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1. SEZNAM ZKRATEK

AAP acetammofen S

AAP-GSH  konjugat acetammofenuaglutathlonu e
CM-DCFDA chlommcthyl -2',7"-dichlérédibydro-fluorescein diacetat
CV% variatni koeficient

CYP cytochrom P-450

GR. | glutathionreduktasa -

GS-0OPA - produkt reakce glutathionu a o-ftaldlaldchydu
GSH - glutathion (redukovand forma)

GSSG - - glutathion (oxidovana forma)

GST “+ glutathion-S-transferasa

HPLC/FL vysokolidinna kapalinovéa chromatografie s fluorimetrickou detekci
IF intenzita fluorescence

AEX . vinova délka eniise

AEM vinova délka excitace

LDH . laktatdehydrogenasa

MPT - . . Mitochondrial Permeability Transition
MPTP -..Mitochondrial Permeability Transition Pore
MRP - . - . Multidrmg Resistance-associated Protein
NADH - - nikotinamiddinukleotid

NADPH = nikotinamiddinukdeotidfosfat

NAPQ! - N-acetyl-p-beénzochinonimin

NEM - N-ethylmaleimid -

OPA . o-ftaldiatdehyd -

P " - Petriho miska

ROS. - - reaktivni formy kysliku

5D smérodatna odchylka

WP.. .. mikrotitratni desticka

WST-1 WST-l test pro detekci viability bunék -

2. LITERARNI PREHLED o

21 Glutathion L e :
“2.10 Struktm‘a a funkce glutathlonu

Glutathion j je tripeptid siozeny z L-ammokyselm cystemu glycinu a glutamatu. Tato
latka je diky vysokym  intraceluldrnim hladindmy' (1-10 mmol/) hlavnim nitrobund&mym
nebilkovinnym . thiolem. Nejvy$éi koncentrace glutathionu jsou nalézémy v hepatocytech,
rendlnich bufikich, erytrocytech, leukocytech, & buiikach Gotky. NiZ8i hladiny jsou nalézany
prakticky ve viech buitkach. Extracelularni koncentrace jsou naopak velmi nizké; v plasmsé se
pohybuji v tadech pmol/l, Naopak ve Lluél hladmy dosahuji i hodnot vy33ich neZ 10 mmol/
(Wu étal. 2004) .

Glutathion se vyskym_fc ve dvou forméch — redukované (GSH) a oxidované (GSSG).
Dile se glutathlon miZe v buiikéch vyskytovat vizany disulfidickou vazbou na proteiny.
Glutathion $¢ podili na- celé Tadé fyzmlogwkych pochodu Jeho hlavni funkci je udast na
antioxidatni ochrané bufiky a to diky mnoha niznym mechanismiitn. Vedle tolioc se fifastni
1 detoxikalnich reakei, tvorby prostanoidil, regulace bungéného cykiu a celkové redox
rovnoviahy, & je jeho role nezastupitelna v imetabolismu cysteinu {Lu 1999).

Produkee glitathionu probiha téméF ve viech bufikdch téla, nejvétiim producentem
glutathionu jsou hepatocyty. Jatra maximalni mérou zodpovidaji za extraceluldmi’ produkei
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glutathionu do ksevni plasmy; vedle toho hepatocyty také glutathion aktivné exkretuji do
#lugi. Vyznam glutathionu uvoliiovaného do krevni plasmy je ale pfi porovnini s dileitosti v
intracelularnim prosttedi mnohem mengi. Nejvétdi vyznam ma pro plicni a ledvinné buiiky,
které jsou nejvEtiimi konzumenty plasmatického GSH (Akerboom and Sies- 1989).

2.1.2 Role glutathionu ph: biotransformaci

Glutathion je krom¥ viech jiZ popsanych funkei také - velmi vyzonamny pii
biotransformacnich reakcich. Diky piitomnosti -SH. skupiny ve'své struktuie glutathion
reaguje s mnoha elektrofilnimi slouceninami'(toxmy,'lipopcroxidy, organické hydroperoxidy),
a to bud piimo, nebo za katalyzy specifickych enzymd, kieré se nazyvaji glutathion-S-
transferasy (GST). Celkem je nyni znamo sedm GST podtypt (Mamerw.k et al. 2005),
Exprese jednotlivych tfid GST je tkéiiove specifickd, aZ na GST =, ket je ptitomna prakticky
ve viech buiikéch (Henderson and Wolf 2005),

2.1.3 MozZnosti stanoveni glutathionu

S ohledem na nezastupitelnost glutathionu v mnoha b:ochemlckych pochodcch je jeho
stanoveni pro posouzeni redox stavu buiiky zcela zasadni. V soufasné dobé se pro jeho
analyzu pouZiva celd fada principidlng odli$nych metod; idealni analytickd metoda by méla
disponovat vysokou specifitou, sensitivitou, pfesnosti, spravrosti a hiavné by méla poskytovat
moZnost stanoveni jak GSH, tak 1 GSSG formy glutathionu. Toto vie-by navic melo byt
spojeno s co nejmensimi finanénimi naklady a minimélni Sasovou néroénosti.

Metody vyuZivajict vysokondinné kapaimove chromatografie (HPLC) jsou v sougasné
dob& nejpouzivan&jsi. Jejich hlavni vyhodou je separace na chromatografické kolong a.
nésledna specifickd detekce vétiinou obou forem glutathionu, HPLC metody krom# selektivni
detekee glutathionu obecné nabizeji vysokou sensitivit. Jejich velkou nevyhodou je ale velka
Zasova narotnost a také nemalé finantni niklady na provoz. (Pm‘om et al 1995, Senﬁ et al.
2000).

Dalsim hojné uzivanym typem stanovent je metoda enzymancka Princip stanoveni
spodiva v redukei GSSG pomoci glutathionreduktasy, jeZ je zéroveli doprovizena oxidaci
dalsi molekuly, u které¢ je detekovina zména koncentrace spektrofotometricky. Latky
vyuzivané pro detekei redukce GSSG na GSH jsou NADPH, ¢&i tzv. Ellmanovo- &inidlo, neboli
5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (Tietze 1969).

Posledni velkoun skupinou jsou stanoveni fluorimetrickd. Ta mohou byt -zaloZena na
detekei fluorescence & fosforescence. Druhy piistup je ale v praxi pouZivan velmi mélo z
ditvodu pom&mé velkych omezeni (Romero and Mueller-Klieser 1998). Naprou tomu detekee
fluorescence je vyuZzivino pii stanoveni glutathionu pomémé fasto. - )

V 70. letech minulého stoleti autofi Hissin a Hilf (Hissin and Hilf 1976) popsali
stanoveni obou forem glutathionu zaloZené na detekei fluorescenéné aktivni stoueniny, ktera
veniks po reakei ghutathionu s o-ftaldialdehydem (OPA). Principem je reakce mezi ~SH a —
NH; skupinami GSH s aldehydickymi skupinami OPA, po které vznika izoindolovy keith;
ktery vykazuje velmi vysokou miru fluorescence. Pro stanoveni GSSG je potfeba nejprve
vystinit GSH, Béhem optimalizace autofi testovali celou fadu latek, u kterych predpokiadali
mozZnost interference. Jakakoliv interference oviem prokizana nebyla (Hissin and Hilf 1976).
Na druhou stranu po uvefejnéni metody se pifpadnou interferenci zabyvalo -nékolik praci,
které ji i za testovanych podminek prokizaly (Beutler and West 1977, Scaduto 1988). Bez
ohledu na moZnost interference tato metoda disponuje obe‘cn)'fmi vyhodami - fluorescenénich
metod, jako jsou vysoké rychlost, sensitivita a také nizké cenové naklady na celé stanoveni.
Navic byla v posledni dob& publikovéna price, ve které byl zcela totoZny postup ze
spektrofluorimetrické metody apl;kovan ra metodu HPLC, a bylo zjiiténo, Ze k zadne



interferénci ‘nedochazi (Kand'ar er al. 2007). Proto i spektrofluorimetrickou metodu neni
moZno zcela zavrhnout' a nadhodnoceni hladin glutathionu se spife ne¥ principidlniho
. nedostatku tyka metodiky,

2.2 Toxické poskozeni hepatocytﬁ acetaminofenem

Acetaminofcn_(4'—hydroxyacetanilid, péracctamol) patti v soucasné dob€ mezi nejvice
vyuZivand analgetika a antipyretika. Polcud je uZivan v doporucenych terapeutickych davkach,
Jje povaZovin za zeela bezpetny. Jeho silné toxické Sinky se projevi aZ pli pfeddvkovani,
kdy dochézi k poSkozeni jatemich bungk. Publikovana data z rolu 2004 napfikiad popisuji, Ze
pfedavkoviani acetaminofenem je vedouc p¥itinow akutntho jaterniho selhdni v USA a Velké
Britanii (Lee 2004).

- 221 Metabolismus.acetaminofenu

Acetaminofen (AAP) je po-vstupi do-jaternich bungk detoxikovén mncha raznymi
mechanismy, NejvEétsi ast davky je konjugovéna s cndogemlimi ligandy, a to s kyselinou
glukuronovou (cca 50% davky), a dale pak s kyselinou sitovou {cca 30%) (Nelson 1990).
Kromé - dalfich minoritnich reakci zbytek davky wstupuje do prvni, oxidadni fize
biotransformace... ...

