypocet HRR

Skupina | CTRL bCD gCD HAP MAP | HFgCDa | HFMAPA
HGF (ng/l) 31,46 43,58 55,76 62,67 43,56 63,58 41,96

v krvi (25,05-42,82) | (36,22-48,06) | (4191-59,83) | (57,11-68,52)* | (34,36-49.,62) | (56,88-78,83)* | (34,04-52,87)
Exprese mRNA 1,108 1,097 1,260 1,975 1,037 1,341 2,178

HGF (1,09-1,203) | (1,02-1,193) | (1,16-1,315) | (1,815-2,109)* | (0,987-1,126) | (1,256-1,497)* | (1,893-2,226)*
HRR (%) 11,4 154 14,5 17,4 15,5 17,7 17,3

° ®5-141) | (125-17,6) | (128-171) | (158-199)* | (127-17,1) | (16,1-19,7)* | (159 —18,9)*

Tab. 20 Hodnoty vyjadifené jako median a interkvantilové rozpéti, *p < 0,05 vs. CTRL skupiné; CTRL —

kontrolni skupina (SLD dieta), bCD — SLD dieta + B-cyklodextrin, gCD — SLD dieta + y-cyklodextrin, HAF —
SLD dieta + homogenizované jablecné slupky, MAP — SLD dieta + mikronizované jable¢né slupky, HFgCD -
vysokotukova dieta + y-cyklodextrin, HFMAP — vysokotukova dieta + mikronizované jableéné slupky SLD —
standardni laboratorni dieta, ahodnoty — 7. tyden experimentu (den 48 a 49)
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Graf 1. Sperman korelace exprese mRNA HGF a koncentrace HGF v plazmé
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5.2.4. Exprese mRNA CYP7A1 a koncentrace Zlu¢ovych kyselin v plazmé

Snizené¢ koncentrace zlucovych kyselin byly nalezeny u skupin MAP a HFMAP, nicméné

podle hladin ZluCovych kyselin ani exprese mRNA CYP7A1 nedoslo k blokovani toku

zluCovych kyselin (Tab. 21). Korelace mezi expresi CYP7A1 a hladinou Zlucovych kyselin po

parcialni hepatektomii nebyla nalezena (R= -0,0484).

Tab. 21. Exprese mRNA CYP7A1 a hladiny Zlu¢ovych kyselin 24 hodin po pH

SKUPINA | CTRL bCD gCD HAP MAP | HFgCDa HFMAPA
N 111.49
7K po PH 97.04 (10801 123.52 74.05 40.88 92.78 39.16
(umol/l) (85.72-124.73) 156 '29)‘ (94.19-156.94) | (57.54-116.35) | (35.17-42.10)* | (74.51-112.01) | (32.71-45.61)*
exprese mRNA 0.535 0.751 0.543 0.852 0.769 0.885 0.370
CYP7A1 (0.397-0.672) | (0.566-0.838) | (0.409-0.596) | (0.767-0.912) | (0.627-0.803) | (0.639-0.916) | (0.315-0.458)

Tab 21 Hodnoty vyjadiené jako medidn a interkvantilové rozpéti, *p < 0.05 vs. CTRL skupiné; CTRL —

kontrolni skupina (SLD dieta), bCD — SLD dieta + B-cyklodextrin, gCD — SLD dieta + y-cyklodextrin, HAF —
SLD dieta + homogenizované jablecné slupky, MAP — SLD dieta + mikronizované jable¢né slupky, HFgCD -
vysokotukova dieta + y-cyklodextrin, HFMAP — vysokotukova dieta + mikronizované jableéné slupky SLD —
standardni laboratorni dieta, ahodnoty — 7. tyden experimentu (den 48 a 49)

5.2.5. Regulace syntézy cholesterolu béhem parcialni hepatektomie — SREBP a PPARa

Kli¢ovou ulohu v udrzeni homeostazy cholesterolu maji receptory sterol regulatory

element binding protein (SREBP) a nukledrni receptor peroxisome proliferator-activated

receptor (PPARa), ktery zintenziviiuje reverzni transport cholesterolu zvySenim syntézy

apoA-I. SREBP zahajuje expresi geni — HMG-CoA reduktazy, LDL receptoru a skvalen

syntazy. Vyznamné zvySeni exprese SREBP bylo potvrzeno u skupiny HAP, a naopak u
yntazy. Vy y p ylo p pmy P

ostatnich skupin je 24 hod po PH syntéza cholesterolu pfes SREBP potlacena v porovnani

s kontrolni skupinou. Exprese PPARa byla vyznamné zvySena u vSech skupin kromé bCD.

