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Abstrakt 

 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických věd 

 

Kandidát: Mgr. Gabriela Svobodová 

Školitel: doc. PharmDr. Iva Boušová, Ph.D. 

Název disertační práce: Detoxikační enzymy v patogenezi jaterní steatózy asociované 

s metabolickou dysfunkcí 

 

S metabolickou dysfunkcí asociovaná steatotická choroba jater (MASLD) je 

nejčastějším chronickým onemocněním jater, které postihuje přibližně třetinu populace a 

představuje tak významný globální zdravotní problém. Prevalence tohoto onemocnění roste 

paralelně s pandemií obezity, metabolického syndromu a diabetu mellitu 2. typu. MASLD je 

charakterizována řadou jaterních abnormalit, počínajících benigní akumulací lipidů v játrech 

(steatózou), která může progredovat do závažnějších forem onemocnění, včetně 

steatohepatitidy, fibrózy, cirhózy a hepatocelulárního karcinomu. Vzhledem k významným 

strukturálním a patofyziologickým změnám v játrech způsobených MASLD mohou nastat 

změny v expresi a aktivitě klíčových jaterních detoxikačních enzymů, které se podílejí 

na antioxidační obraně organismu a metabolismu léčiv. 

V játrech myších in vivo modelů MASLD způsobila strava bohatá na tuky, fruktózu a 

cholesterol (FFC) a/nebo aplikace glutamátu monosodného (MSG) významné zvýšení 

katalytické aktivity superoxiddismutázy, katalázy, glutationperoxidázy, karbonylreduktázy 1 a 

NAD(P)H:chinonoxidoreduktázy 1. Naopak, samotná aplikace MSG vedla k výraznému 

snížení katalytické aktivity glutation-S-transferázy a cytochromu P450 1A1/2 a výraznému 

zvýšení exprese miR-29b-3p, miR-200a-3p a miR-200b-3p v rámci epigenetické regulace. 

Zatímco bioinformatická predikce vazebné komplementarity miR-29b-3p 

s 3´ nepřekládanou oblastí transkriptu glutationperoxidázy 7 byla prokázána v in vitro 

buněčných modelech, předpokládaná regulace tohoto transkriptu prostřednictvím miR-335-5p 

experimentálně potvrzena nebyla.  

Získané výsledky přispívají k hlubšímu porozumění změn v detoxikačních enzymech a 

epigenetických regulátorech v kontextu MASLD a zdůrazňují komplexnost tohoto onemocnění.   
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Title of Doctoral Thesis: Detoxification enzymes in the pathogenesis of metabolic 

dysfunction-associated steatotic liver disease 

 

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.  



 

 

Obsah 
 
1 ÚVOD 9 

2 TEORETICKÁ ČÁST 11 

2.1 Definice a patogeneze MASLD 11 

2.2 Experimentální modely MASLD 14 

2.2.1 In vitro modely MASLD 14 

2.2.2 In vivo modely MASLD 17 

2.3 Antioxidační enzymy a jejich změny indukované MASLD 25 

2.4 Biotransformační enzymy a jejich změny indukované MASLD 29 

2.4.1 I. fáze biotransformace 30 

2.4.2 II. fáze biotransformace 31 

2.5 Epigenetická regulace a její změny indukované MASLD 32 

2.5.1 Modifikace DNA 32 

2.5.2 Modifikace histonů 33 

2.5.3 Molekuly mikroRNA 34 

2.6 Léčba MASLD 35 

3 CÍLE PRÁCE 39 

4 MATERIÁL A METODY 40 

4.1 Použité myší in vivo modely MASLD 40 

4.2 Histologické vyšetření jater 41 

4.3 Izolace RNA a syntéza komplementární DNA (cDNA) 41 

4.4 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (qPCR) 42 

4.5 Western blot 43 

4.6 Příprava subcelulárních frakcí 43 

4.7 Stanovení aktivit enzymů 43 

4.8 Transfekce buněčných kultur a izolace RNA 44 

4.9 Luciferázový reportérový test 45 

4.10 Statistická analýza 45 

5 VÝSLEDKY 47 

5.1 Antioxidační systém a jeho změny vyvolané MASLD 47 

5.2 Srovnání vývoje a progrese MASLD a jejího vlivu na detoxikační enzymy a epigenetické 

regulátory v játrech tří myších in vivo modelových systémů 47 

5.2.1 Tělesná hmotnost, hmotnost jater a biochemické parametry 48 

5.2.2 Histologie jater 48 

5.2.3 Změny antioxidačních enzymů 51 

5.2.4 Změny biotransformačních enzymů 53 

5.2.5 Změny v epigenetické regulaci 55 

5.2.6 Změny lipidového metabolismu 57 

5.3 Regulace exprese GPx7 prostřednictvím miRNA 59 



 

 

5.3.1 Vliv vybraných miRNA mimics na expresi GPx7 59 

5.3.2 Interakce vybraných miRNA s 3´ UTR oblastí genu GPx7 60 

6 DISKUSE 64 

7 ZÁVĚRY 68 

8 PODÍL AUTORKY NA PUBLIKACÍCH ZAHRNUTÝCH V DISERTAČNÍ PRÁCI 70 

8.1 Publikace I 70 

8.2 Publikace II 70 

8.3 Publikace III 71 

9 PŘEHLED VĚDECKÝCH VÝSTUPŮ 72 

9.1 Prezentace související s tématem disertační práce 72 

9.2 Publikace nesouvisející s tématem disertační práce 72 

9.3 Grantové projekty 73 

9.4 Mezinárodní vědecké zkušenosti 73 

9.5 Další vzdělání 73 

9.6 Zkušenosti s výukou 74 

10 SEZNAM ZKRATEK 75 

11 SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY 78 

 



 

 

 

  



 

9 

 

1 ÚVOD 

Nejčastějším chronickým onemocněním jater je s metabolickou dysfunkcí asociovaná 

steatotická choroba jater (MASLD), která vzniká v důsledku nadměrného energetického příjmu 

v rámci nutričně nevyvážené a nezdravé stravy, často spojeného se sedavým způsobem života 

a nízkou fyzickou aktivitou (Eslam et al. 2020; Rinella 2023). MASLD se vyznačuje steatózou 

neboli abnormální akumulací lipidů v játrech, a tento stav může progredovat až do stádia 

steatohepatitidy (MASH), charakterizovaného přítomností jaterní steatózy, zánětu, 

poškozených hepatocytů a fibrózy. Na rozdíl od prosté steatózy progreduje MASH rychleji 

do stádia cirhózy a je spojena s vyšším rizikem vzniku nádorů jater a jejich následnou 

transplantací. Kardiovaskulární onemocnění, extrahepatální nádory a s cirhózou související 

komplikace patří mezi hlavní příčiny úmrtí u pacientů s MASH (Allen et al. 2023). I přes to, že 

je MASLD spojena s obezitou a postihuje až 70 % jedinců s nadváhou a více než 90 % morbidně 

obézních, může tato nemoc postihnout i děti nebo jedince s normální hmotností. Riziko rozvoje 

MASLD je u těchto jedinců spojeno s genetickými polymorfismy zejména v genech kódujících 

PNPLA3 (protein 3 obsahující fosfolipázovou doménu podobnou patatinu), TM6SF2 

(transmembrane 6 superfamily member 2), MBOAT7 (membránově vázaná 

O-acyltransferáza 7) a GCKR (regulátor glukokinázy), které se podílejí na rozvoji steatózy, 

zánětu i fibrózy (Filipovic et al. 2023; Pafili and Roden 2021).  

S ohledem na vysokou a stále narůstající prevalenci představuje MASLD významnou 

zátěž pro společnost z hlediska zdravotních, ekonomických a sociálních aspektů. Náklady 

na zdravotní péči u pacientů s MASLD jsou téměř dvakrát vyšší než u jedinců bez této nemoci, 

a souvisí s testováním, monitorováním a hospitalizací pacientů zejména s pokročilou fibrózou 

a jaterním selháním. Odhadované roční náklady na léčbu MASLD v Evropě jsou přibližně 

35 miliard eur (Allen et al. 2023).  

Klíčovou roli v patogenezi MASLD hraje oxidační stres. Nadměrná akumulace lipidů 

v játrech vede ke zvýšené mitochondriální β-oxidaci mastných kyselin, což způsobuje 

poškození elektronového transportního řetězce a únik elektronů. Tyto volné elektrony následně 

reagují s kyslíkem za vzniku značného množství reaktivních forem kyslíku (ROS). Zpočátku je 

nadprodukce ROS kompenzována aktivací antioxidačního systému, zahrnujícího enzymy jako 

superoxiddismutáza, kataláza a glutationperoxidáza. Nicméně při přetrvávající nadprodukci 

ROS dochází k vyčerpání těchto antioxidačních obranných mechanismů, což 

vede  k prohloubení oxidačního stresu a progresi jaterní steatózy do stádia MASH (Masarone 

et al. 2018). 
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V patogenezi MASLD mají významnou roli i epigenetické regulační mechanismy, 

zahrnující metylaci DNA, modifikaci histonů a expresi mikroRNA (miRNA, miR), které 

způsobují dlouhodobé změny v genové expresi bez změny primární sekvence DNA. Změny 

v epigenetické regulaci ovlivňují transkripci genů zapojených do zánětlivých procesů, redoxní 

a lipidové homeostázy a funkce peroxisomů a mitochondrií. Vzhledem k tomu, že miRNA lze 

detekovat také v plazmě či séru, jsou tyto molekuly považovány za slibné neinvazivní 

biomarkery tohoto onemocnění (Rodríguez-Sanabria et al. 2021). 

Metabolismus léčiv probíhá v játrech, která během MASLD procházejí významnými 

strukturálními a patofyziologickými změnami. Tyto změny mají vliv na expresi a aktivitu 

enzymů zapojených do procesů biotransformace léčiv, což vede ke snížení biologické 

dostupnosti a farmakoterapeutické účinnosti léčiv, a/nebo tvorbě toxických metabolitů a 

výskytu nežádoucích účinků. K dosažení optimálního terapeutického účinku léčiv je u pacientů 

s MASLD nezbytná individualizovaná terapie (Jamwal and Barlock 2020). 

Tato disertační práce přináší nové poznatky o vlivu MASLD na změny vybraných 

antioxidačních enzymů, biotransformačních enzymů a epigenetických modulátorů v in vivo 

experimentálních modelech tohoto onemocnění. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Definice a patogeneze MASLD 

S metabolickou dysfunkcí asociovaná steatotická choroba jater (MASLD) je nový 

termín navržený mezinárodními odborníky jako vhodnější popis onemocnění jater, spojeného 

se systémovou poruchou metabolismu, který nahrazuje dříve používaný název nealkoholová 

tuková choroba jater (NAFLD). Nový termín tedy zahrnuje novou definici diagnózy MASLD, 

která by měla být vnímána jako samostatná nemoc vyžadující vlastní soubor pozitivních kritérií 

spíše než doposud používaná vylučovací kritéria, jako například vyloučení přítomnosti jiných 

chronických onemocnění jater nebo nadměrného příjmu alkoholu (Eslam et al. 2020; Rinella 

2023).  

 MASLD je v současné době jednou z nejčastějších příčin chronického onemocnění jater. 

Toto onemocnění zahrnuje široké spektrum patologických změn, od hromadění tukových 

kapének v játrech, známé jako benigní steatóza, až po vývoj jaterní fibrózy (Badmus et al. 2022; 

Clare et al. 2022). MASLD postihuje přibližně třetinu celosvětové populace a k její rostoucí 

prevalenci přispívá rostoucí výskyt obezity, metabolického syndromu, inzulinové rezistence 

(IR) a diabetu mellitu 2. typu (T2DM) (Clare et al. 2022; Ipsen et al. 2018). Kritéria 

pro diagnózu MASLD jsou tedy založena na průkazu steatózy jater společně s přítomností 

jednoho z následujících tří faktorů – nadváha/obezita, T2DM nebo metabolické dysregulace 

(Filipovic et al. 2023). 

Klíčovým faktorem při rozvoji MASLD je nadměrná konzumace stravy západního typu, 

která zahrnuje zpracované a rafinované potraviny, červené maso, zvýšené množství cukrů a 

nasycených tuků a nízký příjem ovoce, zeleniny, celozrnných obilovin a ořechů (Clemente-

Suárez et al. 2023; Simoes et al. 2020). Tento stravovací režim spolu s nedostatkem pohybu 

přispívá k nerovnováze mezi příjmem a výdejem energie, což má za následek akumulaci tuků 

jak v tukové tkáni, tak i v kosterním svalstvu. Nadměrné množství tuků v těchto tkáních 

vyvolává zánět a IR, která podporuje lipolýzu a zvýšené uvolňování volných mastných kyselin 

do krevního oběhu a následně do jater (Sakurai et al. 2021).  

Vysoce kalorická strava rovněž přispívá k rozvoji dysbiózy, která je charakterizována 

jako změna složení střevní mikroflóry. U obézních jedinců je dysbióza definována úbytkem 

prospěšných bakterií a nárůstem potenciálně patogenních bakterií (Yang and Song 2023). Tato 

změna mikrobiálního prostředí může vést ke zvýšené produkci mastných kyselin s krátkým 

řetězcem (SCFAs), jako je acetát, propionát a butyrát, během bakteriální fermentace a také 

může narušit integritu těsných spojů v endoteliálních buňkách střevní sliznice. To vede 

ke zvýšené permeabilitě střevní stěny a následnému pronikání bakterií, jejich endotoxinů 
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(zejména lipopolysacharidů), SCFAs, molekulárních vzorů spojených s poškozením (DAMP) 

a molekulárních vzorů spojených s patogeny (PAMP) do systémové cirkulace a následně 

portální žílou do jater (Rong et al. 2022; Sakurai et al. 2021; Yang and Song 2023). 

Jak zánět tukové tkáně a kosterního svalstva, tak dysbióza střevní mikroflóry přispívají 

k rozvoji jaterní steatózy (Obrázek 1). Akumulace tuků ve formě triacylglycerolů (TAG) 

v hepatocytech je důsledkem nerovnováhy metabolických drah, které se účastní zpracování 

jaterních lipidů. Zvýšený příjem volných mastných kyselin a endotoxinů do jater, zvýšená 

de novo lipogeneze v důsledku nadměrné konzumace cukrů, zpočátku kompenzačně zvýšená a 

následně nedostatečná mitochondriální β-oxidace mastných kyselin a snížená sekrece TAG 

ve formě lipoproteinových částic s velmi nízkou hustotou (VLDL) z jater přispívají k rozvoji 

lipotoxicity, IR, oxidačního stresu a zánětu. To vede k poškození jaterních buněk a následné 

progresi MASLD do závažnější formy zvané MASH (s metabolickou dysfunkcí asociovaná 

steatohepatitida) (Badmus et al. 2022; Clare et al. 2022; Sakurai et al. 2021).  

MASH je charakterizována přítomností steatózy, poškozených (balonových) 

hepatocytů, lobulárního zánětu a fibrózy (Wang and Friedman 2023). Důležitým faktorem 

v progresi MASLD do MASH je mitochondriální dysfunkce. Při počáteční zvýšené 

mitochondriální β-oxidaci mastných kyselin dochází k nadměrné a neregulované produkci 

reaktivních forem kyslíku (ROS) (Clare et al. 2022). Zvýšená produkce ROS způsobuje 

poškození a následnou ztrátu vnější mitochondriální membrány, což vede k distribuci ROS 

do hepatocytů, kde aktivují jaterní Kupfferovy buňky, které spouštějí produkci prozánětlivých 

cytokinů, jako jsou transformující růstový faktor beta (TGF-β), tumor nekrotizující faktor alfa 

(TNF-α) a interleukin 6 (IL-6). Zejména TGF-β dále stimuluje diferenciaci hvězdicovitých 

buněk na myofibroblasty, které produkují kolagen (Obrázek 1). Následná akumulace složek 

extracelulární matrix v hepatocytech vede k rozvoji jaterní fibrózy (Badmus et al. 2022; 

Filipovic et al. 2023; Zhao et al. 2023). 

Takto poškozené mitochondrie nejsou schopny produkovat dostatečné množství energie 

ve formě adenosintrifosfátu (ATP), nezbytného pro homeostázu endoplazmatického retikula 

(ER). V důsledku toho dochází v lumen ER k akumulaci nesložených nebo chybně složených 

proteinů, označované jako stres ER (Filipovic et al. 2023; Zhao et al. 2023). Chronický stres 

ER přispívá k progresi onemocnění prostřednictvím poškozených hepatocytů, rozvoje zánětu a 

fibrózy (Yang and Song 2023).  

Kvůli svému potenciálu rozvoje do pokročilé fibrózy představuje MASLD globální 

zdravotní hrozbu. Rozsah fibrózy, která způsobuje změny v biochemických i mechanických 

vlastnostech jater, je považován za nejsilnější prediktor mortality pacientů, jelikož může vést 

k rozvoji cirhózy a zvýšenému riziku hepatocelulárního karcinomu (HCC) (Wang and 
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Friedman 2023). 

 

 

 

  

kalorická strava a 

nedostatek pohybu 

↑ akumulace tuků     

v tukové tkáni a 

kosterním svalstvu 

střevní dysbióza 

uvolnění volných mastných kyselin, 

bakterií a endotoxinů do krevního 

oběhu a jejich vstup portální žílou 

do jater 

MASH MASL cirhóza  

akumulace tukových kapének, 

mitochondriální dysfunkce a 

stres ER v hepatocytech 

způsobují ↑ produkci ROS 

  

aktivace Kupfferových 

buněk vede ke ↑ 

produkci prozánětlivých 

cytokinů 

aktivace hvězdicovitých 

buněk vede ke ↑ produkci 

kolagenu 

Obrázek 1 Schéma rozvoje a progrese MASLD. Obrázek byl vytvořen pomocí biorender.com. 
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2.2 Experimentální modely MASLD 

Navzdory rozsáhlému výzkumu má MASLD stále omezené možnosti léčby, ačkoliv se 

pro studium vývoje a progrese tohoto onemocnění využívá široké spektrum experimentálních 

modelů. Tento fakt může být částečně vysvětlen nevýhodami a omezeními in vitro i in vivo 

modelových systémů MASLD. Zatímco buněčné in vitro modely neodrážejí složitost lidských 

jater a nemohou přesně předpovídat reakci na dané léčivo, zvířecí modely zase vykazují 

odlišnosti v patofyziologii nemoci ve srovnání s lidmi. Tato skutečnost vysvětluje, proč mnohé 

slibné terapie testované na zvířecích modelech často selhávají při klinickém nasazení u pacientů 

(Kaur et al. 2023). 

 

2.2.1 In vitro modely MASLD 

I když in vitro modelové systémy pouze omezeně rekapitulují charakteristické znaky 

MASLD a nezachycují zásadní interakce mezi různými typy jaterních buněk ani mezi různými 

orgány, pomáhají objasnit mechanismy nemoci na molekulární úrovni (Green et al. 2018; Li 

and Wang 2020; Prins et al. 2019). 

Pro snadnou kultivaci jsou buněčné linie nejpoužívanějšími dvourozměrnými (2D) 

in vitro modelovými systémy. Tyto buněčné linie jsou dle svého původu rozděleny na primární, 

imortalizované a odvozené od pluripotentních kmenových buněk (Ramos et al. 2022). 

Navzdory skutečnosti, že primární lidské hepatocyty jsou izolované přímo z resekované jaterní 

tkáně pomocí dvoustupňové kolagenázové perfúzní metody nebo magnetické separace 

hepatocytů a vykazují tak fenotyp lidských jaterních buněk in vivo, je jejich použití při vývoji 

2D monokultur in vitro omezeno z důvodu etických a ekonomických faktorů. Z tohoto důvodu 

se upřednostňuje využití primárních hepatocytů hlodavců a imortalizovaných buněčných linií, 

které mají schopnost neomezeného růstu (Maseko et al. 2024; Soret et al. 2020). Lidské 

buněčné linie (např. HepG2, HepaRG a Huh7) obsahují imortalizované buňky získané 

z resekované nádorové tkáně. Vzhledem k jejich nádorovému fenotypu vykazují změněné 

metabolické funkce, což komplikuje přímé srovnání s patofyziologií MASLD u lidí (Soret et 

al. 2020). Mezi nenádorové buněčné linie řadíme například imortalizovanou buněčnou linii 

L02, která je izolována z lidských fetálních jater, LX-2 obsahující jaterní hvězdicovité buňky a 

AML-12 získanou z myších jater (Ramos et al. 2022). Výhodou pluripotentních kmenových 

buněk je jejich schopnost diferenciace do různých buněčných typů, neomezený růst a také 

fenotyp podobný primárním buňkám. In vitro modely MASLD založené na buňkách 

podobných hepatocytům, které jsou odvozeny z indukovaných pluripotentních kmenových 

buněk, umožňují analyzovat různé průběhy vývoje nemoci s ohledem na různé genotypy 

spojené s MASLD (Graffmann et al. 2021; Ramos et al. 2022). 
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Navzdory rozsáhlému využívání 2D monokultur se ukázalo, že tyto systémy nejsou 

schopny simulovat interakce mezi hepatocyty a ostatními neparenchymatickými buňkami 

(tj. Kupfferovy buňky, sinusové endoteliální buňky a hvězdicovité buňky), což je klíčové 

pro spouštění zánětlivých a fibrotických procesů v rámci progrese MASLD. K řešení této 

problematiky se využívá společná kultivace více buněčných linií v rámci 2D in vitro 

modelových systémů. Jedním z těchto modelů je společná kultivace hepatocytární buněčné linie 

Huh7 s buněčnou linií jaterních hvězdicovitých buněk LX-2. V této konfiguraci bylo 

prokázáno, že interakce s hepatocyty je nezbytná pro aktivaci jaterních hvězdicovitých buněk 

a rozvoj fibrózy (Barbero-Becerra et al. 2015). Avšak omezená dostupnost lidských buněčných 

linií a potřeba optimalizace složení růstového média omezují použití těchto modelů 

v experimentálních podmínkách (Müller and Sturla 2019). 

