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mMRNA v lidskych jaternich fezech

Pouziti ultratenkych jaternich rez( je casto vyuZivanym in vitro systém pfi
biochemickych, farmakologickych a toxikologickych studiich. Divodem je zejména
zachovani bunécné architektury tkané, a tedy i jejich funkci. Cilem diplomové prace byl
vybér a validace referencnich gen( pro relativni kvantifikaci mRNA v lidskych jaternich
fezech. Jako vzorky byla pouzita jaterni tkan od 3 pacientl s rlznym vékem, diagndzou
a farmakoterapii. Ze vzork( jater byly ptipraveny jaterni fezy, které byly vystaveny
plUsobeni dimethylsulfoxidu (kontrola) nebo znamym induktorlim cytochromu P450,
rifampicinu (10 uM) a B-naftoflavonu (10 puM). Nasledné byla ovéfena stabilita exprese
referencnich genl pomoci programu RefFinder, ktery integruje programy geNorm,
BestKeeper, NormFinder a komparativni ACt metodu. Optimalni pocet referencnich
genu, které by mély byt pouZity krelativnimu hodnoceni genové exprese cilovych
genud, byl zjistén pomoci programu geNorm. Nejvhodnéjsi kombinaci genl pro
normalizaci exprese sledovanych genl byla dvojice YWHAZ a B2M. Nicméné rozdily
mezi stabilitami jednotlivych referencnich gend byly malé a vSechny geny by byly
pouzitelné pro normalizaci dat. Vybrané referencni geny byly validovany v praktickém
experimentu, kdy byla sledovdna exprese mRNA CYP1A2 a CYP3A4 v jaternich fezech
inkubovanych s dimethylsulfoxidem, rifampicinem nebo B-naftoflavonem po dobu 24
hodin. Zda se, Ze optimalnim intervalem pro indukéni studie v lidskych jaternich fezech

je 18-24 hodin.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Petra Studenovska
Supervisor: doc. PharmDr. Bousova lva, Ph.D.
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quantification in human liver slices

The use of precision-cut liver slices is often employed in vitro system in the
biochemical, pharmacological and toxicological studies. This is mainly due to the
preservation of the cellular tissue architecture and therefore its functions. The aim of
this diploma thesis was to select and validate reference genes for the relative
guantification of mRNA in human liver slices. Liver tissues obtained from 3 patients of
different age, diagnosis and pharmacotherapy were used as samples. Liver slices,
prepared from samples of liver tissue, were exposed to dimethyl sulfoxide (control) or
known inducers of cytochrome P450, rifampicin (10 uM) and B-naphthoflavone (10
uM). Subsequently, the stability of the expression of reference genes was verified
using RefFinder program, which integrates the programs of the geNorm, BestKeeper,
NormFinder and comparative ACt method. The optimal number of reference genes
that should be used to evaluate the relative gene expression of target genes was
determined using the geNorm program. The most suitable gene combination for the
normalization of target genes expression was a pair of YWHAZ and B2M. However, the
differences between the stability of each candidate gene were small and all genes
could be used for data normalization. The selected reference genes were validated in a
practical experiment, in which the mRNA expression of CYP1A2 and CYP3A4 in liver
slices incubated with dimethyl sulfoxide, rifampicin or B-naphthoflavone was
monitored in the range of 24 hours. The optimal interval for induction studies in

human liver slices appears to be 18-24 hours.
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1. UVOD

Pro klinické i pfedklinické testovani je nezbytné pouziti jaternich in vitro model(.
In vitro systémy jsou pfinosnym pomocnikem ve studiu v oblastech biochemie,
farmakologie, toxikologie a fyziologie. Castym in vitro systémem, pouzivanym ke
studiim v raznych oborech, jsou tkanové rezy. Tyto rezy predstavuji minimodel orgdnu,
ze kterého jsou pripraveny, a ktery obsahuje vSechny typy bunék pfitomné v jejich
plvodnim usporadani. Pfi spravné technice pripravy fezu jsou jednotlivé metabolické

a dalsi funkce zachovany (de Graaf et al. 2007).

Ultratenké jaterni fezy jsou jednim z modelQ, jejichZ pouZziti umoznuje ziskat nové
poznatky o patologii jaternich chorob, toxicité léciv a dalSich xenobiotik, jejich
biotransformaci, nebo potencialnich interakcich |éciv s dalSimi latkami chemického
i pfirodniho puvodu. V jaternich fezech Ize studovat zmény v expresi gen(, které jsou
vyvolané studovanou latkou. V ptedchozi studii pracovni skupiny doc. BouSové byl
pomoci kvantitativni polymerazové retézové reakce (qPCR) sledovan vliv Sesti
vybranych seskviterpend na expresi mRNA enzym( |. faze biotransformace (Sadibolova

et al. 2019).

Jednou z mozZnosti relativni normalizace qPCR dat je pouziti referencnich gena.
Zvoleni vhodnych referenénich genl je klicové pro ziskdni spolehlivych
a reprodukovatelnych  vysledkli  analyzy  transkripéni  odpovédi. Zakladnim
predpokladem pro vybér referencniho genu je jeho stabilni exprese v rlznych tkanich
a za rliznych experimentalnich podminek (Chervoneva et al. 2010, Kozera a Rapacz

2013). V lidskych jaternich fezech zatim nebyla analyza referencnich gent provedena.

Cilem mé diplomové prace bylo ovérit stabilitu vybranych referencnich gent
v ultratenkych lidskych jaternich fezech, které byly vystaveny plsobeni
dimethylsulfoxidu (kontrola) nebo znamych induktord cytochromu P450, rifampicinu
a B-naftoflavonu. Dalsim cilem byla validace vybranych referencnich gent v praktickém
experimentu, kdy byla sledovdna exprese mRNA CYP1A2 a CYP3A4 v pribéhu
24hodinové inkubace lidskych jaternich fezli s dimethylsulfoxidem, rifampicinem

¢i B-naftoflavonem.



2. SOUCASNY STAV POZNANI

2.1 Struktura a funkce jater
Jatra jsou nejvétSim parenchymovym organem v lidském téle. U dospélého muze
dosahuji hmotnosti 1500-1800 g a u dospélé Zeny 1200-1500 g, jejich hmotnost tak

tvori priblizné 3 % celkové télesné hmotnosti (HGlek a Urbanek 2018).

Jatra (Obr. 1) jsou umisténa intraperitonedlné pod brdnici v pravém a stfednim
podzebfi, tvarem se mohou pfirovnavat k trojbokému jehlanu se zdkladnou pfiloZzenou
k pravé brisni sténé s vrcholem sméfujicim doleva. Anatomicky maji jatra dva hlavni
laloky, pravy lalok (lobus dexter) a levy lalok (lobus sinister). Laloky jsou rozdélené
Uponem srpkovitého vazu a pribéhem levé sagitdini ryhy. V zavislosti na uloZeni
cévniho a zZilniho zasobeni jater jsou jatra ¢lenéna na osm funkénich segmentt (Obr. 2)

(HUlek a Urbanek 2018, Hanzlova a Hemza 2013).

1 Levy lalok jaterni
Lobus heparis sinister

2 Zluénik
Vesica fellea

3 Pravy lalok jaterni
Lobus hepatis dexter

4 Vaz dolni duté Zily
Ligamentum venae cavae

5 Zlugovod
Ductus choledochus

6 Dolni duta Zila
V. cava inferior

7 Vratnicova Zila
V. portae

8 Jaterni tepna
A. hepatica

9 Vaz jaterni obly
Ligamentum teres hepatis

Obrdzek 1: Dolni organova plocha jater (Hanzlova a Hemza 2013)



Obrdzek 2: Jaterni segmenty podle Couinauda: 1a, 1b, 1c — leva, stfedni a prava jaterni
zila; 2a, 2b — leva a prava vétev portalni zily; I-VIIl — jaterni segmenty (Hllek a Urbanek
2018)

2.1.1 Mikroskopicka stavba jater

Zakladni strukturni komponentou jaterniho parenchymu je jaterni bunka —
hepatocyt. Hepatocyty jsou usporadany do tramcu, které jsou zpravidla tvofeny dvéma
fadami bunék pfilozenych tésné k sobé (Fontana et al. 2013). V prostorech mezi tramci
probihaji jaterni sinusoidy, které tvofi endotelové burky na jejichz luminalnim povrchu
se nachazeji specifické jaterni makrofagy Kupfferovy buriky, a Itovy buriky (Lillmann-

Rauch 2012).

Morfologickou jednotkou jater je lali¢ek centralni Zily (lobulus venae centralis)
(Obr. 3). Laltcek je situovan kolem centralni Zily a je tvofen odstfedivé uspofadanymi
trdmci dvou rad hepatocytl. Mezi sousednimi lalcky se nachazi septa, ve kterych jsou
ulozeny termindlni Zlucovody, do kterych Uusti Zlucové kandlky uloZzené mezi
hepatocyty. V septech se dale nachazeji termindlni portdlni venuly, terminalni jaterni
arterioly, terminalni lymfatické cévy a nervy (Hllek a Urbanek 2018, Hanzlova a Hemza

2013).

Jako zakladni strukturu jater lze oznacit portalni lalGéek (lobulus venae
interlobularis). LalGéek je orientovany kolem portalni triddy (interlobularni artérie,

interlobularni véna a interlobularni Zlu¢ovod) a je obklopen nékolika centrdlnimi zilami.
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1 Vétev vratnicové Zily

Ramus v. poriae 4
2 Jaterni buiika

Hepatocyt 5
3 Centralni sbérna Zilka

V. centralis
4 Zluéovod

Ductus biliferi interlobularis e
5 Vétev vratnicové Zily ,

Ramus v. poriae i Jaterni lalicek

6 Vétévka jatemnitepny 7 —————— =
Ramus a. hepatica

7 Podlalickova sbéma Zilka

jaterni laldcky ~ acinus

Obrdzek 3: Stavba jaterniho lalti¢ku (Hanzlova a Hemza 2013)

Dalsi strukturni jednotkou jaterniho parenchymu je portdlni acinus. Portdlni
acinus je nepravidelného tvaru, jednu jeho osu tvofi linie mezi dvéma portalnimi
triadami a druhou pak spojnice mezi dvéma centralnimi Zilami (Hulek a Urbanek 2018,

Hanzlova a Hemza 2013).

Acinus tvori tfi zony, které jsou v dUsledku mikroprostredi rlizné enzymaticky
aktivni. V periportalni zéoné, ktera je umisténd nejblize pfivodnim cévam, jsou
hepatocyty bohaté zasobené Zivinami i kyslikem, probihaji zde oxida¢ni déje, B-oxidace
mastnych kyselin, katabolismus aminokyselin, glukoneogeneze, tvorba mocoviny,
syntéza cholesterolu, glykogenolyza a tvorba Zludi. Perivendzni zéna je umisténa
nejvzdalenéji od pfivodnich cév, hepatocyty jsou zde perfundovany krvi se snizenou
koncentraci Zivin a kysliku. V hepatocytech zde probiha syntéza glykogenu, glykolyza,
lipogeneze, ketogeneze, tvorba glutaminu, syntéza Zluéovych  kyselin

a biotransformace.



2.1.2 Krevni obéh v jatrech
Krevni obéh v jatrech ma funkéni a vyZzivovou funkci. Nutricni obéh obvykle
zajiStuje jaterni tepna (arteria hepatica communis), ktera prechazi v arteria hepatica

propria.

Funkéni obéh zajistuje vratnicova Zila (vena portae), vstupujici do jater v hilu,
ktera privadi do jater 60-70 % krve bohaté na Ziviny, které byly vstfebany ve stfevech.
Vratnicovd Zila se vétvi na Zily prochazejici portobilidrnim prostorem a dale na
sinusoidy prochazejici mezi trdmci hepatocytld. Na urovni sinusoid se spojuje nutricni
a funkcni obéh jater a je veden do dolni duté Zily (vena cava inferior) (HlGlek a Urbanek

2018, Hanzlovd a Hemza 2013).