V roce 1973 Dr. Mitchell se svym tymem uvefejnil celkem &tyii odborné &lanky, ve
kterjch se zabyval mechanismem toxického poskozeni hepatocyti acetaminofenem (Mitchell
ef al. 1973a). V tEchto pracich prokézal, e pro toxické plsobeni AAP je dileiti jeho
~ metabolicka aktivace, po keeré dochézi k typické depleci glutathionu. V-dal¥ich letech bylo

skutefné potvrzeno, -Ze AAP miize byt oxidovin cytochromem P450 (CYP) na. toxicky
metabolit; N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQY), ktery zodpovida za patolog1cke plisobeni
acetaminofenu (Dahlin ef al. 1984) Pfi poZiti terapeutickych divek je na NAPQI ale
pieménéno ténd nez 10% buiikou phijatého AAP,

NAPQI je.vysoce reakiivni slouenina, kterd je za fyzmlegwkeho stavu v buiice
detoxikovdna reakei s glutathionem. Tato reakce miZe probihiat bud spontanné, nebo je
katalyzovina ‘enzymem glutathion-S-transferason (Coles ef al. 1988). Reakei AAP a GSH
vznika konjugét, 3-(glutathion-S-yl)acetaminofen (AAP-GSH), kiery je nésledni hepatocytem
exkrétovan do Zlndi transportnimi MRP proteiny (Multidrug Resistance-associated Protein), a
‘o plesnéji podtypem MRP-2 (Chen et al. 2003):

222 Toxiéké plsobeni acetaminofenn - -

.V piipadé pledavkovini acetaminofenem dochdzi k' celé Fads. patofyziologickych
pochodt, které mohou vést az k akutnimu jaternimu sethani. Pi dévee acetaminofenu vysi
neZ je davka terapeticka dochizi v hepatocytech k saturaci konjugadnich enzymit
zaji¥fujicich . glukuronidaci -a sulfataci. Nadbytek AAP vstupujc do prvni fize
biotransformace, je oxidovan na cytochromu P450 a tim je ve zvy§ené mife produkovén
NAPQL Tato. latka velmi rychle reaguje s GSH, JjehoZ zasoby jsou ale b&hem kratké doby
vyécrpény; a prot¢ dochiazi k charakteristické deplec1 GSH (Mitchell et al. 1973b). Z divodu
své vysoké reaktwny s&¢ NAPQI nasledng vaZe na -SH skupiny ne_]mzncjswh typd proteini,
&imz vznikaji pro AAP toxicitu typické: AAP-adukty Uollow et al. '1973; Potter et al 1973).
Cela kaskada naslednych déji’ vede a2 ke vznilu centiilobuldmi nekrozy, jeZ je dal3im
charakteristickym nalezem u hepatotoxického poikozeni acetaminofenem (Mitchell ez af
1973a). 1 pes znatny pokrok ve studin jednotliviich mechanismi podkozeni je ale zajimavé,
Ze preshd pfi€ina hekrozy hepatocytd nisiedkem piisobeni acétaminofemi néni zatim zcela
znima (Jaeschke and Bajt 2006; Kaplowitz 2004). Do dneini doby byly zformulovany dvé



teorie, které se snaZi princip jaterniho poskozeni vysvétlit. Prvni z nich je metabohcka, druha
oxidadni (James e al. 2003).

Metabolicka teorie se zakladé na pfedpokladu, Ze kovalentni vazba NAPQI s -SH
skupinami proteintt vede ke zméné jejich aktivity. Tato teorie je ale nyni s ohledem na
zjistsni, Ze altivita vétéiny proteint neni diky vazbé s AAP zménéna, spife zamitnuta. Druhou
teorii vysvétlujict poskozeni bunék po pliscbeni acetaminofenu je teorie oxidacni, ve které
hraje Gstfedni roli oxidaéni stres, Tesp. reaktivai formy kysliku (ROS).

Oxidaéni stres je obecny nézev pro stav, pFi kterém dochézi k herovnovize mezi
oxidatnimi a antioxidagnimi pochody ve prospéch reakci oxidatnich. Nezastupitelnost
glutathionu v antioxida&nim systénm, kam naleZi kromé sametného. glutathionu také na
glutathionu zévislé enzymy, ma za nasledek fakt, Ze jeho vy&erpant po reakei s NAPQI vede k
celkovému rozvratu antioxidaéni ochrany buitky. Proto bylo i pfedpokladano, Ze pravé toto je
mechanismus, ktery zpiisobuje potkozeni hepatocyti a nasledng i jejich smrt. I kdyZ je tato,
oxidadni teorie nejspiSe velmi blizko skutetnosti, pfesto s jeji pomoci velkeré publikované
nalezy vysvétlit nelze.

223 Piekvapivé nalezy pti studiu AAP toxicity

I pies znalny pokrok v pnp]su principd  toxického poskozem hepatocytu
acetaminofencm, existyji recentni price, JejichZ ndlezy nelze Jakymkohv v soutasnosti
znamym mechanismem vysvétht )

Jedn4 se napiiklad o praci tymu prof Wolfa (Henderson et al. 2000) ktera se zabyvala
studiem toxicity u GST « knock-out my3i. Testovanym pfedpokladem této prace bylo, Ze GST
7 defektni my%i by mély byt k AAP toxicit® mnohem vice vaimavé v porovnani s kontrolnimi
zvifaty, a to z divodu sniené detoxikafni schopnosti. Nalezené: vysledky ale oproti
pfedpokladiim ukazovaly na pravy opak. GST = knock-out my$i totiZ pfekvapivé vykazovaly
v porovnani s kontrolami signifikantng vy35i rezistenci k AAP poSkozeni. -

Drihou zajimavou praci zabyvajici se popisem mechanismi AAP toxicity je odborny
glanek dr. Rzucidla (Rzucidlo ef af. 2000). Tento autor pracoval s transgennimi mySmi, které
mély zvylené intracelulimi hiladiny. glutathions =z -divodu zesilené - exprese
glutathionsynthetasy. Cilem préce bylo u mutantnich my$i prokézat” vy$8i rezistenci k
plisobeni acetaminofenu diky zvy¥enym bunéénym hladinam GSI. Predpoklady se ale opst
lisily od nalezenych vysledkd, kdy se ukéazalo, Ze u transgennich my&i dofle k vyrazn€ vy35i
mife po¥kozeni v porovnani s kontrolnimi zvifaty.

Nalezené vysiedky obou praci nebyly ani v jednom pfipadé uspokoiivé. vysvétleny a
ani do dnefnich dnl nebyl nalezen mechanismus, ktery by nastolené o_tézky vylesil, a proto
vyie uvedené priklady dokladaji stalou pfitomnost nejasnosti ve studiu AAP toxicity.

3. CILEPRACE

Obsah disertadni prace je zaméfen na zakladni vyzlum oxidadniho stresu, a to jak po
strance metodické, tak i aplikované. Cile lze rozdélit do tfech samostatnych oddili.

1.) Optimalizace spetrofluorimetrického stanoveni obou forem glitathionu
- zavedeni a optlmalizace spektrofluorimetrické metody pro stanovent obou forem
glutathiona
- uréeni analytickych parametril zavedené spektroﬂuonmetncke metody
- porovnani spektrofluorimetrické metody s referenéni HPLC/FL



2.) Modelové toxické poskozeni potkanich hepatocytii acetaminofenem (in vitro)
- zaveden] a popis modelu toxického poskozeni kultivovanych potkanich hepatocytl
acetaminofeénem
- vyuziti metod k detekei oxidadnich pochodt behem plisobeni acetaminofenu (ROS-
“sondy, ghutathion, ghitathionreduktasa)

3. Zjisténi pﬁéin inhibice glutathionreduktasy nalezené béhem toxického pofkozeni
potkanich hepatocyt acetaminofenem (in vitro) :

4. METODIKY '

4.1 Optimaliiace spektrofluorimetrického stanoveni glutathionu

Hissin a Hilf v roce 1976 (Hissin and Hilf 1976) popsali stanoveni obou forem
ghutathionu, GSH i GSSG, které bylo zaloZeno na detekei fluorescence emitované produktem
reakee mezi GSH a o-flaldialdehydem, OPA, Vlasmim principem této metody je reakee —SH
a -NH2 skupin glutathionu s aldehydickymii skupinami OPA, kterou .vznika substituovany
isoindolovy kruh (GS-OPA) vykazujici vysoky vytéZek fluorescénce. Vyhodou reakee je jeji
priibéh za standardnich Iaboratornich podminek a b&hem kritké doby. Pro stanoveni GSSG je
do postupu riutno zahrhout daldi dva kroky. Nejprve je nuiné vystinit ve vzorku pritomny
GSH pomoci N-ethylmaleimidu (NEM), a nasledn& je poticha pfevést oxidovanou formu
GSS8G zpétna GSH. Dile je jiz princip reakee shodny se stanovenim GSH, kdy je do roztoku
piidan OPA, a po jeho Zreagovéni s GSH je detekovéna flucrescence pfi Agx / Azw = 350 7 420
.

Pomoci funkoe 3D-scan byly analyzovany vinové délky excitace (Agx) a emise (hgny)
standardil: po reakei s OPA a to oddglen® u stanoveni GSH a GSSG. Vysledné Agx 2 Apm
odpovidajici fliiorescenénim maximém byly pouZity pro dal§i stanoveni. Jako optimalnj byly
v pifpadech GSH.i GSSG zjistdny Agx = 335 nm, Azy = 420 nm.

Dalim- testovanym. parametrem byla teplota detekce, Celkem byly porovnany dvé
teploty 4 °C a:20 °C. Porovnanim absolutnich hodnot intenzit fluorescence (IF) stejnych
vzorki a standardd, a také vyhednocenim variatnich koeficientit (CV%}) opakovanych mé&feni
pro. kazdou z teplot byla jako optimélni uréena teplota 4.°C. Za této teploty, stejat jako za
optimalnich vinovych délek excitace a emise, byly provadény dalsi experimenty.

Kromé ‘stanoveni optimdlni teploty jsme se pii detekci zaméiili také na zjidténi
optimalniho pH detekee. Hodnotu pH jsme toti¥ povagovali za dileZity fakor, jenZ micte také
ovlivitovat mitu IF, a to jak z kvantitativniho, tak i z kvalitativniho hlediska.

-~ OPA kromé - specifické reakce s GSH miize reagovat i s nejrizndjdimi thioly,
aminokyselinami 3i aminy (Scaduto 1988). Fluorescentni spektra téchto vzniklych komplexi
jsou ale velmi pravdépodobng odlisna od spekira komplexu GS-OPA. Pipadnd interference
aminokyselin & amint by se tedy méla selektovat od ndmi cflené specifické detekee GS-OPA
pomoci zm&ny hodnoty pH, ktera v plivodni.préci byla pH 8 pro GSH, 2 pH 11 pro GSSG
(Hissin and Hilf 1976). Z t&chto diivodd jsme testovali IF vzorki pfi riznych hodnotach pH:
pro stanoveni GSH 1o bylo pH 6 a 8, pro stanoveni GSSG hodnoty pH 4, 6, 8, 11. Hodnoty
pH- byly .upravoviny . a2 po- reakei. GSH a OPA za podminek shodnych s plhvodns
publikovanymi (Hissin and Hilf 1976). Uprava pH byla provadéna pomoci pfidavkd HCI (1
mol/l), pfi€emz vysiedny objem roztokm byl shodny u véech testovanych hodnot pIL



4.2 Toxické podkozeni hepatocytil acetaminofenem
421 Izolace a kultivace hepatocytii

Hepatocyty byly izolovany z jater potkani {samci kmene Wistar,-180 —240 g, Biotest)
mim& modifikovanou metodou dvoustupfiové kolagenasové (Collagenasa Cruda,
Sevapharma) perfiize jater (Berry ef al. 1991). Po izolaci byla ihned stanovena viabilita bungk
barvenim trypanovou modii (Trypan blue, Sigma-Aldrich). K pokusim byly poudity pouze
hepatocyty jejichZ viabilita po izolaci byla vyi3i neZ 90 %. Poté byla urfena denzita bundk
pomoci Birkerovy komirky.

