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2. SOUHRN

Poskozeni jater ma rozmanitou $kalu pfic¢in, mechanismy poskozeni vSak mohou byt
spole¢né. Nejcastéji dochdzi k indukci oxidaéniho stresu v bunce ¢i k pfimému poskozeni
dulezitych organel. To vede ke smrti bunék, iniciaci zanétlivé reakce a rozvoji fibrozy.
Problémem zdpadni civilizace je nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD — Non Alcoholic
Fatty Liver Disease). Steatotické hepatocyty mohou vykazovat vyssi senzitivitu k poSkozeni v
porovnani s neztukovatélymi.

Studium hepatotoxicity a moziné hepatoprotekce vyzaduje pro in vitro experimenty
vhodné modely. Prvni ¢asti této prace je pfiprava modelového zazemi s pouzitim hepatocytu
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 laboratofri frekventované vyuzivany. Vyrazné rozdily stavu hepatocytl byly
zaznamendny od 4. dne kultivace, kdy sendvicovy model poskytuje lepsi zachovani
morfologickych i funkénich parametr(i hepatocytld. Pro naSe Ucely studia mechanism(
hepatotoxicity a potencialnich hepatoprotektiv na kulturach maximalné 48 hod. starych by
vSak 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 hepatocytl v monolayeru muze 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 situaci, kterou ma simulovat. Pro navozeni
prosté steatdzy je vhodné pouziti modelu se samotnou OA, popr. OA v kombinaci s PA, zatimco
k navozeni steatdzy provazené apoptdzou a cytotoxicitou lze 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
ucinek vuci poskozeni modelovym hepatotoxinem D-galaktosaminem (D-GalN). Protektivni
efekt vykazovala pouze preventivniinkubace s EGCG, zatimco podani EGCG soubézné s D-GalN
selhalo. K ochrané plazmatické membrany mohla pfispét redukce peroxidace lipid( z lipidové
dvojvrstvy. Oxidacni stres indukovany v nasi praci nejspiSe presahl schopnost antioxidacnich
mechanismu zvratit nedostatek GSH v hepatocytech.

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. Svou ulohu
pravdépodobné sehrdvd oxidacni stres a mitochondridlni dysfunkce, které PA vyrazné
podporuje. Ochranny efekt, ktery vykazuje OA na cytotoxické plisobeni PA, se pravdépodobné
v tomto ptipadé neuplatnil, mechanismus je vSak tfeba dale zkoumat. Ovéfili jsme, ze nami
zavedeny model indukce steatdzy v in vitro podminkach Ize vyuZzit pro studium hepatotoxicity.

S vyuZitim zavedeného in vitro modelu steatdzy jsme také testovali potencialni
protektivni ucinek EGCG na rozvoj steatdzy a lipotoxicity. EGCG omezil lipotoxicky ucinek.
Vliv EGCG na samotny obsah tukl v hepatocytech v nasi praci vsak neni jednoznacny. Pokles
TAG byl pozorovan pouze pfi rozvoji steatdézy navozené OA, pokud byla pfitomna PA ve smési
s OA nebo byla pouzita PA samotna, pokles nebyl pozorovan. Ddle jsme zaznamenali
proapoptoticky efekt EGCG na steatotickych i neztukovatélych hepatocytech. Tyto nalezy
vyZaduji dalsi vyzkum.



3. SUMMARY

Liver damage has a variety of causes, but the mechanisms of damage may be common.
Most often, oxidative stress is induced in the cell or important organelles are directly
damaged. This leads to cell death, the initiation of an inflammatory response and the
development of fibrosis. A problem in Western civilization is Non Alcoholic Fatty Liver Disease
(NAFLD). Steatotic hepatocytes may be more sensitive to damage compared to non-fatty ones.

The study of hepatotoxicity and possible hepatoprotection requires suitable models
for in vitro experiments. The first part of this work is therefore dedicated to the introduction
of a model background using hepatocytes isolated from rat liver. First, we introduced a
method of culturing hepatocytes in a sandwich and evaluated its benefit over cultivation in
a monolayer, even for experiments lasting 48 hours, which are frequently used in our
laboratory. Significant differences were recorded from day 4 of culture, when the sandwich
model provides better preservation of morphological and functional parameters of
hepatocytes. However, for our purposes of studying the mechanisms of hepatotoxicity and
hepatoprotective effects on cultures up to 48 hours old, a monolayer culture methodology
should suffice.

We also introduced an in vitro model of steatosis induced by the addition of oleic
acid (OA), palmitic acid (PA) and their mixtures to the culture medium. In primary culture of
rat hepatocytes in monolayer, each of the two fatty acids used can induce a significant
increase in triacylglycerol (TAG) content, which, however, is accompanied by a significant
cytotoxic (lipotoxic) effect in the case of PA. The use of a mixture of OA and PA is accompanied
by the development of steatosis associated with lower cytotoxicity and better preserved
functional capacity of hepatocytes. When choosing a model, it is necessary to take into
account its use and the situation to be simulated. It is appropriate to use a model with OA
alone, or OA in combination with PA to induce simple steatosis. A model using PA can be
chosen to induce steatosis accompanied by apoptosis and cytotoxicity.

In the second part of this work, we verified, using a model of hepatocytes cultured
in monolayer, whether incubation of hepatocytes with epigallocatechin gallate (EGCG)
shows a protective effect against damage by D-galactosamine (D-GalN). Only preventive
incubation with EGCG showed a protective effect, while co-administration of EGCG with D-
GalN failed. Reduction of lipid peroxidation from the lipid bilayer may have contributed to the
protection of the plasmatic membrane. The oxidative stress induced in our work probably
exceeded the ability of antioxidant mechanisms to reverse GSH deficiency in hepatocytes.

In the next step, we evaluated the susceptibility of steatotic hepatocytes to D-GalN
damage in a currently established in vitro model of steatosis. Our results confirm a higher
sensitivity, the degree of sensitivity depends on the presence of PA in the steatogenic medium.
It can be speculated that oxidative stress and mitochondrial dysfunction play a role, which PA
significantly supports. The protection of OA against the cytotoxic effects of PA probably did
not apply in this case, but the mechanism needs to be further investigated. We have verified
that our established model of steatosis induced in vitro can be used to study hepatotoxicity.

Using an established in vitro model of steatosis, we also tested the potential
protective effect of EGCG on the development of steatosis and lipotoxicity. EGCG reduced
lipotoxicity. However, the effect of EGCG on the fat content of hepatocytes is not clear. A
decrease of TAG was observed only in the development of OA-induced steatosis, when PA
was present in a mixture with OA or alone, no decrease was observed. Furthermore, we
observed a proapoptotic effect of EGCG on steatotic and non-fatty hepatocytes. These
findings require further research.



4. UVOD DO PROBLEMATIKY

4.1. Jaterni poskozeni

Poskozeni jater mulze byt zplsobeno Sirokym spektrem pficin. Vyznamnym
metabolickym onemocnénim manifestovanym steatdzou v jatrech je NAFLD — Non Alcoholic
Fatty Liver Disease, jeZ predstavuje frekventovanou chorobu zapadni populace (1). Vzhledem
k postaveni jater v metabolismu xenobiotik byvaji ¢asto plvodcem jaterniho poskozeni
alkohol, léky a dalsi toxické latky. Ukazuje se, Ze akumulace tukd v hepatocytech muze
zvySovat jejich citlivost k poskozeni xenobiotiky (2-4).

Ackoliv priciny poskozeni jater tvofi etiologicky nesourodou skupinu, mechanismy,
které se v ném uplatiiuji, jsou ¢asto spolecné. Velkou mérou se na rozvoji jaterniho poskozeni
podili oxidacni stres, dochazi k navozeni apoptdzy a/nebo nekrézy bunék, rozvoji zanétu a
fibrdzy, ktera se prechodem do cirhézy stava rizikovym faktorem pro vznik hepatoceluldrniho
karcinomu.

4.2. Hepatoprotektiva

Hepatoprotektivni latky pfiznivé ovliviiuji metabolismus hepatocytd, chrani je pred
poskozenim a urychluji regeneracni procesy. Mezi latky pouzivané jako hepatoprotektiva patfi
esencialni fosfolipidy, polyfenoly, silymarin, vitaminy skupiny B, vitamin E a C, kyselina
ursodeoxycholovd, s-adenosylmethionin a pentoxifylin.

Velmi populdrni jsou rlzné rostlinné pripravky a vytazky. Vyznamnou podskupinou
rostlinnych polyfenol( jsou flavonoidy, pod které spadaji biologicky aktivni a terapeuticky
nadéjné katechiny. Z této skupiny muZeme v listech ¢ajovniku (Camellia sinensis) nalézt
epikatechin, epigalokatechin, epikatechin galat a epigalokatechin galat (EGCG). Jako velmi
slibny se jevi epigalokatechin galat (EGCG) (5-7), jehoZ potencidlné hepatoprotektivni a
antisteatoticky Ucinek jsme se rozhodli v této praci testovat.

