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Nazev disertacni prace: Detoxikacni enzymy v patogenezi jaterni steatdzy asociované

s metabolickou dysfunkci

S metabolickou dysfunkci asociovana steatotickd choroba jater (MASLD) je
nejcastéjSim chronickym onemocnénim jater, které postihuje pfiblizn¢ tietinu populace a
pfedstavuje tak vyznamny globalni zdravotni problém. Prevalence tohoto onemocnéni roste
paralelné s pandemii obezity, metabolického syndromu a diabetu mellitu 2. typu. MASLD je
charakterizovana tadou jaternich abnormalit, poc¢inajicich benigni akumulaci lipidu v jatrech
(steatézou), ktera mize progredovat do zavaznéjSich forem onemocnéni, vcetné
steatohepatitidy, fibrozy, cirh6zy a hepatocelularniho karcinomu. Vzhledem k vyznamnym
strukturalnim a patofyziologickym zménam v jatrech zpisobenych MASLD mohou nastat
zmeény v expresi a aktivité¢ kliCovych jaternich detoxikacnich enzymii, které se podileji
na antioxidacni obrané€ organismu a metabolismu léCiv.

V jatrech mysich in vivo modelt MASLD zpiisobila strava bohata na tuky, fruktozu a
cholesterol (FFC) a/nebo aplikace glutamatu monosodného (MSG) vyznamné zvySeni
katalytické aktivity superoxiddismutazy, kataldzy, glutationperoxidazy, karbonylreduktazy 1 a
NAD(P)H:chinonoxidoreduktazy 1. Naopak, samotna aplikace MSG vedla k vyraznému
sniZeni katalytické aktivity glutation-S-transferdzy a cytochromu P450 1A1/2 a vyraznému
zvyseni exprese miR-29b-3p, miR-200a-3p a miR-200b-3p v ramci epigenetické regulace.

Zatimco  bioinformatickd predikce vazebné komplementarity miR-29b-3p
s 3" neptekladanou oblasti transkriptu glutationperoxiddzy 7 byla prokazana vin vitro
bunéénych modelech, pfedpokladana regulace tohoto transkriptu prostfednictvim miR-335-5p
experimentalné potvrzena nebyla.

Ziskané vysledky pfispivaji k hlub§imu porozuméni zmén v detoxikacnich enzymech a

epigenetickych regulatorech v kontextu MASLD a zdiiraziiuji komplexnost tohoto onemocnéni.
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Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) is the most common
chronic liver disease, affecting approximately one-third of the population, and thus represents
a significant global health concern. The prevalence of this disease is rising in parallel with the
pandemic of obesity, metabolic syndrome, and type 2 diabetes mellitus. MASLD is
characterized as a range of liver abnormalities, beginning with benign intrahepatic lipid
accumulation (steatosis), that might further progress to more severe forms of the disease,
including steatohepatitis, fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma. Given the significant
structural and pathophysiological changes in the liver caused by MASLD, alterations in the
expression and activity of key hepatic detoxification enzymes involved in the organism's
antioxidant defense and drug metabolism may occur.

In the liver of murine in vivo models of MASLD, a diet rich in fat, fructose, and
cholesterol (FFC) and/or the administration of monosodium glutamate (MSG) resulted
in significant increase in the catalytic activity of superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase, carbonyl reductase 1, and NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1. Conversely,
the administration of MSG alone led to a marked decrease in the catalytic activity of glutathione
S-transferase and cytochrome P450 1A1/2, as well as a significant increase in the expression
of miR-29b-3p, miR-200a-3p, and miR-200b-3p within the scope of epigenetic regulation.

While the bioinformatic prediction of miR-29b-3p binding complementarity with the
3' untranslated region of the glutathione peroxidase 7 transcript was confirmed in in vitro cell
models, the predicted regulation of this transcript by miR-335-5p was not experimentally
validated.

These findings contribute to a deeper understanding of changes in detoxification
enzymes and epigenetic regulators in the context of MASLD and underscore the complexity

of this disease.
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1 UVOD

Nejcastéjsim chronickym onemocnénim jater je s metabolickou dysfunkci asociovana
steatotickd choroba jater (MASLD), kterd vznik4 v disledku nadmérného energetického piijmu
v ramci nutricné nevyvazené a nezdrave stravy, casto spojen¢ho se sedavym zpiisobem zivota
a nizkou fyzickou aktivitou (Eslam et al. 2020; Rinella 2023). MASLD se vyznacuje steatdzou
neboli abnormalni akumulaci lipidi v jatrech, a tento stav miize progredovat az do stadia
steatohepatitidy (MASH), charakterizovaného pfitomnosti jaterni steatézy, zanctu,
poskozenych hepatocyti a fibrdézy. Na rozdil od prosté steatdozy progreduje MASH rychleji
do stadia cirhozy a je spojena s vysSim rizikem vzniku nadora jater a jejich naslednou
transplantaci. Kardiovaskularni onemocnéni, extrahepatalni nddory a s cirh6zou souvisejici
komplikace patfi mezi hlavni pficiny imrti u pacientd s MASH (Allen et al. 2023). I pies to, Ze
je MASLD spojena s obezitou a postihuje az 70 % jedincii s nadvahou a vice nez 90 % morbidné
obéznich, muzZe tato nemoc postihnout i déti nebo jedince s normalni hmotnosti. Riziko rozvoje
MASLD je u téchto jedincii spojeno s genetickymi polymorfismy zejména v genech koddujicich
PNPLA3 (protein 3 obsahujici fosfolipazovou doménu podobnou patatinu), TM6SF2
(transmembrane 6  superfamily member 2), MBOAT7 (membranové vazana
O-acyltransferaza 7) a GCKR (regulator glukokinazy), které se podileji na rozvoji steatdzy,
zanétu 1 fibrozy (Filipovic et al. 2023; Pafili and Roden 2021).

S ohledem na vysokou a stale nardstajici prevalenci predstavuje MASLD vyznamnou
zatéz pro spole¢nost z hlediska zdravotnich, ekonomickych a socialnich aspekt. Naklady
na zdravotni pé€i u pacientll s MASLD jsou témét dvakrat vySsi nez u jedincti bez této nemoci,
a souvisi s testovanim, monitorovanim a hospitalizaci pacientll zejména s pokrocilou fibrézou
a jaternim selhdnim. Odhadované ro¢ni naklady na 1écbu MASLD v Evropé jsou piiblizné
35 miliard eur (Allen et al. 2023).

Klic¢ovou roli v patogenezi MASLD hraje oxida¢ni stres. Nadmérna akumulace lipida
v jatrech vede ke zvySené mitochondridlni B-oxidaci mastnych kyselin, coZ zpisobuje
poskozeni elektronového transportniho fetézce a tinik elektrond. Tyto volné elektrony nasledné
reaguji s kyslikem za vzniku zna¢né¢ho mnozZstvi reaktivnich forem kysliku (ROS). Zpocatku je
nadprodukce ROS kompenzovéna aktivaci antioxida¢niho systému, zahrnujiciho enzymy jako
superoxiddismutaza, kataldza a glutationperoxidaza. Nicmén¢ pfi pietrvavajici nadprodukci
ROS dochazi k wvycCerpani téchto antioxidatnich obrannych mechanismi, coz
vede k prohloubeni oxida¢niho stresu a progresi jaterni steatdézy do stadia MASH (Masarone

etal. 2018).



V patogenezi MASLD maji vyznamnou roli 1 epigenetické regulacni mechanismy,
zahrnujici metylaci DNA, modifikaci histonii a expresi mikroRNA (miRNA, miR), které
zpisobuji dlouhodobé zmény v genové expresi bez zmény primarni sekvence DNA. Zmény
v epigenetické regulaci ovliviiuji transkripei gent zapojenych do zénétlivych procesti, redoxni
a lipidové homeostazy a funkce peroxisomil a mitochondrii. Vzhledem k tomu, Ze miRNA lze
detekovat také v plazmé ¢i séru, jsou tyto molekuly povazovany za slibné neinvazivni
biomarkery tohoto onemocnéni (Rodriguez-Sanabria et al. 2021).

Metabolismus 1éciv probihd v jatrech, kterd béhem MASLD prochézeji vyznamnymi
strukturdlnimi a patofyziologickymi zménami. Tyto zmény maji vliv na expresi a aktivitu
enzymi zapojenych do procesti biotransformace 1éCiv, coz vede ke sniZeni biologické
dostupnosti a farmakoterapeutické ucinnosti 1€¢iv, a/nebo tvorbé toxickych metaboliti a
vyskytu nezddoucich Gc€inki. K dosazeni optimdlniho terapeutického ucinku 1€¢iv je u pacientl
s MASLD nezbytna individualizovand terapie (Jamwal and Barlock 2020).

Tato disertac¢ni prace pfinasi nové poznatky o vlivu MASLD na zmény vybranych
antioxidaénich enzymi, biotransformacnich enzymu a epigenetickych modulatort v in vivo

experimentalnich modelech tohoto onemocnéni.
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2  TEORETICKA CAST
2.1 Definice a patogeneze MASLD

S metabolickou dysfunkci asociovana steatotickd choroba jater (MASLD) je novy
termin navrzeny mezinarodnimi odborniky jako vhodnéjsi popis onemocnéni jater, spojené¢ho
se systémovou poruchou metabolismu, ktery nahrazuje diive pouzivany nazev nealkoholova
tukova choroba jater (NAFLD). Novy termin tedy zahrnuje novou definici diagn6zy MASLD,
ktera by méla byt vnimana jako samostatna nemoc vyzadujici vlastni soubor pozitivnich kritérii
spise nez doposud pouzivana vylucovaci kritéria, jako naptiklad vylouceni ptitomnosti jinych
chronickych onemocnéni jater nebo nadmérného piijmu alkoholu (Eslam et al. 2020; Rinella
2023).

MASLD je v soucasné dobé jednou z nejcastéjSich pticin chronického onemocnénti jater.
Toto onemocnéni zahrnuje Siroké spektrum patologickych zmén, od hromadéni tukovych
kapének v jatrech, znamé jako benigni steatdza, az po vyvoj jaterni fibrozy (Badmus et al. 2022;
Clare et al. 2022). MASLD postihuje pfiblizné tietinu celosvétové populace a k jeji rostouci
prevalenci piispiva rostouci vyskyt obezity, metabolického syndromu, inzulinové rezistence
(IR) a diabetu mellitu 2. typu (T2DM) (Clare et al. 2022; Ipsen et al. 2018). Kritéria
pro diagnézu MASLD jsou tedy zalozena na prikazu steatdzy jater spolecné s pritomnosti
jednoho z nésledujicich tii faktori — nadvaha/obezita, T2DM nebo metabolické dysregulace
(Filipovic et al. 2023).

Klicovym faktorem pfiirozvoji MASLD je nadmérna konzumace stravy zapadniho typu,
kterd zahrnuje zpracované a rafinované potraviny, ¢ervené maso, zvySené mnozstvi cukrii a
nasycenych tukl a nizky pfijem ovoce, zeleniny, celozrnnych obilovin a ofechti (Clemente-
Suarez et al. 2023; Simoes et al. 2020). Tento stravovaci rezim spolu s nedostatkem pohybu
pfispiva k nerovnovaze mezi pifijmem a vydejem energie, coZ ma za nasledek akumulaci tukt
jak v tukové tkani, tak 1 v kosternim svalstvu. Nadmérné mnozstvi tukli v téchto tkanich
vyvolava zanét a IR, ktera podporuje lipolyzu a zvySené uvoliiovani volnych mastnych kyselin
do krevniho ob¢hu a nésledné do jater (Sakurai et al. 2021).

Vysoce kaloricka strava rovnéZ ptispiva k rozvoji dysbidzy, kterd je charakterizovana
jako zména sloZeni stfevni mikroflory. U obéznich jedincii je dysbidza definovana tibytkem
prospésnych bakterii a nartistem potencidlné patogennich bakterii (Yang and Song 2023). Tato
zména mikrobidlniho prostfedi mize vést ke zvySené produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFAs), jako je acetat, propionat a butyrat, béhem bakteridlni fermentace a také
muze naruSit integritu tésnych spoji v endotelidlnich bunkach stievni sliznice. To vede

ke zvySené permeabilité sttevni st€ény a naslednému pronikani bakterii, jejich endotoxint
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(zejména lipopolysacharidli), SCFAs, molekularnich vzort spojenych s poskozenim (DAMP)
a molekularnich vzorl spojenych s patogeny (PAMP) do systémové cirkulace a nasledné
portalni Zilou do jater (Rong et al. 2022; Sakurai et al. 2021; Yang and Song 2023).

Jak zanét tukové tkané a kosterniho svalstva, tak dysbidza stfevni mikroflory piispivaji
k rozvoji jaterni steatozy (Obrazek 1). Akumulace tuki ve formé triacylglyceroli (TAG)
v hepatocytech je disledkem nerovnovahy metabolickych drah, které se ucastni zpracovani
jaternich lipidi. ZvySeny piijem volnych mastnych kyselin a endotoxini do jater, zvySena
de novo lipogeneze v disledku nadmérné konzumace cukrti, zpoc¢atku kompenzacné zvysena a
nasledn¢ nedostate¢na mitochondrialni B-oxidace mastnych kyselin a snizena sekrece TAG
ve formé lipoproteinovych ¢astic s velmi nizkou hustotou (VLDL) z jater ptispivaji k rozvoji
lipotoxicity, IR, oxida¢niho stresu a zanétu. To vede k poSkozeni jaternich bunck a néasledné
steatohepatitida) (Badmus et al. 2022; Clare et al. 2022; Sakurai et al. 2021).

MASH je charakterizovana pfitomnosti steatézy, poskozenych (balonovych)
hepatocytti, lobuldrniho zanétu a fibrézy (Wang and Friedman 2023). Dulezitym faktorem
v progresi MASLD do MASH je mitochondridlni dysfunkce. Pfi pocatecni zvySené
mitochondrialni B-oxidaci mastnych kyselin dochdzi k nadmérné a neregulované produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS) (Clare et al. 2022). ZvySena produkce ROS zplsobuje
poskozeni a naslednou ztratu vnéj$i mitochondridlni membrany, coz vede k distribuci ROS
do hepatocytl, kde aktivuji jaterni Kupfferovy buiiky, které spoustéji produkci prozanétlivych
cytokintl, jako jsou transformujici ristovy faktor beta (TGF-), tumor nekrotizujici faktor alfa
(TNF-0) a interleukin 6 (IL-6). Zejména TGF-f dale stimuluje diferenciaci hvézdicovitych
bunék na myofibroblasty, které produkuji kolagen (Obrazek 1). Nasledna akumulace slozek
extracelularni matrix v hepatocytech vede k rozvoji jaterni fibrozy (Badmus et al. 2022;
Filipovic et al. 2023; Zhao et al. 2023).

Takto poSkozené mitochondrie nejsou schopny produkovat dostate¢né mnozstvi energie
ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP), nezbytného pro homeostazu endoplazmatického retikula
(ER). V dtsledku toho dochazi v lumen ER k akumulaci nesloZzenych nebo chybné slozenych
proteintll, oznaované jako stres ER (Filipovic et al. 2023; Zhao et al. 2023). Chronicky stres
ER pfispiva k progresi onemocnéni prostfednictvim poSkozenych hepatocytil, rozvoje zanétu a
fibrozy (Yang and Song 2023).

Kvili svému potencialu rozvoje do pokrocilé fibrézy predstavuje MASLD globalni
zdravotni hrozbu. Rozsah fibrdozy, ktera zplsobuje zmény v biochemickych i mechanickych
vlastnostech jater, je povaZzovan za nejsiln€j$i prediktor mortality pacientt, jelikoz mize vést
k rozvoji cirthézy a zvySenému riziku hepatocelularniho karcinomu (HCC) (Wang and
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Friedman 2023).

kaloricka strava a
nedostatek pohybu

1 akumulace tukt
v tukové tkani a stievni dysbioza

kosternim svalstvu / \

uvolnéni volnych mastnych kyselin,
bakterii a endotoxinti do krevniho
ob¢hu a jejich vstup portalni zilou

do jater
cirhoza
B — e _—
akumulace tukovych kapének, aktivace Kupfferovych aktivace hvézdicovitych
mitochondrialni dysfunkce a bunék vede ke 1 bunék vede ke 1 produkeci
stres ER v hepatocytech produkei prozanétlivych kolagenu
zpusobuji 1 produkci ROS cytokint

Obrazek 1 Schéma rozvoje a progrese MASLD. Obrazek byl vytvoten pomoci biorender.com.
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2.2  Experimentalni modely MASLD

Navzdory rozsahlému vyzkumu ma MASLD stale omezené moZznosti 1€cby, ackoliv se
pro studium vyvoje a progrese tohoto onemocnéni vyuziva Siroké spektrum experimentalnich
modell. Tento fakt miize byt ¢astecné vysvétlen nevyhodami a omezenimi in vitro i in vivo
modelovych systémtt MASLD. Zatimco bunééné in vitro modely neodrazeji slozitost lidskych
jater a nemohou piesn¢ piedpovidat reakci na dané 1éCivo, zvifeci modely zase vykazuji
odliSnosti v patofyziologii nemoci ve srovnani s lidmi. Tato skutecnost vysvétluje, pro¢ mnohé
slibné terapie testované na zvitecich modelech casto selhavaji pii klinickém nasazeni u pacientti

(Kaur et al. 2023).

2.2.1 In vitro modely MASLD

I kdyz in vitro modelové systémy pouze omezené rekapituluji charakteristické znaky
MASLD a nezachycuji zasadni interakce mezi riznymi typy jaternich bun€k ani mezi riznymi
organy, pomahaji objasnit mechanismy nemoci na molekuldrni Grovni (Green et al. 2018; Li
and Wang 2020; Prins et al. 2019).

Pro snadnou kultivaci jsou bunécné linie nejpouzivanéj$imi dvourozmérnymi (2D)
in vitro modelovymi systémy. Tyto bunééné linie jsou dle svého piivodu rozdéleny na primarni,
imortalizované a odvozené od pluripotentnich kmenovych bunék (Ramos et al. 2022).
Navzdory skutecnosti, ze primarni lidské hepatocyty jsou izolované piimo z resekované jaterni
tkdné¢ pomoci dvoustupiiové kolagenazové perfizni metody nebo magnetické separace
hepatocytli a vykazuji tak fenotyp lidskych jaternich bunék in vivo, je jejich pouziti pti vyvoji
2D monokultur in vitro omezeno z diivodu etickych a ekonomickych faktort. Z tohoto diivodu
se upfednostiiuje vyuZiti priméarnich hepatocyti hlodavct a imortalizovanych bunéénych linii,
které maji schopnost neomezeného rastu (Maseko et al. 2024; Soret et al. 2020). Lidské
bunétné linie (napt. HepG2, HepaRG a Huh7) obsahuji imortalizované buiiky ziskané
z resekované nddorové tkang. Vzhledem k jejich nddorovému fenotypu vykazuji zménéné
metabolické funkce, coz komplikuje pfimé srovnani s patofyziologii MASLD u lidi (Soret et
al. 2020). Mezi nenddorové bunécné linie fadime naptiklad imortalizovanou buné€nou linii
L02, ktera je izolovéna z lidskych fetalnich jater, LX-2 obsahujici jaterni hvézdicovité buiiky a
AML-12 ziskanou z mysich jater (Ramos et al. 2022). Vyhodou pluripotentnich kmenovych
bunck je jejich schopnost diferenciace do riznych bunécnych typi, neomezeny rust a také
fenotyp podobny primdrnim buikam. /n vitro modely MASLD =zalozené na builkach
podobnych hepatocytim, které¢ jsou odvozeny z indukovanych pluripotentnich kmenovych
bunék, umoziuji analyzovat rizné pribéhy vyvoje nemoci s ohledem na riizné genotypy

spojené s MASLD (Graffmann et al. 2021; Ramos et al. 2022).
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Navzdory rozsédhlému vyuzivani 2D monokultur se ukazalo, ze tyto systémy nejsou
schopny simulovat interakce mezi hepatocyty a ostatnimi neparenchymatickymi buiikami
(tj. Kupfferovy buiiky, sinusové endotelidlni buiikky a hvézdicovité builky), coz je klicové
pro spousténi zanétlivych a fibrotickych procestt v ramci progrese MASLD. K feSeni této
problematiky se vyuzivd spolecna kultivace vice bunéénych linii v ramci 2D in vitro
modelovych systému. Jednim z t€chto modelt je spole¢na kultivace hepatocytarni bunééné linie
Huh7 s bunécnou linii jaternich hvézdicovitych bunck LX-2. V této konfiguraci bylo
prokazano, ze interakce s hepatocyty je nezbytna pro aktivaci jaternich hvézdicovitych bunék
arozvoj fibrozy (Barbero-Becerra et al. 2015). AvSak omezena dostupnost lidskych bunéénych
linii a potfeba optimalizace slozeni ristového média omezuji pouziti téchto modela
v experimentalnich podminkach (Miiller and Sturla 2019).

Trojrozmérné (3D) bunécné kultury predstavuji mezistupen mezi 2D bunénymi
kulturami a komplexnéj$Simi modely. Tyto 3D kultury Iépe simuluji strukturu jater in vivo
z divodu zachovani bunéénych interakci a metabolickych funkci (Miiller and Sturla 2019;
Ramos et al. 2022). Pivodn¢ se vyuzivaly 3D bunécné kultury v sendvicovém uspotadani.
V téchto modelech jsou hepatocyty umistény bud’ mezi dvé vrstvy kolagenového gelu, aby se
napodobila bunécnd polarita pozorovana v jatrech, nebo jsou hepatocyty kultivovany spole¢né
s jaternimi sinusovymi endotelidlnimi bunikami uvnitt kolagenového gelu, coz napodobuje
lobularni architekturu. Tyto modely se v praxi pouzivaji pouze sporadicky, nebot’ bylo
prokdzano, Ze tlouStka kolagenové vrstvy miiZze zablokovat mezibunécné interakce (Soret et al.
2020).

