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1. SOUHRN

Disertacni prace se zabyva Casnou fazi jaterni regenerace u potkanll s navozenou steatézou
jater, zjisténim vlivu kyseliny ursolové a jejich hepatoprotektivnich ti€¢inkli na jaterni tkan po ¢astecné
hepatektomii a zjisténim vlivu této kyseliny na metabolismus lipidi.

Prvni Cast disertacni prace byla zaméfena na studium jaterni regenerace po castecné
hepatektomii u potkand s nutri¢né navozenou steat6zou 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 ¢étyf tydnti u obou kmend potkanti potvrdil rozvoj jaterni
steatdozy bez znamek zanétu, nekrozy ¢i fibrotickych zmén. Dieta methionin-cholin deficitni
nepotvrdila histologickym vySetfenim pfitomnost steatozy, ackoli bylo potvrzeno naruSeni syntézy
VLDL ¢&astic. Priibéh jaterni regenerace prokizal na zakladé inkorporace *[H]-thymidinu do DNA
hepatocytii zpozdéni jaterni regenerace s vysokocholesterolovou dietou i dietou s kyselinou orotovou.
Model s kyselinou orotovou se pro studium jaterni regenerace neosveédcil, u potkanti doslo k t€zkému
poskozeni jaterniho parenchymu pied samotnym operacnim zakrokem, které bylo po castecné
hepatektomii neslusitelné s prezitim. Pfi porovnani rychlosti regenerace zhodnoceni syntézy DNA za
18 a 24 hodin po ¢aste¢né hepatektomii mezi potkany kmene Wistar a potkany PHHC bylo prokézéano
zpozdéni nastupu regenerace u hypercholesterolemickych potkanii ukazujici mozné komplikace pro
pacienty s prostou steatdozou podstupujici transplantaci jater ¢i resekci jaterni tkan€.

Druh4 ¢ast disertacni prace byla zaméfena na ovlivnéni jaterni regenerace podanim rtiznych
forem kyseliny ursolové, které byly pfipraveny vyhradné z ptirodnich zdroji bez pouziti chemickych
rozpoustédel. Kyselina ursolova je v literatufe zmiflovana jako latka s hepatoprotektivnimi u¢inky,
ale komplikaci pro jeji béZné pouziti je jeji nizka biologickd dostupnost. Hypolipidemické ucinky
kyseliny ursolové byly potvrzeny jiz po 7 dnech experimentu u potkant s vysokotukovou dietou, kdy
bylo docileno vyznamného sniZeni koncentraci hladin cholesterolu a triacylglycerolu. Soucasné bylo
prokéazano, 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 parcialni hepatektomii a potvrzuji tim kyselinu ursolovou jako latku s hepatoprotektivnimi
ucinky.



2. SUMMARY

Contribution to the study of the etiology and clinical significance of hepatic

steatosis in the experiment

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 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.



3. UVOD

Jatra predstavuji zivotn¢ dulezity organ vykonavajici fadu nezastupitelnych funkci
v energetickém a intermediarnim metabolismu. Dulezitou funkei jater je biotransformace a eliminace
xenobiotik, a mozna praveé z tohoto diivodu maji jatra schopnost obnovit piivodni populaci jaternich
bun¢k po jejich redukci nebo poskozeni rizné etiologie [1]. Zmény v metabolismu souvisejici s
nezdravou vyzivou, nezdravym zivotnim stylem ale i toxické zmény patii k hlavnim pf#i¢indm
aterosklerdzy, kardiovaskularnim onemocnénim i ke steatdze jater. Stejné tak jako existuje mnoho
faktorti vedoucich ke zvysené zatézi jater a jejich poSkozeni, existuje 1 vice metabolickych cest, které
proces regenerace ovliviiuji.

Ackoli je snaha 1écbu steatozy jater zménou jidelniCku a pohybové aktivity predchdzet a
zastavit a zregenerovat, pokrocila stadia steatozy - steatohepatitida a cirhoza stale patii k divodim s
vy$§i umrtnosti v Ceské republice. Nealkoholové poskozeni jater tzv. NAFLD (Non Alcoholic Fatty
Liver Disease) patii mezi nejcastéj$i chronickd onemocnéni jater a je soucasti i celého komplexu
onemocnéni tzv. metabolického syndromu.

Jatra maji ve srovnani s ostatnimi organy nejveétsi regeneracni schopnost, a dokdzou tak
ptekonat i vyznamné poskozeni. Dalsi dlilezitou vlastnosti jaternich bunék je, ze si béhem regenerace
zachovavaji krom¢ obnovovacich procesti také vSechny metabolické funkce vcetné schopnosti
odstrafiovani 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 (napi. NAFLD)
komplikaci pfi transplantacich a regenerace tim mize byt negativné ovlivnéna [2, 3, 4]. Zaroven ale
existuji v literatufe 1 ndzory, Ze steatdza jater regeneracni schopnost jater neovlifiuje 35, 6, 7]. Kromé
komplikaci pfi samotném vykonu resekce jater existuji i postoperacni komplikace pfijatého Stépu ¢i
opozdéna regenerace s delsi dobou 1écby [8].

Lécebné se pro regeneraci jater vyuziva celd fada hepatoprotektivnich latek, mezi kterymi lze
nalézt latky ptirodnich produkt. K této skupiné patii i1 triterpenoidy — latky obsaZzené v mnoha
bylinach, rostlinach i ovoci, jejichZ hepatoptotektivni G¢inky jsou zminovany v mnoha publikacich
[9,10]. Mechanismus ucinku triterpenoidil je komplexni — potlacuji nékteré enzymy zplsobujici
poskozeni [11], ochraiuji pfed hepatotoxicitou tetrachlormetanu [12] i acetaminofenu [13] a jsou
znamé protinadorovou aktivitou [14, 15].

Disertacni prace se zabyva Casnou fazi jaterni regenerace u potkand s navozenou steatézou
jater, zjisténim vlivu kyseliny ursolové a jejich hepatoprotektivnich uc¢inkti na jaterni tkan po ¢astecné
hepatektomii a zaroven zjiSténim vlivu této kyseliny na metabolismus lipida.



4. UVOD DO PROBLEMATIKY

4.1. Parcialni hepatektomie

Pro studium orgénové regenerace kontrolovaného rtstu 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 (napf.
prasatech), vyuzivané pro modelovani novych chirurgickych postupti a hledani novych moznosti
hojeni ran. Postupné se zvysujici hmotnost jater po resekci je jednim z ukazateli obnovy jaterni tkang.
ZvySeni hmotnosti jater o0 45 % po parcidlni hepatektomii je prokazano jiz po 24 hodinach po resekei,
za 48 hod je zvySeni hmotnosti jiz 0 70 % a postupné€ mezi 5. — 7. dnem dosahuje 93 % pavodni
hmotnosti. Ke kompletni obnové by mélo dojit do maximélné¢ dvacitého dne po parcialni
hepatektomii [16], byt v nékterych experimentech cilového objemu jater nebylo dosazeno ani po 3
tydnech po parcidlni hepatektomii [17, 18].
— cytokint, ristovych faktorti a metabolickych zmén [19]. Odstranénim pievazné ¢asti jaterni tkané
dochézi ihned ke zméndm hemodynamiky, ale zaroven ke zménam v expresi a aktivité signdlnich
mediator, mezi néz patii cytokiny a interleukiny (TNF-a, IL-6), rGstové 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 lipidd. Cely priubéh jaterni regenerace je zcela
koordinovanym procesem zahrnujici desitky rliznych cest a gend, proto ztrata 1 genu malokdy vede
k uplné inhibici regenerace, ale obvykle zptisobi zménu nacasovani replikace nebo mortality DNA
hepatocytt [20].

Regenerace jater nezahrnuje pouze hepatocyty (piedstavuji 60 — 80 % bunck jater), ale 1 bunky
neparenchymové - Zlucové epitelidlni buniky, endotelidlni sinusoidalni buiiky, Itovy bunky (jaterni
hvézdicove buiiky) a Kupfferovy bunky. Hepatocyty a cholangiocyty jsou prvni buniky, které vstupuji
do bunécného cyklu, podstupuji proliferaci a produkci mitogennich signald pro dalsi typy jaternich
bunék [20]. Proliferace hepatocytti po PH je charakterizovana mitotickymi vlnami bunék vSech
populaci. U hlodavct za¢ina 12 — 18 hodin po ¢aste¢né hepatektomii s maximem u potkant 24 hodin,
u my$i 36 hodin a kon¢i pfiblizn€ 4 dny po PH. Syntéza DNA zalina v jaternich ascinech v okoli
portalni vény a postupné nasleduje v dalSich hepatocytech smérem k centralni véné. Mit6za nasleduje
syntézu DNA za 6 — 8 hodin. Proliferace v extracelularni matrix, ktera zahrnuje cca 3 % objemu jater,
neni béhem prvniho dne patrnd podle Martineze-Hermandeze a Amenty [21]. Kupfferovy i
hvézdicové bunky a buniky Zlu¢ovodl vstupuji do S faze pozdéji 48 — 96 hodin po zakroku.

Pribéh bunééného cyklu béhem parcidlni hepatektomie se dé€li na tfi faze — iniciace,
proliferace a terminace. Iniciace tj. zahajeni (priming) je obdobi prvnich 12 — 18 hodin po PH, kdy
vétSina hepatocytli opousti klidovy stav bunééného cyklu Go (faze). Iniciace je v soucasnosti nejvice
prozkoumavanou ¢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 probéhne bunécné déleni, ¢ast hepatocytii se vraci do
faze Go a cast vstupuje do dal§itho mitotického cyklu. Soucasné v této fazi dochazi k remodelaci
extracelularni matrix (ECM) a dochazi k déleni dalSich jaternich bunék (cholangiocyti a
endotelialnich bunék jaternich sinusoid). Tato faze trvajici u hlodavci (potkanll) az 4 dny je
nasledovana posledni fazi terminaci, tj. ukonceni, které je spojeno s pfitomnosti inhibi¢nich faktort
a podnétd, na jejichz zakladé dojde k zastaveni proliferacni odpovédi a ndvratu do klidového stavu
vcetné regulace pomeéru velikosti jater vii¢i velikosti téla, tzv. ,,hepatostat®. Délka trvani této posledni
faze je ve vétsiné publikaci uvadéna 7-10 dni [16].