4.3. Vyuziti hepatocytl pro modelové systémy v in vitro podminkach

Ke zkoumani hepatotoxicity, mechanisml poskozeni a hepatoprotekce je nutné
pouzivat vhodny experimentalni model. Velmi vyuzivanym modelem v in vitro podminkach
jsou primarni kultury hepatocyta v tzv. monolayeru, pti nichz jsou jaterni bunky kultivovany
na kultiva¢nich destickach potazenych vrstvou vhodné matrix, nejcastéji kolagenu. V téchto
podminkach mohou hepatocyty zachovdvat svoje klicové metabolické funkce i aktivitu
biotransformacnich enzymi po dobu nékolika dnu, takZe je Ize v tomto obdobi vyuZivat pro
studium hepatotoxicity i hepatoprotekce (8). S narUstajici délkou kultivace vyvstava hlavni
limitace tohoto modelu — dediferenciace hepatocytl, kterd je provazena morfologickymi
zménami a ztratou vyznamnych jaternich funkci v€etné biotransformaci nebo produkce
albuminu.

Z hlediska zachovani diferencovaného stavu bunék a délky jejich preziti v kultufe se jevi
vyhodnéjsi kultivace ve formé tzv. sendvi€e. Pfi sendvicové kultivaci leZi hepatocyty mezi
dvéma vrstvami extracelularni matrix, takze tento systém umoznuje hepatocytim adherovat
ve 3D podminkach. Hepatocyty v sendvici i po vice jak 72 hodindch kultivace zachovavaiji
viabilitu i svoje specifické funkce (9).

Primdrni kultury hepatocyt(, pfipadné hepatomové linie, |Ize pouzit k pfipravé modeltd
jaterniho poskozeni véetné steatdzy. Stale nejpouzivanéjsimi modely NAFLD jsou systémy, kdy
je steatdza hepatocytl indukovana dietarné na Zivém zvireti (10-12). Dietarni indukce steatdzy
je ovéem casové i financné naro¢na. Komercéné ,vyrdbénym* steatotickym modelem jsou
geneticky modifikovani hlodavci (ob/ob a db/db mysi, Zucker fatty rat atd.) (13), jejichzZ velkou
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nevyhodou je predevsim vysoka cena. Pfidavkem mastnych kyselin do média kultivovanych
hepatocytl Ize navodit steatdzu v in vitro podminkach (14, 15). Nasycena kyselina palmitova
(PA; C16:0) a mononenasycena kyselina olejova (OA; C18:1) jsou nejcastéjSimi mastnymi
kyselinami v potravé a triacylglycerolech jater (15). Prestoze izolované potkani hepatocyty
jsou v experimentalni hepatologii dostupnym a hojné vyuzivanym nastrojem, praci, které by
se zabyvaly hodnocenim ucinku téchto mastnych kyselin na primarni kulturu potkanich
hepatocyt(, bylo pred vznikem této disertacni prace velmi malo (16) a jejich vysledky byly pro
potreby pouziti modelu nealkoholové steatézy indukované in vitro nedostacujici.

5. CILE DISERTACNI PRACE

Tato prace ma dva zéakladni cile. Prvni cil je zaméren na rozvoj a optimalizaci in vitro
kultivacnich technik a modeld nezbytnych pro experimenty realizované v nasledujici ¢asti
prace i pro dalsi vyuziti v laboratofi.

5.1. Porovndni kultivace primarnich hepatocytd v monolayeru a v sendvi¢ovém usporadani

5.2. Model steatdzy indukovany v primarni kulture hepatocyt pomoci kyseliny olejové a
palmitové

Druhym cilem bylo v in vitro podminkach ovéfit, do jaké miry vykazuje vytazek
zeleného Caje — EGCG protektivni ucinky na toxické poskozeni neztukovatélych hepatocytd,
zda hepatocyty s prostou steatdzou vykazuji vyssi citlivost na toxické poskozeni a zda je
EGCG schopen tlumit rozvoj steatdzy a lipotoxicitu.

5.3. Hodnoceni protektivniho Ucinku EGCG na hepatocyty v primarni kultufe modelové
poskozené D-galaktosaminem

5.4. Hodnoceni citlivosti primarni kultury hepatocytl s prostou steatdzou navozenou
mastnymi kyselinami na toxické poskozeni D-galaktosaminem

5.5. Hodnoceni potenciadlniho protektivniho ucinku EGCG na rozvoj steatdzy a lipotoxicity
indukovany mastnymi kyselinami v primarni kulture hepatocytt

6. MATERIAL A METODIKY

Hepatocyty byly izolovany z jater potkant kmene Wistar (Velaz; samci; 180 - 240 g)
dvoustupriovou kolagenazovou reperfuzi jater (17, 18). K dalSim experimentim byly pouzity
jen hepatocyty, jejichz viabilita po izolaci pfesahovala 90 % (Tryptan blue, Sigma-Aldrich). Poté
byla uréena denzita bunék pomoci automatického Counteru Cellometer™ Auto T4 (Nexcelom
Bioscience, USA).

6.1. Zhotoveni primarni kultury hepatocytl v monolayeru a v sendvici:

Suspenze hepatocytll byla narfedéna na odpovidajici denzitu vkompletnim
Williamsové E médiu (BioChrom GmbH; Germany) s obsahem 6 % fetdlniho bovinniho séra
(FBS; BioChrom GmbH) a pfislusny objem suspenze byl pfidan na kultiva¢ni desti¢ky potazené
kolagenem (Collagen Type | from Rat Tail, Sigma-Aldrich). BEhem inkubace (2 hod., 37°C, 5 %
CO;) doslo k vytvoreni bunééného monolayeru. Po promyti kultury ¢istym médiem bylo na
desticky napipetovano kompletni Williams” E médium bez (jamky kontrol) nebo s obsahem
testované latky (OA, PA, D-GalN, EGCG).



Ptiprava sendvice probihala na 6ti-jamkovych kultiva¢nich destickach. Objem roztoku
kolagenu na vytvoreni druhé vrstvy byl 140 ul. Koncentrace kolagenu byla 0,8 mg/ml. Sendvic
byl 3 hod. inkubovan (37°C a 5 % CO;) a poté bylo pfidano kompletni Williams” E medium s,
resp. bez obsahu FBS.

6.2. Biochemicka stanoveni

K analyze intraceluldrnich analyt( byly hepatocyty lyzovany mrazem (-80 °C, 15 min) a
destilovanou vodou.

Ke zhodnoceni viability hepatocytu slouZilo stanoveni LDH leakage (pomér aktivity LDH
uniklého do extraceluldrniho prostredi ku celkové aktivité LDH) pomoci kitu LDH FS* DGKC
1970 (DiaSys GmbH, Germany) zaloZzeném na principu pfemény pyruvatu na laktat. Rychlost
premény NADH + H* na NAD* byla fotometricky (Tecan Infinite M200) stanovena jako ubytek
absorbance pfi 340 nm. Metabolicka aktivita hepatocytd byla hodnocena pomoci WST-1 testu
(Cell Proliferation Reagent WST-1; Roche Diagnostics), ktery je zalozeny na preméné
tetrazoliovych soli na barevny formazan bunélnymi, prfedeviim mitochondridlnimi,
dehydrogenazami. Hodnotime ndrlst absorbance pfi 440 nm v Case.

Oxidacni stres v bunice byl posuzovdn podle tvorby malondialdehydu (MDA) a
reaktivnich kyslikovych slouc¢enin (ROS) a obsahu glutathionu. Stanoveni MDA je zaloZzeno na
méreni absorbance produktu MDA a thiobarbiturové kyseliny (TBA) jako TBARS (19). Produkce
ROS burikami byla hodnocena pomoci fluorescencni sondy CM-H2DCFDA (Molecular Probes,
USA; AEx=485 nm; AEm=535 nm). Vysledky byly vypocteny z rozdilu intenzity fluorescence (40
minut — 0 minut). Stanoveni obsahu glutathionu probihalo spektrofluorimetricky (20).

Apoptdza byla hodnocena z aktivity kaspazy 3 pomoci kinetické fluorimetrické metody
zaloZzené na hydrolyze specifického substratu pro kaspazu 3 - Ac-DEVD-AMC. Produktem
Stépeni je volny AMC (AEx=360 nm; AEm=465 nm).

Produkci albuminu a urey jsme hodnotili funkéni kapacitu diferencovanych
hepatocytl. Ke kvantifikaci albuminu v kultivaénim médiu je v nasi laboratofi pouZivan Rat
Albumin ELISA Quantitation Kit (BETHYL), ktery vyuziva vazby ovci protilatky proti potkanimu
albuminu imobilizované na povrchu mikrotitra¢ni jamky s albuminem ve vzorku (450 nm).
K spektrofotometrické detekci urey v médiu je vyuzivana jeji reakce s diacetylmonoximem za
vzniku barevného diazinu.