Trojrozměrné (3D) buněčné kultury představují mezistupeň mezi 2D buněčnými 

kulturami a komplexnějšími modely. Tyto 3D kultury lépe simuluji strukturu jater in vivo 

z důvodu zachování buněčných interakcí a metabolických funkcí (Müller and Sturla 2019; 

Ramos et al. 2022). Původně se využívaly 3D buněčné kultury v sendvičovém uspořádání. 

V těchto modelech jsou hepatocyty umístěny buď mezi dvě vrstvy kolagenového gelu, aby se 

napodobila buněčná polarita pozorovaná v játrech, nebo jsou hepatocyty kultivovány společně 

s jaterními sinusovými endoteliálními buňkami uvnitř kolagenového gelu, což napodobuje 

lobulární architekturu. Tyto modely se v praxi používají pouze sporadicky, neboť bylo 

prokázáno, že tloušťka kolagenové vrstvy může zablokovat mezibuněčné interakce (Soret et al. 

2020).  

Všechna uvedená omezení byla překonána prostřednictvím nových 3D modelů, 

zahrnujících jaterní sféroidy a organoidy. Jaterní sféroidy jsou agregáty sestávající z primárních 

hepatocytů nebo hepatocytů odvozených z jaterních progenitorových buněk (Soret et al. 2020). 

Kultivace primárních lidských hepatocytů v konfiguraci 3D jaterních sféroidů výrazně 

napodobuje funkci lidských jater, jelikož si hepatocyty v tomto uspořádání zachovávají 

životnost, fenotyp zralých hepatocytů, mezibuněčné interakce a metabolickou aktivitu až 

po dobu 21 dní (Kozyra et al. 2018). Společné kultury hepatocytů s neparenchymatickými 

buňkami ve formě 3D jaterních sféroidů jsou využívány ke studiu zánětlivých procesů a fibrózy, 

charakteristických pro MASH. Kultivace hepatocelulárních buněk HepG2 společně s jaterními 

hvězdicovitými buňkami LX-2 ve formě 3D sféroidů ukázala, že právě hvězdicovité buňky 

výrazně ovlivňují kompaktnost těchto 3D struktur (Pingitore et al. 2019). K porozumění 

progrese MASLD byl vyvinut komplexní 3D in vitro model, který spojuje primární lidské 

hepatocyty se všemi typy neparenchymatických buněk a věrně napodobuje jaterní architekturu 

a prostředí spojené s MASH (Duriez et al. 2020). 
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Zvláštní pozornost je věnována 3D jaterním organoidům, které se vyznačují orgánově 

specifickou strukturou a jsou schopné reprodukovat minimálně jednu nativní orgánovou funkci. 

Tyto 3D struktury vznikají diferenciací embryonálních kmenových buněk, indukovaných 

pluripotentních kmenových buněk nebo dospělých kmenových buněk. I přes náhodné 

rozptýlení buněk v prostředí je jejich schopnost spontánní agregace důsledkem tkáňové 

organizace, kompartmentalizace a funkčního propojení. Vytváření 3D organoidů představuje 

náročný proces, neboť tentýž organoid může změnit svou tkáňovou specifikaci do jiné 

v závislosti na podmínkách, které jsou během jeho formování poskytovány (Messina et al. 

2020). Pro studium MASLD jsou kmenové buňky za striktně definovaných podmínek 

diferencovány a následně organizovány do 3D sféroidů jaterního endodermu a 3D sféroidů 

hepatoblastů, které tvoří základ jaterních organoidů. V těchto organoidech jsou hepatocyty a 

cholangiocyty uspořádány strukturálně tak, aby reprodukovaly funkční síť žlučových kanálků 

(Ramli et al. 2020). 

Mikrofluidní orgánová zařízení, známá také jako "orgány na čipu", dosahují v poslední 

době významného vzestupu. Jejich hlavní výhodou je schopnost napodobit mikrostruktury 

lidské tkáně in vivo (Kanabekova et al. 2022). Po umístění hepatocytů nebo 3D jaterních 

sféroidů/organoidů (v pokročilejších systémech v kombinaci s jaterními neparenchymatickými 

buňkami) do perfúzní komory dochází k napodobení mikroprostředí jater. Cílem "jater na čipu" 

je vytvoření mikroarchitektury jaterního lalůčku pomocí polymerního skeletu a simulace 

průtoku krve tekutinou, která umožňuje difúzi živin a odvod odpadních látek podobně jako 

v mikrocirkulaci jater (Soret et al. 2020). Tyto systémy rovněž umožňují společnou kultivaci 

více typů tkání na jednom čipu, což může přispět k lepšímu porozumění multitkáňové etiologie 

MASLD (Müller and Sturla 2019). 

Dalším modelovým systémem jsou ultratenké jaterní řezy (PCLS), které představují 

ideální model pro zkoumání mechanismů poškození jater a progrese MASLD. Jedná se 

o robustní a všestranný ex vivo model se zachovanou mnohobuněčnou histologickou 

architekturou jater (Palma et al. 2019). Pro přípravu PCLS se obvykle využívá jaterní tkáň 

získaná z explantovaných, resekovaných nebo netransplantovatelných jater pacientů. Takto 

získaná tkáň není nikdy úplně zdravá, neboť se odebírá z distálních částí nemocných jater. 

Kromě toho mohou být PCLS připraveny i z nádorových, fibrotických či cirhotických jater 

(Kaur et al. 2023; Palma et al. 2019). I když PCLS připravené z lidské tkáně jsou schopny 

napodobit  onemocnění jater a umožnit studium transportu a metabolismu léčiv, je získávání 

této tkáně obtížné, což představuje jedno z hlavních omezení využití tohoto modelu (Dewyse 

et al. 2021). Z tohoto důvodu se připravují PCLS také z resekovaných myších (Simon et al. 

2023) nebo potkaních (Prins et al. 2019) jater. 
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Přehled nejčastěji používaných in vitro modelových systémů pro studium MASLD 

poskytuje Tabulka 1.  

Ideálním přístupem k indukci steatózy in vitro je použití směsi mastných kyselin 

ve fyziologicky relevantních koncentracích a poměrech spolu s fyziologickými hladinami 

glukózy a/nebo fruktózy (5–11 mM). Nejčastěji využívanými mastnými kyselinami 

pro navození steatózy jsou kyselina olejová, palmitová a linoleová, neboť nejlépe simulují typy 

tuků v lidské stravě, které přispívají k rozvoji steatózy in vivo (Green et al. 2018). Steatóza 

může být také indukována pomocí xenobiotik, jako je bisfenol A, který zvyšuje akumulaci 

lipidů v hepatocytech, valproát, který zvyšuje příjem mastných kyselin a syntézu TAG 

v jaterních buňkách (Soret et al. 2020), nebo amiodaron, který v játrech vyvolává stres ER a 

zvýšenou expresi genů zapojených do de novo lipogeneze (Hubel et al. 2021). 

 

Tabulka 1 Přehled vybraných používaných in vitro modelových systémů ke studiu MASLD. 

in vitro model buněčné typy 

2D monokultury • primární hepatocyty 

• nádorové buněčné linie (HepG2, HepaRG, Huh7) 

• nenádorové buněčné linie (L02, LX-2, AML-12) 

2D kokultury • Huh7 a LX-2 

3D kultury • primární hepatocyty v sendvičovém uspořádání 

• jaterní sféroidy/organoidy 

3D kokultury • primární hepatocyty a neparenchymatické buňky 

mikrofluidní zařízení 

(„játra na čipu“) 

• primární hepatocyty (nebo jaterní sféroidy/organoidy) a 

neparenchymatické buňky 

ultratenké jaterní řezy 

(PCLS) 

• všechny typy jaterních buněk 

 

2.2.2 In vivo modely MASLD 

Navzdory rozmanitosti využívaných zvířecích modelů MASLD není žádný z nich 

schopen kompletně simulovat patofyziologii nemoci a metabolické poruchy pozorované u lidí 

(Ipsen et al. 2018). Ideální preklinický model MASLD by měl umožnit získání přenositelných 

výsledků a měl by proto vykazovat určitou míru obezity a také IR a zánět v tukové tkáni a 

střevě. Dále by měl reflektovat aktivaci klíčových drah podílejících se na de novo lipogenezi, 

rozvoji oxidačního stresu a zánětu, a měl by zobrazovat typické histopatologické znaky nemoci, 

jako jsou steatóza, hepatocelulární balonovatění a určitý stupeň jaterní fibrózy. Na základě 
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těchto kritérií je zřejmé, že vývoj ideálního preklinického modelu MASLD bude náročný a že 

žádný nelidský druh pravděpodobně nedokáže napodobit všechny charakteristiky a průběh 

lidského onemocnění (Jahn et al. 2019; Santhekadur et al. 2018). 

Nejčastěji využívanými zvířecími modely pro studium MASLD/MASH jsou myši a 

potkani. Kromě hlodavců se pro zkoumání této nemoci využívají i králíci, miniprasata a primáti. 

Výhody použití králíků a různých druhů miniprasat zahrnují delší předpubertální stádium, což 

umožňuje simulaci patofyziologických podmínek dětské MASLD, podobnost s lidským 

metabolismem lipidů a cholesterolu a možnost provádět dlouhodobé studie. I přes genetickou 

podobnost s lidmi jsou primáti využíváni ke studiu MASLD/MASH jen zřídka, především 

kvůli etickým a ekonomickým důvodům (Jahn et al. 2019; Soret et al. 2020).  

Vzhledem ke způsobům, kterými je MASLD/MASH vyvolána, lze in vivo modely 

používané ke studiu této nemoci klasifikovat jako dietou indukované, chemicky indukované, 

geneticky indukované a/nebo kombinované. Přehled nejčastěji používaných in vivo 

modelových systémů pro studium MASLD poskytuje Tabulka 2. 

 

Dietou indukované modely MASLD 

Do nedávné doby se předpokládalo, že napodobení patologických charakteristik lidské 

MASLD/MASH je na zvířecích modelech obtížné či dokonce nemožné bez použití 

hepatotoxinů nebo umělých diet s extrémním obsahem specifických živin nebo úplnou absencí 

základních složek lidské stravy, které vedly k urychlení rozvoje nemoci a zvýraznění jaterní 

patologie (Eng and Estall 2021; Jahn et al. 2019). Důležité je, aby dietní modely 

MASLD/MASH adekvátně odrážely nezdravý životní styl lidí, založený převážně na nadměrné 

konzumaci stravy západního typu. Zároveň by však měly být ve stravě zachovány fyziologicky 

relevantní hladiny makroživin a mikroživin (Ipsen et al. 2018; Santhekadur et al. 2018).   

Dietní modely MASLD/MASH jsou primárně založeny na konzumaci stravy s vysokým 

obsahem tuků (HFD), přičemž zdroje tuků mohou být buď živočišného (ze sádla nebo mléka) 

nebo rostlinného (z kakaových nebo sójových bobů) původu (Fang et al. 2022). Množství 

zkonzumované HFD může být ovlivněno její konzistencí, vůní a chutí. Jako alternativa 

k tradičnímu způsobu podávání tuků ve stravě se využívá aplikace tuků pomocí žaludeční 

sondy. Tato metoda sice umožňuje podat přesnou dávku tuků, nicméně vyvolává u zvířat 

stresovou reakci (Recena Aydos et al. 2019). Důležitými faktory pro výběr dietních modelů 

jsou obsah tuku ve stravě, délka trvání experimentu a kmen použitých zvířat. HFD obvykle 

obsahuje 45-75 % tuku, složeného z nasycených nebo nenasycených trans-mastných kyselin, 

případně jejich kombinací (Fang et al. 2022; Flessa et al. 2022). Myši dlouhodobě exponované 

takové dietě projevují klíčové znaky MASLD, jako jsou obezita, glukózová intolerance, IR, 
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střevní dysbióza, steatóza, zánět a fibróza jater (Velázquez et al. 2019). Nicméně i krátkodobé 

podávání HFD vyvolalo u myší akumulaci tuků v játrech, což bylo následkem zvýšené exprese 

proteinů zapojených do procesu lipogeneze a snížené exprese proteinů souvisejících s lipolýzou 

(Yoshimura et al. 2018). Ačkoli se předpokládalo, že jednou z nevýhod dietních modelů 

založených pouze na konzumaci HFD je absence progrese nemoci do stádia fibrózy (Ipsen et 

al. 2018), bylo prokázáno, že i krátkodobá konzumace HFD vedla ke zvýšení hladin 

prozánětlivých a prokoagulačních faktorů v játrech myší (Nanizawa et al. 2020). Variabilní 

citlivost na HFD mohou rovněž vykazovat myši různých kmenů a pohlaví (Fang et al. 2022; 

Soret et al. 2020).  

Přestože zpracované potraviny běžně zahrnují různé přidané cukry, experimentální diety 

se zaměřují především na nadměrný obsah fruktózy ve stravě a/nebo pitné vodě, jelikož zvýšený 

příjem fruktózy je spojován s významnou IR a nadměrnou syntézou mastných kyselin v játrech 

(Softic et al. 2017). Vyšší příjem fruktózy u myší může také vyvolat výrazné poškození 

hepatocytů, infiltraci jaterních makrofágů a aktivaci hvězdicovitých buněk (Ohashi et al. 2018). 

I přes mírné zvýšení exprese proteinů účastnících se de novo lipogeneze v játrech, nedokázala 

strava s vysokým obsahem fruktózy u prasat vyvolat jaterní steatózu ani poškození hepatocytů 

(Schmidt et al. 2021). Vzhledem k různorodým výsledkům účinku fruktózy se doporučuje 

kombinovat vyšší příjem fruktózy s HFD. Tato kombinace umožní rozvoj metabolických 

poruch, včetně glukózové intolerance, IR, hyperleptinémie a dyslipidémie, s jaterními i cévními 

komplikacemi (Lozano et al. 2016). Dále bylo zjištěno, že kombinace HFD s glukózou je 

účinnější pro vyvolání metabolického syndromu u zvířat (Moreno-Fernández et al. 2018) a 

kombinace HFD s fruktózou, glukózou a sacharózou v pitné vodě nejvěrněji simuluje způsob 

příjmu těchto makroživin u lidí (Eng and Estall 2021). Cholesterol je další důležitou složkou 

diet a pro navození hypercholesterolémie se nejčastěji používají aterogenní diety obsahující 

nadměrné množství cholesterolu (1 až 2 %) a/nebo kyseliny cholové (až 0,5 %), které přispívají 

k progresi MASLD. Je však důležité zdůraznit, že tak vysoké hladiny cholesterolu se ve stravě 

lidí prakticky nikdy nevyskytují (Cunha et al. 2021; Santhekadur et al. 2018). Diety, které 

kombinují vysoký obsah tuku, fruktózy a cholesterolu (FFC), jsou schopny indukovat MASH 

a přidružené metabolické poruchy (Radhakrishnan et al. 2021).  

Pro navození MASH se běžně využívají diety založené na deficitu určitých esenciálních 

živin. Dieta s nedostatkem metioninu a cholinu (MCD) nebo dieta s nedostatkem cholinu, kde 

jsou proteiny nahrazeny ekvimolární směsí L-aminokyselin (CDAA), vyvolává závažné 

poškození jater a fibrózu již po několika týdnech krmení. Metionin a cholin jsou klíčovými 

donory metylových skupin a cholin je prekurzorem fosfatidylcholinu nezbytného pro tvorbu 

VLDL částic. Při nedostatku těchto živin tak dochází k poruše metabolismu tuků a jejich 
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akumulaci v játrech. Nicméně takové diety způsobují opačné metabolické změny, než jsou 

pozorované u velké většiny lidských pacientů, jelikož vedou spíše ke ztrátě hmotnosti a poklesu 

hladin krevní glukózy než k rozvoji obezity a IR (Jahn et al. 2019; Santhekadur et al. 2018). 

Při kombinaci těchto diet s HFD dochází k rychlé akumulaci lipidů v játrech, což je 

histopatologicky patrné již po jednom týdnu krmení (Lee et al. 2019). 

 

Chemicky indukované modely MASLD 

Zvířecí modely vytvořené kombinací HFD s chemickými induktory nabízejí slibné 

perspektivy, a to zejména z hlediska zkrácení doby trvání experimentů nutných k rozvoji 

MASH. Jedním z těchto modelů je model STAM, který kombinuje jednorázovou 

intraperitoneální aplikaci streptozotocinu (DNA alkylačního činidla produkovaného bakterií 

Streptomyces achromogenes), který způsobuje zánět a destrukci pankreatických ostrůvků a 

vznik diabetu mellitu, s následným krmením HFD, která přispívá k rozvoji MASH a HCC 

(Márquez-Quiroga et al. 2022; Soret et al. 2020). Nicméně bylo zjištěno, že potkaní model 

STAM není adekvátní pro zkoumání metabolických poruch, neboť nevykazuje IR, obezitu ani 

dyslipidémii (Melo et al. 2019). Omezení použití modelu STAM dále spočívá v tom, 

že nepřesně reprodukuje vývoj lidského onemocnění (Fang et al. 2022). 

Obezita, IR, steatóza a charakteristiky MASH mohou být vyvolány i subkutánní aplikací 

glutamátu monosodného (MSG) novorozeným myším. MSG způsobuje léze v obloukovém 

jádru hypothalamu, což vede k narušení leptinové a inzulinové signalizace a snížené produkci 

růstového hormonu (Kořínková et al. 2020). Navzdory nižšímu příjmu potravy mají tyto myši 

masivní nárůst podkožní, břišní a gonadální tukové tkáně (Matyšková et al. 2008). 

Histopatologická analýza prokázala, že MSG myši ve věku 60 dnů vykazovaly 

mikrovezikulární steatózu s příležitostným hepatocelulárním balonovatěním. Avšak progrese 

onemocnění do stádia MASH byla u těchto myší pozorována až ve věku 120 dnů. Toto časové 

období je považováno za klíčové metabolické okno pro pochopení patofyziologických procesů, 

které ovlivňují progresi nemoci v tomto modelu (Coelho et al. 2019).  

Pro zrychlení rozvoje MASH a pokročilé fibrózy se využívá HFD v kombinaci 

s intraperitoneální aplikací tetrachlormetanu (CCl4). CCl4 je v játrech metabolizován 

cytochromy P450 (CYP) na trichlormetylový radikál (CCl3
.), který způsobuje alkylaci 

nukleových kyselin a následnou tvorbu DNA mutací a rozvoj HCC (Scholten et al. 2015). 

U myší, kterým byl podáván CCl4 spolu s dietou s vysokým obsahem tuku, sacharózy a 

cholesterolu, byla zaznamenána steatohepatitida s výrazným hepatocelulárním balonovatěním, 

zánětem a fibrózou (Rahimi et al. 2022). Nevýhodou tohoto modelu je, že fibróza není primárně 

způsobena konzumací HFD, nýbrž působením CCl4, který samostatně indukuje produkci 
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extracelulární matrix. Dále je třeba zdůraznit, že CCl4 není považován za rizikový faktor 

pro rozvoj MASH nebo jiných chronických onemocnění jater u lidí (Márquez-Quiroga et al. 

2022). 

Genotoxické sloučeniny, včetně dietylnitrosaminu (DEN), jsou používány k vyvolání 

chemické karcinogeneze. Játra juvenilních myší jsou charakterizována vysokou proliferací, což 

umožňuje rychlou expanzi buněk po expozici DEN, zatímco u starších myší vyžaduje aplikace 

DEN současné podání HFD nebo látek podporujících růst nádorů (fenobarbital) (Schulien and 

Hasselblatt 2021). Chronická expozice různým dávkám DEN způsobuje inhibici CYP2E1 a 

indukci buněčné proliferace, produkci ROS a tvorbu DNA aduktů. V důsledku toho dochází 

ke změně architektury jater, indukci zánětu, fibróze a rozvoji hepatokarcinogeneze (Fuentes-

Hernández et al. 2019). Při intraperitoneálním podání hepatotoxinu a karcinogenu tioacetamidu 

(TAA) v kombinaci s FFC dietou dochází u myší k rychlému rozvoji klíčových 

histopatologických znaků MASH (Sharma et al. 2019).  

 

Geneticky indukované modely MASLD 

 Přestože geneticky modifikované experimentální modely umožňují simulovat různá 

stádia MASLD a poskytují důležité poznatky o mechanismech rozvoje tohoto onemocnění, 

ve srovnání s lidským onemocněním mají tyto modely odlišnou etiologii nemoci (Fang et al. 

2022; Ibrahim et al. 2016). 

