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Nazev diplomové prace: Optimalizace ptipravy jaternich sféroida

V preklinickém hodnoceni 1é¢iv hraji nezastupitelnou roli rizné jaterni in vitro
modely. Jednim z nich jsou multicelularni jaterni sféroidy. Jednd se o 3D bunécné
agregaty, které vznikaji procesem bunécné agregace. Jsou vyuzivany ve vyvoji 1é¢iv a
predstavuji slibny néstroj pro identifikaci novych cilii a screening 1é¢iv na riizna jaterni
onemocnéni. Cilem této diplomové prace bylo zavést a optimalizovat pfipravu jaternich
sféroidli metodou ,,forced-floating®. Pro izolaci hepatocytid a piipravu sféroidii byly
pouzity jatra samcli a samic potkana kmene Wistar. Pfi izolaci hepatocytil jsme celili
problémiim s jejich nizkou wviabilitou, proto jsme se postup izolace snazili
optimalizovat. Pfesto se nam podafilo ziskat pouze malé mnozstvi hepatocytl
s dostatecnou viabilitou k naslednému vytvofeni sféroidii. Vytvofené sféroidy jsme
inkubovali po dobu 7 a 14 dna s riznymi lipogennimi ¢inidly a sledovali jsme jejich
viabilitu pomoci méfeni produkce adenosintrifostatu (ATP). Pfi inkubaci sféroidi
s lipogennimi substraty po dobu 7 dnii nedoslo k zasadnim zménam v hladinach ATP,
zatimco pfi inkubaci sféroidi po dobu 14 dnt doslo vlivem amiodaronu samotného a
kombinace lipogennich substratii s insulinem k signifikantnimu poklesu jejich viability.
Jako marker syntetické aktivity sféroidii jsme pouzili albumin. Pomoci metody dot blot
jsme zjistili, ze nami vytvoiené sféroidy jsou schopny syntetizovat albumin a vylucovat
ho do kultiva¢niho média. Déle jsme ovétovali schopnost sféroidi exprimovat vybrané
geny  kodujici  biotransformacni  enzymy  (cytochrom  P450  1/2, 3A,
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1). Z vysledkl je patrné, Zze prestoze jejich exprese
kolisala, nedoSlo v pribéhu inkubace k signifikantni zméné v expresi mRNA.
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Title of diploma thesis: Optimization of liver spheroids preparation

Various in vitro liver models play an irreplaceable role in preclinical drug
evaluation. One of them is multicellular hepatic spheroids. These are 3D cell aggregates
that are formed by the process of cellular aggregation. They are used in drug
development and represent a promising tool for identifying new targets and drug
screening for various liver diseases. The aim of this thesis was to introduce and
optimize the preparation of liver spheroids by the ,,forced-floating* method. The liver of
male and female Wistar rats was used for hepatocyte isolation and spheroid preparation.
Due to the low viability of isolated hepatocytes, we tried to optimize the isolation
procedure. Nevertheless, we managed to obtain only a small number of hepatocytes
with sufficient viability for subsequent formation of spheroids. The spheroids were
incubated with various lipogenic reagents for 7 and 14 days and their viability was
monitored by measuring adenosine triphosphate (ATP) production. Incubation of
spheroids with lipogenic substrates for 7 days did not result in significant changes in
ATP levels, while incubation of spheroids with the amiodarone alone and a combination
of lipogenic substrates with insulin for 14 days resulted in a significant decrease in their
viability. Albumin was used as a marker of the synthetic activity of spheroids. Using the
dot blot method, we found out that the spheroids were able to synthesize albumin and
secrete it into the culture medium. We also verified the ability of spheroids to express
selected genes encoding biotransformation enzymes (cytochrome P450 1/2, 3A,
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1). The results show that although their expression

fluctuated, there was no significant change in mRNA expression during incubation.
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1. UVOD

Jatra jsou ustfednim organem intermediarniho metabolismu a také hraji klicovou
roli pii odstranovani léCiv a toxickych latek ztéla. Jatra jsou vysoce nachylna
k akumulaci 1é¢iv a souvisejicimu Iékovému posSkozeni. K ovéfeni bezpecnosti
jakéhokoli xenobiotika pro ¢lovéka je nezbytné mimotradné ptisné testovani. Historicky
byly prvni volbou pro testovani toxicity zvifeci modely, poCty zvifat ve vyzkumu
dosahovaly astronomickych hodnot. Ve snaze snizit pocet pokusnych zvifat a vytvofit
koncept humanniho zachazeni se zvifaty, byly v roce 1959 navrzeny principy 3R
(Replacement, Reduction, Refinement — nahrazeni, snizeni poctu, zmirnéni), coz
podpofilo snahy o tvorbu a pouziti alternativnich modeld ve vyzkumu

(Hubrecht & Carter, 2019).

Vramci preklinického a klinického hodnoceni 1é¢iv maji v soucasnosti
nezastupitelnou roli riizné jaterni in vitro modely. Piikladem téchto in vitro systémil
jsou subceluldrni frakce, primdrni kultury hepatocytl, imortalizované jaterni bunécné
linie, ultratenké jaterni fezy nebo perfundovand jatra. Zminéné bunécné modely je
mozné kultivovat v monovrstvé (2D model) nebo jako model s3D strukturou
(napf. sféroidy). Tyto modely je mozné vyuzit pro stanoveni hepatoprotektivni kapacity
latek a screening cytotoxickych a genotoxickych slou¢enin (Guillouzo, 1998;

Kucera et al., 2006; Segovia-Zafra et al., 2021).

Cilem této diplomové prace bylo zavést a optimalizovat metodu piipravy
potkanich jaternich sféroidt. Jaterni sféroidy jsou kulovité mnohobunécné agregaty
o velikosti kolem 100 pm, které tvoii jednoduché trojrozmémé systémy
(Lin & Chang, 2008). Sféroidy vznikaji procesem bunécné agregace. Jejich tvorba byva
velmi rychld a relativné levna a lze je pfipravit ve velkém mnozstvi. Sféroidy mayji
Siroké vyuziti v onkologickém vyzkumu, terapeutické transplantaci, screeningu 1ékt a
klinickém studiu. Existuji rizné metody tvorby sféroidi, jako jsou metoda visici kapky,
metoda ,forced-floating®, metody zalozené na michani, mikrofluidni kultivaéni
techniky a metoda magnetické levitace (Page et al., 2012; Ryuet al., 2019). V této
diplomové praci byla pro ptipravu jaternich sféroidli pouzita metoda ,.forced-floating*

za pouziti kultivacnich desti¢ek s velmi nizkou adhezivitou.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Jatra

Jatra (hepar) jsou nejvétsi zlazou v lidském téle, ktera vykazuje jak endokrinni,
tak exokrinni vlastnosti. Jednou zendokrinnich funkci je napt. sekrece nékolika
hormont, jako jsou inzulinu podobné ristové faktory, angiotenzin a trombopoetin,

zatimco hlavni exokrinni funkci je sekrece zluci (Si-Tayeb et al., 2010).

2.1.1 Funkce jater

Jatra jsou dulezitym lidskym organem, ktery vykonavd mnoho Zivotné
dilezitych funkci. Patii mezi né odstrailovani odpadnich produktd a cizich latek

z krevniho ob¢hu, regulace hladiny cukru v krvi nebo tvorba zakladnich Zivin.

Jaterni bunky jsou zodpovédné za syntézu celé fady bilkovin, které v organismu
vykondvaji mnoho funkci, vcéetné¢ hemokoagulace a albuminu. Jatra jsou také
zodpovédna za syntézu cholesterolu, triacylglycerolt a fosfolipidi. Stejné tak sacharidy
jsou produkovany v jatrech, kde také dochazi k pfeméné glukdzy na glykogen. Dalsi
funkci je produkce Zluci, kterd pomaha pfi traveni potravy. Dilezitou roli hraji jatra
pfi detoxikaci organismu tim, Ze pfeménuji toxicky amoniak, vedlej$i produkt
metabolismu v téle, na netoxickou mocovinu, ktera je pak vylu¢ovana moci. Jatra také
biotransformuji 1é¢iva, alkohol a jsou rovnéz zodpoveédna za rozklad inzulinu a dalSich

hormoni organismu (Wedro, 2020).

2.1.2 Anatomie jater

Jatra jsou nejvétsim parenchymovym organem v lidském téle. U dospélého muze
byvéa vaha kolem 1500-1800 g, u zeny to je pfiblizné 1200-1500 g. Predstavuji tak
piiblizné¢ 3 % télesné hmotnosti. Svym tvarem mohou pifipominat trojboky jehlan
poloZeny na bok, jehoz zakladna je pfilozend k pravé bfiSni sténé a vrchol sméfuje

k levé bfisni stén¢ (Ehrmann & Hilek, 2010).

Zevni anatomii mizeme pozorovat na obr.1. Horni pfedni plochou jatra naléhaji
na horni a pfedni ¢ast branice. Na povrchu jater se nachazi ligamentum falciforme, které
rozdéluje jatra na pravy a levy lalok. Spodni plocha jater naléha na organy dutiny bfisni.

Jaterni branou (porta hepatis) vstupuji do jater jaterni tepna a vratnicova zila, tudy také
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vystupuji zlucové cesty. Kromé pravého a levého laloku, rozliSujeme také u jater lalok
ocasaty (lobus caudatus), jenz je ohranicen zprava dolni zilou a zleva ligamentum
venosum, a lalok Ctythranny (lobus quadratus), ktery je ohranicen zprava zlu¢nikem
a zleva ligamentum teres. V kontaktu s ostatnimi sténami tvoii dolni plocha zfetelnou
hranu, hmatatelnou pfi fyzikdlnim vySetieni, kterou v pfedni Casti nazyvame jaterni

okraj (Ehrmann & Hilek, 2010).

Ocasaty lalok
Dolni duta zila

Jaterni brana

Jaterni tepna

— Zila

e
vratnice

Pravy lalok  Srpkovity vaz

I

Ctyfhranny lalok

- Pravy lalok
Zluénik
Ptedni plocha jater Dolni plocha jater
Obrazek 1 Jitra - zevni pohled z predni a dolni strany (upraveno z

(Ehrmann & Hilek, 2010))

Zakladni funkéni jednotkou jater je jaterni lalicek (obr. 2) - lobulus o délce
nékolika milimetrG a priméru 0,8—2mm. Je umistény kolem centralni Zily (vena
centralis) a sklada se z jaternich bunék, hepatocytl, které jsou poskladany
do dvouvrstvych tramca (plotének). V septech mezi sousednimi lalicky se nachazeji
zlucovody, do kterych usti Zlucové kanalky nachdzejici se mezi sousednimi buiikami

(Ehrmann & Huilek, 2010; Horky & Cech, 2014).
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jatermi sEnurscoicy

Huéove kandly

centralmi Zla

vitew portalni EHly

viétey jaterni tepny

Obrazek 2 Schéma jaterniho lalicku (prevzato z (Ehrmann & Hulek, 2010))

Dale se vjaternim lali¢ku nachazi tzv. jaterni sinusoidy, které probihaji
mezi tramci hepatocytd a usti do centralni Zily. Mezi trdmci a sténou sinusoidl se
nachdazi tzv. Disseho prostor, zky perisinusoidalni prostor, kam jaterni buniky vysilaji
dlouhé¢ mikroklky. Sténu sinusoid tvoii endotelové buiiky, mezi které¢ se vkladaji

Kupfferovy buiiky (Horky & Cech, 2014).

2.2 Jaterni buiiky

Jaterni tkan je sloZena pfevazné z parenchymalnich bunék (hepatocyty), které
tvoii az 78% objemu jater. Kromé hepatocytii existuji také jiné typy jaternich bunék a to
buniky neparenchymalni (obr. 3), zahrnujici Kupfferovy builky, endotelové buiiky,
cholangiocyty, Itovy builkky, Pit builky a jaterni progenitorové buiky
(Ishibashi & Nakamura, 2009).
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Jaterni sinusoid

m * Itova buiika

. ‘ — ‘* — - Kupfferova butika
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o
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~— e o - o

. - L Hepatocyt
e 9 o @ (*)

# * «
‘*—W Zluéovy kanalek
-~
Jaterni sinusoid Extracelulamni matrix

Obrazek 3 Schéma tkanové architektury v jaterni sinusoidé (upraveno z
(Zeilinger et al., 2016))

2.2.1 Hepatocyty

Terminem ,,hepatocyty se oznacuji parechymalni jaterni bunky, které¢ vykazuji
celou fadu exkrecnich, metabolickych a detoxikacnich funkci nezbytnych pro udrzeni
zivota (Si-Tayeb et al.,, 2010). Jednd se o bunky polygonalniho tvaru, o velikosti
pfiblizné¢ 25-30 um, s bohatou cytoplazmou a jednim, pifip. dvéma kulatymi jadry.
Diky vysoké metabolické aktivit¢ maji jaterni buiiky mnoho organel. Obsahuji velké
mnozstvi mitochondrii, objemny Golgiho aparat, hojné profily hladkého a drsného
endoplazmatického retikula, lyzosomy a peroxisomy. Mezi dvéma hepatocyty vzdy

probihaji Zzlu¢ové kanalky o priméru 1 - 2um (Horky & Cech, 2014).

Hepatocyty plni vétSinu specializovanych funkci jater, vcetné metabolismu
lipidd, detoxikace exogennich xenobiotik a produkce plazmatickych proteint dileZitych
pro krevni srazeni (Baker et al., 2001). Dale jsou hepatocyty schopny ukladat nekteré
vitaminy (D, Bi2) a ukladat Zelezo ve formé feritinu (Horky & Cech, 2014).
V hepatocytech také vznikd vétSina bilkovin podilejicich se na jaterni homeostize a
jejich mnozstvi je primarné regulovano na urovni transkripce (Baker etal., 2001).
Jaterni tkan je znacné funkcéné€ heterogenni, co se ty¢e miry zapojeni jednotlivych
hepatocytti do specifickych biochemickych drah. Soubor anabolickych a katabolickych
reakci, které v jednotlivych hepatocytech probihaji, neni nahodny, ale zavisi
pravdépodobné na poloze hepatocytu v jaternim lalticku (Kusminski & Scherer, 2018).