2.1.3 Metabolické funkce jater

Jaterni parenchym je bohaty na fadu metabolickych déjh. Diky strategické pozici
v krevni cirkulaci je do jater pfivadéna ze stfev portalni krev plna Zivin. Jatra se podileji
na metabolismu sacharidd, lipidi, aminokyselin, detoxikaci amoniaku, degradaci
cholesterolu a nasledné tvorbé Zlucovych kyselin, degradaci hemu, syntéze nékterych

plazmatickych proteint atd. (Halek a Urbanek 2018).

2.1.3.1 Metabolismus sacharidi

Jatra zabezpecuji konstantni hladinu krevni glukézy. Podle potfeb organismu
glukdézu vychytdvaji, skladuji ji ve formé glykogenu, nebo pfi jejim nedostatku
z glykogenu uvolnuji. V pfipadé nedostatku glukdzy ji vytvari z necukernych slozek, jako

jsou napf. laktat, glycerol, pyruvat a dalsi (HGlek a Urbanek 2018).

2.1.3.2 Metabolismus lipidii

Do jater jsou tuky transportovany v podobé chylomiker — lipoproteinovych ¢astic,
které vznikaji v enterocytech. V jaternich bunkach vznikaji lipoproteiny o rlzné
hustoté, které se podileji na transportu lipidd. Transport lipidd do tkani zajistuje LDL
(lipoprotein o nizké hustoté), ktery vnikd prevainé transformaci VLDL (lipoprotein o
velmi nizké hustoté). Transport cholesterolu do jater, kde je jeho ¢ast degradovana na

Zlucové kyseliny, zajistuje HDL (lipoprotein o vysoké hustoté (Hllek a Urbanek 2018).



V jatrech dale probiha B-oxidace mastnych kyselin, syntéza triacylglyceroll a
cholesterolu a jsou jedinym organem, kde vznikaji ketoldtky, které mohou byt zdrojem

acetyl-CoA, a tedy zdrojem energie (HUlek a Urbanek 2018).

2.1.3.3 Metabolismus proteini

Vjatrech vznikd ftada plazmatickych protein(. Jednim z nejvyznamnéjsich
plazmatickych proteinli syntetizovanych v jatrech, ktery je zodpovédny za udrzeni
onkotického tlaku krve, slouZi jako transportni protein a proteinova rezerva organismu,
je albumin. Stanoveni hladin albuminu se pouziva pfi hodnoceni syntetické funkce jater

a pfi dlouhodobém monitorovani pribéhu chorob (Schneiderka 2004).

Jatra jsou také jedinym organem, kde vznikd mocovina v ornitinovém cyklu, diky
které je odstrafiovdn zorganismu jinak toxicky amoniak vznikajici pfi degradaci
aminokyselin. V neposledni fadé jsou jatra i mistem transaminacnich a deaminacnich

reakci aminokyselin (Hulek a Urbanek 2018).

Jatra zastdvaji v organismu i vyznamnou roli v metabolismu xenobiotik a jejich
eliminaci z téla. Na metabolismu xenobiotik se podili fada enzym( I. a Il. faze
biotransformace. NejdllezitéjSimi enzymy prvni faze biotransformace jsou oxidacni
enzymy nadrodiny cytochrom( P450 a flavinovych monooxygenas, redukéni enzymy
zastupuje nadrodina aldo-ketoreduktas a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
a mezi hydrolasy xenobiotik patfi karboxyesterasy a epoxidhydrolasy. Druhou fazi
biotransformace zajistu;ji nadrodiny UDP—glukuronosyltransferaz,
glutation-S-transferaz, sulfotransferaz, acyl-CoA-syntetaz, N-acyltransferaz,

N-acetyltransferdz a metyltransferaz (Skalova et al. 2017).

2.2 Modelové systémy pro studium hepatotoxicity

V experimentalnich studiich, které se zabyvaji hepatotoxicitou studovanych latek,
se vyuzivaji rlzné modelové systémy. Mezi zakladni in vitro modely patfi primarni
kultury izolovanych hepatocytd, ultratenké jaterni fezy a perfundovana jatra. Dalsi
moznosti studia hepatotoxicity latek je pouziti in vivo modelt, které vyuzivaji rlizna

experimentalni zvifata. Kazdy z uvedenych modelll ma urcita pozitiva a negativa.



V dalSim textu se vice zaméfim na popis ultratenkych jaternich fez(i, které jsem

vyuZivala v experimentadlni ¢asti této prace.

2.2.1 In vitro modely

Pro studium hepatotoxicity se pouzivaji tfi hlavni modelové systémy: primarni
kultury izolovanych hepatocyt(, ultratenké jaterni fezy a izolovana perfundovana jatra.
Kazdy z téchto modell ma rfadu vyhod a nevyhod (Tabulka 1), a proto by mél byt vybér

modelu zaloZen na specifickém toxikologickém problému, ktery je feSen (Groneberg et

al. 2002).

Tabulka 1 Vyhody a omezeni jednotlivych in vitro modelii (Groneberg et al. 2002)

Model

Vyhody

Omezeni

Hepatocyty

VSechny Zivocisné druhy véetné
Clovéka

Celd jatra nebo biopsie jako zdroj
Informace o bunécéné toxicité
Kryoprezervace

RGzné latky v rlznych koncentracich

Neni mozné stanoveni ve Zludi
Chybi mezibunécné interakce
Neni zachovana anatomie
tkane

Jaterni fezy

Céstecné zachovana lobularni struktura
Vsechny Zivocisné druhy véetné ¢lovéka
Informace o bunécné toxicité

RGzné latky v rznych koncentracich

Neni mozné stanoveni ve zluci
Neni zachovana anatomie
tkané

Izolovana
jatra

evvs

Zachovana anatomie
Zachovan pratok Zluci

Lze stanovit hemodynamické
parametry

Kratka Zivotnost

Lze sledovat jen nékolik latek
v jednom organu

Lidska tkan je nedostupna
Velké mnozstvi zvirat
Komplikovanost provedeni

2.2.1.1 Primdrni kultury izolovanych hepatocyti

Primdrni kultury hepatocytl jsou nejbéinéji pouzivanym modelem ke studiu

hepatotoxicity a metabolismu |éciv. Jejich dostupnost (zejména lidskych) je omezena
a mezi jednotlivymi SarZzemi jsou znacné rozdily. Jejich nevyhodou je predevsim casnd
zména v morfologii hepatocytl (dediferenciace), kratka Zivotnost a rychly pokles

enzymatickych aktivit (Vanhaecke a Rogiers 2006).



2.2.1.2 Jaterni rezy

Jaterni fezy se v dnesni dobé vyuZivaji v mnoha védnich oborech. Diky vyvinutym
technikach pfipravy, uchovani a zpracovani jaternich fez( tento in vitro systém dobre
odrazi Cinnost a funkci jaternich bunék in vivo. Jaterni fezy se jako in vitro systém
vyuZivaji pro studium hepatotoxicity, metabolismu endogennich a exogennich latek
v toxikologii a farmakologii, ke studiu konzervace a ischémie organu. VyuZiti maji
i venzymologii pfi studiu indukce enzyml a exprese stresovych proteinli nebo

peroxisomalnich enzymu (Gandolfi et al. 1996).

Lidské fezy mohou byt pfipraveny z €asti jater ziskanych naptiklad biopsii nebo
jako chirurgicky odpad. Nejoptimalnéjsi parametry jaternich ezl jsou pridmér 5-8 mm
a tloustka 200-250 um, coz umoznuje plny pfistup vnitfnich bunécnych vrstev ke
kysliku, Zivinam a testované latce. Je-li tfeba, mlze se tloustka sniZit az na 100 um (de

Graaf et al. 2010).

2.2.1.2.1 Historie tkaniovych rezii

Prvni techniku pfipravy tkanovych fezt vyvinul v roce 1923 némecky biochemik
Otto H. Warburg. Tato technika se ale potykala s problémy odli$né rychlosti difuze
kysliku diky variabilité geometrie Fezu. Rezy byly krajeny ru¢né Ziletkou nebo skalpelem
z tkané, kterd byla umisténa mezi dvéma mikroskopickymi sklicky, tento postup byl
velmi ndroény na provedeni. PouzZitim téchto fezl nebylo moZné ziskat
reprodukovatelné vysledky. Postupem let bylo proto vyvinuto nékolik pfistroju pro
tvorbu tkanovych fezl svylepsenymi funkcemi, ale stdle nebylo dosaZzeno

pozadovanych parametr( (Krumdieck 2013).

Z divodu ndro¢né manipulace s celym orgdnem nebo jeho casti byl vyroben
pfistroj na mechanickou tvorbu tkanovych valeckl s nastavitelnym primérem
(Obrdzek 4). Konstrukéné narocnéjsim ukolem bylo sestrojeni mikrotomu pro Zivou
tkan. Teprve vroce 1978 se podafilo sestrojit ru¢né ovladany pfistroj, ktery byl
schopen vytvofit kruhové tezy o jednotné geometrii. Pro krajeni byla pouzita
Steadie-Rieggsova Cepel a bylo mozné nastavit poZadovanou tloustku fezu. V roce
1985 wvyrobil Carlos L. Krumdieck kraje¢ modifikovany o motorem pohanéné

jednorazové oscilaéni osti v podobé Zilety Gillette. Cepel byla na rozdil od pfedeslych
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krajec umisténa pod dhlem 20° k valecku tkané, tim se umozZnilo vytvoreni tencich

a rovnomérnéjsich rezll (Krumdieck 2013).

Obrazek 4: Pristroj pro mechanickou tvorbu tkanovych valeckl (prevzato z Krumdieck
2013)

Mechanismus tvorby tkanového fezu na krdjeci ,Krumdieck tissue slicer” lze
popsat nasledovné (Obrdzek 5): vertikalné orientovany tkanovy valecek (C) je svrchu
jemné pfitlacovan k desce (E) pistem (D). Drzdk tkané (B) je propojeny s ramenem,
které aparat rozpohybuje a valecek tkané se pohybuje pres oscilujici ostfi naklonéné
pod Uhlem 20° (A). Rezy (F) jsou pfemistény z krajece do sbérné nadoby jemnym

proudem pufru (Krumdieck 2013).
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Obrazek 5: Proces krajeni na Krumdieckové krajedi (prevzato z Krumdieck 2013)

Koncem osmdesdatych let 20. stoleti dosahl Krumdiecklv krdje¢ své findlni
podoby, byl plné automatizovany, sterilizovatelny, vytvarel reprodukovatelné tkarové
fezy, byl doplnén o prvky moderni dotykové elektroniky a dalsi prvky, které zlepSovaly

kvalitu fezu (Obrdzek 6).

Obrdzek 6: Soucasna verze Krumdieckova krajeCce — ALABAMA R&D TISSUE SLICER
MD6000 (prevzato z Krumdieck 2013)
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2.2.1.2.2 Priprava tkdné

Postup pfi odbéru organu od darce a jeho zachovani pro nasledné pouZiti
k transplantaci nebo  klinickému  pouziti jsou doprovazeny nesCetnymi
multifaktorialnimi zménami na molekularni, bunécné i tkanové urovni. Pro zachovani
zakladni fyziologie jsou organy uchovavany v chladu uloZzené v konzervacnim roztoku.
Chlad zajistuje Utlum metabolickych pochodl a tim i narokd na zdsobeni kyslikem

a konzervacni roztoky doddvaji potiebné Ziviny (Guibert et al. 2011).

Pti dalsi pripravé tkané je duleZité zachovat celistvost bunék a co nejméné
ovlivnit pochody, které v bunikdch probihaji. Organ by mél byt pfi pfijeti do laboratore
ihned zpracovan. Jatra by méla byt nafezana na kousky o tloustce 2 cm a z téchto Casti
se provede odbér jadra ostrym ndstrojem ktomu uréenym. Standardni pramér
nastroje na vyvrtani jddra je 8 mm, ale je moiné pouiit i jiné praméry. Jadra se

uchovavaji v chladném konzervaénim roztoku.

