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SOUHRN

Glutathion je velmi hojny intracelularni nebilkovinny thiol. Tento tripeptid,
jenZ se vyskytuje v redukované (GSH) a oxidované (GSSG) formé, je jednim
z nejvyznamnéjSich antioxidant. Cilem nasi prace bylo zavést stanoveni
glutathionu, které by oproti b&Zné uZivanym HPLC metodam vynikalo nizkymi
naklady a mendi C&asovou narognosti. Jako vhodnou jsme zvolili
spektrofluorimetrickou metodu zaloZenou na detekci produktu reakce GSH
a o-ftaldialdehydu. Optimalizaci postupu jsme dosahli téchto analytickych
parametri: GSH (kalibrace: R?>=1, 0-500 umol/l; intra-assay: CV% << 5% ),
GSSG (kalibrace: R?>=0,99, 0-200 umol/t; intra-assay: CV% < 5% ). Dale byla
porovnanim naméfenych koncentraci s referenéni HPLC/FL metodou
vypoctena velmi silna korelace, r=0,989, mezi ob&ma stanovenimi.
Z udavanych hodnot vyplyva, Ze byla zavedena specificka, citliva a pfesna

metoda srovnatelna s HPLC stancvenim.

Druhym cilem +této prace byla charakterizace toxického vlivu
acetaminofenu (AAP) na potkani hepatocyty in vitro. PFicinou AAP toxicity je
jeho pfeména na NAPQI (N-acetyl-p-benzochinonimin), ktery reaguje s GSH za
vzniku AAP-GSH, coZ zplsobuje depleci GSH. Po pfedavkovani AAP nasleduje
nekroza bunék, jez mizZe vyustit az v jaterni selhani. | kdyZ je AAP toxicita velmi
intenzivné studovana, mechanismus pos$kozeni neni jesté zcela znamy.

Hepatocyty byly inkubovany s AAP (1-20 mmol/l) v ¢asovych intervalech
1-24 hod. Pomoci WST-1 testu bylo zjisténo, Ze viabilita hepatocytll klesa
uvSech koncentraci AAP v zavisiosti na &ase, coz bylo u nejvy$Sich
koncentraci potvrzeno unikem LDH do média. Kromé jinych markeri jsme také
v bufikach stanovovali aktivitu glutathionreduktasy (GR). Prekvapivé jsme u
véech koncentraci AAP jiZ po 3 hodinadch inkubace zjistili na davce zavisly
pokles aktivity tohoto enzymu. DalSim studiem mechanismu této inhibice jsme
objevili, Ze glutathionreduktasa je inhibovana metabolitem acetaminofenu, ktery
byl az dosud obecné povazovan za zcela neSkodny. Syntézou a naslednym
testovanim tohoto metabolitu byla prokazana velmi silna inhibice hepatocytarni
GR, a to o 97% oproti kontroldm. Tento nalez vnasi naprosto nové poznatky

do studia AAP toxicity a fadu jich zcela méni.



SUMMARY

Glutathione is the most abundant intracellular non-protein thiol. This
tripeptide, which occurs as the reduced (GSH) and the oxidized (GSSG) form,
belongs among the most potent antioxidants. The aim of present work was to
introduce and optimize a glutathione assay that, in comparison to mostly used
HPLC methods, would possess low cost and short time of the measurement.
We chose the spectrofluorimetric method based on detection of a reaction
product between GSH and o-phthaldiaidehyde. After optimization, we gained
following analytical parameters: GSH (calibration: R?=1, 0-500 pmol/l; intra-
assay: CV%<<5%), GSSG (calibration: R?=0.99, 0-200 pmol/; intra-assay:
CV%<5%). We tested the levels of both GSH and GSSG by optimized method
and by HPLC/FL method. We found very strong correlation, r=0.99. We
conclude, we established optimized glutathione assay which possessed high

specificity, sensitivity, accuracy and, in additon, is comparable to HPLC method.

Another aim of our work was to evaluate the acetaminophen (AAP) toxic
influence in vitro. The cause of AAP toxicity is found in metabolic activation to
NAPQI! (N-acetyl-p-benzoquinone imine). This compound reacts with GSH to
form AAP-GSH and thus it resuits in GSH depletion. In AAP overdose, the
necrosis of hepatocytes appears and it may lead to acute liver failure. Despite a
number of studies, the mechanism of AAP injury remains stiil unknown in part.

We used rat hepatocytes incubated with AAP (1-20 mmol/l) during 1-24 h
time period. Using WST-1, we found time dependent decrease in cell viability in
all AAP concentrations. These results were confirmed by LDH test in cells
treated with the highest AAP doses. Except of other assays, we tested also the
changes of glutathione reductase (GR) activity. Interestingly, we proved the
dose dependent decrease of GR activity in all AAP treated cells already after 3
h of treatment. Consequently, we studied the mechanism of GR inhibition and
we discovered a significant influence of an AAP metabolite that was considered
to be harmless till now. We prepared and tested the influence of this compound
and we proved strong inhibition of hepatocyte GR, i.e. by 97% compared to
control. Our results provide absolutely new advices into AAP toxicity and lead

to new consequences in description of AAP toxic causation.
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Uvod

1. Uvod

Hepatotoxicky U¢inek urcitych latek mizZe byt zapfiginén mnoha zplsoby.
NejCastéji se navic na patologickém plsobeni podili hned né&kolik mechanismi.
Prikladem takovéhoto hepatotoxinu je i acetaminofen. Tato sloudenina a jeji
toxicky Ucinek jsou v soudasné dob& velmi intenzivneé zkoumany. O to vice je
ale pfekvapujici, Ze principiaini mechanismus toxického plUsobeni

acetaminofenu neni do dnesniho dne jeété do detailu poznan.



Teoreticka ¢ast — Volné radikaly

2. TEORETICKA CAST
2.1 Reaktivni formy kysliku, volné radikaly

Definici je radikal popsan jako: jakakoli chemicka molekula (atom, ion),
kterda ve své valendni sféfe ma jeden nebo vice neparovych elektron.
Vznik radikald je mozny vice zplsoby, a to homolytickym $tépenim kovalentni
vazby v molekule (vznikajf 2 radikaly, z nichz kazdy si ponecha jeden elektron),
adici elektronu, anebo odtrZzenim elektronu z valenéni sféry.

Voiny radikal je jakykoli radikal schopny existence po jakkoli kratkou
dobu. SpoleCnou vlastnosti je piitomnost neparového elektronu na atomu
kysliku. Do této skupiny patii hydroxylovy radikal, alkylperoxylovy radikal,
alkoxylovy radikal a superoxidovy radikal (tab. 1). Vedle t&chto slougenin se pod
termin reaktivni formy kysliku (ROS) zahrnuji také elektroneutralni molekuly:
kyselina chlorna, oxid dusnaty, singletovy kyslik a 0zon {Racek and Hoiecek
1999; Zima et al 1996). Nékdy jsou navic ztéto skupiny samostatné
vydélovany slougeniny, které ve své struktufe obsahuji atom dusiku — reaktivni
formy dusiku (RNS), kam patfi napfiklad oxid dusnaty nebo peroxynitrit.

Chemické molekuly nalezici mezi ROS jsou diky pfitomnosti kysliku
a zaroven diky radikalové povaze velmi reaktivni. Sve nestability, zplsobené
vyskytem neparového elektronu ve valenéni sféfe, se volny radikal snazi zbavit

doplnénim elektronu. Toho dociluji odtrzenim elektronu z nejriznéjsich molekul.

Tab. I: Pfehled reaktivnich forem kysliku (Zima et al. 1996)

Reaktivni formy kysliku Vzorec Biol. Polocas
Hydroxylovy radikal *OH 10°s
Alkoxyiovy radikal LOs 10%s
Singletovy kyslik 0, 10°s
Peroxylovy radikal LOOe 78

Oxid dusnaty +NO 1-10 s
Semiquinonovy radikal Q~ dny
Peroxid vodiku H,O; dle aktivit enzymu
Superoxidovy radikal 05" dle aktivity SOD

14



Teoreticka éast — VoIné radikaly

2.1.1 Superoxidovy anion ~ Superoxid

Superoxid (O2") vznika z molekularniho kysliku jednoelektronovou adic.
Produkce je hlavné zajiSténa v mitochondriich b&hem dychaciho fetézce
a pfi fagocytéze. Daldi misto tvorby bylo zji§téno v endotelovych bufikach.
Jeho oxidacni schopnost neni piili§ vyscka. Ve vaodném prostiedi dvé molekuly
02" spontanné dismutuji za vzniku O, a H,0,. Tato reakce miize byt ale také
katalyzovana specifickym enzymem, superoxiddismutasou (SOD) (7), za jejiz
pfitomnosti je dismutace urychlena nejméné tisicinasobné. Vyznam O, je tedy
hlavné v umoZnéni produkce daldich ROS (Gutterige 1995; Halliwell and
Gutteridge 2007).

0," + O," +2H* XD 5 71.0,+0, (1)

2.1.2 Hydroxylovy radikal

Tento radikal je ze v8ech ROS nejvice reaktivni a v disledku toho je
i jeho poloCas reakce v porovnani s ostatnimi kyslikovymi radikaly velmi kratky.
Jeho vysoka oxidaéni schopnost ma za nasledek reakce s nejriizn&jsimi
biologickymi molekulami, jako jsou nukleové kyseliny, proteiny, lipidy,
sacharidy.

Hydroxylovy radikal (¢OH) miiZe vznikat mnoha zpusoby. Nejznaméjsimi
jsou plsobeni y-zafeni na molekuly vody a dale pak tzv. Fentonova reakce (2).
Pri ni dochazi ke vzniku ¢OH po reakci dvojmocného Zeleza s peroxidem

vodiku.
Fe™ + H,0, - "OH + Fe*™ + OH" (2)
Dal$i moznosti vzniku hydroxylového radikalu v lidském organismu
je Haber-Weissova reakce (3), kdy «OH vznika po vzajemné reakci peroxidu

vodiku a superoxidového radikalu (Gutterige 1995; Zima et al. 1996).

0," + H,0, > "OH + O, + OH" (3)

15



Teoreticka cast — Volné radikaly

2.1.3 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik ('0,) Je excitovana forma molekularniho kysliku (Os).
Molekularni kyslik ma tieti nejvétsi elektronegativitu ze véech prvkd, a proto
by mél byt mnohem vice reaktivni, neZ je tomu ve skutenosti. Jeho schopnost
reagovat je CasteCné blokovana diky vyskytu dvou neparovych elektrond
v molekule, které nabyvaji stejnych spinovych kvantovych &isel. Pokud oviem
je tato spinova restrikce porusena, a spiny se stavaji opadnymi, reaktivita

kysliku se zvySuje. Tak je tomu pravé u excitované formy 'O, {Gutterige 1995).

2.1.4 Peroxid vodiku

Jakmile jakakoli bufika produkuje superoxidové radikaly, diky jejich
dismutaci (7) je zaroven zdrojem dal$i ROS, a to peroxidu vodiku (H205).
Kromé toho H;O» vznikd také pomoci rlznych enzymi (glukézaoxidasa,
uratoxidasa). H20; je velmi stabilni a v nepfitomnosti kovovych iontll i malo
reaktivni. Diky své stabilité a dobré rozpustnosti v tucich snadno opousti misto
svého vzniku, difunduje membranami a putuje dale mezibuné&&nym prostorem
(Gutterige 1995; Halliwell and Gutteridge 2007). Jeho hlavni vyznam tedy
nespociva ve viastni $kodlivosti, ale v torn, Ze podporuje tvorbu dalgich, vysoce
reaktivnich kyslikovych radikall (2) (3).

2.1.5 Ostatni ROS

Peroxylové (LOQs) a alkoxylové radikaly (LOe) vznikaji hlavné
pfi lipoperoxidaci zpGsobené ostatnimi volnymi radikaly.

Oxid dusnaty (eNO) je silné lipofilni latka. Jeho dileZitou fyziologickou
funkci v organismu je uCast na regulaci cévniho tonu. Z patofyziologického
pusobeni je ddieZité uvolnéni kovovych iontl z vazby na proteiny v pfitomnosti
*NO, coZ umoZfiuje tvorbu dal$ich ROS (Halliweli and Gutteridge 2007). Dalsi
reaktivni formou kysliku s pfitomnosti dusiku v molekule je oxid dusigity (éNO,).

Ozodn (O3) je velmi silny oxidant, ktery je pro organismus velmi $kodiivy,

pficemz dokaZe poskozovat veskeré biomolekuly v téle.
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2.1.6_Fyziologické pusobeni ROS

ROS hraji dilezitou a nezastupitelnou roli v mnoha fyziologickych
pochodech v organismu. Ugastni se nejrazn&jsich déja, napf. regulace cevniho
fonu, fagocytdzy, metabolismu prostaglandinGi a leukotrienti, adale pak se
podileji na oplozeni vajicka ¢i pfi reakcich zavislych na cytochromu P450.

Vazoaktivni pisobeni ROS je hlavné zaji$t&no produkci «NO. Tato latka
zpUsobuje relaxaci hladké svaloviny cév diky aktivaci guanylatcykiasy.
Oxid dusnaty vznikd v buiikach pfi pfeméné L-argininu na L-citrulin, ktera je
zajistovana specifickym enzymem - NO-synthasou (NOS). V t&le se vyskytuji
celkem tfi druhy NOS: inducibilni NOS (iNOS), endotelidini NOS (eNOS),
neuronova NOS (nNOS), jejichz nazvy jsou odvozeny od hlavniho mista vzniku.
nNOS a eNOS se zahrnuji mezi NO-synthasy konstitutivni se stalou produkci
*NO, jehoz vytvafené mnoistvi je stejné za véech podminek. Naproti tomu
INOS tvoii sNO aZ po stimulaci urcitymi faktory. V ovliviiovani cévniho tonu
ROS se také uplatiiuji superoxidové radikaly tvofené endotelem, jeZ inhibuji
u€inek NOs (Bast ef al. 1991: Halliwell and Gutteridge 2007; Racek and
Holedek 1999).

Dalsi velmi dllezitou roli hraji ROS pii imunitnich reakcich, a to obzvlaste
pfi fagocytéze. Zde se uplatiiuje cela skala sloucenin, mezi néz patii: «OH, 0,
*NO, HCIO, Hz0;. Pro produkci vétSiny t&chto ROS je zapotfebi aktivace
imunitnich  bunék (neutrofilnich granulocytld, makrofagl). Po aktivaci je
napfiklad produkovana kyselina chlorna. Tato latka se silnymi oxidagnimi U&inky
Je syntetizovana z chloridovych iontl a peroxidu vodiku v pfitomnosti enzymu

myeloperoxidasy (MPO) v cytoplasmé danych bunék (4).

H,0, + ClI- 2 5 HCIO + H,0 (4)

MPO je metaloprotein se &tyfmi navazanymi hemovymi skupinami a je
piitomna v azurofiinich granulech neutrofill a lysozomech makrofagl.
Vedle pfimeho baktericidniho a fungicidniho Uginku se HCIO také udastni tvorby
dalsich vysoce reaktivnich ROS, které jsou taktéz baktericidni. Takto vznika
v imunitnich buiikach napfiklad «OH nebo singletovy kyslik.

Krome reakci spojenych s HCIO se na fagocytéze podili také eNO.

Pfiimunitnich reakcich ma hlavni vyznam inducibiini forma NOS. iNOS
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se vyskytuje v nejvet&i mife v makrofazich. Produkce eNO je umoZnéna aktivaci
imunitnich  bun&k nejriznéj§imi  zanétlivymi faktory (TNF-g, [FN-v, 1L-1)
a iINOS-syntetizované mnozstvi eNO je v porovnani s obé&ma konstitutivnimi
NO-synthasami az tisicinasobné. Kromé pfimého baktericidniho U¢inku se esNO
podili spoleéné se superoxidovymi radikély na vzniku dalsich ROS, peroxynitrit(i
(ONOO) (5). Tyto sloudeniny zpusobuji opét silné oxidaéni poskozeni
pohlcenych mikroorganisml a mimoto se rozkladaji za vzniku «OH a eNO,
(Bast ef al. 1991; Racek and Holeéek 1999).

O + *NO — ONOO" (5)

Pfi fagocytoze hraje dUlleZitou roli také produkce superoxidovych
radikald, ktera je zaji$téna hlavné enzymem NADPH-oxidasou. Tento enzym
vedle NOS patfi k hlavnim producentim ROS. Katalyzuje vznik O,

a to jednoelektronovou redukci molekularniho kysliku (6)

20, + NADPH —W2%02) y 90) ™ 4 NADP* + H' (6)

Exprese NADPH-oxidasy byla zji§téna u neutrofildl, makrofagii, monocyti
a B-lymfocytl (Racek and Holeek 1999). V klidovém stavu buiiky je enzym
inaktivni a ke stimulaci dochazi po aktivaci buiiky mnoha podnéty (TNF-a, IFN-
Y, komplement). Vlastni O2" jsou malo reaktivni, ale jejich hlavni vyznam
spoCiva v GCasti na naslednych reakcich, které vyustuji v produkci vysoce
reaktivnich ROS (HCIO, H,0,, «OH, ONOO) (1) (3) (5).

Kromé jiz zmifiovanych enzymi mezi dllezité producenty ROS patii také
xanthinoxidasa. Tento enzym se Gc¢astni metabolismu purinovych bazi,
kdy napomaha pfeméné hypoxanthinu na xanthin, resp. xanthinu na kyselinu
mocovou. SloZenim je to flavoprotein obsahujici pfechodné kovy molybden
a Zelezo, a proto je schopen predavat elektrony na molekularni kyslik,
¢imz vznikaji H202 nebo O™ (Halliwell and Gutteridge 2007).

Vazbou volnych radikald a ionth Zeleza je zaji$téna funkce cytochromu
P450 jakoZto oxidacni jednotky pro endogenni i exogenni latky. V nékolika
krocich zde dochazi k pfenosu O, ze vzniklych peroxidfi na metabolizovanou
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molekulu, peroxidy jsou odbouravany a dana molekula je oxidovana (Bast et al.
1991, Yasui et al. 2005).

2.1.7 Patofyziologické pusobeni ROS

2.1.7.1 Lipoperoxidace

K Gcinku volnych radikall jsou nejvice citlivé mastné kyseliny, a to
predev8im polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). PUFA se vyskytuji jako
neesterifikované v buné&nych membranach, a déle pak vazané ve fosfolipidech.

Nejvice reaktivni ve vztahu k PUFA se jevi hydroxylovy radikal. Ten diky
své vysoké oxidagni schopnosti napada lipidovy fetézec a z -CHy- skupiny
odstépi jeden vodik. Timto se vytvofi radikal -C*H- | jenZ vykazuje taktéz
vysokou reaktivitu. Proto dale reaguje s O, za vzniku peroxylového radikalu,
ktery ihned napada daldi fetézec PUFA, odnima z né&ho daldi atom vodiku,
a timto kromé hydroperoxidu vznika dals$i uhlikovy radikal (obr. 1). Jeden jediny
iniciacni radikal (¢OH) tak mize zplsobit pomoci fetézové reakce poskozeni
az nekolika tisic fetézcll PUFA. Takto pak vznikaji velkda mnoZstvi
hydroperoxid(, jeZ slouZi jako substrat pro nasledné reakce, jako je napf. vznik
toxickych aldehydii, mezi které patfi malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal
(4-HNE) (Gutterige 1995; Halliwell and Gutteridge 2007).

Veskeré slougeniny vytvafené béhem lipoperoxidace (hydroperoxidy,
lipoperoxidy, cytotoxické aldehydy) jsou pfi¢inou poskozeni struktur bunéénych
membran, bilkovin a membranové vazanych enzym(l. Nasledkem toho dochéazi

k porucham homeostazy a metabolismu bunék.

/:\/:\/:\/:\ Free [
R . . R’ radical NN TV TN,
Unsaturated fatty acid R N R
oy 00 ﬂoz
/:\/-—\/:\/:\ Free
R R R :radical TV VTV
0, Lipid based
peroxyradical (LOC-)

0 OH
o/ WV VTV =A A~ AL
HNE

Obr. 1: Mechanismus lipoperoxidace PUFA (Halliwell and Gutteridge 2007)
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Kromé& mastnych kyselin reaguji ROS také s cholesterolem,
kdy po vzajemné reakci vznikaji oxysteroly, peroxidy, hydroperoxidy a epoxidy
cholesterolu. Tyto latky maji podobny ug&inek jako produkty peroxidace
mastnych kyselin, nebot plsobi na bunésné membrany a enzymové komplexy.
Nasledkem toho se projevuje jejich cytotoxicita, mutagenita, kancerogenita
¢i aterogenicita (Smith and Johnson 1989; Soska 1993).

Mezi oxysteroly patfi hydroperoxycholesteroly, ketocholesteroly
a hydroxycholesteroly. V &asnych fazich lipoperoxidace nejprve vznikaji
hydroxycholesteroly a 7-hydroxyperoxycholesteroly, které mohou byt dale
preménovany na 7-ketocholesteroly (Brown et al. 1997; Koelsch et al. 2000).

2.1.7.2 Poskozeni proteint a DNA

Proteiny jsou napadany volnymi radikaly (¢OH, O;™), které zpUsobuiji
jejich  fragmentaci, agregaci, zesitovani a tim i zménu jejich vlastnosti
a nasledné i funkci, jez zajistuji. ROS napadaji postranni fetézce aminokyselin
(nejcasteji tryptofan, methionin, cystein), které jsou poté oxidovany. Vedie
kyslikovych forem volnych radikalll véak mohou s bilkovinami reagovat
i reaktivni  formy dusiku, peroxynitrity, které zfetézené aminokyseliny,
napr. tryptofan,  fenylalanin, tyrosin, nitruji (Jensen 2003). Narozdil
od lipoperoxidace v8ak pfi oxidaci proteind nedochazi k produkci dalich
volnych radikall, které by spoustély nasledné reakéni kaskady.

Kromé volnych radikall mohou s bilkovinami reagovat také peroxidy,
hydroperoxidy a toxicke aldehydy produkované pii lipoperoxidaci — MDA,
4-HNE. Plasobenim t&chto latek vznikaji po reakci s danymi typy aminokyselin
dalsi karbonylové slou€eniny na boénich fetézcich s amino- a sulfhydrylovymi
skupinami (Hallivell et a/. 1992). Vedle toho mohou karbonyly také vznikat
neenzymovou glykaci proteinQ.

Dalsimi molekulami, které jsou poskozovany uginkem volnych radikal(
jsou nukleové kyseliny. Z reaktivnich forem kysliku je s DNA schopen reagovat
nejastéji pouze eOH, ktery napada sacharidovou kostru fetézce DNA
azplsobuje jeji fragmentaci. eOH mize poskozovat jak jadernou,
tak mitochondrialni DNA. Druhym mechanismem, kterym «OH plsobi na

nukleové kyseliny, je pfima oxidace jednotlivych bazi. Takto vznikaji nové
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nukleotidy, napf. 8-hydroxyguanin, 8-oxy-7,8-dihydro-2-deoxyguanosin,
aj. Ty mohou pfimo poskozovat fetézec DNA, anebo néktere, diky své
schopnosti sparovat se s jinymi nukleotidy, zplsobuji mutace (Loft and Poulsen
1996; Stipek and kol. 2000). Reparaéni mechanismy nukleovych kyselin jsou
schopny tyto oxidované baze za urgitych podminek rozpoznat a vystépit, a diky
tomu je moZné tyto markery poskozeni DNA analyzovat. Dasledkem mutaci

a fragmentaci DNA je mutageneze, kancerogeneze, & apoptoza.

2.2 Antioxidanty

Obecné Ize antioxidanty rozdélit do nékolika skupin dle jejich chemickych
vlastnosti, &i funkce (tab. Il). Casté déleni antioxidant( je na hydrofilni a lipofilni,
extra- a intracelularni, a dale také dle jejich povahy naenzymové
a neenzymove. Mezi  nejvyznamnéj§i  antioxidaéni  enzymy  patii
superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa a katalasa. Do druhé skupiny latek
s neenzymovymi vlastnostmi patfi napfikiad kyselina mocova, glutathion, thioly,

transferin, ceruloplasmin a antioxidaéni vitaminy.

Tab. li; Pfehled antioxidantd

Proteinové antioxidanty = Neproteinové antioxidanty

superoxiddismutasa a, y — tokoferol
glutathionperoxidasa vitamin C
katalasa glutathion
glutathion-S-transferasa kyselina modova
thicredoxin 3-karoten
peroxiredoxiny flavonoidy
transferin, feritin koenzym Qqq
albumin, ceruloplasmin biirubin
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2.2.1 Enzymova antioxidancia

Zakladni  diohou  superoxiddismutasy je katalyza dismutace
superoxidovych radikalli za vzniku peroxidu vodiku (7). Celkem jsou znamy
th izoenzymy SOD: Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD. U é&lovéka se SOD
vyskytuje ve vSech bupfkach téla, nejvyssi koncentrace byla zjisténa v jatrech.
V bunice se SOD vyskytuje v mitochondriich (Mn-SOD) a v bun&&ném cytosolu
(Cu,Zn-SOD). Proto Ize nalezeni Mn-SOD v plasmé& povaZovat za indikator
poskozeni mitochondrii, napf. u infarktu myokardu (Cord 2000; Zima et al.
1996).

V lidském téle se vyskytuje jediny metaloprotein, ktery obsahuje ve své
struktufe atomy Se. Je to enzym glutathionperoxidasa, kiera se v bufikach
naléza, stejné jako SOD, v cytosoilu a mitochondriich. Jeji hlavni funkci
je ochrana polynenasycenych mastnych kyselin pfed oxidaci diky rozkladu
peroxidd a organickych hydroperoxidd za soucasné oxidace glutathionu
(viz nize) (Bast ef al. 1991; Halliwell and Gutteridge 2007; Holeek and Racek
1994).

Katalasa obsahuje ve své struktufe hemovou skupinu, pomoci které
je schopné katalyzovat pfeménu dvou molekul H>O, za vzniku vody a kysliku.
Mistem vzniku a G&inku katalasy v bufice jsou peroxisomy (Bast et al. 1991:
Hole€ek and Racek 1994).