Zonace ruznych biochemickych drah v jaternim lalticku je znazornéna na obr. 4.
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Obrazek 4 Rozdéleni biochemickych drah v jatrech do z6n (upraveno z
(Kusminski & Scherer, 2018))

Dalsi charakteristikou hepatocyti je schopnost regenerace. V piipadé
chirurgického vynéti ¢asti jater nebo plsobeni hepatotoxickych latek dochazi v kratké
dobé  kdoplnéni  jaterntho  parenchymu  délenim  zbylych  hepatocytl
(Horky & Cech, 2014). Dlouhodobé piisobeni toxickych latek vede k selhani jater, ke
kterému mutze dojit nahle (akutni selhani jater) nebo postupné v prubéhu mésicu ¢i let
nasledujicich po néastupu progresivniho onemocnéni jater (chronické selhani jater)
(Gupta & Kumaran, 2004). Hepatocyty také aktivuji vrozenou imunitu proti invazivnim
mikroorganismim tim, ze vylucuji proteiny vrozené imunity. Mezi tyto proteiny patii
baktericidni proteiny, které pifimo zabijeji bakterie, opsoniny, které pomahaji pfi
fagocytdze cizich bakterii, proteiny sekvestrujici Zelezo, které blokuji vychytavani
Zeleza bakteriemi a koagula¢ni faktor fibrinogen, ktery aktivuje vrozenou imunitu

(Zhou et al., 2016).

2.2.2 Neparenchymalni buiiky

2.2.2.1 Kupfferovy buiiky

Kupfferovy buiiky jsou v podstaté jaterni makrofagy, které jsou soucasti
mononukledrniho fagocytarniho systému a sidli v sinusové sliznici, i kdyZ mohou sahat
do Disseho prostoru. Tyto buiky také interaguji s ostatnimi buiikkami jater, zejména

s hvézdicovitymi a endotelovymi bunkami (Potter, 2018). Mezi funkce téchto bunék
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patii fagocytoza velkych castic, véetné odumirajicich erytrocytl ¢i zbytkl rozpadlych

bun¢k nebo sekrece cytokinl a proteas (Si-Tayeb et al., 2010).

2.2.2.2 Endotelové buiiky

Endotelové bunky tvoii asi 50 % celkového mnoZstvi neparenchymalnich bunék
v jatrech. I kdyz maji nékteré rysy spolecné s cévnimi endotelovymi buiikami, na rozdil
od nich nemaji pravou bazalni membranu a obsahuji velké mnozstvi fenestraci, coz je
¢ini nejprichodnéjSimi ze vSech endotelovych bunék savci (LeCluyse et al., 2018).
Tyto bunky vychytavaji modifikované lipoproteiny (hlavn¢ HDL a LDL), transferin ¢i
ceruloplazmin a také jsou schopny endocytézy (Ehrmann & Hulek, 2010).

2.2.2.3 Cholangiocyty

Cholangiocyty jsou epitelové buniky Zlucovych cest. Tvoii cca 3 % bunécné
populace jater. Jejich funkci je napf. kontrola pH Zzluci, kontrola pritoku zlu¢i nebo

vyluc¢ovani vody a hydrogenuhli¢itanti (Maroni et al., 2015; Si-Tayeb et al., 2010).

2.2.2.4 Itovy buiiky

Itovy bunky, zname také jako stelatni buiiky nebo hvézdicovité bunky, jsou
umistény v subendotelovém prostoru (Ehrmann & Hiilek, 2010). Obvykle jsou v téchto
bunkach skladovany retinoidy (hlavné derivaty vitaminu A) ve formé kapicek lipida,
jejichz pocet se liSi podle fyziologickych a patologickych podminek. Tyto buiky
produkuji nékolik typi kolagenu a laminin. Dale se také pfedpoklada, Ze se podileji

na vzniku fibrézy po poskozeni jater (Potter, 2018).

2.2.2.5 Pit buiiky

Pit bunky jsou jednim z typl jaternich sinusoidnich bun¢k. Jedna se o velké
granularni lymfocyty, patfici do skupiny ptirozenych zabiject (natural killers). Nachazi
se uvnitf jaternich sinusoid, adheruji k endotelidlnim a Kupfferovym bunkam. Jejich
funkci je ochrana proti virovym infekcim a metastatickym néadorovym buitkam

(Ehrmann & Hiilek, 2010; Nakatani et al., 2004).
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2.2.2.6 Jaterni progenitorové buriky (ovalné buiiky)

Jaterni progenitorové bunky (hepatic progenitor cells), jak se nazyvaji ulidi a
mysi, nebo ovalné buniky u potkanti, predstavuji heterogenni populaci bun¢k, které se
aktivuji za raznych fyziologickych podminek. Jsou popsany jako malé ovalné buiky
s fidkou, lehce bazofilni cytoplazmou a bledé¢ modfe zbarvenymi jadry a nachdzeji se
v Heringové kanalu (prostor lezici mezi terminalni vétvi Zlucovodu a prvni fadou
prilehlych  hepatocyti v periportalni  oblasti  jater pobliz portdlni triady)
(Kaur et al., 2015).

Tyto buiiky vykazuji znacnou proliferacni aktivitu a jsou schopny se diferencovat
na bunky jaterni linie (napf. hepatocyty a cholangiocyty) nebo rizné epitelidlni bunky
(napf. bunky stfeva nebo pankreatu) (Sangan & Tosh, 2010). Buiiky mohou byt také
zdrojem hepatocytli a to v pfipadé, ze dojde k takovému posSkozeni jater, pfi némz

hepatocyty ztraceji svoji schopnost proliferace (Ehrmann & Hiilek, 2010).

2.3 Jaterni in vitro modelové systémy

V ramci preklinického vyvoje 1éCiv se pouziva celé fada in vitro a in vivo modeld,
které slouzi k lepSimu pochopeni mechanisml hepatotoxicity, k odstranéni toxickych
sloucenin z farmaceutického portfolia latek a/nebo k navrzeni novych molekul, které by
v konecném duasledku snizily pocet pacientdi, ktefi klinické studie nedokonci
napf. z divodu vedlejSich G¢inkli podavané latky (Segovia-Zafra et al., 2021).
V minulosti byly k testovani toxicity nové syntetizovanych latek pouzivany pouze testy
in vivo. Ekonomické, etické a také legislativni divody vedly k hledani, rozvoji
a vyuzivani modelovych in vitro systému. Tyto systémy by mély byt cenoveé dostupné,

bezpecné a prace s nimi by neméla byt tolik slozita (Kucera et al., 2000).

In vitro model je definovan jako testovaci systém, obvykle zaloZeny na bunkach,
uspotadany ve dvourozmérné (2D) nebo trojrozmérné (3D) konfiguraci, ve kterém jsou
sledovany specifické vystupy nebo biomarkery. Mezi nejCastéji pouzivané in vitro
systémy patii subcelularni frakce, primarni kultury hepatocytli, imortalizované jaterni
bunécné linie (napf. HepG2, HepaRG, Huh7), hepatocyty odvozené zkmenovych
bunék, hepatocyty ko-kultivované s jinymi typy bunék, ultratenké jaterni fezy (PCLS)
a model perfundovanych jater (Guillouzo, 1998). Zminéné bunécné modely je mozné

kultivovat v monovrstvé (2D model) nebo jako model s 3D strukturou (napft. sféroidy).
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Dal§imi pouzivanymi 3D modely jsou napft. Cipy (liver-on-a-chip) ¢i 3D tisténa jatra

(3D bioprint liver) (Segovia-Zafra et al., 2021).

2.3.1 Subcelularni frakce

Subcelularni frakce zahrnuji membranové vezikuly, mikrosomy, organely
(napf. jadra, mitochondrie, lyzosomy, peroxisomy) a cytosolickou frakci. Piiprava
takovychto frakci je pomérné jednoducha a provadi se diferencidlni ultracentrifugaci
jaterniho homogenitu. Subceluldrni frakce mohou byt po zmrazeni skladovany
po relativné dlouho dobu. Nicméné pfi jejich pouziti je tfeba pfidat do kultivacnich

médii spravné substraty a/nebo koenzymy (Cervenkova et al., 2001).

Mikrosomy obsahuji ¢asti endoplazmatického retikula a jsou bohaté
na cytochromy P450 (CYP) (Kucera et al., 2006). Siroce se pouZivaji ke zkoumani
metabolického ptisobeni enzymt I. a II. fdze biotransformace, které typicky zahrnuji
izoformy CYP a UDP-glukuronosyltransferasy (Mortensen et al., 2008), nebo také
k detekci peroxidace lipidi vyvolané hepatotoxiny. Izolované mitochondrie se pouzivaji
ke studiu ucinku chemickych latek na syntézu ATP aoxidaci mastnych kyselin.
Zatimco izolovana bunécna jadra milzeme pouzit pro analyzu genové transkripce

(Guillouzo, 1998).

Jaterni cytosolické frakce umoznuji analyzovat Gcinek fady rozpustnych enzymi
I. a II. faze biotransformace, jakou jsou napt. glutathion-S-transferasa nebo
N-acetyltransferasa ¢i rtizné aldo-ketoreduktasy. Naopak tzv. S9-frakce (supernatant
ziskany odstfed’ovanim jaterniho homogenitu pii 9 000 x g) zahrnuje jaterni mikrosomy
obohacené o cytosolickou frakci. Tento in vitro model tedy obsahuje kompletné;si
baterii metabolickych enzyml neZz jednotlivé zménéné frakce (Asha etal., 2010;

Cervenkova et al., 2001).

2.3.2 Kultivace izolovanych hepatocyti

Primérni kultury hepatocytl jsou povazovany za zlaty standard in vitro modelu
pro hodnoceni metabolismu 1é¢iv a jejich toxicity (Gomez-Lechon et al., 2014).
Hepatocyty v kultufe plni specializované funkce jater, v€etné metabolismu lipidd,
detoxikace exogennich xenobiotik, syntézy mocoviny a produkce plazmatickych

proteinti (Baker et al., 2001).
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Hepatocyty jsou obvykle izolovany z celych jater nebo z resekované jaterni tkéng.
Z divodu Spatné dostupnosti lidskych jater se pfevazné pouzivaji jatra potkant
(Kucera et al., 2006; Zeilinger et al., 2016). Nicmén¢ poptavka farmaceutického
pramyslu po lidskych hepatocytech je obrovskd avsoucasné dobé piedstavuji
kryoprezervované hepatocyty dilezity zdroj komercné dostupnych bunck. Prestoze
zivotaschopnost  a funkce  hepatocyti mutze byt snizena kryokonzervaci,
kryoprezervované hepatocyty nabizeji velkou vyhodu. Tyto buiikky mohou byt pouzity
kdykoliv je zapottebi a jsou snadno dostupné pro rutinni hodnoceni metabolismu 1€kt a
hepatotoxicity novych potenciondlnich 1é¢iv (Gomez - Lechdn et al., 2014). Dalsi
vyhodou pouziti lidskych hepatocytii je snadnéjsi extrapolace ziskanych vysledkt do in

vivo podminek (Kucera et al., 2006).

Izolace hepatocytil je obvykle provadéna dvoustupnovou kolagenasovou perfizi
jater a diky kolagenase dochazi k naruseni mezibunéénych kontaktli a komunikac¢nich
systémui. Pro zachovani nckterych dilezitych ryst diferencovanych bunék jsou vSak
mezibunééné kontakty dilezité. Po izolaci kolagenasou dochazi také ke zméné tvaru
bunék a ztraté jejich polarity (Cervenkova et al., 2001). Izolované hepatocyty lze
kultivovat v rizném uspotadani: suspenzni kultury, monovrstva hepatocytti, 3D kultury
(sandwichové kultury, sféroidy); hepatocyty mohou byt kultivovany bud’ samostatné

nebo ko-kultivovany s jinymi typy bunck.

Nejjednodussim zpisobem kultivace cCerstvé izolovanych hepatocytl jsou
suspenzni kultury. Tento model predstavuje snadno dostupny a jednoduchy in vitro
systém, b&Zn€ pouZivany pifi vyvoji novych léCiv a pfi zkoumani toxickych nebo
metabolickych Gc¢inkii xenobiotik. Vyhodou bunéénych suspenzi mize byt to, Ze jsou
schopny zajistit dobry pfenos latek mezi kultivaénim médiem a hepatocyty. Manipulace
snimi neni tak komplikovand a nejsou ani tolik nakladné jako primarni kultury
hepatocytid. Vyuziti hepatocytl v suspenzi je vSak vyznamné omezeno dobou jejich
preziti, béhem které vykazuji metabolickou aktivitu. To je divod, pro¢ mohou byt
bunécné suspenze pouzivany pouze po dobu Ctyt az Sesti hodin (Andria et al., 2010;

Cervenkova et al., 2001; Kudera et al., 2006).

Mezi nejcastéjsi zplisoby kultivace hepatocytli in vitro patti primarni kultury
hepatocyti ve form¢ tzv. monovrstvy (obr. 5), kdy se na plastovou kultiva¢ni nadobu

potazenou vrstvou extracelularni matrix (kolagenu) pfichytavaji hepatocyty a vznika tak
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jedna vrstva bunck. Za téchto podminek prochéazeji primarni hepatocyty zménami

v morfologii bunék, struktufe a polarit¢ (Kucera et al., 2006; Soldatow et al., 2013).

Obrazek 5 Buiiky rostouci v Petriho misce pro tkdnové kultury jsou ptfichycené ke dnu
misky a ponofené v tekutém zivném médiu (pievzato z (Chow, 2010))

Jednou znevyhod vyuziti primdrnich kultur hepatocytl je drasticky pokles
funk¢éni kapacity jaternich bunck v pribéhu casu. Funkce specifické pro jatra, jako je
produkce albuminu a exprese CYP, rychle klesd béhem  prvnich
24-48 hodin kultivace (Soldatow et al., 2013). Dal§i nevyhodou je pokles aktivit
biotransformacénich enzymu a tzv. dediferenciace hepatocytd pii které dochazi ke ztraté
jedine¢nych, pro jatra specifickych funkci a zméné metabolismu fetalnich hepatocytt

(Kucera et al., 2006).

Zavedenou metodou ke zlepSeni stability, funkcnosti a prodluzeni viability
primarnich hepatocytli je pfekryti hepatocytl slozkami extracelularni matrix (ECM),
coz vede ke vzniku tzv. sendvi¢ovych kultur (Roth & Singer, 2014). Mezi dvé vrstvy
kolagenového gelu (hydrogel) jsou umistény hepatocyty (obr.6), ¢imz se zvysi

mnozstvi mezibunécnych kontaktl (Kucera et al., 20006).

— kultivaéni médium

___— hydrogel

—— hepatocyty
T hydrogel

Obrazek 6 Hepatocyty kultivované v sendvicové konfiguraci (upraveno z
(Smutny, 2017))
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Kono et al. (1997) provedli studii, ve které zjistili, ze lidské hepatocyty
v kolagenovém sendvi¢i piezivaji déle nez 4 tydny, udrzuji si polygondlni tvar

s kanalikuldrnimi strukturami a vysokou produkci albuminu po celou dobu kultivace.

