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2. Souhrn

Role Nrf2 u vybranych modeli poskozeni jater

Oxidacni stres provazi tfadu typu poskozeni jater, véetn¢ jaterni resekce a toxického
poskozeni jater. Dvoutfetinova parcidlni hepatektomie (PHx) je zavedeny model pro studium
regenerace jater po resekci. Sledovali jsme vliv epigalokatechingalatu (EGCG), antioxidantu
ze zelen¢ho Caje, na Casnou fazi regenerace jater po PHx. Samciim potkanti kmene Wistar
jsme aplikovali tfi dny po sobé vodu pro injekce nebo EGCG, poté potkani podstoupili
nizsi syntézu DNA, u hepatektomovanych potkanii dostavajicich EGCG v davce 50 mg/kg
nez u potkanti dostavajicich vodu. Aktivita kaspaz 3/7, exprese p-p53 a hladiny tkanového
IL-6 vykazovaly obdobny trend. EGCG v davce 20 mg/kg tyto ti¢inky nemél.

Dalsi potkani samci kmene Wistar podstoupili PHx nebo laparotomii. 24 hodin od
vykonu byly izolovany hepatocyty a vystaveny riznym koncentracim EGCG po dobu
24 hodin. Morfologicka kritéria, testy bunééné viability a syntéza albuminu prokazaly toxicitu
EGCG od koncentrace 10 umol/l. Syntéza DNA byla vyss$i v hepatocytech izolovanych
z potkanii po PHx a inhibovana EGCG. Déle jsme zjistili, Ze EGCG zvySoval aktivitu kaspaz
3 a7, zejména v hepatocytech z potkanti po PHx.

Ve druhé ¢asti nasi studie jsme se zabyvali souvislosti mezi genotypem apolipoproteinu E
(ApoE) a nachylnosti mySich hepatocytii k toxicité acetaminofenu (APAP). Nedavno byla
popséna rozdilnd exprese Nrf2 u mysi s genotypy ApoE3 a ApoE4. Nrf2 je transkripéni faktor
dilezity pro zmirnéni oxidaniho stresu v jatrech a dalSich organech, a detoxikaci
hepatotoxickych latek vcetné APAP. Porovnéavali jsme toxicitu APAP na primarni kulturu
hepatocyttl izolovanych z transgennich mysi s lidskou alelou ApoE3 nebo ApoE4 nebo z wild-
type (WT) mysi. APAP vedl k toxicité, kterd byla na davce zavisla ve vSech testovanych
kmenech. Toxicita byla neyméné vyjadiena u WT mysi a nejvice u ApoE3 mysi. Zaroven jsme
pozorovali pokles mitochondridlniho membranového potencialu, zejména v piipadé ApoE3
hepatocytli. Tvorba reaktivnich forem kysliku po 24hodinové inkubaci s 2,5 mmol/l APAP
vykazovala nejvyssi nartist u hepatocytd z ApoE3 mysi. Kaspazy 3 a 7 nebyly aktivované
expozici APAP. U hepatocytli z obou transgennich kmenti jsme zjistili akumulaci lipidt, ktera
byla vyssi nez u WT kontrol. Exprese Nrf2-dependentnich gent byla vyssi u ApoE3 nez u
ApoE4 hepatocytti.



3. Summary

The role of Nrf2 in selected models of liver injury

Oxidative stress accompanies various forms of liver injury, including liver resection and
toxic liver injury. Two-thirds partial hepatectomy (PHX) is an established model for the study
of liver regeneration after resection. We tested the effect of epigallocatechin gallate (EGCQG),
a green tea antioxidant, on the early phase of liver regeneration after PHx. Male Wistar rats
received either water for injections or EGCG for 3 consecutive days and then were subjected
either to laparotomy or hepatectomy. We observed a lower accumulation
of bromodeoxyuridine pointing to lower DNA synthesis in hepatectomized rats receiving
EGCG in a dose of 50 mg/kg than in hepatectomized rats treated with water. The activity
of caspases 3/7, expression of p-p53 and tissue levels of IL-6 displayed a similar trend. EGCG
in a dose of 20 mg/kg had no such effects.

Next, male Wistar rats were subjected either to PHx or laparotomy. Twenty-four hours
after the surgery, hepatocytes were isolated and treated with various concentrations of EGCG
for 24 h. Morphological criteria, cell viability tests, and albumin synthesis revealed toxicity
starting at 10 umol/L. DNA synthesis was higher in hepatocytes isolated from rats after PHx
and inhibited by EGCG. Furthermore, EGCG increased the activity of caspases 3 and 7, more
in hepatocytes from rats after PHx.

In the second part of our study, we investigated the association between apolipoprotein E
(ApoE) genotype and susceptibility of mice hepatecytes to the toxicity of acetaminophen
(APAP). Recently, an association between ApoE genotype and Nrf2 expression was described.
Nrf2 is a transcription factor, important for combating oxidative stress in the liver and other
organs and detoxification of hepatotoxic drugs, including APAP. We compared the toxicity
of APAP on primary culture hepatocytes isolated from transgenic mice carrying two different
human ApoE alleles, ApoE3 or ApoE4, and wild-type (WT) controls. APAP led to a dose-
dependent hepatotoxicity in all strains tested, least in WT mice and most in ApoE3 mice.
Concurrently, there was a decline in mitochondrial membrane potential, especially in ApoE3
hepatocytes. The formation of reactive oxygen species after 24 hour incubation with 2.5 mM
APAP was most increased in hepatocytes of the ApoE3 genotype. Caspases 3 and 7 were not
activated upon APAP treatment. We observed higher lipid accumulation in hepatocytes
isolated from both transgenic strains than in WT controls. The expression of Nrf2-dependent
genes was higher in ApoE3 than in ApoE4 hepatocytes.



4. Uvod do problematiky

4.1 Oxidacni stres

Oxidacni stres je souhrn d&ju, které se odehravaji v dasledku pilisobeni volnych
kyslikovych radikal, téZ oznacovanych jako reaktivni formy kysliku (ROS). Obecné se
pod timto pojmem mysli plsobeni nepiiznivé, vedouci k poskozeni makromolekul
a poskozeni az smrti bun¢k (Hayes a McLellan, 1999, Maiese et al., 2010, Knight et al.,
2001).

ROS zahrnuji zejména superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal a peroxid vodiku. Tyto
reaktivni Castice vznikaji v buiikdch kontinudlné jako disledek pienosu elektronii
v mitochondriich. Dale mohou ROS vznikat ¢innosti nékterych enzymit nebo jako disledek
metabolické premény télu cizich latek prostfednictvim cytochromu P450, ¢i ptisobenim vliv
prostiedi jako jsou velké mnozstvi soli Zeleza ¢i UV zafeni (Hayes a McLellan, 1999,
Wallace, 2005). Ackoliv je tedy kyslik nezbytny pro efektivni tvorbu ATP, je rovnéz
potencialné toxicky (Halliwell, 2001).