Pred kultivaci hepatocytt je dileZité zjidténi jejich pottu, které se provadi v Biirkerové
komirce klasickym zpiisobem ve 2 x 25 velkych &vercich {nejfastéji po zfedéni 100x).
S ohledem na 1o je nasledn& suspenze hepatocyti nafedéna na vyslednou koncentraci.

Kultivace primokultur hepatocytl jsme provadéli na Petriho miskédch (PM) a na 24- a
96-jamkovych mikrotitraénich destitkach (WP} kolagenovanych kolagenem typu I (from rat
tail, Sigma-Aldrich). Potfebnou denzitu bungk pro kultivaci ziskdme nafedenim pivodni
suspenze hepatocytl pomoci kompletniho Williamsova médid E.. Hepatocyty jsou poté
inkubovany 2 hodiny v CO, inkubatorn (5% CO,, 37 °C). Toto je dostatetna doba pro
ptichyceni Zivych bunék ke kolagenu a vyivofeni bunéného monolayeru. Poté nasleduje
odsati média s nepfichycenymi bufikami a jeho vyména za médium dal$i To jiZ miZe

obsahovat testovanou chemickou litku rozpudténou opét ve Williamsové médiu E, popf. se
milZe Jednat pouze o Williamsovo meédium E pro testovani vzorkd kontrolnich. Primokultury
hepatocyti jsou poté opét ponechiny poZadovancu dobu v CO, inkubatoru (5%-COy, 37-°C)
aZ do konce inkubace.

4,22 Toxické pisobeni acetaminofenn

Po izolaci potkanich hepatocytil a jejich nasledném pfisednuti po 2 hodinch byl na
hepatocytech stedovan toxicky vliv acetaminofénu. V komplemim Williamsové médiu E byl
rozpuitén 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 byly naslednd pfipipetovany k
bufikim, a to v objemech: 2 mi/1 PM; 300 ul/l jamka v 24-WP; 100 pl/] jamka v 96-WP.
Zaroveii byly vidy piipraveny také kontrolni buiiky, ke kierym bylo phipipetovéno pouze
kompletni Williamsovo médium E. Butiky byly inkubovany s acetaminofenem po riznd
dlovhou dobu (! — 24 hod) dle typu pouZitého stanoveni. NejCast&ji byly vyuzivany
ittkubaéni intervaly 3 h, 12 h a 24 hod. Po uplynuti doby inkubace bylo médium obsahujici
AAP odstranéno a hepatocyty byly zpracovény dle potfsh daného stanoveni. P¥i sledovani
AAP toxicity byly u hepatocyti sledovény tvto biochemické parametry: aktivita
laktatdehydrogenasy (LDH), LDH-leakage, aktivita bun&cnych dehydrogenas (WST-1 test),
syntéza albumimu, koncentrace GSH a GSSG, intracelulami produkce ROS a aktivita
ghutathionreduktasy (GR).

Pro hodnoceni viability bunik jsme vyuili stanoveni aktivity LDH a také WST-1 test.
Principemt stanoveni aktivity LDH (LDH-kit; Sigma Aldrich, SRN) je méfeni. ndristu
absorbance pii A= 340 nm zdivodu produkce NADH pii ptemnénd laktitu na pyrivat.
Aktivita LDH byla stanovovana v médin, a dale pak jako pomér aktivity v médin vidi celkové
aktivité jako tzv. LDH-leakage. WST-1 test (Roche, SRN) je zaloZen na detekei akfivity
intraceluldmich dehydrogenas pomoci pfemény nebarevného substritu na produkt, ktery lze
detekovat spektrofotometricky. Syntéza albuminu byla stanovovana metodou ELISA (Rat
Albumin ELISA Quantitation Kit; Bethyl, USA) pomoci specifickych protilatek proti
potkanimu albuminu. Hladiny GSH a GSSG byly anatyzovany HPLC/FL metodou (Kand'ar ef
al. 2007) zaloZenou na reakci mezi GSH a o-fraldialdehydem. Produkce ROS byla zjidrovéna
piimou metodou pomoci tzv. ROS sond, které se po reakei s ROS oxiduji a nasledkem toho
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vznikd fluoreskujici sloudenina. My jsme pouZili sondu CM-DCFDA (5-, 6-chléromethyl-
2’7" -dichlérodihydroflucrescein diacetat; Molecular Probes, USA), ktera byla pied vlastni
analyzou s bufikami inkubovéna 45 minut. Po vyméng roztoku byl nasledn& vysledny signat

" vyjadien jako procentualni narfist produkce ROS za jednu. hodinu inkubace. Poslednim
stanovenim provadénym.’ u hepatocytd inkubovanych s AAP bylo zjifténi aktivity
giutathlonreduktasy Ta byla méiena diky poklesu absorbance NADPH za piitomnosti GSSG
v nadbytku (Carlberg and Mannervik 1975). .

43 Studium pFicin inhibice glutathionreduktasy nalezené u AAP toxicity

(Pfi testovini’ inhibice byly vyuZivany dva druhy glutathionreduktasy — z potkanich
hepatocytii a-standardné pouZivand GR z kvasinek Saccharomyces cerevisice. Hepatocytarni
GR. byla pfipravovana ze suspenze izolovanych hepatocytd, které byly po centrifugaci
(10 minut, 28 g, 15 °C) lyzovany v deionizované vodé pétisckundovou sonikaci. Po té byla
opét provedena centrifogace (10 minut, 8.000 g, 4 °C) a ziskany supematant byl odpipetovén
a uskladnén pfi -20 °C v mikrozkumavkich a% do doby analyzy. Pro stanoveni inhibice byly
pouZity vzorky s aktivitou 0,025 U/mg qutathlonreduktasy, atojaku hepatocytarm takiu
kvasinkové GR.

- Pro pHipravu AAP-GSH konjugaty jsme se rozhodli pouZit elektrochemlckou metodu,
kteréd byla publikovana v roce 2007 (Madsen ef af. 2007). Principem vzniku AAP-GSH je
¢lektrochemicka oxidace acetaminofenu na NAPQI, ktery ihned reaguje s GSH pritomnym
v roztoku: Touto reakei vznika 3-(glutathion-S-yl)acetaminofen, ktery fe ji¥ stabilni. Postup
byl realizovan presne v souladu s publikovanym stanovenim. Elektrochemicka oxidace AAP
byla provadéna pfi potencidlu +600 mV po dobu 1 hodiny, po které byl roztok skladovan pfi 4
°C do doby jeho dai¥iho pouZiti.

Princip stanoveni aktivity glutathionreduktasy byl shodny s jiZ uvedenym, kdy byl
sledovin pokles absorbance NADPH pii A = 340 nm. Aktivita GR byla méfena v prostiedi
fosfatového pufru, kde jeji vyslednd koncertrace byla bShem vSech experimentii byla
0,01 U/mg.. Vlastni inhibice glitathionreduktasy byla studovana po pfidavku roztoku
obsahujiciho AAP-GSH konjugat do jamky mikrotitradni destitky; vysledna koncentrace
AAP-GSIH v jedné jamee byla nakonec 1 pmol/, popf. 1,5 pmob/l. (Analyzovany roztok tedy
obsahoval GR, GSSG, NADPH, AAP-GSH, a dalé také AAP a GSH.)

.- Vliv AAP-GSH na enzymovou aktivita byl testovan u obou druhi GR, kvasinkové i
hepatocytarni. Pokles absorbance byl sledovan béhem 30 nebo 60 minut a nasledng, po
vyjadfeni zavislosti absorbance ~ &as, byly vyslcdky porovnany s kontrolnimi hodnotami: Ty
byly ziskany analyzou GR aktivity v roztoku, JjenZ byl sloZen ze vech latck s totoZnymi
koncentracemi, krom& AAP-GSH kon]ugatu

Protokoly pokfusﬁ in  wvitro  byly schvdleny  Odbornou  komisi
pro ochranu zvifal proti tyrini podle zakona & 246/92 Sb. vplamém zndni, §17, 3c.
pii Lekarske fakuli€ v Hradei Kralové Univerzity Karlovy v Praze.

4.4 Statistické zpracovani vysledky
Vysledky jsou vyjadfeny jako primér = SD. Statistickd vyznamnost vlivu daného
parametru’ byla testovina pomoci one-way ANOVA. Po ni bylo k porovaéni hodnot s
hodnotami kontrolnimi vyuZite Dunnettova post hoc testu. Pfi testovanf dvou skupin mezi
sebou’ byl po otestovani normality vyuzit Studentiv t-test. Hladina vyznamnosti n viech
vyuZitych testl byla p = 0,05 (* , p < 0,05, ** , p < 0,0F; *** | p < 0,001). K statistické
analyze byl vyuZit software GraphPad Prism 4.03 for Wl‘ndows, GraphPad Software, USA.



5. VYSLEDKY

5.1 Optimalizace spektrofluorimetrického stanoveni glummionﬁ

Pfi spektrofluorimetrickém stanovent GSH a GSSG jsme testovali viiv zmén vinovych
délek excitace a emise, teploty a pH na intenzitu fluorescence, pfesnost a opakovatelnost.
Takto byly zji$tény optimalni podminky pro analyzu (pro srovhant v zdvorcs uvadime také
plvodai hodnoty z prace Hissina a Hilfa (Hissin and Hilf 1976): dgx / Agm = 335 / 420 nm
(350 nm / 420 nm); teplota detekee T = 4 °C (20 °C); pro GSH i G8SG pH é (pH 8 (GSH),
pH 12 (GSSG)).

Zdivodnéni takto zménénych podmmek detekce jsou takovato: sniZeni teploty z
plvednich 20 °C na 4 °C vede ke zvydeni intenzity fluorescence aZ o 25%. Pii testovini
hodnoty pH roztoku pH detekei obou stanoveni bylo prokézano, ¥e se vzristajici hodnotou pH
sice intenzita fluorescence roste, s ni ale zarovedl roste i.absolutmi hodnota koncentrace a
stejné tak i klesa presnost stanoveni; pro ilustraci uvidime hodnoty CV% pro stanoveni hladin
GSH ve vzorcich pti pH 6 a pH 8: casu = 20 pmol/l, CV% e 6 = 3,67%, CV% pu s = 10,64%;
cosp = 6 pmol/l, CV% o5 5 = 2,68%, CV% py o = 15, 99%, U stanoveni GSSG byl podobny
trend nalezen i w sniZujicich se hodnot pH. S ohledem na mnohem nizdi zjisténé hodnoty
variaénihe koeficientu CV% a take na absolutni hodnoty koncentraci bylo jako optimalni pH
uréeno pH 6.

