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1. Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra biologickych a lékarskych véd

Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
Autor: Petra Pribanova

Vedouci bakaldrské prace: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Nazev prace: Morfologickd charakteristika rozvoje steatézy v preciznich jaternich

fezech a moznosti jejiho ovlivnéni

Uvod a cil prace: Nealkoholova jaterni steatéza je jednou z nejéastéjsich pFicin
chronického jaterniho onemocnéni. Je povazovdna za manifestaci metabolického
syndromu spojeného s obezitou, dyslipidémii a diabetem mellitem II. typu. Cilem
bakalarské prace bylo popsani anatomie a histologie jater a jaterni steatdzy, a dale
zhotoveni histologickych preparatd, jejich ndsledné obarveni za ucelem sledovani

vlivu vybranych latek na rozvoj steatdzy v jaterni tkani.

Metody: K pripravé preciznich ultratenkych jaternich fezd (PCLS) byla pouzita mysi
jatra. Vzniklé tezy byly poté inkubovany v rlznych médiich. Byly zhotoveny
parafinové fezy a pod mikroskopem byly pozorovany preparaty obarvené

hematoxylin-eozinem nebo olejovou Cerveni.

Vysledky a zavér: Pfi porovnani kontrolnich PCLS bez inkubace s fezy inkubovanymi
36 hodin v zakladnim Williamsové médiu jsme zjistili, Ze doslo k rozvoji nekrdzy
zejména v centru fezl, z toho divodu nebylo mozné spolehlivé hodnotit plsobeni
vybranych latek na rozvoj steatdzy. Nezaznamenali jsme rozdil mezi kontrolnimi
PCLS, které byly inkubovany v zdkladnim médiu, a PCLS, které byly inkubovany v
médiu pro indukci steatdzy, ani po pfidani potencialnich anti-steatotickych latek.
V dalsim priibéhu experimentu bude nutné zlepsit podminky inkubace PCLS, aby byla

zachovana zivotnost téchto rezQ.

Klicova slova: jatra, histologie, steatdza, ultratenké jaterni rezy (PCLS)



2. Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Department of Biological and Medical Sciences
Study program: Laboratory diagnostics in healthcare
Author: Petra Pribanova

Supervisor: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Title of the thesis: Morphological characteristics of steatosis development in

precision cut liver slices and the possibility of its modification

Background and the aim of the thesis: Non-alcoholic hepatic steatosis is one of the
most common causes of chronic liver disease. It is considered to be a manifestation
of a metabolic syndrome associated with obesity, dyslipidaemia and type Il diabetes
mellitus. The aim of the bachelor thesis was to describe the anatomy and histology
of the liver and hepatic steatosis, as well as to prepare histological slides, their
subsequent staining and observation of the influence of different substances on the

development of steatosis in liver tissue.

Methods: Mouse liver was used to prepare precision cut liver slices (PCLS). The slices
were then fixed and incubated in different media. Paraffine slides stained with

hematoxylin-eosin or oil red were observed under a microscope.

Results and conclusion: When comparing control PCLS without incubation with slices
incubated for 36 hours in basic Williams' medium, we found that necrosis developed
mainly in the center of the sections; therefore, it was not possible to reliably assess
the effect of selected substances on the development of steatosis. We did not
observe any difference between control PCLS that were incubated in basic medium
and PCLS that were incubated in steatotic medium, even after the addition of
potential anti-steatotic agents. In the future course of the experiment, it will be
necessary to improve the incubation conditions of the PCLS to maintain the viability

of these slices.

Keywords: liver, histology, steatosis, precision cut liver slices (PCLS)



3. Uvod

Jatra predstavuji nejvétsi Zlazu lidského téla nachazejici se v pravém hornim
kvadrantu bfiSni dutiny. Jsou vyznamnych centrem metabolismu proteint, cukrt i tuk(,
zasobarnou vitamind rozpustnych vtucich a vyznamnym detoxikacnim centrem
organismu. Dochazi zde také k tvorbé a exkreci Zluci a v prenatalnim obdobi jsou jatra

sidlem krvetvorby.

V dlsledku nadmérného pfijmu alkoholu, obezity, diabetu mellitu Il. typu nebo
jinych onemocnéni dochazi k rozvoji ztukovaténi jater nazvaného jako jaterni steatéza.
Projevem onemocnéni je kumulace lipidl v jaterni tkani a vytvareni tukovych vakuol
v hepatocytech. Steatdéza jater se mulzZe rozvinout v nealkoholickou steatohepatitidu

nebo jaterni cirhdzu, a tim dochazi k zavaznému poskozeni jater.

Patogeneze nealkoholového ztukovaténi jater (non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD) je velmi komplexni a zahrnuje rizné oblasti metabolismu. Ke studiu jsou Siroce
vyuzivany zviteci modely, v poslednich letech se pozornost obraci na ¢astéjsi vyuzivani
in vitro modell. Jednim ze slibnych modell jsou precizni ultratenké jaterni fezy
(precision cut liver slices, PCLS), které predstavuji zajimavou ex vivo alternativu, kdy
muUzZeme studovat vSechny buriky jaterni tkdané spolecné, tak jak jsou usporadany

Vv Zivém organismu.



4. Cil prace
Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace byl anatomicky a histologicky popis jater a

dale objasnéni pojmu steatdza jater, etiologie, diagnostika a |é¢ba tohoto onemocnéni.

Prakticka ¢ast byla zamérena na vytvoreni a obarveni ultratenkych jaternich fezl
barvivem hematoxylin-eozin a olejovou ¢erveni. Byl zkoumadn vliv riznych inkubacnich

médii na zménu stavby a struktury jaterni tkané.