K uréeni miry steatézy hepatocytl slouZilo stanoveni obsahu triacylglyceroli (TAG)
pomoci kitu Triglyceride Colorimetric Assay Kit (Cayman Pharma) zaloZzeného na principu
Stépeni TAG enzymem lipdzou na volné mastné kyseliny a glycerol. Finalni rozklad glycerolu je
doprovazen vznikem fialového produktu, ktery lze spektrofotometricky stanovit.

Vysledky WST-1 testu, MDA, ROS, glutathionu, kaspazy 3, albuminu a urey jsou
vztazeny na koncentraci proteinu ze stejné kultivaéni jamky (21). Vysledky TAG jsou vztazeny
na koncentraci proteind mérené ze vzorku po rozruseni hepatocytl sonifikaci. Metoda dle
Bradfordové tézi z adsorpce barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu proteinu.

6.3. Mikroskopické hodnoceni bunék a specialni barveni

Morfologicky vzhled Zivych neobarvenych bunék v kultufe byl pozorovan mikroskopii
ve fazovém kontrastu (mikroskop Olympus CK 40, pfipadné Olympus IX51). Membranovy
potencidl mitochondrii (MMP) byl vizualizovan pomoci fluorescenéniho barviva JC-1.
Principem metody je schopnost akumulace kationického barviva JC-1 (Molecular Probes, USA)
do mitochondrii. Pfi nizkém membrdnovém potencialu se JC-1 vyskytuje jako monomer (Alem
525 nm, zelena). P¥i vyssich membranovych potencidlech JC-1 tvofi tzv. “J-agregaty” (lem 590
nm, ¢ervena). K vizualizaci MMP byl pouzit fluorescenc¢ni mikroskop Olympus IX51 (Olympus,
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Japan) doplnény o digitalni fotoaparat Olympus E600 (Olympus, Japan). Pofizené fotografie
Ize vyhodnotit kvalitativné i kvantitativné. K vizualizaci steatézy jsme obarvili neutralni tuky
v hepatocytech pomoci olejové c¢ervené O s vyuzitim Steatosis Colorimetric Assay Kit (Cayman
Pharma). K uréeni lokalizace a pofizeni fotografii byly jddra obarvena hematoxylinem. Pro
kvantitativni stanoveni bylo pfidano extrakéni ¢inidlo a méfena absorbance pfi 500 nm.

6.4. Statistické hodnoceni dat

Statistické zpracovani dat probihalo pomoci programu GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, USA). Hodnoceni statistické vyznamnosti bylo provedeno jednofaktorovym ANOVA
testem. K viceCetnému porovnavani mezi skupinami slouzil Tukey-Kramerdv post hoc test.
V pfipadé nenormadlniho rozloZeni hodnot byl pouzit neparametricky Kruskal-WallisGv test
s Dunnovym post hoc testem. VSechny vysledky jsou vyjadfovany jako aritmeticky primér +
smérodatnd odchylka. Signifikance jsou vyznaceny nasledovné: ***: (p<0,001); **: (p<0,01);
*: (p<0,05)

7. VYSLEDKY

7.1. Porovnani kultivace primarnich hepatocytd v monolayeru a v sendvi¢ovém usporadani

Nejprve bylo nutné na nasem pracovisti sendvi¢ovou kultivaci zavést a optimalizovat.
Pouzivame standardni monolayer s kolagenem o koncentraci 0,3 mg/ml, tuto koncentraci na
spodni vrstvé sendvi¢e jsme zachovali. Dostatecnda doba kzatuhnuti kolagenu bez
nezadouciho poskozeni bunék byla vyhodnocena na 3 hodiny. Optimalni koncentrace
kolagenu na vrchni vrstvu sendvice byla stanovena na 0,8 mg/ml.

Ke kultivaci bylo pouzito 1,5 ml Williams‘ E média se suplementy s obsahem 6 % FBS,
resp. bez FBS. Kultivacni médium bylo kazdy den ménéno za cerstvé a kultury byly takto
udrzovany po dobu 10 dni.

Kazdy den byla provedena fotografickd dokumentace. Rozdily mezi kulturami
s fetdlnim bovinnim sérem (FBS+) a bez (FBS-) nebyly patrné. Prvni den se monolayery a
sendvice vyraznéji nelisily - vykazovaly polygonalni tvar a kontakty mezi burikami. Pocinaje
druhym dnem dochazelo u sendvich k vyraznéjsi tvorbé Zlucovych kanalkl, které byly
v monolayeru patrné jen ojedinéle. Ctvrty den hepatocyty v monolayeru ziskavaly
fibroblastim podobny tvar a pomalu se zkultury odlucovaly. 10. den bylo mozné
v monolayeru pozorovat jen ojedinélé bunky, zatimco hepatocyty kultivované sendvic¢ové
stdle pokryvaly témér celou plochu desticky, zachovavaly polygonalni tvar i pfitomnost
kanalka.

Kazdy druhy den bylo médium sbirdno na biochemickou analyzu a burnky zpracovany
na stanoveni intracelularnich analytl. Statistické porovnani skupin probihalo vidy v ramci
jednoho kultiva¢niho dne.

Druhy den kultivace jsme pozorovali nejvyssi unik LDH do média u monolayeru
s obsahem FBS a u sendvic¢e bez obsahu FBS (p<0,001), tento Unik vSak znamenal cca 15 %
LDH. 4., 6., 8. a 10. kultivacni den vykazovaly oba sendvice nizsi LDH leakage nez hepatocyty
kultivované v monolayerech (p<0,001).

AZ do 6. kultivaéniho dne nebyly mezi skupinami v produkci MDA nalezeny signifikantni
rozdily. V 10. dni kultivace byla u hepatocytl kultivovanych v monolayeru zjisténa vy$si mira
lipoperoxidace neZ u sendvicl (p<0,001).

Ve 2. kultivacnim dni byl nejvyssi obsah albuminu nalezen u hepatocytd v sendvici bez
FBS a v monolayeru s FBS. Ve 4. dni kultivace prevySovala produkce albuminu u hepatocytt
kultivovanych v sendvici bez FBS (p<0,001) produkci u ostatnich druh( kultivace, mezi kterymi
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nebyl nalezen rozdil. Sendvicové kultury si zachovdvaly produkci albuminu az do 10. dne,
zatimco u monolayeri s délkou kultivace postupné ustavala.

7.2. Model steatdzy indukovany v primarni kulture hepatocytd pomoci kyseliny olejové a
palmitové

Po ptichyceni hepatocytl na kolagen kultivaénich desticek bylo k burikdm pfidano
Williams‘ E médium s obsahem olejové (OA) i palmitové kyseliny (PA) o koncentraci 0,125;
0,25; 0,5; 0,75, 1 a 2 mmol/I ¢i kombinaci OA:PA 3:1; 2:1 a 1:1 o celkové koncentaci 0,5; 0,75
a 1 mmol/I. Kontrolu pfedstavovaly jamky s Williams'E médiem s odpovidajicim obsahem BSA
(bovinni sérovy albumin) bez obsahu mastnych kyselin.

Nasledné byly buriky 24 hodin kultivovany v prostfedi 37 °C a 5 % CO,. Poté bylo
médium stazeno na biochemickd stanoveni a bunky zpracovany na zhodnoceni
intracelularnich analytd.

Obr. ¢. 1-LDH leakage, obsah TAG v hepatocytech a MMP hodnocené po 24hodinové kultivaci
hepatocytl s prislusnou koncentraci OA, PA ¢i kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1 a 1:1.
-
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kyselina ¢i kombinace o celkové koncentraci 0,75 a 1 mmol/l; xxx vs stejnda mastna kyselina &i
kombinace o celkové koncentraci 0,5 mmol/I

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem BSA bez obsahu mastnych kyselin
OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem mastnych kyselin v mmol/I,
které byly rozpustény v BSA

***. (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n>6

Aktivita bunéénych dehydrogenaz a viabilita hepatocytu klesala se vzrastajici celkovou
koncentraci mastnych kyselin (MK) a s obsahem PA v médiu. Pouziti samotné OA a kombinace
OA:PA mélo v porovnani se samotnou PA o shodné celkové koncentraci za nasledek
signifikantné vy3si WST-1 test (p<0,001) a nizsi LDH leakage (p<0,001). Ekvimolarni pfidavek
OA do smési k PA (OA:PA 1:1 v celkové koncentraci MK 0,5 resp. 1 mmol/I) byl oproti samotné
PA o poloviéni celkové koncentraci (0,25 resp. 0,5 mmol/l) provazen poklesem Gniku LDH (0,25
mM PA vs 0,5 mM 1:1 (p<0,05); 0,5 mM PA vs 1 mM 1:1 (p<0,001)).

Obsah TAG v hepatocytech stoupal dle o¢ekdvani se vzrustajici koncentraci mastnych
kyselin v médiu, a to od 0,25 mM PA (p<0,01) a od 0,5 mM OA (p<0,001). V nizsich
koncentracich MK (0,25 a 0,5 mmol/I) byla nalezena vyssi akumulace TAG po PA, pfi pouZiti
vyssich koncentraci MK (0,75 a 1 mmol/l) doslo k vyraznéjsi steatéze po OA. Obsah TAG pfi
pouziti kombinace OA:PA zavisel na celkové koncentraci MK a odpovidal obsahu TAG po
inkubaci s adekvatnim obsahem OA. Navyseni celkové koncentrace mastnych kyselin z 0,75
mmol/l na 1 mmol/I jiz nemélo u Zadné z testovanych skupin za nasledek signifikantni narlst
obsahu TAG v hepatocytech.