Vsechna uvedena omezeni byla ptekondna prostfednictvim novych 3D modeld,
zahrnujicich jaterni sféroidy a organoidy. Jaterni sféroidy jsou agregaty sestavajici z primarnich
hepatocytii nebo hepatocytii odvozenych z jaternich progenitorovych bunck (Soret et al. 2020).
Kultivace primarnich lidskych hepatocyti v konfiguraci 3D jaternich sféroidii vyrazné
napodobuje funkci lidskych jater, jelikoZ si hepatocyty v tomto uspotfddani zachovévaji
Zivotnost, fenotyp zralych hepatocytli, mezibunééné interakce a metabolickou aktivitu az
po dobu 21 dni (Kozyra et al. 2018). Spole¢né kultury hepatocytl s neparenchymatickymi
bunikami ve formé 3D jaternich sféroidl jsou vyuZzivany ke studiu zanétlivych procest a fibrozy,
charakteristickych pro MASH. Kultivace hepatoceluldrnich bun€k HepG2 spolecné s jaternimi
hvézdicovitymi buitkami LX-2 ve formé 3D sféroidii ukdzala, Ze pravé hvézdicovité bunky
vyrazné ovliviiuji kompaktnost téchto 3D struktur (Pingitore et al. 2019). K porozuméni
progrese MASLD byl vyvinut komplexni 3D in vitro model, ktery spojuje primarni lidské
hepatocyty se vSemi typy neparenchymatickych bunék a vérn€ napodobuje jaterni architekturu
a prostfedi spojené s MASH (Duriez et al. 2020).
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Zvlastni pozornost je vénovana 3D jaternim organoidim, které se vyznacuji organove
specifickou strukturou a jsou schopné reprodukovat minimalné¢ jednu nativni organovou funkci.
Tyto 3D struktury vznikaji diferenciaci embryonalnich kmenovych bunék, indukovanych
pluripotentnich kmenovych bun€k nebo dospélych kmenovych bunék. I pies nédhodné
rozptyleni bunék v prostfedi je jejich schopnost spontanni agregace dusledkem tkanové
organizace, kompartmentalizace a funk¢niho propojeni. Vytvareni 3D organoida predstavuje
narocny proces, nebot tentyz organoid muze zménit svou tkanovou specifikaci do jiné
v zavislosti na podminkach, které jsou béhem jeho formovani poskytovany (Messina et al.
2020). Pro studium MASLD jsou kmenové buiky za striktné definovanych podminek
diferencovany a nasledné organizovany do 3D sféroidt jaterniho endodermu a 3D sféroida
hepatoblastil, které tvori zéklad jaternich organoidii. V téchto organoidech jsou hepatocyty a
cholangiocyty uspofadany strukturdlné tak, aby reprodukovaly funkéni sit’ Zlu€ovych kanalkt
(Ramli et al. 2020).

Mikrofluidni orgdnova zatizeni, znama také jako "organy na ¢ipu", dosahuji v posledni
dob¢ vyznamného vzestupu. Jejich hlavni vyhodou je schopnost napodobit mikrostruktury
lidské tkané in vivo (Kanabekova et al. 2022). Po umisténi hepatocyti nebo 3D jaternich
sféroidi/organoida (v pokrocilejSich systémech v kombinaci s jaternimi neparenchymatickymi
buitkami) do perfuzni komory dochazi k napodobeni mikroprostiedi jater. Cilem "jater na Cipu"
je vytvoreni mikroarchitektury jaterniho lalicku pomoci polymerniho skeletu a simulace
priatoku krve tekutinou, ktera umozituje diftizi Zivin a odvod odpadnich latek podobné jako
v mikrocirkulaci jater (Soret et al. 2020). Tyto systémy rovné€Z umoziiuji spolecnou kultivaci
vice typi tkéni na jednom Cipu, coz muize ptispét k lepSimu porozuméni multitkanové etiologie
MASLD (Miiller and Sturla 2019).

DalSim modelovym systémem jsou ultratenké jaterni fezy (PCLS), které predstavuji
idedlni model pro zkoumani mechanismi posSkozeni jater a progrese MASLD. Jedna se
orobustni a vSestranny ex vivo model se zachovanou mnohobunécnou histologickou
architekturou jater (Palma et al. 2019). Pro ptipravu PCLS se obvykle vyuziva jaterni tkan
ziskana z explantovanych, resekovanych nebo netransplantovatelnych jater pacient. Takto
ziskana tkan neni nikdy Uplné zdrava, nebot’ se odebird z distalnich ¢asti nemocnych jater.
Kromé toho mohou byt PCLS pfipraveny i z nddorovych, fibrotickych ¢i cirhotickych jater
(Kaur et al. 2023; Palma et al. 2019). I kdyZ PCLS pfipravené z lidské tkané jsou schopny
napodobit onemocnéni jater a umoznit studium transportu a metabolismu 1é¢iv, je ziskavani
této tkané obtizné, coz predstavuje jedno z hlavnich omezeni vyuziti tohoto modelu (Dewyse
et al. 2021). Z tohoto davodu se ptipravuji PCLS také z resekovanych mySich (Simon et al.

2023) nebo potkanich (Prins et al. 2019) jater.
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Ptehled nejcastéji pouzivanych in vitro modelovych systéma pro studium MASLD
poskytuje Tabulka 1.

Idedlnim pfistupem k indukci steatézy in vitro je pouziti smési mastnych kyselin
ve fyziologicky relevantnich koncentracich a pomérech spolu s fyziologickymi hladinami
glukozy a/mebo fruktézy (5-11 mM). NejCastéji vyuzivanymi mastnymi kyselinami
pro navozeni steatozy jsou kyselina olejova, palmitova a linoleova, nebot’ nejlépe simuluji typy
tukti v lidské stravé, které ptispivaji k rozvoji steatdzy in vivo (Green et al. 2018). Steatéza
muze byt také indukovdna pomoci xenobiotik, jako je bisfenol A, ktery zvysSuje akumulaci
lipidi v hepatocytech, valproat, ktery zvySuje piijem mastnych kyselin a syntézu TAG
v jaternich bunikach (Soret et al. 2020), nebo amiodaron, ktery v jatrech vyvolava stres ER a

zvySenou expresi gend zapojenych do de novo lipogeneze (Hubel et al. 2021).

Tabulka 1 Ptehled vybranych pouZivanych in vitro modelovych systémi ke studiu MASLD.

in vitro model bunécné typy

2D monokultury e primarni hepatocyty
e nadorové bunécné linie (HepG2, HepaRG, Huh7)
e nenadorové bunééné linie (L02, LX-2, AML-12)

2D kokultury e Huh7alX-2

3D kultury e primarni hepatocyty v sendvi¢ovém usporadani

e jaterni sféroidy/organoidy

3D kokultury e primarni hepatocyty a neparenchymatické bunky
mikrofluidni  zafizeni e primarni hepatocyty (nebo jaterni sféroidy/organoidy) a
(,,jatra na Cipu®) neparenchymatické buiky

ultratenké jaterni ftezy e vSechny typy jaternich bun¢k

(PCLS)

2.2.2 Invivo modely MASLD

Navzdory rozmanitosti vyuZivanych zvifecich modelt MASLD neni Zadny z nich
schopen kompletné simulovat patofyziologii nemoci a metabolické poruchy pozorované u lidi
(Ipsen et al. 2018). Idealni preklinicky model MASLD by mél umoznit ziskéani pfenositelnych
vysledkli a mé¢l by proto vykazovat uréitou miru obezity a také IR a zanét v tukové tkani a
stieve. Déle by mél reflektovat aktivaci klicovych drah podilejicich se na de novo lipogenezi,
rozvoji oxidacniho stresu a zdnétu, a mél by zobrazovat typické histopatologické znaky nemoci,

jako jsou steatdza, hepatocelularni balonovaténi a urcity stupen jaterni fibrozy. Na zakladé

17



téchto kritérii je ziejmé, Ze vyvoj idealniho preklinického modelu MASLD bude naro¢ny a ze
zadny nelidsky druh pravdépodobné nedokéze napodobit vSechny charakteristiky a pribch
lidského onemocnéni (Jahn et al. 2019; Santhekadur et al. 2018).

Nejcastéji vyuzivanymi zvifecimi modely pro studium MASLD/MASH jsou mysi a
potkani. Krome¢ hlodavci se pro zkoumani této nemoci vyuzivaji i kralici, miniprasata a primati.
Vyhody pouziti kralikli a riznych druhti miniprasat zahrnuji delsi predpubertalni stadium, coz
umoznuje simulaci patofyziologickych podminek détské MASLD, podobnost s lidskym
metabolismem lipidl a cholesterolu a moznost provadét dlouhodobé studie. I pies genetickou
podobnost s lidmi jsou primati vyuzivani ke studiu MASLD/MASH jen ziidka, pfedevsim
kvtli etickym a ekonomickym diivodiim (Jahn et al. 2019; Soret et al. 2020).

Vzhledem ke zplsobtim, kterymi je MASLD/MASH vyvoléna, lze in vivo modely
pouzivané ke studiu této nemoci klasifikovat jako dietou indukované, chemicky indukované,
geneticky indukované a/nebo kombinované. Piehled nejCastéji pouzivanych in vivo

modelovych systémi pro studium MASLD poskytuje Tabulka 2.

Dietou indukované modely MASLD

Do nedavné doby se ptedpokladalo, Ze napodobeni patologickych charakteristik lidské
MASLD/MASH je na zvifecich modelech obtizné ¢i dokonce nemozné bez pouziti
hepatotoxini nebo umélych diet s extrémnim obsahem specifickych zivin nebo uplnou absenci
zakladnich slozek lidské stravy, které vedly k urychleni rozvoje nemoci a zvyraznéni jaterni
patologie (Eng and Estall 2021; Jahn et al. 2019). Ddlezité je, aby dietni modely
MASLD/MASH adekvéatné odrazely nezdravy Zivotni styl lidi, zaloZeny pievazné na nadméerné
konzumaci stravy zapadniho typu. Zaroven by vSak mély byt ve stravé zachovany fyziologicky
relevantni hladiny makroZivin a mikroZzivin (Ipsen et al. 2018; Santhekadur et al. 2018).

Dietni modely MASLD/MASH jsou primarné zaloZeny na konzumaci stravy s vysokym
obsahem tukt (HFD), pfi¢emz zdroje tuki mohou byt bud’ zivo¢isného (ze sadla nebo mléka)
nebo rostlinného (z kakaovych nebo s6jovych bobi) ptivodu (Fang et al. 2022). Mnozstvi
zkonzumované HFD miuze byt ovlivnéno jeji konzistenci, viini a chuti. Jako alternativa
k tradi¢énimu zpiisobu podavani tuki ve stravé se vyuziva aplikace tukli pomoci Zaludecni
sondy. Tato metoda sice umoznuje podat piesnou davku tukli, nicméné vyvolava u zvitat
stresovou reakci (Recena Aydos et al. 2019). Dilezitymi faktory pro vybér dietnich modelt
jsou obsah tuku ve strave, délka trvani experimentu a kmen pouzitych zvirat. HFD obvykle
obsahuje 45-75 % tuku, sloZzeného z nasycenych nebo nenasycenych trans-mastnych kyselin,
pfipadné jejich kombinaci (Fang et al. 2022; Flessa et al. 2022). Mysi dlouhodobé¢ exponované
takové dieté projevuji klicové znaky MASLD, jako jsou obezita, gluk6zova intolerance, IR,
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sttevni dysbioza, steatdza, zanét a fibroza jater (Veldzquez et al. 2019). Nicmén¢ i kratkodobé
podavani HFD vyvolalo u mysi akumulaci tukt v jatrech, coz bylo nasledkem zvySené exprese
proteind zapojenych do procesu lipogeneze a snizené exprese proteint souvisejicich s lipolyzou
(Yoshimura et al. 2018). Ackoli se ptredpokladalo, ze jednou z nevyhod dietnich modela
zalozenych pouze na konzumaci HFD je absence progrese nemoci do stadia fibrozy (Ipsen et
al. 2018), bylo prokazano, ze i kratkodoba konzumace HFD vedla ke zvySeni hladin
prozanétlivych a prokoagulacnich faktor v jatrech mysi (Nanizawa et al. 2020). Variabilni
citlivost na HFD mohou rovnéz vykazovat mysi riiznych kment a pohlavi (Fang et al. 2022;
Soret et al. 2020).

Ptestoze zpracované potraviny bézné zahrnuji riizné pridané cukry, experimentalni diety
se zam¢tuji predevsim na nadmérny obsah fruktozy ve stravé a/nebo pitné vode, jelikoz zvySeny
ptijem fruktozy je spojovan s vyznamnou IR a nadmérnou syntézou mastnych kyselin v jatrech
(Softic et al. 2017). Vyssi pfijem fruktézy u mysi mize také vyvolat vyrazné poSkozeni
hepatocytt, infiltraci jaternich makrofagti a aktivaci hvézdicovitych bunék (Ohashi et al. 2018).
I pfes mirné zvySeni exprese proteinid t€astnicich se de novo lipogeneze v jatrech, nedokazala
strava s vysokym obsahem fruktdzy u prasat vyvolat jaterni steatézu ani poskozeni hepatocytl
(Schmidt et al. 2021). Vzhledem k rtiznorodym vysledkiim ucinku fruktézy se doporucuje
kombinovat vys$si pfijem fruktozy s HFD. Tato kombinace umozni rozvoj metabolickych
poruch, v¢etné glukozové intolerance, IR, hyperleptinémie a dyslipidémie, s jaternimi i cévnimi
komplikacemi (Lozano et al. 2016). Dale bylo zjisténo, Ze kombinace HFD s gluk6zou je
ucinngjsi pro vyvolani metabolického syndromu u zvitat (Moreno-Fernandez et al. 2018) a
kombinace HFD s frukt6zou, glukézou a sachar6zou v pitné vodé nejvérnéji simuluje zpiisob
ptijmu téchto makrozivin u lidi (Eng and Estall 2021). Cholesterol je dalsi dulezitou slozkou
diet a pro navozeni hypercholesterolémie se nejcastéji pouzivaji aterogenni diety obsahujici
nadmérné mnoZzstvi cholesterolu (1 az 2 %) a/nebo kyseliny cholové (az 0,5 %), které ptispivaji
k progresi MASLD. Je vSak diilezité zdiiraznit, ze tak vysoké hladiny cholesterolu se ve strave
lidi prakticky nikdy nevyskytuji (Cunha et al. 2021; Santhekadur et al. 2018). Diety, které
kombinuji vysoky obsah tuku, fruktézy a cholesterolu (FFC), jsou schopny indukovat MASH
a pfidruzené metabolické poruchy (Radhakrishnan et al. 2021).

Pro navozeni MASH se bézné€ vyuZivaji diety zaloZené na deficitu urcitych esencidlnich
zivin. Dieta s nedostatkem metioninu a cholinu (MCD) nebo dieta s nedostatkem cholinu, kde
jsou proteiny nahrazeny ekvimoldrni smési L-aminokyselin (CDAA), vyvolavd zavazné
poskozeni jater a fibrézu jiz po nékolika tydnech krmeni. Metionin a cholin jsou kli¢ovymi
donory metylovych skupin a cholin je prekurzorem fosfatidylcholinu nezbytného pro tvorbu
VLDL Cd¢astic. Pii nedostatku téchto zivin tak dochazi k poruSe metabolismu tuki a jejich
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akumulaci v jatrech. Nicméné takové diety zpusobuji opacné metabolické zmény, nez jsou
pozorované u velké vétsiny lidskych pacientt, jelikoZ vedou spise ke ztrat€ hmotnosti a poklesu
hladin krevni glukézy nez k rozvoji obezity a IR (Jahn et al. 2019; Santhekadur et al. 2018).
Pti kombinaci téchto diet s HFD dochéazi k rychlé akumulaci lipidd v jatrech, coz je

histopatologicky patrné jiz po jednom tydnu krmeni (Lee et al. 2019).

Chemicky indukované modely MASLD

Zviteci modely vytvofené kombinaci HFD s chemickymi induktory nabizeji slibné
perspektivy, a to zejména z hlediska zkraceni doby trvani experimentti nutnych k rozvoji
MASH. Jednim z téchto modeli je model STAM, ktery kombinuje jednordzovou
intraperitoneélni aplikaci streptozotocinu (DNA alkyla¢niho ¢inidla produkovaného bakterii
Streptomyces achromogenes), ktery zpusobuje zanét a destrukci pankreatickych ostravkil a
vznik diabetu mellitu, s naslednym krmenim HFD, ktera pfispiva k rozvoji MASH a HCC
(Mérquez-Quiroga et al. 2022; Soret et al. 2020). Nicméné bylo zjisténo, Ze potkani model
STAM neni adekvatni pro zkoumani metabolickych poruch, nebot’ nevykazuje IR, obezitu ani
dyslipidémii (Melo et al. 2019). Omezeni pouziti modelu STAM déle spociva v tom,
ze neptesné reprodukuje vyvoj lidského onemocnéni (Fang et al. 2022).

Obezita, IR, steatoza a charakteristiky MASH mohou byt vyvolany i subkutanni aplikaci
glutamatu monosodného (MSG) novorozenym mysim. MSG zpisobuje 1éze v obloukovém
jédru hypothalamu, coz vede k naruseni leptinové a inzulinové signalizace a snizené produkci
rustového hormonu (Kotinkova et al. 2020). Navzdory niz§imu piijmu potravy maji tyto mysi
masivni nariist podkozni, bfiSni a gonadalni tukové tkané (MatySkova et al. 2008).
Histopatologicka analyza prokazala, ze MSG mysi ve veéku 60 dnu vykazovaly
mikrovezikularni steatozu s pfilezitostnym hepatoceluldrnim balonovaténim. AvSak progrese
onemocnéni do stddia MASH byla u téchto mysi pozorovana az ve véku 120 dni. Toto Casové
obdobi je povazovano za klicové metabolické okno pro pochopeni patofyziologickych procesi,
které ovliviuji progresi nemoci v tomto modelu (Coelho et al. 2019).

Pro zrychleni rozvoje MASH a pokrocilé fibrozy se vyuzivdi HFD v kombinaci
s intraperitonealni aplikaci tetrachlormetanu (CCls). CCls je v jatrech metabolizovan
cytochromy P450 (CYP) na trichlormetylovy radikdl (CCls), ktery zpiisobuje alkylaci
nukleovych kyselin a naslednou tvorbu DNA mutaci a rozvoj HCC (Scholten et al. 2015).
U mysi, kterym byl podavan CCls spolu s dietou s vysokym obsahem tuku, sachardzy a
cholesterolu, byla zaznamenana steatohepatitida s vyraznym hepatocelularnim balonovaténim,
zanétem a fibrézou (Rahimi et al. 2022). Nevyhodou tohoto modelu je, Ze fibroza neni priméarné
zpusobena konzumaci HFD, nybrz plsobenim CCls, ktery samostatné indukuje produkci
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extracelularni matrix. Dale je tfeba zduraznit, ze CCls neni povazovan za rizikovy faktor
pro rozvoj MASH nebo jinych chronickych onemocnéni jater u lidi (Marquez-Quiroga et al.
2022).

Genotoxické slouceniny, véetné dietylnitrosaminu (DEN), jsou pouzivany k vyvolani
chemické karcinogeneze. Jatra juvenilnich mysi jsou charakterizovana vysokou proliferaci, coz
umoziuje rychlou expanzi bunek po expozici DEN, zatimco u starSich mysi vyzaduje aplikace
DEN soucasné podani HFD nebo latek podporujicich rist nadort (fenobarbital) (Schulien and
Hasselblatt 2021). Chronicka expozice riznym davkam DEN zpiisobuje inhibici CYP2EI] a
indukci bunécné proliferace, produkci ROS a tvorbu DNA aduktt. V dasledku toho dochazi
ke zmén¢ architektury jater, indukci zanétu, fibréze a rozvoji hepatokarcinogeneze (Fuentes-
Hernandez et al. 2019). Pti intraperitonealnim podani hepatotoxinu a karcinogenu tioacetamidu
(TAA) v kombinaci s FFC dietou dochdzi u mysi k rychlému rozvoji klicovych
histopatologickych znakit MASH (Sharma et al. 2019).

Geneticky indukované modely MASLD

Ptestoze geneticky modifikované experimentdlni modely umoznuji simulovat riizna
stadia MASLD a poskytuji dilezité poznatky o mechanismech rozvoje tohoto onemocnéni,
ve srovnani s lidskym onemocnénim maji tyto modely odlisSnou etiologii nemoci (Fang et al.
2022; Ibrahim et al. 2016).

Casto vyuzivanym experimentalnim modelem napodobujicim stav obezity je geneticky
modifikovany mysi model zaloZeny na deficitu leptinu. Leptin, zndmy jako hormon sytosti, je
adipokin produkovany bilou tukovou tkani, jehoZ anorexigenni ucinek je zprostiedkovany
pomoci receptori v hypothalamu. Mysi s mutaci v genu pro leptin (ob/ob) exprimuji zkracenou
nebo nefunkéni formu leptinu, coZ vede k hyperfagii, t¢Zké obezit¢ a vyznamnému rozvoji
hyperglykémie, hyperinzulinémie, IR a steatozy 1 pti krmeni standardni dietou (STD) (Soret et
al. 2020; Van Herck et al. 2017). Nicméné pouha genetickd mutace neni dostatecna pro progresi
nemoci, a proto je pro rozvo] MASH zapotitebi dodatecnych stimulii v podobé chemickych
induktori nebo HFD. Limitaci tohoto modelu je skutecnost, Ze deficit leptinu je u lidi velmi
vzéacny a pacienti s MASLD obvykle vykazuji normalni nebo dokonce zvySené hladiny tohoto
hormonu (Ibrahim et al. 2016).

Dalsim geneticky indukovanym modelem, napodobujicim rozvoj T2DM, jsou db/db
myS$i, které nesou spontanni mutaci v genu pro leptinovy receptor. Nasledna ztrata funkce
receptoru zpusobuje poruchu leptinové signalizace a rozvoj leptinové rezistence i pres normalni
nebo zvysSené hladiny leptinu u téchto mysi. Db/db mysSi projevuji stejny fenotyp jako ob/ob
mysSiis nezbytnym pouZitim sekundarnich stimuld pro rozvoj MASH (Ibrahim et al. 2016; Jahn
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et al. 2019). Zatimco ob/ob mysi vykazovaly vyraznéjsi steatézu a zanétlivy profil v jatrech,
db/db mysi projevovaly vyraznéjsi zanétlivy profil v subkutdnni tukové tkani (Suriano et al.
2021). Geneticky model obéznich Zucker potkant (fa/fa) vykazuje analogickou mutaci v genu
pro leptinovy receptor a sdili podobné fenotypy s modely ob/ob a db/db mysi (Kucera and
Cervinkova 2014).