Rezy se z téchto jader pFipravuji komeréné dodavanymi krajeci na presné krajeni
tkani viz kap. 2.2.1.2.1 (Fisher et al. 1993). Pfipravené fezy by mély byt uchovavany na
ledu aZ do inkubace. Optimalni tloustka rez( pro jatra, ledviny, srdce a Stitnou Zlazu je
mezi 175-225 um, zatimco fezy plic Ize pfipravit v tloustce 450-500 um. Tloustka rezu
mUzZe byt stanovena fadou prostiedk(, véetné mechanickych a optickych mikrometru,
stejné jako vlhkd hmotnost fezu. Tloustka fezu je velmi dualezitd pro udrzeni jeho

Zivotaschopnosti (Fisher et al. 1993).

2.2.1.2.3 Inkubace tkanovych rezi

Pro spravny prlbéh inkubace tkanovych rezd je rozhodujici optimalni tloustka
fezu a inkubacni systém, ktery zarudi dostatecny prisun zZivin i difuzi kysliku az do
sttedu fezu. Pokud je fez pfili§ tenky (<100 um), je pomér poskozenych
k neposkozenym bunkam pfilis velky. Pokud je platek pfilis tlusty (> 275 um pro jatra),
stfed rfezu se stane nekrotickym v dlsledku nedostatku kysliku a Zivin (Fisher et

al. 2001).

K dlouhodobé inkubaci organovych fezli Ize pouzit dynamicky kultivaéni systém

firmy Vitron, kde jsou platky umistény na teflonové nebo titanové kolébce ve
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scintilacni lahvicce spolu s filtrem z esteru celuldzy a kultivaénim médiem, doplnénym
o antibiotika, antimykotika pfipadné 10 % fetalniho teleciho séra. V uzdvérech lahvic¢ek
je otvor, ktery usnadniuje okyslicovani. Lahvicky jsou uzavieny do dynamického
inkubatoru, zahfivany na 37 °C a kontinudlné je k nim privadén plyn (0,5 I/min, 95 %
02a 5 % COy). Lahvicka se s fezem vinkubdtoru neustale otaci a tim je zajiStén

rovnomeérny pfisun Zivin z média i pfisun kysliku (Fischer a Vickers 2013).

Pro potfeby kratkodobé inkubace vfiadu minut az hodin jsou fezy obvykle
umistény v Erlenmeyerovych bankach nebo v destickdch sjamkami. Po pfidani
kultivacniho média je desticka umisténa do inkubatoru pfi teploté 37 °C a atmosfére
(0,5 1/min) 95 % Oz a 5 % CO; na horizontalni tfepacku, tak je zajistén konstantni pfisun

média a kysliku k fezu (Fischer a Vickers 2013).

2.2.1.3 Izolovana perfundovana jatra

Perfundovand jatra maji nejblize kin vivo podminkam. Je zde zachovana jak
struktura, tak i mezibunééné kontakty. Perfundovand jatra jsou vyuzivana pfti studiu
toxickych poskozeni jater. Nevyhodou tohoto modelu je obtiznd manipulace

a kratkodoba Zivotnost (Kucera et al. 2006).

2.2.2 Experimentalni in vivo modely

Experimentalni in vivo modely patti stdle k nejvyuzivanéjSim testiim, a to hlavné
z dvodu mozZnosti sledovat dopad aplikované cizorodé latky na cilovy testovany
organismus. Pomoci in vivo testl je mozné ziskat poznatky o toxikodynamickych
a toxikokinetickych procesech. Hlavni nevyhodou zvifecich in vivo modell je
nedostatecna predikce Gcink( 1éciv na ¢lovéka kvili mezidruhovym rozdilim v jejich

jaternim metabolismu a rozdilné citlivosti na toxické uGcinky (Li 2004).

2.3 Polymerazova retézova reakce
Polymerdzova retézovad reakce (PCR) je metoda zaloZenda na exponencialni
amplifikaci DNA. Nové tetézce DNA vznikaji za pomoci DNA-polymerdz, které maiji

katalytické vlastnosti ve sméru 5-3'.
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PCR je rychla a spolehliva technika pouzivana v molekularni biologie. Vyuziti této
technologie vyrazné zvysilo schopnost studia genetického materidlu. PCR vyuZiva
cyklické opakovani zmén teploty, ktera odpovidd optimu pro danou fazi PCR. PCR
probiha v termocyklérech, ve kterych probiha faze denaturace, annealing a extenze,
elongace. Pro kazdy experiment je zasadni optimalizace jednotlivych krokd (Beranek

2016).

2.3.1 Denaturace

Vychozim materidlem je dvouretézcova DNA, kterda je naruSena tepelnou
denaturaci, coZ vede k rozvolnéni DNA a vzniku jednofetézcové DNA. Teplota, pfi které
DNA denaturuje, je z¢asti uréena obsahem bazi G a C, ¢im vétsi je podil téchto bazi, tim
vétsi je teplota potfebna k oddéleni templdtové DNA. V PCR reakcich katalyzovanych

Tag-polymerdazou se denaturace provadi pfi 94-95 °C (Beranek 2016).

2.3.2 Annealing

Jednovlaknova DNA slouzi jako templat pro syntézu nového vldkna DNA. Na
vldkno DNA nasedd komplementdrni primer. Jedna se o kratké oligonukleotidové
fetézce o délce 18-24 nukleotidl s obsahem GC 40-60 %. Primery musi byt specifické
pro usek DNA, ktery ma byt amplifikovan, nesmi byt vzajemné komplementdrni,
nemély by tvofit sekundarni struktury a mély by mit podobnou teplotu tani. Pfi
annealingu je zasadni optimalizovat teplotu pro zajisténi optimalni vytéZznosti. Teplota

by méla byt nastavena o 5-10 °C nizsi nez teplota tani obou primerd (Beranek 2016).

2.3.3 Extenze, elongace

Prodlouzeni oligonukleotidovych primerl se provadi pfi nebo blizko optimalni
teploté pro syntézu DNA katalyzovanou termostabilni polymerdzou. Pro PCR se
vyuzivaji termostabilni polymerdzy izolované z bakteridlniho kmene Termus aquaticus
(Taq). Stabilita Tag-polymerdzy je 40 min pfi 95 °C a teplotni optimum je 72 °C. Jeji
stabilita zajisti funkénost polymerazy v 30 i vice cyklech bez nadmérného poskozeni.
(Green 2019). Délka amplifikovanych produktl je vymezena pozicemi obou primeru

(Beranek 2016).
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2.3.4 Real-time PCR

Real-time PCR (qPCR) je jednou z mnohych modifikaci metody PCR. Jednd se
o kvantitativni metodu, pfi které se na rozdil od klasické PCR ndrlst produktu
stanovuje po kazdém cyklu. U klasické PCR se k detekci amplikonG pouzivaji dalsi
metody (elektroforetické metody, sekvenacni metody, hybridizace atd.), zatimco
uqgqPCR je wvyuzivdno zvySeni intenzity fluorescencniho signdlu generovaného
interkalac¢nim barvivem nebo rozpadem sondy znacené barvivem béhem amplifikace
cilové sekvence. Intenzita fluorescentniho signdlu je pfimo Umérna poctu

amplifikovanych molekul DNA (Beranek 2016).

Jako interkalacni barviva jsou vyuzivana ethidium bromid, SYBR Green, SYBR Gold
a Amplifluor. Vyhodou poufZiti téchto barviv je pfizniva cena a jejich univerzalni pouZiti.
Nevyhodou je jejich nespecifita, barvivo se vaze na jakoukoli DNA nebo dimery primeru

(Beranek 2016).

Vysledkem gPCR jsou hodnoty namérené fluorescence a pocty probéhlych cykl{.
Tyto hodnoty jsou nejc¢astéji zandseny do amplifikacni krivky, ze které se odvozuje Ct
hodnota (Obr. 7). Ct hodnota je poradi cyklu, pfi kterém fluorescence generovana
v reakci prekracuje fluorescencni prah. Amplifikacni kfivka se podle pribéhu reakce
rozdéluje do ¢tyr fazi. V prvni fazi zdldvodu malého mnoizstvi templatu nedochazi
k prekroceni Urovné pozadi. V dalsi fazi je prlibéh reakce exponencialni, fluorescence
presahuje Uroven pozadi a je jiz detekovatelnd. V linearni fazi dochazi k prudkému
narlstu fluorescence, ktera prechdzi do tzv. plateau faze, kdy jsou spotiebovany

nékteré komponenty v reakci a dochazi tak ke zpomaleni reakce (Logan et al. 2009).

JPlateau” faze

Linearni faze

Fluorescence

Exponencialni faze

T — Pozadi fluorescence
0 5 10 \ 15 20 25 30

Ct Potet cykld

Obrazek 7: Amplifikacni kfivka (prevzato z LabGuide 2014)
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2.3.4.1 Absolutni kvantifikace

Pro absolutni kvantifikaci se vyuziva kalibraéni zavislosti s nelinearnim
charakterem. PFi absolutni kvantifikaci se vyuZivaji fedéné standardy o zndmé
koncentraci k vytvoreni kalibracni kfivky. Kalibrani kfivka vytvafi linearni vztah mezi Ct
a pocatecnim mnozstvim DNA. Zanesenim hodnot Ct pro nezndmy vzorek se stanovuje

mnozstvi DNA ve vzorku (Stephenson 2016).

Nevyhodou absolutni kvantifikace je nezohlednéni ztrat vzniklych béhem celého
procesu zahrnujici napf. extrakci nukleovych kyselin, pipetovdni nebo pritomnost
inhibitorG. Casté&ji se vyuziva kvantifikace relativni, kdy se porovnava mira fluorescence

testovaného genu s genem referenénim (Beranek 2016, Kozera a Rapacz 2013).

2.3.4.2 Relativni kvantifikace

Pfi relativni kvantifikaci je wvyuZivano soucasné amplifikace a hodnoceni
vySetfovaného a referencniho genu (Berdnek 2016). Pro relativni kvantifikaci se voli
referencni gen s podobnou mirou exprese vyjadrenou jako Ct (cyklus prahu) jako ma
zkoumany gen. Podobnost exprese by méla byt v fadech jednotek a v rozmezi 30 < Ct <
15. Dale je tfeba vybrat gen, ktery nebude ovlivnén spolu se studovanym genem. Aby
doslo k minimalizaci pravdépodobnosti a rozsahu chyb, je pouZivdano nékolika gend,
které se validuji pro kazdou studii (Bustin et al. 2009, Kozera a Rapacz 2013,

Chervoneva et al. 2010).

Jednou z metod relativni kvantifikace je metoda kalibra¢ni k¥ivky. Po provedeni
kalibrace metody a uréeni absolutniho mnozstvi amplikond ve vzorcich se provede
vypocet podilu exprese referencniho a studovaného genu (Berdnek 2016). Tato
metoda se vyuZiva pfi méreni malého poctu genl nebo pfi kvantifikaci poctu virovych

Castic vdaném vzorku (Ginzinger 2002).

Druhou mozZnosti je vyuziti komparativni ACt metody, kdy dochazi ke srovnani
hodnot Ct referenéniho a zkoumaného genu. Tato metoda vyjadfuje rozdil Ct hodnot
pro referencni a studovany gen. Podminkou pro tuto metodu je podobna ucéinnost PCR

reakci (Beranek 2016).

ACt = Ctvzorek - Ctkalibrétor
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Pouzivanéjsi metodou pro relativni kvantifikaci je komparativni metoda AACt. Ta
vyuziva zvoleny vnitini vzorek jako referencni. Jako referencni vzorek Ize pouzit vzorek

z definované tkané, ze zdravé tkané nebo z tkané pred zahdajenim lécby.