Často využívaným experimentálním modelem napodobujícím stav obezity je geneticky 

modifikovaný myší model založený na deficitu leptinu. Leptin, známý jako hormon sytosti, je 

adipokin produkovaný bílou tukovou tkání, jehož anorexigenní účinek je zprostředkovaný 

pomocí receptorů v hypothalamu. Myši s mutací v genu pro leptin (ob/ob) exprimují zkrácenou 

nebo nefunkční formu leptinu, což vede k hyperfágii, těžké obezitě a významnému rozvoji 

hyperglykémie, hyperinzulinémie, IR a steatózy i při krmení standardní dietou (STD) (Soret et 

al. 2020; Van Herck et al. 2017). Nicméně pouhá genetická mutace není dostatečná pro progresi 

nemoci, a proto je pro rozvoj MASH zapotřebí dodatečných stimulů v podobě chemických 

induktorů nebo HFD. Limitací tohoto modelu je skutečnost, že deficit leptinu je u lidí velmi 

vzácný a pacienti s MASLD obvykle vykazují normální nebo dokonce zvýšené hladiny tohoto 

hormonu (Ibrahim et al. 2016).  

Dalším geneticky indukovaným modelem, napodobujícím rozvoj T2DM, jsou db/db 

myši, které nesou spontánní mutaci v genu pro leptinový receptor. Následná ztráta funkce 

receptoru způsobuje poruchu leptinové signalizace a rozvoj leptinové rezistence i přes normální 

nebo zvýšené hladiny leptinu u těchto myší. Db/db myši projevují stejný fenotyp jako ob/ob 

myši i s nezbytným použitím sekundárních stimulů pro rozvoj MASH (Ibrahim et al. 2016; Jahn 
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et al. 2019). Zatímco ob/ob myši vykazovaly výraznější steatózu a zánětlivý profil v játrech, 

db/db myši projevovaly výraznější zánětlivý profil v subkutánní tukové tkáni (Suriano et al. 

2021). Genetický model obézních Zucker potkanů (fa/fa) vykazuje analogickou mutaci v genu 

pro leptinový receptor a sdílí podobné fenotypy s modely ob/ob a db/db myší (Kucera and 

Cervinkova 2014). 

Vzhledem k tomu, že mutace v genu kódujícím receptor pro melanokortin 4 (Mc4r) 

představuje jednu z nejběžnějších příčin poruch leptinové signalizace a obezity u lidí, byl 

vytvořen myší model s vyřazením (knock-out) tohoto receptoru (Mc4r-/-). Tyto myši projevují 

časný nástup obezity, hyperinzulinémii a hyperglykémii i při krmení STD, jelikož není 

zprostředkován anorexigenní signál leptinu přes receptory pro-opiomelanokortinových 

neuronů v hypothalamu a následná sekrece a vazba melanocyty stimulujícího hormonu 

na Mc4r. Při expozici HFD pak dochází v játrech těchto myší k rozvoji zánětu a fibrózy (Mann 

et al. 2016; Oligschlaeger and Shiri-Sverdlov 2020). 

Deficit receptoru pro lipoproteinové částice s nízkou hustotou (Ldlr-/-) a deficit 

apolipoproteinu E (Apoe-/-), klíčové složky lipoproteinových částic transportujících lipidy a 

cholesterol, predisponuje myši k hypercholesterolémii, ateroskleróze a obezitě. Při krmení 

těchto myší HFD navíc dochází k rozvoji MASH (Jahn et al. 2019; Van Herck et al. 2017). 

U myší s kombinací deficitů Ldlr-/- a Apoe-/- krmených HFD dochází ke spontánnímu vzniku 

nádorů a ztluštění stěn intrahepatálních cév (Kampschulte et al. 2014). Watanabe králíci, trpící 

deficitem Ldlr, slouží jako model lidské familiární hypercholesterolémie, přičemž dlouhodobá 

konzumace diety s vysokým obsahem tuků a fruktózy u nich přispívá k rozvoji IR a dysbiózy 

střevní mikroflóry (Moughaizel et al. 2022). 

Foz/foz myši jsou charakterizovány spontánní delecí 11 párů bází v genu Alms1, jehož 

protein je nezbytný pro správnou funkci řasinek, zahrnující intracelulární transport a regulaci 

pocitu sytosti, v hypothalamických neuronech. Mutace tohoto genu u lidí způsobuje Alströmův 

syndrom, metabolické onemocnění projevující se již v dětství obezitou, metabolickým 

syndromem a T2DM (Flessa et al. 2022; Santhekadur et al. 2018). U foz/foz myší vystavených 

HFD dochází k rychlé progresi onemocnění do stádia MASH s výraznou fibrózou. Tento model 

je významný svým rychlým a komplexním průběhem nemoci s klíčovými transkripčními a 

histopatologickými znaky lidského onemocnění (Ganguly et al. 2021).   

Polygenní myší model MS-NASH (dříve známý jako FATZO/Pco) reprezentuje 

progresivní model MASLD/MASH s fenotypem blízkým obezitě a T2DM u lidské populace. 

Křížením dvou kmenů (C57BL/6J a AKR/J) a selektivním inbreedingem následujících generací 

vznikl kmen se spontánním rozvojem obezity, hyperlipidémie, hyperglykémie, IR a poruch 

leptinové signalizace i při konzumaci STD (Peterson et al. 2017). V případě, že jsou tyto myši 
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krmeny HFD, dochází u nich ke zhoršení metabolických poruch i jaterních funkcí, přičemž 

histologické změny v játrech, včetně progresivní steatózy, hepatocelulárního balonovatění, 

lobulárního zánětu a rané fibrózy, naznačují přechod nemoci do stádia MASH (Sun et al. 2019). 

Experimentální myší model DIAMOND je založený na inbredním isogenním kmeni, 

který vznikl křížením kmene C57BL/6J a S129S1/svImJ. Při podávání HFD tento model věrně 

reprodukuje rozvoj obezity, IR, dyslipidémie, steatózy, steatohepatitidy a fibrózy s progresí 

k HCC (Santhekadur et al. 2018). DIAMOND myši vykazují podobné aktivace transkripčních, 

lipogenních, zánětlivých a apoptotických signálních drah jako lidé trpící MASH (Asgharpour 

et al. 2016).  

U inbredního kmene potkanů OLETF dochází k deleci v promotorové oblasti genu 

kódujícího cholecystokinin 1, což vede k rozvoji hyperglykémie, hyperinzulinémie a mírné 

obezity (Kucera and Cervinkova 2014). 

Myši s nadměrnou expresí inzulinem řízeného proteinu vázajícího steroly regulovaný 

element 1c (SREBP1c), který reguluje geny související s glukózovým metabolismem a 

syntézou mastných kyselin a cholesterolu, projevují významnou IR a steatózu jater. Jelikož 

nadměrná exprese SREBP1c v játrech sama o sobě nestačí k vyvolání zánětu a fibrózy, je 

pro rozvoj MASH vyžadován další stimul v podobě HFD (Ibrahim et al. 2016; Soret et al. 

2020). V kontextu rozvoje MASH se analogický problém vyskytuje i u myší s nadměrnou 

expresí chemokinového ligandu 1 (CXCL1) (Fang et al. 2022). 

Mezi méně používané genetické modely MASLD/MASH patří myši s mutací v genu 

pro agouti signalizační protein (KK-Ay/a), myši s jaterně specifickou delecí v genu 

pro fosfatázu a homolog tenzinu (PTEN), myši s delecí v genech pro nukleární receptory 

aktivované proliferátory peroxisomů (PPARs), myši s vyřazením genu pro acyl-koenzym 

A-oxidázu (AOX) a genu pro jaterně specifickou metioninadenosyltransferázu (MAT1A), myši 

s mutací či deficitem keratinu 8 a/nebo 18, a rovněž myši s poruchami zánětových 

signalizačních drah (Ibrahim et al. 2016; Kořínková et al. 2020). Byl vyvinut také genetický 

myší model s inkorporací lidského ApoE2 (APOE*2), mutací I148M v genu pro PNPLA3, 

vyřazením genu kódujícího TM6SF2, deficitem prostaglandinu E2 (PGE2) či s delecí jaterně 

specifického esenciálního modulátoru nukleárního faktoru kappa B (NF-κB) (NEMO) (Flessa 

et al. 2022; Oligschlaeger and Shiri-Sverdlov 2020). 
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Tabulka 2 Přehled nejčastěji používaných in vivo modelových systémů ke studiu MASLD. 

dietou indukované modely 

- diety založené na vysokém příjmu: 

• tuků (HFD) 

• cukrů (fruktózy, glukózy, sacharózy) 

• cholesterolu 

- diety založené na nedostatku: 

• metioninu a cholinu (MCD) 

• cholinu (CDAA) 

- diety založené na kombinaci: 

• tuku, fruktózy a cholesterolu (FFC) 

• MCD/CDAA + HFD 

chemicky indukované modely 

- modely založené na aplikaci: 

• streptozocinu (STAM) 

• glutamátu monosodného (MSG) 

• tetrachlormetanu (CCl4) 

• dietylnitrosaminu (DEN) 

• tioacetamidu (TAA) 

geneticky indukované modely 

- modely založené na mutaci v genu pro: 

• leptin (ob/ob) 

• leptinový receptor (db/db, fa/fa) 

- modely založené na deficitu: 

• receptoru pro melanokortin 4 (Mc4r-/-) 

• receptoru pro LDL částice (Ldlr-/-) 

• apolipoproteinu E (Apoe-/-) 

- modely založené na deleci v genu pro: 

• Alms1 (foz/foz) 

• cholecystokinin 1 (OLETF) 

- modely založené na křížení kmenů: 

• MS-NASH (FATZO/Pco) 

• DIAMOND 

- modely založené na zvýšené expresi: 

• transkripčního faktoru SREBP1c  

• chemokinového ligandu 1 (CXCL1) 
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2.3 Antioxidační enzymy a jejich změny indukované MASLD 

Klíčovým faktorem v etiopatogenezi MASLD je oxidační stres, který představuje 

nerovnováhu mezi tvorbou a hromaděním ROS a reaktivních forem dusíku (RNS) a schopností 

antioxidačního systému organismu tyto reaktivní produkty inaktivovat a eliminovat (Angelico 

et al. 2024). ROS/RNS jsou klasifikovány jako volné radikály nebo neradikálové sloučeniny. 

Mezi volné radikály, které jsou definovány jako chemické částice s jedním nebo více 

nepárovými elektrony schopné samostatné existence, patří superoxid anion radikál (O2·
−), 

hydroxylový radikál (·OH), peroxylový radikál (ROO·), hydroperoxylový radikál (HO2·), 

alkoxylový radikál (RO·), oxid dusnatý (NO·) či oxid dusičitý (NO2·). K neradikálovým 

sloučeninám se řadí peroxid vodíku (H2O2), kyselina chlorná (HOCl), ozón (O3), singletový 

kyslík (1O2), peroxynitrit (OONO−), alkylperoxynitrit (ROONO−), nitrosyl (NO+) či kyselina 

dusitá (HNO2) (Gonzalez et al. 2020). 

Za normálních podmínek je neustálá enzymová i neenzymová produkce ROS/RNS, 

potřebných pro optimální fungování imunitního systému, metabolismu, buněčné proliferace a 

diferenciace, přísně regulována. V důsledku MASLD však v játrech dochází k nadměrné tvorbě 

ROS/RNS (Ferro et al. 2020), které způsobí oxidační poškození buněčných makromolekul 

(proteinů, lipidů a nukleových kyselin), což následně vede k poškození hepatocytů a 

strukturálním a funkčním abnormalitám v játrech (Angelico et al. 2024). Navzdory složitým 

enzymovým a neenzymovým antioxidačním mechanismům v lidském těle, které společně 

chrání buňky před poškozením volnými radikály, může nadměrná produkce ROS/RNS snížit 

aktivity antioxidačních enzymů a/nebo vyčerpat molekuly neenzymových antioxidantů, což 

přispívá k rozvoji oxidačního stresu (Ferro et al. 2020; Kurutas 2016). 

Primární obranu organismu proti volným radikálům zajišťují enzymy nazývané 

superoxiddismutázy (SOD), které katalyzují přeměnu O2·
− na H2O2 a molekulární kyslík. 

U savců se vyskytují tři izoformy, které se liší svými kofaktory a subcelulární lokalizací. Tyto 

izoformy zahrnují cytoplazmatickou izoformu Cu/Zn-SOD (SOD1), mitochondriální izoformu 

Mn-SOD (SOD2) a extracelulární izoformu Cu/Zn-SOD (SOD3), která zachycuje O2·
− 

produkovaný membránově vázanou NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfát)-oxidázou. 

Vzhledem k účasti O2·
− v několika reakcích vedoucích ke vzniku sekundárních radikálů, jako 

je jeho reakce s NO· za vzniku OONO−, je aktivita SOD nezbytná k omezení rozsahu těchto 

reakcí a potenciální toxicity ROS/RNS (Wang et al. 2018). Navíc exogenní podání SOD 

významně inhibuje expresi prozánětlivých cytokinů (IL-1β a IL-6) a současně obnovuje aktivitu 

endogenních SOD i jiných antioxidačních enzymů v játrech myší, které byly vystaveny 

oxidačnímu stresu (Chen et al. 2023). V séru pacientů s raným i pokročilým stádiem MASLD 

bylo pozorováno významné zvýšení aktivity SOD (Świderska et al. 2019), naopak pacienti 
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s MASLD doprovázenou IR a jedinci trpící MASH vykazovali sníženou aktivitu SOD jak 

v séru, tak v játrech (Köroğlu et al. 2016). Nekonzistentní výsledky byly pozorovány i 

u experimentálních zvířecích modelů, kdy myši krmené HFD vykazovaly buď významně 

zvýšenou (Marinho et al. 2018), významně sníženou (Murakami et al. 2018) nebo nezměněnou 

(Mendes et al. 2018) aktivitu SOD v játrech.  

Dalším antioxidačním enzymem, exprimovaným především v peroxisomech jater a 

ledvin, je kataláza (CAT). Tento enzym katalyzuje rozklad H2O2 (při jeho vysokých 

koncentracích) na vodu a molekulární kyslík, čímž brání jeho migraci do dalších buněčných 

organel. I když samotný H2O2 není příliš reaktivní, v případě, že není odstraněn, se stává 

substrátem pro Fentonovu reakci. V této reakci dochází k oxidaci železnatých kationtů (Fe2+) 

na kationty železité (Fe3+) za vzniku ·OH a hydroxylového aniontu (HO−), což přispívá 

k dalšímu rozvoji oxidačního stresu. Vliv MASLD na expresi a/nebo aktivitu CAT byl 

intenzivně zkoumán, nicméně získané výsledky jsou značně nekonzistentní. Zatímco v in vitro 

a in vivo modelových systémech byla většinou pozorována zvýšená exprese a/nebo aktivita 

CAT, pacienti s MASLD/MASH vykazovali jak významné zvýšení, tak i snížení tohoto 

enzymu (Shin et al. 2018). U myší s vyřazením genu pro CAT bylo prokázáno, že nedostatek 

CAT spolu s konzumací HFD významně urychluje rozvoj obezity a metabolického syndromu, 

systémovou IR, akumulaci lipidů, oxidační stres a zánět v játrech (Piao et al. 2017). 

 Glutationperoxidázy (GPx) katalyzují redukci H2O2 (při jeho nízkých koncentracích) 

nebo organických hydroperoxidů na vodu a odpovídající alkoholy za současné oxidace 

redukčního činidla glutationu (GSH). U savců bylo identifikováno osm izoenzymů GPx, 

z nichž pět (GPx1–4 a GPx6) obsahuje ve svém katalytickém centru selenocystein a tři (GPx5, 

GPx7 a GPx8) obsahují cystein (Brigelius-Flohé and Maiorino 2013; Matoušková et al. 2018). 

GPx1 je nejhojněji exprimovaný izoenzym, lokalizovaný převážně v cytosolu a mitochondriích 

buněk. Snížená aktivita tohoto enzymu v séru pacientů s metabolickým syndromem koreluje 

s endoteliální dysfunkcí a představuje tak zvýšené riziko vzniku kardiovaskulárních 

onemocnění (Sakhaei et al. 2020). Izoenzym GPx2 je exprimován v epitelu gastrointestinálního 

traktu, včetně jater, zatímco izoenzym GPx3 je vylučován z ledvin do plazmy s cílem snížit 

systémový oxidační stres. Zvýšená genová exprese obou těchto izoenzymů byla pozorována 

u pacientů s MASLD i MASH ve srovnání se zdravými jedinci a jedinci s nadváhou (Day et al. 

2021). GPx4 je exprimována v různých tkáních, s výrazným zastoupením zejména ve varleti. 

Existuje cytosolická (cGPx4), mitochondriální (mGPx4) a spermato-nukleární (snGPx4) forma 

tohoto enzymu. Výzkumy také prokázaly, že GPx4 hraje klíčovou roli v ochraně jaterních 

buněk před feroptózou, což je typ buněčné smrti způsobený nadměrnou akumulací železa, 

toxicitou ROS a oxidací lipidů. GPx4 je schopna detekovat a snižovat hladiny peroxidovaných 
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lipidů, což předchází poškození jater a potenciálnímu rozvoji cirhózy (Liu et al. 2023). Dále je 

GPx4 nezbytná pro diferenciaci adipocytů a při narušení její aktivity u zralých adipocytů může 

v tukové tkáni dojít k peroxidaci lipidů a zvýšené expresi zánětlivých cytokinů, jako jsou 

TNF-α, IL-1β a IL-6 (Schwärzler et al. 2022). GPx5, lokalizovaná v epididymální tkáni, hraje 

klíčovou úlohu ve vývoji a zrání spermií tím, že udržuje optimální mikroprostředí v nadvarleti 

a chrání spermie před poškozením způsobeným oxidačním stresem. Na rozdíl od lidského 

izoenzymu má izoenzym GPx6 u hlodavců cystein v aktivním centru a výrazněji se projevuje 

v buňkách čichového epitelu, což poukazuje na jeho možnou úlohu v přenosu a degradaci 

signálů spojených se zápachem (Pei et al. 2023). Izoenzymy GPx5 a GPx6 nejsou tedy přímo 

spojovány s rozvojem MASLD. Izoenzym GPx7 působí jako senzor intracelulárního stresu a je 

hojně exprimován v preadipocytech bílé tukové tkáně. Přestože má GPx7 nízkou 

peroxidázovou aktivitu a je lokalizována v ER, kde se podílí na oxidačním skládání proteinů 

prostřednictvím reoxidace proteindisulfidizomeráz (Brigelius-Flohé and Maiorino 2013), byla 

prokázána její souvislost s MASLD/MASH. Snížená exprese GPx7 totiž vede ke zvýšené 

expresi genů pro prozánětlivé a profibrotické faktory jak v in vitro (buněčná linie LX-2), tak 

v in vivo (myši krmené kombinací HFD a CDAA) modelovém systému (Kim et al. 2020). 

Izoenzym GPx8 vykazuje díky nepřítomnosti vazebných domén pro GSH nízkou 

peroxidázovou aktivitu. Je lokalizován v ER, kde reguluje hladiny vápníku a podílí se 

na oxidačním skládáním proteinů (Pei et al. 2023). Dosud bylo zjištěno, že tento izoenzym je 

přítomen v plicích a jeho úroveň klesá během chřipkové pneumonie (Brigelius-Flohé and 

Maiorino 2013). Nicméně nebyla prokázána žádná spojitost GPx8 s MASLD/MASH. 

V důsledku oxidace GSH na glutationdisulfid (GSSG) v reakcích katalyzovaných GPx, 

je klíčová role pro udržování hladin GSH přisuzována enzymu glutationreduktáze (GR). Tento 

enzym je v eukaryotických buňkách distribuován v cytoplazmě a různých organelách, včetně 

jádra, mitochondrií, ER a lyzosomů. GR katalyzuje redukci GSSG zpět na GSH za účasti 

NADPH jako donoru elektronů a přispívá tak k udržení redoxní rovnováhy v buňkách (Couto 

et al. 2016). V kontextu MASLD/MASH byla zaznamenána výrazně zvýšená aktivita GR v séru 

pacientů s raným i pokročilým stádiem MASLD (Świderska et al. 2019). U myší krmených 

HFD byla aktivita GR v játrech buď zvýšená (de Freitas Carvalho et al. 2019) nebo snížená 

(Lee and Lee 2021).  

 Peroxidázová aktivita peroxiredoxinu (Prx) přispívá k jeho antioxidační roli 

v organismu. Prx katalyzuje redukci H2O2, přičemž je sám oxidován. Reverzní redukci Prx 

zajišťuje tioredoxin (Trx) pomocí redoxně aktivních cysteinových zbytků, přičemž sám podléhá 

oxidaci na disulfid. Tento disulfid je následně regenerován zpět na ditiol za účasti 

tioredoxinreduktázy (TrxR) a NADPH. V případě, že oxidovaný Trx není substrátem pro TrxR, 
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může být jeho regenerace zajištěna pomocí glutaredoxinového systému (Du et al. 2013). 

V souvislosti s MASLD bylo zjištěno, že zvýšené předoperační hladiny cirkulujícího Prx1 byly 

po laparoskopické operaci významně sníženy, což poukazuje na korelaci Prx1 s obezitou a 

steatózou jater (Cheng et al. 2022). Již dříve bylo prokázáno, že Trx může sloužit jako 

potenciální biomarker MASH, neboť jeho hladiny byly významně zvýšeny u pacientů s MASH 

v porovnání s pacienty s prostou steatózou (Sumida et al. 2003).  

Hemoxygenáza (HO) je enzym zodpovědný za rozklad hemu a vznik biliverdinu, oxidu 

uhelnatého a iontů železa. V lidském těle existují dva izoenzymy, přičemž HO-1 je indukována 

v reakci na oxidační stres a zánět, zatímco HO-2 je exprimována konstitutivně. HO-1 je 

lokalizována zejména v hepatocytech, Kupfferových a hvězdicovitých buňkách jater. Studie 

prokázaly, že HO-1 snižuje stres ER v myších hepatocytech, a tím chrání játra před progresí 

MASLD (Li et al. 2020). Inhibice antioxidační aktivity HO v in vitro modelech zvyšuje 

ukládání lipidů a produkci kolagenu (Raffaele et al. 2019). 