Vzhledem k tomu, Ze mutace v genu kodujicim receptor pro melanokortin 4 (Mc4r)
predstavuje jednu z nejbéznéjSich pficin poruch leptinové signalizace a obezity u lidi, byl
vytvofen mysi model s vyfazenim (knock-out) tohoto receptoru (Mc4r”). Tyto mysi projevuji
Casny nastup obezity, hyperinzulinémii a hyperglykémii 1 pfi krmeni STD, jelikoz neni
zprostiedkovan anorexigenni signal leptinu pfes receptory pro-opiomelanokortinovych
neurontt v hypothalamu a naslednad sekrece a vazba melanocyty stimulujiciho hormonu
na Mc4r. Pii expozici HFD pak dochdazi v jatrech téchto mysi k rozvoji zanétu a fibrézy (Mann
et al. 2016; Oligschlaeger and Shiri-Sverdlov 2020).

Deficit receptoru pro lipoproteinové &astice s nizkou hustotou (Ldlr’") a deficit
apolipoproteinu E (Apoe™), kli¢ové slozky lipoproteinovych &astic transportujicich lipidy a
cholesterol, predisponuje mysi k hypercholesterolémii, ateroskleréze a obezité. Pfi krmeni
téchto mysi HFD navic dochazi k rozvoji MASH (Jahn et al. 2019; Van Herck et al. 2017).
U mysi s kombinaci deficitt Ldlr’” a Apoe” krmenych HFD dochézi ke spontannimu vzniku
nadori a ztlusténi stén intrahepatalnich cév (Kampschulte et al. 2014). Watanabe kralici, trpici
deficitem Ldlr, slouzi jako model lidské familiarni hypercholesterolémie, pfi¢emz dlouhodoba
konzumace diety s vysokym obsahem tuktl a fruktdzy u nich pfispiva k rozvoji IR a dysbiozy
sttevni mikroflory (Moughaizel et al. 2022).

Foz/foz mysi jsou charakterizovany spontanni deleci 11 pard bazi v genu Almsli, jehoz
protein je nezbytny pro spravnou funkci fasinek, zahrnujici intracelularni transport a regulaci
pocitu sytosti, v hypothalamickych neuronech. Mutace tohoto genu u lidi zptisobuje Alstromuv
syndrom, metabolické onemocnéni projevujici se jiz v détstvi obezitou, metabolickym
syndromem a T2DM (Flessa et al. 2022; Santhekadur et al. 2018). U foz/foz mysi vystavenych
HFD dochazi k rychlé progresi onemocnéni do stddia MASH s vyraznou fibrozou. Tento model
je vyznamny svym rychlym a komplexnim pribéhem nemoci s klicovymi transkripénimi a
histopatologickymi znaky lidského onemocnéni (Ganguly et al. 2021).

Polygenni mys$i model MS-NASH (dfive znamy jako FATZO/Pco) reprezentuje
progresivni model MASLD/MASH s fenotypem blizkym obezit¢ a T2DM u lidské populace.
Ktizenim dvou kmenii (C57BL/6J a AKR/J) a selektivnim inbreedingem nésledujicich generaci
vznikl kmen se spontannim rozvojem obezity, hyperlipidémie, hyperglykémie, IR a poruch
leptinové signalizace 1 pfi konzumaci STD (Peterson et al. 2017). V ptipadé, Ze jsou tyto mysi
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krmeny HFD, dochazi u nich ke zhorSeni metabolickych poruch 1 jaternich funkci, pficemz
histologické zmény v jatrech, vcetné progresivni steatdzy, hepatocelularniho balonovaténi,
lobularniho zanétu a rané fibrdzy, naznacuji prechod nemoci do stadia MASH (Sun et al. 2019).

Experimentalni mysi model DIAMOND je zaloZeny na inbrednim isogennim kmeni,
ktery vznikl kiizenim kmene C57BL/6J a S129S1/svImlJ. Pti poddvani HFD tento model vérné
reprodukuje rozvoj obezity, IR, dyslipidémie, steatdzy, steatohepatitidy a fibrézy s progresi
k HCC (Santhekadur et al. 2018). DIAMOND mysi vykazuji podobné aktivace transkrip¢nich,
lipogennich, zanétlivych a apoptotickych signalnich drah jako lidé trpici MASH (Asgharpour
et al. 2016).

U inbredniho kmene potkantit OLETF dochazi k deleci v promotorové oblasti genu
kédujiciho cholecystokinin 1, coz vede k rozvoji hyperglykémie, hyperinzulinémie a mirné
obezity (Kucera and Cervinkova 2014).

Mysi s nadmérnou expresi inzulinem fizeného proteinu vazajiciho steroly regulovany
element 1c (SREBPIc), ktery reguluje geny souvisejici s glukézovym metabolismem a
syntézou mastnych kyselin a cholesterolu, projevuji vyznamnou IR a steatézu jater. Jelikoz
nadmérnd exprese SREBP1c v jatrech sama o sob& nestaci k vyvolani zanétu a fibrozy, je
pro rozvoj MASH vyzadovan dal$i stimul v podobé HFD (Ibrahim et al. 2016; Soret et al.
2020). V kontextu rozvoje MASH se analogicky problém vyskytuje i u mys$i s nadmérnou
expresi chemokinového ligandu 1 (CXCL1) (Fang et al. 2022).

Mezi méné pouzivané genetické modely MASLD/MASH patii mySi s mutaci v genu
pro agouti signalizacni protein (KK-Ay/a), mysi s jaterné specifickou deleci v genu
pro fosfatdzu a homolog tenzinu (PTEN), mySi s deleci v genech pro nuklearni receptory
aktivované proliferatory peroxisomii (PPARs), mysi s vyfazenim genu pro acyl-koenzym
A-oxidazu (AOX) a genu pro jaterné specifickou metioninadenosyltransferazu (MATIA), mysi
smutaci ¢i deficitem keratinu 8 a/nebo 18, a rovné€Z myS$i s poruchami zanétovych
signaliza€nich drah (Ibrahim et al. 2016; Kofinkova et al. 2020). Byl vyvinut také geneticky
mysi model s inkorporaci lidského ApoE2 (APOE*2), mutaci 1148M v genu pro PNPLA3,
vyfazenim genu kodujiciho TM6SF2, deficitem prostaglandinu E2 (PGE2) ¢i s deleci jaterné
specifického esencidlniho modulatoru nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB) (NEMO) (Flessa
et al. 2022; Oligschlaeger and Shiri-Sverdlov 2020).
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Tabulka 2 Piehled nejcastéji pouzivanych in vivo modelovych systému ke studiu MASLD.

dietou indukované modely

- diety zaloZené na vysokém piijmu:
e tukt (HFD)
o cukrt (fruktézy, glukozy, sachardzy)
e cholesterolu
- diety zalozené na nedostatku:
e metioninu a cholinu (MCD)
e cholinu (CDAA)
- diety zaloZené na kombinaci:
o tuku, fruktézy a cholesterolu (FFC)
e MCD/CDAA + HFD

chemicky indukované modely

- modely zaloZené na aplikaci:

streptozocinu (STAM)

e glutamatu monosodného (MSG)
e tetrachlormetanu (CCly)

e dietylnitrosaminu (DEN)

e tioacetamidu (TAA)

geneticky indukované modely

- modely zaloZené na mutaci v genu pro:
e leptin (ob/ob)
e leptinovy receptor (db/db, fa/fa)
- modely zaloZené na deficitu:
e receptoru pro melanokortin 4 (Mc4r™”")
e receptoru pro LDL ¢&stice (Ldlr™")
e apolipoproteinu E (Apoe™)
- modely zaloZen€ na deleci v genu pro:
o Almsl (foz/foz)
e cholecystokinin 1 (OLETF)
- modely zaloZené na kiiZeni kmend:
e MS-NASH (FATZO/Pco)
e DIAMOND
- modely zaloZené na zvySené expresi:
e transkripcniho faktoru SREBPIc
e chemokinového ligandu 1 (CXCLT1)
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2.3 Antioxidacni enzymy a jejich zmény indukované MASLD

Klicovym faktorem v etiopatogenezi MASLD je oxidacni stres, ktery piedstavuje
nerovnovahu mezi tvorbou a hromadénim ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS) a schopnosti
antioxida¢niho systému organismu tyto reaktivni produkty inaktivovat a eliminovat (Angelico
et al. 2024). ROS/RNS jsou klasifikovany jako volné radikaly nebo neradikélové slouceniny.
Mezi volné radikaly, které jsou definovany jako chemické cCastice s jednim nebo vice
neparovymi elektrony schopné samostatné existence, patii superoxid anion radikal (O2-"),
hydroxylovy radikal (-OH), peroxylovy radikadl (ROO-), hydroperoxylovy radikal (HO>),
alkoxylovy radikal (RO-), oxid dusnaty (NO-) ¢i oxid dusicity (NO2-). K neradikdlovym
sloucenindm se tadi peroxid vodiku (H20>), kyselina chlornd (HOCI), 0zon (O3), singletovy
kyslik ('02), peroxynitrit (OONO"), alkylperoxynitrit (ROONO"), nitrosyl (NO") ¢i kyselina
dusitd (HNO.) (Gonzalez et al. 2020).

Za normalnich podminek je neustidld enzymova i neenzymova produkce ROS/RNS,
pottebnych pro optimalni fungovani imunitniho systému, metabolismu, bunééné proliferace a
diferenciace, ptisné regulovana. V disledku MASLD vsSak v jatrech dochazi k nadmérné tvorbé
ROS/RNS (Ferro et al. 2020), které zpusobi oxidacni poskozeni bunéénych makromolekul
(proteint, lipidd a nukleovych kyselin), coz nasledné¢ vede k poskozeni hepatocyti a
strukturalnim a funkénim abnormalitam v jatrech (Angelico et al. 2024). Navzdory slozitym
enzymovym a neenzymovym antioxidatnim mechanismiim v lidském téle, které spole¢né
chrani bunky pfed poskozenim volnymi radikaly, mize nadmérna produkce ROS/RNS sniZit
aktivity antioxidacnich enzymi a/nebo vycerpat molekuly neenzymovych antioxidantii, coz
piispiva k rozvoji oxidaéniho stresu (Ferro et al. 2020; Kurutas 2016).

Priméarni obranu organismu proti volnym radikalim zajiStuji enzymy nazyvané
superoxiddismutazy (SOD), které katalyzuji pfeménu Oz-~ na H20: a molekularni kyslik.
U savcu se vyskytuji tfi izoformy, které se li§i svymi kofaktory a subcelularni lokalizaci. Tyto
izoformy zahrnuji cytoplazmatickou izoformu Cu/Zn-SOD (SOD1), mitochondrialni izoformu
Mn-SOD (SOD2) a extracelularni izoformu Cu/Zn-SOD (SOD3), kterd zachycuje Oz~
produkovany membranové vazanou NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat)-oxidazou.
Vzhledem k ucasti O>-~ v nékolika reakcich vedoucich ke vzniku sekundarnich radikalt, jako
je jeho reakce s NO- za vzniku OONQO7, je aktivita SOD nezbytna k omezeni rozsahu téchto
reakci a potencialni toxicity ROS/RNS (Wang et al. 2018). Navic exogenni podani SOD
vyznamng¢ inhibuje expresi prozanétlivych cytokint (IL-1p a IL-6) a soucasné obnovuje aktivitu
endogennich SOD 1 jinych antioxida¢nich enzymi v jatrech mysi, které byly vystaveny
oxida¢nimu stresu (Chen et al. 2023). V séru pacientl s ranym i pokroc¢ilym stadiem MASLD

bylo pozorovano vyznamné zvyseni aktivity SOD (Swiderska et al. 2019), naopak pacienti
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s MASLD doprovazenou IR a jedinci trpici MASH vykazovali snizenou aktivitu SOD jak
v séru, tak vjatrech (Koroglu et al. 2016). Nekonzistentni vysledky byly pozorovany i
u experimentélnich zvifecich modelli, kdy mys$i krmené¢ HFD vykazovaly bud’ vyznamné
zvysenou (Marinho et al. 2018), vyznamné¢ snizenou (Murakami et al. 2018) nebo nezménénou
(Mendes et al. 2018) aktivitu SOD v jatrech.

Dal$im antioxidacnim enzymem, exprimovanym pifedev§im v peroxisomech jater a
ledvin, je katalaza (CAT). Tento enzym katalyzuje rozklad H»O> (pfi jeho vysokych
koncentracich) na vodu a molekuldrni kyslik, ¢imz brani jeho migraci do dalSich buné¢nych
organel. I kdyz samotny H>O» neni pfili§ reaktivni, v pfipad€, Ze neni odstranén, se stava
substratem pro Fentonovu reakci. V této reakci dochézi k oxidaci Zeleznatych kationtll (Fe?")
na kationty Zelezité (Fe**) za vzniku -OH a hydroxylového aniontu (HO"), coZ piispiva
k dalSimu rozvoji oxida¢niho stresu. Vliv MASLD na expresi a/nebo aktivitu CAT byl
intenzivné zkoumdn, nicmén¢ ziskané vysledky jsou zna¢né nekonzistentni. Zatimco v in vitro
a in vivo modelovych systémech byla vétSinou pozorovana zvySena exprese a/nebo aktivita
CAT, pacienti s MASLD/MASH vykazovali jak vyznamné zvySeni, tak i sniZeni tohoto
enzymu (Shin et al. 2018). U mysi s vyfazenim genu pro CAT bylo prokazéano, Ze nedostatek
CAT spolu s konzumaci HFD vyznamné urychluje rozvoj obezity a metabolického syndromu,
systémovou IR, akumulaci lipidd, oxidaéni stres a zanét v jatrech (Piao et al. 2017).

Glutationperoxidazy (GPx) katalyzuji redukci H>O» (pii jeho nizkych koncentracich)
nebo organickych hydroperoxidi na vodu a odpovidajici alkoholy za soucasné oxidace
redukéniho ¢inidla glutationu (GSH). U savct bylo identifikovdno osm izoenzymi GPx,
z nichz pét (GPx1-4 a GPx6) obsahuje ve svém katalytickém centru selenocystein a tfi (GPxS5,
GPx7 a GPx8) obsahuji cystein (Brigelius-Flohé and Maiorino 2013; Matouskova et al. 2018).
GPx1 je nejhojnéji exprimovany izoenzym, lokalizovany pfevazné v cytosolu a mitochondriich
bunck. Snizend aktivita tohoto enzymu v séru pacientil s metabolickym syndromem koreluje
s endotelidlni dysfunkci a ptedstavuje tak zvySené riziko vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni (Sakhaei et al. 2020). [zoenzym GPx2 je exprimovan v epitelu gastrointestinalniho
traktu, vcetné jater, zatimco izoenzym GPx3 je vylucovéan z ledvin do plazmy s cilem sniZit
systémovy oxidacni stres. ZvySena genova exprese obou téchto izoenzymil byla pozorovana
u pacienti s MASLD 1 MASH ve srovnani se zdravymi jedinci a jedinci s nadvahou (Day et al.
2021). GPx4 je exprimovana v riznych tkanich, s vyraznym zastoupenim zejména ve varleti.
Existuje cytosolicka (cGPx4), mitochondridlni (mGPx4) a spermato-nuklearni (snGPx4) forma
tohoto enzymu. Vyzkumy také prokazaly, ze GPx4 hraje kli¢ovou roli v ochran¢ jaternich
bunék pred feroptdzou, coz je typ bunécné smrti zpiisobeny nadmérnou akumulaci zeleza,
toxicitou ROS a oxidaci lipidii. GPx4 je schopna detekovat a sniZovat hladiny peroxidovanych
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lipidti, coz predchazi poSkozeni jater a potencidlnimu rozvoji cirhozy (Liu et al. 2023). Dale je
GPx4 nezbytna pro diferenciaci adipocytl a pfi naruseni jeji aktivity u zralych adipocyti mtize
v tukové tkéani dojit k peroxidaci lipidi a zvySené expresi zanétlivych cytokind, jako jsou
TNF-a, IL-1PB a IL-6 (Schwiérzler et al. 2022). GPxS5, lokalizovana v epididymalni tkani, hraje
kli¢ovou tlohu ve vyvoji a zrani spermii tim, ze udrzuje optimalni mikroprostiedi v nadvarleti
a chrani spermie pfed poskozenim zplsobenym oxida¢nim stresem. Na rozdil od lidského
izoenzymu ma izoenzym GPx6 u hlodavci cystein v aktivnim centru a vyraznéji se projevuje
v bunkach ¢ichového epitelu, coz poukazuje na jeho moznou tlohu v pienosu a degradaci
signall spojenych se zapachem (Pei et al. 2023). Izoenzymy GPx5 a GPx6 nejsou tedy piimo
spojovany s rozvojem MASLD. [zoenzym GPx7 ptisobi jako senzor intracelularniho stresu a je
hojné¢ exprimovan v preadipocytech bilé tukové tkané. Prestoze ma GPx7 nizkou
peroxiddzovou aktivitu a je lokalizovana v ER, kde se podili na oxida¢nim skladani proteint
prostfednictvim reoxidace proteindisulfidizomerdz (Brigelius-Flohé and Maiorino 2013), byla
prokéazana jeji souvislost s MASLD/MASH. Snizena exprese GPx7 totiz vede ke zvySené
expresi genil pro prozanétlivé a profibrotické faktory jak v in vitro (bunééna linie LX-2), tak
v in vivo (my$i krmené kombinaci HFD a CDAA) modelovém systému (Kim et al. 2020).
Izoenzym GPx8 vykazuje diky nepfitomnosti vazebnych domén pro GSH nizkou
peroxidazovou aktivitu. Je lokalizovan v ER, kde reguluje hladiny vapniku a podili se
na oxida¢nim skladanim proteint (Pei et al. 2023). Dosud bylo zjisténo, Ze tento izoenzym je
pfitomen v plicich a jeho uroven klesd béhem chiipkové pneumonie (Brigelius-Flohé and
Maiorino 2013). Nicméné nebyla prokazana Zadna spojitost GPx8 s MASLD/MASH.

V disledku oxidace GSH na glutationdisulfid (GSSG) v reakcich katalyzovanych GPx,
je kli¢ova role pro udrzovani hladin GSH pfisuzovana enzymu glutationreduktaze (GR). Tento
enzym je v eukaryotickych bunikéch distribuovan v cytoplazmé a rliznych organelach, véetné
jadra, mitochondrii, ER a lyzosomi. GR katalyzuje redukci GSSG zpét na GSH za uclasti
NADPH jako donoru elektrontl a pfispiva tak k udrzeni redoxni rovnovéahy v bunkach (Couto
etal. 2016). V kontextu MASLD/MASH byla zaznamenana vyrazn¢ zvysena aktivita GR v séru
pacientl s ranym i pokro¢ilym stadiem MASLD (Swiderska et al. 2019). U mysi krmenych
HFD byla aktivita GR v jatrech bud’ zvySena (de Freitas Carvalho et al. 2019) nebo sniZena
(Lee and Lee 2021).

Peroxidazova aktivita peroxiredoxinu (Prx) pfispivd k jeho antioxidacni roli
v organismu. Prx katalyzuje redukci H>O», pficemz je sam oxidovan. Reverzni redukci Prx
zajiSt'yje tioredoxin (Trx) pomoci redoxné aktivnich cysteinovych zbytki, pficemz sdm podléha
oxidaci na disulfid. Tento disulfid je nésledné regenerovan zpét na ditiol za ucasti
tioredoxinreduktazy (TrxR) a NADPH. V pfipad¢, ze oxidovany Trx neni substratem pro TrxR,
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muze byt jeho regenerace zajiSténa pomoci glutaredoxinového systému (Du et al. 2013).
V souvislosti s MASLD bylo zjisténo, ze zvySené piedoperacni hladiny cirkulujiciho Prx1 byly
po laparoskopické operaci vyznamné snizeny, coz poukazuje na korelaci Prx1 s obezitou a
steatozou jater (Cheng et al. 2022). Jiz diive bylo prokazano, ze Trx miize slouzit jako
potencialni biomarker MASH, nebot’ jeho hladiny byly vyznamné zvySeny u pacientd s MASH
v porovnani s pacienty s prostou steatézou (Sumida et al. 2003).

Hemoxygenéaza (HO) je enzym zodpovédny za rozklad hemu a vznik biliverdinu, oxidu
uhelnatého a ionta Zeleza. V lidském téle existuji dva izoenzymy, pii¢emz HO-1 je indukovana
v reakci na oxida¢ni stres a zanét, zatimco HO-2 je exprimovana konstitutivné. HO-1 je
lokalizovana zejména v hepatocytech, Kupfferovych a hvézdicovitych bunkach jater. Studie
prokazaly, ze HO-1 snizuje stres ER v mySich hepatocytech, a tim chrani jatra pied progresi

MASLD (Li et al. 2020). Inhibice antioxida¢ni aktivity HO v in vitro modelech zvySuje

Glutation-S-transferazy (GST) zprostfedkovavaji konjugaci exogennich elektrofilnich
toxintl (v ramci II. faze biotransformace) a endogennich produktii oxida¢niho stresu (v ramci
antioxidacni obrany) s GSH, ¢imZ usnadiiuji eliminaci téchto latek z organismu. Diky své
biotransformaéni 1 antioxida¢ni roli jsou GST oznaCovany jako enzymy detoxikacni.
Na zakladé své subcelularni lokalizace jsou GST klasifikovany do tii hlavnich proteinovych
rodin. Cytosolické GST jsou dale rozdéleny do sedmi tfid (GSTA, GSTM, GSTO, GSTP,
GSTS, GSTT a GSTZ), zatimco mitochondridlni GST zahrnuji pouze GSTK a mikrosomalni
GST jsou zndmé jako membranove asociované proteiny v metabolismu eikosanoidli a GSH
(MAPEG) (Mazari et al. 2023). Vzhledem k mnohocetnym polymorfismim v lidskych genech
kodujicich GST byla zkoumana jejich spojitost s MASLD. Bylo zjisténo, Ze polymorfismus
A313G v genu pro GSTP1 je vyrazné Castéjsi u pacientd s MASLD neZ u zdravych jedincti.
Tento polymorfismus ma za néasledek snizeni aktivity tohoto enzymu, a pacienti s homozygotni
alelou G navic vykazuji vyssi hladiny IL-10. Uplna absence genu kédujiciho GSTTI1 je
u pacientii s MASLD spojena s vy$§imi hladinami TNF-a, zatimco nulovy genotyp GSTM1 je
spojen s vyznamné vysSimi hladinami leptinu u téchto pacienti (Prysyazhnyuk et al. 2021).
Vyzkum také ukazal, Ze béhem progrese nemoci se vyrazné snizuje exprese GSTM2, a to jak
u pacientil, tak u experimentalniho mysiho modelu MASH. Nedostatek GSTM2 navic zvySuje

V  antioxidacni obrané organismu  hraje = vyznamnou  roli  také
NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza (NQO1), ktera vykazuje aktivitu superoxidreduktazy, podili
se na tvorbé nikotinamidadenindinukleotidu (NAD") a interaguje s proteiny, coz prispiva
k jejich stabilizaci a ochrané pted proteasomovou degradaci. Podobné jako GST, i NQOI je
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enzym detoxikacni, nebot’ kromé antioxidacni ochrany zajist'uje také dvouelektronovou redukci
exogennich chinont na hydrochinony (Ross and Siegel 2021). V souvislosti s MASLD bylo
prokazéano, ze v podminkach oxidac¢niho stresu vykazovaly AML-12 bunky zna¢né sniZenou
hladinu proteinu NQO1 (Wang et al. 2022), zatimco potkani na HFD vykazovali zvySenou
genovou i proteinovou expresi tohoto enzymu (Deng et al. 2019).

