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SOUHRN

Steatéza jater je onemocnéni  charakterizované  hromadénim
triacylglyceroll v cytoplazmé jaternich bunék. V nasi studii jsme se zabyvali vlivem
steatdozy jater na jejich regeneraCni schopnosti po provedeni casteCné
hepatektomie u potkana.

Cilem této prace byla optimalizace podminek stanoveni cholesterolu
v tkanich a stanoveni specifické aktivity v biologickém materialu. Obrat exogenné
podavaného cholesterolu jsme sledovali pomoci **C-cholesterolu a regeneraci
jater jsme hodnotili pomoci inkorporace °*H-thymidinu. Zaméfili jsme se
na optimalizaci podminek homogenizace tkani, centrifugace, extrakce, hydrolyzy
a na rozdily hodnot méfeni v zavislosti na uplynulém ¢ase od provedeni analytické
prace.

Pfi zpracovavani vzorkd jsme kladli diraz na ddkladnou homogenizaci,
prodlouZili jsme Casy centrifugace a hydrolyzu jsme zdokonalili upravou teploty
termobloku a ¢€asu hydrolyzy. Opakovanym méfenim vzorkd jsme zjistili, Ze
nejpfesnéjSi bylo méfeni po 24-hodinovém stani. Z divodu pfitomnosti
3H-thymidinu v jaterni tkani jsme *C-cholesterol méfili programem, ktery méfi
zaroven oba kanaly.

Uvedené vysledky ukazuji, Zze dodrzenim nalezitych postupu Ize ziskat asi

38-46% puvodniho obsahu cholesterolu.



SUMMARY

The hepatic steatosis is characterized by the accumulation
of triacylglycerols in the hepatocyt’s cytoplasm. In our study we concerned
with the influence of the hepatic steatosis to the liver regeneration after the partial
hepatectomy in rats.

The aim of this work was to optimize the parameters of the determination
of the cholesterol in tissues and the determination of the specific activity
in the biological material. We observed the reversion of the externally served
cholesterol by the *C-cholesterol and the liver regeneration we evaluated
by the incorporation of the 3H-thymidin. We focused on the optimalization
of the parameters of the tissues homogenization, centrifugation, extraction,
hydrolysis and on the differences of the measurement rates with dependence
on the elapsed time since the analytic task finishing.

During the processing of the samples we focused on the substantial
homogenization, we enlarged the centrifugation periods and for complete
hydrolysis we modified the termoslot temperature and the hydrolysis period.
With repeated measures of the samples we found out that the most accurate
measure was the one after 24-hour standing. By reason of the presence
of ®H-thymidin in liver tissue we measured the *C-cholesterol with the program,
which measures both canals at the same time.

The presented results show that with observance of the appropriate

procedure we can gain about 38-46% of the original cholesterol volume.
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1 UVOD

Steatdza jater je onemocnéni postihujici velkou ¢ast populace. PoSkozeni
jater vedouci ktomuto onemocnéni muze mit nékolik pfi€in. Jednou z nich,
a u nas nejcastéjsi, je abuzus alkoholu. DalSimi pfi¢inami jsou diabetes mellitus,
vysoké koncentrace cholesterolu a triacylglycerolli, obezita, nadmérna vyziva,
zvySené hladiny homocysteinu, nékteré léky, rizné otravy, parenteralni vyzZiva,
podvyZiva, chronicka zanétliva onemocnéni stfeva a vzacné také vrozené vady
metabolismu.

Hlavnim cilem této prace bylo zdokonalit metodiku stanoveni cholesterolu
ve tkanich a stanoveni specifické aktivity DNA v biologickém materialu.

Pouzili jsme dva rGzné druhy laboratornich potkanu-potkany kmene Wistar
a Prazské hereditarni hypecholesterolemické potkany. Zvifata byla rozdélena
do jednotlivych skupin a po urc€itou dobu byla krmena dietami s riznym obsahem
latek, které maji vliv na metabolismus v jatrech. Jednalo se o pfidavek
cholesterolu a kyseliny orotové a naopak nedostatek methioninu a cholinu.
Sledovali jsme rychlost obratu exogenné podaného cholesterolu a jeho ukladani
do réiznych organi pomoci *C-cholesterolu. Regeneraci jater jsme hodnotili
na zakladé inkorporace *H-thymidinu.

Béhem stanoveni jsme upravovali podminky metodik tak, abychom
ze vzorku ziskali co nejvétsi mnozstvi materialu a pfi zpracovani dosahli
co nejmenSich ztrat a tim i vétSi pfesnosti metodiky. Vliv téchto zmén jsme

sledovali béhem vypracovavani metodiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 JATERNI TKAN

Jatra jsou parenchymato6zni organ, ulozeny v dutiné bfiSni, u dospélého
Clovéka mivaji hmotnost 1500 g.

Jaterni tkan je tvofena jaternimi bufkami-hepatocyty, dale Kupfferovymi
bunkami, hvézdicovitymi Ito bunkami, fenestrovanymi endoteliemi, epiteliemi
Zluovych kanalku a fibroblasty.

Hepatocyty jsou buriky okrouhlého tvaru, s malym mnozstvim jemného
chromatinu. Cytoplasma je hojna, s mnozstvim organel. Nékdy se v cytoplasmé
hepatocytl nachazeji rizné inkluze, vakuoly a pigmenty. Za normalnich okolnosti
to byva lipofuscin (zejména u starSich osob), dale mala mnozstvi hemosiderinu
a bilirubinu. Za patologickych okolnosti je metabolismus narusen a pfitomny jsou
rizné materialy (tukové vakuoly, bilkovinné kondenzaty, viry, pigmenty, bilirubin,
lipofuscin, ceroid, hemosiderin).

Hepatocyty k sobé pfiléhaji a vytvafi fady. Tyto fady tvofi tramce jaternich
bunék, mezi kterymi jsou cévy. Tramce a cévy jsou usporadany v lalicek centralni
zily (lobus venae centralis). V ose tohoto lali¢ku probiha vena centralis, ktera
ze vSech stran pfijima jaterni sinusy, vystlané endoteliemi. Tato vystelka je velmi
tenka, s pory, kterymi hepatocyty komunikuji s krevnim obéhem, bazalni
membrana zde chybi. Mezi endotelem a hepatocyty je za normalnich podminek
uzky Disseho prostor. Kromé endotelii jsou pfitomny téz ¢etné Kupfferovy buriky,
které fagocytuji predevSim bakterie proniklé ze stfeva.

Mezi kazdymi tfemi lobuly se nachazi portobiliarni prostor, obsahujici malé
mnozstvi vaziva, intralobularni Zlu€ovod, arteriolu (arteria interlobularis) a vénu
(vena interlobularis).

Krev z portalni zily (vena portae), ze zaludku, stfeva, sleziny a pankreatu,
se vétévkami dostava az do portobiliarnich prostort a odtud do jaternich sinusoid.
Vétévky arteria hepatica propria se rovnéz dostavaji do portobiliarnich prostoru

a jsou napojeny na jaterni sinusoidy. Sinusoidy jaterni jsou tedy plnény krvi



s obsahem metabolitl z veny portae (jez je nutné zpracovat) a krvi obsahuijici
ziviny a kyslik z arteria hepatica propria.

Jaterni parenchym ma znacnou schopnost regenerace. Retikulum jaterni
tkané funguje jako kostra pro regeneraci tkané. Regenerace pocina smérem
z periportalni oblasti. Proto procesy, které vedou k destrukci kostry jaterni tkané,
nebo ty, které poSkozuji periportalni oblast, narusuji schopnost regenerace tkané
a Casto maji trvalé nasledky.

ZIug je produkovana hepatocyty a dostava se do intercelularnich jaternich
ZluCovodu (kanalku). Tyto kanalky nemaji viastni sténu a jsou tvofeny pouze
Stérbinami mezi jaternimi bunkami. V optickém mikroskopu pozorujeme jaterni
buriky, az kdyz dojde z né&jakého dldvodu ke staze zlu€i. Tyto kanalky usti
do duktuld (Herringovych kanalkt) na hranici portobiliarnich prostorli a potom
do interlobularnich Zlu€ovodl v portobiliarnich prostorech. Maji vlastni sténu
a jsou vystlany kubickym epitelem. Sbihaji se postupné do ZluCovodu vétsiho
kalibru.

Kromé tvorby Zlu€i maji jatra mnoho dalSich vyznamnych funkci. Jednou
znich je detoxikaCni funkce. Toxické latky v jatrech jsou konjugovany
napf. kyselinou sirovou &i kyselinou glukuronovou, dale je to inaktivace hormonu
(inzulin, kortikoidy, pohlavni hormony), dulezitou roli maji i Kupfferovy burky
schopné fagocytézy. Jatra se také podileji na tvorbé tepla, jsou rezervoarem
pro fadu latek. Je zde skladovano zelezo, glykogen, hromadi se zde vitaminy
rozpustné v tucich. Dale se zde tvofi mocovina, jatra zasahuji do sacharidového
metabolismu, syntézou protein0 se uUcastni udrzovani onkotického tlaku,
syntetizuji se vnich faktory hemokoagulace, produkuji angiotenzinogen,

somatomedin a lipoproteiny typu VLDL a HDL.



2.2 CHOLESTEROL

Cholesterol je ve tkanich a v plazmatickych lipoproteinech pfitomen bud
jako volny nebo je vazan na mastné kyseliny s dlouhym fetézcem jako ester
cholesterolu. Mnohé tkané ho syntetizuji z acetyl-CoA a z téla je vyluCovan ZIuci
jako cholesterol nebo jako Zlu€ové soli. Cholesterol je prekurzorem veSkerych
ostatnich steroidd v téle, kortikoidu, pohlavnich hormond, Zlu€ovych kyselin
avitaminu D. Je typickym produktem ZzivoCiSného metabolismu, a proto se
vyskytuje v potravé zivoCiSného pulvodu, jako je vajeCny Zloutek, maso, jatra
a mozek.

Cholesterol je amfipaticky lipid a jako takovy tvofi zakladni strukturni slozku
membran a vnéjSi vrstvy plazmatickych lipoproteinu. Lipoproteiny transportuji
volny cholesterol do krevniho obéhu, kde je v rovnovaze s cholesterolem jinych
lipoprotein a membran. Estery cholesterolu tvofi zasobu cholesterolu ve vétSiné
tkani. Jsou transportovany jako naloz v hydrofobnim jadfe lipoproteint. LDL je
prostfednikem, s jehoz pomoci jsou cholesterol a estery cholesterolu zachycovany
do mnoha tkani. Volny cholesterol je ztkani odstranovan pomoci HDL a je
transportovan do jater, aby zde byl pfeménén na ZluCové kyseliny. Cholesterol je
hlavni slozkou cholesterolovych Zzlu€ovych kamenu. V patologickych procesech
se vSak ucastni jako hlavni faktor pfi vzniku aterosklerézy v Zivotné dulezitych
artériich, coz pak zplsobuje poSkozeni cévnich stén v organech celého téla
s klinickymi projevy (kardialni, mozkové, ischemicka choroba dolnich koncetin
atd.). Koronarni ateroskler6za koreluje s vysokym plazmatickym pomérem
cholesterolu ve frakcich LDL:HDL.

Priblizné polovina cholesterolu v téle pochazi ze syntézy (asi 500 mg
za den) a zbyvajici podil ma plvod v potravé. Jatra syntetizuji pfiblizné 10%
z celkové produkce cholesterolu u Clovéka, stfevo asi 15% a kuze zbyvajici
vyznamny podil. Prakticky veSkeré tkané mohou cholesterol syntetizovat.
Za syntézu odpovidaji mikrozomalni frakce (z endoplazmatického retikula)

a frakce z plazmy (z cytosolu).
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2.3 BIOSYNTEZA CHOLESTEROLU

Biosyntéza cholesterolu mize byt rozdélena do péti fazi.

1. krok: Nejprve se vytvofi 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA).
Reakce probiha mimo mitochondrie. Za€ina kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA
na acetacetyl-CoA, tuto reakci katalyzuje enzym v cytoplasmé, thiolaza. Druhou
moznosti je, Ze acetacetat, vznikly v draze ketogenese v jatrech uvnitf
mitochondrii, difunduje do cytoplazmy a muzZe byt aktivovan na acetacetyl-CoA
acetacetyl-CoA-syntazou za pfitomnosti ATP a CoA. Acetacetyl-CoA kondenzuje
s dalsi molekulou acetyl-CoA na HMG-CoA a tuto reakci katalyzuje
HMG-CoA-syntaza. HMG-CoA se méni na mevalonat dvéma reakcemi pomoci
NADPH za ucasti HMG-CoA-reduktazy, mikrozomalniho enzymu. Tento krok je
povazovan za krok limitujici rychlost v draze syntézy cholesterolu.

2. krok: Z mevalonatu vznikaji aktivni isoprenové jednotky. Mevalonat je
fosforylovan pomoci ATP na nékolik aktivnich fosforylovanych meziproduktu.
Po dekarboxylaci vznika aktivni jednotka isoprenu, isopentenylpyrofosfat.

