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1. UvOD

Jetra je odgovorna za detoksifikaciju i eliminaciju potencijalno Stetnih tvari (Van Summeren
i sur. 2013). Budu¢i da je glavni organ u kojemu se razgraduju i detoksiciraju lijekovi i
kemijski spojevi, ijatrogena (gr¢. iatros — lije¢nik) ostecenja su dosta Cesta. Smatra se da je
u 10 % bolesnika u dobi do 40 godina sa slikom akutnoga hepatitisa zapravo rijec o oSte¢enju
uzrokovanom lijekovima, $§to raste na 40% nakon 40. godine Zivota. ToksiCka oStecenja
nastaju zbog izravnog toksi¢nog djelovanja Stetnog agensa, zbog stvaranja aktivnih toksi¢nih
metabolita tijekom razgradnje u jetri ili je pak rije¢ o imunosno posredovanom ostecenju,
pri cemu neki lijek ili njegov metabolit postaje hapten koji odredene stani¢ne proteine
pretvara u neoantigene. S obzirom na to, razlikujemo predvidivo (ovisno o dozi) i
nepredvidivo (neovisno o dozi) ostecenje (Damjanov 2011). Neovisno o dozi se jos dijeli na
alergijski (imunoloski posredovano) i nealergijsko (neimunoloski posredovano) (Kuna i sur.
2018). Kod predvidivog oSteCenja uvijek se nalazi nekroza jetrenih stanica, oStecenje
nastupa u kratko vrijeme nakon unosenja Stetnog agensa u organizam, opseg osStec¢enja ovisi
o koli¢ini agensa, a toksi¢nost se moze reproducirati i u eksperimentalnim modelima. Ovoj
skupini pripada paracetamol (acetaminofen, skraceno APAP) te neki drugi lijekovi koji u
terapijskim dozama ne izazivaju nekrozu. Nepredvidivo oSteCenje nije ovisno o koli¢ini
uzetog lijeka te kod ovog oSteCenja obicno postoji dulje razdoblje latencije izmedu
izloZenosti lijeku 1 pojave simptoma, pa su zato takvi slucajevi velik dijagnostic¢ki problem.
Primjer lijeka s nepredvidivim djelovanjem je anestetik halotan. Toksicko oStecenje
obuhvaca najrazli¢itije morfoloske promjene u jetri, odnosno, lijekovi mogu izazvati
patoloske promjene koje oponasaju bilo koju jetrenu bolest (Damjanov 2011). Paracetamol
je Siroko koriSten analgetik i antipiretik te u preporucenim dozama nije Stetan. Ipak,
prekomjerne doze dovode do zatajenja jetre kako kod Zivotinja, tako i kod covjeka
(Kaplovitz 2005). Vecéina testova koji su trebali objasniti mehanizam toksi¢nosti
paracetamola provedeni su na miSevima, $takorima i hrécima (Tee i sur. 1987; Masubuchi i
sur. 2005; Reid i sur. 2005). Toksi¢nost paracetamola zasnovana je na njegovoj
biotransformaciji pomoc¢u enzimskog kompleksa citokrom P450 oksidaze u N-acetil-p-
benzokinonimin (NAPQI). Pomoc¢u glutation transferaze (GST) se detoksificira NAPQI
konjugacijom sa glutationom (GSH). Medutim, u prekomjernim koli¢inama paracetamola,
GSH se trosi te se NAPQI veze za proteine i u konacnici za samu DNA, Sto uzrokuje

oksidacijski stres (Hinson i sur. 2004; Hinson i sur. 2010). Mitohondrij predstavlja srediste
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gdje se ukljucuju razliciti signali odgovorni za inicijaciju smrti hepatocita, bilo da se radi o

apoptozi, nekrozi ili autofagiji.