Casna faze iniciace je charakterizovana produkci nejen p¥imych mitogent, tedy latek
schopnych samotné indukce jaterni proliferace jako je Hepatocytatni ristovy faktor (HGF) a
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Epidermalni ristovy faktor (EGF), ale i stoupajici koncentraci cytokint, ptedevsim Tumor Necrosis
Factor alfa (TNF-a) a Interleukinu-6 (IL-6). Zdrojem cytokinl jsou neparenchymové jaterni buiky
(Kupfterovy, endotelové bunky jaternich sinusoid a hvézdicové buiiky). Cytokinova kaskdda zacina
vazbou TNF-a na receptor TNFR1 v Kupfferovych bunkach. Timto dochézi k aktivaci nuklearniho
faktoru kappa B (NF-xB) a nésledné¢ k tvorbé IL-6, ktery se uvolni do okoli buniky a vaze se na vlastni
receptor v hepatocytech. Zde aktivuje Signal transducer and activation of transcription 3 (STAT-3).
Po ptfesunu STAT-3 do jadra hepatocytu zde plisobi na fadu geni odpovédnych za regeneraci.
Zminéné cytokiny jsou plné¢ aktivni jiz 30 minut po resekci jater [16, 19].

Hepatocytarni ristovy faktor (HGF)

HGF je produkovan hvézdicovymi jaternimi buiikami jako single peptid pro-HGF, ktery je
uskladnén v extraceluldrni matrix (ECM). Bezprostfedné po jaterni hepatektomii dochéazi ke zvyseni
krevniho pritoku jatry z divodu nadbytku objemu krve, ktera by pied dvoutietinovou resekei jatry
protekla a zaroven se spousti kaskada navazujicich reakci, které zahajuje zvySeni aktivity hlavniho
enzymu zodpovédného za aktivaci HGF urokindzového aktivitoru plazminogenu (uPA). ZvySeni
uPA aktivity je doprovazeno preménou aktivity plasminogenu na plasmin. HGF se po aktivaci vaze
na transmembrdnovy receptor s tyrosinkindzovou aktivitou c-Met, a zarovenl je vyplavovan do
krevniho ob&hu. Maxima uPA dosahuje za 60 — 120 minut po operaci. Remodelaci matrix buné¢k se
méni mnoho proteint, prvni aktivovanou je metaloproteinaza 9 (MMP9), ktera se aktivuje jiz 30
minut po ¢asteCné hepatektomii a je aktivni nasledujicich 24 — 48 hodin. Metaloproteinazy jsou
schopny degradovat ¢ast matrix, a tim umoZnit proliferaci hepatocytl. Zasobni mnozstvi HGF
uvolnéného z ECM je po 3 hodinach vycerpano. Nova syntéza HGF v hvézdicovych a endotelidlnich
buiitkach nasleduje béhem dalSich 36 - 48 hodin. Hladiny HGF se zvySuji 10 - 20 nasobné po ¢astecné
hepatektomii [22], exprese mRNA HGF se zvySuje 3 hodiny po PH nejen v jatrech, ale 1 v plicich a
ve slezin¢. Mezi dalsi kandidaty pro zprostiedkovani zvySené produkce HGF lze zatadit i norepinefrin
a cytokin IL-6 [16].

HGF se zda byt iniciator jaterni regenerace a bylo potvrzeno, Ze patii mezi pfimé mitogeny
aktivujici receptory ithned po ¢aste¢né hepatektomii [16]. Na druhou stranu je evidentni, Ze neexistuje
jen jedna cesta iniciace, ale piispévek hepatocytarniho riistového faktoru se zda byt nenahraditelny.
DeFrances a Michalopoulos [23] ovéfili, ze pifi vylouceni signédlni cesty HGF/cMet nedochézi
k uplnému zastaveni jaterni regenerace, ale jen k jejimu do€asnému utlumu. Bowen [24] prokazal pti
cilené genetické eliminaci signalni cesty c-Met sniZeni jaterni regenerace. Podani infize HGF je
dokonce schopno vyvolat hyperplastickou odpovéd’ jaternich bunék bez predchoziho poskozeni jater
[25].

Zluéové kyseliny (ZK)

Koncentrace Zluovych kyselin podléha jasnym kritériim s dirazem na fyziologickou a
signalni dynamiku po ¢astecné hepatektomii, nebot’ koncentrace zlucovych kyselin je béhem péti
minut vyznamné zménéna. Neschopnost zbytku jater po ¢astecné hepatektomii vyloucit vracejici se
zluCové kyseliny do stieva vede ke zvySeni hladin Zlucovych kyselin v krevnim fecisti, coz je
spoustécim signdlem pro jaterni regeneraci. V ptipad€, Ze by nedoslo k preventivni redistribuci
zlu€ovych kyselin do stieva, dochazi u hepatocytl ke snizené proliferaci i riistu jater. Potvrzeni vlivu
zluc¢ovych kyselin na jaterni regeneraci bylo prokazano Naglerem [36], ktery sekvenaci RNA jaterni
tkan€ prokazal sniZeni replikace DNA u potkand s operativnim pferuSenim a zastavenim toku
zlu¢ovych 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 pii absenci zlucovych
kyselin po ¢astecné hepatektomii neméni. Tato zjisténi ukazuji, Ze nalez HGF je nepostradatelny pro
jaterni regeneraci. Sekrece zlucovych kyselin a jejich pool je rozhodujicim faktorem pro budouci
velikost jater [26].



Delgado-Coello et al. [27] potvrdila, ze HGF pfimo moduluje expresi CYP7A1, ktery patii
mezi rate-limiting enzym kontrolujici syntézu ZK z cholesterolu, ale kromé& piimého ovlivnéni pies
HGF, syntéza CYP7A1 je ovlivnéna inhibici c-Jun N- termindlni kindzi C. Tyto zavéry potvrdil i
Naugler [26], ktery kromé sniZzené aktivity c-Jun bezprostfedn¢ po PH (4 hodiny) nalezl i sniZzeny
stievni Fibroblastovy rustovy faktor 15 (FGF15).

Redistribuce a reflux zlucovych kyselin je pro probihajici jaterni regeneraci nezbytnosti a
vSechny mechanismy zapojené do ob&hu zlucovych kyselin chrani regenerujici jatra pied apoptoézou
a nekrézou vyvolanou jejich zvySenou elevaci.

4.2. Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD)

Nealkoholicka steatdza a nealkoholicka steatohepatitida jater (NAFLD/NASH) jsou jaterni
onemocnéni charakterizované histologickym obrazem pozorovanym u alkoholické jaterni steatozy a
steatohepatitidy u osob bez vyznamné konzumace alkoholu (< 20 g ethanolu/den). Definice NAFLD
vychazi z prukazu pritomnosti steatozy jater zobrazovacimi metodami nebo histologicky u vice nez
5 % hepatocyti. NASH je pokrocilou a progresivni fazi NAFLD se vztahem k jaterni cirhoze a je
potencialné smrtelnym onemocnénim, u které jsou kromé steatozy piitomny i zanétlivé zmény,
znamky poSkozeni hepatocytli a miize (a nemusi) byt pfitomna jaterni fibr6za. Na zaklad¢ vyskytu
nemocnych s nevysvétlitelnou elevaci ALT je dlouhodobé odhadovan az na 25,24 % [2,3,28].
V soucasné¢ dobé je feSena otazka, zda mimojaterni projevy jsou hlavni pti¢inou NAFLD, t;.
metabolického syndromu, nebo zda je NAFLD nezdvislym rizikovym faktorem. Z mimojaternich
projevit NAFLD jsou v soucasné dob¢ hlavné studovdna onemocnéni kardiovaskuldrniho systému,
diabetes mellitus 2. typu, onemocnéni ledvin, kolorektalni karcinom, nékteré endokrinopatie. U
diabetikl 2. typu nebo u osob jen s inzulinovou rezistenci se zvySuje lipolyza v tukové tkéni s
nartstem volnych mastnych kyselin. U pacientli s metabolickym syndromem je ¢astéjsi sonograficky
nalez steatdzy nez ve zdravé populaci - pfiblizné 40 % muzl a 26 % Zen s metabolickym syndromem
ma sonograficky zjevnou steatdzu [29]. Pokud by jaterni steatdoza méla byt povazovand za nezavisly
faktor vzniku hypertenze, event. arterosklerdzy, pak je tfeba to podepfit vznikem a progresi jiz
casnych stadii, tedy preaterosklerotickych 1¢ézi a toto prozatim neni v literatuie potvrzeno.

Patogeneze NAFLD (NASH) neni zcela objasnénd, nicméné pro vznik a vyvoj NASH byla
diive navrhovana teorie dvojiho kroku poSkozeni, kterou 1ze obecné definovat (1) Pokud se prekroci
kapacita jater pro metabolizovani nadmérného mnozstvi dodanych mastnych kyselin, dojde k
metabolické dysregulaci a k ukladani tukd v hepatocytech a (2) abnormalni peroxidace v dasledku
nadmérné uloZzenych mastnych kyselin v hepatocytech vede k jejich toxickému poSkozeni, zanétu
jater, fibroze jater a dalSim konsekvencim.

Tato teorie je v soucasnosti nahrazena hypotézami SirSiho spektra vzniku, které ve svém
dasledku vedou ke vzniku NAFLD a NASH [30]. Kli¢ovou roli v patogenezi NAFLD piedstavuje
zvySend nabidka volnych mastnych kyselin pfi zvySené lipolyze a/nebo zvySeny dietni piijem tukd,
snizena oxidace mastnych kyselin, zvySena de novo lipogeneze v jatrech, nebo snizené sekrece VLDL
z jater [30].

Normalni funkce adipocyti je zavisla na mnoha faktorech zahrnujicich jejich pocet, velikost,
hormonalni vlivy a jejich interakce. Pfi nadmérném piijmu energie je tukova tkan schopna do jisté
miry reagovat hypertrofii a hyperplazii adipocytli ochranit ostatni tkdn¢ pfed nezadoucimi uc¢inky
mastnych kyselin. Dalsi akumulace tuku vede ke zvétSeni adipocyti, jejich dysfunkci a zanétu tukové
tkan¢. Subklinicky zanét potencuje lipolyzu, inzulinorezistenci a vede nasledné k uvolnéni
nadbyte¢nych volnych mastnych kyselin do cirkulace. Kupfferovy buiiky jsou jaterni obdobou
makrofagii v tukové tkani a jsou hlavnim zdrojem zanétlivych cytokint.

