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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem cytotoxického puasobeni derivatd
odvozenych od aminofenolu — paracetamolu, p-aminofenolu.

Pro testovani toxického pusobeni derivatl byla pouzita lidska ledvinna
bunécna linie HK-2. Toxické plsobeni latek na bunécnou viabilitu bylo
posuzovano v zavislosti na jejich koncentracich a dobé inkubace. Zména
zivotaschopnosti bunék po expozici toxind byla hodnocena testem WST-1.
Hladina intracelularniho glutathionu byla stanovena pomoci fluorescencni sondy
monochlorobimanu s fluorometrickou detekci. Stav aktinovych vlaken
a bunéénych jader byl sledovan pomoci fluorescenéné znaceného faloidinu
a sondy Hoechst za pouziti fluorescenéni mikroskopie.

Buriky HK-2 byly inkubovany po dobu 4 a 24 hodin s toxiny o rlizné
koncentraci. Z vysledkl WST-1 testu vyplyva, Ze toxicita latek stoupa s rostouci
koncentraci a dobou inkubace. Bylo zjisténo, Ze snizeni poctu Zivotaschopnych
bunék pfedchazi snizeni koncentrace glutathionu. Z celkovych vysledku

vyplyva, ze obé latky jsou pro HK-2 bunécnou linii toxickeé.

Klicova slova
Aminofenol, cytotoxicita, glutathion, nefrotoxicita, paracetamol, viabilita.



ABSTRACT

The thesis deals with the study of the cytotoxic effect of aminophenol
derivatives - paracetamol, p-aminophenol.

The human renal cell line HK-2 was used to test the toxic effects of the
derivatives. The toxic effects of substances on cell viability were assessed in
relation to their concentrations and incubation time. The change in cell viability
after toxin exposure was assessed by the WST-1 test. The level of intracellular
glutathione was determined using a fluorescent probe, i.e. monochlorobimane,
with fluorometric detection. Actin filaments and cell nuclei were visualized by
phalloidin and Hoechst probes, respectively, using fluorescence microscopy.

HK-2 cells were incubated for 4 and 24 hours with toxins of various
concentrations. The results of the WST-1 test show that the toxicity of the
substances enhanced with increasing concentration and incubation time.
In addition, we found that a reduction of the number of viable cells precedes
reduction of glutathione concentration. The overall results show that both

substances are toxic in the HK-2 cell line.
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1 UVOD

PFi vyvoji novych I1éCiv se klade velky dlraz na optimalizaci IéCebnych
pfinos a minimalizaci moznych neZadoucich ucinkd. V poslednich letech
dochazi k ¢im dal astéjSimu uzivani antipyretickych a analgetickych pfipravkd,
tohoto volného prodeje je predmétem mnoha diskuzi zejména s ohledem
na zna¢na zdravotni rizika pfi nevhodném uziti léku, v€etné projevl intoxikace
a nezadoucich ucinkd, kterymi jsou hlavné nefrotoxicita a hepatotoxicita,
pficemz hepatotoxicita patfi mezi hlavni pfi¢iny morbidity a mortality
zapficinéné uzivanim léCiv na celém svété a zaroven je také jednim
z nejCastéjSich dlvodu pro stazeni lékl z trhu.

Pfi testovani toxicity 1€Civ in vitro se pouZivaji bunééné linie. Stanoveni
toxicity a urceni biologické aktivity patfi k zakladnim testiim pfi testovani novych
léCiv. K posuzovani cytotoxicity je v souCasné dobé k dispozici Siroka Skala
invitro testd. Muize se hodnotit mnozstvi komponent uvolnénych z buriky
s naslednym méfenim enzymatické aktivity, nebo napf. mize byt méfena
intracelularni enzymaticka aktivita, kterou bunka ztraci pfi poruseni membrany.
Dalsi moznosti je detekce vybranych parametri metabolické aktivity
(WST-1test), nebo testy detekujici apoptdzu, které jsou zaloZzené na kaspazoveé

aktivite.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Bunécné linie

Bunécné linie jsou nesmrtelné bunétné kultury, které se mnozi
ve vhodnych médiich za urgitych podminek. Casto se vyuzivaji pfi vyzkumu
misto primarnich bunék, nebot maji velmi podobné, nebo dokonce stejné
morfologické a funkéni vlastnosti jako bunky primarni. Poskytuji Cistou populaci
bunék, coz predstavuje velkou vyhodu, protoze poskytuji konzistentni vzorek
a reprodukovatelné vysledky. Dale poskytuji viceméné neomezeny pfisun
materialu a nemusi se zde feSit etické problémy spojené s pouzivanim
a naslednym poskozenim, pfipadné zni¢enim lidskych nebo Zivoc€isnych tkani.

Naopak nevyhodu mizeme spatfovat ve slozeni kultivaCnich médii, ktera
nemaji identické slozeni jako vnitini prostfedi organismu. U bunék muze
tim padem dochazet ke zménam morfologie, exprese genu, nebo citlivosti
na ruzné podnéty. Kultivaéni zafizeni pro bunééné linie jsou velmi nakladna
a zaroven i jednorazovy sterilni spotfebni material zvySuje finanéni narocnost
celé metodiky.

Bunécné linie zpUsobily revoluci ve védeckém vyzkumu a vyuzivaji se pfi
vyrobé vakcin, pfi testovani toxicity a metabolismu |€Civ, produkci protilatek,
studiu genovych funkci, tvorbé& umélych tkani a syntéze biologickych sloucenin.
Diky neustalému vyvoji a inovacim v oblasti moderni buné&tné biologie
a mediciny je vyuzivani téchto technologii stale univerzalnéjsi (Kaur, 2012).

Zdrojem bunék pro zaloZeni nové linie byva laboratorni zvife nebo
Clovék. Takto vytvofené kultury se nazyvaji primarni. Pouzité buriky mohou byt
izolované z normalni nebo z nadorové tkané. Linie normalnich bunék maji
omezenou zivotnost, dochazi ke starnuti kultury, kdy se méni jejich vlastnosti
a prestavaji se délit. Naopak nadorové bunky se Iépe mnozi, snaze se kultivuji
a nepodléhaji procesu starnuti. Bunécné linie se mohou ale také ziskat
od jinych laboratofi nebo ze sbirek. Mezi nejznaméjsi sbirky patfi European
Collection of Cell Cultures (ECCC) a American Type Cell Collection (ATCC).

Zivotaschopnost, neboli viabilita bunék se vyjadfuje jako procento Zivych
bunék zcelé kultivované populace. Aby se udrZovala Zivotaschopnost
a proliferace bunék v systému in vitro, musi byt zajistény vhodné kultivacni

podminky, jako jsou teplota, sloZzeni plyn0 a média a charakter kultivaéni
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nadoby. Kvalita kultivaéniho média a technika pfipravy linii jsou velmi dulezité
aspekty pfi péstovani bunéénych linii a cela prace vyzaduje Cistotu a pfesnost.

Bunky se Kkultivuji v inkubatorech, které zajiStuji optimalni podminky
pro rust. Kultivacni teplota je vétSinou 37 °C, relativni vlhkost v inkubatorech
se pohybuje okolo 90 % a atmosféra je obohacena o zvySené mnozstvi
CO2 (5 %). Zakladnim a nezbytnym vybavenim bunécné laboratofe je laminarni
box, ktery umoznuje sterilni praci v prostfedi s filtrovanym vzduchem. Kromé
inkubatoru a laminarniho boxu musi byt laboratofe vybaveny obvyklymi
laboratornimi pomdckami a pfistroji, jako je mikroskop, vodni lazen, centrifuga,
chladni€ka a mraznicka, atd.

Meédia pro kultivaci byvaji upravena tak, aby co nejvice napodobovala
extracelularni prostfedi in vivo, a aby obsahovala mnozstvi zZivin a latky
potfebné pro Zivot a rdst buné€nych kultur. Mezi takovéto latky patfi vitaminy,
bilkoviny, glukéza, rustové faktory, peptidy, inzulin apod. Existuji média
bezsérova nebo klasicka se sérem. Do bezsérovych médii se pfidavaji vSechny
potfebné latky, aby vzniklo komplexnéjsi médium, jehoz vyvoj je podstatné delSi
a drazsi. U médii se sérem se tedy pfidava sérum, které doda bunkam fadu
biologicky vyznamnych latek. NejCastéji se pouziva fetalni bovinni sérum.
Vymeéna médii se vétSinou provadi 2-3x tydné.

VétSina takto péstovanych bunék jsou bunky adherentni, které rostou
prisedlé na povrchu kultivaCni nadoby. Povrchy byvaji upraveny potahem
polypeptidu slozenych z aminokyselin s polarnim postrannim fetézcem. Nékteré
buriky se naopak kultivuji v suspenzi. Jedna se tedy o buriky suspenzni a jsou
to predevS§im krevni buriky. Adheze téchto bunék by mohla zpusobit
transformaci do jiného bunééného typu (Chisti, 2000).

Buriky se mnozi exponencialné do té doby, nez se dostanou
do stacionarni faze a jejich rlst se zane zpomalovat. Pfi praci s bunéénymi
liniemi se usiluje o udrzeni bunék v exponencialni fazi a t&sné pred dosazenim
faze stacionarni se burnky pasazuji. Jedna se o subkultivaci, kdy se ¢ast bunék
pfesadi do nové kultivaéni nadoby a vhodné se nafedi Cerstvym médiem,
aby se mohly dale mnozit. Buriky se v kultivaCnich nadobach navzajem
ovliviuji. Pokud je v kultufe bunék malo, mnozi se pomaleji kvuli nedostatecné
koncentraci rustovych faktord a mize dokonce dojit az k apoptéze. Naopak

pfi vysokych koncentracich se mohou bufky navzajem dotykat a vytvofit
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tak souvislou vrstvu. V tomto pfipadé nejsou buriky dostateCné zasobovany
Zivinami a postupné umiraji (Davis, 2002).

Bunécné linie je nutné kontrolovat, aby se prokazala pfipadna
kontaminace i zména vlastnosti bunék. Ovéfovani (autentizace) bunécnych
kultur se provadi napf. pfi vytvofeni nové bunééné linie, pfed zmrazenim, nebo
také pfi nestandardnim chovani bunék. NejCastéji byva zalozeno na analyze
zastoupeni izoforem vybranych enzymu. Mezi dalSi metody patfi cytogeneticka
analyza — stanoveni karyotypu chromozomu, DNA analyza, aj.