1.1. Mehanizam toksiénosti

Kao $to je ve¢ navedeno, paracetamol u preporucenim dozama nije toksiCan. Tipi¢no je
konjugiran sa glukoronskom kiselinom i sulfatom, koji su njegovi glavni metaboliti, a potom
se izluuju urinom. Manji dio paracetamola oskidira pomocu citokrom P450 sustava te
nastaje reaktivni metabolit NAPQI. Pomo¢u GSH se sprjeava negativan uc¢inak NAPQI.
Prekomjernim unosom paracetamola znatno se troSi GSH te se NAPQI moze vezati za
proteine 1 DNA. Stopa oporavka GSH znatno utjeCe na ozljedu, jer indukcija glutamat-
cistein ligaze koja je zasluzna za sintezu GSH predstavlja mehanizam uocen kod Zenki

miseva u svrhu obrane od ozljeda jetre uzrokovanih paracetamolom (Du i sur. 2014).

paracetamol NAPQI
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Slika 1. Strukturna sli¢nost izmedu paracetamola i njegovog reaktivnog metabolita NAPQI (Web 1)

1.1.1. Formiranje adukta i inicijacija oksidacijskog stresa

lako su se mitohondriji smatrali vaznim stani¢nim organelima zbog svoje uloge u sintezi
ATP-a, danas je evidentno da su takoder ukljuceni u razne stani¢ne signalizacije, ukljucujuci
stani¢nu smrt (Baines 2010). Specifiéne mete u mitohondriju kao $to su alfa podjedinica
ATP sintaze podlijezu formiranju adukta. Takoder su detektirani paracetamol adukti na
proteinima glicin amidinotransferaza, protein Parkinsonove bolesti 7 (PARK7) te

peroksiredoksin 6 u kulturi hepatocita $to upucuje da formiranje adukta nije pojava koja



ukljucuje sve mitohondrijske proteine ve¢ ima specifi¢ne proteine na koje se veze (Xie i sur.
2015). Formiranje adukata rezultira pove¢anom produkcijom superoksida, a time ugrozava
i respiraciju. Vaznost produkcije superoksida pokazuje ¢injenica da misevima sa manjkom
enzima superoksid dismutaze (SOD2), koja ima ulogu u uklanjanju reaktivnih Kisikovih
jedinki, prekomjerna koli¢ina paracetamola uzrokuje veéa ostecenja jetre (Ramachandran i
sur. 2011). Vecéa kolic¢ina superoksida bi omoguéila reakciju sa dusikovim (II) oksidom (NO)
¢ime bi nastao peroksinitrit (ONOO ). Peroksinitrit se moZe vezati za tirozinske ostatke

proteina te time ugroziti njihovu funkciju.

1.1.2. JINK kinaza i amplifikacija oksidacijskog stresa

Formiranje paracetamol-protein adukta inicira oksidacijski stres, no sam ovaj dogadaj je
nedovoljan da bi uzrokovao stani¢nu smrt. UoCeno je da je potrebna aktivacija JNK kinaze
za taj proces. JNK se aktivira neposredno nakon unosa prekomjerne koli¢ine paracetamola i
ostaje aktivna tijekom signalne kaskade koja inducira stani¢nu smrt (Hanawa i sur. 2008).
Aktivacija i fosforilacija se odvijaju u citosolu, a zatim se takva JNK translocira u
mitohondrij gdje se veze za Sab protein na vanjskoj strani membrane mitohondrija. Ovakvo
vezanje uzrokuje inhibiciju p-Src na unutarnjoj mitohondrijskoj membrani, ¢ime se
zaustavlja transport elektrona i stvaraju reaktivne kisikove jedinke (engl. ROS-Reactive

Oxygen Species). ROS u konac¢nici povec¢avaju oksidacijski stres (Saito i sur. 2010).

1.1.3. Dinamika mitohondrija i autofagija

Mitohondriji su dinami¢ni organeli koji prolaze kroz morfoloSke promjene u procesima
mitohondrijske fuzije i fisije. Ovi procesi nuzni su za homeostazu i bioenergetiku
mitohondrija (Silva Ramos i sur. 2016). Fuzija i fisija regulirani su GTPaznim proteinima
kao OPAL (engl. Optic atrophy 1), Mfn 1/2 (mitofuzin 1/2) i Drpl (engl. Dynamin related
protein 1). OPA 1 i Mfn 1/2 poti¢u mitohondrijsku fuziju, a Drp1 fisiju kod sisavaca (Zhao
isur. 2013). Utjecaj prevelike doze paracetamola na dinamiku mitohondrija prvi put je uocen
kada je primijeCen znatan rast Drpl te njegova translokacija do mitohondrija nakon
predoziranja paracetamolom (Ramachandran i sur. 2013). Promatrane su i interakcije
izmedu Bax i Drpl. Kako se oba translociraju do mitohondrija nakon predoziranja

paracetamolom, pretpostavlja se da upravo ta translokacija olakSava fisiju, Sto inicira



otvaranje MPTP (engl. mitochondrial permeability transition pore) (Ramachandran i
Jaeschke 2017).

