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ABSTRAKT
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Néazev diplomové prace: Stanoveni cytokind v supernatantu homogenatu jater u potkanti

S jaterni steatdzou

Zaméfenim této prace bylo stanoveni cytokind, a to IL-6, TNF-alfa a leptinu
V supernatantu homogenatu jater u potkant s jaterni steatézou. Tato vySetfeni byla
vykondna Vramci rozsahlé experimentalni prace orientované na schopnost jater
regenerovat po indukci steatézy. Stanoveni byla provedena pomoci enzymové
imunoanalyzy na imunosorbentech. Vysledky byly porovnavany s koncentracemi
cytokinti kontrolnich skupin potkani kmene Wistar a kmene PHHP, ktefi byli krmeni
standardni laboratorni dietou.

U kontrolni skupiny potkani kmene Wistar byly koncentrace IL-6, leptinu
i TNF-alfa v supernatantu jaterni tkan¢ vyssi nez u kontrolni skupiny potkant kmene
PHHP. Pfijem steatogennich diet vedl spiSe k poklesu IL-6 u vSech souborti potkand.
U pokusné skupiny kmene Wistar byly koncentrace leptinu signifikantné niz$i oproti
kontrolam téhoz kmene. U kmene PHHP podavani orotové kyseliny vedlo ke statisticky
vyznamnému zvyseni koncentrace leptinu. Pfijimani diet vyvolavajicich steatozu vedlo
u obou kmend potkani k poklesu koncentraci TNF-alfa v jaterni tkani, vyraznéji
U potkantt kmene PHHP.

Stanoveni v homogenatu jaterni tkané¢ neni obvyklé. Piedpoklad, Ze cytokiny
V supernatantu homogenatu jater u potkant S jaterni steatdzou budou pii zvolené
metod¢ zpracovani vzorkll pro ELISA stanoveni v dostate¢nych koncentracich, byl také

potvrzen, naméfené hodnoty se nachazely v kalibra¢nich rozmezich.



ABSTRACT
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Supervisor: Doc. MUDr. Pavel Zivny, CSc.
Title of diploma thesis: Cytokine estimation in liver homogenate supernatant in rats

with liver steatosis

The aim of this work was the determination of cytokines - interleukin 6, tumor
necrosis factor-alpha and leptin levels in liver homogenate supernatant in rats with
hepatic steatosis. These tests were performed within extensive experimental work
intented on the ability of liver regeneration after induction of steatosis. The
determination was performed using enzyme-linked immunosorbent assay. The results
were compared with cytokine concentrations of Wistar and PHHP control groups, who
were fed a standard laboratory diet.

The concentrations of IL-6, leptin and TNF-alpha in liver tissue supernatant were
higher in the control group of Wistar rats than in PHHP rats control group. Receiving
steatosis diets led to a decrease in IL-6 for all rat files. Leptin concentrations were
significant lower in Wistar rats than Wistar rats controls were. Orotic acid
administration statistically significant increased leptin level in rats PHHP. The
consumption of diets causing steatosis reduced TNF-alpha concentrations in liver tissue
for both types of rats, especially in PHHP rats.

Determination in homogenate of liver tissue is not usual. Presumption that
cytokines in liver homogenate supernatant in rats with liver steatosis will be
in sufficient concentrations, was also confirmed, the obtained values were in calibration

ranges.
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1. Uvod

Soudrznost bunék a jejich vziajemnou informovanost zajistuji rizné bunécné
interakce. Mezi nejdulezitéj$i patfi uvolhovani a pfendseni informacnich molekul.
Signaly polypeptidové povahy lze zahrnout do S$iroké rodiny cytokini. Cytokiny
miizeme definovat jako humordlni faktory, které zajiStuji mezibunéénou komunikaci
V rdmcei imunitniho systému 1 komunikaci mezi imunitnim systémem a dalSimi té€lnimi
soustavami. Hraji také vyznamnou regula¢ni ulohu v pribéhu embryogeneze.
Cytokinova signalni sit’ udrzuje télni homeostazu. Studium jednotlivych cytokini je
dalezité pro pochopeni jejich fyziologické role, ale také vyznamné piispiva k poznani
patologickych pochodli v riiznych organovych systémech 1 k odhaleni patogeneze
nékterych onemocnéni.

Cytokiny lIze stanovit ve vSech biologickych tekutindach a tkéanich. Stanovené
koncentrace jsou vyrazné zavislé na metod¢ stanoveni a na disledném dodrzeni
preanalytické ptipravy vzorku. Interpretace vySetfeni cytokinii je mimofadné obtizna
pro jejich biologickou variabilitu.

Cilem diplomové prace bylo vyhradné stanoveni cytokini v supernatantu
homogenatu jaterni tkan€ u potkant s jaterni steatozou. Tato vySetfeni byla provadéna
v ramci programového projektu IGA NR/8500-3. Jednalo se o rozsahlou experimentalni
praci zaméfenou na schopnost jater regenerovat po indukci steatdozy. Pro zasazeni
vysledkt cytokini do kontextu experimenti jsme pouzili nékteré ziskané parametry

od fesitelti projektu s jejich souhlasem, coz je v dal§im textu jasné vymezeno.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Charakteristika cytokini

Cytokiny predstavuji rozsahlou fadu informacnich molekul polypeptidové struktury.
Mohou byt definovany jako solubilni mediatory obranné odpovédi organismu. V Sir§im
smyslu tento termin zahrnuje i ristové faktory krevnich fad (hemopoetické ristové
faktory) a ristové faktory epitelovych a mezenchymovych bunék (Zima 2007).

Cytokiny jsou tedy pocetnou skupinou proteinovych mediatori, které jsou
secerovany vétSinou T-lymfocyty a makrofagy, ale i1 jinymi buifkami. Cytokiny
produkované leukocyty se nazyvaji interleukiny (leukocyty se jimi ovliviiuji navzajem).
Lymfocyty produkuji lymfokiny a makrofagy a monocyty monokiny (Masopust a Prisa
2003).

Cytokiny mohou byt nazvany tkénovymi hormony, které plsobi prostfednictvim
specifickych receptorti na rizné bunky imunitniho systému i mimo néj. Existuji také
membranové formy nékterych cytokint, které jsou na rozdil od sekretovanych forem
zakotveny Vv cytoplazmatické membrané¢ hydrofobni sekvenci asi 20 aminokyselin
(transmembranové proteiny). Vyhodou membrdnovych cytokinti je zajisténi jejich
vyrazné lokalniho piisobeni, kdy nedochézi k zifed’ovani difuzi a k odplavovani (Hoiejsi

a Barttnkova 2005).

2.1.1 Historicky uvod

Jiz vroce 1957 Issacs a Lindenmann objevili interferon jako solubilni faktor
produkovany buiikami po expozici inaktivovanym virem chiipky (Jabor 2008).
Vedle klasickych hormontd produkovanych endokrinnimi Zlazami, cirkulujicich v Krvi
a pusobicich na vzdalené organy, byly od 60. let postupné izolovany latky, jejichz
produkce casto nebyla omezena na jeden organ nebo na jednu bunécnou populaci
a jejich pusobeni na nejblizsi okoli produkujici buriky. Takovymi latkami byly nékteré
rastové faktory, napt. epidermalni ristovy faktor, nervovy ristovy faktor(Klener 1997).

Na zdkladé¢ svych biologickych ucinkGi byla identifikovana ftada peptidi
produkovanych riiznymi subpopulacemi lymfocyti (lymfokiny) a monocytl

(monokiny), které hraji roli ve vzajemné komunikaci buné€k imunitniho systému.



Od roku 1979 byla postupné identifikovana primarni struktura rostouciho poctu téchto
peptidovych makromolekul, které byly oznaceny jako interleukiny a Cislovany podle
potadi, v jakém byla jejich struktura poznana. Bylo zjisténo, ze lymfokiny ¢i monokiny
jsou také produkovany i jinymi buiikami nez lymfocyty nebo monocyty (napi.
fibroblasty, endotelidlnimi i epitelidlnimi buiikami). Termin interleukiny nebyl také
aplikovan na nékteré makromolekuly, u nichz byl z riznych divodi ponechan jejich
tradi¢ni nazev napt. TNF - tumor necrosis factor, TGF- — transformujici ristovy faktor
B, interferony, faktor stimulujici kolonie — CSF, aj. (Klener 1997).

V poslednich tifech desetiletich dochazi k prudkému nardstu poznatkid o cytokinech,
ato jak zhlediska jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, tak i jejich receptort

a ucinkd.

2.1.2 FyzikéaIn¢ chemicka struktura cytokint

Drive byly cytokiny popisovany podle svych G¢inkii v Zivoc¢iSnych modelech nebo
in vitro pokusech. Nyni jsou poznavany podrobné&ji na molekulové urovni. Je zjisténo
aminokyselinové slozeni a struktura, je lokalizovan gen odpovédny za jeho produkci.
Gen muze byt klonovan a cytokin Ize vyuzit v jeho rekombinantni podobé (Krejsek
a Kopecky 2004).

Spolecnou charakteristikou cytokinii je nizkd molekulova hmotnost. Jedna se
vétsinou o glykosylované linearni polypeptidy, které puisobi jiz v koncentracich 10™% az
10™® mol/mg cilové tkang (Zima 2007).

Jsou sestaveny ze 100 az 200 aminokyselinovych zbytkii a to vcetné signalni
sekvence, kterd ovliviluje jejich sekreci do extracelularniho prostoru. Molekulova
hmotnost se pohybuje od 6 kDa (TGF-o — transformujici ristovy faktor o) po 140 kDa
(MIS - Mullerian-inhibiting substance). Jsou slozeny z jednoho nebo dvou
aminokyselinovych fetézcii, vyjimkou je tumor necrosis factor (TNF), ktery je trimer.
VétSina cytokini ma pomérné vysoky obsah struktury alfa-helixu (40 - 60 %),
Vv ostatnich strukturnich charakteristikdch se li$i. Stabilitu molekuly cytokini zvySuji
disulfidické mustky. Ve vétSin€ piipadi jsou cytokiny glykoproteiny, obsahujici
cukernou slozku vazanou pies N nebo O. Glykosylace ovliviiuje v mnoha smérech také
jejich biologickou aktivitu. S nartistem znalosti cytokini je jiz znama krystalicka
podoba mnoha z nich. Rada cytokinii vykazuje strukturu o-helixu, méné Zasta je

struktura P-skladaného listu se strukturou trojlistku nebo p-skladaného listu se
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strukturou rolky (jellyroll) nebo struktura B-skladaného listu s tzv. cystinovymi uzly.
Odlisné vlastnosti cytokinil souviseji s riznymi doménami na molekule (Jabor 2008).
Sekrece cytokinu z buriky je vétSinou zajistovana piitomnosti tzv. signalni sekvence
Vv prislusném genu. Dalsi genové domény jsou spojeny se specifickymi, Casto velmi
odliSnymi funkcemi cytokint. I nizké shodnost Vv primarni struktufe neni na prekazku
obdobného tc¢inku riznych cytokini. Cytokiny, jakozto <¢initelé mezibunétné

komunikace, se vazou na specifické bunééné membranové receptory (Zima 2007).

2.1.3 Receptory cytokinti

Pusobeni cytokint, kterym ovliviiuji rist a diferenciaci, zavisi na jejich rozpoznani
avazbeé na specifické vysokoafinitni receptory cilovych bunék. Tyto receptory
lokalizované na bunééné membrané¢ pievadéji piislusSny signdl do nitra bunky, kde
spousteji signdlni kaskadu. Vazbou s pfislusSnym ligandem vznikd aktivni viceslozkovy
komplex, coz ¢asto spociva v oligomerizaci ligand-vazajicich podjednotek s naslednou
transdukci signalu az do bunéného jadra (Masopust a Prasa 2003).

Hustota cytokinovych receptort je od 10 po 10 000 na jediné bunce. Nékteré
cytokiny i s velmi rozdilnou chemickou strukturou sdileji spole¢né povrchové receptory
na buiikach. VétSinou se cytokinovy receptor skldda z jednoho polypeptidového fetézce
s extracelularni, transmembranovou a intracelularni doménou. U nékterych cytokina je
receptor sloZen z vice nez jednoho polypeptidového fetézce (Jabor 2008).

Jedna tato podjednotka zodpovida za specifickou vazbu cytokinu a dalsi zajiStuji
spojeni se signaliza¢nimi intracelularnimi molekulami. Cytokinové receptory lze
podle strukturnich podobnosti rozdé€lit do n€kolika skupin (Hofejsi a Bartuiikova 2005).

e Nadrodina IL-1 receptort

e Ttida I (pro hematopoetiny): obsahuje ustalené motivy slozeni fragment fetézce

tj. CCCC a Trp-Ser-X-Trp-Ser

e Tfida II (pro interferony): obsahuji ustaleny motiv CCCC

e Nadrodina TNF-receptorii (TNF-R): obsahuji opakujici se sledy C1, C3, C2
(Masopust a Prisa 2003, Jabor 2008).

