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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. SOUHRN

Regenerace jater po ¢astecné hepatektomii u potkani s nealkoholovym ztukovaténim
jater

Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD — non-alcoholic fatty liver disease) je v
soucasnosti nejcastéjSim chronickym onemocnénim jater v ekonomicky vyspélych zemich
s prevalenci kolem 30 %. Resekce jater z riznych pfi¢in je nyni béZnou soucasti klinické
praxe. Usp&iné zotaveni a obnova jaternich funkci zavisi na regeneraéni schopnosti zbytku
jater. Pribéh regenerace jater mize byt velmi vyznamné ovlivnén souc¢asnym postizenim
jater patologickym procesem vcetné NAFLD.

Cilem této prace bylo studium casné faze regenerace jater po ¢aste¢né hepatektomii
(PHX) u potkant s nutricné navozenou prostou steatdzou. Nejprve jsme zavedli model
NAFLD podavanim diety s vysokym obsahem tukii po dobu 3 resp. 6 tydnii potkanim
kmene Wistar a Sprague-Dawley. U obou kmend doSlo k rozvoji steatdzy bez znamek
zanétu, nekrozy nebo fibrotickych zmén.

V druhé casti nasi studie jsme se sledovali, zda regenerace jater po PHx je u
potkanti s NAFLD alterovana. Regeneraci jater jsme posuzovali pfedevSim ze zmén
inkorporace bromdeoxyuridinu do DNA hepatocyti. Regenerace jater postizenych prostou
steatézou navozend 2/3 PHx neni signifikantn€ ovlivnéna v porovnani s neztukovatélymi
jatry. Jedinou zménou v regenerani odpovédi, kterou jsme pozorovali u steatotickych
jater, je mozné zpozdéni nastupu proliferace v centrilobularnich zénach jaterniho acinu.

V dalsi Casti prace jsme se snazili zjistit, zda hepatocyty izolované ze ztukovatélych
jater vykazuji zménénou citlivost vic¢i oxidacnimu stresu v podminkach in vitro.
Neovlivnéné steatotické hepatocyty v podminkach in vitro v porovnani s neztukovatélymi
kontrolami vykazuji vyS$§i produkci reaktivnich forem kysliku, vyS$i stupen
lipoperoxidace, niz8i redoxni stav glutathionu a sniZenou respiraci ve stavu 3 pii pouziti
substratii komplexu I. Steatotické hepatocyty jsou zvySené citlivé k oxidaénimu poskozeni
navozenému terciarnim butylhydroperoxidem, coz podporuje Siroce uznavanou hypotézu,
ze steatdza zvysuje nachylnost hepatocytii k dalSim inzultam.



2. SUMMARY

Liver regeneration after partial hepatectomy in rats suffering from non-alcoholic
fatty liver disease

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is currently the most frequent chronic
liver disease in economically developed countries with prevalence of about 30 %. Liver
resection from different reasons is nowadays common surgical procedure. Successful
recovery and renewal of liver functions depend on regenerative capacity of liver remnant.
The course of liver regeneration could be profoundly influenced by concomitant liver
pathological processes including NAFLD.

The aim of this work has been study of early phase of liver regeneration after
partial hepatectomy (PHX) in rats with nutritionally induced simple steatosis. At the
beginning we introduced a model of NAFLD by a high-fat diet giving to Wistar or
Sprague-Dawley rats for 3 and 6 weeks, resp. This regimen induced simple steatosis
without signs of inflammation, necrosis or fibrotic changes in both strains.

In the second part of our study we followed if liver regeneration after PHx in rats
with NAFLD is altered. Liver regeneration was assessed by bromodeoxyuridin
incorporation into DNA of hepatocytes. Regeneration of liver with simple steatosis
induced by 2/3 PHx was not significantly influenced in comparison to non-steatotic liver.
The only difference in regenerative response we have observed in steatotic liver was delay
in proliferation onset in centrilobular zones of liver acinus.

In the last part of our work we tried to find out, if the hepatocytes isolated from
steatotic liver show changes in sensitivity towards oxidative stress in in vitro conditions.
Non-treated steatotic hepatocytes in vitro have higher production of reactive oxygen
species, higher degree of lipoperoxidation, lower redox level of glutathione, and decreased
state 3 respiration in presence of Complex | substrates in comparison to non-fatty control
group. Steatotic hepatocytes are more sensitive towards oxidative damage induced by tert-
butylhydroperoxid. This supports widely accepted hypothesis that steatosis increases
susceptibility of hepatocytes to other insults.



3. UvOoD

Jatra jsou, pravdépodobné v dusledku Casté expozici latkam s toxickym ucinkem,
vybavena ohromujici, evolu¢né dobfe konzervovanou schopnosti obnovit ptivodni populaci
jaternich bun€k po jejich redukci nebo poskozeni rtizné etiologie. Tato schopnost je
tradi¢né nazyvana jaterni regeneraci, i kdyz se v pravém slova smyslu o regeneraci organu
nejedna, nedochdzi Kk rekonstrukci pavodnich jaternich laloki. Na obnové funkce
i populace jaternich bun¢k se podili jak hypertrofie zbylych jaternich buné¢k, tak také
jaterni hyperplasie (Bucher 1991).

Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD - non-alcoholic fatty liver disease) je
v soucasné dobé jednim z nejcastéjSich chronickych onemocnéni jater v ekonomicky
vyspélych zemich, prevalence ¢ini u zapadni populace kolem 30 % (Bellentani et al. 2010).
Predpoklada se, a existuje pro to fada dikazii, ze NAFLD je jaternim komponentem
metabolického syndromu (Vernon et al. 2011). Jako NAFLD ozna¢ujeme stav, kdy je vice
nez 5 % hepatocytl postizeno steatozou (Brunt et al. 2011).

Resekce jater z riznych pfi¢in (primarni nebo metastatické tumory jater, §tépy jater
od zivych darct pro transplantaci, aj.) je v soucasnosti béznou soucasti klinické praxe.
Uspé&sné zotaveni a obnova jaternich funkci zavisi na regeneraéni schopnosti zbytku jater.
Pribéh regenerace jater mize byt velmi vyznamné ovlivnén soucasnym postizenim jater
patologickym procesem, pficemz vzhledem k ¢astému vyskytu NAFLD je steatotické
posSkozeni jater jednou z nejcastéjSich piicin, ktera muze negativné ovlivnit prib&h
regenerace jater po parcialni resekci nebo regeneraci steatotického $tépu po transplantaci
(Behrns et al. 1998, McCormack et al. 2007). V literatufe je popsano nékolik studii
zam¢etfenych na sledovani regenerace jater postizenych steatézou se znacné rozporuplnymi
vysledky. Nekteti dokladuji sniZzeni regeneracni odpovédi a funkéni obnovy tkédné€ u jater
postizenych NAFLD v experimentu i v klinické praxi (Vetelainen et al. 2007a, Kele et al.
2013), zatimco jini autofi nezaznamenali signifikantni postizeni regenerac¢ni odpovédi
steatotickych jater u potkand po Castecné hepatektomii (Picard et al. 2002, Sydor et al.
2013). Obdobn¢, Cho a spoluautofi tvrdi, Ze mirnad steatéza neni zasadnim rizikovym
faktorem pro ¢astecnou hepatektomii a nesnizuje regeneracni odpoved’ §tépu zivych darcii
(Cho et al. 2006). Pfi¢inou této nejednotnosti vysledkli jsou bezpochyby razné
experimentalni podminky v pokuse na zvifeti i rozdilny klinicky stav pacienti.
Vyznamnou roli jisté¢ hraje mira i zptisob navozeni jaterni steatozy, experimentalni model
indukujici regeneracni odpovéd’, piidruzené choroby a dalsi faktory. Cilem této prace bylo
studium c¢asné faze regenerace jater po cCasteCné hepatektomii u potkand s nutriéné
navozenou prostou steatdzou.



4. LITERARNI PREHLED

4.1 Regenerace jater

Ackoliv se neposkozené hepatocyty dospélého jedince déli jen vyjimeéne, na
20 000 hepatocyti v klidove Gy fazi ptipada 1 buika nachazejici se v mitotickém déleni
(Steer 1995), v odpovédi na redukcei jaterni tkané parcialni hepatektomii nebo v dusledku
toxickeho nebo viroveho postiZzeni jater dochazi k masivni proliferaci jaternich bun¢k a
nasledné obnov¢ funkéni jaterni tkan¢ (Michalopoulos and DeFrances 1997, Fausto and
Riehle 2005). V jatrech se nachazeji rizné typy bunék. Jsou to vlastni parenchymové
buiiky - hepatocyty, které tvoti asi 80 % celkové hmotnosti jater a predstavuji cca 70 %
bunécéné populace jaterni tkané. V jatrech jsou vsak také neparenchymové buiiky, mezi
které fadime endotelové builky jaternich sinusoid, endotelové bunky krevnich cév,
epitelové bunky zluCovych cest (cholangiocyty), Kupfferovy buiky, Itovy bunky
(hvézdicové bunky) a Pit buiiky (velké granularni lymfocyty) (Si-Tayeb et al. 2010).
Regenera¢ni odpovéd’ je do zna¢né miry zavisla na typu inzultu, ktery vedl k redukci
funk¢ni jaterni tkané€ a ktery nésledné indukoval reparacni procesy.

4.1.1 Zvireci modely jaterni regenerace

Studium regenerace jater u ¢lovéka vyznamné omezuji etické divody, ale také
zna¢né heterogenni etiologie jaternich lézi, které regeneraci mohou indukovat. Proto je
nezbytné studovat proces jaterni regenerace na standardizovanych experimentalnich
modelech. In vitro modely jsou vhodné pro zkoumani jednotlivych signalt v regula¢nich
drahach, napt. pro studium signalnich molekul s mitogennim u¢inkem na hepatocyty.
Vzhledem ke komplexni souhfe mezi jednotlivymi populacemi jaternich bun¢k v prub&hu
regenerace je nutné vysledky pokusia in vitro vzdy validovat v podminkach in vivo na
celém zviteti. Velka rozmanitost je 1 ve volbé pokusnych zvitat, a to od malych hlodavct
az po velké savce jako je prase. Volba pokusného zvitete zavisi piedevsim na vyzkumném
problému, ktery chceme fesit. Nejcastéji se ke studiu pouzivaji laboratorni potkani a mysi
s ohledem na finan¢ni, logistické a do urcité miry i etick¢ divody. Diky dostupnosti
geneticky modifikovanych zvifat a dobré dostupnosti velkého mnozstvi metodickych
postupil 1ze na malych laboratornich zvifatech studovat jednotlivé patogenetické procesy
podilejici se na regeneraci jater. Nicmén¢, pouzitelnost vysledkti ziskanych na malych
laboratornich zviratech u ¢lovéka je znacné diskutabilni. Velkd zvitata, jako jsou prasata,
ovce popf. psi jsou vhodna pokusna zvifata v situaci, kdy feSime otdzky dilezité pro
Klinickou praxi. Jejich $irSimu vyuziti pro studium regenerace jater brani jejich finanéni
naro¢nost, metodické limity a v neposledni fad¢ i etické problémy.

