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POPIS KRATICA

ALT — alanin aminotransferaza

cAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat

CO — ugljikov monoksid

CYP 450 — citokrom P450

DAB — diaminobenzidin

Db-cAMP — dibutiril cikli¢ni adenozin monofosfat
DMF — N,N-dimetilformamid

DMSO - dimetilsulfoksid

DTNB - 5,5-ditiobis 2-nitro-benzojeva kiselina
GSH - reducirani glutation

IL — interleukin

iNOS — inducibilna NO-sintaza

1.p. — intraperitonealno

LPS — lipopolisaharid

NAC — N-acetilcistein

NAPQI — N-acetil-p-benzokinonimin

NF-«B — nuklearni ¢imbenik transkripcije kappa B
NO — dusikov-2-oksid

PDE—fosfodiesteraza

PG — propilen glikol

PGE?2 — prostaglandin E2

PGI2 - prostaciklin

TNF — ¢imbenik nekroze tumora



1. UVOD

1.1. Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen; N-acetil-para-aminofenol; APAP) je kemijski spoj koji
pripada skupini para-aminofenolskih spojeva, fenacetina i acetanilida (1, 2). Poput ishodi$nih
spojeva posjeduje analgeticko, antipireti¢ko i slabije protuupalno djelovanje. Paracetamol je
jedan od najéesce koristenih lijekova u svijetu i dostupan je u slobodnoj prodaji, bez
lije¢nickog recepta, sam ili u kombinaciji s drugim lijekovima. U preporu¢enim dozama
paracetamol se smatra uc¢inkovitim i sigurnim, a kao prednost u odnosu na nesteroidne
protuupalne lijekove isti¢e se da njegova primjena nije pracena s visokom incidencijom

gastrointestinalnog krvarenja niti s razvojem Reyevog sindroma (3, 4).

1.1.1. Metabolizam paracetamola

Paracetamol se nakon oralne primjene brzo i gotovo u potpunosti apsorbira. Vr$ne
plazmatske koncentracije postizu se za 30 — 60 minuta, jednoliko se distribuira u vec¢ini
tjelesnih tkiva, a oko 20% paracetamola u krvi je vezano za bjelancevine plazme. Glavni
nacin eliminacije paracetamola (90 — 95%) je konverzija u konjugate. Najvaznija mjesta
konverzije su jetra i bubrezi, a osnovni metaboliti su glukuronski (60%), sulfatni (30%) 1
cisteinski konjugati (3%) (slika 1.1.). Oko 1-2% paracetamola se izluc¢uje urinom
nepromijenjeno, a 5-10% paracetamola enzimi citokrom P450 (cyp 450) pretvaraju u
visokoreaktivni spoj N-acetil-p-benzokinonimin (prema engl. N-acetil-p-benzoquinoneimin —
NAPQI), koji ima kratko vrijeme poluZzivota od 0,7 sekundi. Pri niskim dozama NAPQI se
brzo konjugira s glutationom i ne uzrokuje ostecenje jetre, ali kod prekomjernih doza
paracetamola NAPQI moze u potpunosti iscrpiti zalihe jetrenog glutationa i uzrokovati
oStecenje jetre (5, 6). NAPQI se u toksikoloskoj literaturi najcesc¢e prikazuje kao kinonski
radikal, ali u stvarnosti predstavlja ravnoteznu smjesu izmedu fenoksi i kinonskog radikala.
Pokusi sa sintetskim NAPQI-jem su pokazali da posjeduje sve kemijske, biokemijske i

toksikoloske odlike potrebne za objasnjenje toksi¢nosti paracetamola (7, 8).
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Slika 1.1.. Metabolizam paracetamola u jetri u terapijskim dozama. Glavni metaboliti su
glukuronski (40-60%) i sulfatni (20-40%) konjugati, dok je stvaranje toksicnog metabolita, N-
acetil-p-benzokinonimina (NAPQI) neznatno, te se u¢inkovito detoksificira konjugacijom s

glutationom.



1.1.2. Paracetamol i ostec¢enje jetre

Paracetamol je prvi put povezan s akutnim oSte¢enjem jetre u pokusima na mackama
1964. godine (9), a 1966. godine je prvi put zabiljeZen slucaj akutnog oStecenja jetre
paracetamolom u ¢ovjeka (10). Nakon S§to je osamdesetih godina proslog stolje¢a Aspirin
doveden u vezu s nastankom Reyevog sindroma, smanjuje se njegova uporaba, a dolazi do
velikog povecanja uporabe paracetamola, a time dolazi i do sve ¢esS¢ih slucajeva otrovanja. U
zadnja dva desetljeca, otrovanje paracetamolom je najces¢i uzrok akutnog zatajenja jetre u
zapadnom dijelu svijeta. Prema jednoj procjeni godiSnje se hospitalizira vise od 26000 ljudi
zbog otrovanja paracetamolom, a prema drugoj otrovanje paracetamolom uzrokuje oko 500

smrti godiSnje u SAD-u (11, 12).

Do akutnog oStecenja jetre dolazi tek u slucaju predoziranja ovim lijekom. lako doza koja
¢e uzrokovati oStecenje jetre znatno varira, smatra se da u slu¢aju uzimanja pojedinac¢ne doze
vece od 10 g ili 200 mg/kg (koja god je manja) postoji velika vjerojatnost ostecenja jetre
(maksimalna pojedinacna terapijska doza ne bi smjela viti ve¢a od 1 g, odnosno ukupna
dnevna doza od 4 g u odraslih) (13). Cimbenici koji mogu poveéati toksiénost paracetamola
su starija i mlada zivotna dob, gladovanje i interakcije s uzimanjem drugih sredstava koja
induciraju jetrene enzime (alkohol, antiepileptici). NajCesc¢i uzroci otrovanja su zabuna
(djeca), nekriti¢na primjena (starije osobe, psihicki bolesnici, nedovoljna informiranost) i

pokusaji suicida (4, 14).