Glutation-S-transferázy (GST) zprostředkovávají konjugaci exogenních elektrofilních 

toxinů (v rámci II. fáze biotransformace) a endogenních produktů oxidačního stresu (v rámci 

antioxidační obrany) s GSH, čímž usnadňují eliminaci těchto látek z organismu. Díky své 

biotransformační i antioxidační roli jsou GST označovány jako enzymy detoxikační. 

Na základě své subcelulární lokalizace jsou GST klasifikovány do tří hlavních proteinových 

rodin. Cytosolické GST jsou dále rozděleny do sedmi tříd (GSTA, GSTM, GSTO, GSTP, 

GSTS, GSTT a GSTZ), zatímco mitochondriální GST zahrnují pouze GSTK a mikrosomální 

GST jsou známé jako membránově asociované proteiny v metabolismu eikosanoidů a GSH 

(MAPEG) (Mazari et al. 2023). Vzhledem k mnohočetným polymorfismům v lidských genech 

kódujících GST byla zkoumána jejich spojitost s MASLD. Bylo zjištěno, že polymorfismus 

A313G v genu pro GSTP1 je výrazně častější u pacientů s MASLD než u zdravých jedinců. 

Tento polymorfismus má za následek snížení aktivity tohoto enzymu, a pacienti s homozygotní 

alelou G navíc vykazují vyšší hladiny IL-10. Úplná absence genu kódujícího GSTT1 je 

u pacientů s MASLD spojena s vyššími hladinami TNF-α, zatímco nulový genotyp GSTM1 je 

spojen s významně vyššími hladinami leptinu u těchto pacientů (Prysyazhnyuk et al. 2021). 

Výzkum také ukázal, že během progrese nemoci se výrazně snižuje exprese GSTM2, a to jak 

u pacientů, tak u experimentálního myšího modelu MASH. Nedostatek GSTM2 navíc zvyšuje 

ukládání lipidů v játrech, rozvoj zánětu a fibrózy (Lan et al. 2022).  

V antioxidační obraně organismu hraje významnou roli také 

NAD(P)H:chinonoxidoreduktáza (NQO1), která vykazuje aktivitu superoxidreduktázy, podílí 

se na tvorbě nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+) a interaguje s proteiny, což přispívá 

k jejich stabilizaci a ochraně před proteasomovou degradací. Podobně jako GST, i NQO1 je 
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enzym detoxikační, neboť kromě antioxidační ochrany zajišťuje také dvouelektronovou redukci 

exogenních chinonů na hydrochinony (Ross and Siegel 2021). V souvislosti s MASLD bylo 

prokázáno, že v podmínkách oxidačního stresu vykazovaly AML-12 buňky značně sníženou 

hladinu proteinu NQO1 (Wang et al. 2022), zatímco potkani na HFD vykazovali zvýšenou 

genovou i proteinovou expresi tohoto enzymu (Deng et al. 2019). 

 Během oxidačního stresu dochází k aktivaci transkripčního faktoru Nrf2, který svou 

vazbou na antioxidační responzivní elementy (ARE) v promotorových oblastech genů 

kódujících antioxidační enzymy (NQO1, GPx, GR, GST, HO-1, TrxR) zvyšuje jejich expresi a 

snižuje tak oxidační stres a chronický zánět (Kurutas 2016). Za homeostatických podmínek je 

Nrf2 v cytosolu vázán na protein Keap1, který podporuje jeho ubikvitinaci a proteasomovou 

degradaci. Při zvýšených hladinách ROS však dochází k oxidaci a změnám konformace Keap1, 

což umožňuje translokaci Nrf2 do jádra, kde se váže na ARE cílových genů, indukuje expresi 

antioxidačních enzymů a potlačuje expresi prozánětlivých cytokinů, jako jsou IL-6 a IL-1β 

(Solano-Urrusquieta et al. 2020). V rámci MASLD nebyla zjištěna změna v genové expresi 

Nrf2 v játrech obézních myší ani obézních pacientů. Avšak v porovnání s kontrolními 

skupinami byla výrazně snížena proteinová exprese Nrf2 u obou těchto skupin (Azzimato et al. 

2020). Nadměrná exprese NQO1, indukována Nrf2, demonstruje zlepšenou citlivost na inzulin 

a současně poskytuje ochranu před steatózou jater a infiltrací makrofágů do tukové tkáně u myší 

s deficitem Keap1 (Di Francesco et al. 2020). 

 

2.4 Biotransformační enzymy a jejich změny indukované MASLD  

Biotransformace léčiv a jiných xenobiotik je v játrech realizována prostřednictvím 

enzymů metabolizujících léčiva (DMEs), které jsou odpovědné za chemickou modifikaci těchto 

sloučenin na jejich aktivní, neaktivní nebo toxické metabolity (Susa et al. 2024). 

Biotransformační procesy se dělí do dvou fází, kdy I. fáze zahrnuje především oxidační, 

redukční a hydrolytické reakce, zatímco II. fáze zahrnuje reakce konjugační. Pro transport léčiv 

a jejich metabolitů v játrech jsou klíčové lékové transportéry. Influxní transportní proteiny, 

včetně organických aniontových transportních peptidů, organických kationtových transportérů 

a organických aniontových transportérů, usnadňují vstup léčiv do buňky. Naopak effluxní 

transportéry, jako je P-glykoprotein a protein spojený s multilékovou rezistencí, umožňují 

odstraňování metabolitů léčiv z buňky (Cobbina and Akhlaghi 2017). 
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2.4.1 I. fáze biotransformace 

V I. fázi biotransformace dochází k zavedení nebo odkrytí reaktivních nebo polárních 

skupin (-OH, -COOH, -C=O, -NH2, -SH) do molekuly léčiva prostřednictvím oxidačních 

reakcí, zprostředkovaných převážně enzymovým systémem CYP. Podrodiny CYP1, CYP2 a 

CYP3 jsou nejrelevantnější, jelikož jsou zodpovědné za metabolismus až 80 % klinicky 

podávaných léčiv prostřednictvím izoforem CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, 

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4 a CYP3A5. Na oxidačních 

procesech I. fáze biotransformace se podílejí také flavinové monooxygenázy (FMO), 

monoaminoxidázy (MAO), aldehydoxidázy, aldehyddehydrogenázy (ALDH) a 

alkoholdehydrogenázy (ADH). Redukční reakce jsou zprostředkovány aldo-ketoreduktázami 

(AKR), azoreduktázami a nitroreduktázami, zatímco za hydrolytické reakce jsou odpovědné 

epoxidhydrolázy, esterázy a peptidázy (Jamwal and Barlock 2020; Zhu et al. 2023).  

Nejintenzivněji zkoumané DMEs v kontextu MASLD/MASH jsou CYP. Přestože 

existuje rozsáhlé množství studií, zabývajících se těmito enzymy, dosažené výsledky jsou 

značně nekonzistentní, pravděpodobně v důsledku různorodosti použitých experimentálních 

modelů. Například myši krmené HFD vykazovaly sníženou mRNA expresi CYP3A11 a 

CYP3A25, zatímco exprese CYP3A13 nevykazovala žádné změny ve srovnání s kontrolní 

skupinou (Maximos et al. 2017). V játrech obézních potkanů byla výrazně snížena genová 

exprese, proteinová exprese i aktivita CYP1A2 a CYP2C11, zatímco u CYP2E1 nedošlo 

na žádné úrovni k významným změnám ve srovnání s kontrolami (Zhang et al. 2019). 

Při kultivaci lidských primárních hepatocytů v lipogenním médiu došlo k výraznému poklesu 

exprese CYP1A1 a nevýznamnému poklesu exprese CYP3A4 (Rey-Bedon et al. 2022). 

Adolescentní pacienti s MASLD nevykazovali významné změny v enzymové aktivitě 

CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4, nicméně u pacientů s MASH byl zaznamenán významný pokles 

aktivity CYP2C19 (Li et al. 2017). Jamwal a Barlock ve své publikaci shrnuli veškeré změny 

v expresi a aktivitě CYP u pacientů trpících MASLD/MASH (Jamwal and Barlock 2020), 

zatímco jiné studie se věnovaly souhrnu změn těchto enzymů v buněčných kulturách, zvířecích 

modelech a lidských tkáních (Cobbina and Akhlaghi 2017; Zhu et al. 2023). 

I přes lokalizaci FMO1 v embryonálních játrech a FMO3 a FMO5 v játrech dospělých 

jedinců, jsou jejich změny v souvislosti s MASLD/MASH zkoumány sporadicky a dosažené 

výsledky jsou odlišné. Například potkani na HFD vykazovali jak zvýšenou jaterní expresi 

FMO1 (Shi et al. 2022), tak i sníženou expresi FMO1 a nezměněnou expresi FMO3 (Zhang et 

al. 2019). Výzkum dalších enzymů I. fáze biotransformace je rovněž limitován. Prokázalo se, 

že aktivita MAOB v játrech myší krmených HFD je signifikantně zvýšena, a inhibice tohoto 

enzymu snižuje jaterní steatózu, biosyntézu TAG a cholesterolu a také zánět (Wang et al. 
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2023b). Snížená celková aktivita ADH u pacientů s MASH souvisela se sníženou expresí 

proteinů ADH1A, ADH1B a ADH4. Navzdory významně zvýšené proteinové expresi ALDH2 

a snížené proteinové expresi ALDH1A1 a ALDH1B1 byla celková aktivita ALDH u pacientů 

s MASH snížena (Li et al. 2018). Jaterně specifické izoformy AKR1C6 a AKR1C20 

vykazovaly u MSG myší významně zvýšenou mRNA expresi, zatímco proteinová exprese a 

aktivita AKR1C zůstaly nezměněny (Matoušková et al. 2015). Dále bylo prokázáno, že exprese 

AKR1B10 je zvýšena pouze ve stádiu MASH, což bylo pozorováno jak v játrech myší (Rajak 

et al. 2022), tak pacientů (Park et al. 2022) s touto nemocí. Nedávný výzkum prokázal 

nadměrnou expresi solubilní epoxidhydrolázy v tlustém střevě obézních myší. Inhibice tohoto 

enzymu následně vedla k redukci poruch spojených s obezitou, včetně dysfunkce střevní bariéry 

a zánětu adipocytů vyvolaného bakteriální invazí (Wang et al. 2020b). 

 

2.4.2 II. fáze biotransformace 

Konjugační reakce II. fáze biotransformace léčiv zahrnují reakce polárních parentních 

látek a produktů z I. fáze biotransformace s vhodnými funkčními skupinami za vzniku 

neaktivních a ve vodě rozpustných sloučenin, které lze snadno odstranit z organismu.  

Uridindifosfát-glukuronosyltransferázy (UGT) katalyzují přenos kyseliny glukuronové 

na malé nepolární molekuly za vzniku glukuronidů. V játrech jsou hlavními UGT, zapojenými 

do procesu glukuronidace léčiv, izoformy UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, 

UGT2A3, UGT2B1 a UGT2B7 (Zhu et al. 2023). V kontextu MASLD byla pozorována 

významně snížená genová exprese i enzymatická aktivita izoforem UGT1A1, UGT1A3, 

UGT1A6, UGT1A9 a UGT2B7 v játrech obézních potkanů ve srovnání s kontrolami (Zhang et 

al. 2019). U pacientů s MASH byla naopak zaznamenána zvýšená mRNA exprese izoforem 

UGT1A1, UGT1A9 a UGT2A3 (Hardwick et al. 2013) a u pacientů s těžkou steatózou také 

pozitivní korelace cirkulujících hladin UGT1A1 s frakcí tuku v játrech (Ma et al. 2022). 

Sulfotransferázy (SULT), katalyzující přenos sulfátové skupiny z 3'-fosfoadenosin-5'-

fosfosulfátu, jsou u lidí klasifikovány do pěti genových rodin (SULT1, SULT2, SULT3, 

SULT4 a SULT6), přičemž v játrech dominuje enzym SULT1A1, následovaný enzymy 

SULT2A1, SULT1B1 a SULT1E1 (Zhu et al. 2023). Zatímco v játrech hlodavců, kteří byli 

krmeni HFD, nedošlo k významným změnám v genové expresi SULT1A1 (Wang et al. 2020a; 

Zhang et al. 2019), u pacientů s MASH bylo již dříve prokázáno výrazné zvýšení genové 

exprese tohoto enzymu, přičemž exprese dalších jaterně specifických SULT zůstala u těchto 

pacientů nezměněna (Hardwick et al. 2013). 

N-acetyltransferáza (NAT) katalyzuje acetylaci léků i arylaminových karcinogenů. 

Existují pouze dvě izoformy tohoto enzymu, přičemž v játrech dominuje izoforma NAT2 (Sim 
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et al. 2014). V souvislosti s MASLD však bylo zjištěno, že v játrech obézních potkanů dochází 

k významnému snížené genové exprese NAT1 v porovnání s kontrolami (Zhang et al. 2019).  

Metyltransferázy (MT) se dělí na O-, N-, S- a C-MT, jelikož přenášejí metylové skupiny 

z elektrofilního donoru S-adenosylmetioninu (SAM) na hydroxylové skupiny, aminoskupiny, 

tiolové skupiny a reaktivní uhlíky mechanismem nukleofilní substituce (Abdelraheem et al. 

2022). V kontextu MASLD nejsou MT příliš detailně prozkoumány, nicméně bylo pozorováno 

významné snížení jak genové exprese, tak proteinové exprese katechol-O-MT (COMT) 

v játrech potkanů krmených HFD (Hegazy et al. 2020). Také myši krmené HFD vykazovaly 

značné snížení proteinové exprese COMT v játrech, přičemž mRNA exprese zůstala 

nezměněna (Kanasaki et al. 2017). Výskyt mutantního genotypu AA v genu pro nikotinamid-

N-MT byl statisticky významně vyšší u obézních pacientů a rovněž vykazoval signifikantní 

korelaci se závažností jaterní steatózy (Hasan et al. 2018). 

 

2.5 Epigenetická regulace a její změny indukované MASLD 

Epigenetické modifikace hrají klíčovou roli v patogenezi a progresi MASLD, neboť 

ovlivňují metabolismus jaterních lipidů, IR, mitochondriální dysfunkci spojenou se stresem ER 

a reakci na oxidační stres. Tyto epigenetické procesy jsou známé svou reverzibilitou a 

dědičností, jelikož k nim dochází v reakci na vnější prostředí a mohou být přeneseny 

do dceřiných buněk prostřednictvím buněčného dělení. Epigenetická regulace genové exprese, 

která nenarušuje primární sekvenci DNA, ale může vyvolat změny fenotypu, je způsobena 

především modifikacemi DNA, modifikacemi histonů a molekulami miRNA (Del Campo et al. 

2018; Lee et al. 2017). 

 

2.5.1 Modifikace DNA 

Metylace DNA představuje hlavní epigenetickou modifikaci v eukaryotických buňkách. 

Přenos metylové skupiny z SAM na pátý uhlík cytosinu v cytosin-fosfo-guaninových (CpG) 

dinukleotidech, které jsou lokalizovány zejména v regulačních a promotorových oblastech 

genů, je zprostředkován DNA-metyltransferázami (DNMT). Během replikace DNA hraje 

enzym DNMT1 klíčovou roli v zachování již existujících metylací v CpG ostrovech, zatímco 

enzymy DNMT3A a DNMT3B jsou zodpovědné za zavádění nových metylačních vzorů. 

Produkty metylačních reakcí jsou S-adenosylhomocystein a 5-metylcytosin (5-mC), který 

ovlivňuje strukturu a dostupnost chromatinu a brání vazbě transkripčních faktorů 

na promotorové oblasti genů, a to buď přímo, nebo nepřímo prostřednictvím vazby proteinů 

s metyl-CpG-vazebnou doménou (MBD1-4). Vyšší míra metylace je tedy spojena s represí 

transkripce a umlčením genů. Enzymy TET (metylcytosindioxygenázy s deseti až jedenácti 
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translokacemi), známé jako 5-mC hydroxylázy, pak odstraňují metylovou skupinu z 5-mC 

prostřednictvím několika oxidačních reakcí, což je činí potenciálními regulátory 

epigenetických změn na úrovni DNA (Hyun and Jung 2020).  

V kontextu MASLD/MASH byla zaznamenána signifikantně zvýšená exprese mRNA i 

proteinu DNMT1 a DNMT3A v játrech myší krmených HFD (Wang et al. 2023a). Vzhledem 

k závislosti metylace DNA na dostupnosti SAM, jehož biosyntéza vyžaduje donory metylu jako 

folát, betain a cholin, je přidání těchto donorů metylu do stravy potkanů krmených HFD spojeno 

s výraznými změnami v metylaci promotorových oblastí genů kódujících transkripční faktor 

SREBP2 a acylglycerol-3-fosfátacyltransferázu 3 (AGPAT3), které hrají klíčovou roli 

v regulaci metabolismu cholesterolu a syntéze TAG v játrech (Cordero et al. 2013). V játrech 

pacientů s pokročilou fibrózou byla pozorována významně zvýšená míra metylace 

anti-fibrogenních genů kódujících PPARα a PPARδ. Naopak stupeň metylace pro-fibrogenních 

genů, kódujících TGF-β1, kolagen typu 1 alfa 1 (COL1A1) a destičkový růstový faktor alfa 

(PDGFα), byl u těchto pacientů významně nižší (Zeybel et al. 2015). 

 

2.5.2 Modifikace histonů 

Histony představují malé globulární proteiny nezbytné pro kompaktnost a dostupnost 

chromatinu, jehož základní stavební jednotkou je nukleosom, složený z přibližně 146 párů bází 

genomové DNA obtočených kolem osmi histonových molekul (konkrétně kolem dvou H2A, 

H2B, H3 a H4). Četným posttranslačním modifikacím (acetylace, metylace, fosforylace, 

sumoylace, ubikvitinace a ribosylace) podléhá N-terminální konec histonů.  

Histonacetyltransferázy (HAT) katalyzují acetylace zejména na lyzinových zbytcích 

histonů, což je spojeno s uvolněním chromatinu a aktivací transkripce. Naopak 

histondeacetylázy (HDAC) odstraňují acetylové skupiny, což vede k utlumení transkripce 

v důsledku kondenzace chromatinu (Moran-Salvador and Mann 2017). HDAC se dělí do čtyř 

tříd (I, IIa, IIb a IV), zatímco třída III zahrnuje sirtuiny (SIRT), což jsou NAD+-dependentní 

HDAC, lokalizované v jádře (SIRT1, 2, 3, 6 a 7), cytoplazmě (SIRT1 a 2) a mitochondriích 

(SIRT3, 4 a 5). SIRT zprostředkovávají inhibici transkripčního faktoru NF-κB, s cílem snížit 

transkripci genů zapojených do zánětlivých reakcí, a také deacetylaci histonů i nehistonových 

proteinů zapojených do regulace homeostázy lipidů a sekrece inzulinu (Lee et al. 2017).  

Připojení až tří metylových skupin k lyzinovým nebo argininovým zbytkům histonů H3 

nebo H4 katalyzují histonmetyltransferázy. Histondemetylázy tyto metylové skupiny naopak 

odstraňují. Ačkoli vliv metylace histonů na genovou expresi závisí na konkrétním místě 

modifikace, prokázalo se, že tato epigenetická regulace hraje významnou roli v progresi 

MASLD prostřednictvím zvýšené transkripce genů zapojených do procesu fibrogeneze 
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(Moran-Salvador and Mann 2017; Shi and Qi 2023). U buněčných linií HepG2 a L02 bylo 

prokázáno, že kombinace modifikací histonů, konkrétně acetylace histonů H3 a H4, trimetylace 

H3K4, fosforylace H3S10 a inhibice trimetylace H3K9 a H4K20 v promotorových oblastech 

genu kódujícího syntázu mastných kyselin (FASN), má významný vliv na zvýšenou expresi 

tohoto genu a následný rozvoj steatózy (Cai et al. 2018). 

 

2.5.3 Molekuly mikroRNA 

Molekuly miRNA jsou nekódující jednovláknové molekuly o délce 20-24 nukleotidů, 

které mají schopnost epigeneticky potlačovat expresi genů v rámci širokého spektra 

biologických procesů, včetně proliferace, diferenciace, metabolismu, buněčné signalizace, 

apoptózy a karcinogeneze. Zapojení miRNA do rozvoje mnoha lidských onemocnění je 

způsobeno jejich schopností posttranskripčně regulovat genovou expresi (Del Campo et al. 

2018; Moran-Salvador and Mann 2017). Po začlenění do RNA-indukovaného umlčovacího 

komplexu mohou miRNA interagovat s mRNA prostřednictvím komplementárního párování 

bází. Při částečné komplementaritě dochází k potlačení translace mRNA, zatímco úplné 

párování 5' konce miRNA s 3′ nepřekládanou oblastí (3´ UTR) mRNA vede k jejímu štěpení a 

degradaci (Lee et al. 2017). Exprese miRNA je tkáňově specifická, přičemž v játrech je nejvíce 

exprimována miR-122 a miR-192. Schopnost monitorovat změny v expresi miRNA 

v biologických tekutinách, jako jsou sérum, plazma, sliny a moč, umožňuje využití těchto 

molekul jako neinvazivních biomarkerů pro detekci patologických stavů jater, predikci a 

monitorování progrese onemocnění či reakci na léčbu. Cirkulující miRNA jsou chráněny 

před degradací RNáz prostřednictvím jejich zabalení do extracelulárních vezikul (především 

exosomů), kde vytvářejí komplexní struktury s proteiny, lipidy a lipoproteiny (Ramezani et al. 