4.1.1. Oxidacni stres pri toxickém poskozeni jater

Jak bylo uvedeno vySe, mohou reaktivni formy kysliku vznikat pfi biotransformaci
cizorodych latek (Hayes a McLellan, 1999). Oxidac¢ni stres hraje vyznamnou roli v toxicité
mnoha latek a je zde povaZovan za pti¢inu 1 nasledek poSkozeni (Jaeschke et al., 2002).

Toxické poskozeni jater muze byt sledovano v modelech in vitro (Merrill et al., 2002,
Stankova et al., 2010) ¢i in vivo (Kucera et al., 2011, Kucera et al., 2012b, Chilakapati et al.,
2007).

Mezi hepatotoxické latky, kde hraje oxidaéni stres roli v jaternim poSkozeni, patii
acetaminofen, téZ zvany paracetamol (Jaeschke et al., 2003a, Jaeschke et al., 2003b),
galaktosamin (Liu et al., 2013, Abe et al., 2005) a thioacetamid (Kucera et al., 2011, Pallottini
et al., 2006).

Toxicita zprostfedkovana oxidaénim stresem miiZze byt sniZzena aktivaci transkripéniho
faktoru Nrf2, jak bylo doloZeno pracemi s jeho indukci na podkladé genetické modifikace
(Mobasher et al., 2013, Ni et al., 2012b, Liu et al., 2013) ¢i farmakologicky (Reisman et al.,
2009a, Kwak a Kensler, 2010).

4.1.2. Oxidacni stres u ischemicko-reperfiizniho poskozeni

Oxidaéni stres hraje rovnéz roli v rozvoji ischemicko-reperfizniho poskozeni. Uzavér
cév, ktery se pouziva pii jaternich resekcich k prevenci krvaceni, zpusobuje ischemicko-
reperfuzni poskozeni. Ischémie vede k poklesu koncentrace nitrobunécného ATP, selhani
Na+/K+ ATPazy, zvétSeni objemu bunck a nahromadéni nitrobunééného vapniku. Reperfuze
v jatrech pak zvySuje poskozeni bun¢k prostiednictvim oxida¢niho stresu a zanétlivé reakce
(Bahde a Spiegel, 2010, Jaeschke a Lemasters, 2003).

4.1.3. Regenerace jater po parcialni hepatektomii

Jatra maji unikatni schopnost regenerovat po odstranéni jejich casti. Hepatocyty maji
za normalnich podminek nizkou proliferacni aktivitu a dlouhou Zivotnost. Po parcialni
hepatektomii jsou vSak schopny proliferovat a vykonat jedno nebo vice synchronizovanych
bunécnych déleni, nez se vrati do klidového stavu, za soucasného zachovani své funkce
(Yamada et al., 1997, Michalopoulos, 2007). Velkou vyhodou parcialni hepatektomie jako
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modelu pro studium regeneracni odpovédi je to, Ze po chirurgickém odstranéni ptislusnych
jaternich lalokli ziistava zbyla jaterni tkan neposkozena. Na rozdil od modelt toxickych
poskozeni jater neni v piipad¢ regenerace po PHx pfitomno poskozeni tkdné a zanétliva
reakce, navic je zacatek regenerace presn¢ definovan Casem odstranéni lalokli. Na rozdil od
jinych orgént schopnych regenerace, jako je kize a kostni dfef, nejsou jatra zavisla
na kmenovych nebo progenitorovych buiikach. Misto toho dochéazi k proliferaci vsech
diferencovanych bunck: v prvni tfadé¢ hepatocytl, ale také epitelii zluCovych kanalkd,
sinusoidalnich endotelii, Kupfferovych bunck a Itovych bunék (t€z nazyvanych hvézdicové
buiiky) (Michalopoulos, 2014).

Regenerace jater sama o sob¢ byla shledana jako stav zvysené tvorby ROS (Han et al.,
2006, Frances et al., 2007, Ronco et al., 2002). Nadmérné zvyseni oxida¢niho stresu, které
nastalo u mysi s knockoutem genu pro transkripni faktor Nrf2, vedlo k vyznamnému
zpomaleni jaterni regenerace. Mechanismem tohoto zpomaleni je resistence na inzulin a
inzulinu podobny ristovy faktor IGF-1 (Beyer et al., 2008). Vliv antioxidantl na regeneraci
jater po parcialni hepatektomii zlstavad kontroverzni: néktefi autofi popsali urychlenou
regeneraci jater po parcidlni hepatektomii (Ronco et al., 2002, Kimura et al., 2010, Uzun et
al., 2009). N¢které antioxidanty popt. hepatoprotektiva vSak vykazovaly inhibi¢ni efekt, jak
bylo ukézéno ve studiich s resveratrolem (Kirimlioglu et al., 2008), kurkuminem (Seehofer et
al., 2010) a S-adenosylmethioninem (Kohoutek et al., 2010).

4.1.4. Oxidacni stres u nealkoholického ztukovaténi jater (NAFLD)

Nealkoholové ztukovaténi jater (NAFLD, z anglického non-alcoholic fatty liver disease)
patii mezi nejrozsifenéj$i nemoci jater, zejména v rozvinutych zemich. NAFLD zahrnuje
Siroké spektrum postizeni jater od prosté steatézy pies nealkoholovou steatohepatitidu
(NASH), fibrozu az po jaterni cirh6zu. Patogeneze NAFLD neni zcela objasnéna, ale oxida¢ni
stres zde hraje vyznamnou roli (Gambino et al., 2011). Mezi mozné mechanismy zvySené
tvorby ROS u NAFLD patii nedostatek mitochondrialni ATP-syntdzy a nizky obsah
redukovaného glutathionu (GSH) v intramitochondridlnim kompartmentu (Vendemiale et al.,
2001).

4.2 Antioxidanty

Reaktivni formy kysliku jsou tvofeny v malém mnoZstvi 1 za fyziologickych podminek a
jsou vychytdvany endogennim antioxida¢nim systémem. Ten zahrnuje enzymy
superoxiddismutdzu (SOD), glutathionperoxidazu, kataldzu a neenzymové systémy, které
zahrnuji malé molekuly, jako jsou vitamin C, vitamin E (Maiese et al., 2010) a glutathion
(Dinkova-Kostova a Talalay, 2008). Kromé uvedenych télu vlastnich molekul ma antioxidacni
ucinek fada latek pfirodnich (Surh et al., 2008, Aggarwal a Shishodia, 2006, Kumar et al.,
2014) i syntetickych (Habeos et al., 2008, Hiranuma et al., 2007, Reisman et al., 2009a).
Antioxidanty mohou byt rozdéleny na piimo a nepfimo pisobici, byt mnohé jsou schopny
pusobit jednim i druhym zptsobem (Dinkova-Kostova a Talalay, 2008).