Pocetni simptomi toksi¢nosti paracetamola su muc¢nina, povracanje, proljev i abdominalna
bol, a javljaju se nekoliko sati nakon otrovanja. Jetreno ostecenje postaje vidljivo 24 do 48
sati nakon ingestije, a prac¢eno je poviSenom razinom serumskih aminotransferaza, laktat
dehidrogenaze, bilirubina i produzenim protrombinskim vremenom. Kod teSkih oStecenja
moze nastupiti encefalopatija, koma i smrt unutar nekoliko dana. Terapijski postupak
obuhvaca ispiranje Zeludca tijekom prvih nekoliko sati, davanje aktivnog ugljena i prekursora
glutationa, acetilcisteina i metionina. LijeCenje acetilcisteinom je ucinkovito ako se zapoc¢ne
unutar 8 sati od otrovanja. Zadnjih desetak godina pokusavaju se i razlicite preventivne mjere
kao Sto su smanjenje broja tableta u kutiji 1 isticanje upozorenja na pakiranju, a predlaze se i

ukidanje prodaje paracetamola bez lijecni¢kog recepta (15, 16).



Zbog reproducibilnosti hepatotoksi¢nog ucinka u laboratorijskih Zivotinja (osobito u
miseva), model akutnog toksi¢nog hepatitisa uzrokovanog paracetamolom je postao najcesci
pokusni model za istrazivanje toksi¢nog djelovanja ksenobiotika na jetru, $to je vrlo vazno u
lijekova u klini¢ku primjenu (17, 18). Valja istaknuti da se kod miSeva sva zbivanja nakon
otrovanja paracetamolom zbivaju znatno brze nego u ¢ovjeka. Tako, na primjer, do prvih
vidljivih simptoma (hipotermija) dolazi ve¢ 2 sata poslije otrovanja, oStecenje jetre je vidljivo
ve¢ nakon prva 2 do 2,5 sata, a acetilcistein je u¢inkovit u lije€enju ako se primjeni u prvih 2

do 3 sata (19).

1.1.3. Molekularna podloga toksi¢nosti

Prema opcenito prihvacenoj teoriji o mehanizmu toksi¢nosti paracetamola, on je neutralan
spoj koji sam po sebi nije toksi¢an. Do toksi¢nog djelovanja dolazi tek nakon njegove
pretvorbe, pod utjecajem jetrenih mijeSanih oksidaza (P-450 ili CYPs, osobito izoforme
CYP2EI1, CYP3A4 i CYP3A1), u elektrofilni produkt - NAPQI. CYP enzimi su hemoproteini
koji kataliziraju reakciju cijepanja molekularnog kisika pri ¢emu se jedan atom kisika veze s

lijekom, a drugi s vodom (5, 20-23).

NAPQI se konjugira s glukuronskom i1 sumpornom kiselinom, a po njihovu iscrpljenju, 1 s
glutationom (slikal.2.). Glutation je tripeptid, sastavljen od cisteina, glutaminske kiseline 1
glicina, koji u jetrenim stanicama sluzi kao vazni antioksidans. Normalno se u jetrenim
stanicama nalazi u reduciranom obliku (GSH), a vezu¢i se s razli¢itim oksidansima prelazi u
oksidirani oblik (GSSG), koji se kasnije moze ponovno pretvoriti u GSH djelovanjem enzima
glutation-reduktaze. Tek nakon iscrpljenja GSH dolazi do toksi¢nog djelovanja NAPQI-ja,
vezanjem za stanicne makromolekule, Sto dovodi do nekroze jetrenih stanica (osobito u
centrolobularnim prostorima) (5, 6). Daljnji slijed dogadaja je predmet brojnih istrazivanja i
joS uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Smatra se da je poremecaj funkcije mitohondrija jedan
od glavnih uzroka smrti stanice jer dolazi do narusavanja energetske ravnoteZze stanica (24),
vaznu ulogu mogao bi imati i ulazak kalcijevih iona u stanicu (25), takoder pokazano je da
dolazi do stvaranja oksidativnih radikala, duSikovog-2-oksida (NO) i peroksinitrata (26, 27),
koji dovode do iscrpljenja stani¢nih antioksidansa i lipidne peroksidacije te na taj nacin dalje

ostecuju razne funkcije stanice. Neka su istrazivanja pokazala da NAPQI uzrokuje 1 aktivaciju



endogenih nukleaza, Sto bi moglo dovesti do cijepanja molekule DNA 1 apoptoze stanica, ali
se smatra da proces apoptoze nije glavni uzrok smrti stanica — prema jednom istrazivanju
nakon otrovanja paracetamolom apoptoticki odumire manje od 10% hepatocita, a preostali dio
nekroticki (28). Opcenito se smatra da upalni medijatori imaju ulogu u patogenezi jetrenog
ostecenja, vjerojatno naknadno ili usporedno s ovim biokemijskim oSte¢enjima. U posljednjih
nekoliko godina jaca spoznaja da patogeneza otrovanja paracetamolom ima dvije faze koje se
medusobno nadopunjavaju i prozimaju. U prvoj fazi dolazi do kemijskog oSte¢enja hepatocita
NAPQI-jem i drugim toksi¢nim metabolitima koji se kovalentno vezu na stanicne molekule.
U drugoj fazi raspad hepatocita uzrokuje aktivaciju upalnog odgovora koji moze sudjelovati u
dodatnom oStecenju jetre, ali prema nekim istrazivanjima i poticati vazne regenerativne

mehanizme (29, 30).

U zadnja 3 desetljeca istrazuje se utjecaj razli¢itih proupalnih i protuupalnih tvari na ishod
otrovanja paracetamolom i drugim ksenobioticima. U pocetku se uglavnom smatralo da
prostanoidi 1 proupalni citokini pridonose toksi¢nom djelovanju tvari. Na primjer, pri primjeni
toksi¢ne doze paracetamola, Kupfferove stanice u jetri luce prostaglandine i proupalne
citokine, koji bi uzrokovali oStec¢enje jetrenih parenhimskih stanica (31). U prilog tome
govore i nalazi da blokada Kupfferovih stanica gadolinij-kloridom smanjuje toksi¢ni u¢inak
paracetamola (32). Medutim, u novije vrijeme je u nesto druk¢ijem modelu u kojem su
Kupfferove stanice odstranjene, pokazano da te stanice imaju protektivno djelovanje (33).
Takoder, pokazano je da prostaciklin (PGI2) ima protektivan u¢inak na toksi¢nost
paracetamola u miSeva (34), a isto je kasnije dokazano i za prostaglandin E2 (PGE2) (35) i
interleukin 1 (36), a za interleukin 1 je sli¢no pokazano i u modelu akutnog oStecenja jetre
zajedni¢kom primjenom D-galaktozamina (DGalN) i lipopolisaharida (LPS) u miseva (37).
Zajednicko navedenim tvarima je da podizu razinu cikli¢nog adenozin monofosfata (cAMP-a)
u jetri, a cAMP, kao $to je detaljnije opisano kasnije, moZe imati brojne imunomodulatorne