Aktivita cytokini je ¢astecné regulovana ovlivnénim jejich receptorti. Cytokinové

receptory mohou byt formovany i jinymi cytokiny nebo riznymi pisobky (Jabor 2008).
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Vysledky signalizace ptes cytokinové receptory zavisi na typu bunky, typu signalu
(povaze receptoru) a spoluptisobeni jinych signalti. Kone¢nym disledkem mtize byt
cokoli od stimulace bunéné¢ho déleni a diferenciace, spousténi efektorovych
mechanismi  (degranulace, sekrece cytokini a jinych medidtord, aktivace
membranovych enzymt, bunécny pohyb — chemotaxe) az po zablokovani buné¢ného

cyklu a indukci apoptdzy (Hotejsi a Bartinkova 2005).

2.1.4 Uginky cytokint

Cytokiny vyvolavaji a fidi priab&h vrozené i specifické imunity, ovladaji vyvoj
a funkci bun€k imunitniho systému, ale 1 jinych bunék. Cytokiny ovliviuji proliferaci,
diferenciaci a migraci fady bun¢k (Jabor 2008).

Utinky cytokintl se piekryvaji, dopliuji a vzajemné se ovliviiuji jednoduchymi
i slozitymi zp&tnymi vazbami na riznych urovnich. Stejné cytokiny jsou produkovany
riznymi typy bunék. Naopak jeden typ bun¢k (monocyty, lymfocyty apod.) tvoti fadu
cytokinti s rozli¢nymi uc¢inky (Zima 2007).

Utinek jednotlivého cytokinu je ¢asto obtizné definovat. Vétsinou ptisobi spoleéné
S jinymi cytokiny nebo dal§imi molekulami, a to jak synergicky tak antagonisticky.
Cytokiny obvykle vyvolavaji kaskadu produkce dalSich cytokind, v které nasledujici
cytokin miize ovlivitovat piedchazejici. Cytokinové receptory, které jsou exprimovany
na povrchu buncék aktivovanych antigenem, realizuji antigen-specifickou imunitni
odpovéd, i kdyz cytokiny nemaji antigenovou specifitu. Cytokiny produkované
primarn¢ z leukocyti podnécuji humoralni a bunénou imunitni odpovéd’, stejnou jako
po aktivaci fagocyti antigenem. JSou vét§inou tvofeny velmi kratkou dobu po stimulaci
buniky napf. pfi imunitni nebo zanétlivé (Jabor 2008). Cytokiny nejsou uchovany
V intraceluldrnich kompartmentech, ale nové syntetizovany pfti ptislusnych aktivacnich
podnétech (Zima 2007).

Vétsina cytokinl je ve svém ucinku pleiotropni (ovliviiuje nékolik rtiznych druhti
bungk), ptsobi stupnovité (jeden cytokin vyvolava tvorbu druhého) a redundantné (vice
cytokinii ma stejny efekt). Cytokiny Gc¢inkuji:

e autokrinné (ptsobi na bunku, ktera je produkuje)
e parakrinné (plsobi na bunky v tésné blizkosti)

e endokrinng (po transportu cévnim feciStém pusobi na vzdalené tkang)
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Pii  spoluptisobeni nékolika riznych cytokini  dochazi  k synergistickym
a antagonistickym interakcim (indukuji nebo inhibuji syntézu dalSich cytokintl), které se
oznacuji jako cytokinova sit’ (Hotejsi a Bartiinkova 2005).

Typ urCité cytokinové sité je specificky pro odlisné fyziologické nebo
patofyziologické procesy. Tato sit’ je ovlivnéna rozdilnou produkci cytokint, ale i
sdilenymi rodinami receptort, které mohou byt spole¢né i pro nékteré hormony.
Cytokiny po navazani na membranové receptory spoustéji signalizacni kaskady, tim
ovliviiuji metabolismus cilové buiiky a jeji genovou expresi (Zima 2007).

Aktivitu cytokinli 1ze rozdélit do péti vétsich okruhti:

e vyvoj a udrzovani humoralni a bunéné imunitni odpovédi,

e navozeni zanétlivé reakce,

e regulace hematopoeze,

e kontrola bunécné proliferace a diferenciace,

e indukce hojeni poranéni (Masopust a Prisa 2003).

2.1.5 Zdroj cytokin

Zdrojem cytokini jsou piedev§im imunokompetentni buiky (T-lymfocyty,
makrofagy), ale schopnost tvofit cytokiny maji skoro vSechny somatické buiiky. Podili
se tak na meziorganové komunikaci a homeostaze. Jejich vyznamna a dlouhotrvajici
nerovnovaha vede k poskozeni hlavné endotelialnich funkci, mikrocirkulace
a k projevim syndromu systémové zanétlivé odpovédi a syndromu multiorganové

dysfunkce (Zima 2007).

2.1.6 Role cytokinli v mezibunécné komunikaci

Existuji dva mechanismy interakce burika-burika. Prvni komunikacni systém jde
cestou piimého kontaktu (ligand-receptor) pomoci adheznich molekul na povrchu
bunky. Druhy je realizovan solubilnimi mediatory jako jsou cytokiny. Cytokiny, ristové
faktory a hormony ptedstavuji chemické posly, které zprostiedkovavaji komunikaci
mezi buiikami. Regulace buné¢nych nuklearnich funkci se zacina aktivaci receptorti
na buiice. Tyto receptory se skladaji ze dvou slozek:

e doménu vazajici ligand, zajistujici specifitu vazby s ptislusnym ligandem,
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efektorovou doménu, ktera zahajuje vznik biologické odpovédi po vazbé

ligandu.

Aktivovany receptor muze vstoupit do reakce s dal§imi bunéénymi komponentami

a uskutecnit signalni transduk¢ni proces. Signalni transdukce ma fadu funkci:

prenasi informace mezi buitkami a organy,

zesiluje prenaseny signal jeho amplifikaci,

startuje signalni kaskady zahrnujici transkrip¢ni faktory s cilem regulace exprese
genu,

méni a ovliviluje genetickou expresi genu jako odpovéd’ na zevni podnét

(Masopust a Prasa 2003).

2.2 Klasifikace cytokinu

221

Rozdéleni podle skupinovych ndzvi
Interferony (INF-a, B, v): cytokiny s antivirovymi a antiproliferaénimi
schopnostmi.
Interleukiny (IL-1 az 1L-26): =zanétlivé mediatory s prozanétlivym
I protizanétlivym pusobenim.
Faktory stimulujici kolonie (CSF): rustové faktory hemopoetickych kmenovych
bunék. Cytokiny stimulujici v kostni dieni diferenciaci granulocyti (G-CSF ),
monocytu (M-CSF), obou typti myeloidnich bun¢k (GM-CSF).
Chemokiny: molekuly s chemotaktickym ptisobenim na granulocyty, makrofagy
a dalsi skupiny leukocytti. Dosud 14 popsanych chemokini se podle strukturalni
podobnosti a u¢inkt déli na 2 podtiidy:

o a-chemokiny, napt. IL-8

o B-chemokiny, napt. RANTES — regulated upon activation normal T-cell

expressed and secreted (Zima 2007).

Faktory nekrotizujici nadory (TNF-a, TNF-B): cytokiny s cytotoxickym
a regula¢nim pisobenim.
Jiné ristové faktory: rustovy faktor kmenovych bunék (SCF), erytropoetin
(EPO), rtstovy faktor fibroblastli (FGF), nervovy rtustovy faktor (NGF), faktor
inhibujici leukémii (LIF) a dalsi (Hotejsi a Bartiinkova 2005).
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2.2.2 Rozd¢leni podle funkce

Cytokiny lze rozd¢lit podle prevazujici funkce, avSak ptekryvajici se ufinky soucasné

zatazuji nékteré do nekolika skupin.

Cytokiny prozanétlivé podporujici zanétlivou reakci véetné chemotaktickych
faktord (chemokint). Typickym piedstavitelem chemokini je IL-8, je
chemoatraktantem pro vSechny znamé migrujici imunokompetentni buiiky.
Chemokiny vytvareji jakousi sit’ nad endoteliemi a jsou potfebné pro vznik
adheznich molekul na povrchu leukocytt, vytvareji téz chemotakticky gradient
pro pohyb zanétlivych bungk.

Prozanétlivé cytokiny (napt. TNF, IL-1, IL-6) zahajuji a stimuluji zanétlivou
odpovéd’. Jsou produkovany mnoha bunikami jiz v pocatecni fazi zanétu.
Navozuji zmény V misté zanétlivého postizeni, mobilizuji antigen prezentujici
bunky a endotelové buiky k expresi adheznich molekul. Vysledkem je aktivace,
diferenciace a proliferace zanétlivych bunék (leukocythi a monocytt,
makrofagii). IL-1 a TNF ptlisobi také systémoveé vyvolanim tzv. reakce akutni
faze vetné ovlivnéni syntézy proteint akutni faze v jatrech a vzniku horecky.
reakce (napi. 1L-10, TGF-p).

Cytokiny s aktivitou ristovych faktord hematopoetickych buné¢k - faktory
stimulujici kolonie (G-CSF, M-CSF, GM-CSF) a nékteré cytokiny (napt. 1L-3)
hraji kliCovou ulohu pro vyvoj zanétlivych bunék z progenitord v kostni dieni.
Néekteré cytokiny indukuji téz specifickou diferenciaci hematopoetickych
kmenovych bungk.

Imunomodula¢ni cytokiny - uplatfiuji se v humoralni (protilatkové) imunité
(Th2) a v bunééné zprostiedkované imunité (Tyl). Patii k nim pfedevsim IL-2,
IL-4, IL-5, IFN-y a dalsi. Jsou dilleZité zejména pro rozvoj T a B lymfocytii po
jejich stimulaci. Svym efektem vedou k aktivaci pfislusnych bunék, a tim
soucasné urcuji typ imunitni odpovédi.

Cytokiny s antivirovym tu¢inkem — interferony (Hofej$i a Bartinkova 2005,
Masopust a Priisa 2003).
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2.2.3 Rozd¢leni cytokint secernovanych Ty-lymfocyty

2231 Typ Tl

Do tohoto typu patii IL-2, IL-12 a IFN-y. Je produkovany Tnl-lymfocyty a hraje
vyznamnou roli v celularni imunité (Masopust a Prasa 2003).

Makrofagy produkujici IL-12 wvyrazné ovliviuji diferenciaci TnO-lymfocytt
na efektorové Tyl-bunky. Tyto tvofi IFN-y, ktery stimuluje makrofagy K preméné
na aktivovanou formu. Dalsi hlavni cytokin Tyl-bunék IL-2 je dulezity pro jejich

déleni a proliferaci (Hofejsi a Barttnkova 2005).

2232 TypT2

Do tohoto typu patii IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13. Je produkovany Ty2-lymfocyty
a Uplatiiuje se V humoralni imunité (Masopust a Prasa 2003).

Mikroprostfedi obsahujici IL-4 (vytvafen bazofily a mastocyty) urCuje vyzravani
THO-lymfocytt na Tp2-bunky, které reguluji syntézu protilatek a diferenciaci
eozinofilnich granulocytu. Tyl a Ty2-lymfocyty jsou ve vzajemném antagonistickém
vztahu uréovaném cytokiny. Tyl-lymfocyty tlumi Ty2-lymfocyty prostfednictvim
IFN-y. Tu2-lymfocyty tlumi Tyl-lymfocyty prostiednictvim IL-4 (Krejsek a Kopecky
2004).

2.2.4 Rozd¢leni podle struktury

Strukturalné jsou cytokiny velmi rtiznorodé molekuly. Primarni struktura je znama
U dosud popsanych, u mnoha je zndma i sekunddrni, vétSinou i struktura jejich
receptorii. Cytokiny lze rozdélit do n&kolika strukturnich skupin — rodin. Clenové
ve skupiné maji urcitou podobnost v sekvenci aminoskupin a Vv prostorové struktuie
molekul (Hofejsi a Barttiiikova 2005).