Bunécné kultury je mozné zmrazit a uschovat a vytvofit tak zalohu
pro pfipad, Ze dojde ke kontaminaci nebo zniCeni kultivované linie. Vyuziva
se hlubokomrazicich boxu s teplotou kolem -80 °C, v nichz je mozné burky
pfechovavat zmrazené nékolik mésict az let. Pro uchovani linii po delSi dobu
se vyuZzivaji Dewarovy nadoby s kapalnym dusikem, kde teplota dosahuje
az-196 °C. Aby pfi zamrazovani nedoS$lo k poskozeni bunék krystaly vody,
pfidava se do kultivatniho meédia vhodné kryoprotektivum, nejCastéji
dimethylsulfoxid. Cely proces zmrazeni musi postupovat pomalu,
aby se dosahlo nejlepSich vysledkd, doporuCuje se ochlazovani o 1-3 °C
za minutu. Na druhou stranu rozmrazeni takto uchovavanych bunék musi
probihat co nejrychleji — nejlépe do 2 minut. Zmrazeni i rozmrazeni jsou
postupy spojené s manipulacemi, pfi kterych mize dojit ke kontaminaci. Jednim
z hlavnich problém0 spojenym s bunénymi liniemi je kontaminace jinymi

buné€nymi liniemi a mykoplazmaty.
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2.2 Renalni bunééné linie

Pro objasnéni mechanismu nefrotoxicity byly vyvinuty rizné metody
in vitro. V souCasné dobé se pfi tomto testovani nejvice vyuziva nékolik
bunécénych linii zivocisného (krysi, psi, praseci) nebo lidského puvodu. Kromé
puvodu se tyto linie liSi i v lokalizaci, jedna-li se o proximalni/distalni tubuly,

nebo jiné ¢asti nefronu (Vrbova, 2016).

2.2.1 Normal Rat Kidney-52E (NRK-52E)

NRK-52E je nejcastéji pouzivanou krysi ledvinnou buné&cnou linii. Bunky
vykazuji témér shodné vlastnosti s bunkami proximalniho tubulu. Nékteré
odchylky byly zjistény na zakladé diferenciace téchto bunék na fibroblasty.
Tyto problémy byly vS8ak vyfeSeny pfidanim D-valinu a L-ornithinu
do kultivacniho média. Jedna se tedy o buriky s typickou strukturou epitelialnich
bunék, které syntetizuji fadu enzymu specifickych pro ledviny — alkalicka
fosfataza, gama-glutamyltranspeptidaza, beta-lyaza, N-acetyl-

betaglukosaminooxidaza, laktat-dehydrogenaza, N-acylaza.
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Obr. 1: Morfologie bunééné linie NRK-52E (Deng, 2016)

V souCasné dobé byla tato bunécna linie pouzita v pfipadech akutniho
poskozeni ledvin i pfi testovani mechanismu toxicity a vyuziva se jako vhodny
model pro studium G&inkd rdznych xenobiotik, kovl a pro sledovani regenerace

bunék po nefrotoxickém poskozeni (Barron, 1990, Lash, 2002).
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2.2.2 Madin Darby Canine Kidney (MDCK)

Bunécna linie MDCK byla odvozena z ledvin dospélé feny kokrSpanéla v roce
1958. MDCK bunky vykazuji podobné vlastnosti jako bunky distalniho tubulu.
Vytvareji jednovrstvou polarizovanou bufku s kartaCovym lemem a tésnymi

spoji. Obsahuji fadu mitochondrii, polyribosomu a Golgiho aparat.

Funkce téchto bunék je regulovana specifickymi mechanismy distalniho tubulu.
Specifické hormony pro proximalni tubulus jako je parathormon a kalcitonin
nemaji na MDCK buriky zadny vliv. Kultivaéni média pro MDCK musi obsahovat
fasu hormonu (inzulin, glukagon, hydrokortison), rustové faktory a dalSi
slouceniny (prostaglandin E2, transferin). MDCK bunky byly vyuzivany,
pfi testech na ledvinnych bunkach in vitro az 10x cCastéji nez NRK-52E
a to prfedevsim pfi studiu virovych infekci a cytopatologickych u&inkd (Kreisberg,
1988, Rindler, 1979).

2.2.3 Lilly Laboratories Cell-Porcine Kidney 1 (LLC-PK1)

LLC-PK1 proximalni tubularni bunky izolované z prasecich bunék jsou
buriky s jedine€nou morfologii, v€etné tvorby agregati a tvorby 3D-sféroidu
s vrstvou polarizovanych bunék na povrchu. Bunky produkuji fadu enzymu
specifickych pro proximalni tubuly (alkalicka fosfataza,
gama-glutamyltranspeptidaza), membranové transportéry (Na/K-ATPaza,
transportéry aminokyselin, apod.). Ale i pfesto, Ze je tato linie uvadéna jako
proximalni, ne vSechny charakteristiky jsou shodné s proximalnimi tubuly, jako
jsou napf. pfitomnost a syntéza receptort vazopresinu anebo tvar a lokalizace
mitochondrii v burice.

Tato bunécna linie je vhodna pro studium fyziologie, membranového transportu
biochemické studie diky svému 3D riastu a struktufe a i pro testovani
nefrotoxicity in vitro (Toutain, 1992).
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2.2.4 Human Embryonic Kidney 293 (HEK293)

HEK293 je jedna ze dvou nejcastéji pouzivanych buné&cnych linii lidského
puvodu. Poprvé byla vykultivovana vroce 1970 Frankem Grahamem
v Nizozemi. Jedna se o druhou linii vytvofenou transdukci viru. Byla vytvofena
z ledvinnych bunék potracenych embryi transfekci adenovirem. Oznaceni 293
je pouze symbolické, kdy pravé z 293. transformacni pokus tato linie vzesla
(Graham, 1973). Bunécna linie ma morfologii epitelu ledvin, ale nevykazuje
podobny rast. Bunky produkuji cytoskeletalni vlakna (vimentin, keratin 8,
neurofilamenta) a neurogranin, ktery je specificky pro nervovou tkan. Postupem
Casu bylo prokazano, Ze tato bunécna linie a nékolik dalSich, které
jsou generované transformaci adenovirem lidskych ledvinnych bunék, maji
spoustu vlastnosti nezralych neuronl a daji se tak pokladat za linie odvozené

Z neuralnich ledvinnych bunék.
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Obr.2: Morfologie bunééné linie HEK293 (Valerius, 2002)

Tato linie je velmi snadno transfektovana, a proto se vyuziva vétSinou
v pokusech, kdy neni samotné chovani buriky hlavnim pfedmétem zajmu. Mize
se tedy vyuzivat pfi studii Uc€inki lékd na sodikové kanaly, testovani
indukovaného systému RNA interference nebo pfi vyzkumu interakce mezi
dvéma proteiny (Fredj, 2006; Amar, 2006). Postupem cCasu se zacaly vyvijet
i dal§i varianty pavodni linie HEK293, aby se dosahlo rychlejSiho rlstu, snazsi
kultivace a vySSi urovné transfekce, napf. HEK293S, HEK293 (Tom, 2007).
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2.2.5 Human Kidney 2 (HK-2)

Za ucCelem provadét experimenty s nefrotoxicitou na lidskych bunkach
byla nedavno vytvofena bunécna linie HK-2. Bunky HK-2 byly pfipraveny
z proximalnich tubull lidskych ledvinnych bunék, které byly transfekovany
transdukci lidského papilloma viru 16 (HPV-16). Buriky tedy maiji stejné
morfologické a biochemické vlastnosti jako proximalni tubuly a proto se zacaly
pouzivat pravé jako standardni model pfi testovani nefrotoxicity in vitro
(Ryan, 1994).

Obr. 3: Morfologie bunécné linie HK-2 (Tian 2007)

HK-2 bunky rostou v jedné vrstvé s t€snymi spoji a mikrovilli na apikalni
membrané. Kromé fady organickych aniontovych transportéri se jejich
membrana  sklada z P-glykoproteinu,  nespecifického  membranového
transportért xenobiotik a jejich metabolitd. Obsahuji enzymy, které jsou typickeé
pro proximalni tubuly — alkalickou fosfatazu, gama-glutamyltranspeptidazu,
leucinaminopeptidazu a kyselou fosfatazu. Buriky dale také produkuji vimentin,
cytokeratin a integriny. Tyto buniky maji schopnost transportu glukézy zavislym
na Na*-transportu a mastnych kyselin. DalSim dudkazem jejich pUGvodu
v proximalnim tubulu je, Ze reaguji na parathormon a zaroven nereaguji
na vazopresin (Shipp, 1989; Wang, 2006).

Nejnovéjsi bunécna linie HK-2 se zatim uplatnila pouze v omezeném mnozstvi
experimentl zaméfenych predevSim na nefrotoxicitu, avSak jeji vyuziti stale
roste. Vytvari se dalSi studie, které by prokazaly jeji vhodnost pro experimenty

zejména ve vyzkumu metabolismu IéCiv (Kwon, 2015)
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2.3 Derivaty odvozené od p-aminofenolu
2.3.1 p-aminofenol

p-aminofenol (PAP) (Obr. 4) je dullezitou slou€eninou, ktera se muze
vyskytovat v riznych primyslovych odvétvich, napf. v ropném, gumarenském,
lékafském nebo fotografickém. Je také dobfe znamy jako nebezpecna latka
znecCistujici  Zivotni prostfedi. Synteticky lze p-aminofenol vyrabét mnoha

zpusoby v€etné pfesmyku fenylhydroxylaminu v roztoku kyseliny sirové.

NH-

OH

Obr. 4:; Strukturni vzorec p-aminofenolu

PAP je velmi Skodlivou latkou pro lidsky organismus, zejména kvali své
struktufe podobné anilinu a fenolu. Pusobi toxicky na odi, kizi i dychaci systém
a zvysSuje télesnou teplotu a ma dlouhy biologicky polo¢as rozpadu. Vykazuje
biochemicka i environmentalni nebezpei a je tedy velmi dilezité sledovat
stopové mnozstvi PAP v primyslovych odpadnich vodach. PAP je také pfimym
meziproduktem pfi syntéze paracetamolu (Benavente, 2018; Khan, 2006;
Xu, 2005). Tato sloucCenina je také meziproduktem rozkladu paracetamolu
a jeho analogu v lidském téle a béhem skladovani téchto léCivych prFipravkd.
Je znamo, ze paracetamol muze ve vodném roztoku podiéhat hydrolyze
za vzniku p-aminofenol, ktery je sam o sobé nachylny k rozkladu na chinonimin.
Ma sklon vytvaret oxidacni produkty, které zpusobuji charakteristické ruzové
zbarveni roztoku (Filik, 2008).

