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1. SOUHRN

Poskozeni jater ma rozmanitou skalu pficin. V dlsledku jejich postaveni v metabolismu
xenobiotik dochazi ¢asto k posSkozeni jater toxickymi latkami s ndslednou poruchou funkci. |
pfes rGznorodost pri¢in, mechanismy poskozeni mohou byt spole¢né. Nejc¢astéji dochazi k
indukci oxidacniho stresu v burice ¢i k pfimému poskozeni dalezZitych organel. To vede ke smrti
bunék, iniciaci zanétlivé reakce a rozvoji fibrézy. Velikym problémem zapadni civilizace je
nealkoholova tukovad choroba jater (NAFLD — Non Alcoholic Fatty Liver Disease), pfi které
dochazi k ukladani tukl v jaterni tkani. Steatotické hepatocyty mohou vykazovat vyssi
senzitivitu k poskozeni v porovnani s neztukovatélymi.

Studium hepatotoxicity a mozné hepatoprotekce vyzaduje pro in vitro experimenty
vhodné modely. Prvni Casti této prace je proto priprava modelového zazemi s pouzitim
hepatocytti izolovanych z jater potkana. Nejprve jsme zavedli metodu kultivace hepatocyti 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 parametr( hepatocytll. Nicméné, pro nase ucely studia mechanisma
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 pfidavkli kyseliny
olejové (OA), palmitové (PA) a jejich smési do kultivacniho média. V primarni kulture
potkanich hepatocytld v monolayeru mize kazida z obou pouZitych mastnych kyselin navodit
signifikantni zvysSeni obsahu triacylglycerolt (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 |épe zachovanou funkéni kapacitou hepatocytl. Pfi
volbé modelu je nutné brat v Uvahu jeho pouziti, resp. situaci, kterou ma simulovat. Pro
navozeni prosté steatdzy se zachovanim vysokého stupné viability bunék je vhodné pouziti
modelu se samotnou OA, popf. OA v kombinaci s PA, zatimco k navozeni steatdzy provazené
apoptdzou a cytotoxicitou Ize zvolit model s pouZitim PA.

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

ve

ucinek vici poskozeni modelovym hepatotoxinem D-galaktosaminem (D-GalN). EGCG patii k
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rostlinnym polyfenollm, jejichz vyznamnym zdrojem je zeleny caj. 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 prispét redukce
peroxidace lipidd z lipidové dvojvrstvy. Ackoliv pozitivni efekt EGCG na produkci GSH
nemulzeme vyloucit, oxidacni stres indukovany v naSi praci nejspiSe presahl schopnost
antioxidacnich mechanism( zvratit nedostatek GSH v hepatocytech. Slibnou strategii vedouci k
moznému prohloubeni hepatoprotektivniho ucinku EGCG by mohlo byt prodlouzZeni preventivni
inkubace.

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

S vyuzitim zavedeného in vitro modelu steatézy jsme také testovali potencidlni
protektivni ucinek EGCG na rozvoj steatdzy a lipotoxicity. EGCG omezil lipotoxicky ucinek,
pokles oxidac¢niho stresu byl pozorovan dokonce i u nesteatotickych hepatocytu. Vliv EGCG na
samotny obsah tuk( v hepatocytech v nasi praci vSak neni jednoznacny. Pokles TAG byl
pozorovan pouze pfi rozvoji steatdzy navozené OA, pokud byla pfitomna PA ve smési s OA nebo
byla pouzita PA samotnd, pokles nebyl pozorovan. V tomto sméru jsou tfeba studie, které by
pfinesly dalsi informace o Ucinku EGCG na regulaci metabolismu lipidd s ohledem na pouzité
mastné kyseliny. Dale jsme zaznamenali proapoptoticky efekt EGCG nejen na steatotickych

hepatocytech, ale prekvapivé i na neztukovatélych. Tyto ndlezy rovnéz vyzaduiji dalsi vyzkum.
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SUMMARY

Liver damage has a variety of causes. Due to the role of liver in the metabolism of
xenobiotics, liver damage is often caused by toxic substances. Despite the variety of causes, 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 major problem in Western
civilization is Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), in which fat is stored in liver tissue.
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 while maintaining a high degree of cell viability
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 model hepatotoxin D-galactosamine (D-GalN). EGCG
belongs to plant polyphenols, an important source of which is green tea. Many of its effects are

described, due to which it has the potential to have a hepatoprotective and antisteatotic effect.
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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. Although a positive effect of EGCG
on GSH production cannot be ruled out, the oxidative stress induced in our work probably
exceeded the ability of antioxidant mechanisms to reverse GSH deficiency in hepatocytes. A
promising strategy for a possible enhancement of the hepatoprotective effect of EGCG could be
to prolong the preventive incubation.

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, which PA significantly
supports, play a role. 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 the
lipotoxic effect. A decrease in oxidative stress was observed even in non-steatotic hepatocytes.
However, the effect of EGCG on the fat content of hepatocytes alone is not clear in our work. 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. In this regard, studies are
needed to provide further information on the effect of EGCG on the regulation of lipid
metabolism with respect to the fatty acids used. Furthermore, we observed a proapoptotic
effect of EGCG not only on steatotic hepatocytes, but surprisingly also on non-fatty

hepatocytes. These findings also require further research.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Stavba a funkce jater

Zakladni morfologickou jednotkou jater je jaterni lalticek (lobulus). Jatra dospélého
jedince obsahuji v praméru 75000 lalacka. Je velky priblizné 2 mm a tvarem pfipomina
Sestiboky hranol tvoreny hvézdicovitymi tramci hepatocytll usporadanych kolem centralni Zily.
Kazdy tramec je tvoren dvéma vrstvami hepatocytli a mezi sousednimi burikami vznikaji Zlu¢ové
kandlky ustici do interlobularniho Zlu¢ovodu. Hepatocyty v jaterni tkani jsou polarizované, tj.
maiji svlj Zlucovy pdl a krevni pdl ptivraceny k Disseho prostoru (1). Sinusoidalni a kanalikularni
membrana hepatocytl se lisi fyzikalnimi vlastnostmi a transportnimi systémy tak, aby
dochazelo k jednosmérnému pohybu molekul.

V misté styku sousedicich lalic¢kl se nachdzi tzv. portobilidrni prostor. Je vyplnén fidkym
kolagennim vazivem a probiha jim interlobularni artérie, véna a zlu¢ovod, souhrnné nazyvané
jako jaterni tridda. Interlobuldrni triddou je =z jednotlivych lali¢kd odvadéna Zlu¢ a
k hepatocytim ptivadéna krev z arteria hepatica a vena portae. Tyto dva cévni obéhy se
vzajemné misi vsinusoidach - zvlastnich druzich krevnich kapilar bez bazdlni membrany
tvorenych jednou vrstvou vysoce fenestrovanych endotelovych bunék. Fenestrace usnadnuji
vymeénu makromolekul mezi krvi a jaternimi burikami (1). Krev ze sinusoid odtéka centralni Zilou
do sublobularnich cév, které se sbihaji ve vv. hepaticae a Usti do vena cava inferior (2).

Vedle hepatocytl je v jatrech pritomna rada neparenchymovych bunék. Vyse zminéné
endotelové burniky nepredstavuji pouze bariéru mezi hepatocyty a krvi, ale mohou hrat roli v
imunitni odpovédi (3). Mezi membranou hepatocytu a endotelovymi burikami sinusoid je Gzka
Stérbina - tzv. Disseho prostor. Vtomto subendotelovém prostoru zacinaji lymfatické cévy a
volné jsou zde rozmistény hvézdicovité (Itdovy) bunky, které skladuji tuk a retinoidy a produkuji
proteiny extraceluldrni matrix (1). Pfi jaternim poskozeni mohou hvézdicovité buriky zménit
svlj fenotyp a prispivat k fibrotizaci tkdné a posléze k rozvoji jaterni cirhdzy (4). Na endotelovou
stranu Disseho prostoru jsou rovnéz situovany Kupfferovy buriky, které fagocytuji patogeny
privedené portalnim fecistém, odstranuji imunokomplexy, staré erytrocyty a podileji se na
rozvoji imunitni reakce (5).

Z imunokompetentnich bunék vyjma vyse zminénych Kupfferovych bunék hraji v jaterni
tkani roli tzv. Pit bunky. Jsou to T-lymfocyty z rodiny ptirozenych zabijec¢l (natural killers) a

jejich uloha spociva v ochrané vici virm a nadorovym bunkam. Dale se zde vyskytuji T- i B-
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lymfocyty. Na Upraveé Zluci se mimo jiné podileji epitelové buriky Zlu¢ovych cest — cholangiocyty.
Velmi zajimavymi burikami Zlu¢ového epitelu jsou tzv. ovalné buriky. Tyto ,primitivni“, znacné
proliferujici, bunky se v pfipadé vyrazné ztraty funkcnich bunék (posSkozenim nebo resekci)

mohou diferencovat a stat se alternativnim zdrojem hepatocytli nebo cholangiocytt (1, 6).

jaterni sinusoidy
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Obrazek €. 1 — Schéma jaterniho laltcku. In: Enrmann J, Hilek P, kolektiv. Hepatologie. Praha: Grada Publishing
a.s.; 2010. p. 26.

Z funkéniho hlediska je zédkladni jaterni jednotkou jaterni acinus (zavedl Rappaport (7)),
v némi se jaterni oblast neostfe déli na 3 zény. Lze si ho predstavit coby ¢tyfuhelnik, jehoz
vrcholy tvori dvé centrdlni Zily a dvé triddy sousedicich jaternich lali¢ku. Hepatocyty
z periportalni (v okoli tridd) a perivendzni (v okoli centralnich Zil) oblasti maji rozdilnou
enzymatickou vybavu, liSi se i mnoistvim a usporadanim bunécénych organel, coz ma za
nasledek odliSnou metabolickou aktivitu i odolnost bunék proti poSkozeni (8). 1. zéna
(periportalni) je mistem styku hepatocytl s okyslicenou krvi bohatou na Ziviny. Hepatocyty zde
maji vysokou aktivitu respiracnich a proteolytickych enzym( s prevahou oxidacnich procesu.
Z probihajicich déja lze uvést naptiklad beta-oxidaci mastnych kyselin, katabolismus
aminokyselin, glukoneogenezi, tvorbu urey, syntézu cholesterolu, glykogenolyzu, tvorbu Zludi
atd (9). Déle jsou vzhledem ke svému umisténi odolné;jsi v(i¢i poSkozeni a v pfipadé toxické léze
jater jsou to praveé jaterni buniky 1. zény, které zahajuji regeneracni procesy jako prvni. Zéna 2 je
pfechodna - intermedidrni. Hepatocyty ze zény 3 (perivendzni) jsou perfundovany krvi s nizsim
parcidlnim tlakem kysliku, ubyvaji zde Ziviny a naopak pribyva oxid uhli¢ity a zplodiny

metabolismu (1). Tato oblast je chudsi na redukovany glutathion, je nachylnéjsi na poskozeni
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zejména oxidacniho charakteru a probihaji zde predevsim biotransformacni procesy. Dale se
zde uskutecnuji déje méné narocné na spotiebu kysliku (syntéza glykogenu, glykolyza,
lipogeneze, ketogeneze, tvorba glutaminu a syntéza Zlu¢ovych kyselin) (1, 9).

Rozlisujeme dva typy zonalni heterogenity. Prvnim je typ gradientovy, kdy je dany
enzym pfitomen ve vSech hepatocytech jater, avSak rozdilnou mérou. Pfi druhém,
kompartmentovém, typu mohou jaterni bunky urcité zény postradat dany enzym uplné,
zatimco vijiné je pfitomen. Tato zondlni heterogenita neni pevna, dynamicky se méni

v zavislosti na aktualnim metabolickém stavu (1).
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Obrazek €. 2 — Schéma jaterniho acinu In: Ehrmann J, Hilek P, kolektiv. Hepatologie. Praha: Grada Publishing a.s.;
2010. p. 26.

Jatra hraji stéZejni roli v metabolismu sacharidd, tukl i bilkovin (aminokyselin).
Vychytavaji glukdzu z portdlni krve, probiha zde konverze fruktdzy a galaktdzy na glukdzu, jsou
mistem syntézy zasobniho glykogenu ¢i premény glukdzy na lipidy. Jako jediny organ uvolnuji
do krevniho obéhu glukdzu vzniklou glukoneogenezi ¢i Stépenim zasobniho glykogenu. Udrzuji
tak v referencénich mezich stabilni koncentraci glukézy v krvi - glukostaticka funkce jater (1).

V jatrech jsou kromé imunoglobulini a von Willebrandova faktoru syntetizovany
vSechny plazmatické bilkoviny véetné koagulacnich faktorG. Produkce albuminu slouzi jako
vyznamny ukazatel funkéni kapacity jater. Probihd zde syntéza neesencialnich aminokyselin.
Degradace vétSiny aminokyselin s vyjimkou aminokyselin s rozvétvenym fetézcem probiha

rovnéz v jatrech (1).
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Jako jediny organ jsou jatra schopna tvofit mocovinu a odbourat amoniak vznikly
deaminaci aminokyselin ¢i cinnosti stfevnich bakterii. Vedle mocovinového (ornitinového,
malého Krebsova) cyklu mohou jatra také detoxikovat amoniak jeho prfenosem na
aminokyselinu glutamat za vzniku glutaminu. Amoniak je vledvinach z glutaminu uvolnén a
nasledné vyloucen do moci. Jatra se tim velmi vyznamné podileji na regulaci acidobazické
rovnovahy vnitfniho prostredi (1) .

V jatrech probiha beta-oxidace mastnych kyselin, jejich desaturace a elongace, syntéza
fosfolipid(i a nékterych lipoproteint (VLDL, HDL) a syntéza cholesterolu. Pfi intenzivni oxidaci
mastnych kyselin (napf. pfi hladovéni) probihd v jatrech preména lipid(i na ketolatky, které jsou
vylu¢ovany do systémového obé&hu a mohou slouzit jako zdroj energie (1).

Jatra jsou exokrinni ZIdazou produkujici zluc, kterd predstavuje vyznamnou exkrecni cestu
zejména pro latky, jez nemohou byt vylouc¢eny ledvinami a ma vyznam pro traveni a vstiebdvani
tukd a vitaminQ v nich rozpustnych (1).

Jatra funguji také jako zasobarna Zeleza, médi a vitaminl rozpustnych v tucich a
vitaminu B12. Z15 % se u dospélého jedince podileji na produkci erytropoetinu (85 % je
tvoreno ledvinami), ktery je vyznamny pro stimulaci erytropoézy v kostni dreni (1). V dobé
fetdIniho vyvoje tvofi erytropoetin primarné jatra a probiha v nich i erytropoéza, vyvojem plodu
se ovéem hematopoéza presouva do kostni drené, v jatrech pomalu ustdavd a po narozeni
obsahuji jen sporadické ostrlivky krvetvorné tkané (10). Pri tézkém postiZeni kostni drfené se
ovsem muZe hematopoéza v jatrech obnovit i u dospélych jedinc (11). RovnéZz mohou plnit
ulohu krevniho rezervoaru, jelikoz cévy jater mohou zvétSenim svého prlsvitu zadrzet az 1,5 |
krve. Jatra maiji také termoregulacni funkci - metabolicky narocné procesy spotifebovavaji cca
12 % kysliku z obéhu a ohfivaji krev opoustéjici jatra na 39 °C, tj. vlbec nejvice v celém
organismu (12).

Vedle rozmanitych metabolickych procesG maji jatra neméné duleZitou funkci
biotransformacni a detoxikacni. Preménuji latky jak endogenniho plvodu (hemoglobin,
hormony, cholesterol) tak exogenniho plvodu (léky a toxické latky). Cely proces zahrnuje Ctyfi
po sobé nasledujici kroky. Nejprve musi byt molekula transportovédna pfes sinusoidalni
membranu do hepatocytu, dale je nutny jeji transport v cytosolu hepatocytu ke klicovym
mistlim, kde probéhne degradace ¢i biotransformace a nakonec je latka vylouc¢ena do Zluce ¢i

zpét do krevniho obéhu a dale moci ven z téla (1).
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Vlastni biotransformaci se rozumi kaskadovity enzymaticky proces, pfi kterém ze vstupni
latky lipofilniho charakteru vznikd polarni (ve vodé rozpustny) produkt, ktery mulze byt
z organismu vyloucen (13). RozliSujeme dvé faze biotransformace.

1. faze biotransformace probiha v hladkém endoplazmatickém retikulu jaternich bunék
a jejim vysledkem je polarnéjsi produkt. Uplatfiuje se zde predevsim oxidace, méné redukce a
hydrolyza. Drtivd vétsina latek je oxidovana tzv. systémem smiSenych funkénich oxidaz (MFO),
jehoZ nejznaméjsim zastupcem je cytochrom P-450.

Cytochrom P-450 (CYP450) zahrnuje Sirokou skupinu izoenzymd, které se fylogeneticky
vyvinuly jako prostifedek k eliminaci xenobiotik. Specifita izoenzym( neni nijak vysokd a
prekryva se tak, Ze jeden izoenzym muze katalyzovat reakce nékolika substratll. Kompenzuje se
tim relativné nizky pocet enzym biotransformace.

Vedle monooxiddz obsahujicich cytochrom P-450 se uplatiuji i monooxygendazy
s flavinadenindinukleotidem jako prostetickou skupinou. Vysledkem 1. faze jsou méné lipofilni
produkty, v nékterych pripadech je dokonce produkt natolik polarni, Ze je jeho eliminace mozna
i bez nasledné konjugace. Na druhou stranu mohou nékterd hydrofilnéjsi xenobiotika vstupovat
pfimo do faze 2.

2. faze biotransformace zahrnuje konjugaci produktu vzniklého v 1. fazi s rlznymi
hydrofilnimi latkami. Tuto reakci katalyzuje skupina enzym( - transferdz. NejCastéji se
uplatriuje glukuronidace (konjugace s kyselinou glukuronovou), vazba s aminokyselinami (s
taurinem, glycinem, glutaminem, serinem, kyselinou merkaptovou) a s glutathionem, vazba
s kyselinou sirovou, methylace, ethylace, hydroxymethylace a acetylace (1). Rychlost
konjugacnich reakci prevySuje rychlost reakci 1. faze. VétSina enzym( 2. faze se nachazi
v cytosolu, kromé transferdzy uplatiujici se v glukuronidaci (UDP-glukuronosyltransferazy),
kterd je mikrosomalni. Vzniklé hydrofilni slou¢eniny mohou byt vylouéeny Zlu¢i nebo moci (1).

Vdrtivé vétSiné jsou toxické latky detoxikovany a tak inaktivovédny, v nékterych
pfipadech ovSem procesem biotransformace vznikd i zrelativné nesSkodné latky toxicka

sloucenina (1, 13).

2.2. Jaterni posSkozeni

Poskozeni jater mlze byt zplsobeno Sirokym spektrem pficin. Patfi k nim virové nebo
bakterialni infekce, k poSkozeni dochdzi z cholestatickych pficin ¢i z divodd metabolickych

poruch. Vyznamnym metabolickym onemocnénim manifestovanym steatézou v jatrech je
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nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD — Non Alcoholic Fatty Liver Disease), jez predstavuje
frekventovanou chorobu zdpadni populace (14). Vzhledem k postaveni jater v metabolismu
xenobiotik byvaji ¢asto pivodcem jaterniho poskozeni alkohol, Iéky a dalsi (potencidlné) toxické

latky.

2.2.1. Hepatotoxiny jako pricina jaterniho poskozeni

Xenobiotika (latky cizorodé pro organismus) s hepatotoxickym ucinkem mohou byt
alkaloidy rostlin i hub a rGzné dalsi chemické latky. Do téla nejcastéji pronikaji
gastrointestindlnim traktem, portalni Zilou jsou transportovany do jater, kde jsou
biotransformovany a eliminovany.

RozlisSujeme pravé a idiosynkratické hepatotoxiny. Po podéani definované davky pravého
hepatotoxinu dochazi k poskozeni vzdy. Mira tohoto poskozeni je zavisla na davce a je ji mozno
predvidat. Typicky takto vznikd akutni selhdni jater (15). Latence je kratka a poskozeni je
reprodukovatelné v experimentu na zviteti. Pravymi hepatotoxiny jsou zpravidla chemikalie,
dale alkaloidy muchom(rky hliznaté (a amanitin), fosfor a tézké kovy. U Iékl neni prava
hepatotoxicita v drtivé vétSiné pripad( akceptovatelnd (15). Vyjimku tvofi léky s vysokym
terapeutickym potencidlem indikované na Zivot ohroZujici stav (cytostatika - merkaptopurin) a
také l|éciva, jejichz terapeutickd ddvka je mnohondsobné nizsi nez davka s prokazanou
hepatotoxicitou (acetaminofen) (16).

Na rozdil od vySe uvedenych pravych hepatotoxin(, idiosynkratické hepatotoxiny
zpUsobuji jaterni poskozeni jen u nékterych, vnimavych, jedincd. Mira jaterni léze nevykazuje
zavislost na davce, latentni obdobi je variabilni a neexistuje pro né reprodukovatelny zvireci
model (15). Typickym predstavitelem potencidlnich hepatotoxini jsou léky, napf. kyselina
acetylsalicylova, izoniazid, metyldopa, halotan, estrogeny, androgeny, anabolické steroidy,
fenothiazin, antidiabetika, metotrexat, néktera antibiotika a mnohé dalsi. K poskozeni jater
muze dojit i po uzivani bylinnych a jinych potravinovych doplikd (17).

Individudlni citlivost jedince muizZe byt zplsobena abnormalni biotransformaci. Pfi¢inou
je zpravidla genovy polymorfismus skupiny enzym( CYP450 a zména jejich aktivity (18). DalSim
dlivodem senzitivity nékterych pacientl je prehnana imunitni odezva na danou latku. Zde hraje

vyznamnou roli genotyp HLA antigenl daného jedince (18, 19). HLA antigeny jsou molekuly na
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povrchu bunék, které vystavuji peptidové fragmenty protein produkovanych (HLA | typu) i
pohlcenych burikou (HLA Il typu) a prezentuji je T lymfocytim.

Pravé hepatotoxiny mohou byt v experimentdlni hepatologii vyuzivany jako modelové
latky k navozeni jaterniho poskozeni. Mlze se jednat o latky plsobici hepatotoxicky i v redlnych
podminkach (napf. alkohol, acetaminofen) nebo vyuZivané pouze pro experimentalni ucely.
K nejcastéji pouzivanym hepatotoxinlim, které se experimentalné vyuZzivaji pro in vivo i in vitro
Ucely patfi:

D-galaktosamin zpUsobuje nekrézu s mikroskopickymi a biochemickymi znaky
podobnymi ndlezu u virové hepatitidy (20). D-GalN vstupuje do metabolické drahy D-galaktdzy,
¢imz zplsobuje depleci uridinovych nukleotidd (21). Nasledkem toho dochazi k poskozeni
syntézy mRNA a proteosyntézy (22). NaruSena je rovnéZz syntéza antioxidacniho tripeptidu
glutathionu. V mechanismu poskozeni hraji dulezitou roli aktivované Kupfferovy burky a jimi
produkovany TNFa. Na kultivovanych potkanich hepatocytech byla pfed rozvojem nekrézy
detekovana apoptdza, tudiz D-GalN muUZe v zavislosti na davce a dobé expozice zplsobovat oba
typy bunécéné smrti (23, 24).

Acetaminofen (APAP) neboli paracetamol je frekventované uzivané analgetikum —
antipyretikum. Terapeutické ddvky jsou relativné bezpecné, predavkovani APAP ovsem stéle
patii k hlavnim pfi¢indm akutniho selhani jater (25). Paracetamol je z95 % metabolizovan
predevsim vazbou s kyselinovou glukuronovou ¢&i sirovou, zbylych 5 % je oxidovano pomoci
CYP2E1 na reaktivni produkt N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), ktery je detoxikovan pomoci
glutathion-S-tranferazy vazbou na glutathion. Pfi predavkovani je konjugacni kapacita se sulfaty
a kyselinou glukuronovou prekrocena, vznika vice NAPQI, na jehoZ odstranéni nestaci zasoby
redukovaného glutathionu. Dochazi k oxidacnimu stresu, poSkozeni hepatocytl, nekrdze a
zanétlivé reakci.

Alkohol je vjatrech metabolizovdn dvéma cestami. Prvni zahrnuje funkci
alkoholdehydrogenazy (ADH) a vznik acetaldehydu, z kterého nasledné vznikd puUsobenim
acetaldehyddehydrogenazy (ALDH) acetat. Tento nestabilni produkt se rozklada na vodu a CO,.
Nicméné pokud je substratu mnoho, acetaldehyd mlze reagovat s DNA a proteiny za tvorby
adukt(, které podnécuji imunitni reakce a tvorbu cytokint (26). Druha cesta, ktera se uplatriuje
predevsim u chronického abuzu alkoholu, zahrnuje mikrosomalni degradaci pomoci alkoholem
indukovaného CYP2E1 (27). Jeho pUsobenim vznikd znacné mnoiZstvi ROS, které zpUsobuje
poskozeni struktur a senzitizuje hepatocyty k poskozeni lipopolysacharidem a TNF a. Vznik ROS

muze poSkozovat rovnéz kliCové enzymy respiracniho fetézce a B oxidace mastnych kyselin.
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Tvorba acetatu z ethanolu navic zpUsobuje vzestup poméru NADH/NAD+ v mitochondriich a
cytoplazmé, coz inhibuje B oxidaci a vede k jaterni steatdze (28). Ethanol navic snizuje tvorbu
antioxidacnich latek, napf. glutathionu (29). Rozvinuty oxidacni stres vede k bunécné smrti,
zanétu a aktivaci hvézdicovitych bunék, které nasledné zapficini jaterni fibrézu (30).

Thioacetamid je metabolizovan pomoci mikrosomalni monooxygenazy
s flavinadenindinukleotidem na toxicky thioacetamid-S-oxid (31), ktery odstartuje pokles
obsahu glutathionu a lipoperoxidace bunéénych membran (32). Ndsledkem oxidacniho stresu
dochadzi k poSkozeni mitochondrii.

Modelové hepatotoxiny (32, 33) pak v zavislosti na podminkach experimentu (in vivo, in
vitro), davce, popf. délce poddvani umoznuji simulovat nejen poskozeni, které je pro né
specifické, ale Ize je vyuzivat i pro hodnoceni zmén, které nemaji specifickou vazbu pouze na

dany hepatotoxin (oxidacni stres, mitochondridlni dysfunkce, fibréza apod.).

2.3. Mechanismy uplatiujici se v jaternim poskozeni

Ackoliv pfriciny poskozeni jater tvofi etiologicky nesourodou skupinu, mechanismy,
které se v ném uplatnuji, jsou c¢asto spolecné a mohou navodit apoptézu a/nebo nekrézu
bunék, zdnét a fibrdézu, kterd se prechodem do cirhdzy stdvd rizikovym faktorem pro vznik
hepatocelularniho karcinomu. Velkou mérou se na rozvoji jaterniho poskozeni podili oxidacni
stres, ktery provazi alkoholové poskozeni jater (29, 30), nealkoholovou steatohepatitidu (28, 34,

35), cholestatické poskozeni (36), stejné jako poSkozeni navozené léky (37) apod.

2.3.1. Oxidacni stres

Oxidacni stres vznikd nerovnovahou oxidacnich a antioxidacnich systému ve prospéch
oxidantud. Nastava tedy nadmérnou produkci reaktivnich kyslikovych derivatli ROS a reaktivnich
derivatd dusiku (RNS) nebo porusenim jejich likvidace. Biochemickym dusledkem této
nerovnovahy je peroxidace lipidl, oxidace thiolovych skupin proteini a oxidace DNA v burice
(38). Na druhou stranu omezena tvorba ROS a RNS jako signdlnich molekul je nezbytna pro
regulaci vyznamnych biologickych procest (39).

Rada xenobiotik se mlZe stat hepatotoxickymi pfi procesu biotransformace. Jak bylo
diive zminéno, vétSina latek je sice jatry transformovana na stabilni formu, nékteré ovsem
davaji vznik reaktivnim metabolitim, jejichZ toxicita prevysuje ptvodni latku (40). Elektrofilni
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meziprodukty vznikaji oxidaci cytochromem P-450 napf. zhalogenovanych alkan(
(tetrachlormetan, halotan), alken(, arend, alkoholu nebo paracetamolu (acetaminofenu -
jaterniho selhani. Stoji za tim zvySend produkce reaktivniho metabolitu NAPQI (N-acetyl-p-
benzochinonimin), ktery je béiné detoxikovan vazbou na tripeptid glutathion (y-
glutamylcysteinylglycin). Naslednd deplece redukovaného glutathionu podporuje rozvoj
oxida¢niho stresu. Za vysokou produkci ROS mlzZe byt indukce cytochromu P-450. Vlivem
chronické konzumace alkoholu se zvysuje aktivita CYP2E1, indukci mohou zpUsobit i rGzna
|éCiva apod. (28, 41). Na volné radikdly mlze néktera léciva redukovat také NADPH-cytochrom-
P-450 reduktaza (metabolismus chinonu ¢i nitroarent) (40).

Pokud neni antioxidacni kapacita jater dostatecna, spusti se série zmén, na jejimz konci
mUzZe stat poskozeni jater. V zoné 3 jaterniho acinu probihaji biotransformace a je zde nejvyssi
aktivita cytochromu P-450. Vzniklé nestabilni slouceniny tak zpUsobuji typické zonalni
poskozeni a v biopsii jater pak lze nalézt charakteristické centrilobularni nekrozy (8).