Napt. zdkladni strukturni skupiny cytokint jsou:

e Hemopoetiny — charakteristickym strukturnim rysem je pfitomnost &tyf

a-helikalnich useku.
e Interferony a rodina IL-10 — obsahuji pét a-helikalnich usekt, strukturné se

vzdalené podobaji hemopoetintim.
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e Skupina I1L-12 - nekovalentni heterodimery dvou strukturné odlisnych
podjednotek, mensi je podobna hemopoetinim a vétsi podobna receptorovému
fragmentu.

e Skupina TNF — tvar kompaktniho ,,soudecku* tvofeného antiparalelnimi tiseky
polypeptidového ftetézce (pB-struktura), cytokiny této skupiny se vétSinou
vyskytuji v trimerni formé, mnohé z nich jsou membranové molekuly.

e Skupina TGF-f — dimerni cytokiny s charakteristickym tzv. cystinovym uzlem
kovalentné stabilizujicim jejich tvar.

e Chemokiny — malé molekuly (8-10 kDa), podle struktury a uspotadani
stabilizujicich cystinovych mustkd lze rozdélit do dvou hlavnich podskupin
zvanych CCL a CXCL.

e Ostatni — struktury nepodobné jinym cytokinim .

(Hotejsi a Barttinikova 2005).
Cytokiny ve vétsin€ byly ptivodné objeveny na zaklad¢é svych biologickych aktivit
a teprve pozdé€ji se prokazala jejich identicka chemicka struktura, proto se Kklasifikace
cytokinii opakované piepracovavala. V jednotlivych klasifikacnich systémech byly
zohlednovany riazné aspekty. Podrobnéjsi déleni cytokina zahrnuje Sestnact
cytokinovych rodin, jednu cytokinovou rodinu unikatni a ¢tyfi chemokinové rodiny -
rodinu CC-beta, rodinu CCX, rodinu C a rodinu CX3C (Jabor 2008).

2.3 Studium cytokinu

Diikladné poznani jednotlivych cytokini a jejich vzajemnych interakci je velmi
obtizné, avSak ma velky prakticky vyznam. Funkce cytokini jsou studovany
na zvirecich modelech nebo na tkanovych kulturdch. Mnohocetnost jejich ucinki
zpusobilo, Ze nékteré cytokiny byly popsany podle urc¢itého vysledku in vitro, ktery se
Vv pozdgjSich studiich ukéazal jako méné podstatny (napiiklad INF-y byl objeven
na zéklad¢ primého antivirového efektu, jeho hlavni ucinek je vSak imunoregulani).
In vivo je mozno studovat funkce cytokinii prechodnym vyrusenim jeho vlivu aplikaci
ptislusnych inhibitort. Velkym pfinosem je konstrukce tzv. knock-out mysi, kterym je
experimentalné vyrazen gen kodujici urcity cytokin. Naopak u mysi transgennich je
vnesen gen pro jisty cytokin, ten je pak exprimovan a ptislusny cytokin je produkovan

ve zvySeném mnozstvi. (Hofejsi a Bartinkova 2005).
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Dalsi poznatky o funkci cytokinli piredstavuji vrozené C¢i ziskané poruchy
jednotlivych cytokini nebo jejich receptorti. Klinicka aplikace rekombinantnich
cytokinil pfi riznych indikacich u lidi ptfinasi také poznatky o jejich funkci. Aplikovany
cytokin neni vSak idedlni modelovy piipad pro studium, nebot pleiotropni efekt se
obvykle projevi jako nezadouci reakce. Podéani cytokini je obvykle systémové
s vysokymi davkami, zatimco funkce vétSiny cytokini spociva v jejich lokalnim
pusobeni s ucinnou minimalni koncentraci. Proto nejsou (az na nékteré vyjimky)
obvykle pouzivany jako substitu¢ni 1écba pii prokdzaném defektu urcitého cytokinu
(Klener 1997).

2.4 Charakteristika vybranych cytokini

2.4.1  Faktor nekrotizujici tumory

Faktor nekrotizujici tumory (TNF — tumor necrosis factor) je produkovan
aktivovanymi lymfocyty, makrofagy, granulocyty a fibroblasty. Ma dvé formy, a a B,
které soutézi ve vazbé na spolecny specificky membranovy receptor.

e TNF-alfa (kachektin): je mediatorem zanétlivé reakce, ptsobi uvolnéni dalSich
mediatora (leukotrient, prostaglandinu E;), indukuje expresi nékterych genti, ma
cytotoxické ucinky a lokadln¢ plsobi nekrézu nddorovych bunék. Jednim
Z mechanismli cytotoxickych ucinkii muaze byt tvorba kyslikovych radikalt
vyvolana TNF. M4 silny katabolicky uc¢inek a je odpovédny za nadorovou
kachexii. Inhibuje lipoproteinové lipazy a potlacuje diferenciaci adipocytil.
Plsobi zvyseni télesné teploty. Pfisuzuje se mu role v patogenezi roztrousené
sklerozy a nékterych autoimunnich onemocnéni. M4 silné angiogenni ucinky
(Klener 1997).

Primarné¢ je TNF-alfa produkovan aktivovanymi buiikami monocyto-
makrofagové fady jako odpovéd na rizné stimuly (viry, parazity, bakterie,
cytokiny a mitogeny) a ma pleiotropni ucinek. Je schopen aktivace mnoha cest
a stimulovat nebo tlumit expresi velkého poctu geni. V roztoku vytvari
trimerickou molekulu. Transmembranovd a secernovand solubilni forma
TNF-alfa je biologicky aktivni. Vysoka koncentrace TNF-alfa byva nalézana
u septického Soku. Pretrvavani jeho vysokych koncentraci indikuje Spatnou

prognozu (Jabor 2008). Pro hodnoceni prognozy je tieba trvale monitorovat
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plazmatické hodnoty, jednotlivé méfeni nemd vypoveédni hodnotu. Fyziologické
koncentrace (v plazmé pod limitem detekce) jsou nutné k apoptdze a remodelaci
tkani a k normalni aktivaci imunitniho systému (Zima 2007).

e TNF-beta (lymfotoxin): ma n€které obdobné funkce jako TNF-alfa. Indukuje
expresi cytokini a adheznich molekul, stimuluje proliferaci a diferenciaci
mnoha bunécnych typti (lymfocytd, endotelii, nervovych bun¢k). Jeho hlavni
ucinky jsou vSak cytotoxické a cytolytické. S TNF-alfa soutézi ve vazbé
na spolecné membranové receptory, které se nachdzeji na vétSin€ bunck,

s vyjimkou erytrocytt (Klener 1997).

2.4.2 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je cytokin s mnoha funkcemi a Sirokou puUsobnosti. Je
produkovan normalnimi i transformovanymi buinikami (aktivované T-lymfocyty,
aktivované monocyty, makrofagy, fibroblasty, hepatocyty, keratinocyty, astrocyty,
cévnimi endoteliemi a riznymi nadorovymi buikami). Produkce IL-6 je navozena
vlivem riaznych cytokint. IL-6 se ucastni regulace zanétu a imunitni odpovédi,
stimuluje B-lymfocyty, hematopoézu, podporuje syntézu erytropoetinu, ovliviiuje
reparaéni dé€je a angiogenezi. Je piimo zapojen do odpovédi na infekci a poranéni
véetné zvySeni télesné teploty. IL-6 je hlavnim induktorem syntézy proteint akutni faze
v hepatocytu, kde spoluptisobi s IL-1 a glukokortikoidy (Zima 2007, Jabor 2008).

M4 vliv na rizné bunky, vcetn¢ fibroblastii, progenitorové myeloidni buiiky,
navozuje diferenciaci T a B bunck, makrofagi. IL-6 ma mnohocetné efekty,
podle kterych ziskal mnozstvi synonym (Jabor 2008). Napi. BCFS (B cell stimulatory
factor), protoze indukuje diferenciaci B-lymfocytu v plazmatické buiiky nebo HPGF
(Hybridoma plasmocytoma growth factor), nebot’ se uplatiiuje jako autokrinni riistovy
faktor u mnohocetného myelomu. Aktivuje osteoklasty a ucastni se na vzniku
postmenopauzalni osteopordzy. Autokrinnim mechanismem podnécuje mezangialni
bunky v ledvinach a podili se na genezi mezangioproliferativni glomerulonefritidy.
Spolu s TNF pisobi vznik anorexie a kachexie pfi nadorovych onemocnénich (Klener
1997).

IL-6 indukuje expresi IL-2 a receptoru pro IL-2, interaguje s IL-2 na proliferaci
T-lymfocytd, plisobi synergné s IL-3 na multipotentni hematopoetické progenitory

(i megakaryocyty). Inhibuje rust linii bunék myeloidni leukémie (Jabor 2008).
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Z hlediska  klinického  vyuziti je nejdulezitéjsim cytokinem. Stanoveni
vV mozkomisnim moku rozli§i bakteridlni etiologii meningitidy od ostatnich pficin.
V moci lze vyuzit ¢asné detekce rejekce Sté€pu pfi transplantaci. O nékolik hodin
piedchazi vzestup CRP — proteinu akutni faze, ktery se nejcastéji vyuziva k odhaleni
Casné napt. pooperacni infekce. Diagnostickd uloha IL-6 je jeste¢ dualezitéjsi
v diagnostice neonatalni infekce a sepse, kdy dosud nemusi byt plné rozvinuta odpovéd
proteint akutni faze. Pomér IL-6 a protizanétlivého IL-10 se povazuje podobné jako
TNF-a za nejlepSi ukazatel zavaznosti a progndézy syndromu systémové zanétlivé
odpovédi. Trvale zvySené koncentrace IL-6 zaroven s klesajici syntézou IL-10 (tedy
stoupajici pomér IL-6/IL-10) piedurcuji rozvoj syndromu multiorganové dysfunkce
a znaci $patnou prognézu vzhledem K pieziti. Mimo stanoveni IL-6 pomoci ELISA byly

vyvinuty automatizované imunoanalyzy s chemiluminiscen¢ni detekci (Zima 2007).

2.4.3 Leptin

Leptin (OB) je cytokin tvofeny adipocyty a podili se na regulaci pfijmu potravy.
Hladina leptinu koreluje s mnozstvim tukové hmoty. Klesa v piipadé kalorické
malnutrice a vzriista po obnové piijmu potravy. Mistem jeho regulacniho plisobeni je
mozek. Byla nalezena silna vzajemna souvislost mezi plazmatickou hladinou leptinu
a hladinou dopaminu v mozkomi$nim moku (Krejsek a Kopecky 2004).

Leptin je produktem ob genu. Mutace ob genu blokujici syntézu leptinu vede
k obezité, diabetu mellitus, redukci motorické aktivity, k poklesu metabolismu a télesné
teploty. Exprese mRNA je omezena na tukovou tkan. Evolu¢né se jedna o velice
konzervativni cytokin (Jabor 2008).

Leptin je senzorem uchovavané energie v tukové tkani schopny zprostiedkovat
zpétnou vazbu do mist zapojenych v regulaci energetické homeostazi. Leptin se pevné
vaze na receptory v hypotalamu a snizuje chut’ k jidlu, obecné vzato snizuje télesnou
hmotnost. Ma podstatny vliv na celkovy metabolismus tukd. Pfi nadbytku tuki dava
signal k jejich degradaci a k zastavé piijmu. AvSak bylo zjisténo, Ze u obéznich lidi,
ackoliv je u nich produkce leptinu vysoka, jeho uc¢innost je skoro nulova, nebot trvaly
vysoky ptivod potravnich tukt oslabil citlivost leptinovych receptori. Proto uZiti leptinu
K snizovani télesné hmotnosti je zatim problematické, protoze dochazi k mnohym

nezadoucim ucinkim, napt. v reprodukénim systému (Ledvina 2005).
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2.5 Stanoveni cytokini

Cytokiny lze stanovovat ve vSech biologickych tekutindch a tkanich. Nejcastéji jsou
méfeny v plazmé. Vyslednd koncentrace znaéné zavisi na vybrané metod¢ stanoveni

a na spravném dodrzovani preanalytické ptipravy vzorku (Zima 2007).

2.5.1 Preanalyticka faze

K odbéru krve i dalsich biologickych vzorki je doporuceno pouzivat specialni
odbérovy material, ktery neobsahuje endotoxin a pyrogeny. Je tieba co nejdiive
po odbéru separovat plazmu a uchovavat ji pii -70 °C, nebot” velmi snadno dochézi
k tvorbé cytokinu in vitro. Vzorky lze skladovat hluboko zmrazené maximalné jeden
rok (Jabor 2008).

2.5.2 Moznosti stanoveni

Dftive prevazovaly biologické testy s tkanovymi kulturami urcitych bunéénych linii.
Tyto metody byly vSak velmi pracné, nakladné a obtizné reprodukovatelné, casto
i nespecifické. V souCasné dobé se pouzivaji pouze ve vyzkumu. Zavedeni
imunochemickych metod usnadnilo také vySetiovani cytokini. NejCastéji jsou
vyuzivany techniky imunoanalyz na principu ELISA, RIA a IRMA. Komer¢ni sety
od ruznych vyrobcu se ¢asto 1isi mezi sebou z hlediska pouzitych protilatek, rozsahem
kalibra¢ni kiivky, limitem detekce apod. U mnoha souprav neni k dispozici kontrolni
sérum, normalni hodnoty jsou uddvané jako doporucené nebo nejsou uvedeny vibec. Je
vyhodné vyuzivat kity od jednoho osvédceného vyrobce a stanovit si vlastni rozmezi
plazmatickych normalnich hodnot. Obtizné je stanoveni normalnich hladin u jiného
biologického materidlu, nez je plazma a sérum. Izolované jednordzové stanoveni
cytokinu ma omezeny diagnosticky piinos. Prakticky vyznamnéj$i je vySetfeni vice
cytokintl soucasné spolu se sledovanim jejich dynamiky (Zima 2007).