ucinke (38).
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Slika 1.2. Metabolizam paracetamola u jetri u slu¢aju predoziranja. Glukuronidacijski i
sulfatacijski sustav nisu dostatni za detoksifikaciju paracetamola, te se znac¢ajno povecava
stvaranje NAPQI-ja. GSH ne uspijeva detoksificirati velike koli¢ine NAPQI-ja, koji
kovalentnim vezanjem na bitne stani¢ne proteine uzrokuje nekrozu i apoptozu jetrenih

stanica.



U posljednjih 15 godina je pokazano da nakon otrovanja paracetamolom dolazi do
pojacane aktivacije transkripcijskog ¢imbenika NF-xB (prema engl. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) i do pojacane izrazenosti i aktivnosti enzima
inducibilne NO sintaze (iNOS), §to dovodi do pojacane proizvodnje duSikovog-2-oksida (NO-
a) (26, 39). Uloga pojacane izrazenosti i aktivnosti iNOS-a i NF-kB u akutnom ostecenju jetre

paracetamolom se intenzivno istrazuje, ali jos uvijek nije u potpunosti razjaSnjena.

1.2. Bioloski u€inci NF-kB i NO-a

NF-kB je obitelj transkripcijskih ¢imbenika koji dijele strukturnu podudarnost s
retrovirusnim onkoproteinom v-Rel sacinjavajuci tako novu skupinu proteina, NF-kB/Rel,
koja se sastoji od nekoliko strukturno povezanih proteinskih molekula koje tvore homodimere
ili heterodimere. U sisavaca NF-kB obitelj ¢ini 5 proteina, i to NF-kB1 (p50), NF-xB2 (p52),
RelA (p65), RelB 1 c-Rel, a njthovom kombinacijom nastaju spomenuti homdimeri ili
heterodimeri. U stanicama sisavaca najucestaliji 1 najvazniji heterodimer je p50/p65 za kojeg
je NF-kB zapravo sinonim (40). NF-kB je prisutan u gotovo svim vrstama stanica
(ubikvitarnost) i ukljucen je u odgovor organizma na razli¢ite poticaje poput stresa, citokina,
ultraljubicastog zracenja, slobodnih radikala, bakterijskih i virusnih antigena. NF-«xB igra
kljuénu ulogu u regulaciji imunog odgovora domacina na infekciju. Nasuprot tomu,
nepravilna regulacija NF-xB je povezana s brojnim bolestima kao $to su karcinom, autoimune
1 upalne bolesti, septicki Sok, virusne infekcije 1 dr (41, 42). NF-«xB pripada skupini “brzo
djelujuc¢ih” primarnih transkripcijskih faktora (tu jos spadaju c-Jun, STAT, i nuklearni
hormonski receptori) koji su prisutni u stanicama u inaktivhom stanju i ne zahtijevaju novu
sintezu proteina da bi bili aktivirani. Naime, u inaktivnom stanju NF-kB se nalazi vezan u
citoplazmi za skupinu proteina nazvanih IxB (prema engl. inhibitor of kB) koji sadrze
multiple kopije sekvenci nazvanih ankirinski ponavljajuci sljedovi, a pomocu kojih se
maskiraju aktivacijski signali sadrzani u NF-xB (40). Stimulacijom razli¢itih receptora na
stani¢noj membrani dolazi do brze aktivacije NF-kB tako $to se najprije degradira IkB,
primarno putem aktivacije IkB-kinaze (IKK). Djelovanjem IKK dolazi do fosforilacije,
ubikvitinacije i degradacije IkB u proteasomima. Time NF-«B biva osloboden iz spoja s IkB,
ulazi u jezgru gdje potice ekspresiju specificnih gena Sto rezultira zadanim fizioloSkim
odgovorom, npr. upalnim i imunoloskim odgovorom, stani¢nom proliferacijom i dr. NF-kB

potice ekspresiju gena koji kodiraju razli¢ite upalne medijatore, uklju¢ujuci iNOS, TNF-a, IL-
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1 1IL-10 1 hem-oksigenazu 1. NF-xB potice 1 ekspresiju gena koji kodiraju IkB koji se onda
ponovno veze za NF-xB 1 inhibira ga, dakle postoji mehanizam samokontrole (autoregulacije)

(43-45).

NO-sintaze su skupina enzima zaduZenih za proizvodnju NO-a iz L-arginina. NO je vazna
signalna molekula s brojnim bioloSkim funkcijama: djeluje kao vazodilatator i
neurotransmitor, a takoder je vazan produkt fagocita i djeluje toksi¢no na mnoge bakterije.
Odgovaraju¢e doze NO-a u tijelu su potrebne za obranu organa (jetre, pluca...) od ishemije,
medutim stvaranje prekomjernih koli¢ina NO-a moze dovesti do razlicitih poremecaja.
Smatra se da akutno povecanje NO-a doprinosi razvoju septi¢nog Soka, a kroni¢no povisena
razina NO-a se povezuje s razvojem juvenilnog diabetesa mellitusa, multiple skleroze,

ulceroznog kolitisa i brojnih drugih bolesti (46, 47).

Postoje tri izoforme NO-sintaza. Dvije izoforme su konstitucijske (¢cNOS prema engl.
constitutive NO synthase) — jedna u endotelnim stanicama (eNOS prema engl. endothelial NO
synthase ili NOS3), a druga u Ziv€anim stanicama (nNOS prema engl. neuronal NO synthase
ili NOS1). Inducibilna izoforma, iNOS ili NOS2, u normalnim stanjima je slabo izraZena ili
uopce nije izrazena, dok nakon davanja proupalnih faktora i u nekim patoloskim stanjima
moze do¢i do znacajnog povecanja njene izrazenosti u mnogim tjelesnim organima: slezeni,

pluc¢ima, jetri i bubrezima (46, 47).