5. Teoretickd ¢ast

5.1 Morfologie a histologie jater

Jatra predstavuji nejvétsi Zlazu lidského téla. S hmotnosti 1,5-1,8 kg u dospélého
muze a 1,2-1,5kg u dospélé Zeny, zaujimaji pFiblizné 3 % télesné hmotnosti. Jsou uloZzena
v pravém hornim kvadrantu bfisni dutiny, kde jsou chranéna Zebry. Horni ¢ast jater konci
v urovni prsnich bradavek. Vypliuji pravou brani¢ni klenbu, ¢aste¢né zasahuji do levé
brani¢ni klenby. Na misté jsou jatra drzena peritonealnimi vazy a nitrobfisSnim tlakem
vyvijenym napétim svall bfisni stény. Jatra jsou vyznamnym centrem metabolismu
proteinl, cukrd a tukd, detoxikacnim a imunitnim centrem a mistem tvorby a vyluovani
zluci. V prenatalnim vyvoji jsou také mistem krvetvorby. (HUlek & Urbanek, 2018) (Lukas
& 74k, 2007) (Abdel-Misih & Bloomston, 2010) (Sherlock & Dooley, 2004)

5.1.1 Zevni anatomie jater

,Tvarem lze jatra prirovnat k trojbokému jehlanu poloZenému na bok se zdkladnou
priloZenou k pravé brisni sténé a vrcholem smérujicim k levé brisni sténé.” (Hilek &
Urbdnek, 2018) Horni plocha jater se dotykd branice (facies diaphragmatica), spodni
plocha doléhd na orgdny bfisni dutiny (facies visceralis), tim na jatrech vznikaji otisky
prilehlych organt (impressiones). Cely povrch jater je pokryt peritoneem kromé mista
prfimého kontaktu s branici, a jamek pro Zluénik a dolni dutou Zilu. (Sherlock & Dooley,
2004) (Lukas & 74k, 2007)

Jatra jsou z anatomického hlediska tvorena dvéma hlavnimi laloky — vétSim pravym
(lobus dexter) a mensim levym (lobus sinister). Laloky jsou z predni branicni strany
oddéleny srpovitym vazem (ligamentum falciforme), ze strany zadni laloky oddéluje
Arantilv vaz (ligamentum venosum) a ze spodni strany obly vaz (ligamentum teres).
Pravy lalok je rozdélen na ocasaty lalok (lobus caudatus) na zadni strané jater a lalok
¢tyrhranny (lobus quadratus) na strané spodni (Obrazek 1). Z funkéniho hlediska mohou
byt jatra rozdélena do celkem 4 segmentl podle priibéhu cévniho zasobeni a odtoku
Zlu¢i. Prava c&ast jater se sklddd ze zadniho a predniho sektoru, leva ze sektoru
medialniho a laterdlniho. Tyto sektory se ddle rozdéluji a celkové Ize jatra rozdélit na 8
sektor(l. (Hlek & Urbéanek, 2018) (Luka$ & Zak, 2007) (Sherlock & Dooley, 2004)
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Obrazek 1 Anatomie jater. Prevzato z: (Brodanovd, 1993)

5.1.2 Cévni zasobeni jater

Jatra maji dvoji krevni zdsobovani — portalni Zilou (vena portae) a jaterni tepnou
(arteria hepatica propria). Obé tyto cévy prichazi do jater vligamentum
hepatoduodenale. Do jater vstupuji pres jaterni branu (porta hepatis) nachazejici se na
spodni strané pravého laloku. Portalni Zila privadi vendzni odkyslicenou krev z traviciho
traktu, Zluéniku, slinivky bFisni a sleziny. Tato krev, bohata na Ziviny, obsahuje latky
vstiebané v travici trubici, krevni barvivo z rozpadlych erytrocytd, toxiny, xenobiotika a
mikroby. Okysli¢enou krev privadi jaterni tepna. Obé cévy se v jatrech vétvi na arteria a
vena interlobulares vyskytujici se v portobilidarnim prostoru, ty se dale déli na arteria a
vena circumlobulares. V posledni fadé se z arteria, resp. vena circumlobularis dostava
krev do jaternich sinusoid, které se vlévaji do centralni Zily (vena centralis). Zde zacina

odtok krve z jater. Neokysli¢ena krev je z jater odvadéna jaterni Zilou (vena hepatica),

ktera usti do dolni duté Zily.
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Porta hepatis je také misto spojeni pravého a levého ZluCovodu, které vystupu;ji
z jater jako spolecny jaterni vyvod (ductus hepaticus communis). (Hllek & Urbdanek,
2018) (Lukas & Z&k, 2007) (Sherlock & Dooley, 2004) (Trefts a kol., 2017)

5.1.3 Vnitrni struktura jater

Za zakladni morfologickou jednotku je povazovan lalicek centralni Zily (lobulus
venae centralis). Jedna se o Sestiboky Utvar o rozmérech pfiblizné 1x2 mm. V jatrech se
pramérné nachazi 50-100 tisic laltcka. (Sherlock & Dooley, 2004) (Halek & Urbanek,
2018) (Lukas & Z&k, 2007)

Zakladni stavebni jednotkou jater, tedy i lalGckd, jsou jaterni buriky (hepatocyty).
Jsou to polygonadlni bunky bez bazdlni membrany tvofici ptiblizné 60 % jaterni tkané.
Jednotlivé hepatocyty v lalticku se lisSi mimo jiné svou enzymatickou vybavou v zavislosti
od toho, v jaké ¢asti lallicku se nachazi. Hepatocyty na okraji lalGcku maiji blize k Zivinam
a vysSi saturaci kyslikem, proto vnich probihaji oxida¢ni reakce, napfiklad
glukoneogeneze nebo mocovinovy cyklus. Jaterni buriky blizsi stredu lalticku, které
nemaji tak velky pristup ke kysliku a Zivinam, se podileji na glykolyze a redukénich
reakcich. Jaterni bunky vytvari trdmce slozené z jedné az dvou vrstev bunék, a tyto
tramce se radidlné sbihaji do stfedu laltc¢ku, kterym prochazi centralni Zila (vena
centralis). (Beranek & Tichy, 2013) (Sherlock & Dooley, 2004) (Luka$ & Z&ak, 2007)
(Malarkey a kol., 2005)