3. krok: Ze Sesti jednotek isoprenu vznika skvalen. Tento krok zahrnuje
kondenzaci tfi molekul isopentenylpyrofosfatu na farnesylpyrofosfat. Déje se tak
pomoci izomerace isopentenylpyrofosfatu, pfi které dochazi k posunu dvojné
vazby a vznika dimethylallylpyrofosfat. Pak nasleduje kondenzace s dalSi
molekulou isopentenylpyrofosfatu na deseti-uhlikaty meziprodukt
geranylpyrofosfat. DalSi kondenzaci s isopentenylpyrofosfatem se vytvori
farnesylpyrofosfat. Dvé molekuly farnesylpyrofosfatu kondenzuji pyrofosfatovymi
konci v reakci, kde je nejprve odstranén pyrofosfat, vznikne preskvalenpyrofosfat,
a poté nasleduje redukce s NADPH a je odstranén zbyvajici pyrofosfatovy zbytek.
Tak vznikne skvalen. Mlze také probéhnout alternativni draha, ktera je znama
jako ,trans-methylglukonatovy zkrat“. Pomoci této drahy je odstranéna vyznamna
¢ast dimethylallylpyrofosfatu (5% v jatrech za stavu sytého, 33% za hladovéni)
a vraci jej pres trans-3-methylglukonat-CoA na HMG-CoA. Tato draha muze mit
regulujici Cinnost s ohledem na celkovou syntézu cholesterolu.

4. krok: Skvalen se méni na lanosterol. Struktura skvalenu je velmi podobna
steroidnimu jadru. Dfive nez dojde k dokonCeni kruhu, méni se skvalen

v endoplazmatickém  retikulu  Uu€inkem oxidazy se smiSenou funkci,
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skvalenepoxidazou, na skvalen-2,3-oxid. Oxidoskvalenosterolcyklaza katalyzuje
v ramci cyklizace prfenos methylovych skupin z C14 na C13 a z C8 na C14.

5. krok: Lanosterol se méni na cholesterol. To probiha na membranach
endoplazmatického retikula a zahrnuje zménu ve steroidnim jadfe a postrannim
fetézci. Methylova skupina na Cl14 se oxiduje na CO; a vznika
14-desmethyllanosterol. Stejné tak jsou odstranény dalSi dvé methylové skupiny
na C4 a vznikne zymosterol. Z ného vznika delta7,24-cholestadienol pfesunem
dvojné vazby mezi C8 a C9 do polohy mezi C8 a C7. Demosterol vznikne tehdy,
kdyz dojde k dalSimu pfesunu dvojné vazby v kruhu B do pozice mezi C5 a C6, jak
je tomu u cholesterolu. Cholesterol se nakonec vytvofi po redukci dvojné vazby
v postrannim fetézci, ackoliv by k této reakci mohlo dojit ve kterémkoliv kroku
béhem premény na cholesterol. Nevi se s jistotou, zda tyto popsané reakce
v daném poradi skute¢né takto probihaji (Harperova, 2002).

Je pravdépodobné, Ze meziprodukty reakci probihajicich od skvalenu
k cholesterolu jsou vazany na zvlastni protein zvany ,proteinovy nosi¢ skvalenu
a sterolu“. Tento nosi¢ vaze steroly a jiné nerozpustné lipidy a umoznuje jim
reagovat ve vodném bunétném prostfedi. Navic se zda, Ze takto vazan
na proteinovy nosi¢ cholesterolu a steroll, se cholesterol méni na steroidni
hormony a Zlu€ové kyseliny a u€astni se tvorby membran a lipoproteinu.

Regulace syntézy cholesterolu se uplatfiuje téméF na samém zacatku
v misté, kde pulsobi HMG-CoA reduktaza. U hladovéjicich zivoCichu dochazi
k vyraznému poklesu aktivity tohoto enzymu, &imz |ze vysvétlit snizenou syntézu
cholesterolu béhem hladovéni. Existuje mechanismus zpétné vazby, kterym je
HMG-CoA-reduktaza inhibovana v jatrech cholesterolem, hlavnim produktem
drahy. Protoze nelze dokazat pfimou inhibici enzymu cholesterolem, muze
cholesterol (nebo jeho metabolit) pusobit bud tak, Ze potladi syntézu nové
reduktazy, nebo Ze vyvola syntézu nového enzymu, ktery odboura jiz existujici
reduktazu. Syntézu cholesterolu také inhibuje LDL-cholesterol, pfijaty pomoci LDL
receptord (apo-B-100, E-receptory). Denni zmény se projevuji jak u syntézy
cholesterolu, tak u reduktazové aktivity. Existuji zde vSak rychlejSi ucinky
na reduktdzovou aktivitu, které neni mozné vysvétlit pouze zménou rychlosti
proteosyntézy. Podani insulinu nebo hormont §titné zlazy zvysi

HMG-CoA-reduktazovou aktivitu, zatimco glukagon nebo glukokortikoidy ji snizuji.
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Enzym existuje jak ve formé aktivni, tak neaktivni a mize byt vyrazné modifikovan
fosforylacné-defosforylaCnimi mechanismy, z nichz nékteré mohou byt cAMP
dependentni, a proto bezprostfedné citlivé na glukagon.

Uginek kolisani mnozZstvi cholesterolu v potravé na vnitini produkci
cholesterolu byl studovan u potkanu. Bylo-li v potravé pouze 0,05% cholesterolu,
pak bylo 70-80% cholesterolu v jatrech, tenkém stfevé a nadledvinkach
syntetizovano v organismu. Kdyz se cholesterol v potravé zvySil na 2%, jeho
vnitini  produkce poklesla. Zda se, Ze je inhibovana pouze syntéza jaterni.
Experimenty s perfundovanymi jatry prokazaly, Ze chylomikronové zbytky bohaté
na cholesterol a zachycované jatry inhibuji syntézu sterold. Pokusy snizit hladinu
cholesterolu v plazmé u ¢lovéka tim, Ze se snizi mnozstvi cholesterolu v potrave,
pfinesly rizné vysledky. Obecné vSak snizeni cholesterolu v potravé o 100 mg
za den ma za nasledek jeho snizeni pfiblizné o 0,13 mmol/l séra (Harperova,
2002).

2.4 TRANSPORT CHOLESTEROLU

Horni fyziologickda mez celkové koncentrace plazmatického cholesterolu
u zdravého Clovéka je 5,2 mmol/l. Znaéna C€ast cholesterolu je v esterifikované
formé. V lipoproteinech je transportovan plazmou a velka ¢ast se ho nachazi
v LDL (B-lipoproteiny). Jestlize VLDL kvantitativné pfevazuji, muidze podil
plazmatického cholesterolu v této frakci stoupnout. Cholesterol z potravy dosahuje
rovnovahy s cholesterolem v plazmé za nékolik dnli a s cholesterolem ve tkanich
za nékolik tydnl. Metabolicky obrat cholesterolu v jatrech je v porovnani
s poloCasem celkového télesného cholesterolu, ktery €ini nékolik tydnu, relativné
rychly. Volny cholesterol v plazmé a v jatrech dosahuje rovnovahy v prabéhu
hodin, protoZze cholesterol se snadno vyménuje a pFenasi navzajem mezi
buné&nymi membranami, plazmatickymi lipoproteiny a membranami erytrocytu.

Estery cholesterolu pochazejici z potravy se hydrolyzuji na volny
cholesterol, ktery se misi s volnym cholesterolem zpotravy a ZluCovym

cholesterolem pfed svou resorpci ve stfevé a vstupuji do chylomikrond.
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Z cholesterolu, ktery se resorbuje, je ve stfevni sliznici esterifikovana 80-90 %
mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem. Rostlinné steroly se resorbuji velice
Spatné. Chylomikrony jsou transportovany miznimi cévami do ductus thoracicus
a do vena cava inferior, poté cévnim fecistém do plic (lipoproteinova lipaza) a pak
teprve do jater. Reaguji-li chylomikrony s lipoproteinovou lipazou za vzniku
chylomikronovych zbytkd, ztraci se z nich pouze 5% estert cholesterolu. Zbyvajici
Cast je zachycena jatry, pfiCemz reaguje chylomikronovy zbytek
s apo-E-receptorem a ester cholesterolu je hydrolyzovan na volny cholesterol.
VLDL vzniklé v jatrech transportuji cholesterol do plazmy. VétSina cholesterolu
z VLDL se zachovava ve zbytkovém VLDL, ten je vychytavan jatry nebo pfeménén
na LDL, ktery pak zachyti receptor pro LDL pfitomny v jatrech a v mimojaternich
tkanich.

Enzymovou aktivitou plazmatické lecithin-cholesterol-acyltransferazy
(LCAT) vznikaji prakticky vSechny estery cholesterolu u Clovéka (jinak je tomu
u jinych Zivoc¢isnych druhd). LCAT podporuje vydej cholesterolu z bunécné
membrany do lipoproteint s nizkym obsahem cholesterolu, obzvlasté do HDLj;
nebo do nové vzniklych HDL. LCAT aktivita je vazana na druh LDL obsahujici
apo-A-l. Jakmile cholesterol v HDL esterifikuje, vznikne urcity koncentracni spad,
ktery pfitahuje cholesterol ze tkani a ostatnich lipoproteint. HDL ztraci hustotu
a vznika HDL,, o kterém se predpoklada, Ze dopravuje cholesterol do jater. HDL
ma tedy velky vyznam ve zpétném transportu cholesterolu, v procesu, jimz je
tkanovy cholesterol transportovan do jater.

Ester cholesterolu je pfenasen proteinem, ktery se vyskytuje v lidské
plazmé (nikoliv u potkanu), pfipojuje se k HDL a usnadriuje pfenos esteru z HDL
do VLDL, LDL a v mensi mife do chylomikronu po jejich koncentraCnim spadu
a umozniuje presun triacylglyceroll v opacném sméru. Uvolhuje tedy inhibici
aktivity LCAT produktem v HDL. U c¢lovéka se proto velké mnozZstvi esteru
cholesterolu vzniklych aktivitou LCAT v HDL pfemisti do jater pomoci zbytk( VLDL
nebo LDL. Sou¢asné je HDL, obohaceny triacylglycerolem zbaven svého nakladu
v jatrech tim, Zze je vychytavan nebo Ze se pfeméni na HDL3; po hydrolyze
triacylglycerolu jaterni lipazou uvolnitelnou heparinem.

Za den je z téla odstranén asi 1 g cholesterolu. Pfiblizné polovina tohoto

mnozstvi se vylouCi stolici ve formé ZluCovych kyselin. Zbytek se vyluCuje jako

14



neutralni steroidy. Velké mnozstvi cholesterolu vylou€ené ZzluCi je znovu
resorbovano a predpoklada se, Ze alespon cast cholesterolu slouzici jako
prekurzor pro vznik steroidd ve stolici pochazi ze stfevni sliznice. Koprostanol je
hlavnim steroidem ve stolici. Vytvafi se z cholesterolu Cinnosti bakterii v tlustém
stfevé. Velka c¢ast ZluCovych soli ve vylou€ené ZIu€i se znovu resorbuje
do portalniho krevniho obéhu, je zachycena jatry a opét se vylu€uje ve Zluci. Tento
cyklus nese nazev enterohepatalni ob&h. Zludové soli nebo jejich derivaty, které
se znovu neresorbovaly, jsou vylougeny stolici. ZluSové soli podléhaji zmé&nam,
které zpUsobuji stfevni bakterie, a vznikaji z nich sekundarni ZluCové kyseliny.
Primarni zluCové Kkyseliny se syntetizuji v jatrech z cholesterolu. Tato
reakce ma nékolik kroku. Cholova kyselina je ZluCova kyselina vyskytujici se
ve velkém mnozstvi ve Zlu€i. Jak kyselina cholova, tak chenodeoxycholova
kyselina vznikaji ze stejného prekurzoru, ktery je odvozen z cholesterolu. Zlugové
kyseliny vstupuji do ZluCe jako konjugaty s glycinem a taurinem. Pfedpoklada se,
Ze nové syntetizované primarni zluCove kyseliny existuji v jaternich bunkach jako
estery CoA. Ty vznikaji za pomoci aktivujictho enzymu, ktery je pfFitomen
v jaternich mikrozomech. Cast primarnich ZluGovych kyselin mize podiéhat
ve stfevé urCitym dalSim zménam v dUsledku pusobeni stfevnich bakterii.
Dekonjugaci a 7a-dehydroxylaci vznikaji sekundarni ZluCové
kyseliny-deoxycholova a lithocholova kyselina. Primarni a sekundarni zlu€ové
kyseliny jsou resorbovany vétSinou pouze vileu a do jater se tak vraci cestou
enterohepatalniho obéhu 99-98% ZluCovych kyselin vylouc¢enych do stfeva. Maly
zlomek Zlu€ovych soli, ne vice nez 500 mg/den, unikne resorpci a je vyloucen
stolici. Jedna se o hlavni drahu vyluCovani cholesterolu. BEhem dne se ale ztrata
ZluCovych kyselin stolici kompenzuje ekvivalentnim mnoZstvim syntetizovanym
z cholesterolu v jatrech, takze hotovost ZluCovych kyselin zlstava konstantni.

Tento déj je fizen systémem zpétnovazebné kontroly.
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2.5 STEATOZA JATER

Steatdza jater je hromadéni triacylglyceroll v cytoplazmé jaternich bunék
a to ve formé tukovych vakuol minimalné v poloviné jaternich bunék. Steatozu Ize
diagnostikovat morfologicky nebo pfi abdominalni ultrasonografii (pozorujeme
zvétSena a svétla jatra), byvaji i zmény jaternich testu, véetné alkalické fosfatazy.
PfiCin vzniku steatdzy je mnoho. Hlavni déleni je na alkoholovou a nealkoholovou.
Jiné jaterni steatdzy nez etylické etiologie jsou: obezita a hyperlipidemie, diabetes
mellitus, Iéky, chronicka virova hepatitida, t€hotenska steatdéza, Reyuv syndrom
atd.