Tab. 22. Exprese mRNA SREBP a PPARa 24 hodin po pH

Skupina CTRL bCD gCD HAP MAP | HFgCDa |HFMAPA
exprese mRNA 1,854 0,822* 1,532 2,688* 1,335* 1,025* 0,804*

SREBP (1,701-1,962) | (0,711-0,895) | (1,287-1,721) | (2,395-2,922) | (1,264-1,508) | (0,861-1,115) | (0,734-0,829)
exprese mRNA 0,498 0,721 1,644% 2,128% 1,404% 1,974% 2,144%

PPAR« (0,417-0,614) | (0,524-0,985) | (1,318-1,924) | (2,024-2,305) | (1,212-1,774) | (1,831-2,044) | (1,991-2,424)

Tab. 22 Hodnoty vyjadiené jako median a interkvantilové rozpéti, *p < 0.05 vs. CTRL skupiné; CTRL —

kontrolni skupina (SLD dieta), bCD — SLD dieta + B-cyklodextrin, gCD — SLD dieta + y-cyklodextrin, HAF —
SLD dieta + homogenizované jablecné slupky, MAP — SLD dieta + mikronizované jable¢né slupky, HFgCD -
vysokotukova dieta + y-cyklodextrin, HFMAP — vysokotukové dieta + mikronizované jable¢né slupky SLD —
standardni laboratorni dieta, ahodnoty — 7. tyden experimentu (den 48 a 49)
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5.3. Experiment s kyselinou ursolovou - dechové testy

Do nasi pilotni studie zjist'ujici funkcéni kapacitu jater pro metabolické funkce béhem
jaterni regenerace prostfednictvim podani *C fenylalaninu byly vybrany dvé substance
kyseliny ursolové — ve form¢ mikronizatu (MAP) a y-cyklodextrinu (gCD podavaného dvéma
zpusoby p.o. a i.v.). Vysledky pfemény *C fenylalaninu vyjadiené jako kumulativni mnozstvi
13CO,/hod. jsou uvedeny v tabulce 23 (Tab. 23 a Graf 2.). Dechové testy byly provedeny u
potkanti pred Castecnou hepatektomii, kdy vysledky prokazaly mnozstvi vydechovaného
13CO, ve viech skupinach stejné (v tabulce ¢as T1). Po podani ursolatu s gCD (skupiny gCD
p.o.1gCD i.v.) 1 MAP doslo k signifikantnimu zvyseni v porovnani s kontrolni skupinou (v
tabulce ¢as T>). Skupina potkani s intraven6znim podanim ursolatu ve form¢ y-cyklodextrinu
prokazala nejrychlejsi pfeménu '3C fenylalaninu, coZ je nejspise zpiisobeno formou podani.
Skupiny s kyselinou ursolovou podanou p.o. (skupiny gCD a MAP) téz prokazaly vyznamné
zvySeni proti kontrolni skupin€, u niz zlstaly hodnoty kumulativniho mnozstvi
vydechovaného *CO,/hod. stejné jako pted parcialni hepatektomii. Po ¢aste¢né hepatektomii
zlstaly hodnoty kumulativniho mnozstvi *COz/hod. u vSech experimentalnich skupin
s kyselinou ursolovou obdobné¢ vysoké jako pted parcidlni hepatektomii a doslo k nartstu
vydechovaného '*CO; doslo i u kontrolni skupiny (v tabulce ¢as T3). Nase vysledky prokazaly
stimulaci jaternich hepatocyti pfeménou fenylalaninu jesté pred ¢astecnou hepatektomii.