Mastné kyseliny indukuji na povrchu hepatocytli expresi genit kodujicich proteiny t¢astnici
se syntézy lipida tzv. FAS molekul, jejichz interakce s jinymi ligandami vedou k bunécné smrti [31],
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nebo volné mastné kyseliny destabilizaci lysozomti uvolni katepsin B a nasledné jeho aktivaci NF-
kB se zvysi produkce TNF-a a vznikd nekréza hepatocytl. ZvySeny energeticky piijem ve forme
zvySené nabidky volnych mastnych kyselin inhibuji aktivitu mitochondridlniho dychaciho fetézce
vedouci k nadmémému mnozstvi ROS (reaktivni formy kysliku). Na tuto situaci reaguje zvysSenou
expresi uncoupling protein-2 — mitochondridlni protein vnitini membrany mitochondrii —
rozptrezenim fosforylace snizenim tvorby mitochondridlniho ATP a snizenim ROS v poskozenych
ztukovaténych hepatocytech [32]. Peroxisomy piejimaji B-oxidaci mastnych kyselin, protoze
mitochondrialni oxida¢ni kapacita je u onemocnéni NAFLD je piekonana. Peroxisomalni enzymy
jsou regulovany aktiva¢nim 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].

NAFLD je spojovéna i s posttransplantacnimi komplikacemi jaterniho Stépu, které se
vyskytuje témét u 50 % pacientli po transplantaci a u kterych v kombinaci s kardiovaskularnim
onemocnénim muze vést k ¢asnéj$i mortalité pacientl po transplantaci [2,3,8]. Vice jak 20 % pacient
s histologickym nalezem jaterni steatézy podstupuje transplantaci jater, stfedné velika steatdza
souvisi s niz§im preZzitim pacientll anebo snizenou regeneracni schopnosti. Jatra s vyssi nez 30%
steatdzou nejsou pro transplantace vhodna k pouziti z divodu zvySeného rizika primarnich funkci
[28]. Celkové se provedlo v roce 2019 v Ceské republice 197 transplantaci jater a dal§ich 90 pacientt
na transplantaci ¢eka (Koordinaéni sttedisko transplantaci, CR).

4.3. Experimentalni modely NAFLD u potkanii

Experimentalni pokusy na zvifatech se staly nedilnou soucasti zdkladniho vyzkumu nejen
kvili zjisténi a pochopeni mechanismu stojicich za patogenezi a progresi jaterniho poskozeni, ale 1
pro zjisténi a sledovani novych poznatkll ve farmakologii, pfi vyvoji novych terapeutickych moznosti
a sledovani vlivu novych 1€kii. Do soucasné¢ doby bylo zavedeno mnozstvi zvifecich modelt
napodobujicich jaterni onemocnéni u lidi. Nejcastéji pouzivana pokusna zvirata jsou mysi a potkani,
velké zviteci modely napft. s vyuzitim prasat, jsou vyznamné zejména v oblasti modelovani akutniho
jaterniho selhani, nebo jsou dnes stdle Castéji vyuZzivany v modelovani akutnich i chronickych
jaternich operaci. Idedlni zvifeci model by mél odrazet vSechny aspekty lidského NAFLD vcetné
etiopatogeneze, histologického nalezu v jednotlivych fazich choroby a také metabolické zmény, které
jsou s NAFLD spjaty [34]. Toto v souCasnosti nespliiuje zddny z dostupnych modelti. VétSina modelt
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, inzulinova
rezistence, hyperglykémie, hyperinzulinémie, dyslipidémie, nerovnovaha cytokint a adipokint) [35].
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*.

4.4. Metody hodnoceni intenzity regenerace

Existuji moZnosti ryze fyzikalni, kdy podle hmotnosti jater 1ze posuzovat miru regenerace
podle nariistu objemu jaterni tkané [35,36]. Cilem tohoto porovnani je informace o tzv. hepatostatu,
tedy zda a jak dochazi k dosazeni cilového objemu jater vici velikosti t€la a zda dochazi
k rekonstrukci tkdnové mikroarchitektury [16].

Velmi Casto pouzivanym vyjadienim obnovy tkané jater je odecet mitotického indexu na
hematoxylin-eosinem barvenych histologickych fezech jaterni tkdné urcujici bunécnou proliferaci
bunék prochazejicich mitdézou. TézZ se vyuziva urceni syntézy DNA pomoci inkorporace znaceného
radioaktivniho thymidinu (*H-thymidinu) nebo bromdeoxyuridinu (BrdU) do bun&éné DNA.
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Laboratorni diagnostika umoznuje stanoveni hladin latek na zadklad¢ reakce mezi danym
analytem a protilatkou, kdy se vyuziva specifické reakce. Vyhodou stanoveni je i moznost vyuziti
konkrétni protilatky pro dany zvifeci experiment. V piipad¢ stanoveni rustovych, transkripénich
faktort 1 zanétlivych markeri jsou imunochemické metody dostatecné senzitivni a specifické.

Dalsi nyni velmi ¢asto pouzivanou moznosti je vyuziti metod molekularni biologie, kdy lze
analyzou molekuly DNA studovat bunécné procesy na molekularni urovni s cilem analyzovat
molekulu DNA. Vlastni exprese gend je po izolaci DNA ¢i RNA hodnocena na urovni mRNA
metodou reverzni transkripce nasledovanou polymerazovou fetézovou reakci v redlném case (RT-
PCR). Vysledkem je piesné hodnoceni exprese studovanych genti z pohledu regulace up/down nebo
vyjadienim zmény A exprese [37].

4.5. Funkcni testy jaterni regenerace - dechové testy

Mezi metody zajiStujici pfesné kvantifikovani jaternich funkci patii neinvazivni dechové
testy, které by mohly byt vice vyuzivané, protoze u nich neni kontraindikace s jinymi léky a poskytuji
informaci o funkénim poskozeni v celé §kale jaternich onemocnéni. Dechové testy s 1*C uhlikem maji
vyhodu v jednoduchosti provedeni, nevyzaduji odbér krve, jsou bezpecné a maji nizkou variabilitu.
Oralné podany !°C fenylalanin je absorbovan aktivnim transportem v proximaélni ¢asti tenkého stfeva
a je ireverzibilné konvertovan na tyrosin za katalyzy fenylalaninhydroxyldzy (PAH) v jatrech a
ledvinach. Tato reakce je rate-limiting [38], poté je tyrosin pfeménovan az na kyselinu
homogentisovou za pfistupu O; v reakci katalyzované homogentisatoxygenazou. Vznikajici kyselina
homogentisova je nésledn¢ degradovana v né€kolika krocich na fumarat a acetoacetat v citratovém
cyklu. Bylo zjisténo, ze konverze v ledvinach neovliviiuje jaterni regeneraci po PH [39]. Konverze
fenylalaninu koreluje s Child Pughovym skoérem i testy s indocyaninovou zeleni [40].

Dechové testy s °C fenylalaninem byl navrzen jako dynamicky marker jaterni regenerace
[39]. Heberer et al. [41] prokazal, Ze centralni clearance plazmy poméru aminokyselin u jater miize
byt povazovan jako prediktor jaterni funkce i rezerv a koreluje s operacnim zasahem.

Vysledky dechovych testli jsou nejéastéji vydavany jako hodnota kumulativniho vydeje vypoctena
za definovany ¢as testu vztaZzené na molarni mnoZzstvi podaného substratu. DalSim hodnocenim muze
byt pomér §'°C v definovaném ¢ase vztaZené na vychozi hodnotu — DOB (Delta Over Baseline).

4.6. 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 preparati,
které pozitivné ovliviiyji funkci jaternich bunék pfi riznych jaternich chorobach [42]. VétSinou se
nejednd o l1éky plisobici na prvotni pficinu jaterni choroby, ale o preparaty vedouci ke zpomaleni
procesu fibrotizace a tim vedouci ke zpomaleni vzniku jaterni cirh6ozy snizenim oxida¢niho stresu.
Tyto ulinky byly potvrzeny u preparati s kombinaci silymarinu, vitaminu A, E, dal$Sim
hepatoprotektivem je preparat obsahujici esencialni fosfolipidy, ktery ovlivituje funkce poskozenych
membran hepatocyti 1 bunécnych organel [43]. Mechanismus vyuzivajici nahrazeni toxickych
substanci latkami netoxickymi je uplatiiovany pomoci kyseliny ursodeoxycholové pti cholestatickych
jaternich chorobach [44]. V posledni dobé€ se vyuZivaji i dals$i rostlinné ptfipravky a vytazky, u nichz
je vétsSinou nejvetSim problémem nizka biodostupnost [45]. Podplrna 1é¢ba chronickych jaternich
chorob by méla sméfovat ke zpomaleni €i zastaveni procesu fibrotizace, stabilizovat poSkozenou
metabolickou funkci hepatocytu, sniZovat rozsah nekrézy.

Kyselina ursolova

Kyselina ursolovda (3-beta-3-hydroxy-urs-12-ene-28-oic-acid) je pfirodni chemicka
sloucenina patiici 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,
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kvétin, ale i 1é¢ivych rostlin. Dosud bylo pfirodnich zdroji izolovano vice jak tisic triterpenoida s
antiangiogenni a byly popsany i vlastnosti hepatoprotektivni [46]. Nejvyssi koncentrace kyseliny
ursolové [47] se nachézi u zastupcii bylin v rozmarynu, Salvéji a thymianu, v oleandru a levanduli
jako zastupci kvétin a v pripad€ ovoce jde o nejvyssi koncentraci v jablkéch, kde je tieba rozlisit nejen
jednotlivé druhy, ale i vyskyt - slupky jablek obsahuji nékolikandsobné vice kyseliny ursolové nez
duznina. Z tohoto u nas celoro¢né dostupného ovoce mély nejvétsi koncentrace kyseliny ursolové
odrudy Jonagold nebo Golden delicious [46].

Biologicka dostupnost kyseliny ursolové je problematickd z divodu jejich hydroféobnich
vlastnosti, a proto prvni publikace posuzovaly vlastnosti kyseliny ursolové na organismus vétSinou
rozpusténé v latkach lidskému télu nepfipustnych (aceton, dichlomethan, etanol, metanol).
Experiment zjiSt'ujici vliv kyseliny ursolové rozpusténé v etanolu po piedchozi izolaci této latky z
Eucalyptu tereticornis na alkoholové poskozeni jater potvrdil snizeni ztrat az 76 % zivotaschopnych
hepatocytti [48]. Podobny experiment potvrdil snizené hladiny markerii peroxidace lipida i celkového
bilirubinu [49]. Efekt kyseliny ursolové na metabolické poruchy u diet s vysokym obsahem tukt u
mys$i a potkant, i1 kdyz rozpusténé v 0,5% roztoku dimetylsufoxidem v kombinaci s rosiglitazonem
se potvrdilo snizeni akumulace lipida v jatrech [50], k t€émto zavérim doSel i experiment s UA
zamichany ve vysokotukové diet¢ [51]. Nekteré experimenty rozpousti kyselinu ursolovou ve
fyziologickém roztoku, jako i jedina publikace zkoumajici vliv UA na jaterni regeneraci [52], kdy i
ptes nizkou biologickou dostupnost bylo potvrzen vliv na UA na bun&¢ny cyklus stimulaci exprese
cyklind v G1 fazi bunééného cyklu a C/EBP proteinti.