Mezi hepatocyty uvnitf tramce vedou Zlucové kanalky a mezi jednotlivymi tramci
vedou kapilary — jaterni sinusoidy — nesouci smiSenou arteridlni a vendzni krev do
centralni Zzily. Sinusoidy jsou vystlany pouze nesouvislou vrstvou fenestrovanych
endotelovych bunék s vybézky a bez bazalni membrany. Fenestrace endotelovych bunék
vytvari jakasi sita, ktera slouzi jako filtr latek mezi sinusoidami a Disseho prostorem.
Projdou pouze latky mensi nez 2 um. Endotelové bunky jsou také schopny endocytdzy
latek z krve, napriklad transferin, VLDL (lipoproteiny s velmi nizkou hustotou), LDL
(lipoproteiny s nizkou hustotou) a HDL (lipoproteiny s vysokou hustotou). (Brodanova,
1993) (Sherlock & Dooley, 2004) (HGlek & Urbanek, 2018) (Luka$ & Z&ak, 2007)
(Junqueira a kol., 1997) (Malarkey a kol., 2005) (Trefts a kol., 2017)

V prostorach mezi kapildrami a hepatocyty se nachazi uzky prostor nazvan jako
Disseho obsahujici vybézky hepatocytll a retikularni vlakna. Diky tomuto prostoru se
krev bez probléml dostdva z prostoru sinusoid do hepatocytl. (Brodanova, 1993)
(Sherlock & Dooley, 2004) (Hllek & Urbanek, 2018) (Junqueira a kol., 1997)
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V nékterych mistech stény kapilar se mezi endotelovymi bunkami vyskytuji
Kupfferovy bunky —fagocytujici makrofagy retikuloendotelového systému se schopnosti
endocytdzy, jez vychytdvaji staré krvinky, bakterie, viry nebo nddorové buriky. K povrchu
endotelovych bunék jsou pfipojeny Pit burnky ze skupiny cytotoxickych lymfocyt(.
V Disseho prostoru lze také najit hvézdicovité Itovy bunky majici vyznam jako buriky
skladujici tuk. V téchto burikach je také skladovan vitamin A ve formé retinyl ester(.
(Brodanovad, 1993) (Sherlock & Dooley, 2004) (Hulek & Urbanek, 2018) (Junqueira a kol.,
1997) (Krishna, 2013)

Z funkéniho hlediska midzeme za zdkladni morfologickou jednotku jater povazovat i
jiné Utvary neZ jaterni lalic¢ek. Jednim znich je portalni lalGcek, ktery ma stied
v portobilidrnim prostoru a jeho oblast je ohranic¢ena centralnimi vénami 3 pfiléhajicich
laltcka. Dalsi moznou funkéni jednotku predstavuje jaterni acinus tvaru vybrouseného
diamantu, ktery spojuje useky dvou pfilehlych laladckd, majicich stejné cévni zasobeni
z arteria a vena circumlobulares. Hepatocyty jsou v acinu rozdéleny do tfi zén podle
vzdalenosti od cévniho zasobeni. Toto rozdéleni je dulezité nejen z hlediska
metabolismu, ale i intoxikaci (Obrazek 2). (Brodanova, 1993) (Hulek & Urbanek, 2018)
(Lukas & Zak, 2007) (Junqueira a kol., 1997) (Krishna, 2013)

Portobiliarni prostor neboli portdini tridda je vazivovy prostor mezi laltcky, v némz
se nachazi arteria interlobularis, vena interlobularis a ductus bilifer interlobularis. (Halek
& Urbének, 2018) (Lukas & Zak, 2007) (Sherlock & Dooley, 2004) (Junqueira a kol., 1997),
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jaterni lali&ek

CcvV

portaini lalGZek

Obrdzek 2 Jaterni laliicky s portobilidrnimi prostory a jaternim acinem. Prevzato a upraveno z: (Junqueira a kol., 1997)

Jaterni acinus (Cervené ohraniceni), centralni véna (CV), portobilidrni prostor (PS), portalni lalGéek (Zluté ohraniceni)

5.1.4 Zlu¢ové cesty

Zlu¢ je #lutohnéda tekutina obsahujici vodu, Zlu¢ové kyseliny, cholesterol a dalsi
latky. Je produkovand hepatocyty a jeji hlavni vyznam spociva v emulgaci tukd. Béhem
jednoho dne je jatry vyprodukovano pres 0,5 litru Zluéi. Ta je skladovana ve Zluéniku a
do tenkého stfeva se dostava po pFijmu potravy. Zlu¢ je odvadéna Zlu¢ovymi kandlky
nachdzejicimi se mezi hepatocyty uvnitf tramce (Obrazek 3). Zlu¢ové kanalky vytvari
sloZitou sit smérujici do intralobuldrnich Heringovych kanalkl (ductuli biliferi), odkud se
dostavaji do interlobuldrnich ZluCovodl portobilidrniho prostoru (ductus bilifer
interlobularis), tedy opacnym smérem neZz krev. Heringovy kanalky jsou vystlany
jednovrstevnym kubickym epitelem, interlobularni Zlucovody jsou vystlany epitelem

kubickym nebo cylindrickym.