Po optimalizaci podminek reakee a detekee jsme pro . stanoveni obou forem
glutathionn zjistili anatytické parametry metody. Bylo prokizéno, e optimalizovani
fluorimetricka metoda stanoveni GSH a GSSG je velmi presnd (u vzorkd i standardu CV% <
5%) a stejné i u obou kalibraci bylo dosahnuto idedlnich hodnot (pro GSH, R¥=1; pro GSSG,
R? = 0,9999). Stanovenim koncentraci GSH a GSSG v totoZnych. vzorcmh pomoci
optimalizované spektrofluorimetrické metody a -HPLC/FL metody byl zjiStén koreladni
koeficient, r. Pro obg spektrofluorimetricka stanoveni byla nalézena velmi silng korelace s
HPLC/FL metodon, a to r = 0,99. Kromé vysokého korelaéniho koeficientu jsme také zjistili,
#e 1 absolutni hodnoty koncentraci GSH, ale t GSSG jsou si pfi porovndni metod velmi blizke.

Ze viech vyse uvedenych vysledki vyplyva, ¥¢ byla zavedena a optimalizovina
spektrofluorimetricka metoda pro stanoveni obou forem ghutathionu, u které byla prokéazana
vysoka presnost a opakovatelnost. Po srovnani s HPLC/FL. metodou byla navic. zjiSténa
vysokd mira korelace mezi ob&ma metodami Z. velmi blizkych absolutnich hodnot
koncentraci GSH i GSSG Ize navic vyvodit, Ze tipravou detek&nich podmmek byla zajiSténa
specifita detekce komplexu GS-OPA. :

5.2 Studium hepatotoxického uéinku acetaminofenu v podminkéch i vifro

Extracchilami LDH aktivita v médiu byla analyzovana po 4, 12 a 24 hodinach.
Po prvnich &tyfech hodindch inkubace s AAP nebylo nalezeno signifikantni zviZeni aktivity
LDH u #adné z koncentraci. To nastalo u tH nejvySich koncentraci AAP &% po 12 b inkubace,
pfidemz po 24 h byly statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolnim hodnotam nalezeny u
viech davek AAP. Jedinou koncentraci, u které nedolo k uvolnéni LDH do média byla
1 mmol/l AAP. LDH-leakage byla stanovovéana pouze po 24 hodindch od zadatku inkubace,
kdy byl patrny jasny nariist LDH uvolnéné z butiky v zavistosti na davce AAP.

Druhym testem charakterizujicim viabilitu bunék je WST-1 test, ktery je zaméfen na
detekei aktivity intraceluldrnich dehydrogenas. Tento test, ktery jsme pouzili v fasovych
intervalech 1, 3, 6, 12, 18 a 24 h inkubace 5 AAP, ukézal na signifikanini rozdily v enzymové
aktivit® mezi bufilkami uZ po jedné hoding AAP inkubace. V tento interval u koncentraci s, 10
a 20 mmol/l AAP enzymova aktivita bunék klesta na cca 80% aktivity kontrolnich vzorkid.
Béhem dalsi doby pokragoval pokles signélu, pficemz po 12 hodinach inkubace byla nalezena
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'smzena ‘akfivita dchydrogenas ' vEech koncentraci AAP. Od 18 h inkubace. Jiz mebyla u
koncentrace 20 mmol/l nalezena #4dna detckovatelna aktmta u ostatnich koncentraci AAP
byl znatelny dals{ pokles .
Stanoveni pmdukce albummu bylo" provadéno pouze po 24 h inkubace s AAP.
Po uplynuti této doby byla. 2jiSténa signifikantni redukce produkce albuminu u koncentrace §
mmol/l' AAP a-vy3sich..V porovnani s kontrolnimi butikami bylo stanoveno sni¥eni produkce
- albuminm v koncentrace 5 mmol/l AAP 0 48%, 10 mmol/l 0 53% a u 20 mmolA o 90%.

K charakterizaci prooxidaénich pochodd béhem toxického poskozeni acetaminofenem
Jsme pouZili- piimé . stanoveni infracelulrni produkee. ROS pomoci sondy CM-DCFDA.
Produkce ROS byla méfena po 3, 12 a 24 h inkubace s AAP. Jiz. v prvnim asovém intervaln
. bylo prokazano signifikantni zvyZeni tvorby ROS u koncentraci. 10 a 20 mmol/l AAP. Po 12 a
24 hodinach ' inkubace bylo prokizdno zvyiené mnostvi produkovanych ROS u viech
kencentraci 5 -vyjimkou 1 mmoll-a 2,5 mmol/l AAP. Dvandctihodinova inkubace s AAP
zapfitinila ha davee zavisly s1gmﬁkantm nanist produkeg ROS od 410% (5. mmol/l AAP) do
770% (20 mmol/t AAP) v porovnani s kontrolnimi hepatocyty. Po 24 h inkubace byla zji$téna
statisticky zvySena tvorba -ROS u bungk inkubovanych s koncentracemi 5, 10 a 20 mmol/l
AAP, atovrozmezi 30% - 490% po srovniéni s kontrolami,

. Glutathion, a to jak redukovany tak oxidovany, jsme stanovovali po 24 h inkubace s
AAP, a detekovstelné hladiny GSH jsme nalezli krom& kontrol (62,9 + 6,8 pmol/l) pouze u
hepatocytl mkubovanych $ 1. mmolT AAP (41,29 + 2.8 Emol/ *¥). Naproti tornu GSSG byl
detekovatclny u viech koncentraci AAP. Jeho koncentrace byly: (5,9 £ 1,7 umol/1} kontroly,
(5,54 £ 1,1 jumol/ly T tamold AAP, (1,5 £ 0,3 umol/l *%) 2,5 mmol/d AAP a (0,48 = 0,1 pmol/l
© #¥) pro 5 mmol/l AAP: Vi koncentrace AAP zpusoblly w hladin GSS$G pokles srovnatelny
s koncentraci 5 mmol/l AAP..

Poslednim z vysetrovanych parametrii behcm AAP tox:cﬁy bylﬂ stanoveni aktivity
glufathionfeduktasy. Akfivita tohoto enzymu byl stanovovéna celkem po trech Sasovych
- intervalech inkubace - 3, 12 a 24 h.' Jiz po 3 hodinich byl nalezen signifikanmi polkles
akt1v1ty uviech konccntracx AAP: Snifenf aktivity u viech koncentraci acétaminofenu kroms
1 mmol/l- AAP petrvavalo a2 do konce inkubace po-24 h. Vysledné aktivity po 24 h byly u
kontrol; 1,2,5,5 10 220 mmol/l AAP - 56,5 £ 1,8; 52,2 + 3,4; 4951 1.,0; 445:1:1 7,349+
4,5 and 21,8 % 0,7 U/mg proteimy,

5.3 Stuc_i_i_um pitin inhibice glutathibniéduktasy nalezend pti charakterizaci AAP toxicity

-K: ptipravé AAP-GSH- Konjugatu byl vyuZit publikovany postup (Madsen et al. 2007),
kdy- je . acetaminofen: clektrochemicky oxidovan na NAPQI, ktery dile reaguje s GSH za
vzniku AAP-GSH V souladu §- piivodni praci jsme potvrdili; Ze je AAP. oxidovano pi
+400 mV; nicménd pik odpovidajici zpétné redukci'na AAP na zaznamu patmmy nebyl. Toto
‘bylo. ‘nejspife. zphsobeno pomalol -rychlosti: zmény potencialu - (100 mV/s) v nafem
experinientis,  kdy: NAPQI byl redukovin. nebo -hydrolyzovan jeté  diive, ne? potencidl
dosdhnal. poplsovane hodnoty -370-mV (Dahlm and Nelson 1982; Madsen et al. 2007).
Vlastni pfiprava AAP-GSH byla provadéna ] pn +600 mV po dobu 60 minue. Vysledna
Koneentrace AAP-GSH v roztoku byla vypodtena z Faradayova zékonii na cca 2,5 pmol/L

.- Aktivita glutathionredukiasy byla sledovania pomoci poklesu absorbance NADPH (A =
- 340 ). Jako mnoZstvi GR vhodné pro testovani vlivu AAP-GSH jsme zvolili 0,01 U/mg,
které jé sice velmi malé, af¢ na druhou strantt mohlo lépe vypovidat o pipadném viiviy nizké
koncentrace. AAP-GSH. Doba testovani aktivity. glutathionreduktasy u obou sledovanych
typl, byla 30 2 60 minut. ‘Analyza byla zapotata pfidénim roztoku s AAP-GSH do jamky
mikrotitraéni destitky ‘s GR;, NADPH a GSSG. Po ukonféni experimentd byly vysledné
hodnoty-porovaany s kontrelni aktivitou GR, kterd byla ziskéna za stgjnych podminek a v
pHtomindsti totoZnyeh koneentraci viech slougenin vyjma AAP-GSH.
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Porovaémim zjiSténych aktivit viz¢i kontrolnimu signalu bylo pro kvasinkovou GR
uréeno, e po 30 minutach inkubace s AAP-GSH dochazi k poklesu enzymové aktivity aZ
040% (pro 1 pmoll AAP-GSH v méfeném roztoku). PH testovani vliva - AAP-GSH na
aktivitu hepatocytarni glutathionreduktasy byly pouZity naprosto totoZné podminky pfipravy
roztokd i detekee jako pti stanoveni aktivity-kvasinkové GR, Hepatocytami GR byla proto
nafedéna tak, aby jeii vysledna aktivita v roztoku byla také 0,01 U/mg. Stejné jako u
kvasinkové GR byla také u hepatocytiarni giutathionreduktasy prokazana . inhibice v
pritomnosti AAP-GSH. Mira inhibice u hepatocytdmf GR je-mnohem vét¥i. Srovnanim
vysledné aktivity po 30 minutové inkubaci s AAP-GSH viadi aktivité v kontrolnich vzorcich
bylo totiZ zji¥téno, Ze hepatecytirni GR je v piitomnosti 1 pmold AAP-GSH inhibovéana o
97%.

Z popsanych ndlezi je zjeviné, Ze jsme prokézali inhibicni vliv AAP-GSH konjugatu
na akiivitu glutathionredukeasy, a to piekvapivé u obon testovanych druhii GR.

6. DISKUSE

L Optimalizace fluorimetrického stanoveni glutathidnu

Glutathion se vyskytuje ve dvou forméch, redukované, GSH a oxidované, GSSG.
S ohledem na jeho dileZitost v mnoha bicchemickych pochodech je tédy velmi dalézité pro
objektivni posouzent redox stavu bunék znét intracelularni hladinu obou forem glutathiony,
resp. jejich vzajemny pomér. Proto naSim cilem bylo zavést a optlmahzovat metodu, kterd by
byla specificka, sensitivni, rychla a hiavng také co nejméné finanéng ndrocna.