Tab. 23. Kumulativni mnoZstvi vydechovaného 3CO: odpovidajici celkové kapacité
metabolickych funkci béhem jaterni regenerace

SKUPINA CTRL gCD i.v. gCD p.o. MAP
pred podani ursolatii (pfed | 0 o5 5 ¢ 20.6+58 31,81 +4.65 22,18 4.0
zaCatkem experimentu) — T1
po podini ursolati — T2 | 3135265 | 2L | 460r 58| S007 4,67
24 hod po PH — T3 55,6140+ | 0334EIDT | 4334 448+ | 55,28+3,05

Tab. 23 Hodnoty vyjadfené jako median a interkvantilové rozpéti, *p < 0.05 vs. CTRL skuping;

CTRL — kontrolni skupina (SLD dieta), gCD i.v. — SLD dieta + y-cyklodextrin podany i.v.,

gCD p.o. — SLD dieta + y-cyklodextrin podany p.o., MAP — SLD dieta + mikronizované jablecné slupky
Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné CTRL (* p < 0,05, *** p <0,001)

Signifikantni rozdily v rdmci skupiny (* p<0,05, * p<0,001)
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Graf 2. Kumulativni mnoZstvi vydechovaného 3CO2
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6. DISKUZE

6.1. Experiment s navozenim NAFLD

V piedkladané disertacni praci byl studovan vliv steatozy jater na pribch jaterni
regenerace. Pro zhodnoceni jaterni regenerace u jater poskozenych NAFLD jsme zvolili tfi
rizné experimentalni diety podle literatury navozujici NAFLD a zaroven jsme zvolili 2
kmeny potkant — zdravé potkany kmene Wistar a Prazské hereditarné hypercholesterolemické
potkany (PHHC) - jde o inbredni linii potkani s vysokou bazalni cholesterolémii,
indukovanou pouze dietnim cholesterolem. Hypercholesterolemie je u téchto potkant
zpusobena poruchou zpétnovazebné regulace syntézy cholesterolu v jatrech a slozeni

lipoproteind a metabolismus lipidi je z tohoto diivodu velmi podobné lidské patologii.

Prvni zvolenou dietou pro navozeni modelu NAFLD byla dieta obohacend o 4 %
cholesterolu rozpusténého v kukuficném oleji, ktery svym sloZenim nasycenych a omega-6
polynenasycenych mastnych kyselin pfispivd ke zvySeni peroxidace lipoproteinli zvySenou
aktivitou NF-«B i TNFa s disledkem zvySené fibrotizace jaterni tkan€. Vysokocholesterolova
dieta u potkani kmene Wistar krmenych 28 dni zpusobila v souladu s literaturou [5, 130]
zvySeni plazmatickych hladin lipidd — celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a
triacylglyceridi. Na zdkladé¢ vysledki jsme prokazali, Ze nadmérny ptijem cholesterolu
potravou v nasem experimentu nevedl k ovlivnéni syntézy a vstiebani cholesterolu. Po 4
tydnech podéavani této diety byla potvrzena indukovana prosta steatéza bez zndmek zanétu ¢i
fibrotickych zmén a bez signifikantnich zmén aktivit ALT a AST. Stanovené hladiny inzulinu
a signifikantn€ zvySené hladiny gluk6ézy v porovnani s kontrolni skupinou v naSem
experimentu prokazuji, ze sekrece inzulinu neni dostate¢nd k udrzeni normoglykemie a pfi

delSim podavani této diety by pravdépodobné mohlo dojit k rozvoji inzulinové rezistence.

Dal8im vhodnym modelem pro navozeni NAFLD se zdala byt dieta methionin-cholin
deficitni, u niZ by mél byt navozen malnutriéni stav s vahovym ubytkem bez inzulinové
rezistence [18]. Dieta MCDD nicméné v naSem experimentu prokizala u potkanii kmene
Wistar nejvyssi spotiebu diety béhem 28 dni, kterd byla doprovdzena adekvatnim nariistem
hmotnosti. Histologické néalezy i hladiny celkového cholesterolu a triacylglyceridi v krvi
nevykazovaly signifikantni zmény proti kontrolni skupiné potkana. Stejné tak katalytické
aktivity enzyml ALT a AST neprokazaly signifikantni zmény proti kontrolni skupiné. U této

skupiny potkanii byly zméteny vyznamné zvysené exprese HMG-CoA reduktazy i zvySena
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esterifikace cholesterolu v jaterni tkani. Tyto vysledky potvrzuji naruSeni sekrece VLDL

z jater a jsou v souladu se zavery publikace Vetelédinen [8].