PAP zpusobuje nefrotoxicitu riznymi biochemickymi mechanismy, které
nebyly doposud zcela objasnény. V jedné studii byla cytotoxicita PAP oslabena
tim, Ze byly do inkubac¢niho média zahrnuty antioxidanty, jako je askorbat
a gluthathion, coz naznacCuje, Zze oxidace je dulezitou soucasti toxického
pusobeni PAP. Prochazi neenzymatickou oxidaci za vzniku &etnych vedlejSich

produktd, v€etné benzochinoniminu a p-aminofenoxylového radikalu.
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Tyto reaktivni meziprodukty mohou byt odpovédné za mitochondrialni

poskozeni (Foreman, 2008).

2.3.2 Mesalazin

Mesalazin (Obr. 5) je celosvétové bézné uzivané, pacienty dobfe
snasené protizanétlivé lécivo, které ma mnoho antioxidacnich ucinku
a zpomaluje stfevni zanéty. PouZziva se k IéCbé zanétlivého onemocnéni strev,
vCetné mirné az stfedné zavazné ulcerdzni kolitidy a také se vyuziva
pro udrZzeni remise pfi Crohnové chorobé (Ham, 2013).

NH,

OH
OH O

Obr. 5: Strukturni vzorec mesalazinu

Mesalazin byl identifikovan v roce 1977 jako protizanétliva aktivni slozka
léCiva sulfasalazin, které bylo jiz ve 40. letech vyuzivané k IéCbé ulcerdzni
kolitidy. Sulfasalazin (Obr. 6) je sloZzen z mesalazinu, ktery je pfes diazo- vazbu
navazan na neaktivni slozku sulfapyridin. Tato vazba umozniuje bakterialni
azoreduktazou v tenkém a tlustém stfevé uvolhovani
kyseliny 5-aminosalicylové (5-ASA). Sulfapyridin je odpovédny za nezadouci
ucinky a precitlivélé reakce spojené s uzivanim sulfalazinu. NejCastéji se
jednalo o hematologické vedlejSi ucinky jako je napf. aplasticka nebo
hemolyticka anémie (Ek, 2017; Ham, 2013).

OH
\ /N Ci\s// I?I O
NH™ N OH

Obr. 6: Strukturni vzorec sulfasalazinu
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Zmirnéni vedlejSich u€inkd mesalazinu umoznilo jeho uzZivani v mnohem
vysSich davkach, nez byly terapeutické davky u sulfasalazinu. A zaroven
zavedeni tohoto IéCiva usnadnilo |éCbu zanétlivych onemocnéni strev
bez nezadoucich ucinku, které zpusoboval sulfasalazin (Patel 2009).

Existuje mnoho peroralnich forem mesalazinu, které se liSi uvolfiovacimi
vlastnostmi. Pfipravky obsahujici mesalazin jsou napf. Asacol, Asacol HD,
PENTASA, Lialsa, Apriso nebo také Delizicol. Nejvice uzivanym pfi |éCbé
onemocnéni stfev je Ascol a byl volen jako prvni linie 1éCby ulcerozni kolitidy
(Nassan, 2016; Suzuki, 2016). Kvuli zménam pH v travicim traktu maji tablety
mesalazinu enterosolventni potah a rozpoustéji se tak podle stanovené prahové
hodnoty pH. Nedochazi tak k uvolfiovani |éky v oblastech s kyselym pH v okoli
Zaludku, ale az v tlustém strfeve, kde je pH neutralni a uvolfiovani nejpomalejsi
(Ogata 2017; Tenjarla, 2015).

2.3.2.1 Metabolismus

Mechanismus ucinku mesalazinu nebyl zatim stale zcela objasnén,
ale nékteré studie naznaduiji, Ze mize zpUsobovat zmény v adhezi a perzistenci
stfevnich bakterii, coz zmirfuje zatizeni mukdznimi bakteriemi (Dahl, 2016).
Mesalazin blokuje interleukin-1 a TNF-a a inhibuje aktivitu cyklooxygenazy,
coz nasledné inhibuje syntézu prostaglandinu E2 ve stfevech (Smeets, 2016).
Dale vychytava reaktivni formy Kkysliku, aktivuje PPAR-Y, inhibuje tvorbu

leukotrient a blokuje aktivaci nuklearniho faktoru kappa B.

Pfi oralnim uZiti se mesalazin ¢aste¢né oxiduje v Zaludku a zhruba 30 %
se absorbuje vtenkém stfevé. V jatrech nasledné dochazi k acetylaci
na N-acetyl-5-ASA a nakonec se volna 5-ASA a N-acetyl-5-ASA vylu€uje moci,
nebo stolici. Velkd ¢&ast 5-ASA je pfenesena do krevniho Fecisté,

kde je transportovana k mistim ucinku (Ogata 2017; Tenjarla, 2015).
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2.3.2.2 Toxicita

Ackoliv je mesalazin velmi bezpe€ny uzivany a pacienty dobfe snaseny
€k, mUzZe v nékterych pfipadech zpusobovat az komplexni poskozeni organd,
pfedevSim jater, ledvin, pankreatu, srdce a kuze. Je popsano také nékolik
pfipadl, kdy u pacientd uzivajicich mesalazin doSlo k nezadoucim plicnim
projevim, kdy byla spusténa alergicka reakce, které mohla zpUsobit rozsahla
plicni posSkozeni (Actis, 2009).

Mezi velmi vzacné avSak zavazné nezadouci pusobeni mesalazinu patfi
akutni pankreatitida a chronicka neforotoxicita. U pacientl se zanétlivym
onemocnénim stfev se incidence nefrotoxicity odhaduje na 1:100. Aby bylo
mozné pfi projevu téchto komplikaci co nejdfive zasahnout a lék vysadit,
doporuCuje se pravidelné monitorovani funkce ledvin pacienta pfedevSim
béhem prvniho roku IéCby.

Rada studii poukazala na to, Ze pacienti uzivajici tento l1ék maji vétsi
riziko k projevu nefrotoxicity, ale zaroven i jejich onemocnéni samotné
je odpovédné za mozné poskozeni ledvin. Bézné se jako nezadouci vedlejsi
ucinky pfi uzivani mesalazinu maze objevit kasel, dusSnost, bolest na hrudniku,
unava a horecka. Obvykle se zacinaji projevovat 1-6 mésicu od pocatku léCby
a ve vétsiné pfipadl nejsou nijak zavazné (Yeo, 2017; Magalhdes-Costa, 2015;

Ferrusquia, 2015).

2.3.3 Fenacetin

Fenacetin (N-(4-ethoxyfenyl)acetamid, acetofenitidin) (Obr. 7) byl jiz
od 1887 dlouhodobé vyuZzivan ve zdravotnictvi a ve veterinarni mediciné jako
analgetikum a antipyretikum. Fenacetin byl oblibeny kvili svému
dlouhotrvajicimu ucinku. Ve srovnani s paracetamolem ma vSak mnohem slabsi
antipyretické ucinky. Védcim trvalo témér 50 let, nez zjistili, ze paracetamol
je hlavnim metabolitem fenacetinu, coz umozrniuje jeho analgetické pUsobeni
(Waddington, 2015).

Pfipravky obsahujici fenacetin, nej¢astéji v kombinaci s kofeinem
a aspirinem, byly uvadény na trh pfedevSim ve formé tablet a kapsli, které
obsahovaly 150-300 mg fenacetinu. Doporucené davkovani bylo 300 mg 4—6x
denné a celkova davka nesméla prekrocit 2 g za den (IARC, 1977; IARC 1980).
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0~ “CH,

Obr. 7: Strukturni vzorec fenacetinu

Koncem 70. let 20. stoleti se vS8ak zjistilo, Ze u mnoha pacientu,
ktefi tento Iék uzivali, zplsoboval renalni selhani, byl prokazan jako typicky
karcinogen a ledvinny toxin a musel byt z trhu stazen (IARC, 1980). Bylo
popsano mnoho pfipadl nadorl mocové trubice, moCového méchyre, renalni
panviCky a ledvin u pacientl, ktefi fenacetin uzivali. Fenacetin byl nasledné

nahrazen svym metabolitem paracetamolem (IARC, 1987).

2.3.3.1 Metabolismus

Metabolismus fenacetinu zahrnuje 4 rizné slouCeniny — paracetamol,
fenacetin-3,4-epoxid, N-hydroxyfenacetin a 2-hydroxyfenetidin (Obr. 8). Nejprve
se fenacetin metabolizuje prostiednictvim O-deethylace na CYP1A2
na paracetamol, ale i na p-fenatidin a to prostfednictvim deacetylace.
p-fenetidin je nasledné metabolizovan na N-hydroxyfenetidin, ktery
je povazovan za hlavni pfi€inu renalniho selhani. Problémem je i vznikly
paracetamol, ktery je biotransformovan na N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI)
a pusobi hepatotoxicky. VSechny tyto metabolity jsou pfevazné vylucovany
moci (Watanabe, 2010).
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Obr. 8: Metabolismus fenacetinu (Watanabe, 2010)

2.3.3.2 Toxicita

Mnoho studii prokazalo, Zze toxicita fenacetinu souvisi s jeho
metabolismem. Pro objasnéni pfic¢in ledvinného selhani je dulezita identifikace
enzymU hydrolyzy fenacetinu Za jeho nefrotoxické pusobeni je pravdépodobné
odpovédny jeho hydrolyzovany metabolit p-fenetidin (Watanabe, 2010).
Jak jiz bylo zminéno, fenacetin je prokazanym karcinogenem. Bylo popsano
mnoho pfFipadu pacientl, ktefi uzivali vysoké davky Iékl obsahujici fenacetin,
au nichz doSlo k nadorovému bujeni v oblasti ledvin, renalni panvicky,

mocového méchyfe a mocCoveé trubice (IRAC, 1987).
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2.3.4 Paracetamol

Paracetamol (N-acetyl-p-aminofenol, APAP) (Obr. 9), nebo také jinym
nazvem acetaminofen, je silné, velmi C¢asto vyuzivané analgetikum
a antipyretikum s minimalnimi protizanétlivymi a¢inky. R0zné udaje vsak
naznacuji, Zze je méné ucinny nez jina nesteroidni protizanétliva léCiva (Koletic,
2019).