Béhem oxidacniho stresu dochézi k aktivaci transkripniho faktoru Nrf2, ktery svou
vazbou na antioxida¢ni responzivni elementy (ARE) v promotorovych oblastech gent
kodujicich antioxidacni enzymy (NQO1, GPx, GR, GST, HO-1, TrxR) zvySuje jejich expresi a
snizuje tak oxidacni stres a chronicky zénét (Kurutas 2016). Za homeostatickych podminek je
Nrf2 v cytosolu vazan na protein Keapl, ktery podporuje jeho ubikvitinaci a proteasomovou
degradaci. Pti zvysenych hladinach ROS vsak dochazi k oxidaci a zménam konformace Keapl,
coz umoziuje translokaci Nrf2 do jadra, kde se vaze na ARE cilovych geni, indukuje expresi
antioxidacnich enzymu a potlacuje expresi prozanétlivych cytokint, jako jsou IL-6 a IL-1B
(Solano-Urrusquieta et al. 2020). V ramci MASLD nebyla zjisténa zména v genové expresi
Nrf2 v jatrech obéznich mysi ani obéznich pacienti. AvSak v porovnani s kontrolnimi
skupinami byla vyrazné€ snizena proteinova exprese Nrf2 u obou téchto skupin (Azzimato et al.
2020). Nadmérna exprese NQO1, indukovéana Nrf2, demonstruje zlepSenou citlivost na inzulin
a soucasné poskytuje ochranu pted steatézou jater a infiltraci makrofagt do tukové tkdn¢ u mysi

s deficitem Keapl (Di Francesco et al. 2020).

2.4 Biotransformacni enzymy a jejich zmény indukované MASLD
Biotransformace 1€¢iv a jinych xenobiotik je v jatrech realizovana prostfednictvim
enzymu metabolizujicich 1é¢iva (DMEs), které jsou odpovédné za chemickou modifikaci téchto
sloucenin na jejich aktivni, neaktivni nebo toxické metabolity (Susa et al. 2024).
Biotransformac¢ni procesy se déli do dvou fazi, kdy I. faze zahrnuje ptfedevSim oxidacni,
reduk¢ni a hydrolytické reakce, zatimco I1. faze zahrnuje reakce konjugacéni. Pro transport 1éCiv
a jejich metabolitl v jatrech jsou klicové 1ékové transportéry. Influxni transportni proteiny,
véetné organickych aniontovych transportnich peptidii, organickych kationtovych transportérti
a organickych aniontovych transportért, usnadiuji vstup 1é¢iv do buniky. Naopak effluxni
transportéry, jako je P-glykoprotein a protein spojeny s multilékovou rezistenci, umoziuji

odstranovani metabolitli 1é€iv z buniky (Cobbina and Akhlaghi 2017).
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2.4.1 1. faze biotransformace

V 1. fazi biotransformace dochdzi k zavedeni nebo odkryti reaktivnich nebo polarnich
skupin (-OH, -COOH, -C=0, -NH, -SH) do molekuly léciva prostfednictvim oxidac¢nich
reakci, zprostiedkovanych pievazné enzymovym systémem CYP. Podrodiny CYP1, CYP2 a
CYP3 jsou nejrelevantnéjsi, jelikoZ jsou zodpovédné za metabolismus az 80 % klinicky
podavanych 1é¢iv prostiednictvim izoforem CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4 a CYP3AS. Na oxidacnich
procesech 1. faze biotransformace se podileji také flavinové monooxygenazy (FMO),
monoaminoxidazy = (MAQO), aldehydoxidazy, aldehyddehydrogendzy (ALDH) a
alkoholdehydrogenazy (ADH). Redukéni reakce jsou zprostiedkovany aldo-ketoreduktdzami
(AKR), azoreduktdzami a nitroreduktazami, zatimco za hydrolytické reakce jsou odpoveédné
epoxidhydrolédzy, esterdzy a peptidazy (Jamwal and Barlock 2020; Zhu et al. 2023).

Nejintenzivnéji zkoumané DMEs v kontextu MASLD/MASH jsou CYP. PfestoZe
existuje rozsahlé mnozstvi studii, zabyvajicich se témito enzymy, dosazené vysledky jsou
zna¢né nekonzistentni, pravdépodobné v disledku riznorodosti pouzitych experimentalnich
modeld. Naptiklad mySi krmené HFD vykazovaly snizenou mRNA expresi CYP3All a
CYP3A25, zatimco exprese CYP3A13 nevykazovala Zadné zmény ve srovnani s kontrolni
skupinou (Maximos et al. 2017). V jatrech obéznich potkanti byla vyrazn¢ sniZzena genova
exprese, proteinova exprese i aktivita CYP1A2 a CYP2CI11, zatimco u CYP2E1 nedoslo
na zadné arovni k vyznamnym zméndm ve srovnani s kontrolami (Zhang et al. 2019).
Pii kultivaci lidskych primarnich hepatocytl v lipogennim médiu doslo k vyraznému poklesu
exprese CYPI1A1l a nevyznamnému poklesu exprese CYP3A4 (Rey-Bedon et al. 2022).
Adolescentni pacientt s MASLD nevykazovali vyznamné zmény venzymové aktivité
CYP1A2,CYP2C9 a CYP3A4, nicméné u pacientli s MASH byl zaznamenan vyznamny pokles
aktivity CYP2C19 (Li et al. 2017). Jamwal a Barlock ve své publikaci shrnuli veskeré zmény
v expresi a aktivit¢ CYP u pacienti trpicich MASLD/MASH (Jamwal and Barlock 2020),
zatimco jiné studie se vénovaly souhrnu zmén téchto enzymu v bunécnych kulturach, zvitecich
modelech a lidskych tkanich (Cobbina and Akhlaghi 2017; Zhu et al. 2023).

I ptes lokalizaci FMO1 v embryonélnich jatrech a FMO3 a FMOS v jatrech dospélych
jedinct, jsou jejich zmény v souvislosti s MASLD/MASH zkoumény sporadicky a dosazené
vysledky jsou odlisné. Naptiklad potkani na HFD vykazovali jak zvySenou jaterni expresi
FMO1 (Shi et al. 2022), tak i sniZzenou expresi FMO1 a nezménénou expresi FMO3 (Zhang et
al. 2019). Vyzkum dalSich enzymt I. faze biotransformace je rovnéz limitovan. Prokézalo se,
ze aktivita MAOB v jatrech mysi krmenych HFD je signifikantn€ zvySena, a inhibice tohoto
enzymu snizuje jaterni steatozu, biosyntézu TAG a cholesterolu a také zanét (Wang et al.

30



2023b). Snizena celkova aktivita ADH u pacienti s MASH souvisela se snizenou expresi
proteint ADH1A, ADHIB a ADH4. Navzdory vyznamn¢ zvysené proteinové expresi ALDH2
a snizené proteinové expresi ALDHIA1 a ALDHI1BI1 byla celkova aktivita ALDH u pacientt
s MASH snizena (Li et al. 2018). Jaterné¢ specifické izoformy AKR1C6 a AKRIC20
vykazovaly u MSG mysi vyznamné zvySenou mRNA expresi, zatimco proteinova exprese a
aktivita AKRIC ziistaly nezménény (Matouskova et al. 2015). Dale bylo prokazano, ze exprese
AKRI1B10 je zvysena pouze ve stddiu MASH, coz bylo pozorovano jak v jatrech mysi (Rajak
et al. 2022), tak pacienti (Park et al. 2022) stouto nemoci. Neddvny vyzkum prokazal
nadmérnou expresi solubilni epoxidhydroldzy v tlustém stfevé obéznich mysi. Inhibice tohoto
enzymu nasledné vedla k redukei poruch spojenych s obezitou, véetné dysfunkce stfevni bariéry

a zanétu adipocytli vyvolaného bakterialni invazi (Wang et al. 2020b).

2.4.2 1I. faze biotransformace

Konjugacni reakce II. faze biotransformace 1é¢iv zahrnuji reakce polarnich parentnich
latek a produkti zI. faze biotransformace s vhodnymi funkénimi skupinami za vzniku
neaktivnich a ve vod¢€ rozpustnych sloucenin, které 1ze snadno odstranit z organismu.

Uridindifosfat-glukuronosyltransferdzy (UGT) katalyzuji pfenos kyseliny glukuronové
na malé nepolarni molekuly za vzniku glukuronida. V jatrech jsou hlavnimi UGT, zapojenymi
do procesu glukuronidace 1é¢iv, izoformy UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9,
UGT2A3, UGT2B1 a UGT2B7 (Zhu et al. 2023). V kontextu MASLD byla pozorovana
vyznamné sniZzena genova exprese 1 enzymaticka aktivita izoforem UGTI1A1l, UGTI1A3,
UGT1A6, UGT1A9 a UGT2B7 v jatrech obéznich potkanti ve srovnani s kontrolami (Zhang et
al. 2019). U pacienti s MASH byla naopak zaznamendna zvySend mRNA exprese izoforem
UGTI1A1, UGT1A9 a UGT2A3 (Hardwick et al. 2013) a u pacientl s té¢zkou steatdozou takeé
pozitivni korelace cirkulujicich hladin UGT1AT1 s frakci tuku v jatrech (Ma et al. 2022).

Sulfotransferazy (SULT), katalyzujici pfenos sulfatové skupiny z 3'-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatu, jsou u lidi klasifikovany do péti genovych rodin (SULTI1, SULT2, SULTS3,
SULT4 a SULT6), pficemz v jatrech dominuje enzym SULTI1AI, nésledovany enzymy
SULT2AI1, SULTIBI a SULTIE1 (Zhu et al. 2023). Zatimco v jatrech hlodavct, kteti byli
krmeni HFD, nedoslo k vyznamnym zménam v genové expresi SULT1A1 (Wang et al. 2020a;
Zhang et al. 2019), u pacienti s MASH bylo jiz diive prokdzano vyrazné zvySeni genové
exprese tohoto enzymu, pficemz exprese dalSich jaterné specifickych SULT zustala u téchto
pacientll nezménéna (Hardwick et al. 2013).

N-acetyltransferaza (NAT) katalyzuje acetylaci 1€kt 1 arylaminovych karcinogenii.
Existuji pouze dvé izoformy tohoto enzymu, pficemz v jatrech dominuje izoforma NAT2 (Sim
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etal. 2014). V souvislosti s MASLD vsak bylo zjisténo, ze v jatrech obéznich potkanii dochazi
k vyznamnému snizené genové exprese NAT1 v porovnéni s kontrolami (Zhang et al. 2019).
Metyltransferazy (MT) se déli na O-, N-, S- a C-MT, jelikoz pfenaseji metylové skupiny
z elektrofilniho donoru S-adenosylmetioninu (SAM) na hydroxylové skupiny, aminoskupiny,
tiolové skupiny a reaktivni uhliky mechanismem nukleofilni substituce (Abdelraheem et al.
2022). V kontextu MASLD nejsou MT piili$ detailné prozkoumany, nicméné bylo pozorovano
vyznamné snizeni jak genové exprese, tak proteinové exprese katechol-O-MT (COMT)
v jatrech potkani krmenych HFD (Hegazy et al. 2020). Také mysi krmené HFD vykazovaly
znacné snizeni proteinové exprese COMT v jatrech, pficemz mRNA exprese ziistala
nezménéna (Kanasaki et al. 2017). Vyskyt mutantniho genotypu AA v genu pro nikotinamid-
N-MT byl statisticky vyznamné vyssi u obéznich pacientli a rovnéz vykazoval signifikantni

korelaci se zavaznosti jaterni steatézy (Hasan et al. 2018).

2.5 Epigeneticka regulace a jeji zmény indukované MASLD

Epigenetické modifikace hraji klicovou roli v patogenezi a progresi MASLD, nebot’
ovlivituji metabolismus jaternich lipidt, IR, mitochondridlni dysfunkci spojenou se stresem ER
a reakci na oxidacni stres. Tyto epigenetické procesy jsou zndmé svou reverzibilitou a
dédicnosti, jelikoz k nim dochdzi v reakci na vnéjsi prostiedi a mohou byt ptfeneseny
do dcetinych bunék prostfednictvim bunééného déleni. Epigenetické regulace genové exprese,
kterd nenaruSuje primarni sekvenci DNA, ale mize vyvolat zmény fenotypu, je zplisobena
predevs§im modifikacemi DNA, modifikacemi histonil a molekulami miRNA (Del Campo et al.

2018; Lee et al. 2017).

2.5.1 Modifikace DNA

Metylace DNA piedstavuje hlavni epigenetickou modifikaci v eukaryotickych bunkéach.
Ptfenos metylové skupiny z SAM na paty uhlik cytosinu v cytosin-fosfo-guaninovych (CpG)
dinukleotidech, které jsou lokalizovany zejména v regulacnich a promotorovych oblastech
gend, je zprosttedkovan DNA-metyltransferdzami (DNMT). Béhem replikace DNA hraje
enzym DNMTT1 klicovou roli v zachovani jiz existujicich metylaci v CpG ostrovech, zatimco
enzymy DNMT3A a DNMT3B jsou zodpovédné za zavadéni novych metylacnich vzora.
Produkty metylacnich reakci jsou S-adenosylhomocystein a 5-metylcytosin (5-mC), ktery
ovlivituje strukturu a dostupnost chromatinu a brani vazbé transkripcnich faktorQ
na promotorové oblasti gend, a to bud’ pfimo, nebo nepfimo prostiednictvim vazby proteina
s metyl-CpG-vazebnou doménou (MBD1-4). Vys$§i mira metylace je tedy spojena s represi

transkripce a uml¢enim genl. Enzymy TET (metylcytosindioxygenazy s deseti az jedenacti
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translokacemi), znamé jako 5-mC hydroxylazy, pak odstrafiuji metylovou skupinu z 5-mC
prostiednictvim nékolika oxidacnich reakci, coz je <¢&ini potencidlnimi reguldtory
epigenetickych zmén na tirovni DNA (Hyun and Jung 2020).

V kontextu MASLD/MASH byla zaznamenéna signifikantné zvySena exprese mRNA i
proteinu DNMT1 a DNMT3A v jatrech mys$i krmenych HFD (Wang et al. 2023a). Vzhledem
k zavislosti metylace DNA na dostupnosti SAM, jehoz biosyntéza vyzaduje donory metylu jako
folat, betain a cholin, je pfidani téchto donorti metylu do stravy potkant krmenych HFD spojeno
s vyraznymi zménami v metylaci promotorovych oblasti gent kodujicich transkripéni faktor
SREBP2 a acylglycerol-3-fosfatacyltransferazu 3 (AGPAT3), které hraji klicovou roli
v regulaci metabolismu cholesterolu a syntéze TAG v jatrech (Cordero et al. 2013). V jatrech
pacientli s pokrocilou fibrozou byla pozorovana vyznamné zvySena mira metylace
anti-fibrogennich geni kodujicich PPARa a PPARS. Naopak stupeii metylace pro-fibrogennich
gend, kodujicich TGF-B1, kolagen typu 1 alfa 1 (COL1A1) a desti¢kovy riistovy faktor alfa
(PDGFa), byl u téchto pacientl vyznamné nizsi (Zeybel et al. 2015).

2.5.2 Modifikace histoni

Histony ptedstavuji malé globularni proteiny nezbytné pro kompaktnost a dostupnost
chromatinu, jehoz zakladni stavebni jednotkou je nukleosom, slozeny z pfiblizn¢ 146 part bazi
genomové DNA obtocenych kolem osmi histonovych molekul (konkrétné kolem dvou H2A,
H2B, H3 a H4). Cetnym posttranslaénim modifikacim (acetylace, metylace, fosforylace,
sumoylace, ubikvitinace a ribosylace) podléha N-terminalni konec histond.

Histonacetyltransferazy (HAT) katalyzuji acetylace zejména na lyzinovych zbytcich
histond, coZz je spojeno suvolnénim chromatinu a aktivaci transkripce. Naopak
histondeacetylazy (HDAC) odstrafiuji acetylové skupiny, coz vede k utlumeni transkripce
v disledku kondenzace chromatinu (Moran-Salvador and Mann 2017). HDAC se déli do Ctyt
tiid (I, [a, IIb a IV), zatimco tiida III zahrnuje sirtuiny (SIRT), coZ jsou NAD*-dependentni
HDAC, lokalizované v jadie (SIRT1, 2, 3, 6 a 7), cytoplazmé (SIRT1 a 2) a mitochondriich
(SIRT3, 4 a 5). SIRT zprosttedkovavaji inhibici transkripéniho faktoru NF-kB, s cilem snizit
transkripci gend zapojenych do zanétlivych reakci, a také deacetylaci histonil i nehistonovych
proteind zapojenych do regulace homeostazy lipidl a sekrece inzulinu (Lee et al. 2017).

Ptipojeni az tfi metylovych skupin k lyzinovym nebo argininovym zbytkim histont H3
nebo H4 katalyzuji histonmetyltransferazy. Histondemetylazy tyto metylové skupiny naopak
odstranuji. Ackoli vliv metylace histonii na genovou expresi zavisi na konkrétnim misté
modifikace, prokazalo se, ze tato epigenetickd regulace hraje vyznamnou roli v progresi
MASLD prostfednictvim zvySené transkripce gent zapojenych do procesu fibrogeneze
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(Moran-Salvador and Mann 2017; Shi and Qi 2023). U bunécnych linii HepG2 a L02 bylo
prokézano, ze kombinace modifikaci histontl, konkrétné acetylace histontt H3 a H4, trimetylace
H3K4, fosforylace H3S10 a inhibice trimetylace H3K9 a H4K20 v promotorovych oblastech
genu kddujiciho syntdzu mastnych kyselin (FASN), ma vyznamny vliv na zvySenou expresi

tohoto genu a nasledny rozvoj steatozy (Cai et al. 2018).

2.5.3 Molekuly mikroRNA

Molekuly miRNA jsou nekoddujici jednovlaknové molekuly o délce 20-24 nukleotidi,
které maji schopnost epigeneticky potlaCovat expresi genti vramci Sirokého spektra
biologickych procest, vcetné proliferace, diferenciace, metabolismu, bunécné signalizace,
apoptézy a karcinogeneze. Zapojeni miRNA do rozvoje mnoha lidskych onemocnéni je
zpisobeno jejich schopnosti posttranskripcné regulovat genovou expresi (Del Campo et al.
2018; Moran-Salvador and Mann 2017). Po zaélenéni do RNA-indukovaného uml¢ovaciho
komplexu mohou miRNA interagovat s mRNA prostfednictvim komplementarniho parovani
bazi. Pfi Castecné komplementarit¢ dochazi k potlaceni translace mRNA, zatimco uplné
parovani 5' konce miRNA s 3" neptekladanou oblasti (3" UTR) mRNA vede k jejimu Stépeni a
degradaci (Lee et al. 2017). Exprese miRNA je tkanové specificka, pfi€emz v jatrech je nejvice
exprimovana miR-122 a miR-192. Schopnost monitorovat zmény v expresi miRNA
v biologickych tekutindch, jako jsou sérum, plazma, sliny a mo¢, umoziuje vyuziti téchto
molekul jako neinvazivnich biomarkert pro detekci patologickych stavi jater, predikci a
monitorovani progrese onemocnéni €i reakci na lécbu. Cirkulujici miRNA jsou chranény
pred degradaci RNaz prostifednictvim jejich zabaleni do extracelularnich vezikul (pfedevSim
exosomil), kde vytvareji komplexni struktury s proteiny, lipidy a lipoproteiny (Ramezani et al.
2023).