Posledni experimentalni dietou byla dieta s kyselinou orotovou, kterda ukazala u
snizend bazalni hladina cholesterolu a TAG, a zarovenl byla u téchto potkan potvrzena
zvysena hladina bilirubinu a jaternich enzymu. VSechny tyto vysledky potvrdily zvySenou
oxidaci mastnych kyselin, a to jest¢ pred samotnou parcidlni hepatektomii a souhrnné
prokazuji, Ze reparacni a regeneracni procesy vedouci k navratu k bazalnimu metabolismu

byly podpofeny jiz pfed samotnym chirurgickym zakrokem.

Pti sledovani zmén hladin lipidovych markert béhem experimentu u jednotlivych diet
byl nakonec potvrzen stejny trend vysledkl pfi porovnani vysledkii mezi kmeny Wistar a
Prazskych hereditarné hypercholesterolemickych potkani. U PHHC potkani bylo potvrzeno,
ze syntéza cholesterolu i1 pfes vyssi bazalni hladinu cholesterolu byla signifikantné zvySena ve
vSech dietnich skupindch proti potkanim kmene Wistar, coz lze vysvétlit snahou o udrzeni
rovnovahy mezi cholesterolem a mastnymi kyselinami v jatrech. Hladina inzulinu u vSech
PHHC potkanti byla vyznamné snizend souCasné se zvySenou hladinou glukézy u vsech
skupin PHHC v porovnani s kontrolni skupinou, coz téZ prokazuje nedostate¢né udrzeni

normoglykemie.

Jaterni regenerace byla hodnocena na zikladé inkorporace *H-thymidinu do DNA a
byla zhodnocena syntéza DNA po provedené parcialni hepatektomii. Pfi porovnani syntézy
DNA u kontrolni skupiny byla prok4dzana snizena hladina syntézy DNA 24 hodin po PH u
potkani kmene Wistar i PHHC s vysokocholesterolovou dietou. Prokazatelné¢ zpozdéni
syntézy DNA pfi porovnani syntézy DNA za 18 a 24 hodin potvrdilo zpozdéni proti kontrolni
skupiné. Akumulace lipidii v jatrech je vysledkem poruSené rovnovahy mezi syntézou
triacylglyceridi a mastnych kyselin a jejich exkreci ovlivnénou signifikantnim zvySenim
exprese LDL receptoru, HMGCoA reduktazy spolu se sniZzenou esterifikaci ACAT-2.
Nadmérné mnozstvi lipidi vedlo ke zvySeni peroxidace v hepatocytarnich membranach a
k rozvoji oxida¢niho stresu z divodu mitochondrialni dysfunkce. U PHHC potkant je toto
zpozdéni vyznamnéj$i nez u potkantd Wistar, z divodu nadmérného mnozstvi lipidd v jatrech.
Hepatocyty preferujici lipidy jako zdroj energie potiebuji nemalé mnozstvi lipidd pro
novotvorbu membran, a 1 kdyz je ptfechodna akumulace tuki v ¢asné fazi regenerace

nepostradatelna, piredpokladame, Ze nadbyte¢né mnozstvi lipidii ma za nésledek rozptazeni
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fosforylace [49] a snizeni ATP [77], v jehoz dusledku dochazi ke zpozdéni jaterni regenerace

v porovnani s kontrolni skupinou.

Vysledky syntézy DNA, histologické nalezy a hmotnosti dortstajicich jater u potkant
kmene Wistar s dietou methionin-cholin deficitni jsou v souladu se zavéry publikace Picarda
[5], ktery potvrdil na zdkladé nezménéné exprese cyklinu E a tim pfechodu Gl a S faze
bunécného cyklu stejné vysledky proliferace hepatocytli pii porovnani kontrolni a MCDD
diety u potkant. Nedostatek cholinu a methioninu v diet¢ by mél téz potvrdit zmény ve
fosfolipidové membrané endoplazmatického retikula jaternich bunék, ale toto v naSem
experimentu prokdzano nebylo. Divodem by mohlo byt nahrazeni nedostatku téchto dvou

aminokyselin vy$§im mnozstvim argininu [131].