Jiz koncem 19. stoleti byly objeveny dva derivaty anilinu s analgetickymi
a antipyretickymi vlastnostmi. Jednalo se o fenacetin a acetanilid. V roce 1957
dostalo l|éCivo nazev ,paracetamol® a zaCalo byt &astéji vyuzivano jako
bezpeCnéjsSi alternativa k nefrotoxickému a karcinogennimu fenacetinu
(Hayward, 2015). Hepatotoxické pUsobeni APAP bylo poprvé zaznamenano
vroce 1966 Davidsonem a Easthamem, kdy doSlo k pfedavkovani dvou
pacientl, ktefi nasledné zemfreli na fulminantni nekrézu jater. Od té doby

se zaCalo provadét mnoho studii, které by prokazaly toxicitu tohoto léCiva

(Mund, 2015).
NH___CH,
/©/ \H/
O
HO

Obr. 9: Strukturni vzorec paracetamolu

Presny ucinek paracetamolu dosud neni zcela znam, ale predpoklada se,
Ze je zprostfedkovan pfes centralni nervovy systém, kde dochazi k inhibici
syntézy prostaglandin(. Paracetamol se obvykle uziva pfi 1é¢bé menSich
bolesti, pfi virovych a bakterialnich infekci, bolesti hlavy a zubul, nebo
pfi menstruacnich bolestech. Pfi terapeutickych davkach se povazuje za vysoce
bezpecné IéCivo. APAP je uzivan v mnoha formach — kapky, tablety, rektalni
Cipky, intravenozni roztoky, apod. V pfipravcich se pouziva vétSinou
v kombinaci s jinymi latkami, jako jsou opioidy a difenylhydramin.

K dostani je vlékarnach bez l|ékarského predpisu. Vzhledem k jeho
Siroké a snadné dostupnosti v riznych lécivych pFipravcich dochazi &asto
kK imysinému i neumysinému predavkovani, které muze zplsobit vazné

poSkozeni jater i jejich akutni selhani. Intoxikace paracetamolem je druhou
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nejCastéjsi pficinou akutniho selhani jater a nasledné pripadné transplantace
na svéteé.

Ackoliv ma APAP vysoky bezpec&nostni profil, pfi chybném a nadmérném
davkovani muze, jak jiz bylo FfeCeno, pusobit hepatotoxicky a nefrotoxicky.
Jako doporucena denni davka pro dospélého jedince se uvadi 650-1000 mg
obvykle po 4-6 hodinach, ale nesmi byt pfekroCena davka 4 g za den a toxicka
davka se projevuje v rozmezi 7,5-10 g za den. U déti se davkovani vztahuje
na jejich télesnou hmotnost a €ini 15 mg/kg kazdych 6 hodin az do 60 mg/kg
za den. APAP byva détem podavan peroralné, rektalné (pfedevSim u malych
déti) nebo intraven6zné s doporucenym davkovanim 10-15 mg/kg
po 6 hodinach a zaroven nesmi denni davka prekrocit 60 mg/kg. Jako toxicka
je u déti povazovana davka nad 140 mg/kg za den. AvSak i dlouhodobé
davkovani 60—-140 mg/kg za den mulze byt pro déti rizikové. Navic u mladsSich
déti muze hrozit ireverzibilni selhani jater i pfi podavani léCiva v terapeutickych
davkach (Olosova, 2007; Schmidt, 2013; Sarganas, 2015).

2.3.4.1 Metabolismus

APAP se vstfebava z gastrointestinalniho traktu a nasleduje adsorpce
v duodenu. Muze dojit k Casové prodlevé vstfebani, pokud pacient ve stejnou
dobu, co poZije 1éCivo, konzumuje potravu, nebo se zpozdéné vstfebavani déje
také u novorozencl nebo u pacientl s chronickou jaterni chorobou (Yoon,
2016).

Metabolismus paracetamolu se odehrava v jatrech tfemi rdznymi cestami
(Obr. 11). Pfi uziti paracetamolu v terapeutické davce se uplatriuji hlavné prvni
dvé cesty, a to konjugace se sulfatem a konjugace s glukuronatem a pouze
10 % paracetamolu je metabolizovano tfeti cestou, tedy enzymatickou. Pokud
dojde k pfedavkovani, prvni dvé cesty jsou nasyceny a APAP se metabolizuje
predevSim tfeti cestou. Tato cesta je kliCovym mechanismem hepatotoxického
pusobeni. Jednda se o transformaci enzymatickym systémem CYP2E1
a CYP1A2 cytochromu P450 (CYP450). Touto cestou se z paracetamolu
generuje
tzv. N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), ktery je odpovédny za jeho toxicitu
(Mund, 2015; Mdihl, 2016; Yoshioka, 2017)
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Vznikly NAPQI (Obr. 10) se ihned konjuguje s redukovanym
glutathionem (GSH) a vznikaji tak netoxické cysteinové a merkapturatové
slouceniny, které jsou z téla vyluCovany moci. Méné nez 5 % acetaminofenu
je vylouc¢eno beze zmény (Yoon, 2016; McCeae, 2018).

N
o

~
O

Obr. 10: Strukturni vzorec NAPQI

vigwiv s

oxidacniho stresu. Pfi intoxikaci dochazi k vyCerpani jeho zasob, a proto
nedokaze preménovat NAPQI na neSkodny metabolit. Volny NAPQI se tedy
zaCne kovalentné ireverzibilné vazat na proteiny hepatocytd a Cini tak burky
zranitelngjSi vaci puasobeni oxida¢niho stresu. Toto vSe vede k nékolika
zménam, napf. dochazi ke zménam v metabolismu citratového cyklu,
v metabolismu mastnych kyselin, k poklesu generace ATP, coz ma za nasledek
nekrozu bunék, a nasledné dochazi k hepatocelularnimu poskozeni
a az ksamotnému selhani jater (Mund, 2015; Giindiz, 2015; Mihl, 2016;
Schnackenberg, 2017). NAPQI také indukuje produkci reaktivnich forem kysliku
v jatrech, ale i vledvinach, coz zpusobuje dysfunkci, zménu permeability
mitochondrialnich pord, poskozeni DNA a bunécnou smrt a to vS8e mlze vést
k akutnimu selhani ledvin (Fadda, 2019).
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Obr. 11: Metabolismus paracetamolu (Hayward, 2015)

APAP je v pediatrii nejcastéji uzivanym lékem pfi IéEbé bolesti a horecky.
U déti, stejné jako u dospélych, je APAP metabolizovan hlavné v jatrech tremi
cestami: glukuronidaci, sulfataci a oxidaci. Uginek kazdé z cest se vsak lisi
podle véku ditéte. Sulfatace je povazZovana za hlavni cestu u malych déti
a nevykazuje znamky nasyceni po intraven6znim podani paracetamolu
do 20 mg/kg détem mladSim 32 tydnu. AvSak opakované davky paracetamolu
novorozencim by mohly posunout metabolismus smérem Kk oxidaci
prostiednictvim CYP450 a tvorb& hepatotoxicky plsobicimu NAPQI. Uginky
glukuronidaéni cesty se uplatnuji u déti do 12 let. U starSich déti a dospélych
se jedna jiz i o oxidaCni cestu prostfednictvim cytochromu P450, kdy také
vznikda NAPQI (Haslund-Krog, 2019). Metabolismus paracetamolu zavisi také
na velikosti jater a funkci jaternich enzymu. Jatra déti jsou v poméru K jejich
hmotnosti mnohem vétsi nez jatra dospélych. Dale maji rychlejSi metabolismus,
a tudiz mohou kvuli vétSim zasobam glutathionu APAP uc&innéji metabolizovat
(Olasova, 2007).

-29 -



2.3.4.2 Organova toxicita

Akutni otrava paracetamolem je ve svété nejCastéjsi pfic¢inou poskozeni
jater, které muze mit az fatalni nasledky, pokud neni v€as rozpoznano.
48 % z pfipadd akutniho selhani jater ve svéte zplsobuje hepatotoxicita
paracetamolu a vice nez polovina téchto pacientd musi nasledné podstoupit
transplantaci jater (Schnackernberg, 2017; Yoon 2016).

Pfedavkovani paracetamolem ve Spojeném Kralovstvi kazdoro¢né vede
k pfijmu 100 000 pacientd na pohotovostnim oddéleni, 50 000 akutnich
hospitalizaci a ztoho pfiblizné 150 Gmrti. Umrti nebo akutni selhani jater
u pacientd, kdy je lé€ba zahajena do 8 hodin od pfedavkovani, jsou mimoradné
vzacna, diky snadné dostupnosti vysoce u€inného antidota (Pettie, 2019).

Hepatotoxicita mize souviset s nadmeérnou jednorazovou davkou u dfive
zdravého pacienta, ale také i s nizSi nebo terapeutickou davkou u pacientu,
ktefi maji vysSi nachylnost k rozvoji akutniho posSkozeni jater po uziti
paracetamolu (Castanares-Zapatero, 2018). Mezi rizikové faktory pro rozvoj
hepatotoxicity patfi chronické uzivani alkoholu, chronicka podvyziva, pokrocily
vék, genetické faktory a také interakce s Iéky, které indukuji jaterni cytochrom
P450 (Piotrowska, 2019). U vétSiny pfipadul, kdy dochazi k selhani jater, davka
paracetamolu prekraCuje 150 mg/kg, avSak existuji vyjimky, kdy i nizSi davky
zpusobily akutni posSkozeni nebo dokonce selhani jater. Vysoké riziko umrti
nastava pfi davce nad 25 g (Schmift, 2005; Yoon, 2016).

Zhruba polovina pfedavkovani paracetamolem je zamérna, pfedevsim
u mladSich lidi ve véku okolo 21 let. Vystava otazka, zda by tito pacienti méli
mit stejnou moznost transplantace jako ostatni neumysiné intoxikovani pacienti
hlavné z divodu omezeného mnozstvi darcovskych organu (Yoon, 2016).