4.2.1. Primo pusobici antioxidanty

Ptimo piisobici antioxidanty jsou obvykle molekuly o malé hmotnosti (napt. vitamin C,
E, glutathion, redukovana forma koenzymu Q10). Mohou vstoupit do redoxnich reakci a
vychytat reaktivni formy kysliku ¢i dusiku. Pfimo putsobici antioxidanty maji nékolik
charakteristik: jsou aktivni v redoxnich reakcich, jsou spotfebovany ¢i chemicky pozménény
béhem jejich antioxida¢niho plisobeni, a nakonec musi byt doplnény ¢i obnoveny (Dinkova-
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Kostova a Talalay, 2008). Navzdory uvedenym limitacim prokazaly pifimo pusobici
antioxidanty prospésny ucinek v nékterych modelech jaterniho posSkozeni, a to napf.
pfi regeneraci jater po parcialni hepatektomii (Ronco et al., 2002, Kimura et al., 2010, Uzun et
al., 2009), ischemicko-reperfuznim poskozeni (Hiranuma et al., 2007) ¢i toxickém poskozeni
jater (Campo et al., 2001, Jeong et al., 2002).

4.2.2. Nrf2 a neprimo puisobici antioxidanty

Nepiimo ptisobici antioxidanty se vyznacuji nasledujicimi rysy: nemusi vykazovat
redoxni aktivitu a jejich ucinek je zprosttedkovan upregulaci cytoprotektivnich proteini.
Vétsinu  reakci katalyzovanych témito proteiny lze oznacit jako biotransformaci.
Mechanismem aktivace je uvolnéni transkripéniho faktoru Nrf2 z jeho inhibitoru Keapl,
translokace Nrf2 do jadra a ovlivnéni genové exprese (Dinkova-Kostova a Talalay, 2008).

Mezi nepfimo pusobici antioxidanty patii resveratrol (Khurana et al., 2013), sulforafan
(Kleszczynski et al., 2013) a epigalokatechingalat (Sahin et al., 2010).

4.2.3. Epigalokatechingalat

Epigalokatechingalat (EGCQG) je polyfenol ze zelené¢ho caje, ktery vykazuje pfimy i
nepiimy antioxida¢ni ucinek (Lambert a Elias, 2010). Z latek obsazenych v zeleném caji je
EGCG nejucinngjsi slozkou (Tipoe et al., 2010). Jeho protektivni ucinek byl prokézan na
riznych modelech toxického poskozeni jater (Chen et al., 2004, Yasuda et al., 2009, Tipoe et
al., 2010), nealkoholové steatézy a steatohepatitidy (Fiorini et al., 2005, Kuzu et al., 2008,
Chung et al., 2012), jakoz i na modelu ischemicko-reperfuzniho poSkozeni (Fiorini et al.,
2005, Giakoustidis et al., 2010). U¢inek EGCG na regeneraci jater po parcilni hepatektomii
nebyl v dobé¢ piipravy naseho projektu popsan a bude predmétem popisovaného vyzkumu.

Vytazky ze zeleného Caje vSak nejsou zcela bez rizika. Opakované byly popsany piipady
akutniho poSkozeni jater zplisobeného témito ptipravky (Molinari et al., 2006, Mazzanti et al.,
2009, Chen et al., 2010). Vytazky ze zeleného caje se tak dostaly do online databaze
hepatotoxickych latek (NIDDK, 2014).

4.3 Vliv genotypu na jatra

4.3.1. Role Nrf2

Exprese Nrf2 je nejvyssi v jatrech a ledvinach, které maji biotransformaci jako jednu
ze svych funkci (Lewis et al., 2010, Kumar et al., 2014). Praci zabyvajicich se vlivem Nrf2
na jaterni funkce u Cloveéka je zatim poskrovnu. Nrf2 pravdépodobné piispiva k aktivaci
jaterniho CYP2C9 fenytoinem (Chaudhry et al., 2010).

Mysi s vyfazenim genu pro Nrf2 vykazuji vyS$si nachylnost k celé fadé poSkozeni jater,
napiiklad poskozeni brompropanem ¢i chronickou konzumaci etanolu (Kumar et al., 2014).
Nadmeérné zvyseni oxidacniho stresu u mysi s knockoutem genu pro Nrf2 vedlo ke zpomaleni
regenerace jater po parcialni hepatektomii (Beyer et al., 2008, Dayoub et al., 2013). Nrf2-KO
mysi byly rovnéz nachylné;si k poSkozeni jater acetaminofenem. Naproti tomu mysi s knock-
down genu pro Keapl a z toho vyplyvajici upregulaci Nrf2 byly méné nachylné (Reisman et
al., 2009b).

4.3.2. Apolipoprotein E a Nrf2

Nedavno byla popséna souvislost mezi genotypem apolipoproteinu E (ApoE) a expresi
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Nrf2 skupinou Graeser et al. (2011). Ti popsali niz§i mnozstvi Nrf2 v bunééném jadie a nizsi
expresi Nrf2-dependentnich genl u transgennich mysi nesoucich lidskou alelu ApoE4 nez
u mysi nesoucich alelu ApoE3.

choroby a horsi odpoveéd na 1é¢bu nez genotyp ApoE3 (Corpechot et al., 2001). Na druhou
stranu, genotyp ApoE4 vykazoval v epidemiologickych studiich niz$i riziko NAFLD nez
genotyp ApoE3 (Demirag et al., 2007, De Feo et al., 2012). Vliv genotypu apolipoproteinu E
na citlivost vic¢i acetaminofenu (paracetamolu) dosud popsan nebyl a bude predmétem druhé
Casti této prace.

5. C(Cile disertacni prace

5.1. Cast prvni: vliv epigalokatechingalatu na jatra

Cilem prvni ¢asti prace je zjistit, zda epigalokatechingaldt (EGCG) podpofi regeneraci
jater potkani po 70% parcidlni hepatektomii. Rovnéz budeme hodnotit vybrané signalni
drahy. Soucasti tohoto cile bude 1 vyhodnoceni G¢inku EGCG na hepatocyty potkana
in vitro.

5.2. Cast druha: vliv genotypu apolipoproteinu E na hepatotoxicitu

Cilem druhé ¢asti prace je porovnat citlivost primarnich mySich hepatocytii
k acetaminofenu (paracetamolu). K tomu budou pouZity transgenni mysi s implantovanym
genem pro lidsky apolipoprotein E3, mysi s genem pro apolipoprotein E4 a wild-type mysi.
RovnéZ porovname ucinek acetaminofenu na mitochondridlni membranovy potencial,
markery oxidacniho stresu, a nakonec 1 expresi vybranych geni dependentnich
na transkripénim faktoru Nrf2.

6. Material a metodika

6.1. Cast prvni: vliv epigalokatechingalatu na jatra

Prvni ¢ast projektu byla zaméfena na vliv epigalokatechingalatu (EGCG) na jatra
potkand, a to nejprve v podminkach in vivo, posléze in vitro. Statistické metody se v prvni a
druhé ¢asti prace nelisily, jsou proto popsany na konci metod druhé Casti.