Aktivita kaspazy 3 a tvorba ROS stoupala pouze po inkubaci hepatocytl s PA od
koncentrace 0,5 mmol/l a vice (p<0,001). Pfidavek 0,5 mM OA do kultivaéniho média k 0,5 mM
PA (OA:PA 1:1 o celkové koncentraci MK 1 mmol/l) pIné zamezil zvyseni aktivity kaspazy 3 a
produkci ROS (p<0,001), které jsme pozorovali po pouZiti samotné 0,5 mM PA, ackoliv celkova
koncentrace MK byla dvakrat vyssi.

Produkce albuminu klesala u hepatocytl kultivovanych se vsemi testovanymi
koncentracemi PA (p<0,001), zatimco u hepatocytl inkubovanych s OA byl zaznamendn
pokles produkce albuminu od koncentrace 1 mmol/l. U kombinaci OA:PA klesala tvorba
albuminu od celkové koncentrace MK 0,75 mmol/l. Podobné jako ve vySe zminénych
pripadech doslo k protektivnimu ucéinku OA pred poklesem albuminu zplsobenym PA - po 0,25
mM PA byla nalezena signifikantné nizsi (p<0,05) tvorba albuminu, nez po kombinaci OA:PA
1:1 o dvojnasobné celkové koncentraci mastnych kyselin.
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Pokles MMP vizualizovaného pomoci fluorescencni barvy JC-1 jsme zaznamenali pouze
u hepatocytl kultivovanych s PA, a to od koncentrace PA 0,75 mmol/l (p<0,001). Po Zadné
z testovanych koncentraci kyseliny olejové ani Zadné z testovanych kombinacich OA:PA nebyl
pokles membranového potencidlu mitochondrii pozorovan.

7.3. Hodnoceni protektivniho Ucinku EGCG na hepatocyty v primarni kulture modelové
poskozené D-galaktosaminem

Experiment probihal v uspofadani:

a) Soucasna kultivace hepatocytl s EGCG a D-GalN

- primarni kultura hepatocytl v monolayeru byla 24 hod. kultivovana v soubézné s 20
mM D-GalN a EGCG (1,25; 2,5; 5 a 10 umol/I).

b) Kultivace hepatocytll s EGCG a nasledna kultivace s EGCG a D-GalN

- primarni kultura hepatocytll v monolayeru byla nejprve 24 hod. kultivovana se
samotnym EGCG (1,25; 2,5; 5 a 10 umol/l) a po vyméné média byla dalsich 24 hod.
kultivovdna se 40 mM D-GalN a EGCG ve vyse uvedenych koncentracich.

Pfedchozimi vysledky naseho pracovisté i ovérenim pred samotnym experimentem
jsme potvrdili, Ze k navozeni toxického uUcinku je moZno pouzit koncentraci 20 nebo 40 mM D-
GalN pro 24hod. inkubaci. Koncentrace 40 mmol/l byla vhodna i pro toxické poskozeni
hepatocytl nejprve inkubovanych 24 hod. v médiu bez pfidavku D-GalN a nasledné 24 hod.
inkubovanych s D-GalN.

K vylouéeni toxického uUcinku samotného EGCG jsme experimentalné stanovili jeho
vhodné koncentracni rozmezi pro obé usporadani experimentu. V intervalu koncentraci 1,25
— 10 umol/lI EGCG nedoslo ke snizeni WST-1 testu, zvySeni LDH leakage ani ke tvorbé MDA.

Soucasna inkubace hepatocytll s EGCG a 20 mM D-GalN po dobu 24 hodin
nevykazovala vyrazny protektivni efekt EGCG proti toxickému poSkozeni D-galaktosaminem.

Obr. €. 2 - LDH leakage, tvorba MDA a produkce albuminu a urey hodnocena po 24hodinové
preinkubaci hepatocytll s EGCG o koncentraci 1,25 — 10 umol/l a nasledné 24hodinové
kultivaci hepatocytl s prislusnou koncentraci EGCG a s pridavkem 40 mM D-GalN.

4 N

LDH leakage a tvorba MDA

M LDH leakage

%zK

= MDA

K GalN 40 EGCG 1,25EGCG 2,5+ EGCG5+ EGCG 10+
+GalN40 GalN40 GalN40 GalN40

pmol/l EGCG; mmol/l GalN
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Produkce albuminu a urey
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K GalN 40 EGCG 1,25 EGCG 2,5 EGCG5+ EGCG 10 +
+GalN 40 + GalIN40 GalN40 GalN 40
pumol/l EGCG; mmol/l GalN
\ S

**% ys K; +++ vs GalN 40

K: kontrolni hepatocyty 48 hod. kultivované pouze ve Williams’ E médiu se suplementy

GalN 40: hepatocyty 24 hod. kultivované s Williams’ E médiem a dalSich 24 hod. s 40 mM D-GalN
EGCG 1,25 + GalN 40; EGCG 2,5 + GalN 40; EGCG 5 + GalN 40; EGCG 10 + GalN 40: hepatocyty 24 hod.
preinkubovany s uvedenou koncentraci EGCG v umol/l a dalSich 24 hod. kultivované v médiu s
obsahem pfislusné koncentrace EGCG a 40 mM D-GalN

***. (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n>8

Preinkubace hepatocytl s EGCG a nasledna 24 hod. kultivace hepatocytt s EGCG a 40
mM D-GalN vykazovala v nékterych parametrech protektivni uéinek EGCG vici toxickému
poskozeni galaktosaminem. Pridavek 1,25 (p<0,01) a 2,5 uM (p<0,05) koncentrace EGCG mél
za nasledek signifikantni zvyseni hodnoty WST-1 testu oproti samotnému D-GalN. V tomto
pfipadé byl pridavek vSech testovanych koncentraci EGCG do média ke D-GalN doprovazen
také poklesem LDH leakage i snizenim tvorby MDA (p<0,001) oproti toxické kontrole (40 mM
D-GalN). Snizeni uniku LDH do média bylo v pfipadé smési 2,5; 5 a 10 uM EGCG a 40 mM D-
GalN pozorovano az na uroven intaktnich kontrol. Bohuzel, Zddna koncentrace EGCG presto
nedokazala zabranit ¢i alespon zmirnit poskozeni funkéni kapacity (produkce alouminu a urey)
a poklesu celkového obsahu glutathionu v hepatocytech zplGsobenych toxickym plsobenim D-
GalN.

7.4. Hodnoceni citlivosti primarni kultury hepatocytl s prostou steatdzou navozenou
mastnymi kyselinami na toxické poskozeni D-galaktosaminem

Ukolem bylo zhodnotit citlivost hepatocytl s prostou steatézou bez soucasného
vyraznéjsiho poskozeni bunék na toxicitu vybraného hepatotoxinu (D-galaktosaminu). Tento
pozadavek spliiuje pouZiti samotné OA ¢i kombinace OA:PA 3:1 o koncentraci 0,75 mmol/I.

Po ptichyceni hepatocytl na kolagen kultivacénich desticek bylo k burikdm pfidano
Williams‘ E médium s obsahem olejové kyseliny (OA) ¢i kombinace OA:PA v poméru 3:1 o
koncentraci 0,75 mmol/I. Kontrolni nesteatotickou skupinu predstavovaly jamky s pfisluSnym
obsahem BSA bez obsahu mastnych kyselin. Nasledné byly buriky 24 hodin kultivovany
v prosttedi 37 °C a 5 % CO,. Poté bylo médium stazeno a nahrazeno cerstvym kompletnim
Williams‘ E médiem s obsahem D-GalN o koncentraci 2,5; 5; 10; 20 a 30 mmol/l. Nasledovala
dalsi 24hodinova kultivace v prostfedi 37 °C a 5 % CO.. Po uplynuti této doby bylo stazeno
médium na biochemickd stanoveni a bunky zpracovdny na zhodnoceni intraceluldrnich
analytd.
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Obr. ¢. 3 - Hodnoceni LDH leakage a tvorby ROS steatotickymi hepatocyty kultivovanymi 24 h.
s mastnymi kyselinami k navozeni steatdzy in vitro a nasledné 24 h. s D-GalN o koncentraci 2,5
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shodnym pridavkem D-GalN; ooo vs pfislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné D-GalN (samotnd
OA ¢i samotnd OA:PA 3:1); xxx vs OA:PA 3:1 se shodnym pridavkem D-GalN

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s odpovidajicim obsahem BSA bez obsahu
mastnych kyselin a dalSich 24 hod. kultivované bez (- GalN) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace D-
GalN v mmol/I