V soutasné dobé je pro stanoveni glutathionu k dispozici Siroké spektrum metod.
Nejvice jsou pouZivany metody HPLC, stejnd tak &asto se ale pouZivé i spekirofotometricke
enzymatické mietody. Vyhodou cbou metod je specifita stanoveni-a pomémg vysoka
sensitivita, nevyhodou jsouw naopak pomémé vysoké cenové niklady, a také nizka rychlost
analyzy. Z divodu potfeby stanovent glutathionn u velkého mnoZstvi vzorkil jsie se tedy
snazili najit metodu daldi, kterd by krom& sensitivity a specifity navic disponovala také
nizkymi naklady a velkou rychlosti jednotlivych analyz. Jako metodu zoh]ednupm tyto
poZadavky jsme po studiu literatury zvolili metodu fluorimetrickou.

Principem spektrofiuorimetrické metody dle Hisina a Hilfa je reakce mezi GSH a o-
ftaldialdehydem, po které vaniki izoindolova sloudenina vykazujici velmi vysoky viteZek
fluorescence pit detekei Apx = 350 nm 2 hem = 420 wm (Hissin and Hilf 1976). Toto stanovent
GSH i GSSG bylo autory povazovano Za veimi selektivai, nebot’ jimi nebyla prokézé.na-
metody byla publikovéana price, ve které Beutler a West dokladaji, Ze spektrofluorimetrickou
metodou naméfené koncentrace GSSG jsou vysoce nadhodnoceny, coZ je pravdépodobné
zplsobeno bliZe nespecifikovanon interferenci (Beutler and West 1977). Dal3i doklad
interference byl popsan v praci Scaduta (Scaduto 1988), ktery testoval vliv riznych amind,
thiol a aminokyselin na vyslednou intenzitu fluorescence a prokézal, -Ze u mnoha latek
skuteéné k. interferenci dochézi. Z . téchto dévodli byla spektrofluorimetrickd metoda . stale
méné vyuZivana, a to zv]a§té pro stanoveni GSSG. V roce 1997 byla prezentovana dalsi prace,
jejim# cilem bylo porovndni metod stanoveni GSH a GSSG (Floreani et al 1997); jednalo se
o &iyfi metody - enzymatickou, HPLC, komeréné dodavancu spektrofotometrickou a
fluorimetrickou. Z vysledkdl bylo jasng patmé, Ze ackoliv HPLC je zcela srovnatelna s
metodou enzymatickou, tak spektrofluorimetrickda metoda dle Hissina a Hilfa se od nich
svymi vysledky velmi odliuje. PH méfent hladin GSH a GSSG v srdedni a jaterni tkéni byly
nalezené hodnoty totiz shodné jen u hodnot GSH, a to navic pouze v srdecni thani. V jaterni
tkdmi byly fluorimetrickou metodou ziskané hodnoty GSH v porovnani s referencni HPLC
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metodou.: shizeny dvakrit a u hodnot. GSSG naopak: dochazelo k navySeni zjidténych
koncentraci v primér - osmkrat: Tyto rozdily v’ namé&fenych hladinach GSSG byly opét
prisouzeny pravdépodobne interferenci. Z t&chto diivodi byla tedy vyloudena ﬂunnmetncka
metoda z metod, které jsou doporudovany k analyze GSSG:

. 'V'roce 2007 byla publikovana price, kterd pop:sovala stanoveni GSH a GSSG pomoci
HPLC/FL (Kand'dr ef @l 2007). Princip a postup reakce byl totoZny se stanovenim die
Hissina a Hilfa, rozdilné bylo jenom to, Ze konedny roztok obsahujici vznikly GSH OPA byl
nasledné detekovan na Cj; chromatograficke kolong, ale pii stejnych Agx a Apw jako v
origindlni praci. Zajimavé bylo zjidténi, e na chromatografickych zdznamech kromé piku,
ktery odpovidal GS-OPA, nebyla Zidna dalSi detekovana sloudenina, Tento nélez byt ale v
rozpori:s udaji o interferenci uvcdenyrm vyse (Beutler and West 1977; Floreani ef ol 1997;
Scaduto 1988)

Béhem nadi price ma optimalizaci spetroflucrimetrickeho stanoveni GSH a GSSG
jsme se zaméfili na zjisténi optimalnich podminek reakce a detekce. Nejprve jsme testovali
vinové délky excitace a emise. Z vysiedkd. vyplynulo, Ze optimalni hodnotou pro obé
stanoveni jsou. vinové délky 335/420 nm, a ne pivodné publikovang 350/420 nm (Hissin and
Hitf 1976). Takovouto zménou vlnovych délek jsme dosahmuli vzristu intenzity fluorescence
o cca 20%.

. Dalsim testovanym : parametrem byla: teplota detekce. Porovmavaii jsme intenzitu
fluorescence a presnost stanoveni celkem: u dvou teplot: 4 °C a 20 °C. Jak jsme i oSekavali,
tak sniZenim teploty bylo dosahnuto dal¥iho vzristu sensitivity, a to primémé o 25%, Tento
jev lze vysvétlit. pomoci obecn# pfijimaného principu, #e s klesajici teplotou se zpomaluje
pohyb molekul a tim se i sniZuje podet jejich vzdjemnych sraZek. Z tohoto diivodu tedy za
sniZené teploty maji molekuly mensi moZnost se nabylé energie zbavit nezdfivym ptechodem
— srazkou, -a proto dochazi k narlistu emise energie ve formé svétla, kieré detekujeme jako
fluorescenci, )

‘Poslednim opumahzovanym faktorem, u kterého byl pfedpakladén vliv na IF, byla
hodnota pH: U stanoveni GSH se pfi stanoveni standardné pouZiva fosfitového pufru o pH 8.
Pii tomto pH:jsme stanovovali pesnost (CV%) a vysledky jsme porovnali s hodnotami
ziskanymi pH pH 6. Prekvapivé bylo zjifténo, ¥¢ viechny hodnoty CV%, a to jak pro
standardy, tak i pro vzorky, jsou mnohem ni¥$i pfi pH 6 nez pfi pH 8.

- Vliv pIl na detekovanou IF byl také testovin u stanoveni GSSG. V Hissinem a Hilfem
publikovaném postupu stanoveni GSSG. je nejprve z roztoku vystiném GSH pomoci N-
ethylmaleimidu. Nasledn& je vzorek inkubovan v prostfedi 0,1 M NaOH a po pfidini OPA
dojde k reakei se vznikbym GSH. U standardniho postupu dochézi k- detekei IF uZ po tomto
kroku, kdy m4 roztok cca pH 11. My jsme ale do reakénitio postupu zavedli krok dalsi,
pomoci néhoZ je u vystedného roztoku hodnota pH sniZena na pH 6. Toto bylo provedeno s
ohledem na zji%téni, ¥e naméfend IF (a tim i koncentrace GSSG) je zfetelné ovlivitovana silou
pH. Bylo totiZ zjidténo, Ze pii pH 11, stgjné jako za veltmi kyselého pH, dochazi k nanistu
absolutni miiry IF, resp. koncentrace, a to a2 na pétinasobek hodnoty nalézané pti pH 6. Tyto
vykyvy jsme pFisoudili pravé moZné interferenci ostatnich latek, co i byl'o potvrzeno pomoci
analyzy 3D fluorescendnich spekter, kdy se zm&nou pH byly na 3D ziznamu nalézany nové
fluorescenéni signaly, zatimco jiné se naopak vytracely. Nami zjistény nartst [F v souvislosti
's pH navic vysvéthije rozdilné poznatky popsané v odbornych pracich. Beutler (Beutler and
West 1977) a stejng tak i Floreani (Floreani er & 1997) pouZivali postup pfesné fotoZny s
piivodnim (detekce p¥i pH 11), a proto jimi namé&fensé hodnoty GSSG byly zvyéeny z ditvodu
ristu interference. Naopak ¢lanck s HPLC/FL stanovenim glutathionu (Kand'dr et al. 2007)
pro detekei pouz:l mob11m fézi s pH 6, pfi n¥m¥ #&dna interference prokézéana nebyla,

-13 -



S ohledem na vye uvedené idaje byly uréeny optimalni podminky (Agx = 335 nm,
Agm = 420 nm; T = 4 °C; pH 6), za nichZ byly stanoveny analytické parametry pro stanovéni
GSH: kalibrace — linearita (0 - 500 umol/l), R? = 1,00; intra-assay, CV% << 5%; stanoveni
GSSG: kalibrace, linearita (¢ - 200 pmol/l), R? = 0,999; intra-assay, CV% < 5%. Nami
ziskané analytické parametry stanoveni dosahuji v porovnani s daty uvedcnyml Florcamm
(Floreani et al. 1997) mnohem lepSich hodnot.

Kromé& zmingnych parametrii byla také stanovena mira korelace mezi hodnotami GSH
a GSSG zjisténymi optimalizovanou spektrofluorimetrickou metodou a HPLC/FL metodou.
Bylo pouZito celkem 10 totoZnych vzorki a po vyhodnoceni koncentraci byla zjiSigna t€méf
idealn{ korelace (r = 0,99) mezi obéma metodami jak pro stanoveni GSH, tak 1 GS8SG, Nalez
velmi vysokého korelatniho koeficientu byl navic také doplnén o zjisténi, Ze koncentrace
nalezené ve vzorcich spektrofluorimetrickon metodou jsou zcela srovnatelné s t€mi
namé&fenymi HPLC/FL metodou, a to nejen u hodnot GSH, ale 1 GS5G.

Byla zavedena, optimalizovina a popsina spektrofluorimetricka metoda pro stanoveni
GSH a GSSG. Tuto metodu lze prohlasit za piesnou, senzitivni a htavng specifickou. V
porovadni s metodami HPLC & s enzymatickon metodou poskytuje ndmi zavedend metoda
mnohem vy35 rychlost analyzy (HPEC ~ 10 min/vzorek; enzymatickd ~ 3 mlm’vzorek
spektroﬂuonmetncka ~ 10 s/vzorek) a stejn tak i niz¥i cenové naklady.

V sougasné dobg, i pfes price spektrofluorimetrickon metodis zpochybiiujici, citije
ro&né plivodni praci Hissina a Hilfa okolo 80 odbornych praci, které fluorimetrické stanoveni
GSH v biclogickém materiile pouziji. Nami doloZen4 optimalizace metody zvySuje presnost i
citlivost celého stanoveni, a proto fsoun tyto vysledky diky ¢etnému prakticlcemu vyuZiti velmi
V)IZI!EIIIHG .