2.2.2 Neenzymova antioxidancia

Kyselina mocova je schopna zhaget velmi reaktivni «OH a '0,. Kromé
toho také vaZe ionty Zeleza a médi, ¢imZ zabrafiuje amplifikaci produkce
daisich ROS.

Diky vazbé iontd kovl lze za antioxidanty povaZovat i plasmatické
proteiny ceruloplasmin (vaZze 6 atomid Cu) a transferin (vaZe 2 atomy Fe).
Ceruloplasmin navic pomaha oxidovat Fe** na Fe®* (Bast ef al. 1991).

Jako scavenger plisobi i dal$i plasmaticky protein, albumin, ktery vaze
Cu” ionty. Jejich reakci s peroxidem vodiku vznikaji eOH, které ovdem hned
reaguji s afbuminem, jimZ jsou zhaseny. Diky své vysoké koncentraci v krvi

vvvvvv

je albumin povaZovéan za jeden z nejdllezitéjich extracelularnich antioxidantcl.
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Na antioxidatni ochran& organismu se velkou mérou podileji vitaminy.
Lze je rozdelit dle n&kolika hledisek; nejéastéji se pouziva déleni na vitaminy
lipofilni — membranové (karotenoidy, vitamin E) a hydrofilni (vitamin C).

Pod pojem vitamin E se zahrnuje skupina lipofilnich latek, tokoferold,
jez se od sebe odliduji odchylkami ve struktufe. Patii sem a-, B-, y-, 3- tokoferol,
z nichZ nejvyznamnéjdim antioxidantem je o-tokoferol. o-tokoferol je hiavni
lipofiini antioxidacni latka, v krvi se vyskytuje vazana v LDL a VLDL ¢asticich.
Timto zplUsobem je také umoznén jeho transport. Zasobarnou a-tokoferolu
v téle jsou jatra.

o-tokoferol reaguje s hydroxylovymi, peroxylovymi a alkoxylovymi
radikaly a také s '0,. Po reakci s volnym radikalem (napf. alkoxylovy radikal)
vznika z a-tokoferolu tokoferylovy fenoxyradikal, v némz je neparovy elektron
vazan na Kkysliku (obr. 2). Stabilita tokoferylového radikalu je vy$8i nez
u jakéhokoli volného radikalu, s kterym reaguje, a dosahuje aZ nékolika hodin
(McCay and 1985). Vznikly tokoferylovy radikal je nutné regenerovat, jinak by
byly zasoby a-tokoferolu rychle vyéerpany. Regenerace je zajiSt€éna reakci
na rozhrani lipofiini a vodné faze pomoci kyseliny askorbové nebo glutathionu
{obr. 3) (Halliwell and Gutteridge 2007).

CH, Hy _CH
CH

3 &3
CH 3

vitamin E (c-tokoferol)

Ry 0O- o

+ R4y-0-0-H
oz R :

CH, hydroperoxid
tokoferylovy radikal

Obr. 2: Vznik tokoferylového radikalu (Stipek and kol. 2000)
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Hlavni funkci a-tokoferolu je ochrana PUFA v bun&énych membranach.
Pomér mezi mnoZstvim PUFA a a-tokoferolu je 220 mol PUFA : 1 mol
a-tokoferolu (Hole¢ek and Racek 1994). Jeho lipofilita a tim i moZnost byt vazan
v membrané je zaji$téna pfitomnosti postranniho fetézce (McCay and 1985).

Antioxida¢ni ochrana a-tokoferolu hlavné spoéiva v zabrané rozvoje
lipoperoxidacni kaskady (Kerr et al. 1996), kdy preménuje alkylperoxylové
radikaly na hydroperoxidy, s kterymi nasledné reaguje glutathionperoxidasa.

Ochrannou funkci také pini v cytochromu P450.

NADPH+H* NADP?*

kys.
askorbova GSH
LOOH
askorbylovy
LOO- a-tokoferol radikal GSSG
4
~ NADPH+H*
o-tokoferol « GSH
NADP*
GSSG
NADPH+H"

Obr. 3: Regenerace antioxidacnich vitamin(

Dalsi skupinu antioxidacnich vitaminQ tvofi karotenoidy, kam patfi vice
neZ 600 do dnesni doby poznanych slougenin. Z hlediska vyznamu pro Clovéka
jsou nejdulezitéj$i o-, B-karoten, lykopen, zeaxanthin a lutein. Ty se daji dale
rozdélit dle provitaminové aktivity, kterou disponuji (a-, B-karoten),
resp. nedisponuji (lykopen).

Obecné lze karotenoidy popsat jako latky s fetézcem tvofenym dvéma
polovinami s 20 uhliky v kaZzdé &asti, jenZ obsahuje razny poéet konjugovanych
vazeb (Stahl and Sies 1996). Karotenoidy plisobi jako antioxidac¢ni latky hiavné

v lipofilnim prostfedi, a to i za nizkého parciadlniho tlaku Kkysliku.
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Nejvyznamnéjsimi z nich jsou p-karoten a lykopen (Hole¢ek and Racek 1994)
(obr. 4).

B-karoten, jako kazdy &len skupiny karotenoidil, zhasi singletovy kyslik.
Dale pak je schopen reagovat s peroxylovymi radikaly a hydroxylovym
radikalem (Halliwell and Gutteridge 2007; Stahl and Sies 1996).

B-karoten (C ,Hc,)

CH, CHy CH, CH,
HaC
AN NN NN NN NN N NS ZNem,

CHj, CH CHa CHy
lykopen {C ;Hx;)

Obr. 4: Pfehled vybranych karotenoidl

Nejvyznamnéjsim hydrofilnim vitaminem je vitamin C, ktery se v bufikach
naléza ve 2 formach: oxidované — kyselina dehydroaskorbova (DHAA)
a redukované — kyselina askorbova (AA) (obr. 5). Obé tyto slouceniny vykazuiji
vitaminovou aktivitu. DHAA je oproti AA v téle relativné nestabilni, protoZze mlze
podiéhat nevratnym reakcim. V bunkéch se vyskytuje hlavné AA, DHAA je
za fyziologickych podminek ihned redukovana zpét na AA (Racek et al. 2000).

Kyselina askorbova hraje v téle dlleZitou a nezastupitelnou roli v mnoha
procesech. Jednd se o hydroxylaéni biosyntetické reakce, napf. syntéza
hydroxyprolinu, prokolagenu, karnitinu, noradrenalinu, nebo (¢ast na metaboli-
smu cholesterolu. Vedle toho je tento vitamin dlieZitym antioxidantem (Racek
et al. 2000; Stipek and kol. 2000; Zima et al. 1996).
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Béhem evoluce primatl tato vyvojova vétev savch ztratila schopnost
biosyntézy AA z dlvodu poskozeni genu pro L-gulonolaktonoxidasu.
Proto se zvySila oxidaéni zatéz pro lidské bufky a dochazelo ke zvyseni
incidence mutaci. Role AA jako antioxidantu je nezastupitelna, a proto musi byt

pro zajisténi dostateéné hladiny v krvi pfijimana potravou.

Obr. 5: Kyselina askorbova

AA plisobi jako scavenger 0., 'Oy, «OH, peroxylovych radikald. Dale je
schopna reagovat i s HCIO. S témito ROS reaguje diky své hydrofilité
ve vodném prostiedi, v cytosolu. Se superoxidem dava vzniknout peroxidu
vodiku a hydroxylovy radikdl redukuje na wvodu. Kromé téchto pfimych
antioxidaénich mechanismi AA také =zaji§tuje regeneraci tokoferylového
radikalu (obr. 5). Ta je uskutecfiovana na rozhrani lipofilni a hydrofilni faze,
kdy opét vznika a-tokoferol a oxidovany askorbylovy radikal. Ten miZe byt
regenerovan ucinkem GSH ¢&i flavonoidd, nebo podléha dismutaci za vzniku
DHAA a AA (Racek et al. 2000; Stipek and kol. 2000).
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2.3 Glutathion

2.3.1 Struktura a funkce glutathionu

Glutathion je tripeptid slozeny celkem ze tfi aminokyselin, je to y-L-
glutamyl-L-cysteinyl-glycin. Tato latka je diky vysokym intraceiularnim hladinam
(1-10  mmol/l) hlavnim nitrobunéénym nebilkovinnym  thiolem. Nejvyssi
koncentrace glutathionu jsou nalézany v hepatocytech, renalnich bufikach,
erytrocytech, leukocytech, ¢i buiikach &oéky. Niz§i hladiny jsou nalézany
prakticky ve vSech burikach. Extracelularni koncentrace jsou naopak velmi
nizké; v plasmé se pohybuji v Fadech pmol/l. Naopak ve Zlugi hladiny dosahuji
i hodnot vy88ich neZz 10 mmol/l (Wu et al. 2004).

Glutathion se vyskytuje ve dvou forméch (obr. 6) — redukované (GSH)
a oxidované (GSSG). Dale se glutathion mize v bufikach vyskytovat vazany
disulfidickou vazbou na proteiny. Glutathion se podili na celé Fadé
fyziologickych pochodll. Jeho hlavni funkci je G&ast na antioxidaéni ochrané
bunky a to diky mnoha rlznym mechanismim. Vedle toho se i Udastni
detoxikacnich reakci, tvorby prostanoidd, regulace bun&&ného cyklu a celkové

redox rovnovahy, &i je jeho role nezastupitelna v metabolismu cysteinu.

COO
\CH2
sH NH
CH2 o
o, cho Gly V-Gl
:C-—NH Cys s —s- Cys
?Hz y- e Gly
CH,
CH-NH,’
COO  (a) (b)

Obr. 6: Chemicka struktura glutathionu.
(a) GSH, redukovana forma glutathionu; (b) GSSG, oxidovana forma giutathionu
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Funkce glutathionu se odviji od jeho jedine&né struktury. Diky pfitomnosti
cysteinu a jeho -SH skupiny je redukovany glutathion schopen se oxidovat
na disulfidickou formu GSSG, coZ je hlavné vyuZivano pfi antioxidacnich
pochodech. Druhou ddleZitou vlastnosti jeho molekuly je pfitomnost
y-glutamyloveé vazby. Tato vazba, kterd je velmi neobvykla, chrani glutathion
pred nastépenim vSudypfitomnymi peptidasami bufky; jedinym enzymem,
ktery je schopen specifického $tépeni glutathionu, je y-glutamyitranspeptidasa.
Koncovy glycin navic chrant glutathion pred plsobenim

y-glutamylcyklotransferasy (Lu 1999).

2.3.2 Antioxida¢ni role glutathionu

V bufice je pomér mezi koncentracemi redukované, GSH, a oxidované,
GSSG, formy glutathionu peclivé regulovan a za fyziologického stavu je vy$si
nez 100:1. Pomeér koncentraci se ale za patologickych stavi mizZe zcela
zasadne ménit ve prospé&ch GSSG, a proto je tento pomér velmi dilezZitym
parametrem pouzivanym k posouzeni oxidaéniho stavu buriky.

Glutathion je jednim z nejdlleZitéjsich hydrofilnich intracelularnich
antioxidant. Jeho antioxidaéni funkce spociva bud v schopnosti pfimé reakce
s ROS (napf. s hydroxylovym radikalem, peroxylovymi a alkoxylovymi radikaly,
aj.), anebo je vyuZivan jako substrat pfi reakcich katalyzovanych glutathion-
dependentnimi enzymy. Dal$i funkci je také schopnost zpétné redukovat
oxidovanou DNA, stejné jako regenerovat ostatni latky antioxidaéniho systému
(obr. 7) (Halliwell and Gutteridge 2007).

Regenerace a-tokoferolu

H,0, <22 @(GSH) —e—> LOOH

/

‘OH Regenerace vitaminu C

Obr. 7: Antioxidaéni pUsobeni giutathionu
(*OH, hydroxylovy radikal; LOOH, lipoperoxidy; DNA«, DNA radikal;
GPx, glutathionperoxidasa;, GST, glutathion-S-transferasa)
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Velmi daleZitymi antioxidaénimi enzymy, které ke své &innosti vyuZivaji
glutathion, jsou glutathionperoxidasy (GPx). Tyto enzymy, jako jediné
biomolekuly v lidském té&le, obsahuji ve své struktuie atom selenu. Rozdéluji se
do nekolika skupin a jejich hlavni funkei je redukce riiznorodych toxickych latek,
napf.: alkoxylovych radikalt, lipoperoxidi & hydroperoxidd cholesterolu na
organické alkoholy, za sou€asné oxidace GSH na GSSG. Vedle toho jsou také
nekteré typy Se-dependentnich glutathionperoxidas schopny reakce
s peroxidem vodiku.

V soucasné dobé jsou znamy celkem ¢&tyfi typy Se-dependentnich
glutathionperoxidas, které se odliSuji svoji funkci, tkafovou lokalizaci
a strukturou (Williams et al. 1998). Nejdéle znama glutathionperoxidasa, GPx-1,
je tetramerni protein, ktery =zabezpeduje detoxikaci jak organickych
hydroperoxidu, tak i peroxidu vodiku. Tato peroxidasa je pfitomna ve vétiné
tkani narozdil od GPx-2, jejiz exprese je lokalizovana pouze v bufkach
gastrointestinalniho traktu a jater. Glutathionperoxidasa-3 (GPx-3) je, stejné
jako GPx-1, tetramernim glykoproteinem, ktery je ale sekretovan do télnich
tekutin. Tento enzym je schopny redukovat organické hydroperoxidy a zarovef i
peroxid vodiku. ProtoZe ale GPx-3 ke své funkci potfebuje slougeninu
poskytujici elektrony, a koncentrace GSH, ktery slouZi jako typicky donor
elektronll ostatnich glutathionperoxidas, jsou v extracelularnim prostfedi velmi
nizké, je tento enzym schopny oxidovat i jiné molekuly, napf. thioredoxin.
Poslednim typem glutathionperoxidasy je GPx-4, coZ je unikatni monomericky
membranovy enzym schopny redukce fosfolipidovych peroxidll a ostatnich
hydroperoxidi s vyjimkou peroxidu vodiku (Sharma et al. 2004; Yang ef al,
2001).

Na antioxidaéni ochrané se kromeé Se-dependentnich
glutathionperoxidas acastni i dalsi enzymy, a to glutathion-S-transferasy.
Tyto enzymy se podileji pfedevdim na konjugacnich reakcich béhem
biotransformace xenobiotik. Kromé toho jsou ale diky schopnosti detoxikace
organickych lipoperoxidu také dilezité pfi antioxida¢nich pochodech v bunkach.
ProtozZe ale neobsahuji atom selenu, je tato aktivita nazyvana Se-independentni
(Yang et al. 2001).

Velmi vyznamnou roli glutathicnu je také (fast na regeneraci

antioxidaénich vitamind (obr. 5). S ohledem na jeho hydrofilni povahu je
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schopen regenerovat ao-tokoferol a kyselinu askorbovou (Meister 1994).
Ze véech vySe popsanych Udaji je vice néz patrné, Ze glutathion ma zcela

nezastupitelné misto v antioxidaénim systému.

2.3.3 Dalisi funkce glutathionu

Krome role glutathionu v antioxidaénim systému je tento tripeptid ddleZity
i v dalSich ohledech. Cystein je pro buiky velmi vyznamna aminokyselina, ktera
ale nemuze byt krvi piendSena ve volné podobé&, protoZe je tato forma
pro bunky toxicka. Cystein fotiZz ve vodném prostfedi pomémé rychle
autooxiduje na cystin, coz muZe byt spojeno i s tvorbou volnych radikald (Lu
1999). Proto je hlavni transportni formou a zasobarnou cysteinu glutathion.
Vbunce je potom po rozst&€peni z glutathionu uvolnén cystein, ktery je dle
potieby zaclenén opét do glutathionu, proteinti, nebo je dale degradovan.

Glutathion se podili také na regulaci aktivity nejrizné&jsich proteind
pomoci tzv. glutathionylace (Pastore ef al. 2003). Diky své schopnosti vazat se
na -SH skupinu bilkovin s nimi tvofi glutathionylované proteiny, ¢imz je chrani
proti mozné oxidaci b&éhem oxidaéniho stresu, popf. tak méni jejich aktivitu
(Sies 1999).

2.3.4 Metabolismus glutathionu a jeho syntéza

Produkce glutathionu probihéa témér ve vSech burikach téla, nejvétsim
producentem glutathionu jsou hepatocyty. Jatra maximalni mérou zodpovidaji
za extracelularni produkci glutathionu do krevni plasmy; vedle toho hepatocyty
take glutathion aktivné exkretuji do Ziuéi. Vyznam glutathionu uvoliiovaného
do krevni plasmy je ale pfi porovnani s dulezitosti v intracelularnim prostfedi
mnohem mensi. Velky vyznam ma pro plicni aledvinné burky, které jsou
nejvétdimi konzumenty plasmatického GSH (Akerboom and Sies 1989).

Pfi udrzovani intracelularni hiadiny redukovaného glutathionu se
uplatiuji dva typy pochod{ — ke zvy$eni hladin redukované formy GSH pfispiva
syntéza de novo a kromé toho také zpétna redukce oxidované formy pomoci

glutathionreduktasy.
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2.3.4.1 Glutathionreduktasa

Stejné jako thioredoxinreduktasa a lipoamiddehydrogenasa patfi
i glutathionreduktasa (GR) do skupiny dimerickych flavoenzym, které katalyzuji
prenos dvou elektrond diky pfitomnosti flavinadenindinukieotidu (FAD) ve své
struktufe (Williams ef al. 2000). Glutathionreduktasa (Mr = 104 kDa) se sklada
ze dvou identickych podjednotek, na nichZ jsou umist&na vazebna mista jak
pro NADPH, tak pro GSSG (obr. 8). Jeji hlavni funkci funkci je tedy zpétna
redukce GSSG na GSH za pfitomnosti NADPH (7). Vlastni redukce je zajisténa
pritomnosti FAD kruhu, ktery je umistén v centru podjednotky v blizkosti
vazebnych mist pro GSSG a NADPH {Meister and Anderson 1983). Celou

posloupnost krokl zpétné redukce GSSG na GSH |ze rozdélit na dvé asti.

GSSG + NADPH + H* % 5 2GSH + NADP* (7)

V prvni fazi vede zachyceni NADPH ve struktufe glutathionreduktasy
pomoci specifického mista, které je tvofeno aminokyselinami Lys66 a Glu201,
k redukci FAD vazaného glutathionreduktasou na FADH,. Glutathionreduktasa
obsahuje ve své struktuie aktivni disulfidické misto tvofené dvéma molekulami
cysteinu — Cysb8 a Cys63. Toto aktivni misto je v klidovém stavu oxidované,
neboli oba dva cysteiny jsou vzajemné propojeny disulfidickym mistkem.,
Jakmile je ale flavinadenindinukleotid redukovan pomoci NADPH, dojde ihned
k transferu elektronl z FADH, na Cys58-Cys63. Tim vznika stabilni redukovana
forma enzymu se dvéma volnymi cysteinovymi zbytky, pfitemz Cys63 zUstava
dale svazany s oxidovanym FAD. Naproti tomu volnou -SH skupinou disponuje
Cys58, ktery se tak stava nukleofilem a zodpovida za iniciaci vlastni redukce
GS8SG v druhé Casti reakce. V ni se velmi reaktivni Cys58 vaZze na GSSG,
znehoZ se uvolni jedna molekula GSH. Zbytek zistava vazany na Cys58
ve formé smiSeného disulfidu. Nasledné Cys63 reaguje s Cys58, vznika opét
disulfidicky mulstek a navic je uvolnéna druhd molekula redukované formy
glutathionu (Vander Jagt ef al. 1997).
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Obr. 8: 3D struktura glutathionreduktasy (Wikipedia)

2.3.4.2 Syntéza glutathionu

Syntéza glutathionu sestdva ze dvou naslednych, na ATP-zavislych
reakci; prvni je zakongena vznikem y-glutamyicysteinu, a pfi druhé jiZ vznika
molekula glutathionu (obr. 9). Pro vznik molekuly y-glutamylcysteinu je
za souCasné spotieby jedné molekuly ATP nutna reakce mezi cysteinem
aglutamovou  kyselinou, kterda je regulovdna pomoci enzymu
y-glutamylcysteinsynthetasy  (GCS). Tento enzym, nazyvany také
y-glutamylcysteinligasa, o molekulové hmotnosti 104 kDa je heterodimerem
dvou podjednotek propojenych disulfidickym mistkem. Prvni z podjednotek je
tezka, GCSh (Mr = 73 kDa) a zajiStuje jak katalytickou aktivitu, tak i zp&tnou
inhibici produkce y-glutamylcysteinu diky pfitomnosti vazebného mista
pro GSH. Naproti tomu druhd, lehka podjednotka y-glutamyicysteinsynthetasy,
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GCSI (Mr = 31 kDa), reguluje aktivitu vlastniho holoenzymu vazbou glutamové
kyseliny. Zpétna regulace GCS giutathionem probiha tak, 2e GSH redukuje
disulfidovou vazbu mezi podjednotkami vedouci ke konformaénim zmé&nam
a naslednému zvyseni afinity pro vazbu glutathionu namisto glutamatu (Meister
and Anderson 1983; Wu et al. 2004).

Po vzniku y-glutamylcysteinu jiz dochazi pouze k navazani molekuly
glycinu za pfitomnosti ATP pomoci glutathionsynthetasy (Mr = 108 kDa), coZ je
homodimericky enzym, jehoZ aktivita jiZ neni Zadnym zplsobem regulovana
z dhvodu vysoké speficity obou vazebnych mist (Anderson and Meister 1983).
Proto k regulaci syntézy glutathionu dochazi pouze pfi vzniku
y-glutamylcysteinu a jeho produkce je zévisla na dostupnosti cysteinu, aktivité
pfitomné GCS a také nakontrole syntézy y-glutamylcysteinsynthetasy,
resp. zvyseni syntézy mRNA, regulaci translace mRNA a ovlivnéni stability
nasyntetizované mRNA pro tvorbu GCS (Lu 1999).

G GPx, GST

S
vl v
GSH GSSG

Tl’t |

Glutathionreduktasa

Glu + Cys BSEEN Gly

(y-Glu)-X + Cys-Gly <

GG

Obr. 9: Metabolismus glutathionu

(GCS, glutamylcysteinisynthetasa; GS, glutathionsynthasa; GPx, glutathionperoxidasa;
GST, glutathion-S-transferasa; GGT, gama-glutamyltransferasa)

2.3.4.3 Metabolismus glutathionu

Vedle zvysovani hladiny glutathionu se na udrZzovani celkové
koncentrace glutathionu uvniti bunék podili také procesy, které koncentraci
GSH snizuji {(obr. 9). Do této skupiny déjl, pfevazné enzymatickych, nalezi jiz
zminéné reakce souvisejici s ¢&innosti glutathionperoxidas a glutathion-S-
transferas. Vedle toho se ale na snizovani hladiny glutathionu podili také dalsi
dulezity enzym, a to y-glutamyltranspeptidasa (GGT).

Tento enzym je souéasti membran vétSiny bunék, kde se vyskytuje

na jejich extracelularni stran&, popf. v endoplasmatickém retikulu. Nejvy$si
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exprese GGT je nalézana v bufikach ledvin, vysoké koncentrace GGT obsahuji
také burky jater, plic, srdce, mozku a tenkého stfeva (Kuntz and Kuntz 2006).
Hlavni funkci GGT (Mr = 68 kDa) je pfenos y-glutamylové skupiny z rGiznych
sloucenin (napf. z glutathionu) na daldi molekuly. Po transportu glutathionu ven
z bunky je y-glutamylova skupina odtrzena a vznika dipeptidickd molekula
cysteinylglycinu. y-glutamyl je nejéastéji hned navazan na dalsi aminokyselinu,
kterd je zpétné pfenesena do buiky pomoci specifickych membranovych
pfenasecl y-glutamylovanych aminokyselin (Baker et al. 1990). Vedle tohoto
mechanismu miZe ale y-glutamyitranspeptidasa katalyzovat také dali reakce,
kdy y-glutamylova skupina je autotranspeptidaci pfenesena na dalsi molekulu
glutathionu — vznikd y-glutamylglutathion, nebo kdy dochazi k nevratné
hydrolyze vazby a vznika volna glutamova kyseiina a molekula cysteinylglycinu
(Anderson and Meister 1983; Meister and Anderson 1983). Vznikly
cysteinylglycin je dale $tépen vSudypiitomnymi dipeptidasami a jednotlivé
aminokyseliny jsou nasledné pomoci aminokyselinovych transportér(
pfeneseny zpét do buriky.

Cast metabolismu glutathionu a reakci zavislych
na y-glutamyltranspeptidase jsou soucdasti tzv. y-glutamylového cyklu (obr. 10).
Kromé vySe popsanych reakci, kdy z glutathionu po jeho exportu ven z buiiky
a nasledném rozstépeni vznika cysteinylglycin a y-glutamylovy zbytek je
pfenesen na daldi aminokyselinu, se do tohoto cyklu fadi jesté reakce,
které umoZznuji recyklaci glutamatu. Aminokyseliny s glutamatem navazanym
y-vazbou jsou totiz transportovany zpét do buriky (Lash and Putt 1999), kde je
znich pomoci y-glutamylcyklotransferasy vytvofena volna aminokyselina
a y-glutamylovy zbytek je pfeveden na S5-oxoprolin. Ten je dale pomoci

oxoprolinasy pfeménén opét na glutamat (Halliwell and Gutteridge 2007).

2.3.5 Kompartmentizace glutathionu v buiice

Glutathion se v buftkdch vyskytuje jak v cytosolu, tak i v organelach.
V cytosolu se naiéza cca 85% glutathionu, zbytek je obsaZen v mitochondriich
(10%), jadfe, endoplasmatickém retikulu &i peroxisomech (Bellomo et al. 1992:

Meredith and Reed 1982). ProtoZze mitochondrie neobsahuji enzymy schopné
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syntézy glutathionu, je do nich glutathion transportovan pomoci specifickych
membranovych pfenasecl (Martensson et al. 1990; Meister 1995).