U zivotinja intoksiciranih paracetamolom izrazito se povecava sinteza NO-a,
najvjerojatnije zbog pojacanog stvaranja TNF-a, koji preko povecanja aktivnosti NF-xB
dovodi do pojacanja izrazenosti i aktivnosti iNOS-a, pa se posebna paznja posvecuje
istrazivanju uloge NO-a u mehanizmu osSteéenja jetre paracetamolom (26). Dobiveni su
proturjecni rezultati, no vec¢ina autora se slaze da male, bazalne koli¢ine NO-a (koje stvara
cNOS) imaju protektivno djelovanje, dokaz tome je da su misevi tretirani s neselektivnim
blokatorima NO-sintaza (koji blokiraju sve tri sintaze) podlozniji toksicnom u€inku
paracetamola (48). Medutim za velike koli¢ine NO-a proizvedene djelovanjem enzima iNOS-
a, Ciju ekspresiju i aktivaciju potice paracetamol, postoje proturjecni dokazi. Prekomjerne
koli¢ine NO-a prema nekim istrazivanjima smanjuju sintezu proteina i DNA u jetri i
inhibiraju katalazu. Takoder, NO reagira sa superoksidnim anionom, stvarajuéi peroksinitrit,

vrlo potentni oksidans, koji dalje reagira sa sulthidrilnim grupama dovodeci do lipidne



peroksidacije 1 smrti stanica. U miSeva s odstranjenim genom za enzim iNOS (iNOS knock-
out miSevi) vidjelo se da je toksi¢nost paracetamola manja nego u normalnih (divljih) miSeva
(27). Takoder je pokazano da ONO 1714, specifi¢ni inhibitor iNOS-a ima protektivan uc¢inak
(49). No, postoje i istrazivanja koja pokazuju da VPYRRO/NO, tvar koja otpuSta NO (NO-
donor) i povecava razinu NO-a u jetri, smanjuje toksicni u¢inak paracetamola, ali i u ovim
istrazivanjima ekspresija iNOS-a je bila snizena (50). lako postoje brojne tvari 1 stanja koja
poticu izrazenost 1 aktivnost iNOS-a u tkivima, za vrlo mali broj spojeva je pokazano da
smanjuju njegovu aktivnost 1 izrazenost. Od prirodnih spojeva takvo je djelovanje pokazano
samo za PGE; (za kojeg smo ve¢ prije spomenuli da §titi od toksi¢nog djelovanja
paracetamola) i LTB4 (51), a nedavno je pokazano u pokusima in vitro i in vivo da takvo

djelovanje u jetri imaju i hormon glukagon i njegov sekundarni glasnik — cAMP (52, 53).

1.3. cAMP

cAMP je unutarstani¢ni posrednik mnogih vitalnih fizioloskih procesa u organizmu.
Otkriven je prije pedesetak godina kad se vidjelo da je posrednik (sekundarni glasnik) u
metaboli¢kom djelovanju adrenalina i glukagona. Sintetizira ga adenilil-ciklaza, enzim koji se
nalazi na unutarnjoj strani membrane mnogih stanica, a razgradnju cAMP-a obavljaju
fosfodiesteraze (PDE), od kojih je najvaznija izoforma PDE-4 (54). Osim kao sekundarni
glasnik velikog broja hormona, cAMP sudjeluje i u regulaciji mnogih fizioloskih procesa, kao
Sto su lipoliza, steroidogeneza, metabolizam kalcija, metabolizam ugljikohidrata u jetri,
neurobioloski procesi, kontraktilnost miokarda i dr. Budu¢i da cAMP sudjeluje u brojnim
bioloskim procesima, drzi se da poremecaj u metabolizmu cAMP-a i njegovih derivata moze
biti uzrokom do 50% kroni¢nih, degenerativnih bolesti. Osobito je vazno njegovo
modulatorno (opcenito supresivno) djelovanje na upalne i imunoloske reakcije, $to se nastoji
iskoristiti za sintezu i1 primjenu novih lijekova za lije¢enje kroni¢nih upalnih bolesti (55-57).
Opcenito se drzi da je supresivno djelovanje cAMP-a u kroni¢nim upalnim reakcijama
ostvareno njegovim inhibicijskim djelovanjem na proupalne medijatore, kao $to su citokini i
prostaglandini. Medutim, djelovanje cAMP-a na pojedine medijatore je selektivno. Poznato je
da jedan od najvaznijih proupalnih citokina — TNF-a stimulira sintezu cAMP-a, a ovaj
povratno inhibira stvaranje TNF-a (58), a da pritom ne utjece na sintezu IL-1 (22, 59),
stimulira proizvodnju IL-6 (59, 60) 1 stimulira sintezu imunosupresijskog citokina IL-10 (22).

Izmedu sinteze PGE, i cAMP-a postoji medusobna pozitivna povratna sprega, t.j. jedan potice



sintezu drugoga (61, 62). Mnogi od ovih medijatora imaju ulogu u oSte¢enju jetre raznim
tvarima, kao 1 u regeneraciji jetre nakon parcijalne hepatektomije (63). Primjerice, u modelu
ostecenja jetre LPS-om i1 D-galaktozaminom, glavni medijator toksi¢nosti je TNF-a (64). Arai
i suradnici su pokazali da dibutiril cAMP (db-cAMP, stabilni analog cAMP-a) ima
protektivan u¢inak u ovom modelu osteéenja jetre i da je taj uc¢inak vjerojatno posredovan
inhibicijskim djelovanjem cAMP-a na sintezu TNF-a (65). Kao §to smo ranije spomenuli,
PGE2 i interleukin 1 smanjuju oSteCenje jetre izazvano paracetamolom, a zajednicko
navedenim tvarima je da podizu razinu cAMP-a u jetri.Takoder je pokazano da N—acetil-L—
cistein (lijek izbora pri otrovanju paracetamolom - antidot) podiZe razinu cAMP-a u modelu
osteéenja jetre ishemijom (66). Cini se da bi jedan dio protekcije koje ostvaruju ove razli¢ite
tvari mogao biti posredovan povecanjem razine cAMP-a u jetri. Tvari koje izazivaju najjace
povecanje razine cAMP-a u jetri su glukagon — aktivator adenilil-ciklaze i rolipram —

specifi¢ni inhibitor PDE-4, enzima koji razgraduje cAMP u stanicama (67).