Alkoholova  steat6za  souvisi s abuzem  alkoholu. RozliSujeme
makrovezikularni, mikrovezikularni, smiSenou, fokalni steatézu a lipogranulom.
Makrovezikularni steatéza je nejCastéjSi formou. V cytoplazmé hepatocytu je
pfitomna obvykle jedna velka vakuola odtlaCujici jadro na okraj. Po vysazeni
alkoholu steatdéza mizi po 4-8 tydnech. Mikrovezikularni steat6za je zpusobena
poruchou beta—oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich. V cytoplazmé se
nachazi mnoho drobnych tukovych vakuol, jadro hepatocytu je bez dislokace
na periferii. NejCastéjsi pfi€inou jsou léky. Pro potvrzeni tohoto typu je nékdy
nutno pouzit specialni histochemicka barveni na zmrazenych vzorcich tkané
(Sudan Ill). SmiSena steatéza u alkoholického postizeni (,alcoholic foamy
degeneration®) mlize byt provazena selhanim jater. Pfi vysazeni alkoholu vSak
dochazi krychlé normalizaci klinického a morfologického obrazu. Léze je
doprovazena ikterem a hepatomegalii, avSak chybi zanét. Morfologicky jde
0 kombinaci makrovezikularni a mikrovezikularni steatézy. Hepatocyty obsahuji
Cetné drobné kapénky tuku, davajici cytoplazmé charakteristicky pénity vzhled.
Fokalni steatdza se vyskytuje zfidka. Lipogranulom je zpusoben rupturou
hepatocytld obsahujicich lipidy. V okoli ruptury dochazi k lokalni akumulaci
mikrofagl, leukocytll, pfipadné eozinofill a ktvorbé lipogranulomd. Pravé
od granulomu jiné etiologie. Lipogranulomy vyvolavaji v okoli tvorbu fibrotické
tkané. Tato lokalni fibr6za nema signifikantni vliv na eventualni rozvoj chronického

viiv s

pericelularni fibrézou u alkoholické hepatitidy, kterd se vyznacuje difuznéjSim
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postizenim jater a vyraznéjSim zanétem. Asi u 40% alkoholikl pfechazi steatéza
do steatohepatitidy (Burt, 1999).

Jakékoli poSkozeni hepatocytll se projevi vyplavenim nitrobunééného
obsahu, zejména enzymdu, jejichz aktivita v séru stoupa. MizZeme tedy rozliSit
mirné poskozeni hepatocytu, které se projevi zvySenim permeability bunécné
membrany. V krvi nachazime zvySenou aktivitu cytoplazmatickych hormond,
napf. alaninaminotransferazy (ALT), laktatdehydrogenazy (LD) a cytoplazmatické
frakce aspartataminotransferazy (AST). Pfi tézkém poskozeni hepatocytu se
nasledkem nekrozy bunék do krve dostavaji i enzymy lokalizované
intramitochondrialné. V séru stoupa aktivita AST a pomér AST/ALT je vétSi nez
1,0, vyrazné stoupa také aktivita glutamatdehydrogenazy (GMD) (Racek, 1999).

Biochemické nalezy u samotné nekomplikované steatézy jsou chudé.
Pouze vzacné, vyvine-li se cholestaza nebo cholangitida, Ize v krvi sledovat
markery cholestazy ¢€i zanétu. Mezi nespecifické testy provazejici chronicky pfijem
alkoholu patfi pFfedevSim zvySeni aktivity gamaglutamyltransferazy (GMT).
Signifikantni muze byt pokles aktivity GMT pfi prokazatelné abstinenci. ZvySeni
ALT pfi chronickém alkoholismu byva mirné&jsi a méné cCasté, takze pomér
AST/ALT je obvykle vétsi nez 1, zatimco u ostatnich jaternich chorob byva mensSi
nez 1. Aspartataminotransferaza (AST) byva zvySena u 45 az 70% alkoholikd, ale
vétSinou nepresahne 5-nasobek horniho referencniho limitu. Mezi aktivitou AST
a mirou jaterniho poskozeni neexistuje pfimy vztah. Vzestup AST je podminén
pfedevSim mitochondrialnim izoenzymem. Po tydenni abstinenci klesaji hodnoty
AST na polovinu. Jiz s Casnymi fazemi chronického alkoholismu je spojeno také
zvySeni desialovanych forem transferinu stanovovanych jako ,carbohydrate
deficient transferrin, CDT“. ZvySeni se vyskytuje v Sirokém rozmezi 40% az 100%
pfipadl abuzu alkoholu a ma vyrazné nizSi vyskyt u Zzen a v mladém véku.
FaleSné pozitivni nalezy jsou pfi deficitu zeleza, u vzacného fenotypu transferinu D
a glykoproteinového syndromu. FaleSné negativni vysledky jsou u transferinu
typu B, pfi hemochromatéze, ale také u 31% muzskych a 83% Zenskych
chronickych ,pijakd“. Pfi nutnosti potvrdit podezfeni na konzumaci alkoholu Ize
stanovit etanol (nebo metanol) v krvi, pfipadné vysetfit metabolity serotoninu
v moci. (Ehrrman, 2006).
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Nealkoholicka steatéza oznaCovana terminem NASH (,non-alcoholic
steatohepatitis®), ktery byl navrzen Ludwigem (1980) a to na zakladé
histologickych nalezt (steatdéza, nekréza, zanét, Malloryho hyalin a fibr6za)
v jaternich biopsiich odebranych u pfevazné obéznich pacientd, u nichz byl
vylou€en abuzus alkoholu. V souCasné dobé se doporuCuje pouzivat termin
NAFLD (,non-alcoholic fatty liver disease®), ktery pfesnéji odpovida Sifi zmén
vjaterni tkani-od prosté steatdzy pFfes steatohepatitidu az k cirhdze
(Neuschwander 2003; Zafrani 2004). NAFLD je chronické onemocnéni
s histologickymi znamkami etanolového poSkozeni u osob nekonzumujicich
alkohol. Onemocnéni je mnohem CastéjSi nez se dfive soudilo, zfejmé patfi mezi
nejCastéjsi jaterni choroby vubec. Ve vSeobecné populaci se vyskytuje jaterni
steatéza asi u 20% osob, NAFLD syndrom u 2-3%, u obéznich osob je vSak
NAFLD zastoupen az v 17% pfipadd. Tato data byla ziskana na zakladé
rozsahlych studii jaterni tkané ziskané od klinicky zdravych osob, které zemrely
pfi autonehodach. Zavaznost NAFLD spocCiva vriziku pfechodu onemocnéni
do jaterni cirh6zy. Rizikovymi faktory pro vznik a progresi onemocnéni jsou
metabolické poruchy, a to jak vrozené (abetalipoproteinémie, nékteré
tesaurismozy, Wilsonova choroba aj.), tak ziskané (diabetes mellitus, dlouhodobé
hladovéni). ZvySena nabidka neesterifikovanych mastnych kyselin v krvi se
objevuje pfi jejich uvolfiovani z tukovych zasob nebo z lipoproteinu. Jatra tyto
mastné Kkyseliny pfijimaji a esterifikuji. Ke steatéze dochazi, jestlize tvorbé
triacylglycerold neodpovida dostateCna tvorba apoproteind; nebo muze byt
pFi¢inou porucha sekrece vzniklych lipoproteint jaternimi bufkami (obezita,
metabolicky syndrom X, idiopatické stfevni zanéty aj.). NAFLD mUze komplikovat
také uplnou parenteralni vyzivu nebo chirurgicky zaloZeny jejunalni bypass
pro obezitu. Druhou rizikovou skupinu pfedstavuji 1éky a toxiny (Iéky-amiodaron,
diltiazem, tamofixen, tetracyklin, metotrexat, kortikosteroidy, warfarin a fada
dalSich; toxiny-tetrachlormethan, chloroform, fosfor, olovo, arsen). U nékterych
typu steatézy se pfipisuje vyznam nedostatku tzv. lipotropnich faktort. Patfi k nim
latky, které mohou byt zdrojem methylovych skupin-cholin, betain, methionin.
Cholin nebo zdroje methylové skupiny jsou nezbytné pro syntézu fosfolipidd (typu
lecitinu), které patfi rovnéz k soucastem lipoproteinl. Choroba postihuje Castéji
zeny stfedniho véku. Hypotézy prfedpokladaji dvoufazové poskozeni (tzv. two-hit
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hypothesis). V prvni fazi dochazi k akumulaci neutralniho tuku v hepatocytech,
jaterni buriky jsou schopny se na toto poSkozeni dil¢im zplUsobem adaptovat.
V druhé fazi oxidaCni stres a abnormalni lipoperoxidace indukuji apoptézu

jednotlivych hepatocytl nebo vedou k rozsahlejSim nekrézam jaternich bunék.

Podle histologického vySetfeni je mozno rozlisit Ctyfi stadia:
l. typ: prosta jaterni steatdza (Castéji velkokapénkova);
. typ: jaterni steatéza se zanétlivym infiltratem v jaternim parenchymu;
lll. typ: jaterni steatdza s balénovou degeneraci;
IV. typ: jaterni steatéza s fibr6zou a Malloryho hyalitem.
U typa Ill. a IV. je riziko progrese onemocnéni do jaterni cirh6zy s rozvojem

portalni hypertenze.

2.6 DETEKCE BIOLOGICKYCH LATEK ZNACENYCH
RADIOIZOTOPY

K detekci jaderného zafeni se pouzivaji scintilacni detektory. Jejich funkce
je zaloZzena na luminiscencnich ucincich jaderného zareni. Po dopadu jaderného
zareni na scintilaéni krystal vznikaji fotony viditelného, UV nebo IC zafeni (podet
fotond je umérny absorbované energii zafeni). Tento dé&j muize mit povahu
fotoluminiscence, fluorescence nebo fosforescence. Fotony po dopadu
na scintilator v ném vyvolaji scintilani jevy. Dojde k excitaci valencnich elektron(
a pfi deexcitaci jsou emitovany fotony z viditelného, UV nebo IC spektra. Cast
fotond vysilanych molekulami scintilatoru dopada na fotokatodu fotonasobice, kde
se procesem fotoelektrického jevu uvolriuji elektrony. Emise elektronu z fotokatody
je velmi slaba a nelze ji pfimo registrovat, proto se elektrony znasobuji
ve fotonasobici. Ten se sklada z fotokatody a z celé fady dalSich elektrod (dynod),
které po dopadu urychlenych elektroni emituji sekundarni elektrony. Kazda
ze série (zpravidla 8 az 16) dynod ma v porovnani s pfedchazejici kladnéjsi
potencial. PoCet elektroni se od dynody k dynodé zvySuje, az silny proud

elektroni (po 10° aZ 10%-nasobném zesileni) dopadne na anodu fotonasobice.
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Takto vznikly elektricky impuls je veden do registratniho zafizeni. Velikost
elektrického impulzu je umérna energii jaderného zareni, coZz umoznuje rozliseni
zareni o rozdilné energii (M. Laznicek, 1998).

Scintilatory mohou byt anorganické tuhé (Nal, Kl, NaTl...), organické tuhé
(anthracen, naftalen, stilben...), organické roztoky tuhé (terfenyl v polystyrenu,...)
nebo kapalné (anthracen v toluenu, v xylenu...).

K méfeni nizkoenergetickych zafisi beta (°H, *C) se pouziva
tzv. kapalnych scintilatorll, coz jsou roztoky nebo suspenze organickych
scintilatort v organickych rozpoustédlech (p-terfenyl, difenyloxazol nebo anthracen
v toluenu, xylenu nebo dioxinu a dalSi). Vzorky radioaktivnich latek se rozpoustéji
nebo suspenduji v roztoku obsahujicim dvé organické fluorescencni latky
(primarni a sekundarni scintilatory). Jsou pouzity z toho divodu, Ze u zafeni beta
dochazi k vyrazné absorpci zafeni pfimo v samotném vzorku. Elektrony beta
z vnitfnich  ¢asti vzorku vétSinou vlibec ven neproniknou, toto zafeni dale
nepronikne pfipadnym obalem radioaktivniho vzorku (napf. lahvi¢kou). U takovych
vzorku je tfeba provést bud pomérné naro¢nou upravu vzorku do velmi tenké
vrstvicky (odparku) a tu se pak pokusit méfit pomoci G-M trubic nebo plastickych
scintilatort, nebo se pouzije metoda kapalnych scintilatori. Kapalny scintilator je
latka kapalného skupenstvi, ktera pfi interakci s ionizujicim zafenim pfevadi ¢ast

absorbované energie na svételné zablesky (scintilace) (Ullmann ).

2.7 STATISTIKA

Statistickou analyzy jsme provedli s vyuzitim statistického software
SigmasStat 3.1, (Jandel Scientific* Corporation, San Rafael, California, USA).
Jeden symbol znadi statistickou vyznamnost p<0,05, dva symboly znaci p<0,01

a tfi symboly znaci p<0,001.
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3 METODICKA CAST

V nasem experimentu byly uziti standardni laboratorni potkani-samci kmene
Wistar (n=64) a potkani PHHP (prazsky hereditarni hypercholesterolemicky
potkan) (n=64), celkem 128 zvifat.

Potkani PHHP jsou genetické modely nemoci slouzici ke studiu
mechanismu vzniku hypercholesterolémie. Jedna se o inbredni linii potkana
odvozeného =z kmene Wistar, u kterych lze navodit hypercholesterolémie
vysokocholesterolovou dietou a slozeni lipoproteini je velmi podobné lidské
patologii. Hypercholesterolémie je zplsobena poruchou zpétnovazebné regulace
syntézy cholesterolu v jatrech a je vyrazné posunuta k vy$Sim koncentracim
cholesterolu v hepatocytu i intravazalné. Vysledkem je podstatné zvySeni
koncentrace LDL a IDL po podani vysokocholesterolové diety.

Protokol pokusu byl schvalen odbornou komisi. VSechny operacni zakroky
na potkanech byly provedeny ve funkéni digestofi v eterové anestézii.