V kontextu MASLD/MASH jsou predmétem intenzivniho zkouméani miRNA, které
mayji kli¢ovou roli v rozvoji a progresi tohoto onemocnéni. Mezi tyto miRNA se fadi miR-122,
ktera ovliviiuje expresi genti ucastnicich se metabolismu lipidd, sacharidd, mastnych kyselin a
cholesterolu v hepatocytech (Iravani et al. 2018), miR-33a a miR-33b, které jsou lokalizovany
v intronovych oblastech geni kodujicich transkripéni faktory SREBP1 a SREBP2, jez reguluji
de novo lipogenezi a biosyntézu cholesterolu v hepatocytech (Lee et al. 2017), a také miR-10b,
kterd svou interakci s klicovym regulatorem lipidového metabolismu v jatrech (PPARa)
zvySuje ukladéani tuktt a TAG v hepatocytech. Mezi dal§i zkoumané miRNA patii miR-34a,
ktera inhibuje expresi SIRT1, ¢imz dochézi ke zvysené acetylaci jaderného proteinu p53 a
indukeci proapoptotickych genli a bunécné smrti (Iravani et al. 2018), a miR-192 a miR-21, jez
jsou asociovany s rozvojem fibroézy (Dongiovanni et al. 2018).
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MiR-122, miR-192 a miR-21 byly identifikovany jako potencialni biomarkery jaterniho
poskozeni u pacienti s MASH, u kterych byly sérové hladiny téchto miRNA vyznamn¢ vyssi
v porovnani se zdravymi jedinci a pacienty s MASLD (Becker et al. 2015). Porovnani nékolika
studii vSak neprokézalo korelaci mezi hladinami miR-122 v séru a jaterni tkani pacient
s MASLD/MASH (Liu et al. 2018). V porovnani s pacienty s MASLD, vykazovali jedinci
trpici fibrotickou formou této nemoci vyznamné vyssi expresi miR-31, miR-150, miR-182,
miR-183 a miR-224, a naopak nizsi expresi miR-17, miR-219a, miR-378i a miR-590. VSechny
tyto miRNA ovliviiuji expresi genli souvisejicich s aktivaci jaternich hvézdicovych bunék,
signalizaci TGF-} a apoptozou (Leti et al. 2015). Snizend proteinova exprese CYP3A4 v L02
bunkach s indukovanou steatdézou byla zptisobena zvysenou expresi miR-200a-3p a miR-150-
5p a jejich interakci s 3" UTR oblasti transkriptu CYP3A4 (Huang et al. 2019). Vzhledem
k rozsdhlému vyzkumu miRNA a jejich zmén v souvislosti s MASLD/MASH byly veskeré
poznatky ziskané z klinickych studii i experimentalnich zvitecich modell detailn€ shrnuty
v n¢kolika piehledovych ¢lancich (Hochreuter et al. 2022; Kan Changez et al. 2023; Liu et al.
2018; Torres et al. 2018).

2.6 Lécba MASLD

Jelikoz v soucasné dobé neexistuji zadné klinicky schvalené 1éky pro 1é¢bu MASLD, je
upfednostiiovana nemedikamentézni 1éCebnd strategie zahrnujici zménu zivotniho stylu.
Smérnice Evropské asociace pro studium jater (EASL), Evropské asociace pro studium diabetu
(EASD) a Evropské asociace pro studium obezity (EASO) doporucuji pro 1écbu MASLD
konzumaci stfedomoiské stravy (bohaté na nenasycené mastné kyseliny, ovoce, zeleninu,
celozrnné vyrobky a luSténiny), ktera pfispiva ke zmirnéni (visceralni) obezity, obsahu lipid
v jatrech a IR. V poslednich letech roste zdjem i o jiné dietni intervence pro 1é¢bu MASLD,
jako jsou ketogenni diety (zalozené na vysokém obsahu tukii a bilkovin a nizkém obsahu
sacharidi), pferusovany pust a ¢asové omezené stravovani. Nicméné nedostatek klinickych
studii brani v zéveérecném posouzeni jejich bezpecnosti a ucinnosti. Kombinace dietnich
intervenci s odporovym a/nebo aerobnim cvicenim je ucinngjsi v 1ébeé MASLD, jelikoz souvisi
s pozitivnimi histologickymi zménami jater. Obézni pacienti s indexem télesné hmotnosti
(BMI) > 40 kg/m?> nebo s BMI > 35 kg/m” s jakoukoli zdvaznou komorbiditou (T2DM,
hypertenze, MASLD/MASH), u nichZ tprava zivotniho stylu neni dostatecnd k ubytku
hmotnosti, podstupuji bariatrickou operaci (Rong et al. 2022). S ohledem na casté problémy
s udrzenim zdravého zivotniho stylu a obtiZze spojené s jiz pokrocilym stddiem onemocnéni

(zanét jater a fibroza) ma vyzkum bezpecné a ucinné farmakoterapie MASLD velky vyznam.
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Soucasna farmakoterapeuticka lécba MASLD se zaméfuje na jednotlivé rizikové
faktory, pficemz pievazuje podavani 1ékt pro zlepSeni IR a T2DM. Metformin zvySuje
inzulinovou senzitivitu tim, ze snizuje endogenni produkci glukozy v jatrech a zvySuje jeji
periferni vyuziti. Jelikoz tento biguanid neprojevuje pozitivni u¢inek na histologii jater, neni
doporucovan pro 1¢é¢bu MASLD. Tiazolidindiony (TZD), znamé jako glitazony, jsou aktivatory
PPARYy. Jelikoz je tento jaderny receptor nejvice exprimovan v tukové tkani, stimuluji TZD
uvolnovani adipokind, které podporuji ukladani TAG v tukové tkéni a zlepSuji periferni
inzulinovou senzitivitu. Pro 1é¢bu pacientli s biopticky potvrzenou MASH je doporucovan
pioglitazon, ktery vede ke zlepSeni jaterni histologie, snizeni zan¢tu a vykazuje nizsi riziko
nezéadoucich uc¢inkii ve srovnani s rosiglitazonem (Ferguson and Finck 2021; Raza et al. 2021).
Glukagonu podobny peptid 1 (GLP1) je endogenni stfevni hormon, ktery pfimo stimuluje
produkci a uvoliiovani inzulinu a nepfimo inhibuje sekreci glukagonu a pfijem potravy. V 1écbé
MASLD se tak vyuZivaji agonisté receptoru tohoto peptidu, jako jsou liraglutid, semaglutid,
dulaglutid a exenatid. Klinické studie prokazaly, ze subkutdnni podani téchto latek vede
k pozitivnim zméndm v histopatologii jater, soucasné¢ vSak vyvolava gastrointestinalni
nezadouci Uc€inky. Dalsi moZznosti 1écby MASLD je pouziti inhibitorti dipeptidylpeptidazy 4
(DPP4), ktera enzymaticky St€pi GLP1. I kdyz ¢tyfi inhibitory DPP4 (alogliptin, linagliptin,
saxagliptin a sitagliptin) byly schvaleny pro 1é¢bu T2DM, jejich efektivita ve snizeni obsahu
jaternich lipidt v rdmci MASLD nebyla prokézana (Ferguson and Finck 2021). V terapii
diabetickych pacientli trpicich MASLD se c¢asto vyuzivaji inhibitory sodno-glukézového
transportéru 2 (kanagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin a ipragliflozin), které
zvySuji vylucovani glukozy moci a prispivaji ke snizovani obsahu lipida v jatrech (Rong et al.
2022).

Farmakologicka 1é€ba MASLD zahrnuje také inhibitory de novo lipogeneze. Aramchol,
inhibujici stearoyl-koenzym A-desaturdzu 1 (SCD1), reguluje pfeménu nasycenych mastnych
kyselin na mononenasycené¢ mastné kyseliny. Firsokostat, dudlni inhibitor acetyl-koenzym
A-karboxylazy (ACACA), podporuje oxidaci mastnych kyselin. Inhibitory FASN brani tvorbé
nasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, zatimco inhibitory ketohexokinazy blokuji
pfeménu fruktozy na fruktozu-1-fosfat. Oligonukleotidovy inhibitor
diacylglycerolacyltransferazy 2 blokuje syntézu TAG (Ferguson and Finck 2021; Pafili and
Roden 2021), zatimco syntéza cholesterolu je inhibovana statiny, které snizuji aktivitu enzymu
3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A-reduktdizy (HMGCR), a jeho absorpce ezetimibem
(Rong et al. 2022).

Agonisté farnesoidniho X jaderného receptoru, jako obeticholova kyselina a tropifexor,
zvySuji citlivost na inzulin, inhibuji syntézu Zlu¢ovych kyselin a podporuji mitochondridlni
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oxidaci mastnych kyselin. Podobné¢ ucinky maji také elafibranor (agonista PPARa/9d),
saroglitazar (agonista PPARa/y) a lanifibranor (agonista pan-PPAR), jelikoz pfispivaji
ke zmirnéni projevit MASLD prostfednictvim regulace metabolismu lipidd a glukézy. Také
resmetirom, agonista jaterniho receptoru  pro hormony stitné zlazy, vyrazné snizuje steatézu
u pacientii s MASH (Raza et al. 2021).

Fibroblastové rustové faktory 19 (FGF19) a 21 (FGF21), regulujici syntézu Zlu¢ovych
kyselin, metabolismus glukézy a oxidaci mastnych kyselin v hepatocytech, jsou povazovany
za potencialni terapeutické cile MASLD. Studie prokézaly, ze aldafermin (analog FGF19) a
pegbelfermin (PEGylovany analog FGF21) snizuji skoére steatdozy a markery jaterniho
poskozeni u pacientii s MASH (Ferguson and Finck 2021; Rong et al. 2022).

Dalsi potencidlni terapeutickou moznosti pti 1é¢bé MASLD je inhibice cytokint, které
se podileji na rozvoji zanétu, apoptozy a fibrozy. Blokace TNF-a pomoci talidomidu vedla
ke zlepSeni histologie jater u zvifecich modeld MASLD, zatimco inhibice signdlni drahy
aktivujici hvézdicovité buinky prostiednictvim cenikriviroku (dualniho antagonisty
chemokinového receptoru typu 2 a typu 5) zabranila rozvoji fibrozy (Raza et al. 2021).

Pro 1é¢bu MASLD se vyuzivaji také latky s antioxidacnimi vlastnostmi, jako jsou
vitamin C (kyselina askorbovd) a vitamin E (a-tokoferol), které neutralizuji volné radikaly,
stimuluji genovou expresi antioxidac¢nich enzymii (SOD, CAT, GPx) nebo potlacuji zanétlivé
signalni drahy zavislé na aktivaci NF-kB (Arroyave-Ospina et al. 2021; Raza et al. 2021).

V 1é€bé MASLD se také zkouma Ucinek piirodnich latek na signdlni drahy spojené
s metabolismem lipidii, oxidacnim stresem, stresem ER a zanétem. Centradlnim regulatorem
metabolismu lipida a glukdzy v jatrech je adenosinmonofostatem aktivovand proteinkinaza,
kterou ovliviiuje celd fada ptirodnich slou€enin jako emodin, oxyresveratrol, cynandion A,
gomisin N a tomatidin. Dalsi pfirodni latky ovliviiuji metabolismus lipidii a oxidacni stres
prostiednictvim jejich vazby na transkripéni faktory Nrf2 (hesperetin, gastrodin), PPARa
(xyloketal B) a PPARY (apigenin, skutelarin). Kofein, aukubin a geniposid zmiruji stres ER,
zatimco resveratrol, salvianolova kyselina A, silibinin a ursolova kyselina zmirnuji zanétlivé
reakce (Guo et al. 2022).

Probiotika, prebiotika, synbiotika a transplantace fekalni mikrobioty piedstavuji
nejnovejsi terapeutické pristupy v 16Ebé MASLD. Zakladaji se na hypotéze, Ze obnoveni stfevni
mikrobioty zdravou mikroflérou muize efektivné ovlivnit jaterni steatozu a dal§i symptomy

spojené s MASLD (Rong et al. 2022).
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo rozsifit poznatky o vlivu MASLD na vybrané
antioxida¢ni enzymy, biotransformacéni enzymy a epigenetické regulatory v jatrech

prostiednictvim in vivo experimentalnich modelt tohoto onemocnéni.
Dil¢i cile této prace zahrnovaly:

e Resersi literatury zamétenou na zmény v expresi a/nebo aktivité enzymu antioxida¢niho
systtmu u bunéfnych modell, experimentdlnich zvifecich modeld a pacientl

s MASLD/MASH.

e Studium vyvoje a progrese MASLD a jejiho vlivu na expresi a aktivitu antioxidacnich
a biotransformacnich enzym a na expresi epigenetickych regulatorti v jatrech né€kolika

in vivo mysich experimentalnich modelti tohoto onemocnéni.

e Studium mechanismu regulace GPx7 prostfednictvim miRNA v bunéénych liniich.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Pouzité mysSi in vivo modely MASLD

Samci a samice mysi kmene NMRI (Charles River, Sulzfeld, Némecko) byli chovani
v prosttedi s kontrolovanou teplotou 22 °C, 12hodinovym svételnym cyklem a volnym
ptistupem k vod¢ a standardni stravé. Manipulace se zvitaty probihala dle Zakona 246/92 Sb.
na ochranu zvifat proti tyrani. VSechny experimentdlni postupy byly schvaleny Komisi
pro experimenty na zvifatech Akademie véd Ceské republiky (povoleni ¢. 96/2020).

Novorozeni samci mys$i kmene NMRI byli ndhodné rozd€leni do kontrolni a
experimentalni skupiny, pfi¢emz novorozenym mysSim v experimentalni skupiné byl dle
ptedchozi studie (Maletinska et al. 2006) od 2. do 5. dne po porodu subkutanné aplikovan
glutamat monosodny (MSQG) v davce 4 mg/g té€lesné hmotnosti k vyvolani hypotalamickych
1ézi s naslednym rozvojem obezity. Kontrolni skupiné mysi byl subkutdnné aplikovéan
fyziologicky roztok odpovidajici osmolalité¢ roztoku MSG. Ve véku 2 mésicti byly mysi
rozdeleny do 4 skupin po 6 jedincich: prvni skupina (C STD) zahrnovala kontrolni my$i krmené
standardni dietou pro hlodavce (Ssniff R/M-H; Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Némecko)
obsahujici 33 % bilkovin, 9 % tukli a 58 % sacharidii, druhd skupina (C FFC) zahrnovala
kontrolni mysi krmené dietou FFC (Research Diets — D16010101, New Brunswick, USA)
obsahujici 40 % kcal z tuku, 22 % kcal z fruktoézy a 1,8 % kcal z cholesterolu, tieti a ¢tvrtou
skupinu tvofily MSG mysi krmené bud’ standardni (MSG STD) nebo FFC dietou (MSG FFC).
Vsechny mysi mély neomezeny ptistup k potravé po dobu 20 tydntl, pfi¢emz jednou tydné byla
zaznamenavana jejich tcélesnd hmotnost. Tyden pied ukoncenim experimentu byl po
6hodinovém la¢néni proveden ordlni gluk6zovy tolerancni test (OGTT). Ve véku 28 tydni byla
myS$im odebrana krev z ocasnich zil pro stanoveni biochemickych parametri a nasledné byly
mysi uvedeny do anestezie pomoci pentobarbitalu (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
v davce 170 mg/kg télesné hmotnosti a transkardialné perfundovany chlazenym fyziologickym
roztokem s heparinem (10 U/ml; Zentiva, Praha, Ceska republika). Jaterni tkan byla zvazena,
kaudalni laloky jater byly odebrany pro histologickou analyzu a zbylad jaterni tkan byla
rozdélena na nekolik ¢asti pro jednotliva stanoveni a uloZena pii -80 °C do dalsiho pouziti. Plan

a ¢asovou osu experimentu znazornuje Obrazek 2.
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Obrazek 2 Schématické znazornéni experimentu. Obrazek byl vytvofen pomoci

biorender.com.

4.2 Histologické vySetieni jater

Hlavnim histologickym znakem MASLD je intracelularni akumulace lipidd
v hepatocytech. Pro potvrzeni tohoto fenotypu byly pouzity rutinni histologické postupy
(Prazienkova et al. 2021), kdy byly kaudalni laloky jater fixovany 4% paraformaldehydem,
zality do parafinovych blokii a nasledn¢ nafezany na mikrotomu (Leica RM2255; Leica
Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) na fezy o tloustce 5 pm. Po deparafinizaci v xylenu a
rehydrataci v etanolové fadé byly fezy barveny Weigertovym Zzelezitym hematoxylinem
(MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) a eosinem Y (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe,
Némecko) pro detekci tukovych kapének, barveni Picrosirius Red slouzilo k detekci
kolagennich vldken. Takto obarvené fezy byly nasledné¢ vyhodnocovany pod svételnym
mikroskopem (Olympus I1X83; Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Némecko)

pii dvésténasobném zvétSeni.

4.3 Izolace RNA a syntéza komplementarni DNA (¢cDNA)

Celkova RNA byla z jaterni tkan¢ izolovana pomoci TriReagentu dle pokynt vyrobce
(Biotech, Praha, Ceska republika). Homogenizace vzorkii byla provedena homogenizatorem
HG-24 (Biobase, Jinan, Cina) rychlosti 7,0 m/s ve dvou 20sekundovych intervalech.
Koncentrace a Cistota RNA byly stanoveny spektrofotometricky pomoci multimodalni ¢tecky
SPARK® (Tecan Group, Minnedorf, Svycarsko). Integrita RNA byla hodnocena na RNA Nano
¢ipech pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu bioanalyzatorem Agilent 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Kvalita RNA byla odvozena z hodnot RIN (RNA
integrity number).

Pro moznou kontaminaci vzorkli genomovou DNA bylo 10 pg RNA oSetfeno DNazou
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I dle protokolu vyrobce (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Takto oSetfena RNA
v kone¢né koncentraci 0,2 pg/uL byla ndsledné reverzni transkripci piepsdna do cDNA
za pouziti ProtoScript II reverzni transkriptazy (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) a
nahodnych hexamerti nebo specifickych oligonukleotidovych STEM-Loop miRNA RT
primert (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika). Reverzni transkripce mRNA byla
zahdjena inkubaci 5 pL RNA s 1 pL ndhodnych hexameri pii 65 °C po dobu 5 minut.
Po pocatecni inkubaci byly do smési pridany zbylé reakéni slozky a smés byla inkubovana pii
42 °C po dobu 50 minut s naslednou denaturaci pti 80 °C po dobu 5 minut. Reverzni transkripce
miRNA byla zahdjena inkubaci 5 uL RNA s 1uL smési specifickych STEM-Loop miRNA RT
primert pii 65 °C po dobu 5 minut a po pfidani zbylych slozek reakce byla smés inkubovana
pti 16 °C 30 minut a pii 42 °C 30 minut. Poté byla smés denaturovana pti 95 °C po dobu 5 minut
(Chen et al. 2005). Takto ziskana cDNA byla ziedéna 1:9 destilovanou vodou a skladovana
pii -20 °C do dalsiho pouziti.

4.4 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QPCR)

Exprese mRNA/miRNA byla kvantifikovana metodou qPCR za pouziti Xceed SYBR
Green I kitu (Institute of Applied Biotechnology, Praha, Ceska republika), specifickych
forward a reverse primerti pro mRNA, specifickych forward primerd a univerzalniho reverse
primeru pro miRNA a 2 pL zfedéné cDNA (odpovidajici 10 ng reverzné transkribované mRNA
nebo miRNA). Veskeré qPCR analyzy byly provedeny na zatizeni QuantStudio™ 6 Flex Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s pfedem definovanymi teplotnimi
cykly. Po pocate¢ni denaturaci pti 95 °C po dobu 2 minut nasledovalo 40 cykli zahrnujicich
denaturaci pii 95 °C po dobu 15 sekund a amplifikaci pti 60 °C po dobu 20 sekund.

VSechny primery byly syntetizovany spole¢nosti Generi Biotech (Hradec Kréalove,
Ceska republika) a jejich seznam je uveden v piislugnych publikacich, pfi¢emz uéinnost kazdé
dvojice primert byla experimentalné ovéfena dle diive stanovené metody (Matouskova et al.
2014). Pro posouzeni specificity qPCR reakce a detekci potencidlnich dimeri primerti byl
pouzit disociacni protokol zahrnujici postupny pokles teploty o 0,5 °C kazdych 30 sekund
v rozmezi od 95 °C do 60 °C. Genov¢ specificka amplifikace byla ovéfena ptitomnosti jediného
piku pfi analyze kiivky tani.

Fluorescencni data byla ziskdna na konci kazdého amplifikacnim cyklu a relativni
exprese mRNA/miRNA byla vypogitana pomoci metody 222 (Livak and Schmittgen 2001).
Pro normalizaci exprese mRNA byly po ovéfeni jejich stability pouzity referencni geny Gapdh
(glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza) a Rp/p0 (ribosomalni protein PO) a pro normalizaci

exprese miRNA byly pouzity referen¢ni miR-93-5p, respektive miR-16.
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4.5 Western blot

Ptiblizn€ 100 mg jaterni tkan¢ v 300 pL lyzacniho pufru bylo homogenizovano pomoci
pristroje Bullet Blender (Next Advance, Inc., Averill Park, NY, USA) a nasledn¢ sonikovano
v ultrazvukové lazni po dobu 1 minuty. Koncentrace proteinti v jednotlivych supernatantech
byla stanovena pomoci metody s bicinchoninovou kyselinou (BCA) podle protokolu vyrobce
(Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika). Do jamek gradientovych gelii (4—15%, Criterion™
TGX™; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) bylo naneseno 20 pg proteint, které byly nasledn¢
separovany gelovou elektroforézou a pieneseny na nitrocelulézové membrany pomoci systému
Criterion™ blotter (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Membrany byly blokovany ptes noc v 5%
suSeném odstfedéném mléce a inkubovany s primarnimi a sekundarnimi protilatkami po dobu
1 hodiny pti pokojové teploté. Seznam vsech protilatek a jejich fedéni je uveden v prislusnych
publikacich. Detekce proteinii byla provedena pomoci chemiluminiscenéni soupravy (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) a vizualizace i analyza intenzity signali byly provedeny
pomoci ptistroje Alliance Q9 Advanced Chemiluminescence Imager (Uvitec, Cambridge, UK).
Relativni proteinova exprese byla normalizovana ke kontrolnimu proteinu B-aktinu (ACTB),

respektive k GAPDH (pro COL1ALl).

4.6 Priprava subcelularnich frakei

Jaterni tkan byla zvazena a homogenizovana v ledovém 0,1 M fosfatovém pufru
(pH7,4) v poméru 1:6 pomoci homogenizatoru Potter-Elvehjem (bbi-biotech, Berlin,
Némecko) a sonikovana se zafizenim Sonopuls (Bandelin, Berlin, Némecko). Po centrifugaci
pt120 000xg a 4 °C po dobu 65 minut byl ziskan supernatant a koncentrace proteint byla ur¢ena
metodou BCA dle protokolu vyrobce (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika). Supernatant byl

uchovan pii -80 °C do dalSich analyz.

4.7 Stanoveni aktivit enzymi

Specificka aktivita vybranych enzymii byla stanovena spektrofotometricky pomoci
multimodalnich &tecek Tecan Infinite M200PRO nebo SPARK® (Tecan Group, Minnedorf,
Svycarsko). Redéni vzorké bylo zvoleno vramci linearni fize reakce a koncentrace
organickych rozpoustédel v konecné reakéni smési neptesahovala 1 % (v/v). Pro kvantifikaci
katalytickych aktivit enzymu byla data normalizovdna na miligram proteinu.