4.1.2 Toxické modely jaterni regenerace
Poskozeni jater 1ze indukovat celou fadou toxickych latek. Na rozdil od ¢astecné
hepatektomie, kdy zUstavaji zbylé hepatocyty nepoSkozené, pouzitim modelovych
hepatotoxinll lze navodit selektivni poSkozeni jater v centrilobularni nebo periportalni
oblasti, pfipadné postizeni difuzni, coz umoziiuje napodobit néktera jaterni onemocnéni.
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Uskali tohoto piistupu spo¢iva v nizsi reprodukovatelnosti a standardizaci modelu, protoze
vysledné toxické poskozeni je zavislé na fadé faktort, jako je pohlavi, v€k, zplisob podani
toxické latky, nutri¢ni stav a dalsi. Navic, hepatotoxické latky mohou piimo interferovat
s bunéénymi a molekularnimi mechanismy regenerace jater, jako je: poskozeni bunéénych
membran (vede k naru$eni interakce mezi riistovymi faktory a membranovymi receptory),
zmény v genové expresi a nasledné syntézy proteind, zanétliva reakce v odpovédi na
zvysenou tvorbu cytokint a kyslikovych radikalii nebo aktivace neparenchymovych buné¢k.
Nejcastéji se vyuzivaji tyto modelové hepatotoxiny — tetrachlormetan, D-galaktosamin,
thioacetamid a acetaminofen.

4.1.3 Chirurgické modely jaterni regenerace

portae a parcialni hepatektomie. Pravé parcialni hepatektomie (chirurgické odstranéni ¢asti
jater) je obvykle pouZivanym modelem pro studium regenerace jater. Prikopniky v této
oblasti byli Higgins a Anderson, ktefi jiz vroce 1931 zavedli model 2/3 parciélni
hepatektomie (PHX) u potkana spocCivajici v odstranéni stiedniho a levého lateralniho
laloku, jejichz hmotnost piedstavuje cca 68 % jaterni tkané (Higgins and Anderson 1931).
Na rozdil od toxickych modeli regenerace jater provazenych riznou mirou poskozeni
rezidualnich hepatocyti, po PHx zbylé hepatocyty nepodléhaji nekrdze (Michalopoulos
2010). Pti vlastnim chirurgickém zakroku je nutné dbat na to, aby pfi odstfizeni jaternich
lalokt zustal v dutin€ bfiSni co nejmensi pahyl, pfitomnost vét§siho mnozstvi nekrotické
tkané¢ mulze vyznamné ovlivnit pribéh regenera¢ni odpovédi (Bucher 1991). Dalsi
vyhodou je ptesné urceni doby plisobeni regenera¢niho stimulu, odstranéni ¢asti jater je
chvile, od kdy dochézi k iniciaci regenera¢ni odpovédi (Michalopoulos 2007).

Laloc¢naté usporadani savcCich jater umoziuje provedeni castetné hepatektomie
rizného rozsahu. Nejcastéji se vyuziva model 2/3 PHx, odstranéni mensi Casti jaterni tkdné
(30 % popt. 50 %) je u potkana nebo mysi mén¢ vydatnym stimulem a nésledna proliferace
jaternich bun¢k je méné intenzivni (Bucher and Swaffield 1964, Fausto 2001). Subtotalni
hepatektomie, predstavujici odstranéni 90 % jaterni tkang je natolik zavaznym zésahem, Ze
mize vést k akutnimu jaternimu selhani (Lehmann et al. 2012). Na patogenezi akutniho
jaterniho selhdni a omezeni regeneracni odpovédi u rozsahlé PHx se podili vyznamny
vzestup prutoku portalni krve jatry, to vede ke zvySeni smykového napéti (shear stress)
s naslednym poskozenim endotelidlnich bunék jaternich sinusoid a aktivaci Kupfferovych
bunék (Martins et al. 2008).

Regenerace jater po 2/3 hepatektomii

Nejcastéjsim modelem pro studium regenerace jater je 2/3 PHX, nejcastéji
pouzivanym experimentalnim zvifetem jsou mali laboratorni hlodavci. Zatimco vétSina
studii, které nasledovaly po zavedeni modelu PHx Higginsem a Andersonem, byla
provedena na laboratornich potkanech, v soucasnosti je fada praci, které vyuzivaji mysi ke
studiu regenerace jater. Divodem je mnohem S§irSi nabidka geneticky modifikovanych
mys$i a dostupnost véts§iho mnozstvi metodickych postupt (Cressman et al. 1996, Jia 2011).



Po 2/3 PHx u potkana za¢ina replikace DNA za 12-16 hodin po chirurgickém
zakroku. Hmotnost jaterniho zbytku se zvysuje, a to tak, Ze za 24 hodin po PHx dosahuje
ptiblizné 45 % a za 48 hodin 70 % pavodni hmotnosti jater. Mezi 7. a 14. dnem po operaci
dosahuje objem jater 93% plivodni hodnoty a uvadi se, ze ke kompletni obnové dochazi
kolem 20. dne po PHx (Higgins and Anderson 1931), i kdyZ naSe vlastni zkuSenosti
ukazuji, ze ani za 3 tydny po 2/3 PHx u potkana jatra nedosdhnou plvodni relativni
hmotnosti. Zajimava data, tykajici se velikosti regenerujicich jater, poskytla studie na
skupiné 109 lidskych zivych donori jaterniho Stépu. Pritbéh regenerace byl hodnocen CT
volumetrii a bylo zjiSténo, ze pouze 26 darct dosahlo za 6 mésicli po operaci ptivodniho
objemu, primérna hodnota ¢inila 91 %. Zajimavé je, Ze byl signifikantni rozdil v zavislosti
na pohlavi, zatimco u muzii dosahla hodnota za 6 mésicii po operaci 92 %, u Zen tato
hodnota ¢inila pouze 89 % (Ibrahim et al. 2005).

Prestoze studiu regenerace jater po PHx je kontinualné od 30. let minulého stoleti
vénovana zna¢na pozornost a v biomedicinskych databazich Ize dohledat vice nez 7 000
praci, nejsou dosud pIn¢ objasnény piesné mechanismy tohoto procesu. PIné diferencované
hepatocyty, které se nachazeji v klidové Gy fazi, vstupuji synchronné do bunééného cyklu
a déli se v priméru 1,6 x. Teorie o mechanismech fidicich regeneraci jater se vyvijely.
Hemodynamicka teorie klade velky diraz na zvyseni prutoku krve jatry a zvySeni krevniho
tlaku po PHx. Humoralni teorie predpokladaly existenci latek jaterniho i extrahepatalniho
puvodu, které endokrinné, parakrinng, popf. autokrinné stimuluji nebo inhibuji prolifera¢ni
procesy. V soucasné dob¢ je obecné pfijimana teorie, Ze regenerace jater je regulovéna
vzajemnou souhrou 3 systémil — cytokiny, ristové faktory a metabolické zmény
provazejici redukci jaterni tkané (Fausto et al. 2006).

Na regeneraci jater se podileji vSechny typy jaternich bun€k, hepatocyty jsou vSak
prvni z jaternich bunék, které proliferuji. Rada faktort, jako je diurnalni rytmus, nutrice, a
dalsi, ovliviiuje trvani intervalu mezi PHX a iniciaci syntézy DNA v hepatocytech,
primérna doba u potkana ¢ini kolem 12 hodin. Prvni vrchol syntézy DNA v hepatocytech
je za 24 hodin po PHXx, dal§i mnohem mensi vrchol Ize detegovat mezi 36 a 48 hodinou po
PHx (Michalopoulos and DeFrances 1997), mitdza nasleduje syntézu DNA za 6-8 hodin.
Proliferace hepatocytli zacina v periportalni oblasti (v prvni zéné jaterniho acinu),
proliferace v pericentralni ¢asti lobulu je opozdéna s maximem za 36 — 48 hodin po PHXx.
U ostatnich jaternich bun¢k dochazi ke stimulaci syntézy DNA s piiblizn¢ 24 hodinovym
zpozdénim, u nékterych i déle (Michalopoulos and DeFrances 1997) .

Déje v pribéhu bunééného cyklu po PHx délime na 3 faze:

Iniciace (priming) — obdobi, kdy vétSina hepatocytd opousti klidovy stav
buné¢ného cyklu Gy, vstupuje do faze G; a piejde pfes Gi/S checkpoint. U potkana trva
tato faze 12-18 hodin. Je nejkratSi ze vSech fazi, ale je nejvice studovanou ve shaze
identifikovat primarni podnéty, které spoustéji regeneraci jater. Studie ukazaly rychlé a
vyznamné zmény cetnych signalnich drah a dalich tkanovych funkci, zadna z dosud
identifikovanych zmén vSak neni urcujici pro zdarny pribéh regenerace (Michalopoulos
2010).

Proliferace (progrese) — hepatocyty syntetizuji DNA, probéhne bunééné déleni a
hepatocyty se vraceji do Gy faze, ¢ast hepatocyti vstupuje do dal$iho mitotického cyklu.
Dochéazi k remodelaci extracelularni matrix a dochézi k déleni dalsich jaternich bunék —
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cholangiocytii a endotelidlnich bun¢k jaternich sinusoid. Tato faze trvd u potkana az 4 dny
(Michalopoulos and DeFrances 2005).

Terminace — tato faze trvajici od 4 do 7 dne, poptipad¢ déle je charakterizovana
poklesem prorustovych podnétl a pfitomnosti inhibi¢nich signald.

4.1.4 Metody hodnoceni intenzity regenerace
Miru regenera¢ni odpovédi Ize kvantifikovat riznymi metodami (Assy and Minuk
1997, Jia 2011, Wei et al. 2015). Patii mezi n¢ hodnoceni absolutni a relativni hmotnosti
jater, zmén objemu jaterni tkan¢ rtiznymi zobrazovacimi metodami, mitotického indexu
hepatocytti na histologickych preparatech, syntezy DNA pomoci inkorporace zna¢eného
tymidinu (®H-tymidin) a bromdeoxyuridinu (BrdU) do DNA, imunohistochemické znaceni
proteinti asociovanych s bunéénym cyklem (napt. Ki-67 nebo PCNA).