Méné Ccastd je u predavkovani paracetamolem i nefrotoxicita.
K nefrotoxickému plsobeni mize dojit tehdy, pokud je funkce ledvin poSkozena
riznymi exogennimi nebo endogennimi latkami a nedochazi tak k dostate¢né
detoxikaci a vylu€ovani Skodlivin. VySSi riziko pro rozvoj nefrotoxicity muaze
vyvolana IéCivy je velkym problémem, protoZze pouzivani nefrotoxicky
pusobicich 1éCiv je v klinické praxi v podstaté nevyhnutelné (Chinnappan,
2019).
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Muze dojit k renalnimu tubularnimu poskozeni, zejména proximalniho
tubulu, akutnimu selhani ledvin a nasledné az k smrti. PoSkozeni ledvin
se vyskytuje u 2-10 % pacientl a nejCastéji souCasné v pfipadech s téZkou
hepatotoxicitou vyvolanou paracetamolem. Zatimco vysvétleni hepatotoxického
pusobeni je dobfe znamo, pfi€iny renalni toxicity jsou méné jasné. Mozné
divody zahrnuji mistni vznik NAPQI nebo jinych toxickych metabolitd
z paracetamolu prostfednictvim enzymd CYP450, nebo cyklooxygenazy
(Chinnappan, 2019; McCrae, 2018; Saleem, 2019). Dusledek paracetamolem
vyvolané nefrotoxicity v nepfitomnosti soubézného selhani jater neni vétSinou
vazny. Pouze 1 % pacientd potiebuje doCasnou dialyzu a vétSiné pacientl
se vraci zakladni renalni funkce do 1 mésice. Dulezitym ukazatelem renalni

toxicity je zvySeni koncentrace mocoviny a kreatininu v séru (Kandemir, 2017).

2.3.4.3 Klinické projevy toxicity

Jsou popsany 4 faze intoxikace paracetamolem. V prvni fazi, vétSinou
do 24 hodin od pfedavkovani, se zacinaji vyskytovat nespecifické symptomy
jako napf. nechutenstvi, nevolnost, zvraceni a malatnost, proto je rozpoznani
hepatoxicity = Casto velmi obtizné. Hodnoty  jaternich enzym
alaninaminotransferaza (ALT) a aspartataminotransferaza (AST) v krvi byvaji
normalni, pouze u vysSiho pfedavkovani mize byt po 8-12 hodinach
zaznamenano zvySeni (Yoon, 2016; Schanckenberg, 2017).

Po 24-48 hodinach, nastupuje druha faze, kdy zacinaji pocate¢ni obtize
ustupovat, ale zacCina se projevovat bolest v pravém podzebfi. U tézSich
pfipadl se mlze objevit i koagulopatie a Zloutenka. Jaterni enzymy byvaji
zvySeny a muzeme zjistit i zvySené hladiny bilirubinu a také prodlouzeni
protrombinového Casu.

Béhem nasledujicich 72-96 hodin se u pacientd znovu objevu;ji
pocCate¢ni potize. Vtéto fazi dochazi k maximalnimu poskozeni jater,
abnormalné se snizuji parametry jejich funkce. Mulze dochazet
i k viceorganovému selhani a je zde nejvySsi riziko umrti. DuUsledky miry
predavkovani se projevuji po dobu 4—14 dni. U pacientd muze dojit k postupné
regeneraci jater a k obnové jejich funkce, anebo muze také dojit k jejich

uplnému selhani (Yoon, 2016).
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2.3.4.4 Lécba predavkovani
Neprodlené po predavkovani byva aplikovano aktivni  uhli.
V soucasnosti se jako antidotum nejvice pouziva N-acetylcystein (NAC) (Obr.

12). NAC snizuje pravdépodobnost progrese poskozeni jater.

CHs
V7
O NH
HO
O SH

Obr. 12: Strukturni vzorec N-acetylcysteinu

NAC je prekurzorem aminokyseliny L-cysteinu, ktery je soucasti
antioxidantu glutathionu, a tim doplfiuje po pfedavkovani jeho vycerpané
zasoby, ¢imz chrani hepatocyty prfed toxickym plsobenim NAPQI. Kromé
tohoto nepfimého antioxidaéniho ucinku vykazuje NAC také pfimé antioxidacni
vlastnosti prostifednictvim interakce své volné thiolové skupiny s elektrofilnimi
skupinami reaktivnich forem kysliku (ROS). (Saleem, 2018).

Toto antidotum je téméF 100% ucinné, pokud je podano béhem
8-10 hodin od prvni davky paracetamolu. Proto je velmi dllezité, aby byli tito
pacienti neprodlené identifikovani a nalezité 1é8eni. Casto vSak byva podani
NAC zahajeno pfilis§ pozdé, protoze klinické pfiznaky selhani jater vyvolaného
paracetamolem se Casto neprokazuji, dokud neni dosazeno vrcholu poskozeni
jater.

Ackoliv je NAC nejucinngjsi latkou pfi IéCbé predavkovani, existuje
mnoho moznych nepfiznivych vedlejSich ucinkl, jako je zvraceni, vyrazka
az anafylakticky Sok. Rozhodnuti, zda podat NAC, se posuzuje podle
nomogramu dle Rumacka—Matthewa (Obr. 13). Jedna se o zavislost
koncentrace paracetamolu v krvi po 4 hodinach od uziti na hepatocelularnim

poskozeni.
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Obr. 13: Nomogram dle Rumack — Matthewa (Mund, 2015)

Pro zlepSeni IéEby pfedavkovani paracetamolem pomoci terapie NAC
jsou zapotfebi urcité biomarkery. ZvySeni hladiny ALT poukazuji na to, Ze doSlo
k jaternimu poSkozeni a je tak nejrozSifenéjSim biomarkerem stanovovanym
z krve pacienta. AST je dalSim biomarkerem, ktery se hromadi v krvi v dusledku
posSkozeni jater, ale jeho vyS8i hodnoty mohou byt spojeny i s jinymi
patologickymi stavy, napf. srdeCnim poskozenim. ZvySeny celkovy bilirubin
v séru ukazuje na podstatnou ztratu funkéni kapacity hepatocytl (Mason,
2018).

BohuZel v souCasné dobé neexistuje Zzadné specifické antidotum
pro paracetamolem indukovanou nefrotoxicitu (Fadda, 2019). Byla publikovana
fada studii, ktera prokazuji nefroprotektivni ucCinek Iécivych rostlin
pfi paracetamolem indukované nefrotoxicité. Nefroprotektivni latky maji
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schopnost minimalizovat nefrotoxické uc€inky. Jednou z téchto IéCivych rostlin
je Eurycoma longifolia, coz je maly strom pochazejici z Asie, bézné& znamy jako
Tongkat ali nebo Long Jack a jeho kofeny se ¢asto nazyvaji ,malajsky zensen®.
Uziva se kléchbé malarie, viedd, muzské sexualni dysfunkce a v tradi¢ni
mediciné se predepisuje na |éCbu horecky a otokl. Bylo popsano, ze Eurycoma
longifolia  ma  antioxidaéni  vlastnosti  kvali  vysoké  koncentraci
superoxiddismutazy (Chinnappan, 2019).

V dalSi studii bylo popsano, Zze propolis vyznamné snizil poSkozeni ledvin
zpusobené predavkovanim paracetamolem. Vysledky ukazaly, Ze soucCasné
podavani propolisu spolu s paracetamolem vyznamné zmirnilo nepfiznivy
uCinek paracetamolu na funkci jater a ledvin (Menyiy, 2018).

Dulezitou roli antioxidantd v biologickych systémech hraji i flavonoidy.
Flavonoidy jsou fenolické slou€eniny pfitomné v raznych druzich ovoce
a zeleniny, které maji antioxida¢ni, antibakterialni, protirakovinné,
antimutagenni a protizanétlivé vlastnosti. Jednim z pfirodnich flavonoidu
je chrysin (5,7-dihydroxyflavon), ktery se nachazi v mnoha rostlinnych
extraktech, v€etné kvétu mucenky a pravé i vceliho propolisu a medu.
Je schopny eliminovat volné radikaly. Uvadi se, Zze chrysin chrani jatra pred

chemoterapeutiky a jinymi hepatoxickymi €inidly (Kandemir, 2017).

-34 -



3 CILE PRACE

1) Charakterizovat poskozeni HK-2 bunék zpusobené derivaty odvozenymi
od aminofenolu.

2) Porovnat toxicitu p-aminofenolu a acetaminofenu u HK-2 bunék.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomucky a pristroje

e Automaticky pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Némecko)

¢ Beckman Coulter Counter (Beckman Coulter, USA)

e Centrifuga Labofuge 400 (HERAEUS Indtruments, Némecko)

e Inkubator Memmert (IndiaMART, Indie)

¢ Invertovany mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss, USA)

e Kultivacni misky, lahve a dalSi plastové pomucky pro kultivaci
buné&&nych linii (TPP, Svycarsko)

e Laminarni box Airstream (ESCO, USA)

e Lednice, mrazak (Liebherr, Némecko)

e Mikrotitracni desticky 96 jamkové (Nunc, Dansko)

e Pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Spektrofotometr a spektrofluorometr Tecan Spark (Tecan, Rakousko)

e Vodni lazen Precision GP 0,5 (Thermo Scientific, USA)

Software

e Tecan SparkControl
e Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, Némecko)

Fluorescenéni sonda monochlorobiman, MCB (Mr = 226,66; Sigma
Aldrich, USA)

Paracetamol, APAP (Mr = 151,163; Sigma Aldrich, USA)

p-aminofenol, PAP (Mr = 109,13; Sigma Aldrich, USA)

Triton (Mr = 674 Sigma Aldrich, USA)

Formaldehyd (Mr = 30,03 Sigma Aldrich, USA)

Faloidin (Mr = 788,875 Sigma Aldrich, USA)
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4.3 Kultivace bunécné linie HK-2
¢ Renalni bunéc¢na linie HK-2 (ATCC, USA)

Pro kultivaci bunék HK-2 byly pouzity tyto chemikalie:

e Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham,
DMEM/F12 (Sigma Aldrich, USA)

e Fetalni bovinni sérum, FBS (Fetal Bovine Serum) (GIMCO, USA)

e Pyruvat sodny, PYR (GIBCO, USA)

e Penicilin/Streptomycin, P/S (GIBCO, USA)

e Trypsin (GIBCO, USA)

e Epidermalni rastovy faktor, EGF (GIBCO, USA)

¢ Insulin-Transferin-Selenium, ITS (GIBCO, USA)

e Fosfatovy pufr (pH = 7,4), 10x koncentrovany, PBS (GIBCO, USA)

e Kompletni kultivacni médium: DMEM/F12 dopinéné o 10 % fetalniho
bovinniho séra, pyruvat, penicilin a streptomycin

e Kultivani médium bez fenolové Cervené: DMEM/F12 doplnéné o 10 %
fetalniho bovinniho séra, pyruvat, penicilin a streptomycin

e Inaktivacni médium: kultivacni médium DMEM/F12 doplnéné o 20 %

fetalniho bovinniho séra

Bunécna linie HK-2 byla kultivovana ve vySe uvedeném kompletnim
kultivacnim médiu obohaceném o EGF a ITS pfi teploté 37 °C a 5 % CO..
Zaroven kazdé 3—-4 dny dochazelo k vyméné meédia. Bunky dosahovaly idealni
miry konfluence 70-80 % po 5-7 dnech, kdy byla provadéna pasaz bunék
po trypsinizaci. Vysledné mnozZstvi bunék bylo spocitano pomoci pfistroje
Beckman Coulter Counter. Princip stanoveni poctu bunék zavisi na jejich
schopnosti vést elektricky proud. Pokud burka elektricky proud vede, generuje
se tim elektricky pulz, ktery je zaznamenan. Pocet pulzl tedy odpovida poctu
bunék v suspenzi.