11 Modelové toxickeé poskozeni potkanich hepatocyth acetaminofenem in vitro

Acetaminofen patii mezi v soudasné dobg Zasto pouZivana antipyretika a analgetika.
Pri jehe pFeddvkovani ale dochdzi k toxickému poSkozeni jatemnich bun€k, po kierém
nas]edu_[e objeveni typické centrilobulimi nekrozy, popt: akutniho jaterniho selhani. Agkoliv
je tato problcmatlka velmi intenzivné zkoumana, pfesna piifina nekrozy hepatocytu jeste neni
stale znama.

Celkem byly do soufasné doby pro vysvétleni toxickych ni€inkil navrZeny dve teorie,
metabolickd a oxidadni, Zadna z nich ale beze zbytku nedokéaXe vysvitlit viechny nilezy,
které byly do této doby na poli AAP toxicity publikovéany (Jaeschke and Bajt 2006)

Metabolicka teorie je zaloZena na ptedpokladu, Ze toxicky GSinek AAP je zapncmcn
vazbou metabolitu acetaminofenu, tzv. NAPQI, na —SH skupiny proteinl, ¢oZ by nasledn#
mélo vést k poskozenl jejich funkce. ProtoZe ale u absoluini v&tSiny proteifid, u kterych byly
AAP-adukty detekovény, Zadny vyznamny pokles aktivity nebyl prokizan, byla metabolicka
teorie jako hlavnf pfidina AAP toxicity odmitnuta (James et al, 2003). )

Druha, oxidaéni teorie byla formulovana s ohledem na depleci glutathionu v bufice. K
ni dochazi v disledku detoxikace nadmémeého mnozstvi NAPQ! produkovaného v CYP.
NAPQI ihned po vzniku reaguje s piitomnym GSH a vznikd AAP-GSH konjugat. Béhem
kratké doby jsou ale zasoby glutathionu vyBerpany, co? vede k mroha daldim
patofyziologickym pochodiim, které souvisi s absenci glutathionn v biochemickych reakcich.
Jednou z hlavnich roli glutathionu je antioxidaéni finkce, a proto pfi nizké koncentraci GSH
dochdzi k niristu prooxidatnich d&jo, které jsou v ramci t€to teorie povaZovany za hlavni
pfi¢ine bunééné smrti. Na druhou stranu ale i tato oxidaCni teorie ‘zatim nedokaZe dat
odpovédi na nékleré otazky pramenici z vysledkl publikovanych v edbemych pracich.

My jsme se béhem nadi vyzkumné préce zaméiili na charaktérizaci toxického
poskozeni kultivovanych potkanich hepatocytii. Tyto buiiky byly inkuboviny po stanovenou
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dobu (v rozmezi 1.~ 24 hod:} s acetaminofenem o koncentracn I; 2,5; 5; 10; nebo 20 mmol/.
Némi zvolené. davky AAP byly pfi porovnini s konocntraceml standardne powzivanymi u
mysich hepatocyti vyS¥, nebof potkani hépatocyty vykazuji mnohem vySsi rezistenci k-
pisobeni AAP (Mitchell ef al. 1973a; Tee ef al. 1987).

U bun&k mkubovanych s AAP jsme nejprve testovali zmeny ve viabilité, a to pomoci
dvou test; prvnim bylo. stanoveni LDH v médiu a nasledng i L.DH leakage, druhym byl
WST-1 test, kfery slouZi’ k detekei aktivity intracelulérnich dehydrogenas. Oba dva testy
prokazaly pokles viahility hepatocytl po 12 hod. inkubace. Pied touto-dobou nebyly u LDH
testu patriné jakékoli zmény viability bungk. WST-1 test ale prokdzal signifikantni pokles
viability jiZ po ‘prvni hoding inkubace u tech nejvyéﬁlch koncentraci AAP, a i v dalgich
Sasovych intervalech po'3.a 6 hod. hodnoty setrvivaly sniZend. Rozdilnym nélezem u téchto
dvou testi byl také popis zmén viability u nejniZ§i, 1 mmol/l koncentrace AAP. U ni totiz
WST-1 indikoval zmény ve viabilits po 12 hodinach, které pietrvaly a% do konge inkubace.
Naproti tomu stanoveni aktivity LDH neukdzalo jakékoli: zmény ani po 24 hod. Dal¥im
dileZitym vyslcdkem nalezenym pomooi - WST-1 testu bylo zji§téni, Ze dehydrogenasovi
altivita u nejvyssj, 20 mmol/l koncentrace AAP jiz 0d .18. hodiny inkubace zcela vymizi.
‘Nami zjiSténé vysledky srovnavajlcx LDH a WST 1. testy jsou v souladu s publikovanymi
uda_u v kterych bylo prokézino, ¢ WST-1 test odpovida na zmény viability mnobem citliviji
a presnep neZ-li je tomu u LDH testu (Kikkawa et al. 2005).

K detékci pnpadneho vyskytu oxidainiho stresu b&hem inkubace hepatocytii s AAP
jsme s¢ rozhodli’ vyuzit piimého stanoveni -prodikce ROS s vyuzitim ROS sondy, CM-
DCFDA. Tato l4tka je po teakei s ROS oxidovana, coZ vede ke zméns jejich spekiralnich
vlastnosti, & tim je umoZnéna spekirofluorimetrickd detekee. Ziskang vysledky ukézaly na
dévee striking - zavisly. narist ‘produkce ROS ve viech méfenych €asovych intervalech.
" Zvysend produkee ROS nalezend po'3 hodindch inkubace u vech testovanych skupin bungk,
viétng kontrol, -byla’ pravdepodobné zplsobena postizolatnim stresern hepatocytii. Z tohoto
diivedu byly vysledné hodroty krom# vyjadieni v procentudlnim nérdstu také poméms
vztazeny k signilu kontrolnich vzotkd, &m3 byl tento viiv eliminovén.

". - Produkce ROS hyla detekovana u viech koncentraci vyjma 1 mmold AAP, kde nebyl

prokizan Zadny mzdﬂ pfi porovnini s kontrolnimi hodnotami, U koncentraci 10 a 20 mmol/l

" AAP byla piekvapivé detekovana. ‘Zv3end produkce ROS1p0 24 hod,, i kdyz Z WST-1 testu

vyplyva, Ze po této dobé inkubace byla viabilita bundk velmi redukovana &t dokonce tiplng

vymizela. N3 nalez lze vysvétht tim, e CM-DCFDA je schopen réagovat s mnoha latkami,

které jsou velmi stabilni a pretrvavaji i v mrtvych buiikach (Halliwell and Whiteman 2004).
Tento nalez je navic ve shodd s recentnd pubhkovanou praci (Bajt et al 2004).

Ze nskanych vysledku vyp[)’(vé, e pro pnpadnc testovani hcpatoprotekt;vméh latek
(N-acetylcystein, S-adenosylmethionin) ria potkanich hepatocytech by bylo nejvhodnjd
pouZiti keneentrace AAP S mmol/l, a to zvlastc u 24'hod. inkubace.

. Kromc smzenych hodnot produkee albumini a- také pro AAP toxicitu typwkeho-
poklesn hladin glutathionu jsme dale testovanim aktivity glutathionreduktasy. zjistili, Ze je jeji
aktivita vyznamnym zpisobern inhibovéna. ProtoZe j jsmie se v Zadné ze zatim publikovangch
praci § takovymto nélézem nesetkali, zadali jsme tim podrobnéji zahyvat {J edinou praci, kterd
~ uvadi snizenou aktivitu GR u hcpatocyru inkubovanych s AAB, j& prace autord Zhu a Lei
(Zhu ‘and Lei 2006). .V této prici- byl testovan vliv. piisobeni. AAP na transgenni mysi a
vysledky byly srovnavany s kontrolni, Wlid—type skupmou u kieré byly privé nalezeny, i
kdyi - statisticKy ‘nevyznamné, snizené aktivity - Elutathionreduktasy a thioredoxinreduktasy.
Tyte nélezy byly alé autory ponechény bez poviimnuti.. )
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. Studium pfi¢in mhibice GR nalezené b&hem charakterizace AAP toxicity

Glutathionreduktasa je intracelulérni enzym, jeho? hlavni funkci je zpema redukce
G3SG na GSH. Vyznam fohoto enzymu tedy vzristd v prlpadf:ch kdy je v buice
produkovino v&3i mnoZstvi GSSG (napi. oxidadni stres).

Nami zjisténé vysledky ukazaly, Ze aktivita GR je snifena v builkdch u viech
koncentraci AAP, aZ na I minol/l AAP. Napiiklad po 12 hed. inkubace dosahovala aktivita
GR v buitkach 5 10 mmol/t AAP pouze 60% kontrolnich ‘hodoot, w koneentrace 20 mmol/i
AAP dokonce jen 50%. Navic bylo zfetelné, Fe aktivita GR je inhibovéana v zévislosti na
dévce AAP. Piidina tohoto poklesu by mohla byt vysvétiena pomoci mechanismu
uplatiiovaného pii toxickém piisobeni acetaminofenu, kdy po vySerpani bundéaych zésob
GSH dochézf k vazbé NAPQI na —SH skupiny proteind. Tyto pioteiny lze nasledné detekovat
pomoci navizanych AAP-adukti. Timto zpisobém byla nalezena cela fada enzymi (Jaeschke
and Bajt 2006, James ez al. 2003), u kterych ale nebyla zjiftena vicemiéné Zadna vyznamnd
zména aktivity (Pumford ef al. 1997). AAP-adukty byly i detekovény u enzyind hiastnicich se
metabolismu glutathionu, napt. GPx a GST (Cohen et al. 1997; Qiu ef al. 1998), a navic
glutathionreduktasa ~SH skupiny potfebné pro reakei s NAPQI ve své struktufe skutedng
obsahuje (Vander Jagt ef ol 1997). Piesto ale v GR piitomnost. AAP- adukti: potvrzena
nebyla, Druhou moZnosti, jak nalezenou inhibi¢i GR. objasnit, by mohla byt jeji- pom&me
vysoka citlivost k oxidatnimu stresu. Do dneSni doby bylo skutedné publikovéno nékolik
praci, které pOplSU.Jl sniZeni GR aktivity v pFitomnosti produkti lipoperoxidace (Vander Jagt
et al. 1997), & ROS (Tabatabaie and Floyd 1994). Na druhou stranu ale bylo zaroveti zjiSténo,
Ze GR aktivita neni jakymkoliv zplisobém redukovéina v prltomnosn peroxidu vodiku (Vessey
and Lee 1993),

ProtoZe nalezeny pokles aktivity glutathionreduktasy mohl byt ‘dle na¥cho nazoru
velmi dileZitym faktorem pfi hepatotoxickém pisoberi, rozhodli jsme se tento jev, navzdory
vy¥e uvedenym moznym vysvétlenim a s ohledem na nové vyvstalé souvislosti popsané v
Hiteratuie (Jaeschke and Bajt 2006), déle a podrobngji zkoumat.