4.2 Nealkoholové ztukovaténi jater

Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) je
povazovano za nejcastéjSi chronické onemocnéni jater ve vyspélych zemich Evropy a v
USA (Vernon et al. 2011). Jde o metabolické onemocnéni jater charakterizované
pritomnosti jaterni steatozy vzniklé na podklad¢ inzulinorezistence u geneticky
predisponovanych jedincli. SoucCasné musi byt vylouceny jiné divody jaterni steatdzy
(ptijem alkoholu, 1éky, hladovéni, parenterdlni vyziva, virovd hepatitida C, dédicna
onemocnéni jater aj.) (Chalasani et al. 2012). Pii histologickém vySetieni nalézame
alesponn 5 % steatotickych hepatocyti (Kleiner et al. 2005). NAFLD zahrnuje Skélu
patologickych stavii od prosté malokapénkové, smiSené nebo velkokapénkové steatdzy,
ptes nealkoholovou steatohepatitidu (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) po jaterni
cirhozu ev. hepatocelularni karcinom (obr. 13). Pravé histologicky typ NAFLD dale uréuje
prognozu pacienta.

Podle recentni metaanalyzy je globalni prevalence NAFLD 25,24 % s nejvétsi
2016). V Evropé je pak prevalence na zakladé ,random effects model” odhadovéna na
23,71 %. Prevalence NASH u pacientd s NAFLD je u pacientll bez indikace k jaterni
biopsii v Asii 6,67 % a 29,85 % v severni Americe (Younossi et al. 2016). Informace o
NAFLD v Ceské Republice jsou sporé, studie Dvotdka a spol. uvadi, ze u Geskych
diabetik typu II byly ultrazvukové zjiStény v 79 % zmény na jatrech (u 66 % se jednalo o
jaterni steatozu, u 9 % o fibrézu a u 4 % o cirhézu) (Dvorak et al. 2014).

Je velmi dobfe znama asociace NAFLD s dalSimi metabolickymi onemocnénimi.
Jedna se piedevsim o obezitu, diabetes mellitus typu Il, dyslipidemii a hypertenzi, coz jsou
hlavni souc¢asti metabolického syndromu.

421 Etiopatogeneze nealkoholového ztukovaténi jater
NAFLD je multifaktoridlni metabolické onemocnéni jater charakterizované
piitomnosti jaterni steatozy. V etiopatogenezi NAFLD hraji roli vlivy prostfedi (nadmérny
energeticky piijem, nevhodné slozeni potravy, sedavy zptisob zivota s nedostatkem pohybu
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aj.), genetické faktory i vnitini vlivy (inzulinova rezistence aj.). Nékterymi autory je pak
NAFLD oznaCovano za jaterni manifestaci metabolického syndromu (Machado and
Cortez-Pinto 2006). Praveé inzulinorezistence zaujima ustfedni ulohu v komplexni
etiopatogenezi NAFLD.

K hromadéni tukt v jatrech vede jednak zvySeny pfijem triacylglycerolt (TAG)
potravou, zvySend nabidka volnych mastnych kyselin (FFAs) napt. pfi lipolyze, zvySena
lipogeneze v jatrech, sniZzena utilizace tukd v jatrech anebo sniZzeny vydej TAG z jater.
Tyto faktory vedou ke vzniku a rozvoji prosté jaterni steatézy (non-alcoholic fatty liver),
ktera tvoii podklad pro moznou progresi do nealkoholové steatohepatitidy. V roce 1998
popsali Day a James teorii dvou zasaht, ktera popisuje vznik steatohepatitidy na podkladé
jaterni steat6zy (Day and James 1998). Hepatocyty senzitizované zvySenym obsahem TAG
jsou pak nachylngjsi k dal$im inzultim, mezi které patfi mitochondridlni dysfunkce,
zvySeny oxidaéni stres, lipotoxicita FFAs, aktivace nespecifické imunity v jatrech ¢i
nerovnovaha v produkci riznych cytokint (Day 2006).

4.2.2 Modely nealkoholového ztukovaténi jater u potkant

Nejcastéji pouzivana zvifata k vytvofeni modelu NAFLD jsou mysi a potkani.
V experimentu se vyuzivaji zejména nutricni modely, genetické modely, pfip. kombinace
obou téchto pristupti (Kucera and Cervinkova 2014). Pro indukci NAFLD u zvifat se
obvykle vyuZiva krmeni steatogennimi dietami. Témito dietami mtze byt strava s vy$S§im
obsahem tukt, fruktozy, sachar6zy, cholesterolu, pfipadné jejich vzijemnd kombinace
nebo strava bez obsahu ¢i se snizenym obsahem esencidlnich latek (napf. methionin,
cholin-deficientni dieta) (Kucera and Cervinkova 2014). V soucasnosti nejéastéji
vyuZivané jsou vysokotukové ev. kombinované diety.

4.2.3 Regenerace jater postiZenych nealkoholovym ztukovaténim

Steatéza je pravodnim jevem prereplikativni faze regenerace jater. U pokusnych
zvitat dochazi k akumulaci tukl, pfedevSim triacylglyceroli a esterii cholesterolu, ve
zbytku jaterni tkan¢ po PHx, tento fenomén je znam desitky let (Murray et al. 1981). Co je
divodem této prechodné steatdozy je stile predmétem studia, ale jiz v poloviné 60. let
minulého stoleti jako prvni popsali Simek a Sedladek pokles respiraéniho kvocientu
Vv fizcich jaterni tkdn€ potkant po ¢astecné hepatektomii, coz svéd¢i pro nutricni preferenci
lipidt v regenerujicich jatrech (Simek and Sedlacek 1965, Simek and Sedlacek 1966).

S vyznamn¢ stoupajici prevalenci tukového postizeni jater v ekonomicky vyspélych
zemich se dostala do poptedi otdzka, zda jsou jatra postizenda NAFLD schopna normalni
regeneracni odpovedi. Tento zajem je kromé vyzkumnych divodii motivovan ptedevs§im
klinickou potiebou. V soucasné dob¢ jsou rozsahlé chirurgické zakroky na jatrech béznou
praxi, at’ uz se jednd o parcidlni resekce jater pro loziskovad postizeni, nebo zakroky
spojené s transplantaci jater. Je tieba rozhodnout, zda steatoza, popt. jakd mira tukového
postiZeni, je rizikova z hlediska pozadované regenera¢ni odpovédi. Jak experimentalni, tak
i klinické vysledky dosavadnich studii jsou rozporuplné.
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Rada experimentalnich praci dokladuje, 7e akumulace tuk® v jatrech inhibuje
normalni regenera¢ni odpovéd’. Regeneraci jater po PHx u potkana s NAFLD
indukovaném  methionin, cholin-deficientni  dietou studovala Vetelainenova a
spolupracovnici. U potkanil s prostou steatézou sice nezaznamenali pokles proliferacni
aktivity hepatocytl, ale pozorovali zpomaleni obnovy funkénich parametrii, predev§im
tvorby ATP (Vetelainen et al. 2007a). Pokud stejnou dietou indukovali steatozu
provazenou zanétlivou reakci, doSlo k signifikantni inhibici regenerace provazené
zvysenou lipoperoxidaci a Kupfferovymi bunkami zprostiedkovanym hepatoceluldrnim
poskozenim (Vetelainen et al. 2007b). DeAngelis a spolupracovnici pouzili model steatozy
indukovany vyhradné vysokotukovou dietou (DeAngelis et al. 2005), pticemz zjistili
snizeni regeneracni odpoveédi po PHx. Zcela protichtidné vysledky zaznamenali Zhang a
kol. na modelu methionin, cholin-deficientni diety, kdy nepozorovali Zadny rozdil
v regeneracni odpovédi ve srovnani s kontrolnimi potkany (Zhang et al. 1999).
K obdobnym vysledkiim dospéli i dalSi studie (Picard et al. 2002). Nejednotné jsou i
zkusSenosti z klinické praxe. Studie sledujici 54 zivych donoru jaterniho $tépu s mirnou
nebo stfedni steatozou neprokazala vyznamny rozdil v regeneraci jater u donori se
steatotickymi jatry ve srovnani s kontrolami (Cho et al. 2006). V jiné praci vSak bylo
zjisténo, ze mirna a zavazna steatdza je provazena vyssi perioperacni morbiditou (Behrns
et al. 1998). Tito autofi povazuji steatozu jater za varovny faktor, ktery je vzdy treba
pecliveé zvazit u pacienta pied jaterni reseket.
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5. CILE PRACE

1) Vzhledem k tomu, Ze na Ustavu fyziologie nebyl k dispozici model NAFLD,
mym prvnim Gkolem bylo tento model zavést.

2) Zjistit, zda regenerace jater po parcialni hepatektomii je u potkana
s NAFLD alterovana.

3) Zjistit, zda steatotické hepatocyty izolované ze ztukovatélych jater vykazuji
zménénou citlivost vii¢i oxida¢nimu stresu v podminkéach in vitro.
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6. METODIKY

6.1 Metodiky pokusi in vivo

K pokustim in vivo byli pouziti samci potkani kmene Wistar a Spargue-Dawley.
Potkani byli pouziti jednak pro zavedeni modelu nealkoholového ztukovaténi jater
v podminkéch in vivo. Celkem 73 potkand bylo krmeno standardni dietou (ST-1, 10 %
energie ve formé tuki), dietou se stfednim (MFD, 35 % energie ve form¢ tuki) a vysokym
obsahem tuku (HFD, 71 % energie ve formé tukt) pro dobu 3 resp. 6 tydnt. Dieta MFD a
HFD byla vytvoiena na nasem pracovisti podle modelu publikovaného prof. Lieberem
(Lieber et al. 2004).

Na zéklad¢ vysledki ziskanych pfi zavadéni modelu NAFLD na potkanech jsme pro
studium regenerace jater po 2/3 PHx zvolili kmen Sprague-Dawley. Celkem 72 potkant
bylo krmeno ST-1 resp. HFD po dobu 6 tydnii a poté ¢ast potkanti podstoupila 2/3 PHx
resp. horni stiedni laparotomii a za 24, 48 a 72 hodiny po operaci byli potkani usmrceni.

U pokusu in vivo jsme sledovali sérové koncentrace glukdzy, celkoveho bilirubinu a
triacylglyceroli (TAG) a aktivity alaninaminotransferazy (ALT), aspartataminotransferazy
(AST) a alkalické fosfatazy (ALP).

V izolovanych mitochondriich, resp. v jaternim homogenatu jsme méfili spotiebu
kysliku mitochondriemi pomoci vysokou¢inné respirometrie (stav 4, stavu 3) a vypocitali
index respiracni kontroly.

V jaterni tk&ni jsme dale stanovovali obsah redukovaného (GSH) a oxidovaného
(GSSG) glutathionu, obsah DNA, TAG a cholesterolu, koncentraci cytokint (IL-6 a TGF-
B1), malondialdehydu (MDA) a celkovych proteint. V jaternich vzorcich jsme rovnéz
méfili expresi MRNA uncoupling proteinu 2.

Histologické vzorky jater byly pouZity pro stanoveni jaterni steatozy, nekrozy resp.
zanétu. Imunohistochemicky jsme pak sledovali regeneracni odpovéd jater pomoci
inkorporace bromdeoxyuridin do DNA hepatocytu.