Nasledné byla suspenze bunék nafedéna kompletnim kultivaénim médiem

podle potifeby pro experiment a touto suspenzi o koncentraci 25 tisic bunék
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na jamku byly nasazovany 96jamkové mikrotitracni destiCky. VSechny

experimenty byly provedeny na 7.-13. pasazi bunék.

4.4 Priprava roztoku
Fosfatovy pufr (PBS)

Pro pfipravu fosfatového pufru bylo smichano 90 ml deionizované vody
s 10 ml PBS. Takto pfipraveny pufr byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C,

kdy doba skladovani nepfekrocila dobu 14 dna.

Inaktivaéni médium
Inaktivacni médium bylo pfipraveno smichanim 80 ml DMEM/F12 s 20 mli
fetalniho bovinniho séra. Takto pfipravené inaktivacni médium bylo uchovavano

v lednici pfi teploté 4 °C a doba skladovani neprekrocila dobu 14 dnu.

Pracovni roztok paracetamolu (APAP)

Navazenim vypoCteného mnozstvi paracetamolu a naslednym
smichanim s kultivaénim médiem byl pfipraven 10 mM zasobni roztok,
z kterého byl dale pfipraven 1 mM roztok k ovlivnéni bunék. Pracovni roztoky

byly pfipravovany vzdy v den ovlivhovani a fedény v médiu.

Pracovni roztok p-aminofenolu (PAP)

Navazenim vypocteného mnozstvi p-aminofenolu a smichanim
s kultivanim meédiem byl pfipraven 10 mM zasobni roztok, z kterého byly
za pomoci fedéni dale pfipravené roztoky o pfislusnych koncentraci k ovlivnéni
bunék — 0,001 mM; 0,01mM; 0,1 mM; 0,5 mM a 1 mM. Pracovni roztoky byly

vzdy pfipravovany v den ovlivhovani.

Pracovni roztok pro fluorometrické stanoveni glutathionu
Pro buriky HK-2 byl vzdy pfipravovan Cerstvy pracovni roztok smichanim

1220 pl PBS s 30 pl zasobniho roztoku monochlorobimana.

Pracovniho roztoku Hoechst 33258
Pracovni roztok byl pfipraven smichanim 10 pl roztoku Hoechst
s 200 ul PBS.
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4.5 Testovani cytotoxicity APAP a PAP

K testovani cytotoxicity na bunécné linii HK-2 byly vybrany 2 derivaty
odvozené od aminofenolu — APAP a PAP. Mira toxicity téchto latek byla
sledovana pomoci testu WST-1, kdy byla hodnocena viabilita bunék a pomoci
fluorometrické detekce MCB, ktera méfila hladinu intracelularniho glutathionu.

Oba tyto testy byly provadéné v 96jamkovych destickach, ve kterych bylo
na jednu jamku nasazovano 25 tisic bunék. Nebot se jedna o adherentni
bunécnou linii, po nasazeni nasledovala 24 hodinova inkubace, aby buriky pfed
ovlivnénim toxiny dostateCné pfisedly k povrchu mikrotitracni destiCky.
Po inkubaci se odpipetovalo kultivaCni médium a pfidaly se pfislusné naredéné
toxiny v médiu bez fenolové Cervené (APAP — 10 mM a 1 mM, PAP — 1 mM,;
5mM; 0,1 mM; 0,00 mM a 0,001 mM) o objemu 100 pl/jamku. Samotné
médium bylo pfidano vzdy ke kontrolnim burikam. Ovlivnéné bunky byly

inkubovany po dobu 4 a 24 hodin.

4.5.1 Test WST-1

Test WST-1 slouzi k hodnoceni viability a proliferace bunék a také
se vyuziva jako ukazatel cytotoxického puasobeni latek. Principem testu
je Stépeni rlzové stabilni tetrazoliové soli WST-1 na zluty rozpustny formazan
komplexnim bunéfnym mechanismem (Obr. 14). Tato reakce je zavisla
na produkci NAD(P)H v Zivotaschopnych bunkach, kdy je mnozstvi
formazanového barviva pfimo umérné poctu metabolicky aktivnich bunék.

Spektrofotometricky je zde méfena absorbance pfi 440 nm.

N Dehydmgenase R If"l NIH
N . N N
SO:;Na mPMS H mPMS SO:Na
MADH
SO:Na SOsNa
WST-1 Formazan

Obr. 14: Mechanismus redukce WST-1 na formazan (Yin, 2013)
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U bunécné linie HK-2 byl test provadén v 96jamkovych destickach, kam
byl pfidavan reagent WST-1. Pokud byl tento test provadén samostatné bylo
pfidano 10 pl/jamku reagentu a pokud byl provadén bezprostiedné po testu
s MCB bylo pfidano 12 ul/jamku. Nasledné byla proméfena absorbance
pfi 440 nm na spektrofotometru Tecan Spark. Zména absorbance byla vztazena
ke kontrolnim bunkam, kde byla rovna 100 %. Méfeni bylo provadéno

v Casovych intervalech 2—24 hodin.

4.5.2 Fluorometrické stanoveni hladiny glutathionu

Pfi tomto testu se vyuzivaji fluorescencni sondy monochlorobimany
(MCB), které po praniku bunéénou membranou a navazani na glutathion
fluoreskuji (Obr. 15).

U bunécné linie HK-2 byl test také provadén v 96jamkovych destiCkach,
kam byl pfidan reagent MCB v objemu 20 pl/jamku a nasledné byla méfena
fluorescence pomoci spektrofotometru Tecan Spark (EX/EM = 394/490 nm).
Zmény fluorescence byly vztaZzeny ke kontrolnim bufikam, které €inily 100 %.

Mé&reni bylo provadéno v ¢asovych intervalech 2-24 hodin.

@] O
N GSH N
H.C I H.C I
3 \ N / CH, = 3 \ N / CH
CH CH
Cl ° GS °
MCB Fluorescence

Obr. 15: Konjugace monochlorobimanu (MCB) a glutathionu (GSH) (Jeffrey, 2009)
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4.5.3 Fluorescenéni mikroskopie

Buriky HK-2 byly inkubovany v cytospinu po dobu 24 hodin s toxiny
APAP (10 mM) a PAP (0,01 mM). Po uplynuti inkubaéni doby bylo od bunék
odtazeno médium a jamky byly promyty promyvacim roztokem PBS. Nasledné
byly bufky fixovany ve tmé 5 minut pomoci formaldehydu. Po 5 minutach doslo
k odtazeni formaldehydu a bylo pfidano 200 pl roztoku Tritonu a nasledovala
inkubace ve tmé. Pfidano bylo 200 pl roztoku faloidinu a buriky byly inkubovany
ve tmé. Poté nasledovalo barveni sodnou Hoechst 33258 po 5 minut. Poté byly
buriky naposledy promyty a byly pozorovany pod invertovanym fluorescenénim

mikroskopem.
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace bunééné denzity

Pfed zaCatkem modelovych experimentl byla definovana nejvhodnéjsi
denzita HK-2 bunék pro nasazeni do mikrotitracni destiCky. Do 96jamkové
desti¢ky byly nasazeny suspenze bunék v rozmezi 5-45 tis. bunék/jamku/100 pl
média. Po 24hodinové inkubaci byl do kazdé jamky k bunkam pfidan WST-1
reagent o objemu 10 yl. Nasledné byla kineticky méfena absorbance pomoci
spektrofotometru Tecan Spark pfi vinové délce 440 nm po dobu 2 hodin.

Graf 1 znazoriuje zmény absorbance méfené pfi 440 nm v zavislosti
na Case. Z grafu je patrna linearni zavislost do hodiny po pfidani reagentu
prakticky u vS8ech testovanych denzit. U 10-20tis. bunék byla naméfena
absorbance vrozmezi 0,9-1,4. U denzity 25tis. dosahovala absorbance
hodnoty 1,72 a u 30tis. bunék absorbance rovna 1,96. Pro testovani
cytotoxicity vybranych toxinu byla tedy jako nejvhodné;jsi zvolena denzita bunék
25 tis. najamku v 96jamkové mikrotitracni desticce =z davodu Setfeni
bunééného materialu, a také proto, Ze tato denzita prfedstavovala optimalni

mnozstvi pro rast bunék pozorovany pod mikroskopem.
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Graf 1: Optimalizace denzity bunék. HK-2 buiky - 10-30 tis. bunék/jamku.

Test WST-1 (440 nm); 0-2 hod.; n=2.
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5.2 Stanoveni bunéc¢né viability a koncentrace glutathionu

Prostfednictvim testu WST-1 byla stanovena bunéc¢na viabilita a pomoci
fluorometrického stanoveni byla detekovana koncentrace GSH u bunécné linie
HK-2 ovlivnéné toxiny acetaminofenem (APAP 1 mM; 10 mM)
a p-aminofenolem (PAP 0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM). HK-2
buriky byly inkubovany s uvedenymi toxiny po dobu 4 a 24 hodin.