Ke kultivaci se da krom¢ kolagenu pouzit také komeréné dostupny Matrigel, coz
je mezibunéna hmota ziskand z mysiho Engelbreth-Holm-Swarmova sarkomu
(Kono et al., 1997). Sklada se hlavné z laminu, kolagenu IV, pfi¢emz obsahuje také
proteoglykan heparan-sulfat a ristové faktory, které se vyskytuji v mysSim sarkomu
(Kastana et al., 2019). Matrigel ma vSak urcité nevyhody, je drazsi nez kolagen a navic
je pti pouziti v lidskych bunéénych kulturach xenogenni (Andria et al., 2010).
V prostiedi Matrigelu hepatocyty méni svij tvar na kubicky a udrzuji si své funkéni

parametry po dlouhou dobu (Kucera et al.2006).

Velmi GspéSnou metodou pro udrzeni funkénich hepatocytti po delsi dobu je
jejich  ko-kultivace s neparenchymovymi bunikkami. Hepatocyty mohou byt
ko-kultivovany napf. sendotelovymi bunkami nebo Kuppferovymi bunikami
(Krause et al., 2009). Vyhodou této techniky je prodlouzeni doby, po kterou jsou
uchovany morfologické a funk¢ni charakteristiky hepatocytii (Kucera et al., 2006).

2.3.3 Bunécné linie odvozené z karcinomu jater

Imortalizované bunécéné linie odvozené z karcinomu jater predstavuji alternativu
k primarnim lidskym hepatocytiim ve vyvoji 1é¢iv. Kazda bunéénd linie karcinomu jater
byla odvozena od jednoho darce, coZz zabraiuje variabilit¢ mezi darci
(Vellonen et al., 2014). Obecné plati, ze ackoli jsou tyto buiikky metabolicky chudé
ve srovnani s hepatocyty, nabizeji klicové vyhody, jako je jejich neomezend Zivotnost,
reprodukovatelnost, vysoka dostupnost a snadnd manipulace, které z nich ¢ini uzite¢né
in vitro systémy pro ucely screeningu. Pii studiu metabolismu 1é¢iv patii mezi nejcastéji

pouzivané jaterni bunééné linie HepG2 a HepaRG bunky (Gémez-Lechén et al., 2014).

Bunécéna linie jater HepG2 pochazi z jaterni tkané€ patnactiletého bélocha, ktery
trpél hepatocelularnim karcinomem (Aden et al., 1979). Exprese izoforem CYP je
vyznamné niz§i ve srovnani s hladinou nalezenou v primarnich lidskych hepatocytech
(Wilkening & Bader, 2003). Exprese CYP3A4 je v této bunécné linii extrémné nizka.
Na druhou stranu CYP3A7 je dostatetné vyjadien, coz naznacuje spiSe fetdlni nez

adultni jaterni fenotyp HepG2 bunék. Fetalni fenotyp HepG2 bunck je dale podpoten
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dalsimi fakty, jako je exprese fetalniho markeru alfa-fetoprotein (Smutny, 2017) a vyssi
exprese CYP1AI1 ve srovnani s CYP1A2 (Wilkening & Bader, 2003). Podobné jako
hepatocyty, HepG2 bunky péstované ve 3D systémech vykazuji lepsi zivotaschopnost
a funk¢nost, nez v konven¢nich 2D kulturach a nedavné studie uvadéji jejich
potenciondlni hodnotu pro screeningové testy a mechanistické studie léky indukované

hepatotoxicity (Gémez-Lechon et al., 2014).

HepaRG je perspektivni jaterni bunééna linie, kterd byla odvozena z jaterniho
karcinomu pacientky, ktera trpéla hepatocelularnim karcinomem nasledkem chronické
infekce virem hepatitidy C. Za optimalnich podminek exprimuji HepaRG bunky
biotransformaéni enzymy na srovnatelnych trovnich s primarnimi lidskymi hepatocyty.
Bunky také exprimuji funkéni nukledrni receptory PXR a CAR a nékolik 1ékovych
transportérii. Navic si HepaRG buniky uchovavaji relativné stabilni fenotyp, coZ z nich

déla uzitecny bunéény systém pro dlouhodobé studie toxicity (Vellonen et al., 2014).

2.3.4 Trojrozmérné in vitro modely

Tradicné se dvojrozmérné (2D) bunééné kultury mohou pouZivat pro kratkodobé
zkoumani akutni toxicity a metabolismu 1éCiv, ale ne pro studium podani opakovanych
davek nebo dlouhodobych u¢ink 1é¢iv (Ingelman-Sundberg & Lauschke, 2022). Studie
ukdzaly, ze dvojrozmérnd bunéfna kultura nemulze replikovat redlné mikroprostiedi
a bunécné chovani in vivo kvili nedostatku interakci bunka-bunka a bunka-matrix,
ztraté specifické tkanové architektury, mechanickych a chemickych podnétii, které jsou
nezbytné pro jedinecné funkce realnych tkéni v lidském téle (Cui et al., 2017). Proto
vznikly snahy o vytvofeni 3D modelli, v nichz by se bunky nachazely v kontaktu
s dalSimi bunikami a matrix. Mezi Casto pouzivané¢ 3D modely patii jaterni sféroidy

a PCLS.

2.3.4.1 Jaterni sféroidy

Ve srovnani s dvourozmérnymi modelovymi systémy jsou 3D bunécné agregaty
nazyvané kvili svému kulovit¢ému tvaru (multicelularni) sféroidy, povaZovany
za fyziologiCtejsi a tato technika byla vyuzita v oblasti onkologie, biologie kmenovych
bunck a tkanového inzenyrstvi (Cesarz & Tamama, 2016). Sféroidy mohou byt
vytvoifeny jak z izolovanych hepatocyti, tak z bun¢k imortalizovanych bunéénych linii.

Tyto 3D kultury, jejichZ ptipravou jsem se zabyvala, vice popisuji v kapitole 2.5.
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2.3.4.2 Ultratenké jaterni rezy

Dal8im in vitro modelem, ktery se Casto vyuziva, jsou ultratenké jaterni fezy,

oy e

vvvvvv

studie, jako je zkoumani réiznych oblasti fyziologie organti (Cervenkova et al., 2001).

Jednou z vyhod tohoto modelu je zachovani integrity vazeb mezi buiikami a ECM
(Guillouzo, 1998). Ptiprava a prace s PCLS je rychla a snadnd. Pfebytecny material
muze byt kryoprezervovan a skladovan az do dalsiho pokusu. Ultratenké fezy mohou
byt piipraveny z Siroké Skaly organt. Pfitomny jsou vSechny typy bunék z ptivodni
tkané a jejich strukturdlni a funkcni heterogenita zistava nedotéena. Dalsi dilezitou
vlastnosti je moznost mezidruhového srovnani. Rizné experimenty mohou byt
provadény jak v kratkodobych, tak i v dlouhodobych inkubacich (Cervenkova et al.,
2001). Podle dostupnych udaji Ize PCLS inkubovat azpo dobu 15 dnt
(Wu et al., 2018).

Podobné jako u jinych in vitro modell, také u PCLS dochézi k poklesu exprese
CYP a dalSich biotransformacnich enzymi béhem inkubacni doby, ktery je
pravdépodobné spojen sabsenci vhodnych induktort v inkubacnim médiu
(Cervenkova et al., 2001). Dostupnost lidskych PCLS je extrémné omezena a jaterni
funkce nezistavaji dlouho stabilni kvili omezenému Sifeni kysliku a Zivin
z inkubac¢niho média (Andria et al., 2010). Dalsi nevyhodou tohoto modelu je rozvoj
fibrézy pii prodlouzené inkubaci PCLS. Ve srovnani s primarnimi hepatocyty, které
jsou vystaveny Skodlivym proteolytickym enzymim b&hem jejich izolace, jsou PCLS
poskozeny pouze na povrchu preparatii krajenim (Lake & Price, 2013). Dale je znamo,
ze PCLS jsou vystaveny oxida¢nimu stresu, ktery vznika v jednak dusledku krajeni a
také vlivem vysoké teze kysliku, kterd je nezbytnd pro jejich kultivaci

(Martin et al., 2002).

2.3.5 Model perfundovanych jater

Jedné se o model, ktery mé nejbliZze k in vivo podminkdm. Hlavnimi vyhodami
je, ze je zachovéna trojrozmérnd struktura tkané, tvorba zlu¢i a mozny sbér Zluci.

Naopak nevyhodami jsou casovd a prostorovd narocnost, obtizna manipulace
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a kratkodoba zivotnost. Navic oproti jinym in vitro modelim nesniZzuje pouziti
perfundovanych izolovanych jater pocet pokusnych zvifat a lidské vzorky nejsou

dostupné (Godoy et al., 2013; Guillouzo, 1998; Kucera et al., 2006).

V tab. 1 jsou shrnuty vyhody a nevyhody jednotlivych in vitro modelovych

systémdl.

Tabulka 1 Shrnuti vyhod a nevyhod modelovych systémt jater (upraveno z
(Spielmann et al., 1998)

In vitro systéem

Vyhody

Nevyhody

Subcelularni frakce

e jednoducha ptiprava
e moznost mezidruhové
studie

e potieba pfidat spravné
substraty a/nebo
koenzymy do
kultivacnich médii

e dostupné pouze pro
kratkodobé studie

Primarni kultury
hepatocytil

vysoka funkénost

e mozna detekce
genetickych
polymorfismt

e mezidruhové studie

e Casné fenotypové
zmény

e pokles aktivit
biotransformacnich
enzymu

Bunécéné linie

e neomezena zivotnost

e metabolicky chudé ve

mozny sbér zluci

odvozené z e reprodukovatelnost srovnani s hepatocyty

karcinomu jater e vysoka dostupnost

Ultratenké jaterni e moznost histologického e nemozny sbér zluci

fezy vySetieni e omezena dostupnost

e rychla a snadna lidskych vzorkt
priprava a prace e rozvoj fibrozy pii

prodlouzené kultivaci

Model e funkce blizké funkcim e (asova a prostorova

perfundovanych organu in vivo narocnost

jater e tvorba zluci e obtizna manipulace

e kratkodoba zivotnost

2.4 Izolace hepatocytii

Pocatecni pokusy o izolovani lidskych hepatocyti mechanickymi metodami
nebyly pfili§ uspésné a tykaly se spiSe vytézku bunék nez integrity, zivotaschopnosti
a funk¢énosti bunek. Velkého pokroku bylo dosazeno zavedenim enzymu, jako je
kolagenasa a hyaluronidasa, jako disociac¢nich ¢inidel (Papeleu et al., 2006). V roce

1969 vyvinuli M. N. Berry a D. S. Friend kolagenasové perfuze jater. V disledku toho
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se vyznamné zvySil vytézek hepatocyti. Od té doby proSla metoda mnoha

modifikacemi (Guillouzo, 1998).

Izolaéni roztoky jsou citlivé na zmény teplot. Ta by méla byt ptiblizn¢ 37-38 °C.
Pokud je vytézek izolovanych jaternich bunék nizky, mély by byt odstranény
ze suspenze kontaminujici neparenchymalni buiky (Li et al. , 2017). Suspenze
hepatocyti se Cisti na zdklad¢é rGzné hustoty hepatocytti a neparenchymalnich bunék
pomoci piipravku Percoll, coz je tekutina s nizkou hustotou obsahujici koloidni ¢astice
oxidu kfemicitého potazené polyvinylpyrrolidonem (Horner et al., 2019). Centrifugaci
tohoto roztoku dojde na zaklad¢é hustoty k rozdélni bunék. Percoll se déale pouziva
k precisténi suspenze hepatocyti. Kdyz prevrstvime hepatocyty vrstvou Percollu,

po centrifugaci se vytvoii tfeti vrstva obsahujici mrtvé buriky a ¢asti bunék (obr. 7)

(Knobeloch et al., 2011).
|
|
|
|
|

Obrazek 7 Centrifugace v hustotnim gradientu s pouzitim roztoku Percoll. (1) bunétna
suspenze; (2) vrstva Percollu; (3) bunéény odpad a odumfelé¢ buniky zbylé na
povrchu  Percollu (4) bunécna peleta zZivych bunék (pfevzato z
(Knobeloch et al., 2011))

Jelikoz Ca*" (vapenaté) ionty jsou dilleZité pro spravnou aktivitu kolagenas a
zaroven musi byt builky béhem izolace vystaveny nizké koncentraci téchto iontt,
feSenim bylo zavedeni jednostupiiové nebo dvoustupniové kolagenasové perfuze

(Guillouzo, 1998).
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2.4.1 Jednostupniova kolagenasova perfuze

Tento typ perflize je zaloZen na skute¢nosti, Ze potiebna koncentrace Ca*" iontl
pro spravnou aktivitu kolagenasy je mnohem nizsi nez koncentrace, pti které¢ by bylo
mozné zachovat integritu desmosomalnich spoji. Tim padem se aplikuje sniZena
koncentrace Ca®" iontfi a v jednom kroku nastane jak rozruseni desmosomalnich spojti
mezi bunkami, tak rozruseni ECM diky dostatec¢né aktivité kolagenas (Guillouzo, 1998;

Jakubickova, 2009).

2.4.2 Dvoustupnova kolagenasova perfiuze

Techniku perfize upravil a zjednodusil v roce 1976 Seglen, ktery vyvinul metodu
dvoustupniové kolagenasové perfuze, kterd se nyni Siroce pouziva (Guillouzo, 1998).
Postup metody zahrnuje dva kroky. V prvnim kroku se provadi proplachovani jater
médiem bez Ca®*, obsahujicim cheldtor vapniku (napt. EDTA, EGTA nebo citrét).
Odstranéni iontl vapniku z epitelidlnich bun¢k vede k rychlé destrukci mezibuné¢nych
spojii. V druhém kroku jsou jatra proplachovana pufrovym roztokem obsahujim Ca®"

a kolagenasu, coz narusi ECM (Li et al., 2010; Mitry et al., 2002).

Nasledné probihd stejny postup jako u jednostupiiové kolagenasové perfuze.
Jaterni tkan je mechanicky rozruSena. Nasleduje filtrace, centrifugace a proplachnuti
ziskané pelety ledovym pufrovym roztokem za Ucelem odstranéni pojivové tkané,
mrtvych hepatocyti a jaternich neparenchymélnich bunék (Mitry et al, 2002;
Vinken et al., 2012). Po izolaci mohou byt buiiky bud’ pouzity ke kratkodobym studiim,
nebo udrzovany po delsi dobu ke studiu dlouhodobych zmén genové exprese

(Lietal., 2010).

Dvoustupiiovd kolagenasova perfuze poskytuje velké mnozstvi hepatocyt
s dobrou Zivotaschopnosti, a proto jejich kultury poskytuji dobfe srovnatelny systém

s podminkami in vivo alespon na kratkou dobu (Vinken et al., 2012).