6.2 Metodiky pokusii in vitro

K pokustim in vitro byli pouziti samci potkant kmene Wistar krmeni dietami ST-1 a
HFD po dobu 6 tydnt. Hepatocyty izolované z intaktnich a steatotickych jater byly pouzity
pro porovnani vlivu oxida¢niho stresu indukovaného tercidarnim butylhydroperoxidem
(tBHP) na ztukovatélé a nesteatotické hepatocyty v podminkach in vitro.

V médiu kultur jsme sledovali aktivitu laktatdehydrogenazy (LDH), produkci MDA
a albuminu. V hepatocytech jsme pak urcovali aktivitu bunéénych dehydrogenaz (WST-1),
obsah GSH a GSSG a produkci ROS. Pomoci fluorescenéni mikroskopie jsme zobrazili
mitochondrialni membranovy potencial (JC-1) a pomoci vysokotu¢inné respirometrie jsme
hodnotili konzumpci kysliku permeabilizovanymi hepatocyty.

6.3 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky jsou vyjadfeny jako prumér + smérodatna odchylka. VSechny statistické
testy byly provedeny pomoci statistického softwaru Graph-Pad Prism 4.03 (Graph Pad
Software, USA). Po zhodnoceni normality rozlozeni dat jsme pouZili bud’ parametrickou
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1-faktorovou ANOVA nésledovanou Tukey-Kramerovym post testem nebo
neparametricky Kruskal-Wallistiv test nasledovany Dunnovym post testem. Hladina
vyznamnosti byla stanovena pro p < 0,05.
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7. VYSLEDKY

7.1 Vysledky pokusii in vivo

7.1.1 Zavedeni modelu nealkoholového ztukovaténi jater potkana in vivo

Podavani MFD and HFD u potkanii kmene Wistar, resp. HFD u potkani kmene
Sprague-Dawley navodilo prostou jaterni steatdzu bez zndmek zanétu ¢i nekrdzy (obr. 1).
Jaterni steat6za byla potvrzena i stanovenim obsahu TAG vV jatrech téchto potkani a
rovnéZ pomoci specialniho histologického barveni na tuky ve zmraZenych preparatech
(obr. 2). Mimo niZsi koncentrace sérovych TAG jsme u HFD a MFD skupin jsme
nezaznamenali Z&dné rozdily v sérovych parametrech. U potkanti krmenych HFD po dobu
3 tydnd jsme pozorovali signifikantni sniZzeni obsahu GSH v jatrech, nicméné¢ tento pokles
nebyl patrny po 6tydenim krmeni. Obsah jaterniho MDA byl zvySen po 3 tydnech krmeni
dietami s vy$$im obsahem tukd u potkanti kmene Sprague-Dawley a po 6 tydnech krmeni
HFD u obou kment potkand. Signifikantni pokles respirace izolovanych mitochondrii ve
stavu 3 pfi pouziti substrati pro komplex I jsme pozorovali u Sprague-Dawley potkani
krmenych HFD po dobu 3 tydnli. Respirace mitochondrii pii pouZiti substrati komplexu II
ve stavu 3 nebyla ovlivnéna v Zadné z pokusnych skupin. Exprese mRNA pro uncoupling
protein 2 byla signifikantné¢ zvySena pouze pii 6tydennim krmeni dietami s vy3Sim
obsahem tuku.
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Obrézek 1 — Histologické preparaty jater Zpotkénﬁ kmene Wistar (vlevo) a Sprague-
Dawley (vpravo) krmenych HFD po dobu 6 tydnt. (CV - centralni Zila, barveni
hematoxylin-eosinem, méftitko - 50 pm).
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Obrézek 2 — Histologickeé preparaty zamrazenych jater obarvené olejovou ¢erveni. Potkani
kmene Wistar krmeni ST-1 (vlevo) a HFD (vpravo) po dobu 6 tydnt. (zvétSeni objektivu

10x)

7.1.2 Vliv prosté jaterni steatdzy u potkana na regeneraci jater po
parcialni hepatektomii

Nezjistili jsme Zadné rozdily mezi kontrolnimi skupinami zvitat krmenych ST-1
resp. HFD a pfisluSnymi laparotomovanymi skupinami, proto uvadime pouze vysledky
PHX vuci piislusné kontrolni skupiné krmené ST-1 nebo HFD.

PHXx navodila mirné poskozeni jater potkant na obou typech diet, coz se projevilo
narastem sérovych aktivit transaminaz a ALP a koncentrace celkového bilirubinu. U zvifat
krmenych ST-1 dietou jsme pozorovali ¢asnéjsi zvySeni markerd jaterniho poskozeni
oproti potkanim na HFD.

Parcialni hepatektomie indukovala sniZeni absolutni i relativni vahy jater a
absolutniho a relativniho obsahu DNA v jatrech za 24 h u obou experimentalnich diet.
PHx u ST-1 krmenych zvifat vedla po 24 hodinach k signifikantnimu zvySeni obsahu
jaternich TAG (p<0,05), zatimco u HFD nevedla PHXx k signifikantnim zménam v obsahu
TAG. Proces regenerace navozeny resekci jater vedl u obou typu diet ke zvySeni obsahu
GSH a poméru GSH/GSSG v jatrech a ke sniZzeni obsahu MDA, zatimco obsah jaternich
cytokind neovlivnil.

Kontrolni vzorky nesteatotickych a steatotickych jater obsahovaly ojedinéle
znaCena jadra (obr. 3A, B, graf 1), naproti tomu maxima syntézy DNA jsme pozorovali u
obou skupin (ST-1 i HFD, p<0,001) 24 h po PHx (obr. 3C, D, graf 1). V dal$ich ¢asovych
intervalech dochazelo postupné ke snizovani po¢tu BrdU-pozitivnich jader u obou skupin.
Mezi ST-1 a HFD skupinami po PHx jsme nepozorovali signifikantni rozdily v poétu
BrdU" jader v odpovidajicich ¢asovych intervalech, nicméné u HFD skupiny 24 h po PHx
jsme zaznamenali daleko zfetelngjsi zonalni uspofadani syntézy DNA s absenci BrdU*
jader v centrilobularnich zénach (obr. 3D).

Pravdépodobné¢ diky malému pocétu vzorkll ve skupin€ (n=3-4) jsme pozorovali
pouze nesignifikantni zvyseni respirace ve stavu 3 pfi pouziti substratt komplexu I 24 a 48
h po parcialni hepatektomii u obou typu diet. Pfi pouziti substratti komplexu II jsme tento
trend nepozorovali. Index respiratni kontroly pro komplex II se zvysil pouze
nesignifikantné, a to za 24 h po PHx u obou skupin.
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Obrazek 3A - D — Imunohistochemické barveni DNA s inkorporovanym BrdU. Preparaty
jater kontrolnich potkanti (A, B) a potkant 24 hodiny po PHx (C, D) krmenych ST-1 (A,
C), resp. HFD (B, D) po dobu 6 tydnt (méfitko - 100 pm).
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Inkorporace BrdU do DNA hepatocyti
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Graf 1 — Semikvantitativni hodnoceni BrdU+ jader hepatocyti. Hodnoty jsou vyjadieny
jako pramér £ SD. (*** p<0,001 vs. ST-1 skupina; ### p<0,001 vs. HFD skupina)

7.2 Vysledky pokusii in vitro

7.2.1 Porovnani ucdinku terciarniho-butylhydroperoxidu na steatotické
a nesteatotické hepatocyty in vitro

Hepatocyty izolované ze steatotickych jater (oproti neztukovatélym hepatocytim)
vykazovaly niz§i aktivity bunéfnych dehydrogenaz, vy3si produkci ROS, zvySenou
lipoperoxidaci, zménény redoxni stav glutathionu a snizenou ADP-stimulovanou respiraci
pii pouziti substratti komplexu L.

tBHP indukoval na davce a Case zavislé poskozeni hepatocytu. Steatoticke
snizeny pomér GSH ku celkovy glutathion, vyssi tvorbu ROS a MDA, a byly vice
nachylné ke snizeni mitochondrialniho membranového potencialu (obr. 4A-F). Index
respiracni kontroly pro komplex I byl signifikantné sniZen u steatotickych 1
neztukovatélych hepatocyti exponovanych tBHP, nicméné pokles respirace ve stavu 3 pfi
pouZziti substratt komplexu I byl vyrazngjsi u ztukovatélych bunék.

Preinkubace hepatocyti s trifluoperazinem pted jejich expozici tBHP vedla
k redukci poskozeni bun¢k tBHP, ke snizeni tvorby ROS, ke zvyseni poméru GSH/celkovy
glutathion a ke zvySeni procenta hepatocytt s energizovanymi mitochondriemi (obr. 4E,
F).
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Obrézek 4A-F — Zobrazeni mitochondrialniho membranového potenciélu u kultivovanych
hepatocyti pomoci JC-1. Fluorescenéni mikrofotografie nesteatotickych (A, C, E) a
steatotickych (B, D, F) hepatocytii inkubovanych bez tBHP (A, B), s0,375 mM tBHP
(C, D) po dobu 30 min., resp. preinkubovanych s 5 uM trifluoperazinem po dobu 30 min. a
nasledné inkubovanych s 0,375 mM tBHP (E, F) pro dobu dalSich 30 min. ZvétSeni
objektivu 40x.
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8. DISKUSE

8.1 Zavedeni modelu nealkoholové steatdzy na potkanech

Po podrobné literarni reSerSi jsme se rozhodli, Ze pro nase ucely bude nejvhodngjsi
model vyuZivajici vysokotukovou dietu. Pti volbé nas pak zaujal model, ve kterém 3tydeni
podavani vysokotukové diety (71 % energie ve form¢ lipidu, pfevazné kukufi¢ny olej)
vede k rychlé progresi steatdzy do NASH (Lieber et al. 2004). Vzhledem k detailnimu
popisu tohoto modelu jsme se v prvnim kroku pokusili tento model reprodukovat v naSich
podminkach. Nicméné pii pouziti stejného typu diety se nam nepodaiilo po 3 ani po 6
tydnech indukovat steatohepatitidu, pouze prostou steatozu bez znamek zanétu,
hepatocelularnich nekroz ¢i fibrotickych zmén. Nase vysledky nicméné dobie koreluji
snalezy jinych autoru, ktefi u vysokotukovych diet obvykle nachazeji pouze znamky
steatozy bez zanétlivych zmén (Buettner et al. 2006, Romestaing et al. 2007).