Pro stanoveni cytokinli jsou vyuZivany i metody polymerdzové fetézové reakce
a blottingu. Molekularné biologické postupy umoziiuji stanovit genotypické rozdily

nebo expresi gentll pro cytokiny - kvantitu mRNA jednotlivych cytokint (Jabor 2008).
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2.5.3 Imunochemické metody

Podstatou imunochemickych analytickych metod je reakce antigen — protilatka.
Tvorba imunokomplext je vyuzita jako vychodisko k vysoce senzitivnim reakcim
S pouzitim znacenych antigent nebo protilatek. Citlivost téchto metod je velka, tudiz je

mozné stanovit i malé koncentrace latek (Bartiiikova a Paulik 2005).

2531 RIA — radioimunoanalyza

Radioizotopové metody nalezi k historicky nejstar§im. Ke stanoveni antigenu se
vyuziva protilatka zna¢end radioaktivnim prvkem. K vyhoddm téchto metod patii jejich
velika citlivost a reprodukovatelnost. Nevyhodou je protilatka znacené radioizotopem,
oddélené izotopové pracovisté, specialni méfici technika a produkce izotopového
odpadu (Bartiinkova a Paulik 2005).

Radioimunoanalyza je metoda =zalozenda na principu kompetitivni reakce
stanovovaného analytu — antigenu (Ag) a vhodného radioindikatoru (Ag’) o vazebna
mista specifické protilatky (Ab), kterd je pfitomna v omezeném mnozstvi. Vysledkem
reakce je vznik dvou komplexii antigen-protilatka, a t0 S neznacenym a znacenym
antigenem. Mnozstvi zna¢eného komplexu je nepfimo umérné pivodnimu mnozstvi
stanovovaného antigenu (¢im je vyssi koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku, tim
mensi mnoZstvi vznikne znageného komplexu [Ag -Ab]).

Ag+Ag +Ab < Ag-Ab+ Ag-Ab
Kvantitativni vyhodnoceni reakce je zaloZena na detekci radioaktivity. Celkova
radioaktivita, ktera byla do reakce dodana, se rozdéli do dvou frakci — vazané a volné.
Na zakladé rozdéleni obou frakci separaci je mozno zméfit radioaktivitu jedné z nich
a analyzu kvantitativné vyhodnotit. Nejcastéji pouzivanymi radionuklidy jsou 125I,

57Co a 3H (Jabor 2008).
25.3.2 IRMA — imunoradiometricka analyza
Jedna se o nekompetitivni imunoanalytickou metodu stanoveni analytu - antigenu

(Ag) pomoci protilatky, ktera je znaena radioizotopem a je v nadbytku (Ab").
Ag + Ab° > Ag-Ab + Ab
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Mnozstvi komplexu je umérné mnozstvi stanoveného antigenu, tedy se vzristajici
koncentraci stanovované latky vzrista také radioaktivita vytvofeného komplexu (pokud
je méfena vazana frakce indikatoru).

Frekventovanou modifikaci je sendvicova IRMA, kdy do reakce se stanovovanym

antigenem vstupuji v nadbytku dvé specifické protilatky (Jabor 2008).

25.3.3  ELISA - enzymova imunoanalyza na imunosorbentech

ELISA je specialnim druhem enzymové imunoanalyzy (EIA). ELISA metody jsou
vhodné ke stanovovani latek, které se vyskytuji v séru v nizkych koncentracich,
pod detekéni mez nefelometrickych metod. Indikatorem je enzymovy Kkonjugat.
Podle povahy substratu reakce mize byt detekovana spektrofotometricky,
fluorometricky a luminometricky. ELISA mutze byt heterogenni nekompetitivni EIA
(tzv. sandwich) nebo heterogenni kompetitivni EIA. Provadi se pomoci mikrotitra¢nich
desticek o 96 jamkach. Vyzaduje separaci volné a vazané frakce indikatoru. Zakladnim
vybavenim je ELISA-reader. Je to modifikovany spektrofotometr umoznujici méteni
barevné reakce pii riznych vlnovych délkdch a je upraveny na odecitani
z mikrotitracnich desticek (Barttiikova a Paulik 2005).

Nejcastéjsi formou je zakotveni jednoho z Clenii reakce (antigenu nebo protilatky)
na pevné fazi (sorbentu) a nasledné oddélovani zreagované a nezreagované znalené
reagencie promytim. Pevnou fazi pfedstavuje povrch jamky umélohmotné desticky.
Metoda se pouziva ke kvantifikaci fady antigend, protilaitek a dalSich produkti
(Budayova 2003).

e Heterogenni nekompetitivni enzymoimunoanalyza

Na pevné fazi je navazana protilatka, ktera po pfidani vzorku vyvéze antigen v ném
obsazeny. Po promyti se na navdzany antigen vaze na jinou antigenni determinantu opét
protilaitka znaCena enzymem (nejCastéji kienova peroxidasa, alkalicka fosfatasa,
B-D-galaktosidasa a glukosaoxidasa). Po opétovném promyti je ptidan substrat,
nasleduje enzymova reakce. Vysledkem je barevny komplex, jehoZ absorbance je
zméfena na spektrofotometru. Z kalibra¢ni kiivky sestrojené z hodnot standardnich
vzorkll se odecte koncentrace daného analytu vV nezndmém vzorku (Budayova 2003).

e Heterogenni kompetitivni enzymoimunoanalyza

Neznaceny antigen ze vzorku soutéZi se standardnim mnozstvim zna¢eného antigenu

o vazebné misto na protilatce zakotvené na pevné fazi. Cim vice antigenu obsahuje
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analyzovany vzorek, tim mén¢ zna¢eného antigenu se navaze na zakotvenou protilatku.
Po pfidani enzymového substratu je vyslednd intenzita zbarveni méfena
spektrofotometricky. Pomoci sestrojené kalibracni kiivky ze standardnich vzorkl se

odecitaji ptislusné hodnoty v nezndmém vzorku (Budayova 2003).

2.6 Jaterni steatoza

Jatra maji Ustfedni roli v metabolismu tukii. Jaterni steatdza (ztukovaténi jater) je
nejcastéjsi metabolickou poruchou jater. Dochazi pti ni k hromadéni tukd, predevsim
triacylglycerolti, v hepatocytech. Normalni obsah tuk Vv jatrech je nizky (4-8%).
Pti steatdze se obsah tukl zvySuje na 10-15, ale 1 50%. Hlavni pti¢inou v civilizovanych
zemich je prejidani. Jaterni steatéza koreluje s obezitou. Dal$imi pii¢inami je
alkoholismus, diabetes 2. typu, malabsorpce, malnutrice nebo toxické zmény. Cista
jaterni steatdza je reverzibilni proces, ktery se upravi pfi odstranéni pficiny.
Pti ptidruzeni dals$i napt. zanétlivé, virové nebo toxické slozky muze piejit v jaterni
cirh6zu (Klener 2002).

Jaterni steatéza nemusi byt vysledkem zavaznych onemocnéni nebo chronického
alkoholismu, na jejim vyvoji se podili i nevhodna vyziva. Ve vyspélych statech se
nejedna o nedostatek potravy, ale naopak o jeji nadbytek, ptipadné o $patnou skladbu
potravin. BéZné¢ se konzumuji potraviny s vy$Sim obsahem tukii a cholesterolu,
zivocisné bilkoviny s nadbytkem methioninu (Zavoral 2007).

Makrovezikularni steatéoza (velkokapénkova) vyplyvd z kombinace poruch, které
zahrnuji vyssi prisun tuki, jejich nedostateCnou oxidaci nebo poruchu sekrece rtiznych
forem tukl v jatrech. Prevalence v populaci je az 20%. U abuzu alkoholu je steatoza
soucasti diagndzy alkoholické choroby jater. Neni-li pfitomen abuzus alkoholu, jedna se
o nealkoholické ztukovaténi jater (Zavoral 2007).

Nealkoholické ztukovaténi jater (NAFL) je hlavni pfi¢inou nemoci souvisejicich
S jatry a je Casto spojovano s obezitou a metabolickym syndromem (Pagano 2005). Je
také spojené se zvySenou umrtnosti a nemocnosti po resekci jater (Picard 2002).

Nealkoholicka steatohepatitida (NASH) je klinicky syndrom steatéozy a zanétlivé
infiltrace jater, ktery mize postupovat az v 20% do cirhozy véetné komplikaci (Zavoral
2007). Patogeneze NASH neni pfili§ znama. Je spojovana s obezitou, diabetem mellitus
II. typu a poruchou metabolismu tukil. Je disledkem nékolika stupiovitého poskozeni.

Nejprve dochazi ke vzniku inzulinové rezistence a hyperglykemii, vysledkem je
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steatdza jater. V dalSim stupni se tvofi oxidativni stres, apoptéza hepatocytii a tim
spuSténi zanétlivych reakci s postupnou fibrotizaci. Leptin, cirkulujici adipogenni
hormon, je prokazatelné spojen s aktivitou jaternich hvézdicovych buné€k a fibrogenezi.
Leptin je i1 silnym mitogenem jaternich hvézdicovych bunék a ma na né také
antiapopticky uc¢inek. Jaterni hvézdicové bunky jsou hlavnim zdrojem nadmérného
mnozstvi patologické extracelularni matrix, fady medidtort, proteaz a jejich inhibitora
(Spicak 2008).

Mikrovezikularni steatéza (malokapénkova) je vétSinou provazena téz8i dysfunkci
jater. Jedna se o vrozené nebo ziskané choroby s poruchou beta-oxidace mastnych
kyselin napt. akutni steatdza jater v t€hotenstvi, Reyliv syndrom, poruchy metabolismu

urey nebo reakce na 1éky (Zavoral 2007).

2.7 Regenerace jater po hepatektomii

Regenerace jaterni tkdné jsou velice slozit¢ a komplikované procesy. Jedna se
vlastné o kompenzacni hyperplazii jater, kdy odstranéna cast strukturdlné¢ nedoroste
do podoby pied zakrokem, ale zbyly jaterni parenchym expanduje z divodu nahrady
ztracené funkce. Nové hepatocyty pochdzeji z replikujicich se zbylych hepatocytt.
Zdravé hepatocyty jsou vétSinou v klidovém stavu, nereplikuji. Po castecné
hepatektomii se aktivuji, vstupuji do mitotického cyklu a do nékolika dni doplni
chyb¢jici tkan. Regenerace je fizena vzajemné se ovliviiujicimi pochody cytokint,
ristovych faktort a metabolickych cest (Spi¢ak 2008).

Vyznam cytokint je pfedevSim v zahajeni regenerace. Cytokinova kaskada zacina
vazbou TNF-alfa na receptor TNFR 1 v Kupffferovych bunkach. Dochazi k aktivaci
nuklearniho faktoru kappa B (NF-kappa B) a nasledn¢ tvorbé interleukinu 6. IL-6 se
uvolni do okoli builky a vaZe se na vlastni receptor v hepatocytech. Intracelularné
aktivuje STAT-3, ktery se presune do jadra hepatocytu a zde plsobi na fadu geni
odpové€dnych za regeneraci. Cytokiny jsou plné aktivni jiz 30 minut po resekci.
Pocate¢ni tvorba TNF-alfa je ovlivnéna lipopolysacharidem a jeho vazbou na Toll-like
receptor 4. TNF-alfa také aktivuje tkanové matrix metaloproteindzy, které jsou schopny
degradovat soudasti extracelulirni matrix a tim umozni proliferaci hepatocyti (Spicak
2008).

Steatéza sama o sobé nenaruSuje regeneraci jater. Snizend regenerace jater byla

pozorovana u obéznich potkant, av§ak samotnd tukova infiltrace nemusela byt pti¢inou.
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Na snizené regeneraci mohly mit podil i jiné faktory jako dysfunkce leptinovych
receptort (Picard 2002).