Prvnim krokem je vypocet ACt pro vSechny vzorky, nasleduje vypocet hodnoty

AACt jako rozdil hodnot ACt vzork( a referenéniho vzorku.
AACt= ACtvzorek - ACtreferenEnivzorek

Hodnota AACt je nakonec prevedena na hodnotu normalizaéni exprese R, kterd je

vztazena k referencni tkani (Berdnek 2016).

R= 2—ACt

2.3.5 Referencni geny

Jako referencni geny jsou oznacovany geny, které si zachovavaiji stabilitu exprese
nezavisle na experimentdlnich podminkach. Nejc¢astéji se jedna o strukturni geny. Pfi
expresi strukturnich gen( vznikaji transkripty mRNA urcujici pti proteosyntéze poradi
aminokyselin v peptidovych fetézcich. Tyto geny tedy zajistuji zakladni metabolické

procesy v burikach.

Referencni geny se vyuzivaji pti kvantifikaci jako vnitini kontrola pfi expresi
sledovanych gena. Vzhledem k variabilité referenénich genl mezi tkanémi a jedinci se
referencni geny stanovuji idedlné pro kazdou provddénou studii. Doporuduje se
pouzivat vidy alespon dva referencni geny, protoze pouziti pouze jednoho muze vést
k relativné velkym chybam (Vandesompele et al. 2002). Pfi pouziti vice referencnich

genu dochdzi obvykle ke zvyseni rozliSeni a vétsi presnosti vysledka.

Mezi nejcastéji pouZivané referencni geny patfi napf. geny pro 18S RNA,
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzu, B-aktin, cyklofilin, B2-mikroglobulin,

hypoxanthin-guaninfosforibosyltrasferdzu a dalsi (Beranek 2016).

Byly navrzeny rlizné statistické pristupy a algoritmy pro optimalni vybér paru

nebo nékolika referencnich genl (Vandesompele et al. 2002).
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2.3.5.1 Validace referencnich genii

Validace referencnich genu se provadi na zakladé zjisténi miry stability exprese
genu. Ktomuto ucelu bylo vytvofeno nékolik programi, které vyuZivaji ridznych
pristupl ke stanoveni nejstabilnéjsSiho genu. Mezi nejpouZivanéjsi programy patfi

geNorm, BestKeeper a NormFinder.

Program geNorm vyuziva algoritmus, ktery vyhodnoti miru stability genové
exprese (M) na zakladé primérné parové variace jednoho genu se vsemi ostatnimi
referenénimi geny (Vandesompele et al. 2002). Parova variace je definovana jako
standardni odchylka log-transformovanych pomér( exprese parovych genl. Algoritmus
nejprve vybere dvojici dvou kandidatnich referencnich gend, které maji nejvyssi shodu
v expresi (to je nejmensi variabilitu v pomérech) mezi vSemi moznymi pary gen(. Poté
je identifikovan dalsi stabilni referen¢ni gen jako ten, ktery ma nejvyssi shodu se
zbytkem kandidatnich genli a s geometrickym prlmérem prvnich dvou vybranych

referencnich gen( atd. (Vandesompele et al. 2002).

Zda se, ze lepSim pristupem je vybér genU na zakladé linearnich modell
popisujicich geometricky primér exprese jako komplexni sadu faktord, jako je genova
exprese ve skupiné, mnoiZstvi mRNA ve vzorku a ndhodné variace zpusobené
biologickymi a experimentalnimi faktory (Andersen et al. 2004). Tyto aditivni modely
umoznuji pouzit rGzné statistické pfristupy, jako je klasicky model ANOVA a dalsi
metody pro smiSené linedrni modely sestavajici z pozorovani a nezavislych
proménnych. Pfi zohlednéni primérného vlivu genu v tkdni (skupiné) a individualniho
dopadu genu vypocitali autofi vnitro- a meziskupinové variace, které byly spojeny do
hodnoty stability. Tento algoritmus byl pouzit v softwaru NormFinder (Kozera a Rapatz

2013).

Popularnim programem je také software BestKeeper. Vyhodnoceni se provadi na
zdkladé hodnot Ct, smérodatné odchylky (SD) a varia¢niho koeficientu (CV). Na zakladé
vypoctené variace (SD a CV) jsou vybirany jako referencni geny ty s hodnotami SD < 1

(Kozera a Rapatz 2013).

K validaci referencnich gen( je potfeba pfistupovat komplexné, a to i vzhledem
ktomu, Ze pri pouziti nékolika programd pro validaci nemusi byt urceny jako
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nejstabilngjsi stejné geny, protoZe kazdy program pouziva pfi vyhodnoceni jiny
algoritmus. Z toho dlvodu je ¢asto pouzivany program RefFinder, ktery integruje Ctyfi
vypocetni algoritmy. Na zakladé poradi genu z kazdého programu je uréen geometricky

pramér dulezitosti a uréeno konecné poradi (Spiegelaere et al. 2015).

Pro normalizaci dat je dulezité pouzivat nékolik referencnich genl najednou,
protoZe pouZiti jediného referenéniho genu muzie zplsobit relativné velkou chybu

(Kozera a Rapatz 2013).

2.4 Cytochromy

Cytochromy se vyskytuji ve vSech organismech kromé nékolika vylu¢nych
anaerob(l. Jsou to proteiny, na které je vazan jeden az dva tetrapyrrolové kruhy.
Centralnim atomem tetrapyrrolového kruhu je atom Zeleza. Tetrapyrrolovy kruh
cytochromu se Zelezem jako centrdlnim atomem se nazyva hem. Hemova skupina je
vysoce konjugovany kruhovy systém (ktery umoznuje, aby jeho elektrony byly velmi
mobilni) obklopujici ionty Zeleza. Zelezo v cytochromech obvykle existuje v Zeleznatém
(Fe?*) a Zelezitém (Fe3*) stavu s ferylovym Fe** stavem nalezenym v katalytickych
meziproduktech. Cytochromy jsou tedy schopné provadét reakce prenosu elektront
a katalyzy redukci nebo oxidaci jejich hemového Zeleza. Bunécné umisténi cytochromu
zavisi na jejich funkci. Lze je nalézt jako globularni proteiny a membranové proteiny
(Palmer 1989, Yamanaka a Okunuki 1974).
RGzné podtridy cytochromi jsou organizovany podle typu hemu a rozsahu vinovych
délek jejich redukovanych alfa-absorpcénich pasd (Yamanaka a Okunuki 1974). Existuje
nékolik typl cytochrom( a lze je rozlisit spektroskopicky, pfesnou strukturou hemové
skupiny, citlivosti k inhibitoru a redukénim potencialem. Patfi sem: cytochrom a,
cytochrom b, cytochrom c¢ a cytochrom d (Yamanaka a Okunuki 1974). Kromé této
klasifikace zavedené Mezindrodni unii biochemie a molekuldrni biologie (IUBMB)
mulzZeme v biochemické literatufe nalézt i tfidu cytochromu P450, ktery patfi mezi

hlavni enzym |. faze biotransformace xenobiotik.
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2.4.1 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (CYP) patfi do rozsahlé skupiny hemoproteind. Ve své
redukované formé a pfi vazbé oxidu uhelnatého vykazuji v UV-VIS spektru maximum
pfi 450 nm. Nejcastéji se CYP vyskytuji v jatrech, vyznamné se vyskytuji i v ledvinach,

gastrointestinalnim traktu a v plicich, ale v mensi mire se vyskytuji v celém organismu.

V lidském genomu je zndmo 57 gent kddujicich geny CYP a 35 jejich isoforem.
Nadrodina CYP se déli na rodiny, podrodiny a jednotlivé isoformy (Skalova et al. 2017).
Kazdy gen cytochromu P450 je oznacen CYP, coz naznacuje, Zze je soucdsti genové
skupiny cytochromu P450. Genu je také pridéleno Cislo spojené se specifickou
skupinou v genové skupiné, pismeno predstavujici genovou podskupinu a Cdislo
prifazené specifickému genu v podskupiné. Napfiklad gen cytochromu P450, ktery je
ve skupiné 27, podskupiné A, gen 1, je psan jako CYP27A1 (Genetics Home Reference
2020).

Podle katalytické funkce radime CYP mezi monooxygendzy tedy enzymy, které
vazi vzdusny kyslik, jehoz molekulu nasledné stépi. Po Stépeni kyslikové molekuly jeden
kyslikovy atom zabudovdvaji do molekuly substratu a druhy do molekuly vody. Za
urcitych podminek maji ale i reduktazovou aktivitu. Jako reduktazy se chovaji nejen ke
kysliku, ale i nékterym xenobiotikim. Pfi reduktdzové aktivité CYP vznikaji vysoce
reaktivni a toxické volné radikdly, nejcastéji jsou tvoreny v centralnich jaternich
lalGccich. Pfi redukci Oz vznikd superoxidovy radikal a peroxid vodiku (Skalova et al.

2017).

CYP se podileji i na metabolismu endogennich Ilatek jako cholesterolu
a steroidnich hormond, mastnych kyselin, vitaminG rozpustnych v tucich, Zlu¢ovych
kyselin a eikosanoidld. CYP Ucastnici se metabolismu eobiotik se nachazeji na

endoplazmatickém retikulu a membranach mitochondrii.

BéZné variace (polymorfismy) v genech kddujicich cytochrom P450 mohou
ovlivnit funkci enzyma. Ucinky polymorfism@ jsou nejvice patrné pfi metabolismu lékg.
V zdvislosti na genu a polymorfismu mohou byt Ié¢iva metabolizovana rychle nebo
pomalu. Pokud cytochrom P450 metabolizuje IéCivo pomalu, zUstava IéCivo aktivni déle

a pro dosaZzeni pozadovaného Ucinku je ho potfeba méné. Lék, ktery je rychle
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metabolizovan, se rozklada diive a mlzZe byt zapotiebi vyssi davka, aby byl dGcinny.
Enzymy cytochromu P450 predstavuji 70 az 80 procent enzyml zapojenych do
metabolismu IéCiv (Genetics Home Reference 2020).

V klinické praxi se védomosti o funkci CYP vyuzZivd u polypragmazie.
Polypragmazie ma nékolik vyhod, ale diky vyskytu interakci mezi |éCivymi pFipravky
(napf. rostlinna léciva, volné prodejna léciva) a léky na predpis muizZe zpusobit
nezadouci Ug&inky, jako je toxicita a selhani Ié¢by (Grimm et al. 2009). Rada Iék{
a chemikalii totiz mudzZe inhibovat nebo indukovat enzymy CYP, které metabolizuji
lé¢iva, coz mUZe vést ke vzniku toxicity nebo selhdni 1é¢by (Wrighton a Stevens 1992,

Yan a Caldwell 2001).

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce lidskych CYP patfi CYP3A4, CYP2D6, CYP2C,
CYP1A1, CYP1A2, CYPP2E1 (Skalova et al. 2017). V experimentdlni ¢asti prace jsem se

zabyvala stanovenim exprese mRNA CYP3A4 a CYP1A2, proto je zde podrobnéji popisu.

2.4.1.1 CYP3A4

CYP3A4 je nejdulezitéjsi isoformou cytochromu P450 z hlediska biotransformace
[éCiv. Je hlavni formou vyskytujici se v jatrech a lidském stfevé v menSim mnozstvi se
vyskytuje v ledvinach, placenté, plicich a mozku. Spolu s CYP3A5 a CYP3A7 je
odpovédny za vyznamnou ¢ast vSech metabolickych reakci. Diky velké plasticité jeho

vazebného mista pat¥i mezi jeho substraty fada xenobiotik (Svihovec et al. 2018).