Kvili hydrofobnim vlastnostem kyseliny ursolové se zacaly v poslednich letech objevovat
publikace vyuzivajici kyselinu ursolovou navézanou ve formé stearoylglukosidu ursolové kyseliny
[53] raznych fosfolipidovych komplexii [54] nebo nanocéstic [55]. Cyklodextriny jsou cyklické
oligosacharidy, které¢ v zavislosti na poc¢tu propojenych glukézovych jednotek glykosidickymi o 1-4
vazbami, rozdélujeme na alfa, beta a gama (alfa - 6, beta - 7, gama - 8 oligosacharidovych
podjednotek). Molekuly béznych cyklodextrini maji tvar dutého komolého kuZzelu, pficemz volné
hydroxylové skupiny se nachdzeji na jeho okrajich — soustfedénim hydroxylovych skupin se okraje
dutiny cyklodextrinti stavaji relativné hydrofobni, ¢imZ je mozné vytvofit inkluzni komplexy. Dalsi
moznosti zvySeni dostupnosti hydrofobni kyseliny ursolové je mikronizace ¢i homogenizace, tedy
postup ¢asto vyuzivany ve farmacii. Tento postup byl v rdmci vytvoreni fosfolipidového komplexu
téz proveden [54]. Zapouzdieni kyseliny ursolové do cyklodextrinu a tim zvySeni dostupnosti téméf
o 1 fad, anebo zvyseni biologické dostupnosti mikronizaci (ovlivnéni velikosti) nebylo dodnes
publikovano.

Kyselina ursolové je v posledni dobé podrobovana mnoha experimentim dokazujici vliv na
organismus pii nékterych civilizaénich onemocnénich 1 na metabolismus sacharidd, lipida a
zénétlivych onemocnénich i karcinomii. Celkové lze zhodnotit, Ze kyselina ursolova pfiznivé
ovlivituje farmakologické procesy, moduluje nékteré signalni cesty jako prevence pied vznikem
chronickych onemocnéni.

Pro pouziti v potravinaiském primyslu byly schvaleny vSechny tfi zakladni cyklodextriny
(CD), pficemz a- a y-CD patii mezi latky s certifikaci nejvyssi bezpecnosti. Cyklodextriny a pii
oralnim podani maji dovolené davky az 6000 mg/den, y-cyklodextriny 10 000 mg/den.
B-cyklodextriny maji pfidéleny tzv. ,.koéd E* pouzivany pro piidatné latky, tj. E 459. Maximalni
povolena koncentrace pro B-cyklodextriny v potravinaiském vyrobku ¢ini 500 mg/den [56]. B-
cyklodextriny byly zatfazeny do dvou funkénich skupin potravinaiskych ptidatnych latek, a sice jako
nosic¢ a rozpoustédlo, a rovnéz jako stabilizator. Nosice a rozpoustédla se uzivaji se k rozpousténi,
fedéni, disperzi a jiné fyzikalni Upravé piidatné latky a potravinového dopliiku, aniz pfitom méni
jejich technologickou funkci nebo maji vlastni technologicky efekt. Jejich uziti usnadiiuje
manipulaci, aplikaci nebo pouziti ptidatné latky. Stabilizatory umoznuji udrzovat fyzikalné-chemické
vlastnosti potraviny.

13



CIiLE PRACE

1) Zhodnotit schopnost jater regenerovat po ¢astecné hepatektomii u dvou riiznych kmeni
potkani — potkani kmene Wistar (kontrolni skupina) a Prazskych hereditarné
hypercholesterolemickych potkanti (u kterych se neptedpoklada porucha receptort pro leptin
a jejich metabolismus lipidd je blizsi metabolismu lidi) po dietnim navozeni prosté steatozy.

2) Zjistit vliv kyseliny ursolové podavané ve formé enkapsulatu s B a y cyklodextriny a ve formé
mikronizované z ptirodnich zdrojii na metabolismus lipida a na jaterni regeneraci.

3) Najit a ovéfit dostupny marker pro hodnoceni jaterni regenerace.
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6. METODY

Pokusna zvirata

Vsechny experimenty na zvitatech byly schvaleny Odbornou komisi pro dobré Zivotni
podminky zvitat pti Lékatské fakult¢ v Hradci Kralové (nove ,,0dborné komise pro dobré zivotni
podminky zvitat®) a Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a t&lovychovy (MSMT-42093-2015-5).

Parcialni hepatektomie (PH) byla u vSech 3 experimentu provedena v celkové anestezii podle
modelu 2/3 hepatektomie podle modelu Higgins a Anderson [57] ve Vivariu a radioizotopovych
laboratofich Lékarské fakulty Univerzity Karlovy. VSechny invazivni zdkroky byly provadény
v éteroveé inhala¢ni anestezii ve funkcni digestofi.

6.1. Experiment vlivu steatdzy jater na jejich regeneracni schopnost

V experimentu byli pouZiti zdravi samci potkanii kmene Wistar (BioTest Konarovice, Ceské
republika) a Prazsky hereditarné hypercholesterolemicky potkan (PHHC) z IKEM (Praha, Ceska
republika). B€hem pokust byl sledovan primérny prirastek vahy, spotieba vody a diet a pravidelné
byla 1x tydné potkanim odebirana krev z retroorbitdlniho sinu v anestezii (odbérové zkumavky
Sarstedt, Némecko). Krev byla centrifugovana pii 2000 rcf., 10 minut v chlazené centrifuze, plazma
byla rozdélena do alikvota¢nich zkumavek a zamraZena na -20 ° C, odebrané tkané jater byly ihned
zamrazeny na -80 °C.

Skupiny potkant
Potkani byli po aklimatizaci (1 tyden) rozdé€leni do 8 skupin, v kazdé skupiné bylo 8 potkanti.
e Potkani kmene Wistar - standardni laboratorni dieta (SLD) - kontrolni skupina (W-SLD )
Potkani kmene Wistar - SLD dieta s ptidavkem 4 % cholesterolu (W-CHOL)
Potkani kmene Wistar — SLD dieta methionin-cholin deficitni (W-MCDD)
Potkani kmene Wistar - SLD dieta s pfidavkem kyseliny orotové (W-ORO)
Potkani kmene PHHC - standardni laboratorni dieta (SLD) - kontrolni skupina (P-SLD )
Potkani kmene PHHC - SLD dieta s pfidavkem 4 % cholesterolu (P-CHOL)
Potkani kmene PHHC — SLD dieta methionin-cholin deficitni (P-MCDD)
Potkani kmene PHHC - SLD dieta s ptidavkem kyseliny orotové (P-ORO)

V experimentu byly stanoveny koncentrace lipida (tCH, HDL a LDL CHOL, TAG), Zlu¢ové
kyseliny a katalytické aktivity enzymi (ALT, AST). Technikou Western blot byly v homogenatech
jaterni tkané (cca 200 mg vzorku) exprese proteintt ACAT-2, HMG-CoA reduktazy, CYP7A1 1 LDL
receptoru byl zpracovan podle Micudy [129]. Syntéza DNA byla stanovena podle Short [59] a obsah
jaternich DNA byl stanoven pomoci difenylaminové metody popsané Burtonem [60] na pfistroji
Beckman Coulter LS 6000LL (Fullerton, CA, USA)

6.2. Experiment s Kyselinou ursolovou

Celkové jsme otestovali 4 formy substanci ursolatu. Dvé formy kyseliny ursolové byly podany
ve formé& cyklodextrinii beta a gama (pfipravila firma Betulines, St¥ibrna Skalice, CR). Dalgi dvé
formy kyseliny ursolové byly pfipraveny homogenizaci (skupina HAP, velikost ¢astic @ > 5 pm) a
mikronizaci (skupina MAP, velikost Castic @ = 5 um). Na pfipravu téchto forem kyseliny ursolové
byly vyuzity jablecné slupky odriidy Jonagold a béhem ptipravy nebyla pouzita Zadnd organicka
rozpoustddla (firma K2pharm, Opava, CR). Vsechny diety byly podany ve stejny as ve formé vodné
suspenze gastrickou sondou piimo do zaludku. Kyselina ursolovd obsazend v jednotlivych
substancich byla podana v koncentraci 20 mg v aplikované ddvce. Mnozstvi kyseliny ursolové v
jable¢nych slupkach bylo ovéfeno stanovenim obsahu kyseliny ursolové v jable¢nych slupkach po
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extrakci v ethylacetatu metodou GC-MS [58]. Mnozstvi kyseliny ursolové byla 5,6 g/100 g
jable¢nych slupek odrady Jonagold. Testované suspense byly podavany potkantim po dobu 7 dni.

Skupiny potkant

Potkani byli po aklimatizaci (1 tyden) rozdé€leni do 7 skupin, v kazdé skupiné bylo 6 potkand.
e standardni laboratorni dieta - kontrolni skupina (CTRL)

standardni laboratorni dieta - beta-cyklodextrin kyselina ursolova (bCD) 7 dni

standardni laboratorni dieta - gama-cyklodextrin kyselina ursolova (gCD) 7 dni

standardni laboratorni dieta - homogenizované jablecné slupky (HAP) 7 dni

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

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

vysokotukova dieta - mikronizované jable¢né slupky (HF MAP) 7 dni

V experimentu s kyselinou ursolovou byly stanoveny koncentrace lipidt (tCH, HDL a LDL CHOL,
TAG), zlucové kyseliny a katalytické aktivity enzymt (ALT, AST). Dale byly stanoveny koncentrace
hepatocytarniho ristového faktoru (HGF) v plazmé enzymatickou EIA. Molekularné biologickymi
technikami byly stanoveny exprese mRNA HGF, PPARa, SREBP a CYP7A1 (Tab.1). Relativni
exprese (RE) jednotlivych genli byla spocitana pomoci metody ddCT (AACt method) v porovnéni s
vybranym referencnim genem (Hprt) [37].