6.1.1. Protokol experimentu in vivo

V tomto experimentu byli pouziti samci potkanii kmene Wistar (BioTest, Konarovice,
Ceska republika) s po¢ate¢ni hmotnosti 248 + 13 g. V souladu s platnou legislativou Ceské
republiky byly jak péce o zvifata, tak 1 experimentalni protokol schvaleny Odbornou komisi
pro zajistovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvitat plisobici ptfi Lékarské fakulte
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Potkani podstoupili laparotomii (LAP, kontrolni
skupina) nebo 70% parcidlni hepatektomii (PHx) v celkové eterové anestezii (Higgins a
Anderson, 1931). Aqua pro injectione (Al) nebo EGCG v davce 20 ¢i1 50 mg/kg télesné



hmotnosti byly aplikovany 3 po sobé jdouci dny s tim, ze tfeti davka byla aplikovéna
bezprostfedné po operaci. Pokusné zvifata byla rozdélena do nasledujicich péti skupin:
(I-AI+LAP)  Aqua pro injectione a laparotomie, n=6;
(I- EGCGS50+LAP)  EGCG v déavce 50 mg/kg a laparotomie, n=6;
(IIT - AI+PHx) Aqua pro injectione a parcialni hepatektomie, n=6;
(IV-EGCG20+PHx) EGCG v dévce 20 mg/kg a parcidlni hepatektomie, n=6;
(V-EGCG50+PHx) EGCG v davce 50 mg/kg a parcialni hepatektomie, n=5.

Potkani byli usmrceni v celkové anestezii vykrvacenim z bfiSni aorty, a to 24 hodin
po operaci (tj. 4. den experimentu). BrdU pro urCeni syntézy DNA byl aplikovan
intraperiteonealné v davee 50 mg/kg 1 hodinu pfed usmrcenim. Cast jater byla fixovana
ve 4% neutralnim formaldehydu pro histologicka barveni.

Mira rustu jater byla vypocitana podle néasledujicich vzorct:

HRR hepatic regeneration rate (HRR) = [C-(A-B)]/A x 100 [%]

kde A je odhadovana celkovd hmotnost jater v dobé parcialni hepatektomie, B je
hmotnost odstranénych jater (resekatu) a C je vaha regenerujicich jater na konci experimentu
(Selzner a Clavien, 2000).

Liver regeneration rate (LRR) =[C - (A-B )]/ C x 100 [%]

kde A je odhadovana celkovd hmotnost jater v dob& parcidlni hepatektomie, B je
hmotnost odstranénych jater (resekatu) a C je vaha regenerujicich jater v dob& usmrceni zvirat
(Murata et al., 2007).

Sérové koncentrace glukdzy, celkového a konjugovaného bilirubinu, aktivity enzymu
alanin aminotransferazy (ALT), aspartat aminotransferazy (AST) a alkalické fosfatazy u vSech
potkanii byly méfeny v automatickych analyzatorech P800 Modular na Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové. U hepatektomovanych zvirat
(skupiny IIIL, IV a V) byly méfeny rovnéz plazmatické hladiny malondialdehydu (MDA).

Cast jater byla zhomogenizovana v 10% ledové kyseliné metafosforeéné. Nasledovala
centrifugace pii 20 000 g po dobu 10 min ve 4°C. Redukovany glutathion (GSH) v takto
ziskaném supernatantu byl méten fluorimetrickou metodou (Rousar et al., 2012a). Oxidovany
glutathion (GSSG) byl méten po alkalické hydrolyze stejnym zplisobem jako GSH.

Mira peroxidace lipidi v supernatantech z jaternich homogenati byla hodnocena
metodou TBARS, tj. méfenim latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou (Ohkawa et al.,
1979).

Meéteni tkanovych cytokinli piedchézela homogenizace casti jater v RIPA pufru,
centrifugace pii 10 000 g a kvantifikace celkového obsahu proteint dle Bradforda (Bradford,
1976). V takto ziskaném supernatantu byla méfena koncentrace cytokinti TNF-a, IL-1 a TGF-
B1 prislusnymi ELISA kity.

Aktivita kaspaz 3 a 7 byla méfena za pouziti kitu Caspase-Glo™ 3/7 od firmy Promega
(Madison, W1, USA).

Exprese gent p2l, p-p27, p-pS3 a Bcl-2 na Grovni proteinu byla méfena metodou
Western Blot. Shodny obsah proteinu byl potvrzen reinkubaci s protilatkami proti f-aktinu.

Exprese genti hemoxygendzy-1 (Hmox1) a NAD(P)H-chinon-oxidoreduktazy-1 (Nqol)
na urovni mRNA byla métena dle dfivéjsiho popisu (Hirsova et al., 2012) s tim rozdilem, Ze
celkova RNA z jaterni tkdn¢€ byla izolovana metodou fenol-chloroformové extrakce.

Parafinové fezy byly barveny hematoxylinem-eozinem. Byly kontrolovany znamky
steatdzy a zanctu. Déle byla hodnocena ptitomnost apoptotickych télisek (Seabra et al., 2012).
Imunohistochemické barveni na bromdeoxyuridin (BrdU) bylo provedeno jako v ptedchozich
studiich (Bader et al., 2011).
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6.1.2. Protokol experimentu in vitro

Dale jsme pokracovali, i s ohledem na zasadu 3R, v experimentech in vitro. Potkani
podstoupili bud’ parcidlni hepatektomii nebo laparotomii. 24 hodin od operace byly
provedeny izolace hepatocytii. K izolaci hepatocytii byla pouzita metoda dvoustupniové
kolagenazové perfuze (Berry et al., 1991, Kucera et al., 2012a). Viabilita byla ur¢ena pomoci
Trypanové modfi (Trypan blue exclusion test); ve vSech izolacich byla vyssi nez 90%.
Suspenze hepatocytii byla nafedéna kultivaénim médiem Williams E obohacenym o 6%
fetdlni hovézi sérum a bunky nasdzeny na kolagenem pokryté kultivaéni a mikrotitracni
desticky. Po prichyceni bun¢k (3 hodiny) bylo odstranéno medium a vyménéno za nové
Williams E (bez séra) s riznymi koncentracemi EGCG od 1 pmol/l do 15 umol/l.

Snimky ve fazovém kontrastu byly zhotoveny pti 400ndsobném zvétSeni po 24hodinové
kultivaci. Hodnotili jsme znamky bunécného poskozeni, zejména uvolnéni bunck z kolagenu,
kulovity tvar bung¢k, tzv. ,blebbing* plazmatické membrany, granulaci cytoplazmy a ztratu
viditelnosti jadra (Kucera et al., 2012a).

Jako testy bunécné viability byly pouzity testy WST-1 a LDH leakage, funk¢ni kapacita
hepatocytii byla hodnocena podle produkce albuminu. WST-1 je test hodnotici aktivitu
nitrobunéénych dehydrogendz; v naSem experimentu byla méfena po 24 hodinach kultivace.
Aktivita laktatdehydrogendzy (LDH) byla méfena v médiu 1 v bunééeném lyzatu. Pomér
extracelularni aktivity LDH (tj. v kultivaénim médiu) a celkové LDH aktivity je dale
oznacovan jako LDH leakage, doslova tedy unik LDH. Hladina albuminu byla meéfena
metodou ELISA.

Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) byla méfena pomoci fluorescenéni proby
dichlorodihydrofluoresceindiacetaitu (DCFDA). M¢étfeni malondialdehydu (MDA) v médiu
vyuzivalo princip TBARS (Ohkawa et al., 1979).