1.4. Glukagon

Glukagon je probavni hormon kojeg proizvode a stanice Langerhansovih otoci¢a u
gusteraci. Po sastavu je polipeptid, sastavljen od 29 aminokiselina, molekularne tezine 3485
daltona. Najvazniji poticaj za lu¢enje glukagona je niska razina glukoze u krvi, a zatim i
povecana razina aminokiselina u krvi, adrenalin i kolecistokinin, dok luc¢enje glukagona
suzbijaju somatostatin, inzulin i pove¢ana koli¢ina masnih kiselina i glukoze u krvi. Glavninu
svojih u¢inaka glukagon ostvaruje vezanjem za glukagonski receptor na hepatocitima, iako
receptori za glukagon postoje i u bubregu, srcu, slezeni, gusteraci, mozgu i
gastrointestinalnom traktu. Glukagonski receptor pripada skupini receptora udruzenih s G-
bjelancevinom (prema engl. G-protein coupled receptors). Vezanjem glukagona za
glukagonski receptor dolazi do spajanja receptora s G-bjelan¢evinom. Cini se da su barem
dvije vrste G-bjelancevina uklju€ene u prijenos signala nakon vezanja glukagona: Gsa 1 Gq.
Gsa aktivira adenilil-ciklazu i povecava unutarstani¢nu koncentraciju cAMP-a. Gq aktivira
fosfolipazu C, koja povecava stvaranje inozitol-trifosfata koji povecava razinu
unutarstani¢nog kalcija. Za vec¢inu glukagonovih u¢inaka vaznija je aktivacija Gsa. PoviSena
koncentracija cAMP-a aktivira protein kinazu A (PKA), a PKA zatim zapocinje slijed
fosforilacija s pomocu kojih se kovalentnom modifikacijom aktiviraju ili deaktiviraju brojni

enzimi. PKA aktivira fosforilaza-kinazu, koja zatim aktivira fosforilazu, $to dovodi do
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razgradnje glikogena. Povecava se i aktivnost glukoza-6-fosfataze, enzima bitnog za
otpustanje glukoze iz jetre u krv, a smanjuje aktivnost glikogen-sintaze. PKA aktivira
fruktoza-2,6-fosfatazu koja smanjuje razinu fruktoza-2,6-difosfata, a sniZzena razina fruktoza-
2,6-difosfata aktivira fruktoza-1,6-difosfatazu, Sto poveéava glukoneogenezu. Aktiviraju se i
drugi enzimi vazni za glukoneogenezu: piruvat-karboksilaza i fosfoenol-piruvat-
karboksikinaza, a smanjuje se aktivnost glikolitickog enzima piruvat-kinaze (slika 1.3.) (68-

70).

Glavni ucinci glukagona su poticanje glikogenolize i glukoneogeneze u jetri, Sto dovodi
do povecanja razine glukoze u krvi. Takoder, glukagon ko¢i sintezu glikogena 1 glikolizu,
povecava B-oksidaciju masnih kiselina, a smanjuje sintezu triglicerida i kolesterola u jetri.
Uc¢inci glukagona na metabolizam su suprotni u¢incima inzulina (kontraregulacija). U velikim
koncentracijama glukagon moze pojacati kontraktilnost srca i lu¢enje zuci, te smanjiti
zelucanu sekreciju 1 pokretljivost (69, 71, 72). U klini¢koj praksi najcesc¢a indikacija za
primjenu glukagona je lijeenje teske hipoglikemije, a najéesce se primjenjuje u obliku
intramuskularne injekcije. Postoje i podatci da se u visokim dozama moze upotrijebiti kao
protuotrov pri lijeCenju otrovanja beta-blokatorima. Kao moguce objasnjenje ovog ucinka
navodi se da beta-blokatori sprjeCavaju vezanje adrenalina 1 noradrenalina za beta-
adrenergicke receptore i tako smanjuju razinu cAMP-a u miokardu, a glukagon bi u tom
sluc¢aju mogao djelovati kao protuotrov mehanizmom premostenja (engl. bypassing), jer
dovodi do povecanja razine cAMP-a u miokardu neovisno o aktivaciji beta-adrenergickih

receptora (69, 72).
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Slika 1.3. Osnovni ucinci glukagona. Vezanjem glukagona za glukagonski receptor

aktivira se adenilil-ciklaza, koja povecava razinu cAMP-a, §to dovodi do aktivacije PKA, koja

zapocinje niz fosforilacija sto dovodi do povecanja ili smanjenja aktivnosti brojnih enzima,

Sto u konacnici dovodi do povecanja glukoneogeneze i glikogenolize, a smanjenja

glikogeneze 1 glikolize. cAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat, PKA — protein kinaza A.

Prema Jiang I sur.( 4m J Physiol Endocrinol Metab 284:671-678, 2003.)
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Nedavno je pokazano, u dvama odvojenim istrazivanjima, da glukagon posjeduje 1,
potencijalno vazan, hepatoprotektivan uc¢inak u dva razli¢ita modela oSte¢enja jetre: 1) u
modelu oStecenja jetre LPS-om (52) 1 2) u modelu inducirane apoptoze jetre Fas agonistom -
JO2 (73). Budu¢i da je u oba istrazivanja sli¢an u¢inak dobiven i s drugim tvarima koje
podizu razinu cAMP-a u jetri (rolipram, db-cAMP, forskolin) pretpostavlja se da je
hepatoprotektivan ucinak glukagona posredovan poveéanjem razine cAMP-a. U modelu
oStecenja jetre LPS-om pokazano je da je protektivan u¢inak glukagona i cAMP-a posredovan
blokadom izraZenosti i aktivnosti iNOS-a, koji vjerojatno igra ulogu i u oStec¢enju jetre
izazvanom s JO2, kao i u mnogim drugim modelima oStecenja jetre. Osim hepatoprotekcije u
ovim modelima, pokazano je i da glukagon i druge tvari koje povecavaju razinu cAMP-a
produljuju Zivot presadaka jetre za vrijeme hladne prezervacije organa (74, 75). Ucinci db-
cAMP-a, glukagona i roliprama na akutno ostecenje jetre paracetamolom nisu do sada

istrazivani.
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2. CILJEVI | SVRHA ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj nasih istraZivanja bio je istraziti ucinak glukagona i drugih tvari koje povisuju

unutarstani¢nu koncentraciju cAMP-a na akutnu hepatotoksi¢nost paracetamola.