V patogenezi NAFLD se vyznamné uplatiiuje i zvySeny oxidacni stres. V nasem
modelu jsme sledovali vliv MFD a HFD na obsah GSH v jaterni tkani a produkci MDA.
Zajimavym néalezem byl transientni pokles GSH v prub¢hu experimentu. Podavani HFD
potkaniim kmene Wistar resp. MFD a HFD potkaniim kmene Sprague-Dawley po dobu 3
tydni vedlo k signifikantnimu poklesu obsahu jaterniho GSH, ktery vsak jiz po 6 tydnech
u téchto skupin nebyl patrny. Zmény v obsahu GSH mohou byt disledkem metabolické
adaptace jater na zvySeny piijem tuki a koresponduji se zvySenim exprese uncoupling
proteinu 2 (UCP-2) v jatrech. UCP-2 sniZzuje mitochondrialni produkci ROS za cenu
mozného omezeni tvorby ATP mitochondriemi (Serviddio et al. 2008). Narust
lipoperoxidace v jatrech je dalsim dusledkem probihajiciho oxida¢niho stresu. Zvysena
lipoperoxidace muze vést k pfimému poskozeni hepatocytli nebo k indukci zanétlivé
odpovédi (Lee et al. 2007) ¢i se podilet na zvySené fibrogenezi (George et al. 2003).
Koncentrace MDA v jaternim homogenatu pomérné dobie korespondovala s jaternim
obsahem TAG, cholesterolu resp. IL-6.

Mitochondridlni dysfunkce je povaZovadna za jeden zklicovych faktort
etiopatogeneze NAFLD (Vendemiale et al. 2001). Tvorba ROS v mitochondriich muize
navozovat ¢i zhorSovat dysfunkci mitochondrii, coz mlze dale vést ke zvySovani tvorby
ROS (Feillet-Coudray et al. 2009). V naSem modelu NAFLD jsme nalezli signifikantni
snizeni respirace izolovanych mitochondrii ve stavu 3 pfi pouziti substrati komplexu I
(glutamat + malat) u potkant kmene Sprague-Dawley krmenych HFD po dobu 3 tydnd.
Podobné, le¢ nesignifikantni, snizeni jsme pozorovali i potkanii kmene Wistar krmenych
HFD po dobu 3 tydnt (resp. 1 u potkanti obou kmenti krmenych MFD po 3 tydny). Po 6
tydnech na experimentalnich dietach byly rozdily daleko mensi (Sprague-Dawley) resp.
rozdily jsme nepozorovali vibec (Wistar). Tento trend respirace komplexu | ve stavu 3
odpovidal zménam v obsahu GSH a lze alespon z ¢asti piisoudit metabolické adaptaci jater
na zvySeny piivod tukd a zvySeny oxidacni stres. Pfi pouziti substratu komplexu II
(sukcinat) ve stavu 3 jsme nepozorovali Zadné rozdily mezi skupinami. Tento rozdil
v citlivosti komplexu [ a komplexu II lze wvysvétlit vyssi citlivosti komplexu I
k oxida¢nimu stresu (Drahota et al. 2005). SniZeni aktivity mitochondrialniho komplexu |
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bylo prokéazano i u ob/ob mysi (Garcia-Ruiz et al. 2006), které jsou rovnéz vyuzivany jako
jeden z modelt jaterni steatozy.

8.2 VIliv steatdzy na jaterni regeneraci po parciélni hepatektomii u potkant

Jednim z rizikovych faktoru selhani jater (van den Broek et al. 2008) a zavaznych
pooperacnich komplikaci u pacientti po resekci jater (McCormack et al. 2007) je i jaterni
steatOza. Rizikovost jaterniho ztukovaténi pro komplikace po resekci jater byla prokazana i
v experimentalnich podminkach (Vetelainen et al. 2007b). Pfesto vSak experimentalni data
tykajici se pritb¢hu regenerace jater pii steatdoze jsou kontroverzni. Zatimco nekteti autofi
poukazuji na zhorSeni regenerace pii NAFLD (DeAngelis et al. 2005, Murata et al. 2007),
v jinych pracich zmény v prib&hu regenerace nezaznamenali (Rao et al. 2001, Picard et al.
2002).

Vzhledem k témto inkonzistentnim vysledkiim jsme se rozhodli pro “Cisty” model
jaterni regenerace navozeny 2/3 parcialni hepatektomii na jatrech postizenych prostou
steatdzou bez nekroinflamacnich zmén a fibrozy. Pro piirozeny prub¢h jaterni regenerace
je dulezita pfechodna akumulace tukd v Casné fazi regenerace (Rudnick and Davidson
2012). To potvrzuji i naSe vysledky u nesteatotickych jater (ST-1 dieta), kdy za 24 h po
PHx doslo k signifikantnimu nariistu obsahu tukt v jatrech. Piestoze u téchto potkant
doslo k indukei ptechodné steatdzy, u potkanti krmenych HFD jsme zvySenou akumulaci
TAG po PHXx oproti kontrolnim steatotickym potkantim nepozorovali.

Pro zhodnoceni vlastni regenerace jater po PHx jsme pouZili imunohistochemické
barveni inkorporovaného BrdU do DNA hepatocytli. Absence hepatocytil
s inkorporovanym BrdU u kontrolnich nesteatotickych a ztukovatélych jater v nasem
experimentu doklada velmi nizky stupenn obnovy hepatocyt za klidového stavu. Oproti
tomu po indukci jaterni regenerace dochazi k velmi masivnimu nastupu syntézy DNA, a to
nejprve v periportalnich oblastech (Grisham 1962, Fabrikant 1968). Oproti tomu syntéza
DNA vV centrilobularnich oblastech je zpozdéna asi o 10 hodin. Nase vysledky u ST-1
(Grisham 1962, Fabrikant 1968). Pti porovnani poctu hepatocytt s inkorporovanym BrdU
po PHx mezi ST-1 a HFD jsme neodhalili zadny rozdil. Nicméné pii podrobné&jsim
histologickém zkouméni jsme nalezli vyznamné zondlni uspofadani BrdU-znacenych
hepatocyti s absenci syntézy DNA v centrilobularnich zénach u potkand krmenych HFD.
Vzhledem k tomu, Ze prolifera¢ni odpovéd’ hepatocyti po PHx probiha od periportalni
zony smérem k centrilobularni zéné, muzeme vysvétlit absenci syntézy DNA
Vv centrilobularni zéné opozdénim nastupu jaterni regenerace u steatotickych jater
V porovnani s nesteatotickymi jatry.

Pro priib¢h jaterni regenerace jsou dillezité i zmény v redoxnim stavu hepatocytt.
Huang a kol. zjistili, Ze zvySeni obsahu GSH v regenerujicich jatrech je nezbytné pro vstup
do S faze bunééného cyklu (Huang et al. 1998). Zmény v obsahu GSH po resekci jater
jsme pozorovali rovnéz v naSem pokusu. PHx vedla ke zvySeni obsahu GSH u
nesteatotickych 1 ztukovatélych jater, nicméné u potkani krmenych HFD bylo zvySeni z
niz$ich hodnot. Rovnéz pomér GSH/GSSG se signifikantné zvysil u obou skupin po PHX.
Zmény v redoxnim stavu po PHx (nartist GSH) doprovazi pokles stupné lipoperoxidace,
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ktery je daleko patrnéjsi u potkant krmenych HFD. NizSi vychozi hodnoty GSH u
kontrolnich steatotickych potkanti, oproti ST-1 kontroldm, mohou byt z ¢asti zodpovédné
za opozdéni nastupu S faze v centrilobularni zo6né jater 24 h po PHx. Pfesto si vSak
steatotickd jatra udrzuji schopnost zvySeni obsahu GSH i poméru GSH/GSSG po PHx. To
muze vysvétlovat nepfitomnost rozdilu v celkovém poctu hepatocytli s probihajici
syntézou DNA mezi steatotickymi a neztukovatélymi jatry po PHx.

Jaterni regenerace je provazena i zménami ve funkci mitochondrii. Tyto zmény jsou
zavislé na Casovém odstupu od PHx a cCasto vykazuji bifazicky prubéh. Dochazi ke
zménam ve stavu 3 1 stavu 4 respirace a rovnéz index respiracni kontroly se meéni
(Svatkova et al. 1996, Grattagliano et al. 2003, Yang et al. 2004). Pravdépodobné¢ diky
malému poctu vzorki ve skupiné (n = 3 - 4) jsme nezjistili signifikantni zmény v respiraci
izolovanych mitochondrii v zddné z experimentalnich skupin. Nicméné konzumpce kysliku
ve stavu 3 pfi pouziti substratli komplexu I vykazovala trend pfechodného zvySeni za 24 a
48 h po PHx u obou skupin potkant (ST-1 i HFD). Tento trend zvyseni respirace ve stavu
3 jsme vSak nepozorovali pii pouziti substrati komplexu II, coz koresponduje s diivejSimi
nalezy Yanga a kol. (Yang et al. 2004). RovnéZ jsme zaznamenali trend piechodného
zvySeni RCI pfi pouziti sukcinatu (substrat komplexu I1) 24 h po PHx u potkanti krmenych
ST-11 HFD. To je rovnéZ v souladu s vySe zminiovanou praci (Yang et al. 2004).

8.3 Vliv oxidaé¢niho stresu indukovaného terciarnim-butylhydroperoxidem na
steatotické hepatocyty potkana v podminkéach in vitro

Poslednim cilem této disertacni prace bylo zjistit, zda steatotické hepatocyty
izolované ze ztukovatélych jater vykazuji zménénou citlivost vuci indukovanému
oxida¢nimu stresu v podminkach in vitro. Pro navozeni peroxidativniho poSkozeni jsme
pouzili prooxidacni latku tercidrni butylhydroperoxid.

Nase predchozi vysledky na potkanech a vysledky jinych experimentalnich i
Klinickych studii (Videla et al. 2004) ukazuji naruSeni redoxni rovnovahy v jatrech
postizenych NAFLD. RovnéZ prace pouzivajici steatotické hepatocyty v in vitro
podminkach (Anavi et al. 2012, Kucera et al. 2012) dokumentuji naruSeni redoxni
rovnovahy a pokles obsahu GSH. Vzhledem ktomu, Ze tBHP je v bunce z ¢asti
metabolizovan glutathionperoxidazou vyuZivajici GSH jako kofaktoru reakce (Crane et al.
1983), snizeny obsah GSH ve steatotickcyh hepatocytech, ktery jsme v in vitro modelu
popsali, predisponuje steatotické hepatocyty ke zvySené nachylnosti k oxida¢nimu
poskozeni v¢. tBHP.

Snizeny pomér GSH/celkovy glutathion v kontrolnich steatotickych hepatocytech
dobie koreluje s ndlezem zvy3ené produkce ROS a zvy3ené tvorby MDA v téchto burikach.
tBHP navozuje na davce a Case zavislou produkci ROS v nesteatotickych i ztukovatélych
hepatocytech, nicméné produkce ROS je vyznamné vyssi ve steatotickych bunkach. ROS
(Halestrap et al. 2002) a stejné tak i tBHP (Imberti et al. 1993) mohou indukovat fenomén
mitochondrial permeability transition (MPT). Pro prikaz podilu MPT na poskozeni tBHP
svéd¢i ochranny ucinek trifluoperazinu, inhibitoru MPT, pfed poSkozenim hepatocyti,
tvorbou ROS a snizenim obsahu GSH.
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V naSem pokusu jsme zjistili, Zze u kontrolnich ztukovatélych bunék pii pouZiti
substrati komplexu I dochdzi k signifikantnimu sniZzeni spotieby kysliku ve stavu 3 a
k nesignifikantnimu trendu sniZzeni RCI. Zda se, Ze komplex I nedokaze plné saturovat
respiracni fetézec, nebot’ po pridani substratu komplexu Il K substratim komplexu I dale
zvysilo konzumpci kysliku u vSech experimentalnich skupin. Substraty komplext I a II
dohromady pak pIn¢ kompenzovaly respiraci dychaciho fetézce pii snizené aktivité
komplexu I u ztukovatélych hepatocytd.