Aktivita kaspdz 3 a 7 byla méfena pomoci kitu Caspase Glo 3/7 od firmy Promega.
K bunkdm na mikrotitracni desticce s 50 pl kultivaéniho média bylo ptidano po 50 pul Caspase
Glo Reagent a méfena uvolnénd luminiscence.

Syntéza DNA byla métena pomoci kitu BrdU Cell Proliferation ELISA Kit.

Exprese proteintt p-p53, Bcl-2 a DRS byla hodnocena metodou Western Blot.
Predchézela 1yza bun¢k pomoci lyza¢niho pufru obohaceného o inhibitory protedz a fosfataz.
B-aktin a barveni Ponceau Red byly pouzity jako kontroly stejné koncentrace bilkovin.

6.2. Cast druha: vliv genotypu apolipoproteinu E na hepatotoxicitu

Ve druhé casti prace jsme se zabyvali vlivem genotypu apolipoproteinu E (ApoE) na
hepatotoxicitu acetaminofenu (APAP) u transgennich mysi. Na rozdil od prvni ¢asti,
piedevS$im z divodu mimotadné financni ndrocnosti, jsme zde provedli pouze in vitro
experimenty.

6.2.1. Protokol experimentu in vitro

Samice mysi s nahrazenym endogennim (myS$im) genem pro apolipoprotein E (dale jen
ApoE) lidskym ApoE3 (n=2) nebo ApoE4 (n=3) genem na genetickém pozadi C57Bl/6
background byly objednany od firmy Taconic (Hudson, NY, USA). Samice C57BIl/6 stejné¢ho
véku a hmotnosti (n=3), zakoupené od firmy Velaz (Unétice, Ceska republika), byly pouZity
jako wild-type (WT) kontroly. Experiment byl schvalen Odbornou komisi pro zajiStovani
dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvifat piisobici pii Lékarské fakulté Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové a Ministerstvem zemé&délstvi Ceské republiky. Mysi byly
narkotizovany éterem a poté jim byla aplikovana intraperitonealné smes ketaminu a xylazinu
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rozpusténé ve vodé pro injekce (aqua pro injectione). Hepatocyty byly izolovany metodou
dvoustupiiové kolagendzové perfuze, jak popsali Bajt et al. (2004).

Bunécéna viabilita byla ur¢ena pomoci Trypanové modfi a ve vSech izolacich byla vyssi
nez 80%. Suspenze hepatocytii byla nafedéna kultivatnim médiem Williams E medium
obohacenym o 6% fetalni hovézi sérum a buniky nasazeny na kolagenem pokryté kultivacni a
mikrotitrac¢ni desticky. Po pfichyceni bunék (2 hodiny) bylo odstranéno medium a vyménéno
za nové Williams E (bez séra) s riznymi koncentracemi APAP od 0,5 mmol/l do 4 mmol/I.

Snimky ve fazovém kontrastu byly potizeny po 4hodinové a 24hodinové inkubaci. Pro
semi-kvantifikaci pfitomnosti lipidii jsme pouzili kit Steatosis Colorimetric Assay, ktery je
zalozeny na barveni olejovou cerveni (Oil Red O). Mitochondrialni membrénovy potencial
byl hodnocen pomoci barveni JC-1 (Kucera et al., 2014).

Jako testy bunécné viability byly pouzity testy WST-1 a LDH leakage. Aktivita kaspaz 3
a 7 byla métena po 4hodinové a 24hodinové kultivaci s APAP pomoci kitu Caspase Glo 3/7.

Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) byla i zde méfena pomoci fluorescencni proby
dichlorodihydrofluoresceindiacetatu (DCFDA). Ur€eni malondialdehydu (MDA) bylo
zalozeno na méfeni latek reagujicich s kyselinou tiobarbiturovou (TBARS) v kultivacnim
médiu (Ohkawa et al., 1979).

Obsah redukovaného glutathionu (GSH) byl méten po 4hodinové a 24hodinové inkubaci
s APAP modifikovanou fluorimetrickou metodou (Rousar et al., 2012a). Koncentrace
konjugatu APAP-SG byla méfena hmotnosti spektrometrii (Rousar et al., 2012b).

Exprese proteini Mcl-1, Bcl-2, CYP2El a fosforylovaného 4E-BP1 byla méfena
metodou Western Blot. B-aktin byl pouzit jako kontrola stejné koncentrace bilkovin. K uréeni
density prouzki byl pouzit software Quantity One 4.6.

Celkova RNA ze 6jamkovych kultivacnich desti¢ek exponovanych po dobu 24 hodin byla
izolovana metodou fenol-chloroformové extrakce. Poté byla RNA reverzné prepsdna
za pomoci oligo-dT primerti a M-MLV reverzni transkriptazy podle pokynii vyrobcli. Métfené
geny byly glutathion S-transferaza 2 (Gsta2), hemoxygenaza-1 (Hmoxl), NAD(P)H
dehydrogendza, chinon 1 (Nqol); referencni (housekeeping) geny beta 2-mikroglobulin
(B2m) a polypeptidovd A RNA-polymeraza II (Polr2a). Kvantitativni real-time RT-PCR byla
provedena na cykleru CFX96 Touch. Software REST 2009 V2.0.13 byl pouzit ke zhodnoceni
statisticky vyznamnych rozdili v genové expresi a urceni relativnich pomért exprese (Pfaffl
et al., 2002).

Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci programu GraphPad Prism 6.01 (La
Jolla, CA, USA). Normalita dat byla testovana pomoci Kolmogorov-Smirnoffova testu. Data
s gaussovskym rozdélenim byla analyzovana pomoci testu ANOVA a Tukeyho post-testu; data
s negaussovskym rozdelenim pomoci Kruskal-Wallisova testu a Dunnova post-testu. p<0,05
byla povaZovana za statisticky vyznamnou.

7. Vysledky

7.1. Cast prvni: vliv epigalokatechingalatu na jatra

Nejprve budou popsany vysledky in vivo, poté in vitro experimentu s EGCG.

7.1.1. Vysledky experimentu in vivo

VSsichni potkani piezili experiment az do konce, tj. do usmrceni. V hepatektomovanych
skupinach (IILIV,V) se jevily indexy jaterni regenerace nejvyssi ve skupiné EGCG20+PHXx,
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tedy s niz$i davkou EGCG; nejednalo se vSak o statisticky vyznamné rozdily.

Pfi barveni hematoxylinem-eosinem jsme pozorovali viditelnou akumulaci lipida
v hepatektomovanych skupinach (IILIV,V). U Zadného z potkanli jsme neprokazali zndmky
zanétlivé reakce. Pocet apoptotickych télisek byl vyznamné vyssi u hepatektomovanych zvirat
(IILIV,V) nez u laparotomovanych (LII) (Obrazek 1a).