V oxidacnim stresu hraji daleZitou roli mitochondrie. ROS a jiné reaktivni metabolity
navozuji otevieni mitochondridlniho péru prechodné propustnosti (MPTP - mitochondrial
permeability transition pore) a pokles membranového potencialu mitochondrii (MMP), coZ jsou
vyznamné kroky smérujici k apoptdze nebo nekrdze bunék v zavislosti na mite deplece ATP (42,
43). Navic samotné mitochondrie jsou zdrojem ROS v burice. Mitochondrie se tak v této
souvislosti mohou stat klicovymi pro rozvoj jaterniho poskozeni (44-49). Kritickym mistem
tvorby ROS v mitochondriich je respiracni fetézec na vnitfni membrané mitochondrii, kde
dochazi k prenosu elektroni mezi enzymovymi komplexy | az IV az na O; a tvofi se protonovy
gradient vyznamny pro syntézu ATP. | za fyziologickych podminek muze elektron redukovat
molekuldrni kyslik na nejfrekventovanéjsi reaktivni kyslikovy intermediat in vivo - superoxid
(‘02). Mitochondridlni superoxid dismutuje na H;0, spontdnné nebo s enzymem
superoxiddismutazou (SOD). H,0, je v ideadlnim pripadé dale rozlozen na kyslik a vodu
katalazou (CAT) a predevsim glutathionperoxidazou (GPx) (50). MuzZe z néj ale také vznikat
hydroxylovy radikdl nebo ucinkem myeloperoxidazy chlornanovy anion.

NejcastéjsSim zdrojem ROS je komplex | a Il (51). Ke zvySené tvorbé ROS v
mitochondriich obvykle dochazi pfi inhibici respiracniho fetézce nebo rozpojeni respirace a
syntézy ATP (28, 49, 52). Oxidacni stres poSkozuje mitochondridlni struktury, prohlubuje se
mitochondridlni dysfunkce, coz pfispiva k dalsi tvorbé ROS (46) a progresi poskozeni. Pfitom

priciny téchto patologickych zmén jsou rozmanité.
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Rozpojeni respirace a syntézy ATP, inhibice respiracniho fetézce a otevieni MPT pdru
mohou byt navozeny zvysenou koncentraci mastnych kyselin v jatrech, ktera typicky provazi
metabolické zmény spojené s obezitou a inzulinovou rezistenci, a hrat roli v pfechodu od prosté
steatdozy do steatohepatitidy (47, 53, 54). Inhibice aktivity komplex(i v respiraénim retézci,
zvysend lipoperoxidace, tvorba ROS a pokles antioxidantl byly popsany i v souvislosti s
cholestatickym poskozenim (55-57).

Za mechanismem neZadouci toxicity nékterych |ékd muize také stat mitochondridlni
dysfunkce - rozpojeni respirace a syntézy ATP navozuji nékterd nesteroidni antirevmatika, jako
inhibitory mitochondridlniho elektron-transportniho fetézce mohou pUlsobit napt. simvastatin a
tamoxifen (58, 59). Omezenim prenosu elektron(l v respiratnim fetézci se zvySuje pomér
NADH/NAD+, snizuje se B oxidace mastnych kyselin a mlzZe se vyvinout steatéza. Na druhou
stranu rfada xenobiotik vcetné 1éka mUze rznymi mechanismy primarné inhibovat B oxidaci
mastnych kyselin v mitochondriich (napf. salicylaty, amiodaron, valproova kyselina, tamoxifen,
glukokortikoidy) (49) a podporovat rozvoj steatdzy, nadprodukci ROS a poskozeni jater.

Dalsimi zdroji ROS a RNS v jadtrech mohou byt imunokompetentni burky. Aktivované
Kupfferovy buniky a neutrofily v jatrech produkuji singletovy kyslik, peroxid vodiku a
hydroxylovy radikdl pomoci enzymového komplexu NADPH oxidazy. Vznikly H,O, umoziuje
reakci s Cl” za katalyzy enzymem myeloperoxidazou vznik baktericidnich chlornanovych aniontt
(ClO"). Kupfferovy buriky jsou schopny pomoci inducibilni NO syntdzy (iNOS) z L- argininu
syntetizovat baktericidni NO* (60). Spole¢né maji za ukol narusit strukturu pohlceného
mikroorganismu, ovSem aktivace imunokompententnich bunék a tvorba ROS se uplatiiuje i
béhem tzv. sterilniho zanétu. Ten muze byt vyvolan napf. ZluCovymi kyselinami pfi cholestaze,
toxickém i mechanickém poskozeni jater Ci jaterni steatéze (61). VSechny tyto reaktivni latky
plGsobi nejen uvnitf fagosomu, ale fagocyty je vyluduji i do okolniho prostredi. V idedlnim
pripadé jsou likvidovany antioxidacnimi mechanismy, cCasto ale poskozuji okolni struktury.
Pokud ve tkani vznika soucasné oxid dusnaty i superoxid, reaguji spolu za zrodu peroxynitritu.
Nekontrolovana imunitni odpovéd tak mize vyznamné pfispivat k poskozeni tkané jater, jak je

uvedeno v samostatné kapitole.
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2.3.1.1. Antioxidac¢ni ochrana jater

Diky cetnym metabolickym a biotransformacnim procesim jsou sice jatra vystavena
riziku oxida¢niho posSkozeni, na druhé strané je v jatrech vyvinuty komplexni systém
antioxidacni ochrany, ktery je mozno podporovat i pfijmem nékterych latek v potravé.

Nejprve se uplatiuje zamezeni dalSiho vzniku nebezpeénych reaktivnich [atek pomoci
inhibice enzym, které ROS a RNS tvofi. Nové vytvorené reaktivni slou¢eniny mohou inaktivovat
CYP450 a jejich dalSimu vzniku tak zpétnovazebné zamezit (40). Dullezita je také vazba
prechodnych kovl v komplexu s proteiny (napt. feritin pro Zelezo), které je pomahaji udriet
ve vy$3im oxidaénim stavu (Fe3*, Cu?*). Za uréitych podminek mazZe dojit k uvolnéni vazby a k
redukci kovu. Fe** a Cu* ionty mohou katalyzovat konverzi relativné neskodného peroxidu
vodiku na hydroxidovy aniont (OH-) a velmi agresivni hydroxylovy radikal (‘OH). Tento proces je
znam jako Fentonova reakce. Médi je v jatrech sice méné, ovSsem oproti Zelezu reaguje daleko
rychleji (62, 63).

Pokud jiz ROS vzniknou, jsou likvidovany enzymovymi antioxidanty (SOD, CAT, GPx).
Svou antioxidacni ulohu sehravaji tzv. ,zhasece”, neboli nizkomolekularni antioxidanty. Tyto
latky mohou byt endogenniho plvodu (koenzym Q, glutathion, kyselina mocovd, kyselina
lipoova a bilirubin) ¢i pfijimané v potravé (vitaminy A, C a E).

Velmi vyznamnym nizkomolekularnim antioxidantem jater je tripeptid glutathion (y-
glutamylcysteinylglycin, GSH). Je vyuzivan glutathionperoxidazou jako donor elektronli a
proton(. Pomoci enzymu glutathion-S-transferazy (GST) dochazi ke konjugaci GSH s reaktivnimi
slou¢eninami a jejich vylouceni. Typickym pfikladem je jiz zmifovand konjugace glutathionu
s NAPQIl - reaktivnim metabolitem acetaminofenu. Dale je jeho ukolem odstrafiovat ROS,
udrzovat v redukované formé sulfhydrylové skupiny protein(, cysteinu a koenzymu A a
regenerovat tokoferol a askorbat (64). Témito procesy se spotfebovava jeho redukovand forma
(GSH) a wvznikd oxidovany dimer (GSSG). Zpétnou redukci GSH zajistuje enzym
glutathionreduktaza (GR) a udrzuje tak v burikach fyziologicky pomér GSH:GSSG 10:1.

Jatra skladuji vitaminy rozpustné v tucich (A, D a E). Vitamin E (a-tokoferol) je stéZejnim
antioxidantem fosfolipidovych membran. P¥i lipoperoxidaci preménuje alkylperoxylové radikaly
na hydroperoxidy, které mohou byt posléze zneskodnény glutathionperoxiddzou. Vyznamné
tokoferylovy radikal, jenZ je zpétné regenerovan glutathionem, vitaminem C ¢i ubichinolem

(redukovanym koenzymem Q) (64).
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Velice zastoupenou, ackoliv ne nezbytnou, skupinou latek ve stravé clovéka jsou
flavonoidy obsaZzené napt. v zeleniné, ovoci, ¢erveném viné, Caji atd. Tyto latky maji diky své
strukture konjugovanych m vazeb predpoklad byt dobrymi antioxidanty, jejichz radikaly jsou
stabilnéjsi nez ROS a RNS. Mohou také chelatovat Zelezo, ¢imz mohou pfispivat k antioxidacni
ochrané tkané (64). V posledni dobé jsou popularni katechiny zeleného caje, kterym jsou
pfipisovany az ,zazracné ucinky”. Z této skupiny miZeme v zeleném caji nalézt epikatechin,
epigalokatechin, epikatechin galat a epigalokatechin galat (EGCG).

V pripadé, zZe jiz dojde k poSkozeni biomolekul, jsou na fadé reparacni mechanismy,
jejichz dkolem je poSkozené molekuly, organely ¢i celé bunky opravit ¢i odstranit.

Jednotlivé slozky antioxidacniho systému by nemohly fungovat bez vzijemné
spoluprace, kdy jeden antioxida¢ni systém plynule navazuje na jiny. Ochranné odbouravani
superoxidu superoxiddismutdzou je podminéno adekvatnim odstrafovanim vznikajiciho
peroxidu vodiku kataldzou ¢i glutathionperoxiddzou. GPx muiZe spravné fungovat jen za
pfitomnosti dostatku redukovaného glutathionu. Glutathionreduktdaza muizZe redukovat GSSG
pouze za dostatku redukénich ekvivalentli NADPH, které generuje prevainé pentdzovy cyklus.
Podobné tokoferol, ktery splni svou funkci, musi byt regenerovan pomoci jinych antioxidacnich
systémU (askorbat, glutathion atd.). Naopak nadmérny pfisun askorbatu tvofi podminky pro
uvolnéni Zeleza z vazby feritinu a jeho redukci na Fe?* katalyzujici Fentonovu reakci (65). Jen pfi
spravném fungovani antioxidacnich a oxidac¢nich systémud mlzeme zachovat vznik ROS a RNS
v mife potfebné pro Zivot a signalizaci, aniz by ovSem vzniklé reaktivni slouc¢eniny poskozovaly

ve zvysené mire okolni struktury.

2.3.2. Smrt bunky

U vSech akutnich i chronickych poskozeni jater dochazi v rlizné mife k bunécné smrti
(66). Xenobiotika mohou zpUsobovat smrt buniky prfimym toxickym ucinkem na bunécné slozky
maji predevsim pravé hepatotoxiny (alkohol, D-GalN, z |éCiv napf. acetaminofen), letalni reakce
imunitniho systému se uplatiuji predevsim pfi idiosynkratickém poskozeni indukovaném |écivy
(IDILI — Idiosyncratic Drug-Induced Liver Injury) (67), ale i u nealkoholové steatohepatitidy (68)
nebo cholestatického poskozeni jater (69, 70). Ukazuje se ale, Ze i pfi poSkozeni hepatocytl
indukovaném napt. alkoholem nebo APAP dochdzi k aktivaci apoptdzy prostfednictvim

imunokompetentnich bunék (71).
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Duasledkem iniciace bunécné smrti je zvysena propustnost mitochondrialnich membran a
unik proapoptoticky plsobicich latek z mezimembranového prostoru do cytosolu (72). O tom,
bude-li urcity signdl k aktivaci apoptézy bunky stacit, rozhoduje prevaha proapoptotickych
signalll nad antiapoptotickymi. Pfi nezvratném naruseni homeostazy burnky a nedostatku ATP
dochazi k nekrdéze. (73, 74).

Nekréza a/c¢i apoptdza predstavuji typicky znak jaterniho poskozeni a jsou majoritnim
zplUsobem smrti bunky v jatrech (66). Existuje vSak vice nez deset rliznych podtypl bunécné
smrti, které svymi znaky osciluji mezi apoptézou a nekrézou (75). Naptiklad relativné nedavno
objevena forma programované nekrdozy — nekroptdza, byla detekovdna u nékterych jaternich
onemocnéni a sporadicky pocet experimentl popisuje zmirnéni poskozeni hepatocytli po
blokaci nekroptdzy (76).

Apoptdza, neboli programovanda bunécnd smrt, je zodpovédna za fyziologické
odstranovani poskozenych nebo starych bunék (77, 78). Tento dé&j je vyznamny také pro rlst a
regeneraci jater (79). Apoptdza je mechanismem ucinku rady toxickych latek a doprovazi
nékteré choroby (80).

U bunék odsouzenych k apoptdze probiha kaskdda reakci, které graduji kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA, zmenSovanim celé bunky a rozdélenim na mala, membranou
ohranicend, téliska obsahujici organely. Tato apoptotickd téliska jsou nasledné eliminovana
fagocytujicimi burnkami z okoli (81). Z biochemického hlediska je apoptéza doprovazena
zvySenou propustnosti vnéjsi mitochondrialni membrany, uvolnénim cytochromu C do cytosolu
a aktivaci cysteinovych proteaz - kaspaz.

V zdsadé mlZeme rozeznavat dva zplsoby aktivace apoptdzy — vnéjsi a vnitini cestu.
Vnéjsi cesta aktivace apoptozy je zprostfedkovana transmembranové ulozenymi receptory
smrti na povrchu cilové bunky, na které se vaie specificky ligand. Na hepatocytech,
cholangiocytech, Kupfferovych, hvézdicovitych a endotelovych burikdch jsou vridzné mire
exprimovany receptory smrti Fas (CD 95), TNF-a-receptor 1 (TNF-R1) a receptory smrti 4 a 5
(DR4 a DR5 neboli TRAIL-R1 a TRAIL-R2) (82, 83). Vazbou ligandu (FasL/CD95L, TNF-a a TRAIL)
exprimovanych predevSim na povrchu imunokompetentnich bunék (NK, NK T bunék a
aktivovanych T lymfocytll) dojde ke spusténi apoptdzy. Nastartovana proteolytickd kaskada je
zavrSena aktivaci efektorovych kaspaz 3, 6 a 7, které jsou zodpovédné za degradaci bunéénych
protein a smrt cilové bunky. Jatra jsou do urcité miry chranéna proti apoptdze
zprostiredkované vyhradné pres receptory smrti. Zatimco napf. u lymfocytl je aktivace

efektorovych kaspaz zplsobena pfimo v dusledku vazby ligandu na receptor smrti, u
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hepatocytll a cholangiocytl se tak déje pouze pfi silném podnétu. Prfi slabsim signalu je
k aktivaci exekutivnich kaspaz zapotrebi permeabilizace vnéjsi mitochondridlni membrany (84).
V takovém pripadé dojde po vazbé ligandu na receptor k aktivaci kaspdzy 8, ktera Stépi Bid.
Nasleduje jeho translokace do mitochondrie, aktivace proteinli Bax a Bak a tvorba MOMP
(mitochondrial outer membrane permeabilization). Aktivaci proteinu Bid se tedy sbihd vnitini a
vnéjsi cesta aktivace apoptdzy.

Za fyziologickych podminek je takto pravdépodobné zajisténo apoptotické odbourdvani
starych a poskozenych bunék (85). Za patologickych stav(l se vazba ligandu FasL na receptor
smrti uplatiiuje pfi virovych infekcich v jatrech (hepatitida C), ale experimentalné byla popsana i
pfi cholestatdze i v reakci na toxické poskozeni alkoholem nebo acetaminofenem (86-88). Také
receptor smrti TRAIL hraje roli v patogenezi infekce hepatitidou B a v toxicité acetaminofenu
(89, 90). Mechanismus apoptdzy pres TRAIL se uplatiuje i v lipotoxicité mastnych kyselin.
Indukce steatézy pomoci pfidavku olejové a stearové kyseliny do média imortalizovanych bunék
Huh 7 senzitizovala tyto buriky k apoptoze zplsobené rekombinantnim TRAIL ligandem (91).

Vnitfni cesta aktivace apoptozy je spousténa predevSim rlznymi inicidtory
intracelularniho stresu, vcéetné oxidacniho stresu, poskozenim DNA, UV a y zafenim,
nedostatkem ristovych faktor(i, stresem endoplazmatického retikula a toxiny. Tyto cesty se
vidy sbihaji v mitochondrii, kde zpUsobi mitochondridlni dysfunkci a permeabilizaci vnéjsi
mitochondridlni membrany.

Ve vnéjsi membrané mitochondrie jsou zakotveny proteiny z rodiny Bcl-2, nékteré
pUsobi proaptoticky (Bax, Bid, Bak, Bad) a nékteré apoptdzu inhibuji (Bcl-2, Bcl-xL). Odpovédi na
stresové signaly v burice mlze byt aktivace proteind, které aktivuji proteiny Bax a Bak ve
vnéjSi membrané mitochondrie, kde se oligomerizuji a vytvofi pér. Tento déj ma za nasledek
permeabilizaci vnéjsi membrany (MOMP) a Unik proapoptotickych latek do cytosolu. Cytochrom
C a Smac/DIA-BLO aktivuji efektorové kaspazy. AIF a endonukledza G translokuji do jadra, kde
nastartuji degradaci DNA nezavisle na aktivaci kaspaz (66). U nékterych proapoptoticky
plsobicich proteind se naopak uplatiuje inhibiéni vazba na antiapoptické proteiny
v mitochondridlni membrané.

Nekrdza je naopak povaZovdna za energeticky nendrocny proces, ktery zahrnuje fadu
déju vedoucich k rupture plazmatické membrany. Ztratou integrity membrany prechazi nekréza
v ireverzibilni formu a dochazi k vyplaveni bunéénych komponent do extracelularniho prostredi,

kde navozuji zanétlivou odpovéd okolnich bunék. Mezi déje vedouci rupture membrany patii
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rozvrat iontové homeostdazy, zvyseni cytosolové koncentrace Ca?*, aktivace buné&énych protedz
a fosfolipaz a ztrata mitochondrialnich funkci.

Zvyseni koncentrace Ca?* v matrix mitochondrie, zvlasté za oxidac¢niho stresu, zvy$ené
koncentrace anorganického fosfatu a deplece adeninovych nukleotid(l, ma za nasledek otevreni
MPTP ve vnitfni mitochondridlni membrdné (42, 92). Otevieni MPTP zplsobi zvyseni
propustnosti membrany mitochondrii pro ¢astice do molekulové hmotnosti 1,5 kDa. Do matrix
tak proudi malé osmoticky aktivni molekuly doprovazené vodou a dochazi k tzv. bobtnani
(swelling) mitochondrii. Objem matrix narlstd, dojde k rozloZeni krist a k rupture vnéjsi
membrany (66). Z mezimembranového prostoru jsou uvolnény do cytosolu nékteré latky, napf.
cytochrom C, AIF, Smac/DIA-BLO atd., které jsou po spolupraci s molekulami z cytosolu schopné
aktivovat kaspazy (92).

Déletrvajicim otevienim tohoto péru dojde ke ztraté mitochondridlniho membranového
potencidlu a zastavi se produkce ATP. Casto dochazi dokonce k hydrolyze ATP ziskaného
glykolyzou ¢i jako produktu oxidativni fosforylace jiné, neposkozené, mitochondrie (42), coz ma
za nasledek nedostatek ATP v burice.

Otevieni pdéru muze tedy vyustit jak v nekrotickou, tak apoptotickou smrt burnky.
Rozhodujicim faktorem je dostupnost ATP pro programovanou smrt. Je-li tedy protrahovanym
otevienim podru postiZzeno mnoho mitochondrii, dojde v nich k poklesu mitochondrialniho
membranového potencialu a tim k zastaveni produkce ATP, burika trpi nedostatkem energie a
nastava nekrotickd smrt. Pokud se ale pér vcas zavie Ci je fada dalSich mitochondrii v burice
schopnych zajistit dostatek ATP pro iontovou homeostazu buriky a pro aktivaci kaspaz, nastava
apoptdza (93). Ve zdravych bunkach lze otevieni MPTP chapat jako mechanismus vedouci
k odstranéni starych ¢i poSkozenych mitochondrii tak, aby se poskozena mtDNA dale
nereplikovala. Takovd mitochondrie je zlikvidovana procesem autofagie, zatimco burka jako
celek zGstava nenarusena (94).

V aktivaci nekrézy a predevSim apoptézy v jatrech mohou hrat kromé stézejnich
mitochondrii velmi vyznamnou roli lysosomy ¢i endoplazmatické retikulum. Lysosomy mohou
na stimuly podnécujici smrt bunky, jakymi je oxidac¢ni stres ¢i lipidové mediatory, reagovat
permeabilizaci membrany. Do cytosolu pak unikaji lysosomadlni enzymy, napft. katepsiny B a D,
které jsou schopny Stépit a tim aktivovat proapoptotické proteiny podobné jako kaspdazy. Tyto
protedzy se podileji na apoptotické smrti bud’ spolupraci s kaskadou kaspaz ¢i mechanismem na
nich nezavislym. Hepatocyty obsahuji jak hladké, tak drsné endoplazmatické retikulum.

V hladkém ER probihaji biotransformacni procesy, v drsném je uskutecnéno skladani proteina
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vytvorenych ribosomy. V ER jsou lokalizovany déje jako glukoneogeneze a syntéza lipidu, slouZi
také jako zdsobdrna intraceluldrniho Ca®** a reguluje tak jeho cytosolovou koncentraci.
Endoplazmatické retikulum mulze byt zdrojem ROS. CYP450 v endoplazmatickém retikulu
mohou produkovat reaktivni metabolity, coz muiZe vyustit v poskozeni membran ER. Z
endoplazmatického retikula uvolnéné Ca?* ionty jsou vychytavdny mitochondriemi, kde spousti
sled reakci zavrSeny otevienim MPTP se vsemi dusledky. V pripadé stresu drsného
endoplazmatického retikula je naruseno skladani proteind a je nastartovan adaptacni
mechanismus zvany UPR (Unfolded protein response). UPR je souborem rliznych signdld z ER do
jadra, které maji za cil zachovat homeostdzu bunky a v pfipadé jeji neudrzitelnosti vedou
k apoptdze. Stres ER mlzZe byt zplsoben depleci vapenatych iontd, inhibitory glykosylace a

prebytkem mastnych kyselin v ER, napf. palmitové kyseliny (66).

2.3.3. Jaterni zanét

Zanét jaterniho parenchymu provazi celou fadu jaternich chorob véetné cholestatickych
onemocnéni, hepatitid, rozvoje NAFLD (95) a toxického poskozeni (71). Rizikem infekce virem
hepatitidy B a C, NAFLD a alkoholismu je relativné casty rozvoj cirhdzy az karcinomu jater
v dlsledku chronického zanétu.

Za fyziologickych podminek vykazuji jatra urcitou imunologickou toleranci, kterd je
chrani pred ni¢ivymi dopady aktivovanych slozek imunitniho systému. V jatrech je rlznymi
mechanismy aktivné podporovana tolerance antigenu (5). Spolu se stfevem se tak podili na
nastoleni sndSenlivosti vlc¢i potravinovym antigenlim (96). Na druhou stranu jsou jatra schopna
adekvatni imunitni reakce na patogeny a poskozeni.

Jako reakce na smrt bunék se mlZe rozvinout tzv. sterilni zanét. Rezidentni Kupfferovy
buriky jsou pomoci Toll-like receptorli schopny rozpozndvat s poSkozenim asociované
molekuldrni struktury (DAMP - Damage-Associated Molecular Patterns). Dochazi k reakci
imunitniho systému podobné jako pfi rozpoznavani PAMP (Patogen-Associated Molecular
Patterns) imunokompetentnimi burikami. To ma za nasledek jejich dalsi aktivaci a tvorbu ROS
prostfednictvim NADPH oxiddz. Aktivované Kupfferovy bunky jsou mohutnym zdrojem
prozanétlivych cytokini TNFa a IL-1B, které plisobi jako chemoatraktanty a aktivatory ostatnich
bunék imunitniho systému. Cytokiny TNFa a IL-1 ovliviuji rovnéZ na Urovni proteinu p38, JNK
¢i produkce ROS signalni drahy, které mohou vyustit apoptotickou smrti hepatocytl. Znaky

asociované s poskozenim jsou rozpoznavany i cholangiocyty, které zacnou produkovat

29



prozanétlivé cytokiny (TNFa, IL-6), chemokiny (IL-8) a rlzné rlstové faktory (97). Hvézdicovité
(Itéovy, steldtni,) buriky jsou pfi jaternim poskozeni schopny detekovat soucdsti rozpadlych
hepatocytl, aktivovat se a produkovat cytokin TGF B a profibrogenni faktor CTGF a naopak
reagovat na cytokiny produkované dalsimi, napf. Kupfferovymi, burikami. Na endotelovych
burikach jater jsou pod vlivem chemokin( exprimovany adhezni molekuly, jeZz podporuji prestup
dalSich monocyta, neutrofilti a T lymfocytl z obéhu do jater (61, 98). Monocyty/makrofagy a
neutrofily rovnéz nesou Toll-like receptory a reaguji na struktury DAMP (pfipadné PAMP)
produkci cytokind a oxidacnim vzplanutim. Vzniklé ROS poskozuji tkan, mlze dojit k dalsi smrti
jaternich bunék a vyplaveni vnitrobunéénych struktur do tkdné a tim dalsi amplifikaci zanétu
(99).

Imunitni reakce muUZe  odstartovat také steatéza. Toll-like  receptory
imunokompetentnich bunék mohou reagovat na volné mastné kyseliny (FFA) podobné jako na
produkty rozpadlych poskozenych hepatocytl. Bylo zjisténo, Ze zatimco volné mastné kyseliny
mohou fungovat jako DAMP, inkorporace FFA do TAG md ochranny efekt a k rozpoznavani
antigenu Toll-like receptory nedochazi (100).

V patogenezi jaterniho poskozeni hraje dalezitou roli pfitomnost lipopolysacharidu (LPS)
z gramnegativnich bakterii stfeva. LPS je endotoxin vykazujici vyznamny aktivacni Ucinek na
Kupfferovy bunky, je detekovan pomoci Toll-like receptorl a stimuluje Kupfferovy bunky
k produkci prozanétlivych i profibrogennich cytokind a ROS (101). U mysi prostych mikrobiomu
¢i po podani ATB bylo zaznamenano snizeni alkoholem ¢i tetrachlormethanem indukovaného
poskozeni jater (102-104). Vliv mikrobiomu byl prokdzan rovnéz u patogeneze NAFLD,
respektive v jeji progresi do steatohepatitidy (105).

Kupfferovy buriky jsou v uréitém prostredi (IL-4, IL-13, IL-10, TGF-B, apoptotické buriky
napr. IL-10 a TGF B (106). TGF B patii mezi hlavni aktivatory hvézdicovitych bunék, jenz je
fenotypové zméni na myofibroblastim podobné burky produkujici kolagen, ¢imz se podileji na
procesu hojeni. Pfi neadekvatni aktivaci mohou ovSem vyznamné prispét k fibrotizaci tkané
(107). IL-10 je protizanétlivy cytokin, ktery ma za ukol imunitni reakce spiSe tlumit. Je schopen
potlacit aktivitu iNOS a tim mozny vznik nebezpecného peroxynitritu. Genticky upravené mysi,
kterym chybél IL-10, mély po vystaveni tetrachlormetanu vyssi produkci TNF-a a TGF-B i
zavaznéjsi fibrotické zmény nez wild type mysi (108, 109). Aktivované Kupfferovy buriky mohou
také indukovat exportni transportéry (MRP4) v hepatocytech a tim je snazSim zbaveni se

toxickych latek v podstaté chranit pfed poskozenim (98, 110).
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Imunitni reakce mohou podnécovat také nové vzniklé neznamé struktury zplsobené
oxidac¢nim stresem - prikladem m{ze byt alergickd reakce na dfive pouzivané anestetikum
halotan. Pfi jeho biotransformaci pomoci CYP450 vznikaji reaktivni intermediaty, které se vazi
na cytosolové proteinové struktury. Pfima toxicita téchto reaktivnich sloucenin a jejich adukt(
se projevi relativné mirnym poskozenim doprovdzenym zvySenymi aminotransferazami v séru u
pfiblizné 20 % pacientl (111). U senzitivnich jedinc ovSem mohou byt Stépy adukt(
vystavovany na povrchu hepatocytu, neznamy antigen mlZe byt rozpoznan
imunokompetentnimi burikami a je zahdjena odezva imunitniho systému, ktera mlze vyustit ve
fulminantni hepatitidu. Nové vytvorené adukty byly zaznamendny i na povrchu Kupfferovych
bunék, které figuruji jako bunky prezentujici antigen (112). V séru takovych jedincl byly
nalezeny specifické protilatky proti aduktim a imunokomplexy (113).

Ukolem zanétlivé reakce je nejen eliminace patogend a poskozenych bunék, podili se
také na hojeni a reparaci tkané. Do urcité miry je nékterymi mechanismy schopna zmirnit i
toxické poskozeni. Xenobiotika mohou ovSsem rdznymi cestami vyvolat neadekvatni Cci
protrahovanou imunitni odezvu v jatrech, kterd ma v radé ptipadl za nasledek prohloubeni

vzniklého poskozeni jaterni tkané, véetné fibrotiza¢nich zmén.

2.3.4. Fibrotizace jater

Jaterni fibrdéza, vyznacujici se abnormalni tvorbou extraceluldrni matrix, se vyskytuje u
vétsiny chronickych jaternich chorob v pokrocilejsim stadiu. Ve fibrotizaci mlze vyustit rada
patologickych stavl, vcetné virové hepatitidy a rlznych onemocnéni alkoholového,
cholestatického, autoimunitniho ¢i metabolického ptvodu, NAFLD nevyjimaje (114).