Potkani byli chovani v Centralnim vivariu Radioizotopové laboratofe LF UK
v Hradci Kralové, v klimatizovanych prostorach s teplotou vzduchu 22-24°C
a vlhkosti 30-70%, 12 hodin svétlo, 12 hodin tma. Zvifata byla umisténa v PVC
klecich po péti zvifatech na dfevénych hoblinach bez prachu a pilin. PoCate¢ni
télesna hmotnost potkani kmene Wistar byla 256+159g a u potkand PHHP
292120 g. Po tydenni aklimatizaci potkant bylo zahajeno podavani standardni
diety i specialnich diet po celou dobu pokusu ad libitum s méfenim jejich spotieby.

K piti byla uzita pitna voda ad libitum.
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PRIPRAVA DIET

Tabulka €. 1: Pfiprava mixu vitamina:

Thiamin B1 3,789

Riboflavin B2 3,789

Ca Panthotenat 69

Niacin PP 6,39

Biotin H 20 mg

C vitamin 63,03 g

Kyselina listova 110 mg

Inositol 6,39

Sucrose Doplnéno do 1000 g

Tabulka €. 2: Pfiprava mixu mineralu:

Mineral 1 kg

CaCO; 548,3 g
MgCO; 2524

MgSO, 16,09

NaCl (jodidovana, fluoridovana kuchyriska sul) 69,68 g = 440 mg KiI
KH,PO, 203,76 g

KCI 113,28 g
FePO, 20,89

MnSO, 0,329

Tridin -NaF 15 tbl =120 mg
CuCO; 0,409

ZnCO, 2,149

Soucet 999,88 g

Diety mély vzdy stejny obsah tukd, obsahovaly 5,5% kukufi€ného oleje.

Dieta MCDD obsahovala 1,68 g methioninu/kg diety, ostatni diety obsahovaly

11,68 g methioninu/kg.
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Tabulka €. 3: Diety podle naseho rozpisu:

1 kg diety SLD SLD se 4% |SLD s1% |SLD cholin-
cholesterolu kyseliny methionin
orotové deficitni
Kasein 260 g 260 g 260 g 260 g
Kukufiény Skrob 491,7 g 453,7 ¢ 491,7 g 491,7 g
Cukr moucka 60 g 60 g 60 g 60 g
Celuléza 509 509 5049 504¢g
Cholin chlorid 9,05¢ 9,059 9,059 0
DL-methionin 10g 10 g 10g 0
L-cystein 59 59 59 59
L-arginin 59 59 59 24 g
Cholesterol 0 38¢ 0 0
Orotova kyselina 0 0 100 g 0
Mix mineralQ 509 50 g 509 5049
Mix vitaminU 8,92 ¢ 8,929 8,92 ¢ 8,92¢g
Olej s vitaminy 55,33 g 55,33 g 55,33 g 55,33 ¢

Do oleje pfidame pitnou vodu,

pfidame vitam

iny (viz nize) a rozSlehame roztok metlou.

A vit (30000 IU/tobolka) 2600 IV 2600 IU 2600 IU 2600 IU
D vit (300000 IU/amp) 9000 IV 9000 IU 9000 IV 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 5mg 5 mg 5mg
Vitamin B6 (50 mg/amp) 0,68 mi 0,68 ml 0,68 mi 0,68 ml
Vitamin B12 (300 pg/amp) 0,05 mi 0,05 mi 0,05 mi 0,05 ml

Jednotlivé typy diet byly pfipraveny dle dostupné literatury. Diety byly

vytvofeny na mlynku na ovoce pro vyrobu marmelad promichanim jednotlivych

soucasti s pitnou vodou (tab. ¢.3). Vytvofené pelety byly nasledné ususeny

v suSi€ce potravin pfi teploté 60°C. Jednotlivé diety byly obarveny potravinarskymi

barvami, aby byly dobfe odlisitelné.

23




JEDNOTLIVE TYPY DIET

1. skupina: kontrolni skupina zvifat kazdého kmene byla krmena ad libitum
definovanou standardni laboratorni dietou (viz navod na pfipravu).

Experimentalni skupiny potkanu byly krmeny:

2.skupina: standardni laboratorni dietou se zvySenym obsahem
cholesterolu (4%). Tato dieta demonstruje zmény jaterni tkané pfi nadbytku
cholesterolu, podobné jako u lidi.

3. skupina: dieta MCDD (methionin a cholin deficitni dieta). Druha dieta
demonstrovala stav malnutrice, kdy do organismu neni doplhovan cholin a pouze
v omezené mife methionin (1,68 g methioninu/kg diety). Zdrojem bilkovin byl
mlécny kasein, ktery obsahuje malo methioninu, ale vice nez sojovy protein
(Gudbrandsen, 2005). Cholin je jednim ze stavebnich kamend bunécénych
a organelovych stén. Je nutny pro tvorbu fosfatidylcholinu, ktery je esencialni
pro produkci VLDL. Absence cholinu ve stravé znamena, Zze hepatocyty netvori
VLDL, a tim je poSkozena exocytdza triacylglyceroll, coz vede k jejich hromadéni
(Nakano, 1997). Deficit cholinu je také u potkani znamy hepatokarcinogen
(Nakae, 1999).

4. skupina: dieta svy8Sim obsahem Kkyseliny orotové (1%). Kyselina
orotova v potravé je znamou pri€inou mikrovezikularni steatézy u potkant (Rifai,
1994), brani tvorbé apoproteini nutnych k transportu VLDL a LDL do krve.
Kyselina orotova zabraruje exportu nové syntetizovanych jaternich lipoproteinu
z jater (Hebbachi, 1997), coz vede k znacnému ukladani jaternich triacylglycerol(

a volnych mastnych kyselin (Su, 2005).

Zvifata byla krmena raznymi typy diet po dobu 4 tydnl. V dobé trvani
experimentu byla dennim vazenim sledovana hmotnost potkanu a spotfeba diety.
Odbér 1,5 ml krve zocasni zily byl proveden 25. den pro ziskani udaju
o biochemickych ukazatelich u intaktnich potkant, jes$té pFed planovanou
Sasteénou hepatektomii. Céasteéna hepatektomie (2/3 jater) byla provedena
28.den a jednu hodinu poté byl potkanim podan *C-cholesterol v davce
37 kBg/100 g télesné hmotnosti potkana (pro stanoveni aktivit znaceného
cholesterolu). Za 17 hodin po operaci byl podan 3H-thymidin v davce
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740 kBg/100g télesné hmotnosti potkana do femoralni zily a jednu hodinu poté
bylo usmrceno prvnich osm zvirat jednotlivych skupin (18 hodin po PH). Druhym
osmi zvifatim jednotlivych skupin byl podan *H-thymidin do femoralini Zily 29. den
za 23 hodin po operaci a 1 hodinu poté byli zvifata usmrcena (24 hodin po PH).
Potkani byli usmrceni vykrvacenim z bifurkace bfiSni aorty s odb&rem systémové
krve a nasledné vSech organu. VSechny vynaté organy a ziskané krevni sérum

byly zamrazeny.

ROZDELENI ZVIRAT DO 8 SKUPIN PO 16 ZVIRATECH:

1.skupina: samci kmene Wistar, Ziveni standardni laboratorni dietou (SLD)
(W-SLD)

2.skupina: samci kmene Wistar, Ziveni SLD obohacenou o 4% cholesterolu
(W-CHOL)

3. skupina: samci kmene Wistar, Ziveni methionin-cholin deficitni dietou
(W-MCDD)

4.skupina: samci kmene Wistar, Ziveni dietou s obsahem 1% kyseliny
orotové (W-ORO)

5. skupina: samci kmene PHHP ziveni SLD (PHHP-SLD)

6. skupina: samci kmene PHHP Ziveni SLD obohacenou o 4% cholesterolu
(PHHP-CHOL)

7. skupina: samci kmene PHHP Ziveni methionin-cholin deficitni dietou
(PHHP-MCDD)

8. skupina: samci kmene PHHP Zziveni dietou s obsahem 1% kyseliny
orotové (PHHP-ORO)
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3.1 STANOVENI CHOLESTEROLU VE TKANICH

Pro stanoveni cholesterolu v tkanich jsme pouzili zamrazené tkané jater,

thymu, ledvin, nadledvin, sleziny, srdce, plic a krve.

3.1.1 Pristroje

Beckman instruments, inc. LS analyzer, 6000 LL
Centrifuga MPW-360 (Mechanika Precyzyjna Warszawa)
Rotacni tfepacka Multi Bio RS-24 (Biosan)
Homogenizator Ultra-Turrax T8 (Ika-Werke)

Termoblok ISOTEMP 125D (Fischer Scientific)

Vortex Lab dancer (lka)

3.1.2 Material

Etanol Spiritus 96% (zdroj-lékarna)

Aceton Cisty (Lachema n.p. Brno)

Hydroxid draselny p.a. (Lachema n.p. Brno)
Destilovana voda

Toluen 99% (Acr0s organics)

Scintilaéni roztok SLT-41 (Chemopetrol)

3.1.3 Postup

Biologicky material jsme nechali nejprve pfi teploté laboratofe rozmrznout.
Odvazili jsme 1 g tkané, ktery jsme homogenizovali ve dvojnasobném mnozstvi
fyziologického roztoku v plastové zkumavce. Na dikladnou homogenizaci tkané
byl kladen zvySeny daraz. Pokud bylo tkdné méng, pak jsme zjistili jeji hmotnost
a nasledné pfidali dvojnasobné mnozstvi fyziologického roztoku. Krev jsme
odebirali do Cistych plastovych zkumavek bez antikoagulacnich pfisad a zamrazili
ji. Pfed zpracovanim jsme krev museli také dikladné rozmrazit. Z homogenatu

a z krve jsme odebrali 500 pl do smési ethanol-aceton (1:1) do lahvi¢ky se zavitem
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o velikosti 3 ml. Poté jsme vzorky stoCili na rotaCni tfepaCce po dobu 15 minut
a zcentrifugovali pfi 1500 otackach/minutu po dobu 10 minut.

Poté jsme do lahvicky se zavitem o velikosti 4 ml napipetovali 150 pl
nasyceného vodného roztoku KOH, ktery jsme si pfed tim pfipravili.
Pfi rozpousténi se vyviji znacné teplo a vznikly vodny roztok je silné zasadity.
Do lahvicky se 150 ul nasyceného roztoku KOH jsme opatrné stahli 1,5 ml
aceton-etanolového supernatantu z horni vrstvy. Vzorky jsme dukladné protrepali
na Vortexu a vloZili do termobloku. Termoblok jsme nastavili na 52°C a vzorky
jsme zde nechali 60 minut. Zhruba kazdych deset minut jsme vzorky protfepali,
aby alkalicka hydrolyza probéhla upiné.

Po vyjmuti vzorkd z termobloku, jsme je vlozili na 5-10 minut do vodni lazné
s ledem. Po dudkladném zchlazeni jsme do zkumavek pfidali 1,5 ml destilované
vody a 1 ml toluenu. Nasledovalo stoCeni vzorkl na rotacni tfepace po dobu
15 minut a centrifugovani pfi 1500 otacek/minutu po dobu 10 minut. Poté jsme
odebrali 1 ml horni organické vrstvy, tedy toluenu a <&asteCné acetonu,
do scintilaéni lahvi¢ky s 10 ml scintilacniho roztoku SLT-41. Nasledné jsme vzorky
zméfili na Beckman instruments, inc. LS analyzer.

Pfi kazdé sadé stanoveni jsme provadéli i zkousku pozadi. PouZili jsme
intaktni jatra bez podaného izotopu, zpracovali je jako ostatni vzorky a zmeéfili
pocty impulsu.

Vysledna hodnota aktivit **C-cholesterolu v poétech scintilaci (dpm)
se prepocita na Bq: Tkané=dpmx31,92/60 (Bq chol/g tkané). Krev=dpmx10,64/60
(Bq chol/ml krve).
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3.2 STANOVENI SPECIFICKE AKTNITY DNA V BIOLOGICKEM
MATERIALU

3.2.1 Pristroje

Homogenizator Ultra-Turrax T8 (Ika-Werke)

Termoblok ISOTEMP 125D (Fischer Scientific)
Centrifuga MPW-360 (Mechanika Precyzyjna Warszawa)
Vortex Lab dancer (lka)

Destilacni aparatura

3.2.2 Material

Kyselina citronova 0,1 M

Kyselina chlorista 0,5%, 5%, 10%, 70% (Penta)

Roztok TRITON (SLT-31, SLT-41+TRITON x-100 nebo x-500 v poméru 2:1)
SLD-41 (Chemopetrol)

Difenylamin (Penta)

Kyselina octova 99,8% p.a. (Rieder-de Haén)

Kyselina sirova p.a. (MERCK)

Manganistan draselny (Lachema)

Acetaldehyd

Destilovana voda

Aqua pro injectione (Braun, lIékarna)

3.2.3 Priprava roztoku a ¢inidel

Standardni_roztok DNA: Rozpusténim DNA-SIGMA (sodna sul, z thymu)

o hmotnosti 2 mg (vjedné davce) v 10 ml aqua pro injectione. Roztok jsme

uchovavali zmrazZeny.

Difenylaminové Cinidlo: Roztok musel byt pfipraven vzdy Cerstvy! Rozpustili

jsme 8 g difenylaminu v 500 ml pfedestilované kyseliné octové p.a. (viz. nize)

a pridali jsme 7,5 ml kyseliny sirové p.a. MERCK.
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Destilace kyseliny octové: K1 litru kyseliny octové p.a. pfidame 20 g

manganistanu draselného. Roztok jsme nechali 24 hodin stat, obCas promichali
a poté destilovali. Teplota varu byla 118°C (116°C).
10% kyselina chlorista: 100 ml 70% kyseliny chloristé jsme zfedili 600 ml

destilované vody

5% kyselina chlorista: 50 ml 70% kyseliny chloristé jsme zfedili 650 ml

destilované vody

0,5% kyselina chloristd: 70 ml 5% kyseliny chloristé jsme zfedili 630 ml

destilované vody

0,07M roztok acetaldehydu: 4,2 ml acetaldehydu jsme rozpustili v 2000 ml

destilované vody a roztok jsme uchovavali v lednici.