Apoptoticka téliska v H&E barveni

]

Kk

30+ Hkk

oS L7

10+

Pocet na zorné pole

Syntéza DNA

Laad

10004 .+
9004 XXX

hepatocyty
[=2]
(=]
<

BrdU pozitivni

Obrazek 1 — a) pocet apoptotickych télisek v barveni hematoxylinem-eozinem, b) BrdU
pozitivni buniky, imunohistochemické barveni; *** p<0,001 pii porovndni s ptisluSnou
laparotomovanou skupinou, +++ p<0,001 oproti skupiné¢ AI+PHx, xxx p<0,001 oproti
skupiné EGCG20+PHx

U hepatektomovanych zvitat (IILIV,V) byla pozitivita bromdeoxyuridinu (BrdU) vysoka
(p<0,001 oproti laparotomovanym kontrolam). Pocet BrdU pozitivnich bunék ve skupiné
EGCG50+PHx byl vyznamné niz$i nez ve skupindch AI+PHx a EGCG20+PHx (p<0,001 pro
ob¢ porovnani, Obrazek 1b).

Glykémie byla vyssi ve skupiné II (EGCG50+LAP) nez ve skupiné I (AI+LAP), nizsi
v hepatektomovanych skupinach dostavajicich EGCG nez ve skupiné EGCGS50+LAP.
Aktivita alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST) byla vyssi
u hepatektomovanych potkani nez u laparotomovanych; statisticky vyznamny rozdil byl
prokazatelny pii srovndni skupin EGCG20+PHx a EGCGS50+PHx oproti EGCGS50+LAP.
Celkovy bilirubin byl vyssi ve skupiné EGCGS50+LAP nez ve skupiné AI+LAP, dile
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u hepatektomovanych zvifat oproti laparotomovanym; vyznamny rozdil byl zjistén pouze pfi
porovnani skupiny AI+PHx se skupinou AI+LAP. Jak celkovy, tak konjugovany bilirubin

doséhly nejvyssich hodnot ve skupiné EGCG50+PHx (Tabulka 1).

Tabulka 1 — biochemie séra

EGCG 50 + EGCG 20 EGCG 50
+ +
AFLAP LAP ATTPHX | i + PHx
lykémi 10,49+0,2 + 1+
Glykémie 7.010,61 0,49+0,28 7.970,57 8,9+0,69 8,71+£0,75
(mmol/1) ° * *
2.7+£1.38 5,444+4 .95
ALT (ukat/l) 1,01£0,57 | 0,64+0,06 | 4,08+4,76 | ' 7 T
6,33+2,57 9,9248,20
AST (ukat/l) 321,99 | 1,89£0,37 | 7,05+6,34 o )
7,08+1,11 6,8+1,29 6,61+1,39
ALP (kat/l) 24045 | 2,57x032 | U R P
oqe B 4 :l:
Bilirubin celkovy 2.040,0 3,040,0 4,0+1,55 3.540.55 5.642.19
(umol/l) *
— — -
Bilirubin konjug. | ) o3 041 | 20400 | 2.6£089 | 217¢041 | ***228
(umol/T) *

° p<0,05 pfi porovnani skupiny EGCG50+LAP se skupinou AI+LAP
* HE HEE p<0,05; p<0,01; p<0,001 oproti laparotomovanym kontrolam

Koncentrace IL-6 byla vyznamné niz§i ve skupiné EGCGS50+PHx neZ ve skupiné
AI+PHx (p<0,05). Trend k poklesu TNF-a u skupin IV a V oproti skupiné¢ III nebyl
vyznamny. Koncentrace TGF-B1 se mezi skupinami nelisila.

Nesignifikantni trend k niz§im hodnotam tkanového malondialdehydu (MDA),
oxidovaného a redukovaného glutationu, podobné jako plasmatického MDA byl viditelny pfi
porovnani skupiny EGCG20+PHx se skupinami AI+PHx a EGCG50+PHx.

Po inkubaci s Caspase Glo Reagent byla aktivita kaspaz 3 a 7 niz8§i ve skupiné
EGCG50+PHx nez ve skupinach AI+PHx a EGCG20+PHx (p<0,01 pro obé porovnani).

Exprese proteint p21 a p-p27 se mezi hepatektomovanymi skupinami nelisla. Rozdil byl
pozorovan v expresi fosforylovaného proteinu p53 — jevila se nejvy$si ve skupiné
EGCG20+PHx a nejnizsi ve skupiné EGCGS50+PHx. Protein Bcl-2 se ndm nepodatilo
zachytit, byl pod mez detekce metody.

Nepodatilo se prokazat rozdil
mezi hepatektomovanymi skupinami.

vexpresi mRNA genlt pro Nqol a Hmoxl

7.1.2. Vysledky experimentu in vitro

Jak vyplyva z testi WST-1, LDH leakage a syntézy albuminu, vykazoval EGCG u obou
skupin, tj. hepatocytll izolovanych z potkanti po LAP i PHx, toxicky ucinek od koncentrace
10 umol/l po 24hodinové inkubaci. V mikrofotografiich ve fazovém kontrastu jsme
pozorovali znamky bunééného poskozeni u hepatocytii z obou skupin pii expozici EGCG
o koncentracich 10 pmol/l a vyssich.

EGCG vedl k nartstu aktivity kaspaz 3 a 7 pti koncentraci 10 umol/l a vyssi u hepatocytti
izolovanych z potkanli po PHx a pfi koncentraci 10 pmol/l u hepatocytli po LAP. Nejvyssi
aktivita byla naméfena u hepatocyti z potkant po PHx exponovanych 15 uM EGCG
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(Obrazek 2).

Produkce ROS meéfend metodou DCFDA byla vyssi u hepatocytii z potkanti po LAP,
zejména u kontrol a bunék exponovanych 1 uM EGCG. Pfi vyssich koncentracich byla
produkce ROS podobna u hepatocytti z obou skupin potkanti. Opacny trend byl viditelny u
lipoperoxidace: vyssi hladiny MDA byly namétfeny u hepatocyti z potkani po PHx nez u téch
po LAP. Lipoperoxidace byla nejvyssi u hepatocyti exponovanych vysokym davkam EGCG.

Pozorovali jsme trend k vyssi syntéze DNA u hepatocyti izolovanych z potkani po PHx
ve srovnani s potkany po LAP, jak je patrné z inkorporace BrdU. EGCG vedl ke snizeni
syntézy DNA (Tabulka 2).

Protein Bcl-2 jsme nebyli schopni metodou Western Blot detekovat. Exprese proteinti
DRS a fosforylovaného p53 se mezi skupinami nelisily.

Tabulka 2 — porovnani vlivu EGCG na hepatocyty izolované z potkanti po PHx a LAP in vitro

LAP + EGCG (umol/l) PHx + EGCG (pmol/l)

0 1 5 10 15 0 1 5 10 15

WST-1 | 100,0 | 120,5 81,7 54,1 447 79,5 85,9 75,7 53,0 40,4
+132 | 4256 | +14,1 | 8,7 +4.8 484 | 485 492 +4.7 42,0
*

1 111 |ttt
LDH 10,6 10,4 13,5 25,3 25,3 12,1 12,0 12,6 16,9 16,7
+0,3 +0,6 +0,7 +1,6 +2,0 +1,4 +1,1 +14 12,6 +2.4
leakage T | P
; ;

Albumin | 7,01 7,26 5,18 2,37 1,95 7,60 8,10 7,94 3,92 3,40
+0,62 +0,33 +0,45 +0,18 +0,07 +0,73 +0,26 +0,52 +0,24 +0,84

ROS 100+ | 80+3 | 9644 | 718 | 5843 | 482 | 4241 | 5243 | 71£3 | 6543
2 o o o o 14 1 i THF | T

MDA 0,33 0,28 0,29 0,32 0,36 0,38 0,37 0,46 0,50 0,41
+0,08 +0,03 +0,06 +0,02 +0,05 +0,04 +0,04 +0,06 +0,08 +0,05
t | thi
Syntéza 95,5 83,8 66,6 20,6 14,3 126,8 126,3 95,1 62,0 34,3
19,0 19,8 +3,7 2,7 +2.9 +9,9 +4,1 +5,2 +1,9 +1,6
DNA * t Tt

WST-1 test (% LAP kontrol), LDH leakage (%), hladina albuminu v médiu (pg/ml),
produkce ROS (% LAP kontrol), hladina malondialdehydu (MDA) v médiu (umol/l), syntéza
DNA (% background kontroly).