2.8 Experimentalni prace

Experimentalni prace se zabyvala otazkou, jak zavazna a rizikova je jaterni steatdza
pro organismus, zda mtze vést ke zpomaleni a oddaleni jaterni regenerace. Toto zjisténi
ma vyznam v klinické mediciné pro posouzeni rizika rozsahlé resekce jater u pacientl
S jaterni steatdzou urcité etiologie. Problém také nepiimo souvisi s rozhodovanim
0 vhodnosti pouziti steatotickych jater k transplantaci. Cilem pokusu bylo navodit
steatozu jater u dvou riznych druhl potkani podavanim specialnich diet a zhodnotit

schopnost jater regenerovat po ¢astecné hepatektomii (Hruba 2007).

2.8.1 Navozeni steatozy

Schopnost jater regenerovat po castecné hepatektomii byla urCovana u potkani
kmene Wistar a Prazskych hereditarnich hypercholesterolemickych potkant Zivenych
dietami, které zpusobuji steatozu. Jako kontrolni dieta byla uzita standardni laboratorni
dieta. Jako steatozu indukujici diety byly uzity:

e standardni laboratorni dieta se zvySenym obsahem cholesterolu
(4% cholesterolu) - steatdoza se vytvaii prevazné z cholesterolu. Tato dieta
demonstruje zmény jaterni tkdn¢ pii nadbytku cholesterolu podobné jako u lidi
(Hruba 2007).

e methionin cholin deficitni dieta — tato dieta demonstruje stav malnutrice, kdy
do organismu neni dopliiovan cholin a pouze v omezené mife methionin. Cholin
je jednim ze stavebnich kamenl bunécnych a organelovych stén. Je nutny
pro tvorbu fosfatidylcholinu, ktery je esencialni pro produkci VLDL. Absence
cholinu v dieté¢ pusobi, ze hepatocyty netvoii VLDL a tim je poskozena
exocytoza triacylglycerolt, coz vede k jejich hromadéni (Nakano 1997).

e dieta s vysS§im obsahem kyseliny orotové (4%) — kyselina orotova zpusobuje
poskozeni mitochondridlni beta oxidace mastnych kyselin a je pfi¢inou
mikrovezikularni steatézy u potkani (Rifai 1994). Zabranuje exportu noveé

syntetizovanych jaternich lipoproteinii z jater (Hebbachi 1997). To vede
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ke zna¢nému ukladani jaternich triacylglyceroli a volnych mastnych kyselin (Su
2005).

Diety mély stejny obsah tukil (5,5% kukufiéného oleje) a byl sledovan efekt
nadbytku nebo nedostatku jednotlivych komponenti. V ramci celé studie byla
provedena laboratorni vySetfeni zaméfena na  metabolismus cholesterolu,
triacylglyceroli a funkce jaterni tkané. Intenzita jaterni regenerace byla hodnocena
na zakladg inkorporace >H-thimidinu. Ze vzorkii jaterni tkand byla provedena také
histologicka vysetteni (Hruba 2007).

Steatdoza navozena dietnimi vlivy muze vést K zasadnimu zpomaleni a oddaleni
jaterni regenerace, zejména u kmene Prazskych hereditarné hypercholesterolemickych
potkanti, u kterych se neptedpoklada porucha receptoru pro leptin a jejich metabolismus

lipida je blizs§i metabolismu lidi ve srovnani s potkany kmene Wistar (Hruba 2007).
2.8.2 Laboratorni potkani

Pokusy byly provedeny na potkanech — na samcich kmene Wistar a kmene
Prazskych hereditarnich hypercholesterolemickych potkant. Potkani byli chovani
a vSechny zakroky na nich byly vykonany na pracoviSti Radioizotopové laboratote
a vivarium Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Bylo pouzito celkem
8 skupin po 16 zvitatech. Potkani byli ustdjeni za standardnich podminek v plastikovych
klecich po péti kusech. Byli chovani v klimatizovanych prostorach za standardni teploty
2242°C, 12 hodin svétla a 12 hodin tmy, vzdu$né vlhkosti 30-70 %. Krmeni byli
dietami ad libitum po dobu 29 dni. Pfistup k pitné vod¢ m¢li také ad libitum. Béhem
pokusu byly sledovany télesné hmotnosti potkand a spotieba stravy. V 25. dnu byly
provedeny kontrolni odbéry séra. Caste¢nd hepatektomie byla vykonana po 28. dni
experimentu. Jednu hodinu pfed usmrcenim byl aplikovan iv. *H-thymidin. Potkani
byli usmrceni vykrvacenim z bifurkace bfiSni aorty s odbérem systémové krve
a nasledné vSech organii za 18 a 24 hodin po ¢aste¢né hepatoktemii. VeSkeré operacni
zakroky na potkanech byly provedeny ve funkéni digestofi v etherové anestézii (Hruba

2007).
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2.8.3 Zpracovani jaterni tkang

e Z jater potkana odvazen 1g, ktery byl homogenizovan ve dvojnasobném
mnozstvi fyziologického roztoku.

e Jaterni tkan pro histopatologické vySetieni byla odebirdna z jednoho
standardniho mista a fixovana v 10% formalinu. Zhotovené 3 pum parafinové

fezy obarveny v hematoxylin-eozinu (Hruba 2007).
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo stanoveni cytokin TNF-alfa, IL-6 a leptinu pomoci
ELISA testl V supernatantu homogenatu jaterni tkdn¢ u potkanti pred provedenim
Caste¢né hepatektomie. Tato stanoveni byla provadéna v ramci rozsahlych pokust
zaméfenych na schopnost jater regenerovat po indukci steatdzy. Pro zasazeni vysledkt
vySetfeni do kontextu experimentti jsme pouzili n€které vysledky feSitelti programového

projektu IGA NR/8500-3 s jejich souhlasem, coz je v dal$im textu jasné vymezeno.
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4. Metodicka ¢éast

Stanoveni cytokini TNF-alfa, IL-6 a leptinu v supernatantu homogenatu jaterni
tkang potkand pred Gaste¢nou hepatektomii bylo provedeno na Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice

Hradec Kralové.

4.1 Pristroje

Centrifuga (Heraeus Labofuge)
ELISA reader Power Wave XS (Bio-Tek)

4.2 Stanoveni TNF-alfa

Na stanoveni TNF-alfa v homogenatu jater z potkana byl pouzit TNF-o, Rat,
Biotrak ELISA system (RPN2744) pro 96 vysetieni provadénych na mikrotitracni
desticce.

Vyrobce: GE Healthcare UK Limited
Amersham Place
Little Chalfont, Buckinhamshire
HP7 9NA, UK

4.2.1 Princip

Standardy nebo vzorky obsahujici TNF-oo reaguji s protilaitkou zachycenou
na mikrotitraéni desti¢ce. Po inkubaci a promyti jamek je nasledné¢ pfidana
biotinylovana protilatka. Po inkubaci je mikrotitra¢ni destiCka opét promyta. Pak je
ptidan streptavidin s peroxidazou, po inkubaci je desticka opét promyta. Po ptidavku
substratu a inkubaci Se vytvoii barevna reakce. Reakce je zastavena stop Cinidlem
a mikrotitrani desti¢ka je pak proméfena pii piislusné vlnové délce. MnoZstvi
zménéného substratu je zjisténo zméfenim absorbance. Pfesna hodnota koncentrace

TNF-o ve vzorku se odecte z kalibracni kiivky.
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4.2.2

Obsah kitu

Protilatka Anti-Rat TNF-a navazana v 96 jamkach mikrodesticky

Standard Rat TNF-a: 2 lahvicky s lyofilizovanym materialem

Standard Diluent: 1 lahvicka s 25 ml dilu¢niho roztoku standardu

Pre-Treatment Buffer: 1 lahvicka s 6 ml roztoku ptipravného pufru

Biotinylated Antibody Reagent: 1 lahvicka s 6 ml cinidla biotinylované
protilatky

Streptavidin-HRP Reagent: 1 lahvi¢ka s 14 ml roztoku streptavidin-peroxidazou
TMB Substrate Solution: 1 lahvicka s 13 ml substratu tetramethylbenzidinu
(TMB)

30xWash Buffer: 1 lahvicka s 30x koncentrovanym promyvacim pufrem

Stop Solution: 1 lahvicka s 13 ml zastavovaciho roztoku (0,18 M kyselina
sirova)

6 ks ptilnavych folii

Stabilita: do doby exspirace pti 2-8 °C.

4.2.3

4.2.4

Pomtcky

piesné pipety pro objemy 5 — 1000 pl

pipety pro objemy 5 — 15 ml

deionizovana voda

sklenénd nebo plastova dvoulitrova nadoba pro ptipravu promyvaciho pufru
1,5 ml polypropylenové zkumavky pro ptipravu standard

ELISA reader pro méfeni absorbance pii 450 nm a 550 nm

Uchovavani a piiprava vzorku

Pred stanovenim mohou byt vzorky uchovavany pii 2-8 °C jen 2 hodiny, pro delsi

skladovani je nutné jejich zamraZeni na -70 °C. Vzorky nesmi byt vicenasobné

rozmrazovany. Pfed analyzou se vzorky nechaji postupné rozmrazit pii pokojové

teploté.
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Homogenaty byly centrifugovany do stavu vhodného k pipetovani pii 3000 otackach
po dobu 10 minut. Centrifuga byla pfedem vychlazena na 10 °C.
Vzorky pred analyzou nejprve 1:1 nafedény. Do zkumavky napipetovano 100 pl

dilu¢niho roztoku standard a ptidano 100 ul supernatantu a dobie promichéano.

4.2.5 Ptiprava reagencii

e Promyvaci roztok
Obsah lahvicky s koncentrovanym promyvacim roztokem byl beze ztrat pieveden
do oznacené lahve s 1500 pl deionizované vody a peclivé promichan.

e Pfiprava standard
Standard rozpustén V deionizované vodé. Objem uveden na Stitku lahvicky.
Po rozpusténi piiblizné za 1 minutu obsah lahvicky jemné promichan. Pro natedéni
kalibra¢ni kiivky 0znaceno 6 zkumavek pro kazdy bod kalibrace:
2500 pg/ml, 833 pg/ml, 278 pg/ml, 93 pg/ml, 31 pg/ml a 0 pg/ml.
Redéni pro kalibradni kiivku provedeno takto: do kazdé oznadené zkumavky
napipetovano 600 ul diluéniho roztoku. Do prvni zkumavky 120 ul rozpusténého
standardu a promichano, ziskana koncentrace byla 2500 pg/ml. Z této zkumavky
do dalsi zkumavky v fadé napipetovano 300 pl, ziskana koncentrace byla 833 pg/ml,
totéz opakovano ido dalSich tfech zkumavek, ziskané koncentrace byly 278, 93, 31

pg/ml. V posledni zkumavce byl jen pufr (0 pg/ml).

4.2.6 Vlastni provedeni

e Veskeré potfebné materialy 30 minut pied analyzou temperovany na pokojovou
teplotu.

e Vsechny standardy a vzorky provedeny v duplikatech.

e Napipetovano 50 ul ptipravného pufru do kazdé jamky.

e Napipetovano 50 pl nafedéného kalibracniho bodu do pfislu§nych jamek.

e Napipetovano 50 pl nafedéného vzorku do uréenych jamek.

e Neékolikrat zamichano poklepnutim na desticku.

e Napipetovano 50 pl dilu¢niho roztoku do jamek na pozici Al a A2.

e Desticka prikryta folii, utésnéna a inkubovana 1 hodinu pii pokojové teploté.

32



Opatrné odkryta folie. Po inkubaci odstranén obsah v jamkach, nasleduje
promyti 3x promyvacim roztokem: kazda jamka zcela naplnéna promyvacim
roztokem, poté obsah odsat. Ptipadny zbyly promyvaci roztok po poslednim
odsati odstranén opatrnym otocenim a ptitisknutim desky na savy papir.
Napipetovano 50 pl ¢inidla s biotinylovou protilatkou do kazdé jamky.

Desti¢ku ptikryta novou folii, utésnéna a inkubovana 1 hodinu p#i pokojové
teplote.

Opatrné odkryta folie. Po inkubaci odstranén obsah v jamkach, nasleduje
promyti 3x promyvacim roztokem: kazd4 jamka zcela naplnéna promyvacim
roztokem, poté obsah odsat. Po tietim promyti a odsati zbyla tekutina odstranéna
otocenim desky a pfitisknutim na adsorpcni papir.

Ptidano 100 pl roztoku streptavidin-HRP do kazdé jamky.

Desti¢ku ptikryta novou folii, utésnéna a inkubovana 30 minut pifi pokojové
teploté.

Opatrné odkryta folie. Po inkubaci odstranén obsah v jamkach, nasleduje
promyti 3x promyvacim roztokem: kazda jamka zcela naplnéna promyvacim
roztokem, poté obsah odsat. Po tietim promyti a odsati zbyla tekutina odstranéna
otoCenim desky a pritisknutim na adsorp¢ni papir.

Pfidano 100 ul TMB substratu do kazdé jamky. Dochazi k vyvinu modie
zbarvené¢ho komplexu.