2.4.3 Faktory ovliviiujici u¢innost izolace hepatocyti

Mnozstvi a kvalita izolovanych hepatocytii se 1i8i v zavislosti na kvalit€¢ pouzité
tkan¢, slozeni roztoki perfuzniho pufru a typu a koncentraci kolagenasy. Kolagenasa je
pfipravovana z bakterii a sklada se ze smési Spatn¢ purifikovanych enzyma, kterd mize

mit nekonzistentni enzymaticky ucinek, ktery se lisi mezi jednotlivymi Sarzemi. Mimo
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kolagenasy obsahuje tato smés i dalsi proteasy, které vyvolavaji nezddouci enzymatické
reakce, které ovliviiyji kvalitu a mnozstvi zivotaschopnych/zdravych bunék

(Mitry et al., 2002).

Odstranéni Ca?" iontd je nezbytné knaruSeni molekul Ca®'-dependentniho
E-kadherinu mezi sousednimi hepatocyty a tim ke zlepSeni jak kvantity, tak kvality
rozptylenych hepatocytll. Piitomnost Ca’" je také nutnad pro enzymatickou aktivitu
kolagenasy b&hem perfize. S ohledem na tyto vlastnosti Ca®>" jsou koncentrace
1 nacasovani zpétného vpusténi téchto ionti do jater béhem izolace hepatocyti
rozhodujici pro ziskéani intaktnich bun¢k. Hodnota pH perfuzniho média by méla byt
udrzovana kolem 7,4. Rychly pokles pH béhem perfuze je zpisoben bud rozpadem
glukézy v médiu nebo vznikem bikarbonatu z rozpusténi oxidu uhli¢it¢ho ve vodé.
Proto je pro =zajisténi zdravych bun¢k nezbytné pufrovaci cinidlo,
jako je napf. hydroxid sodny, hydrogenuhli¢itan a organicky pufr
kyselina 4-(hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfanova (HEPES). Izolace miize byt také
ovlivnéna dal§imi faktory, jako je rychlost pritoku perfizniho (optimalné 5 ml/min u
mysSich jater) nebo sila odstfedéni po izolaci (optimalné 50—100 x g u izolace jaternich

bunck mysi) (Li et al., 2017).

2.5 Multicelularni sféroidy

Multicelularni sféroidy (,,multicellular spheroid”, MCS) jsou kulovité
mnohobunécné agregaty o velikosti kolem 100 um, které tvofi jednoduché trojrozmérné
systémy. Poprvé byly popsany Holtfreterem v roce 1944 (Lin & Chang, 2008). MCS
vznikaji procesem bunécné agregace. Lze je vytvofit jak zizolovanych primérnich
hepatocyti, tak z bun¢k nadorovych linii. Jejich tvorba byva velmi rychla a relativné
levnd ve velkém mnozstvi (Page et al., 2012). Ukdazalo se, ze maji urcité vyhody ve
srovnani s 2D systémy. Sféroidy jaternich bun€k vykazuji delSi dobu pteziti, vyssi
expresi a syntézu specifickych jaternich markert, jako jsou hepatalni jaderny faktor 4a,
albumin a mocovina, zvySenou metabolickou aktivitu a produkci vlastni ECM
(Smutny, 2017). Diky zvySenému poctu mezibunéénych interakci je udrzovéna
strukturdlni a funkéni polarita bun¢k. Nevyhodou sféroidi je jejich tendence se
shlukovat, coz nasledn¢ vede ke smrti bun¢k uprostied agregatii a zaniku sféroidi

(Kucera et al., 2006).
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Bunécné sféroidy se hodné€ vyuzivaji v oblasti onkologie, dokdzou simulovat
chovani nddord mnohem piesnéji nez 2D kultury. Podobné jako nadory obsahuji
proliferujici a neproliferujici builky, mista s odliSnou Urovni okysli¢eni a buiky

zanofené v agregatu bunck 1 s obnazenymi povrchy (Page et al., 2012).

2.5.1 Molekuliarni mechanismy tvorby sféroidi

Stejné jako v embryondlnim vyvoji a tkdnové morfogenezi, prispivaji k tvorbé
MCS komplexni bunécnd adheze a diferenciace. Pomoci specifickych protilatek
blokujicich integriny a kadheriny v kultufe jaternich bunék bylo zjiSténo, Ze proces
tvorby sféroidu zahrnuje 3 zakladni fidze (obr. 8): 1) Nejprve dlouhd vldkna ECM
obsahujici vicenasobné sekvence RGD (tripeptid arginin-glycin-aspartat) se navazi na
interginy na povrchu bunky a zajisti tak rychlou agregaci rozptylenych bunék
v suspenzi. 2) Nasleduje faze ,,zpozdéni* (,,delay phase*), ktera je charakterizovana
zvySenou expresi kadherint. 3) V posledni fazi poskytuji vazby kadherin-kadherin mezi
dvéma buitkami silnou bunéénou adhezi a diky tomu vznikd sféroid (Cimr, 2016;

Lin & Chang, 2008).

(2) (3

Integrin-ECM

Obrazek 8 Model procesu tvoreni MCS: (1) tvorba agregati z volnych bunék vazbami
integrin-ECM (2) exprese a akumulace kadherinii (3) tvorba kompaktniho
sféroidu; upraveno z (Lin & Chang, 2008)
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2.5.2 Kultivace sféroidu

Stéroidy mohou byt tvofeny n€kolika zplsoby, které jsou popsany nize. Hlavnimi
hledisky ptfi vybéru vhodné techniky jsou cas potiebny k produkci sféroida,
vyprodukované mnozstvi, zda maji sféroidy homogenni geometrii a jakékoliv ptfipadné
ucinky na bunécné chovani (Page et al., 2012). Metody tvorby sféroidli miizeme rozd¢lit
na metody nezavislé na ukotveni a metody zavislé na ukotveni. Do prvni skupiny, ktera
je pristupnéjsi tvorbé bunécnych a fyziologickych gradienti, patii metoda visici kapky,
metoda ,.forced-floating®, metody zalozené na michani, mikrofluidni kultivacni
techniky a metoda magnetické levitace. Druha skupina lépe napodobuje interakci bunék

s ECM a vyzaduje ptitomnost opérné struktury (,,scaffold) (Langhans, 2018).

2.5.2.1 Metoda visici kapky

Tato metoda umoziiuje jednotlivym bunikam agregovat a vytvaret sféroidy ve formé
kapicek (obr. 9). Nejprve se nanese bunécna suspenze v kapce média pomoci pipety
na desku. Kazda kapka ma objem pftiblizn¢ 15-30 pl a obsahuje cca 300-3000 bunék.
Nasledné se po prevraceni vytvori kapka, kterd je udrzovana diky povrchovému napéti

a na Spicce kapky na rozhrani média a vzduchu se vytvoii sféroid.

v s sferoud
bunééna suspenze

Obrazek 9 Metoda visici kapky (upraveno z (Breslin & Driscoll, 2013))

Regulaci objemu kapky nebo hustoty bunécné suspenze, lze kontrolovat velikost
sféroidu. Metoda visici kapky je pomémné jednoduchd a uvadi se, ze ma
reprodukovatelnost téméei 100% pro vyrobu jednoho 3D sféroidu na kapku. Mezi
vyhody této metody patii moznost vytvaret rizné velké sféroidy, jednoduché provedeni
a rychld tvorba sféroidu. Dale také to, Ze neni potieba drahé nebo profesionalni
vybaveni pro tvorbu sféroidi; velké mnozstvi sféroidii se dé vytvofit pipetovanim

pomoci multikanalové pipety a sklidit seskrabanim z vicka kultivacni desticky. Naopak
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potencionalni nevyhodou muze byt omezeni objemu kapky bunééné suspenze (obvykle
max. do 50 ul) nebo obtiznost vymény kultivaéniho média bez poskozeni sféroidu.
Metodu lze provadét pomoci komeréné dostupnych desek, jako je Perfecta3D (obr. 10)
GravityPLUS (Breslin & Driscoll, 2013; Lin & Chang, 2008; Ryu et al., 2019).

Obrazek 10 Piiprava sféroidi metodou visaci kapky v destickach Perfecta3D (pievzato
z (Larson, 2015))

2.5.2.2 Metoda ,,forced-floating“

Pomérmné jednoduchou metodou pro generovani 3D sféroidd je zabranit jejich
prichyceni k povrchu kultiva¢ni nadobky jeho upravou, coz vede k nucenému plovani
bunck (obr.11). To podporuje vznik kontakti mezi bunkami, coz zase podporuje
spontanni tvorbu sféroidll (Lin & Chang, 2008). Tato metoda je nazyvana také metoda
Hliquid-overlay“. Techniku lze pouzit ke kultivaci extrahovanych lidskych nadort.
Kultivované bunky si uchovavaji mnoho morfologickych rysti pivodniho nadoru,
véetné piitomnych makrofagl a pojivové tkané (Page et al., 2012). Tato metoda se
vyuziva 1 kpfipravé  sféroidi  zizolovanych  primarnich  hepatocytl

(Ingelman - Sundberg & Lauschke, 2022).

nepfilnava vrstva

Obrazek 11 Metoda ,.forced-floating* (upraveno z (Breslin & Driscoll, 2013))
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S vyuzitim tohoto pfistupu vyvinuli Ivascu a Kubbies metodu pro vyrobu
3D sféroidii z nadorovych a nenddorovych bunék, ktera umoznuje rychlou tvorbu
sféroidti v kulatych nebo kuzelovitych mikrotitracnich destickach s 96 jamkami. Povrch
téchto desticek byl potaZzen polyhydroxyethylmethakrylatem (poly-HEMA). Pti jejich
studiich byla nasazena bunécnd suspenze a desticky byly nasledné odstfedény, aby
bunky k sobé pfilnuly (Ivascu & Kubbies, 2006). Desticky potazené poly-HEMA maji
velmi nizkou adhezivitu a oznacuji se jako ULA desticky (,,ultra-low attachement*).

Tyto ULA desticky byly pouzity v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Tato metoda je jednoduchd a obecné reprodukovatelnd, protoze do kazdé jamky
lze nasadit stejny pocet bun€k pro tvorbu sféroidi s konzistentni velikosti. U vétSich
sféroidi se jednoduse nasadi vétsi mnozstvi bunék. Jelikoz jsou tyto 3D sféroidy
obvykle generovany v 96 jamkové desticce, snadno se vyrdbi velké mnoZstvi

morfologicky homogennich sféroidi (Breslin & Driscoll, 2013).

Na ziklad¢ stejného principu, kdy se jednoduSe zabrani adhezi bunék
na kultiva¢ni nadobu, lze vytvofit 3D kultury pouzitim 1,5% agardézy v kultivacnim
médiu, ktera vytvoii na povrchu kultivaéni nadoby tenky film. Agardza zabranuje
prilnavosti bun¢€k k povrchu, coz vede k vytvoreni sféroidii. Metoda s pouzitim agarozy
je jednoduchd, levna a je navrzena tak, aby umoziovala dlouhodobou kultivaci bunék
(vice nez 20 dni). Nevyhodou je c¢as aprace potiebnd k potazeni desticek
pred nasazenim bunék. Predem potazené desticky jsou sice komeréné dostupné
(napt. desticka PrimeSurface), avSak zvysuji celkové naklady

(Breslin & Driscoll, 2013).

4 r

2.5.2.3 Metody zaloZené na michani

Techniky zaloZzené na michani (,,agitation*) mizeme rozdélit do dvou kategorii:
1) bioreaktory s rotacni bankou (obr. 12A) a 2) rota¢ni bioreaktory pro bunééné kultury
(obr. 12B). Principem téchto metod je umisténi bunééné suspenze do nadoby a jeji
udrzeni v neustdlém pohybu, a to bud’ mirnym michanim, nebo rotaci nadoby.
Nepfetrzity pohyb znamend, Ze bunky nepfilnou ke st€éndm nadoby, ale misto toho
dojde ke vzniku mezibunécnych interakci a tvorbé sféroidi. Mezi vyhody této metody
patii jednoduché kultivace z bunécné suspenze ¢i snadna kultivace ve velkém mnozstvi.
Naopak nevyhodou téchto metod je, ze metody vyZzaduji specidlni vybaveni, chybi
kontrola nad poctem a velikosti sféroidli a bunky jsou vystaveny stfihovym silam
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vlivem michani, coz pfinas§i moznost naruseni struktury sféroidu u citlivéjsich bunck

(Breslin & Driscoll, 2013).

. % @@
oo | | ) - @@
0

Obrazek 12 Metody zaloZené na michéni: A) bioreaktor s rotacni baitkou; B) rotacni
bioreaktor pro bunécéné kultury (upraveno z (Breslin & Driscoll, 2013))

2.5.2.4 Technika mikrofluidni kultury

Tato technika, nazyvana také jako ,,lab-on-a-chip®, se pouziva pro tzv. ,single cell*
analyzy, genetické testy a studie 1ékové toxicity. Metoda ma mikroskopické rozméry
odpovidajici rozsahu mikrostruktur in vivo (obr. 13). Jednim zrysi mikrofluidni
metody je, Ze integruje vice procesti véetné¢ zachyceni bunék, michani, detekce a
kultivace bunék. Dal$im rysem je znacné vysoka propustnost bunék pro bunécnou
analyzu. V soucasné dobé muze fluidni systém produkovat dostateCnou koncentraci
smeési analytli a usnadiiuje monitorovani zivych bunck v redlném case. Krom¢ toho
tento systém miZe optimalizovat podminky bunééné kultury pro proliferaci
a diferenciaci kmenovych bun¢k, a mize byt pouZit pro procesy tkanového inZenyrstvi,
jako je nadhrada organi a regenerace tkani, a v budoucich klinickych studiich

(Ryu et al., 2019).

cevni kanaly
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mikrofluidni zafizent

Obrazek 13 Zatizeni pro mikrofluidni metodu (pfevzato z (Gunti et al., 2021))
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2.5.2.5 Magneticka levitace

Magneticka levitace je metoda, ktera byla vyvinuta neddvno a ktera nabizi
alternativni zpusob pro tvorbu sféroid (Lewis et al., 2017). Kultivace vyuziva
magnetické cCastice a integraci s hydrogely podle danych podminek. Buiky jsou
smichény s magnetickymi ¢asticemi a jsou vystaveny magnetické sile (obr. 14). Diky
magnetické sile levituji buiiky spojené s magnetickymi ¢asticemi proti gravitaci. Tento
stav vyvolda zménu geometrie bunééné hmoty a podporuje kontakt mezi bunkami, coz

vede k jejich agregaci (Ryu et al., 2019).

| MAGNET ]

| MAGNET ]

ttttr ety

Obrazek 14 Magneticka levitace (pfevzato z (Ryu et al., 2019))

Vyhodou pouziti magnetickych ¢astic nazyvanych Global Eukaryotic
Microcarriers je jejich velky povrch, ktery umoZiuje kultivaci velkého poctu bunék.
Dalsi vyhodou, kterou s sebou piindsi pfitomnost magnetické Castice, je snadna kontrola
pfi vyméné kultivaéniho média a pfi sklizeni sféroidii. Nevyhodou je naopak potieba
specidlniho vybaveni, finan¢ni narocnost magnetickych castic a jejich mozna toxicita

pro kultivované buniky (Breslin & Driscoll, 2013).