Kalibrac¢ni krivka DNA

Pfed vlastnim stanovenim specifické aktivity DNA v biologickém materialu

jsme si vytvofili kalibraéni kiivku DNA.

Pro kalibracni kfivku jsme pouzili standardni roztok DNA, ktery jsme
uchovavali zmrazeny. Pfed pouzitim jsme nechali roztok rozmrazit pfi pokojové
teploté. Poté jsme jej smichali v poméru 1:1 s 10% kyselinou chloristou. Roztok
jsme nechali hydrolyzovat pfi 72°C po dobu 45 minut (viz. dale). Tim jsme ziskali
v 1 ml hydrolyzatu 100 ug DNA. Tuto hydrolyzovanou standardu DNA v prostfedi

cca 5% kyseliny chloristé jsme pouZili pro kalibracni kfivku.

Tabulka ¢&. 4: Kalibracni kfivka:

st. DNA (ml) 5%kyselina chlorista (ml) DNA (ug)
1. 10,2 0,8 20
2. 103 0,7 30
3. 104 0,6 40
4. 10,5 0,5 50
5. 106 0,4 60
6. | 0,7 0,3 70
7. 10,8 0,2 80
8. 109 0,1 90
9. 11,0 0,0 100
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Jako slepy vzorek jsme pouZili 1 ml 5% kyseliny chloristé

Ke kazdému roztoku DNA v 5% kyseliné chloristé pfidame 1,5 ml
difenylaminového c¢inidla a 0,1 ml 0,07M acetaldehydu. Oba roztoky jsme si
predem pfipravili.

Po protiepani jsme nechali zkumavky stat cca 20 minut vtemnu
pFi pokojové teplot&. Extinkce byla méfena na spektrometru na Ustavu fyziologie

Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

3.2.4 Vlastni stanoveni specifické aktivity DNA v biologickém

materialu

Ke stanoveni jsme pouzili stejné tkané a organy jako pfi stanoveni
cholesterolu v tkanich.

Homogenizaci 0,5 g jater jsme provadéli v4 ml 0,1M kyseliny citronoveé.
Po homogenizaci jsme k homogenatu pfidaly dalsi 4 ml 0,1M kyseliny citronove,
celkem tedy 8 ml.

Homogenat jsme dali centrifugovat pfi 3300 otackach po dobu 15 minut.
Po centrifugaci jsme roztok nad sedimentem slili rychlym otoCenim zkumavek
dnem vzhuru nad vylevkou. K sedimentu, ktery nam ve zkumavkach zlstal, jsme
pfidali 8 ml 0,5% kyseliny chloristé. Roztok jsme dukladné promichali na Vortexu
a opét centrifugovali 15 minut pfi 3300 otackach za minutu. Po centrifugaci jsme
roztok nad sedimentem wylili do odpadni lahve a opét pfidali asi 8 ml 0,5%
kyseliny chloristé. Cely proces promyvani jsme opakovali 3x.

K promytému sedimentu jsme pfidali 3 ml 5% kyseliny chloristé a promichali
na Vortexu. Roztok jsme poté dali hydrolyzovat do termobloku pfi 72°C
na 45 minut. Zkumavky jsme béhem hydrolyzy obc¢as promichali.

Po hydrolyze jsme opét provedli centrifugaci (3300 otacek za minutu
po dobu 15 minut). Hydrolyzat nad sedimentem jsme slili do jiné zkumavky,
ze které jsme odpipetovali 1 ml do méfici scintilani lahvicky a pfidali jsme 6 ml

scintilacniho roztoku TRITONU. Sediment ve zkumavce jsme jiz dale nepouZili.
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Vzorky jsme zméfili za 24 hodin na spektrometru BECKMAN, poté jsme
provedli vypoéty dpm >H-thymidin (krat 3 se rovna dpm v navazce) a vypodet

specifické aktivity (dpm v navazce/ug DNA v navazce).
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4 VYSLEDKY

VYSVETLIVKY:

W - Wistar

PHHP-prazsky hereditarni hypercholesterolemicky potkan

SLD-standardni laboratorni dieta
CHOL-dieta obohacena o cholesterol (4%)

ORO-dieta s obsahem kyseliny orotove (1%)

MET-methionin a cholin deficitni dieta

PH-Caste€na (parcialni) hepatektomie

18-usmrceni potkana 18 hodin po PH

24-usmrceni potkana 24 hodin po PH

Tabulka €. 5: Télesna hmotnost potkanu (Q)

l.tyden | 2.tyden | 3.tyden | 4.tyden | 25.den | 28.den 29.den
W-SLD 24 244+15 | 288113 | 32249 | 350+17 | 36416 | 37316 353+13
W-SLD 18 26315 | 302+6 | 34115 | 37016 38315 | 39716 38315
W-CHOL 24 244+15 | 284415 | 307+13 | 325£10 | 340+8 | 35049 32511
W-CHOL 18 26616 | 311+5 |344 +6 | 3716 38317 | 39748 37619
W-MET 24 242+13 | 295114 | 336+16 | 363t15 | 375+16 | 389+17 | 37017
W-MET 18 270+3 | 311+3 | 355+5 | 3886 40415 | 41846 40217
W-ORO 24 24517 | 276116 | 300+17 | 317+17 | 329116 | 34015 | 318%17
W-ORO 18 27813 | 3065 | 33418 | 35819 372110 | 38719 36811
PHHP-SLD 24 284121 | 312419 | 328417 | 34215 | 346114 | 347112 | 334+11
PHHP-SLD 18 288415 | 312+12 | 318418 | 332+17 | 337+17 | 340+18 | 323t17
PHHP-CHOL 24 | 297126 | 322123 | 339+21 | 355118 | 362+17 | 367116 | 324+20
PHHP-CHOL 18 | 291416 | 315411 | 334+17 | 350115 | 354+15 | 359415 | 34315
PHHP-MET 24 291415 | 315+£12 | 335419 | 349+18 35617 | 360+£15 34617
PHHP-MET 18 291412 | 290118 | 324+14 | 338+12 | 344410 | 35049 33110
PHHP-ORO 24 294+13 | 316113 | 331414 | 327+12 | 343+18 | 343+18 | 328+21
PHHP-ORO 18 30415 | 316+14 | 330118 | 338+20 | 339419 | 340+18 | 319419
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obrazek €.1 : Télesna hmotnost potkanti kmene Wistar:

425
400

375

350
325

300

hmotnost (g)

275

250

225 T T T T T T
1.tyden 2.tyden 3.tyden 4.tyden 25.den 28.den 29.den

——W-SLD?24 ---B-- W-SLD 18 W-CHOL 24
W-CHOL 18 —%—W-MET 24 ---®-- W-MET 18
—+—W-ORO24 ---—-- W-ORO 18

obrazek €. 2: Télesna hmotnost potkanti kmene PHHP

375
350
C
®
2 325
°
€
N
300
275 T T T T T T
1.tyden 2.tyden 3.tyden 4.tyden 25.den 28.den 29.den
——PHHP-SLD 24 ---®-- PHHP-SLD 18
PHHP-CHOL 24 PHHP-CHOL 18
—*%— PHHP -MET 24 ---®-- PHHP-MET 18
—+—PHHP -ORO 24 ------ PHHP-ORO 18
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Tabulka €. 6: Spotfeba diety (g)

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden Po PH
W-SLD 24 19,0+£0,9 |21,0+£0,5 |22,7+10 [ 23,1+10 |7,6%1,0
W-SLD 18 19,4+08 |21,0+0,3 |{21,1+05 | 226+0,8 |54+0,6
W-CHOL 24 19,3+0,2 |1219+0,1 | 23,0+0,3 |24,0+£0,3 |6,2+0,7
W-CHOL 18 19,3+0,2 |219+06 |21,5+0,2 | 244+06 |5,1+0,1
W-MET 24 243+03 |246+08 |23,7+0,2 |250+05 |9,6+0,9
W-MET 18 250+0,2 |232+1,2 |242+0,1 [255+£0,7 |9,0+0,1
W-ORO 24 170+0,2 | 19,3+04 | 194+04 [195+04 |55%0,2
WORO 18 17,4+0,2 | 19,0+1,0 {21,0+£0,1 | 24,5+ 1,1 1,9+04
PHHP -SLD 24 204+0,2 |239+31 |215+20 |182+08 |4,2+0,8
PHHP-SLD 18 20,3+0,2 |142+0,7 | 16,4+£0,1 | 17,0 £0,1 |2,9%0,2
PHHP —CHOL 24 21,4+03 |193+0,3 | 198+06 |20,1+04 |98+0,3
PHHP-CHOL 18 21,4+0,2 (185+0,1 |17,4+03 [182+0,3 |1,7+0,1
PHHP -MET 24 219+05 |205+01 |{21,0£0,2 | 19,7+0,9 |52+0,4
PHHP-MET 18 205+0,1 |175+0,7 | 181+0,6 | 188+04 |[4,0+£0,9
PHHP -ORO 24 21,1+04 |199+0,3 | 196+0,1 |17,1+0,1 |3,7+£0,3
PHHP-ORO 18 16,7+04 |17,1+05 [ 17,1+0,7 | 166+0,1 |3,4+1,1
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Tabulka &. 7: Hmotnost jaterniho zbytku, s.a.DNA a c.o. DNA, *C-cholesterol

v jatrech po PH

Jatra (g) s.a. DNA c.0. DNA C-cholesterol

(kBg/mg DNA) | (mg/g jater) | v jatrech

®H thymidin (Ba/g tkang)
W-SLD 24 540+£0,11 | 11,21+£1,10* | 2,01 £0,06 1894,93 + 402,80
W-SLD 18 5,38+0,23 | 2,29+0,44 1,87 £ 0,03 1467,43 + 235,39
W-CHOL 24 5,97 +£0,27 |6,09+£0,82 1,75+ 0,05 845,16 + 162,72
W-CHOL 18 6,72+0,41 [ 1,11 +£0,26 1,80 £ 0,06 1081,73 + 159,43
W-MET 24 6,20 £ 0,47 | 11,27 £1,24* | 2,07 + 0,07 | 2180,98 + 249,67
W-MET 18 5,68+0,18 | 0,97 £0,19 2,22 £ 0,08% | 2176,55 + 340,94
W-ORO 24 7,09+0,44 | 3,44+£0,64 1,42 £ 0,08e | 1727,14 + 343,23
W-ORO 18 6,74 £ 0,45 | 0,54 £ 0,22 1,45+ 0,044 | 1379,26 + 299,82
PHHP-SLD 24 4,39+0,24 | 292 +1,27 2,01 £0,13¢ | 2219,31 + 603,28
PHHP-SLD 18 3,93+0,19 | 0,65+ 0,36 1,99 £ 0,05 796,01 + 366,32
PHHP-CHOL 24 5,70+£0,34 | 4,16 £1,00 1,56 £ 0,02 666,66 + 188,36
PHHP-CHOL 18 4,85+0,22 | 0,28 £0,04 1,72 £ 0,04 712,33 + 201,43
PHHP-MET 24 468+0,16 | 544 £ 1,17 1,85+£0,18 1374,70 + 599,72
PHHP-MET 18 4,34 +£0,16 | 0,59 £ 0,20 1,99 £ 0,08v | 1453,28 + 233,67
PHHP-ORO 24 7,37 0,41 | 2,44 £ 1,07 1,15+ 0,09¢ | 1213,68 + 401,63
PHHP-ORO 18 7,07+0,41 | 3,35+£1,13 1,17 £ 0,04v | 753,54 + 133,71
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Obrazek €. 3: Syntéza jaternich DNA po PH:

kBg/mg DNA

Statisticka vyznamnost s.a.DNA (syntéza jaternich DNA): p < 0,05:
W-SLD 24 versus W-MET 24, W-ORO 18, PHHP-SLD 18

W-MET 24 versus W-ORO 18, PHHP-MET 18

W-CHOL 24 versus W-ORO 18, PHHP-CHOL 18

Statisticka vyznamnost c.0.DNA (celkovy obsah jaternich DNA): p<0,05:
W-SLD 24 versus PHHP-ORO 24, W-ORO 18

W-MET 24 versus PHHP-ORO 24, W-ORO 18, W-ORO 24

W-MET 18 versus PHHP-ORO 18, W-ORO 18, W-ORO 24,

PHHP-MET 18 versus PHHP-ORO 24, PHHP-ORO 18

PHHP-SLD 24 versus PHHP-ORO 24, PHHP-ORO 18
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Tabulka &. 8: Stanoveni **C-cholesterolu ve tkanich potkant po PH (Bg/g tkané):