Da bismo istrazili mehanizme kojima glukagon ostvaruje svoje u€inke istrazili smo njegov
ucinak na nekoliko metaboli¢kih putova koji se aktiviraju pri toksi¢cnom djelovanju

paracetamola. Specifi¢no, istrazivali smo uc¢inak glukagona na:

1) izraZenost iNOS-a u jetri i razinu nitrita i nitrata u plazmi u razli¢itim vremenima
nakon otrovanja paracetamolom,

2) koncentraciju GSH u razli¢itim vremenima nakon otrovanja paracetamolom,

3) koncentraciju cAMP-a u razli¢itim vremenima nakon otrovanja paracetamolom,

4) razinu aktivacije NF-xB potaknute paracetamolom.

Hipoteza istrazivanja je bila da glukagon, preko svojeg sekundarnog glasnika cAMP-a ima
protektivan uc¢inak na akutno oStecenje jetre izazvano paracetamolom i da je taj u¢inak jednim

dijelom posljedica inhibicije enzima iNOS-a.

2.2. Svrha istrazivanja

-----

jetre u zapadnom dijelu svijeta, a pokusni model akutne toksi¢nosti paracetamola je najcesci
model na kojem se istrazuju opc¢a nacela hepatotoksi¢nosti i njene prevencije prilikom
primjene raznih ksenobiotika. Intenzivna istrazivanja u ovom modelu su uvelike pridonijela
boljem razumjevanju patogenetskih mehanizama osteéenja jetre paracetamolom i drugim
kemijskim tvarima. Ipak, mehanizmi oStec¢enja su izuzetno slozeni i jo§ uvijek nedovoljno
razjasnjeni, pa su potrebna nova istrazivanja. Cini se da upalni i imunoloski procesi igraju
vaznu ulogu u patogenezi toksi¢nih oStecenja tkiva pri akutnoj intoksikaciji organizma
paracetamolom. S druge strane, cAMP i tvari koji podizu razinu cAMP-a op¢enito imaju
protuupalno i imunosupresivno djelovanje, pa bi poveéanje njegove razine u organizmu

moglo djelovati povoljno na procese hepatotoksicnosti. Do sada je pokazana
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hepatoprotektivna uloga cAMP-a i1 glukagona u dva modela oStecenja jetre, te da presadci
jetre, za vrijeme hladne prezervacije organa, dulje prezivljavaju ako se cuvaju u otopini kojoj
je dodan glukagon. U¢inak cAMP-a i1 glukagona u modelu oStecenja jetre paracetamolom, kao
ni moguci u€inak otrovanja paracetamolom na promjenu razine cAMP-a u jetri do sada nisu
istrazivani. Istrazivanje moguceg hepatoprotektivnog djelovanja je osobito vazno, jer cAMP
sudjeluje, kao sekundarni glasnik, u regulaciji mnogih fizioloskih procesa, kao $to su lu¢enje i
djelovanje brojnih hormona, lipoliza, metabolizam ugljikohidrata i kalcija, brojni
neurofizioloski procesi, kontrola rasta i proliferacije stanica i dr. Stovise, drzi se da su mnoge
ucestale kroni¢ne bolesti u ljudi konacno povezane s nedostatcima u stvaranju ili djelovanju
cAMP-a. Usto, ima puno sredstava (a neprekidno se sintetiziraju nova) kojima se moze

modulirati razina cAMP-a u stanici.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Pokusne zivotinje

U svim pokusima su upotrijebljeni miSevi visokosrodnih sojeva CBA/H Zg, muzjaci, stari
12-20 tjedana i uzgojeni na Zavodu za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Pokusne
zivotinje su drzane u standardnim laboratorijskim uvjetima; regulirani 12 h ciklus svjetla i
tame, temperatura prostorije 22 + 2 °C, vlaznost zraka 50 + 5%, te sterilizacija kaveza i stelje
dvaput tjedno. Pokusne Zivotinje su drzane u makrolonskim kavezima u skupinama 6-8
odnosno 10-20 miSeva, ovisno o veli¢ini kaveza. Hranjene su kola¢ima za miSeve (Kat. br.
4RF21, Diet Standard, Milano, Italija) uz povremeni tjedni dodatak domacih kolaca sa
sastojcima vitamina. Svi postupci na zivotinjama su bili odobreni od Eti¢kog povjerenstva za
rad s pokusnim Zivotinjama Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. (rjesSenje broj 04-

76/2008-840).

3.2. Tvari i tretman zivotinja

Na-fenobarbiton i trikloroctena kiselina su nabavljen od tvrtke Kemika (Zagreb,
Hrvatska). Cistu supstanciju paracetamola smo dobili kao poklon od farmaceutske tvrtke
Belupo (Koprivnica, Hrvatska). GSH, govedi serumski albumini, 5,5-ditiobis 2-nitro-
benzojeva kiselina (DTNB), Bradfordov reagens, dibutiril-cAMP i rolipram su nabavljeni od
tvrtke Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD). Glukagon je nabavljen od tvrtke Novo Nordisk
(Kopenhagen, Danska). Primarna (IgG) poliklonska kuni¢ja protutijela na p65 NF-kB (kat.br.
sc-109) 1 iINOS (kat. br. sc-651) te sekundarna (IgG) kozja protukuniéja protutijela (kat. br.
sc-2004) su nabavljena od tvrtke Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, SAD).