2.5.2.6 Biomaterialy

Druhou skupinou metod pro piipravu sféroidi jsou metody zalozené na opérném
systému pro bunky, ktery je tvofen riznymi biomaterialy. Pfirozend ECM miZe byt
v 3D modelech jaternich bun€k nahrazena biomateridly. Optimélni biomateridly by
mély odpovidat fyziologické ECM prostorovym a chemickym sloZzenim. Kromé toho

musi byt biomaterialy biokompatibilni a mély by poskytovat mechanickou podporu a
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signalni informace bunkdm. Takové vlastnosti umoznuji bunécny rist, ptilnavost
a diferenciaci (Vellonen et al., 2014). Mezi vyuzivané podplirné systémy patii

hydrogely a biofilmy (obr. 15).

Extracelularni matrix je nebunécné slozka, kterd obklopuje bunky a funguje jako
fyzikélni leSeni bun¢k. ECM se sklada ze dvou hlavnich skupin makromolekul. Jednou
jsou proteoglykany, hydrofilni molekuly slozené z glykosaminoglykanii spojenych se
specifickymi jadrovymi proteiny. Dulezité je, ze proteoglykany tvoii v extracelularnim
prostoru hydratovany gel, ktery zajist'uje hydrataci a odolnost tkan¢ vici sile. Druhou
skupinou jsou vlaknité proteiny vcetné kolagend, elastinu, fibronektinu a laminint,
které poskytuji pevnost v tahu, zprostiedkovavaji vazbu bunc¢k a ovliviiuji bunééné
funkce. Interakce buitkka-ECM jsou realizovany prostfednictvim povrchovych receptorti

bunck, jakou jsou integriny (Frantz et al., 2010).

Hydrogely patii mezi nejvyznamnéjsi biomateridly pouzivané pro 3D kultivaci
hepatocytd. Skladaji se z fyzikdln€ a chemicky zesitovanych hydrofilnich polymert
s vysokou koncentraci vazané a volné vody. Mechanické, citlivé a difizni vlastnosti
hydrogelu lze ptizpusobit pro kazdy typ bunky. Bunky lze kultivovat bud’ na povrchu
gelu nebo je mozné je zabudovat do hydrogelu (Vellonen et al., 2014). Hydrogely 1ze
rozdélit podle jejich pivodu na ptirodni a syntetické materialy. Pfirodni hydrogely
ziskané ze zivociSnych zdroji zahrnuji napt. kolagen, fibrin a kyselinu hyaluronovou.
Ze syntetickych materiald se pro ptipravu hydrogeli pouzivaji napt. poly(vinylalkohol),
poly(ethylenglykol) a poly-HEMA (Ruedinger & Lavrentieva, 2014). Upravou
fyzikélnich vlastnosti hydrogelovych materiala 1ze optimalizovat velikost sféroidi. Pro
kontrolu velikosti sféroidu 1ze pouzit slabé lepici materidly a vyrobit fyzikalné reliéfni

obrazce na povrchu hydrogelu (Ryu et al., 2019).

Sféroidy nadorovych bun¢k Ize také kultivovat na filmech z biomateridli
(biofilmech) pro jejich roli vobjevu protinddorovych I1éki. Kromé nich Ize
na biofilmech kultivovat 1 kmenové bunky. Poméry slozek pouzité v biofilmech jsou
rozhodujici pro velikost sféroidi a rychlost tvorby sféroidi, stejné jako bunééna adheze
a proliferace. Jednim z biomaterialti pouzivanych v takovych filmech je chitosan. Bylo
zjisténo, ze chitosanovy film modifikovany kyselinou hyaluronovou vytvaii veétsi
sféroidy a indukuje agregaci bun¢k v kratSim Case nez nemodifikovany chitosanovy

film. Velikost sféroidu je také ovlivnéna tloustkou filmu. Jeji sniZzeni vede ke snizeni
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velikosti sféroidu. V posledni dob& byl také jako kultivaéni materidl pro buiky
zkoumam grafen. Grafenové filmy mohou poskytnout charakteristické prostredi

prospésné pro neurogenezi (Ryu et al., 2019).

Obrazek 15 Ptiklady pouziti biomateriali pti kultivaci sféroidi: a) hydrogely,
b) biofilmy (pfevzato z (Ryu et al., 2019))

V nasledujici tabulce (tab. 2) jsou shrnuty hlavni vyhody a nevyhody jednotlivych
typi ptipravy sféroidu.

Tabulka 2 Shrnuti vyhod a nevyhod jednotlivych typid piiprav sféroidii (upraveno z
(Breslin & Driscoll, 2013)

standartni 96-ti
jamkové desticky

Typ metody Vyhody Nevyhody

Metoda visici kapky e jednoduché provedeni e maly kultivaéni objem
e rychla tvorba sféroidu bunécné suspenze
e nizka cena pii pouziti e obtiZznost vymény

kultiva¢niho média bez
poskozeni sféroidu

Metoda ,forced-
floating*

jednoduchost

nizké cena

vzniklé sféroidy jsou
snadno dostupné

Cas a prace k potazeni
desticek

Metody zalozené na
michéni

snadna kultivace ve
velkém mnozZstvi
jednoducha kultivace
z bunécné suspenze

specialni vybaveni
¢asova naro¢nost
7adna kontrola nad
poctem bunék/velikosti
sféroidu

Mikrofluidni metoda

vysoka propustnost
bun¢k pro bunécnou
analyzu

specidlni vybaveni
obtiznost dalsi analyzy
vzniklych 3D kultur

Magneticka levitace

mozna kultivace
velkého poctu bunék
snadné kontrola pfi
vyméné kultivaéniho
média a pii sklizeni
sféroidl

specialni vybaveni
finan¢ni naro¢nost
magnetickych ¢astic
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3. CiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zavést a optimalizovat metodu piipravy jaternich
sféroidli. K dosazeni vytyCenych cilii bylo tfeba v rdmci experimentalni ¢asti provést
nasledujici ukony:

e izolace hepatocytii

e priprava sféroidi

e ovéfeni viability sféroidii méfenim produkce ATP

e ove¢feni syntetické funkce hepatocytli pomoci produkce albuminu
e urceni optimalniho poctu sféroidii pro izolaci RNA

e ov¢feni exprese mRNA biotransformacnich enzymil
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristroje, chemikdalie a roztoky, materidal a pomiicky
Ptistroje:
e centrifugy — Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Scientific
e detektor — Uvitec Cambridge Alliance
e hlubokomrazici box — Vxe Series Jouan, Thermo Scientific
e laminarni box — AURA vertical SD4
e luminometr — Tecan Infinite M200
e michacka — IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
e mikroskop — NIB 100, Novel Optics
e minicentrifugy — Sprout, Heathrow Scientific
e PCR cykléry — MJ mini, BioRad
e pH metr, SI Analytics
e real-time PCR pfistroj — Quant Studio 6, Apllied Biosystems
e spektrofotometr — NanoDrop 2000 Thermo Scientific
e termostat — Eppendorf Thermomixer Comfort
e tfepacka — n-Biotek
e vahy — Scaltec SBC 22, Sartorius CP225D

e vortexy — V-1 plus, BioSan
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Chemikalie a roztoky:
e bezné chemikalie tiidy p. a.
e dNTPs (deoxyribonukleotidy) — Eurogentec
e DTT (dithiotreitol) — Eurogentec
e reverzni transkriptasa (RT) — ProtoScript II — New England BioLabs

e Trizol reagent — Molecular Research Center

Biologicky material:

e jatra samcul a samic potkana kmene Wistar

Pomicky:

automatické pipety, mikrozkumavky typu Eppendorf, PCR desticka,
jednorazové gumové rukavice, sterilni jednorazové pipety (5 a 10 ml), kadinky, Spicky
(sterilni 1 nesterilni), Biirkerova komirka, stojan na zkumavky, pocitadlo bunék,

Erlenmeyerova barka, chladici deska
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4.2 Metody

4.2.1 Izolace hepatocyti a tvorba jaternich sféroidu

4.2.1.1 Priprava roztoku na izolaci hepatocytii

Nejprve jsme pripravili 2 1 zdsobniho roztoku, ktery vznikl smichdanim
1780 ml redestilované vody, 200 ml roztoku soli a 20 ml Na/K fosfatového pufru. Z néj
jsme piipravili roztok C. Odebrali jsme 800 ml zasobniho roztoku, ptidali 1,6 ml CaCly,
0,8 ml glukézy a nésledné jsme wupravili pH roztoku na 7,4. Zbyvajicich
1 200 ml zésobniho roztoku jsme pfelili do kadinky a pfidali 31,2 ml 1M NaHCO:s.
Roztok jsme dali ohiat na 15 min do vodni lazn¢ (37 °C) a poté probublali
pneumoxidem po dobu 15 min a upravili se pH na hodnotu 7,4. Z tohoto roztoku jsme
odebrali 700 ml a pfidali 0,1 g kyseliny ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)tetraoctové
(EGTA), tim vznikl roztok A, ktery jsme pak promichali, dali do vodni ldzn€ (37 °C) a
probublali pneumoxidem. Ze zbyvajiciho objemu jsme odebrali 500 ml a pridali
1 ml CaCly, €¢imz vznikl roztok B. Zroztoku B jsme pfipravili 2x roztok By
(200 ml roztoku B + 2 g albuminu) a 2x roztok Bk (35 ml roztoku B do 50ml plastové
zkumavky, kterou jsme dali do odsavaci baiiky a tu jsme vloZili do vodni lazné (37 °C)
a tésn¢ pred promyvanim jater jsme piidali 15-25 mg kolagenasy). Schéma pfipravy

roztokt muzeme vidét na obr. 16.
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2 000 ml] zi3zobniho roztoky | ——— | 800 ml zasebniho rozteku + 1,6 ml CaCl:

1 200 ml zasobnihe reztokn + 31,2 ml 1M NaHCO:

probublat 15 min pneumoxidem a upravit pH na 7.4

N

300 ml do 600zl kidinksy 700 ml+ 0,1 g EGTA == roztok A,
+ 1,0 ml Call; == roztck B rozmichat a probublat pneumoxidem
2= ({200 ml B do 250 ml Erlenky 2x 35 mlB do 30 ml zhumavky,

+ 2 g albumim) == roztok B, dat do vodni lazen (37 *C)

l

pfidat 15-23 mg kolagenasy /33 ml B =5

Obrazek 16 Schéma piipravy roztoki na izolaci hepatocytl

4.2.1.2 Izolace hepatocytii

Jednotlivé jaterni laloky jsme dali do Biichnerovy nalevky (s odpadni baiikou)
a provedli jejich perfuzi postupnou a opakovanou kanylaci hlavnich tepen (zil). Prvni
perfuzi jsme provedli pomoci roztoku A, tj. roztokem bez vapniku, pii teploté 37 °C,
syceny pneumoxidem, bez recirkulace roztoku. Proplach roztokem A slouzi
k odstranéni krve a zeslabeni bunécnych spoju v diisledku chelatace vapniku. Z hadicek
jsme promytim destilovanou vodou odstranili roztok A. Nasledovala druha perfuze jater
roztokem Bk (s kolagenasou a vapnikem) pii teplot¢ 37 °C po dobu 3-8 min

s recirkulaci.

Jatra jsme poté dali do sklenéné misky chlazené ledem a pfidali roztok By
(s vapnikem a albuminem, bez kolagenasy). Po rozruSeni jaternich obali je mozné

do roztoku By vytfepat uvolnéné hepatocyty. Suspenzi hepatocytti jsme prefiltrovali
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ptfes nylonové sitko a stocili v centrifuze (4 °C; 40 x g; 5 min). Poté jsme odstranili
supernatant, peletu proplachli chlazenym roztokem C a suspenzi znovu stocili

(4 °C; 40 x g; 5 min). Tento krok se opakuje dvakrat.

Po druhé centrifugaci jsme bunécnou peletu resuspendovali v kultivaénim médiu
(ISOM nebo Williams E) v laminarnim boxu. Suspenzi jsme nalili do sterilnich kyvet
aznovu stoCili v centrifuze (4 °C; 40 x g; 5 min). Poté jsme supernatant odstranili
v lamindrnim boxu, peletu resuspendovali v kultivaénim médiu a suspenzi jsme pielili

do kadinky, kdy objem suspenze by mé¢l byt 50 nebo 100 ml.

Do mikrozkumavky jsme jako vzorek odebrali 30 ul suspenze hepatocyti
a pridali trypanovou modif v poméru 1:1. Pocitanim v Biirkerové komiirce je urcena
koncentrace a viabilita hepatocytii. Buitky bez modrého zbarveni jsou brany jako Zivé,
modré a deformované jsou pocitiny jako mrtvé. K vypoctu koncentrace bunék

v 1 ml slouZi vzorec:
c=x/3*2*10%
¢ — pocet bunék v 1 ml
x/3 — primérny pocet bunck napocitanych v 1 velkém ctverci komurky
2 — fedéni bun¢k

10* - pfepocet mnoZstvi na 1 ml

4.2.1.3 Priprava a prdce se sféroidy

100 pl suspenze hepatocytl o koncentraci 15 000 bun¢k/ml v suplementovaném
médiu Williams E s 10 % fetdlniho hovéziho séra (FBS) jsme nasadili do jamky
96-jamkové ULA desticky s kulatym dnem (sloZzeni média je uvedeno v tab. 3).
Po nasazeni jsme desticky centrifugovali (100 x g; 2 min). Béhem 4 dni doSlo
k agregaci bun€k a vzniku sféroidii. Od 4. nebo 5. dne bylo kazdych 48—72 h odsato
50 % média a nahrazeno novym médiem Williams E bez FBS. Médium odsaté béhem
kultivace bylo zamrazeno. Pomoci déale popsané metody dot blot byla ve vzorcich média

sledovana produkce albuminu.
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Tabulka 3 Slozeni média pro sféroidy

Williams E médium 500 ml
Penicilin/Streptomycin 100 U/ml / 100 pg/ml
L-glutamin 2 mM

Insulin 10 pg/ml

Transferin 5,5 pg/ml

Selenicitan sodny 6,7 ng/ml
Dexametason 100 nM

FBS 10 %

Pripravené sféroidy byly inkubovany v kultivatnim médiu s/bez lipogennich
substratii (napf. smés mastnych kyselin, amiodaron, fruktéza). Po ukonceni inkubace
jsme sféroidy bud’ odsali, vlozili do Trizolu a poté vnich stanovili expresi
messengerové RNA (mRNA) vybranych biotransformacénich enzymi nebo jsme u nich

stanovili viabilitu pomoci méteni hladiny ATP.