Krev Jatra Slezina Thymus

W-SLD 24 719,8+66,9 1894,9+402,8 | 2275,0£180,1 | 124,1+£19,7
W-SLD 18 321,6 £70,9 1467,4+235,4 | 1636,3+274,0 | 129,9+35,2
W-CHOL 24 426,6+73,2 845,2+162,7 1345,6+184,2 | 131,3+21,4
W-CHOL 18 311,5¢41,9 1081,7+159,4 | 943,0+1853 | 74,1+12,5
W-MET 24 999,8+95,1 2181,0£249,7 | 1791,44269,1 | 199,6+25,5
W-MET 18 485,9+105,7 2176,6+340,9 | 1409,2 +345,5 | 85,4+13,7
W-ORO 24 1033,9+167,6 1727,1+343,2 | 1914,0+428,0 | 116,8+23,3
W-ORO 18 670,1£122,0 1379,3+299,8 | 1470,8+329,1 | 85,7£15,0
PHHP -SLD 24 943,61£124,2 2219,3+603,3 | 2097,7+437,6 | 137,4419,3
PHHP-SLD 18 414,24129,4e 796,0+366,3 1601,5+643,7 | 88,3+23,6
PHHP —CHOL 24 | 324,4+63,9% 666,7+188,4 1729,8+599,3 | 114,8+20,2
PHHP-CHOL 18 | 554,8+132,4 712,3+201,4 2132,9+804,2 | 85,4+19,4
PHHP -MET 24 1266,9+£162,2 1374,74599,7 | 2664,5+715,2 | 406,4+259,9
PHHP-MET 18 696,4+109,3 1453,3+233,6 | 2930,4+393,9 | 93,2+17,9
PHHP -ORO 24 1266,9+162,2% | 1213,7+401,6 | 4873,4+1254,2 | 161,1+36,5
PHHP-ORO 18 1096,8+105,9¢ 753,5+£133,7 4482,9+1017,8 | 142,3£23,5

Statisticka vyznamnost v krvi: p<0,05
PHHP-ORO 18 v.s. WSLD 18, W-CHOL 18, PHHP-CHOL 24, PHHP-SLD 18
PHHP-ORO 24 v.s. W-SLD 18, W-CHOL 18
W-MET 24 v.s. WSLD 18
W-ORO 24 v.s. W-SLD 18
W-CHOL 18 v.s. W-MET 24
W-ORO 24 v.s. W-CHOL 18
PHHP-ORO 24 v.s. PHHP-CHOL 24

Statisticka vyznamnost v thymu (Holm-Sidak method): p<0,05:
W-MET 24 v.s. W-CHOL 18, W-MET 18, W-ORO 18
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Tabulka &. 9: Stanoveni **C-cholesterolu ve tkanich potkant po PH (Bg/g tkané):

Stievo Plice Ledviny Srdce
W-SLD 24 2941,0£770,0 | 1393,2+464,3 232,9+123,7v | 442,1+56,0
.
W-SLD 18 1948,3+473,7 | 1173,0+266,4% | 150,7+21,3¢ 334,5+50,9
W-CHOL 24 845,4+219,0e | 699,7£97,2 93,149,5% 260,0+30,8
W-CHOL 18 1073,7+277,5 | 339,2+17 2% 46,316,0 188,4+29,6
W-MET 24 4033,4+551,6¢ | 811,1+87,6 125,5+10,7 ¢ 479,0+36,5
W-MET 18 2762,9+498,9 | 660,4+115,0 110,7+16,4¢ 326,0+45,6
W-ORO 24 4568,4+1281,6 | 593,6+142,9 171,3+27,6 331,2+55,9
W-ORO 18 1895,8+448,4 | 513,7+97,8 136,7+25,8 312,1£58,5
PHHP -SLD 24 4827,2+1976,2 | 836,31£152,3 181,6+36,6 389,0+£93,1
PHHP-SLD 18 8065,3+3254,9 | 489,2+248,0 181,7£70,9 489,2+248,0
PHHP —CHOL 24 | 1824,2+586,0 | 557,4+136,2 207,8+36,9 248,3+60,5
PHHP-CHOL 18 | 4157,6£1018,5 | 454,4+143,3 172,9456,1 185,9+46,9
PHHP -MET 24 4333,6+£1497,3 | 735,1+240,8 347,9+80,8 495,7+181,5
PHHP-MET 18 5288,1+657,8 | 633,6+134,7 604,1+395,8 307,7£75,2
PHHP -ORO 24 4048,0+1874,1 | 704,4+180,6 451,7+121,8 424,3+95,4
PHHP-ORO 18 5901,8+819,6 | 564,0+93,0 246,0+£36,8 939,4+605,9

Statisticka vyznamnost ve stfevé (Dunn's Method) P<0,05:

W-MET 24 5v.s. W-CHOL 24, W-CHOL 18

Statisticka vyznamnost v plicich (Dunn's Method) P<0,05:

W-SLD 24 v.s. W-CHOL 18
W-SLD 18 v.s. W-CHOL 18

Statisticka vyznamnost v ledvinach (P = <0,001). (Holm-Sidak method):
W-SLD 24 v.s. W-CHOL 18, W-CHOL 24, W-MET 18, W-MET 24

W-SLD 18 v.s. W-CHOL 18
W-ORO 24 v.s. W-CHOL 18

PHHP-SLD 24 v.s. W-CHOL 18
Statisticka vyznamnost v srdci (Holm-Sidak method): (P=0,008):

W-CHOL 18 v.s. W-SLD 24
W-CHOL 18 v.s. W-MET 24
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Od méfeni *C-cholesterolu v tukové tkani bylo upusténo, nebot hodnoty
se pohybovaly velmi blizko hodnot pozadi (tj. radioaktivita prostfedi: zafeni

z radonu v podlozi, kosmické zafeni atd.).
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5 DISKUSE

5.1 METODIKY

V nasi praci jsme se zaméfili na upravu podminek stanoveni cholesterolu
v tkanich a stanoveni specifické aktivity DNA v biologickém materialu.

Hlavni rozdilem obou metodik je rozpustnost stanovovanych latek v tucich
a ve vodé. ScintilaCni roztok SLT-41 se pouziva ke stanoveni organickych latek
rozpustnych v tucich (stanoveni cholesterolu). Naopak pfi stanoveni specifické
aktivity DNA stanovujeme organické latky (nukleové kyseliny) rozpustné ve vodé,

pouzivame tedy scintilacni roztok SLD-41.

5.1.1 Stanoveni cholesterolu v tkanich

Pfi  stanoveni cholesterolu v tkanich jsme kladli zvySeny duraz
na ddkladnou homogenizaci tkani. A to hlavné z davodu piIné vytéznosti stanoveni.
Homogenizaci jsme museli provadét dostatecné dlouhou dobu, aby doslo
k dikladnému rozmélnéni tkani. Kdybychom v homogenatu zanechali ¢asti tkané,
snizila by se tim ucinnost stanoveni (z nehomogenizované tkané bychom neziskali
vSechen cholesterol) a dochazelo by napf. k ucpavani Spicek pipet t€mito zbytky.
U ledvin a nadledvin jsme museli jeSté pred homogenizaci tkané ocistit
odstranénim vazivovych pouzder, aby nedoSlo k posSkozeni homogenizatoru
tuhym vazivovym pouzdrem.

Pro kvantitativni extrakci celkovych lipidi, tedy jak neutralnich
nitrobunécénych triacylglyceroll, tak i polarnich fosfolipidid bunécnych membran,
jsme pouzili polarni etanol, ktery se dobfe rozpousti ve vodé a velice Spatné
v polarnich rozpoustédlech a aceton, ktery se bez omezeni misi s vodou
a vétSinou organickych rozpoustédel, v poméru 1:1. Smés jsme si pfipravili
pred vlastnim stanovenim v digestofi z dadvodu toxicity unikajicich par acetonu
a dale ji uchovavali v lednici.

DalSimi parametry, které jsme béhem stanoveni ménili, byla doba toCeni

na kolotoCi a doba centrifugace vzorkd. PoCet otacek za minutu jsme neménili.
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Pro vétsi ucinnost extrakce celkovych lipidd jsme dobu to€eni na kolotodi
prodlouzili z pivodnich 10 minut na uvedenych 15 minut a dobu centrifugace
z 5 minut na 10 minut.

Pfi pipetovani 150 pl nasyceného vodného roztoku KOH jsme museli dbat
na dukladné pipetovani a to z dlvodu nasycenosti roztoku. Nasyceny roztok byl
tézky, obtizné se pipetoval. Nasavani do Spicky jsme provadéli velice pomalu
s rychlym pfenesenim roztoku ve Spicce do zkumavky. Neopatrnym pipetovanim
bychom do vzork( pfidali mensi objem roztoku nez by byl potfeba k uplné
hydrolyze.

Pfi stahovani horni aceton-etanolové vrstvy nesmélo dojit k promichani
obou vrstev. DosSlo-li k promichani aceton-etanolové vrstvy s homogenatem,
museli  jsme vzorky znovu centrifugovat po dobu 10  minut
pfi 1500 otackach/minutu.

Teplotu termobloku jsme zménili z plvodnich 50°C na 52°C, aby uvnitf
termobloku byla optimalni teplota k probéhnuti alkalické hydrolyzy, pfi které
dochazi k rozkladu esterli cholesterolu na cholesterol volny. Dulezité bylo také
pravidelné protfepavani vzorku.

Z duvodu nizkych teplot varu obou slozek supernatantu (etanol=78,3°C,
aceton=56°C), jsme se rozhodli vzorky pfed dalSim zpracovanim zchladit,
abychom zabranili vypafovani supernatantu a zkreslovani vysledku. A tim jsme
také snizili riziko pasobeni toxickych par acetonu pfi zpracovavani vzork.

Nasledné toceni vzork(l na kolotoci jsme také prodlouzili z pavodnich
10 minut na 15 minut a dobu centrifugace z 5 minut na 10 minut a to z ddvodu
ucinnéjsi extrakce cholesterolu.

Pfi odebirani horni organické vrstvy toluenu a cCaste¢né acetonu opét
nesmeélo dojit k promiseni vrstev, jinak jsme museli vzorky znovu stocit

pfi 1500 otackach/minutu po dobu 10 minut.

5.1.2 Stanoveni specifické aktivity DNA v biologickém materialu

ZvySenou pozornost jsme opét vénovali dukladné homogenizaci. Tedy, aby
probihala dostate¢né dlouhou dobu, aby byla dokonala a nezbyli nam ve vzorku

casti tkani, které by snizili vytéznost stanoveni.

41



Béhem vypracovavani této metody jsme pfi centrifugaci zménili Cas
centrifugace i rychlost ota¢ek. Cas jsme prodlouzili z pGvodnich 10 minut
na 15 minut a rychlost otacek z pavodnich 3000 na 3300 otaek za minutu a tim
jsme docilili bezezbytkového sedimentovani homogenatu. V dalSich krocich
metodiky jsme jiz zmény neprovadéli (Cas a rychlost centrifugace zlstal konstantni
béhem celého stanoveni).

Teplotu, na kterou byl vyhfaty termoblok, jsme zvySili z puvodnich 70°C
na 72°C. Opét z dlvodu nastaveni otimalni teploty uvnitf zkumavek v termobloku.
Dobu hydrolyzy jsme prodlouzili z 30 minut na 45 minut, aby hydrolyza probihala
dostate¢né dlouhou dobu a byla uplna. Pro ddkladnou hyrdolyzu jsme vzorky také

pravidelné promichavali.

5.1.3 Opakované stanoveni *C-cholesterolu v jatrech potkanti po PH

Tabulka &. 10: Stanoveni **C-cholesterolu v jatrech za rtiznych podminek:

Cislo potkana 1. sloupec (dpm) 2. sloupec (dpm) 3. sloupec (dpm)
52 133,95 169,06 193,47

65 7297,94 8672,69 8937,21

66 34,46 266,55 277,58

83 900,84 584,40 556,98

97 222,08 183,3 153,7

99 7872,63 8452,78 8503,00

113 23,82 135,89 118,03

pozadi 22,30 18,60 27,45

V 1.sloupci jsou hodnoty bez chlazeni vzorku. Ve 2.sloupci jsou aktivity
vzorku s chlazenim a okamzitém méfeni po ukonceni prace (vzorky mohou byt
zakalené primési latek hydrofilnich, které zpUsobuji opalescenci). Ve 3.sloupci
jsou aktivity vzork po 24 hodinach stani a nasledné zmérfeni (tytéz vzorky
ze sloupce 2.).

FaleSné nizké hodnoty vzorki €. 66 a 113 byly lépe analyzovany
po zpfesnéni metodiky (dobra homogenizace vzorku, chlazeni roztoku). Ostatni

mérfeni byla vZzdy provadéna az za 24 hodin po zpracovani.
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5.1.4 Rozdily hodnot méreni v zavislosti na uplynulém case

od provedeni analytické prace

Pro porovnani aktivit **C-cholesterolu a *H-thymidinu v zavislosti na &ase
pouzivame LumEx. LumEx je indikator chemiluminiscence, tedy naméfené
impulsy nejsou puvodem z radioizotopu, ale pochazeji z prostfedi. Za jeden a vice

dni klesa LumEx. Jeho pokles svédCi o ,vyCefeni roztoku®, tim nastava lepSi

situace pro ¢itani scintilaCnich zableskld. Nesmi se pohybovat na 5 az 10%.

Tabulka &. 11: Aktivity **C-cholesterolu a *H-thymidinu v zavislosti na ¢ase:

Den zpracovani materialu Nasledujici den

Cislo 3Hdpm | 14C dpm | LumEx | Cislo 3Hdpm | 14C dpm | LumEx
vzorku (%) vzorku (%)
1 2010,43 | 1139,17 |54,88 |1 2035,85 | 1141,30 9,69
2 6610,38 | 1576,67 | 20,63 |2 6482,78 | 1597,44 | 0,48
3 2553,46 | 492,55 36,53 3 2504,63 | 528,74 1,14
4 5832,96 | 745,34 14,71 4 5787,10 | 724,12 0,31
5 5758,57 | 2418,15 | 4,64 5 5597,00 | 2405,16 0,09
6 7071,74 | 2027,57 2,43 6 7102,49 | 2022,58 0,02
7 5170,84 | 1006,86 | 5,68 7 5368,91 | 1092,32 0,10
8 6627,38 | 954,61 0,64 8 6814,83 | 906,62 0,10
Pozadi 1 | 20,75 32,71 6,51 Pozadi 1 | 18,87 28,81 0,37
Pozadi 2 | 29,61 27,33 21,76 Pozadi 2 | 21,99 24,00 1,09

5.1.5 Vyhodnoceni

vysledkll podle méreni

na ruznych kanalech

pristroje Beckman LS 6000 LL.