Komplex | je ve steatotickych hepatocytech vice citlivy vaci uc¢inku tBHP ve
srovnani s neztukovatélymi buinikami. SniZena aktivita komplexu | pak zhorSuje
mitochondrialni funkci a muze vést ke snizeni produkce ATP a zvySeni tvorby ROS
(Kushnareva et al. 2002). Expozice tBHP v naSem experimentu vedla k nesignifikantnimu
zvyseni respirace za piitomnosti substratd komplexu I ve stavu 4 u nesteatotickych i
ztukovatélych hepatocytl. Vyssi spotieba kysliku ve stavu 4 pak miiZze byt zplisobena
poskozenim vnitini mitochondrialni membrany a jeji zvySenou permeabilitou pro protony
(Rolfe et al. 1994). Pokles respirace ve stavu 3 a zvySeni spotieby kysliku ve stavu 4 pak
vedou k redukci RCI po expozici tBHP u obou experimentalnich skupin. Pii pouziti tBHP
vSak jiZz nedoSlo k plné kompenzaci sniZzené respirace ve stavu 3 pfidanim sukcinatu.
Kombinace vysokotukové diety a induktoru oxida¢niho stresu mize synergickym ucinkem
vest ke snizeni aktivity i komplexu Il.
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9. ZAVERY

1. Pouzitim vysokotukové diety po dobu 3 a 6 tydnii se ndm podafilo navodit
nealkoholové ztukovaténi jater u potkani kment Wistar a Sprague-Dawley. U obou
kmenii potkanli se jednd o prostou steatdzu bez znadmek zanétu, nekrozy
¢i fibrotickych zmén. Tento nutri¢ni model nenavodil stav podobny lidské NASH,
coz je obvyklé u vétSiny modell u potkanti zalozenych na podavani vysokotukové
diety. Tato zdanliva nevyhoda v8ak pravdépodobné odpovida vice situaci u lidi nez
spontanni progrese prosté steatdzy do NASH u vsSech pokusnych zvirat,
nebot’ 1 u lidi progreduje do NASH pouze mensi Cast pacientil se steatdozou jater
(Younossi et al. 2016).

2. Regenerace jater postizenych prostou steatozou navozend 2/3 parcialni
hepatektomii neni signifikantné ovlivnéna v porovnani s neztukovatélymi jatry.
Jedinou zménou v regeneraéni odpovédi, kterou jsme pozorovali u steatotickych
jater, je mozné zpozdéni nastupu proliferace v centrilobularnich zénach jaterniho
acinu.

3. Neovlivnéné steatotické hepatocyty v podminkach in vitro v porovnani
s neztukovatélymi kontrolami vykazuji vys$si produkci reaktivnich forem kysliku,
vyss§i stupen lipoperoxidace, niz8i redoxni stav glutathionu a sniZzenou respiraci
ve stavu 3 pii pouziti substrati komplexu I. Steatotické hepatocyty jsou zvysené
citlivé k oxidaénimu poskozeni navozenému terciarnim butylhydroperoxidem,
coZz podporuje Siroce uzndvanou hypotézu, Ze steatéza zvySuje nachylnost
hepatocytti k dalSim inzultim.

26



10. SEZNAM POUZITE LITERATURY

ANAVI S, HARMELIN NB, MADAR Z, TIROSH O: Oxidative stress impairs HIF1alpha
activation: a novel mechanism for increased vulnerability of steatotic hepatocytes
to hypoxic stress. Free Radic Biol Med 52: 1531-1542, 2012.

ASSY N, MINUK GY: Liver regeneration: methods for monitoring and their applications.
J Hepatol 26: 945-952, 1997.

BEHRNS KE, TSIOTOS GG, DESOUZA NF, KRISHNA MK, LUDWIG J,
NAGORNEY DM: Hepatic steatosis as a potential risk factor for major hepatic
resection. J Gastrointest Surg 2: 292-298, 1998.

BELLENTANI S, SCAGLIONI F, MARINO M, BEDOGNI G: Epidemiology of non-
alcoholic fatty liver disease. Dig Dis 28: 155-161, 2010.

BRUNT EM, KLEINER DE, WILSON LA, BELT P, NEUSCHWANDER-TETRI BA:
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) activity score and the histopathologic
diagnosis in NAFLD: distinct clinicopathologic meanings. Hepatology 53: 810-
820, 2011.

BUETTNER R, PARHOFER KG, WOENCKHAUS M, WREDE CE, KUNZ-
SCHUGHART LA, SCHOLMERICH J, BOLLHEIMER LC: Defining high-fat-
diet rat models: metabolic and molecular effects of different fat types. J Mol
Endocrinol 36: 485-501, 2006.

BUCHER NL: Liver regeneration: an overview. J Gastroenterol Hepatol 6: 615-624,
1991.

BUCHER NL, SWAFFIELD MN: The rate of incorporation of labelled thymidine into the
deoxyribonucleic acid of regenerating rat liver in relation to the amount of liver
excised. Cancer Res 24: 1611-1625, 1964.

CRANE D, HAUSSINGER D, GRAF P, SIES H: Decreased flux through pyruvate
dehydrogenase by thiol oxidation during t-butyl hydroperoxide metabolism in
perfused rat liver. Hoppe Seylers Z Physiol Chem 364: 977-987, 1983.

CRESSMAN DE, GREENBAUM LE, DEANGELIS RA, CILIBERTO G, FURTH EE,
POLI V, TAUB R: Liver failure and defective hepatocyte regeneration in
interleukin-6-deficient mice. Science 274: 1379-1383, 1996.

DAY CP: From fat to inflammation. Gastroenterology 130: 207-210, 2006.

DAY CP, JAMES OF: Steatohepatitis: a tale of two "hits"? Gastroenterology 114: 842-
845, 1998.

DEANGELIS RA, MARKIEWSKI MM, TAUB R, LAMBRIS JD: A high-fat diet impairs
liver regeneration in C57BL/6 mice through overexpression of the NF-kappaB
inhibitor, IkappaBalpha. Hepatology 42: 1148-1157, 2005.

DRAHOTA Z, KRIVAKOVA P, CERVINKOVA Z, KMONICKOVA E, LOTKOVA H,
KUCERA O, HOUSTEK J: Tert-butyl hydroperoxide selectively inhibits
mitochondrial respiratory-chain enzymes in isolated rat hepatocytes. Physiological
research / Academia Scientiarum Bohemoslovaca 54: 67-72, 2005.

DVORAK K, HAINER R, PETRTYL J, ZEMAN M, VAREKA T, ZAK A,
SROUBKOVA R, SVESTKA T, VITEK L, BRUHA R: The prevalence of
nonalcoholic liver steatosis in patients with type 2 diabetes mellitus in the Czech
Republic. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub: 2014.

FABRIKANT JI: The kinetics of cellular proliferation in regenerating liver. J Cell Biol 36:
551-565, 1968.

FAUSTO N: Liver regeneration: from laboratory to clinic. Liver Transpl 7: 835-844, 2001.

FAUSTO N, CAMPBELL JS, RIEHLE KJ: Liver regeneration. Hepatology 43: S45-53,
2006.

27



FAUSTO N, RIEHLE KJ: Mechanisms of liver regeneration and their clinical
implications. J Hepatobiliary Pancreat Surg 12: 181-189, 2005.

FEILLET-COUDRAY C, SUTRA T, FOURET G, RAMOS J, WRUTNIAK-CABELLO
C, CABELLO G, CRISTOL JP, COUDRAY C: Oxidative stress in rats fed a high-
fat high-sucrose diet and preventive effect of polyphenols: Involvement of
mitochondrial and NAD(P)H oxidase systems. Free Radic Biol Med 46: 624-632,
2009.

GARCIA-RUIZ I, RODRIGUEZ-JUAN C, DIAZ-SANJUAN T, DEL HOYO P, COLINA
F, MUNOZ-YAGUE T, SOLIS-HERRUZO JA: Uric acid and anti-TNF antibody
improve mitochondrial dysfunction in ob/ob mice. Hepatology (Baltimore, Md.) 44:
581-591, 2006.

GEORGE J, PERA N, PHUNG N, LECLERCQ I, YUN HOU J, FARRELL G: Lipid
peroxidation, stellate cell activation and hepatic fibrogenesis in a rat model of
chronic steatohepatitis. Journal of hepatology 39: 756-764, 2003.

GRATTAGLIANO I, LAUTERBURG BH, PORTINCASA P, CARUSO ML,
VENDEMIALE G, VALENTINI AM, PALMIERI VO, PALASCIANO G:
Mitochondrial glutathione content determines the rate of liver regeneration after
partial hepatectomy in eu- and hypothyroid rats. J Hepatol 39: 571-579, 2003.

GRISHAM JW: A morphologic study of deoxyribonucleic acid synthesis and cell
proliferation in regenerating rat liver; autoradiography with thymidine-H3. Cancer
Res 22: 842-849, 1962.

HALESTRAP AP, MCSTAY GP, CLARKE SJ: The permeability transition pore complex:
another view. Biochimie 84: 153-166, 2002.

HIGGINS G, ANDERSON R: Experimental pathology of the liver. I. Restoration of the
liver of the white rat following partial surgical removal. Archives of pathology
(Chic) 12: 186 - 202, 1931.

HUANG ZZ, LI H, CAIl J, KUHLENKAMP J, KAPLOWITZ N, LU SC: Changes in
glutathione homeostasis during liver regeneration in the rat. Hepatology 27: 147-
153, 1998.

CHALASANI N, YOUNOSSI Z, LAVINE JE, DIEHL AM, BRUNT EM, CUSI K,
CHARLTON M, SANYAL AJ: The diagnosis and management of non-alcoholic
fatty liver disease: practice Guideline by the American Association for the Study of
Liver Diseases, American College of Gastroenterology, and the American
Gastroenterological Association. Hepatology 55: 2005-2023, 2012.

CHO JY, SUH KS, KWON CH, YI NJ, LEE KU: Mild hepatic steatosis is not a major risk
factor for hepatectomy and regenerative power is not impaired. Surgery 139: 508-
515, 2006.

