ABSTRAKT

Poskozeni jater ma rozmanitou skalu pticin. V dasledku jejich postaveni v metabolismu
xenobiotik dochazi ¢asto k posSkozeni jater toxickymi latkami s ndslednou poruchou funkci. |
ptres rdznorodost pfic¢in, mechanismy poskozeni mohou byt spolecné. Nejcastéji dochazi k
indukci oxidac¢niho stresu v burice ¢i k pfimému poskozeni dlleZitych organel. To vede ke smrti
bunék, iniciaci zanétlivé reakce a rozvoiji fibrézy. Velikym problémem zapadni civilizace je
nealkoholova tukovd choroba jater (NAFLD — Non Alcoholic Fatty Liver Disease), pti které
dochdzi k ukladani tukd v jaterni tkani. Steatotické hepatocyty mohou vykazovat vyssi
senzitivitu k poskozeni v porovnani s neztukovatélymi.

Studium hepatotoxicity a mozné hepatoprotekce vyZzaduje pro in vitro experimenty
vhodné modely. Prvni casti této prace je proto priprava modelového zazemi s pouzitim
hepatocytt izolovanych z jater potkana. Nejprve jsme zavedli metodu kultivace hepatocytt
v sendvici a zhodnotili jeji pfinos oproti kultivaci v monolayeru, a to i pro experimenty trvajici
48 hodin, které jsou v nasi laboratofi frekventované vyuzivany. Vyrazné rozdily stavu
hepatocytl byly zaznamenany od 4. dne kultivace, kdy sendvicovy model poskytuje lepsi
zachovani morfologickych i funkénich parametrd hepatocytd. Nicméné, pro nase ucely studia
mechanismu hepatotoxicity a potencidlnich hepatoprotektiv na kulturdch maximalné 48 hod.
starych by méla postacit metodika kultivace v monolayeru.

Dale jsme zavedli in vitro model steatézy indukované pomoci pfidavkl kyseliny
olejové (OA), palmitové (PA) a jejich smési do kultivaéniho média. V primarni kulture
potkanich hepatocytll v monolayeru miize kazda z obou pouZitych mastnych kyselin navodit
signifikantni zvySeni obsahu triacylglyceroli (TAG), které je vSak v pripadé PA provazeno
vyraznym cytotoxickym (lipotoxickym) ucinkem. Pouziti smési OA a PA je doprovazeno
vznikem steatdzy spojené s nizSi cytotoxicitou a lépe zachovanou funkéni kapacitou
hepatocytl. Pfi volbé modelu je nutné brat v Uvahu jeho pouziti, resp. situaci, kterou ma
simulovat. Pro navozeni prosté steatézy se zachovanim vysokého stupné viability bunék je
vhodné poutziti modelu se samotnou OA, popf. OA v kombinaci s PA, zatimco k navozeni
steatézy provazené apoptdzou a cytotoxicitou Ize zvolit model s pouzitim PA.

Ve druhé casti této prace jsme na modelu hepatocytt kultivovanych v monolayeru
ovérovali, zda inkubace hepatocyti s epigalokatechin galatem (EGCG) vykazuje protektivni

wve

ucinek vuci poskozeni modelovym hepatotoxinem D-galaktosaminem (D-GalN). EGCG patfi



k rostlinnym polyfenollim, jejichZz vyznamnym zdrojem je zeleny ¢aj. Je popisovana fada jeho
ucinka, diky kterym ma potencidl vykazovat hepatoprotektivni a antisteatoticky ucinek.

Protektivni efekt vykazovala pouze preventivni inkubace s EGCG, zatimco podani EGCG
soubéiné s D-GalN selhalo. K ochrané plazmatické membrany mohla pfispét redukce
peroxidace lipida z lipidové dvojvrstvy. Ackoliv pozitivni efekt EGCG na produkci GSH
nemulzeme vyloudit, oxidacni stres indukovany v nasi praci nejspiSe presahl schopnost
antioxidacnich mechanismu zvratit nedostatek GSH v hepatocytech. Slibnou strategii vedouci
k moZnému prohloubeni hepatoprotektivniho Ucinku EGCG by mohlo byt prodlouzeni
preventivni inkubace.

V dalSim kroku jsme na aktudlné zavedeném in vitro modelu steatézy hodnotili
citlivost steatotickych hepatocytii na poskozeni D-GalN. Nase vysledky potvrzuji vyssi
citlivost, mira citlivosti zavisi na pfitomnosti PA ve steatogennim médiu. Lze spekulovat, Ze
svoji Ulohu sehrdva oxidacni stres a mitochondridlni dysfunkce, které PA vyrazné podporuje.
Ochranny efekt, ktery vykazuje OA na cytotoxické plsobeni PA, se pravdépodobné v tomto
pripadé neuplatnil, mechanismus je vSak tfeba dale zkoumat. Ovéfili jsme, Ze ndmi zavedeny
model steatdzy navozeny v in vitro podminkach Ize vyuZzit pro studium hepatotoxity.

S vyuZitim zavedeného in vitro modelu steatdzy jsme také testovali potencialni
protektivni ucinek EGCG na rozvoj steatdzy a lipotoxicity. EGCG omezil lipotoxicky ucinek,
pokles oxidacniho stresu byl pozorovan dokonce i u nesteatotickych hepatocyta. Vliv EGCG na
samotny obsah tukd v hepatocytech v nasi prdci vSak neni jednoznacny. Pokles TAG byl
pozorovan pouze pfi rozvoji steatdzy navozené OA, pokud byla pfitomna PA ve smési s OA
nebo byla pouzZita PA samotnd, pokles nebyl pozorovan. V tomto sméru jsou tieba studie,
které by prinesly dalsi informace o Ucinku EGCG na regulaci metabolismu lipidi s ohledem na
pouzité mastné kyseliny. Dale jsme zaznamenali proapoptoticky efekt EGCG nejen na
steatotickych hepatocytech, ale prekvapivé i na neztukovatélych. Tyto nalezy rovnéz vyzaduiji

dalsi vyzkum.