OA; 3:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem 0,75 mM koncentrace mastnych kyselin,
které byly rozpustény v BSA a dalSich 24 hod. kultivované bez (-GalN) nebo s pfidavkem uvedené
koncentrace D-GalN v mmol/I

*%%. (n<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n>6

Pti kultivaci neztukovatélych hepatocyt(i s D-GalN doslo ke zvySeni LDH leakage po 30
mM D-GalN (p<0,001). U modelu se steatdzou navozenou OA stoupal LDH leakage od 20 mM
koncentrace D-GalN, zatimco u kombinace OA:PA 3:1 doslo ke zvySeni jiz od 5 mM D-GalN.
Ddle, 5; 10 (p<0,05) a 20 mM (p<0,001) D-GalN vyvolal ve skupiné s OA nizsi unik LDH do média
nez u skupin se steatézou indukovanou smési OA:PA 3:1. VSechny koncentrace D-GalN vyjma
té nejvyssi (30 mM) navodily u steatotickych hepatocytl vyraznéjsi LDH leakage neZ u
nesteatotickych hepatocytl (p<0,001).
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Aktivita kaspdzy 3 se u vSech hepatocytl zvysila po pfidavku 2,5; 5 a 10 mM D-
galaktosaminu (p<0,001), u nesteatotické skupiny a skupiny OA:PA 3:1 navic i po 20 mM D-
GalN (p<0,001). Nejvyraznéjsi narlst aktivity kaspazy 3 byl u vSech skupin po 2,5 mM D-GalN.
Pridavek 2,5 (p<0,001) a 5 (p<0,01) mM D-GalN k hepatocytlim s OA zpUsobil v porovnani
s nesteatotickymi hepatocyty nizsi nar(st aktivity kaspazy 3. Oproti tomu u hepatocytl s
OA:PA 3:1 byla po ptidavku 2,5 mM D-GalN zaznamendna vyssi aktivita kaspazy 3 nezZ u
nesteatotickych hepatocytll (p<0,001). Pfi pouziti OA k indukci steatdzy byla po pridavku 2,5
(p<0,001); 5 (p<0,01) a 10 mM D-GalN (p<0,05) nalezena nizsi aktivita kaspazy 3 nez pfi uziti
OA:PA 3:1. Tvorba ROS vzrlistala u nesteatotické skupiny a skupiny OA:PA 3:1 u vSech
pouzitych koncentraci D-GalN. U skupiny s OA byl zaznamenan vzestup tvorby ROS od 10 mM
D-GalN. Produkce ROS byla vyznamnéjsi plasobenim 2,5 (p<0,01); 5a 10 mM D-GalN (p<0,001)
na hepatocyty ve skupiné OA:PA 3:1 neZ na nesteatotické hepatocyty. U skupiny se
samotnou OA byla po pfidavku 10 (p<0,01) a 30 mM D-GalN (p<0,05) zaznamenana nizsi
tvorba ROS nez u OA:PA 3:1.

7.5. Hodnoceni potencialniho protektivniho Ucinku EGCG na rozvoj steatdzy a lipotoxicity
indukovany mastnymi kyselinami v primarni kulture hepatocytl

Byly zhotoveny kultury v monolayeru podle navodu v sekci ,,Metodiky”. Nasledné bylo
k hepatocytlim pridano Williams‘ E médium bez nebo s obsahem EGCG o koncentraci 0,625;
1,25; 2,5 a 5 umol/l. Nasledné byly buriky 24 hodin kultivovany v prostfedi 37 °C a 5 % CO,.
Poté bylo médium stazeno a nahrazeno éerstvym kompletnim Williams‘ E médiem s obsahem
olejové kyseliny (OA), kombinace OA:PA v poméru 3:1 ¢i palmitové kyseliny (PA) o celkové
koncentraci 0,5 mmol/l a bez nebo s obsahem EGCG o koncentraci 0,625; 1,25; 2,5 a 5 umol/I.
Kontrolni nesteatotické hepatocyty predstavovaly jamky s obsahem BSA ve Williams” E médiu
bez obsahu mastnych kyselin a bez nebo s odpovidajicim pridavkem EGCG. Nasledovala dalsi
24hodinova kultivace v prostfedi 37 °C a 5 % CO,. Po uplynuti této doby bylo stazeno médium
na biochemicka stanoveni a bunky zpracovdny na zhodnoceni intraceluldrnich analyta.
Vysledky jsou z dlivodu dat ziskanych z min. 3 izolaci hepatocytll vyjadreny jako % z nic¢im
neovlivnéné nesteatotické kontroly.

Obr. ¢. 4 —LDH leakage, produkce ROS a obsah TAG v hepatocytech hodnocené po 24hodinové
preinkubaci hepatocytl s EGCG o koncentraci 0,625 — 5 umol/l a nasledné 24hodinové
kultivaci hepatocytd s EGCG o shodné koncentraci a mastnymi kyselinami o celkové

koncentraci 0,5 mmol/l k navozeni steatdzy in vitro.
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*** ys nicim neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - EGCG); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se
shodnym pridavkem EGCG; ooo vs prislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné EGCG (samotna OA,
samotnd OA:PA 3:1 ¢i samotna PA); xxx vs PA se shodnym pridavkem EGCG

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG
v umol/l a dalSich 24 hodin v médiu s obsahem BSA bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG) nebo
s pridavkem uvedené koncentrace EGCG v umol/I

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace
EGCG v umol/l v médiu a dalsich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly
rozpustény v BSA a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I

%%, (n<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n>6

V neztukovatélé skupiné méla preinkubace s 0,625; 1,25 a 2,5 uM EGCG za nésledek
zvyseni aktivity bunécnych dehydrogenaz (p<0,001). U steatotickych skupin jsme tento vliv
zaznamenali pouze u preinkubace skupiny OA:PA 3:1 s 1,25 uM EGCG (p<0,05), v ostatnich
steatotickych skupinach neméla preinkubace s EGCG statisticky vyznamny vliv. WST-1 test
klesal pod uroven ni¢im neovlivnéné kontroly u steatotické skupiny OA:PA 3:1 preinkubované
s5 uM EGCG (p<0,05) a u celé steatotické skupiny PA (p<0,001). Ve vSech steatotickych
skupinach preinkubovanych s EGCG (s vyjimkou skupiny OA s pfidavkem EGCG 5 umol/I) byl
nalezen nizsi WST-1 test neZ u nesteatotickych hepatocytli preinkubovanych s EGCG.
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Steatotické skupiny OA a OA:PA 3:1 vykazovaly vyssi WST-1 test neZ skupina PA
s odpovidajicim ptidavkem EGCG (p<0,001).

Ke zvySenému Uniku LDH oproti ni¢cim neovlivnéné kontrole doslo pouze u skupiny PA
bez preinkubace s EGCG (p<0,001). U vSech skupin doslo preinkubaci s EGCG k poklesu LDH
leakage oproti pfislusné skupiné neovlivnéné EGCG, pouze u skupiny OA preinkubované
s 0,625 a 5 uM EGCG nebyl tento pokles statisticky vyznamny. Preinkubace s EGCG vedla u
skupiny s PA k vy$Simu LDH leakage neZ tomu bylo u vSech ostatnich skupin, pouze u skupiny
OA preinkubované s 0,625 a 5 uM EGCG nebyl tento nalez potvrzen statistickou vyznamnosti.

Podobné vysledky jako u LDH leakage byly nalezeny i ve tvorbé& ROS a MDA. Vzestup v
produkci ROS (p<0,001) a MDA (p<0,05) oproti ni¢im neovlivnéné kontrole byl zaznamenan
pouze u steatotické skupiny s PA bez ovlivnéni EGCG. Preinkubace této skupiny se vSemi
testovanymi koncentracemi EGCG méla za nasledek redukci produkce ROS na uroven nicim
neovlivnéné kontroly (p<0,001), v pfipadé tvorby MDA dokonce pod jeji uroven. U vSech
ostatnich skupin doslo preinkubaci s EGCG rovnéZ k poklesu tvorby ROS, pouze u skupiny
OA:PA 3:1 preinkubované s 0,625 a 1,25 uM EGCG nebyla zména oproti OA:PA 3:1 neovlivnéné
EGCG potvrzena statistickou vyznamnosti. Steatotické hepatocyty s PA preinkubované s EGCG
vykazovaly vyssi produkci ROS neZ nesteatotické hepatocyty i ztukovatélé hepatocyty s OA Ci
OA:PA 3:1 preinkubované se shodnymi koncentracemi EGCG. Naopak, u preinkubace s 1,25 a
2,5 uM EGCG u skupiny PA jsme nalezli dokonce nizsi tvorbu MDA neZ u neztukovatélych
hepatocytl. Podobné i preinkubace s 0,625 a 1,25 uM EGCG u skupiny OA:PA 3:1as 1,25a
2,5 UM EGCG u skupiny OA vedla k nizsi tvorbé MDA neZ tomu bylo u neztukovatélych
hepatocyt(.