Gen CYP3A4 se nachazi na chromosomu 7q21.1, je ¢lenem rodiny genl CYP3A,
ktera se podili na metabolizaci  kyseliny arachidonové na kyselinu
epoxyeikosatrienovou (Gao et al. 2020). Polymorfismus u CYP3A4 neni bézny, ale mezi
jedinci se vyskytuje znacnd variabilita vjeho aktivité zplsobend znacnou
indukovatelnosti a citlivosti k inhibicnim vlastnostem nékterych sloZek obsazenych
v potravé. Mezi induktory CYP3A4 patii barbituraty, fenytoin, rifampicin, karbamazepin
a dexamethason. Jako inhibitory CYP3A4 plsobi makrolidova antibiotika, ketozonazol,

dilthiazem atd. (Skalova et al. 2017).

Regulace exprese CYP3A4 je regulovana pres pregnanovy X receptor (PXR). PXR

je pritomen predevsim v jatrech, ale nachazi se i v tenkém a tlustém stirevé, ledvinach
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a v Zaludku. Aktivace PXR probiha vazbou ligandu na receptor. Po vytvoreni dimeru
s retinoidnim receptorem-a jsou jejich cilem specifické sekvence promotorové DNA

regulovanych cilovych gen( (Skalova et al. 2017).

2.4.1.2 CYP1A1/2

Isoformy CYP1A1l a CYP1A2 se liSi mistem, kde jsou exprimovany. CYP1A2 je
exprimovan vyhradné v jatrech, zatimco CYP1A1l je exprimovan v extrahepatalni tkani
napf. v GIT, plicich, ledvinach atd. Mezi induktory obou téchto isoforem patfi
polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, heterocyklické
aromatické aminy, kofein atd. (Skalova et al. 2017).

Indukce podrodiny CYP1A je zprostfedkovana pres receptory pro aromatické
uhlovodiky (AhR). Jedna se o transkripcni faktor regulujici expresi cilovych genl po
aktivaci specifickymi ligandy. AhR tvofi komplex s proteiny Hsp90, XAP2 a p23, tento
komplex je neaktivni aZz do navazani ligandu, kdy dochazi ke zméné konformace,
uvolnéni Hsp90 a XAP2 z komplexu. Ligandem aktivovany AhR prechazi do jadra, kde se
vaze na protein ARNT (AhR nuclear translocator) a spolecné se vazou do regulacnich

oblasti cilovych gent (Skalova et al. 2017).
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3. CILE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo ovéfit stabilitu vybranych referencnich gent
v ultratenkych lidskych jaternich fezech, které byly vystaveny plsobeni
dimethylsulfoxidu (kontrola) nebo znamych induktord cytochromu P450, rifampicinu
a B-naftoflavonu. Dale bylo mym cilem ovéfit stabilitu exprese referencnich gen(
pomoci stanoveni exprese mMRNA CYP1A2 a CYP3A4. K dosazeni vytycenych cild bylo

treba:

e Pripravit ultratenké lidské jaterni fezy (PCLS)

e Inkubovat PCLS sinduktory CYP rifampicinem a [-naftoflavonem
v koncentraci 10 uM po dobu 24 hodin

e Stanovit Zivotaschopnost PCLS prostfednictvim sledovani zmén hladin
ATP a uniku LDH do média

e Stanovit exprese mRNA vybranych referenénich genl

e Zhodnotit stabilitu exprese vybranych genl a jejich pouzitelnost jako
referencnich gen(

e Validovat referen¢ni geny pomoci expresni analyzy CYP1A2 a CYP3A4
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material

V této praci byla jako biologicky materidl pouzita lidska jatra, ktera byla ziskana
ve spolupraci s Chirurgickou klinikou Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Caste¢na
resekce jater, ze které biologicky material pochazel, byla provedena z terapeutickych
dlvodd (obvykle kvili odstranéni nadoru). VSechny experimenty byly schvaleny
Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (povoleni ¢. 201703 S14P) a vSichni

pacienti podepsali informovany souhlas. Popis souboru darc(l je uveden v Tab. 2.

Tabulka 2 Charakteristika souboru ddrci

Darce | Vék ; ] . o Dlouhodoba
. Pohlavi | Rasa Diagndza Komorbidity .
¢. (roky) farmakoterapie
5 . .. | Benigni fokalni
1 26 Z E d . .
ena uropoidni nodularni $4dné $4dn4
hyperplazie

Arteridlni Hydrochlorothi

Jaterni metastézy hypertenze, | azid, betaxolol,

2 81 Zena | Europoidni i inculi
p kolorektalniho dlabfetes insulin, ' ’
Karci mellitus 2. acetylsalicylova
arcinomu )
typu kys., zolpidem
3 50 Mu$ | Europoidni Metastazy o Dlab'etes insulin
neuroendokrinni | mellitus 2.
ho tumoru typu

4.2 Priprava ultratenkych jaternich fezi

Pro pfipravu a inkubaci ultratenkych rezl lidskych jater bylo tfeba den pred
krajenim pfripravit Krebs-Henseleitlv pufr a inkubacni médium. RovnézZ bylo potreba
vydezinfikovat 70 % lihem vSechny Casti rozlozeného krajece, které pfijdou do kontaktu
s pufrem. Nasledné byl alobalem zakryty kraje¢ umistén v chladici mistnosti stejné jako

inkubaéni médium a pufr.

25




4.2.1 Priprava Krebs-Henseleitova pufru

Slozky pro pfipravu Krebs-Henseleitova pufru jsou uvedené v Tab. 3. K pfipravé
pufru byla pouZita redestilovana voda. Jeho pH bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci
roztoku HCI. Kvali riziku vykrystalizovani uhli¢itan z pufru byl chlorid vapenaty

pridavany jako posledni slozka. Na jedna jatra bylo potfeba pfipravit ptiblizné jeden litr

tohoto pufru.

Tabulka 3 SloZeni Krebs-Henseleitova pufru

Slozka Mr (g/mol) c (mM)
Chlorid draselny (KCl) 74,56 3,92
Chlorid sodny (NaCl) 58,44 150,53
Hydrogenubhlic¢itan sodny (NaHCO3) 84,01 25,00
Siran hofec¢naty (MgSQ04.7 H,0) 246,48 1,10
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POa) 138,00 1,01
HEPES 238,31 9,00
D-glukdza 180,16 24,98
Chlorid vapenaty (CacCly) 147,02 1,36
4.2.2 Priprava média pro inkubaci
Médium urcené kinkubaci jaternich fezli bylo medium William's E
suplementované GlutaMAXem. Komeréné dodavané medium William's E

suplementované GlutaMAXem (jedna se o stabilizovanou formu glutaminu — L-alanyl-L-

glutamin) bylo v laminarnim boxu obohaceno o gentamycin a L-glukosu (Tab. 4).

Pripravené medium bylo sterilné prefiltrovano pres filtr s velikosti port 0,22 um.

Tabulka 4 Priprava média pro inkubaci jaternich Fezi

Objem media William’s E s GLUTAMAXem
Suplement Mr
100 ml 500 ml 1000 ml
50 pg/ml gentamycin 477,6 100 pl 500 pl 1000 ul
L-glukosa 180,16 0,448 g 2,24 g 448¢g
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4.3 Priprava ultratenkych lidskych jaternich fezi

V den krajeni fezl byl Krumdiecklv krajec sestaven a zapojen. Pfiblizné hodinu
pred experimentem se studeny Krebs-Henseleitiv pufr nechal probubldvat
pneumoxidem (95 % 0,/5 % CO,). Okyslicenym Krebs-Henseleitovym pufrem byl
naplnén kraje¢ a byla vyzkousena funkcénost vSech jeho ¢asti. Kraje¢ byl pfipojen

k termostatu s vodni Iazni a byl chlazen vodou o teploté 4 °C.

Na vykrajovani valeckl z lidskych jater byl pfipraven tidc sledem a Petriho
miskami s filtracnim papirem a vykrajova¢ o priméru 8 mm. Krouzivym pohybem
vykrojené valecky jaterni tkané byly vloZzeny do nastavce v krdjeci a ten z nich nasledné
krajel fezy o tloustce 150-180 um. Manipulace s vykrojenymi valecky i fezy probihala

v chladu aZ do okamZiku pfendani do predehratého inkubaéniho média.

4.4 Inkubace jaternich fezli

Rezy byly inkubovany vmédiu William‘s E + GlutaMAX obohaceném
o gentamycin a L-glukosu. Toto medium bylo asi hodinu pred experimentem
predehfato na 37 °C. Kazdy fez byl umistén do jedné jamky 12-jamkové desticky s 1 ml
média bez testované latky. Ndsledovala preinkubace 60 min, ktera zajistila odstranéni
poskozenych a nekrotickych bunék. DalSim krokem byla vlastni inkubace po pfemisténi
fez( do nové 12-jamkové desticky s 1,3 ml média s/bez testované latky. Preinkubace
i inkubace probihaly v inkubatoru pti 37 °C v atmosféfe 95% 02/5% CO,, desti¢ky byly
umistény na trepacce s horizontalnim pohybem (90 otacek/hod). Inkubace byla
ukoncovdna v predem stanovenych casech po -1 (pfed preinkubaci), 0 (po
preinkubaci), 4, 8, 12, 18 a 24 hodinach. Kontrolni fezy byly inkubovény v pfritomnosti
0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), ostatni fezy byly inkubovany v pfitomnosti 10 uM
B-naftoflavonu nebo 10 uM rifampicinu. Zasobni roztoky rifampicinu i B-naftoflavonu
byly pfipraveny rozpusténim presné navazky latky v DMSO. Koneéna koncentrace

DMSO v jednotlivych jamkach byla 0,1 %.

Po uplynuti kazdého inkubacniho casu byly fezy vyjmuty pomoci kopisty
a oplachnuty v 0,154 M KCl pufru obsahujicim 50 mM Tris-HCI| (pH 7,4). Nasledovalo
stanoveni Zivotnosti jaternich fezli a izolace RNA. Jaterni fezy byly inkubovany
v hexaplikatu pro kazdou testovanou latku a délku inkubace, nasledné byla ve trech

27



fezech stanovena koncentrace adenosintrifosfatu (ATP) a ze tfi fezU byla vyizolovana

RNA.

7 Ve

4.5 Stanoveni Zivotnosti tkanovych fezl

Jako ukazatel Zivotnosti jaternich fez(i bylo pouZito stanoveni hladiny ATP
v jaternich fezech a aktivita laktatdehydrogenazy (LDH) v homogenatu jaternich fez(
a v inkubaénim médiu, které byly odebrané po inkubaci v ¢ase 0, 4, 8, 12, 18, 24 hodin.
V jaternich fezech byla stanovena hladina ATP pomoci ATP Bioluminiscence Assay Kit
CLS Il (Roche, Mannheim, Némecko). Aktivita LDH se v jaternich fezech a v médiu

stanovovala pomoci testu cytotoxicity LDH (Roche, Mannheim, Némecko).