Priblizné 15% zcelkové bunétné koncentrace glutathionu (GSH +
2xGSSG) se nalézd ve vazané formé (Wu ef al. 2004), a to hlavné
v endoplasmatickém retikulu. Zajimavosti tohoto kompartmentu je, Ze zde
pomer koncentraci GSH a GSSG dosahuje mnohem niZ8ich hodnot, cca 2:1,
nez-li bézné nalézany pomé&r 100:1 v buné&ném cytosolu, pomé&r na proteiny
vazaného glutathionu (GSSX) k volné se vyskytujicimu celkovému glutathionu
je dokonce 1:1 (Bass ef al. 2004). Tato skutenost pravdépodobné souvisi se
syntézou proteind a jejich post-translacnimi Gpravami, kdy je tfeba udrZet redox
potencial nezbytny pro oxidaci ¢asti protein(, napf. pro vytvofeni disulfidickych
mustk{i. Stejné tak je i zvaZovana mozZnost, Ze vazany glutathion slouzi jako

jeho v zasobarna buiice.

aminokyselina

GILUTATHION (= y-glutamylcysteinylglycin)

ADP + P
(b) _are

glycin J

cysteinylglycin
y-glutamyl-aminokyselina .

y-glutamylcystein
.
cystein
aminokyselina K—/@LADP +p
5-oxoprolin ATP

ATP

/@7\ glutamova kyselina

ADP +P

Obr. 10: Syntéza a metabolismus glutathionu

{ (a), y-glutamyicysteinsynthetasa; (b), glutathionsynthetasa;
(c), y-glutamyitranspeptidasa, (d), y-glutamylcykiotransferasa;
(e), oxoprolinasa; (f), peptidasa )
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2.3.6 Metody pro stanoveni glutathionu

S ohledem na nezastupitelnost glutathionu v mnoha biochemickych
pochodech je jeho stanoveni pro posouzeni redox stavu bufiky zcela zasadni.
V soucasné dobé se pro jeho analyzu pouziva cela rada principialné odlinych
metod; idealni analytickd metoda by méla ale zohlediiovat pfesné dané
parametry. Meéla by disponovat vysokou specifitou, sensitivitou, pfesnosti,
spravnosti a hlavné by méla poskytovat moZnost stanoveni jak GSH,
tak i GSSG formy glutathionu. Toto v8e by navic mélo byt spojeno
s ¢o nejmensimi finanénimi naklady a minimalni éasovou naroénosti. Piehled

v sou€asnosti pouZivanych metod je uveden v tabulce ill.

2.3.6.1 HPLC metody

Metody vyuZivajici vysokou&inné kapalinové chromatografie (HPLC) jsou
v souCasné dobé& nejpouzivangjsi. Jejich hlavni vyhodou je separace
na chromatografické koloné a nasledna specificka detekce, a to vétsinou GSH
i GSSG. HPLC se pouziva ve spojeni s mnoha typy detekci, jako je napf.
spektrofotometricka (HPLC/UV/VIS) & fluorimetrickd detekce (HPLC/FL).
U téchto metod je vZdy nutno postup je$td doplnit o krok derivatizace, kterou je
molekula glutathionu substituovana néjakym chromo- nebo fluoroforem (Paroni
ef al. 1995; Senft ef al. 2000; Yan and Huxtable 1995).

Dalsim typem je detekce -elektrochemicka (HPLC/EC), u které
derivatizace nutna neni a navic je mozno béhem jedné analyzy stanovit obé
formy glutathionu. V posledni dobé je také wvyuzivano spojeni HPLC
s hmotnostni  spektrometrii (HPLC/MS), coZz ale neni metoda vhodna
pro analyzu velkého mnozZstvi vzorkl (Camera and Picardo 2002; Pastore ef al.
2003).

HPLC metody kromé selektivni detekce glutathionu obecné nabizeji
vysokou sensitivitu. Jejich velkou nevyhodou je ale velka ¢asova naroénost

a také nemalé finanéni naklady na provoz.
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2.3.6.2 Spektrofotometrické metody

Mezi spektrofotometrické metody patfi nejéastéji uZivana metoda,
metoda enzymaticka (recyklaéni). Princip stanoveni spoéiva v redukci GSSG
pomoci glutathionreduktasy, jeZ je zarovei doprovazena oxidaci dali molekuly,
u které je detekovana zména koncentrace spektrofotometricky. Latky vyuZivané
pro detekci redukce GSSG na GSH jsou NADPH, &i tzv. Ellmanovo &inidlo
(5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina). Tato latka se b&hem reakce se
vznikajicim GSH sama $tépi a diky tomu je detekovan nar(ist absorbance
pii 412 nm (Tietze 1969). Timto zplsobem mohou byt stanoveny koncentrace
jak GSH, tak i GSSG. Pro stanoveni oxidované formy samotné je ale tieba
zroztoku nejprve vystinit GSH. Toho bylo dfive dosahovano pomoci
N-ethylmaleimidu, nyni je ale ¢astéji pouZivan 2-vinylpyridin &i jeho analoga
(Pastore et al. 2003).

Hiavni vyhodou enzymatické metody je moZnost stanoveni obou forem
glutathionu, vysoka sensitivita i specifita. Naopak hlavni nevyhodou je
nemoznost Uplné automatizace a dale také vys$si cenové naklady souvisejici

s pouzitim enzymu a NADPH,

2.3.6.3 Spektrofluorimetrické metody

Posledni velkou skupinou jsou stanoveni fluorimetricka. Ta mohou byt
zaloZzena na detekci fluorescence &i fosforescence. Druhy pfistup je ale v praxi
pouZivan velmi malo z divodu pomérné velkych omezeni (Romero and Mueller-
Klieser 1998). Naproti tomu detekce fluorescence je vyuzivano pfi stanoveni
glutathionu v praxi pomérné ¢asto.

V 70. letech minulého stoleti autoff Hissin a Hilf (Hissin and Hilf 1976)
popsali stanoveni obou forem glutathionu zaloZzené na detekci fluorescenéné
aktivni slouceniny, ktera vznika po reakci glutathionu s o-ftaldiaidehydem
(OPA). Tuto reakci, ktera probiha velmi rychle a za standardnich laboratornich
podminek, popsali poprvé Cohn a Lyle vroce 1966 (Cohn and Lyle 1966).
Principem je reakce mezi -SH a -NH:; skupinami GSH s aldehydickymi
skupinami OPA, po které vznika izoindolovy kruh, ktery vykazuje velmi vysokou

miru fluorescence. Pro stanoveni GSSG je stejné jako u enzymatické metody
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potfeba nejprve vystinit GSH. Toto je zajisténo pfidanim N-ethylmaleimidu
(NEM).

Béhem optimalizace autofi testovali celou fadu latek, u kterych
predpokladali mozZnost interference. Jakakoliv interference ovéem prokazana
nebyia (Hissin and Hilf 1976). Na druhou stranu po uvefejné&ni metody se
pfipadnou interferenci zabyvalo nékolik praci, které ji i za testovanych
podminek prokazaly (Beutler and West 1977; Scaduto 1988). Bez ohledu
na moznost interference tato metoda disponuje obecnymi vyhodami
fluorescendnich metod, jako jsou vysoka rychlost, sensitivita a také nizké

cenové naklady na celé stanoveni.

2.3.6.4 Porovnani metod pro analyzu glutathionu

S ohledem na nutnost analyzy hladin glutathionu b&hem jakékoliv
vyzkumné prace zabyvajici se oxidaénim stresem a jinymi souvisejicimi
patofyziologickymi pochody je potieba mit k dispozici vhodnou metodu, ktera
bude zohledfiovat vétSinu vyse uvedenych poZadavki. JiZz uvedena stanoveni
glutathionu, stejné tak jako dalsi (kapilarni zénova elektroforéza, plynova
chromatografie &i nuklearni magneticka rezonance), neni jednoduché kvdli
jejich velké odlisnosti mezi sebou porovnat (tab. Ill). Proto byla i publikovana
prace (Floreani et al. 1997), jejimz cilem byla komparace vysiedk(, které byly
ziskany ¢&tyfmi metodami (enzymaticka, fluorimetricka, fotometrickda a HPLC
jako referenéni).

Bylo zjisténo, Ze enzymova metoda je zcela srovnatelna s metodou
HPLC a to u stanoveni GSH i GSSG. Fluorimetricka metoda byla shledana jako
nevyhovujici, a to pfedevSim pfi analyze koncentraci GSSG, které byly vysoce
nadhodnocené. Vysvétlenim se zdala byt moZnost interference, ktera se
v biologickém materialu se sloZitou matrici mohla vyskytovat. Naproti tomu byla
v posledni dobé publikovana prace, ve které byl postup ze spektrofluorimetrické
metody aplikovan na metodu HPLC, a bylo zji§téno, Ze k Zadné interferenci
nedochazi (Kand'ar et al. 2007). Proto i spektrofluorimetrickou metodu neni
mozno zcela zavrhnout a nadhodnoceni hiadin glutathionu se spide nez

principialniho nedostatku tyka metodiky.
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Tab. IlIl: Pfehled a porovnani metod pro stanoveni glutathionu
Pocet “ + “ vyjadfuje hodnoceni daného parametru,
kdy “-+++ " znamena nejlepsi.
(GR — glutathionreduktasa, OPA — o-ftaldialdehyd)

Typ metody Specifita Sensitivita Naklady Doba analyzy
HPLC (+UV/VIS, EC, FL) +++ ++ + +
Enzymaticka (GR) T ++ ++ ++
Fluorimetricka (OPA) +(?77) ++ +++ I,
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2.4 Biotransformace a detoxikace xenobiotik

V pritomnosti  cizorodych a potencionaingé nebezpednych latek se
organismus snazi tyto slou¢eniny odstranit. Jejich eliminace z organismu miize
probihat mnoha zptsoby, kdy u plynnych latek je vyuzito vydychani plicemi
a u hydrofilnich slou¢enin vylougeni mod&i. Lipofilni latky ale neni mozné z téla
odvést ani jednou z popsanych cest, a proto je nutné je nejprve pievést na latky
ve vode rozpustné. K tomuto Uéelu mé organismus k dispozici celou kaskadu
chemickych pochodl, b&hem nichz se latky ve vodé plivodné& nerozpustné
stavaji ve vod& rozpustnymi. Ty jsou jiz zt&la jednodude eliminovatelné.
Za kaskadu biotransformagnich pochodl je zodpovédny v nejvétsi mife pouze
jediny organ v téle, a to jatra. Z tohoto dlvodu se ale praveé jatra stavaji dastym

mistem poskozeni xenobiotiky a toxiny.

2.4.1 Jatra — morfologie, funkce, vyznam

Jatra maji kromé biotransformace celou fadu dalich, pro organismus
také zcela nezastupitelnych funkci, jako jsou napf. syntéza piasmatickych
proteinu, regulace bazalniho metabolismu, Géast na metabolismu tukd, cukr(,
bilkovin, tvorba Zluéi & mnoho dal$ich.

S ohledem na to, Ze jatra jsou centrem metabolismu, je i jejich funkci
velmi dobfe uzplsobeno krevni zasobeni. Pritok krve jatry je velky, &ini asi
1400 ml/min, pfiéemz 1000 ml pfivadi vena portae a 400 ml pfichazi cestou
arteria hepatica. Vena portae, ktera se dale postupné& vétvi do jaternich
sinusoid, zabezpecuje pfivod krve z neparovych organ(i dutiny bfisni, tedy také
ze stfeva. Proto je tato krev bohata na Ziviny, zatimco arteria hepatica pfivadi
do jater krev s vysokym obsahem kysliku. Krev z jaternich sinusoid je odvadéna
do venae cenifrales, které se spojuji do venae hepaticae. Ty jiz usti do dolni
dute Zily.

Podle klasického morfologického pohiledu je zakladni stavebni jednotkou
jater jaterni lobulus orientovany kolem centralni Zily, sloZzeny z mnoha
hepatocelularnich desti¢ek uspofadanych odstiedivé od v. cenfralis. Kazda
hepatocelularni destiCka je tvofena dvéma vrstvami hepatocytd. Tyto buriky
jsou polarizovany, strana obracend k sinusoidam vytvaii cévni (sinusoidalni)

pol, opacny pol bufky je pfivtacen k terminalnimu zlu¢ovému kanalku, ktery je
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tvofen prostorem mezi dvéma vrstvami hepatocytl, a je proto nazyvan polem
Zluéovym (kanalikularnim). Dva k sobé& pfiléhajici hepatocyty vytvareji mezi
sebou neprostupnou bariéru pomoci ,tight junctions a tim na Zlugovém polu
vznikaji zaklady ZluCovych kanalkl. Ty se postupné& spojuji do intra- a nasledn&
do interlobularnich Zlu¢ovodd, které odvadéji vzniklou zlu¢ do ductus hepaticus
dexter et sinister Usticich do ductus hepaticus communis. Ten jiz po spojeni
s vyusténim vyvodu ze Zluéniku odvadi Zlu¢ do duodena cestou ductus
choledochus (Kuntz and Kuntz 20086).

Periportaini a perivendzni hepatocyty se navzajem 1i&i pfedevsim
enzymovou vybavou a mnoZstvim a uspofadanim buné&énych organel, coZ je
divodem jejich rozdilné metabolické kapacity. Odhaleni funkéni heterogenity
hepatocyttl vedlo k pfehodnoceni nézoru na zékladni stavebni jednotku jater.
Funkéni Clenéni jater na jaterni aciny zohlediiuje vzdalenost jednotlivych bunék
vzhledem k pfivodnym cévam. Timto zplsobem se tkai déli na zény 1, 2 a 3
odliSujici se dostupnosti substratl a saturaci kysliku, pficemZ zéna 1 je
substraty zasobena nejliépe (obr. 11). Odlisné mikroprostiedi je odpovédné
za rozdily v metabolickych pochodech, které previadaji v jednotlivych zdnach
acinu. V bunkach zény 1 je pifevaha aerobniho metabolismu a oxidaéné-
redukénich reakci, narozdil od zony 3, kde pfevaZuje anaerobni metabolismus

a bunky upfednostiuji reakce konjugacni.

vena centralis

Obr. 11: Clenéni jaterni architektury - (A), jaterni lobulus; (B), jaterni acinus
(Upraveno dle: (Kuntz and Kuntz 2006))
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Cetné jaterni funkce zajistuji vedle vlastnich parenchymovych bunék —
hepatocyti také buiky neparenchymové. Mezi né fadime Kupfferovy burky,
endotelové bunky, epitelové buiiky ZluGovych cest, Ito burky (hvézdicové
bufiky) a pit buiiky. Hepatocyty, které tvofi viastni funkéni architekturu jater,
zodpovidaji za pfevaznou vétSinu funkci, které jsou jatry v organismu
zajisStovany; jeden hepatocyt je schopny aZ péti set odli§nych biochemickych

procesu (Kuntz and Kuntz 2006).

2.4.2 Zakladni mechanismy biotransformace xenobiotik

Xenobiotikem je obecné& nazyvana latka, kterd neni organismu vlastni
a navic mohou byt jeji Ginky Skodlivé. Proces biotransformace xenobiotik ize

rozdélit do dvou Casti — na funkéni aktivaci a naslednou konjugaci (obr. 12).

R—H
oxidace (CYP P450)
Fazel. redukce
hydrolyza
y
R—OH
Faze |l. konjugace
R—O—X
M
X = glutathion X = Kkyselina sirova

X = glukuronova kyselina

Qbr. 12: Schéma biotransformace
(R-H, lipofilni substrat; R-OH, hydrofilnf produkt; R-O-X, konedény konjugat produktu)
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Cilem faze |. je do struktury slougeniny zavést, nebo na zékladé jiz
pritomné funkéni skupiny vytvofit hydrofilni skupinu (napf. -OH, -COOH, -SH),
kterd u plvodné lipofilni latky zvysi jeji rozpustnost ve vodném prostiedi.
Reakcemi podilejicimi se na prvni fazi jsou oxidace, které je vyuZivano
nejCastéji, a dale pak hydrolyza a redukce. Substratova specifita enzym(
zajistujicich metabolickou aktivaci xenobiotik neni vétdinou prili§ vysoka, &imz
je zajistena schopnost buiky pokryt biotransformaci co nejvétsi skaly
riznorodych latek. Jednim z hlavnich enzymovych systémi, ktery zajistuje
pfedevsim oxidaci xenobiotik, je rodina cytochrom( P450 (CYP).

Cytochrom P450 predstavuje soubor mikrosomalnich monooxygenas,
které maji v aktivnim misté vazany hem. Nazev cytochrom P450 je odvozen
od faktu, Ze redukovany CYP po navazani oxidu uheinatého vykazuje
charakteristické absorpéni maximum pii A = 450 nm. Jednotlivé podtypy
cytochromu P450 jsou odli$né pouze diky svym apoproteiniim, které zajistuiji
riznorodou substratovou specifitu. Cely enzymovy systém je navazan
na membranu endoplasmatického retikula, popf. mitochondrii. V soudasné dobé
je u clovéka znamo pfiblizné Sedesat rlznych forem cytochromu P450, které
Jjsou roziazeny podle danych kriterii do rodin a podrodin (Kuntz and Kuntz
2006).

Hlavni cilem na CYP-zavislych reakcei je hydroxylace plivodni slougeniny.
Podrobné schéma je uvedeno na obrazku (obr. 13), zkterého vyplyva,
Ze oxidace substratu je provadéna v nékolika krocich po prvotni redukei atomu
Zeleza, nasledné vazb& molekularniho kysliku, zpétné oxidaci dvojmocného
Zeleza na Zelezo trojmocné a po dal§ich reakcich. Vysledkem je zavedeni -OH
skupiny do plvodni molekuly a jeji uvolnéni z CYP (Yasui et al. 2005).

Druha faze biotransformace se sklada z konjugaénich reakci, kdy je
vznikla molekula (popf. ipdvodni slou¢enina schopna vazby s ligandem)
za soucinnosti s nékterym typem transferas konjugovana s dal$i hydrofilni
slouceninou. Takto konjugovana latka je jiz velmi hydrofilni, a proto miZe byt
jednoduse exkretovana do Zlugi a/nebo do moéi. Jako endogenni ligandy jsou
pro konjugacni reakce nejCastéji v hepatocytech vyuZivany kyselina
glukuronova, kyselina sirova, glutathion, glycin, taurin a v mensi mife také

Kyselina octova, S-adenosylmethionin a glutamin (Kuntz and Kuntz 2008).
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Obr. 13: Schéma oxidace substratu v CYP P450 (Yasui et al. 2005)
(RH, lipofilni substrat; ROH, hydrofilni produkt)
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2.4.3 Role glutathionu pfi biotransformaci

Glutathion je kromé v8ech jiz popsanych funkci také velmi vyznamny
pii biotransformacnich reakcich. Diky pfitomnosti -SH skupiny ve své struktufe
glutathion reaguje s mnoha elektrofilnimi slougeninami (toxiny, lipoperoxidy,
organické hydroperoxidy), a to bud piimo, nebo za katalyzy specifickych
enzym, které se nazyvaji glutathion-S-transferasy (GST).

Celkem je nyni znamo sedm GST podtypl, které se rozdéluji do tfid: alfa
(@), mi (u), pi (m), théta (B), dzéta ({), omega (w), sigma (o). VSechny
glutathion-S-transferasy jsou rozpustné intracelularni enzymy tvofené dvéma
podjednotkami, a to jak homodimerickymi, tak i heterodimerickymi.
Heterodimery se v bufikach pfirozené vyskytuji pouze vramci jedné tfidy
(Mannervik ef al. 2005). Exprese jednotlivych tfid GST je tkanové specificka,
azna GST m, kterd je pfitomna prakticky ve vech burikach (Henderson and
Wolf 2005).

Reakce mezi elektrofini latkou a glutathionem je bé&hem
biotransformaénich pbchodﬂ nasledovana odstépenim y-glutamylového zbytku
pomoci y-glutamyltranspeptidasy. Ze zbylého cysteinylglycinu s navazanou
slouceninou je déle odStépen glycin a zbytek molekuly je b&hem né&kolika reakci
pfeménén na substituovanou merkapturovou kyselinu, ktera je exkretovana

do zludi (popf. pfi metabolismu v ledvinach do modi).
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2.5 Acetaminofen a jeho hepatotoxické plsobeni

Acetaminofen (4-hydroxyacetanilid, paracetamol) patfi v soudasné dobé
mezi nejvice vyuzivand analgetika a antipyretika. Pokud je uZivan
v doporucenych terapeutickych davkach, je povaZovan za zcela bezpedny.
Jeho silné toxické UOc¢inky se projevi az pii pfedavkovani, kdy dochazi
k poskozeni hepatocytll, popf. také ledvinnych bun&k. V roce 2004 napfiklad
Dr. Lee uvefejnil klinickou studii, vkteré popisuje, Ze predavkovani
acetaminofenem je vedouci pfiginou akutniho jaterniho selhani v USA a Velké
Britanii (Lee 2004).

V prabéhu mnohaletych vyzkum( bylo zjisténo, Ze za jeho toxické
pUsobeni je zodpovédny jeden zmetabolitd. | kdyZ je v posledni dobé
publikovano mnoho odbornych praci zabyvajicich se toxickym pUsobenim
acetaminofenu, pfesto stale zlUstavaji nékteré otazky, na které odpovédi zatim

Znamy nejsou.

2.5.1 Metabolismus acetaminofenu

Acetaminofen (AAP) je po vstupu do jaternich bunék detoxikovan mnoha
riznymi mechanismy. Nejvét$i ¢ast davky je konjugovana s endogennimi
ligandy, a to skyselinou glukuronovou za soudinnosti s UDP-
glukuronosyltransferasami (cca 50% davky), a dale pak s kyselinou sirovou
(cca 30%) za katalyzy sulfotransferas (Nelson 1990). Kromé dal&ich minoritnich
reakci zbytek davky vstupuje do prvni, oxidaéni faze biotransformace.

Vroce 1973 Dr. Mitchell se svym tymem uvefejnil celkem &tyfi odborné
Clanky, ve kterych se zabyval mechanismem toxického poskozeni hepatocytl
acetaminofenem (Jollow ef al. 1973; Mitchell ef al. 1973a; Mitchell ef al. 1973b;
Potter ef al. 1973). V téchto pracich prokazal, Ze pro toxické plisobeni AAP je
dileZita jeho metabolicka aktivace, po které dochazi k typické depleci
glutathionu.

V dalSich letech bylo skute¢né potvrzeno, Ze AAP mize byt oxidovan
cytochromem P450 na toxicky metabolit (obr. 14), N-acetyl-p-benzochinonimin
(NAPQI), ktery zodpovida za patologické plsobeni acetaminofenu (Dahlin ef al.
1984). Pfi poZiti terapeutickych davek je ale na NAPQI pifeméné&no méné ne?

10% buiikou pfijatého AAP. Do dnesnich dnd bylo identifikovano nékolik typt
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CYP, které se na formaci NAPQI z AAP podileji; jsou to cytochromy 1A2, 3A4
a 2A8, za nejvyznamnéj$i je ale obecné uznavan cytochrom 2E1 (Chen et al.
1998, Patten et al. 1993; Thummel et al. 1993).

NAPQI je vysoce reaktivni sloudenina, ktera je za fyziologického stavu
v burice detoxikovana reakci s glutathionem. Tato reakce mlze probihat bud
spontanné, nebo je katalyzovana enzymem glutathion-S-transferasou (Coles et
al. 1988). Reakci AAP a GSH vznika konjugat, 3-(glutathion-S-yl)acetaminofen,
ktery je nasledné hepatocytem exkretovan do Zlugi transportnimi MRP proteiny
(Multidrug Resistance-associated Protein), a to pfesnégji podtypem MRP-2
(Chen et al. 2003). Glukuronaty &i sulfaty acetaminofenu jsou do Zludi
transportovany pres MRP-2 také, zaroved jsou ale transportovany i pfes cévni

pol hepatocytl pfevazné diky MRP-3 (Manautou et al. 2005).

Acetaminofen

I I i
HN)J\CI-% HN)LCHB HN CH,
suffatace © glukuronidace
O OH @]
\S/{\ \“g[ukuronid
/' TOH
o
CYP P450
I /ﬁ\
NACP@ HN" CH,
GST
+ GSH sG
o) OH

N-acetyl-p-benzochinonimin  3-(glutathion-S-yl)acetaminofen
(NAPQI) (AAP-GSH)

Obr. 14: Metabolismus acetaminofenu
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.5.2 Toxické pusobeni acetaminofenu

V piipadé pfedavkovani acetaminofenem (pro ¢lovéka tzn. davku
pfevysujici 140 mg/kg hmotnosti) dochazi kcelé fadé patofyziologickych
pochodd, které mohou vést az k akutnimu jaternimu selhani.

Pfi davce acetaminofenu vy$si neZ je davka terapeuticka dochazi
v hepatocytech k saturaci konjugacnich enzym( zajistujicich giukuronidaci
a sulfataci. Nadbytek AAP vstupuje do prvni faze biotransformace, je oxidovan
cytochromem P450 a tim je ve zvy§ené mife produkovan NAPQI. Tato latka
velmi rychle reaguje s GSH, jehoz zasoby jsou ale b&hem kratké doby
vyCerpany, a proto dochazi k charakteristické depleci GSH (Mitchell ef al.
1973b). Zdlvodu své vysoké reaktivity se NAPQI nasledné vaze na -SH
skupiny nejriznejSich typl protein(, ¢imz vznikaji pro AAP toxicitu typické AAP-
adukty (Jollow et al. 1973; Potter et al. 1973). Cel& kaskada naslednych d&jd
vede az ke vzniku centrilobularni nekrézy, jeZz je dalSim charakteristickym
nalezem u hepatotoxického podkozeni acetaminofenem (Mitchell et al. 1973a).
| pfes znaény pokrok ve studiu jednotlivych mechanismi poskozeni je ale
zajimavé, Ze pfesna pri¢ina nekrozy hepatocytll nasledkem plasobeni
acetaminofenu neni zatim zcela znama (Jaeschke and Bajt 2006; Kaplowitz
2004). Do dneéni doby byly zformulovany dvé teorie, které se snaZi princip
jaterniho poskozeni vysvétlit. Prvni z nich je metabolicka, druha oxidaéni
(Jaeschke and Bajt 2006; James ef al. 2003a).