Mé&rFeni na pfistroji s vyuzitim kanalu pro jeden izotop nebo kanalu pro oba
izotopy.

Prvni sloupec-mérfeni stejnych vzorkd bez pfidani interniho standardu, tedy
na kanale, ktery méfi pouze **C izotopy.

Druhy sloupec-méfeni stejnych vzorkid s pfidanim interniho standardu

na dvou kanalech, které méfi oba izotopy najednou.
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Tabulka €. 12: Hodnoty naméfené pifed pfidanim interni standardy

(*H-cholesterol) a po ni:

Méfeni bez IS Méfeni s IS
Vyuziti  jednoho  kanalu | Vyuziti dvou kanalt pro *H a
pro *C izotopy 1C izotopy
Cislo vzorku 14C-cholesterol 14C- cholesterol
14C-dpm 14C-dpm
1 1396,92 1597,44
2 720,02 724,12
3 2017,74 2405,16
4 1092,95 1092,32
5 1305,71 906,62

Z vysledkl je patrné, Ze rozdily méfeni jsou nevyznamné. Vzorky jsme
museli méfit s vyuZitim programu pro oba kanaly najednou, nebot bychom
do vysledkl zanesli chybu (pfistroj by neodecCetl scintilace vzniklé

po *H-thymidinu).

V pokusu jsme nemohli pouzit *H-cholesterol jako vnitfni standard, nebot
jsme potkantim podavali *H-thymidin na prokazani syntézy jaternich DNA.
Museli jsme méfit na obou kanalech (tedy jak pro °H izotopy, tak

i pro **C izotopy), ale dale jsme pracovali s impulsy (&isly) ziskanymi z kanalu *C.

5.1.6 Vyhodnoceni chyby metodiky s ohledem na ztraty analytu.

Vzorky tkané s pfidanym internim standardem (*H-cholesterol) nam
pomohou vyjadfit chybu metodiky.

Do homogenat(i vzork(l byl na zadatku zpracovani pridan *H-cholesterol
(IS-interni standard) ve vychozi aktivité 14 933 dpm a zméfeny impulzy (viz.
Tabulka €. 13). Zpracovanim materidlu dochazi ke ztratdm cholesterolu (jak
neznadeného, tak znageného **C i *H izotopem).

Po pfepoctu se da zjistit procento ztrat cholesterolu metodikou a dopocitat

vychozi hodnotu **C-cholesterolu.
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VypocCet procenta ucinnosti metodiky s vyuzitim vnitfniho standardu:
nameéfena aktivita/vychozi aktivita x 100 (%).
Dopodet k *C-cholesterolu: naméfena hodnota x spoditana procenta

se dopocitaji do 100 procent.

Tabulka €. 13: Méfeni specifické aktivity s IS a bez IS:

Méreni s IS IS vypocet | Dopocet Dopocet
Cislo | *C- cholesterol | °*H-cholesterol | % “C-cholesterol “C-cholesterol
vzorku | (dpm) (dpm) bez IS (dpm) s IS (dpm)
1 1597,44 6482,78 43 3248,651 3714,97
2 724,12 5787,10 39 1846,205 1856,71
3 2405,16 5597,00 38 5309,842 6329,36
4 1092,32 5368,91 36 3035,972 3034,22
5 906,62 6814,83 46 2838,5 1970,91

Vime, Ze z biologického materidlu ziskdme asi 38% az 46% puvodniho

obsahu cholesterolu, coz je v souladu s literaturou.

5.1.7 Opakované zpracovani vzorku

Tabulka €. 14: Hodnoty ziskané zpracovanim jednoho vzorku potkana:

Cislo potkana 14C-dpm

1 jatra krev
3744,26 5348,13
4276,91 5232,56
4219,22 5332,27
4260,89 4917,52
3681,00 5153,40

2 3492,33 4022,88
3242,76 3691,70
3765,30 4003,68
3246,52 4129,74
3419,43 4053,71

Metodikou ziskavame sice relativni hodnoty, ale dostatecné homogenni.
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5.2 VYSLEDNE HODNOTY

5.2.1 Aktivity **C-cholesterol v jatrech

U potkant obou kmenl krmenych dietou CHOL doSlo k rychlejSimu obratu
exogenniho cholesterolu a jeho odbouravani do zlu€ovych kyselin s maximem
24 hodin po PH.

Naopak u potkanu zivenych dietou MCDD byl exogenné podany cholesterol
utilizovan a zabudovan do jaterni tkané s maximem kolem 18. hodiny po PH.
NejspiSe byl vyuzit jako stavebni komponenta nové tvofenych organel

a bunécnych stén.

5.2.2 Aktivity **C-cholesterol v krvi

U potkant obou kmenl krmenych CHOL dietou byla aktivita exogenné
podaného cholesterolu niz8i nez u ostatnich skupin, coZz opét svédCi o jeho

rychlém odsunu z plazmy do organd, nejvice do jater.

5.2.3 Koncentrace celkového cholesterol v séru

Cholesterol v séru byl nejvice zvySen u potkant PHHP Zivenych dietou
CHOL coz je v souladu s literaturou. Ale téZ u kmene Wistar po krmeni dietou
CHOL byly séroveé koncentrace cholesterolu vy$Si nez u ostatnich skupin.

Po provedeni PH doSlo u vSech potkanu k poklesu cholesterolu, kromé

potkanu zivenych ORO, u kterych byl nevyznamny narUst.

5.2.4 Specificka aktivita jaternich DNA

Ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar byla regenerace jater zpozdéna
u skupiny W-MCDD, u potkani W-CHOL snizena a u skupiny W-ORO byla
snizena jesté vyraznégji.

Potkani kmene PHHP vSech skupin méli nizSi regeneraCni schopnosti
ve srovnani s potkany kmene Wistar. U potkand PHHP se neprojevil negativné vliv

vysokocholesterolové ani MCDD diety na regeneraCni schopnost jater. VySsi
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syntéza jaternich DNA byla zjiSténa u skupiny PHHP-ORO jiz 18 hodin po PH, coz
svédCi o trvalém poSkozovani jaterni tkané vedouci k reparacnim procesliim uz
v intaktnich jatrech (vzhledem k sérovym hodnotam jaternich enzymu pfed PH).
U této skupiny byly regeneracni déje jiz spustény. Po provedeni PH bychom mohli
myIné hodnotit vliv této diety na regeneracni déje jako pozitivni.

Podavani diety CHOL i ORO vedlo k jaterni steatdéze, coz se kromé jiného

projevilo v narustu hmotnosti jater, tedy i zbytku po PH.

5.3 STEATOZA A REGENERACE

Viiv steatdézy jater na jejich regeneraci byl zkoumam mnoha autory.
Navzdory faktum, Ze jaterni steatdéza je spjata s CastéjSim vyskytem dysfunkce
Stépu po jaterni transplantaci (Todo, 1982; Adam, 1991; D’Allessandro, 1991),
mortalitou a morbiditou po jaterni resekci, jsou data vztahujici se k vlastnostem
steatickych jater regenerovat po PH stale vzacna a protichidna. Regenerace je
zakladni odpovéd jater na poranéni. Po resekci 70% jaterni tkdné u potkanu
zbyvaijici hepatocyty proliferuji, aby zrekonstruovaly jaterni tkan béhem 10 dni
(Lieber, 1994). Klidové hepatocyty vstupuji do G, faze, a pak postupuji bunécnym
cyklem. Vzrustajici hepatocytarni DNA syntéza je detekovatelna po 18 hodinach
a vrcholu dosahuje okolo 24 hodin po PH (Zhang a spol., 1999).

Regenerace jater potkant po PH byla pozorovana ve dvou krocich. Prvni
krok se tykal mitézy hepatocytli a druhy krok déleni hypertrofovanych hepatocyt(
se dvéma jadry. Oba tyto kroky regenerace byly doprovazeny hypocholesterolémii
a poklesem aktivity esterifikace cholesterolu v krevnim séru. Pomoci aktivace
mitdézy a ¢asného déleni bunék se dvéma jadry, dochazi ke stimulaci proliferace
hepatocytll a zrychleni regenerace jaterni tkané. Ve stejném Case byla v cirkulaci
detekovana nejvysSi regenerace systému esterifikujiciho cholesterol (Konevalova,
1989).
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Skupina 2 zivena vysokocholesterolovou dietou

Potkani Ziveni dietou obohacenou o cholesterol méli vétSi spotfebu diety
a zaroven nejvysSi hmotnostni pfirastky. Byla u nich zjisténa vyS$Si syntéza
jaternich  DNA, pfiCemz celkovy obsah jaternich DNA byl nizSi ve srovnani
s kontrolami. Lze se domnivat, Ze jaterni tkan byla vysokocholesterolovou dietou
poSkozovana anucena trvale k reparaci, stav byl dale provazen
hepatosplenomegalii a jaterni steatdézou.

Potkani, jejichz hypercholesterolémie vznikla nadmérnym pfijmem
cholesterolu v dieté, odpovédéli na tento stav okamzitou zménou metabolismu.
Doslo k poklesu syntézy v hepatocytu a narlstu fekalni exkrece Zlu€ovych kyselin
(Sakoko M, 1996), hlavné Kupfferovymi burikami (Hoekstra M, 2005). Touto dietou
také vzrostlo mnozstvi enzymu biosyntézy Zlu€ovych kyselin (Chen W, 2005).

Nékteré experimenty se tykaly  vlivu transplantace  jater
na hypercholesterolémii. Familiarni hypercholesterolémie v homozygotni podobé
vede s frekvenci 1:1 000 000 obyvatel k prvnim projevim klinickych komplikaci jiz
v prvni dekadé Zivota. Nositelé obou defektnich alel pro apoproteinové B100
a E-receptory se nedozivaji 20. roku Zzivota. Ke studiu autofi pouzili PHHP
(viz. Kap. 2) u nichz provedli transplantaci jater. V pooperac¢ni dobé hladina
celkového cholesterolu signifikantné klesla z 4,46 mmol/I£1,24
na 2,24 mmol/I+0,98. Autofi prokazali, ze transplantace jater je ztéto indikace

ucinnou terapeutickou metodou (M.Ryska a spol.,2002)

Skupina 3 Zivena MCDD dietou

Potkani ziveni dietou s nedostatkem methioninu a cholinu méli sice nejvyssi
spotfebu diety, coz vSak nebylo provazeno adekvatnim narustem télesné
hmotnosti.

Cholin deficitni dieta ma na nasledek steatézu jater zplsobujici zmény
fosfolipidové membrany endoplazmatického retikula a jinych organel jaterni bunky
(Degertekin, 1986). Pod vlivem diety doSlo téZ ke zvySeni jaterni syntézy DNA,
coz svédci o faktu, Ze intaktni jatra byla mirné poskozovana dietou, nebot cholin
deficience zplsobuje nejenom ztukovaténi jater, ale také vzestup mnozstvi
1,2-diacylglycerolu v jatrech a jaterni poSkozeni (da Costa et al. 1993).

1,2-diacylglycerol, ne 1,3-diacylglycerol, je druhy lipidovy posel v burice a silny
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aktivator proteinkinazy C, ktery zahrnuje bunécény rast, akceleraci rastu tumort
a diferenciaci bunééné smrti (Nakamura 1995).

Methion ukazal, Ze zvySuje koncentraci cholesterolu v plazmé,
v lipoproteinech a vjatrech u potkani, a ma sklon ke zvySeni plazmové
koncentrace homocysteinu u potkant (P=0,058). Mirny nadbytek, ale i vyznamny
nedostatek homocysteinu, jehoz prekurzorem je pravé methionin, ma negativni
efekt na kardiovaskularni systém. (Hirche F, 2006).

Z pfredchoziho vyplyva, Ze v séru potkant zivenych dietou MCDD byly
zvySené hodnoty triacylglycerolt, ale do$lo spiSe ke snizeni koncentraci
cholesterolu celkového i HDL a LDL cholesterolu.

Nastup regenerace byl odsunut, ale jatra pfesto regenerovala (Rao MS,
2001).