Uklanjanje oS$te¢enog mitohondrija autofagijom usporava ozljede inducirane
paracetamolom. Za indukciju autofagije nakon predoziranja paracetamolom potrebna je
translokacija Parkina, koji je E3 ubikvitin ligaza. Njegov knockdown pojac¢ava ozljedu jetre,
dok delecija Parkina ¢ini zivotinje otpornima na paracetamol, vjerojatno zbog kompenzacije
i stvaranja adaptivnog mehanizma (Williams i sur. 2015). Delecija autofagnog gena Atg5
vodi do kroni¢ne ozljede, regeneracije 1 upale S$to je jo§ jedan primjer zaStite od
paracetamola. Mehanizam je zasnovan na stalno aktivnom Nrf2 sa velikom produkcijom
GSH 1 povec¢anom proliferacijom hepatocita (Ni 1 sur. 2012). Ovi mehanizmi pokazuju

znacaj autofagije tijekom ozljede jetre (Ramachandran i Jaeschke 2017).

1.1.4. Nekroze uslijed predoziranja paracetamolom

Djelovanjem paracetamola proteini se otpuStaju iz medumembranskog prostora
mitohondrija. Citokrom c je jedan od takvih, a uklju¢en je u proces apoptoze. Medutim, iako
se citokrom c otpusta, kaspaze se ne aktiviraju. Istrazivanja su pokazala da postoje molekule
koje odreduju nacin stani¢ne smrti. Stanica ulazi u stanicnu smrt u kontroliranim uvjetima,
a sam proces nazvan je reguliranom nekrozom. Nekroptoza, oblik regulirane nekroze,
aktivira se pomoc¢u TNF 1 receptora (engl. Tumor necrosis factor receptor 1) sto vodi do
sklapanja kompleksa: nekrosoma (Vandenanabeele i sur. 2010). Nekrosom se sastoji od
dvaju receptor-djelujuc¢ih kinaza, RIP1 i RIP3 te od MLKL proteina (engl. mixed lineage
kinase domain-like protein). Signal koji prolazi kroz specifi¢ne domene RIP1 i RIP3 aktivira
dodatne RIP3 molekule te se time pojacava. Smatra se da je RIP3 oligomerizacija minimum
potreban za poticanje nastanka nekrosoma. RIP3 tako predstavlja svojevrstan prekidac
izmedu nekroze i1 apoptoze. Aktivirani RIP3 veze MLKL 1 fosforilira ga. Takav MLKL
putuje prema dijelovima bogatima fosfolipidom gdje djeluje na sami integritet membrane i
uzrokuje nekroti¢nu stani¢nu smrt (Zhang i sur. 2016). Povecana koncentracija RIP3 uoéena
je nakon predoziranja paracetamolom, a njegova geneti¢ka delecija je usporila stani¢nu smrt
(Ramachandran i sur. 2013). Kod ozljede jetre uzrokovane paracetamolom, blokada RIP1 ili
RIP3 djelovala je obrambeno. Izraden je visoko selektivni RIP3 inhibitor koji je uspje$no
djelovao na tretman paracetamolom na ljudskim hepatocitima in vitro te na in vivo misjem

modelu (Li i sur. 2014). Dokazano je da su reaktivne kisikove jedinke, kao glavne molekule



u paracetamol signalnoj kaskadi, ukljuéene u RIP3-induciranu nekroptozu u

kardiomiocitima (Zhang i sur. 2016).

1.2. Modeli jetrenih stani¢nih linija

Postoji vise modela za pracenje mehanizama bolesti jetre uzrokovane lijekovima (engl.
DILI-drug induced liver injury): primarne kulture ljudskih hepatocita, stani¢ne linije
dobivene iz karcinoma jetre, inzenjerstvom jetrenog tkiva, ljudske pluripotentne stanice te

zivotinjski modeli.

Primarne kulture hepatocita smatraju se zlatnim standardnom za istrazivanja jetre. Takoder,
daju znacajne i predvidive rezultate u farmakoloskim i toksikoloskim in vitro istrazivanjima.
Hepatociti su diferencirane stanice koji ispoljavaju mnoge jetrene funkcije te zadrzavaju
ekspresiju enzima faze 1 i faze 2 odredeni vremenski period. Testovima provedenim na
ovakvim stani¢nim linijjama moguce je otkriti sam mehanizam DILI-a (Kuna i sur. 2018).
Mnogi lijekovi koji uzrokuju teski DILI uzrokuju poveéanu produkciju ROS, Sto je

indikacija oksidacijskog stresa.