Specificka aktivita SOD1 byla stanovena pomoci SOD Determination Kit-WST kitu dle
pokynii vyrobce (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika). Pro uréeni specifické aktivity CAT

byla pouZita mirné¢ modifikovana metoda zaloZena na reakci molybdenanu amonného s H>O-
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(Go6th 1991). Specificka aktivita GR byla stanovena s vyuzitim GSSG jako substratu
(Mannervik 2001) a pro stanoveni specifické aktivity GPx byl pouzit ¢z-butylhydroperoxid
(Handy et al. 2009). Specificka aktivita GST byla stanovena mirn¢ modifikovanou
kolorimetrickou metodou s pouzitim GSH a 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) jako
elektrofilniho substratu (Habig and Jakoby 1981). K méteni specifické aktivity CYP1A1/2 byla
vyuzita fluorescence resorufinu vzniklého v reakci katalyzované timto enzymem (Kobayashi et
al. 2002). Specifické aktivity karbonyl-redukujicich enzymli (AKR1C a CBR1) byly stanoveny
podle jiz publikovanych metod (Maté et al. 2008; Ohara et al. 1995) s vyuzitim acenaftenolu,
respektive menadionu jako substratu. Nartst absorbance redukovaného cytochromu c slouzil

k urceni specifické aktivity NQO1 (Cullen et al. 2003).

4.8 Transfekce bunécnych kultur a izolace RNA

Bunééné linie lidského adenokarcinomu tlustého stieva (SW480) a lidskych
embryonalnich ledvinovych bun¢k (HEK293) byly ziskany od spolecnosti ATCC (dodavatel
pro Ceskou republiku: LGC Standards, Kielpin, Polsko). Bun&ina linie SW480 byla
kultivovana v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) s vysokym obsahem glukézy, doplnéného o 10 % fetalniho bovinniho
séra (FBS), 1 % pufrovaciho cinidla HEPES (kyselina N'-2-hydroxyetylpiperazin-N'-2
etansulfonovd), 1 % pyruvatu a 1 % penicilinu/streptomycinu (PEN/STREP). Bunécnd linie
HEK293 byla kultivovana v médiu EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), doplnéného o 10 % FBS a 1 % PEN/STREP. Bunky byly
pasazovany kazdé tti dny.

Nasledné bylo do 12jamkovych desti¢ek nasazeno 2,5 x 10* bunék/cm? v pfislusném
ristovém médiu, pfi¢emz nasledujici den (30-60 minut ptfed vlastni transfekci) bylo rlstoveé
médium vyménéno. Buniky byly transfekovany miRNA mimics, negativni kontrolou scrambled
miRNA nebo pozitivni kontrolou miR-140-3p v koncentraci 15 nM s pouzitim transfekéniho
¢inidla Lipofectamin 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Inkubace (10 minut pii pokojové
teploté) transfekéniho ¢inidla a jednotlivych miRNA natfedénych v bezsérovém médiu Opti-
MEM (Gibco, Inchinnan, Skotsko) umoZnila vznik transfekénich komplext, které byly
nasledné po kapkach ptidany k bunikdm. Po 24hodinové inkubaci byly buniky dvakrat promyty
ledovym fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS), odebrany do TriReagentu
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) a skladovany pfti -80 °C.

Z bunécnych linii byla celkovd RNA izolovana pomoci Direct-zol RNA Miniprep kitu
dle protokolu vyrobce (Zymo Research, Praha, Ceska republika). Koncentrace a &istota RNA

byly stanoveny pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-1000 UV-Vis (Thermo Scientific,
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Waltham, MA, USA). Dalsi postup zpracovani a analyzy vzorkl byl stejny, jako je popsano
v kapitolach 4.3 a 4.4.

4.9 Luciferazovy reportérovy test

Za ucelem vytvoreni pmir-GPx7-wt plazmidu byla 3" UTR oblast GPx7 amplifikovana
pomoci h gpx7 3U primeri (Forward primer: 5'-ATGCTCGAGCCACCGCGTCTC-3",
Reverse primer: 5'-GGACGTCTAGAGGATACTTTCAT-3") a klonovana do pmirGLO Dual-
Luciferase miRNA Target Expression vektoru (Promega, Madison, WI, USA). Mutované
plazmidy byly vytvofeny ndhradou nukleotidii v pfedpokladanych cilovych mistech pro vazbu
jednotlivych miRNA pomoci Pfu mutageneze. Selekce mutantii byla provedena Stépenim
restrik¢nich mist ve vytvofenych mutovanych oblastech enzymem Ndel. Pro ovéieni sekvence
plazmida u firmy Eurofins Genomics (Ebersberg, Némecko) musely byt plazmidy ocistény
pomoci ZymoPURE™ [I Plasmid Midiprep kitu dle protokolu vyrobce (Zymo Research, Irvine,
CA, USA).

Pro vlastni luciferdzovy reportérovy test byly builky SW480 a HEK293 nasazeny
do 24jamkovych desti¢ek v mnozstvi 2,5 x 10* bunék/cm? v odpovidajicim rastovém médiu.
Nasledujici den doslo ke transfekci bunék pmir-GPx7-wt nebo mutantnim plazmidem
v mnozstvi 0,5 pg spolu s 7,5 nmol piislusné miRNA mimic nebo scrambled miRNA (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ve smési s Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) a transfekénim ¢inidlem Lipofectamin 3000. Po 24 hodinach byla méfena
luciferazova aktivita dle Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI,
USA), pficemZ vysledna luminiscence byla méfena pomoci multimodalni ¢teCky Infinite

M200PRO (Tecan Group, Ménnedorf, Svycarsko).

4.10 Statisticka analyza

Statistickd analyza v in vivo studii byla provedena pomoci softwaru GraphPad Prism
verze 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Vysledky genoveé exprese jsou zaloZeny
na Sesti nezavislych jaternich vzorcich v kazdé skupiné s technickym duplikatem kazdého
vzorku. Vysledky proteinové exprese jsou zalozeny na Sesti nezavislych jaternich vzorcich
v kazdé skupiné a vysledky katalytickych aktivit odpovidaji tfem nezavislym experimentiim
s technickymi duplikaty az tetraplikaty kazdého vzorku. Primérna hodnota kontrolni skupiny
(C STD) byla definovana jako 1, respektive 100 % v ptipad¢ katalytickych aktivit. Data jsou
vyjadiena jako primér + smérodatnd odchylka (SD). Rozdily mezi skupinami byly analyzovany
pomoci one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem a hodnoty P < 0,05 byly povazovany

za statisticky vyznamné.
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Data ziskana v in vitro studii byla vyjadiena jako primér + standardni chyba praméru
(SEM) tii az ctyt biologickych replikath kazdého vzorku, pficemz normalita rozdéleni dat byla
ovéiena pomoci Shapiro-Wilkova testu normality (alfa = 0,05). Pro relativni genovou expresi
byla priimérnd hodnota kontrolni skupiny definovana jako 1 a statistické srovnani skupin bylo
provedeno pomoci neparového Studentova t-testu. One-way ANOVA s Holm-Siddkovym
testem vicendsobnych porovnani byla pouzita k vyhodnoceni luciferdzového reportérového
testu. VSechny statistické testy byly provedeny v softwaru GraphPad Prism verze 8.4.3
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) a rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné
pii hodnoté P < 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Antioxidacni systém a jeho zmény vyvolané MASLD

Oxidacni stres, klicovy patofyziologicky mechanismus v rozvoji a progresi MASLD, je
charakterizovan nerovnovahou mezi vysokymi hladinami ROS/RNS a nedostatecnou funkci
antioxida¢niho systému (Halliwell 2014). V jatrech vyvolava oxidacni stres chronické
poskozeni lipidového metabolismu, bunéénou lipotoxicitu, mitochondridlni dysfunkci a stres
ER. Tento proces je dale doprovazen zménami v enzymovych a neenzymovych antioxidac¢nich
obrannych mechanismech. Proto byla provedena literarni reSerSe zaméfena na komplexni
ptehled zmén katalytickych aktivit a expresi hlavnich antioxida¢nich enzymii (SOD, CAT,
GPx, GST, GR, NQO1) a hladin neenzymového antioxidantu GSH indukovanych MASLD.

Ptehled vSech dostupnych dat z provedenych klinickych i experimentalnich studii vSak
ukézal, ze v dusledku pouziti odlisnych model (pacienti v riiznych fazich nemoci, odlisné
zivocisné druhy a kmeny zvitrat krmené riznymi typy diet ¢i rizné bunécné modely s pouzitim
nékolika odlisnych latek pro indukci steatdzy) jsou ziskané vysledky tykajici se zmén
v expresi/aktivité jednotlivych antioxida¢nich enzymi v ramci MASLD znac¢né nekonzistentni.
I pfes znacnou heterogenitu vysledk Ize obecné fict, Ze v disledku zvySené produkce
ROS/RNS se v pocatcich onemocnéni vramci ochrany organismu exprese/aktivita
antioxidacnich enzymu zvySuje, zatimco v dusledku vyrazného poskozeni jaternich bunck
v pokrocilejsich stadiich nemoci se exprese/aktivita antioxidacnich enzymu sniZuje, coz
nasledné zhorSuje poSkozeni jater a prohlubuje oxidacni stres. Kromé& toho vyvolavaji zmény
v expresi/aktivit¢ jednoho antioxida¢niho enzymu kompenzacni zmény v ostatnich
antioxida¢nich enzymech, cozZ jasn¢ poukazuje na jejich dillezitost v rozvoji MASLD a také

na jejich potencialni terapeutické vyuziti k omezeni progrese tohoto onemocnéni.

5.2 Srovnani vyvoje a progrese MASLD a jejiho vlivu na detoxikac¢ni
enzymy a epigenetické regulatory v jatrech tri mySich in vivo modelovych

systémii
Porozuméni mechanismlim, které spousté&ji signalni drahy vedouci k rozvoji steatdzy,
zanétu, apoptdzy a fibrdzy, je nezbytné pro pochopeni komplexni a multifaktorialni patogeneze
a nasledné progrese MASLD. Tato nemoc zpusobuje zmény nejen v antioxidacnim obranném
systému jater, ale 1 v metabolismu lipidl a 1é¢iv, coz ma za nésledek zhorSeny celkovy stav
jater a clearance 1éCiv. Pro srovnani vyvoje a progrese MASLD byly v této in vivo studii pouzity
4 skupiny mysi: 1) kontrolni mys$i krmené STD, 2) kontrolni my$i krmené FFC dietou, 3) mysi
se subkutdnné¢ aplikovanym MSG krmené¢ STD a 4) MSG mySi krmené FFC dietou.
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Po ukonceni experimentu v 7 mésicich véku mysi byly charakterizovany a porovnany zmény
v hmotnosti, biochemickych parametrech, histologii jater, expresi a aktivit¢ detoxikacnich

enzymu, epigenetické regulaci a expresi genti zapojenych do metabolismu lipida.

5.2.1 Télesna hmotnost, hmotnost jater a biochemické parametry

Na konci experimentu byla u mys$i ve skupinach C FFC a MSG FFC zaznamenana
vyznamné vyssi télesnd hmotnost i hmotnost jater ve srovnani s jejich pfisluSnymi kontrolnimi
skupinami. Ve skupiné MSG STD nebyly pozorovany zadné¢ zmény télesné hmotnosti ani

hmotnosti jater ve srovnani s kontrolni skupinou C STD (Obrazek 3).
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Obrazek 3 Analyza télesné hmotnosti (A) a hmotnosti jater (B) u mySich modelit MASLD na konci
experimentu. Vysledky jsou prezentovany jako priumer + SD (n=6). Statisticka analyza byla provedena
pomoci one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty P byly definovany jako * (P < 0,05)
a *¥*** (P < (,0001) ve srovnani se skupinou C STD, respektive jako ## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001)
ve srovndni se skupinou MSG STD.

Vysetieni biochemickych parametrii neprokazalo zadné statisticky vyznamné rozdily
v plazmatickych hladinach glukozy, aspartataminotransferazy (AST), TAG, volnych mastnych
kyselin a inzulinu mezi skupinami. Naopak, hladiny cholesterolu a koncentrace leptinu
v plazmé byly zvySené ve vSech experimentalnich skupinach mysi ve srovnéni s odpovidajicimi

kontrolnimi skupinami (data jsou uvedena v ptislusné publikaci).

5.2.2 Histologie jater
Histologické vySetieni jaternich vzorkiti odhalilo vyraznou steatézu v jatrech obou
skupin mysi krmenych FFC dietou ve srovnani s jejich ptislusSnymi kontrolami, coz bylo

dokazano masivni akumulaci tukovych kapének v jaterni tkani (Obrazek 4B a D). Rozsahla
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steatdza byla zaznamenana také ve skupiné MSG STD ve srovnani s kontrolni skupinou C STD
(Obrazek 4C). Balonovani hepatocyti, klicovy histologicky znak MASH, bylo pozorovano
u obou skupin mysi krmenych FFC dietou (Obrazek 4F a G).
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Obrazek 4 Histologické vySetieni jaternich fezii barvenych hematoxylinem a eosinem a kvantifikace
jaterni steatozy. U skupiny C STD byla pozorovana normdlni jaterni tkan bez infiltrace tukovymi
kapénkami (A), zatimco u skupiny C FFC byla pozorovadna jak mirnd infiltrace tukovymi kapénkami
zpuisobujici makrovezikuldrni steatozu jater (B), tak balonovani hepatocytii (F). Rozsdahla infiltrace
tukovymi kapénkami zpiisobujici mikrovezikularni steatozu jater byla pozorovana u MSG STD mysi (C),
zatimco jatra MSG FFC mysi vykazovala jak velmi rozsahlou infiltraci tukovymi kapénkami zpiisobujici
kombinaci makro- a mikrovezikularni steatozy (D), tak balonovani hepatocytii (G). Mikrofotografie jsou
zobrazeny pri zvétSeni 200 % a méritku 200 um (pro obrazky F a G bylo meritko 100 um). Kvantifikace
jaterni steatozy je vyjadiena jako % tukovych kapének (E). Vysledky jsou prezentovany jako
prumér = SD (n=6), s hodnotou 100 % pro skupinu C STD. Statisticka analyza byla provedena pomoci
one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty vyzmamnosti P byly definovany jako
¥ (P <0,01)a***P<0001).
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Jaterni fibréza byla detekovana ve skupiné MSG FFC ve srovnani se skupinou
MSG STD, skupina C FFC vSak nevykazovala pfitomnost jaterni fibréozy ve srovnani
se skupinou C STD (Obrazek SA-E). Analyza exprese COL1A1 pomoci metody Western blot
odhalila zvySenou depozici kolagenni matrix v jatrech MSG mysi krmenych STD dietou i

v obou skupinach mysi krmenych FFC dietou (Obrazek SF a G).
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Obrazek 5 Histologické vysetieni jaternich rezii barvenych Picrosirius Red a produkce COLIAI
v jatrech. Normalni depozice kolagennich viaken byla pozorovana u skupin C STD (A), C FFC (B) a
MSG STD (C), zatimco skupina MSG FFC (D) vykazovala zvysenou akumulaci kolagennich vidken
v jaterni tkani. Mikrofotografie jsou zobrazeny pri zvétSeni 200%. Kvantifikace jaterni fibrozy je
vyjadiena jako % kolagenu v jatrech (E). Vysledky jsou prezentovany jako primér + SD (n=6),
s hodnotou 100 % pro skupinu C STD. Statisticka analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA
s Bonferroniho post-hoc testem. Reprezentativni snimky Western blot analyzy COLIAI (F) s relativni
kvantifikaci proteinové exprese COLIAI (G), kde jsou vysledky prezentoviny jako priimer £ SEM (n=6),
s hodnotou 100 % pro skupinu C STD. Statisticka analyza byla provedena s pouzitim one-way ANOVA
s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnota vyznamnosti P byla definovana jako * (P < 0,05) ve srovnadni

se skupinou C STD, respektive jako # (P < 0,05) ve srovndni se skupinou MSG STD.

50



5.2.3 Zmény antioxida¢nich enzymiu

Vysledky studie, kterd zkoumala vliv MASLD na genovou expresi, proteinovou expresi
a katalytickou aktivitu vybranych antioxidacnich enzymul v jaterni tkani mysi, ukazaly,
ze klicové antioxida¢ni enzymy SOD1 a CAT nevykazovaly zadné zmény na Grovni mRNA a
proteinu (podrobnosti jsou uvedeny v pfislusné publikaci). Vyznamné zmény byly vSak
pozorovany ve specifickych aktivitach téchto enzymi, jelikoz byla pozorovana vyrazné vyssi
specificka aktivita jak SOD1, tak CAT u obou skupin mysi krmenych FFC dietou v porovnani

s prislusSnymi kontrolnimi skupinami (Obrazek 6A a B).
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Obrazek 6 Specificka aktivita superoxiddismutazy (A) a kataldazy (B) v jatrech mySich modelit MASLD.
Statisticka analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty
P byly definovany jako * (P < 0,05) a *** (P < 0,001) ve srovnani se skupinou C STD, respektive jako
## (P < 0,01) ve srovnani se skupinou MSG STD.

Genova (Obrazek 7A) i proteinova (Obrazek 7B a C) exprese izoformy GPx7 byla
zvySena v jaterni tkani MSG FFC mysi ve srovnani s MSG STD skupinou. Izoforma GPx4
vykazovala vyrazné zvySeni pouze na proteinové urovni, a to konkrétné u skupiny MSG STD
ve srovnani s kontrolni skupinou C STD (Obrazek 7B a C). Celkova enzymova aktivita GPx
byla znaén€ zvySena v jatrech C FFC a MSG STD mysi ve srovnani s C STD skupinou
(Obrazek 7D). SniZeni celkové enzymové aktivity GST v jatrech MSG STD mysi (Obrazek
7D) by mohlo byt zptisobeno snizenou mRNA 1 proteinovou expresi izoformy GSTP (Obrazek
7A, B a C) u této skupiny mysi.
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Obrazek 7 Exprese a celkova aktivita glutationperoxiddzy a glutation-S-transferdzy v jatrech mysich
modelit MASLD. Relativni kvantifikace mRNA exprese Gpx4, Gpx7, Gstml, Gstm3 a Gstpl (A).
Relativni proteinova exprese GPx4, GPx7, GSTM a GSTP (B) je zobrazena spolecné s reprezentativnimi
snimky z Western blot analyzy téchto proteinii (C). Relativni kvantifikace celkové katalytické aktivity
GPx a GST (D). Statistické analyzy byly provedeny pomoci one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc
testem. Hodnoty vyznamnosti P byly definovany jako * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P < 0,001) a
*ExE (P < 0,0001) ve srovnani se skupinou C STD, respektive jako ## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001)
ve srovnani se skupinou MSG STD.

5.2.4 Zmény biotransformacnich enzymiu

Vliv. MASLD na biotransformacni enzymy vykazoval komplexni a heterogenni
charakter, jelikoz studie odhalila rizné zmény na tirovni mRNA (Obrazek 8A), proteinové
exprese (Obrazek 8B a C) i specifickych aktivit (Obrazek 8D) téchto enzymi. V jatrech
C FFC mysi doslo k vyraznému zvySeni jak genové, tak proteinové exprese biotransformacniho
enzymu CYP1A1/2, avS§ak jeho specifickd aktivita zistala nezménéna. Naopak u MSG STD
mysi byla pozorovana snizend mRNA exprese a snizena specificka aktivita CYP1A1/2
v porovnani s kontrolni skupinou C STD. Podobné vysledky byly pozorovany i u enzymu
AKRICIl, jelikoZ jeho genova 1 proteinova exprese byla vyznamné zvySena v jatrech C FFC a
MSG STD mysi, avsak jeho specificka aktivita u obou skupin ziistala nezménéna. Naopak
u MSG FFC mysi byla pozorovana jak snizend proteinova exprese, tak snizena specificka
aktivita enzymu AKRICI ve srovnani se skupinou MSG STD. Nejvétsi rozdily byly
zaznamenany u enzymu CBR1, kde byla ve skupiné¢ MSG STD detekovéana zvySena proteinova
exprese, avSak specificka aktivita tohoto enzymu zistala u téchto mysi nezménéna. Podobny
trend byl také pozorovan u skupiny MSG FFC, ktera vykazovala sniZenou proteinovou expresi,
ale zvySenou aktivitu CBR1. U enzymu NQO1 byla ve skupiné MSG STD pozorovana ttikrat
vy$s§i aktivita ve srovnani s kontrolni skupinou C STD, ptficemz FFC dieta tuto aktivitu dale
zvySovala. Na urovni mRNA a proteinové exprese vSak nebyly zaznamendny Zadné statisticky
vyznamné zmény.

Rozdily pozorované mezi urovnémi genové exprese, proteinoveé exprese a enzymaticke
aktivity nazna€uji pfitomnost posttranskrip¢nich a posttranslacnich modifikaci nebo jinych
regula¢nich mechanismti, které mohou ovlivilovat funkéni kapacitu enzymu nezévisle

na zménach v jeho expresi (Borchi et al. 2010).
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Obrazek 8 Exprese a specificka aktivita vybranych biotransformacnich enzymii v jatrech mysich
modeltit MASLD. Relativni kvantifikace mRNA exprese Cyplal/2, Akric6, Akric20, Cbrl a Ngol (A).
Relativni proteinova exprese CYPI1AI1/2, AKRICI, CBRI a NQOI (B) je zobrazena spolecné
s reprezentativnimi snimky z Western blot analyzy téchto proteinii (C). Relativni kvantifikace specifické
aktivity CYP1A41/2, AKRICI, CBRI a NQOI (D). Statistické analyzy byly provedeny pomoci one-way
ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty vyznamnosti P byly definovany jako * (P < 0,05),
¥ (P <0,01), **¥* (P < 0,001) a **** (P < 0,0001) ve srovnani se skupinou C STD, respektive jako
#(P<0,05), ## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001) ve srovnani se skupinou MSG STD.