Tab. 1 Seznam pouzitych genii

ID genu Gen

Rn00566673 m1  Hgf hepatocyte growth factor

Rn01527840 m1  Hprtl hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
Rn00566193 ml1 Pparaa peroxisome proliferator activated receptor alpha
Rn01495769 ml1 Srebfl sterol regulatory element binding transcription factor 1
Rn00564065 m1 Cyp7al cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1

6.3. Experiment s Kyselinou ursolovou - dechové testy

Celkové€ jsme otestovali 2 formy substanci ursolatu. Jedna forma kyseliny ursolové byla
podana ve form¢& gama-cyklodextrinti (pfipravila firma Betulines, Stiibrna Skalice, CR) a byla
podavana dvéma zplsoby — intraven6zné (i.v.) a intragastricky (p.o.). Dalsi testovana forma byla
pripravena mikronizaci (skupina MAP, velikost ¢astic @ = 5 pm). Testované suspense podavané p.o.
byly podavany potkaniim po dobu 7 dni, intraven6zné (vena saphena) byla forma gCD podavana 4
dny.

Skupiny potkani
Potkani byli po aklimatizaci (1 tyden) rozdéleni do 4 skupin, v kazdé skupiné bylo 6 potkan.

e standardni laboratorni dieta - kontrolni skupina (CTRL)

e standardni laboratorni dieta - gama-cyclodextrin kyselina ursolova (gCD i.v.) 4 dny

e standardni laboratorni dieta - gama-cyclodextrin kyselina ursolova (gCD p.o.) 7 dni

e standardni laboratorni dieta - mikronizované jable¢né slupky (MAP) 7 dni
Béhem experimentu byl vzorkovan vydechovany vzduch potkanti vzhledem k produkci znaceného
13CO; ze substritu do vydechovaného vzduchu. Pro vzorkovani vydechovaného vzduchu byli potkani
umisténi do fixacni klicky se zajisténym pratokem vzduchu (100 ml/min.) bez latek kontaminujicich
stanoveni znaceného oxidu uhli¢itého. Pro odbér vydechovaného vzduchu byly pouzity zkumavky
VACUETTE 9 ml bez aditiv (Grainer-Bio-One, Frickenhausen, Nemécko).
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Dechové testy probihaly podle daného schéma (Casové intervaly): 0 min - podani intragastricky 0,5
ml znageného traceru *C-fenylalaninu o koncentraci 10 mg/1 ml vody - 15 min - 30 min - 45 min -
60 min — ukonéeni. Pomér *CO, : >CO, byl méfen na pfistroji IR-MS (Isotope Ratio Mass
Spectrometer, Europa Hydra 2020, Anglie). Vysledky pfemény 'C-fenylalaninu jsou vyjadiené jako
kumulativni mnozstvi *COx/hod.

6.4. Kalkulace hmotnosti jater
Hmotnost jater byla kalkulovdna podle rovnice Hepatic regeneration rate (HRR) autord
Selznera a Claviena [36]:
Hepatic regeneration rate (HRR) (%): [C - (A-B)]/ A x 100
A - celkova vypoctend hmotnost jater pii parcidlni hepatektomii (70%)
B - hmotnost jaterniho zbytku pfi parcialni hepatektomii (70%)
C - hmotnost jater 24 hodin po parcidlni hepatektomii (v dob& usmrcent).

6.5. 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 tkan¢ byly obarveny hematoxylin-eosinem a hodnoceny nezavisle dvéma odborniky
(Fingerlandv ustav patologie, Fakultni nemocnice Hradec Krélové). Hodnoceni steatdozy bylo
nasledujici: mirnd =5 - 29 %, stfedni = 30 — 59 % a vazna = u vice jak 60% hepatocytu.

6.6. Statisticka analyza

Pfed vybér statistickych analyz jsme testovali normalitu rozlozeni dat, v ptipadé
Gaussovského rozloZeni jsme pouzili parametrickou One-Way Anovaa data jsou vyjadiena jako
pramér suvedenim smerodatné odchylky. V piipadé nenormalni distribuce jsme pouzili
neparametricky Kruskal-Wallis posléze Dunnovym post hoc testem. VSechna data jsou vyjadiena
jako median s uvedenim interkvartilovych rozmezi. Hladina vyznamnosti byla p <0,05.
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7. VYSLEDKY

7.1. Experiment vlivu steatdzy jater na jejich regeneracni schopnost

Hmotnosti potkanti ukazaly nejmensi ptirtstky u diety s kyselinou orotovou u obou skupin
potkanti kmene Wistar a Prazskych hereditarné hypercholesterolemickych potkani (PHHC). Pii
prozkoumani ristovych kiivek dodavateli potkant (Wistar i PHHC) u zadné skupiny nebyla
potvrzena stagnace piirtstkl,, primérny piirastek potkantt Wistar i PHHC zcela koreluji se staiim
potkand.

Podavani jednotlivych diet potkantim kmene Wistar zpiisobilo béhem 28 dni ocekavané
zmény v krvi — u potkantt W-CHOL byly v porovnani W-SLD byly potvrzeny signifikantn¢€ zvysené
hladiny celkového cholesterolu a LDL cholesterolu i hladiny bilirubinu. Vyslekdy u diety s kyselinou
orotovou naopak vykazaly vyznamné sniZeni celkového cholesterolu, LDL cholesterolu jiz pred PH
s vysokymi koncentracemi bilirubinu a dieta methionin-cholin deficitni nevykazuje zadné¢ zmény
proti skupin€é s SLD dietou. Vysledky PHHC potkanti potvrdily signifikantné¢ zvySené hladiny
celkového cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu u potkani PHHC krmenych SLD i v porovnani
s potkany potkantim Wistar. Diety MCDD a ORO u PHHC potkant prokazaly signifikantni snizeni
celkového cholestrolu na hladiny jako u stejnych diet potkanti Wistar. Po parcidlni hepatektomii
PHHC vysledky potkanti vykazuji ve vSech parametrech stejny trend jako u dané skupiny potkani
kmene Wistar. Signifikatné zvySené katalytické aktivity enzymu ALT charakterizujici poSkozeni
jaterniho parenchymu byly prokdzany a skupiny CHOL kmene Wistar a i u vSech skupin PHHC po
castecné hepatektomii. Dieta obohacena o kyselinu orotovou vedla k jaternimu hepatocelularnimu
posSkozeni, hladiny ALT a AST byly signifikantn¢ zvySené jiz pied PH jak u kmene Wistar 1 u kmene
PHHC v porovnani s ostatnimu skupinami. Po PH vysledky ALT i AST vykazuji u této diety
dvojnésobné hladiny.

Pomoci metodiky Western blot [61] byla vySetiena jaterni exprese LDL receptoru - zdsadniho
receptoru pro vychytavani cholesterolu z plazmy a jaterni exprese enzymu zasahujicich do
metabolismu cholesterolu: 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A reduktizy (HMG-CoA),
kli¢ového enzymu regulace cholesteroloveé syntézy a acyl-coenzyme A: cholesterol acyltransferase-
2 (ACAT-2) — enzymu odpovédného za intracelularni esterifikaci cholesterolu. Vysledky jsou vzdy
vyjadieny jako protein ve vztahu k intaktnim jatrim W-SLD (pfed PH, ktery je 100 %). Stanovené
proteiny byly vztaZeny k beta-aktinu. U potkanli kmene Wistar byl nalezen vyznamny vzestup
exprese HMG-CoA reduktazy u MCDD pied 1 béhem parcidlni 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 u této
diety i pies zvySeny piijem cholesterolu stejna. Vysledky exprese u diety ORO ukazuji odlisny trend
vysledki exprese 24 hod po PH proti dieté¢ SLD — postupny pokles exprese HMG-CoA reduktazy,
vyznamn¢ snizenou esterifikaci cholesterolu (pokles exprese ACAT-2) a sniZzenou expresi LDL
receptoru. Vysledky exprese u potkantt PHHC (skupiny SLD, CHOL a MCDD) vykazuji stejny trend
jako u potkan 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 potkant 24
hod po PH vyznamné snizen4 a podporuje vyuziti cholesterolu pro vystavbu novych membran. Dieta
ORO u PHHC potkanti vykazuje vyznamné snizené exprese po PH u HMG-CoA reduktazy, ACAT-
2 i LDL receptoru za 24 hod.

Syntéza jaternich DNA

Céste¢na hepatektomie odstranénim 2/3 jater navodila pokles celkového obsahu DNA (Tab.
2 a 3). Syntéza jaternich DNA byla u PHHC potkanti pii porovnavna hodnot za 18 a 24 hodin
zpozdéna, ale nikoli blokovana. MCDD dieta vykazala aktivitou DNA stejnych hodnot jako SLD
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hodnota syntézy DNA 24 hod po PH snizuje. V souladu se v§emi dal§imi vysledky i histologickému
nalezu kyselina orotova zpusobila trvalé poSkozeni jaterni tkan¢ jesté pred parcialni hepatektomii a
vedla k zahajeni reparacnim procesiim jesté pted samotnym chirurgickym zakrokem.

Tab. 2. Potkani kmene Wistar — vliv PH na obsah DNA

SKUPINY
ANALYT ”
CAS W-SLD W-CHOL | W-MCDD W-ORO
%k *
Hmotnost jaterniho Il 538+023 | 6,72+041 5,68 +0,18 6,74 + 0,45
zbytku (g) i 5,40 +0,11 6,97 027 | 6,20+0,47 7,00 + 0,44%*
* * kk
Syntéza jaternich DNA | 2294044 | 1,11+0,26% | 0,97+0,19 0,54 0,22
(Bq/mg DNA) 1) 1121+1,10 |6,09+0,82%* | 1127+1.24 3,44 £ 0,64%%*
kk skksk
Celkovy obsah DNA il 1,87 0,03 1,80 0,06 | 2,22 +0,08 1,45 + 0,04
(mg DNA/g jater) 1) 2,01 +0,06 1,75+ 0,05*% | 2,07 +0,07 1,42 £ 0,08%**

Tab. 2 Hodnoty jsou vyjadieny jako % kontroly (pramér £ SD, n = 8); W — potkani kmene Wistar, SLD — standardni
laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$8im 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)

T1 — syntéza DNA, hmotnosti jater a syntéza cholesterolu 18 hod po PH

T2 — syntéza DNA, hmotnosti jater a syntéza cholesterolu 24 hod po PH

Tab. 3. Potkani PHHC — vliv PH na obsah DNA

SKUPINY
ANALYT ”

CAS P-SLD P-CHOL P-MCDD P-ORO
. , T1 = E= EF E= aE s

Hmotnost jaterniho 393+0,19 | 4,85+0722 434+0,16 7,07 0,41
zbytku (g) i 439+024 | 570+034+ | 4.68+0,16 737 0,417
* ++

Syntéza jaternich DNA T 0,65+ 0,36 0,28 +0,04 0,59 + 0,20 335+ 1,13

(Bg/mg DNA) ™ 592+ 1,27 4,16 + 1,00 544+ 1,17 2,44 +1,07

, T1 == EE v == ES S

Celkovy obsah DNA 1,99 £ 0,05 1,72+ 0,04 1,99 +0,08 1,17+0,04
(mg DNA/g jater) ™ 201013 | 1,56+0,02 | 1,85+0,18 1,15 + 0,09

Tab. 3 Hodnoty jsou vyjadifeny jako % kontroly (primér £ SD, n = 8); P = PHHC - Prazsky hereditarni
hypercholesterolemicky potkan, SLD — standardni laboratorni dieta, CHOL — dieta s vy$Sim 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, 7 p < 0,01, 7 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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7.2. Experiment s kyselinou ursolovou

Pocate¢ni hmotnosti potkanti se v jednotlivych skupinach neliSily. Vybrané skupiny potkant
s vysokotukovou dietou vstoupily do samotného experimentu s kyselinou ursolovou o 6 tydnl
pozdéji, kdy celych 6 tydnu byli potkani krmeni vysokotukovou dietou, primérna spotieba diety byla
od zacatku experimentu v téchto skupindch vys$si s postupnym nartistem hmotnosti. V ostatnich
skupinach se primérna spotieba diety vyznamné neliSila a ani vahové pfirtstky neprokézaly
signifikantni zmény mezi jednotlivymi dietami, experiment ale trval pouze 7 dni.