* HEE p<0,05; 0,001 vs. kontrolni LAP; f,7,711 p<0,05, 0,01, 0,001 vs.kontrolni PHx;
1,111 p<0,05; 0,001 vs.LAP o stejné koncentraci EGCG
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Obrazek 2 — aktivita kaspaz 3 a 7 po 24hodinové inkubaci. *** p<0,001 proti kontrolni LAP;
1,+11 p<0,05; 0,001 proti kontrolni PHx

7.2. Cast druha: vliv genotypu apolipoproteinu E na hepatotoxicitu

7.2.1. Vysledky experimentu in vitro

Jak je patrné z aktivity extracelularni laktatdehydrogenazy (LDH), APAP vedl k toxicitg,
ktera byla zavisla na davce a na délce expozice. Po 16hodinové inkubaci s I mM APAP jsme
pozorovali signifikantni nartst aktivity LDH v médiu u vSech testovanych kmenti. Po 20 h byl
vzestup nejnapadnéjsi u hepatocyti ApoE3. PoSkozeni po 24 hodinach expozice 0,75 mmol/l
expozici 4 mmol/l APAP dosdhl LDH leakage 90% ve vSech skupinach, coz poukazuje na
nekrozu veétSiny bunék. V ptipadé¢ WST-1 testu byla aktivita bunéénych dehydrogenaz
vyznamn¢ niZ$i u hepatocyti vystavenych 4 mmol/l APAP po dobu 24 h oproti kontrolam ve
vSech skupinach (p<0,001), nejvice u ApoE3 hepatocytti. Pfi plisobeni 4 mmol/l APAP po
dobu 24 hodin byl viditelny napadny pokles aktivit u vSech genotypl, nejvice v piipadé
genotypu ApoE3.

Inkubace hepatocytli vSech genotypli s 1 mmol/l APAP po dobu 24 hodin vedla
ke zndmkam poskozeni pii pozorovani ve fazovém kontrastu. Déle jsme si povSimli
napadnych nitrobunéénych vakuol pfipominajicich tukové kapénky u obou transgennich
kmenti. Procento bunck pozitivnich pii barveni olejovou cerveni bylo vyssi u kontrolnich
hepatocytit z ApoE4 a ApoE3 mys$i nez u kontrolnich wild-type hepatocyti (p<0,05 pro
ApoE4 a p<0,001 pro ApoE3). Po 24 hodinach byl vyznamny pokles v MMP v ptipadé¢ bun¢k
vystavenych koncentraci APAP 1 mmol/l a vyssi u vSech genotypit (p<0,01). MMP byl
prakticky vymizely v hepatocytech z ApoE3 mysi vystavenych 1 mmol/l APAP po dobu 24
hodin; u hepatocytii z WT a ApoE4 mysi byl pokles MMP patrny az pfi expozici 2 mmol/l
APAP. Koncentrace 0,5 mmol/l APAP neméla na MMP zadny vliv.

Produkce ROS hodnocend metodou DCFDA vykazovala signifikantni vzestup u obou
transgennich kment pfi expozici 2,5 mmol/l APAP (p<0,01 pro ApoE4 a p<0,001 pro ApoE3)
po 24hodinové kultivaci. Hladiny MDA v kultivaénim médiu se mezi skupinami nelisily a
nebyly vyznamné ovlivnény expozici APAP. Na davce zavisly pokles hladiny redukovaného
glutathionu (GSH) byl pozorovan ve vSech bunkéach vystavenych piisobeni APAP. Po

v
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z ApoE3 mysi. Koncentrace konjugatu APAP s glutathionem (APAP-SG) po 4hodinové
kultivaci s 4 mmol/l APAP byly vyssi v obou transgennich kmenech nez ve wild-type
hepatocytech (p<0,01 pro ApoE4, nesignifikantni pro ApoE3).

Exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 byla down-regulovana u hepatocyti
vystavenych 4 mmol/l APAP po dobu 4 hodin. Tento pokles byl vice vyjadien u hepatocyti z
WT a ApoE4 mysi nez u tdch z ApoE3 mysi. Zadné vyrazné zmény jsme nezpozorovali
v ptipadé proteinu Mcl-1. U ApoE4 a mén¢ i u ApoE3 hepatocyti byl pozorovan pokles
exprese fosforylovaného 4E-BP1, zejména v bunkach vystavenych 4 mmol/l APAP. Hladiny
izoformy 2E1 cytochromu P450 vykazovaly mirny pokles ptfi expozici 4 mmol/l APAP u
vSech testovanych genotypu.

Hmox1, Nqol a Gsta2 vykazovaly vyssi expresi v kontrolnich ApoE3 hepatocytech nez
v kontrolnich ApoE4 hepatocytech, stejn¢ tak v bunkach vystavenych 0,5 mmol/l APAP po
dobu 24 hodin. Pii srovnani kontrolnich bun¢k s buitkami vystavenymi 0,5 mmol/l APAP byl
pozorovatelny nariist exprese Gsta2 a/nebo Hmox1 u vSech testovanych genotypt.

8. Diskuze

8.1. Cast prvni: vliv epigalokatechingalatu na jatra

Navzdory tadé studii popisujicich prospésny vliv. EGCG na jatra v mnoha
experimentdlnich modelech, v naSem experimentu nebyl prikazny zadny pfinos
pro regeneraci jater po parcialni hepatektomii. Dokonce jsme zaznamenali nizsi syntézu DNA
u potkanti dostavajicich vyssi davku EGCG.

Nase vysledky jsou v rozporu s tymem autord Saito et al. (2014), kteti popsali stimula¢ni
ucinek extraktu ze zeleného ¢aje na regeneraci jater po 90% parcialni hepatektomii. Rozdilné
vysledky mohou byt dané jinym modelem (70% vs 90% parcialni hepatektomie), jakoz i
cestou podani — Saito et al. (2014) podévali po dobu sedmi dnt vodu s 0,5% extraktem
obsahujici 1 dalsi pfimési.

EGCG byl v nékterych pracich schopen snizovat produkci TNF-a (Yang et al., 1998) a
IL-6 (Singh et al., 2011). Hladiny IL-6 byly vnasi studii vyznamné nizSi ve skupiné
EGCG50+PHx oproti skupiné AI+PHx.