4.5.1 Stanoveni hladiny ATP
Adenosintrifosfat (Obr. 4) je tvoren z adenosinu a trojice fosfatd vazanych na 5° -
uhliku. Je vyznamnym zdrojem energie pro funkci viech bunék, ktera je uvolfiovana pfi

jeho rozkladu na ADP a fosfat.
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Obrdzek 9: Adenosintrifosfat (Mysid, 2007)

Principem stanoveni ATP pomoci ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS Il je jeho
Ucast pri oxidaci luciferinu za pomoci enzymu luciferdzy. Oxidace zpUsobi prevod
molekuly do excitovaného stavu a pfi navratu do stavu snizsi energii dochazi

k uvolnéni energie ve formé svétla s emisnim maximem 562 nm.
ATP + D-luciferin + O3 ------ > oxyluciferin + PPi +AMP +CO; + svétlo

Jednotlivé tezy byly po ukonceni inkubace preneseny do 150 ul

homogeniza¢niho pufru (70% etanol, 2 mM EDTA, pH 10,9) a okamZité umistény do
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hlubokomraziciho boxu do dalsi analyzy. Po rozmrazeni byl homogenizacni pufr
doplnén do objemu 1 ml a do mikrozkumavky byly pfidany drobné sklenéné kulicky.
Jaterni tezy byly homogenizovany s vyuzitim homogenizdtoru FastPrep-24 (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). Homogenat byl centrifugovan po dobu 5 minut pfi
12 000 g a 4°C. Obsah ATP byl zméren s pomoci ATP Bioluminescence Assay Kit CLS Il
v Cerné 96 jamkové desticce s plochym dnem. K5 pl homogenatu bylo do jamky
ptidano 45 pl TRIS/EDTA (100 mM TRIS, 2 mM EDTA, pH 8). Hladina ATP byla
vyhodnocena z kalibraéni krivky standardu ATP rozpusténého v TRIS/EDTA pufru.
K méreni luminiscence byl vyuZit Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Mannedorf,
Svycarsko). Hladina ATP byla normalizovdna na koncentraci proteinu. Homogenizaéni
pufr byl odparen a peleta byla zahfivana ve 200 pl 5 mM NaOH po dobu 30 minut pfi
37°C. Nasledné bylo pfidano 800 pl destilované vody ke zfedéni koncentrace NaOH na
1 mM. Koncentrace proteinu byla zméfena metodou s bicinchoninovou kyselinou
(BCA) proti kalibra¢ni ptimce, kde jako standard slouzil hovézi sérovy albumin. Vzorky

byly 10x zfedény a hovézi sérovy albumin byl rozpustén v 0,1 mM NaOH.

4.5.2 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy (LDH)

Unik LDH do kultivaéniho média byl uréen jako marker po$kozeni plazmatické
membrany. Pro analyzu bylo vSechno kultivaéni médium odebrano a udriovano pfi
-80°C az do dalSiho poufziti. Po rozmrazeni bylo médium centrifugovano v centrifuze
Heraeus Biofuge Stratos pfi 10.000 otackach za minutu po dobu 5 minut pfi teploté
4°C, aby se odstranily buné¢né ulomky. K méreni celkové aktivity LDH byly tfi fezy po
24 hodinach inkubace homogenizovany v kultivacnim médiu, ve kterém byly
inkubovany, homogenizacnimi ty¢inkami a homogenat byl zpracovan stejnym
zpUsobem jako testovana kultivacni média. Tato aktivita LDH byla brana jako 100 %
maximalni mozné aktivity v médiu. Aktivita LDH byla stanovena za pouZiti Cytotoxicity
detection kit (LDH) (Roche, Mannheim, Némecko). Na desti¢ku s plochym dnem bylo
pipetovano 100 pl supernatantu a 100 ul reakéni smési. Desticka byla inkubovana po
dobu 30 minut pti 37°C. Absorbance technickych duplikatd byla mérena pfi vinové
délce 490 nm pomoci ctecky desek Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Méannedorf,

Svycarsko) a Unik LDH do média byl vyjad¥en jako % celkové aktivity LDH.
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4.6 lzolace RNA

Kizolaci RNA byl pouZit TRIzol (specifickd smés fenolu a guanidinisotiokyanatu)
umoziujici jeji selektivni izolaci i z malého mnoiZstvi bunék. Vzhledem k toxicité TRIzolu
a nutnosti vyhnout se mozné kontaminaci RNAzami, byla izolace provadéna v PCR
boxu. Kredéni etanolu a rozpusténi pelet byla pouzita DEPC voda pfipravena
pridavkem 0,1% dietylpyrokarbonatu (DEPC) do redestilované vody (1 | ddH.0 + 1 ml
DEPC). DEPC voda byla autoklavovana pfi 120°C po dobu 20 minut.

Roztoky :
DEPC voda
TRIzol

>

>

» Chloroform
» lsopropanol
>

75% etanol

4.6.1 Homogenizace

Do jednotlivych mikrozkumavek s jaternimi fezy bylo pipetovano 500 ul TRIzolu
a byla provedena homogenizace za pomoci kulickového homogenizatoru (dva cykly
40s,6 m/s). Po homogenizaci bylo pfidano 100 pl chloroformu a nasledovalo
intenzivni protfepani po dobu 15 s. Vzorky se nechaly stat 2-3 minuty pfi pokojové
teploté a nasledné se centrifugovaly v chlazené centrifuze Heraeus (4°C, 15 minut,
12 000 x g). Kdalsimu kroku byla pouzita prepipetovand horni vodna faze, ke které
bylo pipetovdno 250 pul isopropanolu. Vzorky se protfepaly, nechaly se stat 10 minut
pfi pokojové teploté a centrifugovaly v chlazené centrifuze Heraeus (4°C, 10 min,
12 000 x g). Po odstranéni supernatantu byly pelety omyty 0,5 ml 75% etanolu,
protfepany a zcentrifugovany v chlazené centrifuze Heraeus (4°C, 5 min, 7500 x g).
Supernatant byl Uplné odstranén sklenénou pipetou s vytazenym koncem a peleta se
nechala na vzduchu 10 minut ususit. KdyZ zacala zprihledriovat, byla rozpusténa ve
40 pl DEPC vody. Vzorky byly dikladné protfepany a po 5 minutach pfi pokojové

teploté byly znovu promichany a poté uloZeny na led.
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4.6.2 Méreni koncentrace RNA

K méfeni koncentrace RNA byl pouzit spektrofotometr NanoDrop. Kromé
koncentrace byla sledovana i kontaminace RNA proteiny z poméru absorbanci pfi
260 nm (DNA) a 280 nm (proteiny). Tento pomér by mél mit hodnotu >1,8. Rovnéz byla
sledovana kontaminace fenolem z poméru absorbanci pfi 260 nm (DNA) a 230 nm
(fenol), tento pomér by mél mit hodnotu blizkou dvéma.

Pfed mérenim se nejprve zapne pocitac, kde se otevie program NanoDrop a zvoli
se modul ,,Nucleic acid“. Rameno NanoDropu se odklopi, spodni ploSka se ocisti 2 pl
H,O, rameno se priklopi, stiskne se OK, nasledné se rameno opét odklopi a spodni
ploska se otfe bunifinou. V programu se otevie tabulka pro méreni. Nejprve se
nanesou opét 2 ul H,0 a v programu se nastavi ,Blank”, po jeho zméreni se bunicinou
otfou obé plosky ramena NanoDropu, na spodni plosku se nanesou 2 ul vzorku, ktery

se zméri. Po zméreni vSech vzork(l se z programu vyexportuje tabulka s vysledky.

4.6.3 Osetreni DNazou
Izolovanou RNA je z dlivodu mozné kontaminace genomovou DNA nutné pred
dalSim pouzitim oSetfit DN4azou. DNaza | patfi mezi endonukleazy hydrolyticky Stépici
fetézce ssDNA a dsDNA za vzniku mono- a oligodeoxyribonukleotidd a jeji pouziti
zajistuje selektivni odstranéni genomové DNA (LabGuide 2014).
Roztoky:
» Zasobniroztok 0,5 M EDTA pH 8,0
> 0,1 M EDTA pH 8,0
» DEPCH,0

K pfipravé zasobniho roztoku 0,5 M EDTA bylo pouzito 18,61 g EDTA, 80 ml DEPC
H,0 a 2 g NaOH. V roztoku bylo za stdlého michani monitorovdno pH a postupné byl
pridavan dalsi NaOH ve formé pelet. EDTA se rozpustila az kdyz se pH blizilo hodnoté
8,0. Roztok byl nasledné doplnén do 100 ml DEPC H,0. Redénim zasobniho roztoku 1:4
s ddH;0 byl ziskdn 0,1 M roztok EDTA pH 8,0.
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Reakéni smés pro 1 vzorek:
» 3 ul pufr (10x DNase buffer)
» 1 ul DNazy

» 6 ug RNA (objem prepocten dle zmérené koncentrace na Nanodropu)

» X ul DEPC H20 (mnoZstvi dopocitano do celkového objemu smési 30 pl)

Prvnim krokem byla pfiprava mastermixu, ktery obsahoval pufr a DNazu, pro
odpovidajici pocet vzork(l. Mastermix byl dobfe promichan na vortexu a stocen ve
stolni minicentrifuze. Nasledné byl po 4 ul rozpipetovan do pfislusnych
mikrozkumavek. Do kazdé 0,5 ml mikrozkumavky bylo nasledné pfidano 6 pg RNA
(vypocteny objem dle zmérené koncentrace) s odpovidajicim mnozstvim DEPC H;O.
Takto pfipravena reakéni smés byla promichdna na vortexu a inkubovana ve stolnim
inkubatoru 25 minut pfi 37°C s tfepanim 500 otacek/min. Po ukonéeni inkubace bylo
pro inaktivaci DNazy pridano ke smési 1,5 ul 0,1M EDTA a nasledovala inkubace 10 min
pfi 75°C. V poslednim kroku bylo pfidano do kazdé zkumavky 16,5 pl DEPC H,0.

Vysledna koncentrace RNA po osetfeni DNazou byla 0,125 pg/ul. Takto upravené
vzorky RNA byly pfipraveny pro reverzni transkripci. Vzorky byly uchovavany

v mrazicim boxu pfi -80°C.

4.7 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, pfi kterém dochazi k prepisu primarni sekvence
nukleotidd RNA do vldkna DNA a vznika tak retézec cDNA (,complementary DNA“).
Retézec cDNA je na rozdil od RNA odoln&jsi v(¢i rychlé degradaci. Enzymaticky je tento

proces zajiStovan RNA-dependentnimi DNA-polymerdzami (Beranek 2016).

Reagencie:
» Reverzni transkriptaza (RT) ProtoScript Il (NEB)
» Reakéni pufr
» DTT (10x dodavan s RT)
» Smés dNTP (kazdy 5 mM)

32



» RNAselN (inhibitor RNazy)
» Nahodné hexamery

» DEPCH,0

Pro reverzni transkripci byly pripraveny dvé paralelni sady vzork(, jedna s RT
(RT+) adruhda bez RT (RT-), ktera slouzi jako negativni kontrola. Do 0,2 ml
mikrozkumavek bylo pipetovano 8 ul RNA osetfené DNazou o koncentraci 0,125 pg/ul
ze vSech nami pfipravenych vzorkd a 1 pl nahodnych hexamer(. Takto pfipravend smés
byla zahtivdna v PCR cykléru 5 min pfi 65°C. Po uplynuti této doby byly vzorky vloZzeny
na led a stoCeny v minicentrifuze. V dalSim kroku bylo do obou sad pipetovano 11 pl
mastermixu, jehoz sloZeni je uvedeno v tabulce 4. Po promichani a stoceni byla smés
zahfivana v PCR cykléru nejprve 10 min pfi 25°C pro nasednuti ndhodnych hexamerd,
nasledné 50 minut pfi 42°C, kdy probihala syntéza cDNA a5 minut pfi 80°C pro
denaturaci RT.

Po ukonceni reverzni transkripce bylo ke smési pipetovano 80 ul redestilované
vody, doslo tak k natedéni vzniklé cDNA 5x a do nasledujici PCR reakce bylo pouzito
5 ul cDNA odpovidajici 50 ng RNA. Takto pfipravenou cDNA bylo mozné dale uchovavat
p¥i -20°C.

Tabulka 5 SloZeni mastermixu pro RT+ a RT-

Slozky RT+ RT-
Pufr 5x 4 ul 4 ul
DTT 2ul 2 ul
dNTPs 4 ul 4 ul
RT 05u | e
DEPC H,0 0,5 ul 0,5 pl

4.8 Real-Time PCR
Metoda Real-Time PCR se pouZivd ke kvantifikaci DNA a RNA po reverzni
transkripci. S vyuZitim specidlniho cykléru je sledovan prabéh kazdého cyklu

a kontinudlné je zaznamendvano mnoizstvi produktl (amplikont). K jejich detekci se
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vyuziva fluorescence, ktera vznika diky interkalacnim latkdm (napf. SYBR green,
etidiumbromid) nebo fluorescenénim sondam (napt. TagMan sondy), které béhem PCR
hybridizuji k fetézclim vznikajicich amplikon( (Beranek 2016).