IBRAHIM S, CHEN CL, WANG CC, WANG SH, LIN CC, LIU YW, YANG CH, YONG
CC, CONCEJERO A, CHENG YF: Liver regeneration and splenic enlargement in
donors after living-donor liver transplantation. World J Surg 29: 1658-1666, 2005.

IMBERTI R, NIEMINEN AL, HERMAN B, LEMASTERS JJ: Mitochondrial and
glycolytic dysfunction in lethal injury to hepatocytes by t-butylhydroperoxide:
protection by fructose, cyclosporin A and trifluoperazine. J Pharmacol Exp Ther
265: 392-400, 1993.

JIA C: Advances in the regulation of liver regeneration. Expert Rev Gastroenterol Hepatol
5:105-121, 2011.

KELE PG, VAN DER JAGT EJ, GOUW AS, LISMAN T, PORTE RJ, DE BOER MT:
The impact of hepatic steatosis on liver regeneration after partial hepatectomy.
Liver Int 33: 469-475, 2013.

28



KLEINER DE, BRUNT EM, VAN NATTA M, BEHLING C, CONTOS MJ,
CUMMINGS OW, FERRELL LD, LIU Y-C, TORBENSON MS, UNALP-ARIDA
A, YEH M, MCCULLOUGH AJ, SANYAL AJ: Design and validation of a
histological scoring system for nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology
(Baltimore, Md.) 41: 1313-1321, 2005.

KUCERA O, CERVINKOVA Z: Experimental models of non-alcoholic fatty liver disease
in rats. World J Gastroenterol 20: 8364-8376, 2014.

KUCERA O, AL-DURY S, LOTKOVA H, ROUSAR T, RYCHTRMOC D,
CERVINKOVA Z: Steatotic rat hepatocytes in primary culture are more
susceptible to the acute toxic effect of acetaminophen. Physiological research /
Academia Scientiarum Bohemoslovaca 61 Suppl 2: S93-101, 2012.

KUSHNAREVA Y, MURPHY AN, ANDREYEV A: Complex I-mediated reactive
oxygen species generation: modulation by cytochrome ¢ and NAD(P)+ oxidation-
reduction state. Biochem J 368: 545-553, 2002.

LEE GS, YAN JS, NG RK, KAKAR S, MAHER JJ: Polyunsaturated fat in the
methionine-choline-deficient diet influences hepatic inflammation but not
hepatocellular injury. Journal of lipid research 48: 1885-1896, 2007.

LEHMANN K, TSCHUOR C, RICKENBACHER A, JANG JH, OBERKOFLER CE,
TSCHOPP O, SCHULTZE SM, RAPTIS DA, WEBER A, GRAF R, HUMAR B,
CLAVIEN PA: Liver failure after extended hepatectomy in mice is mediated by a
p21-dependent barrier to liver regeneration. Gastroenterology 143: 1609-1619
e1604, 2012.

LIEBER CS, LEO MA, MAK KM, XU Y, CAO Q, REN C, PONOMARENKO A,
DECARLI LM: Model of nonalcoholic steatohepatitis. Am J Clin Nutr 79: 502-
509, 2004.

MACHADO M, CORTEZ-PINTO H: Non-alcoholic steatohepatitis and metabolic
syndrome. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 9: 637-642, 2006.

MARTINS PN, THERUVATH TP, NEUHAUS P: Rodent models of partial
hepatectomies. Liver Int 28: 3-11, 2008.

MCCORMACK L, PETROWSKY H, JOCHUM W, FURRER K, CLAVIEN PA: Hepatic
steatosis is a risk factor for postoperative complications after major hepatectomy: a
matched case-control study. Ann Surg 245: 923-930, 2007.

MICHALOPOULOQOS GK: Liver regeneration. J Cell Physiol 213: 286-300, 2007.

MICHALOPOULQOS GK: Liver regeneration after partial hepatectomy: critical analysis of
mechanistic dilemmas. Am J Pathol 176: 2-13, 2010.

MICHALOPOULOS GK, DEFRANCES M: Liver regeneration. Adv Biochem Eng
Biotechnol 93: 101-134, 2005.

MICHALOPOULOS GK, DEFRANCES MC: Liver regeneration. Science 276: 60-66,
1997.

MURATA H, YAGI T, IWAGAKI H, OGINO T, SADAMORI H, MATSUKAWA H,
UMEDA Y, HAGA S, TAKAKA N, OZAKI M: Mechanism of impaired
regeneration of fatty liver in mouse partial hepatectomy model. J Gastroenterol
Hepatol 22: 2173-2180, 2007.

MURRAY AB, STRECKER W, SILZ S: Ultrastructural changes in rat hepatocytes after
partial hepatectomy, and comparison with biochemical results. J Cell Sci 50: 433-
448, 1981.

PICARD C, LAMBOTTE L, STARKEL P, SEMPOUX C, SALIEZ A, VAN DEN
BERGE V, HORSMANS Y: Steatosis is not sufficient to cause an impaired
regenerative response after partial hepatectomy in rats. J Hepatol 36: 645-652,
2002.

29



RAO MS, PAPREDDY K, ABECASSIS M, HASHIMOTO T: Regeneration of liver with
marked fatty change following partial hepatectomy in rats. Dig Dis Sci 46: 1821-
1826, 2001.

ROLFE DF, HULBERT AJ, BRAND MD: Characteristics of mitochondrial proton leak
and control of oxidative phosphorylation in the major oxygen-consuming tissues of
the rat. Biochim Biophys Acta 1188: 405-416, 1994.

ROMESTAING C, PIQUET MA, BEDU E, ROULEAU V, DAUTRESME M,
HOURMAND-OLLIVIER I, FILIPPI C, DUCHAMP C, SIBILLE B: Long term
highly saturated fat diet does not induce NASH in Wistar rats. Nutr Metab (Lond)
4: 4, 2007.

RUDNICK DA, DAVIDSON NO: Functional Relationships between Lipid Metabolism
and Liver Regeneration. Int J Hepatol 2012: 549241, 2012.

SERVIDDIO G, BELLANTI F, TAMBORRA R, ROLLO T, ROMANO AD, GIUDETTI
AM, CAPITANIO N, PETRELLA A, VENDEMIALE G, ALTOMARE E:
Alterations of hepatic ATP homeostasis and respiratory chain during development
of non-alcoholic steatohepatitis in a rodent model. Eur J Clin Invest 38: 245-252,
2008.

SI-TAYEB K, LEMAIGRE FP, DUNCAN SA: Organogenesis and development of the
liver. Dev Cell 18: 175-189, 2010.

SIMEK J, SEDLACEK J: Effect of glucose administered in vivo or in vitro on the
respiratory quotient of rat liver tissue after partial hepatectomy. Nature 207: 761-
762, 1965.

SIMEK J, SEDLACEK J: [The respiratory quotient of rat liver tissue following partial
hepatectomy]. Sb Ved Pr Lek Fak Karlovy Univerzity Hradci Kralove 9: 405-411,
1966.

STEER CJ: Liver regeneration. FASEB J 9: 1396-1400, 1995.

SVATKOVA R, CERVINKOVA Z, KALOUS M, RAUCHOVA H, DRAHOTA Z:
Respiratory control index of mitochondria isolated from regenerating rat liver.
Physiol Res 45: 249-252, 1996.

SYDOR S, GU Y, SCHLATTJAN M, BECHMANN LP, RAUEN U, BEST J, PAUL A,
BABA HA, SOWA JP, GERKEN G, CANBAY A: Steatosis does not impair liver
regeneration after partial hepatectomy. Lab Invest 93: 20-30, 2013.

VAN DEN BROEK MA, OLDE DAMINK SW, DEJONG CH, LANG H, MALAGO M,
JALAN R, SANER FH: Liver failure after partial hepatic resection: definition,
pathophysiology, risk factors and treatment. Liver Int 28: 767-780, 2008.

VENDEMIALE G, GRATTAGLIANO I, CARACENI P, CARACCIO G, DOMENICALI
M, DALL'AGATA M, TREVISANI F, GUERRIERI F, BERNARDI M,
ALTOMARE E: Mitochondrial oxidative injury and energy metabolism alteration
in rat fatty liver: effect of the nutritional status. Hepatology 33: 808-815, 2001.

VERNON G, BARANOVA A, YOUNOSSI ZM: Systematic review: the epidemiology
and natural history of non-alcoholic fatty liver disease and non-alcoholic
steatohepatitis in adults. Aliment Pharmacol Ther 34: 274-285, 2011.

VETELAINEN R, BENNINK RJ, VAN VLIET AK, VAN GULIK TM: Mild steatosis
impairs functional recovery after liver resection in an experimental model. Br J
Surg 94: 1002-1008, 2007a.

VETELAINEN R, VAN VLIET AK, VAN GULIK TM: Severe steatosis increases
hepatocellular injury and impairs liver regeneration in a rat model of partial
hepatectomy. Ann Surg 245: 44-50, 2007b.

30



VIDELA LA, RODRIGO R, ORELLANA M, FERNANDEZ V, TAPIA G, QUINONES
L, VARELA N, CONTRERAS J, LAZARTE R, CSENDES A, ROJAS J,
MALUENDA F, BURDILES P, DIAZ JC, SMOK G, THIELEMANN L,
PONIACHIK J: Oxidative stress-related parameters in the liver of non-alcoholic
fatty liver disease patients. Clin Sci (Lond) 106: 261-268, 2004.

WEI W, DIRSCH O, MCLEAN AL, ZAFARNIA S, SCHWIER M, DAHMEN U: Rodent
models and imaging techniques to study liver regeneration. Eur Surg Res 54: 97-
113, 2015.

YANG S, TAN TM, WEE A, LEOW CK: Mitochondrial respiratory function and
antioxidant capacity in normal and cirrhotic livers following partial hepatectomy.
Cell Mol Life Sci 61: 220-229, 2004.

YOUNOSSI ZM, KOENIG AB, ABDELATIF D, FAZEL Y, HENRY L, WYMER M:
Global epidemiology of nonalcoholic fatty liver disease-Meta-analytic assessment
of prevalence, incidence, and outcomes. Hepatology 64: 73-84, 2016.

ZHANG BH, WELTMAN M, FARRELL GC: Does steatohepatitis impair liver
regeneration? A study in a dietary model of non-alcoholic steatohepatitis in rats. J
Gastroenterol Hepatol 14: 133-137, 1999.

31



11. PREHLED PUBLIKACNI CINNOSTI AUTORA

Pavodni préace

1.

RYCHTRMOC, D., LIBRA, A., BUNCEK, M., GARNOL, T., CERVINKOVA, Z.:
Studying liver regeneration by means of molecular biology: How far we are in
interpreting the findings?

ACTA MEDICA (Hradec Kralové). 2009; 52 (3): 91-99.

LOTKOVA, H., KUCERA, O., ROUSAR, T., ENDLICHER, R., KRIVAKOVA, P.,
GARNOL, T., CERVINKOVA, Z.: Effect of S-adenosylmethionine on acetaminophen-
induced toxic injury of rat hepatocytes in vitro.