Prednosti stani¢nih linija dobivenih iz jetrenih karcinoma ukljucuju dostupnost, jednostavno
rukovanje te neogranicen potencijal rasta. Ograni¢enost linija kao sto su HepG2, Hep3B ili
Huh7 je ta $to su liSene nekih osnovnih funkcija normalnog hepatocita, poglavito kapaciteta
biotransformacije. Brojna istrazivanja pokazala su da je ekspresija enzima faze 1 i 2 kod
HepaRG stanica gotovo ista kao kod primarne kulture hepatocita. Ipak, ekspresija enzima
citokrom P450 sustava kod HepaRG je znatno niza u odnosu na primarne hepatocite.
Diferencijacija se moze i poboljsati ako se tretiraju sa 2%tnim dimetil sulfoksidom (DMSO).
HepaRG se pokazala dobrim alatom za ispitivanje kroni¢nih efekata lijekova in vitro. Jo§
uvijek se rade istrazivanja koja se bave njihovom pogodnos¢u za detekciju djelovanja
lijekova kojima je potrebna aktivacija preko citokrom P450 sustava (Vlach i sur. 2019).

HepaRG stanice sli¢no su reagirali na tretman paracetamolom kao i primarni hepatociti.

Ljudske pluripotentne stanice se prema skorijim istraZivanjima smatraju vise predvidivim u
odnosu na ostale modele. Stani¢na linija hiPSC (engl. human induced pluripotent stem cell)
ima fenotip slican primarnim hepatocitima, $to ju c¢ini pogodnom za istraZivanje

hepatotoksi¢nosti te potencijalno boljim kandidatom od Zivotinjskih modela i stani¢nih linija



dobivenih iz jetrenih karcinoma. Stani¢na linija hESC (engl. human embryonic stem cell) je
jos uvijek neuspjesna u smislu diferencijacije do metaboli¢ki sposobnog hepatocita pa se

izbjegava koriStenje ove linije do standardiziranja protokola.

Zivotinjski modeli se esto koriste za prou¢avanje patogeneze jetre te su prilikom
preklini¢kih ispitivanja jo$ uvijek neizostavan dio. Najcesce se koriste glodavci jer imaju
slicnu fiziologiju kao i ljudi (Bhakuni i sur. 2015) ¢ime se lakse dobiva uvid u
hepatotoksi¢nost. Potreba za testiranjem na zivotinjama javlja se iz razloga $to stani¢ne linije
ne funkcioniraju identi¢no kao i sama jetra, primjerice, nemaju svoj imunoloski sustav koji
ima vaznu ulogu u razvijanju DILI-a (Kuna i sur. 2018). Pored glodavaca (prvenstveno
miseva i Stakora), testiralo se i na psima, svinjama i majmunima. Sli¢nost hepatotoksi¢nosti
izmedu vrsta ogleda se u brzini formiranja Stetnog metabolita NAPQI. Alanin
aminotransferaza (ALT) je biomarker ¢ija se povecana koli¢ina prilikom predoziranja
paracetamolom kod covjeka primjec¢uje 12 sati nakon trovanja, dok se kod glodavaca
povecéane koli¢ine u serumu vide nakon 4 do 6 sati. Makaki rakojed (Macaca fascicularis
Raffles, 1821) smatra se vrijednim Zivotinjskim modelom jer je od dosadasnjih koriStenih
srodstveno najblizi Covjeku, a pokazuje i sli¢nosti u enzimima zaduzenim za metaboliziranje

lijekova.

1.3. Cilj rada
Cilj rada ovog istrazivanja je bio:

1. Odrediti postotak preZivljenja (vijabilnosti) HTC i Huh7 stanica pri razli¢itim
koncentracijama i razli¢itom vremenskom periodu izlozenosti paracetamolu.
2. Metodom mikrofotografiranja prikazati morfoloske promjene HTC i Huh7 stanica

nakon izloZenosti prekomjernoj koncentraciji paracetamola.