Hladina cholesterolu a triacylglyceridii v plazmé potkant u skupin krmenych vysokotukovou
dietou prokazaly signifikantni zvySeni proti kontrolni skuping, ale podanim 20 mg kyseliny ursolové
ve form¢ mikronizované i ve formé cyklodextrint doslo k signifikantnimu poklesu téchto analytii na
hladinu odpovidajici ostatnim experimentalnim skupinam. Hladina triacylglyceridd po podani
kyseliny ursolové byla ve vSech skupinach niZsi proti kontrolni skupiné (CTRL). Katalytické aktivity
enzymil béhem podavani kyseliny ursolové nebyly zvySeny ani v jedné skupiné. Toto potvrzuje
cyklodextriny jako latky neposkozujici jaterni parenchym a podéani piipravenych substanci
s kyselinou urslovou se jevi jako bezpecné.

U vSech skupin potkant vcetné skupiny HFMAP byl 24 hodin po parcidlni hepatektomii
potvrzen pokles koncentrace celkového cholesterolu, jenom u skupiny HFgCD ztstaly koncentrace
celkového cholesterolu na stejné hlading jako pted parcialni hepatektomii.

Exprese mRNA HGF a koncentrace HGF v plazmé

Ovlivnéni jaterni regenerace kyselinou ursolovou podavané v rtiznych formach na jaterni
regeneraci po ¢astecné hepatektomii je prezentovan v Tab. 4. Exprese mRNA HGF byla signifikantné
zvysena u skupiny HAP a HFgCD v jatrech 24 hod po PH. Déle byly stanoveny koncentrace HGF
v plazmé, jejichZ statistickd vyznamnost je v souladu s vysledky exprese mRNA HGF a byla
potvrzena korelace mezi expresi HGF a koncentraci HGF v plazmé (Graf ¢€.1). Exprese HGF a
plazmatické hladiny HGF byly zaroven porovnéany s vypocitanym parametrem ,,Hepatic regeneratic
rate (HRR) ziskanym z hmotnosti jater pii PH, po PH a odhadnutou hodnotou celkové hmotnosti
jater [36]. Byly nalezeny vyznamné zvySené vysledky u skupin HAP a HFgCD proti kontrolni
skuping. ZvySené ale nikoli jiz signifikantné jsou 1 vysledky skupiny gCD (p <0,05).

Tab. 4. 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) (41,91-59,83) | (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) (1,815-2,1090% | (0,987-1,126) | (1,256-1,497)* | (1,893-2,226)*
11,4 15,4 14,5 17,4 15,5 17,7 17,3

HRR (%) (8,5 14,1) (12,5 - 17,6) (12,8 - 17,1) (15,8 - 19,9)* (12,7 - 17,1) (16,1 - 19,7)* (15,9 - 18,9)*

Tab. 4 Hodnoty vyjadrené jako median a interkvantilové rozpéti, *p < 0,05 vs. CTRL skupin¢; 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 jablecné slupky, HFgCD - vysokotukové 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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Graf 1. Sperman korelace exprese mRNA HGF a koncentrace HGF v plazmé
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Snizené koncentrace zlu¢ovych kyselin byly nalezeny u skupin MAP a HFMAP, nicméné podle
hladin Zlu¢ovych kyselin ani exprese mRNA CYP7A1 nedoslo k blokovani toku Zlu¢ovych kyselin,
1 kdyZz korelace mezi expresi CYP7A1 a hladinou ZluCovych kyselin po parcialni hepatektomii
nalezena nebyla (R=-0,0484).

Kli¢ovou tlohu v udrzeni homeostdzy cholesterolu maji receptory sterol regulatory element
binding protein (SREBP) a nuklearni 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 ostatnich skupin je 24 hod po PH syntéza
cholesterolu pfes SREBP potlacena v porovnani s kontrolni skupinou. Exprese PPARa byla
vyznamn¢ zvysena u vSech skupin kromé bCD.

7.3. Experiment s kyselinou ursolovou - dechové testy

Do nasi pilotni studie zjist'ujici funkéni kapacitu jater pro metabolické funkce béhem jaterni
regenerace prostiednictvim podani °C fenylalaninu byly vybrany dvé substance kyseliny ursolové
— ve formé mikronizatu (MAP) a y-cyklodextrinu (gCD podavaného dvéma zplsoby p.o. a i.v.).
Vysledky pfemény *C fenylalaninu vyjadiené jako kumulativni mnoZstvi *COx/hod. jsou uvedeny
v tabulce 5 (Tab. 5 a Graf 2.). Dechové testy byly provedeny u potkanti pfed ¢aste¢nou hepatektomii,
kdy vysledky prokazaly mnozstvi vydechovaného '*CO; ve viech skupinéach stejné (v tabulce ¢as T1).
Po podani ursolatu s gCD (skupiny gCD p.o. 1 gCD i.v.) 1 MAP doslo k signifikantnimu zvySeni
v porovnani s kontrolni skupinou (v tabulce ¢as T»). Skupina potkanii s intraven6znim podanim
ursolatu ve formé y-cyklodextrinu prokdzala nejrychlejsi preménu '*C fenylalaninu, coZ je nejspise
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zpisobeno formou podani. Skupiny s kyselinou ursolovou podanou p.o. (skupiny gCD a MAP) téz
prokézaly vyznamné zvysSeni proti kontrolni skupin€, u niz ztstaly hodnoty kumulativniho mnozstvi
vydechovaného *COy/hod. stejné jako pted parcialni hepatektomii. Po ¢aste¢né hepatektomii ziistaly
hodnoty kumulativniho mnozstvi *COa/hod. u vSech experimentalnich skupin s kyselinou ursolovou
obdobné vysoké jako pred parcialni hepatektomii a doslo k nartistu vydechovaného *CO; doglo i u
kontrolni skupiny (v tabulce ¢as T3). NaSe vysledky prokazaly stimulaci jaternich hepatocytt
pfeménou fenylalaninu jesté pied ¢aste¢nou hepatektomii.

Tab. 5. Kumulativni mnoZstvi vydechovaného 13CO:

metabolickych funkci béhem jaterni regenerace

odpovidajici celkové kapacité

SKUPINA CTRL gCD i.v. gCD p.o. MAP
pred podani ursolati (pfed 28,85+ 5.6 20.6+5.8 31.81 4,65 22,18 +4.0
zacatkem experimentu) — T1

ek sk
po podani ursolata — T2 31,35+ 2,65 75,32 i%’m 46,92 £2,58 ** 50,07 if;m
24 hod po PH - T3 55,6 1,40 * 63,34 +£3,297 4733+4,48° 55,28 £3,05 7

Tab. 5 Hodnoty vyjadiené jako median a interkvantilové rozpéti, *p < 0.05 vs. CTRL skupin¢; 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 jable¢né slupky

Signifikantni rozdily proti kontrolni skupiné CTRL (* p < 0,05, *** p <0,001)
Signifikantni rozdily v rdmci skupiny (* p<0,05, “* p<0,001)

Graf 2. Kumulativni mnoZstvi vydechovaného 3CO:
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8. DISKUZE

8.1. Experiment s navozenim NAFLD

V predkladané disertacni praci byl studovan vliv steatozy jater na prub¢h 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 potkanti — zdravé potkany
kmene Wistar a Prazské hereditarn¢ hypercholesterolemické potkany (PHHC) — jde o inbredni linii
potkanti s vysokou bazdlni cholesterolémii, indukovanou pouze dietnim cholesterolem.
Hypercholesterolemie je u téchto potkanli zplisobena poruchou zpétnovazebné regulace syntézy
cholesterolu v jatrech a slozeni lipoproteinti a metabolismus lipidt je z tohoto diivodu velmi podobné
lidské patologii.

Prvni zvolenou dietou pro navozeni modelu NAFLD byla dieta obohacena o 4 % cholesterolu
rozpusténého v kukuficném oleji, ktery svym slozenim nasycenych a omega-6 polynenasycenych
mastnych kyselin pfispiva ke zvySeni peroxidace lipoproteinii zvySenou aktivitou NF-kB 1 TNFa
s diisledkem zvySené fibrotizace jaterni tkan€. Vysokocholesterolova dieta u potkanti kmene Wistar
krmenych 28 dni zpusobila v souladu s literaturou [5, 62] zvySeni plazmatickych hladin lipidi —
celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a triacylglyceridt. Na zaklad¢€ vysledka jsme prokazali, ze
nadmérny piijem cholesterolu potravou v naSem experimentu nevedl k ovlivnéni syntézy a vsttebani
cholesterolu. Po 4 tydnech podavani této diety byla potvrzena indukovana prosta steat6za bez znamek
zangtu ¢i fibrotickych zmén a bez signifikantnich zmén aktivit ALT a AST. Stanovené hladiny
inzulinu a signifikantné zvySené hladiny gluk6zy v porovnani s kontrolni skupinou v nasem
experimentu prokazuji, Ze sekrece inzulinu neni dostate¢né k udrZeni normoglykemie a pfi delSim
podavani této diety by pravdépodobné mohlo dojit k rozvoji inzulinové rezistence.