Po pridavku OA (p<0,001), kombinace OA:PA 3:1 (p<0,001) i PA (p<0,05) do média
kultivovanych hepatocytli jsme zaznamenali vzestup obsahu TAG i akumulace Oil Red O.
Preinkubace steatotické skupiny OA s EGCG méla za nasledek sniZzeni obsahu TAG i akumulace
Oil Red O v hepatocytech oproti OA bez pridavku EGCG, nikoli ale aZ na uroven nesteatotické
kontroly. Rovnéz pridavek EGCG k OA:PA 3:1 (s vyjimkou 2,5 uM EGCG) zapficinil nizsi
akumulaci Oil Red O v hepatocytech, na hladinu TAG vsak nemél vliv. Po preinkubaci
steatotické PA skupiny s EGCG nebyl nalezen statisticky niz§i obsah TAG v téchto
hepatocytech.

8. DISKUSE A ZAVERY

8.1. Porovnani kultivace primarnich hepatocytl v monolayeru a v sendvicovém usporadani

Primarni kultury hepatocytl jsou pouzivany radu let jako alternativa k in vivo pokusiim.
Kultivacni technika tzv. monolayeru (jedné vrstvy bunék prichycenych k extracelularni matrix)
dovoluje béhem nékolika hodin vytvoreni kontaktl mezi burikami, buriky ziskavaji polygonalni
tvar (9). Dochdzi vsak k rychlé dediferenciaci hepatocytl a ztraté jejich polarity (22, 23).
Nastava pokles funkcni kapacity hepatocytli, ktery se zvySuje s délkou kultivace (24).
Dediferenciace hepatocytl je doprovazena ztratou viability (25). Morfologicky Ize postupné
zaznamenat ztratu kontaktd mezi burikami, buriky tvarové pfipominaji fibroblasty a nakonec
se odlucuji od extraceluldrni matrix. Sendvicova metoda, pfi které jsou hepatocyty umistény
mezi dvé vrstvy extraceluldrni matrix, umoziuje vytvoreni kontaktl nejen vzajemné mezi
burikami, ale také mezi burikami a extraceluldrni matrix a priblizit tak vice in vitro podminky
skuteénému usporadani v jatrech. U hepatocytl se takto dafi déle zachovat jejich funkce jako
je produkce urey a albuminu (26), nedochazi tak rychle k poklesu aktivity biotransformacnich
enzymU (9, 27, 28). Otazkou je, zda jiz pfi kultivaci trvajici 2 dny jsou vyhody sendvicové
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techniky tak vyrazné a bylo by vhodnéjsi pouzivat sendvicovou techniku i pro kratkodobéjsi
kultivace.

Faktorem ovliviiujicim stav a funkci bunék v kultufe je i slozeni kultivaéniho média (29,
30). Zpravidla se pouziva komeréné dodavané, v nasem pripadé Williams‘ E médium, které se
ddale obohacuje o dalsi slozky podporujici pfichyceni bunék na kultivacni jamku a udrzeni
diferencovaného fenotypu hepatocytl. K prevenci mikrobidlni kontaminace kultur jsou média
suplementovana antibiotiky a antimykotiky.

Diskutabilnim suplementem kultivacniho média je fetalni bovinni sérum. Ackoliv
bovinni pankreaticky inhibitor trypsinu obsazeny v séru mUze mit uZitecny vliv na trypsinové
protedzy v membrdnach a zamezit poizola¢ni autodegradaci bunék (31), nékteré studie
uvadeéji priznivéjsi dopad bez jeho ptidavku (27, 30).

Nasim ukolem bylo zavést sendvi¢ovou kultivaci hepatocytl, porovnat ji s kultivaci v
monolayeru a dale zhodnotit vliv obsahu FBS v kultivatnim médiu na kulturu v monolayeru a
sendvic¢i. Zaméfili jsme se na hodnoceni viability hepatocytll, uroven oxidacniho stresu a
funkéni kapacitu hepatocytll. Parametry byly méreny 2., 4., 6., 8. a 10 den kultivace. Bohuzel,
technické komplikace v naSem experimentu nedovolily méfeni parametri 1. den kultivace,
podafrilo se pouze ziskat fotografie kultur.

Soudé z nasich vysledkd, kultivace v prvnich dvou dnech nepfinasi vyrazné rozdily mezi
technikou v monolayeru a sendvi¢ovou metodou. Literarni zdroje uvadéji, Ze LDH leakage byl
u sendvic¢ovych kultur 1. den kultivace dokonce az dvojndsobné vyssi oproti monolayeru (27),
coz mohlo souviset i s pomalejsi adaptaci hepatocytll po izolaci, pro coz svédcil morfologicky
obraz. Zatimco hepatocyty v monolayeru vytvorily vzajemné kontakty a ziskaly polygonalni
tvar jiz 4 hod. po ,,seedingu” (proces prichycovani k podkladu), u sendvicli proces trval 24 hod.
Soucasné energeticky stav bunék, resp. obsah ATP, byl prvni den kultivace u sendvi¢d nizsi
(27).

Od 4. dne jiz nami sledované parametry poukazuji na vyhody kultivace v sendvici,
zejména v médiu bez pridavku séra. Sendvicovy typ kultivace podporuje vyssi schopnost
antioxida¢ni obrany proti rozvoji oxida¢niho stresu, ke kterému dochazi béhem kultivace (9,
32), coz by mohlo vysvétlit nizkou uroven lipoperoxidace v nasich sendvi¢ovych kulturach.
Velmi dllezitym aspektem pro uprednostnéni sendvicové kultivace je Uroven aktivity
biotransformacnich enzym(, coz je zadsadni napf. pfi farmakologickych studiich zamérenych
na lékové interakce. Sendvi¢ova technika kultivace mlzZze omezit jejich pokles, resp. udrzet
aktivitu relativné stabilni az 14 dni (27, 32, 33).

Zavér: Podafilo se ndm do nasi laboratore zavést metodiku sendvicové kultivace
primarnich hepatocytl potkana. Vyrazné rozdily stavu hepatocytl byly zaznamendany od 4.
dne kultivace, kdy sendvicovy model poskytuje lepsi zachovani morfologickych i funkénich
parametrd hepatocytl. Nicméné, pro nase uUcely studia mechanism( hepatotoxicity a
potencialnich hepatoprotektiv na 1 aZz dvoudennich kulturdch by méla postacit metodika
kultivace v monolayeru.

8.2. Model steatdzy indukovany v primarni kulture hepatocytd pomoci kyseliny olejové a
palmitové

Literarni Udaje svédci pro moznost indukce steatdzy in vitro pomoci pridavku mastnych
kyselin do média kultivovanych bunék. Nejvice zastoupenymi mastnymi kyselinami v potravé
a triacylglycerolech normalnich i steatotickych jater jsou nasycena kyselina palmitova (C16:0)
a mononenasycend kyselina olejova (C18:1) (15, 34). V dobé, kdy tato nase studie vznikala,
nebyly nalezeny uspokojivé Udaje o dopadu na hepatocyty potkana, které byvaji v modelech
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in vitro hojné vyuzivany. Nasim cilem bylo ukazat, jaky efekt ma PA a OA na rozvoj steatdzy,
cytotoxicitu a na funkéni kapacitu potkanich hepatocytl v primarni kulture, ktery nebyl
v literature uspokojivé popsan.

Pridavek kyseliny palmitové i olejové vedl k signifikantnimu narlstu obsahu TAG v
hepatocytech, ktery byl zavisly na koncentraci mastnych kyselin v médiu. Neexistuje jednotny
nazor, ktera mastna kyselina indukuje vyraznéjsi steatézu (14, 15, 35). Nase vysledky
dokumentuiji, Ze pfti nizsich koncentracich (0,25; 0,5 mM) mastnych kyselin v médiu pUsobila
jako vétsi steatogenni Cinidlo kyselina palmitovd, ve vysSich koncentracich (0,75; 1 mM)
vykazovala vétsi steatogenni efekt naopak kyselina olejova. Vzristajici koncentrace PA muze
mit dopad na utlum tvorby TAG (36). PA nemusi byt schopna navodit inkorporaci mastnych
kyselin do TAG tak efektivné jako OA (35, 37). Tvorba TAG indukovand olejovou kyselinou
mulzZe byt alespon z&asti vysvétlena zvySenim exprese lipogennich transkripénich faktort
SREBP-1a PPAR y (35).

Nase vysledky potvrdily, Ze palmitova kyselina vystupuje jako cytotoxické agens, coz je
v souladu se zavéry studii na hepatomovych liniich a lidskych primarnich kulturach hepatocyt(
(14, 38).

Mezi mirou steatdzy a rozsahem poskozeni bunék nebyla nalezena pfima uméra.
Existuje predstava, Ze inkorporace volnych mastnych kyselin do TAG muzZe pusobit jako
mechanismus vedouci k ochrané jater pred toxicitou volnych mastnych kyselin (35, 39, 40).
V nasi studii ovSem hepatocyty vystavené 0,25 a 0,5 mM koncentraci PA vykazovaly vyssi
akumulaci TAG zaroven s vyssi cytotoxicitou nez hepatocyty vystavené stejné koncentrované
kyseliné olejové.