5.2.1 Stanoveni cytotoxicity — 4 hod

V grafu 2 muUzZeme vidét plsobeni zvolenych koncentraci obou
testovanych toxin na renalni bunécnou linii HK-2 po inkubaci 4 hodiny. Z grafu
jsou patrné zejména vyrazné toxické ucCinky PAP v koncentracich 0,5 mM
almM, kdy bunétna viabilita byla snizena az do téméf nulovych hodnot.
Zajimavy je markantni rozdil ve snizeni viabilty u toxinu PAP mezi
koncentracemi 0,1 mM a 0,5 mM, kdy u 0,5 mM PAP, doSlo k poklesu
na hodnotu 4 +2 %, zatimco u koncentrace 0,1 mM Zzadné velké zmény
ve viabilit¢ bunék nebyly zaznamenany. U ostatnich koncentraci PAP i APAP

bunécna viabilita po 4 hodinach zlstala blizka 100 %.
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Graf 2: Zmény v bunécné viabilit¢ po pusobeni acetaminofenu (APAP) a p-aminofenolu
(PAP). HK-2 bunky, 4 hod. Test WST-1 (440 nm); kontrola (CTRL) = 100 %; primér + SD;
n=5. (pfiloha |)
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Jak je z grafu 3 patrné, po 4 hodinach inkubace s toxiny doslo ke snizeni
koncentrace GSH témér u vSech testovanych koncentraci kromé PAP (0,01 mM
a 0,001 mM), kde jsou hodnoty stale skoro 100 %. P¥i porovnani s grafem 2
vidime, Ze u vétdiny koncentraci mirné snizeni koncentrace GSH pfedchazi
poklesu viability. U bunék ovlivnénych 10 mM APAP, pozorujeme snizeni
koncentrace GSH az na 65 +5 %. Stejné jako na grafu 2 i zde vidime,
Ze nejvice toxicky pusobil na buriky toxin PAP v koncentracich 0,5 mM a 1 mM.
0,5 mM PAP zpUsobil po 4hodinové inkubaci snizeni koncentrace GSH o0 90 %

a u 1 mM PAP doslo dokonce az k absolutnimu vyCerpani GSH.
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Graf 3: Zmény v koncentraci glutathionu (GSH) po puUsobeni acetaminofenu (APAP) a
p-aminofenolu (PAP). HK-2 bunky, 4 hod. (EX/EM = 394/490 nm); kontrola (CTRL) = 100 %;

pramér * SD; n=5. (priloha Il)
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5.2.2 Stanoveni cytotoxicity — 24 hod

Po 24hodinové inkubaci doslo k poklesu poctu Zivotaschopnych bunék
u vSech koncentraci obou toxind, coZz nam ukazuje graf 4. U obou koncentraci
APAP doslo ke znatelnému snizeni viability, u koncentrace 1 mM zhruba
020% a u 10 mM témeér o 40 %. Po této inkubaci buriky ovlivnéné 0,5 mM
pouzité koncentrace PAP (0,001 mM; 0,01 mM a 0,1 mM) pusobily na burnky
po 24 hodinach mnohem méné toxicky, a doSlo tak pouze k mirnému snizeni
viability. V porovnani s grafem 2 je zfejmé, Ze toxicita derivatl se s Casem

zvySuje.
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Graf 4: Zmény v bunécné viabilité po pusobeni acetaminofenu (APAP) a p-aminofenolu
(PAP). HK-2 bunky, 24 hod. Test WST-1 (440 nm); kontrola (CTRL) = 100 %; pramér + SD;
n=5. (pfiloha 1ll)

Zmény v koncentraci GSH po 24hodinové inkubaci zobrazuje graf 5.
Ubytek GSH je patrny opét u 10 mM APAP, zatimco u 1 mM APAP zistava
koncentrace GSH stejna jako po 4hodinové inkubaci, ale ani u jedné
z koncentraci APAP nedoslo k uplnému vyCerpani GSH. U bunék ovlivhénych
1mM a0,5 mM PAP dosSlo po 24 hodinach jiz k uplné depleci GSH.
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Koncentrace 0,1 mM PAP zpUsobila po tomto ¢asovém intervalu pokles GSH
pod 60 %, ale u dalSich koncentraci PAP vidime pouze mirné snizeni mnozstvi
GSH. Z grafi 4 a 5 muzeme také vycist, ze 1 mM APAP a 0,01 mM PAP
pusobily po 24 hodinach na HK-2 buriky témér stejné toxicky. | zde je ve

srovnani s grafem 3 patrné, Ze latky pUsobily po 24 hodinach vice toxicky nez
po inkubaci 4 hodiny.
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Graf 5: Zmény v koncentraci glutathionu (GSH) po pulsobeni acetaminofenu (APAP) a
p-aminofenolu (PAP). HK-2 buhky, 24 hod. (EX/EM = 394/490 nm); kontrola (CTRL) = 100 %;
prdmér * SD; n=5. (pfiloha IV)
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5.3 Mikroskopicka analyza bunék

Buriky HK-2 byly na zakladé pfedchozich, vySe uvedenych experimentu
inkubovany v cytospinu po dobu 24 hodin s toxiny APAP (10 mM)
a PAP (0,01 mM).

Vysledky 24hodinové inkubace bunék HK-2 s toxiny APAP (10 mM)
a PAP (0,01 mM) zobrazuji obrazky 16-18. Buriky inkubované s toxiny jsme
porovnavali vzdy s kontrolnimi neovlivnénymi  bunkami. Inkubace
s APAP (10 mM) na bunky puGsobila toxicky (Obr. 16B, 17B1, 17B2).
Je znatelny vyrazny ubytek bunék, coz potvrzuji ifotografie, na kterych
pozorujeme aktinova vlakna zvyraznéna fluorescenéné znatenym faliodinem
a bunéc¢na jadra zvyraznéna pomoci sondy Hoechst 33258. Naproti tomu buriky
ovlivnéné 0,01 mM PAP (Obr. 16C, 17C1, 17C2) nevykazovaly zadné vyrazné
cytotoxické poskozeni, obarvena aktinova vlakna i jadra byla srovnatelna

s kontrolnimi burikami.
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Obr. 16: Fotografie bunék HK-2 pfi testovani cytotoxicity (doba inkubace 24 hodin). A: kontrolni

bunky, B: APAP (10 mM), C: PAP (0,01 mM). Invertovany mikroskop, fazovy kontrast, zvétSeni
200x.
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Obr. 17: A1-C1 - Fotografie aktinovych vlaken bunék HK-2 pfi testovani cytotoxicity (doba
inkubace 24 hodin). A1: kontrolni burniky, B1: APAP (10 mM), C1: PAP (0,01 mM).
Invertovany mikroskop, faloidin, zvétSeni 200x.

A2-C2 - Fotografie jader bunék HK-2 pfi testovani cytotoxicity (doba inkubace 24 hodin). A2:
kontrolni buriky, B2: APAP (10 mM), C2: PAP (0,01 mM). Invertovany mikroskop, Hoechst
33258, zvétSeni 200x.
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6 DISKUZE

Vramci této diplomové praci bylo testovano cytotoxické pusobeni
derivatd odvozenych od aminofenolu invitro na bunécné linii HK-2.
Pro posouzeni nefrotoxického pulsobeni byly vyuzivany spektrometrické
a fluorimetrické metody, kterymi byly stanovovany koncentrace GSH a viabilita
bunék.

Nejprve byla optimalizovana nejvhodnéjsi denzita HK-2 bunék na jamku
pro kultivaci v 96jamkové mikrotitraéni destiCce. Nasledné byly provedeny
modelové experimenty, na jejichz zakladé byly vybrany jiz konkrétni
koncentrace danych toxin(. Pouzita suspenze pro vlastni experimenty byla vzdy
pfipravena z 25 tis. bunék/jamku/100 ul média, coz je dle naSich vysledk
optimalni pocCet. Naopak v jinych studiich byly pro experimenty s HK-2
bunécnou linii vyuzivany spiSe niz§i hodnoty denzit, nej¢astéji mezi 3-15 tis.
burikami (Wei, 2019; Han, 2019; Hou, 2020).

Prvnim testovanym toxinem byl acetaminofen. V poslednich letech bylo
provedeno mnoho studii, které prokazovaly pomérné casté nezadouci
hepatotoxické plsobeni paracetamolu. Jedna se predevsim o studie provadéjici
vyzkum in vivo na mySich a potkanech (Jeong. 2019; Wang, 2019; Zhang,
2020), nebo in vitro s vyuzitim napfiklad jaterni lidské bunécné linie HepG2
(Piel, 2020; Aritomi, 2014), nebo také HepRG (Towala, 2014). AvSak nebylo
publikovano mnoho praci, které by se zabyvaly nefrotoxicitou, méné castym
ale stejné zavaznym nezadoucim vedlejSim ucinkem |éCiva paracetamolu.
Autofi zabyvajici se touto problematikou pouZili pro experiment na posouzeni
nefrotoxicity na HK-2 bunécné linii APAP (1-10 mM) a provadéli nasledné
inkubace po dobu 1-48 hodin. Zivotaschopnost bunék detekovali pomoci testt
WST-1 a laktatdehydrogenazy (LDH). PoSkozeni bunék monitorovali produkci
ROS a hladin GSH. Jiz po 1 hodiné plsobeni toxinu pozorovali mirné
poSkozeni bunék na zakladé zvySené produkce ROS a snizené viability.
Po 24 hodinach vysledky jiz poukazaly na vyrazné poskozeni bunék. Autofi
prokazali, Ze toxicita APAP stoupa s rostouci koncentraci a zaroven doSli
k zavéru, ze bunky HK-2 jsou citlivé na pusobeni APAP, které ale nemusi byt

spojeno s vy€erpanim GSH jako je tomu u hepatocytu (Vrbova, 2016).
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Tyto vysledky dobfe koresponduji s nasi praci, v které jsme pouzili
koncentrace APAP 1 mM a 10 mM. Jiz po 4hodinové expozici toxinu bylo
viditeIné sniZzeni koncentrace GSH, u 10 mM APAP az téméi na 60 % au 1 mM
na necelych 90 % hodnot kontrolnich. Naopak k poklesu bunécné viability
nedoslo ani u jedné z testovanych koncentraci APAP. Po 24 hodinach inkubace
klesla koncentrace GSH u bunék ovlivnénych 10 mM APAP o dalSich 20 %,
ale nedo$lo k uplnému vycCerpani jako je tomu pravé u hepatotoxického
pusobeni, a sniZil se zaroven také i stav Zivotaschopnosti bunék. U 1 mM APAP
byly oba pozorované parametry mirné sniZzeny, dosahovaly hodnot cca 80-85 %
hodnot kontrolnich.

Druhym z testovanych toxin byl p-aminofenol. Cytotoxickym pusobenim
této latky se jiz zabyva vice vyzkumnych praci, nez je tomu u nefrotoxického
pusobeni APAP. Napfiklad ve studii zroku 2008 testovali autofi také
cytotoxické plsobeni 0,5 mM PAP avS8ak na zvifeci bunééné linii LLC-PK1, kdy
nameéfili ztratu bunécné zivotaschopnosti po 4 hodinach inkubace s timto
toxinem o 60 % a zaroven jiz po 2 hodinach doslo ke generaci ROS na hladinu
priblizné 200x vétSi nez kontrolni neoSetfené bunky. Tato studie prokazala,
ze PAP-indukovana ztrata Zivotaschopnosti korelovala s tvorbou reaktivnich
forem kysliku, tj. napf. H202 (Foreman, 2008).