Dal$im vhodnym modelem pro navozeni NAFLD se zdala byt dieta methionin-cholin
deficitni, u niZ by mél byt navozen malnutri¢ni stav s vahovym tbytkem bez inzulinové rezistence
[34]. Dieta MCDD nicméné v naSem experimentu prokazala u potkanii kmene Wistar nejvyssi
spotfebu diety béhem 28 dni, kterd byla doprovazena adekvatnim nartistem hmotnosti. Histologické
nalezy 1 hladiny celkového cholesterolu a triacylglyceridii v krvi nevykazovaly signifikantni zmény
proti kontrolni skupiné potkani. Stejn¢ tak katalytické aktivity enzymtit ALT a AST neprokazaly
signifikantni zmény proti kontrolni skuping. U této skupiny potkant byly zméfeny vyznamné zvysené
exprese HMG-CoA reduktazy 1 zvySena esterifikace cholesterolu v jaterni tkani. Tyto vysledky
potvrzuji naruseni sekrece VLDL z jater a jsou v souladu se zavéry publikace Veteldinen [§].

Posledni experimentalni dietou byla dieta s kyselinou orotovou, kterd ukézala u potkana
hladina cholesterolu a TAG, a zaroveinl byla u téchto potkani potvrzena zvySend hladina bilirubinu a
jaternich enzymu. VSechny tyto vysledky potvrdily zvySenou oxidaci mastnych kyselin, a to jesté
pied samotnou parcidlni hepatektomii a souhrnné prokazuji, ze reparacni a regeneracni procesy
vedouci k navratu k bazalnimu metabolismu byly podpofeny jiz pfed samotnym chirurgickym
zékrokem.

Pti sledovani zmén hladin lipidovych markerti béhem experimentu u jednotlivych diet byl
nakonec potvrzen stejny trend vysledkii pii porovnani vysledkii mezi kmeny Wistar a Prazskych
hereditarné hypercholesterolemickych potkanti. U PHHC potkani bylo potvrzeno, Ze syntéza
cholesterolu 1 ptes vyssi bazalni hladinu cholesterolu byla signifikantné zvySena ve vSech dietnich
skupinach proti potkantim kmene Wistar, coz lze vysvétlit snahou o udrzeni rovnovahy mezi
cholesterolem a mastnymi kyselinami v jatrech. Hladina inzulinu u vSech PHHC potkana byla
vyznamn¢ snizena soucasné se zvySenou hladinou glukézy u vSech skupin PHHC v porovnani
s kontrolni skupinou, coz téz prokazuje nedostatecné¢ udrzeni normoglykemie.

Jaterni regenerace byla hodnocena na zakladé inkorporace *H-thymidinu do DNA a byla
zhodnocena syntéza DNA po provedené parcidlni hepatektomii. Pii porovnani syntézy DNA u
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kontrolni skupiny byla prokdzana snizena hladina syntézy DNA 24 hodin po PH u potkanti kmene
Wistar i PHHC s vysokocholesterolovou dietou. Prokazatelné zpozdéni syntézy DNA pfi porovnani
syntézy DNA za 18 a 24 hodin potvrdilo zpozdéni proti kontrolni skupin€. Akumulace lipidi 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 snizenou
esterifikaci ACAT-2. Nadmérné mnozstvi lipidi vedlo ke zvySeni peroxidace v hepatocytarnich
membrandch a k rozvoji oxida¢niho stresu z diivodu mitochondrialni dysfunkce. U PHHC potkanti je
toto zpozdéni vyznamnéjsi nez u potkantt Wistar, z divodu nadmérného mnozstvi lipidi v jatrech.
Hepatocyty preferujici lipidy jako zdroj energie potfebuji nemalé mnozstvi lipidi pro novotvorbu
membran, a 1 kdyz je pfechodna akumulace tukli v Casné fazi regenerace nepostradatelna,
predpokladame, ze nadbyte¢né mnozstvi lipidii ma za nésledek rozprazeni fosforylace [63] a snizeni
ATP [32], v jehoz diisledku dochazi ke zpozdéni jaterni regenerace v porovnani s kontrolni skupinou.

Vysledky syntézy DNA, histologické nalezy a hmotnosti dorGstajicich jater u potkanti kmene
Wistar s dietou methionin-cholin deficitni jsou v souladu se zavéry publikace Picarda [5], ktery
potvrdil na zaklad¢€ nezménéné exprese cyklinu E a tim ptechodu G1 a S faze bunééného cyklu stejné
vysledky proliferace hepatocyti pii porovnani kontrolni a MCDD diety u potkant. Nedostatek
cholinu a methioninu vdiet¢ by mél téz potvrdit zmény ve fosfolipidové membrané
endoplazmatického retikula jaternich bunck, ale toto v naSem experimentu prokdzano nebylo.
Dtivodem by mohlo byt nahrazeni nedostatku téchto dvou aminokyselin vy$§im mnozstvim argininu
[64].

Enzymatické aktivity ALT a AST prokazaly u diety s kyselinou orotovou signifikantni
zvySeni u obou kmenti potkantl, a to jiz pted parcidlni hepatektomii. Histologicka vySetfeni prokéazala
zanik jader hepatocytil 24 hodin po parcidlni hepatektomii. Vysledky hladin lipidd, jaternich enzymt
a syntéza DNA ukézaly tézké poskozeni jater touto dietou, témét neslucitelné s prezitim. Poskozeni
jater u potkani kmene Wistar bylo natolik velké, Ze syntéza DNA témét neprobihala. U PHHC
potkanti bylo poSkozeni jater mensi a syntéza DNA probihala na trovni srovnatelné s kontrolni
skupinou. To sice ukazuje lepsi adaptaci PHHC potkant k oxidacnimu stresu zpiisobenému vyssim
obratem lipidd, oxidaci mastnych kyselin a mitochondridlni dysfunkci. Nicméné dieta s kyselinou
orotovou se v nasem experimentu prokazala jako nevhodna pro dietni model navozujici NAFLD.

8.2. Experiment s kyselinou ursolovou

Druhd c¢ast disertacni prace spocivala v objasnéni piisobeni kyseliny ursolové ziskané
z ptirodnich zdroji na jaterni regeneraci a na expresi vybranych nuklearnich receptorti u potkani se
soucasnym sledovanim hladin plazmatickych lipoproteind.

Vliv kyseliny ursolové na lipidovy metabolismus byl sledovan nejen pti podavani standardni
diety, ale i pfi podavani diety vysokotukové. Kyselina ursolova je latka hydrofobni, s ¢imz souvisi
jeji nizka biologickéd dostupnost. Diky tomuto tiskali mnoho experimentl vyuziva extrakci kyseliny
ursolové v organickych rozpoustédlech, coz sice zvysi jeji biologickou dostupnost, ale pro budouci
pouziti v potravinaistvi nebo farmacii je tento postup nevhodny. Zvyseni biologické dostupnosti jsme
se snazili docilit vyuzitim mikronizace a homogenizace — postupil ve farmacii ¢asto pouzivanych. Pro
experiment byla zvolena velikost Castic 5 um (nebo vice jak 5 um), kterd jiz byla vyzkouSena
v experimentu Biswase [54], a ktery potvrdil zvySeni biologické dostupnosti kyseliny ursolové ve
formé fosfolipidovych komplexli s touto velikosti ¢astic. Dal§i moZnosti bylo vyzkouSeni enkapsulatu
s B- a y-cyklodextriny, oligosacharidy ¢asto pouzivanymi v potravinarském priamyslu, kdy se vyuziva
zapouzdieni kyseliny ursolové v jejich hydrofobnim stiedu.

Cilem prace bylo ovéfit efekt pfirodnich zdroji kyseliny ursolové a enkapsulovanych forem
kyseliny ursolové na jaterni regeneraci a najit dostupny biochemicky marker z krve pro ovéfeni jaterni
regenerace.
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Homeostaza cholesterolu po ptijmu vysokotukové diety byla pozménéna a rovnovaha mezi
de novo syntézou v jatrech, absorpci ve stievé a biliarni exkreci by meéla byt naruSena. V naSem
experimentu podani vysokotukové diety po dobu 6 tydni potkanim kmene Wistar vedlo
k signifikantnimu zvySeni hladin celkového cholesterolu a triacylglycerida v krvi. Pii podavani
kyseliny ursolové v mikronizované form¢ a ve formé enkapsulatu s y-cyklodextrinem bylo docileno
snizeni koncentraci hladin cholesterolu a triacylglyceridii v porovnani s kontrolni skupinou jiz po
sedmi dnech od zacatku experimentu. Tyto vysledky jsou v souladu se zndmymi hypolipidemickymi
ucinky kyseliny ursolové [65]. Divodem by mohlo byt snizeni aktivity HMG-CoA reduktazy, coz je
v souladu s experimentem po podavani flavonoidového komplexu s kyselinou ursolovou [66].

Enzymatické aktivity aminotransferdaz jsou velmi citlivé pifi prokazovani poskozeni
hepatocytt, jejich aktivita je nezavisla na etiologickych faktorech a ALT je jednim ze spolehlivych
markerd indikujicich degradaci hepatocytii. V nasem experimentu enzymaticka aktivita ALT pted
parcialni hepatektomii po podavani kyseliny ursolové nepotvrdila jaterni poskozeni, aktivity ALT i
AST byly v porovnani s kontrolni skupinou stejné.

Vliv kyseliny ursolové byl sledovan nejen na prub¢h jaterni regenerace, ale i na metabolismus
proliferacni faze zacinajici nejdiive 12 az 18 hodin po ¢astecné hepatektomii preferuje jako primarni
zdroj energie lipidy a z tohoto diivodu je diilezita prechodna akumulace lipidd v jatrech potkant. Ve
vSech skupinach byla po parcialni hepatektomii nalezena vyznamné zvysend exprese PPARa. Tento
nuklearni receptor podporuje oxidaci mastnych kyselin a tim podporuje urychleni nastupu syntézy
DNA v hepatocytech. V naSem experimentu se ukazalo, ze i pres podavani vysokotukové diety
nedoslo ke snizeni exprese PPARa, resp. exprese PPARa zlstaly stejné v porovnani s ostatnimi
skupinami potkanli. Exprese dalSiho jaderné¢ho receptoru SREBP potvrdila signifikantni zvySeni
exprese pouze ve skuping s kyselinou ursolovou poddvanou ve formé homogenatu (HAP), kde byl
téz prokazan nejrychlejsi nastup jaterni regenerace. Narust de novo syntézy mastnych kyselin ptes
SREBP, ktery ovliviiuje expresi HMGCoA reduktazy a LDL receptoru, souvisi s rychlejSim
nastupem proliferacni faze.