Enzymatické aktivity ALT a AST prokézaly u diety s kyselinou orotovou signifikantni
zvySeni u obou kmenti potkant, a to jiz pied parcidlni hepatektomii. Histologicka vySetieni
prokazala zanik jader hepatocytii 24 hodin po parcialni hepatektomii. Vysledky hladin lipida,
jaternich enzyml a syntéza DNA ukazaly téZké poSkozeni jater touto dietou, téméf
neslucitelné s prezitim. Poskozeni jater u potkani kmene Wistar bylo natolik velké, ze
syntéza DNA témét neprobihala. U PHHC potkanti bylo poskozeni jater mens$i a syntéza
DNA probihala na rovni srovnatelné s kontrolni skupinou. To sice ukazuje lepsi adaptaci
PHHC potkant k oxidaénimu stresu zptisobenému vysS§im obratem lipidid, oxidaci mastnych
kyselin a mitochondridlni dysfunkci. Nicméné dieta s kyselinou orotovou se v nasem

experimentu prokdzala jako nevhodna pro dietni model navozujici NAFLD.

6.2. Experiment s kyselinou ursolovou

Druha ¢ast disertacni prace spocivala v objasnéni pusobeni kyseliny ursolové ziskané
z piirodnich zdroji na jaterni regeneraci a na expresi vybranych nuklearnich receptorti u

potkant se soucasnym sledovanim hladin plazmatickych lipoproteini.

Vliv kyseliny ursolové na lipidovy metabolismus byl sledovan nejen pii podavani
standardni diety, ale 1 pfi podavani diety vysokotukové. Kyselina ursolova je latka
hydrofobni, s ¢imz souvisi jeji nizkd biologickd dostupnost. Diky tomuto uskali mnoho
experimentll vyuziva extrakci kyseliny ursolové v organickych rozpoustédlech, coz sice zvysi

jeji biologickou dostupnost, ale pro budouci pouziti v potravinafstvi nebo farmacii je tento
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postup nevhodny. Zvyseni biologické dostupnosti jsme se snazili docilit vyuzitim
mikronizace a homogenizace — postupli ve farmacii ¢asto pouzivanych. Pro experiment byla
zvolena velikost ¢astic 5 um (nebo vice jak 5 um), ktera jiz byla vyzkouSena v experimentu
Biswase [123], a ktery potvrdil zvySeni biologické dostupnosti kyseliny ursolové ve formé
fosfolipidovych komplext stouto velikosti ¢astic. Dalsi moznosti bylo vyzkouSeni
enkapsulatu s B- a y-cyklodextriny, oligosacharidy casto pouzivanymi v potravinaiském

pramyslu, kdy se vyuziva zapouzdieni kyseliny ursolové v jejich hydrofobnim stfedu.

Cilem prace bylo ovéftit efekt prirodnich zdroji kyseliny ursolové a enkapsulovanych
forem kyseliny ursolové na jaterni regeneraci a najit dostupny biochemicky marker z krve pro

ovéfeni jaterni regenerace.

Homeostaza cholesterolu po pfijmu vysokotukové diety byla pozménéna a rovnovaha
mezi de novo syntézou v jatrech, absorpci ve stieveé a biliarni exkreci by méla byt narusena.
V nasem experimentu podani vysokotukové diety po dobu 6 tydnli potkanim kmene Wistar
vedlo k signifikantnimu zvySeni hladin celkového cholesterolu a triacylglyceridii v krvi. Pfi
podavani kyseliny ursolové v mikronizované form&é a ve formé enkapsulatu s y-
cyklodextrinem bylo docileno snizeni koncentraci hladin cholesterolu a triacylglycerid
v porovnani s kontrolni skupinou jiz po sedmi dnech od zacatku experimentu. Tyto vysledky
jsou v souladu se zndmymi hypolipidemickymi G¢inky kyseliny ursolové [132]. Dlivodem by
mohlo byt snizeni aktivity HMG-CoA reduktazy, coz je v souladu s experimentem po

podavani flavonoidového komplexu s kyselinou ursolovou [133].