5.2.5 Zmény v epigenetické regulaci

Vysledky studie, zaméfené na expresi epigenetickych regulatort miRNA, ukazaly
vyrazné zménény expresni profil téchto molekul predevs§im v jatrech MSG STD mysi. U téchto
mys$i byly zaznamenany vyrazné zvySené hladiny miR-29b-3p, miR-152-5p, miR-200a-3p a
miR-200b-3p, a naopak sniZzené hladiny miR-16-5p, miR-21a-5p, miR-33a-5p a miR-122-3p
ve srovnani s kontrolni skupinou C STD. Skupina MSG FFC vykazovala vyrazné zvySeni
exprese dvou miRNA, konkrétné miR-29b-3p a miR-200b-3p, ve srovnani se skupinou
MSG STD. U C FFC mysi byly zaznamenany zvysené hladiny miR-33a-5p a miR-200b-3p
ve srovndni s kontrolni skupinou C STD. Hladiny miR-122-5p, miR-221-3p, miR-335-5p a

miR-451a ziistaly nezménény ve vSech experimentélnich skupinach (Obrazek 9).
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Obrazek 9 Exprese miRNA v jatrech mysSich modelii MASLD. Relativni exprese miRNA byla
normalizovdna k miR-93-5p a vypocitana pomoci metody 2", Vysledky jsou prezentovany jako priimér
+ SD (n=6), pricemz hodnota skupiny C STD byla nastavena na 1. Statisticka analyza byla provedena
pomoci one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hladiny vyznamnosti P byly definovany jako
* (P < 0,05), ** (P < 0,01) a **** (P < 0,0001) ve srovnani se skupinou C STD, respektive jako
## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001) ve srovnani se skupinou MSG STD.

Navzdory piedpokladim, ze konzumace HFD mulze ovlivnit metylaci DNA a
modifikaci histond, nase studie neodhalila vyrazné zmény v genové expresi enzymu zapojenych
do téchto epigenetickych regulacnich procesii (Obrazek 10). Vysledky ukazaly pouze mirné
zvySeni exprese Dnmt3a v jatrech MSG FFC mys$i ve srovnani s MSG STD skupinou. Déle
byla v této studii analyzovana mRNA exprese deviti jaternich HDAC. Ve srovnani s pfisluSnou
kontrolni skupinou byla genova exprese Hdac2 zvysSena v jatrech MSG STD mysi, zatimco
jatra MSG FFC mysi vykazovala snizenou expresi tohoto enzymu. Hladiny ostatnich HDAC,
zahrnujici Hdacl, Hdac3, Hdac5, Hdac6, Hdacll, Sirtl, Sirt2 a Sirt3, zGstaly nezménény.
U enzymi ze skupiny HAT nebyly zaznamenany zZadné zmény v genové expresi. Pozorované
zmény v expresi mRNA byly vétSinou mensiho rozsahu a pravdépodobné by nemély vyznamny

biologicky dopad.
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Obrazek 10 Exprese mRNA epigenetickych regulacnich enzymii v jatrech mysich modelii MASLD.
Relativni mRNA exprese byla normalizovana na geometricky prumér referencnich genu (Gapdh a
Rplp0) a vypoctena pomoci metody 2**“". Vysledky jsou prezentovany jako primér £ SD (n=6),
s hodnotou 1 pro skupinu C STD. Statisticka analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA
s Bonferroniho post-hoc testem. Hladiny vyznamnosti P byly definovany jako * (P < 0,05) v porovnani
se skupinou C STD, respektive jako # (P < 0,05) v porovnani se skupinou MSG STD.

5.2.6 Zmény lipidového metabolismu

Analyza genli zapojenych do lipidového metabolismu (Tabulka 3) odhalila vyznamné
zvyseni exprese mRNA transkripéniho faktoru klicového pro rozvoj jaterni steatozy Ppary a
genu zapojenych do de novo lipogeneze Acaca a Scd? v jatrech MSG FFC mys$i v porovnani
s MSG STD skupinou. V porovnani s kontrolni skupinou C STD byla u MSG STD mysi
zaznamenana vyznamné zvySena genova exprese transkripéniho faktoru Srebf2, naopak
exprese mitochondrialni glycerol-3-fosfatacyltransferdzy (Gpam), podilejici se na syntéze
fosfolipidi, byla v této skupiné mysi vyrazné snizena. Exprese transkripéniho faktoru Srebp2
byla u obou skupin mysi krmenych FFC dietou vyrazné snizena, nicméné exprese regulatoru
rustu tukovych kapének Cidec byla u téchto skupin naopak vyznamné zvySena. Tyto vysledky

naznacuji, Ze v jatrech pouzitych in vivo modeld MASLD probih4 ve zvySené mife de novo
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lipogeneze, ktera bude alesponi Castecné zodpovédnd za pozorované histologické zmény a

zvySenou koncentraci TAG v jaterni tkani.

Tabulka 3 Analyza exprese vybranych gent zapojenych do metabolismu lipidi.

Gene C STD C FFC MSG STD MSG FFC
Ppara 1.00 +0.33 1.23 +0.49 1.08+0.20 1.00 £ 0.46
Pparg 1.00 £ 0.26 2.33+0.73 1.70 £ 0.61 423 £ 2.47%
Acaca 1.00+£0.16 1.24+0.32 1.25+0.22 1.84 + 0.21%
Fasn 1.00 £ 0.29 0.94 + 0.68 1.76 £ 0.71 138+ 1.16
Scdl 1.00 + 0.47 3.92+2.74 3.45+1.53 6.56 +3.93
Scd?2 1.00 £ 0.55 1.30 £ 0.40 0.72£0.12 2.69 + .83
Srebf2 1.00 +0.17 0.55 + 0.13** 1.68 + 026 0.84 + 0.16%#
Hmgcr 1.00 = 0.20 0.62 £ 0.26 1.75 £ 0.92 0.92 +0.34
Gpam 1.00 £ 0.17 0.77 £0.27 0.31+0.21 0.19+0.10
Cidec 1.00 £ 1.18 451 + 1.83%* 0.82 +£0.52 6.27 + 3.00

Relativni mRNA exprese byla normalizovana na geometricky prumér referencnich genu (Gapdh a

Rplp0) a vypoctena pomoci metody

2-AACI

. Vysledky jsou prezentovany jako prumeér £ SD (n=6),

s hodnotou 1 pro skupinu C STD. Statisticka analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA

s Bonferroniho post-hoc testem. Hladiny vyznamnosti P byly definovany jako ** (P < 0,01)
pro porovnani C FFC skupiny s C STD skupinou, respektive jako ## (P < 0,01), ### (P < 0,001) a
#i#Ht# (P < 0,0001) pro porovnani MSG FFC skupiny s MSG STD skupinou a jako x xxx (P < 0,0001)

pro porovnani MSG STD skupiny s C STD skupinou.

58



5.3 Regulace exprese GPx7 prostiednictvim miRNA
Jelikoz GPx7 ptisobi jako senzor/ptfenaSeC intracelularniho stresu a hraje dtilezitou roli
v diferenciaci adipocytli a prevenci patologii souvisejicich s obezitou, bylo cilem této studie

detailné prozkoumat molekuly miRNA jako potencidlni regulatory ovliviujici jeji expresi.

5.3.1 Vliv vybranych miRNA mimics na expresi GPx7

Na zakladé bioinformatické analyzy, predikujici vazebnou komplementaritu, bylo
identifikovano nékolik miRNA spojenych s oxidacnim stresem a obezitou, které by mohly
interagovat s GPx7. Vliv na expresi GPx7 byl nasledné¢ zkouméan u miR-29b-3p, miR-137 a
miR-335-5p. Jako pozitivni kontrola byla pouzita miR-140-3p.

Transfekce vybranych miRNA mimics do bunécnych linii HEK293 a SW480 odhalila,
ze miR-29b-3p vyznamné snizila expresi GPx7 pouze v buiikdich SW480, zatimco miR-137
vyznamné snizila expresi GPx7 v obou bunéénych liniich. Pozitivni kontrola miR-140-3p,
testovand pouze v bunkach HEK293, zpusobila vyrazné snizeni exprese GPx7, zatimco

miR-335-5p neméla na expresi GPx7 v obou bunéénych liniich zddny vliv (Obrazek 11A a B).
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Obrazek 11 mRNA exprese GPx7 po transfekci miRNA mimics v bunécnych liniich HEK293 (A) a
SW480 (B). NC = negativni kontrola transfekovana scrambled miRNA, n.a. = neanalyzovano. Hladina

vyznamnosti P byla definovana jako * (P < 0,05) ve srovndni s NC.
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Utinnost transfekce miRNA mimics byla potvrzena qPCR metodou s pouZitim
specificky navrzenych primerii pro detekci jednotlivych miRNA. Vysledky ukazaly vyznamné
zvySeni hladin vSech transfekovanych miRNA u bunécéné linie HEK293 (Obrazek 12A) i
SW480 (Obrazek 12B) s vyjimkou miR-140-3p, jejiz hladina po transfekci ztstala u bunécné

linie HEK293 nezménéna.
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Obrazek 12 Ucinnost transfekce miRNA mimics v bunecnych liniich HEK293 (4) a SW480 (B).
Hladina kazdé miRNA byla normalizovina na referencni miR-16. n.a. = neanalyzovano.
*(P < 0,05) oznacuje vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou (transfekovanou scambled

miRNA) normalizovanou na hodnotu 1 (reprezentovano teckovanou carou,).

5.3.2 Interakce vybranych miRNA s 3" UTR oblasti genu GPx7

Prestoze bioinformatickd analyza dokdZe na zakladé sekvenéni komplementarity
predikovat potencialni interakci mezi miRNA a jejim cilovym genem, musi byt tyto predikce
experimentalné potvrzeny, jelikoZ vliv miRNA neni fizen pouze sekvencni komplementaritou,
ale mize byt ovlivnén i dalSimi faktory (naptiklad prostorovou strukturou RNA).

K tomuto ovéteni byl pouZit test s luciferdzovym reportérovym genem, kdy 3" UTR
oblast genu GPx7 byla naklonovéna za luciferazovy gen ve vektoru pmirGLO (pmir-GPx7-wt).
Funk¢nost testu byla ovéfena porovnanim luminiscence mezi bunkami transfekovanymi
prazdnym vektorem pmirGLO a pmir-GPx7-wt. Vyznamné sniZzend luminiscence byla
pozorovana v builkkdch transfekovanych pmir-GPx7-wt plazmidem, jelikoZ vazbou
endogennich miRNA na 3’ UTR oblast GPx7 doslo k inhibici exprese luciferazového genu
(Obrazek 13).
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Obrazek 13 Oveéreni luciferdazového reportérového testu. Relativni luminiscence bunécnych
linii HEK293 (A) a SW480 (B) transfekovanych prazdnym plazmidem pmirGLO nebo
plazmidem s 3" UTR oblasti GPx7 (pmir-GPx7-wt). * oznacuje vyznamny rozdil (P < 0,05).

Mutace predikovanych vazebnych mist v 3' UTR oblasti GPx7 kazdé testované miRNA
byla provedena pomoci Pfu mutageneze, ptficemz primery byly manualné¢ navrzeny tak, aby
obsahovaly zménénou sekvenci vazebného mista miRNA a zarovei rozpoznavaci misto
pro restrikéni enzym Nde I, ktery byl pouZit pro selekci mutantii. Usp&sna ligace 3' UTR oblasti
GPx7 do vektoru a vytvofeni mutanti bylo ovéfeno sekvenéni analyzou.

Nasledné byly bunécéné linie HEK293 a SW480 kotransfekovany plazmidem pmir-
GPx7-wt nebo plazmidem obsahujicim v 3" UTR oblasti GPx7 mutované vazebné sekvence
pro jednotlivé miRNA, spole¢né s ptisluSnymi miRNA mimics nebo nespecifickou scrambled
miRNA jako negativni kontrolou. Nejdiive byla testovana miR-29b-3p (Obrazek 14B).
V bunééné linii HEK293 bylo zaznamenano vyrazné sniZeni luminiscence v piitomnosti
miR-29b-3p. Toto sniZeni bylo plné€ eliminovano pti mutaci predpokladaného vazebného mista,
coz potvrdilo specifickou vazbu miR-29b-3p na predikované misto v 3" UTR oblasti genu
GPx7. V buitkdch SW480 nebylo po navazani miR-29b-3p pozorovano sniZeni luminiscence,
nicméné luminiscence v bunikdch transfekovanych plazmidem s mutovanym vazebnym mistem
byla signifikantné vys$si. Pfedpokladame, ze endogenni pfitomnost miR-29b-3p v buikach
SW480 sama o sobé¢ inhibuje expresi luciferdzy, coz vysvétluje absenci vlivu nésledné
transfekce miRNA mimic na jeji expresi. Mutace vazebného mista nasledné znemoznila vazbu
jak endogenni miR-29b-3p, tak 1 miRNA mimic, coz vedlo ke zvySeni luminiscence.
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Ackoli druha testovand miRNA, miR-137, zplsobila vyznamné snizeni luminiscence v obou
bunécnych liniich, coZ naznacuje jeji vazbu na 3' UTR oblast genu GPx7 (Obrazek 14C),
mutace vazebného mista (pmir-GPx7-137 _M1) nevedla k obnoveni luminiscence na tUroven
kontroly, jak se ptivodné ocekavalo. Dalsi bioinformaticka analyza identifikovala potencialni
pritomnost druhého vazebného mista, nicméné ani mutace tohoto druhého vazebného mista
neprokézala rozdil v luminiscenci mezi pmir-GPx7-wt a mutovanou variantou (pmir-GPx7-
137 M2). Po mutaci obou vazebnych mist (pmir-GPx7-137 M12) byla v buiikkaich SW480
pozorovana zvysena luminiscence, blizici se urovni kontroly, zatimco v buiikach HEK293
zustala luminiscence nizsi, a to 1 v porovnani s negativni kontrolou. Je mozné, Ze existuje dalsi
vazebné misto pro miR-137 v 3" UTR oblasti GPx7, které nebylo pouzitymi predikénimi
programy odhaleno. Ackoli bioinformatickéd analyza naznacila potencidlni vazbu miR-335-5p
na 3’ UTR oblast GPx7, vysledky luciferazového reportérového testu nepotvrdily regulaci
exprese GPx7 touto miRNA (Obrazek 14D). Kotransfekce pmir-GPx7-wt plazmidu, jakoz i
mutovaného plazmidu s miR-335-5p, nevedla k zaddnym signifikantnim zménadm luminiscence.
Tyto vysledky naznacuji, ze interakce miR-335-5p s GPx7 pravdépodobné neexistuje, nebo

neni dostate¢né silna na to, aby ovlivnila jeji expresi.

(A) 5— cpx7cos —I | | | E
miR-29-3p miR-335-5p miR-137_M1 miR-137_M2
69-75 211-218 285-292 453-458
(B) hsa-miR-29b-3p  3' UUGUGACUAAAGUUUACCACGAU 5
FEEETETEErrd
GPT SUTR wt 5' ...CAAUGCAAACUCAARUGGUGCUUCAAAGG... 3°
bindingste . — MUt 5% .. .CAAUGCAAACUCAAAUCATATGUCAAAGG... 3°

miR-29b-3p in HEK293 miR-29b-3p in SW480

2.51
1.5 ° =
9 - 2 2.0 x
< i ]
g 8 :
g 1.0 ‘E 1.5
g 5 1.0
3 > 1.0
2 0.5+ %
= = 0.51
% 3
0.0- 0.0-
pmir-GPx7-wt + + - - pmMir-GPx7-wt + + - -
pmir-GPx7-29*% - - + + pmir-GPx7-29% - - + +
scrambled miRNA + - - + scrambled miRNA + - - +
miR-29b mimic - + + - miR-29h mimic - + + -
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(C) hsa-miR-137 3' GAUGCGCAUAAGAAUUCGUUAUU 5°
[ EARAN

GPx7 3'UTR

[ wt 5% ...AAUAGAAGUAUAUCA-AGCAAUAATCTCC... 3°

atmiR-137

bindingaren = MUt 5% .. ARUAGAAGUAUAUCA-CATATGAATCTCC... 3°
hsa-miR-137 3" GAUGCGCAUAAGAAU---UCGUUAUU 5t

[11 LIl
GPx7 IUTR wt 5% ....AARAATAACTTGTTATCAATARAAACTTG... 3°

at miR-137
bindingstenz — MUt 5% ... . ARRAATAACTTGTTATCATATGARACTTG. .. 3°

miR-137 in HEK293 miR-137 in SW480
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N i

pmMir-GPx7-wt + ot
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0.0-
- - - - pMir-GPx7-wt i
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o+

pmir-GPx7-137_M2 = - - - pmir-GPx7-137_M2 - - - - + - -

pmir-GPx7-137_M12 -~ - - - - -+ * pMir-GPx7-137_M12 - - - - - - + +

scrambled miRNA e scrambled miRNA L T

miR-137 mimic * - -t - miR-137 mimic -+ o+ -+ -
(D) hsa-miR-3355p 3 ' UGUAAAAAGCAAUAACGAGAACU 5°

FEEETTT
GPx7 3'UTR [ wt 5 ...UCCUGGCCAAUGAGAGCUCUUGACCAGTGA... 31

:‘in’g:ﬁ‘:jfjp mut 5% ...UCCUGGCCAAUGAGAGCATATGACCAGTGA... 3°

miR-335-5p in HEK293 miR-335-5p in SW480
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Obrazek 14 Luciferazovy reportérovy test. Predpokliadané vazebné oblasti jednotlivych
miRNA v 3" UTR oblasti GPx7 (A). Mutovana vazebna oblast (vyznacena cervené) a relativni
luciferazova aktivita po kotransfekci pmir-GPx7-wt plazmidu nebo mutovaného plazmidu
s miR-29b-3p (B), miR-137 (C) a miR-335-5p (D) v HEK293 nebo SW480 bunkach.
*(P<0,05) oznacuje vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou kotransfekovanou

pmir-GPx7-wt a scrambled miRNA normalizovanou na hodnotu 1.
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6 DISKUSE

Ackoli je MASLD zpocatku asymptomatickou nemoci, predstavuje globalni zdravotni
hrozbu diky svému potencidlu progredovat do terminalni faze jaterniho onemocnéni,
hepatocelularniho karcinomu a dal§ich zavaznych zdravotnich komplikaci véetné plicnich a
kardiovaskularnich onemocnéni. Navic se celosvétovy vyskyt MASLD zvySuje soubézné
s celosvétovou pandemii obezity. Odhadovana globalni prevalence tohoto onemocnéni
u dospélych jedinci s nadvdhou nebo obezitou je 50,7 %, pfi¢emz u muzi je prevalence
vyznamn¢ vys$si nez u Zen (Liu et al. 2022). Problémem je také skutecnost, ze nadvaha a obezita
u zen pied t€¢hotenstvim jsou spojeny se zvySenym rizikem rozvoje MASLD u déti (Querter et
al. 2022). Je alarmujici, ze podle udaji Svétové zdravotnické organizace mélo v roce 2022
nadvahu 37 miliont déti mladsSich 5 let a vice nez 390 miliont déti a dospivajicich ve véku 5 az
19 let (WHO 2024).

MASLD je charakterizovana periferni IR a intrahepatadlnim oxida¢nim stresem, coz
vede k poSkozeni jater bud’ v disledku nadprodukce ROS/RNS a/nebo snizeni hladin
endogennich antioxidantd a funkce antioxida¢nich enzymu (Solano-Urrusquieta et al. 2020).
Abychom lépe porozuméli zméndm v antioxidaénim obranném systému organismu vyvolanym
MASLD, provedli jsme rozsdhlou literarni reSerSi. Vysledky studii, které¢ se zabyvaly
katalytickou aktivitou ¢i expresnim profilem hlavnich antioxida¢nich enzyma (SOD, CAT,
GPx, GST, GR a NQO1) ¢i stanovenim mnozstvi neenzymového antioxidantu GSH ve vzorcich
od pacienttl, z experimentalnich zvifecich modela ¢i in vitro experimentl na bunéénych liniich,
vSak nebyly konzistentni a znacn& se mezi sebou liSily. Tyto rozdily mohou byt zplisobeny
zejména rozdilnymi experimentdlnimi podminkami, variabilitou mezi pouzitymi modely a
rozdilnymi metodologickymi pfistupy. Obecné mizeme shrnout, Ze na zacatku patogeneze
MASLD se aktivita antioxida¢niho systému obvykle zvySuje v dasledku snahy organismu
chranit se pfed zvysSenou produkci ROS/RNS. Naproti tomu v pokrocilych stadiich MASLD
dochdzi ke snizeni aktivity antioxida¢niho systému v dasledku poSkozeni jaternich a
extrahepatalnich bun€k. I pfes naruSenou aktivitu antioxidacnich enzymi v pokrocilejSich
stadiich nemoci lze oxidacni stres do urcité miry zvladnout diky kompenza¢nim mechanismtm.
Tyto mechanismy umoziuji, aby jeden enzym potencialné kompenzoval snizenou aktivitu
druhého, ¢imz se udrzuje bunécnd redoxni rovnovéha. Napiiklad pfi snizeni aktivity CAT
v disledku MASLD se ptedpoklada, ze rozklad H,O2 bude kompenzovan zvysenou aktivitou
GPx (Delli Bovi et al. 2021).