4.2.2 Stanoveni viability sféroidii pomoci méreni hladiny ATP

Stanoveni hladiny ATP ve sféroidech bylo provedeno pomoci kitu CellTiter-Glo
(Promega). Principem stanoveni je, Ze luciferasa katalyzuje v pfitomnosti ATP a kysliku
preménu luciferinu na oxyluciferin a tento proces je doprovazen emisi svétla (obr. 17).
Zdrojem ATP jsou zivé buiky, takZze vznikajici luminiscence je pifimo imeérna poctu

zivych bunék.

bufika

HO > p cooH luciferasa
\C'j H j/ - +0, —  » svétlo

N 5 Mgh'
Luciferin

Obrazek 17 Princip  stanoveni viability sféroidi pomoci ATP ( upraveno z
(Itatani & Olsen, 2019).
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Do dvou 96-jamkovych ULA desticek se sféroidy jsme do kazdého sloupecku

pridali lipogenni substraty dle tab. 4 a inkubovali jsme je po dobu 7 a 14 dnti pfi teploté

37 °C v atmosféte s obsahem 5 % CO,. Médium s lipogennimi substraty jsme ménili

kazdy druhy den tak, ze jsme vzdy odsali polovinu objemu média a nahradili ho novym

médiem. Po ukonceni inkubace jsme ULA desticky se sféroidy vyjmuli z inkubétoru

a poté, co dosdhli pokojové teploty, jsme do kazdé jamky ptidali 100 pul 3D cinidla

CellTiter-Glo na 100 ul média. Nasledn¢ jsme desticky vlozili do termostatu a nechali

je pii teploté 25°C trepat po dobu 5 min, dalSich 25 min jsme desticky inkubovali

pii teploté 25°C bez tfepani. Nasledn¢ jsme zméfili luminiscenci pomoci pfistroje Tecan

Infinite M200.

Tabulka 4 Obsah jednotlivych desti¢ek

1. desticka sloZeni 2. desticka slozeni
kontrola médium kontrola médium
Mastné kyseliny Kyselina O.leJ ova 2(.)0 , médium + insulin
uM, kyselina palmitova | kontrola + INS
(MK) 1,72 nM
100 uM
+ citra . .
MK + citrat MK + citrat 150 uM AMI Amiodaron 10 pM
(CIT)
MK + CIT + MK +citrat 150 uM + |0 S Amiodaron 10 uM
fruktoza (FRU) fruktéza 5 mM + insulin 1,72 nM
MK + citrat 150 uM + MK + fruktoza 5
MK +CIT+FRU | fktoza 5 mM + MK +FRU +INS | mM + insulin 1,72
+ Glycl
glycerol 1 mM nM
o Kyselina olejova
MK +CIT + FRU | MK *citrat 150 pM =+ 200 uM, kyselina
frukt6za 5 mM + MK + INS .
+ Glyc2 Iveerol 2 mM palmitova 100 uM
gly + insulin 1,72 nM
MK + FRU + MK + fruktéza 5 mM + MK + fruktoza 5
+
Glycl glycerol 1 mM MK+ FRU mM
MK + FRU + MK + fruktoza 5 mM + Kyselina olejova
Glyc2 glycerol 1 mM MK 200 M, kyselina
palmitova 100 uM
Amiodaron Amiodaron 10 uM
(AMI)
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4.2.3 Stanoveni proteinové exprese metodou dot blot

4.2.3.1 Detekce proteinii

Z4sobni roztoky:

o (0,1 M TRIS pufr, pH 8,0 — 12,11 g TRISu jsme rozpustili v 800 ml redestilované
vody. Upravili jsme pH na 8,0 pomoci 4 M HCl a doplnili roztok

do 1 000 ml redestilovanou vodou.

e TBST (,Tris buffered saline with Tween) — 8,77 g NaCl jsme rozpustili
v 300 ml redestilované vody. Pfidali jsme 0,5 ml Tweenu 20 a 100 ml

0,1 M TRIS pufru o pH 8 a vSe jsme doplnili v odmérné barnice do 1 000 ml.
o 5% roztok mléka v TBST — 2,5 g suSeného mléka jsme rozpustili v 50 ml TBST.

e Primdrni protilatka — zasobni protilatku jsme natfedili roztokem TBST

s 1% hovézim sérovym albuminem (BSA).
protilatka proti albuminu — krali¢i, zfedéni 1:2000 (Abcam, ab207327)

o Sekundarni protilatka — zasobni protilatku jsme natedili roztokem TBST

s 1% BSA (popt. mlékem).

hovézi protilatka proti kralicimu IgG konjugovand s kienovou peroxidasou —

ziedéni 1:10 000 (Santa Cruz Biotechnology, sc-2370)

Na zastfizenou nitrocelulosovou membranu jsme nanesli ve formé kapek
2 pl vzorkli média. Poté jsme membranu pinzetou pienesli do plastové krabicky
s vickem a 3x oplachli redestilovanou vodou. Na membranu jsme nalili pfiblizné
25 ml roztoku 5% mléka v TBST a krabicku jsme umistili na kyvacku. Po 2 hodinach
jsme mléko slili, membranu oplachli redestilovanou vodou a nechali ptes noc inkubovat

s primarni latkou.

Druhy den jsme primarni latku slili a membranu oplachli roztokem TBST
(4 x 15 min). Poté jsme inkubovali membranu se sekundarni protildtkou s navdzanou
kfenovou peroxidasou po dobu 1 h a po ni jsme membranu opé¢t oplachli roztokem

TBST (4 x 15 min).
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V dalsim kroku jsme z krabicky wvylili roztok TBST a na povrch membrany
napipetovali chemiluminiscencni substrat pro kienovou peroxidasu. Jako substrat jsme
pouzili detek¢ni ¢inidlo od firmy Amersham (ECL Prime Western Blotting detection
reagent), ktery obsahuje roztok luminolu a roztok peroxidu. Na membranu jsme pouzili
600 pl luminolu a 600 pl peroxidu. Membranu se substratem jsme inkubovali po dobu
5 minut ve tmé a poté jsme provedli chemiluminiscen¢ni detekci pfistrojem Uvitec

Alliance.

4.2.4 Stanoveni exprese mRNA

4.2.4.1 Izolace RNA TRIzolem

Jedna se o proces, ktery se provadi v boxu urceném pro praci s ribonukleovou
kyselinou (RNA). Do mikrozkumavek se sféroidy v Trizolu jsme ptidali 100 pl
chloroformu. Zkumavky jsme protiepali v ruce po dobu cca 15 s, nechali je stat 2-3
minuty pii pokojové teploté¢ a nasledné¢ jsme je centrifugovali (4 °C; 12 000x g;
15 min). Diky centrifugaci doslo k odd€leni vodné a organické faze. Horni vodna faze

obsahovala RNA, zatimco mezifaze a spodni faze obsahovala proteiny a DNA.

Horni fazi jsme opatrné odpipetovali do novych mikrozkumavek a piidali
250 pl isopropanolu. Mikrozkumavky jsme nechali stdit po dobu 10 min a opét je
zcentrifugovali (4 °C; 12000 x g; 10 min). Nésledn€ jsme odstranili supernatant,
k pelet¢ RNA jsme piidali 1 ml 75 % ethanolu, zamichali a znovu zcentrifugovali
(4°C; 7500x g; 5Smin). Po odstranéni supernatantu jsme peletu nechali usuSit na
vzduchu apoté ji dle velikosti pelety rozpustili ve 20-100 ul vody oSetiené

diethylpyrokarbonatem (DEPC).

4.2.4.2 Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Po izolaci RNA nasledovalo zmétfeni koncentrace a cistoty RNA na pfistroji
NanoDrop. Jedna se o spektrofotometr, ktery umoziuje rychlou kvantifikaci/kvalifikaci
vzorkit DNA (deoxyribonukleové kyselina), RNA a proteini v malych objemech vzorki

(1-2 pl) (Garcia-Alegria et al., 2020).

Nejdiive jsme nastavili slepy vzorek (blank), kdy jsme na spodni kovovy hrot
pristroje nanesli 2 ul vody. Po otfeni jsme na hrot nanaseli 2 pl vzorkd a méfili jsme

jejich absorbance.
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Dulezitymi udaji k vyhodnoceni cCistoty vzorkit DNA/RNA jsou kontaminace
proteiny a kontaminace fenolem. O kontaminaci proteiny informuje pomér absorbanci
A260/280, ktery by mél byt vétsi nez 1,8. Naopak o kontaminaci fenolem informuje
pomér absorbanci A260/230. Ten by se m¢l blizit k hodnot¢ 2.

4.2.4.3 Ofetieni vzorkit DNAsou

Principem této metody je odstranéni piipadné kontaminace vzorkli genomovou

DNA.
Zasobni roztoky:

e 0,5M EDTA s pH 8,0: 18,61 g ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA)
jsme smichali s cca 80 ml redestilované vody oSetfené DEPC. Postupné
jsme ptidali NaOH, dokud pH nedosahlo hodnoty 8,0. Po rozpusténi EDTA

jsme roztok doplnili vodou do 100ml.

o 0,IM EDTA spH §,0: Zasobni roztok 0,5M EDTA jsme zfedili

redestilovanou vodou v poméru 1:4.

Do mikrozkumavek jsme napipetovali 17 pl vzorku a 3 pl ziedéné DNAsy, ktera
byla nafedéna pufrem (DNAse buffer) v poméru 1:2. Smé&si jsme promichali na vortexu,
stocili a nechali inkubovat vtermomixeru Eppendorf pii 37°C po dobu
25 min (s tfepanim 500 rpm). Poté jsme mikrozkumavek ptidali 1 ul 0,1 M EDTA
aznovu je inkubovali pfi 75 °C po dobu 10 min, kdy dojde k inaktivaci DNAsy.
Nakonec jsme ke vzorklim pfidali DEPC vodu, jejiz potfebny objem jsme vypocitali
podle koncentrace RNA zjisténé v pfedchozim kroku, aby vysledny objem smési byl
50 pl. Takto oSetfenda RNA o koncentraci 0,05 pg/ul je pfipravena na reverzni

transkripci. Vzorky jsou uchovany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

4.2.4.4 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, kdy dochazi k pfepisu RNA na jednofetézcovou
komplementarni DNA (cDNA) za pouziti enzymu reverzni transkriptasy (RT). Reverzni

transkriptasa je RNA-dependentni DNA-polymerasa.

Nejdiive jsme do mikrozkumavek napipetovali smés 1 pul ndhodnych hexamera

a5 ul RNA vzorka. Pfipravili jsme dvé paralelni sady vzorkd — jedna s reverzni
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transkriptasou a druhd bez reverzni transkriptasy jako kontrola. Takto pfipravené smeési
jsme sklepli, zamichali na vortexu a stoCili ve stolni centrifuze. Poté jsme
mikrozkumavky vlozili do PCR cykléru, kde se zahtivali na 65 °C po dobu 5 min.

Nasledn¢ jsme vzorky dali do mraziciho stojanku a opét stocili.

K ochlazenym vzorkiim jsme napipetovali 14 pul mastermixu. Mastermixy jsme

pfipravili podle nasledujici tabulky (mnoZzstvi se nasobi poctem vzorkl +2).

Tabulka 5 SloZeni mastermixti na jeden vzorek

s RT bez RT
reakéni pufr 5x 4 ul 4 ul
DTT 2 ul 2 ul
dNTPs 2 ul 2 ul
RT 0,5 ul -

H>O 5,5 ul 6 ul

Smés jsme dikladné promichali a znovu vlozili do PCR cykléru, kdy podle
pfednastaveného protokolu dochazelo ke zméndm teplot: 50 min pii 42 °C, kdy dochazi
k syntéze cDNA, poté se vzorky inkubuji po dobu 5 min pii 80 °C, kdy dochazi
k denaturaci reverzni transkriptasy. Po reakci jsme ke vzorkim pfidali

80 ul redestilované vody a ulozili je do mrazéku na -20 °C.

4.2.4.5 Real-time PCR (qPCR, kvantitativni PCR v redlném case)

Tato metoda je zaloZena na polymerasové fetézové reakci (PCR). U klasické PCR
dochazi k detekci amplifikovaného produktu elektroforeticky az po ukonceni reakce.
Zatimco u real-time PCR je mozné méfit zmozeny produkt v pribéhu reakce, tzn.
v realném cCase (real time). K detekci produktl se vyuzivaji fluorescencni molekuly,
které odpovidaji mnozstvi amplifikované DNA v kazdém cyklu. Mohou to byt barviva
vazajici se na DNA (naptf. SYBR Green I) nebo sekvenéné specifické primery ¢i sondy
(napt. Molecular Beacon, TagMan) (Dudova & Héjek, 2008). Intenzita fluorescence je

pfimo imérna koncentraci produktu pfitomného v reakéni smeési.

Grafickym zaznamem je zobrazeni fluorescencniho signdlu v zavislosti na poctu
cykl, tzv. amplifikaéni kiivka (obr. 17). Zpocatku je detekovan pouze maly
fluorescencni signal (baseline). V exponencidlni fazi dochéazi k exponencidlnimu ristu

mnozstvi amplikond a tim 1 fluorescence. Nasledn¢ v platd fazi se jiz mnozstvi
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amplikonll neméni a intenzita fluorescence je konstantni, jelikoz systém je jiz nasycen.
Dulezitym bodem ktivky je C; hodnota (threshold cycle). Hodnota udava cislo cyklu,
ve kterém intenzita fluorescence piekroc¢i prahovou hodnotu detekce. Plati, ze ¢im vyssi
je pocatecni koncentrace templatu v reak¢ni smési, tim diive je detekovana zvysSujici se
fluorescence produktu a tim niz§i je hodnota C; (Dudovd & Hajek, 2008;

Tomanova, 2015).

1_" platd faze
3
=
& 0.75—
i ] linedmi faze
S J
2 J
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= |
& i
E -

0.25—_ C.
1 Baseline \ exponencialni faze
'D 1T T7 | 1T TT '| T T 1 I T 1T 1 |' T 1
10 20 30 40

pocet cykid

Obrazek 18 Standardni amplifikaéni kiivka (pfevzato z (Tomanova, 2015))

V ramci této diplomové prace jsme stanovovali expresi tfi vybranych gend, které
koduji enzymy P450 1A1/2 (CYP1A1/2),
cytochrom P450 3A (CYP3A) a NAD(P)H:chinonoxidoreductasu 1 (NQO1). Jako

biotransformacni cytochrom

referencni gen byla pouzita glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH). Sekvence

pouzitych primert jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 PouZité primery

Gen Forward primer Reverse primer

CYP1A1/2 | GAGTCAGCAGTATGGGGACG | GCCTGCTTGATGGTGTTCAG
CYP3A GCCCTTTGGAAATGGACCCA | TGCAGAACTTTAGTGAGAGCGA
GAPDH II | GCAACTCCCATTCTTCCACC | CCACCACCCTGTTGCTGTAG
NQO1 TTCCAGCCGACAACCAGATC | AGCCTCCTCCTTTTCCTATCCT
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Nejdiive jsme pfipravili do 0,5 ml mikrozkumavek mastermixy pro jednotlivé geny

(tab. 7).