Reagencie:

» qPCR kit (XCEED-Biotech) obsahujici DNA polymerazu, dNTPs, pufr a SYBR

Green |
» F (forward) Primer — fedény na koncentraci 5 uM
» R (reverse) Primer — fedény na koncentraci 5 uM
» ddH;0
» cDNA

Pouzité primery navrhla doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D. pomoci programu
Primer3 (Untergasser et al., 2012) a jejich syntéza probéhla ve firmé Generi Biotech,
Hradec Kralové. U navrienych primerl byla kontrolovana jejich predpokladana
sekundarni struktura, tvorba primer-dimerd a vldsenek vamplikonu a v pfipadé
vyskytu téchto neZadoucich jevl byla struktura navrienych primerl pfislusné
upravena. Sekvence pouzitych primerl a dalsi udaje jsou uvedeny v tabulce 5. Pred
vlastnim pouzitim byla ovérena funkénost a ucinnost pouZitych primerd. Vzhledem
k tomu, Ze toto ovéreni probéhlo jiz v predchozich experimentech a sama jsem se ho

neulcastnila, tak tento proces neni v moji diplomové praci popisovan.
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Tabulka 6 Informace o referencnich a cilovych genech a struktura navrZenych primert

Cislo v genové

Zkratka Nazev genu Fyziologicka funkce Sekvence primerd 5°-3°
bance
Referencni geny pro normalizaci mRNA
ACTB B-akt Strukturni brotein cvtoskelet F: TCCCTGGAGAAGAGCTACGAG
-aktin rukturni protein cytoskeletu
NM_001101.4 P Y R: CAGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
) ) Soucast histokompatibilnich F: TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATC
B2M NM 004048.2 B2-mikroglobulin . 5
- antigen( na povrchu bunék R: TCTCTGCTCCCCACCTCTAAG
GAPDH Gl Idehyd-3-fosfatdehyd E lykoly F: GAGTCCACTGGCGTCTTCAC
ceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa nzym olyz
NM_002046 Y y yeree ym glykovzy R: GAGGCATTGCTGATGATCTTGAG
Enzym zachranné drahy F: TGGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA
HPRT1 NM 000194.2 Hypoxanthin-fosforybosyltransferasa 1 .
- metabolismu purin( R: TTCAAATCCAACAAAGTCTGGCT
o ) Soucast citratového cyklu a F: TGGGAACAAGAGGGCATCTG
SDHA NM 004168.3 Sukcindtdehydrogenasa, podjednotka A ’ L
- dychaciho retézce R: ACCACCACTGCATCAAATTCATG
Tyrosin-3-monooxygenasa/tryptofan-5- » . o F: TGATCCCCAATGCTTCACAAG
YWHAZ NM 003406.3 L ) Soucast celé fady signalnich drah
- monooxygenasa aktivacni protein R: GCCAAGTAACGGTAGTAATCTCC
Cilové geny
Cytochrom P450 rodina 1, podrodina A, ; ) F: CTTCCCTGAGAGTAGCGATGAGA
CYP1A2 NM 000761 . faze biotransformace
- clen 2 R: GCAGTCTCCACGAACTCATGAG
Cytochrom P450 rodina 3, podrodina A, . ] F: CCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGG
CYP3A4 NM_017460.5 II. faze biotransformace

¢len 4

R: CTGGTGTTCTCAGGCACAGA




Vlastni reakce probihala na 96jamkovych destickach, do kterych se pipetovalo 15
ul mastermixu, jeho sloZeni je popsano v tabulce 6, a 5 pul cDNA. Koncentrace forward i
reverse primer( v desti¢ce byla 250 nM. Vzorky byly stanovovany v duplikatech. Po
napipetovani jednotlivych sloZek, byla desticka uzaviena specidlni folii, kratce stocena
pfi 3000 x g a vloZzen do PCR cykléru Quant Studio 6, ve kterém nasledné probihala

amplifikace.

Tabulka 7 SloZzeni mastermixu pro qPCR

Slozky mastermixu Objem v ul (1 vzorek)
Voda 4,2
qPCR kit 10,0
F Primer 0,4
R Primer 0,4
Celkové mnoiZstvi mastermixu 15 pl
cDNA 5

Celkové mnoiZstvi mastermix + cDNA 20 pl

4.9 Analyza dat

Vystupem z RT-gPCR byly hodnoty Cr (,threshold cycle”, prahovy cyklus) pro
kazdy vzorek a gen, které byly exportovany do Excelu. Z Cr hodnot jednotlivych
duplikatl byl vypocitan aritmeticky prlmér. Byly zkontrolovdny odchylky mezi cykly
v duplikdatech a pfi odchylce vétsi, nez pal cyklu nebyly tyto hodnoty zarazeny do
souboru dat. Stabilita pouzitych referenénich gena byla hodnocena pomoci webového
nastroje RefFinder, ktery integruje programy geNorm, BestKeeper, NormFinder
a komparativni ACt metodu. Tento webovy nastroj vyhodnotil stabilitu referencnich
genU na zakladé udajl z jednotlivych programi a urdil jejich poradi. Optimalni pocet
referencnich genq, které by mély byt pouzity k relativnimu hodnoceni genové exprese
cilovych genu, byl zjistén pomoci programu geNorm.

Pfi valida¢nim experimentu byla vyuZita komparativni ACr metoda pro stanoveni
relativniho mnozstvi mRNA CYP1A2 a CYP3A4 (Schmittgen a Livak 2008). Vysledky jsou

vyjadreny jako pramér + smérodatnd odchylka. Rozdily mezi kontrolnimi a ovlivnénymi



skupinami byly provedeny pomoci two-way ANOVA v programu GraphPad Prism 7
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Rozdily jsou brany jako statisticky vyznamné pfi
p <0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Zivotaschopnost PCLS
Dulezitou roli ve stanoveni miry exprese genl hraje Zivotaschopnost PCLS, ktera
by mohla nepfedvidatelné ovlivnit miru exprese sledovanych gen(l. Jako markery

Zivotaschopnosti byly sledovany obsah ATP a Unik laktatdehydrogendzy.

5.1.1 Obsah ATP

Na obrazku 10 jsou zobrazeny vysledky stanoveni obsahu ATP v ultratenkych
jaternich fezech béhem 24 h inkubace. Z naméfenych hodnot vypliva, Ze béhem
preinkubace doslo ke zvySeni hladiny ATP ve vsSech vzorcich, divodem bylo
pravdépodobné obnoveni mitochondridlnich funkci po ischémii zplUsobené pfi
chirurgickém zakroku. V dalSich ¢astech experimentu zlstaly hodnoty ATP jiz pomérné

stabilni.

20

10—

Obsah ATP (nmol ATP/mg proteinu)
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Obrdzek 10: Zmény v obsahu ATP v ultratenkych lidskych jaternich fezech béhem
24-hodinové inkubace. Vzorky jsou vyjadreny jako primér + SD (n = 3).
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5.1.2 Unik LDH do média
Obrdzek 11 zobrazuje unik LDH zultratenkych jaternich fezi do média.
Z vysledk( vypliva Ze, unik LDH do média obvykle neprekrocil 10 % celkové aktivity

LDH, coz znamen3, Ze plazmatické membrany jaternich bunék nebyly nijak vyznamné

poskozeny.
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Obrdzek 11: Unik LDH zultratenkych lidskych jaternich fez@i do media b&hem
24-hodinové inkubace. Vzorky jsou vyjadreny jako pramér + SD (n = 3).
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5.2 Stabilita exprese kandidatnich referencnich genti

Pomoci programu RefFinder bylo uréeno poradi jednotlivych kandidatnich gen(.
Rozdily ve stabilité jednotlivych testovanych genli byly malé V pfipadé stability
kontrolnich vzork( inkubovanych s DMSO je poradi nasledujici: YWHAZ > ACTB > B2M
> HPRT1 = SDHA > GAPDH (Obrdzek 12). NejstabilnéjSim genem tedy byl YWHAZ,
zatimco nejméné stabilnim byl GAPDH. Zatimco poradi stability v fezech inkubovanych
v pfitomnosti DMSO 0,1%, rifampicinu 10 uM nebo B-naftoflavonu 10 uM bylo YWHAZ
>B2M > ACTB > HPRT1 = SDHA = GAPDH (Obrdzek 13).
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Obrdzek 12: Poradi jednotlivych kandidatnich genld v programu RefFinder pro
ultratenké lidské jaterni fezy z kontrolni skupiny. Rezy byly inkubovany v pfitomnosti
DMSO 0,1% po dobu 24 hodin.
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Obrdzek 13: Poradi jednotlivych kandidatnich gend v programu RefFinder pro
ultratenké lidské jaterni Fezy z ovlivnénych skupin. Rezy byly inkubovany v pFitomnosti
DMSO 0,1%, rifampicinu 10 uM nebo B-naftoflavonu 10 uM po dobu 24 hodin.

PouZitim programu geNorm byl pomoci vypoctu parové variace genl pro
jednotlivé pacienty urcen optimalni pocet referenénich genl. Z vysledki je patrné, ze
hodnota parové variace V2/3 je jak u kontrolnich, tak u ovlivnéné skupiny <0,15 co? je
hodnota cut-off definovdna v praci Vandesompele et al. (2002). Z toho vyplyva, Ze

pouziti dvou referencnich gena je ve zkoumanych PCLS dostacujici (Obrdzky 14-18).
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Obrdzek 14: Urceni optimdlniho poctu referencnich gen( v programu geNorm pro
normalizaci mRNA. PCLS (pacient 1) byly inkubovany s DMSO po dobu 24 hodin.
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Obrdzek 15: Urceni optimalniho poctu referencnich genl v programu geNorm pro
normalizaci mRNA. PCLS (pacient 2) byly inkubovany s DMSO po dobu 24 hodin.
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Obrdzek 16: Urceni optimdlniho poctu referencnich genl v programu geNorm pro
normalizaci mRNA. PCLS (pacient 3) byly inkubovany s DMSO po dobu 24 hodin.
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Obrdzek 17: Urceni optimalniho poctu referencnich genl v programu geNorm pro
normalizaci mRNA. PCLS (pacient 1) byly inkubovany s DMSO, RIF a BNF po dobu 24
hodin.
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Obrdzek 18: Urceni optimalniho poctu referencnich gend v programu geNorm pro
normalizaci mRNA. PCLS (pacient 2) byly inkubovany s DMSO, RIF a BNF po dobu 24
hodin.
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Obrdzek 19: Urceni optimdlniho poctu referencnich genl v programu geNorm pro
normalizaci mRNA. PCLS (pacient 3) byly inkubovany s DMSO, RIF a BNF po dobu 24
hodin.
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5.3 Validace referencnich gent

Vybér referencnich genld mlZe mit dopad na vypoCty a dalsi interpretaci
celkovych vysledkd. Analyzovali jsme expresi CYP3A4 u pacienta 1 pfi pouziti
jednotlivych referenénich genl pro normalizaci vysledk(. Vybér referencnich gent
pred experimentem prokazal, Ze testované kandidatské geny maji dostatecnou
stabilitu v ¢ase a mohly by byt pouZity pro normalizaci. Obrazek 20 ukazuje, jak moc
mohou byt rychlost a trend exprese cilového genu ovlivnény vybérem referencéniho
genu v experimentech s PCLS. Pokud byl jako referencni gen pouZit ACTB, B2M,
GAPDH, HPRT nebo SDHA, tak se exprese CYP3A4 béhem prvnich 18 hodin inkubace
zvysila 6 az 10krat a poté zacala klesat, zatimco pfi pouZiti YWHAZ pro normalizaci

stoupala exprese CYP3A4 béhem celé inkubacni doby.
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Obrdzek 20: Vliv riznych normaliza¢nich postupl na expresi CYP3A4 v PCLS
(pacient 1) v prbéhu 24-hodinové inkubace. Relativni exprese genu CYP3A4 byla
normalizovana na jeden referencéni gen nebo kombinaci referenénich gent. Vysledky
jsou vyjadreny jako prdmér + SD (n=3).
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Obrazek 21 ukazuje relativni expresi CYP3A4 po 24 hodinach inkubace pfi
normalizaci na jeden referencni gen nebo geometricky primér dvou referencnich
genu, které byly zvoleny jako nejstabilnéjsi. Z vysledkl je patrné, Ze pfi pouziti
referencnich genll ACTB a SDHA je vysledna hodnota statisticky vyznamné nizsi, nez pfi
pouZiti normalizace na YWHAZ/B2M, a mohlo by tedy pfi jejich pouZiti dojit ke

zkresleni vysledkl experimentu.
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Obrdzek 21: Vliv riznych normalizaénich postupt na expresi CYP3A4 v PCLS (pacient 1)
po 24 hodinach inkubace. Relativni exprese genu CYP3A4 byla normalizovdna na jeden
referenéni gen nebo kombinaci referencnich genl. Vysledky jsou vyjadreny jako
prdmér = SD (n=3). * vyznamné se lis$i od YWHAZ/B2M s p < 0,05 (two-way ANOVA,
FisherGv LSD test).