S ohledem na tuto hypotézu jsme provedli experimentélni studie zamétené na analyzu
zmén v expresi a aktivité antioxida¢nich enzymil v in vivo modelech MASLD. U mysi bylo toto

onemocnéni indukovano bud krmenim FFC dietou, subkutdnni aplikaci MSG nebo jejich
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kombinaci, s naslednym potvrzenim vyvoje a progrese nemoci prostfednictvim histologické
analyzy. V této studii byla v jatrech mySi detekovana zvySend genova exprese GPx7 a
proteinova exprese GPx4 a GPx7. Ackoli by tato zvySena exprese pravdépodobné mohla
kompenzovat nezménénou genovou a proteinovou expresi CAT, je zvySena exprese GPx7 spise
pfisuzovéana zvysenému oxida¢nimu skladani nespravné sloZzenych proteinit v ER. Na trovni
katalytickych aktivit, které jsou z farmakologického hlediska nejpiesnéjSim ukazatelem
funk¢nosti enzymt, nebyla pozorovana zadna kompenzace, jelikoz jak specificka aktivita CAT,
tak celkova aktivita GPx byly shodn¢ zvysSené v jatrech vSech experimentalnich skupin mysi.
Ziskané vysledky jsou v souladu se zavery klinickych studii provedenych na pacientech
s MASLD v rizném stadiu onemocnéni (Perlemuter et al. 2005; Swiderska et al. 2019), ale
v rozporu se zaveéry studie sledujici expresi a aktivitu téchto antioxidac¢nich enzymi v jatrech
pacienti s MASLD/MASH (Ore and Akinloye 2019). Tyto rozpory mohou byt zpiisobeny
rozdilnou patofyziologii onemocnéni u riznych Zivo¢iSnych druhli, a tedy i1 obtiznou
extrapolaci dat. Za soucast antioxidacniho obranného systému lze povazovat i nékteré izoformy
GST, které vykazuji glutationperoxiddzovou aktivitu nezévislou na selenu. GST se také podileji
na konjugaci GSH s produkty peroxidace lipidii (4-hydroxynonenal) a s exogennimi
nenasycenymi aldehydy (akrolein) (BouSova et al. 2012), pficemz sniZeni jejich aktivit
by zpusobilo akumulaci téchto skodlivych slouc¢enin a prohloubeni poskozeni jater. V souladu
s predchozi studii (Matouskova et al. 2015) bylo v jatrech MSG STD mys$i pozorovano snizeni
Bylo prokazéano, Ze deficit této izoformy u mysi krmenych HFD zplisobuje gluk6ézovou
intoleranci zvySenim jaterni glukoneogeneze prostfednictvim aktivace c-Jun N-terminalni
kin4zy (Ghosh Dastidar et al. 2018).

Pacienti s MASLD/MASH casto trpi polymorbiditou, coz vede k ptedepisovani
Sirokého spektra 1€k za Ucelem zmirnéni nésledkli onemocnéni. Kromé peroralnich
antidiabetik, jako je metformin, pacienti Casto uZivaji léky na dyslipidémii (statiny) a hypertenzi
(sartany). DalSimi bézné¢ predepisovanymi léky u téchto pacientli jsou antikoagulancia,
inhibitory protonové pumpy a antidepresiva (Patel et al. 2017). Vzhledem k tomu, Ze jatra jsou
primarnim orgdnem pro metabolismus a eliminaci 1€kt a pacienti s MASLD/MASH c¢asto
vykazuji vyssi sklon k neZddoucim ucinklim lé€iv a lékovym interakcim, zahrnovala naSe
experimentalni studie také analyzu zmeén aktivity a exprese biotransformacnich enzymi.
Zatimco se mnoho klinickych a experimentalnich studii zaméfovalo na zmény v expresi a/nebo
aktivit¢ enzymu CYP3A4 (Cobbina and Akhlaghi 2017; Jamwal and Barlock 2020), ktery
metabolizuje vétSinu predepisovanych 1éCiv, nase prace byla zaméfena na biotransformacni
enzymy, které jsou v souvislosti s MASLD studovany méné cCasto. Zjistili jsme, Ze genova a
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proteinova exprese enzymu CYP1A1/2, ktery se podili na metabolismu antikoagulancii a
antidepresiv, byla vyrazné zvySena ve skupiné C FFC, zatimco skupina MSG STD vykazovala
vyrazné snizenou genovou expresi a specifickou aktivitu tohoto enzymu. Podobné vysledky
byly zaznamendny v in vitro studii provedené na potkanech, kde vyznamné sniZeni relativni
proteinova exprese a metabolické aktivity CYP1A1/2 ve steatotickych jatrech zpiisobilo
vyrazné pomalejsi metabolismus antipsychotika klozapinu (Li et al. 2021). Rovnéz primarni
lidské hepatocyty inkubované ve steatotickém médiu vykazovaly vyznamné snizenou genovou
expresi CYPIA1 (Rey-Bedon et al. 2022), coz poukazuje na mozné zmény uUcinka 1éCiv
upacienti s MASLD. Dale jsme se zaméfili na analyzu zmén jaterné specifické
aldo-ketoreduktazy AKRIC, dehydrogenazy/reduktazy s kratkym fetézcem CBR1 a
chinonoxidoreduktazy NQO1, pfi¢emz nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany ve specifickych
aktivitaich CBR1 a NQO1, které byly zna¢né€ zvySeny v jatrech obou skupin MSG mysi. CBR1
zprostiedkovava redukéni metabolismus antikoagulancia warfarinu (BouSova et al. 2015) a
podili se také na metabolismu antipsychotika haloperidolu (Alasmari et al. 2022). ZvySena
aktivita CBR1 by tudiz mohla urychlit redukci téchto 1é¢iv na méné aktivni metabolity a snizit
tak jejich terapeutickou uc¢innost. Lécba témito latkami u pacientl se zvySenou aktivitou CBR1
tedy vyZaduje personalizovany pfistup zahrnujici vys$s$i davky nebo castéj$i monitorovani
hladin 1é¢iv v krvi. Na druhou stranu bylo prokazéano, ze 1é¢ba haloperidolem u pacienti
se schizofrenii mize vyvolat rizné vedlejsi metabolické ucinky véetné rozvoje MASLD (Xu
and Zhuang 2019). Progrese MASLD je u pacientl spojena se zvySenou aktivitou NQO1
(Hardwick et al. 2010), coz pravdépodobné souvisi s jeji schopnosti neutralizovat Oz~ v rdmci
kompenzace sniZzené funkce SOD (Siegel et al. 2004). Tento kompenzaéni mechanismus hraje
klicovou roli v ochran¢ hepatocytii pfed oxida¢nim stresem, coz podtrhuje dilezitost interakce
mezi riznymi antioxidacnimi enzymy v kontextu MASLD.

Exprese genl zapojenych do antioxida¢ni obrany a metabolismu lé€iv miize byt
vyznamné ovlivnéna epigenetickou regulaci. Bylo prokazano, ze pacienti s MASLD vykazuji
zvysenou expresi genu Ngol v dasledku jeho hypometylace, pticemz byly pozorovany rozdily
v hypometylovanych oblastech tohoto genu mezi pacienty s mirnou a pokroc¢ilou formou
MASLD (Hotta et al. 2018). Také interindividudlni rozdily v expresi genu Cypla2 jsou
ovlivnény rozsahem metylace promotorové oblasti tohoto genu (Ghotbi et al. 2009). Na zéklade
téchto skutecnosti byla v naSi in vivo studii provedena analyza genové exprese nékolika
epigenetickych enzymi vcetné DNA-metyltransferdz, kterd neprokazala zddné vyznamné
rozdily v expresi genu Dnmtl, zatimco exprese genu Dnmt3a byla znacné zvySena pouze
ve skupiné MSG FFC. Tato analyza vSak neposkytuje relevantni informace o rozsahu a vlivu

metylace na zmény exprese genll kddujicich antioxida¢ni a biotransformac¢ni enzymy v radmci
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MASLD. Pro komplexnéjsi porozuméni by méla byt pfedmétem budoucich studii detailni
analyza specifickych metylaci v promotorovych a regulacnich oblastech téchto gend.

V naSi experimentalni studii jsme zaznamenali vyznamné zmény v negativnich
regulatorech genové exprese. Oba MSG modely MASLD vykazovaly vyznamné zvySenou
expresi miR-29b-3p, miR-200a-3p a miR-200b-3p. Asociace téchto miRNA s obezitou,
prostiednictvim regulace genti zapojenych do metabolismu lipidd, zdnétlivych procest a IR, je
podpoiena také pozorovanim zvysSené exprese miR-200a a miR-200b v jatrech potkant
krmenych HFD (Alisi et al. 2011). ZvySend exprese miRNA vSak neposkytuje dostatecné
informace o jejich potencialni negativni regulaci genové exprese prostfednictvim vazebné
interakce s 3' UTR oblasti ptislusného transkriptu. Navzdory zvySené expresi miR-29b-3p
v obou skupindch MSG a predikované vazebné interakci s 3' UTR oblasti GPx7, nedoslo
v téchto skupinach k oekavanému snizeni hladin mRNA ani proteinu GPx7. Tento jev mize
byt vysvétlen skutecnosti, Ze mechanismus indukce GPx7 v reakci na zvySeny ER stres a
potiebu spravného skladani proteini v rdmci MASLD pievysSuje moznou negativni regulaci
tohoto enzymu prostiednictvim miR-29b-3p. Vysledky nasi in vitro studie vSak potvrdily
ptedpokladanou regulaci GPx7 prostfednictvim miR-29b-3p v lidskych bunéénych modelech.
Tato studie rovnéz prokézala, Ze predikované interakce mezi miRNA a jejich cilovymi
transkripty je nutné experimentalné ovéfit. Piikladem je bioinformaticky ptedpovézena
vazebna interakce miR-335-5p s 3' UTR oblasti lidského genu pro GPx7, ktera vSak nebyla
experimentalné potvrzena.

Ackoli je MASLD v soucasnosti intenzivn€ zkoumana, je zapotiebi provadét komplexni
studie zamétené na propojenost mechanismu podilejicich se na jejim rozvoji a progresi. Pouze
integraci riznych vyzkumnych piistupti mizeme dosdhnout hlubsiho porozuméni této slozité
nemoci a piispét k vyvoji efektivnéjsich terapeutickych strategii. Pro adekvatni terapeuticky
pfistup je rovnéz dilezita v€asnd diagndéza nemoci za pomoci potencidlnich neinvazivnich
diagnostickych markert. Mezi slibné markery patfi miRNA, které jsou detekovatelné v krevni

plazmé ¢i séru a jejichz zménéna exprese tizce souvisi s patogenetickymi procesy MASLD.
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7

ZAVERY

Tato disertacni prace se zameéfila na zmeény v genové expresi, proteinové expresi a

katalytické aktivité antioxidacnich a biotransformacnich enzymit, stejn¢ jako na zmény

v genové expresi epigenetickych modulatortt v souvislosti s MASLD. Prostfednictvim

podrobnych studii byla potvrzena komplexnost a rozsahly vliv MASLD na celou fadu

bunécnych procesi. Hlavni poznatky této disertacni prace 1ze shrnout do nasledujicich bodii:

Na zaklad¢ analyzy informaci z dostupnych literarnich zdroji jsme zpracovali
komplexni pfehled o vlivu MASLD na aktivitu a expresi antioxida¢nich enzymu a
na hladinu GSH. Heterogenita vysledkl, tykajici se zmén v expresi/aktivité
antioxida¢nich enzymu, je primarn¢ zptsobena pouzivanim riznych modeld MASLD,
které se lisi jak genetickymi predispozicemi, tak nutriénimi a environmentalnimi
podminkami. To vede k variabilité¢ patofyziologickych reakci, coz nasledné komplikuje
pfimé srovnani a interpretaci dat napfi¢ raznymi studiemi. Obecné lze konstatovat, ze
v pocatecnich stadiich nemoci dochazi ke zvySeni exprese/aktivity antioxidacnich
enzymul z diivodu ochrany organismu ptfed zvySenou produkci ROS/RNS. Nicméné
u pacientd a experimentalnich modelil s rozvinutou steatohepatitidou (MASH) se
v disledku vyznamného jaterniho poskozeni exprese/aktivita t€chto enzymua obvykle

snizZuje.

V jatrech dietou a/nebo chemicky indukovaného mysSiho modelu MASLD byla
pozorovana vyrazna steatéza a zvySena exprese genll zapojenych do de novo
lipogeneze. Vysledky této studie rovnéZ ukézaly, Ze MASLD ovliviiuje expresni a
funkéni parametry kliCovych detoxikac¢nich enzymi (SOD, CAT, GPx, GST,
CYP1A1/2, AKRIC, CBR1, NQOI1) a epigenetickych regulatord (miR-29b-3p,
miR-200a-3p, miR-200b-3p). Tato zjisténi pfispivaji k hlubSimu porozuméni
mechanismi podilejicich se na rozvoji a progresi MASLD a poskytuji informace

o potencialnich diagnostickych markerech tohoto onemocnéni.
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Luciferazovy reportérovy esej prokazal piimou interakci miR-29b-3p a miR-137
s 3 UTR oblasti GPx7 v in vitro bunéénych modelovych systémech. Toto zjisténi bylo
dale podpoteno zvysenou expresi jednotlivych miRNA a soucasné snizenou genovou
expresi GPx7. Bioinformatickymi nastroji predikovana hypotéza o regulaci GPx7
prostiednictvim miR-335-5p byla vyvracena, coz poukazuje na nutnost ovérovat tyto

predikce i experimentalng.
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8 PODIL AUTORKY NA PUBLIKACICH ZAHRNUTYCH
V DISERTACNI PRACI

Tato disertacni prace obsahuje recenzované Clanky publikované v impaktovanych
mezinarodnich védeckych Casopisech. U kazdé publikace je uvedena informace o impakt

faktoru Casopisu (IF), skére vlivu ¢lanku (AIS) a kvartil ¢asopisu (Q) v roce vydani.

8.1 Publikacel
Svobodova, G., Horni, M., Velecka, E., Bousova, 1. (2024). Metabolic dysfunction-associated

steatotic liver disease-induced changes in the antioxidant system: a review. Archives of
Toxicology, https://doi.org/10.1007/s00204-024-03889-x, v tisku. (I1F2023 = 4,8 Q15 AlS2023 =
1,104 Q1)

e zpracovani podklada pro ptipravu publikace

e podil na sepsani a revizi publikace

8.2 Publikace II

Svobodova, G., Sadibolova, M., Velecka, E., Mrazikova, L., Vaculova, P., Matouskova, P.,
Kunes, J., Maletinskd, L., BouSova, 1. (2024). Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic

Liver Disease Is Accompanied by Increased Activities of Superoxide Dismutase, Catalase, and
Carbonyl Reductase 1 and Levels of miR-200b-3p in Mouse Models. Antioxidants, 13(11),
1371. (IF2023 = 6,0 Q1; AIS2023 = 1,012 Q2)

e izolace RNA z jaterni tkané, syntéza cDNA a stanoveni genové exprese
vybranych  antioxida¢nich  enzymi, biotransformacnich  enzymd,
epigenetickych regulatori a gend zapojenych do metabolismu lipidi
metodou qPCR

e izolace proteinl z jaterni tkané, stanoveni jejich koncentrace a stanoveni
proteinové exprese vybranych antioxida¢nich a biotransformac¢nich enzymi
metodou western blot

e pfiprava subcelularnich frakci z jaterni tkdné a stanoveni aktivit vybranych
antioxidacnich a biotransformacnich enzymil spektrofotometrickymi
metodami

e statistickd analyza, interpretace a vizualizace dat

e sepsani a revize publikace
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8.3 Publikace III

Hanouskova, B., Vavrova. G., Ambroz, M., BouSova, 1., Karlsen T. A., Skalova, L.,

Matouskova, P. (2021). MicroRNAs mediated regulation of glutathione peroxidase 7
expression and its changes during adipogenesis. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene
Regulatory Mechanisms, 1864(10), 194734. (IF2021 = 6,304 Q1; AIS2021 = 1,328 Q2)
e kultivace, nasazeni a transfekce bunécné linie SW480
e izolace RNA, syntéza cDNA a stanoveni exprese mRNA/miRNA metodou
qPCR
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9.1

PREHLED VEDECKYCH VYSTUPU

Prezentace souvisejici s tématem disertacni prace

Ustni prezentace:

Vavrova, G., Sadibolova, M., Omwanghe, E. A., Ambroz, M., Bousova, 1. (inor 2022).
Effect of NAFLD on the expression of antioxidant enzymes. 12" Postgraduate and
Postdoc Conference, Hradec Kralové, Ceska republika.

Svobodova, G., Sadibolova, M., Rychla, N., Veleckd, E., Omwanghe, E. A., Ambroz,
M., Bousova, 1. (nor 2023). Changes in the gene expression in the in vitro model of
steatosis. 13" Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec Kralové, Ceska republika.
Svobodova, G., Sadibolova, M., Velecka, E., Mrazikova, L., Maletinska, L., BouSova,
I. (leden 2024). Changes in the expression and activities of detoxification enzymes in
the in vivo model of NAFLD. 14" Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec
Kralové, Ceska republika.

Posterové prezentace:

9.2

Svobodova, G., Sadibolova, M., Omwanghe, E. A., Ambroz, M., Maletinska, L.,
Bousova, 1. (srpen 2022). High-fat diet induces changes in activity and expression of
drug-metabolizing enzymes in mouse liver. 27" Interdisciplinary Toxicology
Conference, Hradec Kralové, Ceska republika.

Svobodova, G., Sadibolova, M., Velecka, E., Maletinska, L., Bousova, L. (zafi 2023).
Changes in the expression and activities of detoxification enzymes in the in vivo model

of NAFLD. 28" Interdisciplinary Toxicology Conference, Stara Lesna, Slovensko.

Publikace nesouvisejici s tématem disertacni prace

Pavi¢i¢, A., Zajickova, M., Sadibolova, M., Svobodova, G., Matouskova, P.,
Szotakova, B., Langhansova, L., Marsik, P., Skalova, L. (2023). Anthelmintic activity
of European fern extracts against Haemonchus contortus. Veterinary Research, 54(1),

59.
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9.3 Grantové projekty

Hlavni resitelka:

e 2021-2023 Projekt Grantové agentury Univerzity Karlovy (GAUK) ¢. 240121
s nazvem ,,Zmény v expresi a aktivité detoxikacnich enzymi pii nealkoholové tukové

chorobg jater.*

Clenka vyzkumného tymu:

e 2021-2023 Projekt START/MED/065 s nazvem ,,Novel therapeutic approaches to the

treatment of hepatic diseases.*

e 2021 Projekt Grantové agentury Ceské republiky (GACR) &. 18-08452S s nazvem
»Anthelmintics in plants — interactions with polyphenols biosynthesis and antioxidant
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,Metabolism of terpenes and mechanisms of their toxic effects in human liver.*
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e Srpen 2022: Letni $kola statistickych metod, SC&C Partner s r.o., Brno, Ceska
republika (pétidenni online kurz)
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9.6 ZkuSenosti s vyukou

Konzultantka pregradualnich studentu:

e Osobova, K. (2024). Zmény v epigenetické regulaci v in vivo modelu NAFLD.
Diplomova préace.
e Sochova, G. (2023). Exprese a aktivity antioxidanich enzymi v in vivo modelech

nealkoholové tukové choroby jater. Diplomova prace.

Vyuka:
e 2023-2024 Seminafe z piedmétu Xenobiochemie

e 2020-2024 Prakticka cviceni z pifedmétu Obecna biochemie
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10 SEZNAM ZKRATEK

‘OH
2D

3" UTR
3D
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ACACA
ACTB
ADH
AKR
ALDH
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ApoE
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BCA
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CAT
CBR1
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cDNA
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GLP1
GPAM
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GSH
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GST
H>0,
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acetyl-koenzym A-karboxylaza
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alkoholdehydrogenaza

aldo-ketoreduktédza

aldehyddehydrogenaza
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apolipoprotein E

antioxidac¢ni responzivni elementy

bicinchoninova kyselina

index télesné hmotnosti

kontrolni mysi krmené dietou s vysokym obsahem tuku, frukt6zy a cholesterolu
kontrolni mysi krmené standardni dietou

kataladza

karbonylreduktaza 1

tetrachlormetan

dieta s nedostatkem cholinu s pfidanim ekvimolarni smési L-aminokyselin
komplementarni DNA

»cell death inducing DFFA like effector C*
kolagen typu 1 alfa 1

katechol-O-metyltransferaza
cytosin-fosfo-guaninovy dinukleotid

chemokinovy ligand 1

cytochrom P450

mys$i (potkani) s mutaci v genu pro leptinovy receptor
dietylnitrosamin

enzymy metabolizujici 1é¢iva
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DNA-metyltransferaza

dipeptidylpeptidaza 4

endoplazmatické retikulum

syntaza mastnych kyselin
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dieta s vysokym obsahem tuku, fruktézy a cholesterolu
fibroblastovy ristovy faktor

flavinova monooxygenaza
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glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéaza

glukagonu podobny peptid 1

mitochondrialni glycerol-3-fosfat acyltransferaza
glutationperoxidaza

glutationreduktaza
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glutationdisulfid

glutation-S-transferdza

peroxid vodiku
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histonacetyltransferaza

hepatocelularni karcinom

histondeacetylaza

strava s vysokym obsahem tukt
3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A-reduktazy
hemoxygenaza

interleukin

inzulinova rezistence

wkelch-like ECH-associated protein 1

receptor pro lipoproteinové Castice s nizkou hustotou
monoaminoxidaza

s metabolickou dysfunkci asociovana steatohepatitida
s metabolickou dysfunkci asociovana steatoticka choroba jater
receptor pro melanokortin 4

dieta s nedostatkem metioninu a cholinu

mikroRNA

mediatorova ribonukleova kyselina

mysi se subkutanné aplikovanym glutamatem monosodnym krmené dietou
s vysokym obsahem tuku, fruktézy a cholesterolu
mysi se subkutanné aplikovanym glutamatem monosodnym krmené standardni
dietou

glutamat monosodny

metyltransferaza

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfostat

nealkoholovéa tukova choroba jater
N-acetyltransferaza

nuklearni faktor kappa B

oxid dusnaty

NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza

Lhuclear factor erythroid 2—related factor 2°
superoxid anion radikal

myS$i s mutaci v genu pro leptin

oralni gluk6zovy toleran¢ni test

peroxynitrit

ultratenké jaterni fezy

penicilin/streptomycin

protein 3 obsahujici fosfolipazovou doménu podobnou patatinu
receptory aktivované proliferatory peroxisomi
peroxiredoxin

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

ribozomalni protein PO

S-adenosylmetionin

stearoyl-koenzym A-desaturaza

mastné kyseliny s kratkym fetézcem

sirtuin

superoxiddismutaza

protein vazajici steroly regulovany element
standardni dieta
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SULT
T2DM
TAA
TAG
TGF-B
TM6SF2
TNF-a
Trx
TrxR
TZD
UGT
VLDL

sulfotransferaza

diabetes mellitus 2. typu

tioacetamid

triacylglyceroly

transformujici rastovy faktor beta
iransmembrane 6 superfamily member 2%
tumor nekrotizujici faktor alfa

tioredoxin

tioredoxinreduktdza

tiazolidindiony
uridindifosfat-glukuronosyltransferaza
lipoproteinové Castice s velmi nizkou hustotou
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