Fibrotizace tkané povétsinou navazuje na protrahované poskozeni a zanétlivou odpovéd
ve tkani (4). Tento stav je Uzce asociovdn s oxidac¢nim stresem, zvySenou hladinou TGF 3 a smrti
hepatocytl (115). Dlouhodobou reakci na inzult dochazi k hojeni rany, ptfi némz nalezneme
zvySenou tvorbu proteinl extraceluldrni matrix zaroven se snizenou degradaci mezibunécné
hmoty. Méni se i zastoupeni jednotlivych protein matrix a dochazi tak k intraorganové
akumulaci mezibunécéné hmoty s majoritnim obsahem vldknitého kolagenu typu | a lll. Jaterni
fibréza je povazovana za rané stadium cirhdzy, ktera diky destrukci fyziologické architektury
jater omezuje metabolické, syntetické a biotransformacni funkce jater. Cirhdza je navic

rizikovym faktorem pro vznik hepatocelularniho karcinomu. U&inna terapie jaterni fibrézy neni

dodnes plné znama (114).
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Za abnormalni tvorbu extraceluldarni matrix jsou pfimo odpovédné aktivované
myofibroblasty. Tyto bunky se ve zdravych jatrech nevyskytuji a jejich plvod v poskozenych
jatrech muze byt rzny. Nejcastéji je popisovana pfeména klidovych hvézdicovitych bunék (HSC)
obsazenych v Disseho prostoru jater (4). Pri jaternim posSkozeni a pretrvavajici zanétlivé reakci
mohou byt tyto buriky aktivovany riznymi plsobky. Mezi hlavni aktivatory HSC spadd zejména
PDGF (platelet-derived growth factor) a TGF B, ale také IL-6, IL-17, leptin, atd. (6, 116, 117).
PDGF je zodpovédny predevsim za proliferaci HSC a za jejich senzitivizaci na fibrogenni cytokiny
(118). TGF B produkuji samy aktivované HSC, ale také Kupfferovy bunky ¢&i trombocyty (118). U
fibrotiza¢nich onemocnénich je c¢asto detekovany pokles GSH (119), coz prohlubuje
nerovnovahu ve prospéch oxidantl. Nezlikvidované ROS stimuluji produkci TGF B a dalSich
profibrogenich mediatorl v Kupfferovych, dalsich imunokompetentnich (120) a hvézdicovitych
bunkach, na které ma rovnéz proliferacni vliv (121). Typicky profibrogenni ucinek byl
zaznamendn napt. u produktu peroxidace lipid(, 4- hydroxynonenalu (122, 123). Parakrinné a
autokrinné produkovany TGF B puUsobi fenotypovou preménu HSC na myofibroblastim
podobné bunky, které ztraceji obsazeny retinol a masivné produkuji kolageny typu I, lll a IV a
laminin (15). Aktivované hvézdicovité buriky secernuji také tkanovy inhibitor metaloproteinazy
1 (TIMP-1). Metaloproteinaza 1 je zodpovédnda za modulaci apoptézy hvézdicovitych bunék a za
degradaci extracelularni matrix, jeji inhibice tedy vyrazné prohlubuje nerovnovahu meszi
tvorbou a odbourdvanim ECM (124).

Dalsim zdrojem myofibroblastli mohou byt portaini fibroblasty, které se podileji na
fibrotizaci predevsim portalni jaterni zény (124). Ve zdravé tkani se podileji na obratu ECM. Na
myofibroblasty se diferencuji pfedevsim v reakci na cholestatické onemocnéni, ale v urcité mire
se nejspiSe uplatniuji i pfi ostatnich chronickych chorobdch jater (4).

Dalsi teorie zahrnuji diferenciaci na myofibroblasty z mezenchymalni kmenové buriky
pochazejici z kostni difené, kterd se dostane do poskozenych jater a tzv. EMT (Epithelial to
Mesenchymal Transition). Pfi tomto déji se hepatocyty a cholangiocyty vystavené TGF B
fenotypové preméni na buriky podobné mesenchymalnim kmenovym bunkam, a ty se posléze
mohou diferencovat na myofibroblasty. V experimentu byla na procesu jaterni fibrozy
potvrzena pouze malad (125), v pfipadé EMT dokonce Zadnd (126), ucast téchto bunék.
Majoritnim zdrojem ECM v posSkozenych jatrech jsou pravdépodobné aktivované hvézdicovité

buriky, popf. portalni fibroblasty (4).
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2.4. Jaterni steatoza

Pti jaterni steatdze dochazi k akumulaci tukd, predevsim triacylglyceroll, ve formé
tukovych kapének v cytoplazmé hepatocytl. Ackoliv urcity stupen ztukovaténi je fyziologicky
jev, jatra nejsou tkan primarné urcend ke skladovani lipidd. Steatézou se rozumi stav, kdy
ztukovaténi postihuje vice jak 5 % hepatocytt ¢i tukovy podil tvofi vice nez 5 % hmotnosti jater
(127).

Etiologie vzniku jaterni steatdzy je rliznoroda, jeji projevy, morfologické a metabolické
zmény jsou ovsem podobné. Nadbytek tukl v jatrech obecné vznika diky nerovnovaze mezi
vstupem lipid0 do jater a jejich odbourdvanim ¢i exportem z jater (128). Steatdza tedy nastava
nadmérnym prijmem mastnych kyselin ¢i sacharidl v potravé, zvySenou mobilizaci tukd
z tukové tkané, jejich nadmérné syntéze de novo, snizenou oxidaci mastnych kyselin ci
narusenym transportem z jater ve formé VLDL (129). Jak jiz bylo zminéno, steatézu mohou
indukovat nékteré léky zasazenim do mitochondrialni funkce. B oxidace mastnych kyselin maze
byt blokovana pfimo nebo ndsledkem inhibice respira¢niho fetézce (129).

U pacientl s pravidelnym abuzem alkoholu muzZeme typicky najit tzv. alkoholovou
steatdzu (Alcoholic Fatty Liver Disease — AFLD). Alkohol zvySenou expresi CYP2E1 a utlumem
antioxidac¢nich mechanism0 podporuje tvorbu ROS v jatrech. Oxidacni stres poskozuje
mitochondridlni funkce a zpUsobuje akumulaci tukd v jatrech. Produkt degradace ethanolu —
acetat navic zpUsobuje zvySeni poméru NADH/NAD* v mitochondriich a cytoplazmé. Tim
inhibuje B oxidaci a vede k jaterni steatdze (28).

V klinické mediciné rozliSujeme i tzv. nealkoholovou jaterni steatézu (NAFLD), pfi niz
dochazi k akumulaci tuk(l v jatrech bez abuzu alkoholu (pacient neptekracuje davky 20 g

ethanolu za den).

2.4.1. Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD)

NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) je uzce spjata s nadmérnym kalorickym
pfijmem, inzulinovou rezistenci, diabetem Il. typu a je chdpana jako jaterni manifestace
metabolického syndromu. Jde o nejrozsifenéjsi chronickou jaterni chorobu v zapadnich zemich,
jejiz prevalence a incidence zlstava vysoka (14). Histopatologicky obraz onemocnéni se
pohybuje od prosté steatdzy az po zanétlivé zmény jater s fibrotizaci tkdné (NASH), kterd muze
progredovat v cirhdzu jater ¢i hepatocelularni karcinom. Nebezpedi steatézy spocivd nejen
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v moZné progresi onemocnéni, ale navic se ukazuje, Ze akumulace tukl v hepatocytech muze
zvySovat jejich citlivost k poskozeni xenobiotiky (130-132).

Pfesna patogeneze NAFLD ani cilena farmakologickd 1é¢ba neni i pres vzristajici vyzkum
tohoto problému dodnes plné znadma (14, 133). Panuje vSeobecné akceptované vysvétleni, Ze
akumulace tuk( v jatrech a NAFLD nastane vlivem hyperinzulinémie a inzulinové rezistence,
které byvaji asociovdny s obezitou. Hormondlni dysbalance ma za nasledek mobilizaci tuk
z tukové tkané a podporu syntézy mastnych kyselin de novo. Hyperinzulinémie muze aktivovat
membranovy transkrip¢ni faktor SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1 c), ktery
je zodpovédny za indukci klicovych genl de novo lipogeneze. Tato situace, podporena
nadmérnym kalorickym pfijmem, vyustuje zvySenym obsahem lipid0 v jatrech.

Dodnes neni ani plné zndmo, co presné zpuUsobuje progresi NAFLD do NASH (134).
Hovofi se o tzv. teorii ,,two hit”, kde prvni ,,zdsah” predstavuje samotnd akumulace TAG. Ackoliv
se zda, Ze ta sama o sobé neskyta vétsi riziko, mlzZe senzitizovat jatra pro sekundarni ,zasahy”.
Témi jsou predevsim oxidacni stres a s nim spojend peroxidace lipidli, aktivace CYP450,
zanétliva reakce se zvysenou produkci zanétlivych cytokind a aktivace hvézdicovitych bunék,
jejichz nadmérna stimulace ma za nasledek fibrotizaci tkdné (135). Roli v rozvoji zanétu hraji
také endotoxiny pochdzejici ze stfeva (105). Nyni se pouZiva spiSe hypotéza ,,multiple parallel
hits“, kterd lépe odrazi skutecnou podstatu (136).

Problém je, pro¢ u nékterych pacientl trpicich jaterni steatézou dojde k rozvoji
steatohepatitidy, zatimco u jinych nikoli. Nékteré z vySe uvedenych aspektll onemocnéni budou
pravdépodobné spise dlsledky rozvoje nemoci nez vlastni pfic¢inou progrese. Vyznamnou roli
sehrava lipotoxicita navozena mastnymi kyselinami a tvorba ROS. Pfi nadmérném pfisunu
volnych mastnych kyselin dochazi k jejich zvySené mitochondridlni oxidaci a podpore tvorby
ROS. Klicovy by mohl byt rozvoj mitochondridlni dysfunkce. Rozpfazeni oxidativniho fetézce
prispiva k dalsi genezi ROS a poklesu tvorby ATP. Pfi prekroceni oxidac¢ni kapacity mitochondrii,
nebo jsou-li tyto organely poskozené, dochazi k alternativnimu metabolismu mastnych kyselin
pomoci cytochromdi, peroxizomu ¢i CD-oxidace v hladkém ER (137). To muze vést ke vzniku
dalSich ROS a lipotoxickych produktd, jez jsou schopny iniciovat zanétlivou reakci s naslednou
aktivaci hvézdicovitych bunék a produkci kolagenu. Ve zmnoZené tukové tkani pfi obezité jsou
produkovany adipokiny s prozanétlivym acinkem. Napf. leptin je schopen aktivovat
hvézdicovité bunky (15) a tim podpofit fibrézni zmény. Pfechod do NASH mi(Ze souviset i

s hladinou adiponektinu.
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2.5.

Hepatoprotektiva

Hepatoprotektivni latky ptiznivé ovliviiuji metabolismus hepatocytll, chrani je pred
poskozenim a urychluji regeneracni procesy. Mechanismy Gcinku téchto latek jsou rlznorodé a
Casto plisobi na vice Urovnich soucasné. Mohou pfiznivé plisobit na membrany a udrzovat jejich
fluiditu, dale se uplatriuji jejich antioxida¢ni uginky véetné stimulace tvorby glutathionu. Casty je
rovnéz zasah do biotransformacnich procesut ovlivnénim aktivity enzyma ¢i substituce klicovych
meziproduktl metabolismu.

Mezi hepatoprotektiva pouzivana v klinické praxi patfi vSak pouze nékolik preparatd -
esencialni fosfolipidy, silymarin, kyselina ursodeoxycholovd a s-adenosylmethionin. V [écbé
alkoholové hepatitidy i jinych jaternich chorob se v posledni dobé vyuziva i pentoxifylin. N-
acetylcystein, ktery poskytuje aminokyselinu cystein potfebnou pro tvorbu glutathionu, je
vyuzivan jako antidotum paracetamolu (138).

Ursodeoxycholova kyselina (UDCA) je sekundarni Zlucova kyselina produkovana
stfevnimi bakteriemi a predstavuje pfiblizné 3 % z celkové nabidky Zlu¢ovych kyselin (15). Diky
svym hydrofilnim vlastnostem a blokaci vstfebavani hydrofébnich ZluCovych kyselin ze streva
pfiznivé puUsobi na odtok Zlu¢e (139). UDCA ovliviiuje sloZeni smiSenych micel, ¢imZ brani
pfimému kontaktu Zluce s cholangiocyty. Stimuluje sekreci chlorid(i a bikarbonat do Zluce a
zvySuje expresi BSEP, MDR 3 a MRP 2 transportérl v membrané hepatocytll. Ma rovnéz
antiapoptické, imunomodulacni a protizanétlivé ucinky (15). Byl prokazan pozitivni u¢inek UDCA
na cholestatickd onemocnéni a primdrni biliarni cirhdzu. Dale sniZuje sérovou hladinu TNF-a,
potlacuje stres ER a zlepsSuje jaterni citlivost na inzulin, coZz vzbuzuje nadéji na potencialni
terapeutikum NASH (140). Klinické studie na tomto poli ovsem nejsou jednotného vysledku
(140).

Esencidlni fosfolipidy jsou smési nenasycenych mastnych kyselin, predevsim kyseliny
linolové a linolenové. Fosfolipidy pfiznivé ovliviiuji tvorbu a sloZzeni bunéénych membran (141).
V experimentu na zvifeti bylo pozorovdno zpomaleni fibrotizace pfi alkoholovém poskozeni
jater (142). U pacient( byl v malych ¢i nekontrolovanych studiich pozorovan pfiznivy vliv téchto
latek na regeneraci jaternich bunék, snizeni sérovych aminotransferdz a subjektivni zlepseni
stavu pacienta s toxickym postizenim jater (143, 144), polékovym postizenim, virovou
hepatitidou B (145, 146) a jaterni cirhézou (147). Vétsi randomizovana studie prokazujici

jednoznacny ucinek téchto latek bohuzel chybi (148).
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Jednim z nejdéle zndmych a nejcastéji uzivanych prirodnich hepatoprotektiv je vytazek z
ostropestice marianského (Silybum marianum). Aktivni slozku predstavuje smés flavonoidl —
silybinu, silydianinu a silychristinu — souhrnné nazyvanych silymarin. Silymarin patfi mezi
antioxidanty a sniZzuje produkci volnych radikadld (149), muUZe branit vazbé toxinl na
membranové receptory hepatocytl (150), ovliviiuje propustnost membran a ma inhibicni vliv
na TNF-a. Na zvifecich experimentech byl prokazan pfiznivy ucinek silymarinu pfi jaternim
posSkozeni paracetamolem, alkoholem ¢ muchomirkou zelenou (151). V klinické praxi se
silymarin pouziva v 1é¢bé alkoholového jaterniho poskozeni, u akutnich a chronickych hepatitid
a pri toxickém poskozeni. Vétsina indikaci se opird pouze o izolovana klinickd pozorovani ¢i malé
studie. PodloZenou indikaci je 1é¢ba otravy muchomurkou zelenou (148).

S-adenosyl-L-methionin (SAMe) je produkovan v cytosolu fady bunék, predevsim vsak
jaternich. SAMe je syntetizovdn z aminokyseliny methioninu a ATP za katalyzy enzymem
methioninadenosyltransferdzy (MAT). Slouzi jako donor methylové skupiny pro
methyltransferacni reakce v organismu (152, 153). Methylaci fosfolipidd biologickych membran
napomaha udrzet jejich fluiditu a nasledné muze zvysit mnozstvi produkované Zluci (154, 155).
Je prekurzorem pro syntézu glutathionu a taurinu, diky ¢emuz je jeho Uc¢innost nejmarkantné;si
proti poSkozeni reaktivnimi kyslikovymi radikaly, které generuje fada toxin(i. Hepatoprotektivni
efekt SAMe byl potvrzen pfi poskozeni jater tetrachlormethanem, acetaminofenem, D-
galaktosaminem, thioacetamidem a ischemicko-reperfiznim poskozenim (153, 156-164).
Klinicky bylo po podani SAMe prokazano zlepSeni sérovych marker( u pacientl s cholestazou
(165). V experimentalnich studiich SAMe sniZzoval aktivitu biotransformacniho cytochromu
CYP2E1, ktery je zodpovédny za tvorbu reaktivnich intermedidtd alkoholu a tady jinych
xenobiotik (153). Dale vystupuje jako klicovy metabolit regulujici rast, diferenciaci a smrt
hepatocyt( (153).

Pentoxifylin je neselektivni inhibitor fosfodiesterdzy, ktery zvySuje nitrobunécnou
profibroticky pUsobicich cytokinl a prokolagenu | (166). Uplatiiuje se predevsim v [écbé akutni
alkoholové hepatitidy, kde je jeho ucinnost prokazana klinickymi studiemi (167, 168). Bylo také
publikovano nékolik studii hodnoticich Ié¢bu pentoxifylinem u pacientl s NASH (169). Pfi jeho
podavani mlze dojit k poklesu AST a ALT a ¢astecné i ke zlepSeni histologického nalezu (148).

Experimentdlné se testuje velké mnoiZstvi latek, které jsou potencidlnimi
hepatoprotektivy. Velmi populdrni jsou latky rostlinného plvodu (170, 171). Casto se s nimi

setkavame i jako s volné prodejnymi dopliiky stravy. Bohuzel, je tfeba pocitat s tim, Ze i pfes
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slibné ucinky v in vitro podminkach ¢i v pokusu na zvifeti, v klinické praxi mohou vykazovat
pouze omezenou ¢i dokonce nulovou ucinnost (148, 172).

Sirokou skupinu potencidlnich hepatoprotektiv predstavuji rostlinné polyfenoly.
Pfijimame je vzeleniné, ovoci, lusténindch, obilovinach, kavé a cerveném viné, jejich
kvantitativné nejvyznamnéjsim zdrojem je vsak zeleny ¢aj. Vyznamnou podskupinou polyfenol(
jsou flavonoidy, pod které spadaji biologicky aktivni a terapeuticky nadéjné katechiny. Z této
skupiny mazeme v listech ¢ajovniku (Camellia sinensis) nalézt epikatechin, epigalokatechin,
epikatechin galat a epigalokatechin galat (EGCG). NejvysSim obsahem téchto latek disponuje
predevsim nefermentovany zeleny ¢aj. Jako velmi slibny se jevi epigalokatechin galat (EGCG)
(173-175), jehoZ potencidlné hepatoprotektivni ucinek jsme se rozhodli v této praci testovat.

EGCG je vyznamnym antioxidantem (175). Jednak je sam schopen tvofit malo reaktivni
radikdly a detoxikovat tak ucinek ROS, jednak zvySuje expresi antioxidacnich enzymu v burice.
(TLR 4) a cestu NF-kB a tim zabranuje zvySené produkci prozanétlivych cytokind a rozvoji
imunitni odpovédi (176, 177). EGCG diky svému vlivu na metabolismus lipidd snizuje hladinu
tukd a plsobi proti obezité. Inhibuje klicovy transkripéni faktor lipogeneze PPARy a aktivuje
PPARa, ktery podporuje vychytdvani mastnych kyselin a jejich naslednou B oxidaci (178). Diky
jeho vyse zminénym vlastnostem ma potencial vykazovat hepatoprotektivni i antisteatoticky

ucinek.

2.6. Vyuziti hepatocyti pro modelové systémy v in vitro podminkach

Ke zkoumani hepatotoxicity, jejich mechanisml a moznosti hepatoprotekce je nutné
pouzivat vhodny experimentdlni model. Dfive byly k tomuto Ucelu vyhradné vyuzivany studie in
vivo. Jejich hlavni prfednosti je moZnost studia patofyziologie jater ve vztahu s dalSimi
organovymi systémy a dopady na organismus jako celek. Nevyhodou je obtiznost detailné
zachytit déje na subcelularni Urovni a také narlstajici etickd a legislativni omezeni. Kritériem
pro uZiti in vitro modell je optimalni zachovani metabolickych a funkcnich vlastnosti
hepatocyt(l. Hepatocyty v in vitro modelech by mély s ohledem na cil studii zachovdavat alespon
vybrané funkce tak, aby odrazely situaci in vivo (179).

Velmi vyuZivanym nastrojem v jn vitro podminkdch jsou kultivované hepatocyty. Jako
zdroj bunék mohou slouZit hepatomové linie, napf. HepG2 ¢i HepaRG. Jejich vyhodou je

komeréni dostupnost a proliferacni kapacita, nicméné alterace pro hepatocyty specifickych
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funkci vlivem transformace téchto bunék muzZe jejich wvyuziti limitovat (179). Velmi
frekventovanym pfistupem je proto pouziti izolovanych hepatocytd. Nejcastéji je pro izolaci
v drobnych modifikacich vyuZivana dvoustupriova reperfize jater kolagendzou (180). Touto
metodou je mozné ziskat velky pocet viabilnich bunék s vysokym zastoupenim hepatocytU.
Vyuzivana jsou jatra ryb, obojzivelnik(l, ptakl i savc(, v€etné ¢lovéka, pro svou dostupnost vsak
predevsim jatra hlodavcd — morcat, kralikl, kieckd a zejména mysi a potkand. Méné casto
slouZi jako zdroj bunék jatra prasat, ktera ovSsem na rozdil od jater hlodavci lépe odrazeji
metabolické aspekty lidskych jater. Komplikaci ¢astého vyufziti lidskych jater k izolaci hepatocyt(
jsou etické prekazky, omezena dostupnost materialu, riziko prenosu infekénich nemoci na
persondl a popf. i nizkd viabilita ziskanych bunék. Vyhodou je naopak snazsi extrapolace
vysledkl do podminek in vivo u ¢lovéka, protoze zde odpadaji mezidruhové rozdily (181).

Vlastni proces izolace hepatocytl muze byt doprovazen izolacnim stresem. Jeho vlivem
dochazi ke ztraté tkanové integrity, k naruseni mezibunécnych kontaktll a k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni bunék. Hepatocyty ztraceji svou polaritu, nékteré své specifické funkce
(182) a méni tvar. Pouzitim izolac¢nich roztokl s obsahem proteolytickych enzym( maze dojit az
k rozkladu membrdanovych bilkovin a tim ke ztraté struktury plazmatické membrany (181). Pro
omezeni izolacniho stresu je nutné optimalizovat podminky izolace zejména s ohledem na
aktivitu pouzité kolagendzy, syceni izolac¢niho roztoku kyslikem, pH a iontové sloZeni pouzitych
roztok(, délku izolace, centrifugaéni podminky atd. Z izolovanych bunék Ize pfipravit suspenzi Ci
primarni kultury.

Vyhodou bunécnych suspenzi je jejich relativné rychld a nenarocna priprava, snadna
manipulace a pfi studiu hepatotoxicity moznost testovani vice koncentraci ¢i latek zaroven.
Hepatocyty v suspenzi oviem nevytvareji mezibunécéné kontakty, morfologicky zachovavaji svij
kulovity tvar ziskany béhem izolace. Jejich pouZiti je z ddvodu postupného poklesu viability
omezeno pouze na nékolik hodin po izolaci. Jsou proto vhodné predevsim pro kratkodobé (v
fadech hodin) toxikologické studie a také pro hodnoceni aktivit rdznych bunécnych enzym
véetné studia energetického metabolismu (183).

Velmi vyuzivanym modelem v in vitro podminkach jsou primarni kultury hepatocytu
v tzv. monolayeru, pfi nichZ jsou jaterni bunky kultivovany na kultivacnich desti¢kach
potazenych vrstvou vhodné matrix, nejcastéji kolagenu. Morfologicky vykazuji takto kultivované
hepatocyty polygonalni tvar. V téchto podminkach mohou hepatocyty zachovavat svoje klicové
metabolické funkce i aktivitu biotransformacnich enzym( po dobu nékolika dn(, takze je Ize

vtomto obdobi vyuZivat pro studium hepatotoxicity i hepatoprotekce (184). Hodnoceni
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morfologie v kombinaci s funkénimi parametry jsou zasadni pfi posuzovani miry poskozeni
hepatocyt. S narlstajici délkou kultivace vyvstava hlavni limitace tohoto modelu -
dediferenciace hepatocytu, ktera je provdzena morfologickymi zménami a ztradtou vyznamnych
jaternich funkci véetné biotransformaci nebo produkce albuminu.

Pro uchovéni diferencovaného stavu hepatocytll je nezbytna pfitomnost bunéénych
interakci (185). Jaterni bunky in situ vytvareji kontakty nejen mezi sebou, ale také s molekulami
extracelularni hmoty. Ta je tvorena predevsim kolageny I-IV, glykoproteiny jako je laminin a
fibronektin a také proteoglykany (heparansulfat) (186). Ukazuje se, Ze slozeni ECM ma dopad na
tvar bunék a kontakty vytvafené mezi bunkami (187), které maji vyznam pro udrZeni
metabolismu xenobiotik (188), zatimco transportni systémy v hepatocytech jsou ovlivnény
zejména interakcemi mezi burikami s ECM (189).

Z tohoto divodu je pro oddaleni procesu dediferenciace nejvhodnéjsi co nejvice
simulovat podminky in vivo. Stabilitu primarnich kultur hepatocytl vyznamné ovliviiuje vybér
kultivacniho média, jeho vhodna suplementace a volba extracelularni matrix. Existuje fada
komercné vyrabénych médii, z nichz kaidé ma své spektrum pouzZiti i omezeni. Nejcastéji
pouzivanymi jsou Dulbecco’s Modified Eagle‘s medium (DMEM), Liebovitz L-15, RPMI 1640,
Waymouth's MB 752/1, Chee’s a Williams‘ E medium. Pro toxikologické experimenty bylo jako
vhodné vyhodnoceno Williams E médium (190) a Chee’s médium (191). Do médii Ize dale
pridavat rizné suplementy a docilit tak optimalizace slozeni, které podporuje prezivani a
diferencovany stav bunék (inzulin, glukagon, aminokyseliny, glukokortikoidy, antibiotika,
antimykotika, rdstové faktory atd.). Proin vitro kultivaci se vyuZivaji vSechna uvedena
fyziologickd pojiva, avSak nejrozsitenéjsi jsou kolageny, predevsim kolagen typu | (192-194).
Dale existuji komercné dodavané smési nékolika pojiv, napf. Matrigel®, jenz obsahuje laminin,
kolagen IV a entaktin (182).

DileZitou otazkou je rovnéZ mnoizstvi a usporadani extracelularni matrix. Primarni
hepatocyty kultivované v podminkach monolayeru predstavuji 2D kultivaéni systém. Z hlediska
zachovani diferencovaného stavu bunék a délky jejich preziti v kulture se jevi vyhodnéjsi
kultivace ve formé tzv. sendviCe. Pfi sendvicové kultivaci lezi hepatocyty mezi dvéma vrstvami
extracelularni matrix, takze tento systém umoznuje hepatocytim adherovat ve 3D podminkach.
Hepatocyty v sendvici udrzuji tvar typicky pro situaci in vivo, jsou zfetelné Zlu¢ové kanalky i po
vice nez 72 hodinach kultivace a déle zachovdvaji viabilitu i svoje specifické funkce (195).
Novym slibnym systémem je moznost ziskani plné fyziologického pojiva véetné na matrix

navazanych rastovych faktorl z jater zbavenych bunék (196). Vytvari se tak kostra, ke které
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buniky adheruji — scaffold. Rapidné se rozsSifuje seznam i synteticky vyrabénych pojiv ve formé
nanovldken ¢i hydrogell na bazi polymert a peptidd. 3D kultivace mohou probihat i bez pouziti
této opory, tzv. scaffold-free systémy. Bunky se pak kultivuji napf. v agregatech oznacovanych
jako sféroidy. Technicky je moZné podpofit i zonalni usporadani napr. pouzitim mikrofluidnich
CipQ, které respektuji vaskularizaci jaterniho acinu (197).

Vyuzivd se rovnéZz kokultivace hepatocytd s jinymi jaternimi nebo dokonce
mimojaternimi bunkami. Kontakt hepatocytll s neparenchymovymi jaternimi burnkami vice
pfibliZzuje kultiva¢ni podminky situaci in vivo, pro studium hepatotoxity je tfeba brat v dvahu
zejména ulohu Kupfferovych bunék.

Vzhledem k tomu, Ze NAFLD patfi k nejrozsitené;jsi chronické chorobé jater ve vyspélych
zemich a steatéza by mohla pfispivat k vyssi senzitivité jater na toxické poskozeni, studium
hepatotoxicity vin vitro podminkach by mélo respektovat tuto skutecnost. Primarni kultury
hepatocytl,, pripadné hepatomové linie, lze pouZit k pfipravé modell jaterniho posSkozeni
vCetné steatdzy. Stale nejpouzivanéjSimi modely NAFLD jsou systémy, kdy je steatdza
hepatocytll indukovana nutricné na Zivém zvireti. Velice rozsifena je tzv. vysokotukova dieta
(High Fat Diet, HFD) (198), dale methionin, cholin-deficientni dieta (199) a dieta bohata na
tuky a fruktézu (High fat/High Fructose Diet) (200). Nutri¢ni indukce steatdzy je ovSsem cCasoveé i
financné naroc¢na. Komercéné ,vyrabénym“ steatotickym modelem jsou rovnéz geneticky
modifikovani hlodavci (ob/ob a db/db mysi, Zucker fatty rat atd.) (201), jejichz velkou
nevyhodou je predevsim vysoka cena. Pfidavkem mastnych kyselin do média kultivovanych
hepatocytl lze navodit steatdzu v in vitro podminkach (202, 203). Priprava modelu je relativné
rychla, vyrazné eliminuje soubor pokusnych zvirat. Takto pfipravené kultury vykazuji zakladni
obraz jaterni steatdzy. Nasycena kyselina palmitova (PA; C16:0) a mononenasycend kyselina
olejova (OA; C18:1) jsou nejcastéjsSimi mastnymi kyselinami v potravé a triacylglycerolech jater
(203). Existuji prace popisujici ucinky téchto kyselin na mysi (202, 204, 205), husi (206) ¢i lidské
primarni kultury hepatocytll (207) a hepatocelularni nddorové linie (203, 204, 207, 208).
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 hepatocytl, bylo pred vznikem této disertacni prace velmi malo
(207) a jejich vysledky byly pro potfeby pouziti modelu nealkoholové steatézy indukované in

vitro nedostacujici.
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3. CILE PRACE

Tato prace ma dva zdakladni cile uskutecrnované v nékolika nize definovanych krocich.
Prvni cil je zaméfen na rozvoj a optimalizaci in vitro kultivacnich technik a modelld nezbytnych
pro experimenty realizované v nasledujici ¢asti prace i pro dalsi vyuziti v laboratofi.

Druhym cilem bylo v in vitro podminkach ovéfit, do jaké miry vykazuje vytazek zeleného
Caje — epigalokatechingalat (EGCG) protektivni Gcinky na toxické poSkozeni neztukovatélych
hepatocytll, zda hepatocyty s prostou steatézou vykazuji vyssi citlivost na toxické poskozeni a

zda je EGCG schopen tlumit rozvoj steatdzy a cytotoxicitu, resp. lipotoxicitu.