Abychom zhodnotili zvolené referenéni geny, rozhodli jsme se porovnat ucinky
induktor( CYP rifampicinu a B-naftoflavonu na expresi CYP3A4, respektive CYP1A2 za
pouziti normalizace na YWHAZ/B2M. Z vysledkl vyplyva, Ze casovy interval, kdy
indukce  mRNA cilového genu CYP1A2 i CYP3A4 dosahla maxima se lisSi mezi
jednotlivymi lidskymi vzorky a pohybuje se mezi 18 az 24 hodinami. U vzork( ¢lovék 2
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a Clovék 3 lze nalézt podobny trend v expresi CYP1A2 a CYP3A4, zatimco u clovéka 2
byl vtrendech dosazeni maximalni exprese CYP1A2 a CYP3A4 vyznamny rozdil.
V pfipadé vzorku ¢lovék 2 bylo dosazeno maxima relativni exprese mRNA pro CYP1A2
po 18 h inkubace a pro CYP3A4 po inkubaci 24 hodin (Obrazek 22 a 23).
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Obrdzek 22: Relativni mRNA exprese CYP3A4 v PCLS ovlivnénych rifampicinem 10 puM.
Data byla normalizovana na geometricky primér genll YWHAZ a B2M. Vysledky jsou
vyjadreny jako primér £ SD (n=3). Vodorovna prerusovand cara znazoriuje expresi
odpovidajici kontroly = 1. * vyznamné se lisi od kontroly s p < 0,05 (two-way ANOVA).
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Obrazek 23: Relativni mRNA exprese CYP1A2 v PCLS ovlivnénych B-naftoflavonem
10 uM. Data byla normalizovdna na geometricky priimér geni YWHAZ a B2M. Vysledky
jsou vyjadreny jako primér + SD (n=3). Vodorovna prerusovand cara znazornuje
expresi odpovidajici kontroly = 1. * vyznamné se lisi od kontroly s p < 0,05 (two-way
ANOVA).
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6. DISKUZE

Ultratenké jaterni fezy jsou Casto pouZivanym in vitro modelem zejména pfi
biochemickych, farmakologickych a toxikologickych studiich. Dlvodem je zachovani
bunécné architektury tkané, a tedy i jejich funkci. Ackoliv je tento modelovy systém
vyuZivany v celé fadé laboratofi, vybér vhodnych referencnich gen(i pro normalizaci
dat z RT-gPCR zatim nebyl fesSen. Vybér referencnich genu je pritom pfi analyze genové
exprese zasadni a pouziti nevhodného referenéniho genu pro normalizaci dat muze
vyznamnym zpUsobem ovlivnit ziskané vysledky a z nich vyvozované zavéry mohou byt

zkreslené (Vandesompele et al. 2002, Bustin et al. 2009).

Referencni geny jsou vyuzivany pfi kvantifikaci jako vnitfni kontrola exprese
sledovanych genu. Hlavnim poZadavkem pfi vybéru referencniho genu je stabilita jeho
exprese nezavisle na experimentdlnich podminkach. Takto je zajisténo, Ze rozdily, které
pozorujeme Vv expresi cilového genu, jsou skutecné zplsobeny zménou exprese
cilového genu, a ne pouZitim nestejného mnoZstvi genetického materialu
v testovanych vzorcich. Protoze perfektni referencni gen neexistuje, je doporuceno
pouzivat kombinaci nékolika (nejméné dvou) validovanych genu, aby se predeslo
odchylkdm zplsobenym technickymi nebo experimentalnimi chybami (Vandesompele

et al. 2002, Bustin a Nolan 2017).

Pro normalizaci RT-gPCR dat v ultratenkych jaternich fezech je podle dostupnych
udajl z literatury pouzivana celd rada referencnich genl. Mezi nejcastéji pouzivané
patfi ACTB (Vickers et al. 2017, Wu et al. 2018), B2M (Vickers et al. 2017), GAPDH
(Melgert et al. 2001, van de Bowenkamp et al. 2005, Vickers et al. 2017, Wu et al.
2018) a HPRT (Lee et al. 2013, Vickers et al. 2017, Wu et al. 2018). V nékterych
publikacich poutzili autofi jako referencni geny RPLPO (Vickers et al. 2017), GUSB (Lee et
al. 2013) &i a-SMA (Vickers et al. 2004).

V mé praci jsem se snazila nalézt vhodny referencni gen(y) pro analyzu genové
exprese v ultratenkych lidskych jaternich fezech a vybrany gen(y) validovat. Vybér
vhodné kombinace referencnich gend je klicovym krokem pro ziskani spolehlivych a

reprodukovatelnych vysledk(, zejména pokud jsou pro experiment pouzity jaterni fezy
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z biologicky variabilnich jedincll. Pouzila jsem Sest kandidatnich referencnich gen.
Ctyfi z nich (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT) jsou ¢asto pouzivané v ultratenkych jaternich
fezech, dalsi dva (YWHAZ a SDHA) byly do vybéru pfidany, protoze se pouzivaji jako
referen¢ni geny v jinych tkanich (Ahn et al. 2008, Nygard et al. 2007).

Jaterni fezy byly krajeny z valeck( jaterni tkané o priméru 8 mm na fezy o
tloustce 150-180 um. Pripravené fezy byly jednotlivé 60 min preinkubovany pro
odstranéni poskozenych a nekrotickych bunék a nasledné po prendani do nové
12jamkové desticky inkubovany. Inkubace i preinkubace probihala vinkubatoru pfi
37 °C v atmosfére 95 % 02/5 % CO, v médiu William’s E + GlutaMAX obohaceném o
gentamicin a L-glukosu. Kontrolni fezy byly inkubovany v pfitomnosti 0,1%
dimethylsulfoxidu (DMSO) a ostatni fezy s 10 uM B-naftoflavonem nebo 10 uM
rifampicinem, coZz jsou zndmé induktory CYP1A resp. CYP3A4. Inkubace byla
ukoncovdana v pfedem stanovenych ¢asech: -1 (pred preinkubaci), O (po preinkubaci),
4, 8, 12, a 24 hodin. Po ukoncenych inkubacich byla stanovena Zivotaschopnost
jaternich fezl. Jako marker( Zivotaschopnosti bylo pouZito stanoveni hladiny ATP

v jaternich fezech a aktivita LDH v homogenatu jaternich fez( a v inkubacnim médiu.

Nejprve jsem sledovala stabilitu exprese kandidatnich referencnich genl
v ultratenkych lidskych jaternich rezech pfipravenych z tkané tfi pacient(. Stabilita
pouzitych referencnich genll byla hodnocena pomoci webového nastroje RefFinder.
Tento webovy nastroj vyhodnotil stabilitu referencnich genl na zakladé udaju
z jednotlivych program( a urcil jejich poradi. Rozdily ve stabilité kandidatskych gena
byly malé, coz potvrdilo vhodny vybér kandidatd na zakladé dostupné literatury. Jako
nestabilnéjsi gen byl v kontrolnich i ovlivnénych fezech vyhodnocen YWHAZ, zatimco
nejméné stabilnim byl GAPDH. Na druhém misté se v pfipadé kontrolnich vzork(
umistil gen ACTB, zatimco u ezl ovlivnénych induktory to byl B2M.

Program geNorm pomoci vypoctu pdrové variace vyhodnotil, Ze optimalni bude
pouziti dvou referencnich genll. Pro nasledujici validaci byly na zakladé urceni stability
genu pouZzity geny YWHAZ a B2M a pro porovnani jednotlivé geny. Ve studii Zarybnicky
et al. (2019), kterd se zabyvala vybérem a validaci referenénich gen( v jaterni tkani
a jaternich rezech, neni B2M pro svoji nejmensi stabilitu v pouZitych jaternich vzorcich

doporucovan jako referencni gen i pres to, Ze na zdkladé programu geNorm byl
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hodnocen jako druhy nejstabilnéjsi po YWHAZ. Nicméné v této studii bylo zpracovano
vétsi mnozstvi vzork(l a ukazuje to na nutnost optimalizace a vybér referencnich genl
pro kazdou studii.

Vybér referenéniho genu mize ovlivnit pozorovanou miru exprese cilovych gen.
V nasem pripadé jsme vybrané referencni geny validovali pomoci analyzy exprese
CYP1A2 a CYP3A4 v ultratenkych lidskych jaternich fezech inkubovanych v pfitomnosti
znamych induktord B-naftoflavonu a rifampicinu. Pokud byl jako referenéni gen pouzit
ACTB, B2M, GAPDH, HPRT nebo SDHA, tak se exprese CYP3A4 béhem prvnich 18 hodin
inkubace zvySila 6 az 10krat a poté zacala klesat, zatimco pfi pouziti YWHAZ pro

normalizaci stoupala exprese CYP3A4 béhem celé inkubacni doby.

Zavérem bychom doporucili, aby byl pfi relativni kvantifikaci mRNA v pokusech
s lidskymi jaternimi fezy pouzit geometricky pridmér dvou referencnich gent, YWHAZ a
jednoho dalSiho genu z nejlépe hodnocenych (ACTB, B2M). Rozdily ve stabilité
jednotlivych referenénich gen( vsak byly malé a vSechny by tedy mohly byt pouzity pro
normalizaci dat. Stabilita referen¢nich genl by méla byt testovana pred kazdou studii,
kvlli rozdildm ve farmakoterapii darcQ jaterni tkané, jejich stravé, komorbiditam a

véku, rozdilim v experimentalnich podminkach a zachazeni s tkani.
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7. ZAVER

Souhrnné lze uvést, Ze soubor kandidatnich referenénich gend pro mRNA by
testovan na tfech vzorcich lidskych jater pomoci RT-qPCR. Za pomoci programu
geNorm a RefFinder byly vybrany vhodné nejstabilnéjsi referenéni geny pro
normalizaci. U kontrolnich vzorkd to byly geny YWHAZ/B2M, pro osetfené vzorky byla
vybrana dvojice gend YWHAZ/ACTB. Pro normalizaci exprese sledovanych gent byla na
zdkladé program( geNorm a RefFinder pouZita dvojice genli YWHAZ/B2M. Vybrané
referencéni geny byly validovany v praktickém experimentu, kdy byla sledovana exprese
genid CYP1A2 a CYP3A4 vPCLS inkubovanych sDMSO, rifampicinem nebo

B-naftoflavonem.

Nicméné rozdily ve vysledcich stabilit mezi jednotlivymi kandidatnimi geny byly
malé a vSechny geny by byly pouzitelné pro normalizaci. Stabilitu referenc¢nich genu je
potfeba vidy testovat hlavné kvili rozdilim v experimentdlnich podminkach,

zdravotnim stavu, véku, stravé nebo farmakoterapii darct jater.
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