Zlu¢ovody postupné sili a nakonec Usti do pravého a levého jaterniho vyvodu
(ductus hepaticus dexter et sinister). Extrahepatalné se spojuji ve spolecny jaterni vyvod
(ductus hepaticus communis), ke kterému se poté pfipoji vyvod Zlu¢niku (ductus cysticus)
a spolecné vytvari hlavni zlu¢ovy vyvod (ductus choledochus). Ten se na zavér spojuje s
ductus pancreaticus. (Halek & Urbéanek, 2018) (Luka$ & Zak, 2007) (Junqueira a kol.,
1997)
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Obradzek 3 Trojrozmeérny ndkres laliicku. Prevzato z: (Junqueira a kol., 1997)
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5.2 Steatodza jater

Jaterni steatdza, neboli ztukovaténi jater, je metabolicka porucha charakterizovana
nadmérnym hromadénim tukd, zejména triacylglycerold, v jatrech. MnoZstvi tukovych
kapének v jatrech postiZzenych steatézou stoupd z5 % suché hmotnosti na 10-15 %.
nikoli. V prvnim pripadé je steatdza brana jako soucast alkoholické choroby jater.
Steatdza jater byva prvni fazi nealkoholické steatohepatitidy (NASH), kterd mizZe prejit
vjaterni cirhdozu. Ta predstavuje zavérecCnou ireverzibilni fazi nealkoholického
ztukovaténi jater (NAFLD). (Brodanova, 1993) (Lukas & Z&k, 2007) (Zavoral & Venerova,
2007) (Karanjia a kol., 2016)

5.2.1 Histologicky nalez

Z mikroskopického hlediska délime steatdzu na velkokapénkovou (makrovezikularni)
a malokapénkovou (mikrovezikularni) (Obrazek 4). Velkokapénkovd se projevuje
hepatocyty s velkymi tukovymi vakuolami, kdy jddro bunék je lokalizovdno na periferii.
Zpocatku se tuk hromadi ve formé kapicek, které postupné splyvaji a vytvafi rozsahlou
tukovou vakuolu (Obrazek 5). U malokapénkové steatdzy se tuk nachdzi v etnych
malych tukovych vakuolach (Obrazek 6). Pfi postiZzeni 25 % hepatocytd mluvime o lehké
steatdze, téZkd nastava pri poskozeni 75 % jaterni tkané. (Brodanova, 1993) (Hulek &
Urbanek, 2018) (Lukda$ & Zak, 2007) (Sherlock & Dooley, 2004)

»Vlivem nadmérného hromadéni tuku v hepatocytu miZe dochdzet k protrZeni
bunéénych membrdn a k vytvoreni tukovych cyst.” (Brodanovd, 1993) Dale mohou byt
nahromadénym tukem stlacovany sinusoidy, ¢imz dochazi ke zhorSenému zdsobeni
tkané kyslikem a negativné je ovliviiovan metabolismus latek. RovnéZ muze nastat
nekrotizace jaternich bunék. VSechny tyto pochody mohou vést k rozvoji jaterni léze
nebo intrahepatalni cholestaze. (Brodanovd, 1993) (Luka$ & Zak, 2007)
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Obrdzek 4 Makro- a mikrovezikuldrni steatdza. Prevzato z: (Sherlock & Dooley, 2004)
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Obrdzek 5 Makrovezikuldrni steatéza. Prevzato a upraveno z: (Sherlock & Dooley, 2004)
Tukova vakuola (Cerna Sipka), jadro vytlacené na periferii bunky (modra Sipka)

Obrdzek 6 Mikrovezikuldrni steatoza. Prevzato z: (Sherlock & Dooley, 2004)
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5.2.2 Etiologie

Steatéza byva zplsobena poruchou metabolismu tuk( v dUsledku poruchy

hepatocytu, nebo nadmérnym pfisunem tukl, sacharidd nebo mastnych kyselin.

Rizikova je také nadmérna konzumace alkoholu. Pfisun téchto latek prevysuje sekrecni

schopnost hepatocytu pro lipidy.

Mezi nejcastéjsi priciny vzniku steatdzy patfi:

1.
2.

Zvyseny prisun mastnych kyselin a tuku v potravé

Zvysend mitochondrialni syntéza mastnych kyselin nebo snizena oxidace (vede
ke zvysené tvorbé triacylglycerol()

Poruseny vydej triacylglyceroll z hepatocytu

Nadbytecné sacharidy (pfreménéna na mastné kyseliny)

(Sherlock & Dooley, 2004)

Pficiny velkokapénkové a malokapénkové steatdzy se lisi. Makrovezikuldrni steatdza je

podminéna vrozenymi nebo ziskanymi metabolickymi poruchami, pfipadné infekcemi,

Iéky nebo toxiny:

alkohol (az 90 % alkoholikt trpi velkokapénkovou steatdzou)
obezita

diabetes mellitus Il. typu

hladoveéni, kachexie

parenteralni vyZiva

nemoci pankreatu a GIT (gastrointestinalniho traktu)
galaktosemie

Wilsonova choroba

Infekce HCV (virova hepatitida C)

Estrogeny, kortikosteroidy

Amiodaron, metotrexat, tetrachlormethan

Abetalipoproteinémie, hyperlipoproteinémie

(Halek & Urbanek, 2018) (Sherlock & Dooley, 2004) (Karanjia a kol., 2016)

Pri¢iny malokapénkové steatdzy:

a) akutni téhotenska jaterni steatdza

b) toxicita Iékd- napf. tetracyklin, salicylaty, antikonvulziva

c)

Reyelv syndrom

(Hilek & Urbanek, 2018) (Lukd$ & Z&k, 2007)
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V civilizovanych zemich je rostouci vyskyt nealkoholické jaterni steatézy spojovan
predevsim s prejidanim se, Spatnou Zivotospravou, a obezitou. Nealkoholicka steatéza
se také velmi ¢asto vyskytuje ve spojeni s metabolickym syndromem nebo inzulinovou
rezistenci. Provazani mezi metabolickym syndromem a jaterni steatdzou doklada i fakt,
Zze 40 % muzl a 26 % Zen s metabolickym syndromem ma soucasné diagnostikovanou
jaterni steatdézu. Inzulinova rezistence zpUsobuje v tukové tkani lipolyzu, dochazi
k uvolnéni mastnych kyselin a jejich zvySenému vstupu do jater. Zarovert omezuje tvorbu
glykogenu, zvysSuje glukoneogenezi a inhibuje beta — oxidaci mastnych kyselin, ¢imz je
stimulovdna syntéza triacylglycerol(l. Pfitomnost vétsiho mnoZstvi volnych mastnych
kyselin zplsobuje apoptdzu bunék a zplsobuje postupnou fibrotizaci a zanétlivy proces
hepatocytll. ZvySena hladina inzulinu aktivuje SREBP (sterol regulatory element binding
protein 1) zvysSujici lipogenezi. Ve steatézou postizenych burikdch je také porusena

syntéza apolipoproteinu C3, syntéza VLDL a vylucovani lipidi z hepatocytd.