Rolipram, db-cAMP i glukagon su otopljeni u fizioloskoj otopini i ustrcani
intraperitonealno u slijede¢im dozama: 0,05, 0,5 i1 1,5 mg/kg za glukagon, 25 mg/kg za db-
cAMP i 8 mg/kg za rolipram. Doze db-cAMP 1 roliprama za in vivo primjenu su odabrane na
temelju dostupnih podataka u literaturi (65, 76-78) ili podataka o toksic¢nosti dobivenih na
temelju naSih preliminarnih istrazivanja u kojima su praceni uc¢inci navedenih tvari na razinu
ALT-a u plazmi i/ili prezivljenje, te na histopatoloske promjene u jetri tretiranih Zivotinja. Za

db-cAMP su u razli¢itim modelima testirane doze od 2,5 do 125 mg/kg, pri Cemu je spoj pri
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dozi od 25 mg/kg ili viSe pokazivao izrazen bioloski ucinak (65, 76-78). Sli¢no tome,
rolipram je ocCitovao bioloski uc¢inak u rasponu doza od 0,1 do 30 mg/kg (79-81), pri Cemu je

EDs, procijenjena na temelju pada razine ALT-a ili TNF-q, iznosila oko 3,5 mg/kg (81).

Sve tvari su ustrcane u volumenu od otprilike 0,2 mL po pokusnoj zivotinji (10 pL/g) u
razli¢itim vremenima prije odnosno nakon paracetamola. Zivotinje u kontrolnim skupinama

su primile fiziolosku otopinu na jednak nacin i u jednakom volumenu.

3.3. Uspostava i mjerenje hepatotoksi¢nosti inducirane
paracetamolom

S ciljem indukcije jetrenih enzima, citokroma P450 (CYPs), miSevi su tijekom 7 dana u
vodi za pice dobivali Na-fenobarbiton (0,3 g/L). No¢ uoci pokusa (14-16 h prije primjene
paracetamola) Zivotinjama je uklonjena hrana. Zivotinje su izvagane i odgovaraju¢a doza
paracetamola je uStrcana i.p. u volumenu 0,4-0,5 mL (20 pL/g). Paracetamol je otopljen u
toplom PBS-u (40 °C) uz stalno mije$anje na magnetskoj mjesalici. Zivotinje su nakon toga
jo$ 4 h ostavljene bez hrane (34, 36, 82). U svrhu pracenja prezivljenja Zivotinja, paracetamol
je ustrcan u dozi od 300 mg/kg, koja je u nasim preliminarnim istrazivanjima uzrokovala
smrtnost u 43-72% tretiranih miSeva. Prezivljenje miSeva je praceno kroz 48 h nakon
usStrcavanja paracetamola, jer gotovo sve Zivotinje uginu ili se u potpunosti oporave unutar tog
perioda. Za odredivanje koncentracije alanin-aminotransferaze (ALT) nitrita i nitrata u
plazmi, za histopatolosku, imunohistokemijsku analizu jetrenih rezova te za mjerenje
koncentracije GSH i cAMP-a u homogenatima jetre, miSevi su tretirani visokom subletalnom
dozom paracetamola (150 mg/kg). Uzorci krvi 1 jetre za analizu su uzimani u razli¢itim
vremenima, ovisno o pokusu — 2.5, 6, odnosno 24 h nakon primjene paracetamola. Zivotinja
je najprije uvedena u anesteziju, uzeti su uzorci krvi, a nakon Zrtvovanja zivotinje uzeti su
uzorci jetre. Jedan komadic¢ jetre je odmah zamrznut u teku¢em dusiku (za odredivanje
koncentracije cAMP-a), drugi je homogeniziran u hladnom Tris-HCI puferu i pohranjen na -
80°C (za odredivanje koncentracije GSH), a preostali dio jetre je fiksiran u puferiranom 4%
paraformaldehidu (za patohistolosku analizu). Krv je centrifugirana 10 minuta na 300 g da bi
se odijelila plazma koja je pohranjena na -80 °C, u plazmi je kasnije odredena koncentracija
ALT-a i nitrita i nitrata. Eksperimentalne i kontrolne skupine Zivotinja su brojile 12-13

miSeva (pracenje prezivljenja) ili 6-10 miSeva (sva ostala mjerenja).
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3.4. Uporaba anestetika i analgetika

Kao sredstvo za umjerenu ili duboku anesteziju rabio se Na-fenobarbiton (Kemika,
Zagreb) koji se preporucuje u literaturi, a osim toga je jeftin i dostupan. Otopljen je u
fizioloskoj otopini, otopina je sterilizirana kroz Milipore filtar i uStrcavana i.p. u volumenu
0,2-0,25 mL. Za povrsnu (blagu) anesteziju se koristio Avertin (3-bromoetanol, Sigma-

Aldrich) kao sredstvo koje se brzo i1 ujednaceno apsorbira nakon i.p. primjene.

3.5. Krvarenje i uzimanje uzoraka krvi

Uzorci krvi su uzeti iz repa: miS§ je najprije uveden u blagu anesteziju, potom je zagrijavan
rep pod lampom da bi se izazvala vazodilatacija i na kraju je odsjecen zavrsni dio repa (ne

vise od dva milimetra) (83).

3.6. Mjerenje koncentracije ALT-a u plazmi

Uzorci krvi su uzimani ovisno o pokusu 2,5, 6, odnosno 24 h nakon §to su misevi primili
paracetamol. Nakon centrifugiranja krvi na 300 g, odijeljena je plazma i pohranjena na -80
°C. Koncentracija ALT-a u plazmi je odredena standardnom laboratorijskom metodom u

klimickom laboratoriju (35, 84).

3.7. PatohistoloSka analiza jetre

Jetreni reZnjevi svake Zivotinje su fiksirani u puferiranom 4% paraformaldehidu,
dehidrirani u povecavaju¢im koncentracijama etanola 1 uklopljeni u parafin. Nakon toga,
reznjevi jetrenog tkiva, debljine 5 mm, su narezani pomocu rotiraju¢eg mikrotoma,
postavljeni na Cista stakalca i ostavljeni na 37 °C kako bi se osusili preko no¢i. Rezovi tkiva
su ociS¢eni, hidrirani i obojeni hematoksilinom i1 eozinom. Mikroskopski, oSte¢enje jetrenog
tkiva je stupnjevano koriStenjem arbitrarne skale 0-5 kako slijedi: stupanj O—nema oStecenja,
normalna jetra; stupanj 1-minimalne lezije koje ukljuc¢uju pojedinacne do nekoliko
nekroti¢nih stanica; stupanj 2—-blaga oSte¢enja, 10-25% nekroti¢nih stanica ili blage difuzne
degenerativne promjene; stupanj 3—umjerena ostecenja, 25-40% nekroti¢nih ili degenerativno
promijenjenih stanica; stupanj 4—znacajna ostecenja, 40-50% nekroticnih ili degenerativno

promijenjenih stanica; stupanj 5—teska oStecenja, viSe od 50% nekroti¢nih ili degenerativno
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promijenjenih stanica (slika 3.1.). Jetreni reznjevi sa stupnjem ostec¢enja ve¢im od 2 smatrani

su da imaju znacajno oStecenje jetre (35, 85).