Nasledovala 10 minutova inkubace ve tm¢ pii pokojové teploté.

Ptidano 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky. Modré zbarveni prechéazi
do zluté.

Do 30 minut po pfidani zastavovaciho roztoku nutno zméfit absorbance
pii 450 nma 550 nm.

Hodnoty zmétené pii 550 nm odecteny od hodnot zméfenych pti 450 nm. Toto
odecitani pti dvou vinovych je vhodné pro eliminaci optickych nedokonalosti
mikrodesti¢ek. Jestlize vlnova délka 550 nm neni k dispozici, odecteni

absorbance se provadi jen pti 450 nm.
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4.2.7 Vyhodnoceni

Mgfeni intenzity vyslednych absorbanci, hodnoceni a vypocet vysledki z kalibra¢ni
kiivky provedeno ELISA readrem. Udélana korekce Asso — Asso.
Vysledky u vzorkli vynasobeny 2x (pocatecni fedéni 1:1).
Minimalni detekéni mez: 15 pg/ml.

Rozsah stanoveni: 31 — 2500 pg/ml.

4.3 Stanoveni interleukinu-6

Na stanoveni interleukiny-6 v homogenatu jater z potkana byl pouzit IL-6,
Rat, Biotrak ELISA system (RPN2742) pro 96 vysetieni provadénych na mikrotitracni
desticce.
Vyrobce: GE Healthcare UK Limited
Amersham Place
Little Chalfont, Buckinhamshire
HP7 9NA, UK

4.3.1 Princip stanoveni

Standardy nebo vzorky obsahujici IL-6 reaguji s protilitkou zachycenou
na mikrotitraéni desti¢ce. Po inkubaci a vymyti jamek je nasledné piidana biotinylovana
protilatka. Po inkubaci je mikrotitra¢ni desti¢ka opét promyta. Pak je pfidan streptavidin
S peroxiddzou, po inkubaci je desticka opét promyta. Po pfidavku substratu a inkubaci
se vytvoii barevna reakce. Reakce je zastavena stop ¢inidlem a mikrotitra¢ni desticka je
pak proméfena pfi pfislusné vinové délce. Mnozstvi zménéného substratu je zjisténo
zméfenim absorbance. Pfesnd hodnota koncentrace IL-6 ve vzorku se odecte

z kalibraéni kiivky.

4.3.2 Obsah kitu

e Protilatka Anti-Rat IL-6 navdzané v 96 jamkéach mikrodesticky

e Recombinant Rat IL-6 Standard: 2 lahvicky s lyofilizovanym materialem
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Sample Diluent: 1 lahvicka s 12 ml dilu¢niho roztoku vzorkt

Biotinylated Antibody Reagent: 1 lahvicka s 12 ml c¢inidla biotinylované
protilatky

Streptavidin-HRP  Concentrate: 1 lahvicka s 0,075 ml roztoku
streptavidin-peroxidazou

Streptavidin-HRP Dilution Buffer: 1 lahvicka s 13 ml pufru pro fedéni
koncentratu streptavidinu

TMB Substrate Solution: 1 lahvicka s 12 ml roztoku tetramethylbenzidinu
(TMB)

30xWash Buffer: 1 lahvicka s 50 ml 30x koncentrovaného promyvaciho pufru
Stop Solution: 1 lahvicka s 13 ml zastavovaciho roztoku (0,18 M kyselina
sirova)

6 ks ptilnavych folii

Stabilita: do doby exspirace pti 2-8 °C.

4.3.3

43.4

Pomtcky

piesné pipety pro objemy 5 — 1000 pl

pipety pro objemy 5 — 15 ml

deionizovana voda pro piipravu promyvaciho roztoku a rozpusténi lyofilizatu
standardu

sklenéna nebo plastova dvoulitrova nadoba pro ptipravu promyvaciho roztoku
1,5 ml polypropylenové zkumavky pro ptipravu standard

15 ml plastova zkumavka pro piipravu pracovniho roztoku streptavidinu-HRP

ELISA reader pro méfeni absorbance pii 450 nm a 550 nm

Uchovavani a ptiprava vzorki

Pfed stanovenim mohou byt vzorky uchovavany pti 2-8 °C 24 hodin, pro delsi

skladovani je nutné jejich zamrazeni na -70 °C. Vzorky nesmi byt vicenasobné

rozmrazovany. Pfed analyzou se vzorky nechaji postupné rozmrazit pii pokojové

teploté.
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Homogenaty byly centrifugovany do stavu vhodného k pipetovani pii 3000 otackach
po dobu 10 minut. Centrifuga byla pfedem vychlazena na 10 °C.

4.3.5 Ptiprava reagencii

e Promyvaci roztok
Obsah lahvicky s koncentrovanym promyvacim roztokem byl beze ztrat pieveden
do oznacené lahve s 1500 pl deionizované vody a peclivé promichan.

e Pfiprava standard
Standard byl rozpustén v deionizované vodé. Objem rozpoustédla uveden na Stitku
lahvicky, obsah lahvicky jemné promichdn do jeho kompletniho rozpusténi.
Pro geometrické fedéni kalibra¢ni fady pouzit dilu¢ni roztok vzorki.
Oznaceno 8 zkumavek pro kazdy kalibra¢ni bod:
2000, 1000, 500, 250, 125, 62, 31 a 0 pg/ml.
Kalibra¢ni fada byla pfipravena podle nasledujiciho fedéni: napipetovano do kazdé
oznatené zkumavky 150 pl diluéniho roztoku vzorkti. Do prvni zkumavky
napipetovano 150 ul rozpusténého standardu a dobte promichano, ziskana koncentrace
byla 2000 pg/ml. Pak z této zkumavky pteneseno 150 ul do sousedni zkumavky
a promichano, ziskana koncentrace byla 1000 pg/ml a stejnym zptisobem a pokracovano
az k predposledni zkumavce oznacené 31 pg/ml, v posledni 0 pg/ml byl jen dilu¢ni
roztok.

e Priprava streptavidin-HRP roztoku
Tento roztok se neptipravuje diive nez 15 minut pied pouzitim. Odpipetovano 30 pl
streptavidinového koncentratu do plastové zkumavky a ptidano 12 ml diluéniho pufru

pro streptavidin a ditkladnég, ale jemné promichano.
4.3.6 Vlastni provedeni
e Veskeré potfebné materialy 30 minut pfed analyzou temperovany na pokojovou

teplotu.
e Vsechny standardy a vzorky provedeny v duplikatech.
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Do kazdé jamky napipetovano 50 pl diluéniho roztoku vzorkt, do ptislusnych
jamek ptidano 50 ul standardu nebo 50 pl vzorku. Mikrodesti¢ka promichana
opatrnym potfepanim.

Desticka pecliveé ptikryta folii a inkubovano 2 hodiny pti pokojové teploté.

Na konci inkubaéni doby opatrné sundana folie z desky a odsatim odstranéna
tekutina z jamek desticky. Nasledovalo tfikrat promyti promyvacim roztokem
a odsato. Pro odstranéni zbytku tekutiny byla desticka po poslednim odsati
opatrné otoCena na savy papir.

Do kazdé jamky ptidano 100 pl roztoku biotinylované protilatky.

Mikrodesticka opét zakryta Cistou folii a inkubovana 1 hodinu pii pokojové
teploté.

Na konci inkubaéni doby opatrné sundana folie z desky a odsatim odstranéna
tekutina z jamek desticky. Nasledovalo tfikrat promyti promyvacim roztokem
a odsato. Pro odstranéni zbytku tekutiny byla destiCka po poslednim odsati
opatrn¢ otoCena na savy papir.

Do kazdé jamky napipetovano 100 pl pfedem piipraveného roztoku
streptavidin-HRP.

Desticka peclivé piikryta novou folii a inkubovana 30 minut pfi pokojové
teploté.

Na konci inkubaéni doby opatrné sundana folie z desky a odsatim odstranéna
tekutina z jamek desti¢ky. Nasledovalo tiikrat promyti promyvacim roztokem
a odsato. Pro odstranéni zbytku tekutiny byla destiCka po poslednim odsati
opatrné otoCena na savy papir.

Do kazdé jamky pipetovano 100 ul TMB substratu.

Po dobu 30 minutové inkubace pti pokojové teploté se vyvijela barevnad — modra
enzymaticka reakce.

Po 30 minutach reakce zastavena ptidavkem 100 pl stop ¢inidla do kazdé jamky,
modré zbarveni se zménilo ve zluté.

Do 30 minut po pfidani zastavovaciho roztoku nutno zméfit absorbance
pti 450 nma 550 nm.

Hodnoty zméfené pii 550 nm odecteny od hodnot zméfenych pii 450 nm. Toto

odecitani pti dvou vlnovych je vhodné pro eliminaci optickych nedokonalosti
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mikrodesti¢ek. Jestlize vlnova délka 550 nm neni k dispozici, odecteni

absorbance se provadi jen pii 450 nm.

4.3.7 Vyhodnoceni

Mg¢feni intenzity vyslednych absorbanci, hodnoceni a vypocet vysledki z kalibra¢ni
kiivky provedeno ELISA readrem. Udélana korekce Assp — Asso.
Detekeni limit: 16 pg/ml.
Rozsah stanoveni: 31 — 2000 pg/ml.

4.4 Stanoveni leptinu

Na stanoveni leptinu V homogenatu jater z potkana byl pouzit Rat Leptin EIA Kit
(900-015) pro 96 vysetieni provadénych na mikrotitra¢ni desticce.
Vyrobce: Assay Designs, Inc.
800 Technology Drive
Ann Arbor, MI 48108
USA

4.4.1 Princip

Na desti¢ce je zachycena polyklondlni protilatka proti leptinu, ktera vaze leptin
ze standard nebo ze vzorku. Po kratké inkubaci je pfebytek standard a vzorku odstranén
promytim, je pfidana polyklonalni protilditka proti leptinu oznacend kienovou
peroxiddzou. Tato znacend protildtka se navaze na komplex leptin-protiladtka uchyceny
na desticce. Po kratké inkubaci a dal§im promytim je odstranén piebytek nenavazané,
znacené protilatky. Po pfidavku substratu dochazi k vyvinu barevného komplexu
S enzymem, kterym je znacena protilatka. Intenzita zbarveni je zmétena po 30 minutové

inkubaci a je ptfimo imérna koncentraci leptinu v métenych vzorcich.

4.4.2 Obsah kitu

e Mikrotitra¢ni desticka s navazanou protilatkou specifickou pro potkani leptin
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Koncentrat protilatky zna¢ené kienovou peroxidazou, 0,4 ml

Fosfatovy pufr, 30 ml

Redici roztok pro znagenou protilatku, 12 ml

Koncentrat promyvaciho roztoku, 50 ml

Standard, 2 lahvicky kazdd obsahujici 3600 pg rekombinantniho lyofilizatu
potkaniho leptinu.

Roztok tetramethylbenzydin (TMB), 15 ml

Zastavovaci roztok - 1 N kyselina sirova, 10 ml

Folie, 2 ks

Rozpis pro fedéni kalibra¢nich bodt a orientacni postup stanoveni

Stabilita: do doby exspirace pii 4 °C.

443

Pomicky

Potiebny materidl, ktery neni soucasti kitu

4.4.4

Deionizovana voda

Ptesné pipety 100 az 1000 pl
Dispenzor pro davkovani 100 pl
Nadoba pro fedéni pufru
Odmérny valec

Inkubator 37 °C

ELISA reader pro proméfeni mikrotitracnich desticek pti 450 nm

Uchovavani a ptiprava vzorkt

Pokud jsou vzorky analyzovany do 24 hodin, uchovavaji se pti 4 °C, pro delsi

archivaci se zamrazuji na -70 °C. Vzorky nesmi byt vicendsobné rozmrazovany.

Pted analyzou se vzorky nechaji postupné rozmrazit pii pokojové teploté.

Homogenaty byly centrifugovany do stavu vhodného k pipetovani pii 3000 otackach

po dobu 10 minut. Centrifuga byla pfedem vychlazena na 10 °C.
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4.4.5 Ptiprava reagencii

e Promyvaci roztok
25 ml koncentratu promyvaciho pufru nafedéno pridavkem 975 ml deionizované vody.

e Rat Leptin Standard
Do lahvicky ptiddno 1000 pl deionizované vody, 5 minut ponechdno piipokojové
teploté a obsah byl opatrn¢ promichan. Tento roztok obsahoval 3600 pg/ml potkaniho
leptinu. Do 7 sklenénych zkumavek napipetovano po 220 ul fosfatového pufru. Do
prvni 220 pl standardu, promichano a do dalsi zkumavky pieneseno 220 pl,
promichano, a takto pokracovano geometrickou fadou az k posledni zkumavce.
Ziskané koncentrace standard Rat Leptin (pg/ml):
1800, 900, 450, 225, 113, 56 a 28.

e Znacena protilatka
Tento roztok byl pfipravovan tésné pred pouzitim. Obsah lahvicky s koncentratem
(400 pl) byl beze ztrat smichan s 11,6 ml fediciho roztoku.