2. MATERIJALI | METODE

Koristene stani¢ne linije su HTC (engl. Hepatoma tissue culture) i Huh7 (izolirane iz
hepatokarcinoma Covjeka). Prije samog provodenja eksperimenta, stanice se nasade u
Petrijevim zdjelicama koje sadrzavaju 10 ml DMEM hranjivog medija sa L-glutaminom
(Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka) i FBS-om (Thermo Fisher
Ebsdorfergrund, Hessen, Njemacka). Nakon nasadivanja, stanice se inkubiraju na 37 °C sa
5% CO». Pomocu mikroskopa promatra se konfluentnost stanica, gdje se mrtve stanice
razlikuju od zivih tako Sto plutaju u mediju. Sa stanicama se nastavlja rad kada postignu oko
85-90% konfluentnosti. Da bi stanice Sto dulje mogle opstati u kulturi, koristi se metoda
weell splitting “ ili ,,passaging (omjer 1:2) pri ¢emu se hranjivi medij vadi iz kulture te se
istoj dodaje 5 ml Trypsin/EDTA (PAN-Biotech, Aidembach, Bavaria, Njemacka).
Tripsinizacija je vazan korak jer pomaze u odvajanju stanica od same podloge. Tripsinizirane
stanice se inkubiraju na 5 min, nakon Cega se sadrzaj iz Petrijeve zdjelice (tripsin i stanice)
pipetira u Falcon tubu u kojoj se nalazi 5 ml svjezeg medija te se resuspendira.
Centrifugiranjem stanica 7 min na 2000 rpm odvaja se tripsin kao supernatant. Zdrave
stanice se nasaduju na 24-well plate, 2x10° stanica po jazici. Stanice se tretiraju sa razli¢itim
koncentracijama paracetamola (Acros Organics, New Jersey, SAD) 24 h nakon nasadivanja.
Prilikom tretmana paracetamolom na 24-well plate dodaje se medij bez faktora rasta.
Brojanje stanica vrS$i se 2 h nakon tretmana paracetamolom i nakon 24 h. Tretman
koncentracijama traje 24 h. KoriStene koncentracije paracetamola su 5 mM, 10 mM i 20
mM. Stanice se u 24-well plate nasaduju u duplikatima uz kontrolnu skupinu, tj, ona koja se
ne tretira sa paracetamolom. Brojanje stanica u ovom radu radeno je pomoc¢u hemocitometra,
a koristeno bojilo je tripansko plavilo, Trypan blue (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). 10 ul smjese stanica i bojila se nanose na hemocitometar. Zive stanice
razlikuju se od mrtvih pod mikroskopom jer su bijele boje, dok su mrtve plavo obojene zbog
bojila koje prodire kroz njihove membrane. Hemocitometrom su brojane stanice u Cetiri
kvadranta, dok se u srediSnjem kvadrantu nisu brojale. Osim mikroskopiranja, cjelokupan

postupak izvoden je u laminaru.



3. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno u lipnju 2019. godine na Zavodu za farmakologiju, Medicinskog
fakulteta u Osijeku. Uzorci su radeni u duplikatima. HTC i Huh7 stanice tretirane su sa
koncentracijama paracetamola od 0 mM, 5 mM, 10 mM i 20 mM. Pracena je djelotvornost
kroz razli¢ite vremenske periode, nakon 2 i 24 h. Stanice su pokazale ovisnost vijabilnosti o
vremenu izlaganja toksikantu. Tretiranjem stanica razli¢itim koncentracijama paracetamola
uodeno je smanjenje brojnosti stanica. Sto je koristena veéa koncentracija, to je brojnost
stanica bila manja. Primje¢uje se da su HTC stanice vise osjetljive od Huh7 stanica. Takoder,
brojnost se i kod jednih i kod drugih razlikuje nakon 2 i 24 h, to¢nije, djelotvornost

paracetamola bolje se o¢ituje nakon 24 h.

Uocava se manja razlika u brojnosti HTC stanica u kontrolnom uzorku, uzorku tretiranom s
5 mM paracetamola nakon 2 h te uzorku tretiranom s 10 mM paracetamola nakon 2 h (Slike
2,3i4).

Slika 2: HTC stani¢na kultura, kontrola (2 h) (foto: J. Nikoli¢)



Slika 3: HTC stani¢na kultura, 5 mM APAP (2 h) (foto: J. Nikoli¢)

Slika 4: HTC stani¢na kultura, 10 mM APAP (2 h) (foto: J. Nikoli¢)

S koncentracijom od 20 mM paracetamola nakon 2 h uocava se smanjenje brojnosti stanica,
vijabilnost 45-50 % (Slika 5).