2023).  

V kontextu MASLD/MASH jsou předmětem intenzivního zkoumání miRNA, které 

mají klíčovou roli v rozvoji a progresi tohoto onemocnění. Mezi tyto miRNA se řadí miR-122, 

která ovlivňuje expresi genů účastnících se metabolismu lipidů, sacharidů, mastných kyselin a 

cholesterolu v hepatocytech (Iravani et al. 2018), miR-33a a miR-33b, které jsou lokalizovány 

v intronových oblastech genů kódujících transkripční faktory SREBP1 a SREBP2, jež regulují 

de novo lipogenezi a biosyntézu cholesterolu v hepatocytech (Lee et al. 2017), a také miR-10b, 

která svou interakcí s klíčovým regulátorem lipidového metabolismu v játrech (PPARα) 

zvyšuje ukládání tuků a TAG v hepatocytech. Mezi další zkoumané miRNA patří miR-34a, 

která inhibuje expresi SIRT1, čímž dochází ke zvýšené acetylaci jaderného proteinu p53 a 

indukci proapoptotických genů a buněčné smrti (Iravani et al. 2018), a miR-192 a miR-21, jež 

jsou asociovány s rozvojem fibrózy (Dongiovanni et al. 2018).  
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MiR-122, miR-192 a miR-21 byly identifikovány jako potenciální biomarkery jaterního 

poškození u pacientů s MASH, u kterých byly sérové hladiny těchto miRNA významně vyšší 

v porovnání se zdravými jedinci a pacienty s MASLD (Becker et al. 2015). Porovnání několika 

studií však neprokázalo korelaci mezi hladinami miR-122 v séru a jaterní tkáni pacientů 

s MASLD/MASH (Liu et al. 2018). V porovnání s pacienty s MASLD, vykazovali jedinci 

trpící fibrotickou formou této nemoci významně vyšší expresi miR-31, miR-150, miR-182, 

miR-183 a miR-224, a naopak nižší expresi miR-17, miR-219a, miR-378i a miR-590. Všechny 

tyto miRNA ovlivňují expresi genů souvisejících s aktivací jaterních hvězdicových buněk, 

signalizací TGF-β a apoptózou (Leti et al. 2015). Snížená proteinová exprese CYP3A4 v L02 

buňkách s indukovanou steatózou byla způsobena zvýšenou expresí miR-200a-3p a miR-150-

5p a jejich interakcí s 3´ UTR oblastí transkriptu CYP3A4 (Huang et al. 2019). Vzhledem 

k rozsáhlému výzkumu miRNA a jejich změn v souvislosti s MASLD/MASH byly veškeré 

poznatky získané z klinických studií i experimentálních zvířecích modelů detailně shrnuty 

v několika přehledových článcích (Hochreuter et al. 2022; Kan Changez et al. 2023; Liu et al. 

2018; Torres et al. 2018).  

 

2.6 Léčba MASLD 

Jelikož v současné době neexistují žádné klinicky schválené léky pro léčbu MASLD, je 

upřednostňována nemedikamentózní léčebná strategie zahrnující změnu životního stylu. 

Směrnice Evropské asociace pro studium jater (EASL), Evropské asociace pro studium diabetu 

(EASD) a Evropské asociace pro studium obezity (EASO) doporučují pro léčbu MASLD 

konzumaci středomořské stravy (bohaté na nenasycené mastné kyseliny, ovoce, zeleninu, 

celozrnné výrobky a luštěniny), která přispívá ke zmírnění (viscerální) obezity, obsahu lipidů 

v játrech a IR. V posledních letech roste zájem i o jiné dietní intervence pro léčbu MASLD, 

jako jsou ketogenní diety (založené na vysokém obsahu tuků a bílkovin a nízkém obsahu 

sacharidů), přerušovaný půst a časově omezené stravování. Nicméně nedostatek klinických 

studií brání v závěrečném posouzení jejich bezpečnosti a účinnosti. Kombinace dietních 

intervencí s odporovým a/nebo aerobním cvičením je účinnější v léčbě MASLD, jelikož souvisí 

s pozitivními histologickými změnami jater. Obézní pacienti s indexem tělesné hmotnosti 

(BMI) ≥ 40 kg/m2 nebo s BMI ≥ 35 kg/m2 s jakoukoli závažnou komorbiditou (T2DM, 

hypertenze, MASLD/MASH), u nichž úprava životního stylu není dostatečná k úbytku 

hmotnosti, podstupují bariatrickou operaci (Rong et al. 2022). S ohledem na časté problémy 

s udržením zdravého životního stylu a obtíže spojené s již pokročilým stádiem onemocnění 

(zánět jater a fibróza) má výzkum bezpečné a účinné farmakoterapie MASLD velký význam.  
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Současná farmakoterapeutická léčba MASLD se zaměřuje na jednotlivé rizikové 

faktory, přičemž převažuje podávání léků pro zlepšení IR a T2DM. Metformin zvyšuje 

inzulinovou senzitivitu tím, že snižuje endogenní produkci glukózy v játrech a zvyšuje její 

periferní využití. Jelikož tento biguanid neprojevuje pozitivní účinek na histologii jater, není 

doporučován pro léčbu MASLD. Tiazolidindiony (TZD), známé jako glitazony, jsou aktivátory 

PPARγ. Jelikož je tento jaderný receptor nejvíce exprimován v tukové tkáni, stimulují TZD 

uvolňování adipokinů, které podporují ukládání TAG v tukové tkáni a zlepšují periferní 

inzulinovou senzitivitu. Pro léčbu pacientů s biopticky potvrzenou MASH je doporučován 

pioglitazon, který vede ke zlepšení jaterní histologie, snížení zánětu a vykazuje nižší riziko 

nežádoucích účinků ve srovnání s rosiglitazonem (Ferguson and Finck 2021; Raza et al. 2021). 

Glukagonu podobný peptid 1 (GLP1) je endogenní střevní hormon, který přímo stimuluje 

produkci a uvolňování inzulinu a nepřímo inhibuje sekreci glukagonu a příjem potravy. V léčbě 

MASLD se tak využívají agonisté receptoru tohoto peptidu, jako jsou liraglutid, semaglutid, 

dulaglutid a exenatid. Klinické studie prokázaly, že subkutánní podání těchto látek vede 

k pozitivním změnám v histopatologii jater, současně však vyvolává gastrointestinální 

nežádoucí účinky. Další možností léčby MASLD je použití inhibitorů dipeptidylpeptidázy 4 

(DPP4), která enzymaticky štěpí GLP1. I když čtyři inhibitory DPP4 (alogliptin, linagliptin, 

saxagliptin a sitagliptin) byly schváleny pro léčbu T2DM, jejich efektivita ve snížení obsahu 

jaterních lipidů v rámci MASLD nebyla prokázána (Ferguson and Finck 2021). V terapii 

diabetických pacientů trpících MASLD se často využívají inhibitory sodno-glukózového 

transportéru 2 (kanagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin a ipragliflozin), které 

zvyšují vylučování glukózy močí a přispívají ke snižování obsahu lipidů v játrech (Rong et al. 

2022).  

Farmakologická léčba MASLD zahrnuje také inhibitory de novo lipogeneze. Aramchol, 

inhibující stearoyl-koenzym A-desaturázu 1 (SCD1), reguluje přeměnu nasycených mastných 

kyselin na mononenasycené mastné kyseliny. Firsokostat, duální inhibitor acetyl-koenzym 

A-karboxylázy (ACACA), podporuje oxidaci mastných kyselin. Inhibitory FASN brání tvorbě 

nasycených mastných kyselin s dlouhým řetězcem, zatímco inhibitory ketohexokinázy blokují 

přeměnu fruktózy na fruktózu-1-fosfát. Oligonukleotidový inhibitor 

diacylglycerolacyltransferázy 2 blokuje syntézu TAG (Ferguson and Finck 2021; Pafili and 

Roden 2021), zatímco syntéza cholesterolu je inhibována statiny, které snižují aktivitu enzymu 

3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A-reduktázy (HMGCR), a jeho absorpce ezetimibem 

(Rong et al. 2022). 

Agonisté farnesoidního X jaderného receptoru, jako obeticholová kyselina a tropifexor, 

zvyšují citlivost na inzulin, inhibují syntézu žlučových kyselin a podporují mitochondriální 
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oxidaci mastných kyselin. Podobné účinky mají také elafibranor (agonista PPARα/δ), 

saroglitazar (agonista PPARα/γ) a lanifibranor (agonista pan-PPAR), jelikož přispívají 

ke zmírnění projevů MASLD prostřednictvím regulace metabolismu lipidů a glukózy. Také 

resmetirom, agonista jaterního receptoru β pro hormony štítné žlázy, výrazně snižuje steatózu 

u pacientů s MASH (Raza et al. 2021). 

Fibroblastové růstové faktory 19 (FGF19) a 21 (FGF21), regulující syntézu žlučových 

kyselin, metabolismus glukózy a oxidaci mastných kyselin v hepatocytech, jsou považovány 

za potenciální terapeutické cíle MASLD. Studie prokázaly, že aldafermin (analog FGF19) a 

pegbelfermin (PEGylovaný analog FGF21) snižují skóre steatózy a markery jaterního 

poškození u pacientů s MASH (Ferguson and Finck 2021; Rong et al. 2022).  

Další potenciální terapeutickou možností při léčbě MASLD je inhibice cytokinů, které 

se podílejí na rozvoji zánětu, apoptózy a fibrózy. Blokace TNF-α pomocí talidomidu vedla 

ke zlepšení histologie jater u zvířecích modelů MASLD, zatímco inhibice signální dráhy 

aktivující hvězdicovité buňky prostřednictvím cenikriviroku (duálního antagonisty 

chemokinového receptoru typu 2 a typu 5) zabránila rozvoji fibrózy (Raza et al. 2021). 

Pro léčbu MASLD se využívají také látky s antioxidačními vlastnostmi, jako jsou 

vitamín C (kyselina askorbová) a vitamín E (α-tokoferol), které neutralizují volné radikály, 

stimulují genovou expresi antioxidačních enzymů (SOD, CAT, GPx) nebo potlačují zánětlivé 

signální dráhy závislé na aktivaci NF-κB (Arroyave-Ospina et al. 2021; Raza et al. 2021). 

V léčbě MASLD se také zkoumá účinek přírodních látek na signální dráhy spojené 

s metabolismem lipidů, oxidačním stresem, stresem ER a zánětem. Centrálním regulátorem 

metabolismu lipidů a glukózy v játrech je adenosinmonofosfátem aktivovaná proteinkináza, 

kterou ovlivňuje celá řada přírodních sloučenin jako emodin, oxyresveratrol, cynandion A, 

gomisin N a tomatidin. Další přírodní látky ovlivňují metabolismus lipidů a oxidační stres 

prostřednictvím jejich vazby na transkripční faktory Nrf2 (hesperetin, gastrodin), PPARα 

(xyloketal B) a PPARγ (apigenin, skutelarin). Kofein, aukubin a geniposid zmírňují stres ER, 

zatímco resveratrol, salvianolová kyselina A, silibinin a ursolová kyselina zmírňují zánětlivé 

reakce (Guo et al. 2022). 

Probiotika, prebiotika, synbiotika a transplantace fekální mikrobioty představují 

nejnovější terapeutické přístupy v léčbě MASLD. Zakládají se na hypotéze, že obnovení střevní 

mikrobioty zdravou mikroflórou může efektivně ovlivnit jaterní steatózu a další symptomy 

spojené s MASLD (Rong et al. 2022).  
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3 CÍLE PRÁCE 

Hlavním cílem této disertační práce bylo rozšířit poznatky o vlivu MASLD na vybrané 

antioxidační enzymy, biotransformační enzymy a epigenetické regulátory v játrech 

prostřednictvím in vivo experimentálních modelů tohoto onemocnění. 

 

Dílčí cíle této práce zahrnovaly: 

 

• Rešerši literatury zaměřenou na změny v expresi a/nebo aktivitě enzymů antioxidačního 

systému u buněčných modelů, experimentálních zvířecích modelů a pacientů 

s MASLD/MASH. 

 

• Studium vývoje a progrese MASLD a jejího vlivu na expresi a aktivitu antioxidačních 

a biotransformačních enzymů a na expresi epigenetických regulátorů v játrech několika 

in vivo myších experimentálních modelů tohoto onemocnění. 

 

• Studium mechanismu regulace GPx7 prostřednictvím miRNA v buněčných liniích.  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Použité myší in vivo modely MASLD 

Samci a samice myší kmene NMRI (Charles River, Sulzfeld, Německo) byli chováni 

v prostředí s kontrolovanou teplotou 22 °C, 12hodinovým světelným cyklem a volným 

přístupem k vodě a standardní stravě. Manipulace se zvířaty probíhala dle Zákona 246/92 Sb. 

na ochranu zvířat proti týrání. Všechny experimentální postupy byly schváleny Komisí 

pro experimenty na zvířatech Akademie věd České republiky (povolení č. 96/2020). 

Novorození samci myší kmene NMRI byli náhodně rozděleni do kontrolní a 

experimentální skupiny, přičemž novorozeným myším v experimentální skupině byl dle 

předchozí studie (Maletínská et al. 2006) od 2. do 5. dne po porodu subkutánně aplikován 

glutamát monosodný (MSG) v dávce 4 mg/g tělesné hmotnosti k vyvolání hypotalamických 

lézí s následným rozvojem obezity. Kontrolní skupině myší byl subkutánně aplikován 

fyziologický roztok odpovídající osmolalitě roztoku MSG. Ve věku 2 měsíců byly myši 

rozděleny do 4 skupin po 6 jedincích: první skupina (C STD) zahrnovala kontrolní myši krmené 

standardní dietou pro hlodavce (Ssniff R/M-H; Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Německo) 

obsahující 33 % bílkovin, 9 % tuků a 58 % sacharidů, druhá skupina (C FFC) zahrnovala 

kontrolní myši krmené dietou FFC (Research Diets – D16010101, New Brunswick, USA) 

obsahující 40 % kcal z tuku, 22 % kcal z fruktózy a 1,8 % kcal z cholesterolu, třetí a čtvrtou 

skupinu tvořily MSG myši krmené buď standardní (MSG STD) nebo FFC dietou (MSG FFC). 

Všechny myši měly neomezený přístup k potravě po dobu 20 týdnů, přičemž jednou týdně byla 

zaznamenávána jejich tělesná hmotnost. Týden před ukončením experimentu byl po 

6hodinovém lačnění proveden orální glukózový toleranční test (OGTT). Ve věku 28 týdnů byla 

myším odebrána krev z ocasních žil pro stanovení biochemických parametrů a následně byly 

myši uvedeny do anestezie pomocí pentobarbitalu (Sigma Aldrich, Praha, Česká republika) 

v dávce 170 mg/kg tělesné hmotnosti a transkardiálně perfundovány chlazeným fyziologickým 

roztokem s heparinem (10 U/ml; Zentiva, Praha, Česká republika). Jaterní tkáň byla zvážena, 

kaudální laloky jater byly odebrány pro histologickou analýzu a zbylá jaterní tkáň byla 

rozdělena na několik částí pro jednotlivá stanovení a uložena při -80 °C do dalšího použití. Plán 

a časovou osu experimentu znázorňuje Obrázek 2. 
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4.2 Histologické vyšetření jater 

Hlavním histologickým znakem MASLD je intracelulární akumulace lipidů 

v hepatocytech. Pro potvrzení tohoto fenotypu byly použity rutinní histologické postupy 

(Pražienková et al. 2021), kdy byly kaudální laloky jater fixovány 4% paraformaldehydem, 

zality do parafínových bloků a následně nařezány na mikrotomu (Leica RM2255; Leica 

Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) na řezy o tloušťce 5 µm. Po deparafinizaci v xylenu a 

rehydrataci v etanolové řadě byly řezy barveny Weigertovým železitým hematoxylinem 

(MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) a eosinem Y (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe, 

Německo) pro detekci tukových kapének, barvení Picrosirius Red sloužilo k detekci 

kolagenních vláken. Takto obarvené řezy byly následně vyhodnocovány pod světelným 

mikroskopem (Olympus IX83; Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Německo) 

při dvěstěnásobném zvětšení. 

 

4.3 Izolace RNA a syntéza komplementární DNA (cDNA) 

Celková RNA byla z jaterní tkáně izolována pomocí TriReagentu dle pokynů výrobce 

(Biotech, Praha, Česká republika). Homogenizace vzorků byla provedena homogenizátorem 

HG-24 (Biobase, Jinan, Čína) rychlostí 7,0 m/s ve dvou 20sekundových intervalech. 

Koncentrace a čistota RNA byly stanoveny spektrofotometricky pomocí multimodální čtečky 

SPARK® (Tecan Group, Männedorf, Švýcarsko). Integrita RNA byla hodnocena na RNA Nano 

čipech pomocí elektroforézy na agarózovém gelu bioanalyzátorem Agilent 2100 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA). Kvalita RNA byla odvozena z hodnot RIN (RNA 

integrity number). 

Pro možnou kontaminaci vzorků genomovou DNA bylo 10 µg RNA ošetřeno DNázou 

Obrázek 2 Schématické znázornění experimentu. Obrázek byl vytvořen pomocí 

biorender.com. 
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I dle protokolu výrobce (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Takto ošetřená RNA 

v konečné koncentraci 0,2 µg/µL byla následně reverzní transkripcí přepsána do cDNA 

za použití ProtoScript II reverzní transkriptázy (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) a 

náhodných hexamerů nebo specifických oligonukleotidových STEM-Loop miRNA RT 

primerů (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika). Reverzní transkripce mRNA byla 

zahájena inkubací 5 µL RNA s 1 µL náhodných hexamerů při 65 °C po dobu 5 minut. 

Po počáteční inkubaci byly do směsi přidány zbylé reakční složky a směs byla inkubována při 

42 °C po dobu 50 minut s následnou denaturací při 80 °C po dobu 5 minut. Reverzní transkripce 

miRNA byla zahájena inkubací 5 µL RNA s 1µL směsi specifických STEM-Loop miRNA RT 

primerů při 65 °C po dobu 5 minut a po přidání zbylých složek reakce byla směs inkubována 

při 16 °C 30 minut a při 42 °C 30 minut. Poté byla směs denaturována při 95 °C po dobu 5 minut 

(Chen et al. 2005). Takto získaná cDNA byla zředěna 1:9 destilovanou vodou a skladována 

při -20 °C do dalšího použití.  

 

4.4 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (qPCR) 

Exprese mRNA/miRNA byla kvantifikována metodou qPCR za použití Xceed SYBR 

Green I kitu (Institute of Applied Biotechnology, Praha, Česká republika), specifických 

forward a reverse primerů pro mRNA, specifických forward primerů a univerzálního reverse 

primeru pro miRNA a 2 µL zředěné cDNA (odpovídající 10 ng reverzně transkribované mRNA 

nebo miRNA). Veškeré qPCR analýzy byly provedeny na zařízení QuantStudio™ 6 Flex Real-

Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s předem definovanými teplotními 

cykly. Po počáteční denaturaci při 95 °C po dobu 2 minut následovalo 40 cyklů zahrnujících 

denaturaci při 95 °C po dobu 15 sekund a amplifikaci při 60 °C po dobu 20 sekund.  

Všechny primery byly syntetizovány společností Generi Biotech (Hradec Králové, 

Česká republika) a jejich seznam je uveden v příslušných publikacích, přičemž účinnost každé 

dvojice primerů byla experimentálně ověřena dle dříve stanovené metody (Matoušková et al. 

2014). Pro posouzení specificity qPCR reakce a detekci potenciálních dimerů primerů byl 

použit disociační protokol zahrnující postupný pokles teploty o 0,5 °C každých 30 sekund 

v rozmezí od 95 °C do 60 °C. Genově specifická amplifikace byla ověřena přítomností jediného 

píku při analýze křivky tání. 

Fluorescenční data byla získána na konci každého amplifikačním cyklu a relativní 

exprese mRNA/miRNA byla vypočítána pomocí metody 2-ΔΔCt (Livak and Schmittgen 2001). 

Pro normalizaci exprese mRNA byly po ověření jejich stability použity referenční geny Gapdh 

(glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza) a Rplp0 (ribosomální protein P0) a pro normalizaci 

exprese miRNA byly použity referenční miR-93-5p, respektive miR-16. 
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4.5 Western blot 

Přibližně 100 mg jaterní tkáně v 300 µL lyzačního pufru bylo homogenizováno pomocí 

přístroje Bullet Blender (Next Advance, Inc., Averill Park, NY, USA) a následně sonikováno 

v ultrazvukové lázni po dobu 1 minuty. Koncentrace proteinů v jednotlivých supernatantech 

byla stanovena pomocí metody s bicinchoninovou kyselinou (BCA) podle protokolu výrobce 

(Sigma Aldrich, Praha, Česká republika). Do jamek gradientových gelů (4–15%, Criterion™ 

TGX™; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) bylo naneseno 20 µg proteinů, které byly následně 

separovány gelovou elektroforézou a přeneseny na nitrocelulózové membrány pomocí systému 

Criterion™ blotter (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Membrány byly blokovány přes noc v 5% 

sušeném odstředěném mléce a inkubovány s primárními a sekundárními protilátkami po dobu 

1 hodiny při pokojové teplotě. Seznam všech protilátek a jejich ředění je uveden v příslušných 

publikacích. Detekce proteinů byla provedena pomocí chemiluminiscenční soupravy (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, UK) a vizualizace i analýza intenzity signálů byly provedeny 

pomocí přístroje Alliance Q9 Advanced Chemiluminescence Imager (Uvitec, Cambridge, UK). 