Cytotoxicita nasycenych mastnych kyselin je provazena apoptdzou (14, 15, 35). V nasi
praci jsme po inkubaci hepatocytl s PA zaznamenali signifikantni vzestup aktivity exekutivni
kaspazy 3. Oproti tomu expozice bunék OA nezplsobila vzrist aktivity kaspdzy 3. Ostatni
autofi popisuji také nulovy ¢i pouze maly efekt kyseliny olejové na indukci apoptdzy (35, 41,
42). Pro ucast mitochondrii v aktivaci apoptdzy svédci nalez zvysené aktivity kaspazy 9 po
vystaveni HepG2 bunék kyseliné palmitové, zatimco olejova kyselina neméla vliv (15). Nase
vysledky dokumentuji pokles MMP po inkubaci hepatocytl s PA. V ptipadé olejové kyseliny
byl MMP zachovdn.

Mocnym stimulem schopnym spustit apoptotickou kaskadu v burice je oxidacni stres.
Vystaveni palmitové kyseliné vede k tvorbé ROS (43). V nasi préci jsme po inkubaci hepatocytu
s PA zaznamenali zvySenou tvorbu ROS, kterad korespondovala s aktivaci kaspdazy 3. Je tedy
pravdépodobné, Ze vznik reaktivnich kyslikovych radikadli hraje v apoptdéze navozené
mastnymi kyselinami vyznamnou roli. Kultivace bunék s kyselinou olejovou naopak

Nase vysledky prokazuji protektivni efekt mononenasycené olejové kyseliny vici
poskozeni nasycenou palmitovou kyselinou. Tento vyznamny protektivni uc¢inek byl potvrzen
jinymi autory i pozdéji po publikaci nasich vysledkd (44). PA zpUsobuje pokles MMP, aktivaci
apoptdzy a bunécnou smrt, které jsou Uzce asociovany se zménami ve skladbé bunéénych
fosfolipid(i (37). V uvedené praci mél pridavek OA k PA za nasledek snizeni inkorporace PA
do bunécnych fosfolipidl a zvySeni esterifikace TAG. Podpora produkce TAG pravdépodobné
ale nebude klicovym ochrannym mechanismem pred cytotoxickym ucinkem PA, prestoze
pridavkem OA doslo k potladeni tvorby ROS a aktivace apoptdzy. SlibnéjSim vysvétlenim
ochranného ucéinku OA mze byt jeji vliv na regulacni enzym JNK (44). Inhibice apoptdzy
navozené mastnymi kyselinami je ddvana také do souvislosti s autofagii (45, 46).
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Zaveér: V primarni kultufe potkanich hepatocytll mohou obé kyseliny pfi izolovaném
pouziti navodit signifikantni zvySeni obsahu TAG, které je vSak v pripadé PA provazeno
vyraznym  cytotoxickym  ucinkem s produkci ROS, poklesem mitochondridlniho
membranového potencidlu a funkéni kapacity hepatocytl s markery jak apoptdzy, tak
nekrézy. PouZiti smési OA a PA je doprovazeno vznikem stetatdzy spojené s nizsi cytotoxicitou
a lépe zachovanou funkéni kapacitou hepatocytd.

8.3. Hodnoceni protektivniho Ucinku EGCG na potkani hepatocyty v primarni kulture
modelové poskozené D-galaktosaminem

Hlavni komponentou zeleného nefermentovaného caje jsou katechiny, predevsim
epigalokatechin galat (EGCG), ktery ma silné antioxidacni Gcinky. Tato slozka mUze byt Gcinna
predevsim pro choroby spojené s oxidacnim stresem (47).

In vitro techniky odstranuji problém nizké biodostupnosti a umoznuji tak urceni
koncentraci dané latky, které jsou pro hepatocyty netoxické ¢i maji urcity hepatoprotektivni
efekt. Cilem nasi prace bylo stanovit potencialni hepatoprotektivni efekt EGCG na primarni
kulturu hepatocytl potkana modelové poskozenych D-galaktosaminem. Experiment probihal
v usporadani, kdy byly hepatocyty vystaveny soucasné EGCG a D-GalN nebo byly hepatocyty
nejprve 24 hodin preinkubovany se samotnym EGCG.

Zjistili jsme, Ze pro intaktni hepatocyty v primarni kulture jsou netoxické davky EGCG v
rozsahu 1,25 - 10 umol/l. Cytotoxicky efekt byl pozorovan od 20 uM koncentrace EGCG. lJini
autofi testujici cytotoxicitu v in vitro podminkach na hepalclc7 mysich urcili jako toxické
davky EGCG od 100 umol/I (48). V nasi praci netoxické davky 1,25 - 10 uM EGCG chranily
hepatocyty pred hepatotoxicitou zplsobenou D-GalN. Tento protektivni efekt zavisel na
nacasovani davky EGCG ve vztahu k podani D-GalN. Preventivni preinkubace se samotnym
EGCG pred podanim D-GalN (pretreatment) zmirnila poskozeni hepatocytll, zatimco pouze
simultanni podani EGCG a D-GalN (cotreatment) selhalo.

Smrt hepatocytl zplsobena D-GalN spojend s narlistem oxidacniho stresu a zvySenou
produkci ROS byla popsana v in vivo (49, 50) i in vitro (51, 52) podminkach. V nasem
pretreatmentovém usporadani experimentu doslo k zachovani viability hepatocytl, ktera
korelovala s omezenim zvysené lipoperoxidace zplisobené D-GalN. Katechiny jsou povazovany
za ucinné “zhasece” ROS. EGCG je schopno sniZit koncentraci lipidovych volnych radikalt a tim
tento protektivni efekt se mlze projevit v cytoplazmatické membrané (53). D-GalN pUsobi
prooxidacné jednak indukci lipoperoxidace a dale snizenim obsahu GSH v hepatocytech (24,
54). Bunky reaguji na lipoperoxidaci indukci antioxidacnich mechanismi (55). GSH je
podstatna molekula vystupujici jako zhasec a eliminator reaktivnich metabilit(i a ROS (56). Bylo
zdokumentovdno, Zze EGCG je k likvidaci lipoperoxidace vyuzivan prednostné pred GSH, ¢imz
chrani pred poklesem GSH a oxida¢nim poskozenim (47, 57). V nasi praci EGCG sice zmirnil
lipoperoxidaci, nicméné ucinek na zachovani hladiny GSH nebyl potvrzen. Zeleny ¢aj mlze
zvysit biosyntézu glutathionu (58). Nelze vyloucit moZnost, Ze béhem pretreatmentu s EGCG
doslo ke zvySené biosyntéze GSH, ktery byl posléze plsobenim D-GalN oxidovdn na GSSG.
Oxidacni stres mohl prekrocit kapacitu antioxidac¢nich mechanismu schopnych redukce GSSG
na GSH (59). Vznikly GSSG také prochdazi membranou do kultivaéniho média (60), kde jsme
koncentrace GSH a GSSG nestanovovali. Na izolovanych hepatocytech byla zaznamenana
schopnost EGCG reagovat s GSH a zpUsobit tak jeho pfechodny nedostatek (56, 61). Kultivace
hepatocytl s EGCG a D-GalN (bez predchazejicicho pretreatmentu s EGCG) mohla v
protektivnim ucinku selhat diky prohloubeni nedostatku GSH.
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D-GalN ovliviiuje také metabolické funkce. V nasi praci potlacoval syntézu albuminu a
urey. Oxidacni stres navozeny D-GalN je doprovazen produkci prozanétlivych cytokint (49).
syntézy albuminu (62-64). NemUzeme tedy vyloucit, Ze v nasi studii byla narusena tvorba
albuminu v reakci na produkci prozanétlivych cytokinl. Ackoliv literarni data naznaduji
protektivni efekt zeleného ¢aje na uvolnéni a Ucinnost prozanétlivych cytokint (49, 65, 66),
které mély za nasledek snizeni hepatotoxicity, nase vysledky nenalezly protektivni efekt EGCG
na syntézu albuminu.

Zaveér: Protektivni efekt na potkani hepatocyty v primarni kulture poskozené D-
galaktosaminem vykazovala pouze preventivni preinkubace s EGCG. K ochrané plazmatické
membrany mohla pfispét redukce peroxidace lipid( z lipidové dvojvrstvy. Ackoliv pozitivni
efekt EGCG na produkci GSH nemuzZeme vyloucit, oxidacni stres indukovany v nasi praci
nejspiSe presahl schopnost antioxidacnich mechanismd zvratit nedostatek GSH v
hepatocytech.

8.4. Hodnoceni citlivosti primarni kultury hepatocytl s prostou steatdzou navozenou
mastnymi kyselinami na toxické poskozeni D-galaktosaminem

Bylo prokazano, Ze pacienti s NAFLD mohou vykazovat vyssi nachylnost k lékovému
poskozeni jater nez béznd populace (67, 68).