Tabulka 7 Reakéni smés pro PCR

Slozeni na 1 jamku
redestilovana voda 4,2 ul

2x SG Mix* 10,0 ul
Forward + Reverse primer (5uM) | 0,8 ul

*2x SG Mix = obsahuje SYBR Green I, DNA polymerasu, dinukleotidtrifosfaty, pufr

Me¢teni kazdého vzorku jsme provadéli v duplikitech. Ke kazdému vzorku i

k negativni kontrole (bez templatové cDNA) jsme ptidali 15 pl mastermixu.

Do jednotlivych jamek 96-jamkové PCR  desticky jsme pipetovali
15 pl mastermixu. Do jamky negativni kontroly jsme misto vzorku napipetovali
5 ul vody. Desticku jsme poté zalepili specialni folii, promichali na vortexu, stocili
v centrifuze, vlozili do PCR cykléru Quant Studio 6 a spustili program. Ziskana data
jsou pak exportovdna jako tabulka do programu MS Excel. Ke kvantitativnimu

hodnoceni jsme pouZili nasledujici vzorec:

,comparative Ct“: 2A(-ACq)  (ACq= Cq(TG)-Cq(RG)), kde TG predstavuje

cilovy gen a RG referencni gen.

4.2.5 Statistické hodnoceni dat

Viabilita sféroidi byla méfena v tetraplikatech, stanoveni exprese mRNA
v biologickych duplikatech. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér + SD. Statistické
hodnoceni rozdilti ve viabilit¢ sféroidii bylo provedeno pomoci nepéarového t-testu
s Welchovou korekci, zatimco porovnani exprese mRNA v ¢ase bylo provedeno pomoci
one-way ANOVA s Dunnettovym post-hoc testem za pouziti GraphPad Prism 9.4
(GraphPad Software). Rozdily byly povazovany za vyznamné, kdyz p <0,05 a jsou

v grafu oznaceny "*".
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5. VYSLEDKY

5.1 Izolace hepatocytit

Kli¢ovym krokem v ptipravé sféroidl je ziskani suspenze izolovanych hepatocyti

s dostate¢nou viabilitou. Od zacatku experimentalni prace jsme se potykali s potizemi

pii izolaci hepatocytl, proto jsme se snazili tuto metodu optimalizovat. V tab. 8

muzeme vidét shrnuti izolace hepatocytii. Ve vétSin€ piipada byla viabilita hepatocytii

prilis nizka, a tak se ani nenasazovaly do ULA desticek. K tvorbé sféroidii se

ptistupovalo, pokud byla viabilita hepatocytli po izolaci alespont 60% (v ptipadé vice

jaternich laloktl, jsme nasazovali do desti¢ek hepatocyty s nejvyssi viabilitou).

Tabulka 8 Vysledky izolace hepatocyti

Izolace | Pohlavi | Lalok | Kolagenasa Promyvani | Inhibitor | Viabilita | Sféroidy
¢. ¢. (mnoZzstvi) (min) (mnozZstvi) | (%)
1 Q 1 Gibco 3 - 20 ne
(30 mg)
2 Gibco 4,5 -—- nizka ne
(26,5 mg)
2 3 1 Gibco 4,5 — 60 ano
(30,5 mg)
2 Gibco 3,75 - nizka ne
(30,4 mg)
3 Gibco 4,25 - nizka ne
(31,2 mg)
3 3 1 Gibco 5,75 - 63 ne
(30,05 mg)
2 Gibco 5 --- 67 ano
(35,01 mg)
3 Gibco 5 - 55 ne
(28,0 mg)
4 3 1 Kolagenasa Il | 4 6,73 mg 60 ano

(27,52 mg)
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2 Kolagenasa I | 3,75 7,1 mg 50 ne
(26,8 mg)
5 3 1 Kolagenasa IV | 3,75 7,41 mg 50 ne
(27,34 mg)
2 Kolagenasa 3,75 6 mg 52 ne
(26,2 mg)
6 3 1 Kolagenasa I | 3,25 5,97 mg 57 ne
(25,02 mg)
2 Kolagenasa IV | 4,25 6,8 mg 43 ne
(26,31 mg)
7 3 1 Kolagenasa Il | 6,25 1,8 mg <50 ne
(16,95 mg)
2 Kolagenasa I | 7,45 - <40 ne
(20,35 mg)
8 3 1 Kolagenasa Il |3 80 ul 50 ne
(28,2 mg)
2 Kolagenasa Il |3 80 pl nizka ne
(28,4 mg)

5.2 Urceni viability sféroidit pomoci méieni ATP

Vytvorené sféroidy byly ovlivnény riiznymi lipogennimi substraty (napf. smes
mastnych kyselin, fruktéza, glycerol, amiodaron) a jejich kombinacemi s cilem
indukovat v nich metabolické zmény podobné nealkoholové tukové chorobé jater.
K nékterym sféroidiim byl pfidén insulin k podpotfeni anabolickych reakei. Sféroidy
byly inkubovany po dobu 7 a 14 dni pti 37 °C, pficemZ vyména média probihala kazdy
druhy den. Viabilita sféroidii byla hodnocena pomoci hladin ATP, které je nezbytné
pro zivot kazdé buriky i celého organismu a jeho koncentrace klesa po smrti organismu.
Absolutni hodnoty luminiscence, kterd odpovida hladiné ATP jsou prezentovany
vtabulce 9 a 10. Z obr.19 je patrné, Ze po 7 dnech inkubace nedoSlo vlivem
lipogennich substrati k zdsadnim zménam v hladindch ATP, zatimco pifi inkubaci
sféroidli po dobu 14 dnti doslo vlivem amiodaronu samotného a kombinace lipogennich

substrat s insulinem  k signifikantnimu poklesu jejich viability (obr. 20).
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Mezi kontrolou inkubovanou v pfitomnosti a nepfitomnosti insulinu neni vyznamny

rozdil ve viabilité.

Tabulka 9 Vliv lipogennich substrati na viabilitu sféroidi (7 dni). Sféroidy byly
s lipogennimi substraty inkubovany po dobu 7 dni pii 37°C. Viabilita sféroida
byla stanovena pomoci luminiscen¢niho stanoveni hladiny ATP. Data jsou
prezentovana jako primeér luminiscenci = SD (n=4).

Lipogenni substrat Relativni | Smérodatna | p-hodnota
luminiscence | odchylka

Kontrola 106.591,5 53.648,2 -—-
Mastné kyseliny 300 uM 65.923,3 14.255,8 0,2282
Mastné kyseliny 300 uM + citrat 150 uM 98.320,5 27.284,6 0,7957
Mastné kyseliny 300 uM + citrat 150 uM

75.666,3 28.015,1 0,3583
+ fruktéza S mM
Mastné kyseliny 300 uM + fruktéza 5 mM

138.758,5 37.284,0 0,4743
+ glycerol 1 mM
Mastné kyseliny 300 uM + fruktéza 5 mM

103.129,8 47.428,6 0,1405
+ glycerol 2 mM
Mastné kyseliny 300 uM + citrat 150 pM

80.923,0 39.995,2 0,3672
+ fruktéza 5 mM + glycerol 1 mM
Mastné kyseliny 300 uM + citrat 150 uM

162.594,5 35.866,5 0,9262
+ fruktéza 5 mM + glycerol 2 mM
Amiodaron 10 pM 82.579,5 23.239,9 0,4566
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Relativni luminiscence (% kontroly)

Obrazek 19 Vliv lipogennich substrati na viabilitu sféroidd (7 dni). Sféroidy byly
inkubovany se smési mastnych kyselin (300 uM), citratu (150 uM), fruktozy (5
mM), glycerolu (1 a 2 mM) nebo amiodaronu (10 uM) po dobu 7 dni pfi teplote
37°C. Viabilita sféroidi byla stanovena pomoci luminiscenéniho stanoveni
hladiny ATP. Data jsou prezentovana jako prumér = SD (n=4). Skupiny oznacené
* se signifikantné li§i od kontroly (p <0,05, neparovy t-test s Welchovou korekci).
MK, mastné kyseliny; CIT, citrat; FRU, fruktoza; glyc, glycerol; AMI,
amiodaron.
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Tabulka 10 Vliv lipogennich substrati na viabilitu sféroidt (14 dni). Sféroidy byly
s lipogennimi substraty inkubovany po dobu 14 dni pti 37°C. Viabilita sféroida
byla stanovena pomoci luminiscen¢niho stanoveni hladiny ATP. Data jsou
prezentovana jako primeér luminiscenci = SD (n=4).

Lipogenni substrat Relativni Smérodatna | p-hodnota
luminiscence | odchylka

Kontrola 175.830.,8 19.475,8 -—

Mastné kyseliny 300 uM 152.463,0 28.070,3 0,2260

Mastné kyseliny 300 uM + fruktéza 5 mM 170.532,8 9.317,5 0,6476

Amiodaron 10 uM 63.920,7 18.805,8 0,0002

Kontrola + insulin 1,72 nM 127.371.,8 46.530,6 0,1267

Mastné kyseliny 300 uM + insulin 118.077,3 11.008,1 0,0042

1,72 nM

Mastné kyseliny 300 uM + fruktéza 5 mM 117.309,3 14.600,4 0,0037

+ insulin 1,72 nM

Amiodaron 10 uM + insulin 1,72 nM 55.169,0 6.872,4 0,0004
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Obrazek 20 Vliv lipogennich substratli na viabilitu sféroidi (14 dni). Sféroidy byly
inkubovany se smési mastnych kyselin (300 uM), fruktézy (5 mM) a amiodaronu
(10 uM) v ptitomnosti/neptitomnosti insulinu (100 pM) po dobu 14 dni pfi teploté
37°C. Viabilita sféroidi byla stanovena pomoci luminiscenéniho stanoveni
hladiny ATP. Data jsou prezentovana jako prumér = SD (n=4). Skupiny oznacené
* se signifikantné 1i$i od kontroly (**p <0,01, ***p <0,001, neparovy t-test
s Welchovou korekci).
MK, mastné kyseliny; FRU, fruktéza; AMI, amiodaron; INS, insulin 1,72 nM

5.3 Ovéieni syntetické funkce jaternich sféroidit

Pomoci metody dot blot jsme zjisSt'ovali, zda ndmi vytvofené jaterni sféroidy maji
syntetickou aktivitu. Zjistili jsme, Ze sféroidy jsou schopny vytvéret albumin (obr. 21),
ktery byl pomoci metody dob blot stanoven v kultivaénim mediu, a model je tedy
funkéni. Na obr. 21 mizeme vidét, Ze v pfitomnosti mastnych kyselin vznikaly svétlejsi
(mén¢ syté) a vétsi skvrny, nez v pfitomnosti amiodaronu ¢i v kontrolnich sféroidech.

Schéma nanaseni na membranu je uvedeno v tabulce 11.
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Tabulka 11 Schéma pipetovani dot blotu. Vzorky 1-10 byly inkubovany 7 dni a vzorky

11-18 po dobu 14 dni.

7. MK + FRU + I mM

1.kontrola 13. AMI
glycerol
2.MK 8. MK + FRU +2 mM 14. AMI + INS
glycerol
3.MK + CIT 9. AMI (10 mM) 15. MK + FRU + INS
4.MK + CIT + FRU 10. kontrola + homogenat ze | 1. MK + INS
sféroidu
5MK+CIT+FRU+1mM |11, kontrola 17. MK + FRU
glycerol
6.MK + CIT + FRU +2 mM | 12. kontrola + insulin (INS) 18. MK
glycerol (1,72 mM)

7. 13. ™
8. 14. *
9. * 15.
10. * 16.
1. * 17
12. * 18.

Obrazek 21 Dot blot analyza albuminu v kultivaénim médiu odebraném od jaternich
sféroidti inkubovanych po dobu 7 ¢i 14 dnil v pfitomnosti lipogennich substrati.

5.4 Exprese mRNA v jaternich sféroidech

V prvnim kroku jsme urcovali pocet sféroidii, ktery je nezbytny pro ziskani

dostatecného mnozstvi RNA pro dalSi experimenty. Nejprve jsme pouzili 1 ¢i 2

sféroidy, ale z nich se nam nepodafilo vyizolovat dostate¢né mnozstvi RNA.
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Poté jsme izolovali RNA ze 6 sféroidli a zde uz bylo ziskano dostate¢né mnozstvi
RNA, a proto jsme mohli stanovit expresi mRNA nami vybranych gend kdédujicich
biotransformaéni enzymy. Stanovovali jsme expresi mRNA geni CYP1A1/2, CYP3A a
NQOI1 a jako referencni gen jsme pouzili GAPDH. Vysledky jsou shrnuty
v obr. 22-24. Z nich je patrné, ze exprese sledovanych gent neni stald, v prib&hu
inkubace kolisa, pfesto nebyla pomoci zvolené statistické metody nalezena Zzadna

signifikantni zména v expresi mRNA, jak bychom si piali a jak méli v literatute.

CYP1A1/2
1.75

1.50 -

-

[

(2]
1

Relativni exprese mRNA

5 9 12 16 23
Delka inkubace (den)

Obrazek 22 Exprese genu CYP1A1/2 v jaternich sféroidech v pribéhu dlouhodobé
inkubace. Sféroidy byly inkubovany po dobu 23 dni pfi teploté¢ 37°C. Data jsou
prezentovana jako pramér = SD (n=2). Skupiny oznacené * se signifikantné 1isi
od kontroly (p <0,05, jednocestnd ANOVA).
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CYP3A
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Relativni exprese mRNA
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0.25+

0.00

1 1 1
5 9 12 16 23

Delka inkubace (den)

Obrazek 23 Exprese genu CYP3A vjaternich sféroidech v pribéhu dlouhodobé
inkubace. Sféroidy byly inkubovany po dobu 23 dni pfi teploté 37°C. Data jsou
prezentovana jako prumér £ SD (n=2). Skupiny oznacené * se signifikantné lisi
od kontroly (p <0,05, jednocestnda ANOVA).