3.1. Porovnani Kultivace primarnich hepatocyti v monolayeru a
v sendvicovém usporadani

3.1.1. Zavést a optimalizovat sendvi¢ovou kultivaci hepatocytd.

3.1.2. Porovnat zdkladni parametry viability, funkéni kapacity a oxidaéniho stresu na
hepatocytech kultivovanych az 10 dni sendvi¢ovou metodou a v monolayeru s nebo bez
pridavku fetdlniho bovinniho séra v médiu

3.1.3. Zhodnotit vhodnost sendvi¢ového modelu pro kultivaci trvajici dva dny a pro

dlouhodobéjsi experimenty

3.2. Model steatdézy indukovany v primarni kulture hepatocytii pomoci
kyseliny olejové a palmitové

3.2.1. Porovnat vliv kyseliny palmitové, olejové a jejich kombinaci na indukci steatdzy a

cytotoxicitu (lipotoxicitu) v primarni kultufe hepatocytl v monolayeru

3.2.2. Definovat vhodny model prosté steatézy bez soucasného vyrazného poskozeni

hepatocytl pro ndsledujici hodnoceni citlivosti steatotickych hepatocytu vici hepatotoxinu
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3.3. Hodnoceni protektivniho uc¢inku EGCG na hepatocyty v primarni
kulture modelové poskozené D-galaktosaminem

Hodnotit moZny protektivni vliv rdznych koncentraci EGCG na primarni kulturu
potkanich hepatocytl v monolayeru modelové poskozenych D-galaktosaminem (D-GalN)

v ndsledujicim usporadani:

3.3.1. Soucasna kultivace hepatocytl s EGCG a 20 mM D-GalN po dobu 24 hodin

3.3.2. Kultivace hepatocytd s EGCG 24 hodin a posléze 24hodinova kultivace hepatocytl
s EGCG a soucasné s 40mM D-GalN

S vyuzitim zavedeného modelu steatézy v primarni kulture hepatocytl (cil 3.2.) mohly byt
realizovany dalsi cile:

3.4. Hodnoceni citlivosti primarni Kkultury hepatocytii s prostou
steatézou navozenou mastnymi Kkyselinami na toxické poskozeni D-
galaktosaminem

3.4.1. Porovnat miru oxidacniho stresu a cytotoxicitu navozenou D-GalN u nesteatotickych
hepatocytll a hepatocytli s prostou steatézou
3.4.2. Zhodnotit vliv kyseliny olejové a kyseliny palmitové jako induktorli steatézy na

cytotoxicitu navozenou D-GalN

3.5. Hodnoceni potencialniho protektivniho ucinku EGCG na rozvoj
steatozy a lipotoxicity indukovany mastnymi Kyselinami v primarni
kKultuie hepatocyti

3.5.1. Hodnotit potencidlni protektivni Ucinek rlznych koncentraci EGCG na rozvoj steatdzy

indukované kyselinou olejovou, kombinaci kyseliny olejové a palmitové a kyselinou palmitovou.

3.5.2. Porovnat vliv EGCG na miru cytotoxicity a rozvoj steatézy s ohledem na typ mastné

kyseliny navozujici steatézu

42



4.

4.1.

4.2.

POUZITE METODIKY IN VITRO

Pokusna zvirata

Pro izolaci hepatocytl byli pouZiti samci potkan kmene Wistar (Velaz) o hmotnosti 180
az 240 g. Zvirata byla chovana za standardnich podminek pfi konstantni teploté
23 + 1 °C, relativni vlhkosti vzduchu 55 + 10 %, vyméné vzduchu 12 — 14x za hodinu
a pfi 12hodinovém svételném rezimu (6,00 — 18,00 hod.). Potkani byli ustadjeni v klecich
po 6 — 10 potkanech. Po celou dobu méli volny pfistup k pitné vodé. Krmeni byli ad libitum
standardni peletovanou dietou (ST-1, Velaz, Ceska republika; 10 % energie z tuk(, 30 % energie
z proteinll a 60 % energie ze sacharidovych zdrojt). Pokusy byly schvaleny Odbornou komisi pro
dobré Zivotni podminky zvifat Lékarské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze
podle §15f a §15g zakona ¢. 246/92 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani ve znéni pozdéjsich
predpist a §5 a §8 vyhlasky ¢. 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvitat. Veskeré nakladani se
zvitaty se fidilo platnymi evropskymi smérnicemi European Guidelines on Laboratory Animal

Care.

Izolace hepatocyti

Hepatocyty byly izolovdny metodou dvoustupriové kolagendzové reperfluze jater podle
Berryho a Frienda (209) s modifikaci dle Seglena (210). Vyhodou metody je vysoka vytéZnost (z
1 g jaterni tkané lze ziskat asi 40 - 60 x 10° bunék) pfi zachovani vysokého stupné viabilnich
bunék (85— 95 %). Pfimés neparenchymovych bunék jater je uvadéna jako mensinez 5 % (211).

Pokusné zvife (potkan) je v etherové celkové anestezii fixovdno na operacni stolek (obr.
¢. 3). Po dezinfekci bfisni stény jodovou tinkturou nasleduje otevieni brisni dutiny pomoci stfihu

ve tvaru , V“ skrz kliZi a svalovinu (obr. C. 4).

Obr. ¢. 3 — Potkan ptipraveny na operacnim stolku Obr. ¢. 4 -,V stiih
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Odsunutim organ( dutiny bfiSni na levou stranu potkana se odkryje pfistup k v. cava
inferior, do které aplikujeme heparin ve fyziologickém roztoku (200 m.j. na 100 g hmotnosti
potkana). Tupym nastrojem uvolnime v. portae, do niz zavedeme kovovou kanylu (obr. ¢. 5),

kterd je napojena na perfuzni aparaturu (obr. ¢. 6).

Obr. €. 5 — Zavedeni kanyly do v. portae Obr. €. 6 — Jatra ve specialnim stojanku

Perfuzni aparatura je naplnéna pfislusSnym roztokem temperovanym na 37 °C a
nasycenym karbogenem (plynnd smés 95 % O, a 5 % CO;). Zdlvodu prevence vzduchové
embolie vétvi v. portae nesmi byt v aparatufe nikdy pritomny vzduchové bubliny. Nejprve
probéhne perfuze jater in situ roztokem A, ktery neobsahuje vapenaté ionty. Jejich absence
umoznuje lepsi rozruseni desmosomadlnich spoji mezi burikami. Poté je nutné privod
perfuzniho roztoku zastavit a prostfihnout v. cava inferior, abychom se vyvarovali poSkozeni
jater tlakem. Nasleduje co nejrychlejsi vyjmuti jater z dutiny bfisni, jejich oplach fyziologickym

roztokem, fixace do specialniho stojanku a finalni proplach roztokem A v aparature (obr. ¢. 7).
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Obr. €. 7 = lzolaéni aparatura: pouzité perfuzni roztoky se ve vodni lazni temperuji na 37 °C, jsou vedeny do
zasobniku izolacnich roztok( uloZzenym cca 40 cm nad kadinkami s izolacnimi roztoky. Jednotlivé ¢asti aparatury

(peristalticka pumpa, kadinky s roztoky a zasobnik roztokd) jsou spojeny silikonovymi hadicemi (5 mm).

Pokradujeme recirkulacni perfuzi jater roztokem B s obsahem kolagendazy (Collagenase
NB 4 Standard Grade z bakterie Clostridium histolyticum, Serva, Germany) a Ca?* iontd.
Vapenaté ionty jsou nezbytné pro spravnou funkci kolagenazy. Optimalni doba promyvani je 14
minut. Poté jsou jatra ponorena do roztoku C s pfidavkem bovinniho sérového albuminu (BSA) a
mechanicky rozvolnéna. Obsah albuminu je vhodny pro zachovani onkotickych podminek.
Pfesné sloZeni roztok( A, B a C je prehledné uvedeno v tabulce €. 1.

Suspenzi bunék prefiltrujeme pres sterilni gdzu do centrifugacni zkumavky a
centrifugujeme po dobu 5 minut (28 g, 4 °C; Rotina 35R, Hettich). Burky resuspendujeme
vroztoku C sobsahem BSA a znovu centrifugujeme za stejnych podminek. Cely postup
opakujeme jesté jednou. Izolované hepatocyty jsou v centrifugacni zkumavce uloZzeny do ledové
tristé a uchovavany pfi4 — 8 °C do pouziti. Bezprostfedné po izolaci je stanovena viabilita a

denzita izolovanych bunék.
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Nazev roztoku Slozeni roztoku poznamka
Roztok A 8 g NaCl syceno karbogenem (7 min.)
0,4 g KCI pH=7,3-7,4
0,0977 g MgS04 x 7 H,0
0,1206 g Na;HPO4 x 12 H,0
0,06 g KH,PO4
2,188 g NaHCO3
0,19 g EGTA
Dest. H,0 do 1000 ml
Roztok B 4,8 g NaCl syceno karbogenem (7 min.)
0,24 g KCI pH=7,3-7,4
0,05862 g MgS0a4 x 7 H,0; 0,055 g surové kolagendzy do 200 ml
0,07236 g Na;HPO4 x 12 H,O | roztoku B. (mnoZstvi kolagendzy se pro
0,036 g KH,PO4 kazdou Sarzi liSi (rozdilna aktivita), pro
0,3528 g CaCl, x 2 H,0 novou Sarzi kolagenazy vytitrovat
1,314 g NaHCOs idedlIni davku)
Dest. H,0 do 600 ml
Roztok C 6,9 g NaCl Pro manipulaci s izolovanymi burikami
(Krebs — Henseleitovo 0,36 g KCI pouzivat roztok C s prfidavkem BSA
médium) 0,1441 g MgS04x 7 H,0 (1,333 g BSA do 100 ml)
0,13 g KH,PO4
0,374 g CaCl x 2 H,0
2g NaHCOs3
0,9 g glukdzy
Dest. H,0O do 1000 ml

Tabulka €. 1 - SloZeni izolaénich roztok

4.3. Stanoveni viability izolovanyvch hepatocytu

Stanoveni viability probihd pomoci barveni hepatocytli trypanovou modfi (sodna sul

toluidin-diazo-diamino-naftol-disulfonové kyseliny), kterd je schopna prochdzet pres
cytoplazmatickou membranu bunék. V Zivych bunkach dochazi k jejimu vypuzeni, zatimco
v burikach s poskozenou integritou membrany pozorujeme jeji akumulaci.

20 ul suspenze izolovanych hepatocytl zfedime v 990 ul roztoku C s obsahem BSA. Na
pripraveném ocisténém podloznim sklicku smisime 10 ul této suspenze s 10 pl 0,4% trypanové
modre (Tryptan blue, Sigma-Aldrich) a prikryjeme krycim sklickem. Ve svételném mikroskopu
(Carl Zeiss Jena Laboval 4) pfi zvétSeni alespori 200 x pocitdme nejméné v deseti polich
neobarvené (Zivé) a modre obarvené (mrtvé) buriky. Vyslednou viabilitu vyjadfujeme v

procentech (pomér poctu Zivych bunék vici celkovému poctu bunék).
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4.4.

Stanoveni denzity suspenze hepatocytii

10 pl suspenze hepatocytd ziedime v 990 pl roztoku Cs obsahem BSA, promichame a do
obou otvorl pocitaci komurky napipetujeme 20 pul (obr. ¢. 8). V programu nastavime pfrislusné
hodnoty (typ pocitanych bunék, pouZité fedéni..) a na automatickém Counteru Cellometer™

Auto T4 (Nexcelom Bioscience, USA) spustime vlastni pocitani (obrazky ¢. 9 a 10). Vysledek

uvadime v poc¢tu bunék * 10° v 1 ml suspenze.

Obr. €. 8 — Komdrka na pocitani denzity bunék. Obr. ¢. 9 — Cellometer Auto T4 pfipojeny k PC.
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Obr. €. 10 — Vystup z programu Cellometer s nastavenymi parametry (typ pocitanych bunék: hepatocyty; redéni:
100x). Denzita hodnocené suspenze je 42,8 miliont bunék v ml suspenze.

4.5. Zhotoveni primarnich kultur hepatocyti potkana

Postup zhotoveni primarni kultury hepatocyti v monolayeru:

Veskera manipulace s pomuickami pro bunécnou kultivaci probihd v laminarnim boxu
(obr. €. 11). Nejprve je nutné potdhnout povrch kultivacni desticky kolagenem. Kolagen typu |
(Collagen Type | from Rat Tail, Sigma-Aldrich) byl pfes noc rozpoustén ve 20 mM kyseliné
octové (2 mg kolagenu do 6,66 ml 20 mM kyseliny octové, odpovida koncentraci kolagenu 0,3
mg/ml). Dostatecny objem tohoto roztoku kolagenu nechame 10 min. v kontaktu s povrchem
vybrané kultivacni desticky. Nasledné roztok kolagenu odstranime a jamku desticky

zneutralizujeme roztokem C ¢i Williams‘ E médiem.
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Obr. €. 11 — Laminarni box.

Existuje rada kultivacnich desticek (Well Plate - WP) vyuZivanych v nasi laboratofi.

V nasledujici tabulce ¢. 2 uvadim jejich stru¢ny prehled a optimalni pocet hepatocytd na jednu

jamku vybrané desticky.

Obr. €. 12 — Inkubator na bunécné kultury.

Typ pouzité WP

Plocha

jamky [cm?]

Koncentrace

suspenze [10%/ml]

Objem susp.

na jamku [ml]

Pocet bunék na

jamku [*106]

Petriho miska6cm | 21 1 2 2
6jamkova 9,6 0,5 2 1
12jamkova 3,9 0,5 0,8 0,4
24jamkova 1,9 0,5 0,4 0,2
96jamkova 0,32 0,3 0,1 0,03

Tabulka ¢. 2 — Pfehled pouzivanych kultivacnich desticek. U pfislusného typu WP je uvedena plocha jednotlivé

jamky, pouzité redéni suspenze hepatocytl, optimalni objem nafedéné suspenze na jednu jamku desticky a

odpovidajici pocet bunék v jedné jamce.

Hepatocyty jsou nafedény na odpovidajici denzitu ve Williamsové E médiu bez L-
glutaminu a fenolové ¢ervené (BioChrom GmbH; Germany) obohaceném o nékteré suplementy
- L-glutamin (2 mM; BioChrom GmbH), penicilin (190 IU/ml; BioChrom GmbH), streptomycin
(190 pg/ml; BioChrom GmbH), inzulin (0,08 IU/ml; Actrapid, Hoechst, Germany), dexametazon
(0,12 pg/ml; Merck, Germany) a glukagon (0,008 mg/ml; Novo Nordisk, Denmark). Takto

obohacené Williamsovo E médium nazyvdme kompletni Williamsovo E médium. Pro ucely
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prichyceni hepatocytl ke kolagenu priddvame do kompletniho Williams E média 6 % fetdlniho
bovinniho séra (BioChrom GmbH). Toto médium nazyvdme kompletni Williamsovo E médium
S FBS.

Nasledné na predem pokolagenované a zneutralizované desticky nanasime prislusny
objem suspenze hepatocytli (uvedeny v tabulce ¢. 2). Desticky s hepatocyty jsou poté na 2
hodiny uloZeny do inkubatoru (obr. ¢. 12), ktery udrZuje prostfedi o 37°C, 95 % vzduchu + 5 %
COa.. Po prichyceni Zivych bunék ke kolagenu se vytvofi jedna vrstva bunék — tzv. ,monolayer”

(obr. ¢. 13). Nasleduje odsati média s nepfichycenymi burikami a proplach kultury Cistym

médiem, které je ndsledné nahrazeno kompletnim Williams‘ E médiem obvykle bez FBS a

s pfipadnym obsahem testované latky.

Obr. €. 13 — Hepatocyty prichycené na kolagen v kultivacnich destickach (fazovy kontrast, zvétseni objektivu 40x).

Postup zhotoveni sendvicové kultury:

Ptiprava probihd obdobné jako u monolayeru a je provadéna na 6 jamkovych
kultivacnich desti¢kach. Po pfichyceni bunék na kolagen kultivaéni desticky nasleduje proplach
bunék Williams‘ E médiem. Na vytvoreni druhé vrstvy kolagenu je pouzito 140 ul roztoku
kolagenu o koncentraci 0,8 mg/ml. Tento roztok je pfipravovan ze zasobniho roztoku kolagenu
ve 20 mM kyseliné octové o koncentraci 4 mg/ml a bezprostfedné pred uzitim fedén William’s E
médiem bez suplementace, jehoz pufraéni sila postacuje k neutralizaci kyselého roztoku
kolagenu. Sendvic je 3 hod. inkubovan (37°C a 5 % CO.). Po této dobé je mozno pfidat kultivacni

médium.

50



4.6. Biochemicka stanoveni

4.6.1. LDH leakage

Laktatdehydrogenaza (LDH) je enzym obsaZeny v cytoplazmé bunék rady tkani véetné
jaterni. Katalyzuje reverzibilni pfeménu pyruvatu na laktat a zpét (obr. ¢. 14). Casto se vyuziva
stanoveni tzv. LDH leakage (pomér aktivity do extracelularniho prostfedi uvolnéného LDH ku
celkové aktivité LDH). V in vitro experimentech se jednd o velmi citlivy ukazatel poSkozeni

plazmatické membrany hepatocyt(.

NADH

H NAD*
(liOO’ (|)OO’
CH; LDH CHj;
pyruvat + NADH + H* laktat + NAD*
Obr. ¢. 14 - Reakce katalyzovana enzymem laktatdehydrogenazou. Prevzato z:

Laktatdehydrogendaza. Wikiskripta: projekt 1. lékarské fakulty a Univerzity Karlovy [online]. 2009. Dostupné z:

https://www.wikiskripta.eu/w/Laktatdehydrogenaza.

Stanoveni probiha pomoci kitu LDH FS* DGKC 1970 (DiaSys GmbH, Germany). Kit
obsahuje dvé reakéni smési. Reakéni smés R1 obsahuje pyruvat ve fosfatovém pufru, hlavni
slozkou R2 je NADH. Smisenim reakcnich roztokll R1 a R2 vpoméru 4:1 je ziskdno reakéni

¢inidlo.

Pro stanoveni extraceluldarniho LDH je pouZzito kultivaéni médium, pro hodnoceni aktivity
intracelularniho LDH jsou bunky lyzovany mrazem v (-80 °C, 15 min) a destilovanou vodou. Poté
je lyzat poutzity jako vzorek. Do 96 jamkové desticky pipetujeme 5 ul deionizované vody (slepy
vzorek), kalibratoru o znamé aktivité LDH a vzorku. Pfidame reak¢ni Cinidlo temperované na 37
°C a fotometricky stanovujeme rychlost pfemény NADH + H* na NAD* jako ubytek absorbance
pfi 340 nm (Tecan Infinite M200). Méfeni probihd ihned (t 0) a 4x se opakuje v intervalu po 1

minuté (t 1-4).
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4.6.2. WST-1 test

WST-1 test je test zaloZzeny na preméné tetrazoliovych soli na barevny formazan
bunéénymi, predevsim mitochondridlnimi, dehydrogenazami. V nasi laboratofi je vyuzivana
tetrazoliovd sl soznacenim WST-1 (disodna sul 4-[3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzendisulfonové kyseliny), nicméné na podobném principu funguje fada
obdobnych substrati tetrazoliovych soli (MTT, XTT, MST, NBT) (212). Uvedené reakce jsou
schopny pouze Zivé, metabolicky aktivni buriky. Tento test zachycuje rané zmény v metabolismu
bunék, které predchdzeji naruseni integrity bunééné membrany.

Stanoveni probihd na 96 jamkovych kultivacnich destickach, v kterych jsou kultivovany
hepatocyty podle navodu na pfipravu primarnich kultur v monolayeru. Sloupec ¢. 1 vtomto
pripadé bunky neobsahuje a bude predstavovat absorbanci nemetabolizovaného substratu
(slepy vzorek). Po urcené dobé kultivace je médium odstranéno a na jamky napipetovano 100
pul WST-1 (Cell Proliferation Reagent WST-1; Roche Diagnostics), zfedéného kompletnim
Williams‘ E médiem bez FBS v poméru 1:10. Bezprostfedné po pridani substratu zmérime na
spektrofotometru (Tecan Infinite M200) absorbanci pfi 440 nm (¢as t=0). Nasledné desticku
inkubujeme 60, pfipadné 120, minut v podminkach 37 °C a 5 % CO,. Po této dobé stanovujeme
spektrofotometricky vysledny produkt (¢as t=60° resp. t=120). Hodnotime narlst absorbance

za dany ¢asovy uUsek.

4.6.3. Stanoveni malondialdehyvdu (MDA)

MDA je markerem lipoperoxidace a vznika za patologickych podminek peroxidaci lipidQ
(vicenenasycenych mastnych kyselin) reaktivnimi slouceninami kysliku (213). Stanoveni MDA je
zaloZzeno na spektrofotometrickém méreni absorbance kondenzaéniho produktu MDA a dvou
molekul 2-thiobarbiturové kyseliny (TBA). Reakce probiha za vysoké teploty a nizkého pH (214).
Metoda je velmi citliva, ale jeji specifita je nizka (214). TBA reaguje vyjma MDA s rGznymi
slou¢eninami, napf. kyselinou sialovou, prostaglandiny, deoxyribosou i jinymi aldehydy.
Slouceniny reagujici s TBA se souhrnné nazyvaji TBARS (thiobarbituric acid reactive substances).
Se stanovenim interferuji také proteiny a neutrdini lipidy, ¢emuz lze predejit pridavkem
trichloroctové kyseliny (TCA) do reakcéni smési. DalSim problémem je autooxidace lipidd

provazejici samotné stanoveni. MDA muze také vznikat oxidaci nelipidovych latek a mize byt
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metabolizovan mitochondriemi neporusenych bunék (180). Diky své nendrocnosti a citlivosti
vsak zlstava frekventovanou metodou stanoveni miry lipoperoxidace.

Do Eppendorfovych zkumavek napipetujeme 250 pl média odebraného z bunécné
kultury a 250 pl reakéniho ¢inidla (0,37 % TBA, 15 % TCA, 25 % 1M HCI v destilované vodé).
Analogicky zachazime s kalibrac¢nimi roztoky o zndmé koncentraci MDA (0,3125; 0,625; 1,25;
2,5; 5 a 10 umol/l) a se slepym vzorkem (destilovand voda). Vse promichdme a 15 minut
temperujeme v termobloku na 100 °C. Po ochlazeni reakéni smési ndsleduje centrifugace (5
min., 1000 g). 150 ul supernatantu z kazdé zkumavky prepipetujeme do 96 jamkovych desti¢ek
a na UV/VIS spektrofotometru Tecan Infinite M200 méfime absorbanci pfi 535 nm oproti

slepému vzorku.

4.6.4. Stanoveni ROS

Jednim z ukazatell oxidacniho stavu bunky je hodnoceni tvorby ROS. Produkce ROS
buikami byla hodnocena pomoci acetylesteru diacetdtu 5- a 6-chloromethyl-2‘,7'-
dichlorodihydrofluoresceinu (CM-H2DCFDA; Molecular Probes, USA). Hepatocyty byly
kultivovany na 96 jamkovych desti¢kdch podle ndvodu na ptipravu monolayeru. Prvni sloupec
desti¢ky je ponechdn bez bunék a slouzi jako slepy vzorek. Po kultivaci byly bunky promyty
William’s E médiem a 45 minut inkubovany s 1 uM CM-H2DCFDA v prostfedi 95 % vzduchu, 5 %
CO, a 37°C. Poté byla 96 jamkova desticka vyklepnuta, k buikdm pfidano 100 ul William’s E
média bez suplementace a po 40 minut byla mérena intenzita fluorescence (TECAN Infinite
M200, Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria) pfi excitacni vinové délce 485 nm a emisni vinové
délce 535 nm. Desticka byla posléze vyklepnuta, hepatocyty pomoci mrazu a destilované vody
lyzovany a v jamkach stanoveny proteiny metodou dle Bradfordové (215). Vysledky byly

stanoveny z rozdilu intenzity fluorescence (40 minut — 0 minut).

4.6.5. Obsah glutathionu v hepatocytech

Stanoveni obsahu glutathionu uvnitf bunék je jednim z parametri vypovidajicim o
oxidacnim stavu bunky, ktery Casto predchazi zménam plazmatické membrany. Kultivované
hepatocyty byly sklizeny, lyzovany ultrazvukem a premistény do ledové 10% kyseliny
metafosfore¢né, promichany a centrifugovany (20 000 x g, 10 min, 4 °C). Vlastni analyza
probihala modifikovanou spektrofluorimetrickou metodou vychdazejici z metodiky Hissina a Hilfa
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(1976) (216, 217). Glutathion ze vzorku reaguje v prostredi fosfatového pufru s o-ftalaldehydem

za vzniku slouceniny, ktera je fluorimetricky detekovdna (AEx=340 nm, AEm=420 nm).

4.6.6. Stanoveni aktivity kaspazy 3

Stanoveni probiha pomoci kinetické fluorimetrické metody zaloZené na hydrolyze
specifického peptidového substratu pro kaspazu 3 - Ac-DEVD-AMC (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-
amido-4-methylkumarin). Produktem jeho Stépeni je fluorimetricky stanovitelny volny AMC (7-
amino-4-methylkumarin). Na 96 jamkovych kultivacnich desti¢kach je prvni sloupec ponechan
bez bunék jako slepa kontrola méfeni (blank). Po kultivaci jsou buriky lyzovany mrazem (20 min,
-80 °C) a 50 ul destilované vody. Do jamek desticky je nasledné pfidano 150 pl vyse zminéného
substratu fedéného v testovacim pufru (na jamku pripadd 0,33 pl substratu). K odecteni
pripadného stépeni substratu jinymi latkami neZ kaspazou 3 byl pouzity specificky inhibitor
kaspazy 3 - Ac-DEVD-CHO (N-Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CH=0). Ihned poté je zmérena fluorescence
(AEx=360 nm; AEm=465 nm) v Case 0, desticka nasledné inkubovana 30 minut (pfipadné 60
minut) v prostifedi 37°C a 5 % CO,. Poté je na pfristroji Tecan Infinite M200 namérena
fluorescence (AEx=360 nm; AEm=465 nm) v Case 30 (resp. 60). Zména fluorescence minus slepy

vzorek (blank) minus nespecifické Stépeni substratu odpovida aktivité kaspazy 3 ve vzorcich.

4.6.7. Produkce albuminu hepatocyty

Albumin je plazmaticky protein vyhradné tvoreny v jatrech. Jeho stanoveni odrazi
funkéni kapacitu diferencovanych hepatocytl. Méreni probiha na principu sendvicové ELISA
pomoci kitu Rat Albumin ELISA Quantitation Kit (Bethyl Laboratories). Do jamek napipetujeme
100 pl zfedéné ovéi protilatky proti potkanimu albuminu a inkubujeme 60 minut pfi laboratorni
teploté. Poté desticku vyklepneme a 5x promyjeme 300 pl promyvaciho roztoku. Poté
blokujeme nespecifickd vazebnd mista jamky 200 ul blokovaciho roztoku a inkubujeme 30
minut pfi laboratorni teploté. Nasleduje 5 promyti 300 pl promyvaciho roztoku. Do jamek
napipetujeme 100 pl standardd o znamé koncentraci albuminu (v fedicim roztoku na
koncentrace 125; 62,5; 31,25; 15,6; 7,8; 3,9; 1,95 a 0 ng/ml) a vzorky. Poté desticku inkubujeme
60 minut pfi pokojové teploté, nasledné ji vyklepneme a 5x promyjeme 300 pl promyvaciho
roztoku. Do jamek napipetujeme 100 pl zfedéné protilatky proti albuminu znacené krfenovou

peroxidazou. Po 60minutové inkubaci, vyklepnuti desticky a promyti nasleduje pridavek 100 pl
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pripraveného substratového roztoku. Desticku inkubujeme pfi laboratorni teploté 15 minut ve
tmé. Poté ke stdvajicimu obsahu jamek pfiddme 100 ul zastavovaciho roztoku a zméfime
absorbanci (Tecan Infinite M200) pfi 450 nm. Vzorky pred pouZitim fedime tak, aby spadaly do

linedrni ¢asti sigmoidalni kalibracni krivky.

Vazaci pufr Uhli¢itano-hydrogenuhlic¢itanovy pufr 50 mM; pH=9,6

Timto pufrem je fedéna vazana protildtka

Promyvaci roztok 50 mM Tris pufr + 0,05% Tween 20; pH=8

Blokovaci roztok 50 mM Tris pufr, 1% BSA; pH=8

Redici roztok 50 mM Tris pufr, 1% BSA, 0,05% Tween 20; pH=8

Substratovy roztok | Roztok TMB (3,3’, 5,5'-tetramethylbenzidin) smichame v poméru
1:1 s peroxidazovym roztokem B

Zastavovaci roztok 2 M H,S04

Protilatka proti

Ovci protilatka proti potkanimu albuminu ve vazacim pufru
albuminu

v poméru 1:100

Protilatka zna¢ena HRP | Ov¢i protilatka proti potkanimu albuminu zna¢end kfenovou
peroxiddzou v fedicim roztoku v poméru 1:30000

Tabulka ¢. 3 — SloZeni a pfipadna pfiprava roztokti vyuZivanych pfi stanoveni albuminu. Vsechny potiebné
reagencie jsou soucasti kitu Rat Albumin ELISA Quantitation Kit (BETHYL)

4.6.8. Produkce urey hepatocyvty

Mocovina je koneénym produktem metabolismu bilkovin a aminokyselin. Urea je
syntetizovana vyhradné hepatocyty, stanoveni jeji produkce slouzi jako marker funkéni kapacity
diferencovanych hepatocytl. K jeji spektrofotometrické detekci v médiu je vyuzivdna reakce
urey s diacetylmonoximem za vzniku barevného diazinu.

Ze zasobniho standardu o koncentraci 0,5 g/l pfipravime rfedénim v destilované vodé
jednotlivé standardy o koncentraci 0; 4,6875; 9,375; 18,75; 37,5; 75; 150 a 300 mg/l. Smisenim
smésného kyselého cinidla, smésného barevného cinidla a destilované vody v poméru 1:1:1
ziskdme vlastni reakéni smés. Do 96jamkové mikrotitracni desticky napipetujeme 10 pl slepého
vzorku, standardy a vzorky. Pfiddme 300 pl reakéni smési a desti¢ku uloZzime do inkubatoru na

desti¢ky vytemperovaného na 95 °C a zapneme tfepani. Po ustdleni teploty inkubujeme 30
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minut. Pro zastaveni reakce desticku vloZzime do ledové tfisté a chladime 15 minut. Nasledné je

na spektrofotometru Tecan Infinite M200 méfena absorbance pfi 540 nm.