Rovnéz byla nalezena spojitost mezi vyskytem steatézy a NAFLD a genetickymi
abnormalitami. (Hulek & Urbanek, 2018)

Naopak v chudych, prelidnénych zemich je steatdza nejcastéji zpisobena malnutrici,
napriklad bilkovinnou. Typickym onemocnéni z podvyZivy a nedostatku proteind je
kwashiorkor vyskytujici se u podvyZivenych déti. S rostoucim vékem onemocnéni
ustupuje a do cirhdzy neprechazi.

V civilizovanych statech je steatdza z podvyZivy nejcastéji zplisobena malabsorpci,
vaznymi chorobami GIT nebo parenteralni vyzivou. (Brodanova, 1993) (Hllek &
Urbdanek, 2018)

5.2.3 Diagnostika
Steatdza mUlzZe probihat asymptomaticky, pripadné se objevuji nespecifické priznaky
a nejcastéji souvisi se zvétSenim jater, kterd soucasné ziskaji tuzsi strukturu. Dullezité
vySetieni pro stanoveni spravné diagndzy predstavuje jaterni biopsie v kombinaci s CT
(vypocetni tomografii), sonografii, pfipadné magnetickou rezonanci, ktera slouzi jako

nejlepsi metoda pro zjisténi obsahu tuku v jatrech.

Mezi moZné ptiznaky patfi bolest v pravém podzebti, nebo tlak v nadbrisku. Dale
mohou pacienti pozorovat potize s travenim a vyluc¢ovanim, hubnuti, nechutenstvi nebo
zvraceni. Objektivnim a hlavnim priikaznym nalezem je hepatomegalie, jatra jsou nejen

zvétSena, ale také ziskavaji bilou barvu. Zlaboratorniho nalezu lze zjistit zvySené
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hodnoty alaninaminotransferazy (ALT), aspartataminotransferdzy (AST), alkalické
fosfatdzy (ALP) a gama-glutamyltransferdzy (y-GT). (Brodanova, 1993) (Hulek &
Urbanek, 2018) (Lukas, 2005) (Sherlock & Dooley, 2004) (Idilman a kol., 2016)

Pacienti s noveé pozitivnim ndlezem steatdzy by méli podstoupit vySetfeni k vylouceni
vSech projevl metabolického syndromu. Také by u nich mély byt vylouceny a pfipadné
[éCeny jiné moZné pfiCiny steatdozy — Wilsonova choroba, HCV a dalsi. Lidé
s abnormalnimi hodnotami jaternich testl, diabetem mellitem Il. typu, metabolickym
syndromem a dalSimi rizikovymi faktory by méli podstupovat vysetteni k vylouceni
NAFLD. Jiz diagnostikovani pacienti se steatézou, NASH nebo fibrézou by méli byt
pravidelné pretestovavani kvili vysokému riziku rozvoje fibrézy. (Hllek & Urbanek,
2018)

5.2.4 Lécba

Lidé s jaterni steatdzou, pripadné jejim rozvojem v NASH nebo NAFLD, vykazuji
zvySenou nutnost rezimovych a dietnich opatieni a také véasné 1éCby. Rizikové je spojeni
jaterniho onemocnéni s metabolickym syndromem, obezitou a inzulinovou rezistenci.
V tomto pripadé je pro pacienty podstatny ubytek hmotnosti, pfeména tuku na svalovou
hmotu fyzickou aktivitou a také zména Zivotospravy. Snizeni télesného tuku vede ke
sniZeni inzulinové rezistence a poskozeni hepatocytd. Dojde k Ustupu nekrdzy, fibrozy a

zanétlivych zmén.

Farmakologicka lé¢ba NASH nebo NAFLD je v soucasné dobé velmi omezend a

zahrnuje pouze malou skupinu IéCiv.

Pacienti, u kterych se nedafi zpomalit progresi onemocnéni rezimovymi opatfenimi
nebo farmakologickou Iéébou mohou za urcitych podminek podstoupit bariatrickou

operaci, v krajnim ptipadé transplantaci jater. (Hllek & Urbanek, 2018)
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5.3 Zvireci modely pro indukci steatozy

Vyuzivani experimentdlnich zvifat k biologickému vyzkumu a vyvoji je nezbytnou
soucdsti zachovani spolehlivosti a presnosti viech provadénych experimentld pred
klinickym testovanim na lidech. V poslednich desetiletich je snaha o nalezeni Setrnéjsi a
vyhodnéjsi alternativy zvifecich modell, kterd by mohla vést kredukci poctu

pouzivanych zvirat.

Experimenty slaboratornimi zvifaty mohou byt provadény pouze ve
specializovanych akreditovanych laboratofich. Celosvétové jsou stanoveny podminky, za
kterych jsou experimentalni zvifata chovana tak, aby byly vylouceny cirkanualini vlivy.
Prostory jsou klimatizovany na regulovanou teplotu i vlhkost a je nastaven rezim 12
hodin svétlo, 12 hodin tma. Zvitata maji pfistup k potravé a pitné vodé dle libosti, pokud
neni pozadovano jinak. (Berdnek & Tichy, 2013) (Starokozhko a kol., 2015)

Zakladem prdce s experimentalnimi zvifaty je dodrZzovani pravidla 3R - replacement

(nahrazeni), reduction (omezeni) a refinement (zjemnéni).