Metabolicka teorie se zaklada na pfedpokladu, Ze kovalentni vazba
NAPQI s -SH skupinami proteini vede ke zméné jejich aktivity, coZ ma
za nasledek bun&&nou smrt. Do dnesni doby byla skuteéné popsana cela fada
proteint s navazanymi AAP-adukty (Pumford ef al. 1997; Qiu et al. 1998);
vybraneé z nich jsou uvedeny v tabulce IV. U vétSiny téchto proteinli ale nebyl
prokazan Zadny vliv vazby s NAPQI na jejich funkci a mirné snizeni aktivity bylo
zjisténo pouze u nékterych z nich. Vyjimku tvofi glutaminsynthetasa, u které byl
prokazan pokles aktivity o vice nez 50% (Gupta et al. 1997). S ohledem na vyse
uvedené byla hypotéza o pfimé metabolické pfiCiné hepatocytarni nekrozy
spise zamitnuta.

Druhou teorii vysvétlujici poskozeni bunék po plsobeni acetaminofenu je

teorie oxidacni, ve které hraje Ustfedni roli oxidacni stres, resp. ROS.
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Tab. IV: Pfehled protein( s prokazanymi AAP-adukty
(James et al. 2003a; Pumford ef al. 1997)

Nazev proteinu Lokalizace
Glutaminsynthetasa mikrosomy
Glutamatdehydrogenasa mitochondrie
Glutathionperoxidasa cytosol, mitochondrie
Tropomyosin 5 cytoskelet
ATP-synthetasa (a-podjedn.) mitochondrie
Uratoxidasa peroxisomy
Glutathion-S-transferasa o cytosol, mitochondrie
Aldehydehydrogenasa cytosol, mitochondrie

2.5.3 Role ROS v toxickém puscbeni acetaminofenu

Oxidacni stres je obecny nazev pro stav, pifi kterém dochazi
K nerovnovaze mezi oxida¢nimi a antioxida¢nimi pochody ve prospéch reakci
oxidacnich. Nezastupitelnost glutathionu v antioxidaénim systému, kam nalezi
kromé& samotného glutathionu také na glutathionu zavislé enzymy,
ma za nasledek fakt, Ze jeho vy€erpani po reakci s NAPQI vede k celkovému
rozvratu antioxidacni ochrany bufiky. Proto bylo i pfedpokladano, Ze pravé toto
je mechanismus, ktery zpUsobuje poskozeni hepatocytll a nasledné i jejich
smit.

Produkce ROS ve spojeni s AAP toxicitou byla prokazana v mnoha
pracich (Bajt ef al. 2004; Knight et al. 2001; Rousar ef al. 2009). Pfesna
lokalizace produkovanych ROS ale zdstavala neznama. Jako potencialni zdroj
ROS byly postupné studovany mitochondrie, Kupfferovy buiiky, &i viastni
formace NAPQI v CYP (Jaeschke and Bajt 2006).

Kupfferovy burky jsou tkanové makrofagy jater pfitomné v sinusoidach
a jejich hlavni funkci je fagocytéza mikroorganism(. Pokud jsou aktivovany,
uvoliuji do okoli celou fadu latek, mezi néZ patfi i nékteré druhy ROS (NO, 0,")
a cytokinl. Hladiny v8ech téchto latek jsou prokazatelngé zvydeny b&hem
toxického plsobeni acetaminofenu, a proto byl i viiv Kupfferovych bunék
na poskozeni hepatocytld velmi intenzivné studovan. Byla testovana inhibice
Kupfferovych bunék gadolinium chloridem (Blazka ef af. 1995), stejné tak i jejich
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Upina eliminace. Kone¢né vysledky oviem nebyly jednoznaéné, a s ohledem
na né byl vyznam Kupfferovych bunék v mechanismu AAP toxicity relativizovan
(James et al. 2003a).

S Kupfferovymi  builkami  &asteéné souvisi i dalgi testovany
mechanismus, u néhoZ byla predpokladana ugast na toxickém plscbeni
acetaminofenu. Jedna se o produkci superoxidu. Tato sloudenina nalezi mezi
ROS, a jeji hlavni patofyziologicky vyznam spodiva v Gdasti na reakcich,
kterymi vznikaji dalsi ROS (1) (3} (5). K produkci O, dochazi mimo jiné
i po aktivaci leukocyth (neutrofill, makrofagl), kdy je zvy$ena aktivita NADPH-
oxidasy (6). Vznikly O;" nasledné mlZe pfechazet pfes membranu leukocytu
do okolni tkané, coZ u AAP foxicity bylo povaZovano za pravdépodobné.
S ohledem na tento pfedpokiad byla u mysi s defektni podjednotkou NADPH-
oxidasy testovana vnimavost k AAP (James ef al. 2003b). Zji§t&na mira
hepatotoxicity byla ale zcela srovnatelnd s kontrolnimi zvifaty a navic byia
objevena i stejna mira nitrace tyrosinu, coZ vedlo k zavéru, Je zvySena
produkce ROS plsobicich b&hem toxického plsobeni acetaminofenu nema
plvod v okolnich leukocytech.

Dalsim potencidlnim zdrojem ROS je zvySena produkce oxidu
dusnatého, ktera byla u AAP toxicity prokazana. V centrilobuiarnich bunkach,
unichZz byly zjistény nekrotické zmeény i pfitomnost AAP-aduktl, byla také
prokazana zvySena nitrace tyrosinu (Hinson et al. 1998). Nitrace tyrosinu svédgi
pro produkci peroxynitritu, ktery vznika po reakci mezi NO a superoxidem (5).
Tato reakce je rychlej8i neZ dismutace superoxidu a je pouze zavisla na difizi
obou reaktantl. Vznikly peroxynitrit je velmi reaktivni a je schopen reagovat
s biomolekulami, jako napf. s DNA, lipidy, i proteiny. Za fyziologického stavu je
peroxynitrit detoxikovan reakei s glutathionem (Halliwell and Gutteridge 2007:
Sies 1999). S ohledem na depleci GSH charakterickou pro toxické piisobeni
AAP se zdalo, Ze ONOO™ miZe byt hlavni pfi¢inou hepatocytarniho poskozeni.
Dalsim ukolem tedy bylo ur€it pfesnou lokalizaci tvorby NO a stejné
tak i potvrdit vyznam peroxynitritu b&hem AAP toxicity.

Uioha oxidu dusnatého byla testovana u mysi, u nichz byla NOS
inhibovana, popf. byly iINOS-deficientni (Michael et al. 2001). Porovnanim
vysledki s kontrolami bylo kupodivu zji$téno, ze mezi nimi neni v histologickém

obrazu jaterni tkané Zadny signifikantni rozdil, a to i kdyZ u kontrolnich mysi
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byly dle pfedpokladu prokazany vy3si hladiny dusitani v séru, stejné tak jako
vys§i mira nitrace ve tkani. Pfekvapivym nélezem bylo i nékolikanasobné
zvySeni miry lipoperoxidace u iNOS-deficientnich mysi v porovnani
s kontrolami. Tyto vysledky mohou byt vysvétleny nasledujicim zplsobem.
Superoxid s oxidem dusnatym reaguje za vzniku ONOQO™ a nasledna nitrace
vede  kbunéfnému posSkozeni; nepfitomnost NO vede ktomu,
Ze ze superoxidového radikalu se b&hem naslednych reakci tvoii ROS, které jiZ
zodpovidaji za zvySenou lipoperoxidaci nalézanou u INOS-deficientnich mysi.

Uvedena data dale potvrzuji, Ze oxidagni teorie popisujici plvod
poskozeni je nejspiSe velmi blizko skutecnosti. Na druhou stranu ale pfesny
mechanismus poskozeni dosud nebyl popsan a dosud publikované udaje pouze
napovidaji, Ze poskozeni bun&k ma pfitinu v celé Ffadé déju, které nasleduji
po vyCerpani zasob celularniho GSH. Dikazem pro toto tvrzeni je i zji§téni,
Ze hladiny ROS se v buitkach zvySuji az po depleci buné&éného GSH (Baijt et al.
2004).

2.5.4 Ostatni mechanismy uéastnici se toxicity acetaminofenu

Jednim z dalSich mechanismu, které jsou v posledni dobé& intenzivné
studovany ve spojitosti stoxickym plOsobenim AAP, je otevieni MPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore) (Kon et al. 2004; Masubuchi et al.
2005; Reid et al. 2005). MPTP je mitochondrialni membranovy poér, pfi jehoz
otevieni dochazi k uniku solutli s molekulovou hmotnosti mensi nez 1500 ven
z mitochondrii. Toto vede k rozpojeni oxidativni fosforylace, uvolnéni iontd
a energetickych substratl do cytosolu, swellingu mitochondrii a pfipadné
I k apoptéze buiiky (He and Lemasters 2002). Jednim ze stimuldl aktivace
MPTP muze byt oxidace pfiléhajicich -SH skupin, coZ pravdépodobné je princip
Ucasti MPTP na AAP toxicité, kdy se na tyto -SH skupiny mlze vazat NAPQI.
Tato vazba nasledné spousti otevieni MPTP, které vede k produkci ROS
a daldim pochodiim (James et al. 2003a).

Mezi dal$i mechanismy, u nichzZ byl studovan podil na poskozeni bunék
behem toxického AAP plsobeni, se fadi napf. plsobeni cytokini & DNA-
fragmentace (Jaeschke and Bajt 2006; James et al. 2003a).
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2.5.5 Piekvapivé nalezy p¥i studiu AAP toxicity

| pfes znacny pokrok v popisu principll toxického pogkozeni hepatocytli
acetaminofenem, které jsou shrnuty na obrazku 15, existuji recentni prace,

jejichZ nalezy nelze jakymkoliv v sou¢asnosti znamym mechanismem vysvétlit.

v GSH
T l - lipoperoxidace
AAP-_CYP P4AS0 NAPQI ??? —= 4 ROS ——» oxidaéni stres - nitrace proteini
i T l - podkozeni DNA
AAP-adukty MPT

toxické poskozeni hepatocyt:l

l

nekréza bunék
Obr. 15: Mechanismus toxického plisobeni acetaminofenu

Jedna se napfiklad o praci tymu prof. Wolfa (Henderson et al. 2000),
ktera se zabyvala studiem toxicity u GST m knock-out my$i. Testovanym
pfedpokiadem této prace bylo, Ze GST m defektni mysi by mély byt k AAP
toxicité mnohem vice vnimavé v porovnani s kontrolnimi zvifaty, a to z diivodu
sniZzené detoxikacni schopnosti. V pfipadé nepfitomnosti GST (v tomto pfipadé
podtypu GST 1) by totiZ vznikly NAPQI mél reagovat s GSH v mnohem mensi
mife neZz za pfitomnosti enzymu, a proto by se jeho toxicky G&inek mél projevit
vmife zvySené. Nalezené vysledky ale oproti piedpokladim ukazovaly
na pravy opak. GST 1 knock-out mysi totiz prekvapivé vykazovaly v porovnani
s kontrolami signifikantné vy$3i rezistenci k AAP pogkozeni.

Druhou zajimavou praci zabyvajici se popisem mechanism( AAP toxicity
je odborny Clanek dr. Rzucidla (Rzucidlo ef al. 2000). Tento autor pracoval
s transgennimi mysSmi, které mély zvySené intracelularni hladiny glutathionu
z divodu zesilené exprese glutathionsynthetasy. Cilem prace bylo u mutantnich

mySi prokazat vy$$i rezistenci k plsobeni acetaminofenu diky zvy$enym
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bunecnym hladinam GSH, ktery by u hepatocytl mél tyto buiky chranit, resp.
by mélo i pfes toxické poSkozeni dochazet k niz§i depleci glutathionu.
Predpoklady se aie opét liSily od nalezenych wvysledki, kdy se ukazalo,
Ze u transgennich myS8i dodlo k vyrazné vys&i mife poskozeni v porovnani
s kontralnimi zvifaty.

Nalezené vysledky obou praci nebyly ani v jednom pfipadé uspokojivé
vysvétleny a ani do dneSnich dnl nebyl nalezen mechanismus, ktery by
nastolene otazky vyfesil. Vy3e uvedené piiklady tedy dokladaji stalou

pfitomnost nejasnosti ve studiu AAP toxicity.
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3. Cile prace

Obsah disertaéni prace je zaméfen na zakladni vyzkum oxidaéniho
stresu, a to jak po strance metodické, tak i aplikované. Cile Ize rozdélit do tiech

samostatnych oddild.

1.) Optimalizace spetrofluorimetrického stanoveni obou forem glutathionu
- zavedeni a optimalizace spektrofluorimetrické metody pro stanoveni
obou forem glutathionu
- urCeni analytickych parametr(i zavedené spektrofluorimetrické metody

- porovnani spektrofluorimetrické metody s referenéni HPLC/FL

2.) Modelové toxické poskozeni potkanich hepatocytli acetaminofenem

(in vitro}

- zavedeni a popis modelu toxického poskozeni kultivovanych potkanich

hepatocytl acetaminofenem

- vwyuZiti metod kdetekci oxidacnich pochodl b&hem plsobeni

acetaminofenu (ROS-sondy, glutathion, glutathionreduktasa)

3.) Zjisténi pficin inhibice glutathionreduktasy nalezené béhem toxického

poskozeni potkanich hepatocytu acetaminofenem (in vitro)
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4. EXPERIMENTALNIi CAST

4.1 Seznam chemikalii pouzitych pfi stanovenich

acetaminofen, AAP  (CgHoO2N; M, = 151,2; Sigma Aldrich, SRN)
blue, Coomassie G (C47H4sN3NaO7S;; M; = 854,02; Sigma Aldrich, SRN)
deionizovana voda (G<0,1 uS)
ethanol (95%) (C,HgO; M, = 46,07; Lachema, CR)
glutathion, GSH (C10H7N306S; M, = 307,32; Sigma Aldrich, SRN)
glutathionreduktasa, GR (from Baker’s Yeast; Sigma Aldrich, SRN)
glutathion oxidovany, GSSG (CaoH3oNsNa012S2; M, = 656,6; Sigma Al.,SRN)
hydrogenfosforeCnan draselny, PP (K;HPO4; M, = 174,18; Sigma Al., SRN)
hydrogenfosfore¢nan sodny, PB  (Na,HPO4 M, = 141,96: Sigma Aldrich, SRN)
hydroxid sodny (NaOH; M, = 40; Fiuka, SRN)
kyselina ethylendiamintetraoctova (dihydrat), EDTA

(C1oH1aN2Nax0g2H,0; Mr = 372,2; Fluka, SRN)
kyselina fosforeéna (85%) (HsPOa,; M, = 98,0; Lachema, CR)
kyselina chlorovodikova (HCI; M, = 36,46; Fluka, SRN)
kyselina metafosforecna, MPA (HPO3 34,4%, NaPO3; 60,4%; Sigma Al., SRN)
kyselina octova (98%) (C.HsO2; M, = 60,05; Lachema, CR)
methanol (CH40; M, = 32,04; Sigma Aldrich, SRN)
N-ethylmaleimid, NEM (CgH;NO,, M, = 125,13; Sigma Aldrich, SRN)
nikotinamidadenindinukleotid fosfat, NADPH

(C21H2sN7Nas017P3 - xH0; M, = 833,35; Sigma Aldrich, SRN)
o-ftaldialdehyd, OPA (CgHsO2; M, = 134,13; Fluka, SRN)
trypanova modr (0,4%) (CsaH24NsNas014S4; M, = 960,81; Sigma Aldrich, SRN)
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4.2 Priprava roztoku

Perfuzni roztoky pouZivané pii izolaci potkanich hepatocyti

Roztok A: 8 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,0977 g MgS0,.xH.0; 0,1206 g
NaxHPO4.12H20; 0,06 g KH2PO4; 2,188 g NaHCOs; 0,19 g EGTA, do 1000 ml
doplneno destilovanou vodou, 7 min. syceno karbogenem (95 % O, + 5 %
CO;), aby vysledné pH bylo 7,3 - 7 4.

Roztok B: 4,8 g NaCl; 0,24 g KCi; 0,05862 g MgS0,.xH,Q; 0,07236 g
Na;HPO4.12H,0; 0,036 g KH,PO,; 0,3528 g CaCly.2H,0, 1,314 g NaHCO:;
doplnéno do 600 ml destilovanou vodou, 7 min. syceno karbogenem (95 % O, +
5 % CO3), aby vysledné bylo pH 7,3 — 7,40; obvykle pouZivame 0,055 g surové
kolagenasy do 200 ml recirkulaéniho roztoku.

Roztok C, Krebs-Henseleitily roztok (K-H roztok): pro pfipravu 1 | roztoku

jsme v deionizované vodé rozpustili 6,9 g NaCl, 0,36 g KCI, 0,1441 g
MgSQ4-xH20, 0,13 g KH,PO,, 0,374 g CaCly*2H,0, 2 g NaHCO;, 0,9 g glukdzy
a 1,333 g albuminu.

Kultivacni médium

Williamsovo kuftivaéni médium —_E bez fenolerven& a L-glutaminu

(Biotech) bylo pied kultivaci obohaceno o fetalni bovinni sérum (10 %, Biotech),
L-glutamin (2mM, Biotech), penicilin (200 IU/ml, Biotech), streptomycin (0,2
mg/ml, Biotech), inzulin (0,08 IU/ml, Actrapid HM inj., Novo Nordisk),
prednizolon (0,5 ng/ml, Solu-Decotin, Merck) a glukagon (0,008 pg/ml,
Glukagen 1 mg inj HYPOKIT, Novo Nordik). Témito latkami obohacené
Williamsovo E médium nazyvame jiz jako kompletni.

Roztoky vyuZivané béhem pouZitych stanoveni

Roztok metafosforecné kyseliny (wwpa = 5%) — navazku 0,25 g MPA

jsme rozpustili v 50 ml deionizované vody.

Roztok metafosforeéné kyseliny (wwea = 10%) — navazku 0,5 g MPA

jsme rozpustili v 50 ml deionizované vody.

Zasobni roztok GSH (casn = 500 umol/l) — zasobni roztok jsme pfipravili
rozpusténim 0,0155 g GSH ve 100 ml HCI (1 mM).
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Zasobni roztok GSSG (Cesseg = 500 pmol/l) — zasobni roztok jsme
pripravili rozpusténim 0,0328 g GSSG ve 100 ml HCI (1 mmol/l).

Roztok GSSG (cgsss = 40 mmol/l) — navazku 0,245 g GSSG jsme
rozpustili v 10 ml pufru K;HPO, (200 mM, pH 7,5).

Roztok N-ethylmaleimidu (cnew = 0,5%) — 0,05 g NEM jsme rozpustili

v 10 ml deionizované vody.

Rozfok o-faldialdehydu (cops = 0,1%) — 0,05 g OPA jsme rozpustili
v 50 ml methanolu a roztok byl uchovavan v mrazaku pfi -80 °C.

Roztok fosfatového pufru (Na®) s pfidavkem EDTA (cps = 100 mmol/l;

pH 8) — ve 100 ml deionizované vody jsme rozpustili 1,4 g Na,HPO, a 0,2 g
EDTA.

Roztok fosfatového pufru (Na') s pfidavkem EDTA (cpe = 100 mmolll;

pH 8) — ve 100 ml deionizované vody jsme rozpustili 1,4 g Na,HPO, a 0,2 g
EDTA. pH bylo dle potfeby upraveno na hodnotu pH 6,0.

Rozfok fosfatového pufru (K') s pfidavkem EDTA (cpp = 200 mmol/l;
pH7.5) — ve 100 ml deionizované vody jsme rozpustili 3,484 g K.HPO,
a 0,0372 g EDTA. Hodnota pH byla upravena pomoci pfidavku HCH (1 M) nebo
NaOH (1M) na vyslednou hodnotu 7,5.

Roztok hydroxidu sodného (cnaon = 0,1 moll) — pro pifpravu 100 ml

roztoku jsme navazli 0,4 g NaOH a toto mnozstvi bylo rozpusténo
v deionizované vodé.

Roztok kyseliny chlorovodikové (crc = 1 molil) — k 9,05 ml deionizované

vody jsme pfipipetovali 950 ul cc HCI (32%).

Roztok kyseliny chlorovodikové (cue = 1 mmol/l) — do 500 ml odmérmé

banky jsme pipetovali 47,5 pl HCI (32%) a objem byl dopinén do 500 ml
deionizovanou vodou.

Roztok NADPH (cnappn = 4 mmol/l) — v 5 m! deionizované vody jsme
rozpustili 0,0167 g NADPH.

PBS roztok (10x koncentrovany) — 1 litr PBS roztoku jsme pfipravili
navazenim 26 g NaH;PO4H,0, 115 g Na;HPO,, 85 g NaCl a rozpusténim
v deionizované vodé. Hodnota pH byla upravena pomoci titrace HCI (1 M) nebo
NaOH (1 M} na vyslednou hodnotu 7,4.
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Cinidlo_pro stanoveni protein die Bradforda — 500 ml roztoku jsme

pripravili navaZzenim 0,05 g Coomassie blue G, rozpudténim ve smési 25 ml
ethanolu (95%) a 50 ml H3PO, (85%) a naslednym doplnénim deionizovanou
vodou na celkovy objem 500 mi. Roztok byl dale prefiltrovan pres papirovy filtr.

Zasobni roztok acetaminofenu pro kultivaci hepatocyti

(caap = 40 mmol/l) — zadsobnfi roztok jsme pfipravili rozpusténim 0,1210 g
AAP ve 20 ml kompletniho Williamsova média E.

Roztok pro pfipravu konjuqgatu acetaminofenu a glutathionu

(Caap = 1 mmolli; cgsy = 5 mmol/l) — rozpusténim 0,0015 g AAP
a 0,0154 g GSH v 10 ml fosfatového pufru (100 mmol/l, pH 7.4) jsme ziskaly
reakéni roztok pro elektrochemickou analyzu.
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4.3 Pristroje a laboratorni pomiicky

spektrofluorimetr Aminco Bowman 2 series (Thermo, USA)
destiCkovy spektrofoto- a spektrofluorimetr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
UV/VIS spektrofotometr UV 1601 (Shimadzu, Japonsko)
potenciostat BAS100W (Bioanalytical Systems, USA)
ob&hovy termostat CTB 06C (Labio, CR)

invertovany mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)
membranové Cerpadlo (KNF lab LIQUIPORT, SRN)
odstredivky Rotina 35 R a Rotina 50 R (Hettich, SRN)
odstredivka Mikro 20 R (Hettich, SRN)

CO3 inkubatory (Sanyo, Japonsko)

lednice s mrazakem (-20 °C) (Elektrolux & Liebherr, SRN)
hlubokomrazici box MDF-U3086S (-80 °C) (Sanyo, Japonsko)
pH-mérne elektrody Sen Fix 61 a 81 (Fischer Scientific, SRN)
pH metr pH 720 (Inolab, SRN)

sonikator SonoPuls 2070 (Bandelin, SRN)

vodni lazen s termostatem a ultrazvukem S10 (Elma, SRN)
magneticka michadla (Heidolph & Big Squit Star, SRN)
aparatura pro izolaci hepatocytll - pumpa, termostatovana lazen
trepacky, vortexy (Reax top Heidolph, SRN; IKA Sweden)
vahy 440-35N a analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)
pipety Finnpipette (Thermo, Finsko)

mikrozkumavky, objem 1,5 a 2,0 ml {Neptune, Mexiko}
fluorimetricka kyveta (1,5 ml)

nylonové filtry, 0,22 um (Corning, USA)

Petriho misky, primér 6 cm (lwaki, Japonsko)

mikrotitraéni desticky 24-j., 96-). (Nunc, Dansko)

software:

AB2 Luminiscence Spectrometer Version 5.50 © 2003 Thermo; Tecan i-control
v 1.3; BAAS software; Microsoft Office (Word, Excel); Advanced Chemistry
Development software; GraphPad Prism 4.,
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4.4 Priprava biologického materialu

4.4.1 Pokusna zvirata

Pokusy byly provadény na dospélych potkanich samcich kmene Wistar
0 hmotnosti 180 az 240 g. Potkani byli chovani za standardnich podminek
pii konstantni teploté 23 + 1 °C, relativni vihkosti vzduchu 55 + 10 %, vymé&né
vzduchu 12 — 14x za hodinu a pfi 12ti hodinovém svételném reZimu (6,00 —
18,00 hod.). Potkani byli ustajeni v klecich po 6 — 10 potkanech. Po celou dobu
meéli volny pfistup k vodé a potravé. Protokoly pokusll in vitro byly schvéleny
Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani podle zakona &. 246/92 Sb.
vplatnem znéni, §17, 3c. pfi Lékarské fakulté v Hradci Kralové Univerzity

Karlovy v Praze.

4.4.2 |zolace hepatocytu a jeji kvalitativni hodnoceni

Izolace hepatocytll se provadi dvoustupfovou kolagenasovou perfizi
jater (Berry et al. 1991). Principem celého postupu je nejprve rozvolnéni
desmozomit mezi hepatocyty pii absenci vapenatych kationtl, a v druhém
kroku rozruSeni extracelularni matrix diky G¢inku kolagenasy za pfitomnosti
vapenatych ionti.

Potkan je nejprve uveden do etherové narkdzy a poté je pfemistén
na operacni stolek a fixovan. Bfi$ni sténa je dezinfikovana jodovou tinkturou
a dutinu bfisni otevirame stifihem ve tvaru ,V* skrz kizi a svalovinu. Organy
dutiny bfiSni jsou nasledné opatrné odsunuty k levé strané téla zvifete, 8imz se
odkryje pfistup k v. cava inferior, do které aplikujeme heparin ve fyziologickém
roztoku (200 m.j. na 100 g hmoty potkana). Tupou preparaci uvolnime
v. portae, do které zavedeme kovovou kanylu napojenou na perflzni aparaturu.
Ta je naplnéna perfuznim roztokem temperovanym na 37 °C a nasycenym
karbogenem.