0,25 g hexahydratu FeCls (Riedel - de Haen) + 7,5 ml destilované
vody + 5 ml 10% H3PO4 (Sigma-Aldrich)

200 ml destilované vody + 50 ml koncentrované H,SO4 (Sigma-
Aldrich) + 150 ul zasobniho kyselého roztoku

Zasobni kysely roztok

Smésné kyselé Cinidlo

5 - - - - .
Barevné &inidlo A 2% roztok diacetylmonoximu (Fluka) v destilované vodé

Barevné cinidlo B 0,5% roztok thiosemkarbazidu (Fluka) v destilované vodé

Smésné barevné Cinidlo | 7 ml barevného cinidla A + 7 ml barevného cinidla B + doplnit
destilovanou vodou do 100 ml

Zasobni standard Roztok urey (Fluka) v 0,1% roztoku kyseliny benzoové (Sigma-
Aldrich) o vysledné koncentraci 0,5 g/I

Tabulka €. 4 — SloZeni zasobnich roztoki pro stanoveni urey metodou s diacetylmonoximem

4.6.9. Obsah triacylglycerolii v hepatocytech

K uréeni miry steatdzy v kulture slouzi stanoveni obsahu TAG v hepatocytech pomoci
kitu Triglyceride Colorimetric Assay Kit (Cayman Pharma). Stanoveni je zaloZeno na principu
Stépeni TAG enzymem lipdzou na volné mastné kyseliny a glycerol. Uvolnény glycerol je dale
glycerolkinazou fosforylovdn na glycerol-3-fosfat. Ten je nasledné glycerol-fosfatoxidazou
oxidovan na dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku. Peroxiddzovy rozklad H,0; za pfitomnosti
4-aminoantipyrinu (4-AAP) a N-ethyl-N-(3-sulfopropyl)-m-anisidinu (ESPA) je doprovazen
vznikem fialového produktu, ktery lze spektrofotometricky stanovit.

Ke stanoveni TAG jsou pouZity 6jamkové kultivacni desticky s denzitou 1 milion
bunék/jamku. Po kultivaci je médium stazeno a prichycené bunky proplachnuty Williams’ E
médiem. Do kazdé jamky napipetujeme 1,5 ml 10 x fedéného PBS pufru (komercéné dodany PBS
10x je fedén na pracovni roztok PBS 1x) a buriky mechanicky odlouc¢ime. Obsah jamky je stazen
do Eppendorfovy zkumavky a centrifugovan (10 min, 4 °C, 2000 g). Sedlina je resuspendovana
ve 100 pl fediciho roztoku (soucast kitu, viz tabulka ¢. 5). Hepatocyty v této suspenzi jsou
rozruseny sonifikaci (20x pfi 1 s ,burst”; vzorky udrzujeme v chladu). Ztohoto vzorku

stanovujeme proteiny dle Bradfordové (5 - 10x fedime). Nasleduje centrifugace (10 min, 4 °C,
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10 000 g), supernatant je stahnut do chladnych Eppenddorfovych zkumavek a uchovan pfi -80°C
do vlastni analyzy.

Ptipravime si roztoky podle tabulky ¢. 5, vSechny reagencie jsou soucdsti kitu. Pfipravime
standardy o koncentraci TAG 0; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 a 200 mg/dl. Do destic¢ky
pipetujeme 10 pl standardd a vzorky a pfiddme 150 pl pfipravené enzymové smeési,
promichdme na trfepacce a 15 minut inkubujeme ve tmé pfi laboratorni teploté. Zmérime

absorbanci na pfistroji Tecan Infinite M200 pfi 540 nm.

Redici roztok Roztok soli je 5x narfedén v destilované vodé pro HPLC uziti

Dodanou lahvicku fosfatu sodného (4 ml, 250 mM, pH=7,2)
zfedime 16 ml dest. vody pro HPLC uziti na 50 mM; pH=7,2
lyofilizovanou smés enzymu (lipaza, glycerolkinaza, glycerol-

Fosfatovy pufr

Smés enzymii
fosfat oxidaza, peroxidaza) rozpustime v 1 ml destilované vody

pro HPLC uZiti a nasledné zfedime 14 ml fosfatového pufru

Zasobni TAG standard | Pripraveny k pouZiti, o koncentraci 1000 mg/d|

Tabulka ¢. 5 — PFiprava roztokd pro stanoveni TAG pomoci kitu Triglyceride Colorimetric Assay Kit (Cayman
Pharma). VSechny potfebné chemikalie jsou soucasti kitu.

4.6.10. Obsah proteinu

K vyjadieni WST-1 testu, tvorby MDA, ROS, obsahu glutathionu a TAG, aktivity kaspazy 3
a produkce albuminu a urey kultivovanymi burikami je tfeba vzit v Uvahu aktualni pocet bunék
na kultivaéni misce. V praxi se osvédcilo vztazeni namérenych hodnot na obsah proteint
pochdzejicich ze stejné jamky kultivaéni desticky. V pfipadé hodnoceni obsahu TAG jsme
hodnoty vztahli ke koncentraci proteini mérené ze vzorku po sonifikaci.

V nasi laboratofi stanovujeme proteiny metodou dle Bradfordové (215), ktera je
zaloZena na principu adsorpce barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu proteinu.
Adsorpce probihd predevsim na bazické (arginin) a aromatické aminokyseliny. Tato metoda
tedy neni vhodna pro proteiny s minimalnim obsahem téchto aminokyselin. Problémem mze
byt interference nékterych detergent( (Triton, SDS — sodium dodecyl sulfat) se stanovenim.

Po odsati média je desti¢ka ulozena na 15 minut do -80 °C. Po lyze bunék mrazem je do
jamek pridan adekvatni objem destilované vody shodny s objemem kultivacniho média a burky
jsou ze dna mechanicky odlou¢eny. Redénim BSA (Sigma-Aldrich) v destilované vodé si
pripravime standardy o koncentraci 0; 25; 50; 100; 200; 300; 400 a 500 mg/I. K 10 ul standardu
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¢i vzorku pridame 300 pl Bradford cinidla (50 mg Brilliant blue G-250 + 25 ml 95% ethanolu + 50
ml H3PO. (85%), doplnéné destilovanou vodou do 500 ml) a inkubujeme 15 minut pfi
laboratorni teploté ve tmé. Méfime absorbanci pfi 595 nm na spektrofotometru Tecan Infinite

M200.

4.7. Mikroskopické hodnoceni bunék a specialni barveni

4.7.1. Mikroskopické hodnoceni bunék ve fazovém kontrastu

Pro posouzeni morfologickych znak(i hepatocytl pouZivame invertovany mikroskop
s fazovym kontrastem Olympus CK 40, pfipadné Olympus IX51, digitalni fotografie byly pofizeny
pomoci digitalniho fotoapardtu Olympus Digital Camera E-600. Hodnocen je vzhled Zivych
neobarvenych bunék, jejichz pozorovani je vyhodnéjsi ve fazovém kontrastu (180).

Nasledkem izolace hepatocyty ztraceji sv(ij typicky polygonalni tvar. Cerstvé izolované
hepatocyty jsou kulaté nebo ovalné buriky. Vétsina hepatocytl se nachdazi samostatné, vzacnéji
mulzZeme v suspenzi pozorovat dublety &i triplety. Neporusené buriky vykazuji vysoky kontrast
mezi burikou a okolim, maji zfetelnou jadernou membrdanu, nizky stupen granulace cytoplazmy
a ostfe viditelné jadro s jadérky (180). Béhem izolace dochdzi k poskozeni bunék, déje se tak
pUsobenim hypoxie, mechanickym posSkozenim ¢i vlivem kolagendzy. Naruseni se nezfidka
projevuje tvorbou vybézk( cytoplazmatické membrany tzv. ,blebs”. Tento proces je reverzibilni,
za vhodnych podminek se béhem kratké doby cytoplazmatickd membrana stabilizuje a , blebs”
vymizi (180).

V primdrnich kulturdch dochazi k obnoveni polygondlniho tvaru hepatocytll. Viabilni
bunky se pfichytavaji ke kolagenu, maji neporusenou plazmatickou membranu, nizce
granulovanou cytoplazmu, ostfe ohrani¢ené jadro s nékolika jadérky a tvofi mezibunécné
kontakty. Casto nalézame buriky s obsahem dvou jader. Hepatocyty se zaéinaji diferencovat na
krevni a Zlu¢ovy pol. Mrtvé buriky se zakulacuji a odlucuji od podkladu, kontrast mezi burikou a
okolnim prostredim slabne, cytoplazma vykazuje vyssi stupen granulace, jadro se kondenzuje,

jadérka prestavaji byt patrna a objevuji se diskontinuity plazmatické membrany (180).
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4.7.2. Vizualizace membranového potencialu mitochondrii pomoci JC-1

Principem metody je schopnost kationického karbocyaninového barviva JC-1 (5,59,6,69-
tetramethylbenzimidazolcarbocyanine iodide; Molecular Probes, USA) vstupovat do hepatocytu,
kde se akumuluje v mitochondriich v zavislosti na membranovém potencidlu. Emisni vinové
délky tohoto fluorescentniho barviva zavisi na jeho koncentraci, jez je zavisla na velikosti
mitochondridlniho membranového potencidlu (MMP). Pfi nizkém MMP se JC-1 vyskytuje jako
monomer, jez vyzaruje fluorescenci zelené barvy (dem 525nm). Pfi vysSich membranovych
potencidlech JC-1 tvofi tzv. “J-agregaty” (Aem 590 nm), které emituji svétlo v ¢ervené oblasti.
Mikroskopie takto obarvenych kultur mGze byt vyhodnocena jak kvalitativné, tak kvantitativné.

Hepatocyty na 6, 12 ¢i 24jamkové destiCce jsou po kultivaci proplachnuty cistym
William’s E médiem bez suplementace a dale 60 minut inkubovany v 10 uM roztoku JC-1 ve
William’s E médiu v prostredi 95 % vzduchu, 5 % CO; a 37 °C. Poté je barvivo z kultury vymyto
opakovanym proplachem cerstvym Williams’ E médiem bez suplementu. K vizualizaci MMP je
pouzit fluorescenéni mikroskop Olympus IX51 (Olympus) doplnény o digitdlni fotoaparat
Olympus E600 (Olympus). Na mikroskopu zapneme fluorescenéni vybojku, zavieme svételnou
clonu, otevieme fluorescencni clonu a nastavime filtr U-MWB2 (Fluorescence Mirror Units,
Olympus). Pofizené fotografie lze kvantitativné vyhodnotit. Vysledky jsou poté vyjadreny jako

procento hepatocytl s vysokym membranovym potencidalem ze viech hepatocyt(.

4.7.3. Barveni tukovvch kapének pomoci olejové cervené O

Olejova cerven O (Oil Red 0) je lipofilni barvivo schopné vizualizovat tuky v burce. V nasi
laboratofi je vyuZivdn komercéné dodavany kit Steatosis Colorimetric Assay Kit (Cayman
Pharma).

VSechny soucasti kitu Steatosis Colorimetric Assay Kit véetné pripravy roztokl jsou
popsany vtabulce ¢. 6. Kurcéeni lokalizace a pofrizeni fotografii byly pouzZity hepatocyty
kultivované na 6, 12 (i 24jamkovych destickach. Pro kvantitativni stanoveni v tucich
akumulovaného barviva byly pouZzity 96jamkové desti¢ky. Objemy pfidavanych roztokl plati pro
96jamkovou desticku, pro ostatni desticky je adekvatni objem prepocitan na plochu jamky (24
WP: 1,9 cm?; 12 WP: 3,9 cm?;, 6 WP: 9,6 cm?) viz tabulka ¢. 2. Po kultivaci je obsah jamek
proplachnut cistym Williams‘ E médiem a buriky 15 minut fixovany 75 ul fixaéniho roztoku pfi

laboratorni teploté. Nasleduje promyti 100 ul promyvaciho roztoku, probiha 2x za sebou vidy
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na 5 minut. Jamky jsou poté vysuseny vysousecem vlasi a nasledné je do nich na 20 minut
pfidano 75 ul pracovniho roztoku Oil Red O. Poté je desticka nékolikrat promyta destilovanou
vodou a 2x promyvacim roztokem, ktery je v jamkach ponechan pokazdé 5 min. Ndsledné jamky
vysusime pomoci vysouSece vlasd. Nyni mGzeme kulturu pozorovat pod mikroskopem nebo
kvantitativné spektrofotometricky stanovit intenzitu akumulovaného barviva.

A) Vizualizace tukovych kapének: pro lepsi orientaci v kultufe mUZeme obarvit jadra

hepatocytl hematoxylinem. Do kazdé jamky napipetujeme 50 pl hematoxylinu a ihned destic¢ku
promyjeme kohoutkovou vodou. Barvivo nechdme pod vodou vyvijet 10 minut, poté destic¢ku
vyklepneme a pozorujeme pod svételnym mikroskopem Olympus IX51 (Olympus, Japan)
doplnénym o digitalni fotoaparat Olympus E600 (Olympus, Japan).

B) Kvantifikace akumulace Qil Red O v lipidech: do vysuSenych jamek vcetné slepého

vzorku bylo pfidano 100 pl extrakéniho cCinidla a desticka byla na 30 minut umisténa na
tfepacku, kde dochazelo k opatrnému neustalému promichavani. Poté byla spektrofotometricky

(Tecan Infinite M200) mérena absorbance pfi 500 nm oproti slepému vzorku.

Fixaéni roztok Bezprostfedné pred analyzou zfedime obsah 1:10 v PBS 1x

Promyvaci roztok Pfipraveny k pouZiti

Roztok Oil Red O Bezprostfedné pred analyzou ziedime v destilované vodé

v poméru 6:4, pouzit do 1 hodiny

Extrakéni Cinidlo Pripraveno k pouziti

Hematoxylin Pripraveny k pouziti

Tabulka ¢. 6 — Roztoky dodavané ke kitu Steatosis Colorimetric Assay Kit (Cayman Pharma) a jejich fedéni

Statistické hodnoceni dat

Po zhodnoceni normality dat probihalo statistické zpracovani dat pomoci programu
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, USA). Hodnoceni statistické vyznamnosti bylo
provedeno jednofaktorovym ANOVA testem. K viceCetnému porovnavani mezi skupinami
slouzil Tukey-Kramerav post hoc test. V pfipadé nenormadlniho rozlozeni hodnot byl pouzit
neparametricky Kruskal-Wallisliv test s Dunnovym post hoc testem. VSechny vysledky jsou
vyjadfovany jako aritmeticky primér + smérodatnad odchylka. Signifikance jsou vyznaceny
nasledovné:

**#%: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05)
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5. VYSLEDKY

5.1. Porovnani Kkultivace primarnich hepatocyti v _monolayeru a v
sendvicovém usporadani

Nejprve bylo nutné na naSem pracovisti sendvi¢ovou kultivaci zavést a optimalizovat.
Bylo nezbytné stanovit vhodné koncentrace pouzitého kolagenu na spodni i vrchni vrstvu, ¢as
tuhnuti a pfipadnou nutnost neutralizace kyselého roztoku kolagenu. JelikoZz v nasi laboratofi
s Uspéchem pouzZivame standardni monolayer s kolagenem o koncentraci 0,3 mg/ml, zdalo se
nam pro porovnani se sendviCovou kultivaci pfinosné tuto koncentraci na spodni vrstvé
zachovat.

Objem a koncentrace kolagenu na horni vrstvu byly stanovena experimentalné, volené
varianty se opiraly o literarni data. Na prichycené hepatocyty bylo aplikovdno 140 ul roztoku
kolagenu o koncentraci 0,4; 0,8 ¢i 1 mg/ml. Tento roztok byl pfipraven ze zasobniho kolagenu
ve 20 mM kyseliné octové o koncentraci 4 mg/ml a bezprostfedné pred pouZitim rfedén
Williams’ E médiem. U vysledné koncentrace kolagenu 0,4 a 0,8 mg/ml postacovala
k neutralizaci kyselého rozpoustédla pouze pufraéni sila média, kolagen o koncentraci 1 mg/ml
bylo nutné neutralizovat pridavkem pfiblizné 5 pul 0,2M NaOH. Poté byl sendvi¢ ponechan
v prostiedi 5 % CO; a 37 °C ke ztuhnuti. Optimalni koncentrace kolagenu na vrchni vrstvu
sendvic¢e byla stanovena na 0,8 mg/ml. Tento vybér podporovala také metodicky pfivétiva
priprava kultury. Jako dostatecna doba k zatuhnuti kolagenu bez nezadouciho poskozeni bunék
nedostatkem vlhkosti a Zivin byla vyhodnocena délka inkubace trvajici 3 hodiny.

Ke kultivaci bylo pouZito 1,5 ml Williams’ E média se suplementy s obsahem 6 %
fetdIniho bovinniho séra (FBS), resp. bez FBS. Kultivacni médium bylo kazdy den ménéno za
Cerstvé a kultury byly takto udriovany po dobu 10 dni. Kazdy den byla pofizena
fotodokumentace, kazdy druhy den bylo médium sbirdno na biochemickou analyzu a bunky
zpracovany na stanoveni intraceluldrnich analyt(.

Hodnoceny byly nasledujici parametry:

a) Viabilita hepatocytli pomoci LDH leakage
b) Mira lipoperoxidace na zakladé tvorby malondialdehydu
c) Funkéni stav hepatocytl produkci albuminu (sendvicova ELISA)

d) Morfologie bunék
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Graf €. 1 - Vyvoj LDH leakage béhem kultivace hepatocyttl v sendvi¢i a v monolayeru s, resp bez obsahu FBS
v médiu. Kultivace probihala 10 dni s denni vyménou média za Cerstvé.
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ML+: hepatocyty kultivované v monolayeru s 6 % FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu

ML-: hepatocyty kultivované v monolayeru bez obsahu FBS ve Williams’ E kultivaénim médiu
SW+: hepatocyty kultivované v sendvici s 6 % FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu

SW-: hepatocyty kultivované v sendvici bez obsahu FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Statistické porovnani skupin probihalo vidy v ramci jednoho kultivacniho 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). 4. den jsme zaznamenali nejvyssi narust
Uniku LDH z bunék u hepatocytd kultivovanych v monolayeru s obsahem FBS. U obou sendvicl
byl LDH leakage signifikantné nizsi nez u monolayert (p<0,001). 6., 8. a 10. kultivacni den
vykazovaly oba sendvi¢e nizsi LDH leakage nez hepatocyty kultivované v monolayerech
(p<0,001). Po vétsinu kultivacnich dni jsme nalezli nejvyssi hladinu LDH leakage u hepatocyt(
kultivovanych v monolayeru s obsahem 6 % FBS v médiu (p<0,001), pouze 10. den jsme
zaznamenali nejvyssi unik LDH z bunék kultivovanych v monolayeru bez FBS (p<0,01). Oproti
tomu hepatocyty kultivované sendvicovou technikou nevykazovaly oproti 2. dni vyrazné vyssi

poskozeni bunécné membrany ani posledni den kultivace (Graf ¢. 1).
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Graf €. 2 - Vyvoj tvorby malondialdehydu (MDA) béhem kultivace hepatocytl v sendvi¢i a v monolayeru s, resp
bez obsahu FBS v médiu. Kultivace probihala 10 dni s denni vyménou média za Cerstvé.
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ML+: hepatocyty kultivované v monolayeru s 6 % FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu

ML-: hepatocyty kultivované v monolayeru bez obsahu FBS ve Williams’ E kultivaénim médiu
SW+: hepatocyty kultivované v sendvici s 6 % FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu

SW-: hepatocyty kultivované v sendvici bez obsahu FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Statistické porovnani skupin probihalo vidy v ramci jednoho kultivacniho dne

AZ do 6. kultivacniho dne nebyly mezi skupinami v produkci MDA nalezeny signifikantni
rozdily. V 8. dni kultivace jsme u hepatocytl kultivovanych v sendvici s obsahem FBS v médiu
nalezli oproti hepatocytim v monolayeru s pfidavkem FBS vyznamné nizsi produkci MDA
(p<0,001). V 10. dni kultivace byla u hepatocytl kultivovanych v monolayeru zjisténa vyssi mira
lipoperoxidace nez u sendvicd (p<0,001), oproti tomu u sendvi¢ovych kultur se hladina
malondialdehydu po vsechny dny vyraznéji neménila a oxidacni stres s délkou kultivace

nenardstal (Graf ¢. 2).
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Graf ¢. 3 - Vyvoj produkce albuminu hepatocyty béhem jejich kultivace v sendvic¢i a v monolayeru s, resp bez
obsahu FBS v médiu. Kultivace probihala 10 dni s denni vyménou média za cerstvé.
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ML+: hepatocyty kultivované v monolayeru s 6 % FBS ve Williams’ E kultiva¢nim médiu

ML-: hepatocyty kultivované v monolayeru bez obsahu FBS ve Williams’ E kultivaénim médiu
SW+: hepatocyty kultivované v sendvici s 6 % FBS ve Williams’ E kultivaénim médiu

SW-: hepatocyty kultivované v sendvici bez obsahu FBS ve Williams’ E kultivacnim médiu
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Statistické porovnani skupin probihalo vidy v ramci jednoho kultivacniho dne

Graf ¢. 3 dokumentuje, Ze produkce albuminu byla ve 2. kultivaénim dni nejnizsi u
hepatocytl v monolayeru bez FBS a u sendvicl s ptridavkem FBS v médiu. Ve 4., 6., 8. a 10. dni
kultivace jsme zaznamenali signifikantné nejvyssi produkci albuminu u hepatocytl
kultivovanych sendvi¢ovou technologii bez obsahu FBS v médiu (p<0,001). Ve dnech 6, 8 a 10
mély hepatocyty kultivované vsendvi¢i s obsahem FBS v médiu oproti hepatocytliim

v monolayeru vyznamné vyssi produkci albuminu (p<0,001).

Fotograficka dokumentace:

Kazdy den byla provedena fotografickd dokumentace kultur. Rozdily mezi kulturami
s fetdlnim bovinnim sérem (FBS+) a bez (FBS-) nebyly patrné, proto je uvedena pouze varianta

bez fetalniho bovinniho séra 1., 2., 4., 6., 8. a 10. den kultivace.
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Obrazek €. 15 — Porovnani kultur hepatocytt v sendviéi a v monolayeru kultivovanych 10 dni s denni vyménou
média (zvétSeni objektivu 20 x). Sipka oznacuje pfitomné Zlu¢ové kanalky.

Prvni den se monolayery a sendvice vyraznéji nelisi - vykazuji polygondlni tvar a kontakty
mezi burikami. Pocinaje druhym dnem mulzeme u sendviclh vidét vyraznéjsi tvorbu Zlucovych
kandlk( (Sipka), které jsou v monolayeru patrné jen ojedinéle. Ctvrty den hepatocyty
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v monolayeru ziskavaji fibroblastlim podobny tvar a pomalu se z kultury odlucuji. 10. den lze
v monolayeru pozorovat jen ojedinélé buriky, zatimco hepatocyty kultivované sendvicové stale

pokryvaji témér celou plochu desticky, zachovavaji polygonalni tvar a pfitomnost kanalk(.

Model steatdozy indukovany v primarni kulture hepatocyta pomoci
kyseliny olejové a palmitové

Po prichyceni hepatocytll na kolagen kultivacnich desti¢ek (utvofeni monolayeru) bylo
k bunkam pridano 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/l ¢i kombinaci OA:PA 3:1; 2:1 a 1:1 o celkové
koncentaci 0,5; 0,75 a 1 mmol/I. Kontrolu predstavovaly jamky s Williams” E médiem s obsahem
bovinniho sérového albuminu (BSA) o odpovidajici koncentraci uvedené v tabulce ¢. 7 bez
obsahu mastnych kyselin. Z tabulky ¢. 7 vyplyva, Ze ke kazdé celkové koncentraci mastnych

kyselin ndlezi kontrola o odpovidajicim obsahu BSA.

¢ MK [mmol/I] | 0,125 0,25 0,5 0,75 1 2
¢ BSA [%] 0,15625 0,3125 0,625 0,9375 1,25 2,5
Tabulka ¢. 1

Nasledné byly bunky 24 hodin kultivovany v inkubatoru za podminek 37 °C a 5 % COa.
Poté bylo médium stazeno na biochemickd stanoveni a bunky zpracovany na zhodnoceni
intracelularnich analytd. Barveni kultur pomoci Oil Red O ¢i JC-1 probihalo na desti¢kach
uréenych pouze k barveni. Vysledky jsou z divodu dat ziskanych z min. 3 izolaci hepatocytl a
z divodu rozdilné kontroly pro dané koncentrace mastnych kyselin (Williams~ E médium
s prislusnym obsahem BSA bez mastnych kyselin) vyjadreny jako % z pfislusnych kontrol.

Hodnocena byla:

a) Aktivita bunécnych dehydrogenaz pomoci WST-1 testu

b) Viabilita bunék pomoci LDH leakage

c) Fotografie potizené ve fazovém kontrastu ke zhodnoceni morfologie bunék

d) Barveni pomoci Qil Red O ke zhodnoceni intracelularni distribuce lipidovych kapének

e) Obsah TAG k urceni miry steatdzy

f)

Stanoveni aktivity kaspdazy 3 k uréeni miry apoptdzy

g) Stanoveni ROS k detekci oxidaéniho stresu

h) Stanoveni albuminu ke zhodnoceni funkéni kapacity bunék

i)

Barveni pomoci JC-1 k vizualizaci mitochondridlniho membranového potencialu
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Graf ¢. 4 — WST-1 test hodnoceny po 24hodinové kultivaci hepatocytl s pfislusnou koncentraci OA, PA ¢i

kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1 a 1:1.
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*** ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod.n kultivované v médiu s obsahem mastnych kyselin v mmol/l, které
byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce ¢. 7)

*¥*%¥: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n212

Signifikantni pokles aktivity bunéénych dehydrogendz (WST-1 test) testu vici kontrole
jsme zaznamenali od 0,75 mM olejové kyseliny a od 0,25 mM palmitové kyseliny (p<0,001).
Kombinace OA:PA 3:1 v celkové koncentraci 0,5 mmol/I byla ze vSech testovanych kombinaci
jeding, kterd nebyla signifikantni v(ici kontrole. Kombinace 3:1 o celkové koncentraci 0,75 a 1
mmol/l a kombinace 2:1 a 1:1 ve viech tfech celkovych koncentracich mély oproti kontrole
vyznamné nizsi WST-1 test (p<0,001). VSechny pouZité koncentrace OA a vSechny testované
koncentrace vSech kombinaci OA:PA mély v porovnani se samotnou palmitovou kyselinou o

shodné celkové koncentraci signifikantné vyssi vysledky WST-1 testu (p<0,001) (graf ¢. 4).
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Graf ¢. 5 — LDH leakage hodnoceny po 24hodinové kultivaci hepatocytl s pfisluSnou koncentraci OA, PA ¢i
kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1a 1:1.
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*** ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci; 0oo vs 1:1 o dvojnasobné koncentraci

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hodin kultivované v médiu s obsahem mastnych kyselin v mmol/I, které
byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce ¢. 7)

*¥*%*: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n>24

Vyznamné zvysSeny LDH leakage jsme nalezli od 0,25 mM koncentrace palmitové kyseliny
a od 1 mM koncentrace olejové kyseliny (p<0,001). PouZitd kombinace OA:PA 3:1 méla vici
kontrole vyssi LDH leakage pouze v celkové koncentraci 1 mmol/l (p<0,001), kombinace 2:1
vykazovala zvyseny unik LDH do extracelularniho prostredi v koncentraci 0,75 a 1 mmol/I
(p<0,001) a kombinace 1:1 ve vSech testovanych celkovych koncentracich mastnych kyselin (0,5
mM (p<0,05); 0,75 a 1 mM (p<0,001)). U 0,25 — 2 mM koncentrace OA a u vSech koncentraci
vsech kombinaci OA:PA jsme pozorovali nizsi narlist LDH leakage neZz u samotné palmitové
kyseliny ve shodné celkové koncentraci (p<0,001). Pouziti samotné palmitové kyseliny o
koncentraci 0,25 a 0,5 mmol/l mélo za nasledek vétsi navyseni Uniku LDH do média neZ
kombinace OA:PA 1:1 o 2x vyssi celkové koncentraci (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)) (graf ¢. 5).
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Obrazek ¢. 16 — Morfologie hepatocytt po jejich 24hodinové kultivaci s olejovou ¢i palmitovou kyselinou o
koncentraci 0,25 - 2 mmol/l. Fotografie pofizeny ve faizovém kontrastu p¥i zvétSeni objektivu 40 x.

0,25 mM OA 0,25 mM PA




0,5 mM OA 0,5 mM PA




2 mM OA 2 mM PA

Na obrazku ¢. 16 mUZeme pozorovat mofrologii hepatocytd a tvorbu tukovych kapének.
PFi pouziti 0,25 mM koncentrace mastnych kyselin je hodnoceni vyskytu steatdzy diskutabilni,
od 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin mizeme v kultufe spatfit vzniklé tukové vakuoly,
které jsou s pribyvajici koncentraci mastné kyseliny vyraznéjsi. Hepatocyty po inkubaci s 0,25
mM OA ¢i PA maji jasné viditelné jadro, jsou ostfe ohranicené, tvori mezibunécné kontakty a
nevykazuji vyrazné poskozeni. Se vzrlstajici koncentraci miZeme predeviim u palmitové
kyseliny pozorovat snizeni kontrastu mezi burikou a okolim a pfibyvajici pocet odumftelych

hepatocyta.
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Obrazek ¢. 17 — barveni lipidovych vakuol v hepatocytech pomoci olejové cervéné O a jader pomoci
hematoxylinu. Po 24hodinové kultivaci hepatocytti 0,75mM OA byla kultura barvena dle navodu v kitu Steatosis
Colorimetric Assay Kit a pofizeny fotografie ve fazovém kontrastu a zvétSeni objektivu 40 x. Kontrolu predstavuji
hepatocyty kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA a bez obsahu mastnych kyselin.