Nase hypotéza se zakladala na my3lence, Ze glutathionreduktasa je inhibovana za
pfitomnosti uréitého metabolitu acetaminofenu, kterym byl dle paseho ndzomu s vysokou
pravdipodobnosti AAP-GSH konjugat. Kvili potvrzeni této hypotézy jsmé se rozhodli tento
konjugét pfipravit a ndsledng otestovat jeho pfipadny vliv na aktivitu GR. '

Pro pnpravu AAP-GSH jsine se rozhodli pouZit postup popsany ‘nedévino (Madsen er
al. 2007), kde je AAP-GSH pfipraven elekirochemickou reakei. Béhem preparace dochézi v
prostiedi fosfatdvého pufru nejprve k elektrochemické oxidaci AAP na NAPQIL ktery dile -
reaguje s glutathionem pFitoranym v roztokw, autory uddvana doba, béhem niZ dojde k reakei
mezi NAPQI a GSH, je 130 ms (Madsen ef /. 2007). ProtoZe nase podminky plipravy byiy
zeela totoZné jako v origindini praci, miiZeme tedy pfedpokladat, Ze jsme roztok obsahujic
AAP-GSH ptipravili také. Pripadny vliv AAP-GSH na aktivitu glutathionreduktasy byl
testovéan standardnim postupem, kdy po pfidani konjugatu do roztoku byla sledovéana zména
poklesu absorbance (rozpad NADPH pii 4 = 340 nm) pfi porovnéni s kontrolnim vzorkem,
ktcry AAP-GSH neobsahoval.

Nimi natezené vysledky byly velmi piekvapivé, nebof se nam podafilo potvidit nasi
hypotézu, ze giutathionreduktasa je skutedné inhibovana v pntomnostl AAP-GSH konjugatu.
Celkem jsme testovali viiv dvou koncentraci AAP-GSH u dvou typét glutathionreduktasy - -
kvasinkové (Saccharomyces cerevisiae) a hepatocytami (z potkana). U GR z kvasinek jsme
prokézali inhibiéni vliv u obou koncentraci AAP-GSH, kdy koncentrace {pouhych!!!) 1
pmol/t AAP-GSH dokazala inhibovat aktivim GR o 40% (bShem 30 minut). Mnohem
piekvapivEjii byl ale vliv AAP-GSH na aktivitu hepatocytami GR, u které byla za stejaych
podminek jako u kvasinkové GR, &ili v pfitomnosti pouze 1 pmol/l AAP-GSH, prokazina
inhibice aktivity o 97% !I! Tento na$ nalez svéddi o tom, Ze ackoliv kvasinkova GR je
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vyvojove velmi vzdalena glutathionreduktase potkana(savcil), presto je v piitomnosti AAP-
- GSH inkibovéna, Proto lze z tohoto tedy i vyvodit, Ze nami objeveny mechanismus je nejspise
-zeela obecnym, a-inhibice g[utathmnreduktasy konjugédtem AAP-GSH se bude vyskytovat u
testovanych my$i, a stejnd tak i u Clovéka.

~Popisovany nalez inhibice  glutathionredektasy piina¥ dplné nové souvislosi a
disledky do mechanismu toxicity acetaminofenu, popt. zcela méni pohled na nékteréd reakce,
JejichZ vyznam byl ‘do tohoto :nalezu povaZovan za nezpochybnitelny. Dikazem toho je
posouzem role samotného konjugatu acetaminofenu (resp. NAPQI) a glutathionu.

Jakmile je acetaminofen oxidovan na cytochromu P450, vznika NAPQI, ktery se ihned
vaze s piitomnym GSH za vznikn AAP-GSH konjugétu. Tato produkce konjugatu mitZe byt
navic katalyzovana enzymaticky glutathion-S-transférasou (Coles e al. 1988). Konjugace
NAPQI a.GSH byla dosud povaZovana za protektivni mechanismus, kterym se hepatocyt
bran{ proti vazb& NAPQI na —SH skupiny bunéénych proteinl. Konjugat AAP-GSH je ddle z-
butiky transportovin pomoci MRP-2 protcmu ktery je umistén v kanalikularni, bazolateralni
menibrané hepatocyTu

Navzdory vyie uvedencmu a do dne¥ni doby obecng pfijimanému mechanismu bylo
poméme nedévnio uvelejngno nékolik odbornych praci, které dosp&ly k neéekanym, resp.
iplné opacnym vyslédkim, ne? jaké pii planovani experimentd odekdvaly. V roce 2000.
publikoval . prof. Wolf se-svym tymem.-praci (Henderson ef al. 2000), ve kieré se zabyval
popisem AAP. toxicity. u - GST-r knock-out my3i. Izoerzym glutathion-S-transferasy, GST-,
Je potvrzeny katalyzator produkee AAP-GSH konjugatu v jatemnich bufikéch (Coles et al.
1938; Henderson and Wolf 2005). Oproti pfedpokladiim ale autofi analyzou visledkii dospgly
k zavéru, Ze G8T-1 knock-out my$i maji mnohem vy53i rezistenci k toxickému plisobeni AAP

-pti porovnani s kontrolnimi zvifaty. Vysvitleni tohoto pfekvapivého nalezn pripsali mo#né,
glutathion-S- transferasou—katalyzovanc redox cyklizaci a zvy3eni oxidaniho stresu; popf. rohi-
GST-n jako inhibitory su-esem indukovateiné Jun' N-fermindlni kinasy (Henderson er al.
2000):

Vyse zmin&nd prace piinesla velmi pfekvapivé V}’{smpy Pfedpoklady autord byly
takové, ¥e v niepfitoninosti GST-n by milo dojit ke zvySeni miry acetaminofenem zpusobene
hepatotoxicity (Hendérson et al. 2000), Poskytnuta vysvétleni autor} sice pinesla moZna
fefeni jejich nalezd, na drubou stranu ale mohou byt tato neotekdvand zjiftdni vysvétlena
Jjednodus§im zplsobem, pokud v ivahu vezmeme ndmi zjisténa fakta o inhibici GR.

Lze predpokladat, Ze my3i hepatocyty diky deficitu enzymu GST-r produkuji mnohem
men3i mnoZstvi AAP-GSH. V souvislosti s tim vede niz3i hladina AAP-GSH konjugatu k
niZ¥l inhibici- glutathionreduktasy, co¥ dile vede ke snifeni toxicity. Toto zdfivodnéni je
moZng podioZit i pfimym nalezem autort, ktefi zjistili, % u wild-type a GST-n knock-out
mydi dochazi po inkubati s"AAP k rozdilnému. nivraty koncentraci GSH na plvodni hladiny
(Henderson et al. 2000). BeEhem experimenti byly hladiny glutathionu stanovovany b&hem
péti hodin od doby podani AAP. Bylo zjisténo, Ze koncentrace GSH byly v pritbghu testovani
sniZeny u obou mySich kmeni, u knock-out my3i ale zistaly hladiny GSH vZdy vyssi neZ u
wild-type. Dal3iim zajimavym nalezem je rozdil v chovani hiadin GSH po 5 hodindch od
podani AAP. U wild-type totiZ hladiny zistaly na velmi nizkych hodnotéch, u knock-out mysi
ale dodlo k névrate koncentraci GSH na hladiny srovmatelné se stavem pied podamm
acetaminofeni. Kvili vysvetlcm tohoto fenomeénu autofi testovali zmEny exprese enzymi
idastnicich. sesyntézy plutathionu, y-giutamylcysteinsynthetasy a glutathionsynthetasy,
jakeékoli zmény v expresi t&chto enzymid byly ale vyloudeny. ProtoZe tedy zmény navratu
koncentraci- GSH na pivodni hodioty u knock-out my%i nemohou byt vysvétleny: toute
cestou, je Ve]mi : pravdepoddbne 7e odlisna rychlost obnovy GSH hiadm nalezena u
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Hypotéza o tom, Ze AAP-GSH konjugit 'neni- -pouze produkt = detoxikace
acetaminofenu, ale naopak, Ze je to velmi Skodliva latka, byla podloZena nadimi vysledky =
testovani vlivu AAP-GSH .na aktivitt GR iz vifro. Navic jsme na vyfe uvedeném pipadu
prokazali, Ze zvy¥end hladina AAP-GSH nasledkem pfitomnosti GST-n vede: k prokloubenti
hepatocytarniho poskozeni. Pro dal§i podporu na3i hypotézy jsme se snaZili najit jedtg jiny
mechanismus, ktery by také mohl veést ke zvySeni intracelularni-koncentrace AAP-GSH a
skuteéné jsme takovy nadli. V jedné praci byla testovina AAP-toxicita na mutantnich mySich,
které mély zvysens hladiny GSH (Rzucidio ef el 2000). Pokud je nale hypotéza spravna, pak
my#i se zvy§enou koncentraci GSH by mély vykazovat vy§si vnimavost k AAP toxicite.

V roce 2000 publikoval Dr. Rzucidlo prac1 zaméfenou na vyictiovani akutni toxicity
acetaminofenu u transgennich my&i se zvySenon komcentraci’ GSH v jatrech, ktera byla
zplsobena stimulaci exprese glutathionsynthetasy (Rzuc_ldlo et al. 2000). Cilem prace bylo
prokazat, Z¢ zvyieni hladin GSH by mélo vést ke sniZené toxicitd. Nélezy se ale naprosto
rozchézely s predpokiady, nebot’ bylo pfekvapivé zjidténo, Ze transgenni mysi vykazovaly
muohem v&tsi viimavost k AAP toxicit® neZ wild-type mysi. U n'ansgcnmch my3i byla vySii
hepatotoxmlta prokdzéna pomoci vétSich hlstopatologlckych zmén a také. diky vy¥S$im.
hladiném sérové aktivity ALT v porovnini s wild-type. Vysvétleni téchto- pfekvapivych
nalezli nebylio viibec v prici zminéno, ackoliv 5 ohledém na naSe zjisténi je pfigina popsanych
natezli zeela zfejma. V. bufikich, ve kterych dochézi ke zvyiené syntéze GSH, je také
mnohem rychleji a ve vétdi mife tvofen AAP-GSH konjugat, coZ opét. vede, v porovnani ke -
kontroldm, k zesileni inhibigniho phsobeni na glutathmnreduktasu a tim i ke zvySeni AAP.
toxicity. .

I kdy% v posledni dob& publikované price naznatovaly, Ze hlavnim patologickym
mechanismem zodpovédnym za AAP toxicitu j& otevieni MPTP - Mitochondrial Permeability
Transition Pore {(James ef al. 2003; Kon ef al. 2004), pfesto timto principem nelze vysvEtlit.
ani jeden z ptipadii podrobné rozebranych vyse (Heniderson et af. 2000; Rzucidlo et al. 2000).