Nejprve je provedena perflze in situ roztokem A bez obsahu vapenatych
ionth. O uspésnosti perflze sv&d¢i rychié, homogenni odbarveni jater
a postupné zvétSovani jejich objemu. Po chvili je nutné zastavit pfivod
perfuzniho roztoku a prostfihnout deolni dutou Zilu, abychom piedesli

mechanickemu poskozeni jater tlakem. Poté co nejrychleji vyjmeme jatra
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z dutiny bfisni, oplachneme je v kadince s fyziologickym roztokem, upevnime
do specialniho stojanku a dokonéime jejich proplach roztokem A.

Nasledné pokracujeme recirkulacni perfizi jater roztokem s obsahem
kolagenasy (Collagenasa Cruda, Sevapharma) a vapenatych iontl v roztoku B.
Optimalni doba této perflze byla stanovena na 14 minut. Staly perfuzni tlak
v obou stupnich promyvani je zajistén vySkou spadu perfuzniho roztoku.
Po ukon&eni recirkulaéni perfize se jatra ponofi do Krebs-Henseleitova média
s bovinnim sérovym albuminem (= roztok C) a jaterni tkan se jemné
mechanicky rozvolni. Pfitomnost albuminu je nezbytna pro zachovani koloidné-
osmotickych podminek. Ziskana suspenze bunék je prefiltrovana pfes sterilni
4x sloZenou gazu do centrifugaéni zkumavky a centrifugovana po dobu 5 minut
(28 g, 15 °C). Supernatant je odsan a butiky znovu resuspendovany v roztoku
C. Nasleduje centrifugace za stejnych podminek a cely postup je pak jesté
jednou opakovan. Bezprostiedné po izolaci je stanovena viabilita izolovanych
bunék.

Hodnoceni viability izolovanych hepatocytll se provadi pomoci barveni
trypanovou modii (TB) (Seglen 19786). Principem pouziti TB je jeji schopnost
vnikat porusenou cytoplasmatickou membranou do mrtvych bunék, diky éemuz
dochazi k jejich obarveni; navic je u Zivych bunék popisovéana schopnost
do cytoplasmy jiz proniklou TB aktivné vypuzovat (Belinsky ef al 1984).
Nasledné je spocitan pomér mezi Zivymi a véemi burikami a tim je zjiSténa
viabilita. Vlastni hodnoceni probiha pod mikroskopem u preparatu nafedéného
na koncentraci cca 10° bb./ml, z néhoz je odebrano 10 pl suspenze a toto
mnozstvi je smichano se stejnym objemem TB (0,4%). Po pfiloZeni kryciho
sklicka ihned pozorujeme (zvétSeni 200x) a pocitame podéty mrtvych a Zivych
bunék. (Viabilita izolovanych bunék u v8ech vtéto praci zmifovanych

experimentl dosahovala nejméné 90%.)

4.4.3 Kultivace potkanich hepatocyti

Pred kultivaci hepatocyt(l je duleZité zji§téni jejich poétu, které se provadi
v Burkerové komurce klasickym zpUsobem ve 2 x 25 velkych é&tvercich
(nejcasté]i po ziedéni suspenze K-H roztokem 100x). S ohledem na to je

nasledné suspenze hepatocytl nafedéna na vyslednou koncentraci.
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Kultivace primokultur hepatocytli se provadi na Petriho miskach (PM)
ana 24- a 96-jamkovych mikrotitranich destitkach (WP) kolagenovanych
kolagenem typu | (from rat tail, Sigma-Aldrich). Kolagenace se provadi
napipetovanim v kyseling octové (20 mmiol/l} rozpusténého kolagenu do uréené
jamky WP €i na Petriho misku a jeho ponechani zde po dobu 10 minut.
Nasleduje jeho odliti a také nutna neutralizace pomoci K-H roztoku anebo
Williamsova média E.

Potfebnou denzitu bun&k pro kultivaci ziskame nafedé&nim plvodni
suspenze hepatocytlli pomoci kompletniho Williamsova média E. Davkované
mnoZstvi do PM & jamek na WP je nasledujicii PM (2 ml, celkem 2.10°
bb./PM), 1 jamka 24-WP (300 ui, celkern 180.10° bb./fjamku), 1 jamka 96-WP
(100 ul, celkem 30.10° bb.jjamku). Hepatocyty jsou poté inkubovany 2 hodiny
v CO; inkubatoru (5% CO,, 37 °C). Toto je dostateCna doba pro pfichyceni
Zivych bunék ke kolagenu a vytvofeni bunééného monolayeru (obr. 16). Poté
nasleduje odsati media s nepfichycenymi buiikami a jeho vyména za médium
dali. To jiz miZe obsahovat testovanou chemickou latku rozpudt&nou opét
ve Williamsové mediu E, popf. se mlZe jednat pouze o Williamsovo médium E
pro testovani vzorkQl kontrolnich. Primokultury hepatocytli jsou poté opét
ponechany poZadovanou dobu v CO, inkubatoru (5% CO-, 37 °C) aZ do konce

inkubace a nasledné analyzy.

Obr. 18: Fotografie kultivovanych potkanich hepatocytll (2 hod. po izolaci; 400x)
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4.5 Optimalizace fluorimetrického stanoveni glutathionu

4.5.1 Princip stanoveni GSH a GSSG

Hissin a Hilf v roce 1976 (Hissin and Hilf 1976) popsali stanoveni obou
forem glutathionu, GSH i GSSG, které bylo zaloZeno na detekci fluorescence
emitované produktem reakce mezi GSH a o-ftaldialdehydem, OPA. Vlastnim
principem této metody je reakce -SH a -NH, skupin giutathionu
s aldehydickymi skupinami OPA, kterou vznika substituovany izoindolovy kruh
(GS-OPA) vykazujici vysoky vytéZek fluorescence (obr. 17). Viyhodou reakce je
jeji pribéh za standardnich laboratornich podminek a b&éhem kratké doby.

Pro stanoveni GSSG je do postupu nutno zahrnout dal§i dva kroky.
Nejprve je nutné vystinit ve vzorku pfitomny GSH pomoci N-ethylmaleimidu
(NEM), a nasledné je potfeba pfevést oxidovanou formu GSSG zpét na GSH.
Daie je jiz princip reakce shodny se stanovenim GSH, kdy je do roztoku pfidan
OPA, a po jeho zreagovani s GSH je detekovana fluorescence

pfi Agx = 350 nm, Agm = 420 nm.

o) o
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HO N o IO HO N o
T(‘\NH W]/\NH e
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CH ] OH
HoN A Ny |
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Obr. 17: Schéma reakce mezi GSH a OPA

4.5.2 Priprava standarda GSH a GSSG

Kalibraéni fady GSH standardd byly pfipraveny postupnym fedénim
zasobniho roztoku GSH (500 pmol/l) kyselinou chiorovodikovou (1 mmol/l),
pficemZ vysledné koncentrace pouzivanych standard( byly (0; 2,5; 10; 20; 50;
100 a 200 pymol/l GSH). Standardy byly déale nafedény pomoci metafosforecne
kyseliny (5%), a to v pomeru 300 ul standardu : 600 yl MPA. Pro vlastni analyzu
koncentrace GSH bylo odpipetovano 50 pl roztoku, ktery byl skladovan
pii -80 °C.
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Postup pro pfipravu standarddi GSSG byl velmi podobny jako u GSH.
Zasobni roztok GSSG (500 pmol/l) byl nafedén pomoci HCI (1 mmoll) tak,
aby byla pfipravena fada (0; 1; 5; 10; 20; 50; a 100 umol/l GSSG). Stejné jako
u GSH byly vzorky déle v poméru 1:2 nafed&ny pomoci MPA (5%). Dale byly
rozpipetovany po 200 pl do plastovych mikrozkumavek, které byly uchovavany

pii -80 °C az do doby analyzy.

4.5.3 Pfiprava vzorki (lyzaty hepatocyti)

Z hepatocytarnich primokultur na PM odebereme kultivaéni médium
a ihned tyto PM vlozime do hlubokomraziciho boxu (-80 °C), kde je ponechame
po dobu 15 minut kvuli rozrudeni buné&énych membran mrazem. Po vyjmuti
okamzité do kazdé PM napipetujeme 1 ml chlazené destilované vody (4 °C),
&imz dojde k dal$imu prohloubeni lyze bunék. Skrabatkem pak oddé&lime buiiky
od kolagenu a vyslednou suspenzi napipetujeme do pfipravenych
mikrozkumavek a dukladné je protfepeme. Po 200 pl této suspenze pipetujeme
do mikrozkumavek s 400 ul vychlazené MPA (10%), protfepeme a nechame
phasobit 10 min. pfi 4 °C. Nasledné opét protfepeme a centrifugujeme (13.500 g,
4 °C, 10 min.)). Z kaZdého vzorku napipetujeme 50 ul supernatantu pro
stanoveni GSH, resp. 200 pl pro stanoveni GSSG do mikrozkumavek
a skladujeme do doby analyzy (-80 °C).

4.5.4 Spektrofluorimetrické stanoveni - postup

Schéma plvodniho stanoveni GSH i GSSG (Hissin and Hilf 1976) je
shrnuto na obr. 18. Cilem na$8i prace byla optimalizace celého postupu, a proto
jsme se zaméfili na sledovani analytickych parametrl (sensitivita, specifita,
pfesnost) v zavislosti na zménach podminek reakce i detekce. Z tohoto diivodu
byl testovan vliv teploty, pH a vinovych délek detekce &i doby inkubace.
Po vyhodnoceni vdech vysledkl bylo vypracovano upravené schéma postupu
stanoveni, které je uvedeno na obr. 19. S vyuZitim tohoto optimalizovaného
postupu byly stanoveny analytické parametry jak pro stanoveni GSH,
tak i GSSG.
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Vzorek
GSH stanoveni GSSG stanoveni
50 ul vzorku + 1000 pl PB (pH 8) 200 pl vzorku + 100 ul NEM
¢ ¢3O minut
60 ul roztoku + 750 pl NaOH (0,1 mol/l)
+ 900 ul PB (pH 8) + 60 nl OPA i
60 pl roztoku
15 minut + 900 ul NaOH (0,1 mol/l) + 60 ul OPA
¢15 minut
spektrofluorimetricka detekce spektrofluorimetricka detekce
Aex= 350 nm; AL~ 420 nm hpy= 350 nm; A= 420 nm

Obr. 18: Schéma puvodniho postupu stanoveni GSH a GSSG (Hissin and Hilf 1976)

4.5.4.1 Instrumentace

Pristroj: Spekirofluorimetr Aminco Bowman 2
Napéti na fotonasobicich: 760 V

Vyuzivané programové moduly: 3D-scan, Time trace

Objem vzorku v kyveté: 800 pl

4.5.4.2 Optimalizace metody - podminky detekce (Agx a Agm , pH, T)

Pomoci funkce 3D-scan byly analyzovany vinove délky excitace (Aex)

a emise (Aem) standardii po reakci s OPA a to oddélené u stanoveni GSH
a GSSG. Vysledné Aex a Aem odpovidajici fluorescenénim maximim byly
pouzity pro dal§i stanoveni. Jako optimalni byly v pfipadech GSH i GSSG
zjistény Agx = 335 nm, Agm = 420 nm.

Dalsim testovanym parametrem byla teplota detekce. Celkem byly

porovnany dve teploty 4 °C a 20 °C. Porovnanim absolutnich hodnot intenzit
fluorescence (IF) stejnych vzorkd a standard(, a také vyhodnocenim variaénich

koeficientll (CV%) opakovanych méfeni pro kaZzdou z teplot byla jako optimalni
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;ur€ena teplota 4 °C. Za této teploty, stejné jako za optimainich vinovych délek
excitace a emise, byly provadény dalsi experimenty.

Kromé ovéfeni potfebné doby reakce OPA a GSH jsme se pfi detekci
zaméiili také na zjiSténi optimalniho pH detekce. Hodnotu pH jsme totiz
povazovali za duleZity faktor, jenz mlzZe také ovliviiovat miru IF, a to jak
z kvantitativniho, tak i z kvalitativhiho hlediska.

OPA kromé specifické reakce s GSH miZe reagovat is nejriznéjsimi
thioly, aminokyselinami ¢i aminy (Scaduto 1988). Fluorescenéni spektra téchto
vzniklych komplext jsou ale velmi pravdépodobné odli$na od spektra komplexu
GS-OPA. Pfipadna interference aminokyselin & aminii by se tedy méla
selektovat od nami cilené specifické detekce GS-OPA pomoci zmény hodnoty
pH, ktera v pavodni praci byla pH 8 pro GSH, a pH 11 pro GSSG (Hissin and
Hilf 1976). Z téchto divodl jsme testovali IF vzorkG pfi rizném pH: pro
stanoveni GSH to bylo pH 6 a 8, pro stanoveni GSSG hodnoty pH 4, 5, 6, 8, 11.

Hodnoty pH byly upravovany aZ po reakci GSH a OPA za podminek
shodnych s plvodné publikovanymi (Hissin and Hilf 1976). Uprava pH byla
provadéna pomoci pfidavk( HCI (1 mol/l}, pfitemz vysledny objem roztoku byl
shodny u vSech testovanych hodnot pH.

Porovnanim vysledku byla zjisténa jako optimalni hodnota pH 6, a to pro
obé stanoveni (GSH i GSSG).

Celkovy postup optimalizovaneho stanoveni obou forem glutathionu je

uveden na obrazku 19.

4.5.4.3 Stanoveni analytickych parametrii fluorimetrické metody

Béhem analyzy GSH i GSSG byly stanoveny analytické parametry.
Uvzorkl a standard( byly zji§tény hodnoty intraassay (n = 10; CV%),

pro charakterizaci kalibrace linearita a determinaéni koeficient (R?).

4.5.4.4 Korelace s HPLC/FL metodou

Optimalizovanou metodou byly stanoveny koncentrace GSH a GSSG
ve vzorcich; jako vzorky byly pouzity hepatocytarni lyzaty z pokusl, kde byly
pouZivany razné hepatotoxické latky - ferf-butylhydroperoxid, ¢i acetaminofen.

Totozné vzorky byly zarovenl analyzovany pomoci HPLC/FL. metody
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(Kand'ar et al. 2007). Porovnanim koncentraci GSH a GSSG naméfenych
pomoci obou metod byl nakonec stanoven korelaéni koeficient.

Princip HPLC/FL metody je totoZny s metodou spektrofiuorimetrickou:
pfi analyze GSH dochazi nejprve k reakci GSH s OPA a po kratké inkubaci je
vznikly komplex GS-OPA chromatograficky analyzovan. U analyzy GSSG je
do postupu zahrnuto vystinéni pfitomného GSH pomoci NEM a nasledné
rozstépeni oxidovaného glutathionu zpét na GSH. Dale je postup jiZ shodny
s postupem pro stanoveni GSH. Vlastni chromatograficka analyza probiha
na Ciz koloné (Discovery, Supelco, USA) s vyuzitim fluorescenéniho detektoru
a HPLC sestavy (Shimadzu, Japonsko) (Kand'ar et al. 2007).

Vzorek
GSH stanoveni GSSG stanoveni
50 ul vzorku + 1000 pl PB (pH 8) 200 pl vzorku + 100 pl NEM

¢ ¢25 minut

60 ul roztoku + 750 pl NaOH (0,1 molfl)

+ 900 ul PB (pH 8) + 60 ul OPA J,
120 i roztoku
15 minut + 900 ul NaOH (0,1 mol/l) + 60 ul OPA
¢15 minut
+ 75 pl HCI (1 mol/l) 450 pl roztoku

+ 450 pl PB (pH 6) + 40 pl HCI (1 molfl)

v

spektroflucrimetricka detekce spektrofluorimetricka detekce
Aey= 335 nm; Agy,= 420 nm hex™ 335 NM; Agy,= 420 nm
T=4°C T=4°C

Obr. 19: Schéma optimalizovaneého postupu stanoveni GSH a GSSG
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4.6 Studium hepatotoxického 0éinku acetaminofenu

v podminkach in vitro

4.6.1 Inkubace kultivovanych hepatocytt s acetaminofenem

Po izolaci potkanich hepatocytll a jejich nasledném pfisednuti
po 2 hodinach byl na hepatocytech studovan toxicky vliv acetaminofenu.
V kompletnim Williamsové médiu E byl rozpus§tén acetaminofen (40 mmol/l)
a z tohoto roztoku byla fedénim vytvofena fada péti koncentraci (1; 2,5; 5; 10;
20 mmol/l AAP). Tyto roztoky o rlznych koncentracich AAP byly nasledné
pfipipetovany k bufikam, a to v objemech: 2 ml/1 PM; 300 pi/1 jamka v 24-WP;
100 i1 jamka v 96-WP. Zarovei byly vZdy pfipraveny také kontrolni burky,
ke kterym bylo pfipipetovano pouze kompletni Williamsovo médium E. Poéget
opakovani u testovani kazdé zkoncentraci byl roven minimalné n = 3,
u nékterych experimentl az n = 8. Buitky byly inkubovany s acetaminofenem
po rtiizné diouhou dobu (1 — 24 hod.) dle typu pouZitého stanoveni. Nejéast&ji
byly vyuZivany inkubacni intervaly 3h, 12 h a 24 hod. Po uplynuti doby
inkubace bylo médium obsahujici AAP odstranéno a hepatocyty byly
zpracovany dle potieb daného stanoveni. Celkové byly u hepatocytl sledovany
tyto biochemické parametry: aktivita laktatdehydrogenasy, LDH-leakage,
aktivita bunélnych dehydrogenas, syntéza albuminu, koncentrace GSH

a GSSG, intracelularni produkce ROS a aktivita glutathionreduktasy.

4.6.2 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

Stanoveni enzymové aktivity laktatdehydrogenasy (LDH) je jednim
z velmi pouzivanych marker( buné&éného poskozeni. Po poskozeni buriky, resp.
po poskozeni buné&né membrany, dochazi k priniku LDH do okoli, a proto
mlzeme jeji aktivitu méfit v médiu. Od aktivity LDH v médiu se navic odviji
druhy test, a to tzv. LDH-leakage (LDH-L), ktery také podava informaci
o viabilité bunék. LDH-L se ziska z pomé&ru LDH aktivity nalezené v médiu viéi
celkove aktivite LDH (v médiu a v bunice). LDH-L tedy vypovida o procentu
LDH, které uniklo z bufiky do okoli.
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4.6.2,1 Princip stanoveni LDH

Laktatdehydrogenasa v bufice katalyzuje pfeménu laktatu na pyruvat,
aiopacng, za soudasné pfemény NAD™ na NADH+H". Této reakce se také
vyuziva pfi jeji analyze, kdy je do reakéniho roztoku pfidan NAD" a laktat a je

sledovan narust absorbance pii A = 340 nm spektrofotometricky.

4.6.2.2 Provedeni stanoveni LDH

Ke stanoveni aktivity LDH jsme vyuzili diagnosticky kit LDH (Sigma
Aldrich, SRN). Pro méfeni extracelularni aktivity LDH jsme od bunék
kultivovanych na PM odebrali médium, pro méfeni zbytkové intracelularni
aktivity LDH jsme po odebrani média bunky jesté vlozili do -80 °C na 15 minut,
aby doslo k rozbiti bunék mrazem. Po wyjmuti bunék z mraziciho boxu jsme
piipipetovali 1 ml vychlazené deionizované vody a po oddéleni bunék
od kolagenu a centrifugaci (13.500 g, 4 °C, 10 min) jsme jiz testovali LDH
aktivitu,

Reakéni ¢inidlo obsahujici laktat, NAD®, pufr (pH 8,9), azid sodny (5%)
bylo dle navodu dopinéno 10 mi deionizované vody, prelito do zkumavek a ty
nasledné inkubovany 10 minut pfi 37 °C. Do kfemenné kyvety jsme napipetovali
1 ml pfipraveného E&inidla a 50 pl vzorku. Po promichani byla absorbance
méfena po 30 s do uplynuti 90 s. Rozdil absorbanci byl porovnan s kalibraéni
zavislosti a byla uréena aktivita LDH, popf. z poméru extracelularni a celkove
aktivity byla ur€ena LDH-L. K analyze jsme pouzZivali UV/VIS spektrofotometr
Shimadzu UV - 1601. LDH aktivita byla analyzovana po inkubaci 4, 12 a 24
hod. s AAP.

4.6.3 WST-1 test

WST-1 test (Roche, SRN) je dalSim testem, ktery se pouziva
k hodnoceni viability bunék, a to pomoci detekce intracelularni
dehydrogenasové aktivity. Patfi do skupiny viabilitnich testli spoleéné s XTT
a MTT testy.
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4.6.3.1 Princip WST-1 testu

Kdetekci aktivity bunéénych, a to zejména mitochondrialnich
dehydrogenas se vyuZiva redukce tetrazoliovych soli (4-(3-(4-iodofenyl)-2-(4-
nitrofenyl)-2-H-5-tetrazolio)-1,3-benzen-disulfonat),  které  jsou  aktivnimi
dehydrogenasami pfeménény nabarevné formazany. Tato pfeména je

detekovana spektrofotometricky.

4.6.3.2 Postup pii WST-1 testu

Po uplynuti inkubace bunék s AAP bylo z 96-jamkovych mikrotitraénich
destiCek odstranéno médium. K bunkam bylo nasledné pfipipetovano &inidlo
WST-1 (po 100 pl), které bylo pfedtim nafedéno 10:1 v PBS. Nasledné byla
ve v8ech jamkach proméfena absorbance (A = 440 nm) a WP s burtkami byla
na 1 hodinu umisténa do CO; inkubatoru {5% CO,, 37 °C). Po uplynuti této
doby byla opét proméfena absorbance (A = 440 nm). Nasledné byl zji§tén rozdil
absorbanci pro kazdou zjamek a vysledné hodnoty byly vyjadieny jako
procenta signalu kontrolnich vzork(l. Analyza byla provadéna na desti¢kovém
spektrofotometru TECAN infinite M200. Viabilita kultivovanych hepatocytl byla
pomoci testu WST-1 sledovana po 1, 3, 6, 12 a 24 hod. inkubace s AAP.

4.6.4 Syntéza albuminu

Jednim ze stanoveni funkénich parametri hepatocytll, které se

v soucasné dobé& pouZiva, je analyza syntézy albuminu v hepatocytech.

4.6.4.1 Princip stanoveni syntézy albuminu

Albumin je protein, ktery je syntetizovany vyhradné v hepatocytech.
U hepatocytll in vitro je syntetizovany albumin uvolfiovan do média, a proto je
treba vyuzit velmi citlivou a specifickou metodu pro jeho stanoveni.
My vyuzZivame imunochemickou enzymatickou nekompetitivni sendvi¢ovou

metodu, ELISA, ktera vyuziva specifickych protilatek proti potkanimu albuminu.
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4.6.4.2 Postup stanoveni albuminu metodou ELISA

Ke kvantifikaci v kultivaénim médiu obsazeného albuminu slouzi Rat
Albumin ELISA Quantitation Kit (Bethyl, USA). Do jamek 96-j. mikrotitragéni
destiCky jsme napipetovali 100 pl nafed&nych ovéich protilatek proti potkanimu
albuminu (fedéno 1:100 v pufru). K pfichyceni téchto protilatek ke sténé
desticky jsme jako optimalni dobu zvolili 60 minut, a poté jsme jamky 3x
promyvali promyvacim roztokem. Ke znemoZnéni navazani protilatek na sténu
desticek v dalich krocich stanoveni jsme aplikovali blokovaci roztok (200 pl,
30 minut) a poté vSechny jamky opé&t promyli 3x promyvacim roztokem.
Nasledné jsme pfidali 100 pl nafedénych vzorkd resp. standard(.
Po 60 minutach inkubace jsme jamky promyli 5x promyvacim roztokem.
Pro kalibraéni kfivku jsme pouzili fedéni standardu (500; 250; 125; 62,5; 31,25
a 15,625 ng albuminu/ml). Redéni vzorkl jsme provedli s ohledem na jejich
umisténi v linearnim Useku kalibradni kfivky.

Po promyti jsme do jamek piipipetovali 100 pl protilatky znacené
kfenovou peroxidasou (fedéni 1 : 30000) a opét probihala inkubace 60 minut.
Nasledovalo 5x vyplachnuti promyvacim roztokem a do kazdé jamky jsme
aplikovali 100 pl substratového roztoku. Po 256 minutach byla reakce zastavena
100 pl H2804 (2 molfl) a barevny produkt byl stanovovan spektrofotometricky
pfi vinové délce 450 nm. Experimenty byly provadény na pfistroji TECAN
Infinite M200. Syntéza u potkanich hepatocytl byla stanovovana pouze
po uplynuti 24 hodinové inkubace s AAP.

4.6.5 Stanoveni koncentrace glutathionu

Intracelularni hladiny GSH a GSSG byly stanoveny jak pomoci HPLC/FL
(Kand'ar et al. 2007), tak i pomoci nové zavedené spekirofluorimetrické metody.

Podrobny postup obou metod vcetné piipravy vzorkt z kultivovanych
hepatocyttl je uveden v kapitole 4.5 .

4.6.6 Stanoveni intracelularni produkce ROS

V posledni dobé& se objevily metody, které umoZnuji stanovit produkci
intracelularni produkci ROS pomoci tzv. ROS sond. Tyto slouceniny jsou

po reakci s reaktivni formou kysliku & dusiku oxidovany a tim je umoznéna
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jejich fluorimetricka detekce. VétSina ROS sond jsou strukturaini analoga
fluoresceinu, jednou z nejCastéji uZivanych je DCFDA

(dichiorodihydrofluorescein diacetat).

4.6.6.1 Princip stanoveni ROS pomoci DCFDA

DCFDA a jeho analoga se po reakci s ROS oxiduji a vykazuji
fluorescenci typickou pro fluorescein. DCFDA neni sondou specificky reaguijici
pouze s danym typem ROS. DCFDA spiSe informuje o celkové produkci fady
ROS, neboli o pfitomnosti oxidagniho stresu (Halliwell and Whiteman 2004).