Relativní proteinová exprese byla normalizována ke kontrolnímu proteinu β-aktinu (ACTB), 

respektive k GAPDH (pro COL1A1). 

 

4.6 Příprava subcelulárních frakcí 

Jaterní tkáň byla zvážena a homogenizována v ledovém 0,1 M fosfátovém pufru 

(pH 7,4) v poměru 1:6 pomocí homogenizátoru Potter-Elvehjem (bbi-biotech, Berlín, 

Německo) a sonikována se zařízením Sonopuls (Bandelin, Berlín, Německo). Po centrifugaci 

při 20 000×g a 4 °C po dobu 65 minut byl získán supernatant a koncentrace proteinů byla určena 

metodou BCA dle protokolu výrobce (Sigma Aldrich, Praha, Česká republika). Supernatant byl 

uchován při -80 °C do dalších analýz. 

 

4.7 Stanovení aktivit enzymů 

Specifická aktivita vybraných enzymů byla stanovena spektrofotometricky pomocí 

multimodálních čteček Tecan Infinite M200PRO nebo SPARK® (Tecan Group, Männedorf, 

Švýcarsko). Ředění vzorků bylo zvoleno v rámci lineární fáze reakce a koncentrace 

organických rozpouštědel v konečné reakční směsi nepřesahovala 1 % (v/v). Pro kvantifikaci 

katalytických aktivit enzymů byla data normalizována na miligram proteinu. 

Specifická aktivita SOD1 byla stanovena pomocí SOD Determination Kit-WST kitu dle 

pokynů výrobce (Sigma Aldrich, Praha, Česká republika). Pro určení specifické aktivity CAT 

byla použita mírně modifikovaná metoda založená na reakci molybdenanu amonného s H2O2 
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(Góth 1991). Specifická aktivita GR byla stanovena s využitím GSSG jako substrátu 

(Mannervik 2001) a pro stanovení specifické aktivity GPx byl použit t-butylhydroperoxid 

(Handy et al. 2009). Specifická aktivita GST byla stanovena mírně modifikovanou 

kolorimetrickou metodou s použitím GSH a 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) jako 

elektrofilního substrátu (Habig and Jakoby 1981). K měření specifické aktivity CYP1A1/2 byla 

využita fluorescence resorufinu vzniklého v reakci katalyzované tímto enzymem (Kobayashi et 

al. 2002). Specifické aktivity karbonyl-redukujících enzymů (AKR1C a CBR1) byly stanoveny 

podle již publikovaných metod (Maté et al. 2008; Ohara et al. 1995) s využitím acenaftenolu, 

respektive menadionu jako substrátu. Nárůst absorbance redukovaného cytochromu c sloužil 

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

 

4.8 Transfekce buněčných kultur a izolace RNA 

Buněčné linie lidského adenokarcinomu tlustého střeva (SW480) a lidských 

embryonálních ledvinových buněk (HEK293) byly získány od společnosti ATCC (dodavatel 

pro Českou republiku: LGC Standards, Kielpin, Polsko). Buněčná linie SW480 byla 

kultivována v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) s vysokým obsahem glukózy, doplněného o 10 % fetálního bovinního 

séra (FBS), 1 % pufrovacího činidla HEPES (kyselina N'-2-hydroxyetylpiperazin-N'-2 

etansulfonová), 1 % pyruvátu a 1 % penicilinu/streptomycinu (PEN/STREP). Buněčná linie 

HEK293 byla kultivována v médiu EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), doplněného o 10 % FBS a 1 % PEN/STREP. Buňky byly 

pasážovány každé tři dny.  

Následně bylo do 12jamkových destiček nasazeno 2,5 × 10⁴ buněk/cm² v příslušném 

růstovém médiu, přičemž následující den (30–60 minut před vlastní transfekcí) bylo růstové 

médium vyměněno. Buňky byly transfekovány miRNA mimics, negativní kontrolou scrambled 

miRNA nebo pozitivní kontrolou miR-140-3p v koncentraci 15 nM s použitím transfekčního 

činidla Lipofectamin 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Inkubace (10 minut při pokojové 

teplotě) transfekčního činidla a jednotlivých miRNA naředěných v bezsérovém médiu Opti-

MEM (Gibco, Inchinnan, Skotsko) umožnila vznik transfekčních komplexů, které byly 

následně po kapkách přidány k buňkám. Po 24hodinové inkubaci byly buňky dvakrát promyty 

ledovým fosfátem pufrovaným fyziologickým roztokem (PBS), odebrány do TriReagentu 

(Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) a skladovány při -80 °C. 

Z buněčných linií byla celková RNA izolována pomocí Direct-zol RNA Miniprep kitu 

dle protokolu výrobce (Zymo Research, Praha, Česká republika). Koncentrace a čistota RNA 

byly stanoveny pomocí spektrofotometru NanoDrop ND-1000 UV-Vis (Thermo Scientific, 
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Waltham, MA, USA). Další postup zpracování a analýzy vzorků byl stejný, jako je popsáno 

v kapitolách 4.3 a 4.4. 

 

4.9 Luciferázový reportérový test 

Za účelem vytvoření pmir-GPx7-wt plazmidu byla 3´ UTR oblast GPx7 amplifikována 

pomocí h_gpx7_3U primerů (Forward primer: 5´-ATGCTCGAGCCACCGCGTCTC-3´, 

Reverse primer: 5´-GGACGTCTAGAGGATACTTTCAT-3´) a klonována do pmirGLO Dual-

Luciferase miRNA Target Expression vektoru (Promega, Madison, WI, USA). Mutované 

plazmidy byly vytvořeny náhradou nukleotidů v předpokládaných cílových místech pro vazbu 

jednotlivých miRNA pomocí Pfu mutageneze. Selekce mutantů byla provedena štěpením 

restrikčních míst ve vytvořených mutovaných oblastech enzymem NdeI. Pro ověření sekvence 

plazmidů u firmy Eurofins Genomics (Ebersberg, Německo) musely být plazmidy očištěny 

pomocí ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep kitu dle protokolu výrobce (Zymo Research, Irvine, 

CA, USA).  

Pro vlastní luciferázový reportérový test byly buňky SW480 a HEK293 nasazeny 

do 24jamkových destiček v množství 2,5 × 10⁴ buněk/cm² v odpovídajícím růstovém médiu. 

Následující den došlo ke transfekci buněk pmir-GPx7-wt nebo mutantním plazmidem 

v množství 0,5 µg spolu s 7,5 nmol příslušné miRNA mimic nebo scrambled miRNA (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ve směsi s Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) a transfekčním činidlem Lipofectamin 3000. Po 24 hodinách byla měřena 

luciferázová aktivita dle Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI, 

USA), přičemž výsledná luminiscence byla měřena pomocí multimodální čtečky Infinite 

M200PRO (Tecan Group, Männedorf, Švýcarsko). 

 

4.10 Statistická analýza 

Statistická analýza v in vivo studii byla provedena pomocí softwaru GraphPad Prism 

verze 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Výsledky genové exprese jsou založeny 

na šesti nezávislých jaterních vzorcích v každé skupině s technickým duplikátem každého 

vzorku. Výsledky proteinové exprese jsou založeny na šesti nezávislých jaterních vzorcích 

v každé skupině a výsledky katalytických aktivit odpovídají třem nezávislým experimentům 

s technickými duplikáty až tetraplikáty každého vzorku. Průměrná hodnota kontrolní skupiny 

(C STD) byla definována jako 1, respektive 100 % v případě katalytických aktivit. Data jsou 

vyjádřena jako průměr ± směrodatná odchylka (SD). Rozdíly mezi skupinami byly analyzovány 

pomocí one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem a hodnoty P ˂  0,05 byly považovány 

za statisticky významné. 



 

46 

 

Data získaná v in vitro studii byla vyjádřena jako průměr ± standardní chyba průměru 

(SEM) tří až čtyř biologických replikátů každého vzorku, přičemž normalita rozdělení dat byla 

ověřena pomocí Shapiro-Wilkova testu normality (alfa = 0,05). Pro relativní genovou expresi 

byla průměrná hodnota kontrolní skupiny definována jako 1 a statistické srovnání skupin bylo 

provedeno pomocí nepárového Studentova t-testu. One-way ANOVA s Holm-Šidákovým 

testem vícenásobných porovnání byla použita k vyhodnocení luciferázového reportérového 

testu. Všechny statistické testy byly provedeny v softwaru GraphPad Prism verze 8.4.3 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) a rozdíly byly považovány za statisticky významné 

při hodnotě P ˂ 0,05. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Antioxidační systém a jeho změny vyvolané MASLD 

Oxidační stres, klíčový patofyziologický mechanismus v rozvoji a progresi MASLD, je 

charakterizován nerovnováhou mezi vysokými hladinami ROS/RNS a nedostatečnou funkcí 

antioxidačního systému (Halliwell 2014). V játrech vyvolává oxidační stres chronické 

poškození lipidového metabolismu, buněčnou lipotoxicitu, mitochondriální dysfunkci a stres 

ER. Tento proces je dále doprovázen změnami v enzymových a neenzymových antioxidačních 

obranných mechanismech. Proto byla provedena literární rešerše zaměřená na komplexní 

přehled změn katalytických aktivit a expresí hlavních antioxidačních enzymů (SOD, CAT, 

GPx, GST, GR, NQO1) a hladin neenzymového antioxidantu GSH indukovaných MASLD. 

Přehled všech dostupných dat z provedených klinických i experimentálních studií však 

ukázal, že v důsledku použití odlišných modelů (pacienti v různých fázích nemoci, odlišné 

živočišné druhy a kmeny zvířat krmené různými typy diet či různé buněčné modely s použitím 

několika odlišných látek pro indukci steatózy) jsou získané výsledky týkající se změn 

v expresi/aktivitě jednotlivých antioxidačních enzymů v rámci MASLD značně nekonzistentní. 

I přes značnou heterogenitu výsledků lze obecně říct, že v důsledku zvýšené produkce 

ROS/RNS se v počátcích onemocnění v rámci ochrany organismu exprese/aktivita 

antioxidačních enzymů zvyšuje, zatímco v důsledku výrazného poškození jaterních buněk 

v pokročilejších stádiích nemoci se exprese/aktivita antioxidačních enzymů snižuje, což 

následně zhoršuje poškození jater a prohlubuje oxidační stres. Kromě toho vyvolávají změny 

v expresi/aktivitě jednoho antioxidačního enzymu kompenzační změny v ostatních 

antioxidačních enzymech, což jasně poukazuje na jejich důležitost v rozvoji MASLD a také 

na jejich potenciální terapeutické využití k omezení progrese tohoto onemocnění.  

 

5.2 Srovnání vývoje a progrese MASLD a jejího vlivu na detoxikační 

enzymy a epigenetické regulátory v játrech tří myších in vivo modelových 

systémů  

Porozumění mechanismům, které spouštějí signální dráhy vedoucí k rozvoji steatózy, 

zánětu, apoptózy a fibrózy, je nezbytné pro pochopení komplexní a multifaktoriální patogeneze 

a následné progrese MASLD. Tato nemoc způsobuje změny nejen v antioxidačním obranném 

systému jater, ale i v metabolismu lipidů a léčiv, což má za následek zhoršený celkový stav 

jater a clearance léčiv. Pro srovnání vývoje a progrese MASLD byly v této in vivo studii použity 

4 skupiny myší: 1) kontrolní myši krmené STD, 2) kontrolní myši krmené FFC dietou, 3) myši 

se subkutánně aplikovaným MSG krmené STD a 4) MSG myši krmené FFC dietou. 
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Po ukončení experimentu v 7 měsících věku myší byly charakterizovány a porovnány změny 

v hmotnosti, biochemických parametrech, histologii jater, expresi a aktivitě detoxikačních 

enzymů, epigenetické regulaci a expresi genů zapojených do metabolismu lipidů. 

 

5.2.1 Tělesná hmotnost, hmotnost jater a biochemické parametry 

Na konci experimentu byla u myší ve skupinách C FFC a MSG FFC zaznamenána 

významně vyšší tělesná hmotnost i hmotnost jater ve srovnání s jejich příslušnými kontrolními 

skupinami. Ve skupině MSG STD nebyly pozorovány žádné změny tělesné hmotnosti ani 

hmotnosti jater ve srovnání s kontrolní skupinou C STD (Obrázek 3). 

 

Vyšetření biochemických parametrů neprokázalo žádné statisticky významné rozdíly 

v plazmatických hladinách glukózy, aspartátaminotransferázy (AST), TAG, volných mastných 

kyselin a inzulinu mezi skupinami. Naopak, hladiny cholesterolu a koncentrace leptinu 

v plazmě byly zvýšené ve všech experimentálních skupinách myší ve srovnání s odpovídajícími 

kontrolními skupinami (data jsou uvedena v příslušné publikaci).  

 

5.2.2 Histologie jater 

Histologické vyšetření jaterních vzorků odhalilo výraznou steatózu v játrech obou 

skupin myší krmených FFC dietou ve srovnání s jejich příslušnými kontrolami, což bylo 

dokázáno masivní akumulací tukových kapének v jaterní tkáni (Obrázek 4B a D). Rozsáhlá 

Obrázek 3 Analýza tělesné hmotnosti (A) a hmotnosti jater (B) u myších modelů MASLD na konci 

experimentu. Výsledky jsou prezentovány jako průměr ± SD (n=6). Statistická analýza byla provedena 

pomocí one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty P byly definovány jako * (P < 0,05) 

a **** (P < 0,0001) ve srovnání se skupinou C STD, respektive jako ## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001) 

ve srovnání se skupinou MSG STD.  
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steatóza byla zaznamenána také ve skupině MSG STD ve srovnání s kontrolní skupinou C STD 

(Obrázek 4C). Balonování hepatocytů, klíčový histologický znak MASH, bylo pozorováno 

u obou skupin myší krmených FFC dietou (Obrázek 4F a G). 

   

Obrázek 4 Histologické vyšetření jaterních řezů barvených hematoxylinem a eosinem a kvantifikace 

jaterní steatózy. U skupiny C STD byla pozorována normální jaterní tkáň bez infiltrace tukovými 

kapénkami (A), zatímco u skupiny C FFC byla pozorována jak mírná infiltrace tukovými kapénkami 

způsobující makrovezikulární steatózu jater (B), tak balonování hepatocytů (F). Rozsáhlá infiltrace 

tukovými kapénkami způsobující mikrovezikulární steatózu jater byla pozorována u MSG STD myší (C), 

zatímco játra MSG FFC myší vykazovala jak velmi rozsáhlou infiltraci tukovými kapénkami způsobující 

kombinaci makro- a mikrovezikulární steatózy (D), tak balonování hepatocytů (G). Mikrofotografie jsou 

zobrazeny při zvětšení 200× a měřítku 200 µm (pro obrázky F a G bylo měřítko 100 µm). Kvantifikace 

jaterní steatózy je vyjádřena jako % tukových kapének (E). Výsledky jsou prezentovány jako 

průměr ± SD (n=6), s hodnotou 100 % pro skupinu C STD. Statistická analýza byla provedena pomocí 

one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty významnosti P byly definovány jako 

** (P < 0,01) a *** (P < 0,001).  
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Jaterní fibróza byla detekována ve skupině MSG FFC ve srovnání se skupinou 

MSG STD, skupina C FFC však nevykazovala přítomnost jaterní fibrózy ve srovnání 

se skupinou C STD (Obrázek 5A-E). Analýza exprese COL1A1 pomocí metody Western blot 

odhalila zvýšenou depozici kolagenní matrix v játrech MSG myší krmených STD dietou i 

v obou skupinách myší krmených FFC dietou (Obrázek 5F a G). 

Obrázek 5 Histologické vyšetření jaterních řezů barvených Picrosirius Red a produkce COL1A1 

v játrech. Normální depozice kolagenních vláken byla pozorována u skupin C STD (A), C FFC (B) a 

MSG STD (C), zatímco skupina MSG FFC (D) vykazovala zvýšenou akumulaci kolagenních vláken 

v jaterní tkáni. Mikrofotografie jsou zobrazeny při zvětšení 200×. Kvantifikace jaterní fibrózy je 

vyjádřena jako % kolagenu v játrech (E). Výsledky jsou prezentovány jako průměr ± SD (n=6), 

s hodnotou 100 % pro skupinu C STD. Statistická analýza byla provedena pomocí one-way ANOVA 

s Bonferroniho post-hoc testem. Reprezentativní snímky Western blot analýzy COL1A1 (F) s relativní 

kvantifikací proteinové exprese COL1A1 (G), kde jsou výsledky prezentovány jako průměr ± SEM (n=6), 

s hodnotou 100 % pro skupinu C STD. Statistická analýza byla provedena s použitím one-way ANOVA 

s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnota významnosti P byla definována jako * (P < 0,05) ve srovnání 

se skupinou C STD, respektive jako # (P < 0,05) ve srovnání se skupinou MSG STD. 
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5.2.3 Změny antioxidačních enzymů 

Výsledky studie, která zkoumala vliv MASLD na genovou expresi, proteinovou expresi 

a katalytickou aktivitu vybraných antioxidačních enzymů v jaterní tkáni myší, ukázaly, 

že klíčové antioxidační enzymy SOD1 a CAT nevykazovaly žádné změny na úrovni mRNA a 

proteinu (podrobnosti jsou uvedeny v příslušné publikaci). Významné změny byly však 

pozorovány ve specifických aktivitách těchto enzymů, jelikož byla pozorována výrazně vyšší 

specifická aktivita jak SOD1, tak CAT u obou skupin myší krmených FFC dietou v porovnání 

s příslušnými kontrolními skupinami (Obrázek 6A a B).  

 

Genová (Obrázek 7A) i proteinová (Obrázek 7B a C) exprese izoformy GPx7 byla 

zvýšena v jaterní tkáni MSG FFC myší ve srovnání s MSG STD skupinou. Izoforma GPx4 

vykazovala výrazné zvýšení pouze na proteinové úrovni, a to konkrétně u skupiny MSG STD 

ve srovnání s kontrolní skupinou C STD (Obrázek 7B a C). Celková enzymová aktivita GPx 

byla značně zvýšena v játrech C FFC a MSG STD myší ve srovnání s C STD skupinou 

(Obrázek 7D). Snížení celkové enzymové aktivity GST v játrech MSG STD myší (Obrázek 

7D) by mohlo být způsobeno sníženou mRNA i proteinovou expresí izoformy GSTP (Obrázek 

7A, B a C) u této skupiny myší. 

  

Obrázek 6 Specifická aktivita superoxiddismutázy (A) a katalázy (B) v játrech myších modelů MASLD. 

Statistická analýza byla provedena pomocí one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty 

P byly definovány jako * (P < 0,05) a *** (P < 0,001) ve srovnání se skupinou C STD, respektive jako 

## (P < 0,01) ve srovnání se skupinou MSG STD. 
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5.2.4 Změny biotransformačních enzymů 

Vliv MASLD na biotransformační enzymy vykazoval komplexní a heterogenní 

charakter, jelikož studie odhalila různé změny na úrovni mRNA (Obrázek 8A), proteinové 

exprese (Obrázek 8B a C) i specifických aktivit (Obrázek 8D) těchto enzymů. V játrech 

C FFC myší došlo k výraznému zvýšení jak genové, tak proteinové exprese biotransformačního 

enzymu CYP1A1/2, avšak jeho specifická aktivita zůstala nezměněna. Naopak u MSG STD 

myší byla pozorována snížená mRNA exprese a snížená specifická aktivita CYP1A1/2 

v porovnání s kontrolní skupinou C STD. Podobné výsledky byly pozorovány i u enzymu 

AKR1C1, jelikož jeho genová i proteinová exprese byla významně zvýšena v játrech C FFC a 

MSG STD myší, avšak jeho specifická aktivita u obou skupin zůstala nezměněna. Naopak 

u MSG FFC myší byla pozorována jak snížená proteinová exprese, tak snížená specifická 

aktivita enzymu AKR1C1 ve srovnání se skupinou MSG STD. Největší rozdíly byly 

zaznamenány u enzymu CBR1, kde byla ve skupině MSG STD detekována zvýšená proteinová 

exprese, avšak specifická aktivita tohoto enzymu zůstala u těchto myší nezměněna. Podobný 

trend byl také pozorován u skupiny MSG FFC, která vykazovala sníženou proteinovou expresi, 

ale zvýšenou aktivitu CBR1. U enzymu NQO1 byla ve skupině MSG STD pozorována třikrát 

vyšší aktivita ve srovnání s kontrolní skupinou C STD, přičemž FFC dieta tuto aktivitu dále 

zvyšovala. Na úrovni mRNA a proteinové exprese však nebyly zaznamenány žádné statisticky 

významné změny. 

Rozdíly pozorované mezi úrovněmi genové exprese, proteinové exprese a enzymatické 

aktivity naznačují přítomnost posttranskripčních a posttranslačních modifikací nebo jiných 

regulačních mechanismů, které mohou ovlivňovat funkční kapacitu enzymu nezávisle 

na změnách v jeho expresi (Borchi et al. 2010).  

  

Obrázek 7 Exprese a celková aktivita glutationperoxidázy a glutation-S-transferázy v játrech myších 

modelů MASLD. Relativní kvantifikace mRNA exprese Gpx4, Gpx7, Gstm1, Gstm3 a Gstp1 (A). 