K 0,75 mM OA

Obrazek ¢. 17 dokumentuje intracelularni ulozeni tukovych kapének u hepatocytl
s0,75mM OA. Uvnitf hepatocytl vidime nékolik mensich lipidovych vakuol, které nijak
neutiskuji jddro. Pro nase Ucely test slouZil pfedevsim k potvrzeni steatdzy. Mezi OA a PA nebyly

patrné vétsi rozdily, proto pro ilustraci uvadim pouze OA.
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Graf ¢. 6 — Obsah TAG v hepatocytech hodnoceny po 24hodinové kultivaci hepatocytl s pFislusnou koncentraci
OA, PA ¢i kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1a 1:1.
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**% ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci; $$$ vs stejnd mastna kyselina & kombinace o celkové koncentraci 0,75
a 1 mmol/l; xxx vs stejna mastna kyselina ¢i kombinace o celkové koncentraci 0,5 mmol/|

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem pfislusné koncentrace mastnych
kyselin v mmol/I, které byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabuilce ¢. 7)

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

V grafu ¢. 6 je hodnocen obsah TAG v hepatocytech. Vyznamné zvyseni obsahu TAG
jsme zaznamenali po kultivaci hepatocytld s kyselinou olejovou od koncentrace 0,5 mmol/I
(p<0,001) a skyselinou palmitovou od koncentrace 0,25 mmol/l (p<0,01). U bunék
inkubovanych s 0,5 mM olejovou kyselinou byl nalezen signifikantné nizsi obsah TAG neZ u
hepatocytl kultivovanych s 0,5 mM palmitovou kyselinou (p<0,05). Mezi obsahem TAG u vsech
kombinaci o koncentraci 0,5 mmol/l a 0,5 mM PA nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.
mmol/I byl nalezen u palmitové kyseliny (p<0,001), zatimco mezi skupinami OA, 3:1, 2:1 a 1:1
nebyl nalezen rozdil. Kultivace hepatocytli s mastnymi kyselinami o celkové koncentraci 0,75 a 1
mmol/l méla za nasledek vyssi akumulaci TAG nez u celkovych koncentraci 0,25 a 0,5 mmol/I

(p<0,001). Jedinou vyjimkou byla palmitova kyselina, kde mezi obsahem TAG po 0,5a 0,75 ¢i 1
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mM PA nebyl nelezen signifikantni rozdil. Navyseni celkové koncentrace mastnych kyselin z 0,75
mmol/l na 1 mmol/I jiz nemélo u Zadné z testovanych skupin za nasledek signifikantni narust

obsahu TAG v hepatocytech.

Graf €. 7 — Aktivita kaspazy 3 hodnocena po 24hodinové kultivaci hepatocyti s pfislusnou koncentraci OA, PA ¢i
kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1 a 1:1.
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*** ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci; ooo vs 1:1 o dvojnasobné koncentraci

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem pfislusné koncentrace mastnych
kyselin v mmol/I, které byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce ¢. 7)

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

Z grafu €. 7 je patrné, Ze aktivita kaspazy 3 se signifikantné zvySovala pouze po inkubaci
hepatocytl s kyselinou palmitovou o koncentraci 0,5 mmol/l a vyssi (p<0,001), zatimco po
kultivaci bunék s zadnou testovanou koncentraci olejové kyseliny ¢i kombinacemi OA:PA
nedoslo ke zvysSeni aktivity kaspazy 3. Po 0,5 mM palmitové kyseliné byla zaznamendna
signifikantné vyssi (p<0,001) aktivita kaspazy 3, neZ po inkubaci hepatocytl s kombinaci OA:PA

1:1 o dvojnasobné celkové koncentraci mastnych kyselin.

75



Graf ¢. 8 — Tvorba ROS hodnocena po 24hodinové kultivaci hepatocytd s pfFislusnou koncentraci OA, PA ¢i
kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1a 1:1.
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*** ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci; 0oo vs 1:1 o dvojnasobné koncentraci

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem pfrislusné koncentrace mastnych
kyselin v mmol/I, které byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce €. 7)

**%: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=8

K signifikantné zvySené tvorbé ROS doslo pouze po inkubaci hepatocytl s kyselinou
palmitovou o koncentraci 0,5 mmol/l a vyssi (p<0,001). Po kultivaci bunék s kyselinou olejovou
ani s kombinacemi OA:PA nedoslo ke zvysené tvorbé ROS. 0,5 mM kyselina palmitova zpUsobila
signifikantné vyssi (p<0,001) produkci ROS nez kombinace OA:PA 1:1 o dvojnasobné celkové

koncentraci mastnych kyselin (graf €. 8).
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Graf €. 9 - Produkce albuminu hodnocena po 24hodinové kultivaci hepatocytt s pfislusnou koncentraci OA, PA &i
kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1a 1:1.
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*** ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci; 0oo vs 1:1 o dvojnasobné koncentraci

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams” E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem pfrislusné koncentrace mastnych
kyselin v mmol/I, které byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce €. 7)

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

Produkce albuminu signifikantné klesala u hepatocytd kultivovanych se vsemi
testovanymi koncentracemi palmitové kyseliny (p<0,001), zatimco u hepatocytli inkubovanych
s kyselinou olejovou byl zaznamendn signifikantni pokles produkce albuminu u koncentraci 1
(p<0,05) a 2 (p<0,001) mmol/l. U kombinaci OA:PA 3:1, 2:1 a 1:1 vyznamné klesala tvorba
albuminu u 0,75 a 1 mM celkovych koncentraci mastnych kyselin (p<0,001). Po 0,25 mM
palmitové kyseliné byla nalezena signifikantné nizsi (p<0,05) tvorba albuminu, nez po kombinaci

OA:PA 1:1 o dvojnasobné celkové koncentraci mastnych kyselin (graf ¢. 9).
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Obrazek €. 18 — Vizualizace membranového potencialu mitochondrii pomoci JC-1. Zvétseni objektivu 40x.

K 0,75 mM OA

0,75 mM 3:1 0,75 mM 2:1




0,75 mM 1:1 0,75 mM PA




Obrazek ¢. 18 znazornuje mitochondridlni membranovy potencidl vizualizovany pomoci

fluorescencni barvy JC-1. Do koncentrace mastnych kyselin 0,5 mmol/I nebyly mezi jednotlivymi
80




kulturami patrny Zadné rozdily, proto zde nejsou uvedeny. U hepatocytd kultivovanych s 0,75
mM PA pozorujeme u casti hepatocytd pokles membranového potencidlu mitochondrii
(obarveno syté zelené), zatimco u OA a vSech testovanych kombinaci OA:PA z(stdva drtiva
vétsina hepatocytll s energizovanymi mitochondriemi (obarveno syté oranZové). Po inkubaci
hepatocytd s1 mM kyselinou olejovou a kombinacemi OA:PA je zachovan vysoky
mitochondridlni membranovy potencial, zatimco u 1 mM palmitové kyseliny pozorujeme

vyrazny pokles MMP téméf u vSech hepatocytl v zorném poli.

Graf ¢. 10 — Hodnoceni mitochondridlniho membranového potencidlu (MMP) hepatocytli pomoci barveni JC-1
po 24hodinové kultivaci hepatocyti s pfislusnou koncentraci OA, PA ¢i kombinacemi OA:PA 3:1; 2:1a 1:1.
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*** ys K; +++ vs PA o stejné koncentraci

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. Kultivované ve Williams" E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu
mastnych kyselin

OA; PA; 3:1; 2:1 a 1:1: hepatocyty 24 hod. kultivované v médiu s obsahem pfislusné koncentrace mastnych
kyselin v mmol/|, které byly rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce ¢. 7)

***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=5

Graf ¢. 10 objektivizuje pfedchozi morfologické vysledky. Pokles MMP jsme zaznamenali
pouze u hepatocytl kultivovanych s palmitovou kyselinou, a to od koncentrace PA 0,75 mmol/I
(p<0,001). Po Zadné ztestovanych koncentraci kyseliny olejové ani zadné z testovanych

kombinacich OA:PA nebyl pozorovan pokles membranového potencidlu mitochondrii.
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5.3. Hodnoceni protektivniho uc¢inku EGCG na hepatocyty v primarni
kulturie modelové poskozené D-galaktosaminem

Experiment probihal v usporadani:

a) Soucasna kultivace hepatocytl s EGCG a D-GalN

- primarni kultura hepatocytll v monolayeru byla 24 hod. kultivovana v soubézné s 20 mM D-

GalN a EGCG (1,25; 2,5; 5 a 10 umol/l).

b) Kultivace hepatocytl s EGCG a naslednad kultivace s EGCG a D-GalN

- primdarni kultura hepatocytli v monolayeru byla nejprve 24 hod. kultivovdna se samotnym
EGCG (1,25; 2,5; 5 a 10 umol/I) a po vyméné média byla dalSich 24 hod. kultivovana 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 ucinku je mozno pouzit koncentraci 20 nebo 40 mM D-GalN
pro 24 hod. 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 vylouceni toxického ucinku samotného EGCG jsme experimentalné stanovili jeho
vhodné koncentraéni rozmezi pro obé usporadani pokusu. V intervalu koncentraci 1,25 — 10
umol/l EGCG nedoslo ke snizeni WST-1 testu, zvyseni LDH leakage ani ke tvorbé MDA (vysledky

nejsou soucasti této prace).

5.3.1. Soucasna kultivace hepatocyti s EGCG a 20 mM D-GalN po dobu 24
hodin

Byly pfipraveny kultury v monolayeru podle ndvodu v sekci ,,Metodiky”. Po pfichyceni
hepatocytd na kolagen kultivacnich desticek bylo k buikdm ptiddno Williams’ E médium
s obsahem EGCG o koncentraci 1,25; 2,5; 5 a 10 umol/l a D-galaktosaminu o koncentraci 20
mmol/I. Jamky bez obsahu EGCG i D-GalN slouzZily jako intaktni kontrola, jamky s obsahem
samotného D-GalN predstavovaly kontrolu toxického poskozeni. Buriky byly 24 hod. kultivovany

v prostfedi 37 °C a 5 % CO,. Poté bylo médium staZzeno na biochemickd stanoveni a bunky
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a)

b)

zpracovany na zhodnoceni intracelularnich analyttd. Vysledky jsou z divodu dat ziskanych z min.

3 izolaci hepatocytl vyjadreny jako % z intaktnich kontrol.

Hodnocena byla:

Aktivita bunécnych dehydrogenaz pomoci WST-1 testu
Viabilita bunék pomoci LDH leakage

Mira lipoperoxidace zhodnocenim hladiny MDA

Graf €. 11 - Aktivita bunéénych dehydrogenaz (WST-1 test) hodnocena po 24hodinové kultivaci hepatocytl s D-
GalN o koncentraci 20 mmol/l a EGCG o koncentraci 1,25 — 10 umol/I.
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*** ys K; +++ vs GalN 20

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované pouze ve Williams’ E médiu se suplementy

GalN 20: hepatocyty 24 hod. kultivované s D-GalN o koncentraci 20 mmol/|

EGCG 1,25 + GalN 20; EGCG 2,5 + GalN 20; EGCG 5 + GalN 20; EGCG 10 + GalN 20: hepatocyty 24 hodin
kultivované v médiu s obsahem 20 mM D-GalN a pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v umol/I

**%*: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n212

Z grafu €. 11 je patrny signifikantni pokles aktivity bunéénych dehydrogenaz ve vsech
skupinach, v nichz byl obsazen 20 mM D-galaktosamin (p<0,001). Pfidavkem 1,25 (p<0,001) a
2,5 UM EGCG (p<0,05) do smési ke galaktosaminu se WST-1 test oproti toxické kontrole

signifikantné zvysil.
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Graf ¢. 12 - LDH leakage a produkce MDA hodnocené po 24hodinové kultivaci potkanich hepatocyti s 20 mM D-
galaktosaminem a EGCG o koncentraci 1,25 — 10 umol/I.
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**%* ys K pro LDH leakage; +++ vs GalN 20 pro LDH leakage; *** vs K pro MDA; +++ vs GalN 20 pro MDA
K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované pouze ve Williams’ E médiu se suplementy
GalN 20: hepatocyty 24 hod. kultivované s D-GalN o koncentraci 20 mmol/|
EGCG 1,25 + GalN 20; EGCG 2,5 + GalN 20; EGCG 5 + GalN 20; EGCG 10 + GalN 20: hepatocyty 24 hodin
kultivované v médiu s obsahem 20 mM D-GalN a pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v umol/I
**%*: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=26

LDH leakage i tvorba MDA signifikantné vzrostly po pfidavku samotného 20 mM D-
galaktosaminu (kontrola toxického poskozeni), tak i po uziti smési 20 mM D-GalN a EGCG
(p<0,001). Po pridavku Zadné koncentrace EGCG do média ke D-GalN nebyl zaznamendn pokles
LDH leakage ¢i pokles formace malondialdehydu, naopak ve smési galaktosaminu a 10 uM
EGCG jsme pozorovali vyssi narist LDH leakage a vyssi miru lipoperoxidace, nez vykazoval

samotny D-galaktosamin (p<0,001) (graf ¢. 12). Vzhledem k absenci protektivniho Gc¢inku EGCG

na tyto parametry jsme jiz dalSi méreni v tomto usporadani experimentu neprovadéli.
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5.3.2. Kultivace hepatocvti s EGCG 24 hodin a nasledna 24-hod.
kultivace s EGCG a 40 mM D-GalN

Byly zhotoveny kultury v monolayeru podle navodu v sekci ,,Metodiky”. Nasledné bylo
k hepatocytim pridano Williams‘ E médium s obsahem EGCG o koncentraci 1,25; 2,5; 5 a 10
umol/l a nasledovala 24hodinova kultivace v prostfedi 37 °C a 5 % CO,. Poté bylo médium
vyménéno za Cisté Williams’ E médium se suplementy s obsahem EGCG o totoZnych
koncentracich s pfidavkem 40 mM D-galaktosaminu. Ndsledovala dal$i 24hodinova inkubace
(37 °C a 5 % CO3). Jamky kultivované po oba dny pouze s médiem bez obsahu EGCG i D-GalN
slouzily jako kontrola, jamky s obsahem média v prvnich 24 hodinach a s obsahem samotného
D-GalN ve druhych 24 hodinach predstavovaly kontrolu toxického poskozeni. Poté bylo médium
sebrano na biochemicka stanoveni a bunky zpracovany na zhodnoceni intracelularnich analyt(.
Vysledky jsou z divodu dat ziskanych z min. 3 izolaci hepatocytl vyjadreny jako % z intaktnich

kontrol. Hodnocena byla:

a) Aktivita bunécnych dehydrogenaz pomoci WST-1 testu
b) Viabilita bunék pomoci LDH leakage

c) Mira lipoperoxidace zhodnocenim hladiny MDA

d) Antioxidacni stav stanovenim celkového glutathionu
e) Schopnost produkce albuminu

f) Schopnost produkce urey
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Graf €. 13 - Aktivita bunéénych dehydrogenaz (WST-1 test) hodnocena po 24hodinové preinkubaci hepatocytl
s EGCG o koncentraci 1,25 — 10 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytl s pfislusnou koncentraci
EGCG a s pfidavkem 40 mM D-GalN.
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L pmol/! mmol/l Ga )

**% 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 hodin 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
prislusné koncentrace EGCG a 40 mM D-GalN

***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n>24

Ve vsech skupindch, v kterych byl obsazen 40 mM D-galaktosamin, doslo oproti intaktni
kontrole k vyznamnému poklesu aktivity bunécnych dehydrogendz (p<0,001). Pfidavek 1,25 a
2,5 UM koncentrace EGCG do smési ke galaktosaminu mél za nasledek signifikantni zvyseni
hodnoty aktivity bunéénych dehydrogendz oproti samotnému D-GalN (EGCG 1,25 + D-GalN 40
(p<0,01); EGCG 2,5 + D-GalN 40 (p<0,05) (graf ¢. 13).
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Graf ¢. 14 - LDH leakage a produkce MDA hodnocené po 24hodinové preinkubaci hepatocytli s EGCG o
koncentraci 1,25 — 10 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytl s pFislusnou koncentraci EGCG a
s pridavkem 40 mM D-GaiN.
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*** ys K pro LDH leakage; +++ vs GalN 40 pro LDH leakage; *** vs K pro MDA; +++ vs GalN 40 pro MDA
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
prislusné koncentrace EGCG a 40 mM D-GalN
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=8

LDH leakage i tvorba MDA signifikantné vzrostly po pridavku samotného 40 mM D-
galaktosaminu (kontrola toxického poskozeni) (p<0,001). Po pridavku vsSech testovanych
koncentraci EGCG do média ke D-GalN byl zaznamendan pokles LDH leakage i snizeni tvorby
malondialdehydu (p<0,001). 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 (graf ¢. 14).
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Graf ¢. 15 - Obsah celkového glutathionu v hepatocytech po jejich 24hodinové preinkubaci s EGCG o koncentraci
1,25 — 10 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci s pFislusnou koncentraci EGCG a s pfidavkem 40 mM D-GalN.
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GalN40 GalN40 GalN40 GalN40
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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 hodin 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

prislusné koncentrace EGCG a 40 mM D-GalN
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Obsah celkového glutathionu signifikantné (p<0,001) klesal ve vSech hepatocytech
kultivovanych s obsahem D-galaktosaminu v médiu. Mezi skupinami s obsahem D-GalN 40 a

EGCG a samotnym D-GalN 40 nebyly zaznamendny statisticky vyznamné rozdily (graf ¢. 15).
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Graf €. 16 - Produkce albuminu a urey hodnocené po 24hodinové preinkubaci hepatocytii s EGCG o koncentraci
1,25 — 10 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocyta s pfislusnou koncentraci EGCG a s pfidavkem 40
mM D-GalN.
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*** ys K pro albumin; *** ys K pro ureu
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 hodin 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
prislusné koncentrace EGCG a 40 mM D-GalN
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6
Ve vSech skupinach s pridavkem D-GalN v médiu jsme zaznamenali signifikantni pokles

produkce albuminu a urey hepatocyty (p<0,001). Mezi skupinami s obsahem D-GalN 40 a EGCG

a samotnym D-GalN 40 nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (graf ¢. 16).
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5.4. Hodnoceni citlivosti  primarni  Kkultury hepatocytu s prostou

steatézou navozenou mastnymi Kyselinami na toxické poskozeni D-
galaktosaminem

Byly pfipraveny kultury v monolayeru podle navodu v sekci ,,Metodiky”. Nasledné bylo
k hepatocytim pridano Williams’ E médium s obsahem olejové kyseliny (OA) ¢i kombinace
OA:PA vpoméru 3:1 o koncentraci 0,75 mmol/l. Takto zvolené mastné kyseliny indukuji
steatézu bez vyraznéjsSiho poskozeni hepatocytld. Kontrolni nesteatotickou skupinu
predstavovaly jamky s Williams” E médiem s obsahem BSA o odpovidajici koncentraci 0,9375 %
bez obsahu mastnych kyselin (tabulka ¢. 7).

Nasledné byly burnky 24 hodin kultivovany v prostredi 37 °C a 5 % CO,. Poté bylo
médium stazeno a nahrazeno cerstvym kompletnim Williams E médiem s obsahem D-
galaktosaminu o koncentraci 2,5; 5; 10; 20 a 30 mmol/I. Nasledovala dalsi 24hodinova kultivace
v prosttedi 37 °C a 5 % CO,. Po uplynuti této doby bylo stazeno médium na biochemickd
stanoveni a bunky zpracovany na zhodnoceni intracelularnich analytd. Vysledky jsou z ddvodu
porovnavani dat ziskanych z min. 3 izolaci hepatocytld vyjadfeny jako % z ni¢im neovlivnéné

nesteatotické kontroly.

Skupina Obsah D-GalN Doba kultivace
Prvnich 24 hodin DalsSich 24 hodin
-GalN BSA
K
+GalN 2,5 - +GalN 30 BSA PFislusny obsah GalN
-GalN 0,75 mM OA + BSA
OA
+GalN 2,5 — +GalN 30 0,75 mM OA + BSA Pfislusny obsah GalN
-GalN 0,75 mM OA:PA 3:1 + BSA
OA:PA 3:1
+GalN 2,5 — +GalN 30 0,75 mM OA:PA 3:1 + BSA Prislusny obsah GalN

Tabulka ¢. 8 — usporadani experimentu

Hodnocena byla:

a) Aktivita bunécénych dehydrogenaz pomoci WST-1 testu
b) Viabilita bunék pomoci LDH leakage
c) Aktivita kaspdzy 3 k uréeni miry apoptdzy

d) Tvorba ROS k detekci oxida¢niho stresu
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Graf ¢. 17 — Hodnoceni WST-1 testu steatotickych hepatocytd kultivovanych 24 hod. s mastnymi kyselinami
k navozeni steatdzy in vitro a nasledné 24 hod. s D-GalN o koncentraci 2,5 — 30 mmol/I
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*** ys nicim neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - GalN); ooo vs pfislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné

D-GalN (samotna OA ¢i samotna OA:PA 3:1)
K: kontrolni hepatocyty 24 hodin kultivované ve Williams" E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) bez obsahu

mastnych kyselin a dalSich 24 hodin kultivované bez (- GalN) nebo s pridavkem uvedené koncentrace D-GalN v

mmol/I

OA; 3:1: hepatocyty 24 hodin kultivované v médiu s obsahem 0,75 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly
rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce ¢. 7) a dalSich 24 hodin kultivované bez (-GalN) nebo
s pridavkem uvedené koncentrace D-GalN v mmol/I

**%*: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=26

Kultivace hepatocytli se samotnou kyselinou olejovou ¢i OA:PA 3:1 méla za nasledek
signifikantni pokles WST-1 testu (p<0,001). Pridavek D-GalN ke steatotickym i nesteatotickym
hepatocytlm zpusobil signifikantni pokles aktivity bunéénych dehydrogenaz vici hepatocytiim
bez obsahu D-GalN. Mezi steatotickymi a nesteatotickymi hepatocyty s pridavkem D-GalN nebyl

v aktivité dehydrogenaz nalezen signifikantni rozdil (graf ¢. 17).
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Graf ¢. 18 — LDH leakage steatotickych hepatocytl kultivovanych 24 hod. s mastnymi kyselinami k navozeni
steatdzy in vitro a nasledné 24 hod. s D-GalN o koncentraci 2,5 — 30 mmol/|
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*** ys ni¢im neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - GalN); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem D-GalN; ooo vs pfislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné D-GalN (samotna OA ¢i samotna OA:PA
3:1); xxx vs OA:PA 3:1 se shodnym pridavkem D-GalN

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams" E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) 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 hodin kultivované v médiu s obsahem 0,75 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly
rozpustény v BSA (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce . 7) a dalSich 24 hodin kultivované bez (-GalN) nebo
s pfidavkem uvedené koncentrace D-GalN v mmol/|

**%*. (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=26

Pti kultivaci neztukovatélych hepatocytli s D-GalN doslo k signifikantnimu zvySeni LDH
leakage po 30 mM D-GalN (p<0,001). U steatotickych hepatocytll se intenzita LDH leakage po D-
GalN lisila podle mastnych kyselin uZitych k navozeni steatézy. U modelu se steatézou
navozenou 0,75 mM OA byl narlst LDH leakage statisticky vyznamny po 20 (p<0,05) a 30
(p<0,001) mM D-GalN, zatimco u modelu kombinujiccho OA a PA (0,75 mM 3:1) doslo
k signifikantnimu zvySeni po 5 (p<0,01); 10; 20 a 30 mM D-GalN (p<0,001). 2,5; 5; 10 a 20 mM
D-GalN navodil u steatotickych hepatocytll vyraznéjsi LDH leakage neZ v odpovidajicich

koncentracich u nesteatotickych hepatocytd (p<0,001). 5; 10 (p<0,05) a 20 mM (p<0,001) D-
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média neZ u skupin se steatézou indukovanou smési OA:PA 3:1 (graf ¢. 18).

Graf €. 19 — Aktivita kaspazy 3 steatotickych hepatocytl kultivovanych 24 hod. s mastnymi kyselinami k navozeni
steatdzy in vitro a nasledné 24 hod. s D-GalN o koncentraci 2,5 — 30 mmol/|
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*** ys ni¢im neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - GalN); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem D-GalN; ooo vs pfislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné D-GalN (samotna OA ¢i samotna OA:PA

3:1); xxx vs OA:PA 3:1 se shodnym pridavkem D-GalN
K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams" E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) 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 (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce ¢. 7) a dalSich 24 hod. kultivované bez (- GalN) nebo
s pfidavkem uvedené koncentrace D-GalN v mmol/|

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

Samotné navozeni steatdézy pomoci OA a OA:PA 3:1 nemélo na aktivitu kaspazy 3
signifikantni vliv. Aktivita kaspazy 3 se u vSech hepatocytl vyznamné zvysila po pridavku 2,5; 5 a
10 mM D-galaktosaminu (p<0,001). Nejvyrazné;jsi zvyseni aktivity kaspazy 3 bylo u vSech skupin
po 2,5 mM D-GalN. U nesteatotické skupiny a skupiny se steatézou navozenou pomoci
kombinace OA:PA v poméru 3:1 zpusobil signifikantni zvyseni aktivity kaspazy 3 rovnéz pridavek

20 mM D-GalN (p<0,001). Pridavek 2,5 (p<0,001) a 5 (p<0,01) mM D-GalN k hepatocytiim se
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steatézou navozenou pomoci OA zpusobil v porovnani s nesteatotickymi hepatocyty se
shodnym obsahem D-GalN nizsi aktivitu kaspazy 3. Oproti tomu u hepatocytld se steatézou
indukovanou pomoci kombinace OA:PA 3:1 byla po pfidavku 2,5 mM D-GalN zaznamendna
vysSsi aktivita kaspazy 3 neZ u nesteatotickych hepatocytll se shodnym pridavkem D-GalN
(p<0,001). U hepatocytll se steatézou navozenou pomoci OA 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 u hepatocytld se

steatézou indukovanou pomoci kombinace OA:PA 3:1 (graf ¢. 19).

Graf ¢. 20 — Tvorba ROS steatotickymi hepatocyty kultivovanymi 24 hod. s mastnymi kyselinami k navozeni
steatdzy in vitro a nasledné 24 hod. s D-GalN o koncentraci 2,5 — 30 mmol/|
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*** ys nicim neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - GalN); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pfidavkem D-GalN; ooo prislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné D-GalN (samotna OA ¢i samotna OA:PA
3:1); xxx vs OA:PA 3:1 se shodnym pridavkem D-GalN

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované ve Williams" E médiu s obsahem BSA (tabulka ¢. 7) 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 (obsah BSA ve vzorku je uveden v tabulce €. 7) a dalSich 24 hod. kultivované bez (- GalN) nebo
s pfidavkem uvedené koncentrace D-GalN v mmol/I

**%: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6
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Indukce steatdzy pomoci mastnych kyselin neméla na produkci ROS vyznamny vliv.
Tvorba ROS u viech skupin vzristala s pfidavkem D-galaktosaminu do média. U skupiny s OA byl
zaznamenan signifikantni vzestup tvorby ROS po pfidavku 10 (p<0,01); 20 a 30 mM D-GalN
(p<0,001). U hepatocytl se steatdzou indukovanou pomoci kombinace OA:PA 3:1 se produkce
ROS vyznamné zvysila u vSech testovanych koncentraci D-GalN (p<0,001). Produkce ROS byla
statisticky vyznamnéjsi pasobenim 2,5 (p<0,01); 5 a 10 mM D-GalN (p<0,001) na hepatocyty se
steatézou navozenou smési 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) zaznamendna nizsi tvorba
ROS neZ u hepatocytu se steatézou indukovanou kombinaci OA:PA 3:1 se stejnym obsahem D-

GalN (graf ¢. 20).

5.5. Hodnoceni potencidlniho protektivniho ucinku EGCG na rozvoj

z

steatdézy a lipotoxicity indukovany mastnymi Kyselinami v primarni
kultuie hepatocytu

Byly ptipraveny kultury v monolayeru podle ndvodu v sekci ,,Metodiky”. Nasledné bylo
k hepatocytim pridano Williams’ E médium bez nebo s obsahem EGCG o koncentraci 0,625;
1,25; 2,5 a 5 umol/I. Nasledné byly burniky 24 hodin kultivovany v prostiedi 37 °C a 5 % CO.. Poté
bylo médium stazeno a nahrazeno cerstvym 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/I bez nebo s obsahem EGCG o koncentraci 0,625; 1,25; 2,5 a 5 umol/I.
Kontrolni nesteatotické hepatocyty predstavovaly jamky s0,625 % BSA ve Williams™ E
médiu (viz tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin bez nebo s odpovidajicim pfidavkem
EGCG. Nasledovala dalsi 24hodinova kultivace v prostfedi 37 °C a 5 % CO.. Po uplynuti této doby
bylo stazeno médium na biochemickd stanoveni a bunky zpracovany na zhodnoceni
intracelularnich analytl. Vysledky jsou z divodu porovndavani dat ziskanych z min. 3 izolaci

hepatocytl vyjadieny jako % z ni¢im neovlivnéné nesteatotické kontroly.
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Skupina Obsah EGCG Doba kultivace
Prvnich 24 hodin Dalsich 24 hodin
-EGCG BSA
K
+EGCG 0,625 — +EGCG 5 | Prisl. obsah EGCG | BSA a pfisl. obsah EGCG
-EGCG 0,5 mM OA + BSA
OA
+EGCG 0,625 — +EGCG 5 | Pfisl. obsah EGCG | 0,5 mM OA + BSA a pfisl. obsah EGCG
OA:PA | -EGCG 0,5 mM 3:1 + BSA
3:1 +EGCG 0,625 — +EGCG 5 | Pfisl. obsah EGCG | 0,5 mM 3:1 + BSA a pfisl. Obsah EGCG
-EGCG 0,5 mM PA + BSA
PA

+EGCG 0,625 - +EGCG 5

Ptisl. obsah EGCG

0,5 mM PA + BSA a pfisl. obsah EGCG

Tabulka ¢. 9 — usporadani experimentu

Hodnocena byla:

a) Aktivita bunécnych dehydrogenaz pomoci WST-1 testu

b)
c)
d)
e)
f)
g)

Viabilita bunék pomoci LDH leakage

Aktivita kaspazy 3 k uréeni miry apoptdzy

Tvorba ROS k detekci oxidacniho stresu

Mira lipoperoxidace zhodnocenim hladiny MDA

Obsah TAG k uréeni miry steatdzy

Kvantitativni barveni Oil Red O k urceni miry steatdzy
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Graf ¢. 21 — Aktivita bunéénych dehydrogenaz hodnocena po 24hodinové preinkubaci hepatocytii s EGCG o
koncentraci 0,625 — 5 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytii s EGCG ve 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, samotna 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/|
a dalSich 24 hod. v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka €. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)
nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka ¢. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
***.: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

V neztukovatélé skupiné meéla preinkubace s EGCG o koncentraci 0,625; 1,25 a 2,5
umol/l za nasledek zvyseni aktivity bunécnych dehydrogenaz (p<0,001). WST-1 test klesal pod
uroven ni¢im neovlivnéné kontroly u steatotické skupiny 3:1, kterd byla preinkubovana s 5
umol/l EGCG (p<0,05) a u celé steatotické skupiny PA (p<0,001). Preinkubace steatotické
skupiny 3:1 s1,25 uM EGCG zpusobila zvySenou aktivitu bunéénych dehydrogenaz oproti
skupiné 3:1 bez obsahu EGCG (p<0,05), v ostatnich steatotickych skupinach neméla
preinkubace s EGCG Zzadny statisticky vyznamny vliv. Ve vSech steatotickych skupindch

preinkubovanych s EGCG (s vyjimkou skupiny OA s pfidavkem EGCG 5 umol/I) byl nalezen nizsi
97



WST-1 test neZz tomu bylo u nesteatotickych hepatocytli preinkubovanych s odpovidajici
koncentraci EGCG (OA s pfidavkem 0,625 a 1,25 uM EGCG; 3:1 s pfidavkem 0,625; 2,5 a 5 uM
EGCG a celd skupina PA preinkubovana s EGCG: p<0,001; OA s pfidavkem 1,25 uM EGCG a 3:1
s pfidavkem 2,5 uM EGCG: p<0,01). Steatotické skupiny OA a 3:1 mély signifikantné vyssi WST-1
test nez skupina PA s odpovidajicim pfidavkem EGCG (p<0,001) (graf ¢. 21).