V nasem experimentu jsme pouZili model navozujici dostate¢nou steatdzu bez
markantnéjSiho poskozeni hepatocytl. Tuto podminku splfiovalo pouZiti samotné OA (i
kombinace OA:PA 3:1 o koncentraci 0,75 mmol/I k indukci steatdzy. Jako modelovy toxin byl
pouZzit D-galaktosamin (D-GalN) o koncentraci 2,5; 5; 10; 20 a 30 mmol/I.

Nase vysledky dokumentuji vyssi citlivost steatotickych hepatocytl k toxickému
poskozeni D-GalN. V praci porovnavajici ucinek D-GalN na hepatocyty izolované z normalnich
a steatotickych jater potkana (indukovano poddvanim vysokotukové diety po 6 tydnt) byly
nalezeny srovnatelné vysledky LDH leakage. U nesteatotickych hepatocytl stoupal LDH
leakage od koncentrace D-GalN 30 mmol/l, zatimco u steatotickych jiz od 20 mmol/l D-GalN.
NaruUst aktivity kaspazy 3 nebyl pozorovan v zadné ze skupin (69).

Oxidacni stres prispiva k rozvoji toxického ucinku D-GalN (52, 54, 70). Steatotické
hepatocyty mohou byt citlivéjsi k navozeni produkce ROS a lipoperoxidace plisobenim D-GalN
(69). V nasi praci pridavek D-GalN do média k hepatocytim se steatézou navozenou pouze
olejovou kyselinou nezvySoval oproti nesteatotickym hepatocytlm se stejnym pridavkem D-
GalN produkci ROS ani aktivitu kaspazy 3. Jina situace byla ovsem v ptipadé, kde byla jako
steatogenni Cinidlo pouzita kombinace OA:PA. Po pfidavku 2,5 - 10 mM D-GalN k témto
hepatocytim byla oproti nesteatotickym hepatocytim se stejnym obsahem D-GalN
zaznamendna vyssi produkce ROS. Po pridavku 2,5 mM D-GalN byla nalezena rovnéz vyssi
aktivita kaspazy 3. ZvySena produkce ROS navozuje dysfunkci mitochondrii a MPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore) (71). Nase predchozi vysledky dokumentuji
vyrazny efekt PA na snizeni MMP a produkci ROS, ktery byl potlacen OA. Ackoliv byl zminény
ochranny ucinek zaznamenan pfi pouZiti ekvimolarni smési OA a PA, zda se, Ze k zesileni
poskozujiciho ucinku pridaného D-GalN postaduje i podstatné mensi obsah PA ve
steatogennim cinidle.

Zavér: Nase vysledky s pouZitim in vitro modelu steatdzy primarnich hepatocytl
potkana navozené mastnymi kyselinami potvrzuji vyssi citlivost steatotickych hepatocytl
k toxickému poskozeni D-galaktosaminem. Mira citlivosti zavisi na pfitomnosti kyseliny
palmitové ve steatogennim médiu. Lze spekulovat, Ze svoji Ulohu sehrdva oxidacni stres a
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mitochondridlni dysfunkce, které jsou palmitovou kyselinou vyrazné podporovany. Ochranny
efekt, ktery vykazuje olejova kyselina na cytotoxické pUsobeni kyseliny palmitové, se
pravdépodobné v tomto pfipadé neuplatnil, mechanismus je viak tfreba dale zkoumat.

8.5. Hodnoceni potencidlniho protektivniho ucéinku EGCG na rozvoj steatdzy a lipotoxicity
indukovany mastnymi kyselinami v primarni kulture hepatocyt(

Dale nas zajimalo, mUze-li EGCG sniZit rozvoj steatdzy a popft. tlumit lipotoxicky ucinek.
V nasi studii jsme vyuZzili model in vitro steatdézy navozeny OA, kombinaci OA a PA 3:1 a PA
v celkové koncentraci mastnych kyselin 0,5 mmol/I. Dle nasich vySe uvedenych vysledk( OA,
resp. OA s PA navodi steatdzu, avSak bez vyrazného poskozeni hepatocytd. PA indukuje
steatézu provazenou lipotoxickym poskozenim.

Hepatocyty byly nejprve kultivovany 24 hod. s EGCG (0,625; 1,25; 2,5; 5 uM) a po
vyméné média pokracovala dalSich 24 hod. kultivace s EGCG a soucasné s mastnymi
kyselinami. Indukce steatézy pomoci PA méla dle ocekavani za nasledek zvySeni LDH leakage,
produkce ROS a lipoperoxidace. EGCG zmirnil lipotoxicky efekt PA ve vSech pouzitych
koncentracich, a to az na hladinu ni¢im neovlivnénych kontrol, v pfipadé MDA dokonce pod
tyto hodnoty. Pokud byla ve steatogennim médiu pfitomna OA, ke zvySeni téchto parametrd
indukci steatdzy nedoslo, ovSsem i v téchto skupinach vedl pridavek EGCG k poklesu uniku LDH
do média a tvorby ROS, a to pod hodnoty nesteatotickych hepatocytli neovlivnénych EGCG.
V zdvislosti na koncentraci EGCG doslo i k poklesu tvorby MDA. EGCG snizZil LDH leakage a
tvorbu ROS dokonce i u nesteatotickych bunék. EGCG je schopno snizit koncentraci lipidovych
do lipidové dvojvrstvy, tento protektivni efekt se mize projevit v cytoplazmatické membrané
(53). Schopnost snizit oxidacni stres ucinkem EGCG byla zjiSténa i na modelu dietou navozené
NASH (72).

Tlumivy Ucéinek EGCG na rozvoj steatdzy se liSil s ohledem na mastnou kyselinu, kterd
byla k indukci pouZita. V ptipadé OA byl ucinkem EGCG zmirnén rozvoj steatdzy. Pokud byla
pouzita PA, at samostatné nebo ve smési s OA, potlaceni obsahu TAG v hepatocytech nebylo
pozorovano. OvSsem v pfipadé kombinace OA:PA 3:1 byla preinkubaci s EGCG zmirnéna
akumulace olejové Cervené O svédcCici pro zmirnéni steatdzy. U skupiny PA bylo snizeni
akumulace Oil Red O v hepatocytech pozorovano pouze po 2,5 UM EGCG (p<0,01). ). Jini autofi
(73) sice prokazali vliv EGCG na sniZzeni TAG v hepatocytech se steatézou indukovanou PA
spojeny s poklesem exprese proteini SREBP-1c a FAS vyznamnymi v lipogenezi, ale Ucinek
testovali na HepG2 linii a pouzili nizsi koncentraci PA a vyssi koncentraci EGCG. Obdobné nalez
zvysené autofagie ucinkem 40 uM EGCG a poklesu intracelularnich lipidd byl studovan na
Huh7 linii. Vyznamnym faktorem pro zahajeni autofagie byla popsana AMPK (AMP-aktivovana
proteinova kinasa), jejiz fosforylaci EGCG podporuje (74).

V nasi praci vSechny koncentrace EGCG zpUsobily vyssi aktivitu kaspazy 3. V literature
je popsan antiproliferativni a proapoptoticky vliv EGCG na nadorové bunky (75-77), EGCG ma
schopnost aktivovat kaspazy a pUsobi inhibicné na aktivovany NF-kB v nadorovych bunkach
(77). EGCG také zvysil expresi proapoptotického p53 a Bax (78). Informaci o ucinku EGCG na
nenadorové hepatocyty v literatufe neni mnoho (79, 80). V nasi laboratofi byl vSak pozorovan
proapoptoticky efekt EGCG i na primarnich kulturdch hepatocytll potkana (81). Vtomto
pripadé byly pouZity vyssi koncentrace EGCG neZ v nasem experimentu (od 5 — 100 umol/l) a
statisticky vyznamné zvysSeni aktivity kaspazy 3 bylo pozorovano od 10 uM EGCG. Obdobny
nalez jsme zaznamenali i na hepatocytech potkana izolovanych po parciadlni hepatektomii a
kontrolni laparotomii, které byly ddle 24 hod. kultivovany s EGCG (82). Je tfeba vsak
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podotknout, Ze doba kultivace s EGCG u nasich predeslych praci byla 24 hod., zatimco v naSem
experimentu probihala inkubace s EGCG 48 hod..

Zavér: Nase studie poukdzala na vyznam EGCG v prevenci oxida¢niho stresu spojeného
s rozvojem steatdzy a Utlumu lipototoxicity. Vliv EGCG na samotny obsah tuk( v hepatocytech
vSak v nasi praci neni jednoznacny. Pokles TAG byl pozorovan pouze pfi rozvoji steatdzy
indukované OA, pokud byla pfitomna PA ve smési s OA nebo samotna, pokles nebyl
pozorovan. V tomto ohledu jsou potreba studie, které by pfinesly dalsi informace o regulaci
metabolismu lipid0 v pfitomnosti rdznych mastnych kyselin a moznostech jeho ovlivnéni.
V nasi praci jsme zaznamenali proapoptoticky efekt EGCG na neztukovatélych i steatotickych
hepatocytech potkana.
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