4.4.6 Vlastni provedeni

e Veskeré potiebné materialy 30 minut pied analyzou temperovany na pokojovou
teplotu.

e Vsechny standardy a vzorky provedeny v duplikatech.

e Napipetovano 100 ul fosfatového pufru do jamky pro nulovy standard.

e Do prislusnych jamek napipetovano 100 pl standardy.

e Do ptislusnych jamek napipetovano 100 pl vzorku.

e Jemnym poklepem na desticku byl promichan obsah jamek.

e Deska prikryta folii a inkubovana 1 hodinu pii 37 °C.

e Obsah jamek odstranén a promyt piidavkem 400 pl promyvaciho roztoku, toto
opakovano 6x. Po poslednim promyti jamky vyprazdnény, pro dikladné
odstranéni promyvaciho roztoku byla rychlym pohybem deska otocena
nad savym papirem.

e Krom¢ blankové jamky napipetovano do vSech jamek po 100 pl pfipraveného
roztoku znacené protilatky.

e Deska prikryta a inkubovana 30 minut pii 37 °C.
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4.4.7

Obsah jamek odstranén a promyt ptidavkem 400 pl promyvaciho roztoku, toto
bylo opakovano 8X. Po poslednim promyti jamky vyprazdnény, pro dukladné
odstranéni promyvaciho roztoku byla rychlym pohybem deska otocena
nad savym papirem.

Do kazdé jamky napipetovano 100 ul TMB substratu.

Inkubovano 30 minut ve tmé a pii pokojové teploté.

Pak pridano do kazdé jamky 100 pl zastavovaciho roztoku.

Absorbance zmétena pii 450 nm.

Vyhodnoceni

Me¢feni intenzity vyslednych absorbanci, hodnoceni a vypocet vysledki z kalibraéni

kiivky provedeno ELISA Readrem.

Detekeni limit: 15 pg/ml.

Rozsah stanoveni: 28 — 1800 pg/ml.
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5. Vysledky

5.1 Stanoveni cytokini

Bylo provedeno 64 stanoveni TNF-alfa, IL-6 a leptinu. VSechny vzorky byly
vySetfeny duplicitné, vyslednd hodnota je prumérem. Vysledky byly rozdéleny
podle pfislusnych krmnych diet a podle kmene potkant. V kazdé skupiné byly

stanoveny hodnoty od osmi potkant.

Tab. 1 Stanoveni cytokini v supernatantu jaternich homogendti pii standardni

laboratorni dieté pied provedenim Castecné hepatektomie

Standardni laboratorni dieta
Potkani kmene Wistar Potkani kmene PHHC
IL-6 leptin TNF-alfa IL-6 leptin TNF-alfa
pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml
1480 140 870 285 49 472
1060 278 700 981 49 302
939 290 508 360 44 432
1300 211 880 348 76 592
994 199 888 495 49 1082
945 39 668 550 49 904
845 101 1160 353 27 878
842 162 550 473 24 604
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Tab. 2 Stanoveni cytokinii v supernatantu jaternich homogenatti pfi dieté¢ s vyS$Sim

obsahem cholesterolu pted provedenim ¢aste¢né hepatektomie

Dieta s vy$§im obsahem cholesterolu

Potkani kmene Wistar Potkani kmene PHHC
IL-6 leptin TNF-alfa IL-6 leptin TNF-alfa
pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
1140 79 734 300 32 324
628 0 744 293 37 328
1020 123 1136 134 49 332
687 39 888 191 34 356
1210 69 794 326 59 360
849 54 626 210 24 364
975 64 584 488 47 368
674 44 686 204 74 372

Tab. 3 Stanoveni cytokini v supernatantu jaternich homogenat pii methionin cholin

deficitni dieté pred provedenim castecné hepatektomie

Methionin cholin deficitni dieta

Potkani kmene Wistar Potkani kmene PHHC

IL-6 leptin TNF-alfa IL-6 leptin TNF-alfa

pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml
1040 123 958 598 56 388
386 66 410 415 27 392
702 76 778 364 44 396
498 125 514 443 61 400
502 64 752 482 37 420
505 49 688 500 108 424
578 86 878 514 182 428
555 34 674 368 34 432
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Tab. 4 Stanoveni cytokinii v supernatantu jaternich homogenatti pii dieté¢ s vyS$Sim

obsahem kyseliny orotové pied provedenim ¢astecné hepatektomie

Dieta s vysSim obsahem kyseliny
orotové
Potkani kmene Wistar Potkani kmene PHHC
IL-6 leptin TNF-alfa IL-6 leptin TNF-alfa
pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml
368 24 920 135 44 452
236 42 576 131 17 456
148 27 322 344 71 460
157 17 270 58 101 464
110 61 166 680 512 484
322 184 488 257 461 488
355 130 488 440 647 492
219 76 524 55 467 496

Vysvétlivky K nasledujicim grafim:

W — kmen Wistar

P — kmen Prazsky hereditarni hypercholesterolemicky potkan
SD — standardni laboratorni dieta

CHOL — dieta obohacena o cholesterol

OA — dieta s obsahem kyseliny orotové

MCDD — methionin a cholin deficitni dieta
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Obr. 1 Namétfené hodnoty IL-6 V supernatantu homogenatu jater pted provedenim

castecné hepatektomie
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Obr. 2 Naméfené hodnoty leptinu v supernatantu homogenatu jater pted provedenim

castecné hepatektomie
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Obr. 3 Naméfené hodnoty TNF-alfa v supernatantu homogenatu jater pied provedenim

castecné hepatektomie

Na statistickou analyzu byl pouzit softwaru SigmaStat 3.1 Jandel Scientific®
(San Rafael, CA, USA). Byl proveden neparovy t-test. Ziskané vysledky byly
porovnavany s koncentracemi cytokinii kontrolnich skupin potkanti kmene Wistar
a kmene PHHP, ktefi byli krmeni standardni laboratorni dietou. Hodnota P < 0,05

vyjadiuje statistickou vyznamnost rozdilti srovnavanych skupin.
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Tab. 5 Statistické zpracovani naméfenych koncentraci IL-6

Smérodatna

Standardni

IL-6 Primér odchylka deviace Hodnota P
W-SD 1050 212 227
W-CHOL 898 208 223 0,195
W-MCDD 596 187 200 < 0,001
W-OA 239 93 99 < 0,001
P-SD 480 207 221
P-CHOL 268 103 110 0,029
P-MCDD 461 74 79 0,812
P-OA 263 20 217 0,067
Tab. 6 Statistické zpracovani namétenych koncentraci TNF-alfa
TNF-a Primer Sg?;ﬁ?f;;‘a standardnt | Hodnota P
W-SD 778 200 214
W-CHOL 774 163 174 0,968
W-MCDD 706 168 180 0,481
W-OA 469 216 230 0,015
P-SD 658 252 269
P-CHOL 350 18 19 0,006
P-MCDD 410 17 18 0,021
P-OA 474 17 18 0,074
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Tab. 7 Statistické zpracovani namétenych koncentraci leptinu

Leptin Pramér Sﬁgﬁ?ﬁf Stda;l\igzini Hodnota P
W-SD 178 80 85
W-CHOL 59 33 35 0,003
W-MCDD 78 30 32 0,008
W-0OA 70 55 59 0,011
P-SD 46 15 16
P-CHOL 44 15 16 0,853
P-MCDD 69 49 52 0,258
P-OA 290 239 255 0,017
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Obr. 4 Primérné hodnoty cytokinii v supernatantu homogenatu jater pfed provedenim

castecné hepatektomie
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Ziskané vysledky byly porovnavany s koncentracemi cytokinli kontrolnich
skupin potkant kmene Wistar a kmene PHHP, ktefi byli krmeni standardni laboratorni
dietou. U kontrolni skupiny potkanii kmene Wistar byly koncentrace IL-6, leptinu
i TNF-alfa v supernatantu homogenatu jaterni tkané vyssi oproti kontrolni skupiné
potkanti kmene PHHP.

Pfijem steatogennich diet vedl spiSe k poklesu IL-6 u vSech soubori potkand.
Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan u kmene Wistar s dietou methionin cholin
deficitni a u diety s kyselinou orotovou. U kmene PHHP bylo statisticky vyznamné
sniZeni pouze u cholesterolové diety.

Koncentrace leptinu byly signifikantné niz§i u vSech diet potkant kmene Wistar
oproti kontroldm. U kmene PHHP podéavani orotové kyseliny vedlo statisticky
vyznamné ke zvySeni hodnoty leptinu.

Pfijimani diet vyvolavajicich steatozu vedlo k poklesu koncentraci TNF-alfa v jaterni
tkani vzhledem ke kontrolnim skupinam. Signifikantni rozdil byl u kmene Wistar pouze
pti diet¢ s kyselinou orotovou. U potkani kmene PHHP vedla ke statisticky
vyznamnému snizeni cholesterolova a methionin cholin deficitni dieta (u skupin

P-CHOL, P-MCDD a P-OA byly naméfené hodnoty velmi homogenni).

5.2 Stanoveni obsahu a syntézy jaternich DNA

Stanoveni obsahu a syntézy jaternich DNA 1 histologické vySetfeni jaterni tkané
provadéla jina vyzkumna skupina. Vysledky jsou piesto zde uvadény, aby bylo mozno
posoudit stupenl steatdzy, koncentrace stanovovanych cytokinli ptfed casteCnou
hepatektomii a schopnost jater regenerovat.

U vSech experimentédlnich diet byla vyssi syntéza jaternich DNA v intaktnich jatrech,
coz nasvédCuje jejich poSkozovani a stale probihajici reparaci az regeneraci jaterni
tkangé. Nizsi celkovy obsah jaternich DNA svéd¢i o zvétSeni objemu hepatocytil, coz
bylo zjiSténo predev§im u potkanil s dietou OA a CHOL. Naopak vyssi celkovy obsah
jaternich DNA u potkani MCCD své&d¢i o dystrofickych zménach v jaterni tkani (Hruba
2007).
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Tab. 5 Obsah a syntéza jaternich DNA (Bq/mg DNA, mg DNA/g tkén¢€) - vysledky

vySetfeni jsou se souhlasem fesiteli pfevzaty ze zaveéreéné zpravy (Hruba 2007).

SD CHOL MCDD OA
specificka
e A | 0.170£0.031 | 0.325%0,021 | 0363+0,098 | 0,250,026
Ce'kot‘)’mbsah 1,680+0,036 | 148040130 | 1.880+0,071 | 1.460+0,140

5.3 Histologické vysetieni jaterni tkané

Vyhodnoceni histologického vySetreni jaterni tkané
Vysledky histologickych vySetfeni jsou se souhlasem feSiteli pfevzaty ze zavérecné

zpravy (Hrubé 2007).

1. skupina: Wistar potkani na standardni laboratorni dieté¢ (W-SD)

Jatra pred PH - bez patologického nalezu, bez mit6z, zcela oj. hyalinni Malloryho
hyalin, periportaln¢ minimaln¢ mikrokapénkova steatoza < 10 %.

18 hodin po PH - bez patologického nalezu, bez mitoéz, oj. hyalinni globulky, oj.
histiocytarni resorptivni uzliky, steatdza periportalné pod 20 %.

24 hodin po PH — diftizni mikrokapénkova steatdza vice nez 80 %, objemné eozinofilni
globule intracelularné v hepatocytech (lipoprotein?).

2. skupina: Wistar potkani na dieté obohacené o cholesterol (W-CHOL)

Jatra pred PH — lobularné mikrokapénkova steatéoza 30 - 60 %, cCetné mitdzy (40
Vv deseti zornych polich).

18 hodin po PH — ojedinélé resorptivni histiocytarni uzliky, difuzni mikrokapénkova
steatdza nad 80 % a velkokapénkova ojedinéle, 2 mit6zy hepatocytli na 10 zornych poli.
24 hodin po PH - difazni mikrokapenkova steatdza hepatocyti nad 90 %, oj.
eozinofilni globule, velkokapénkova steatoza chybi.

3. skupina: Wistar potkani na dieté bez cholinu a methioninu (W-MCDD)

Jatra pred PH — eozinofilie cytoplazmy hepatocytt.

18 hodin po PH — eozinofilie cytoplazmy hepatocyti a ¢etné resorptivni histiocytarni

uzliky, mikrokapénkova steatoza hepatocyti pod 60 % periportalné.
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24 hodin po PH - eozinofilie cytoplazmy hepatocytd, mikrokapénkova steatdoza
hepatocytt nad 70 % periportalné.