Graf ¢. 22 — LDH leakage hodnoceny po 24hodinové preinkubaci hepatocytli s EGCG o koncentraci 0,625 — 5

pmol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytli s EGCG ve shodné koncentraci a mastnymi kyselinami o
celkové koncentraci 0,5 mmol/l k navozeni steatézy in vitro.
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*** ys ni¢im neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - EGCG); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem EGCG; ooo vs prislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné EGCG (samotna OA, samotna 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/|
a dalsich 24 hodin v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)
nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka ¢. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
***. (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

LDH leakage byl oproti ni¢im neovlivnéné kontrole signifikantné zvySeny pouze u

skupiny PA bez pfidavku EGCG (p<0,001). U skupiny s pouzitym steatogennim cinidlem PA a
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kombinace OA:PA 3:1 doslo pridavkem vSech koncentraci EGCG k signifikantnimu poklesu LDH
leakage oproti pfislusSnym steatotickym hepatocytim bez pridavku EGCG (p<0,001, pouze EGCG
0,625 ve skupiné OA:PA 3:1 (p<0,01)). U skupiny, kde byla jako steatogenni ¢inidlo vyuZita OA,
doslo oproti skupiné OA bez pridavku EGCG ke snizeni LDH leakage po pouziti EGCG 1,25 a 2,5
umol/I (p<0,05). Preinkubace EGCG o koncentraci 0,625 (p<0,01); 1,25 (p<0,01); 2,5 (p<0,001) a
5 (p<0,05) umol/I vedla u skupiny s PA k signifikantné vyssimu LDH leakage neZ tomu bylo u
nesteatotické skupiny s preinkubaci adekvatni koncentraci EGCG. Preinkubace EGCG o
koncentraci 0,625 (p<0,01); 1,25 (p<0,001); 2,5 (p<0,01) a 5 (p<0,05) pmol/l u skupiny
s kombinaci OA:PA 3:1 a EGCG o koncentraci 1,25 (p<0,05) a 2,5 (p<0,05) umol/I u skupiny s OA
vedla k signifikantné nizSimu LDH leakage neZ tomu bylo u skupiny s PA s preinkubaci adekvatni

koncentraci EGCG (graf ¢. 22).

Graf ¢. 23 — Aktivita kaspazy 3 hodnocena po 24hodinové preinkubaci hepatocytli s EGCG o koncentraci 0,625 — 5
pmol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytlti s EGCG ve shodné koncentraci a mastnymi kyselinami o
celkové koncentraci 0,5 mmol/l k navozeni steatozy in vitro.
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*** ys nicim neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - EGCG); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem EGCG; ooo vs pFislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné EGCG (samotna OA, samotna 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 pmol/|
a dalSich 24 hodin v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)

nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|
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OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka €. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Jakykoliv pridavek EGCG ke kulturam ve vSech skupindch a samotnd indukce steatézy
pomoci PA mély za nasledek vzestup aktivity kaspazy 3 oproti ni¢im neovlivnéné kontrole (OA +
0,625 uM EGCG: p<0,01; ostatni: p<0,001). Rovnéz preinkubace s EGCG ve steatotickych
skupinach s OA a OA:PA 3:1 zpUsobila narUst aktivity kaspazy 3 oproti pfislusSnym steatotickym
hepatocytim neovlivnénych EGCG (OA + 0,625 uM EGCG: p<0,01; ostatni: p<0,001). Po
preinkubaci s 0,625 UM EGCG a ndsledné indukci steatézy pomoci PA jsme zaznamenali vyssi

aktivitu kaspazy 3 oproti nesteatotickym hepatocytim se shodnym pridavkem EGCG (p<0,001)
(graf ¢. 23).

Graf €. 24 — Produkce ROS hodnocena po 24hodinové preinkubaci hepatocytti s EGCG o koncentraci 0,625 — 5
pumol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytli s EGCG ve shodné koncentraci a mastnymi kyselinami o
celkové koncentraci 0,5 mmol/l k navozeni steatézy in vitro.
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*** ys ni¢im neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - EGCG); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem EGCG; ooo vs prislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné EGCG (samotna OA, samotna OA:PA 3:1

¢i samotna PA); xxx vs PA se shodnym pfidavkem EGCG
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K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|
a dalsich 24 hodin v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)
nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka €. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
***. (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=26

Signifikantné vyssi produkce ROS oproti ni¢im neovlivnéné kontrole byla zaznamenana
pouze u steatotické skupiny s PA bez ovlivnéni EGCG (p<0,001). Preinkubace této skupiny se
vsemi testovanymi koncentracemi EGCG méla za nasledek pokles produkce ROS na uroven
ni¢im neovlivnéné kontroly (p<0,001). Steatotické hepatocyty s PA preinkubované s EGCG
vykazovaly vysS$i produkci ROS neZ nesteatotické hepatocyty preinkubované se shodnymi
koncentracemi EGCG (PA + 0,625 a 1,25 uM EGCG: p<0,001; PA + 2,5 a 5 uM EGCG: p<0,01),
zatimco mezi skupinou OA a 3:1 a nesteatotickou skupinou se shodnym pfidavkem EGCG nebyly
nalezeny vyznamny rozdily. Preinkubace nesteatotické skupiny (p<0,001), skupiny s OA (OA +
0,625 uM EGCG: p<0,05; ostatni: p<0,01) a kombinaci OA:PA 3:1 (3:1 + 0,625 a 1,25 uM EGCG:
bez statistické vyznamnosti; 3:1 + 2,5 a 5 uM EGCG: p<0,01) s EGCG byla nasledovana poklesem
produkce ROS oproti prislusnym hepatocytim neovlivnénych EGCG. Steatotické hepatocyty,
kde byla jako steatogenni Cinidlo pouzita OA nebo kombinace OA:PA 3:1, vykazovaly po
preinkubaci s EGCG nizsi produkci ROS neZ steatotické hepatocyty s PA o shodné koncentraci
pouzitého EGCG (OA bez EGCG, 3:1 bez EGCG a OA + 0,625 uM EGCG: p<0,001; OA +1,25a 2,5
UM EGCG a 3:1 + 0,625, 2,5 a 5 uM EGCG: p<0,01; OA + 5 pM EGCG a 3:1 + 1,25 uM EGCG:
p<0,05) (graf ¢. 24).
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Graf ¢. 25 — Tvorba malondialdehydu hodnocena po 24hodinové preinkubaci hepatocyti s EGCG o koncentraci
0,625 — 5 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytii s EGCG ve shodné koncentraci a mastnymi
kyselinami o celkové koncentraci 0,5 mmol/l k navozeni steatézy in vitro.
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*** ys ni¢im neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - EGCG); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem EGCG; ooo vs prislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné EGCG (samotna OA, samotna OA:PA 3:1

¢i samotna PA); xxx vs PA se shodnym pfidavkem EGCG

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v umol/|
a dalSich 24 hodin v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)

nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka ¢. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
***. (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Signifikantné vyssi tvorba MDA oproti ni¢im neovlivnéné kontrole byla zaznamendana
pouze u skupiny s PA bez ovlivnéni EGCG (p<0,05). Po preinkubaci této skupiny se vSemi
testovanymi koncentracemi EGCG jsme pozorovali nizsi tvorbu MDA oproti ni¢im neovlivnéné
kontrole (PA + 0,625 uM EGCG: p<0,05; PA + ostatni koncentrace EGCG: p<0,001) i proti
steatotické skupiné obsahujici pouze PA (p<0,001). Preinkubace steatotické skupiny s OA s 1,25;
2,5 a5 uM EGCG a steatotické skupiny s kombinaci OA:PA 3:1 s 5 uM EGCG méla za ndsledek
oproti prislusné steatotické skupiné bez EGCG pokles tvorby MDA (p<0,001). Po pfidavku 0,625
UM EGCG ke skupiné 3:1 (p<0,001); 1,25 uM EGCG ke skupiné OA, 3:1 a PA (p<0,001) a 2,5 uM
EGCG ke skupiné OA (p<0,01) a PA (p<0,05) byla oproti nesteatotickym hepatocytiim
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s pfislusSnym pridavkem EGCG nalezena nizsi tvorba MDA. Preinkubace nesteatotickych
hepatocytli s 2,5 a 5 uM EGCG byla nasledovana poklesem tvorby MDA (p<0,001) oproti ni¢im
neovlivnéné kontrole. Navozeni steatézy pomoci OA a kombinace OA:PA 3:1 vykazovala nizsi

tvorbu MDA nezZ pomoci PA a neZ ni¢im neovlivnéna kontrola (p<0,001) (graf ¢. 25).

Graf €. 26 — Obsah triacylglycerolii v hepatocytech hodnoceny po 24hodinové preinkubaci hepatocytii s EGCG o
koncentraci 0,625 — 5 umol/l a nasledné 24hodinové kultivaci hepatocytii s EGCG ve shodné koncentraci a
mastnymi kyselinami o celkové koncentraci 0,5 mmol/Il k navozeni steatdzy in vitro.
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*** ys ni¢im neovlivnéna nesteatoticka kontrola (K; - EGCG); +++ vs nesteatotické hepatocyty (K) se shodnym
pridavkem EGCG; ooo vs prislusné steatotické hepatocyty neovlivnéné EGCG (samotna OA, samotna OA:PA 3:1
¢i samotna PA); xxx vs PA se shodnym pfidavkem EGCG

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
a dalSich 24 hodin v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)
nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/|

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka €. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v umol/I
***: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=6

Po pridavku OA (p<0,001), kombinace OA:PA 3:1 (p<0,001) i PA (p<0,05) do média
kultivovanych hepatocytl jsme zaznamenali vzestup obsahu TAG oproti kontrole. Pokud byla
k navozeni steatézy pouzita OA (p<0,01) a kombinace OA:PA 3:1 (p<0,05), byl zjistén vyssi

obsah TAG neZ u PA. Preinkubace nesteatotické skupiny s 5 uM EGCG (p<0,01) a steatotické
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skupiny, kde byla pouzita OA, s 0,625 (p<0,05); 1,25 (p<0,05); 2,5 (p<0,01) a 5 (p<0,01) UM
EGCG méla za nasledek snizeni obsahu TAG v hepatocytech oproti ptislusné skupiné bez obsahu
EGCG. U vsech koncentraci EGCG pouZitych k preinkubaci hepatocytl s pridavkem OA a
kombinace OA:PA 3:1 jsme zaznamenali vysSi obsah TAG neZ u nesteatotickych hepatocytl se
shodnym pridavkem EGCG (p<0,001). V pfipadé skupiny PA tomu tak bylo po preinkubaci s
0,625 (p<0,001); 2,5 (p<0,01) a 5 (p<0,001) uM EGCG (graf &. 26).

Graf ¢. 27 — Barveni hepatocytti pomoci Oil Red O a nasledna extrakce barviva a jeho spektrofotometricka

detekce hodnocena po 24hodinové preinkubaci hepatocytld s EGCG o koncentraci 0,625 — 5 umol/l a nasledné

24hodinové kultivaci hepatocytl s EGCG ve shodné koncentraci a mastnymi kyselinami o celkové koncentraci

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

K: kontrolni hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
a dalsich 24 hodin v 0,625% BSA ve Williams” E médiu (tabulka ¢. 7) bez obsahu mastnych kyselin a bez (- EGCG)
nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v umol/|

OA; 3:1; PA: hepatocyty 24 hod. kultivované bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
v médiu a dalSich 24 hod. s obsahem 0,5 mM koncentrace mastnych kyselin, které byly rozpustény v BSA (obsah
BSA ve vzorku je 0,625 %; tabulka €. 7) a bez (- EGCG) nebo s pfidavkem uvedené koncentrace EGCG v pmol/I
*¥*%*: (p<0,001); **: (p<0,01); *: (p<0,05); n=26
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Po pridavku OA, kombinace OA:PA 3:1 i PA do média kultivovanych hepatocytl jsme
zaznamenali vzestup akumulace Oil Red O oproti kontrole (p<0,001). Preinkubace steatotické
skupiny, kde byla pouZita OA, s 0,625 (p<0,01); 1,25 (p<0,05); 2,5 (p<0,001) a 5 (p<0,001) uM
EGCG, skupiny, kde byla pouzita kombinace 3:1, s 0,625 (p<0,05), 1,25 (p<0,05) a 5 (p<0,001)
UM EGCG a skupiny s PA's 2,5 (p<0,01) uM EGCG méla za ndasledek snizeni akumulace Oil Red O
v hepatocytech oproti pfislusné skupiné bez obsahu EGCG. U vsech steatotickych skupin
preinkubovanych s EGCG jsme pozorovali vyssi akumulaci Oil Red O v hepatocytech neZ u
nesteatotické skupiny preinkubované se shodnou koncentraci EGCG (skupina 3:1 +5 uM EGCG:
p<0,01; ostatni: p<0,001) (graf ¢. 27).
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6. DISKUSE A ZAVERY

6.1. Porovnani Kkultivace primarnich hepatocytii v monolayeru a v

sendvicovém usporadani

Primarni kultury hepatocytl jsou pouzivany radu let jako alternativa k in vivo pokustm.
Kultivaéni technika tzv. monolayeru (jedné vrstvy bunék prichycenych k extraceluldarni matrix)
dovoluje béhem nékolika hodin vytvoreni kontaktl mezi burikami, buriky ziskavaji polygonalini
tvar (195). Toto 2D uspofadani vsak ma fadu omezeni. Dochazi k rychlé dediferenciaci
hepatocytll a ztraté jejich polarity na krevni a Zlu¢ovy pdl (218, 219). Byl pozorovan pokles
aktivit enzym@ . a Il. faze biotransformace nezbytnych pro metabolismus xenobiotik
(cytochromy P450, glutathion-S-transferdza, sulfotransferaza) (218, 220). Kromé aktivity se
snizuje také obsah CYP450 (211). Klesaji rovnéz aktivity antioxidacnich enzymu jako je kataldza,
superoxiddismutdza a glutathionperoxiddza. Naopak byl popsan narulst protein akutni faze,
napr. LPS vazajici protein, a-2-makroglobulin, feritin, inhibitor serinové proteazy B, haptoglobin
(218) a aktivity kaspaz 3 a 7 (195). V primarni kultufe nastdva také pokles funkéni kapacity
hepatocytli, ktery se zvySuje sdélkou kultivace (164). Dediferenciace hepatocytl je
doprovazena ztratou viability (182). Morfologicky lze postupné zaznamenat ztratu kontaktu
mezi buikami, buriky tvarové pripominaji fibroblasty a nakonec se odlucuji od extracelularni
matrix. Optimalizaci kultivacénich podminek Ize tento proces zpomalit. Sendvicova metoda, pfi
které jsou hepatocyty umistény mezi dvé vrstvy extracelularni matrix, umoZniuje vytvoreni
kontaktd nejen vzajemné mezi bunkami, ale také mezi burikami a extracelularni matrix a
priblizit tak vice in vitro podminky skute¢nému usporadani v jatrech. U hepatocytl se takto dafi
déle zachovat jejich funkce jako je produkce urey a albuminu (221), nedochazi tak rychle k
poklesu aktivity biotransformacnich enzymi (195, 222, 223). Otazkou je, zda jiz pfi kultivaci
trvajici 2 dny jsou vyhody sendvi¢ové techniky tak vyrazné a bylo by vhodnéjsi pouZzivat
sendvicovou techniku i pro kratkodobéjsi kultivace.

Faktorem ovliviiujicim stav a funkci bunék v kultufe je i sloZeni kultivatniho média.
Zpravidla se pouziva komerc¢né doddvané, v nasem pripadé Williams” E médium, které se dale
obohacuje o dalsi slozky podporujici pfichyceni bunék na kultivaéni jamku a udrzeni
diferencovaného fenotypu hepatocytl. Jednémi z nejéastéjSich suplement( kultivaéniho média
jsou hormony inzulin a glukagon, které se podili na utilizaci a metabolismu glukdzy. Inzulin je

potiebny pro spravnou produkci albuminu a zlepsuje prichyceni a morfologii hepatocytl (196).
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Glukagon stimuluje prezivani hepatocytl, aktivitu laktatdehydrogendzy, pyruvatkindzy a
glukokindzy, tvorbu mocoviny a glukoneogenezi. S pouzitim glukagonu je ovSem spojeno
zvysené odbouravani proteinl a sniZzena proteosyntéza a proto se vyuzivd pouze v kombinaci
sinzulinem (196). Proteosyntéza je podminéna dostatkem aminokyselin, které se z tohoto
dlvodu také mohou pridavat do média. V protokolech jednotlivych experimentl se pouzita
koncentrace inzulinu a glukagonu pohybuje ve velmi Sirokém rozmezi, 0,5-10 mg/I pro inzulin,
0,007-35 mg/I pro glukagon. Tento fakt velmi ztézuje porovnavani vysledkl (196).

Dalsimi hormony cdasto se vyskytujicimi v suplementaci jsou glukokortikoidy
(dexametazon, hydrokortizol). Glukokortikoidy zesiluji odpovéd bunék na inzulin a glukagon.
Dexametazon napomahd zachovat kanalikuldrni siti podobnou strukturu vytvorenou v in vitro
podminkach, podili se na udrZeni polygonalniho tvaru a zlepSuje mezibunéénou komunikaci
pres gap junctions (185). Podili se tak na udrzeni specifickych funkci hepatocyta.

K prevenci mikrobialni kontaminace kultur jsou média suplementovana antibiotiky a
antimykotiky. Nejhojnéji se vyuZziva penicilin v kombinaci se streptomycinem. Dale se mohou
média obohacovat o ristové faktory (napf. epidermalni rlstovy faktor), jejichz nevyhodou je
predevsim cena, o nikotinamid a antioxidanty (selen, a tokoferol ¢i kyselinu askorbovou).
Nefyziologickymi aditivy mohou byt latky jako dimethylsulfoxid ¢i rGzné induktory enzymf
(fenobarbital) (185, 196).

Diskutabilnim suplementem kultivacniho média je fetdlni bovinni sérum. Ackoliv bovinni
pankreaticky inhibitor trypsinu obsaZzeny v séru mUze mit uzitecny vliv na trypsinové protedzy v
membranach, jez se aktivuji izola¢nim stresem, a tak zamezit poizolacni autodegradaci bunék
(224), nékteré studie uvadéji priznivéjsi funkéni kapacitu, lepSi zachovani aktivity
biotransformacnich enzymu, delsi zachovani morfologickych znak( a polarity hepatocytl u
média bez jeho pridavku (185, 222).

Nasim ukolem bylo zavést sendviCovou kultivaci hepatocytli, porovnat ji s kultivaci v
monolayeru a dale zhodnotit vliv obsahu FBS v kultivacnim médiu na kulturu v monolayeru a
sendvici. Vzhledem ktomu, Ze sérum podporuje adhezi hepatocytl k podkladu pfi pfipravé
monolayeru nebo sendvicové kultury, bylo pro tento krok vidy pouzito. V dalSich dnech byly
buriky inkubovany v médiu s pfidavkem FBS nebo bez néj. Zaméfili jsme se na hodnoceni
viability hepatocytll, Uroven oxidacniho stresu a funkéni kapacitu hepatocytl. Parametry byly
méreny 2., 4., 6., 8. a 10 den kultivace. BohuZel, technické komplikace v nasem experimentu

nedovolily méreni parametrd 1. den kultivace, podafilo se pouze ziskat fotografie kultur.
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Viabilitu hepatocytl v kultufe jsme posuzovali podle LDH leakage. 2. kultivacni den byl
nejvyssi LDH leakage zaznamendn u kultur inkubovanych v monolayeru s FBS a u sendvicl bez
FBS. Tyto hodnoty vSak znamenaly pfiblizné 15% unik intraceluldrniho LDH do média. Od 4. dne
LDH leakage vyznamné narlstal u monolayert v porovnani se sendvici. 4., 6. a 8. kultiva¢ni den
byl viibec nejvyssi Unik LDH do média pozorovan u monolayert s pridavkem FBS. 10. kultivacni
den unikla u monolayeri do média pfiblizné tfetina LDH, zatimco u sendvic¢l zGstdval LDH
leakage nizky (cca 7 %); u monolayert doslo zadroven ke zvySené tvorbé malondialdehydu,
markeru lipoperoxidace.

Funkéni stav hepatocytll byl hodnocen z produkce albuminu hepatocyty. Od 4.
kultivacniho dne produkce albuminu v sendvi¢ové kultufe bez FBS vyrazné prevySovala syntézu
v monolayerech, v pripadé sendvice s obsahem FBS tomu tak bylo od 6. dne. V monolayeru od
6. dne kultivace tvorba albuminu postupné ustdvala, zatimco u sendvi¢i produkce setrvévala na
hodnotach prevysujicich droven 2. dne. K podobnym vysledkim dospéli i jini autofi (225).
Hepatocyty kultivované v sendviéi si zachovavaly polygonalni tvar, kontakty mezi burikami a
pfitomnost Zlucovych kanalkd i posledni den kultivace, zatimco hepatocyty v monolayeru
pocinaje 4. dnem ziskavaly tvar podobny fibroblastiim a z kultury se postupné odlucovaly.

Soudé z nasich vysledkd, kultivace v prvnich dvou dnech nepfindsi vyrazné rozdily mezi
technikou v monolayeru a sendvicovou metodou. Literarni zdroje uvadéji, ze LDH leakage byl u
sendvicovych kultur 1. den kultivace dokonce aZ dvojndsobné vyssi oproti monolayeru (222),
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 sendvi¢i proces trval 24 hod.
Soucasné energeticky stav bunék, resp. obsah ATP, byl prvni den kultivace u sendvici nizsi
(222).

Od 4. dne jiz ndmi sledované parametry poukazuji na vyhody kultivace v sendvidi,
zejména v médiu bez pridavku séra. VySe zminéni autofi 4. den kultivace dokumentuji LDH
leakage nizsi u kultur bez FBS (226) a nasledné do 10. dne LDH leakage prevysuje u monolayert
(195). Hodnocen byl rovnéz obsah redukovaného glutathionu v kulturach. U monolayer klesal
s casem kultivace, u sendvic¢l naopak nejprve mirné vzrostl a mirné poklesl az okolo 10
kultivacniho dne (222). Sendvicovy typ kultivace tedy podporuje vyssi schopnost antioxida¢ni
obrany proti rozvoji oxidacniho stresu, ke kterému dochazi béhem kultivace (195, 226), coz by
mohlo vysvétlit nizkou Uroven lipoperoxidace v nasich sendvicovych kulturach. Velmi ddlezitym

aspektem pro upfednostnéni sendvicové kultivace je Uroven aktivity biotransformacnich
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enzymQ, coZ je zasadni napr. pri farmakologickych studiich zamérenych na lékové interakce.
Kultivaci v monolayeru, zejména se sérem, klesa aktivita enzyma 1. i Il. faze biotransformace
(222, 226-229). Sendvicova technika kultivace mlzZe omezit tento pokles, resp. udrzet aktivitu

relativné stabilni az 14 dni (222, 226, 230).

Zaveér: Podafilo se ndam do nasi laboratore zavést metodiku sendviCové kultivace
primarnich hepatocytl potkana. Vyrazné rozdily stavu hepatocytl byly zaznamenany od 4. dne
kultivace, kdy sendvicovy model poskytuje lepsi zachovadni morfologickych i funkénich
parametrd hepatocytl. Nicméné, pro nasSe ucely studia mechanisml hepatotoxicity a
potencidlnich hepatoprotektiv na 1 az dvoudennich kulturach by méla postacit metodika

kultivace v monolayeru.

6.2. Model steatdzy indukovany v primarni kultuire hepatocyti pomoci
kyseliny olejové a palmitové

NAFLD je charakterizovana akumulaci tuk(l v hepatocytech a histopatologicky obraz
onemocnéni se pohybuje od prosté steatdzy az po zanétlivé zmény jater s fibrotizaci tkdné
(NASH), ktera je rizikovym faktorem vzniku cirhézy ¢i hepatoceluldarniho karcinomu. Pro
studium této problematiky je sice moiné vyuZit experimentalni in vivo modely, jednou
z nevyhod je vSak nékolikatydenni podavani diety indukujici NAFLD, resp. NASH. Vzrasta tak
obliba poutziti in vitro modell jako ¢asové, legislativné a financné privétivéjsich, alespon pro
urcitou fazi experimenta.

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 nasycenda kyselina palmitova (C16:0) a
mononenasycena kyselina olejova (C18:1) (203, 231). V dobé, kdy tato nasSe studie vznikala,
existoval omezeny pocet praci popisujicich uc¢inky téchto kyselin na mysi (202, 204, 205), husi
(206) ¢i lidské (207) hepatocyty v primarni kultufe a na hepatoceluldrni nddorové linie (203,
204, 208, 232-234). Nicméné uspokojivé udaje o dopadu na hepatocyty potkana, které byvaji
v modelech in vitro hojné vyuzivany, nebyly nalezeny. VétSina studii porovnavajici ucinky
kyseliny palmitové (PA) a olejové (OA) se shodla v tom, Ze palmitova kyselina plsobi vice
cytotoxicky a proapoptoticky neZz olejova (202, 203, 208). V otazce, kterad z kyselin zplsobuje
vys$si akumulaci tukd v jatrech, ovsem tyto prace jednotné nejsou. Na variabilitu vysledkd mohla
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mit vliv druhova specifita zkoumanych hepatocytl i pouZiti rozmanitych koncentraci mastnych
kyselin. Nasim cilem bylo ukdazat, jaky efekt ma PA a OA na rozvoj steatdzy, cytotoxicitu a na
funkéni kapacitu potkanich hepatocytl v primarni kulture, ktery nebyl v literatufe uspokojivé
popsan.

V nasi praci vedl| pridavek kyseliny palmitové i olejové k signifikantnimu ndrdstu obsahu
TAG v hepatocytech, ktery byl zavisly na koncentraci mastnych kyselin v médiu. Gdmez-Lechdn
a kol. nenalezli mezi jednotlivymi kyselinami v otazce miry ztukovaténi hepatocytl signifikantni
rozdil (203). OvSem Malhi et al. uvadi, Ze po kultivaci HepG2 s 0,2 mM kyselinou palmitovou
byla steatdza vyraznéjsi nez po stejné koncentrované kyseliné olejové. Oproti tomu Ricchi et al.
zaznamenali vy$si akumulaci TAG v HepG2, HuH7 a WRL-68 bunkach po inkubaci s kyselinou
olejovou. V jejich praci vsak byly koncentrace obou kyselin vyssi, a to 0,66 mmol/l. Tyto
poznatky se shoduji s nasimi vysledky, kde v nizsSich koncentracich (0,25; 0,5 mM) mastnych
kyselin v médiu pusobila jako vétsi steatogenni cinidlo kyselina palmitova, ve vyssSich
koncentracich (0,75; 1 mM) vykazovala vétsi steatogenni efekt naopak kyselina olejova.

Pan et al. (2010) na izolovanych husich hepatocytech hodnotil expresi enzymu DGAT, jez
patfi do skupiny enzym0 podilejicich se na syntéze TAG, ktera se s rlistem koncentrace PA (0,9;
1,2 mM) postupné snizovala. Vzrastajici koncentrace PA tedy mlzZe mit dopad na utlum tvorby
TAG. Fakt, Ze PA neni schopna navodit inkorporaci mastnych kyselin do TAG tak efektivné jako
OA, byl dokumentovan také na HepG2 a potkanich hepatomovych burikdch H4IIEC3 (208, 235).
Naruseni syntézy TAG bylo pozorovdno rovnéZ po expozici jiné nasycené mastné kyseling —
stearové (232). Tvorba TAG indukovana olejovou kyselinou mizZe byt alespon zc¢asti vysvétlena
zvySenim exprese lipogennich transkripcnich faktord SREBP-1 a PPAR vy (208).

Po inkubaci hepatocytll se smési OA:PA v nasi prdci zavisel obsah TAG na celkové
koncentraci mastnych kyselin. Dosazena hladina TAG po pfidavku smési OA:PA byla srovnatelna
s hladinami TAG nalezenymi po inkubaci hepatocytll s adekvatni koncentraci olejové kyseliny.
Zvysujici se podil olejové kyseliny ve smési s PA stupen ztukovaténi dale neovlivnil.