Skupina 4 Zivena dietou s vyS$Sim obsahem kyseliny orotové

v v,

nejmensim narlstem télesné hmotnosti. Pfi hromadéni lipidd v jatrech vlivem diety
s kyselinou orotovou, doSlo k poklesu transportu triacylglycerold s VLDL
lipoproteiny z jater do séra (Hebbachi AM, 1997). V naSem experimentu se tento
stav projevil nalezem nizSiho celkového obsahu DNA v jatrech. Kyselina orotova
pfidana do diety zpusobuje hromadéni celkovych lipidl, triacyglycerold,
1,2-diacylglyceroli a fosfolipidu v jatrech (Aoyama, 2001). Tato dieta vyznamné
zvySuje mnozstvi enzymU limitujicich rychlost syntézy triacylglycerold (Buang,
2005), zplsobuje lipidovou infiltraci stimulaci intrahepatické lipidové syntézy
a zabranénim lipoproteinového transportu pres Golgiho aparat. Dieta vede
k znaénému ukladani jaternich triacylglyceroll a volnych mastnych kyselin (Su,
2005). U potkant krmenych kaseinovou dietou s kys. orotovou byly zvySeny
hlavné 1,2-diacylglyceroly a fofolipidy (Aoyama et al. 2001). DalSi efekt kyseliny
orotové je ve zvySovani urovné superoxidového anionu v jatrech, v poklesu jaterni
superoxid dismutasy, nasledované jaternim poskozenim (Aoyama et al., 2001).
In vitro hepatocyty z potkani krmenych kyselinou orotovou maji vyznamné nizsi
pomeér intracelularni TAG lipolyzy, reesterifikace a sekreci VLDL (Hebbachi, 1997).
Z vySe zminénych vysledkd ostatnich autor vyplyva, Ze kyselina orotova
poskozuje jaterni tkan, ktera reaguje zvySenou mitotickou aktivitou, tedy vySSi
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syntézou jaternich DNA. Potkani ziveni dietou obohacenou o kyselinu orotovou
méli vyrazné nizZSi hmotnost nadledvin nez potkani ostatnich skupin. Toto zjisténi
potvrzuje, Ze byla v jatrech zablokovana tvorba steroidu (Su, 2005). S efektem
kyseliny orotové uzce souvisi nalezy koncentraci cholesterolu i ostatnich tuk
v séru, tedy nizké koncentrace triglyceridli, HDL-cholesterolu i LDL-cholesterolu.
U potkanu zivenych dietou s kyselinou orotovou v séru ve srovnani s kontrolami
nejvice vzrostla koncentrace inzulinu i glykémie, naopak poklesla koncentrace
leptinu. Lze pFedpokladat, Ze se organismus snazil podpofit reparaéni
a regeneracni procesy v jatrech pravé vlivem inzulinu. SouCasné nebyly niZSi
koncentraci leptinu podpofeny regeneracni procesy jater. Leptin ma stimulacni
efekt na proliferaci a proteinovou syntézu jaternich bunék (LamoSova a Zeman,
2001), selektivné snizuje télesny tuk, podporuje vliv inzulinu na periferni absorpci
glukézy, na jaterni produkci glukézy a moduluje genovou expresi kliCovych
jaternich enzymU (Barzilai, 1997). Dlouhodobé zvy$eni leptinu ma za nasledek
zmény ve snadnéjSim uskladnéni energie do glykogenu a omezuni zasob tuku
(Barzilai, 1997). Zablokovanim vydeje tukl z jater se nemohl uplatnit synergicky

efekt leptinu a inzulinu.

Nékteré studie se zabyvaly rozdilem mezi nealkoholickou steatohepatitidou
(NASH) a alkoholickou steatohepatitidou. NASH je jaterni onemocnéni podobné
alkoholovému jaternimu onemocnéni v morfologii, tudiz mohou sdilet i podobné
patologické mechanismy. Protoze pfimé ucinky alkoholu na jaterni regeneraci jiz
byly vysvétleny, zabyvala se studie spiSe tim, zda steatohepatitida samotna
souvisi se zhorSenim proliferace bunék (Zhang a spol., 1999). Prestoze
molekularni mechanismus, kterym alkohol inhibuje regeneraci neni definovan,
nékolik dukazd ukazuje, Zze zmény ve slozZeni lipidové membrany po dlouhodobém
pfijimani alkoholu, jsou spjaty se zhorSenim jaterni regenerace (Liber, 1994)
zpusobené pravdépodobné toxickym efektem alkoholu spiSe nez nasledek
steatohepatitidy. Tento nazor je podporen experimentalnimi studiemi, ve kterym
alkohol pfimo pusobi na proliferaci jaternich bunék (Zhang a spol., 1996, 1997;
Carter, 1988; Saso, 1996). Bylo zkoumano, zda PH stimuluje jaterni regeneraci
u potkanu se steatohepatitidou vytvofenou podavanim methion a cholin deficitni
diety (MCDD) ad libitum. Zvifata byla krmena touto dietou po dobu 4 tydn(, poté
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nasledovala PH (68%). Rozsah regenerace byl urCen 24 hodin po PH pouZitim
3H-thymidinu, ktery se inkorporoval do DNA pfi obnové jaterni buriky. Ve studii
bylo ukazano, Ze NASH neméni regeneraci u nutricnich modelu potkanu
se steatohepatitidou vytvofenou MCDD. U potkant v této studii jsou hlavnimi
prednostné v acinarni zéné 3 (Weltman, 1996).

V dalsi studii byly pouzity tfi rGzné modely potkanu stejného véku
se steatozou, ktefi byly zkoumani za stejnych experimentalnich podminek: obézni
,Zucker® potkani, Wistar potkani krmeni dietou obohacenou 5% kyselinou orotovou
a Wistar potkani krmeni MCDD (Picard a spol, 2002). Homozygotni ,Zucker”
potkani jsou rezistentni na hlavni ucinky leptinu. Proto se u nich vyvinula tézka
obezita, hyperlipidemie, diabetes mellitus a steat6za jater jako nasledek
zvySeného pfijmu potravy a redukované spotfeby energie. Cholin je nezbytny
k vytvareni fosfatidylcholinu, esencialniho pro produkci VLDL v bunééné
membrané. Absence cholinu v dieté znemoziuje tvorbu VLDL hepatocyty, tim
poSkozuje exocytdzu triacylglyceroll a tak indukuje akumulaci triacylglyceroll
(Nakano a spol., 1997). U MCDD potkani kmene Wistar se vyvinula
makrovezikularni steatéza, zanétliva infiltrace a fibréza, napodobujici NASH
(Zzhang a spol.,, 1984). Cholinova deficience je u potkand znama jako
hepatokarcinogen , proto byl vySetfovan také tfeti model potkant kmene Wistar
krmenych dietou s pfidavkem Kkyseliny orotové. Kyselina orotova u potkan(
zpusobuje difuzni mikrovezikularni steatézu (Harden, 1984; Creasey, 1961;
Novikoff, 1966; Durschlag, 1980), pravdépodobné s mitochondrialnim poskozenim
a stim souvisejici zhorSeni mitochondrialni oxidace mastnych kyselin. Autofi
proliferaci hepatocytl hodnotili za 24 hodin po PH. Tento ¢asovy bod odpovida
u potkanu vrcholu syntézy DNA a vrcholu CDK-2 aktivity v jadfe (Jaumot, 1999;
Pujol, 2000; Stirkel, 2001). CDK-2 tvofi komplex s regulacni podjednotkou,
cyklinem E. Aktivace tohoto komplexu v pozdni G; fazi je nezbytna k pfechodu
z G; do S faze a pro syntézu DNA (Novikoff, 1966; Pujol, 2000; Ehrenfried, 1997;
Loyer, 1997; Nelsen, 2001). DNA aktivace zacina uprostifed G; faze a probiha skrz
pozdni G; aS-fazi. Poslednim vySetfovanym  faktorem je  BrdU
(bromodeoxyuridin), analog thymidinu, ktery se inkorporuje do nové syntetizované
DNA v replikujicich se burkach (S faze). Casnégjsi faktory jako je IL-6, nebyly
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méfeny, protoze se ukazalo, Ze jsou nespecifickou Casnou odpovédi
na proliferacni stimul a nepfedvidaji budouci proliferaci hepatocytl (Stérkel, 1999).
Experimenty ukazaly uhomozygotnich ,Zucker‘ potkant vyznamny pokles
v restituci jaterni tkané, mitotického indexu, ale ne BrdU ve srovnani s Stihlymi
heterozygotnimi ,Zucker” potkany. Byl zde sklon smérem k nizSi CDK-2 kinazové
aktivité u steatickych ,Zucker® potkanu, coz zpusobuje blokaci pfechodu G;
a S-faze. NizSi CDK-2 kinazova aktivita mohla byt bud duasledek chyb v utvareni
komplext mezi dvéma proteiny, nebo pfenosu téchto komplexl do jadra. VSechna
tato data a data dalSich autort (Selzner a spol, 2000), kterymi bylo prokazano, ze
obézni homozygotni ,Zucker® potkani méli znamky zhorSeni jaterni regenerace,
predpokladaji zhorSeni jaterni regenerace po PH u obéznich ,Zucker potkana,
ve srovnani s Stihlymi, heterozygotnimi kontrolami. Pozorovani u dalSich dvou
sledovanych modell se steatézou byli viceméné rozdilné (Picard a spol, 2002).
Restituce jaterni tkané, mitoticky index, DNA syntéza méfena pomoci BrdU
znaciciho indexu a PCNA Western blotting, nebyly vyznamné rozdilné u potkan
krmenych dietou obohacenou kyselinou orotovou, MCDD a kontrolou (Picard
a spol, 2002).

Néktefi autofi méfili BrdU index a mitoticky index po PH u mysi
se steatézou (Rao a spol., 2000), vySetfovali inkorporaci *H-thymidinu a restituci
jaterni tkané (Zhang a spol., 1999) nebo méfili DNA syntézu a mitézu po PH
u MCDD krmenych potkand (Rhao a spol., 2001). VSechna tato data
predpokladaji, Ze steatéza neni nezbytné spojena s niZzSim regenera¢nim
potencialem. Proto tedy nékteré specifické faktory odpovédné nebo spojené
se steatézou u obéznich ,Zucker® potkani mohou byt zahrnuty do jaterni
regenerace.

Jako dusledek nedostatku leptinovych receptord, mohou mit obézni
,Zucker® potkani mnoho metabolickych abnormalit v€etné hyperglykémie,
hyperinzulinémie, inzulinové rezistence a hyperlipidémie. VSechny tyto
abnormality mohou mit nepfimy negativni efekt na hepatocytarni proliferaci
(Kaplan, 1998; Cohen, 1996; Muller, 1997; Sivitz, 1997; Kamohara, 1997).
ZhorSeny glukézovy transport do hepatocytd mulze pfipravit jatra o energii

nezbytnou pro anabolické procesy v bunécné proliferaci. Navic muze zvySena
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glukoneogeneze redukovat dostupnost aminokyselin pro masivni syntézu protein(
pozadovanou po PH.

DalSim nalezem této studie je, Ze heterozygotni ,Zucker potkani maji
zvySenou jaterni regeneraci (vysoky mitoticky index) ve srovnani s kontrolnimi
potkany kmene Wistar. Rozdil u BrdU indexu nebyl vyznamny stejné tak jako
cyklin E a CDK-2 proteinova exprese. VySSi byla CDK-2 kinazova aktivita
u heterozygotnich ,Zucker” potkanu nez u kontroly, pravdépodobné z duvodu
rychlejSiho pfechodu do S-faze a pribéhu mitotického cyklu (Picard a spol, 2002).

Ze studie vyplyva, Ze steatéza sama o sobé nezhorsuje jaterni regeneracni
kapacitu potkant po PH. Deficit jaterni regenerace pozorovany u obéznich
,Zucker* potkanu by mohl byt disledkem ostatnich faktort nez jen tukové infiltrace
tkané. Pravdépodobné se zmény tykaji absence leptinového receptoru (Picard a
spol, 2002).
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6 ZAVER

V nasi praci jsme se zaméfili na upravu podminek a optimalizaci stanoveni
cholesterolu v tkanich a stanoveni specifické aktivity DNA v biologickém materialu.

K experimentu jsme pouzili dva druhy laboratornich potkanu-potkany
kmene Wistar a Prazské hereditarni hypecholesterolemické potkany. Zvifata byla
rozdélena do skupin a krmena riznymi typy diet. 28. den trvani experimentu byla
provedena &aste¢na hepatektomie. Poté jsme zvifatim podali **C-cholesterol
pro stanoveni cholesterolu ve tkanich a >*H-thymidin pro stanoveni specifické
aktivity DNA v biologickém materialu. Po usmrceni zvifat vykrvacenim z bifurkace
bfisni aorty byly veSkeré jejich organy a krevni sérum zamrazeny a pouzity
pfi nasledujicich stanovenich.

PFfi stanoveni cholesterolu v tkanich jsme kladli diraz na zkvalitnéni
homogenizace tkani. ProdlouZzenim doby centrifugace a toCenim na rotacni
trepaCce jsme zvysili vytéZznost analytu. Upravili jsme teplotu termobloku, aby
hydrolyza probéhla uplné. LepSich vysledkl jsme dosahli chlazenim vzorku
po vyjmuti z termobloku pfed jejich dalSim zpracovanim.

PFi stanoveni specifické aktivity v biologickém materialu jsme také kladli
dlraz na homogenizaci, u centrifugace jsme upravili nejen dobu, ale i rychlost
otaCek. Hydrolyzu jsme zkvalitnili spravnym temperovanim termobloku
a prodlouzenim Casu hydrolyzy.

Pro méfeni *C-cholesterolu jsme museli pouzit SLT-41, protoZe
stanovujeme radionuklid rozpustny v tucich. Opakovanym méfenim vzork
s izolovanym *C-cholesterolem jsme Zjistili, Ze nejpfesnéjsi bylo méfeni vzorkd
po 24-hodinovém stani. To jsme potvrdili méfenim LumEx, ktery byl minimalni
za 24 hodin po provedeni analytické prace. Vyhodnocenim vysledkd po méreni
na rliznych kanalech pfistroje Beckman LS 6000 LL jsme zjistili, ze pfi méreni
na jednom kanale je ucinnost vySSi nez pfi méfeni na dvou kanalech, ale rozdil
neni vyznamny. Zddvodu pfitomnosti >H-thymidinu v jaterni tkani jsme
4C-cholesterol mé&fili programem, ktery méfi zaroveri oba kanaly.

Zavérem lze Fici, ze zdokonalenim postupu stanoveni cholesterolu v tkanich

a jeho dodrzovanim ziskame asi 38-46% puvodniho obsahu cholesterolu.

54



V dalSich pracich souvisejicich s touto studii byly vyhodnoceny vysledky
jednotlivych stanoveni. Zabyvali se vlivem jednotlivych typua diet na rychlost obratu
exogenné podavaného cholesterolu a regeneracni schopnosti steatickych jater,
jejichz poskozeni bylo vyvolano pravé témito dietami. Ziskané vysledky byly

porovnany s vysledky obdobnych studii riznych autort a prodiskutovany.
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