Nahrazeni délime na uUplné a ¢aste¢né. Uplné predstavuje kompletni nahradu
zvitecich modell lidskymi dobrovolniky, matematickymi a pocitacovymi modely, in vitro
modely nebo buné&énymi liniemi. Casteénd nahrada zahrnuje pouZivani takovych
zvitecich druh, kterd podle védeckych teorii nejsou schopna proZivat utrpeni. Radime
mezi né drozofily, hlistice nebo nevyspélé formy obratlovcli. Také se do castecné
nahrady pocitd usmrceni zvifat za u¢elem odebrdni bunék a tkani a jejich testovani in

vitro, tim se zamezi usmrceni zvirat vlivem vyzkumu na nich provadéném.

Omezeni poctu zvifat pouzivanych béhem vyzkumu vyZzaduje dlkladné naplanovani
a analyzovani studie. Vhodné je mimo jiné pouzivani takovych metod, které dokazi zjistit
maximum informaci z kazdého zvirete tak, aby nebylo potfeba pouzit dalsi zvite k ziskani
dalSiho potrfebného udaje. Je tedy tfeba najit rovnovahu mezi mnozstvim pouzitych

zvitat, mirou jejich utrpeni a zaroven dostatecnou interpretaci vysledk( vyzkumu.

Zjemnéni zahrnuje minimalizovani utrpeni, strachu a bolesti zvifat nejen béhem
vyzkumu, ale i pfed a po ném. Mezi takové postupy patfi anestezie, analgetika a poutziti
takovych metod, které jsou pro zvifata nejSetrnéjsi. SniZzeni utrpeni, stresu a bolesti
zvifat md pozitivni vliv na chovani, fyziologii a imunitu zvifat. (National Center for
Replacement, n.d.) (MacArthur Clark, 2018)
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5.4 PCLS

PCLS (Precision Cut Liver Slices) neboli ultratenké jaterni fezy ptindsi mnoho vyhod
pfi pripravé histologickych fezl v oblasti hepatologie a farmakologie. Zvitata, jejichZ tkan
je poutita k experimentdm ex vivo, nemusi podstupovat Zadnou specialni dietu a také
mnozstvi zvifat potfebnych pro experiment se znacné sniZuje, coZz napomaha etické i
finan¢ni strance vyzkumu. Na druhou stranu je jasné, Ze ex vivo pokusy nikdy plné
nenahradi pokusy in vivo. (Beranek & Tichy, 2013) (Starokozhko a kol., 2015)

Omezeni v pouzivani PCLS spociva v jejich kratké Zivotaschopnosti. U fezl
inkubovanych déle nez 48 hodin dochazi k nekrotizaci a poklesu metabolické aktivity,
zaroven je pritomné jaterni poSkozeni a smrt bunék zplsobené krajenim fezu. To vyvola
odpovéd tkané, predevsim Itovych bunék, které se pfeméni na aktivované burky
podobné myofibroblastim a dochazi tak k fibrotizaci tkané. PrestoZze se nékterym
laboratofim podafilo udrZet Zivotaschopnost fezl po dobu delsi nez 72 hodin, jsou
k dispozici jen omezené Udaje o udrzeni morfologie bunék v téchto fezech. (Starokozhko
a kol., 2015)

Mezi faktory ovliviujici Zivotnost tkané a morfologii bunék patfi napfiklad teplota,
koncentrace kysliku, sloZzeni inkubacniho média nebo pH. (Starokozhko a kol., 2015)
(Dewyse a kol., 2021)
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6. Prakticka cast

6.1 Histologické zpracovani

PCLS byly zhotoveny na Katedfe biochemie Farmaceutické fakulty v Hradci Krdlové.
Mysi jatra byla nakrdjena na PCLS na tkanovém krajeci Krumdieck Tissue Slicer MD4000
(Alabama Research and Development). Poté byly PCLS pro kontrolni skupinu bez
inkubace vloZeny hned do fixaniho roztoku. Dalsi fezy byly inkubovany ve Williamsové
médiu s pridavkem glukdzy a gentamycinu v inkubatoru na tfepacce pfi 90 rpm a syceny
85 % 03,5 % COy, s teplotou 37 °C po dobu 36 hodin a poté fixovany ve fixacnim roztoku.
Dalsi skupina fezl byla inkubovana 36 hodin v zakladnim steatotickém médiu s obsahem
kyseliny olejové, palmitové, fruktdzy, citratu a inzulinu (MK + F + C + i) nebo s pfidavkem
xantohumolu (XH), resp. 6-prenylnaringeninu (6-PN). Po inkubaci byly fezy preneseny

do fixaéniho roztoku.

Precizni ultratenké jaterni fezy byly 24-48 hodin fixovany ve 4% roztoku
paraformaldehydu. Po fixaci, ndsledném odvodnéni a prosyceni byly tkané zality do
parafinu a na mikrotomu nakrdjeny na fezy o tloustce 4,5 um a barveny zakladni

histologickou barvici technikou hematoxylin-eozin.

Dalsi jaterni fezy z kontrolni skupiny bez inkubace, s inkubaci 36 hodin v zdkladnim
Williamsové médiu s pridavkem glukdzy a gentamycinu a zakladnim steatotickém médiu
(MK + F + C + i) byly po fixaci ve 4% paraformaldehydu prosyceny v kryoprotektivnim
médiu TissueTek O.C.T. (Leica Biosystems) a zamrazZeny v tekutém dusiku. Blocky byly
nakrajeny na kryostatu na rezy o tloustce 10 um, které byly obarveny olejovou cerveni

pro znazornéni tukd.
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6.2 Pouzité barvici metody

6.2.1 Hematoxylin-Eozin

Barveni hematoxylin-eozinem patfi mezi zakladni histologicka barveni umoziujici
rozliSeni jednotlivych intra- a extraceluldrnich struktur, typG tkdni a morfologickych
zmén. V nebarveném prepardtu nelze jednotlivé ¢asti tkané odliSit. BEhem barveni
vazou jednotlivé struktury rizna barviva a ziskdvaji tak specifickou barvu. Tmavé modro-
fialové zbarveny hematoxylin barvi nukleové kyseliny, zatimco rdZovy eozin barvi
nespecificky proteiny. Bunécnd jadra a chrupavky ziskdvaji modrou barvu, zatimco
cytoplazma a extracelularni matrix maji rizny stupen rlzového zbarveni. Golgiho aparat
je rozeznatelny absenci zbarveni v oblasti kolem jadra. Svaly se barvi ¢ervené, kolagenni
vazivo je rGzZové. Vysledek barveni zavisi na spravném provedeni celého procesu barveni

a jakakoli chyba v pribéhu muze znehodnotit vysledky.