4.6.6.2 Postup stanoveni produkce ROS

K detekci produkce ROS byla vyuzita ROS sonda CM-DCFDA, 5-, 6-
chiéromethyl-2°,7 "-dichlérodihydrofluorescein diacetat (Molecular Probes, USA).
Produkce ROS byla stanovovana ve 24-WP, ze kterych bylo po uplynuti doby
inkubace odstranéno médium s AAP. Nasledné byly jamky s bunkami
proplachnuty roztockem PBS a bylo pfipipetovan pracovni roztok CM-DCFDA (1
pmol/l, v PBS). Desticka s buitkami byla umisténa do CO; inkubatoru (5% CO.,
37 °C) a zde byla ponechana 45 minut. Po uplynuti této doby byl z jamek
odstranén roztok CM-DCFDA a do jamek byl napipetovan roztok PBS. lhned
potom byla fluorimetricky promérena pocatecni intenzita fluorescence
(Aex = 485 nm, Aem = 535 nm), a po 60 minutach byla fluorescence proméfena
znovu. Mezitim byla 24-WP inkubovana v CO; inkubatoru (5% CO,, 37 °C).

Vysledna mira produkce ROS byla vypoétena jako podil mezi nar(istem
fluorescence bé&éhem 60 minut (rozdil mezi intenzitou fluorescence v 60 minuté
a v 0 minuté) a intenzitou fluorescence v 0 minuté. Méfeni fluorescence bylo
provadéno na pfistroji TECAN Infinite M200. Hepatocytarni produkce ROS byla
sledovana po 3, 12 a 24 hod. inkubace s AAP.
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4.6.7 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

4.6.7.1 Princip stanoveni aktivity GR

Glutathionreduktasa je intracelularmi enzym schopny piemény GSSG
na GSH za soucinnosti s NADPH+H". Této reakce se vyuZiva i pfi stanoveni
aktivity GR, kdy je do vzorku s GR pfidano v nadbytku GSSG a NADPH+H".
Nasledné je spektrofotometricky detekovan Ubytek absorbance pii A = 340 nm
(Carlberg and Mannervik 1975).

4.6.7.2 Postup stanoveni aktivity GR

Po uplynuti doby inkubace s AAF bylo z jamek ve 24-WP odstranéno
médium obsahujici AAP a k buikam bylo napipetovano 600 ul deionizované
vody. Kazda jamka byla nasledné sonikovana pétisekundovymi pulzy pomoci
sonikatoru Bandelin Sonopuls. Vznikla suspenze byla odpipetovana a 10 minut
centrifugovana (8.000 g, 4 °C). Ze supernatantu byl odebran objem 400 pl
roztoku, ktery byl spole¢né s GSSG a NADPH napipetovan do 24-WP (vysledné
koncentrace GSSG, 3,1 mmol/l a NADPH, 0,23 mmol/l). Aktivita GR byla
uréena zpoklesu absorbance pfi A = 340 nm spektrofotometricky
na destickovém spektrofotometru TECAN Infinite M200. Enzymova aktivita GR
byla stanovovana po uplynuti 3, 12 a 24 hod. inkubaci a byla vyjadfena jako
U/mg protein(. (1 U byla definovana jako nmol GSSG redukované b&hem jedné
minuty; pro vypog&et byl vyuZit molarni extinkéni koeficient pro NADPH 6,22.10°

L.mol™.cm™)

4.6.8 Stanoveni proteinu

4.6.8.1 Princip stanoveni proteinu

Ke stanoveni proteinl jsme zavedli metodu dle Bradforda, ve které je
vyuZivana Coomassie Briliant Biue (Bradford 1876). Tato latka ma vysokou
afinitu k bilkovinam, resp. k nékterym aminokyselinam, a po jejim navazani
na jejich strukturu dochazi ke zméné spektralnich vlastnosti, jez jsou

detekovany.
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4.6.8.2 Postup stanoveni proteinu

Stanoveni dle Bradforda (Bradford 1976) je svym rozsahem pouZitelnych
koncentraci proteinG velmi podobné dalsi velmi pouZivané metodé dle Lowryho
(Lowry ef al. 1951). Z téchto dlivodu je vzorky vZdy nutné nafedit do rozmezi 1 -
100 pg/ml deionizovanou vodou. Vlastni stanoveni probiha v 96-WP, kam je
napipetovano 10 pi vzorku a 300 pl Bradfordova d&inidla obsahujiciho
Coomassie Blue. Stejny pomér objem(l je také vyuZivan u pfipravy kalibraéni
fady vrozmezi (1 - 150 pg/mi). Nasledné je mikrotitraéni desticka se vzorky
inkubovana 10 minut ve tmé za laboratorni teploty a poté je pfiA =595 nm
detekovana absorbance. Porovnanim absorbanci s kalibraéni fadou

a zapoctenim fedéni jsou spoéteny vysledné koncentrace protein(l ve vzorcich.
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4.7 Studium pfi¢in  inhibice  glutathionreduktasy

nalezené u AAP toxicity

4.7.1 Priprava glutathionreduktasy pro studium inhibice

Pfi testovani inhibice byly vyuZivany dva druhy glutathionreduktasy —
z potkanich hepatocytil a standardné pouZivana GR z kvasinek Saccharomyces
cerevisiae. Hepatocytarni GR byla pfipravovana ze suspenze izolovanych
hepatocytll (10° bb./ml v K-H roztoku). Buriky byly nejprve centrifugovany
(10 minut, 28 g, 15 °C) a po odliti supernatantu bylo k bufikam pFipipetovano
600 pl deionizované vody. Nasledné byly hepatocyty lyzovany pétisekundovou
sonikaci (Bandelin Sonopuls), po které byla opét provedena centrifugace
{10 minut, 8.000 g, 4 °C). Ziskany supernatant byl odpipetovan a uskladnén
pfi-20 °C v mikrozkumavkach az do doby analyzy. Pro stanoveni inhibice byly
pouzZity vzorky s aktivitou glutathionreduktasy 0,04 U/ml, a to jak

u hepatocytarni, tak i u kvasinkové GR.

4.7.2 Produkce AAP-GSH konjugatu

Pro pfipravu AAP-GSH konjugatu jsme se rozhodli pouZit
elektrochemickou metodu, ktera byla publikovana v roce 2007 (Madsen et al.
2007). Principem vzniku AAP-GSH je elekirochemicka oxidace acetaminofenu
na NAPQI (pfi +600 mV), ktery ihned reaguje s GSH pfitomnym v roztoku.
Touto reakci vznika 3-(glutathion-S-yl)acetaminofen, jenz je jiZ stabilni.

Postup byl realizovan pfesné v souladu s publikovanym stanovenim a to
tak, Ze byl pfipraven roztok fosfatového pufru (100 mmol/l, pH 7.4) obsahuijici
AAP (0,5 mmol/l) a GSH (5 mmol/l). Elektrochemicka oxidace AAP v tomto
roztoku byla provadé&na pfi uréeném potencialu (+600 mV) celkem 1 hodinu,
po které byl roztok skladovan pfi 4 °C do doby jeho dal$iho pouZziti. Pfiprava
AAP-GSH konjugatu byla realizovana na elektrochemickém potenciostatu
BAS100W (Bioanalytical Systems).

75



Experimentéini &ast

4.7.3 Studium inhibice glutathionreduktasy v pfitomnosti AAP-GSH

Princip stanoveni aktivity glutathionreduktasy byl shodny s jiz uvedenym
(kapitola 3.6.7.2), kdy byl sledovan pokles absorbance NADPH pfi A = 340 nm.
Aktivita GR byla méfena v prostfedi fosfatového pufru (200 mmol/l, pH 7.5),
kde vysledné koncentrace ostatnich latek b&hem vSech experimentt byly:
GR (0,016 U/ml), GSSG (4 mmol/l), NADPH (0,7 mmol/).

Inhibice  glutathionreduktasy byla studovana po piidavku roztoku
obsahujiciho AAP-GSH konjugat do jamky mikrotitradni destitky s pfitomnou
GR! vysledna koncentrace AAP-GSH v jedné jamce byla nakonec 1 pmol/l,
popf. 1,5 pymol/l. (Testovany roztok tedy obsahoval GR, GSSG, NADPH, AAP-
GSH, a dale také nezreagovany AAP a GSH.)

Vliv AAP-GSH na enzymovou aktivitu byl testovan u obou druhél GR,
kvasinkové i hepatocytarni. Pokles abscorbance byl sledovan béhem 30 nebo
60 minut a nasledné, po vyjadfeni zavislosti absorbance ~ &as, byly vysledky
porovnany s kontroinimi hodnotami. Ty byly ziskany analyzou GR aktivity
vroztoku, jenz byl sloZen ze vSech latek s totoznymi koncentracemi, kromé
AAP-GSH konjugéatu. Experimenty byly vypracovany na pfistroji TECAN Infinite
M200.

4.8 Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadfeny jako pramér £ SD. Statisticka vyznamnost viivu
daného parametru byla testovana pomoci one-way ANOVA. Po ni bylo
k porovnani hodnot s hodnotami kontrolnimi vyuzito Dunnettova post hoc testu.
Pfi testovani dvou skupin mezi sebou byl po otestovani normality vyuZit
Studentiv t-test. Hladina vyznamnosti u v8ech vyuZitych testil byla p = 0,05
(*,p < 0,05, ™ p<0,01; ™ | p < 0,001). Kstatistické analyze byl vyuZit
software GraphPad Prism 4.03 for Windows, GraphPad Software, USA.
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5. VYSLEDKY

5.1 Optimalizace fluorimetrického stanoveni glutathionu

5.1.1 Optimalizace detek&nich podminek

Pri spektrofluorimetrickém stanoveni GSH a GSSG jsme testovali vliv

teploty a pH na intenzitu fluorescence, presnost a opakovatelnost. Stejné tak

jsme optimalizovali vinové délky excitace a emise & dobu reakce mezi GSH

a OPA. Takio byly zjiStény optimalni podminky analyzy, které jsou shrnuty

v tabulce V; pro srovnani jsou také uvedeny plvodni hodnoty z prace Hissina

a Hilfa (Hissin and Hilf 1976). Na daldich obrazcich jsou zobrazeny vybrané

grafy i zavislosti. Grafy 1 a 2 zobrazuji 3D fluorescenéni spektra produktu

reakce GSH a OPA u obou stanoveni.

Tab. V: Pfehled optimalizovanych detekénich podminek
a jejich porovnani s plvodnimi hodnotami

Parametr Pavodni hodnota Optimalizovana hodnota
Aex | Agy 350 nm /420 nm 335 nm /420 nm
doba reakce GSH a OPA =15 minut t =15 minut
teplota 20°C 4°C

pH roztoku pH 8 (GSH) pH 6 (GSH i GSSG)

pH 12 (GSSG)

Fluorescence

5.61

O

Graf 1: 3D fluorescenéni spektrum GS-OPA (standard, 200 ymol/l GSH)
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Graf 2: 3D fluorescenéni spektrum GS-OPA (standard, 20 umol/l GSSG )

V grafu 3 je zobrazen vliv teploty na stanoveni GSH a GSSG. Z téchto
grafl je patrné, Ze snizeni teploty z plivodnich 20 °C na 4 °C vede ke zvyéeni

intenzity fluorescence az o 25%.

Clteplotad °C
Oteplota 20 °C

1,6

Intenzita fluorescence
—
]

0,5

standard vzorek standard vzorek
(20 ymol/l GSH) (100 pmol/l GSH) (50 pmolil GSSG) (10 pmol/l GSSG)

Graf 3: Vliv teploty na intenzitu fluorescence pfi stanoveni GSH a GSSG

(Standard, popf. vzorek = lyzat hepatocytu, o koncentraci uvedené v zavorce
byl analyzovan pfi obou teplotach 4 °C a 20 °C a zji§téné IF byly porovnany.)
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Dalsim testovanym parametrem byla hodnota pH roztoku pfi detekci.
U obou stanoveni bylo prokazano, Ze se vzristajici hodnotou pH sice intenzita
fluorescence roste, s ni ale zaroven roste i absolutni hodnota koncentrace
a stejné tak i klesa pfesnost stanoveni (tab. VI). U stanoveni GSSG byl
podobny trend nalezen i u sniZujicich se hodnot pH (graf 4). S ohledem
na mnohem niZ8i zjistené hodnoty variaéniho koeficientu CV% a také

na absolutni hodnoty koncentraci bylo jako optimaini pH uréeno pH 6.

Tab. VI: Vliv pH na pfesnost stanoveni GSH
(ST — standard; VZ - vzorek)

Vzorek / standard CV% (pH 6) CV% (pH 8)
ST (cgsy = 20 pmolfl) 3,67 10,64
ST (Casn = 100 pmolil) 0,92 414
VZ (Cosn = 6 pmol/l) 2,68 15,99
VZ {(Cggn = 35 pmol/l) 1,58 4,83
40,67
- VZ 1 A
-o0--VZ 2 ’
24,53 ~*-VZ3
= A
= .
£
o| 2317 Ta 17,54 D
7)) o : A
n
o 16,14
© = 8,88 17,74
20,4 =
o 13,78 8,93
..... I S 6,8 7,33 7,47
B SRR LT @ @
) ) L} I 1
pH4 pHS pH 6 pH 8 pH10

Graf 3: Viiv pH na koncentraci GSSG zji§ténou ve vzorku
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5.1.2 Stanoveni analytickych parametri fluorimetrické metody

Po optimalizaci podminek reakce a detekce jsme pro stanoveni obou
forem giutathionu zjistili analytické pararnetry metody. Pro GSH i GSSG byly
stanoveny: linearita a determinaéni koeficient kalibrace, a u vzorkl, popf.
standard( intra-assay (n = 10). Dale byla také sledovana stabilita vzork(
pfi skladovani v 4 °C.

Vysledné analytické parametry obou stanoveni jsou shrnuty v tabulce
Vil., graf 4 zobrazuje kalibraéni zavislost GSH. Bylo prokazano,
ze optimalizovana fluorimetricka metoda stanoveni GSH a GSSG je velmi
pfesna (u vzorkd i standardd CV% < 5%) a stejné i u obou kalibraci bylo
dosahnuto idealnich hodnot (pro GSH, R? = 1; pro GSSG, R? = 0,9999).

Tab. VII: Analytické parametry stanoveni GSH a GSSG

Parametr Stanoveni GSH Stanoveni GSSG
pfesnost kalibrace R*=1 R? = 0,999
linearita (pro 760 V) ¢ =0-500 umaoll C =0-200 umao¥l
intra-assay (vzorek) << 5% < 5%
intra-assay (standard) << 5% < 5%
stabilita pfi 4 °C ~ 24 hod. ~ 24 hod.
7 -
6 -
"
g
3 5
Q]
o
5 47
E -]
3
8
2 y = 0,0305x + 0,0859
£ R*=1
0 T T T T T T T T
¢] 50 100 150 200

¢ (GSH) [umol/Qj
Graf 4; Kalibrace GSH
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5.1.3 Korelace s HPLC/FL metodou

Po stanoveni koncentraci GSH a GSSG v totoZnych vzorcich pomoci
optimalizované spektrofluorimetrické metody a HPLC/FL metody byl zjistén
korelagni koeficient, r. Pro obé spektrofluorimetricka stanoveni byla nalezena
velmi silna korelace s HPLC/FL metodou, a to r = 0,99. Kromé& vysokého
korelacniho koeficientu jsme také zjistili, Z2e i absolutni hodnoty koncentraci
GSH, ale i GSSG jsou si pfi porovnani metod velmi blizké (tab. VII).

Tab. VIII: Porovnani koncentraci GSH a GSSG ve vzorcich - korelace
(tBHP — tert-butylhydroperoxid; AAP, acetaminofen)

¢ {GSH) [umolA] ¢ (GSSG) [upmol/l]
Parametr
Flu. metoda /f HPLC/FL  Flu. metoda / HPLC/FL

vzorek 1 (kontrola) 51,71 / 52,44 6,78 / 5,93
vzorek 2 (kontrola) 53,22 | 54,22 11,08 / 12,07
vzorek 3 (tBHP) 47 91 [ 44,34 6,19 / 5,40
vzorek 4 (tBHP) 25,87 / 24,39 6,93 / 511
vzorek 5 (AAP) 2,36 / 0,00 0,78 / 1,33

Ze vsech vySe uvedenych vysledkl vyplyva, Ze byla zavedena
a optimalizovana spektrofluorimetrickd metoda pro stanoveni obou forem
glutathionu, u které byla prokazana vysoka presnost a opakovatelnost.
Po srovnani s HPLC/FL metodou byla navic zjisténa vysoka mira korelace mezi
obema metodami. Zvelmi blizkych absolutnich hodnot koncentraci
GSH i GSSG Ize navic vyvodit, Ze Upravou detekénich podminek byla zajiténa

specifita detekce komplexu GS-OPA.
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5.2 Studium hepatotoxického G¢inku acetaminofenu

v podminkach in vitro

5.2.1 Testovani vlivu acetaminofenu na viabilitu bunék

Po dovrSeni poZadované doby inkubace kultivovanych hepatocytl
s acetaminofenem (koncentrace 1; 2,5; 5; 10 a 20 mmol/l AAP) byly testovany
zmeny viability, a to s pomoci stanoveni laktatdehydrogenasy (aktivita v médiu,
LDH-leakage) a testu WST-1. Dale také byly po 4 h a 24 h inkubace pofizeny
fotografie hepatocytarnich primokultur, na kterych je jasné zfetelny toxicky vliv
AAP (obr. 17).

| Inkubace 4 hod. | | Inkubace 24 hod. |

Obr. 17: Toxické poskozeni hepatocytl acetaminofenem (400X)
{A.B — kontroly; C,D — 2,5 mmol/l AAFP; E.F — 10 mmol/l AAP)
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Extracelulami LDH aktivita v médiu byla analyzovana po 4, 12
a 24 hodinach (graf 5). Po prvnich &tyfiech hodinach inkubace s AAP nebylo
nalezeno signifikantni zvySeni aktivity LDH u Zadné z koncentraci. To nastalo
u tri nejvyssich koncentraci AAP az po 12 h inkubace, piicemz po 24 h byly
statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolnim hodnotam nalezeny u v8ech
davek AAP. Jedinou koncentraci, u které nedoslo k uvolnéni LDH do média,
byla 1 mmol/l AAP. Zajimavosti je pokles aktivity LDH u 20 mmol/l AAP zjistény
po 24 h. Tento pokles Ize s ohledem na hodnoty LDH-leakage {(graf 6) vysvétlit
pouze pravdépodobnym pokiesem aktivity LDH, resp. poskozenim enzymu,
u této koncentrace AAP. LDH-leakage byla stanovovana pouze po 24 hodinach
od zacatku inkubace a z vysledk( je patrny jasny narist LDH uvolnéné z bunky

v zavislosti na davce AAP.

2500 - ok

*%

2000 - —+— Kontroly -0—-AAP 1 mM %

—+—AAP 2,5 mM -x-AAP 5 mM +

. - AAP 10 mM —+AAP 20 mM
1500 -
=

1000
500 -

0 L 1 1 L] 3 I ' I

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Cas (hod)

Graf 5: Aktivita LDH v médiu (primeér; n = 3)
*, p<0,05 *, p<0,01,; vs. kontroly)

Druhym testem charakterizujicim viabilitu bunék je WST-1 test, ktery je
zaméfen na detekci aktivity intracelularnich dehydrogenas. Tento test, ktery
jsme pouzili v ¢asovych intervalech 1, 3, 8, 12, 18 a 24 h inkubace s AAP
{graf 7), ukazal na signifikantni rozdily v enzymové aktivité mezi buitkami uz

po jedné hodiné AAP inkubace. V tento interval u koncentraci 5, 10 a 20 mmol/i
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AAP enzymova aktivita bunék klesla na cca 80% aktivity kontrolnich vzorkd.
Behem dalsi doby pokragoval pokles signalu, pfisemz po 12 hodinach inkubace
byla nalezena sniZena aktivita dehydrogenas u v3ech koncentraci AAP.
Od 18 h inkubace jiZ nebyla u koncentrace 20 mmol/l nalezena Zadna

detekovana aktivita, u ostatnich koncentraci AAP byl znatelny dal3i pokles.

*k xR
100 1
80
©
§ 60
I .
(o
-1 40 .
S
20 -
0 L _ T L] - 1] L] = - 1
Kontroly AAP 1 mM AAP25mM AAP 5 mM AAP 10 mM AAP 20 mM
Graf 6: LDH-leakage po 24 hod (primér £ SD; n = 4)
(", p < 0,01; vs. kontroly)
100
80 4
o) .
=
S 60 -
e
= 4
g
o 40
» \
.,‘9. - *%k
© —— Kontroly -0~ AAP 1 mM -+
207 | o~ AAP2,5mM <~ AAP 5 mNI
1 | = AAP10mM -+ AAP 20 mM - -~
0 T T T T T T ¥ T : T l' 1
1 3 6 12 18 24

Cas (hod)

Graf 7: WST-1 test (primér; n = 8)
(**, p < 0,01; vs. kontroly)
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5.2.2 Vliv acetaminofenu na funkéni kapacitu hepatocytu

Ke zjisténi viivu AAP na funkci hepatocytd byla studovana syntéza
a produkce albuminu. Stanoveni bylo provadéno pouze po 24 h inkubace s AAP
a po uplynuti této doby byla zjisténa signifikantni redukce produkce albuminu
u koncentrace 5 mmol/l AAP a vy38ich (graf 8). V porovnani s kontrolnimi

bunkami bylo stanoveno sniZeni produkce albuminu u koncentrace 5 mmol/l
AAP 0 48%, 10 mmol/l 0 53% a u 20 mmol/l o 90%.

Y

o

o
i

ng/(milion bun
)
o

o
o
1

L) L] T 1 ) 3

Kontroly AAP1mM AAP25mM AAP5mM AAP10 mM AAP 20 mM

Graf 8: Produkce albuminu po 24 hod (primér £ SD; n = 4)
(**, p < 0,01; vs. kontroly)

5.2.3 Vliv acetaminofenu na redox stav hepatocytu

Kromé& vy$e uvedenych stanoveni jsme se dale zamé&fili na charakterizaci
zmén redox stavu v intracelularnim prostfedi. S ohledem na to jsme u bunék
inkubovanych s acetaminofenem stanovili koncentrace glutathionu a miru
intracelularni produkce ROS.

K charakterizaci prooxidaénich pochodd bé&hem toxického poskozeni
acetaminofenem jsme pouZili pfimé stanoveni intracelularni produkce ROS
pomoci sondy CM-DCFDA. Produkce ROS byla méfena po 3, 12 a 24 h

inkubace s AAP (tab. IX). Jiz v prvnimm €asovém intervalu bylo prokazano
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signifikantni zvySeni tvorby ROS u koncentraci

Po 12 a 24 hodinach

inkubace

bylo

prokazano

10 a 20 mmoll

zvysene

AAP.

produkovanych ROS u vSech koncentraci s vyjimkou 1 mmol/l a 2,5 mmol/l

AAP. Dvanactihodinova inkubace s AAP zapfiCinila na davce zavisly nardst
produkce ROS od 410% (5 mmol/l AAP) do 770% (20 mmol/l AAP)} v porovnani

s kontrolnimi hepatocyty. Po 24 h inkubace byla zji$téna statisticky zvy$ena

tvorba ROS u bunék inkubovanych s koncentracemi 5, 10 a 20 mmol/t AAP,

a to v rozmezi 90% - 490% po srovnani s kontrolami.

Tab. IX Produkce ROS v hepatocytech po inkubaci s AAP (primér £ SD; n = 4)
(", p <005 * p<0,01, vs. kontroly)

(Po odstranéni média s AAP byly buiiky 45 minut inkubovany s CM-DCFDA.
Nasledné byl roztok s CM-DCFDA odstranén také a k burikam byl pfipipefovan
rozfok PBS. Viasini produkce ROS byla fluorimetricky stanovovana v éase 0 a po
60 minutach. Tvorba ROS je v tabulce vyjadrena jako procentualni pomér rozdilu
hodnot fluorescence po 60 minutach viiéi hodnoté fluorescence v éase 0. Cisla
uvedena v zavorkach udavaji pomér vuci signalu kontrol v daném casovém

intervalu.)

3 hod. 12 hod. 24 hod.
Kontroly 90 +6 % 25+10 % 36+9%
AAP 1 mM 137 £ 55 % 45+6 % 22+4%
(koeficient, vs. kontroly) (1,51} (1.82) (0,63)
AAP 2,5 mM 179+40 % ** 74+21% 35116 %
(koeficient, vs. kontrofy) (1,98) (3,00} (1,00
AAP 5 mM 147 £33 % 126 £ 47 % ** 67+13%*
(koeficient, vs. kontroly) (1,63) (5,11) (1,88)

AAP 10 mM
(koeficient, vs. kontroly)
AAP 20 mM

(koeficient, vs. kontroly)

189 + 35 % **
(2,10)
177 £ 16 % **

(1,97)

146 £ 30 % **
(5,91)
217 + 19 % **

(8,76)

21119 % **
(5,96)
178 £ 20 % **

(5,03)
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Glutathion, a to jak redukovany tak oxidovany, jsme stanovovali po 24 h
inkubace s AAP, a detekovateiné hladiny GSH jsme nalezli kromé& kontroi
(62,9 £ 6,8 umol/l) pouze u hepatocytt inkubovanych s 1 mmol/l AAP (41,29 +
2,8 ymol/l **). Naproti tomu GSSG byl detekovatelny u véech koncentraci AAP.
Jeho koncentrace byly: (5,9 + 1,7 umol/l) kontroly, (5,54 + 1,1 ymol/l) 1 mmol/}
AAP, (1,5 £ 0,3 ymol/l **) 2,5 mmol/l AAP a (0,48 £ 0,1 ymol/l **) pro 5 mmol/l
AAP. Vy3si koncentrace AAP zpUsobily u hladin GSSG pokles srovnatelny

s koncentraci 5 mmol/l AAP. (** , p < 0,01 — srovnani s kontrolnimi hodnotami)

5.2.4 Vliv AAP toxicity na aktivitu glutathionreduktasy

Poslednim z vy$etfovanych parametrl bé&hem AAP toxicity bylo
stanoveni aktivity glutathionreduktasy. Aktivita tochoto enzymu byla stanovovana
celkem po tfech casovych intervalech inkubace — 3, 12 a 24 h (graf 9).
Jiz po 3 hodinach byl nalezen signifikantni pokles aktivity u v8ech koncentraci
AAP. Snizeni aktivity u vSech koncentraci acetaminofenu (kromé 1 mmol/l AAP)
pretrvavalo az do konce inkubace po 24 h. Vysledné aktivity po 24 h byly
u kontrol; 1; 2,5; 5; 10 a 20 mmol/l AAP — 56,5 £ 1,8; 52,2 £ 3,4; 49,5 £ 1,0;
445+ 1,7, 34,9 +£4,5 and 21,8 £ 0,7 U/mg proteinu.