Nase vysledky potvrdily, Ze palmitova kyselina vystupuje jako cytotoxické agens, coz je
v souladu se zavéry studii na hepatomovych liniich a lidskych primarnich kulturdch hepatocyt(
(202, 236). Po vystaveni hepatocytl PA klesal WST-1 test vyrazné prudceji nez po OA. LDH
leakage rostl v zavislosti na davce od 0,25 mM koncentrace PA, zatimco po OA se Unik LDH do
média zvySoval od koncentrace 1 mmol/l. ZvySeny LDH leakage byl doprovazen snizenou

funkéni kapacitou hepatocytl oproti kontrolam.
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Mezi mirou steatdézy a rozsahem poskozeni bunék nebyla nalezend pfima umeéra.
Existuje predstava, Ze inkorporace volnych mastnych kyselin do TAG muze pusobit jako
mechanismus vedouci k ochrané jater pred toxicitou volnych mastnych kyselin (208, 237, 238).
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. Tudiz syntéza TAG z mastnych kyselin nemusi nutné znamenat ochranu pred
poskozenim.

Cytotoxicita nasycenych mastnych kyselin je provadzena apoptézou (202, 203, 208).
V nasi praci jsme po inkubaci hepatocytlli s PA zaznamenali signifikantni vzestup aktivity
exekutivni kaspazy 3. Oproti tomu expozice bunék OA nezpUsobila vzrist aktivity kaspazy 3.
Ostatni autofi popisuji také nulovy Ci pouze maly efekt kyseliny olejové na indukci apoptozy
(208, 239, 240). Mechanismus proapoptotického plsobeni PA neni presné znam. Jako
vyznamny faktor pro apoptdzu navozenou saturovanymi mastnymi kyselinami vystupuje stres
endoplazmatického retikula, pfi kterém dochazi k uUniku kalcia do cytosolu (235, 241, 242).
Dalezitou roli sehrdvaji mitochondrie. PA v komplexu s kalciem navozuje otevieni MPTP, coz
nasledné vede k poklesu mitochondridlniho membranového potencidlu (MMP) a uvolnéni
proapoptotického cytochromu C (243, 244). Pro Ucast mitochondrii v aktivaci apoptdzy svéddi i
nalez zvySené aktivity kaspazy 9 po vystaveni HepG2 bunék kyseliné palmitové, zatimco olejova
kyselina neméla vliv (203). Nase vysledky dokumentuji pokles MMP po inkubaci hepatocyt(
s PA. Tento pokles vykazoval zavislost na ddvce. Od 1 mM PA jsme pozorovali takrka Uplné
vymizeni MMP. V pfipadé olejové kyseliny byl MMP zachovan.

Mocnym stimulem schopnym spustit apoptotickou kaskadu v burice je oxidacni stres.
Vystaveni palmitové kyseliné vede k tvorbé ROS (245). V nasi praci jsme po inkubaci hepatocytu
s PA zaznamenali zvySenou tvorbu ROS, kterd korespondovala s aktivaci kaspazy 3. Je tedy
pravdépodobné, Ze vznik reaktivnich kyslikovych radikal(i hraje v apoptdze navozené mastnymi
kyselinami vyznamnou roli. Kultivace bunék s kyselinou olejovou naopak nezpUlsobila tvorbu

DileZitou otazkou bylo, zda dokdze soucasna prfitomnost mononenasycené olejové
kyseliny ochranit potkani hepatocyty pred cytotoxickym ucinkem kyseliny palmitové (208).
V nasi praci vykazovala smés OA:PA v celkové koncenraci 0,5; 0,75 a 1 mmol/I nizsi cytotoxicitu
nez samotnd PA v odpovidajicich koncentracich. Zajimavym zjisténim bylo, Ze ekvimolarni smés
OA:PA zpuUsobovala signifikantné nizsi cytotoxicitu nez samotnd PA o polovi¢ni koncentraci.

Tato smés OA:PA chranila bunky pfed produkci ROS a aktivaci kaspazy 3. Omezeni cytotoxicity
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bylo doprovazeno zachovanim syntézy albuminu v potkanich hepatocytech. Tyto vysledky
prokazuji protektivni efekt mononenasycené olejové kyseliny vicéi poskozeni nasycenou
palmitovou kyselinou. Tento vyznamny protektivni Gcinek byl potvrzen jinymi autory i pozdéji
po publikaci nasSich vysledkl (246). PA zpUsobuje pokles MMP, aktivaci apoptdézy a bunécénou
smrt, které jsou Uzce asociovany se zménami ve skladbé bunécnych fosfolipidl (235).
V uvedené praci mél pridavek OA k PA za ndsledek sniZeni inkorporace PA do bunécénych
fosfolipidli a zvySeni esterifikace TAG (235). K zavéru, Ze nenasycené mastné kyseliny jsou
schopny podpofit ukldadani nasycenych MK do TAG a zabranit tak jejich proapoptotickému
pUsobeni, dospéli i dalsi autofi (247, 248). V nasi praci smés OA a PA v koncentraci 0,75 mM a 1
mM skute¢né navodila vysSi tvorbu TAG neZ samotna PA v odpovidajici koncentraci.
S pribyvajicim podilem PA ve smési s OA vsak narGstal unik LDH z hepatocytl, i kdyZ se obsah
TAG signifikantné neménil, respektive zavisel pouze na celkovém obsahu mastnych kyselin. Jak
bylo zminéno vySe, podpora produkce TAG pravdépodobné nebude kliCovym ochrannym
mechanismem pred cytotoxickym Ucinkem PA, prestoze pridavkem OA doslo k potlaceni tvorby
ROS a aktivace apoptdzy. Slibnéjsim vysvétlenim ochranného ucinku OA muze byt jeji vliv na
regulacni enzym JNK. V jatrech jsou zastoupeny dvé izoformy JNK — JNK1 a JNK2. ZvySend
aktivita JNK byla nalezena u experimentalnich zvifecich modell obezity (249, 250) a rovnéz u
pacientd s NASH (251, 252). Enzym JNK je schopen spustit mitochondridlni cestu aktivace
apoptdzy bud' inhibi¢ni fosforylaci protiapoptotické rodiny Bcl2 (253) ¢i stimulaéni fosforylaci
proaptotické rodiny Bax (254). Navozenim stresu endoplazmatického retikula by mohlo dojit
k aktivaci JNK a nasledné k apoptdze zavislé na mitochondriich (246). In vitro studie na HepG2
buikdch dokumentuje signifikantni efekt palmitové kyseliny na aktivaci JNK s naslednou
aktivaci Bax a inhibici Bcl2, coZ vyustilo aktivaci exekutivniho enzymu apoptotické kaskady
kaspazy 3. OA byla schopna signifikantné potlacit efekt PA na JNK, Bax, Bcl2 i kaspdzu 3 (246).
Po pridani inhibitoru JNK ovSsem nedoslo k potlaceni toxického ucinku PA tak efektivné, jako pfi
pridavku OA. Vliv OA na JNK tedy vysvétluje protektivni efekt OA jen ¢astec¢né (246). Inhibice
apoptdzy navozené mastnymi kyselinami je ddvana také do souvislosti s autofagii. Tento proces
se jevi jako urcita ochrana bunék pred toxickym ucinkem mastnych kyselin a souvisi také s drive
zminénym poklesem intracelularniho obsahu TAG. Mechanismus jeho protektivniho Ucinku
popf. za jakych okolnosti mlzZe autofagie vést ke smrti bunék vlivem mastnych kyselin neni
dobfe zndmo. UvaZuje se, Ze autofagie mUze ptispét ke zmirnéni stresu endoplazmatického

retikula (255), o prechodu bunky k apoptéze i v pfitomnosti autofagického procesu rozhoduje
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nejspise stav proapoptotickych protein(i Bax/Bak (241). Vyse v literature popsany inhibi¢ni efekt

OA na Bax by tuto teorii mohl podpofit.

Zaveér: V primarni kulture potkanich hepatocytd mohou obé kyseliny pfi izolovaném
pouziti navodit signifikantni zvySeni obsahu TAG, které je vsak v pfipadé PA provazeno
vyraznym cytotoxickym ucéinkem s produkci ROS, poklesem mitochondridlniho membranového
potencialu a funkéni kapacity hepatocytd s markery jak apoptozy, tak nekrozy. Pouziti smési OA
a PA je doprovazeno vznikem stetatdzy spojené s nizsi cytotoxicitou a lépe zachovanou funkéni
kapacitou hepatocytu. Pfi volbé adekvatniho modelu je nutné brat v ivahu jeho pouziti, resp.
situaci, jiz ma simulovat. Jako optimalni k navozeni prosté steatdézy se zachovanim vysokého
stupné viability bunék se jevi pouziti samotné OA, popf. OA v kombinaci s PA, avsak s vyssim
podilem OA (3:1; 2:1) o celkové koncentraci 0,5 mM, ptipadné 0,75 mM. Takovy in vitro model
by mohl byt vyuZzit ke studiu mechanismU potencidlné zvySené citlivosti hepatocytl s prostou
steatdzou vUci toxickému poskozeni. Pochopeni zminénych mechanism( je predpokladem pro
moznou ochranu ztukovatélych hepatocytli pred poskozenim. Modely s vyssim podilem PA jsou
provazeny apoptdzou a vysSi cytotoxicitou a mohou se vice pfriblizovat k in vitro simulaci

podminek NASH.

6.3. Hodnoceni protektivniho ucinku EGCG na hepatocyty v primarni
Kultuie modelové poskozené D-galaktosaminem

Hlavni komponentou zeleného nefermentovaného caje jsou katechiny, predevsim
epigalokatechin galat (EGCG), ktery ma silné antioxidac¢ni ucinky. Tato slozka mUzZe byt ucinna
predevsim pro choroby spojené s oxidacnim stresem (256). Jaterni poskozeni je casto
asociované s oxidac¢nim stresem, ktery hraje vyznamnou roli v indukci smrti hepatocytd.
AntioxidaCni terapie mulzZe v prevenci jaternich poskozeni predstavovat slibnou strategii.
Experimentalni studie potvrzuji, Ze peroralni prijem extrakt( zeleného caje, a predevsim jeho
hlavni slozky — EGCG, mUZe omezit hepatotoxicitu (257, 258). Vzrlistd ovsem i pocet praci, které
naznacuji, Ze EGCG muZe pUsobit naopak prooxidacné a k toxicité tak vést (259, 260). Jeho
hepatotoxicita mize byt disledkem pouziti vysokych davek extraktl zeleného caje (259-261).
Vyznamnou roli hraje rovnéz davkovani EGCG ve vztahu k expozici hepatotoxické latce (262).

Extrakt zeleného caje, ktery byl mySim podan pred toxickou davkou acetaminofenu (APAP), mél
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za nasledek snizeni hepatotoxicity, zatimco podani extraktu zeleného caje po vystaveni APAP
mélo opacny ucinek (262).

Vétsina experiment(l byla provadéna predevSim na zvifatech po enterdlnim podani
EGCG. Koncentrace EGCG ve tkani po enteralnim podani jsou nizsi, nez bychom ocekavali podle
celkové koncentrace EGCG vplazmé (263). Farmakokinetické vlastnosti katechinl jsou
intenzivné studovanym problémem (263, 264). Vyznamnou ulohu v nizké biodostupnosti
katechinl mulzZe hrat jejich konjugace v tenkém strevé. Po i.v. podani mohou byt tkané
vystaveny vysSim davkdm volného EGCG, neZ je tomu po enteralnim podani. Volné EGCG tedy
nejspise vstupuje do tkani snadnéji. Po enterdlni i intravendzni aplikaci byl ve tkanich skutecné
nalezen predevsim volny EGCG. Nadbytek volného EGCG ve tkani mlzZe byt zplsoben také
vyluCovanim konjugovaného EGCG ven ztkané (263). Vztah mezi davkou a procentudlnim
zastoupenim konjugovaného vs. nekonjugovaného EGCG neni pfesné znam (265).

In vitro techniky odstranuji problém nizké biodostupnosti a umozZnuji tak urceni
koncentraci dané latky, které jsou pro hepatocyty netoxické ¢i maiji urcity hepatoprotektivni
efekt. Cilem nasSi prace bylo stanovit potencidlni 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, a nebo byly hepatocyty 24
hodin preinkubovany se samotnym EGCG.

Zjistili jsme, Ze pro intaktni hepatocyty v primarni kultufe jsou netoxické davky EGCG v
rozsahu 1,25 - 10 umol/l. Cytotoxicky efekt byl pozorovan od 20 uM koncentrace EGCG. Jini
autofi testujici cytotoxicitu v in vitro podminkach na hepalclc7 mysich urcili jako toxické davky
EGCG od 100 umol/I (259). Vliv na variabilni citlivost k EGCG mohl mit jiny druh pouZitych
pokusnych zvirat. Bylo zdokumentovano, Ze toxicita EGCG se lisi i u rliznych kmen0 mysi, roli
hralo také pohlavi zvifat (266). V nasi praci netoxické ddvky 1,25 - 10 uM EGCG chranily
hepatocyty pred hepatotoxicitou zplUsobenou 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 zmirnila poSkozeni hepatocyt(, zatimco simultanni podani EGCG a
D-GalN selhalo.

Smrt hepatocytll zplsobend D-GalN spojend s narlstem oxidacniho stresu a zvySenou
produkci ROS byla popsdna v in vivo (267, 268) i in vitro (269, 270) podminkach. V nasem
experimentu doslo k zachovani viability hepatocyt(, kterd korelovala s omezenim zvySené

lipoperoxidace zplsobené D-GalN. Katechiny jsou povaZzovany za ucinné “zhasece” ROS. EGCG

.....
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fazi lipoperoxidace. Pokud EGCG vstoupi do lipidové dvojvrstvy, tento protektivni efekt se mize
projevit v cytoplazmatické membrané (271). D-GalN puUsobi prooxida¢né jednak indukci
lipoperoxidace a dale snizenim obsahu GSH v hepatocytech (164, 272). Bunky reaguji na
lipoperoxidaci indukci antioxidacnich mechanism( (273). GSH je velmi podstatnd molekula
vystupujici jako zhasec a eliminator reaktivnich metabilitd a ROS (262). Bylo zdokumentovano,
Ze EGCG je k likvidaci lipoperoxidace vyuzivan prednostné pred GSH, ¢imz chrani pred poklesem
GSH a oxida¢nim poskozenim (256, 274). V nasi praci EGCG sice zmirnil lipoperoxidaci, nicméné
ucinek na zachovani hladiny GSH nebyl potvrzen. Zeleny ¢aj mize zvysit biosyntézu glutathionu
(275). 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 antioxidacnich mechanism( schopnych redukce GSSG na GSH (276). Vznikly GSSG také
velice ochotné prochdazi membranou do kultivacniho média (163), kde jsme koncentrace GSH a
GSSG nestanovovali. Na izolovanych hepatocytech byla zaznamendna schopnost EGCG reagovat
s GSH a zpUsobit tak jeho prechodny nedostatek (262, 277). Kultivace hepatocytli s EGCG a D-
GalN (bez predchazejicicho preinkubace s EGCG) mohla v protektivnim ucinku selhat diky
prohloubeni nedostatku GSH.

D-GalN ovliviiuje také metabolické funkce. V nasi praci potlacoval syntézu albuminu a
urey. Toxicita D-GalN je spojovana s nedostatkem uridinu a naruseni tvorby RNA a protein(
(278). Nejsou dostupné informace o tom, Ze by hladinu uridinu v hepatocytech narusoval i
EGCG. Oxidacni stres navozeny D-GalN je doprovazen produkci prozanétlivych cytokinl (267).
syntézy albuminu (279-281). NemUzeme tedy vyloucit, Ze v nasi studii byla narusena tvorba
albuminu v reakci na produkci prozdnétlivych cytokinG. Ackoliv literarni data naznacuji
protektivni efekt zeleného ¢aje na uvolnéni a ucinnost prozanétlivych cytokint (257, 267, 282),
které mély za nasledek snizeni hepatotoxicity, nase vysledky nenalezly protektivni efekt EGCG

na syntézu albuminu.

Zavér: Protektivni efekt na potkani hepatocyty v primarni kultufe poskozené D-
galaktosaminem vykazovala pouze preventivni preinkubace s EGCG, zatimco podani EGCG
pouze zaroven s hepatotoxinem selhalo. K ochrané plazmatické membrany mohla pfispét
redukce peroxidace lipidi pfitomnych v lipidové dvojvrstvé. Ackoliv pozitivni efekt EGCG na
produkci GSH nemuizeme vyloucit, oxidacni stres indukovany v nasi praci nejspiSe presahl

schopnost antioxidacnich mechanismd zvratit nedostatek GSH v hepatocytech. Nasledkem
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tohoto muzZe byt i fakt, Ze v nasi studii nedoslo k zachovani funkéni kapacity hepatocytl. Slibnou
strategii vedouci k moznému prohloubeni hepatoprotektivniho Ucinku EGCG by mohlo byt

prodlouzeni doby preventivni expozice této latce.

6.4. Hodnoceni citlivosti  primarni  Kkultury hepatocytu s prostou
steatozou navozenou mastnvmi Kkyselinami na toxické poskozeni D-

galaktosaminem

Bylo prokazano, Ze pacienti s NAFLD mohou vykazovat vy$si nachylnost k Iékovému
posSkozeni jater nez béina populace (283, 284). Tento fenomén muzZe byt zplsoben
polypragmazii, ktera je frekventovanym problémem obéznich a NAFLD pacient(, ale také
dopadim |éciv potencovat (285). | kdyz se NAFLD muzZe jevit jako pomérné benigni a
reverzibilni onemocnéni, je doprovazeno zvySenym oxidaénim stresem (286, 287), vyssi
produkci prozanétlivych cytokinl (288) a dysfunkci mitochondrii (131, 289-291). To mlzZe byt
pri¢inou vyssi citlivosti hepatocytl k toxickému poskozeni (130-132, 292). Je pravdépodobné, ze
prosté ztukovaténi jater bez klinickych potizi ¢asto unikad diagnostice a vyvstavd otdzka, zda
steatdza jater bez vyraznéjsiho jaterniho poskozeni mlze také ménit citlivost hepatocytl
k toxickému poskozeni.

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

Navozeni steatdzy bylo dle ocekdvani s ohledem na predchozi vysledky provazeno
poklesem WST-1 testu. D-GalN ve vSech koncentracich vyrazné snizoval aktivitu bunécnych
dehydrogenaz oproti kontrole i oproti pfislusné steatotické skupiné bez pridavku D-GalN.
Signifikantni rozdil mezi u¢inkem pfislusné koncentrace D-GalN na ztukovatélé a neztukovatélé
hepatocyty nebyl ve WST-1 testu nalezen. V nasem experimentu samotna OA i kombinace
OA:PA 3:1 bez pridavku D-GalN zp(sobila vyssi unik LDH do média ve srovndni s nesteatotickou
kontrolou. V predchozi kapitole ,,Model steatdzy indukovany v primdrni kulture hepatocytu
pomoci kyseliny olejové a palmitové” vsak nebyl vliv OA ¢i kombinace OA:PA 3:1 o koncentraci

0,75 mmol/l na LDH leakage nalezen. Vliv mize mit rozdilna celkova doba kultivace. Zatimco pfi
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zavadéni steatotického modelu probihal sbér vzorkd po 24 hod. kultivace, u stavajiciho pokusu
byla inkubace kultur 48 hodinova — prvnich 24 hodin s mastnymi kyselinami a po vyméné média
dalSich 24 hodin s Williams‘ E médiem s nebo bez pfidavku D-GalN.

Pridavek D-GalN k nesteatotickym hepatocytlim mél za nasledek zvysSeni aktivity
exekutivni kaspazy 3, a to v pfitomnosti 2,5 - 20 mM D-GalN. Nejvyssi pouzitd koncentrace D-
GalN, 30 mmol/l, jiz nezvysovala aktivitu tohoto enzymu apoptotické kaskady, ale soudé z LDH
leakage poskozeni hepatocytl ziskavalo nekroticky charakter. Oproti tomu u steatotickych
hepatocytll nekrotické zmény pfichazely jiz v nizSich koncentracich D-GalN a lisily se s ohledem
na pritomnost PA. U steatotickych hepatocytli, kde bylo ztukovaténi indukovdno pomoci
olejové kyseliny, plsobil D-GalN nekrézu od 20 mM a u hepatocytl se steatézou navozenou
kombinaci OA:PA 3:1 byl LDH leakage zvyseny jiz od 5 mM koncentrace D-GalN. Dale jsme po
pridavku 2,5 - 20 mM D-GalN ke steatotickym skupindm pozorovali vyssi LDH leakage, nez tomu
bylo u pridavku shodnych koncentraci D-GalN k neztukovatélym hepatocytlim. Navic po
pridavku 5 - 20 mM D-GalN k hepatocytlim se steatdzou navozenou pomoci samotné OA se
zvysSil LDH leakage méné, nez kdyz byla jako steatogenni Cinidlo pouzita smés OA:PA 3:1. Tyto
vysledky dokumentuji vyssi citlivost steatotickych hepatocytl k toxickému poskozeni D-GalN.
V praci porovnavajici uc¢inek D-GalN na hepatocyty izolované z normalnich a steatotickych jater
potkana (indukovano podavanim vysokotukové diety po 6 tydnud) 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. Narust aktivity kaspazy 3
nebyl pozorovan v zadné ze skupin (293).

Oxidacni stres prispivd k rozvoji toxického ucéinku D-GalN (270, 272, 294). Steatotické
hepatocyty mohou byt citlivéjsi k navozeni produkce ROS a lipoperoxidace pisobenim D-GalN
(293). V nasi préci pridavek D-GalN do média k hepatocytlim se steatézou navozenou pouze
olejovou kyselinou nezvySoval oproti nesteatotickym hepatocytlim se stejnym pridavkem D-
GalN produkci ROS ani aktivitu kaspazy 3. Jind situace byla ovsem v pfipadé, kde byla jako
steatogenni Cinidlo pouzita kombinace OA:PA. Po pfidavku 2,5 - 10 mM D-GalN ktémto
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. ZvySend produkce ROS navozuje dysfunkci mitochondrii a MPTP (42). 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
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OA a PA, zda se, Ze k zesileni poskozujiciho ucinku prfidaného D-GalN postacuje i podstatné

mensi obsah PA ve steatogennim Cinidle.

Zaveér: Nase vysledky s pouzitim in vitro modelu steatdzy primarnich hepatocytd potkana
navozené mastnymi kyselinami potvrzuji vyssi citlivost steatotickych hepatocytld k toxickému
poskozeni D-galaktosaminem. Mira citlivosti zavisi na pfitomnosti kyseliny palmitové ve
steatogennim médiu. Lze spekulovat, Ze svoji Ulohu sehravd oxidacni stres a mitochondrialni
dysfunkce, které jsou palmitovou kyselinou vyrazné podporovany. Ochranny efekt, ktery
vykazuje olejova kyselina na cytotoxické plsobeni kyseliny palmitové, se pravdépodobné

v tomto pripadé neuplatnil, mechanismus je vsak tfeba dale zkoumat.

6.5. Hodnoceni potencidlniho protektivniho u¢inku EGCG na rozvoj

steatdozy a lipotoxicity indukovany mastnymi Kkyselinami v primarni
kKultui‘e hepatocytu

Vzhledem k tomu, Ze nase vySe uvedené vysledky i literarni data poukazuji na moznost
zvysené citlivosti steatotickych hepatocytl na toxické poskozeni, ddle nds zajimalo, muaze-li
EGCG snizit rozvoj steatdzy a popr. tlumit lipotoxicky ucinek. EGCG je pouzivan k redukci
hmotnosti, ma patrné vliv na snizeni absorpce mastnych kyselin ze stfeva, podporuje oxidaci
mastnych kyselin a inhibuje syntazu mastnych kyselin (295-298). V nasi studii jsme vyuZili model
in vitro steatdzy navozeny OA, kombinaci OA a PA 3:1 a PA v celkové koncentraci mastnych
kyselin 0,5 mmol/l. Dle nasich vyse uvedenych vysledkd OA, resp. OA s PA navodi steatdzu,
avSak bez vyrazného poskozeni hepatocytli. PA indukuje steatézu provdzenou 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 o¢ekavani 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 pritomna OA, ke zvySeni téchto parametr(i indukci steatézy nedoslo,
ovsem i v téchto skupindch vedl| pfidavek EGCG k poklesu uniku LDH do média a tvorby ROS, a

to pod hodnoty nesteatotickych hepatocytl neovlivnénych EGCG. V zavislosti na koncentraci
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EGCG doslo i k poklesu tvorby MDA. EGCG snizil LDH leakage a tvorbu ROS dokonce i u
nesteatotickych bunék, v koncentraci 2,5 a 5 uM utlumil lipoperoxidaci. O tom, Ze EGCG je
lipoperoxidace, jsme se jiz v predchozi diskusi zminovali. Pokud EGCG vstoupi do lipidové
dvojvrstvy, tento protektivni efekt se mlze projevit v cytoplazmatické membrané (271).
Schopnost snizit oxidaéni stres uc¢inkem EGCG byla zjisténa i na modelu dietou navozené NASH
(299).

Tlumivy ucinek EGCG na rozvoj steatdzy se lisil s ohledem na mastnou kyselinu, ktera
byla k indukci pouzita. V pfipadé OA byl ucinkem EGCG zmirnén obsah TAG i akumulace Oil Red
O v hepatocytech, nicméné k Uplnému potlaceni rozvoje steatdzy nedoslo. Pokud byla pouzita
PA, at samostatné nebo ve smési s OA, potlaceni obsahu TAG v hepatocytech nebylo
pozorovano. Tento vysledek neni ve shodé s aktudlnim nalezem jinych autor( (300), ktefi
prokazali vliv EGCG na snizeni TAG v hepatocytech se steatézou indukovanou PA spojeny
s poklesem exprese proteind SREBP-1c a FAS vyznamnymi v lipogenezi. Je vsak treba vzit
v Uvahu, Ze ucinek testovali na HepG2 linii a pouzili nizSi koncentraci PA a vys$si koncentraci
EGCG. Nalez zvySené autofagie ucinkem 40 uM EGCG a poklesu intraceluldrnich lipidd byl
studovan na u Huh7 linii. Vyznamnym faktorem pro zahajeni autofagie byla popsana AMPK
(AMP-aktivovand proteinovd kinasa), jejiz fosforylaci EGCG podporuje (301). Pfi hodnoceni
steatdzy barvenim neutrdlnich tukd s pouzitim Qil Red O jsme v nasi praci po inkubaci s EGCG u
kombinace OA:PA 3:1 zjistili snizeni steatdzy (s vyjimkou 2,5 uM EGCG), u skupiny PA bylo
snizeni pozorovano po 2,5 uM EGCG (p<0,01).

V predchozi kapitole ,,Model steatdzy indukovany v primarni kultufe hepatocytl pomoci
kyseliny olejové a palmitové” jsme dokumentovali, Ze pti pouziti 0,5 mM roztokd mastnych
kyselin doSlo k nejvyraznéjSimu narlstu obsahu TAG v hepatocytech po PA. V aktudlné
diskutovaném pokusu byl po pouziti PA k indukci steatézy nalezen nizsi obsah TAG ve srovnani s
OA ¢i kombinaci OA:PA. Vliv by mohlo mit rozdilné nacasovani kultivace. Zatimco pfi zavadéni
modelu steatdzy probihal sbér vzorkd po 24 hod. kultivace s matnymi kyselinami, u stavajiciho
pokusu byla inkubace kultur 48-hodinova — prvnich 24 hodin bez a po vyméné média dalSich 24
hodin s mastnymi kyselinami. Mezi steatogenimi Cinidly nebyl nalezen Zzadny rozdil v akumulaci
tukd barvitelnych olejovou cEerveni O. To svédc¢i o navozené steatdze v tomto 48-hodinovém
usporadani, avSak na rozdil od 24-hodinové kultivace nedominuje inkorporace PA do TAG. Jak
jsme jiz zminovali u samotného modelu steatdzy, k inkorporaci PA do TAG nemusi dochazet tak

efektivné jako v pripadé OA (208, 235).
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V nasi praci EGCG navodil zvySeni aktivity kaspdzy 3 jak v nesteatotickych, tak
steatotickych hepatocytech. Urovert navy$eni byla srovnatelnd. V literatufe je popsan
antiproliferativni a proapoptoticky vliv EGCG na nadorové bunky (302-304). EGCG ma
v nadorovych bunkach schopnost aktivovat kaspazy a pUsobi inhibi¢né na aktivovany NF-kB
(304). EGCG také zvysil expresi proapoptotického p53 a Bax (305). Informaci o uéinku EGCG na
nenadorové hepatocyty v literatufe neni mnoho (306, 307). V nasi laboratofi byl vsak jiz drive
pozorovan proapoptoticky efekt EGCG na primarnich kulturdch hepatocytl potkana (308).
V tomto ptipadé bylo pozorovano statisticky vyznamné zvyseni aktivity kaspazy 3 od 10 uM
EGCG, byly ale pouzity vyssi koncentrace EGCG (od 5 — 100 umol/l). Obdobny ndlez jsme
zaznamenali i na hepatocytech potkana izolovanych po parcidlni hepatektomii a kontrolni
laparotomii, které byly déle 24 hod. kultivovany s EGCG (309). K indukci apoptdzy uUcinkem
EGCG dochazi pravdépodobné vnéjsi cestou (310). Je tfeba vSak podotknout, Ze doba kultivace
s EGCG u naSich predeslych praci byla 24 hod., zatimco v nasem experimentu probihala
inkubace s EGCG 48 hod. Je tak patrné, Ze problematika apoptdzy navozené EGCG vyZaduje

hlubsi analyzu i s ohledem na experimentalni podminky.

Zavér: Nase studie poukdzala na vyznam EGCG v prevenci oxidacniho 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 samotnd, pokles nebyl pozorovan.
V tomto ohledu jsou potreba studie, které by prinesly dalsi informace o regulaci metabolismu
lipidd v pfitomnosti riznych mastnych kyselin a mozZnostech jeho ovlivnéni. Na limitaci EGCG
poukazuje proapoptoticky efekt EGCG na neztukovatélych i steatotickych hepatocytech

potkana. Vliv EGCG na indukci apoptdzy v nenddorovych burkach vyzaduje vsak blizsi studium.
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