PouZzité barvivo eozin je 1% roztok eozinu v destilované vodé, barvivo hematoxylin
Gill je sloZzen ze 4g hematoxylinu, 0,4g jodi¢nanu sodného, 35,2g siranu hlinitého, 710ml

destilované vody, 250ml ethylenglykolu a 40ml kyseliny octové.

Po nakrajeni fezi musi byt tkan zbavena parafinu nejprve 3x po 5 minutach xylenem,
ktery je nasledovan sestupnou alkoholovou fadou nejprve po 5 minutach 96% a poté

70% ethanolem, a nakonec jsou fezy namoceny na 5 minut do destilované vody.

Samotné barveni probihd nasledovné: nejprve je prepardat vlozen na 6-8 minut do
hematoxylinu, poté je modren asi 10 minut v pramenité vodé, nasleduje 2minutové

obarveni eozinem a oplachnuti destilovanou vodou.

Krokem nasledujicim po barveni je odvodnéni, nejprve 2x oplachnuti 96% ethanolem

a poté smési ethanolu a xylenu, nejprve v poméru 2:1, poté v poméru 1:2.

Preparaty jsou nakonec projasnény 3x po 3 minutach v xylenu a montovany krycim

sklickem pomoci montovaciho média Eukitt.
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6.2.2 Olejova Cerven

Olejova cerven slouzi jako barvivo k dikazu lipidd ve vzorku tkané.

Matersky roztok vyuZivany k barveni se sklada z 0,5g oil red/100ml isopropanolu. 60
ml takto ptipraveného roztoku je poté smichano s 40 ml destilované vody, zfiltrovano a

tim je vytvoren pracovni roztok.

Rezy zmrazené na -80°C se po vytaZeni nechaji 20 minut osusit na vzduchu. Poté jsou
fezy namoceny do destilované vody a na 10 minut ponofeny do barviva oil red O.
Nasleduje oplach pramenitou vodou a na 10-15 sekund barveni naredénym
hematoxylinem. Rezy jsou poté oplachnuty a ponoieny do pramenité vody a nakonec

montovany do vodného média DABCO.
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6.3 Vysledky

Po inkubaci PCLS v zakladnim inkubaénim médiu 36 hodin (Obrazek 8) je viditelna
v centralni ¢dasti fezU zacinajici nekréza charakterizovana vyraznou eozinofilii
cytoplazmy, zmensenim jader a svétlou karyoplazmou v porovnani s kontrolnim
¢asem 0 hodin (vzorky bez inkubace) (Obrazek 7). Rada nekrotickych bunék se
nachazi rovnéz na povrchu fezu. Na periférii fez je v zachovalych hepatocytech
viditelnd pfitomnost malych lipidovych kapének v cytoplazmé, ale jen v malém
rozsahu a objevuje se rovnéz ballooning hepatocytl se zvétSenymi burnkami, jsou
pritomny , bilé oblacky” glykogenu. Pfiinkubaci fez( v médiu MK + F + C +i (Obrazek
9) jsou opét pozorovatelné lipidové kapénky v hepatocytech ve stejném rozsahu
jako pfi inkubaci v Cistém médiu, typicka steatéza neni pritomna. Inkubace rez(
v médiu s pfidanim xantohumolu (Obrazek 10) a 6-prenylnaringeninu (Obrazek 11)

neméla vliv na mnozstvi lipidovych kapének.

Pro pfimé obarveni lipidl jsme pouzili olejovou cerven. V kontrolnich fezech bez
inkubace jsme nezaznamenali pfitomnost lipidovych kapének (Obrazek 12A), avsak
po inkubaci 36 hodin v zdkladnim médiu bez ptidavku latek indukujicich steatézu je
viditelné malé mnozstvi cervenych tukovych kapének v zachovalych hepatocytech
(Obrazek 12B). Oblast nekrdzy je nespecificky pribarvena jak v centrdlni ¢asti, tak na
periférii fezl. Pfi porovnani s fezy po inkubaci 36 hodin v MK + F + C + i médiu byla

reakce barveni stejna (Obrazek 12C).
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Obrdek 7 PCLS bez inkubace

¢as 0 hodin; barveni hematoxylin-eozin; zvétseni 100x (A), 200x (B)
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Obrdzek 8 PCLS s inkubaci v case 36 hodin v Cistem médiu

nekréza na povrchu fezl a v centralni ¢asti (*); ballooning hepatocytl (C, ¢erna Sipka), lipidové
kapénky (D, éernad Sipka), karyorexe (Zluta Sipka); zvétseni 100x (A), 200x (B, C), 400x (D)
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Obrdzek 9 PCLS s inkubaci v ¢ase 36 hodin v steatotickém médiu (MK+ F+C+i)

nekrdza na povrchu fez( a v centralni ¢asti (*); ballooning hepatocytl (¢erna Sipka), lipidové kapénky
(oranZova Sipka); zvétseni 200x (A), 400x (B)
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Obrdzek 10 PCLS s inkubaci'v ¢ase 36 hodin v steatotickém médiu (MK+ F+ C+i) s pfidavkem xantohumolu
(XH)

s vz

nekréza na povrchu fezld a v centralni ¢asti (*); ballooning hepatocytl (Cerna Sipka), lipidové kapénky
(oranZova Sipka); zvétseni 200x (A), 400x (B)