O3 hod E212 hod E 24 hod

60

N
o
1

U/mg (prot.)

=)
[=]
1

Kontroly AAP1mM AAP25mM AAPS5mM AAP10mM AAP 20 mM

Graf 9: Aktivita glutathionreduktasy (primér £ SD; n = 4)
{*,p<0,05 " ,p<0,01; vs. kontroly)
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5.3 Studium pFicin inhibice  glutathionreduktasy
nhalezené béhem charakterizace AAP toxicity

5.3.1 Priprava AAP-GSH konjugatu

K pfipravé AAP-GSH konjugatu byl vyuZzit publikovany postup (Madsen
et al. 2007), kdy je acetaminofen elektrochemicky oxidovan na NAPQI, ktery
dale reaguje s GSH za vzniku AAP-GSH.

Nejprve jsme pomoci cyklické voltametrie ovéfili podminky oxidace AAP
na NAPQI. V souladu s plvodni praci jsme potvrdili, Ze je AAP oxidovano
pfi +400 mV, nicméné pik odpovidajici zpétné redukci na AAP na zaznamu
patrny nebyl (graf 10). Toto bylo nejspi$e zplsobeno pomalou rychlosti zmény
potencialu (100 mV/s) v nasem experimentu, kdy NAPQI byl redukovan nebo
hydrolyzovan jesté dfive, nez potencial dosahnul popisované hodnoty -370 mV
(Dahlin and Nelson 1982; Madsen ef al. 2007). S ohledem na zjisténa fakta
jsme pro oxidaci AAP, a tim ipro vznik AAP-GSH konjugatu, zvolili jako
vhodnou hodnotu +600 mV. Vliastni pfiprava byla provadéna vzdy po dobu
60 minut. Vysledna koncentrace AAP-GSH vroztoku byla vypoctena

z Faradayova zakonu na cca 2,5 pmol/l {pro detekovany proud | ~ 100 pA).

120,00 - Produkce NAPQI
90,00
60,00 -

30,00 -

El. potencial, E [mV]
I F 1 1 I 3,00 1 ¥ L] L] 1
-1000 -8Q0 -600 -400 -200 l) 200/ 400 600 800 1000

-30,00 5

-60,00 -
El proud, | [pA]

Graf 10: Oxidace AAP na NAPRQI
(Cyklicky voltamogram, roztok 0,5 mmol/ AAP)
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5.3.2 Vliv pfitomnosti AAP-GSH na aktivitu glutathionreduktasy

Aktivita glutathionreduktasy byla sledovana pomoci poklesu absorbance
NADPH (A = 340 nm). Jako mnozstvi GR vhodné pro testovani vlivu AAP-GSH
jsme zvolili 0,016 U/ml, které je sice velmi malé, ale na druhou stranu mohlo
lépe vypovidat o pfipadném vlivu nizké koncentrace AAP-GSH.

Doba testovani aktivity glutathionreduktasy, a to u obou sledovanych
typd, byla 30 a 60 minut. Analyza byla zapocata pfidanim roztoku s AAP-GSH
do jamky s GR, NADPH a GSSG. Po ukonéeni experimentl byly vysledné
hodnoty porovnany s kontrolni aktivitou GR, ktera byla ziskana za stejnych
podminek a v pfitomnosti totoZnych koncentraci v8ech slouéenin vyima AAP-
GSH.

V grafu 11 je vyobrazena vysledna aktivita kvasinkové GR jako zavislost
absorbance v &ase u kontrolnich vzorki(i a u vzorkll v pfitomnosti AAP-GSH.
Porovnanim zjidténych aktivit viéi kontrolnimu signalu bylo urceno,
Ze po 30 minutach inkubace s AAP-GSH dochazi k poklesu enzymove aktivity
0 50% (pro koneénou koncentraci 1,5 pmol/l AAP-GSH v méfeném roztoku),
resp. 0 40% (pro 1 pmol/l AAP-GSH) (graf 12).

Absorbance

O . ¥ L] ¥ L | ) L] L] L] 1 L]

0 10 20 3C 40 50
Cas (min)

Graf 11: Inhibice glutathionreduktasy (kvasinkova) v pfitomnosti AAP-GSH

(GR aktivita byla sledovana po dobu 60 min. v pritomnosti 1,5 pmol/l AAP-GSH (s),
a po téfo dobé byla porovnana s aktivitou v konfrofnim vzorku (o), ktery byl
sloZenim zcela totozny, ale necbsahoval AAP-GSH.)

89



Vvsledky

Pfi  testovani vlivu AAP-GSH na  aktivitu  hepatocytarni
glutathionreduktasy byly pouZity naprosto totozné podminky pfipravy roztok(
i detekce jako pfi stanoveni aktivity kvasinkové GR. Hepatocytarni GR byla
proto nafedéna tak, aby jeji vysledna aktivita v roztoku byla take 0,016 U/ml.

Stejné jako u kvasinkové GR byla také u hepatocytarni
glutathionreduktasy prokazana inhibice v pfitomnosti AAP-GSH. Pii vzajemném
porovnani aktivit mezi obéma testovanymi typy GR bylo ale zfejmé, Ze mira
inhibice u hepatocytarni GR je mnohem vétsi (graf 13). Srovnanim vysledné
aktivity po 30 minutové inkubaci s AAP-GSH viéi aktivité v kontrolnich vzorcich
bylo totiz zjisténo, Ze hepatocytarni GR je v pfitomnosti 1 pmol/l AAP-GSH
inhibovana o 97% (graf 14).

Z popsanych nalezu je zjevné, Ze jsme prokazali inhibi¢ni viiv AAP-GSH
konjugatu na aktivitu glutathionreduktasy, a to pfekvapivé u obou testovanych
druhtt GR. Dal§im neméné zajimavym zji§iénim je rozdilna mira inhibice

u pouzitych druhd giutathionreduktasy
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Kontroly 1 M AAP-GSH 1,5 pM AAP-GSH

Graf 12: Inhibice glutathionreduktasy (kvasinkova) v pfitomnosti AAP-GSH
(pramér £ SD; n = 2; *** | p < 0,001; vs. kontroly)

(GR aktivita byla sledovéna po dobu 30 min. v pfifomnosti 1 &i 1,5 pmol/l AAP-GSH.
Tyto aktivity byly porovnany s aktivitou v kontrolnim vzorku a byly vyjadieny
Jako % kontrofniho signalu.)
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Graf 13: Inhibice glutathionreduktasy (hepatocytarni) v pfitomnosti AAP-GSH

(GR aktivita byla sledovana po dobt 60 min. v pfitomnosti 1 pmol/t AAP-GSH (e),
a po této dobe byla porovnana s aktivitou v kontrolnim vzorku (o), ktery byl
sloZenim zcela totoZny, ale neobsahoval AAP-GSH.)
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Graf 14: Inhibice glutathionreduktasy (hepatocytarni) v pfitomnosti AAP-GSH
(pramér + SD; n = 4; ™  p <0,001; vs. kontroly)

(GR aktivita byla sledovana po dobu 30 min. v pfitomnosti 1 ymol/l AAP-GSH.
Tato aktivita byla porovnéna s aktivitou v kontroinim vzorku a byla vyjadrena
Jako % kontrolniho signalu.)
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6. DISKUZE
I Optimalizace fluorimetrického stanoveni glutathionu

Glutathion je sloucenina, kterd ma v organismu celou fadu funkci, a proto
je pro bufky zcela nezastupitelna. Ugastni se udrZovani redox rovnovahy,
detoxikaénich pochodi, regulace bunééného déleni, metabolismu aminokyselin
a prostanoidu ¢&i regulace apoptozy. Kromé toho glutathion hraje velmi dileZitou
roli i v antioxidaénim systému bunék. Jeho struktura, od které se odviji i jeho
funkce, je sloZzena ze tfech aminokyselin — glycinu, L-cysteinu a L-glutamatu.
Koncentrace glutathionu se v bufikach pohybuje v fadech mmol/l, a proto je

Glutathion se vyskytuje ve dvou formach, redukovane, GSH a oxidovanég,
GSSG. S ohledem na jeho dllezZitost ve zminénych procesech je tedy velmi
dblezité pro objektivni posouzeni redox stavu buné&k znat intracelularni hladinu
obou forem glutathionu, resp. jejich vzajemny pomér. Proto nasim cilem bylo
zavést a optimalizovat metodu, ktera by byla specificka, sensitivni, rychia

a hlavné také co nejméné financné narocna.

V souctasné dobé je pro stanoveni glutathionu k dispozici Siroké
spektrum metod. Nejvice jsou pouzivany metody HPLC, stejné tak Casto se ale
pouziva i spektrofotometrické enzymatické metody. Vyhodou obou meted je
specifita stanoveni a pomeémeé vysoka sensitivita, nevyhodou jsou naopak
pomérné vysoké cenové naklady, a faké nizka rychlost analyzy. Z duvodu
potfeby stanoveni glutathionu u velkého mnozstvi vzork( jsme se tedy snaZili
najit metodu dalsi, ktera by kromé sensitivity a specifity navic disponovala také
nizkymi naklady a velkou rychlosti jednotlivych analyz. Jako metodu
zohlednujici tyto pozadavky jsme postudiu literatury zvolili metodu
fluorimetrickou.

Principem spektrofluorimetrické metody dle Hissina a Hilfa je reakce
mezi GSH a o-ftaldialdehydem, po které vznika izoindolova sloucenina
vykazujici velmi vysoky vytéZek fluorescence pfi detekci Aex = 350 nm a Agm =
420 nm (Hissin and Hilf 1976). Toto stanoveni GSH i GSSG bylo autory
povazovano za velmi selektivni, nebot jimi nebyla prokézana jakakoliv

interference u mnoha riznych slou¢enin. Na druhou stranu ihned po uvefejnéni
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teto metody byla publikovidna prace, ve které Beutler a West dokladaji,
Ze spektrofluorimetrickou metodou namérené koncentrace GSSG jsou vysoce
nadhodnoceny, coZ je pravdépodobné zplsobeno blize nespecifikovanou
interferenci (Beutler and West 1977). Dal$i doklad interference byl popsan
v praci Scaduta (Scaduto 1988), ktery testoval vliv rdznych amind, thiold
a aminokyselin na vyslednou intenzitu fluorescence a prokazal, Ze u mnoha
latek skutecné k interferenci dochazi. Z téchto ddvodu byla
spektrofluorimetrickd metoda stale méné vyuzivana, a to zvlasté pro stanoveni
GSSG.

V roce 1997 byla prezentovana dal$i prace, jejimz cilem bylo porovnani
metod stanoveni GSH a GSSG (Floreani et al. 1997); jednalo se o &tyfi metody
- enzymatickou, HPLC, komeréné dodavanou spekirofotometrickou
a fluorimetrickou. Z vysledkd bylo jasné patrné, Ze ackoliv HPLC je zcela
srovnatelna s metodou enzymatickou, tak spektrofluorimetrickd metoda dle
Hissina a Hilfa se od nich svymi vysiedky velmi odliSuje. Pfi méfeni hladin GSH
a GSSG vsrdeéni a jaterni tkani byly nalezené hodnoty totiz shodné jen
u hodnot GSH, a to navic pouze vsrdetni tkani. Vjaterni tkani byly
fluorimetrickou metodou ziskané hodnoty GSH v porovnani s referenéni HPLC
metodou sniZeny dvakrat a u hodnot GSSG naopak dochazelo k navyseni
zjisténych koncentraci v priméru osmkrat. Tyto rozdily v naméfenych hladinach
GSSG byly opét pfisouzeny pravdépodobné interferenci. Z téchto divodl byla
tedy vyloucena fluorimetricka metoda z metod, kiteré jsou doporucovany
k analyze GSSG.

Vroce 2007 byla publikovana prace, ktera popisovala stanoveni GSH
a GSSG pomoci HPLC/FL (Kand'ar et al. 2007). Princip a postup reakce byl
totozny se stanovenim dle Hissina a Hilfa, rozdilné bylo jenom to, Ze koneény
roztok  obsahujici  vznikly  GS-OPA byl nasledné  detekovan
na Cg chromatografické koloné (mobilni faze — methanol, PB; 15:85 w/v; pH 6),
ale pfistejnych Aex a Aem jako v originalni praci. Zajimavé bylo zjisténi,
Ze na chromatografickych zaznamech kromé piku, ktery odpovidal GSH-OPA,
nebyla Zzadna dal$i detekovana slou¢enina. Tento nalez byl ale v rozporu s Udaji
o interferenci uvedenymi vySe (Beutler and West 1977; Floreani ef al. 1997;
Scaduto 19388).

93



Diskuze

Béhem nasi prace na optimalizaci spetrofluorimetrického stanoveni GSH
a GSSG jsme se zaméfili na zji§téni optimalnich podminek reakce a detekce.
Nejprve jsme testovali vinové délky excitace a emise. Z vysledkl vyplynulo,
Ze optimalni hodnotou pro obé& stanoveni jsou vinové délky 335/420 nm, a ne
pUvodné publikované 350/420 nm (Hissin and Hilf 1976). Takovouto zmé&nou
vinovych délek jsme dosahli vzristu intenzity fluorescence o cca 20%.

Dalsim testovanym parametrem byla teplota detekce. Porovnavali jsme
intenzitu fluorescence, IF, a pfesnost stanoveni celkem u dvou teplot: 4 °C
a20°C. Jak jsme i ofekavali, tak sniZenim teploty bylo dosahnuto dal§iho
vzrastu sensitivity, a to primémeé o 25%. Tento jev Ize vysvétlit pomoci obecné
prijimaného principu, Ze s kiesajici teplotou se zpomaluje pohyb molekul a tim
se i shiZuje pocet jejich vzajemnych srazek. Z tohoto dlvodu tedy za sniZené
teploty maji molekuly men§i moZnost se nabyté energie zbavit nezafivym
pfechodem — srazkou, a proto dochazi k naristu emise energie ve formé svétla,
které detekujeme jako fluorescenci.

Poslednim optimalizovanym faktorem, u kterého byl pfedpokladan vliv
na IF, byla hodnota pH. U stanoveni GSH se pii stanoveni standardné pouziva
fosfatového pufru opH 8. Pfi tomto pH jsme stanovovali presnost (CV%)
a vysledky jsme porovnali s hodnotami ziskanymi pfi pH 6. Prekvapivé bylo
zjisténo, Ze vSechny hodnoty CV%, a to jak pro standardy, tak i pro vzorky, jsou
mnohem nizs8i pfi pH 6 nez pfi pH 8.

Vliv pH na detekovanou [F byl také testovan u stanoveni GSSG.
V Hissinem a Hilfem publikovaném postupu stanoveni GSSG je nejprve
zroztoku vystinén GSH pomoci N-ethylmaleimidu. Nasledné je vzorek
inkubovan v prostredi 0,1 M NaOH a po pfidani OPA dojde k reakci se vzniklym
GSH. U standardniho postupu dochazi k detekci IF uz po tomto kroku, kdy je
v roztoku cca pH 11. My jsme ale do reakéniho postupu zavedli krok dalsi,
pomoci néhozZ je u vysledného roztoku hodnota pH sniZzena na pH 6. Toto bylo
provedeno s ohledem na zji$téni, Ze naméfena IF (a tim i koncentrace GSSG)
je zfetelné ovlivhovana silou pH. Bylo totiz potvrzeno, Ze pfi pH 11, stejné jako
za velmi kyselého pH, dochazi k naristu absolutni miry IF, resp. koncentrace,
a to aZ na pétinasobek hodnoty nalézané pfi pH 6. Tyto vykyvy jsme pfisoudili
pravé mozné interferenci ostatnich latek, coZ i bylo potvrzeno pomoci analyzy

3D fluorescenénich spekter, kdy se zménou pH byly na 3D zaznamu nalézany
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nové fluorescencni signaly, zatimco jiné se naopak vytracely. Nami zjistény
narist IF vsouvislosti s pH navic vysvétiuje rozdilné poznatky popsané
v odbornych pracich. Beutler (Beutler and West 1977) a stejné tak i Floreani
(Floreani ef al. 1997) pouZivali postup totozny s plvodnim (detekce pfi pH 11),
a proto jimi naméfené hodnoty GSSG byly zvyseny z dlivodu rlstu interference.
Naopak v ¢lanku s HPLC/FL stanovenim (Kand'ar et al. 2007) byla pfi detekci
pouZita mobilni faze s pH 6, pfi némz zadna interference prokazana nebyla.

S ohledem na vySe uvedené Udaje byly uréeny optimalni podminky
(Aex=335 nm, Aem = 420 nm; T = 4 °C; pH 6), za nichZz byly stanoveny
analyticke parametry pro stanoveni GSH: kalibrace — linearita (0 - 500 umol/),
R? = 1,00; intra-assay, CV% << 5%; stanoveni GSSG: kalibrace, linearita (0 -
200 pmol/b, R? = 0,999; intra-assay, CV% < 5%. Nami ziskané analytické
parametry stanoveni dosahuji v porovnani s daty uvedenymi Floreanim
(Floreani ef al. 1997) mnohem lepsich hodnot.

Kromé& zmin&nych parametri byla také stanovena mira korelace mezi
hodnotami GSH a GSSG zjisténymi optimalizovanou spektrofluorimetrickou
metodou a HPLC/FL metodou. Bylo pouzito celkem 10 totoZnych vzork( a po
vyhodnoceni koncentraci byla zjisténa témér idealni korelace (r = 0,99) mezi
obéma metodami jak pro stanoveni GSH, tak i GSSG. Nalez velmi vysokého
koretatniho koeficientu byl navic také dopinén o zjisténi, Ze koncentrace
nalezené ve vzorcich spektrofluorimetrickou metodou jsou zcela srovnatelné
s témi namefenymi HPLC/FL metodou, a to nejen u hodnot GSH, ale i GSSG.

Byla zavedena, optimalizovana a popsana spektrofluorimetricka metoda
pro stanoveni GSH a GSSG. Tuto metodu lze prohlasit za presnou, sensitivni
a hlavné specifickou. V porovnani s metodami HPLC & senzymatickou
metodou poskytuje nami zavedena metoda mnohem vy88i rychlost analyzy
(HPLC ~ 10 min/vzorek; enzymaticka ~ 3 min/vzorek; spektrofluorimetricka ~
10 s/vzorek) a stejné tak i nizsi cenové naklady.

V souCasné dobé cituje roéné plvodni praci Hissina a Hilfa okolo 80
odbornych praci, které fluorimetrické stanoveni GSH v biologickém materialu
pouZiji. Nami doloZena optimalizace metody zvySuje pFesnost i citlivost celého
stanoveni, a proto jsou tyto vysledky diky ¢etnému praktickému vyuziti velmi

vyznamne.
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I. Modelové toxické poskozeni potkanich hepatocytu
acetaminofenem in viiro

Acetaminofen patfi mezi v souasné dobé ¢asto pouZivana antipyretika
a analgetika. Pfi jeho pfedavkovani ale dochazi k toxickému poskozeni
jaternich bunék, po kterém nasleduje objeveni typické centrilobularni nekrézy,
popf. akutniho jaterniho selhani. A¢koliv je tato problematika velmi intenzivné
zkoumana, pfesna pfidina nekrézy hepatocyt(l jesté neni stale znama.

Celkem byly do soucasné doby pro vysvétleni toxickych ugink( navrzeny
dvé teorie, metabolicka a oxida&ni. Zadna z nich ale beze zbytku nedokaze
vysvétlit vSechny nalezy, které byly do této doby na poli AAP toxicity
publikovany (Jaeschke and Bajt 20086).

Metabolicka teorie je zaloZena na pfedpokladu, Ze toxicky U¢inek AAP je
zapii¢inén vazbou metabolitu acetaminofenu, tzv. NAPQI, na —-SH skupiny
proteinli, coZ by nasledné mélo vést k poskozeni jejich funkce. ProtoZe ale
u absolutni vetSiny proteint, u kterych byly AAP-adukty detekovany, Zadny
vyznamny pokles aktivity nebyl prokdzan, byla metabolicka teorie jako hlavni
pficina AAP toxicity odmitnuta (James ef al. 2003a).

Druha, oxidaéni teorie byla formulovdna s ohledem na depleci
glutathionu v bufice. K ni dochazi v disledku detoxikace nadmeérného mnozstvi
NAPQI produkovaného v CYP. NAPQI ihned po vzniku reaguje s pfitomnym
GSH a vznika AAP-GSH konjugat. B&hem kratké doby jsou ale zasoby
glutathionu vy&erpany, coz vede k mnoha dal§im patofyziologickym pochodim,
ktere souvisi s absenci glutathionu v biochemickych reakcich. Jednou
z hlavnich roli glutathionu je antioxidaéni funkce, a proto pii nizké koncentraci
GSH dochazi k narlstu prooxidacnich dgji, které jsou vramci této teorie
povazovany za hlavni pfi¢inu bun&éné smrti. Na druhou stranu ale i tato
oxida¢ni teorie zatim nedokaZe dat odpovédi na nékteré otazky pramenici

z vysledkl publikovanych v odbornych pracich.

My jsme se bé&éhem na$i vyzkumné prace zaméfili na charakterizaci
toxickeho poskozeni kultivovanych potkanich hepatocytd. Tyto buiiky byly
inkubovany po stanovenou dobu (vrozmezi 1 - 24 hod.) s acetaminofenem

o koncentraci: 1, 2,5; 5; 10; nebo 20 mmol/i. Nami zvolené davky AAP byly
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pfi porovnani s koncentracemi standardné pouzivanymi u mysich hepatocytl
vy$si, nebot’ potkani hepatocyty vykazuji mnohem vyssi rezistenci k ptisobeni
AAP (Mitchell et al. 1973a; Tee ef al. 1987).

U bunék inkubovanych s AAP jsme nejprve testovali zmény ve viabilité,
ato pomoci dvou testd; prvnim bylo stanoveni LDH v médiu a nasledné&
i LDH-leakage, druhym byl WST-1 fest, ktery slouzi k detekci aktivity
intraceluldrnich dehydrogenas. Oba cdva testy prokdzaly pokies viability
hepatocytll po 12 hod. inkubace. Pfed touto dobou nebyly u LDH testu patrné
jakékoli zmény viability bunék. WST-1 test ale prokazal signifikantni pokles
viability jiZ po prvni hodiné inkubace u tfech nejvyssich koncentraci AAP,
a i v dalSich €asovych intervalech po 3 a 6 hod. hodnoty setrvavaly sniZené.
Rozdilnym nalezem u téchto dvou testl byl také popis zmén viability u nejnizsi,
1 mmol/l koncentrace AAP. U ni totiz WST-1 indikoval zmény ve viabilité
po 12 hodinach, které pfetrvaly aZz do konce inkubace. Naproti tomu stanoveni
aktivity LDH neukazalo jakékoli zmény ani po 24 hod. DalSim dllezitym
vysledkem nalezenym pomoci WST-1 testu bylo zjisténi, Ze dehydrogenasova
aktivita u nejvyssi, 20 mmol/t koncentrace AAP jiz od 18. hodiny inkubace zcela
vymizi. Nami zjisténeé vysledky srovnavaijici LDH a WST-1 testy jsou v souladu
s publikovanymi udaiji, v kterych bylo prokazano, ze WST-1 test odpovida
na zmény viability mnohem citlivéji a pfesnéji, nez-li je tomu u LDH testu
(Kikkawa ef al. 2005).

K detekci pfipadného vyskytu oxidaéniho stresu béhem inkubace
hepatocytli s AAP jsme se rozhodli vyuzit pfimého stanoveni produkce ROS
s vyuzitim ROS sondy, CM-DCFDA. Tato latka je po reakci s ROS oxidovana,
coz vede ke zméné jejich spektralnich vlastnosti, a tim je umoznéna
spektrofluorimetricka detekce. Ziskané vysledky ukazaly na davce striktné
zavisly narlst produkce ROS ve v8ech méfenych Casovych intervalech.
Zvysena produkce ROS nalezena po 3 hodinach inkubace u v8ech testovanych
skupin bunék, véetné& kontrol, byla pravdépodobné zplisobena postizolatnim
stresem hepatocytl. Z tohoto duvodu byly vysledné hodnoty kromé vyjadreni
v procentualnim naristu také pomérné vztaZzeny k signalu kontrolnich vzork(,
¢imz byl tento viiv eliminovan.

Produkce ROS byla detekovana u v8ech koncentraci vyjma 1 mmol/l

AAP, kde nebyl prokazan zZadny rozdil pfi porovnani s kontrolnimi hodnotami.
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U koncentraci 10 a 20 mmol/l AAP byla pfekvapivé detekovana zvySena
produkce ROS i po 24 hod., i kdyz z WST-1 testu vyplyva, Ze po této dobé
inkubace byla viabilita bunék velmi redukovana, & dokonce tpIné vymizela.
Nas nalez Ize vysvétlit tim, ze CM-DCFDA je schopen reagovat s mnoha
tatkami, které jsou velmi stabilni a pfetrvavaji i v mrtvych bufikach (Halliwell and
Whiteman 2004). Tento nalez je navic ve shodé s recentné publikovanou praci
(Bajt et al. 2004).