Relativní proteinová exprese GPx4, GPx7, GSTM a GSTP (B) je zobrazena společně s reprezentativními 

snímky z Western blot analýzy těchto proteinů (C). Relativní kvantifikace celkové katalytické aktivity 

GPx a GST (D). Statistické analýzy byly provedeny pomocí one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc 

testem. Hodnoty významnosti P byly definovány jako * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P < 0,001) a 

**** (P < 0,0001)  ve srovnání se skupinou C STD, respektive jako ## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001) 

ve srovnání se skupinou MSG STD. 
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5.2.5 Změny v epigenetické regulaci  

Výsledky studie, zaměřené na expresi epigenetických regulátorů miRNA, ukázaly 

výrazně změněný expresní profil těchto molekul především v játrech MSG STD myší. U těchto 

myší byly zaznamenány výrazně zvýšené hladiny miR-29b-3p, miR-152-5p, miR-200a-3p a 

miR-200b-3p, a naopak snížené hladiny miR-16-5p, miR-21a-5p, miR-33a-5p a miR-122-3p 

ve srovnání s kontrolní skupinou C STD. Skupina MSG FFC vykazovala výrazné zvýšení 

exprese dvou miRNA, konkrétně miR-29b-3p a miR-200b-3p, ve srovnání se skupinou 

MSG STD. U C FFC myší byly zaznamenány zvýšené hladiny miR-33a-5p a miR-200b-3p 

ve srovnání s kontrolní skupinou C STD. Hladiny miR-122-5p, miR-221-3p, miR-335-5p a 

miR-451a zůstaly nezměněny ve všech experimentálních skupinách (Obrázek 9). 

  

Obrázek 8 Exprese a specifická aktivita vybraných biotransformačních enzymů v játrech myších 

modelů MASLD. Relativní kvantifikace mRNA exprese Cyp1a1/2, Akr1c6, Akr1c20, Cbr1 a Nqo1 (A). 

Relativní proteinová exprese CYP1A1/2, AKR1C1, CBR1 a NQO1 (B) je zobrazena společně 

s reprezentativními snímky z Western blot analýzy těchto proteinů (C). Relativní kvantifikace specifické 

aktivity CYP1A1/2, AKR1C1, CBR1 a NQO1 (D). Statistické analýzy byly provedeny pomocí one-way 

ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hodnoty významnosti P byly definovány jako * (P < 0,05), 

** (P < 0,01), *** (P < 0,001) a **** (P < 0,0001) ve srovnání se skupinou C STD, respektive jako 

# (P < 0,05), ## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001) ve srovnání se skupinou MSG STD. 
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Navzdory předpokladům, že konzumace HFD může ovlivnit metylaci DNA a 

modifikaci histonů, naše studie neodhalila výrazné změny v genové expresi enzymů zapojených 

do těchto epigenetických regulačních procesů (Obrázek 10). Výsledky ukázaly pouze mírné 

zvýšení exprese Dnmt3a v játrech MSG FFC myší ve srovnání s MSG STD skupinou. Dále 

byla v této studii analyzována mRNA exprese devíti jaterních HDAC. Ve srovnání s příslušnou 

kontrolní skupinou byla genová exprese Hdac2 zvýšena v játrech MSG STD myší, zatímco 

játra MSG FFC myší vykazovala sníženou expresi tohoto enzymu. Hladiny ostatních HDAC, 

zahrnující Hdac1, Hdac3, Hdac5, Hdac6, Hdac11, Sirt1, Sirt2 a Sirt3, zůstaly nezměněny. 

U enzymů ze skupiny HAT nebyly zaznamenány žádné změny v genové expresi. Pozorované 

změny v expresi mRNA byly většinou menšího rozsahu a pravděpodobně by neměly významný 

biologický dopad. 

 

 

Obrázek 9 Exprese miRNA v játrech myších modelů MASLD. Relativní exprese miRNA byla 

normalizována k miR-93-5p a vypočítána pomocí metody 2-ΔΔCt. Výsledky jsou prezentovány jako průměr 

± SD (n=6), přičemž hodnota skupiny C STD byla nastavena na 1. Statistická analýza byla provedena 

pomocí one-way ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem. Hladiny významnosti P byly definovány jako 

* (P < 0,05), ** (P < 0,01) a **** (P < 0,0001) ve srovnání se skupinou C STD, respektive jako 

## (P < 0,01) a #### (P < 0,0001) ve srovnání se skupinou MSG STD. 
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5.2.6 Změny lipidového metabolismu 

Analýza genů zapojených do lipidového metabolismu (Tabulka 3) odhalila významné 

zvýšení exprese mRNA transkripčního faktoru klíčového pro rozvoj jaterní steatózy Pparγ a 

genů zapojených do de novo lipogeneze Acaca a Scd2 v játrech MSG FFC myší v porovnání 

s MSG STD skupinou. V porovnání s kontrolní skupinou C STD byla u MSG STD myší 

zaznamenána významně zvýšená genová exprese transkripčního faktoru Srebf2, naopak 

exprese mitochondriální glycerol-3-fosfátacyltransferázy (Gpam), podílející se na syntéze 

fosfolipidů, byla v této skupině myší výrazně snížena. Exprese transkripčního faktoru Srebp2 

byla u obou skupin myší krmených FFC dietou výrazně snížena, nicméně exprese regulátoru 

růstu tukových kapének Cidec byla u těchto skupin naopak významně zvýšena. Tyto výsledky 

naznačují, že v játrech použitých in vivo modelů MASLD probíhá ve zvýšené míře de novo 

Obrázek 10 Exprese mRNA epigenetických regulačních enzymů v játrech myších modelů MASLD. 

Relativní mRNA exprese byla normalizována na geometrický průměr referenčních genů (Gapdh a 

Rplp0) a vypočtena pomocí metody 2-ΔΔCt. Výsledky jsou prezentovány jako průměr ± SD (n=6), 

s hodnotou 1 pro skupinu C STD. Statistická analýza byla provedena pomocí one-way ANOVA 

s Bonferroniho post-hoc testem. Hladiny významnosti P byly definovány jako * (P < 0,05) v porovnání 

se skupinou C STD, respektive jako # (P < 0,05) v porovnání se skupinou MSG STD. 
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lipogeneze, která bude alespoň částečně zodpovědná za pozorované histologické změny a 

zvýšenou koncentraci TAG v jaterní tkáni. 

 

Tabulka 3 Analýza exprese vybraných genů zapojených do metabolismu lipidů. 

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  4.23 ± 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  1.38 ± 1.16  

Scd1  1.00 ± 0.47  3.92 ± 2.74  3.45 ± 1.53  6.56 ± 3.93  

Scd2  1.00 ± 0.55  1.30 ± 0.40  0.72 ± 0.12  2.69 ± 0.83####  

Srebf2  1.00 ± 0.17  0.55 ± 0.13**  1.68 ± 0.26××××  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  4.51 ± 1.83**  0.82 ± 0.52  6.27 ± 3.00###  

Relativní mRNA exprese byla normalizována na geometrický průměr referenčních genů (Gapdh a 

Rplp0) a vypočtena pomocí metody 2-ΔΔCt. Výsledky jsou prezentovány jako průměr ± SD (n=6), 

s hodnotou 1 pro skupinu C STD. Statistická analýza byla provedena pomocí one-way ANOVA 

s Bonferroniho post-hoc testem. Hladiny významnosti P byly definovány jako ** (P < 0,01) 

pro porovnání C FFC skupiny s C STD skupinou, respektive jako ## (P < 0,01), ### (P < 0,001) a 

#### (P < 0,0001) pro porovnání MSG FFC skupiny s MSG STD skupinou a jako ×××× (P < 0,0001) 

pro porovnání MSG STD skupiny s C STD skupinou. 
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5.3 Regulace exprese GPx7 prostřednictvím miRNA 

Jelikož GPx7 působí jako senzor/přenašeč intracelulárního stresu a hraje důležitou roli 

v diferenciaci adipocytů a prevenci patologií souvisejících s obezitou, bylo cílem této studie 

detailně prozkoumat molekuly miRNA jako potenciální regulátory ovlivňující její expresi.  

 

5.3.1 Vliv vybraných miRNA mimics na expresi GPx7  

Na základě bioinformatické analýzy, predikující vazebnou komplementaritu, bylo 

identifikováno několik miRNA spojených s oxidačním stresem a obezitou, které by mohly 

interagovat s GPx7. Vliv na expresi GPx7 byl následně zkoumán u miR-29b-3p, miR-137 a 

miR-335-5p. Jako pozitivní kontrola byla použita miR-140-3p. 

Transfekce vybraných miRNA mimics do buněčných linií HEK293 a SW480 odhalila, 

že miR-29b-3p významně snížila expresi GPx7 pouze v buňkách SW480, zatímco miR-137 

významně snížila expresi GPx7 v obou buněčných liniích. Pozitivní kontrola miR-140-3p, 

testovaná pouze v buňkách HEK293, způsobila výrazné snížení exprese GPx7, zatímco 

miR-335-5p neměla na expresi GPx7 v obou buněčných liniích žádný vliv (Obrázek 11A a B).  

 

  

Obrázek 11 mRNA exprese GPx7 po transfekci miRNA mimics v buněčných liniích HEK293 (A) a 

SW480 (B). NC = negativní kontrola transfekovaná scrambled miRNA, n.a. = neanalyzováno. Hladina 

významnosti P byla definována jako * (P < 0,05) ve srovnání s NC. 
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Účinnost transfekce miRNA mimics byla potvrzena qPCR metodou s použitím 

specificky navržených primerů pro detekci jednotlivých miRNA. Výsledky ukázaly významné 

zvýšení hladin všech transfekovaných miRNA u buněčné linie HEK293 (Obrázek 12A) i 

SW480 (Obrázek 12B) s výjimkou miR-140-3p, jejíž hladina po transfekci zůstala u buněčné 

linie HEK293 nezměněna. 

 

5.3.2 Interakce vybraných miRNA s 3´ UTR oblastí genu GPx7 

Přestože bioinformatická analýza dokáže na základě sekvenční komplementarity 

predikovat potenciální interakci mezi miRNA a jejím cílovým genem, musí být tyto predikce 

experimentálně potvrzeny, jelikož vliv miRNA není řízen pouze sekvenční komplementaritou, 

ale může být ovlivněn i dalšími faktory (například prostorovou strukturou RNA).  

K tomuto ověření byl použit test s luciferázovým reportérovým genem, kdy 3′ UTR 

oblast genu GPx7 byla naklonována za luciferázový gen ve vektoru pmirGLO (pmir-GPx7-wt). 

Funkčnost testu byla ověřena porovnáním luminiscence mezi buňkami transfekovanými 

prázdným vektorem pmirGLO a pmir-GPx7-wt. Významně snížená luminiscence byla 

pozorována v buňkách transfekovaných pmir-GPx7-wt plazmidem, jelikož vazbou 

endogenních miRNA na 3′ UTR oblast GPx7 došlo k inhibici exprese luciferázového genu 

(Obrázek 13).  

Obrázek 12 Účinnost transfekce miRNA mimics v buněčných liniích HEK293 (A) a SW480 (B). 

Hladina každé miRNA byla normalizována na referenční miR-16. n.a. = neanalyzováno. 

* (P < 0,05) označuje významné rozdíly ve srovnání s kontrolou (transfekovanou scambled 

miRNA) normalizovanou na hodnotu 1 (reprezentováno tečkovanou čarou). 
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Mutace predikovaných vazebných míst v 3′ UTR oblasti GPx7 každé testované miRNA 

byla provedena pomocí Pfu mutageneze, přičemž primery byly manuálně navrženy tak, aby 

obsahovaly změněnou sekvenci vazebného místa miRNA a zároveň rozpoznávací místo 

pro restrikční enzym Nde I, který byl použit pro selekci mutantů. Úspěšná ligace 3′ UTR oblasti 

GPx7 do vektoru a vytvoření mutantů bylo ověřeno sekvenční analýzou. 

Následně byly buněčné linie HEK293 a SW480 kotransfekovány plazmidem pmir-

GPx7-wt nebo plazmidem obsahujícím v 3´ UTR oblasti GPx7 mutované vazebné sekvence 

pro jednotlivé miRNA, společně s příslušnými miRNA mimics nebo nespecifickou scrambled 

miRNA jako negativní kontrolou. Nejdříve byla testována miR-29b-3p (Obrázek 14B). 

V buněčné linii HEK293 bylo zaznamenáno výrazné snížení luminiscence v přítomnosti 

miR-29b-3p. Toto snížení bylo plně eliminováno při mutaci předpokládaného vazebného místa, 

což potvrdilo specifickou vazbu miR-29b-3p na predikované místo v 3′ UTR oblasti genu 

GPx7. V buňkách SW480 nebylo po navázání miR-29b-3p pozorováno snížení luminiscence, 

nicméně luminiscence v buňkách transfekovaných plazmidem s mutovaným vazebným místem 

byla signifikantně vyšší. Předpokládáme, že endogenní přítomnost miR-29b-3p v buňkách 

SW480 sama o sobě inhibuje expresi luciferázy, což vysvětluje absenci vlivu následné 

transfekce miRNA mimic na její expresi. Mutace vazebného místa následně znemožnila vazbu 

jak endogenní miR-29b-3p, tak i miRNA mimic, což vedlo ke zvýšení luminiscence. 

Obrázek 13 Ověření luciferázového reportérového testu. Relativní luminiscence buněčných 

linií HEK293 (A) a SW480 (B) transfekovaných prázdným plazmidem pmirGLO nebo 

plazmidem s 3´ UTR oblastí GPx7 (pmir-GPx7-wt). * označuje významný rozdíl (P < 0,05). 
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Ačkoli druhá testovaná miRNA, miR-137, způsobila významné snížení luminiscence v obou 

buněčných liniích, což naznačuje její vazbu na 3′ UTR oblast genu GPx7 (Obrázek 14C), 

mutace vazebného místa (pmir-GPx7-137_M1) nevedla k obnovení luminiscence na úroveň 

kontroly, jak se původně očekávalo. Další bioinformatická analýza identifikovala potenciální 

přítomnost druhého vazebného místa, nicméně ani mutace tohoto druhého vazebného místa 

neprokázala rozdíl v luminiscenci mezi pmir-GPx7-wt a mutovanou variantou (pmir-GPx7-

137_M2). Po mutaci obou vazebných míst (pmir-GPx7-137_M12) byla v buňkách SW480 

pozorována zvýšená luminiscence, blížící se úrovni kontroly, zatímco v buňkách HEK293 

zůstala luminiscence nižší, a to i v porovnání s negativní kontrolou. Je možné, že existuje další 

vazebné místo pro miR-137 v 3′ UTR oblasti GPx7, které nebylo použitými predikčními 

programy odhaleno. Ačkoli bioinformatická analýza naznačila potenciální vazbu miR-335-5p 

na 3′ UTR oblast GPx7, výsledky luciferázového reportérového testu nepotvrdily regulaci 

exprese GPx7 touto miRNA (Obrázek 14D). Kotransfekce pmir-GPx7-wt plazmidu, jakož i 

mutovaného plazmidu s miR-335-5p, nevedla k žádným signifikantním změnám luminiscence. 

Tyto výsledky naznačují, že interakce miR-335-5p s GPx7 pravděpodobně neexistuje, nebo 

není dostatečně silná na to, aby ovlivnila její expresi. 
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Obrázek 14 Luciferázový reportérový test. Předpokládané vazebné oblasti jednotlivých 

miRNA v 3´ UTR oblasti GPx7 (A). Mutovaná vazebná oblast (vyznačena červeně) a relativní 

luciferázová 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 buňkách. 

* (P < 0,05) označuje významné rozdíly ve srovnání s kontrolou kotransfekovanou 

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

Ačkoli je MASLD zpočátku asymptomatickou nemocí, představuje globální zdravotní 

hrozbu díky svému potenciálu progredovat do terminální fáze jaterního onemocnění, 

hepatocelulárního karcinomu a dalších závažných zdravotních komplikací včetně plicních a 

kardiovaskulárních onemocnění. Navíc se celosvětový výskyt MASLD zvyšuje souběžně 

s celosvětovou pandemií obezity. Odhadovaná globální prevalence tohoto onemocnění 

u dospělých jedinců s nadváhou nebo obezitou je 50,7 %, přičemž u mužů je prevalence 

významně vyšší než u žen (Liu et al. 2022). Problémem je také skutečnost, že nadváha a obezita 

u žen před těhotenstvím jsou spojeny se zvýšeným rizikem rozvoje MASLD u dětí (Querter et 

al. 2022). Je alarmující, že podle údajů Světové zdravotnické organizace mělo v roce 2022 

nadváhu 37 milionů dětí mladších 5 let a více než 390 milionů dětí a dospívajících ve věku 5 až 

19 let (WHO 2024).   

MASLD je charakterizována periferní IR a intrahepatálním oxidačním stresem, což 

vede k poškození jater buď v důsledku nadprodukce ROS/RNS a/nebo snížení hladin 

endogenních antioxidantů a funkce antioxidačních enzymů (Solano-Urrusquieta et al. 2020). 

Abychom lépe porozuměli změnám v antioxidačním obranném systému organismu vyvolaným 

MASLD, provedli jsme rozsáhlou literární rešerši. Výsledky studií, které se zabývaly 

katalytickou aktivitou či expresním profilem hlavních antioxidačních enzymů (SOD, CAT, 

GPx, GST, GR a NQO1) či stanovením množství neenzymového antioxidantu GSH ve vzorcích 

od pacientů, z experimentálních zvířecích modelů či in vitro experimentů na buněčných liniích, 

však nebyly konzistentní a značně se mezi sebou lišily. Tyto rozdíly mohou být způsobeny 

zejména rozdílnými experimentálními podmínkami, variabilitou mezi použitými modely a 

rozdílnými metodologickými přístupy. Obecně můžeme shrnout, že na začátku patogeneze 

MASLD se aktivita antioxidačního systému obvykle zvyšuje v důsledku snahy organismu 

chránit se před zvýšenou produkcí ROS/RNS. Naproti tomu v pokročilých stádiích MASLD 

dochází ke snížení aktivity antioxidačního systému v důsledku poškození jaterních a 

extrahepatálních buněk. I přes narušenou aktivitu antioxidačních enzymů v pokročilejších 

stádiích nemoci lze oxidační stres do určité míry zvládnout díky kompenzačním mechanismům. 

Tyto mechanismy umožňují, aby jeden enzym potenciálně kompenzoval sníženou aktivitu 

druhého, čímž se udržuje buněčná redoxní rovnováha. Například při snížení aktivity CAT 

v důsledku MASLD se předpokládá, že rozklad H2O2 bude kompenzován zvýšenou aktivitou 

GPx (Delli Bovi et al. 2021).  

S ohledem na tuto hypotézu jsme provedli experimentální studie zaměřené na analýzu 

změn v expresi a aktivitě antioxidačních enzymů v in vivo modelech MASLD. U myší bylo toto 

onemocnění indukováno buď krmením FFC dietou, subkutánní aplikací MSG nebo jejich 
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kombinací, s následným potvrzením vývoje a progrese nemoci prostřednictvím histologické 

analýzy. V této studii byla v játrech myší detekována zvýšená genová exprese GPx7 a 

proteinová exprese GPx4 a GPx7. Ačkoli by tato zvýšená exprese pravděpodobně mohla 

kompenzovat nezměněnou genovou a proteinovou expresi CAT, je zvýšená exprese GPx7 spíše 

přisuzována zvýšenému oxidačnímu skládání nesprávně složených proteinů v ER. Na úrovni 

katalytických aktivit, které jsou z farmakologického hlediska nejpřesnějším ukazatelem 

funkčnosti enzymů, nebyla pozorována žádná kompenzace, jelikož jak specifická aktivita CAT, 

tak celková aktivita GPx byly shodně zvýšené v játrech všech experimentálních skupin myší. 

Získané výsledky jsou v souladu se závěry klinických studií provedených na pacientech 

s MASLD v různém stadiu onemocnění (Perlemuter et al. 2005; Świderska et al. 2019), ale 

v rozporu se závěry studie sledující expresi a aktivitu těchto antioxidačních enzymů v játrech 

pacientů s MASLD/MASH (Ore and Akinloye 2019). Tyto rozpory mohou být způsobeny 

rozdílnou patofyziologií onemocnění u různých živočišných druhů, a tedy i obtížnou 

extrapolací dat. Za součást antioxidačního obranného systému lze považovat i některé izoformy 

GST, které vykazují glutationperoxidázovou aktivitu nezávislou na selenu. GST se také podílejí 

na konjugaci GSH s produkty peroxidace lipidů (4-hydroxynonenal) a s exogenními 

nenasycenými aldehydy (akrolein) (Boušová et al. 2012), přičemž snížení jejich aktivit 

by způsobilo akumulaci těchto škodlivých sloučenin a prohloubení poškození jater. V souladu 

s předchozí studií (Matoušková et al. 2015) bylo v játrech MSG STD myší pozorováno snížení 

celkové aktivity GST, což bylo přičítáno snížené mRNA i proteinové expresi izoformy GSTP. 

Bylo prokázáno, že deficit této izoformy u myší krmených HFD způsobuje glukózovou 

intoleranci zvýšením jaterní glukoneogeneze prostřednictvím aktivace c-Jun N-terminální 

kinázy (Ghosh Dastidar et al. 2018). 