31



Obrdzek 11 PCLS s inkubaci v case 36 hodin v steatotickém médiu (MK+ F+ C+i) s pfidavkem
prenylnaringeninu (6-PN)

nekrdéza na povrchu fezd a v centrdlni ¢asti (*); ballooning hepatocytl (Cerna Sipka), lipidové kapénky
(oranZova Sipka); zvétSeni 100x (A), 400x (B)
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Obrdzek 12 Olejovd cerven

kontrolni fezy bez inkubace (A), fezy s inkubaci 36 hodin v zakladnim médiu (B), fezy s inkubaci 36 hodin
v MK + F + C + i médiu (C); lipidové kapénky (Zluta Sipka); zvétSeni 200x
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6.4 Diskuze

Jaterni steatéza je metabolickd porucha projevujici se hromadénim mnoZstvi
lipid@ v jaterni tkani. Cisté ztukovaténi jater mGze v pfipadé zanedbani [é¢by prejit
v rozvoj steatohepatitidy, fibrézy nebo cirhdzy a dochazi k nevratnému poskozeni
jater. (Brodanovd, 1993) (Luka$ & Zak, 2007) (Zavoral & Venerova, 2007) (Karanjia a
kol., 2016) (Hllek & Urbanek, 2018)

RozliSujeme dva zakladni typy steatdzy v zavislosti na tom, zda maji spojitost
s nadmérnym pfijmem alkoholu, ¢i nikoli. Ve vyspélych statech svéta se steatdza
Casto objevuje ve spojeni s obezitou, Spatnou Zivotosprdvou nebo inzulinovou
rezistenci. Naopak vrozvojovych statech svéta je vyskyt steatdzy spojovan
pfedevdim s malnutrici. (Brodanova, 1993) (Luka$ & Zak, 2007) (Zavoral &
Venerova, 2007) (Karanjia a kol., 2016) (HUlek & Urbdnek, 2018)

Velké riziko steatdézy spociva ve faktu, Zze nema specifické priznaky, které by ji
jednoznacné identifikovaly. V. mnoha pfipadech ma asymptomaticky priabéh, nebo
se mliZze projevovat nespecificky bolesti ¢i tlakem v bfiSe. Nejvhodnéjsi metodou
k diagnostice zlistdva jaterni biopsie v kombinaci s dalSimi vySetfenimi, vcetné
laboratornich. (Brodanova, 1993) (Hulek & Urbanek, 2018) (Lukas, 2005) (Sherlock
& Dooley, 2004) (Idilman a kol., 2016)

Nejdulezitéjsi prevenci je zména stravy a Zivotniho stylu, omezeni konzumace
alkoholu a dostatek pohybu. V pfipadé selhani téchto opatteni je za urcitych
podminek dostupna farmakologicka |é¢ba, pripadné lze podstoupit chirurgicky
zakrok v podobé bariatrické operace nebo transplantaci jater. (Halek & Urbanek,
2018) (Lukas, 2005)

Cilem pilotni studie bylo pozorovani, zda dokazeme indukovat rozvoj steatdzy
v jaterni tkdni pomoci kombinace vybranych latek (mastné kyseliny, fruktdza, citrat,
inzulin), které jsou popisovany ve vztahu s poruchou metabolizmu tuk(, pfipadné
zda pfitomnost xantohumolu a 6-prenylnaringeninu dokaze zmirnit tento proces.
Vzhledem k rozvoji patologickych zmén pfi pouhé inkubaci v ¢istém médiu v ¢ase 36
hodin neni mozné v tomto usporadani experimentu sledovat Ucinek vybranych latek

na jaterni tkan.

Vysledky pilotni studie jsou nepfiznivé ovlivnény pfitomnosti nekrdzy, navic

barveni tukd olejovou cerveni neprokazalo pritomnost vétsiho mnozstvi lipidQ
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charakteristickych pro steatdézu po inkubaci v médiu obsahujicim latky s pro-
steatotickymi vlastnostmi. V dalSim pokracovani experimentl bude pozornost
vénovana zejména vylepSeni inkubac¢nich podminek pro zajisténi morfologické

stability a viability fez(.
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6.5 Zavér

Cilem bakalafské prace bylo vyuZiti znalosti z oblasti hepatologie a histologie

k morfologické charakteristice rozvoje jaterni steatézy v ultratenkych jaternich fezech.

Na pfipravenych jaternich fezech jsme chtéli sledovat rozvoj steatézy a pripadné
ovlivnéni flavonoidy xantohumolem a 6-prenylnaringeninem. Inkubace PCLS ex vivo viak
v pilotni studii vedla krozvoji nekrézy hepatocytli, proto nebylo moziné hodnotit
plsobeni jakychkoliv latek na tyto fezy. Predpokladame, Ze pokud se ndm podafi zlepsit
inkubacéni podminky, aby byla zachovana Zivotnost bunék, tak by tento model mohl
slouzit ke studiu rdznych patologickych procesl ex vivo, a diky tomu by se mohly snizit

pocty experimentdlnich zvifat potfebnych pro védecké pokusy.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ALP alkalicka fosfataza

ALT alaninaminotransferaza

AST aspartataminotransferaza

C citrat

CcT vypocetni tomografie

cv centralni véna

F fruktdza

GIT gastrointestindlni trakt

HCV virova hepatitida C

HDL lipoproteiny s vysokou hustotou
I inzulin

LDL lipoproteiny s nizkou hustotou
MK mastna kyselina

NASH nealkoholicka steatohepatitida
NAFLD nealkoholické ztukovaténi jater
PCLS precizni ultratenké jaterni rezy
PS portobiliarni prostor

VLDL lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
XH xantohumol

6-PN 6-prenylnaringenin

y-GT gama-glutamyltransferaza
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