Ze ziskanych vysledkd wvyplyva, Ze pro pfipadné testovani
hepatoprotektivnich latek (N-acetylcystein, S-adenosylmethionin) na potkanich
hepatocytech by bylo nejvhodnéjdi pouziti koncentrace AAP 5 mmolll,

a to zvlasté u 24 hod. inkubace,

Kromé snizenych hodnot produkce albuminu a také pro AAP toxicitu
typického poklesu hladin glutathionu jsme dale testovanim aktivity
glutathionreduktasy zjistili, Ze je jeji aktivita vyznamnym zplsobem inhibovana.
Protoze jsme se v Zzadné ze zatim publikovanych praci s takovymto nalezem
nesetkali, za¢ali jsme se tim podrobnéji zabyvat. (Jedinou praci, ktera uvadi
snizenou aktivitu GR u hepatocytll inkubovanych s AAP, je prace autord Zhu
alei (Zhu and Lei 2006). Vtéto praci byl testovan vliv pulsobeni AAP
na transgenni mysi a vysledky byly srovnavany s kontrolni, wild-type skupinou,
u které byly pravé nalezeny, i kdyz statisticky nevyznamné, sniZzené aktivity
glutathionreduktasy a thioredoxinreduktasy. Tyto nalezy byly alé autory

ponechany bez povsimnuti...)
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HI. Studium  pfi€in  inhibice  glutathionreduktasy
nalezené béhem charakterizace AAP toxicity

Glutathionreduktasa je intracelularni enzym, jehoz hlavni funkci je zpétna
redukce GSSG na GSH. Vyznam tohoto enzymu tedy vzrista v pfipadech,

kdy je v burice produkovano vét§i mnozstvi GSSG (napf. oxidaéni stres).

Nami zjisténé vysledky ukazaly, Ze aktivita GR je sniZena v buiikach
u v8ech koncentraci AAP, az na 1 mmol/l AAP. Napfiklad po 12 hod. inkubace
dosahovala aktivita GR v buikach s 10 mmol/l AAP pouze 60% kontrolnich
hodnot, u koncentrace 20 mmol/l AAP dokonce jen 50%. Navic bylo zfetelné,
Ze aktivita GR je inhibovana v zavislosti na davce AAP.

Pri¢ina tohoto poklesu by mohla byt vysvétlena pomoci mechanismu
uplatiovaného pfi toxickém plsobeni acetaminofenu, kdy po vycerpani
bunécnych zdsob GSH dochazi kvazbé NAPQI na —-SH skupiny proteind.
Tyto proteiny Ize nasledné detekovat pomoci navazanych AAP-aduktd. Timto
zpUsobem byla nalezena cela fada enzymu (Jaeschke and Bajt 2006; James et
al. 2003a), u kterych ale nebyla zjidténa viceméné Zadna vyznamna zména
aktivity (Pumford ef al. 1997). AAP-adukty byly i detekovany u enzymi
Ucastnicich se metabolismu glutathionu, napf. GPx a GST (Cohen ef al. 1997,
Qiu et al. 1998), a navic glutathionreduktasa —SH skupiny potfebné pro reakci
s NAPQI ve své struktufe skuteéné& obsahuje (Vander Jagt et al. 1997). Pfesto
ale u GR pfitomnost AAP-adukt( potvrzena nebyla.

Druhou mozZnosti, jak nalezenou inhibici GR objasnit, by mohla byt jeji
pomerné vysoka citlivost k oxidaénimu stresu. Do dnedni doby bylo skutecné
publikovano nékolik praci, které popisuji snizeni GR aktivity v pFitomnosti
produkt( lipoperoxidace (Vander Jagt ef al. 1997), ¢i ROS (Tabatabaie and
Floyd 1994). Na druhou stranu ale bylo zaroven zjisténo, Ze GR aktivita neni
jakymkoliv zplisobem redukovana v pfitomnosti peroxidu vodiku (Qchi 1990;
Vessey and Lee 1993).

Protoze nalezeny pokles aktivity glutathionreduktasy mohl byt dle naseho
nazoru velmi dalezitym faktorem pii hepatotoxickém plscbeni, rozhodli jsme se

tento jev, navzdory vySe uvedenym moznym vysvétienim a s ohledem na nové
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vyvstalé souvislosti popsané v literatuie (Jaeschke and Bajt 2006; James ef al.
2003a), dale a podrobnéji zkoumat.

Nase hypotéza se zakladala na myslence, Ze glutathionreduktasa je
inhibovana za pfitomnosti uréitého metabolitu acetaminofenu, kterym byl dle
naseho nazoru s vysokou pravdépodobnosti AAP-GSH konjugat. Kvdli
potvrzeni této hypotézy jsme se rozhodli tento konjugat pripravit a nasledné
otestovat jeho pfipadny vliv na aktivitu GR.

Pro pfipravu AAP-GSH jsme se rozhodli pouZzit postup popsany nedavno
(Madsen et al. 2007), kde je AAP-GSH pfipraven elektrochemickou reakci.
Béhem preparace dochazi v prostfedi fosfatového pufru  nejprve
k elektrochemické oxidaci AAP na NAPQI, ktery dale reaguje s glutathionem
pfitomnym v roztoku; autory udavana coba, béhem niZz dojde k reakci mezi
NAPQI a GSH, je 130 ms. V plvodni praci (Madsen et al. 2007) byla tato
reakce vyuZita pro testovani chovani NAPQI v roztocich o rizném pH, kde bylo
nutné zvysit stabilitu NAPQI, jenZ je za normalniho stavu velmi nestabilni
(Dahlin and Nelson 1982). Proto tedy vznikly NAPQ! byl nechan reagovat
s GSH, a tim byl pfeveden na mnohem stabiln&j$i konjugat AAP-GSH, ktery byl
nasledné detekovan pomoci HPLC/MS. ProtoZe nase podminky pfipravy byly
zcela totozné jako v originalni praci (Madsen et al. 2007), miZeme tedy
predpokladat, Ze jsme roztok obsahujici AAP-GSH pfipravili také.

Pripadny viiv AAP-GSH na aktivitu glutathionreduktasy byl testovan
standardnim postupem, kdy po pfidani konjugatu do roztoku byla sledovana
zména poklesu absorbance (rozpad NADPH; A = 340 nm) pfi perovnani
s kontrolnim vzorkem. Lze jisté namitnout, Ze pfidavany roztok obsahoval
kromé& AAP-GSH jesté také nezreagovany AAP a GSH, a to ve velkém
nadbytku; vypoctena koncentrace vytvofeneho AAP-GSH byla cca jen 2 umol/l.
Na druhou stranu ale AAP a ani GSH nejsou schopny glutathionreduktasu
inhibovat, a proto mohla byt pfipadna zména GR aktivity po pfidavku roztoku
pouze pfisouzena vlivu pfitomnosti AAP-GSH. Navic byly kontrolni vzorky
pfipravovany zcela stejnym postupem (aZ na elektrochemickou oxidaci), a proto
obsahovaly stejné koncentrace a objemy viech latek vyjma AAP-GSH.

Nami nalezené vysledky byly velmi pfekvapivé, nebot se nam podafilo
potvrdit nasi hypotézu, Zze glutathionreduktasa je skuteéné inhibovana

v pfitomnosti AAP-GSH konjugatu. Celkem jsme testovali vliv dvou koncentraci
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AAP-GSH u dvou typl glutathionreduktasy - kvasinkové (Saccharomyces
cerevisiae} a hepatocytarni (z potkana). U GR zkvasinek jsme prokazali
inhibi€ni vliv u obou koncentraci AAP-GSH, kdy koncentrace (pouhych!l!)
1 pmol/t AAP-GSH dokéazala inhibovat aktivitu GR 0 40% (béhem 30 minut).
Mnohem piekvapivéjsi byl ale vliv AAP-GSH na aktivitu hepatocytarni GR,
u které byla za stejnych podminek jako u kvasinkové GR, &ili v pfitomnosti
pouze 1 pmol/l AAP-GSH, prokazana inhibice aktivity 0 97% /! Tento nas nalez
svedCi o tom, Ze ackoliv kvasinkova GR je vyvojové velmi vzdalena
glutathionreduktase potkana (savcl), pfesto je v pfitomnosti AAP-GSH
inhibovana. Proto Ize z tohoto tedy i vyvadit, Ze ndmi objeveny mechanismus je
nejspise zcela obecnym, a inhibice glutathionreduktasy konjugatem AAP-GSH
se bude vyskytovat u testovanych mysi, a stejné tak i u ¢lovéka.

Vlastni mechanismus, kterym jsme se snazili inhibiéni jev vysvetli,
by mohl byt podobny popisované inhibici glutathionreduktasy
S-nitrosoglutathionem (GSNO). Tento produkt reakce GSH a NO tvofeny
v bufice je totiz schopen GR inhibovat jak reversibilng, tak i ireversibilné
(Becker et al. 1995). Pfi¢inou je pravdépodobné rozstépeni chemické vazby
mezi GSH a NO a nasledné navazani NO na aktivni misto enzymu. Z tohoto
vyplyva, Ze GR je schopna reagovat i s molekulou, kterd je pouze z jedné
poloviny strukturalné shodna s GSSG, coz je kromé GSNO i konjugat AAP-
GSH.

Popisovany nalez inhibice glutathionreduktasy pfinasi dplné nové
souvislosti a disledky do mechanismu toxicity acetaminofenu, popf. zcela méni
pohled na nékteré reakce, jejichz vyznam byl do tohoto nélezu povazovan
za nezpochybnitelny. Dlikazem toho je posouzeni role samotného konjugatu
acetaminofenu (resp. NAPQI) a glutathionu.

Jakmile je acetaminofen oxidovan na cytochromu P450, vznika NAPQI,
ktery se ihned vaZe s pfitomnym GSH za vzniku AAP-GSH konjugatu.
Tato produkce konjugatu mize byt navic katalyzovana enzymaticky glutathion-
S-transferasou (Coles et al. 1988). Konjugace NAPQI a GSH byla dosud
povaZovana za protektivni mechanismus, kterym se hepatocyt brani proti vazbé
NAPQI na—-SH skupiny bunécénych proteinll. Konjugat AAP-GSH je dale
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z buriky transportovan pomoci MRP-2 proteinu, ktery je umistén v kanalikularni
membrané hepatocyt(.

Navzdory vySe uvedenému a do dne$ni doby obecné& piijimanému
mechanismu bylo pomérné nedavno uvefejnéno nékolik odbornych praci,
které dospély k nedekanym, resp. Upiné opaénym vysledkim, ne? jaké
pfi planovani experimentl o&ekavaly. Vroce 2000 publikoval prof. Wolf se
svymi spolupracovniky praci (Henderscn et al. 2000), ve které se zabyval
popisem AAP toxicity u GST T knock-out my$i. lzoenzym giutathion-S-
transferasy, GST m, je potvrzeny katalyzator produkce AAP-GSH konjugatu
v jaternich bunkach (Coles ef al. 1988; Henderson and Wolf 2005). Oproti
pfedpokladim ale autofi analyzou vysledkll dospéli k zavéru, 2e GST m knock-
out my8i maji mnohem vy3Si rezistenci ktoxickému plsobeni AAP
pfi porovnani s kontrolnimi zvifaty. Vysvétleni tohoto prekvapivého nalezu
autofi pfipsali moZné, glutathion-S-transferasou-katalyzované redox cyklizaci
a zvySeni oxidacniho stresu, popf. roli GST 1w jako inhibitoru stresem
indukovatelné Jun N-terminalni kinasy (Henderson et a/. 2000).

Dalsi prace byla zaméfena na testovani AAP toxicity u transport-
deficientnich potkantl (Silva ef al. 2005). U tohoto kmene potkand maji bufiky
defektni MRP-2 protein. Toto sice vede k hromadé&ni metabolitil v buiice,
zaroven ale neni do Zlu¢i exkretovan glutathion, a proto tyto buriky maji
zvy8enou antioxidadni ochranu. Vystaveni MRP-2 deficientnich potkan( Géinku
AAP vedlo k nalezu zvy3ené rezistence potkan( oproti wild-type. Pfigina tohoto
nalezu byla rozpoznana ve zvy3ené intracelularni hladiné GSH. Proto byl
zvifatim podan inhibitor syntézy glutathionu, aby byla hladina GSH sniZena
na uroven nalézanou u kontrolnich potkanu. Vysledkem bylo sniZeni rezistence
k AAP toxicité na arovefh mnohem niz$i nez u wild-type zvifat. Prezentované
vysvetleni bylo takové, Ze u MRP-2 deficientnich potkani byla prokazana
zvySena exprese v urfitych izoenzymech cytochromu P-450, &imzZ ivzrostla
produkce NAPQI, ktery dale zplsobil vétsi poskozeni.

Obeé vySe zminéné prace pfinesly velmi pfekvapivé vystupy. Piedpoklady
autor(t u prvniho &lanku byly takové, Ze v nepfitomnosti GST m by mélo dojit
ke zvySeni miry acetaminofenem zpisobené hepatotoxicity (Henderson et al.
2000); zjisténi snizené rezistence u MRP-2 deficientnich potkan( po porovnani

s kontroinimi zvifaty ve druhém clanku bylo viceméné piekvapivé také (Silva ef
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al. 2005). Poskytnutd vysvétleni autordl sice pfinesla mozna fedeni jejich
néalezil, na druhou stranu ale mohou byt tato neodekavana zjisténi vysvétlena
jednodusdsim zpUsobem, pokud v Uvahu vezmeme nami zji§téna fakta o inhibici
GR.

U prvniho &lanku (Henderson ef al. 2000) Ize pFedpokladat, Ze mysi
hepatocyty diky deficitu enzymu GST w produkuji mnohem mensi mnoZstvi
AAP-GSH (Coles et al. 1988). V souvislosti s tim vede niz$i hladina AAP-GSH
konjugatu k nizsi inhibici glutathionreduktasy, coz dale vede ke sniZeni toxicity.
Toto zdivodnéni je mozno podloZit i pfimym nalezem autor(l, ktefi zjistiti,
Ze u wild-type a GST 1 knock-out mysi dochazi po inkubaci s AAP k rozdilnému
navratu koncentraci GSH na plvodni hladiny (Henderson et al. 2000). B&hem
experimentlt byly hladiny glutathionu stanovovany b&hem péti hodin od doby
podani AAP. Bylo zjisténo, Ze koncentrace GSH byly v pribé&hu testovani
snizeny u obou my8ich kmend, u knock-out mysi ale z(istaly hladiny GSH vZdy
vy$si neZ u wild-type. Dal§im zajimavym nalezem je rozdil v chovani hladin
GSH po 5 hodinach od podani AAP. U wild-type totiz hladiny pfetrvavaly na
velmi nizkych hodnotach, u knock-out mysi ale doslo k navratu koncentraci
GSH na hladiny srovnatelné se stavem pfed podanim acetaminofenu. Kvdli
vysvétleni tohoto fenoménu autofi testovali zmény exprese u enzymu
ucastnicich se syntézy glutathionu, y-glutamylcysteinsynthetasy
a glutathionsynthetasy, jakékoli zmény v expresi téchto enzymd byly ale
vylouCeny. ProtoZe tedy zmény navratu koncentraci GSH na pivodni hodnoty
u knock-out mysi nemohou byt vysvétleny touto cestou, je velmi
pravdépodobné, Ze odliSna rychiost obnovy GSH hladin nalezena u testovanych
mys§ich kmen( mlze byt zapfi¢inéna rozdilnou aktivitou glutathionreduktasy.

Nalez zvySené AAP toxicity u MRP-2 deficientnich potkanli ve druhém
¢lanku {Silva et al. 2005) vede velmi pravdépodobné k akumulaci AAP-GSH,
a dale pak ke zvétdeni miry inhibice glutathionreduktasy, coZ ma za nasledek
zvy$eni miry toxického pisobeni. Vysvétleni autorli, Ze sniZzena rezistence je
zplsobena zvySenou produkci NAPQI, samoziejmé vylouit nelze. Na druhou
stranu ale i zvy$ena produkce NAPQI mizZe vést opét k dal$i a rychlejsi tvorbé
AAP-GSH.

Hypotéza o tom, Ze AAP-GSH konjugat neni pouze produkt detoxikace

acetaminofenu, ale naopak, Ze je to velmi Skodliva latka, byla podioZzena nasimi
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vysledky z testovani viivu AAP-GSH na aktivitu GR in vitro. Navic jsme na vyse
uvedenych pfipadech prokazali, Ze zvySena hladina AAP-GSH nasledkem
pfitomnosti GST 1 nebo z dilvodu biokovaného MRP-2 transportu konjugatu
do zlu¢i vede k prohloubeni hepatocytarniho poskozeni in vivo. Pro dalsi
podporu nasi hypotézy jsme se snaZili najit jesté jiny mechanismus, ktery by
takeé mohl vést ke zvySeni intracelularni koncentrace AAP-GSH a skuteéné
jsme takovy nasli. V jedné praci byla testovana AAP toxicita na mutantnich
mysich, které mély zvySené hladiny GSH (Rzucidlo ef al. 2000). Pokud je nase
hypotéza spravna, pak mysi se zvySenou koncentraci GSH by mély vykazovat
vy38si vnimavost k AAP toxicité.

Vroce 2000 publikoval Dr. Rzucidlo praci zaméfenou na vys$etiovani
akutni toxicity acetaminofenu u transgennich mysi se zvySenou koncentraci
GSH v jatrech, ktera byla zplUsobena stimulaci exprese glutathionsynthetasy
(Rzucidlo et al. 2000). Cilem prace bylo prokazat, Zze zvySeni hladin GSH by
melo vést ke snizené toxicité. Nalezy se ale naprosto rozchazely s pfedpoklady,
nebot bylo pfekvapivé zjisténo, Ze transgenni mysi vykazovaly mnohem vétsi
vnimavost k AAP toxicité nez wild-type mys8i. U transgennich my$i byla vyssi
hepatotoxicita prokazana pomoci vétsich histopatologickych zmén a také diky
vy§8im hladinam sérové aktivity ALT v porovnani s wild-type. Vysvétleni téchto
prekvapivych nalezl nebylo vibec v praci zminéno, ackoliv s ohledem na nase
zji$téni je pfiCina popsanych nalezd zcela zfejma. V burnkach, ve kterych
dochazi ke zvySené syntéze GSH, je také mnohem rychleji a ve vétsi mife
tvofen AAP-GSH konjugat, coz opét vede, v porovnani ke kontrolam, k zesileni

inhibi¢niho plsobeni na glutathionreduktasu, a tim i ke zvySeni AAP toxicity.

| kdyZ v posledni dobé publikované prace naznacovaly, ze hlavnim
patologickym mechanismem zodpoveédnym za AAP toxicitu je otevieni MPTP
(James ef al. 2003a; Kon et al. 2004), presto timto principem nelze vysvétiit ani
jeden z pfipadl podrobné rozebranych vySe (Henderson ef al. 2000; Rzucidlo
ef al. 2000).

Mitochondrial Permeability Transition (MPT) muizZe byt stimulovana
mnoha podnéty, které vétsinou vznikaji, pokud se v bufice odehrava patologicky
proces. Proto kK MPT dochazi pfi zvySeném oxidaénim stresu ¢i pfi ristu

intracelularnich hladin Ca®* (He and Lemasters 2002). Mezi tyto stimuly
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otevieni MPTP rozhodné ale nepatfi zvysena hladina GSH, ktera je nalézana
v buiikach transgennich mysi v praci Dr. Rzucidla (Rzucidlo ef al. 2000). Kromé
tohoto je i obecnym nedostatkem ,MPT teorie” o plvodu toxického plsobeni
acetaminofenu absence specifickéha stimulu, ktery by vedl k otevieni MPTP.

MozZnost, Ze by timto stimulem mohl byt NAPQI, ktery by se vazal
na —SH skupiny proteind v MPTP, jejichz oxidace vede k otevieni p6ru, byla
popsana nedavno (James ef al. 2003a). S ohledem na vysokou reaktivitu
NAPQI s —SH skupinami by tento princip mohl byt i pravdépodobny. Na druhou
stranu ale je tato domnénka v pfikrém rozporu s nalezem v jiZ popisovaném
Clanku (Henderson et al. 2000), kde za nepfitomnosti GST T jisté dochazi
k mensi vazbé GSH s NAPQI, a proto se i NAPQI mize ve vét§i mife vazat
na —SH skupiny protein. Pokud by tedy hypotéza o otevieni MPTP diky vazbé
NAPQI byla spravna, pak by u GST T deficientnich mys$i mélo dochazet
k mnohem vétsimu buné&énému poskozeni neZ u kontrol. Toto je ale pFesny
opak toho, co je popsano ve skutenosti (Henderson ef al. 2000).

Nami navrhovany model pro popsani mechanismu toxického
pusobeni acetaminofenu v hepatocytech je znazornén na obrazku
(obr.18). S ohledem na fakta uvedena vtéto praci se domnivame,
ze nejdilezitéjSim patologickym mechanismem v AAP toxicité je

pretrvavajici snizena koncentrace glutathionu sama o sobé. Ta ma pficinu

v typické depleci GSH diky reakci s NAPQI, ale také v blokaci obnovy
hladin glutathionu diky inhibici glutathionreduktasy AAP-GSH
konjugatem.

Z tohoto zavéru vyplyva, ze hlavnhim zdrojem AAP toxicity neni
piimé pusobeni NAPQI €i, do dnesni doby zatim blize neur€ena, specificka
tvorba ROS ¢i RNS. Naproti tomu se zda byt vysoce pravdépodobné,
Ze hlavnim patologickym mechanismem je pravé prolongovana deplece
glutathionu, ktera nasledné vede ke vSem v literature popisovanym
patologickym procesum, jako je napf. zvySeni produkce ROS a RNS,
lipoperoxidace, ¢i otevieni MPTP (Jaeschke and Bajt 2006; James ef al.
2003a).
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Obr. 18: Navrhovany mechanismus toxického pisobeni acetaminofenu

Ddkazem pro toto tvrzeni jsou i zavéry jiz zmifiovanych praci, které se
snaZily najit zdroj zvySené tvorby ROS, popf. RNS, pfi AAP toxicité (Hinson et
al. 1998; Michael et al. 2001). Jejich zkoumanim bylo zjisténo, Ze pokud byla
u testovanych objektt zablokovana tvorba NO, pak sice nedochazelo k nitraci
biomolekul, ale celkovy dopad toxického plisobeni AAP na buriky se piekvapivé
vibec nezménil. Toto mélo, jak bylo prokdzano, dlvod v upfednostnéni

lipoperoxida&nich pochodU pfed nitraénimi, jez byly pfedem zablokovany.
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Diskuze

Ztoho vyplyva, Ze deplece glutathionu, ktery za fyziologického stavu
hraje zasadni roli antioxidaénim systému (a to jak v detoxikaci NO,
tak i produktu lipoperoxidace), vede k pievaze prooxidagnich proces(,
resp. k oxidaénimu stresu. Projevy tohoto stavu mohou byt riznorodé a zavisi
na danych podminkach vbufice (viz moZnost zvySené produkce NO,
Ci lipoperoxidace pfi blokaci NOS). Zavérem lIze tedy shrnout, Ze b&hem AAP
toxicity nenf pravdépodobné pfitomen Zadny typicky a specificky mechanismus

zodpovédny za zvySenou produkci ROS vyjma jiZz popsané deplece glutathionu.
Analyzou vysledkl vy8e uvedenych praci a s ohledem na nami zji§téné

nalezy bylo prokazano, Ze formace AAP-GSH konjugatu a nasledna inhibice

glutathionreduktasy hraje zcela zasadni roli v mechanismu AAP toxicity.

107



Zaver

7. ZAVER

I. Byla zavedena a optimalizovana spektrofluorimetrickA metoda
pro stanoveni obou forem glutathionu. Vysledné analytické parametry stanoveni
pfi  optimalizovanych podminkdch reakce a detekce jsou: pro GSH
(kalibrace: R*=1, linearita 0-500 umol/l; intra-assay: CV% << 5% ), pro GSSG
(kalibrace: R%=0,99, linearita 0-200 umol/l; intra-assay: CV% < 5% ). Srovnanim
naméfenych koncentraci u totoZnych vzorkd s HPLC/FL metodou byl zjistén
velmi vysoky korelaéni koeficient (r = 0,99), a to pro stanoveni GSH i GSSG.
Oproti publikovanym udajam, které popisovaly spektrofluorimetrickou metodu
z divodu vysoké interference jako nevhodnou k analyze glutathionu, obzvlasté
GSSG v biologickém materialu, jsme optimalizaci plivodniho postupu dokazali
zavest stanoveni, jeZ disponuje vysokou specifitou, sensitivitou, nizkymi

naklady a malou ¢asovou naroénosti.

IL Testovanim toxického vlivu acetaminofenu na potkanich hepatocytech
in vitro byl v zavislosti na davce acetaminofenu a délce jeho plsobeni potvrzen
pokles viability (LDH-test, WST-1), tvorby albuminu a koncentrace glutathionu
v bunkach. Déale vedle zvy$ené produkce ROS byla také prokazana inhibice
glutathionreduktasy zavistd na davce AAP. SniZeni aktivity tohoto enzymu,
ktery se podili zcela zasadnim podilem na metabolismu glutathionu, nebylo
zatim v Zadné odborné praci popisovano, a proto jsme se zaméfili na hledani
pricin inhibice. Nasi hypotézou, kterad byla naslednymi pokusy potvrzena, byla
moznost pfimého vlivu konjugatu acetaminofenu a glutathionu, AAP-GSH.
Prokazali jsme, Ze hepatocytarni glutathionreduktasa je inhibovana
v pfitomnosti AAP-GSH; pro koncentraci 1 umol/l AAP-GSH byla nalezena
inhibice hepatocytarni GR (0,016 U/ml) o 97%!l! Na§ nalez zcela méni vhled
do mechanismu AAP toxicity a ozifejmuje nalezy popsané v odborné literature,

které dosud znamymi poznatky vysvétlitelné nebyly.
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