 Pacienti s MASLD/MASH často trpí polymorbiditou, což vede k předepisování 

širokého spektra léků za účelem zmírnění následků onemocnění. Kromě perorálních 

antidiabetik, jako je metformin, pacienti často užívají léky na dyslipidémii (statiny) a hypertenzi 

(sartany). Dalšími běžně předepisovanými léky u těchto pacientů jsou antikoagulancia, 

inhibitory protonové pumpy a antidepresiva (Patel et al. 2017). Vzhledem k tomu, že játra jsou 

primárním orgánem pro metabolismus a eliminaci léků a pacienti s MASLD/MASH často 

vykazují vyšší sklon k nežádoucím účinkům léčiv a lékovým interakcím, zahrnovala naše 

experimentální studie také analýzu změn aktivity a exprese biotransformačních enzymů. 

Zatímco se mnoho klinických a experimentálních studií zaměřovalo na změny v expresi a/nebo 

aktivitě enzymu CYP3A4 (Cobbina and Akhlaghi 2017; Jamwal and Barlock 2020), který 

metabolizuje většinu předepisovaných léčiv, naše práce byla zaměřena na biotransformační 

enzymy, které jsou v souvislosti s MASLD studovány méně často. Zjistili jsme, že genová a 
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proteinová exprese enzymu CYP1A1/2, který se podílí na metabolismu antikoagulancií a 

antidepresiv, byla výrazně zvýšena ve skupině C FFC, zatímco skupina MSG STD vykazovala 

výrazně sníženou genovou expresi a specifickou aktivitu tohoto enzymu. Podobné výsledky 

byly zaznamenány  v in vitro studii provedené na potkanech, kde významné snížení relativní 

proteinová exprese a metabolické aktivity CYP1A1/2 ve steatotických játrech způsobilo 

výrazně pomalejší metabolismus antipsychotika klozapinu (Li et al. 2021). Rovněž primární 

lidské hepatocyty inkubované ve steatotickém médiu vykazovaly významně sníženou genovou 

expresi CYP1A1 (Rey-Bedon et al. 2022), což poukazuje na možné změny účinků léčiv 

u pacientů s MASLD. Dále jsme se zaměřili na analýzu změn jaterně specifické 

aldo-ketoreduktázy AKR1C, dehydrogenázy/reduktázy s krátkým řetězcem CBR1 a 

chinonoxidoreduktázy NQO1, přičemž nejvýraznější změny byly pozorovány ve specifických 

aktivitách CBR1 a NQO1, které byly značně zvýšeny v játrech obou skupin MSG myší. CBR1 

zprostředkovává redukční metabolismus antikoagulancia warfarinu (Boušová et al. 2015) a 

podílí se také na metabolismu antipsychotika haloperidolu (Alasmari et al. 2022). Zvýšená 

aktivita CBR1 by tudíž mohla urychlit redukci těchto léčiv na méně aktivní metabolity a snížit 

tak jejich terapeutickou účinnost. Léčba těmito látkami u pacientů se zvýšenou aktivitou CBR1 

tedy vyžaduje personalizovaný přístup zahrnující vyšší dávky nebo častější monitorování 

hladin léčiv v krvi. Na druhou stranu bylo prokázáno, že léčba haloperidolem u pacientů 

se schizofrenií může vyvolat různé vedlejší metabolické účinky včetně rozvoje MASLD (Xu 

and Zhuang 2019). Progrese MASLD je u pacientů spojena se zvýšenou aktivitou NQO1 

(Hardwick et al. 2010), což pravděpodobně souvisí s její schopností neutralizovat O2·
− v rámci 

kompenzace snížené funkce SOD (Siegel et al. 2004). Tento kompenzační mechanismus hraje 

klíčovou roli v ochraně hepatocytů před oxidačním stresem, což podtrhuje důležitost interakce 

mezi různými antioxidačními enzymy v kontextu MASLD. 

Exprese genů zapojených do antioxidační obrany a metabolismu léčiv může být 

významně ovlivněna epigenetickou regulací. Bylo prokázáno, že pacienti s MASLD vykazují 

zvýšenou expresi genu Nqo1 v důsledku jeho hypometylace, přičemž byly pozorovány rozdíly 

v hypometylovaných oblastech tohoto genu mezi pacienty s mírnou a pokročilou formou 

MASLD (Hotta et al. 2018). Také interindividuální rozdíly v expresi genu Cyp1a2 jsou 

ovlivněny rozsahem metylace promotorové oblasti tohoto genu (Ghotbi et al. 2009). Na základě 

těchto skutečností byla v naší in vivo studii provedena analýza genové exprese několika 

epigenetických enzymů včetně DNA-metyltransferáz, která neprokázala žádné významné 

rozdíly v expresi genu Dnmt1, zatímco exprese genu Dnmt3a byla značně zvýšena pouze 

ve skupině MSG FFC. Tato analýza však neposkytuje relevantní informace o rozsahu a vlivu 

metylace na změny exprese genů kódujících antioxidační a biotransformační enzymy v rámci 
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MASLD. Pro komplexnější porozumění by měla být předmětem budoucích studií detailní 

analýza specifických metylací v promotorových a regulačních oblastech těchto genů. 

V naší experimentální studii jsme zaznamenali významné změny v negativních 

regulátorech genové exprese. Oba MSG modely MASLD vykazovaly významně zvýšenou 

expresi miR-29b-3p, miR-200a-3p a miR-200b-3p. Asociace těchto miRNA s obezitou, 

prostřednictvím regulace genů zapojených do metabolismu lipidů, zánětlivých procesů a IR, je 

podpořena také pozorováním zvýšené exprese miR-200a a miR-200b v játrech potkanů 

krmených HFD (Alisi et al. 2011). Zvýšená exprese miRNA však neposkytuje dostatečné 

informace o jejich potenciální negativní regulaci genové exprese prostřednictvím vazebné 

interakce s 3' UTR oblastí příslušného transkriptu. Navzdory zvýšené expresi miR-29b-3p 

v obou skupinách MSG a predikované vazebné interakci s 3' UTR oblastí GPx7, nedošlo 

v těchto skupinách k očekávanému snížení hladin mRNA ani proteinu GPx7. Tento jev může 

být vysvětlen skutečností, že mechanismus indukce GPx7 v reakci na zvýšený ER stres a 

potřebu správného skládání proteinů v rámci MASLD převyšuje možnou negativní regulaci 

tohoto enzymu prostřednictvím miR-29b-3p. Výsledky naší in vitro studie však potvrdily 

předpokládanou regulaci GPx7 prostřednictvím miR-29b-3p v lidských buněčných modelech. 

Tato studie rovněž prokázala, že predikované interakce mezi miRNA a jejich cílovými 

transkripty je nutné experimentálně ověřit. Příkladem je bioinformaticky předpovězená 

vazebná interakce miR-335-5p s 3' UTR oblastí lidského genu pro GPx7, která však nebyla 

experimentálně potvrzena. 

Ačkoli je MASLD v současnosti intenzivně zkoumána, je zapotřebí provádět komplexní 

studie zaměřené na propojenost mechanismů podílejících se na jejím rozvoji a progresi. Pouze 

integrací různých výzkumných přístupů můžeme dosáhnout hlubšího porozumění této složité 

nemoci a přispět k vývoji efektivnějších terapeutických strategií. Pro adekvátní terapeutický 

přístup je rovněž důležitá včasná diagnóza nemoci za pomoci potenciálních neinvazivních 

diagnostických markerů. Mezi slibné markery patří miRNA, které jsou detekovatelné v krevní 

plazmě či séru a jejichž změněná exprese úzce souvisí s patogenetickými procesy MASLD. 
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7 ZÁVĚRY 

Tato disertační práce se zaměřila na změny v genové expresi, proteinové expresi a 

katalytické aktivitě antioxidačních a biotransformačních enzymů, stejně jako na změny 

v genové expresi epigenetických modulátorů v souvislosti s MASLD. Prostřednictvím 

podrobných studií byla potvrzena komplexnost a rozsáhlý vliv MASLD na celou řadu 

buněčných procesů. Hlavní poznatky této disertační práce lze shrnout do následujících bodů:  

 

• Na základě analýzy informací z dostupných literárních zdrojů jsme zpracovali 

komplexní přehled o vlivu MASLD na aktivitu a expresi antioxidačních enzymů a 

na hladinu GSH. Heterogenita výsledků, týkající se změn v expresi/aktivitě 

antioxidačních enzymů, je primárně způsobena používáním různých modelů MASLD, 

které se liší jak genetickými predispozicemi, tak nutričními a environmentálními 

podmínkami. To vede k variabilitě patofyziologických reakcí, což následně komplikuje 

přímé srovnání a interpretaci dat napříč různými studiemi. Obecně lze konstatovat, že 

v počátečních stádiích nemoci dochází ke zvýšení exprese/aktivity antioxidačních 

enzymů z důvodu ochrany organismu před zvýšenou produkcí ROS/RNS. Nicméně 

u pacientů a experimentálních modelů s rozvinutou steatohepatitidou (MASH) se 

v důsledku významného jaterního poškození exprese/aktivita těchto enzymů obvykle 

snižuje. 

 

• V játrech dietou a/nebo chemicky indukovaného myšího modelu MASLD byla 

pozorována výrazná steatóza a zvýšená exprese genů zapojených do de novo 

lipogeneze. Výsledky této studie rovněž ukázaly, že MASLD ovlivňuje expresní a 

funkční parametry klíčových detoxikačních enzymů (SOD, CAT, GPx, GST, 

CYP1A1/2, AKR1C, CBR1, NQO1) a epigenetických regulátorů (miR-29b-3p, 

miR-200a-3p, miR-200b-3p). Tato zjištění přispívají k hlubšímu porozumění 

mechanismů podílejících se na rozvoji a progresi MASLD a poskytují informace 

o potenciálních diagnostických markerech tohoto onemocnění. 
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• Luciferázový reportérový esej prokázal přímou interakci miR-29b-3p a miR-137 

s 3´ UTR oblastí GPx7 v in vitro buněčných modelových systémech. Toto zjištění bylo 

dále podpořeno zvýšenou expresí jednotlivých miRNA a současně sníženou genovou 

expresí GPx7. Bioinformatickými nástroji predikovaná hypotéza o regulaci GPx7 

prostřednictvím miR-335-5p byla vyvrácena, což poukazuje na nutnost ověřovat tyto 

predikce i experimentálně.  
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8 PODÍL AUTORKY NA PUBLIKACÍCH ZAHRNUTÝCH 

V DISERTAČNÍ PRÁCI  

Tato disertační práce obsahuje recenzované články publikované v impaktovaných 

mezinárodních vědeckých časopisech. U každé publikace je uvedena informace o impakt 

faktoru časopisu (IF), skóre vlivu článku (AIS) a kvartil časopisu (Q) v roce vydání.  

 

8.1 Publikace I 

Svobodová, G., Horní, M., Velecká, E., Boušová, I. (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. (IF2023 = 4,8 Q1; AIS2023 = 

1,104 Q1) 

• zpracování podkladů pro přípravu publikace 

• podíl na sepsání a revizi publikace 

 

8.2 Publikace II 

Svobodová, G., Šadibolová, M., Velecká, E., Mráziková, L., Vaculová, P., Matoušková, P., 

Kuneš, J., Maletínská, L., Boušová, I. (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) 

• izolace RNA z jaterní tkáně, syntéza cDNA a stanovení genové exprese 

vybraných antioxidačních enzymů, biotransformačních enzymů, 

epigenetických regulátorů a genů zapojených do metabolismu lipidů 

metodou qPCR 

• izolace proteinů z jaterní tkáně, stanovení jejich koncentrace a stanovení 

proteinové exprese vybraných antioxidačních a biotransformačních enzymů 

metodou western blot 

• příprava subcelulárních frakcí z jaterní tkáně a stanovení aktivit vybraných 

antioxidačních a biotransformačních enzymů spektrofotometrickými 

metodami 

• statistická analýza, interpretace a vizualizace dat 

• sepsání a revize publikace 

  

https://doi.org/10.1007/s00204-024-03889-x
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8.3 Publikace III 

Hanousková, B., Vávrová, G., Ambrož, M., Boušová, I., Karlsen T. A., Skálová, L., 

Matoušková, 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) 

• kultivace, nasazení a transfekce buněčné linie SW480 

• izolace RNA, syntéza cDNA a stanovení exprese mRNA/miRNA metodou 

qPCR 

• provedení luciferázového reportérového eseje 

• analýza dat 
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9 PŘEHLED VĚDECKÝCH VÝSTUPŮ 

9.1 Prezentace související s tématem disertační práce 

Ústní prezentace: 

• Vávrová, G., Šadibolová, M., Omwanghe, E. A., Ambrož, M., Boušová, I. (únor 2022). 

Effect of NAFLD on the expression of antioxidant enzymes. 12th Postgraduate and 

Postdoc Conference, Hradec Králové, Česká republika. 

• Svobodová, G., Šadibolová, M., Rychlá, N., Velecká, E., Omwanghe, E. A., Ambrož, 

M., Boušová, I. (únor 2023). Changes in the gene expression in the in vitro model of 

steatosis. 13th Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec Králové, Česká republika. 

• Svobodová, G., Šadibolová, M., Velecká, E., Mráziková, L., Maletínská, L., Boušová, 

I. (leden 2024). Changes in the expression and activities of detoxification enzymes in 

the in vivo model of NAFLD. 14th Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec 

Králové, Česká republika. 

 

Posterové prezentace: 

• Svobodová, G., Šadibolová, M., Omwanghe, E. A., Ambrož, M., Maletínská, L., 

Boušová, I. (srpen 2022). High-fat diet induces changes in activity and expression of 

drug-metabolizing enzymes in mouse liver. 27th Interdisciplinary Toxicology 

Conference, Hradec Králové, Česká republika. 

• Svobodová, G., Šadibolová, M., Velecká, E., Maletínská, L., Boušová, I. (září 2023). 

Changes in the expression and activities of detoxification enzymes in the in vivo model 
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• Pavičić, A., Zajíčková, M., Šadibolová, M., Svobodová, G., Matoušková, P., 

Szotáková, B., Langhansová, L., Maršík, P., Skálová, L. (2023). Anthelmintic activity 

of European fern extracts against Haemonchus contortus. Veterinary Research, 54(1), 

59. 

 

  



 

73 

 

9.3 Grantové projekty 

Hlavní řešitelka:  

• 2021–2023 Projekt Grantové agentury Univerzity Karlovy (GAUK) č. 240121 

s názvem „Změny v expresi a aktivitě detoxikačních enzymů při nealkoholové tukové 

chorobě jater.“ 

 

Členka výzkumného týmu:  

• 2021-2023 Projekt START/MED/065 s názvem „Novel therapeutic approaches to the 

treatment of hepatic diseases.“ 

• 2021 Projekt Grantové agentury České republiky (GAČR) č. 18-08452S s názvem 

„Anthelmintics in plants – interactions with polyphenols biosynthesis and antioxidant 

defence.“ 

• 2020 Projekt Grantové agentury České republiky (GAČR) č. 18-09946S s názvem 

„Metabolism of terpenes and mechanisms of their toxic effects in human liver.“  

 

9.4 Mezinárodní vědecké zkušenosti  

• září–listopad 2022: tříměsíční odborná stáž na Faculty of Medicine, Institute of 

Biochemistry, Friedrich-Alexander University Erlangen-Nürnberg, pod vedením prof. 

Clause Hellerbranda.  

o financováno Fondem mobility Univerzity Karlovy (FM/c/2022-1-054) 

 

9.5 Další vzdělání 

• Srpen 2022: Letní škola statistických metod, SC&C Partner s r.o., Brno, Česká 

republika (pětidenní online kurz)  

• Listopad 2021: Real-Time PCR, SEQme s.r.o., Hradec Králové, Česká republika 

(jednodenní kurz) 
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9.6 Zkušenosti s výukou  

Konzultantka pregraduálních studentů: 

• Osobová, K. (2024). Změny v epigenetické regulaci v in vivo modelu NAFLD. 

Diplomová práce. 

• Sochová, G. (2023). Exprese a aktivity antioxidačních enzymů v in vivo modelech 

nealkoholové tukové choroby jater. Diplomová práce. 

 

Výuka: 

• 2023-2024 Semináře z předmětu Xenobiochemie 

• 2020–2024 Praktická cvičení z předmětu Obecná biochemie 
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10 SEZNAM ZKRATEK 

·OH  hydroxylový radikál 

2D  dvourozměrný 

3´ UTR 3´ nepřekládaná oblast 

3D  trojrozměrný 

5-mC  5-metylcytosin 

ACACA acetyl-koenzym A-karboxyláza 

ACTB  β-aktin 

ADH  alkoholdehydrogenáza 

AKR  aldo-ketoreduktáza 

ALDH  aldehyddehydrogenáza 

Alms1  gen pro Alströmův syndrom  

ApoE  apolipoprotein E 

ARE  antioxidační responzivní elementy 

BCA  bicinchoninová kyselina 

BMI  index tělesné hmotnosti 

C FFC  kontrolní myši krmené dietou s vysokým obsahem tuku, fruktózy a cholesterolu 

C STD  kontrolní myši krmené standardní dietou 

CAT  kataláza 

CBR1  karbonylreduktáza 1 

CCl4  tetrachlormetan 

CDAA  dieta s nedostatkem cholinu s přidáním ekvimolární směsi L-aminokyselin  

cDNA  komplementární DNA 

Cidec  „cell death inducing DFFA like effector C“ 

COL1A1 kolagen typu 1 alfa 1 

COMT  katechol-O-metyltransferáza 

CpG  cytosin-fosfo-guaninový dinukleotid 

CXCL1 chemokinový ligand 1 

CYP  cytochrom P450 

db/db (fa/fa) myši (potkani) s mutací v genu pro leptinový receptor 

DEN  dietylnitrosamin 

DMEs  enzymy metabolizující léčiva 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

DNMT  DNA-metyltransferáza 

DPP4  dipeptidylpeptidáza 4 

ER  endoplazmatické retikulum 

FASN  syntáza mastných kyselin 

FBS  fetální bovinní sérum 

FFC  dieta s vysokým obsahem tuku, fruktózy a cholesterolu 

FGF  fibroblastový růstový faktor 

FMO  flavinová monooxygenáza 

foz/foz  myši se spontánní delecí 11 párů bází v genu Alms1 

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza  

GLP1  glukagonu podobný peptid 1 

GPAM  mitochondriální glycerol-3-fosfát acyltransferáza 

GPx  glutationperoxidáza 

GR  glutationreduktáza 

GSH  glutation 

GSSG  glutationdisulfid 

GST  glutation-S-transferáza 

H2O2  peroxid vodíku 
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HAT  histonacetyltransferáza 

HCC  hepatocelulární karcinom 

HDAC  histondeacetyláza 

HFD  strava s vysokým obsahem tuků 

HMGCR  3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A-reduktázy   

HO  hemoxygenáza 

IL  interleukin 

IR  inzulinová rezistence 

Keap1  „kelch-like ECH-associated protein 1“ 

Ldlr  receptor pro lipoproteinové částice s nízkou hustotou 

MAO  monoaminoxidáza 

MASH  s metabolickou dysfunkcí asociovaná steatohepatitida 

MASLD s metabolickou dysfunkcí asociovaná steatotická choroba jater 

Mc4r  receptor pro melanokortin 4 

MCD  dieta s nedostatkem metioninu a cholinu  

miRNA/miR mikroRNA 

mRNA  mediátorová ribonukleová kyselina 

MSG FFC myši se subkutánně aplikovaným glutamátem monosodným krmené dietou 

s vysokým obsahem tuku, fruktózy a cholesterolu 

MSG STD myši se subkutánně aplikovaným glutamátem monosodným krmené standardní 

dietou 

MSG  glutamát monosodný 

MT  metyltransferáza 

NAD+  nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NAFLD nealkoholová tuková choroba jater 

NAT  N-acetyltransferáza 

NF-κB  nukleární faktor kappa B 

NO·  oxid dusnatý 

NQO1  NAD(P)H:chinonoxidoreduktáza 

Nrf2  „nuclear factor erythroid 2–related factor 2“ 

O2·
−  superoxid anion radikál  

ob/ob  myši s mutací v genu pro leptin 

OGTT  orální glukózový toleranční test 

OONO− peroxynitrit 

PCLS  ultratenké jaterní řezy 

PEN/STREP penicilin/streptomycin 

PNPLA3 protein 3 obsahující fosfolipázovou doménu podobnou patatinu 

PPARs  receptory aktivované proliferátory peroxisomů 

Prx  peroxiredoxin 

qPCR  kvantitativní polymerázová řetězová reakce  

RNA  ribonukleová kyselina 

RNS  reaktivní formy dusíku 

ROS  reaktivní formy kyslíku 

Rplp0   ribozomální protein P0 

SAM  S-adenosylmetionin 

SCD  stearoyl-koenzym A-desaturáza  

SCFAs  mastné kyseliny s krátkým řetězcem 

SIRT  sirtuin 

SOD  superoxiddismutáza 

SREBP protein vázající steroly regulovaný element  

STD  standardní dieta 
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SULT  sulfotransferáza 

T2DM  diabetes mellitus 2. typu 

TAA  tioacetamid 

TAG  triacylglyceroly 

TGF-β  transformující růstový faktor beta 

TM6SF2 „transmembrane 6 superfamily member 2“ 

TNF-α  tumor nekrotizující faktor alfa 

Trx  tioredoxin 

TrxR  tioredoxinreduktáza 

TZD  tiazolidindiony 

UGT  uridindifosfát-glukuronosyltransferáza  

VLDL  lipoproteinové částice s velmi nízkou hustotou 
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