ACTA VET. Brno. 2009; 78: 603-613. IF = 0,403

. KOHOUTEK, L., CERVINKOVA, Z., KUCERA, O., ROUSAR, T., GARNOL, T.,

SILLER, J., LOTKOVA, H.: Effect of S-adenosylmethionine on liver regeneration
induced by partial hepatectomy.
General Physiology and Biophysics. 2010; 29: 72-78. IF = 1,146.

. KUCERA, 0., GARNOL, T., LOTKOVA, H., STANKOVA, P., MAZUROVA, Y.,

HROCH, M., BOLEHOVSKA, R., ROUSAR, T., CERVINKOVA, Z.: The effect of rat
strain, diet composition and feeding period on the development of a nutritional model of
non-alcoholic fatty liver diseases in rats.

Physiol. Res. 60 (2): 317-328, 2011 IF = 1,646

. GARNOL, T., ENDLICHER, R., KUCERA, O., DRAHOTA, Z., CERVINKOVA, Z.:

Impairment of Mitochondrial Function of Rat Hepatocytes by High Fat Diet and
Oxidative Stress.
Physiol. Res. 63(2): 271-274, 2014 IF = 1,531

. KUCERA, O., ENDLICHER, R., ROUSAR, T., LOTKOVA, H., GARNOL, T,

DRAHOTA, Z., CERVINKOVA, Z.: The Effect of tert-Butyl Hydroperoxide-Induced
Oxidative Stress on Lean and Steatotic Rat Hepatocytes In Vitro.

Oxidative Medicine and Cellular Longevity, Volume 2014, Article ID 752506,
http://dx.doi.org/10.1155/2014/752506. IF = 3,393

. GARNOL, T., KUCERA O., STANKOVA P., LOTKOVA H., CERVINKOVA Z.:

Does simple steatosis affect liver regeneration after partial hepatectomy in rats?
ACTA MEDICA (Hradec Krélové). 2016; 59 (2): 35-42.

32


http://dx.doi.org/10.1155/2014/752506

Staté ve sbornicich

1. KUCERA, O., LOTKOVA, H., KRIVAKOVA, P., KOTRAS, T., GARNOL, T,
ENDLICHER, R., MAZUROVA, Y., ROUSAR, T., CERVINKOVA, Z.: Zavedeni
modelu nealkoholického ztukovaténi jater na potkanech.

Ces. a slov. gastroenterologie a hepatologie. 2008; 62 (2): 123.

2. KUCERA, O., ROUSAR, T., LOTKOVA, H., KRIVAKOVA, P., GARNOL, T.,
GUNCOVA, I, CERVINKOVA, Z.: Comparison of high-fat nutritional models of
non-alcoholic fatty liver disease in rats.

Ces. a slov. gastroenterologie a hepatologie. 2008; 62 Suppl. 2: 101-102.

3. GARNOL, T., KUCERA, O., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T.,
CERVINKOVA, Z.: Liver regeneration after partial hepatectomy in the liver affected
by non-alcoholic fatty liver disease.

Clinical and Experimental Medical Journal, 2009; 3: 607-608.

4. KUCERA, O., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T,
CERVINKOVA, Z.: Is the liver affected by non-alcoholic steatosis more susceptible to
toxic effect of thioacetamide?

Clinical and Experimental Medical Journal, 2009; 3: 607-608.

5. KUCERA, O., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T,
CERVINKOVA, Z.: Citlivost jater potkana postizenych nealkoholovym ztukovaténim
k akutnimu toxickému ucinku D-galaktosaminu.
Ces. a slov. gastroenterologie a hepatologie (Suppl.). 2010; 64 (S1): S23-24.

6. KUCERA, O., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T,
CERVINKOVA, Z.: Rat liver affected by non-alcoholic steatosis is more susceptible to
acute toxic injury of acetaminophen.

Book of abstracts — Prague hepatology meeting 2010 (ISBN 978-80-254-7885-1),
2010; 101-102.

33



Sdéleni na odbornych setkanich

1.

KUCERA, O., LOTKOVA, H., KRIVAKOVA, P., KOTRAS, T., GARNOL, T,
ENDLICHER, R., MAZUROVA, Y., ROUSAR, T., CERVINKOVA, Z.: Zavedeni
modelu nealkoholického ztukovaténi jater na potkanech

XXXVI. M&jové hepatologické dny, 16. 5. 2008, Karlovy Vary.

KUCERA, O., ROUSAR, T., LOTKOVA, H., KRIVAKOVA, P., GARNOL, T,
GUNCOVA, L, CERVINKOVA, Z.: Comparison of high-fat nutritional models of
non-alcoholic fatty liver disease in rats.

Prague Hepatology Meeting, 18. -20. 9. 2008, Prague

KUCERA, 0., LOTKOVA, H., GARNOL, T., KRIVAKOVA, P., GUNCOVA, I,
ROUSAR, T., CERVINKOVA, Z.: The development of model of non-alcoholic fatty
liver disease in Wistar and Sprague-Dawley rats.

Falk Workshop Translational Research in Chronic Liver Diseases, 29. — 30. 1. 2009,
Heidelberg, SRN

GARNOL, T., KUCERA, O., KRIVAKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T,
CERVINKOVA, Z.: Liver regeneration after partial hepatectomy in the liver affected
by non-alcoholic fatty liver disease.

85. Fyziologické dny, 4. 2. 2009, Praha

KUCERA, 0., KRIVAKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., ENDLICHER, R.,
GARNOL, T., MAZUROVA, Y., CERVINKOVA, Z.: Is the liver affected by
steatosis more susceptible to toxic effect of thioacetamide?

85. Fyziologické dny, 4. 2. 2009, Praha

GARNOL, T., KUCERA, O., KRIVAKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T,
CERVINKOVA, Z.: Regenerace jater po parcialni hepatektomii v jatrech postizenych
nealkoholovym ztukovaténim u potkana.

XXXVII. Hepatologické dny, 15. 5. 2009, Karlovy Vary — cena za nejlepsi pitedndsku

KUCERA, 0., KRIVAKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T,
TYCOVA, V., CERVINKOVA, Z.: Jsou jatra postiZzena steatozou citlivéjsi k akutnimu
toxickemu poskozeni thioacetamidem?

XXXVII. Hepatologické dny, 13. 5. 2009, Karlovy Vary

GARNOL, T., KUCERA, O., KRIVAKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T,
CERVINKOVA, Z.: Liver regeneration after partial hepatectomy in the liver affected
by non-alcoholic fatty liver disease.

1% Congress of Fatty Liver and Metabolic Syndrome, 12.-14. 11. 2009, Budapest,
Hungary

KUCERA, 0., KRIVAKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T,
CERVINKOVA, Z.: Is the liver affected by non-alcoholic steatosis more susceptible to
toxic effect of thioacetamide?

1% Congress of Fatty Liver and Metabolic Syndrome, 12.-14. 11. 2009, Budapest,
Hungary

34



10. KUCERA, 0., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T.

11.

12.

13.

14.

15.

CERVINKOVA, Z.. Jsou jatra potkana postizena nealkohlovym ztukovaténim
citlivéjsi viaci akutnimu toxickému uc¢inku D-galaktosaminu?
86. Fyziologické dny, 10. 2. 2010, Praha

KUCERA, O., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T.
CERVINKOVA, Z.: Citlivost jater potkana postizenych nealkoholovym ztukovaténim
k akutnimu toxickému u¢inku D-galaktosaminu.

XXXVIII. Hepatologické dny, 12. 5. 2009, Karlovy Vary- cena za nejlepsi piedndasku

CERVINKOVA, Z., GARNOL, T., KUCERA, O., STANKOVA, P., ROUSAR, T.,
CERVINKA, M.: Does non-alcoholic fatty liver disease affect early stage of liver
regeneration after partial hepatectomy in rats?

Summer Research Conferences FASEB: Liver Growth, Indry & Metabolism, Basic &
Applied biology, 15. - 20. 8, 2010, Snowmass Village, Colorado, USA

KUCERA, 0., STANKOVA, P., LOTKOVA, H., ROUSAR, T., GARNOL, T,
CERVINKOVA, Z.: Rat liver affected by non-alcoholic steatosis is more susceptible
to acute toxic effect of acetaminophen.

Prague Hepatology Meeting 2010, 16. — 18. 9. 2010, Praha

CERVINKOVA, Z., GARNOL, T., LOTKOVA, H. KUCERA, O.: Non-alcoholic
fatty liver disease does not affect early stage of liver regeneration after partial
hepatectomy in rats.

Falk Workshop Inflammation & Cancer, 26. — 27. 1. 2012, Hamburg-Eppendorf.
CERVINKOVA, Z., KUCERA, O., LOTKOVA, H., GARNOL, T., ENDLICHER,
R.: Rat hepatocytes isolated from fatty liver are more sensitive to tert-butyl
hydroperoxide-induced oxidative stress.

Falk Symposium 191 Liver Diseases in 2013: Advances in Pathogenesis and
Treatment, 4. — 5. 10. 2013, London, Velka Britanie.

35



	OBSAH
	SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK
	1. Souhrn
	2. Summary
	3. ÚVOD
	4. LITERÁRNÍ PŘEHLED
	4.1 Regenerace jater
	4.1.1 Zvířecí modely jaterní regenerace
	4.1.2 Toxické modely jaterní regenerace
	4.1.3 Chirurgické modely jaterní regenerace
	4.1.4 Metody hodnocení intenzity regenerace
	4.2 Nealkoholové ztukovatění jater
	4.2.1 Etiopatogeneze nealkoholového ztukovatění jater
	4.2.2 Modely nealkoholového ztukovatění jater u potkanů
	4.2.3 Regenerace jater postižených nealkoholovým ztukovatěním
	5. CÍLE PRÁCE
	6. METODIKY
	6.1 Metodiky pokusů in vivo
	6.2 Metodiky pokusů in vitro
	6.3 Statistické vyhodnocení výsledků
	7. VÝSLEDKY
	7.1 Výsledky pokusů in vivo
	7.1.1 Zavedení modelu nealkoholového ztukovatění jater potkana in vivo
	7.1.2 Vliv prosté jaterní steatózy u potkana na regeneraci jater po parciální hepatektomii
	7.2 Výsledky pokusů in vitro
	7.2.1 Porovnání účinku terciárního-butylhydroperoxidu na steatotické  a nesteatotické hepatocyty in vitro
	8. DISKUSE
	8.1 Zavedení modelu nealkoholové steatózy na potkanech
	8.2 Vliv steatózy na jaterní regeneraci po parciální hepatektomii u potkanů
	8.3 Vliv oxidačního stresu indukovaného terciárním-butylhydroperoxidem na steatotické hepatocyty potkana v podmínkách in vitro
	9. ZÁVĚRY
	10.  SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY
	11.  Přehled publikační činnosti autora