Pro nas experiment jsme u tohoto toxinu zvolili také koncentraci 0,5 mM
a dale do experimentl pridali koncentrace 0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM
PAP. Pfi koncentracich 1 mM a 0,5 mM doslo jiz po 4hodinové inkubaci
k uplnému vymizeni GSH aburiky vykazovaly téméf nulovou viabilitu.
V porovnani s pfedesSlou studii, PAP puasobil na HK-2 buriky mnohem vice
toxicky po 4 hodinach inkubace, nezZli na buriky LLC-PK1. V naS$i praci byla
po 4 hodinach inkubace sPAP (0,5 mM) detekovana pouze 4%
zivotaschopnost bunék. Naopak u zbyvajicich koncentraci (0,001 mM;
0,01 mM; 0,1 mM) nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmény v koncentraci GSH
nebo viability oproti kontrolnim burfikdm. Po 24 hodinach inkubace doslo
u koncentraci 0,5 mM a 1 mM PAP Kk uplnému vyCerpani GSH a nebyly
detekovany jiz Zzadna aktivita zivotaschopnosti bunék. 0,1 mM PAP zapfiCinil
snizeni koncentrace GSH zhruba o 40 %. U zbyvajicich dvou nejnizSich

koncentraci Zzadny vyraznéjSi pokles zaznamenan nebyl.
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Dalsi studie ostatnich autord zkoumala vnimavost LLC-PK1 bunék
k cytotoxicité indukované PAP v souvislosti se schopnosti antioxidantu
askorbatu, GSH, butylovaného hydroxytoluenu (BHT), NADH nebo NADPH
branit této toxicité. Pfi preinkubacnich experimentech byly buriky inkubovany
po dobu 1 hodiny s askorbatem, GSH nebo NADPH. Antioxidanty byly nasledné
odstranény a bunky byly vystaveny uc€inku 0,1 mM PAP po dobu
4 hodin. Zivotaschopnost byla stanovena 24 hodin po expozici PAP. Tato
koncentrace PAP zpusobila téméF 50% ztratu Zivotaschopnosti, coz opét
poukazuje na VvétSi miru toxicity pro HK-2 buriky prokazanou v nasi
praci. Sou¢asna inkubace s askorbatem, GSH a NADPH zmirnila ztratu
zivotaschopnosti vyvolané PAP. Na rozdil od toho byl NADH pfi prevenci proti
toxickému pusobeni PAP neuc€inny. Samotny BHT zpulsobil vyznamnou ztratu
Zivotaschopnosti bunék a pfi prevenci cytotoxicity PAP byl také
neucinny. Neschopnost NADH zabranit PAP-indukované cytotoxicité je spojena
s rychlou degradaci NADH ve vodném roztoku. Preinkubace bunék
s askorbatem nebo GSH byla spojena s oslabenim cytotoxicity vyvolané
PAP. Tyto vysledky naznaduji, Ze PAP je cytotoxicky pro LLC-PK1 bufiky. Cast
cytotoxicity PAP je zpusobena neenzymatickou oxidaci, ktera se vyskytuje
v inkubaénim médiu, a €ast je zplsobena enzymatickou nebo neenzymatickou
oxidaci, ke které dochazi pfimo v bunkach (Hallman, 2000).

Na rozdil od naSich experimentl, kdy bylo cytotoxické plsobeni latek
detekovano pomoci bunécné viability WST-1 testem a koncentrace GSH
prostfednictvim fluorescenéniho stanoveni, se vdalSi studii zaméfili
na uvolfiovani LDH v bunkach LLC-PK1 po inkubaci s PAP nebo menadionem.
Pozorovali snizeni Zivotaschopnosti pomoci fluorescence Alamarské
modfi. Védci v8ak nebyli schopni detekovat aktivitu LDH v médiu, ackoli urcili,
Ze intracelularni aktivita LDH byla po inkubaci s PAP sniZzena. Nebot jsou tyto
vysledky odlisné od vysledkd jinych laboratofi, bylo nabidnuto nékolik
vysvétleni. V této studii nebyl pouzit protein, kdy se bézné pouziva hovézi
sérovy albumin nebo fetalni bovinni sérum. Pro méfeni aktivity LDH byl pouzit
komercni test a je mozné, Ze menadion a PAP interferovaly s jednou nebo vice
slozkami testu. Bylo zjisténo, Ze nékolik béznych toxickych latek interaguje
s LDH v inkuba¢nim meédiu. Na rozdil od toho se zda, Ze LDH v bunkach
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je chranéna pred inaktivaci, pravdépodobné Cetnymi dalSimi reaktivnimi Cinidly
v bunécné cytoplazmé (Kendig, 2006).

Jina védecka studie pomoci renalnich epitelialnich bunék LLC-PK1
prokazala selektivni cytoprotekci kyseliny all-trans retinové (ATRA) vuci
chemikaliim, které indukuji onkotickou/nekrotickou bunécnou smrt epitelialnich
bunék ledvin, mezi kterymi byl testovan i PAP. U tohoto toxinu byly detekovany
jen mirné ucinky cytoprotekce. Zavérem této prace védci uvedli, ze porozuméni
mechanismu cytoprotekce zprostfedkované ATRA muze poskytnout informace,
které pomohou pfi vyvoji novych terapeutickych zasahu pfi stavech, jako
je poskozeni ledvin indukované chemickymi latkami, renalni ischemie,
reperfuzni poSkozeni nebo hypoxie (Sapiro, 2017).

DalSi studie zroku 2007 testovala hypotézu spolecné cytoprotekce
po iniciovani stresu endoplazmatického retikula (ER) pro bunééné linie ledvin —
LLC-PK1, NRK-52E, HEK293, MDCK. Jako induktory stresu byly pouzity
tunicamycin, thapsigargin a oxidovany dithiothreitol, které vedly ke zvySeni
exprese proteini GRP78 a GRP94 v zavislosti na davce. Velikosti indukce
stresu byla zavisld na pouzitém induktoru a na bunécné linii. Oxidovany
dithiothreitol byl daCinny pfi snizovani toxicity u vSech bunéénych linii.
U tunicamycinu a thapsigarginu byla ochrana variabilni. Toxicita [éCiv
(cisplatina, gentamicin, glyoxylat, cyklosporin A, PAP) byla vyznamné snizena
v bunkach pfedem inkubovanych s tunicamycinem nebo oxidovanym
dithiothreitolem. Vysledky této prace poukazuji na to, Ze podnécovani stresu ER
nabizi cytoprotekci proti klinicky relevantnim nefrotoxinm v ledvinnych
bunécnych liniich z vice druhl, avSak mezi bunéfnymi liniemi byly patrné
rozdily, a to vSe podporuje zkoumanou hypotézu, Ze ER se podili
na nefrotoxicité indukované Iéky (Peyrou, 2007).
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo charakterizovat bunétné poSkozeni zplUsobené
derivaty  odvozenymi od  aminofenolu,  konkrétné  paracetamolem
a p-aminofenolem, na lidské renalni bunécné linii HK-2. Podle literatury bylo
uobou toxind predpokladano cytotoxické pusobeni na ledvinné buriky,
coz se nam podafilo provedenymi experimenty potvrdit.

Z vysledkd vyplyva, Ze paracetamol (1 mM; 10 mM) pusobil na burky
vyrazné toxicky, avSak ani po 24 hodinach inkubace nedoS$lo k vyCerpani
glutathionu jako se tomu déje pfi hepatotoxickém pusobeni toho |éCiva.

Prekvapujicim zjisténim bylo toxické pusobeni p-aminofenolu (0,5 mM
a 1 mM), kdy byly jiz po 4hodinové inkubaci naméfeny témér nulové hodnoty
koncentrace glutathionu i bunééné viability. Naopak dal$i nizSi koncentrace
p-aminofenolu (0,001 mM; 0,01 mM a 0,1 mM) nemély na buriky zadny zasadni

vliv a dochazelo jen k mirnému poklesu obou detekovanych hodnot.
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9 PRILOHY - data ke grafiim

Priloha | (Graf 2): Zmény v bunéc¢né viabilité po plsobeni acetaminofenu
(APAP) a p-aminofenolu (PAP). HK-2 bunky, 4 hod. Test WST-1 (440 nm);
kontrola (CTRL) = 100 %; primér + SD; n=5.

Toxin Koncentrace Bunéc¢na viabilita
(mM) (Prmér = SD)
Kontrola 0 100 £5 %
APAP 1 99+ 2 %
10 102+2 %
PAP 0,001 98+7%
0,01 98+7 %
0,1 96 £ 3 %
0,5 4+2%
1 221 %
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Priloha Il (Graf 3): Zmény v koncentraci GSH po pusobeni acetaminofenu
(APAP) a p-aminofenolu (PAP). HK-2 bunky, 4 hod. Test fluorometrické

stanoveni monochlorobiamnu; kontrola (CTRL) = 100 %; pramér + SD; n=5.

e Koncentrace Koncentrace GSH
(mM) (Pramér = SD)
Kontrola 0 100 £ 4 %
APAP 1 88+ 3%
10 65+5 %
PAP 0,001 97+ 7 %
0,01 99 +4 %
0,1 79+3%
0,5 8+1%
1 0%
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Priloha lll (Graf 4): Zmény v bunécné viabilité po pusobeni acetaminofenu
(APAP) a p-aminofenolu (PAP). HK-2 buniky, 24 hod. Test WST-1 (440 nm);
kontrola (CTRL) = 100 %; primér + SD; n=5.

Tl Koncentrace Bunéc¢na viabilita
(mM) (Prmér = SD)
Kontrola 0 100 £ 4 %
APAP 1 83+2%
10 68 +2 %
PAP 0,001 93+2%
0,01 84+3 %
0,1 98 +3 %
0,5 0 %
1 0%
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Priloha IV (Graf 5): Zmény v koncentraci GSH po plsobeni acetaminofenu
(APAP) a p-aminofenolu (PAP). HK-2 burky, 24 hod. Test fluorometrické

stanoveni monochlorobiamnu; kontrola (CTRL) = 100 %; pramér + SD; n=5.

e Koncentrace Koncentrace GSH
(mM) (Prmér = SD)
Kontrola 0 100 £3 %
APAP 1 89+ 2%
10 41 +4 %
PAP 0,001 100 +3 %
0,01 94 +3 %
0,1 50+1%
0,5 0 %
1 0%
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