NQO1
1.75

1.50+

=

r

[
1

Relativni exprese mRNA

5 9 12 16 23
Délka inkubace (den)

Obrazek 24 Exprese genu NQOI1 v jaternich sféroidech v pribéhu dlouhodobé
inkubace. Sféroidy byly inkubovéany po dobu 23 dni pfi teplot¢ 37°C. Data jsou
prezentovana jako prumér = SD (n=2). Skupiny oznacené * se signifikantné lisi
od kontroly (p <0,05, jednocestnd ANOVA).

57



6. DISKUSE

Jatra jsou zivotn¢ dilezitym organem, ktery zajistuje syntézu, metabolismus a
detoxikaci, ale jaterni onemocnéni a poSkozeni jater vyvolana 1éky mohou vazné narusit
jejich funkce. V ramci preklinického a klinického hodnoceni 1é¢iv maji v soucasnosti
nezastupitelnou roli rizné jaterni in vitro modely. Za zlaty standard mezi jaternimi in
vitro systémy vyuzivanymi pfi studiu biologie a funkce jater, hepatotoxicity vyvolané
1éky a onemocnéni jater jsou v soucasnosti povazovany primarni lidské hepatocyty. Pii
kultivaci primarnich hepatocytii v konvenc¢nich 2D jednovrstvych kulturach vsak
dochazi k jejich dediferenciaci a rychlé ztrat¢ funkci specifickych pro hepatocyty. Pro
dlouhodobé studie a testy, které vyzaduji zachované specifické jaterni funkce, jsou tyto
kultury obtizné vyuzitelné (Bell et al., 2016; Elaut et al., 2006; Kozyra et al., 2018;
Vorrink et al., 2017).

Pro udrzeni fyziologickych funkci hepatocytt jsou dulezité interakce bunika-buika
a bunka-ECM v mikroprostiedi tkdn¢. Ve snaze napodobit toto mikroprostfedi byly
zalozené na piitomnosti opérného systému ¢i bioreaktory. Mezi hlavni nevyhody téchto
systému patii potize s manipulaci, vazba 1é¢iv na molekuly opérného systému a rozdily
mezi Sarzemi substrati ECM, které ovliviuji reprodukovatelnost vysledkd. In vitro
systémem, ktery témto problémim piedchazi, jsou 3D kultury primarnich hepatocytt,
nazyvané jaterni sféroidy. Bylo prokdzano, Ze primarni hepatocyty kultivované ve
form¢ sféroidi si po delsi dobu udrzuji stabilni viabilitu a produkci esencialnich
molekul, jako jsou albumin a mocovina. Dale bylo popsano, Ze bunky jsou ve
sféroidech polarizované a tvoii funkéni ZluCovody (Godoy et al, 2013;

Ohkura et al., 2014).

Pouziti hepatocyti, které exprimuji funkce specifické pro jatra, je kliCové pro vyvoj
umélych jater. Ukazalo se, Ze zafizeni na podporu jater pfi jejich kritickém selhani, jako
jsou plazmaferéza nebo ultrafiltracni techniky, vyznamné nezlepSily jejich preZiti.
Ztrata specializovanych jaternich funkci (dediferenciace) je bohuzel stile velkym
problémem. Ke zlepSeni/udrZeni specifickych funkci hepatocyti v in vitro kulturach
byly pouzity rizné piistupy, jako jsou tvorba multiceluldrnich sféroidi nebo
ko-kultivace hepatocytii s ECM. Ambrosino et al. (2015) se zabyvali porovnanim dvou

riznych modela izolovanych hepatocytli v kultufe: izolovanymi hepatocyty a jaternimi
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sféroidy (60 % hepatocytli, 40 % neparenchymalnich bun¢k a extracelularni matrix).
Pro testovani funkéni aktivity hepatocyta testovali produkci albuminu a biotransformaci
diazepamu (katalyzovana zejména CYP3A4 a CYP2C19). Jaterni sféroidy vykazovaly
vysokou sekreci albuminu, zatimco u izolovanych hepatocytt byla jeho produkce nizsi
a v pribéhu inkubace (30 dni) postupné klesala. Zaroven byly ve sféroidech nalezeny
vy$$i hladiny metabolitli diazepaminu nez v izolovanych hepatocytech, a to v prubchu
celé inkubace (21 dna). Studie tedy ukdzala, ze izolované hepatocyty si udrzuji svou
funk¢ni aktivitu po dobu vyrazné kratsi ve srovnani s jaternimi sféroidy (Ambrosino et

al., 2005).

I kdyz existuje fada metod pro generovani 3D sféroidd, zda se, ze rizné bunécné
linie reaguji odlisn¢, i presto ze jsou kultivovany stejnou metodou. Naptiklad MCF7
buiiky tvoii tésné 3D sféroidy, za pouziti desticek potazenymi poly-HEMA, zatimco
SKBR3 builky tvoii pouze volné agregaty (Ivascu & Kubbies, 2006). Buesch et al.
(2019) porovnavali rizné¢ systémy pro kultivaci primarnich lidskych hepatocytl
(sendvicova kultura, sféroidy v destickéach pro sféroidy a v ULA desti¢kach s kulatym ¢i
konickym dnem, sféroidy vytvotrené metodou visici kapky) a sledovali jejich viabilitu a
metabolickou funkci po dobu 28 dni. Sféroidy kultivované v ULA desti¢kach s kulatym
dnem a pfipravené metodou visici kapky byly srovnatelné, vytvately Zlucové kanalky,
syntetizovaly albumin a zachovavaly si aktivitu biotransformac¢nich enzymul
(napt. CYP1A2, CAP2B6 a CYP3A4). Nicméné mezi sféroidy od riznych darci byly
pozorovany rozdily ve viabilité¢ 1 metabolickych funkcich béhem dlouhodobé inkubace

(Buesch et al., 2019).

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu piipravy jaternich
sféroidi. K témto uceliim byly pouzity hepatocyty izolované zjater samcli a samic
potkana kmene Wistar. Aby mohly bunky vytvaret agregaty v suspenzi, je potieba tyto
bunky kultivovat ve stavu, ktery neumoziiuje jejich pfilnuti k pevnému povrchu. V této
préci byla pro piipravu jaternich sféroidii pouzita metoda ,forced-floating* za pouZiti
kultivacnich desticek s velmi nizkou adhezivitou (ULA destic¢ky s kulatym dnem). Tato
metoda patii spolu s metodou visici kapky mezi dvé nejcastéji pouzivané metody pro
3D sféroidy. Porovnanim bunééného chovani v téchto dvou metodach se zabyvala
studie pod vedenim Amarala et al. (2017). Dle vysledka dosli k zdvéru, ze metoda
forced-floating* za pouziti ULA desticek je vhodnéjsi a jednoduss$i metoda pro

generovani sféroidii pro screening 1&Civ/ testovani cytotoxicity (Amaral et al., 2017).
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V soucasné dob¢ je celosvétoveé nejcastéjSim jaternim onemocnénim nealkoholova
tukova choroba jater (NAFLD). Jedna se o spektrum jaternich onemocnéni zacinajicich
od prosté steatdozy, pres steatohepatitidu (NASH), ktera mulze dale vést k fibroze,
cirhéze a hepatocelularnimu karcinomu. Moznosti 1€cby NAFLD jsou omezené, coz je
alespont ¢astecné zpusobeno nedostatkem spolehlivych lidskych in vitro modeli
onemocnéni (Ingelman-Sundberg & Lauschke, 2022). Kozyra et al. (2018) zavedli 3D
in vitro model NAFLD za pouziti sféroidi ptipravenych z lidskych primarnich
hepatocytt, ktery lze vyuzit k testovani novych 1éCiv. Jaterni steatéza byla indukovéna u
sféroidli, které byly ovlivnény volnymi mastnymi kyselinami, monosacharidy a
insulinem. Volné mastné kyseliny a také kombinace insulinu a monosacharidl
podporovaly hromadéni lipidii v hepatocytech a zvySenou expresi lipogennich genti
(napf. synthasy mastnych kyselin). Toto prostfedi také podpofilo rozvoj insulinové
rezistence, coZ se projevilo zvySenim markerti glukogenni a insulinové rezistence, které
jsou pozorovany u diabetes mellitus 2. typu a metabolického syndromu. Po vysazeni
lipogennich substrati a po 1é¢b¢ rliznymi antisteatotickymi slouceninami, jako je

metformin nebo olaparib, byla indukovana steat6za reverzibilni (Kozyra et al., 2018).

V této diplomové praci jsme sledovali vliv riznych lipogennich substrati (MK,
fruktoza, amiodaron') na viabilitu potkanich sféroidli. V nasem experimentu byla
viabilita sféroidii hodnocena pomoci hladin ATP. Z vysledki je patrné, ze po 7 dnech
inkubace nedoslo vlivem lipogennich substrati k zdsadnim zménadm v hladindch ATP,
zatimco pfi inkubaci sféroidi po dobu 14 dnl doslo vlivem amiodaronu samotného a
kombinace lipogennich substratll s insulinem k signifikantnimu poklesu jejich viability.
Podobnych vysledki dosahli Bell et al. (2016), kteti sledovali viabilitu sféroidt
z primarnich lidskych hepatocytli ovlivnénym amiodaronem a zjistili, ze pfi pouZiti
10 uM amiodaronu doslo k signifikantnimu sniZeni viability jiz po 7 dnech inkubace.
Lze tedy fict, ze 3D jaterni sféroidy mohou slouzit jako cenny, kompatibilni model pro

studium Iékového poSkozeni jater a jaterni steatozy in vitro (Bell et al., 2016).

Funkénim markerem hepatocyti 1 jaternich sféroidii je protein albumin, ktery
jaterni hepatocyty secernuji do plasmy. Ve studii Kozyra et al. (2018) si jaterni sféroidy
kultivované po dobu 14 dni za patologickych podminek (mastné kyseliny 320 uM a

! Amiodaron vyvolava v jaternich buiikdch mikrovesikularni steatozu a lze ho tedy vyuzit jako
modelovou latku k indukci NAFLD v in vitro modelech.

60



insulin) udrzely schopnost syntetizovat albumin a nebyl pozorovan signifikantni rozdil
mezi mnozstvim albuminu produkovaného kontrolnimi sféroidy (176 + 17 ng/ml) a
sféroidy kultivovanymi za patologickych podminek (220 + 38 ng/ml). V nami
piipravenych potkanich sféroidech, které byly inkubovany s lipogennimi substraty byla
rovnéz zachovana schopnost produkovat albumin po celou dobu inkubace (7 a 14 dni).
Jeho produkci jsme sledovali v kultivaénim médiu pomoci metody dot blot

(Kozyra et al., 2018).

Déle jsme také stanovovali expresi mRNA gentt CYP1A1/2, CYP3A a NQOI1 a
jako referen¢ni gen jsme pouzili GAPDH. Z naSich vysledkl je patrné, ze exprese
sledovanych genti nebyla stald, v prubéhu inkubace kolisala, pfesto nebyla pomoci
zvolené statistické metody nalezena zadnéd signifikantni zména v expresi mRNA.
Vorring et al. (2017) sledovali mRNA expresi hlavnich biotransformacnich enzymi
(péti  isoforem  CYP, dvou isoforem  UDP-glukuronosyltransferasy a
glutathion-S-transferasy P) ve 3D sféroidech z lidskych primérnich hepatocytti. Exprese
mRNA CYP2CS8, CYP2C9 a CYP2D6 ziistala po celou dobu inkubace stabilni, zatimco
exprese CYP1A2 a CYP3A4 byla po celou dobu inkubace upregulovana
(Vorrink et al., 2017).

Rychly nariist poctu studii naznacuje, Ze novym zlatym standardem mezi 3D
systémy in vitro kultivace jater by se mohly stat jaterni sféroidy. Potfebnd je vSak
standardizace protokolti a metod. 3D bunécné kultury jsou stale se vyvijejicim oborem,

ktery vyZaduje dalsi vyzkum pro jejich optimalizaci.
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7. ZAVER

Vysledky experimentalni ¢asti mohou byt shrnuty do nasledujicich boda:

Béhem experimentalni prace se nam podaiilo vyizolovat jen malé mnozstvi
hepatocytli s dostateCnou viabilitou k naslednému vytvoreni sféroidl, jelikoz
ve vétsing piipadii byla viabilita hepatocytti pfili§ nizkd (potfebnou viabilitu

jsme stanovili na alespon 60 %).

U nami vytvofenych sféroidii jsme ovétovali jejich viabilitu méfenim produkce
ATP. Sféroidy byly ovlivnény rGznymi lipogennimi substraty (napf. smés
mastnych kyselin, fruktdéza, amiodaron) a jejich kombinacemi, dale byla u
nékterych sféroidii zvySena koncentrace insulinu v kultivaénim médiu. Pfi
inkubaci sféroidti po dobu 7 dnli nedoslo k zasadnim zméndm v hladinach ATP,
zatimco pii inkubaci sféroidii po dobu 14 dn doSlo vlivem amiodaronu
samotného a kombinace lipogennich substrati s insulinem k signifikantnimu

poklesu jejich viability, a to az 0 68,6 %.

Pomoci metody dot blot jsme zjistili, Ze nadmi vytvofené sféroidy maji

syntetickou aktivitu a jsou schopny produkovat albumin do kultiva¢niho média.

Jako optimalni pocet sféroidd, ktery je dostateCny pro izolaci RNA, jsme urcili
Sest sféroidi. V piipadé 1-2 sféroidii nebylo vyizolovano dostate¢né mnoZzstvi

RNA.

Z vysledkii exprese mRNA geni CYP1A1/2, CYP3A a NQOI1 vyplyva, ze
piestoZe jejich exprese béhem inkubace nebyla stal, a kolisala, nebyla nalezena

zadna signifikantni zména v expresi mRNA.

62



8. POUZITE ZKRATKY

2D dvourozmérny

3D trojrozmérny

AMI amiodaron

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

Ca** vapenaté ionty

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CIT citrat

CYP cytochrom P450

DEPC diethylpyrokarbonat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonukleotidy

DTT dithiotreitol

ECM extracelularni matrix

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGTA ethylenglykol-bis(2-aminoethyl)-tetraoctova kyselina
FBS fetal bovine serum (fetalni hovézi sérum)
FRU fruktéza

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
Gly glycin

HPCs hepatic progenitor cells (jaterni progenitorové burky)
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INS insulin

MCS multicellular spheroid (multicelularni sféroid)
MK mastné kyseliny
mRNA messengerova RNA

NAFLD nealkoholova tukova choroba jater

NQOI NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1

PBS phophate buffered saline (fosfatem pufrovany solny roztok)
PCLS precision-cut liver slices (ultratenké jaterni fezy)

PCR polymerase chain reaction (polymerasova fetézova reakce)

poly-HEMA polyhydroxyethylmethakrylat

RNA ribonukleova kyselina

RT reverzni transkriptaza

TBST ,,Iris buffered saline with Tween*
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
ULA Hultra-low attachement™ desticky
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