4. skupina: Wistar potkani na dieté obohacené o kyselinu orotovou (W-OA)

Jatra pred PH — difizni mikrokapénkova steatéza hepatocytti nad 70 % a zachovalé
hepatocyty kolem centralni Zily.

18 hodin po PH — difizni mikrokapénkova steatoza hepatocyti nad 70 %, hojné
eozinofilni globule.

24 hodin po PH — mikrokapénkova steatoza nad 90 % a zanik jader hepatocytu,
globule.

5. skupina: PHHP potkani na standardni laboratorni dieté (P-SD)

Jatra pred PH - eozinofilie cytoplazmy hepatocytli, oj. velkokapénkova steatoza
pod 5%.

18 hodin po PH - ojedin¢le velkokapénkova steatdza, ojedinéle eozinofilni globule.

24 hodin po PH — mikrokapénkova steatoza a eozinofilni globule ojedinéle.

6. skupina: PHHP potkani na dieté obohacené o cholesterol (P-CHOL)

Jatra pred PH — znamky venostazy, bez patologickych zmén.

18 hodin po PH — ojedin¢le fokalni steatdza < 5 % a 0j. eozinofilni globule.

24 hodin po PH — ojedinéle mikrokapénkova steatdza nad 60 % a oj. eozinofilni

globule.

7. skupina: PHHP potkani na dieté bez cholinu a methioninu (P-MCDD)
Jatra pred PH — neni steat6za, dystrofické zmény.
18 hodin po PH — bez steatdzy a ojedinéle eozinofilni globule.

24 hodin po PH — mikrokapénkova steatoza pod 5 % a ojedinéle eozinofilni globule.

8. skupina: PHHP potkani na dieté obohacené o kyselinu orotovou (P-OA)

Jatra pired PH — mikrokapénkova steatdza nad 80 % hepatocyti.

18 hodin po PH — mikrokapénkova steatoza nad 90 % a ojedinéle eozinofilni globule,
velkokapénkova steatoza.

24 hodin po PH — mikrokapénkova a velkokapénkova steatdoza nad 90 % a eozinofilni
globule.
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6. Diskuse

Cytokiny v supernatantu homogenatu jaterni tkan¢ potkand s jaterni steatozou byly
stanoveny Vv ramci rozsahlého experimentu programového projektu IGA NR/8500-3,
proto v této casti diskutujeme ziskané vysledky v souvislostech celého experimentu.

Homogenizace jaterni tkan¢ necini problémy a po dikladné centrifugaci byl ziskan
supernatant vhodny pro stanoveni. Na vysetieni cytokinil byly pouzity komeréni ELISA
sety. Kazdy vyrobce mize mit rozdilné kalibracni rozmezi, n¢které varianty souprav
jsou vysoce citlivé pro stanoveni velmi nizkych koncentraci. Proto pti vybéru kitu musi
byt zohlednéna volba biologického materialu, z kterého bude méfeni provedeno.
Na rozdil od jinych typil biologického materidlu (sérum, plasma, moc) jsou cytokiny
v homogenatech pfitomny Vv dostateénych koncentracich, tudiz lze ocekavat vyssi
vysledné hodnoty a high senzitivity set by byl pro tato stanoveni nevhodny. Vlastni
provedeni ELISA testu neni sloZité, avSak casov€ 1 z hlediska pfesnosti pipetovani
naro¢né, vyzadujici peclivé dodrzeni vSech pokynt uvedenych v piibalovych letacich
piislusného setu. Pokud je vSe spravné provedeno, kalibrace vychazi bez problémi.
Interference jsou nepravdépodobné, vyrobce setu uvadi pripadné zkiizené reakce.

Diskuse vztahu cytokini v supernatantu homogenatu jaterni tkané a jaterni
regenerace U jater potkanti s indukovanou steatozou:

e Podéavani cholesterolové diety vedlo k navozeni jaterni steatozy, ktera se
projevila nartstem hmotnosti jater i zménou histologického obrazu. Potkani
kmene Wistar méli zpozdény nastup jaterni syntézy DNA po castecné
hepatektomii ve srovnani s potkany PHHC. Potkani Ziveni dietou obohacenou
0 cholesterol méli vétsi spotiebu diety a zaroven nejvyssi hmotnostni piirtstky.
Byla u nich zjiSténa vysSi syntéza jaternich DNA, ptiemZ celkovy obsah
jaternich DNA byl niz§i ve srovnani s kontrolami. Lze se domnivat, ze jaterni
tkan byla vysokocholesterolovou dietou poskozovana a nucena trvale k reparaci,
stav byl dale provazen hepatosplenomegalii a jaterni steatozou cholesterolového
typu (Hruba 2007).

Potkani, jejichZ hypercholesterolémie vznikla nadmérnym piijmem cholesterolu
v dieté, odpovédeli na tento stav okamZitou zménou metabolismu. Doslo
k poklesu syntézy v hepatocytu a narustu fekalni exkrece zluCovych kyselin

(Sakono 1996), hlavné Kupfferovymi buitkami (Hoekstra 2005).
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Hodnoty koncentraci IL-6 u obou kmend poklesly proti hodnotam u potkanti
zivenych standardni laboratorni dietou, statisticky vyznamné u kmene PHHP.
Hladina leptinu byla vyzna¢né nizs$i pouze u kmene Wistar. U kmene PHHP
zUstala na stejné urovni. Koncentrace TNF-alfa v pokusné i kontrolni skupiné
U kmene Wistar se neliSila. U kmene PHHP jsme u pokusnych skupin potkant
zaznamenali oproti kontrolam hodnotu TNF-alfa snizenou, rozdil byl statisticky
vyznamny.

Potkani ziveni dietou s nedostatkem methioninu a cholinu méli nejvyssi spottebu
diety. To vSak nebylo provazeno odpovidajicim naristkem télesné hmotnosti
(Hruba 2007). Potkani s touto dietou méli nizsi té€lesnou hmotnost a redukci
obezity, vyznamné sniZeni visceralniho tuku a soubé&zné sniZzeni koncentraci
bazalniho inzulinu, glukézy a leptinu (Malloy 2006). V naSem piipad¢é byla
statisticky vyznamné niz8§i hodnota leptinu u kmene Wistar, avSak u kmene
PHHP byla nevyznamné zvysena oproti hodnotam leptinu u potkani zivenych
standardni laboratorni dietou.

V literatufe je uvadéno, Ze podavani leptinu vedlo ke zna¢nému poklesu
visceralniho tuku a vyrazné lepSimu pusobeni inzulinu. Leptin ma vliv
na expresi geni dulezitych jaternich enzymu, které se ucastni obrany proti
nadmérnému ukladani energie do tukovych zasob (Barzilai 1997). Zmény jaterni
tkan¢ zjisténé u potkantt s MCCD dietou budou podpofeny efektem leptinu,
ktery hraje roli zprosttedkovatele v patofyziologii cholelithiazy a jaterni steatozy
s piidruzenymi zanétlivymi procesy (Mendez-Sanchez 2005).

Pod vlivem diety doslo ke zvySeni jaterni syntézy DNA. Intaktni jatra byla tedy
mirné¢ poskozovana dietou, nebot” cholin deficience zplisobuje nejenom
ztukovaténi jater, ale také vzestup hladiny 1,2-diacylglycerolu v jatrech a jaterni
poskozeni (Da Costa 1993).

Koncentrace IL-6 u kmene Wistar byly statisticky vyznamné snizeny, u kmene
PHHP zGstaly na stejné Grovni jako hodnoty u potkant zivenych standardni
laboratorni dietou. Hladina TNF-alfa byla u kmene Wistar nevyznamné nizsi,
avSak u kmene PHHP bylo oproti kontrolni skupiné snizeni statisticky
vyznamne.

spotfeba diety provazend také nejmensim nartistem télesné hmotnosti (Hruba

2007). Beéhem hromadéni lipidG v jatrech vyvolané dietou klesd transport
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triacylglycerolt s VLDL lipoproteiny z jater do séra (Hebbachi 1997).
V experimentu se tento stav projevil nalezem niz§iho celkového obsahu DNA
Vv jatrech. Dieta s kyselinou orotovou vyznamné zvySuje enzymy, které maji vliv
na rychlost syntézy triacylglycerolti (Buang 2005), zptisobuje lipidovou infiltraci
stimulaci intrahepatalni syntézy lipidd a zabranéni transportu lipoproteint
pres Golgiho aparat. To vede k rozsahlému ukladani jaternich triacylglycerola
a volnych mastnych kyselin (Su 2005). Dalsi ucinek kyseliny orotové je
zvySovani urovné superoxidového aniontu v jatrech a pokles jaterni superoxid
dismutasy provazené jaternim poskozenim (Aoyama 2001). U in vitro
hepatocytti z potkani krmenych dietou s kyselinou orotovou byla vyrazné nizsi
TAG lipolyza, reesterifikace a sekrece VLDL (Hebbachi 1997). Z literatury tedy
vyplyva, Ze kyselina orotovd poskozuje jaterni tkan, kterd reaguje zvySenou
mitotickou aktivitou, vyssi syntézou jaternich DNA.

Koncentrace IL-6 u obou kmena potkani byly snizeny, zvlasté u kmene Wistar
byl rozdil statisticky vyznamny oproti hodnotam u potkani zivenych standardni
laboratorni dietou. Hladina TNF-alfa byla u kmene Wistar vyznamné nizsi
avSak U kmene PHHP bylo sniZeni nevyzna¢né vuci kontrolnim skupinam
potkanti. Koncentrace leptinu byla ukmene Wistar také vyznamné nizsi
a naopak u kmene PHHP doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni vzhledem
ke kontrolam.

Dietné navozena jaterni steatdza vede k oddaleni iniciace jaterni regenerace
po castecné hepatektomii u obou kment potkant, v pozdé€jsich fazich vSak regenerace
uspokojivé probiha. Chirurgické zékroky na steatotickych jatrech nebo uziti takto
postizenych jater k transplantaci vSak bude vzdy spojeno s vét§im rizikem pro pacienty

(Hrubé 2007).
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7. Zavér

Hlavnim cilem prace bylo stanovit koncentrace interleukiny-6, TNF-alfa a leptinu
V supernatantu homogenatu jaterni tkdné u potkand s jaterni steatézou pied casteCnou
hepatektomii. Nejcastéji jsou mefeny hladiny cytokinii v plazmé, proto stanoveni
v homogenatu jaterni tkan¢ neni obvyklé. Vysledky jsou zna¢né zavislé na podminkach
preanalytické ptipravy vzorku, vybéru vhodného kitu a na provedeni piisluSného
setu souvisi urceni rozmezi o¢ekavanych hodnot, coz mize byt nékdy obtizné. Avsak
predpokladali jsme, ze cytokiny v supernatantu homogenatu jater potkant budou
Vv dostatecnych koncentracich, coZ bylo také potvrzeno. Naméfené hodnoty se nachéazely
Vv kalibra¢nich rozmezich. Ziskané vysledky byly porovnavany s koncentracemi
cytokini kontrolnich skupin potkanti kmene Wistar a kmene PHHP, ktefi byli krmeni

standardni laboratorni dietou.
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8. Zkratky

Ab protilatka

Ag antigen

BCFS B bunky stimulujici faktor

CRP C-reaktivni protein

CSF faktor stimulujici kolonie

DNA deoxyribonukleova kyselina

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA enzymova imunoanalyza na imunosorbentech
EPO erytropoetin

G-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytt
GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytli a monocyti
HPGF Hybridoma plasmocytoma growth factor
CHOL dieta obohacenad o cholesterol

IL interleukin

INF interferon

IRMA imunoradiometricka analyza

LIF faktor inhibujici leukémii

MCDD methionin a cholin deficitni dieta

M-CSF faktor stimulujici kolonie monocyti

MIS Mullerian-inhibiting substance

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NAFL nealkoholické ztukovaténi jater

NASH nealkoholické steatohepatitida

NF-kappa B nuklearni faktor kappa B

NGF nervovy rustovy faktor

OA dieta s obsahem kyseliny orotové

PH castecna hepatektomie

PHHP kmen PrazZsky hereditarni hypercholesterolemicky potkan
RANTES regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted
RIA radioimunoanalyza

SD standardni laboratorni dieta
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SCF
Ser
STAT-3
TAG
TGF
TMB
TNF
TNFR
Trp
VLDL

rustovy faktor kmenovych bunck

serin

Signal transducer and activator 3
triacylglycerol

transformujici rustovy faktor
tetramethylbenzidinu

tumor nekrotizujici faktor

receptor pro tumor nekrotizujici faktor alfa
tryptofan

lipoproteiny o velmi nizké hustoté

kmen potkani Wistar
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