V literatufe je popsana schopnost EGCG aktivovat kaspazy a zvysit apoptézu (Smith et
al., 2002, Roy et al., 2005, Shankar et al., 2007, Gupta et al., 2003). V nasi studii jsme nasli
naopak niz$i aktivitu kaspaz 3 a 7 v jaternim homogenatu z jater skupiny EGCG50+PHx neZ
u homogenatti z jater potkanti AI+PHx. Rada dalsich anti-proliferaénich mechanismti EGCG
byla popsana, napt. zmény v proteinkinazach, ristovych faktorech a transkripénich faktorech
(Singh et al., 2011). Ovlivnéni exprese proteini regulujicich bunéény cyklus se v nasem
experimentu nepodaftilo prokazat.

V navazujici in vitro studii jsme prokézali toxicky u¢inek EGCG na hepatocyty izolované
z potkanli po parcidlni hepatektomii 1 laparotomii. Na rozdil od jinych autort (Galati et al.,
2006), ktefi popsali toxicitu od koncentrace 200 umol/l, jsme pozorovali mirnou, nicméné
signifikantni toxicitu jiZ pfi koncentraci EGCG 10 umol/l po 24hodinové kultivaci.

Nejen nase vysledky, ale 1 dal$i studie doporucuji opatrnost pii uzivani EGCG. Bylo
popsano né¢kolik piipadt akutniho selhani jater zpusobeného vytazky ze zeleného caje
(Molinari et al., 2006, Mazzanti et al., 2009, Chen et al., 2010). Farmakokinetické studie s
EGCG u potkanti prokdzaly maximalni plazmatickou koncentraci EGCG 4,7 pug/ml po
nitrozilnim podani 10 mg/kg télesné hmotnosti. Distribuci do tkani poklesne plazmaticka
koncentrace EGCG o jeden fdd béhem méné¢ nez 100 minut. Po podani EGCG Zaludec¢ni
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sondou v davce 75 mg/kg télesné hmotnosti dosdhla maximalni plazmatickd koncentrace
pouze 19,8 ng/ml (Chen et al., 1997). Koncentrace pouzité v nasich in vitro experimentech se
mohou objevit v kratkém intervalu po intravendznim poddni EGCG. To mize i vysvétlit
znamky toxicity pti podani vyssi davky EGCG (50 mg/kg) v uvedeném in vivo experimentu.

8.2. Cast druha: vliv genotypu apolipoproteinu E na hepatotoxicitu

V naSich experimentech vedl acetaminofen (APAP) k toxicité viici hepatocytim vsech
genotypti. Nachylnost hepatocyti byla vyssi u obou transgennich kmenti oproti wild-type
kontroldm a nejvice vyjadiend u ApoE3 mysi. Pii expozici 4 mmol/l APAP po dobu 24 hodin
vykazovaly témér vSechny buiiky znamky bunécné smrti nekrozou. Kaspazy 3 a 7 nebyly
aktivované expozici APAP. K vyssi toxicita APAP u obou transgennich kment oproti wild-
type kontroldm muze ziejmé ptispivat akumulace lipidi.

Podatilo se nam reprodukovat hlavni vysledky tymu Graeser et al. (2011), tj. vyssi
expresi Nrf2-dependentnich gent v kultivovanych hepatocytech ziskanych z ApoE3 mysi nez
u téch z ApoE4 mysi, alespon tedy pii nizkych davkach APAP. Pisobenim APAP doslo k
aktivaci n€kterych Nrf2-dependentnich gent u vSech testovanych genotypii, coz je v souladu s
vysledky jinych autorti (Mobasher et al., 2013).

Nase nalezy poklesu mitochondridlniho membranového potencidlu po ptsobeni APAP
jsou v souladu s diive publikovanou praci tymu Hwang et al. (2014). I tentokrat byl tento
pokles nejvice vyjadien u hepatocytli z ApoE3 mysi. Po 24hodinovém pitisobeni APAP byl
pokles hladiny GSH nejvice vyjadien v ApoE3 hepatocytech. Tvorba reaktivnich forem
kysliku po 24hodinové inkubaci s 2,5 mmol/l APAP vykazovala nejvyssi nartst u hepatocytii
z ApoE3 mysi. Tyto nalezy byly ponékud mimo naSe ocekavani, nebot’ nositelé alely ApoE3
méli zjiSténu vyssi antioxidacni schopnost neZ nositelé alely ApoE4 (Jofre-Monseny et al.,
2008).

Niz$i hladiny fosforylovaného 4E-BP1, efektoru mTOR, u obou transgennich kment po
expozici 4 mmol/l APAP nez u kontrol poukazuji na aktivaci autofagie. Toto je v souladu s
Jinymi autory (Ni et al., 2012a).

9. Zavéry

9.1. Cast prvni: vliv epigalokatechingalatu na jatra

Podani EGCG v testovanych davkach 20 mg/kg a 50 mg/kg nevedlo k urychleni
regenerace jater po parcidlni hepatektomii potkanii. Vyssi davka dokonce vedla ke snizeni
syntézy DNA. Ackoliv provedené analyzy neobjasnily zcela mechanismus ucinku, miize byt
dan inhibici produkce cytokinu IL-6, zfejmé vSak nikoliv indukci apoptdzy ani aktivaci
proteinu p53.

Po 24hodinové kultivaci vykazoval EGCG v koncentraci 10 umol/l a vyssi toxické
ucinky na hepatocyty izolované jak z potkanli po laparotomii, tak z potkan po parcidlni
hepatektomi. Hepatocyty izolované z potkanli po parcialni hepatektomii mély vyssi tendenci k
apoptoze, zejména pii vysokych koncentracich EGCG.
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9.2. Cast druha: vliv genotypu apolipoproteinu E na hepatotoxicitu

Acetaminofen vedl k hepatotoxicité u hepatocytii izolovanych z mySi se vSemi
sledovanymi genotypy ApoE3, ApoE4 i WT. Toxicita byla vys$si u obou transgennich kmenti
oproti wild-type kontroldm a nejvice vyjadiena byla u ApoE3 mysi. Pfi expozici 4 mmol/l
APAP po dobu 24 hodin vykazovaly téméf vSechny bunky zndmky nekrozy bez ohledu na

genotyp.

Na zéklad¢ nasi studie 1ze konstatovat, ze pravdépodobné n€kolik mechanismii miize vést
k horSimu poskozeni u ApoE3 mysi oproti ApoE4 mySim: vyssi produkce reaktivnich forem
kysliku pfi pisobeni vysokych davek acetaminofenu, vyssi konzumpce glutathionu, vyssi
nachylnost mitochondrii k poSkozeni a ziejm¢ 1 rozdilnd aktivace autofagie po expozici
acetaminofenu. Zaroven jsme prokéazali vyssi aktivaci Nrf2-dependentnich genti u hepatocyti
z ApoE3 mysi nez u hepatocyti z ApoE4 mysi, alespon tedy pii nizkych koncentracich
acetaminofenu.

In vivo studie by byly vhodné k potvrzeni naSich vysledkli na celych zvifatech a
k objasnéni nékterych mechanismu.
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