Enzymatické aktivity aminotransferdz jsou velmi citlivé pfi prokazovani poSkozeni
hepatocytli, jejich aktivita je nezavisla na etiologickych faktorech a ALT je jednim ze
spolehlivych markert indikujicich degradaci hepatocytii. V nasem experimentu enzymaticka
aktivita ALT pred parcidlni hepatektomii po podavani kyseliny ursolové nepotvrdila jaterni

poskozeni, aktivity ALT i1 AST byly v porovnéni s kontrolni skupinou stejné.

Vliv kyseliny ursolové byl sledovan nejen na pribéh jaterni regenerace, ale i na

.....

volnych mastnych kyselin a proliferacni faze zacinajici nejdiive 12 aZ 18 hodin po ¢astecné
hepatektomii preferuje jako primarni zdroj energie lipidy a ztohoto divodu je dilezitd
pfechodnd akumulace lipidii v jatrech potkani. Ve vSech skupinach byla po parcidlni

hepatektomii nalezena vyznamné zvySend exprese PPARa. Tento nuklearni receptor
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podporuje oxidaci mastnych kyselin a tim podporuje urychleni nastupu syntézy DNA
v hepatocytech. V nasem experimentu se ukazalo, ze i pfes podavani vysokotukové diety
nedoslo ke snizeni exprese PPARa, resp. exprese PPARa zilstaly stejné v porovnani
s ostatnimi skupinami potkanti. Exprese dalSiho jaderné¢ho receptoru SREBP potvrdila
signifikantni zvySeni exprese pouze ve skupiné s kyselinou ursolovou podavanou ve formé
homogenatu (HAP), kde byl téz prokdzan nejrychlejsi nastup jaterni regenerace. Narust de
novo syntézy mastnych kyselin pfes SREBP, ktery ovliviiuje expresi HMGCoA reduktazy a

LDL receptoru, souvisi s rychlejSim nastupem proliferacni faze.

Parcialni hepatektomie potvrdila u ALT a AST nizsi aktivity enzyml v porovnani
s kontrolni skupinou u vSech experimentilnich skupin s kyselinou ursolovou kromé
vysokotukové diety s mikronizovanou kyselinou wursolovou. Toto zjiSténi potvrzuje
domnénku, ze kyselina ursolovd mé protizanétlivé ucinky a inhibuje aktivaci NFkB a AP-l.

[134].

V naSem experimentu byl pribéh jaterni regenerace sledovan na zakladé stanoveni
hepatocytarniho ristového faktoru (HGF) molekularné — biologickymi technikami, ale i
rutinné dostupnymi kity zaloZzenymi na principu enzymatické EIA. Hepatocytarni riistovy
faktor je prokdzan jako mitogenni latka s hlavnimi ucinky na jaterni rast [20, 34, 133].
Vysledky exprese mRNA HGF potvrzuji zvySeni exprese ve vSech skupinich potkant
v porovnani s kontrolni skupinou. Signifikantni zvySeni bylo potvrzeno u skupiny s kyselinou
ursolovou ve formé homogenatu 1 u vysokotukové diety s y-cyklodextrinem (HFgCD).
Stanoveni HGF s vyuZitim kitu EIA stejné jako exprese mRNA HGF potvrdilo signifikantni
zvySeni u stejnych skupin potkanii a byla nalezena korelace odpovidajici linearni zavislosti
mezi HGF stanovenim bézn€ dostupnou technikou v rutinni laboratofi a molekularné
biologickymi technikami. Hladiny HGF 1 vysledky exprese HGF jsou v souladu
s kalkulovanou jaterni regeneraci [94] vychazejici z porovnani hmotnosti jater pfed a po
castecné hepatektomii. ZvySeny hepatocytarni regenera¢ni pomér (HRR) by u vysokotukové
diety mohl souviset s vy$si akumulaci tuki v jatrech diky jejimu dietnimu ptijmu, ale zaroven
v téchto skupindch byla nalezena signifikantné€ zvySena exprese HGF. To potvrzuje myslenku,
regenerujici jatra. Podobné zavéry zvazuje ve své publikaci Haldrup [135]. Nase vysledky
jaterni regenerace jsou v souladu s jedinou publikaci rozpoustéjici kyselinu ursolovou ve

fyziologickém roztoku [121], kdy 1 ptes nizkou biologickou dostupnost bylo potvrzen vliv na
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UA na bunéény cyklus stimulaci exprese cyklini v G1 fazi bunéného cyklu a C/EBP

proteind — specidlné na cyklin D1 a E proteiny zapojené v bunécném cyklu.