Parcialni hepatektomie potvrdila u ALT a AST nizsi aktivity enzymi v porovnani s kontrolni
skupinou u vSech experimentalnich skupin s kyselinou ursolovou kromé vysokotukové diety
s mikronizovanou kyselinou ursolovou. Toto zjisténi potvrzuje domnénku, Ze kyselina ursolova ma
protizanétlivé Ucinky a inhibuje aktivaci NFxB a AP-1. [67].

V naSem experimentu byl pribéh jaterni regenerace sledovan na zikladé¢ stanoveni
hepatocytarniho rtstového faktoru (HGF) molekularné — biologickymi technikami, ale i rutinné
dostupnymi kity zalozenymi na principu enzymatické EIA. Hepatocytarni rastovy faktor je prokazan
jako mitogenni latka s hlavnimi G¢inky na jaterni rist [16, 66, 68]. Vysledky exprese mRNA HGF
potvrzuji zvySeni exprese ve vSech skupindch potkanti v porovnani s kontrolni skupinou.
Signifikantni zvySeni bylo potvrzeno u skupiny s kyselinou ursolovou ve form& homogenatu i u
vysokotukové diety s y-cyklodextrinem (HFgCD). Stanoveni HGF s vyuzitim kitu EIA stejné jako
exprese mRNA HGF potvrdilo signifikantni zvySeni u stejnych skupin potkanl a byla nalezena
korelace odpovidajici linearni zavislosti mezi HGF stanovenim bézné dostupnou technikou v rutinni
laboratoti a molekularné biologickymi technikami. Hladiny HGF i vysledky exprese HGF jsou v
souladu s kalkulovanou jaterni regeneraci [94] vychazejici z porovnani hmotnosti jater pied a po
castecné hepatektomii. ZvySeny hepatocytarni regeneracni pomér (HRR) by u vysokotukové diety
mohl souviset s vys$§i akumulaci tukti v jatrech diky jejimu dietnimu piijmu, ale zaroven v téchto
akumulace lipida v jatrech po ¢astecné hepatektomii by mohla byt benefitem pro regenerujici jatra.
Podobné zavéry zvazuje ve své publikaci Haldrup [69]. Nase vysledky jaterni regenerace jsou
v souladu s jedinou publikaci rozpoustéjici kyselinu ursolovou ve fyziologickém roztoku [53], kdy 1
ptes nizkou biologickou dostupnost bylo potvrzen vliv na UA na bunéény cyklus stimulaci exprese
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cyklind v G1 fazi bunécného cyklu a C/EBP proteinti — specidln€ na cyklin D1 a E proteiny zapojené
v bunééném cyklu.

Vyznamna zména hladin zlu¢ovych kyselin po parcidlni hepatektomii souvisejici s narustem
toku krve zbyvajici jaterni tkani, ukazuje zlucové kyseliny jako diilezitou soucast probihajici jaterni
regenerace. Koncentrace zluovych kyselin byly niz§i u skupiny s mikronizovanou kyselinou
ursolovou, a to jak s dietou standardni laboratorni, tak s vysokotukovou dietou, nicméné podle
koncentraci zlu¢ovych kyselin a podle exprese CYP7A1 nedoslo k blokovani toku zlucovych kyselin
v zadné skupiné potkanti a nedoslo ke snizeni Ci zablokovani jaterni regenerace. U skupin
s cyklodextriny jsou hladiny zluCovych kyselin mirné zvysené a zaroven je zvySend i exprese
CYP7A1 1 HGF, coz by mohlo potvrzovat myslenku, Ze mirné pietizeni zZluCovymi kyselinami plisobi
pozitivné jako regeneracni spoustéc [70]. Zhang [71] prokazal, ze strava obsahujici 0,2 % kyseliny
cholové vykazuje stimulacni a antioxidacni ucinky pfi jaterni regeneraci, ale téZ bylo potvrzeno, ze
vyssi koncentrace kyseliny v dieté cholové 1 % vyvolava apoptdzu a vedlo k vyssi imrtnosti mysi po
PH.

Kyselina ursolova piipravend homogenizaci byla prokazéna v naSem experimetnu jako
nejvice vhodna forma pro jaterni regeneraci, piestoze kyselina ursolové jako inkluzni slou€enina s y-
cyklodextriny téz ukazuje na akceptovatelné vysledky. Dale bylo v experimentu prokdzano, ze
kyselina ursolova stimuluje DNA syntézu s niZ§i enzymatickou aktivitou ALT a AST po invazivnim
zakroku. Vysledky ukazuji, ze homogenizované jable¢né slupky odriidy Jonagold jsou vhodnym
biologicky dostupnym zdrojem kyseliny ursolové ptipravenym bez pouziti toxickych chemickych
rozpoustédel. Kyselina ursolovd se na zdklad¢ naSich dosazenych vysledkll ukazuje jako tc€inné
hepatoprotektivum.

8.3. Experiment s kyselinou ursolovou - dechové testy

Béhem regenerace maji jatra dvé dualezité funkce - prvni je zregenerovat jaterni tkan
z hlediska velikosti a druhd je udrZovat zékladni funkce, kdy jsou jen vitalni funkce udrZzovany.
Aktudlni data potvrzuji, Ze fenylalanin je popisovan jako dynamicky marker regenerace reagujici
rychleji nez dalsi katalytické aktivity enzymi ALT, AST, ALP ¢i syntéza albuminu nebo hladina
bilirubinu. V grafu rozdil 3CO, béhem procesu regenerace je po podani ursolatu i po parcialni
hepatektomii v obou formach vidét signifikantné zvySena hladina '*CO,. Enzym
fenylalaninhydroxylaza (PAH), ktery je dtilezity pro '*C fenylalaninovy metabolismus, je piitomen
nejen v jatrech, ale 1 v ostatnich orgénech jako jsou ledviny. Nicméné Manjumath [73] indikoval, Ze
¢astecnd hepatektomie u potkanti neméni signifikantné hladinu enzymu PAH u ledvin. Proto Ize
predpokladat, Ze zmény v exprimovaném vzduchu '*CO, b&hem procesu regenerace miizou byt
ovlivnény pouze jaterni regeneraci a ukazuji na metabolickou kapacitu jaterni tkané [39]. Vyhodou
neinvazivnich dechovych testi je jejich nezavislost vic¢i 1ékovym interakcim a minimalni vedlejsi
ucinky po poziti fenylalaninu.

Degradace cyklodextrinu probiha ve stfevé, po podani per os je cyklodextrin degradovan na
C0O2z 99,98 % [75]. Pti podani y-cyklodexrinti i.v. je polocas rozpadu 20 minut a nasledn¢ se dostava
z 90 % do moci. Kyselina ursolova uvolnénd z cyklodextrinu ¢i ve formé mikronizatu ptechéazi ptes
bunééné membrany stfevni epitelie transcelularné [74, 76], coz bylo potvrzeno 1 in vitro
experimentem s Caco2 transportnim modelem [77]. Rychlost degradace cyklodextrinti a uvolnéni
kyseliny ursolové byly béhem naSeho experimentu potvrzeny.

Klinicky pfinos dechovych testli prokdzal Burke et al. [78], kdy porovnal vysledky
experimentu '*C phenylalaninu u pacient a porovnal s Child Plughovou klasifikaci pouZzivanou
k hodnoceni pacientli s chronickym jaternim onemocnénim. Vysledky dechového testu v nasem
experimentu pii podavani kyseliny ursolové prokazaly pted i po parcidlni hepatektomii zlepSeni
jaterni funkce, a potvrzuji tim mySlenku mozZnosti ovlivnéni pfipadnych preoperacnich i
postoperacnich komplikaci u pacient podstoupivsich resekci ¢i transplantaci jater.
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Dechovymi testy bylo prokazano, ze kyselina ursolova poddavana obéma zptsoby (p.o. a i.v.)
ve formé enkapsulatu s cyklodextriny 1 jako mikronizat vykazuje pozitivni u€inky na jaterni tkan jesté
pted parcidlni hepatektomii a potvrzuji tim kyselinu ursolovou jako latku s hepatoprotektivnimi
ucinky.
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9. ZAVER

Disertacni prace rozsifuje a dopliiuje poznatky tykajici se jaterni regenerace a jejiho ovlivnéni
po castecné hepatektomii. Pozornost byla zaméfena na hodnoceni pribéhu jaterni regenerace u
poskozenych jater navozenych nutricné vysokocholesterolovou dietou, dietou methionin-cholin
deficientni a dietou s pfidavkem kyseliny orotové. Pfijem diety s vy$Sim obsahem cholesterolu
ovlivnil lipidovy metabolismus a zptisobil oc¢ekévanou prostou jaterni steatézu u této skupiny potkanti
bez znamek zanétu a fibrdzy. Pti porovnani rychlosti regenerace zhodnocenim syntézy DNA za 18 a
24 hodin po Castecné hepatektomii mezi potkany kmene Wistar a PHHC bylo prokazano zpozdéni
nastupu regenerace u diety vysokocholesterolové potvrzujici mozné komplikace pro pacienty
s prostou steatézou podstupujici resekci ¢i transplantaci jater. Jaterni regenerace u diety methionin-
cholin deficitni neprokazala zménu proti kontrolni skupiné a tento model pro studium jaterni
regenerace neni zcela vhodny, stejné tak jako model s pridavkem kyseliny orotové, ktera zptisobila
poskozeni jaterni tkan€ takového rozsahu, Ze po parcialni hepatektomii bylo neslucitelné s prezitim.

Druhd cast disertani prace se zamétila na ovlivnéni hladin lipidd podédnim biologicky
dostupné kyseliny ursolové, které se projevilo snizenim hladin cholesterolu a triacylglyceridii
v krevnim fecisti bez poskozeni jaterniho parenchymu. Jaterni regenerace byla u vSech skupin
hodnocena molekuldrné biologickymi technikami v jaterni tkani i méfenim hepatocytarniho
rustového faktorti v krvi. Pfi porovnani vysledkl byla nalezena korelace, kterd potvrzuje moznost
vyuziti béznéji dostupné techniky rutinni laboratofi pro hodnoceni regenerace jater po chirurgickych
operacich. Kyselina ursolova ve forme homogenatu i enkapsulatu
s y-cyklodextriny pfipravenych bez pouziti rozpoustédel stimulovala jaterni regeneraci, coz bylo
potvrzeno méfenim obéma technikami. U vybranych skupin potkanli bylo potvrzeno pozitivni
ovlivnéni funkéni kapacity jater podanim kyseliny ursolové jesté pred parcidlni hepatektomii.
Sledované markery prokazuji vliv kyseliny ursolové na jaterni tkan za prospéSné a potvrzuji kyselinu
ursolovou jako vyznamné hepatoprotektivum.
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