Slika 5: HTC stani¢na kultura, 20 mM APAP (2 h) (foto: J. Nikoli¢)

Kod Huh7 stanica nije uofena veca toksicnost 2 h nakon tretmana u uzorcima s
koncentracijama paracetamola od 5 mM i 10 mM, gdje su vijabilnosti oko 90 % (Slike 6, 7
i 8).

Slika 6: Huh7 stani¢na kultura, kontrola (2 h) (foto: J. Nikoli¢)
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Slika 7: Huh7 stani¢na kultura, 5 mM APAP (2 h) (foto: J. Nikoli¢)

Slika 8: Huh7 stani¢na kultura, 10 mM APAP (2 h) (foto: J. Nikoli¢)
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Manji broj stanica se primjecuje U uzorku tretiranom s 20 mM paracetamola (vijabilnost
55-60 %) (Slika 9).

Slika 9: Huh7 stani¢na kultura, 20 mM APAP (2 h) (foto: J. Nikoli¢)

Nakon 24 h, kod HTC linije je primjetna razlika u smanjenju broja stanica idu¢i ka ve¢im
koncentracijama paracetamola (Slika 10). Vijabilnost uzorka s 5 mM paracetamola (Slika
11) je oko 55 %, uzorka s 10 mM paracetamola (Slika 12) oko 30 %, i uzorka s 20 mM
paracetamola (Slika 13) oko 15 %.

Slika 10: HTC stani¢na kultura, kontrola (24 h) (foto: J. Nikoli¢)
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Slika 11: HTC stani¢na kultura, 5 mM APAP (24 h) (foto: J. Nikoli¢)

Slika 12: HTC stani¢na kultura, 10 mM APAP (24 h) (foto: J. Nikoli¢)
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Slika 13: HTC stani¢na kultura, 20 mM APAP (24 h) (foto: J. Nikoli¢)

Huh7 stanice i nakon 24 h pokazuju veéu otpornost od HTC (Slika 14), te je znatnija
promjena brojnosti tek s tretmanom od 20 mM paracetamola, gdje je vijabilnost oko 45 %
(Slika 17), dok s manjim koncentracijama nema uocljivijih promjena, s vijabilnosti oko 90
% za5 mM i 83 % za 10 mM (Slika 15 i 16).

Slika 14: Huh7 stani¢na kultura, kontrola (24 h) (foto: J. Nikoli¢)
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Slika 15: Huh7 stani¢na kultura, 5 mM APAP (24 h) (foto: J. Nikoli¢)

Slika 16: Huh7 stani¢na kultura, 10 mM APAP (24 h) (foto: J. Nikoli¢)
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Slika 17: Huh7 stani¢na kultura, 20 mM APAP (24 h) (foto: J. Nikoli¢)

Tretiranjem nakon 2 h primjecuje se sli¢nost kod oba tipa stanica u vijabilnosti kod tretmana
s 5 mM paracetamola u odnosu na njihove kontrole. S 10 i 20 mM paracetamola vijabilnost
je visa kod Huh7 stanica. Nakon 24 h HTC liniji je znatno pala vijabilnost ve¢ s najmanjom
koncentracijom paracetamola. Huh7 stanice i nakon 24 h pokazuju vec¢u otpornost od HTC.
Ovim rezultatima je potvrdena ve¢ poznata ovisnost vijabilnosti hepatocita o koncentraciji

paracetamola te o vremenu izlaganja istom.
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Slika 18: Ovisnost vijabilnosti HTC stanica o koncentraciji APAP
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Slika 19: Ovisnost vijabilnosti Huh7 stanica o koncentraciji APAP
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4. RASPRAVA