Vyznamna zména hladin Zlucovych kyselin po parcialni hepatektomii souvisejici
s narustem toku krve zbyvajici jaterni tkdni, ukazuje zlucové kyseliny jako dilezitou soucast
probihajici jaterni regenerace. Koncentrace zluCovych kyselin byly niz§i u skupiny s
mikronizovanou kyselinou ursolovou, a to jak sdietou standardni laboratorni, tak
s vysokotukovou dietou, nicméné¢ podle koncentraci zluCovych kyselin a podle exprese
CYP7A1 nedoslo k blokovani toku zlucovych kyselin v zadné skupiné potkand a nedoslo ke
sniZzeni ¢i zablokovani jaterni regenerace. U skupin s cyklodextriny jsou hladiny zlu¢ovych
kyselin mirn¢ zvySené a zaroven je zvySena i exprese CYP7A1l i HGF, coz by mohlo
potvrzovat mySlenku, Ze mirné ptetizeni zluCovymi kyselinami plsobi pozitivné jako
regeneracni spousté¢ [136]. Zhang [71] prokazal, Ze strava obsahujici 0,2 % kyseliny cholové
vykazuje stimulacni a antioxidacni ucinky pfi jaterni regeneraci, ale téz bylo potvrzeno, ze
vy$§i koncentrace kyseliny v dieté cholové 1 % vyvolava apoptdzu a vedlo k vySsi amrtnosti

mysi po PH.

Kyselina ursolova piipravend homogenizaci byla prokazana v naSem experimetnu jako
nejvice vhodnd forma pro jaterni regeneraci, prestoze kyselina ursolovd jako inkluzni
slou¢enina s vy-cyklodextriny téZz ukazuje na akceptovatelné vysledky. Dale bylo
v experimentu prokdzano, ze kyselina ursolova stimuluje DNA syntézu s niZsi enzymatickou
aktivitou ALT a AST po invazivnim zakroku. Vysledky ukazuji, Ze homogenizované jable¢né
slupky odridy Jonagold jsou vhodnym biologicky dostupnym zdrojem kyseliny ursolové
pfipravenym bez pouziti toxickych chemickych rozpoustédel. Kyselina ursolové se na zakladé

naSich dosazenych vysledkl ukazuje jako G¢inné hepatoprotektivum.

6.3. Experiment s kyselinou ursolovou — dechové testy

Bé&hem regenerace maji jatra dvé dilezité funkce - prvni je zregenerovat jaterni tkan
z hlediska velikosti a druhd je udrzovat zdkladni funkce, kdy jsou jen vitdlni funkce
udrzovany. Aktualni data potvrzuji, Ze fenylalanin je popisovan jako dynamicky marker
regenerace reagujici rychleji nez dalsi katalytické aktivity enzymt ALT, AST, ALP ¢i syntéza
albuminu nebo hladina bilirubinu. V grafu rozdil '*CO, béhem procesu regenerace je po

podani ursolatu i po parcidlni hepatektomii v obou formach vidét signifikantné zvySena
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hladina '>CO,. Enzym fenylalaninhydroxyldza (PAH), ktery je dilezity pro !*C
fenylalaninovy metabolismus, je pfitomen nejen v jatrech, ale i v ostatnich organech jako jsou
ledviny. Nicmén¢ Manjumath [137] indikoval, Ze CasteCnad hepatektomie u potkanti neméni
signifikantné¢ hladinu enzymu PAH u ledvin. Proto Ize predpokladat, ze zmény
v exprimovaném vzduchu '3CO» b&hem procesu regenerace miizou byt ovlivnény pouze
jaterni regeneraci a ukazuji na metabolickou kapacitu jaterni tkané [106]. Vyhodou
neinvazivnich dechovych testi je jejich nezavislost vici lékovym interakcim a minimalni

vedlejsi ucinky po poziti fenylalaninu.