Mitochondrial Permeability Transition (MPT) miiZe byt stimulovina mnoha podnéty,
které vit§inou vznikaji, pokud se¢ v builce odehravé patologicky proces. Proto k MPT dochazi
pti zvySeném oxidagnim stresu ¢i pii ristu intraceluldrnich hladin Ca’ * (He ‘and Lemasters-
2002). Mezi tyte stimuly otevieni MPTP rozhodng ale nepatii zvy¥ena hladina GSH, kterd je
nalézana v bufikich transgennich my$i v prici Dr.-Rzucidla (Rzucidlo er af - 2000). Kromé
tohoto je i obecnym nedostatkem MPT teorie o pivodu toxického pusobcm acctaminofenu
absence specifického stimuly, ktery by vedl k otevieni MPTP. - -

MoZnost, Ze by timto stimulem mohl byt NAPQI, ktery by se vazal na —SH slcuplny
proteint v MPTP, jejich? oxidace vede k otevieni poru, byla popsina neddvno (Chen ef al.
2003). § ohledem na vysokou reaktivitn NAPQI s—SH skupinami by tento princip mohl byt i
pravdépodobny. Na druhou stranu ake je tato domnénka v piikrém rozporu s ndlezem v jiZ
popisovaném ¢&lanku (Henderson er al. 2000), protoZe pokud by tato hypotéza o otevient
MPTP diky vazb& NAPQI byla spravna, pak by u G8T-it deficientnich my§i méle dochazet k
mnohem vétdimu bunéinému poskozeru nez u kontrol. Toto je ale piesny upak toho, co je
popséno ve skute€nosti. :

S ohledem na fakta uvedend v této praci se. domnivime, Ze nejdulezltéﬁun
patologickym mechanisment v AAP-toxicitd je pfetrvavajici sniZena koncentrace glutathionu
sama o sobd. Ta méa pfidinu v typické depleci GSH diky reakci s NAPQI; ale také v blokaci
obnovy hladin glutathionu z divodu inhibice glutathionreduktasy AAP-GSH konjugatem.

Z tohoto zavim vyplyvd, Ze hlavnim zdrojem AAP toxicity neni pfimé plsobeni
NAPQI &, do dne3ni doby zatim bliZe neurdena, specificka tvorba ROS £ RNS. Naproti tomu
se zdd byt vysoce pravdépodobné, Ze hlavnim patologickym  mechanismem je pravé
prolongovana deplece glutathionu, kierd nasledné vede ke viem v literatufe popisovanym
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patologickym procesim, jako je napf. zvy3en{ produkce ROS a RNS, lipoperoxidace, &i
otevieni MPTP (Jaeschke and Bajt 2006; James ez af. 2003).

"Diikazem pro toto tvrzeni jscu I zévéry odbomych praci, které se snaZily najit zdroj
zvysené tvorby ROS; popf, RNS, pii AAP toxicitd (Hinson ef ol 1998; Michael e al, 2001),
Jejich zkouminim bylo zji¥tgno, %¢ pokud byla u testovanych objektd. zablokovina tvorba
NO, pak sice nedochézelo k nitraci biomolekul, ale celkovy dopad-toxického plisobeni AAP
na buiiky.: se.pickvapivé . viibec nezménil. Toto ‘mélo, jak bylo -prokdzano, divod v
upfednostméni lipoperoxidatnich pochodii pred nitratnimi, jez byly pfedem zablokovany.

Z toho vyplyva, Ze deplece glutathions, ktery za fyziologického stavn hraje zasadni
roli antioxida&nim systému {a fo jak v detoxikaci NO, tak i produkti lipoperoxidace), vede k
plevaze prooxidatnich procest, resp. k oxidadnimu stresu. Projevy tohoto stava mohou byt
riznorodé a zivisi na danych podminkéch v buiice. Zavérem lze tedy shmout, %e béhem AAP
toxicity neni pravdépodobné pfitomen Zadny typicky a specificky mechanismus zodpovédny
za zvySenou produkci ROS vyjma jiz popsané-deplece glutathfonu,

Ana])aou vysledkd vy%e uvedenych praci a s ohledem na nami zjisténé nalezy bylo
prokézino, ‘Ze formace AAP-GSH konjugitu a naslednd inhibice glutaﬂuonrcduktasy hraje
zcela zdsadni roh v mechamsmu AAP tox1clty

7. ZAVER

I Byla zavedena a optimalizovana spektrnﬂuorimeh'icka metoda pro stanoveni obou
forem glutathionu. Vysledné analytické  paraméiry - stanoveni - pfi optimalizovanych
podminkach reakce a detekee jsou: pro GSH (kahbrace R?=1, linearita 0-500. ymol/l; intra-
assay: CV% << 5% ), pro GSSG (kalibrace: R*=0,99, lmea.rlta 0-200 pmol/l; intra-assay:
CV% < 5% ) S_rovnamm naméfenych koncentraei u totoznych vzorki's HPLC/FL metodou
byl zjidtén velmi vysoky korelagni koeficient (r = 0,99), a to pro stanoveni GSH i GSSG.
Oproti ‘publikovariym udajiim, které popisovaly spektrofluorimetrickou metodu z- ditvodu
vysoké interference jako nevhodnou k analyze glutathionu, obzviasté GSSG v biologickém
materidly, jsme -optimalizaci pivodniho postupu -dokézali zavést stanoveni, je¥ disponuje
vysokou specifitou, senzitivitou, nizkymi niklady a malou Sasovou naro&nost.

I Testovanim toxického vlivu acetaminofénu na potkanich hepatocytech in vitro byl
v zdvislosti na davee acetaminofenu a délce jeho plsobeni potvrzen pokles viability (LDH-
test; WST-1),. tvorby -albuminu a koncentrdce glutathionu v buitkich. Dale vedle zvyens
produkce ROS .byla- také prokazana inhibice: glutathionredukiasy zévislé na divce AAP,
SniZeni aktivity tohoto enzymu, ktery se podili zcela zésadnim podllem na metabolismu
glutathionu, nebylo zatim v. Zadné odborné praci popisovano, a proto jsme se zam&ili na
hiedéni pfitin inhibice. Nagi- hypotezou kterd byla-naslednymi pokusy. potvrzena, byla
moZnost ptimého vliva konjugatu acetaminofenu a ghitathionn, AAP-GSH. Prokdzali jsme, e
hepatocytarni glutathionreduktasa je inhibovana v pfftomnosti AAP-GSH; pro kencentraci 1
umobl AAP-GSH byla nalczena inhibice hepatocytami GR (0,01 U/mg) o 97%!!! Na3 nalez
zcela méni vhled do mechanismu AAP toxicity a ozfejmuje nalezy popsané v odborné
: I]terature kieré dosud znam§m1 poznatky vysvétlitelné nebyly.
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9. SOUHRN .

.-+ Glutathion Je velmi: hojny intracelularni: ncbitkovinny - thiol. Tento tripeptid, jenZ se
vyskytuje v redukované (GSH) a oxidované (GSSG) -formé, je jednfm z nejvyznamnéidich
antioxidanti. Cilem ‘nagi préce bylo zavést stanoveni glutdthionu, které by oproti b&ng
uZivanym HPLC metodam. vynikalo nizkymi naklady a men$i Zasovou naroénost Jako
vhodnou jsme zvolili spektrofluorimetrickou metodu zaloZenon na detekei produkiu reakce
GSH'a o ftaldialdehydu. Optimalizac postupu jsme dosahli tichto analytickych parametni:
GSH {kalibrace: R*=1, 0-500.umol/l; intra-assay: CV% << 5% ), GSSG (kalibrace: R?=0,99,
0-200. pmol/t; intra-assay: CV% < 5% ). Déle byla porovndnim ‘naméfenych koncentraci s
referenéni HPLC/FL metodou vypodtena velmi- silnd korelace, r = 0,99,. mezi. cbéma
stanovenimi. Z udévanych hodnot vyplyva, %e byla zavedena specificka, citlivd a piesna
_metoda srovnatelnd s HPLC stanovenim. . :

Drubym cilem této prace byla charakterizace toxického vlivi acetaminofenu (AAP) na
potkani hepatocyty in vitro. Pfiinou AAP toxicity je jeho picmina na NAPQI: (N-acetyl-p-
benzochinonimin), ktery reaguje s GSH za vzniku AAP-GSH, coZ zpisobuje depleci GSH. Po
piedévkovani AAP nasleduje nekréza bunik; je2 mife viustit a2 v jaterni selhdni. I kdyZ je
AAP ‘toxicita velmi intenzivng studovana, mechanismus poskozent neni jesté zcela znémy,
Hepatocyty byly inkubovéily's AAP (1-20 mmolA) v Sasovych intervalech 1-24 hod. Pomoci
WST-1 testu bylo Zji3t&no, Ze viabilita hepatocytl kles4 u viech koncentraci AAP v zavislosti
na &ise, coz bylo u nigjvysich kenceniraci potvrzeno énikem LDH-do média. Kromé jinych
markerlt jsme také v buiikach stanovovali aktivitu glutathionreduktasy (GR). Prekvapivé jsme
u viech koncentraci AAP jiz po-3 hodinach inkubace zjistili na ddvee zavisly pokles aktivity
tohoto - enzymu. Dal§im- studiem  mechanisu  této. inhibice jsme objevili, Ze
glutathionreduktasa je inhibovéina metabolitem acetaminofenu, ktery byl aZ dosud obecné
povaovan za zcela nefkodny. Syntézou a’ ndslednym testovanim tohoto metabolitu byla

~prokédzana velmi silna inhibice hepatocytéini GR, a to 0-97% oproti kontrolam. Tento néalez
vnaii naprosto nové poznatky do studia AAP toxicity a fadu jich zcela méni.

CI0.SUMMARY oo o ' -

Glutathione is the most abundant intraceHular non-protein thiol. This tripeptide, which
 aceurs 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 ghutathione assay that,

in comparison to-mostly used HPLC methods; would possess low cost and short time of the
‘measurement,"We chose the spectfofluorimetric ‘method based on- detection of a reaction
product ‘between GSH and o-plithaldialdehyde. - After- optimization, we ‘gained following
: analytical parameters: - GSH' (calibration: ‘R%=1; 0-500 fimol/l; intra-assay: CV%<<5%),
GSSG (calibration: _R2=0.99, 0-200 pmol/l; infra-assay: CV%<5%). We tested the levels of
“both GSH and GSSG by optimized method and by HPLC/FL method. We found very strong
-cofrelation; 1 = 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 dcetaminophen (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 results
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 still
unknown in part. : '
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We used rat hepatocytes incubated with AAP (1-20 mmol/1) 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 afier 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
harmiess till now. We prepared- and tested the influence of this compound and we proved
strong mhibition of hepatocyte GR, ie. 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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