Huh7 stanice pokazale su se otpornijima od HTC stanica, ¢ak i pri visim koncentracijama
uspjele su odrzati ve¢u brojnost od HTC. HTC stani¢na linija je hipersenzibilna u odnosu na
ljudsku. Stani¢ni modeli dobiveni od glodavaca u pravilu brZe reagiraju na promjenu
koncentracije od ljudskih modela. Hepatociti izolirani iz Stakora i miSeva pokazali su
povisenu koncentraciju LDH nakon 24 h tretmana sa paracetamolom, i to u koncentracijama
paracetamola od 2.5 mM i 1 mM. Koli¢ina intracelularnog GSH se takoder smanjivala u
Stakorskim hepatocitima tretiranim s 5 mM paracetamola te u misjim hepatocitima na koje
se djelovalo sa 1.5 mM, §to upucuje na poveéanu produkciju reaktivnih kisikovih jedinki
(Kucera i sur. 2016). Jennitz i suradnici (2008) radili su na humanim, misjim i Stakorskim
modelima. Stanice su tretirane s 5 mM, 10 mM, 20 mM i 40 mM paracetamola na 24 h te je
dokazano da ljudski hepatociti imaju najvecu otpornost, ¢ime se potvrduju i rezultati ovog
rada. Nakon 24 h uocava se trend smanjenja kod HTC linije. Huh7 linija opada u brojnosti
nakon 24 h tek na 20 mM paracetamola (Slika 17). Ovisnost vijabilnosti stanica o vremenu
tretiranja se nakon 2 h primjec¢uje tek u uzorcima s 20 mM paracetamola kod obje stani¢ne
linije (Slika 5 i 9). Ovisnost vijabilnosti o vremenu tretiranja (Jennitz i sur. 2008) pokazala
je da nakon 2 h tretiranja ljudskih i Stakorskih hepatocita ne dolazi do smanjenja brojnosti
stanica, ¢ak i sa visokim koncentracijama (20 mM i 40 mM), §to nije u skladu s provedenim
eksperimentom gdje se nakon 2 h u uzorcima HTC i Huh7 s 20 mM paracetamola vidi
smanjenje vijabilnosti stanica (Slika 5 i 9). Ostecene stanice ispustaju iz svojih citoplazmi
odredene molekule koje sluze kao biomarkeri. Hamid i suradnici (2018) u svom radu o
hepatoprotektivnoj ulozi biljke dumbir Zingiber zerumbet Linnaeus 1758, tretirali su
Stakorske hepatocite sa odredenim koncentracijama paracetamola te su uocili da se
koncentracije ALT i AST povecavaju, §to ukazuje da se broj stanica smanjuje jer veca
koncentracija enzima/biomarkera znaci da se oSteCuju membrane i postaju propusnije.
Usporedbom misjeg 1 Stakorskog modela (Kucera 1 sur. 2016) je utvrdeno da Stakorski pri
ve¢ nizim koncentracijama paracetamola imaju povisenu aktivnost kaspaze 3, proteina kod
mnogih sisavaca koji je zasluZan za iniciranje apoptoze, dok kod miSjeg ne dolazi do
povecane aktivnosti istog pri vi§im koncentracijama paracetamola. Razlika u odgovoru na
toksikant je vjerojatno razliCit skup enzimskih kompleksa koji se ukljucuju prilikom
dishomeostaze, tako da je isti mogucée primijeniti i na covjeka te objasniti zasto je ljudski
model, kako je i o¢ekivano, najotporniji. Apoptoza nakon prevelike kolic¢ine paracetamola