Degradace cyklodextrinu probihd ve stfevé, po podani per os je cyklodextrin
degradovén na CO2 z 99,98 % [138]. Pii podani y-cyklodexrinli i.v. je polocas rozpadu 20
minut a nasledné se dostava z 90 % do moci. Kyselina ursolova uvolnéna z cyklodextrinu ¢i
ve form¢ mikronizatu pfechazi pfes bunécné membrany stfevni epitelie transcelularné [26,
139], coz bylo potvrzeno i in vitro experimentem s Caco2 transportnim modelem [140].
Rychlost degradace cyklodextrini a uvolnéni kyseliny ursolové byly béhem naseho

experimentu potvrzeny.

Klinicky pfinos dechovych testii prokazal Burke et al. [141], kdy porovnal vysledky
experimentu °C phenylalaninu u pacienti a porovnal s Child Plughovou klasifikaci
pouzivanou k hodnoceni pacientii s chronickym jaternim onemocnénim. Vysledky dechového
testu v naSem experimentu pii podavani kyseliny ursolové prokazaly pfed i1 po parcidlni
hepatektomii zlepSeni jaterni funkce, a potvrzuji tim mySlenku moZnosti ovlivnéni ptipadnych
preoperacnich 1 postoperacnich komplikaci u pacienti podstoupivsich resekci ¢i transplantaci

jater.

Dechovymi testy bylo prokazano, ze kyselina ursolovd podavana obéma zptsoby (p.o.
a i.v.) ve form¢ enkapsulatu s cyklodextriny i jako mikronizat vykazuje pozitivni ucinky na
jaterni tkan jesté pfed parcialni hepatektomii a potvrzuji tim kyselinu ursolovou jako latku

s hepatoprotektivnimi Gc¢inky.
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7. ZAVER

Diserta¢ni prace rozsifuje a dopliiuje poznatky tykajici se jaterni regenerace a jejiho
ovlivnéni po ¢astecné hepatektomii. Pozornost byla zaméfena na hodnoceni prib¢hu jaterni
regenerace u poSkozenych jater navozenych nutriné vysokocholesterolovou dietou, dietou
methionin-cholin deficientni a dietou s pfidavkem kyseliny orotové. Pfijem diety s vysSim
obsahem cholesterolu ovlivnil lipidovy metabolismus a zptsobil ocekdvanou prostou jaterni
steatdzu u této skupiny potkani bez zndmek zancétu a fibrozy. Pfi porovnani rychlosti
regenerace zhodnocenim syntézy DNA za 18 a 24 hodin po casteCné hepatektomii mezi
potkany kmene Wistar a PHHC bylo prokdzdno zpozdéni nastupu regenerace u diety
vysokocholesterolové potvrzujici mozné komplikace pro pacienty s prostou steatdézou
podstupujici resekci ¢i transplantaci jater. Jaterni regenerace u diety methionin-cholin
deficitni neprokdzala zménu proti kontrolni skupiné a tento model pro studium jaterni
regenerace neni zcela vhodny, stejné tak jako model s ptidavkem kyseliny orotové, ktera
zpusobila poskozeni jaterni tkdné takového rozsahu, Ze po parcidlni hepatektomii bylo

neslucitelné s prezitim.

4

Druhé ¢ast disertacni prace se zame¢fila na ovlivnéni hladin lipidi podanim biologicky
dostupné kyseliny ursolové, které se projevilo snizenim hladin cholesterolu a triacylglycerid
v krevnim tecisti bez poskozeni jaterniho parenchymu. Jaterni regenerace byla u vSech skupin
hodnocena molekularné biologickymi technikami v jaterni tkani 1 méfenim hepatocytarniho
rustového faktord v krvi. Pii porovndni vysledk byla nalezena korelace, ktera potvrzuje
po chirurgickych operacich. Kyselina ursolovd ve form¢ homogenatu 1 enkapsulatu
s y-cyklodextriny pfipravenych bez pouziti rozpousStédel stimulovala jaterni regeneraci, coz
bylo potvrzeno méfenim obéma technikami. U vybranych skupin potkanti bylo potvrzeno
pozitivni ovlivnéni funkéni kapacity jater podanim kyseliny ursolové jesté pied parcialni
hepatektomii. Sledované markery prokazuji vliv kyseliny ursolové na jaterni tkan za

prospesné a potvrzuji kyselinu ursolovou jako vyznamné hepatoprotektivum.
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