nije slucajan proces, ve¢ uvjetovan i kontroliran odredenim molekulama. PatofizioloSka
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vaznost JNK amplifikacije provedena je na modelima glodavaca sa raznim JNK inhibitorima
i utiSavanjima JNK gena. Sli¢ni efekti INK aktivacije uzrokovane paracetamolom potvrdeni
su i kod ljudskih hepatocita, no inhibicija JNK je samo djelomi¢no zaustavila stani¢nu smrt
(Xie i sur. 2014). JoS uvijek se ne zna je li uzrok tome razlika u vrstama na kojima se
provodio eksperiment ili su razlike u uzorcima (stanicne kulture u odnosu na in vivo
ispitivanja). Pored bolesti jetre uzrokovane lijekovima, postoje i razni drugi nacini
induciranja hepatotoksi¢nosti (kemijski modeli, radijacija, trovanje metalima, prehrana)
(Bhakuni 1 sur. 2015). Yang 1 suradnici (2018) istraZivali su efekte prekomjerne koli¢ine
bakra (Cu) na kokosje hepatocite te je zakljuceno da Cu uzrokuje oskidacijski stres. Kao i
pod utjecajem paracetamola, narusene membrane hepatocita otpustaju ALT, AST i NO, veéa
je produkcija reaktivnih Kisikovih jedinki, a prisutna je i deplecija GSH. Cu takoder utjece
na ekspresiju Bak1, Bax te ostalih gena vaznih u procesu apoptoze. lako se glodavci Cesto
koriste kao laboratorijski modeli, hepatotoksi¢nost izmedu njih i Covjeka je razliCita, bilo da
se radi o dozi toksikanta, farmakokinetici ili patogenezi. Brzina formiranja reaktivnog
metabolita NAPQI je drugacija izmedu vrsta, a isto tako i1 sposobnost uklanjanja
paracetamola konjugacijom. ALT kao primarni biomarker hepatotoksi¢nosti prilikom
predoziranja paracetamolom kod Covjeka se u serumu moze detektirati tek nakon 12 h, do
se kod glodavaca primjecuje nakon 4 do 6 h. Utvrdena je veca otpornost i slicnost
metabolizma kod makaki rakojeda (Macaca fascicularis Raffles, 1821) i ¢ovjeka nego sa
modelima glodavaca, Sto se moze objasniti filogenetskim odnosima, odnosno, bliske
srodnosti ¢ovjeka i majmuna (Tamai i sur. 2016). Smanjenje brojnosti hepatocita sa
paracetamolom primije¢ena je i sa HepaRG linijom gdje su u tretiranim uzorcima bile
prisutne brojne mrtve stanice, konfluentnost se izgubila i pocele su se formirati nakupine
hepatocita, takozvani klasteri (cluster) (Van den Eede i sur. 2015). Ispitivanjem toksi¢nosti
paracetamola u ovisnosti o vremenu na HepG2 stani¢noj liniji u nizim koncentracijama (0.4
mM paracetamola) brojnost stanica nakon 12, 24 i 48 h ostala je nepromijenjena. Visa
koncentracija (4 mM paracetamola) nakon 12 h nije dovela do promjene brojnosti, no nakon
24 i 48 h se broj stanica znatno smanjio (Fox i sur. 2010). Medustani¢ni spoj zonula
occludens (engl. tight junction) odrzava polarnost stanica, a oSteCenje ovog proteinskog
kompleksa je jedan od vaznijih indikatora patogeneze raznih bolesti. Niske doze
paracetamola remete normalnu funkciju tight junction-a (5 mM), a na visim se dogadaju
fenotipske promjene F-aktina i njegova postupna redukcija te se narusava integritet samih
stanica (10 mM 1 20 mM) (HepaRG i misji model) (Gamal i sur. 2017). Ispitivanjem

hepatoprotektivne uloge biljne vrste Lauridia tetragona R.H. Archer 1997, bogate
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antioksidativnim polifenolima pratila se i vijabilnost HepG2 stanica u ovisnosti o dozi
paracetamola. Koristenjem visokih koncentracija (10 mM, 50 mM i 100 mM) paracetamola
vijabilnost uzoraka se smanjivala (Odeyemi i Devar 2019). Rodrigues i suradnici (2015)
ispitivanjem hepatotoksi¢nosti paracetamola na razli¢itim ljudskim modelima (HepaRG,
HepG2, hHEP, hHSKP-HPC) su zakljucili da je razli¢ita osjetljivost izmedu stani¢nih linija.
HepaRG imaju najvisu aktivnost gena povezanih s oste¢enjem jetre u usporedbi s primarnim

hepatocitima, dok HepG2 daju najbrzi odgovor na tretman.
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5. ZAKLJUCAK

Brojna su istrazivanja provedena na temu hepatotoksi¢nosti paracetamola na razlicitim
modelima te je otkriven mehanizam toksic¢nosti. Ipak, jos uvijek je potrebno naci prikladan
model za ispitivanje. Cinjenica je da, iako $takorski, migji ili drugi modeli mogu posluziti za
proucavanje, metabolizam nije identican u usporedbi s ¢ovjekovim, $to je takoder potvrdeno
u brzini formiranja NAPQI i slicnim parametrima. Ovim istrazivanjem ustanovljeno je da
humana stani¢na linija Huh7 ima vecéu otpornost u odnosu na Stakorsku, HTC. Uzrok vece
otpornosti mogao bi biti ukljucivanje drugih metaboli¢kih puteva 1 vec¢eg broja enzimskih
kompleksa u cilju obrane od toksikanta. Kod covjeka je takoder proces konjugacije
ucinkovitiji u usporedbi s glodavcima. Za bolje razumijevanje fizioloskih promjena jetre u
buduénosti bi se istrazivanja trebala usmjeriti na in vivo modele, gdje bi se, za razliku od
hepatokarcinomskih stani¢nih linija, mogla dobiti potpunija slika Stetnog djelovanja

paracetamola.
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