Slika 3.1. Stupnjevanje histopatoloskih promjena u jetri miseva tretiranih paracetamolom.
Jetre su uzete 24 h nakon primjene paracetamola (150 mg/kg). Stupnjevanje jetrenog
ostecenja je izvrSeno prema arbitrarnoj skali kako slijedi: stupanj 0 (A), stupanj 1 (B), stupan;j

2 (C), stupanj 3 (D), stupanj 4 (E) i stupanj 5 (F) (originalno povecanje, 100x).
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3.8. Imunohistokemijska analiza

Jetreni reznjevi su uzeti od svake zivotinje (6-10 miSeva po skupini), fiksirani u 4%
paraformaldehidu i potom dehidrirani u 100% etanolu. Rezovi tkiva su uklopljeni u
parafinsko ulje, serijski narezani na 7 mm debele plohe i postavljeni na Cista stakalca. Nakon
uklanjanja parafina ksilenom, rezovi su rehidrirani u etanolu i vodi. Kako bi se sprijecila
endogena peroksidazna aktivnost, rezovi su inkubirani kroz 10 min u 0,3% H,O,, isprani u
PBS-u i skuhani na 95 °C u Na-citratnom puferu tijekom 17 min. Nakon $to su ohladeni na
sobnu temperaturu, rezovi su inkubirani s razrijedenim (1:100) poliklonskim kuni¢jim anti-
NF-kB (p65 podjedinica) ili anti-iNOS protutijelom tijekom 1 h na sobnoj temperaturi u
ovlazenoj posudi. Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi tkiva su inkubirani sa sekundarnim
protutijelom obiljezenim biotinom (rabbit UniTect ABC Kit, Oncogene, Boston, Mass., SAD)
na sobnoj temperaturi tijekom 30 min. Rezovi su zatim isprani u PBS-u, inkubirani s avidin
biotiniliranim kompleksom s peroksidazom hrena (ABC) tijekom 30 min, te ponovno isprani
u PBS-u i obojeni diaminobenzidinom (DAB). Konac¢no, rezovi su isprani u destiliranoj vodi,
obojeni hematoksilinom i dehidrirani u etanolu i ksilolu. Stanice pozitivne na NF-xB su imale
smede obojenu citoplazmu ili jezgru (ovisno o aktivaciji NF-kB), dok su stanice pozitivne na
iNOS imale smede obojenu citoplazmu. Pozitivnu kontrolu za NF-kB i iNOS su cCinile glatke
misi¢ne stanice u zidu krvnih Zila. Negativne kontrole su napravljene zamjenom sekundarnog
protutijela s njegovim razrjedivatem (Dako ChemMate antibody). Slike su napravljene
pomocu digitalne kamere (SPOT Insight, Diagnostic Instruments, SAD) postavljene na

mikroskop (Olympus BX51).

3.9. Imunohistokemijska kvantifikacija

Broj stanica je bio kvantitativno evaluiran od dvojice nezavisnih istrazivaca i1 svrstan kao
negativne (neobojene) stanice, jezgra-pozitivne stanice (za NF-xB) i citoplazma-pozitivne
stanice (za iNOS). Brojanja su izvrSena uzduZ jetrenog reznja samo za DAB-obojene rezove.
Da bi se svaki jetreni rez podijelio u kvadrati¢e dimenzija 100 um x 100 um pri povecanju
40x, koristio se softver DP-SOFT verzija 3.1. Stanice ispod lijeve i gornje granice kvadrati¢a
nisu uzimane u obzir, nego samo one s desne 1 donje granice. Kako bi se izbjeglo dvostruko

raCunanje iste stanice, koristen je svaki drugi rez tkiva. Brojanje stanica je u¢injeno na
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mikroskopu (Olympus BX51) opremljenim s digitalnom kamerom (DP11). Slike su

analizirane koriStenjem softvera (DP-SOFT verzija 3.1).

3.10. Odredivanje koncentracije nitrita i nitrata u plazmi

Uzorci plazme su uzeti 2,5, 6, odnosno 24 h nakon primjene paracetamola i zatim
pohranjeni na -80 °C do odredivanja koncentracije nitrita i nitrata, zavrSnih produkata
metabolizma NO-a. Nitrati NO;™ su najprije reducirani u nitrite (NO,") koriStenjem zrnaca
kadmija obloZenih bakrom (NITRALYZER-II, Nitrate to Nitrite reduction kit, World
Precision Instruments, Sarasota, FL, SAD). Koncentracija nitrita je izmjerena s pomocu
Griessove reakcije uz strogo pridrzavanje uputa proizvodaca. Vrijednosti apsorbancije pri 540
nm su izmjerene koriStenjem automatskog Citaca mikrotitracijskih ploc¢ica (Dynatech MR
5000, Dynatech Technology, Inc., Horsham, PA, SAD) i usporedene sa standardnom
krivuljom koja je bila dobivena sa 8 razli¢itih koncentracija nitrata reduciranih u nitrite na isti

nacdin kao S$to su reducirani i nitrati iz uzoraka.

3.11. Odredivanje koncentracije GSH u jetri

Uzorci jetre su uzeti 2,5, 6, odnosno 24 h nakon primjene paracetamola. Razina GSH u
jetri je odredena metodom po Ellmanu (86). Komadi¢ (otprilike 100 mg) jetre je
homogeniziran u hladnom Tris-HCI puferu (25 mmol/L, pH 7,4). Od homogenata je
izdvojeno 0,1 mL i najprije pomijeSano s 0,2 mL 5 postotne trikloroctene kiseline, a zatim
centrifugirano na 860 g kroz 10 minuta. Supernatant je pomijeSan sa DTNB-om, tvari koja u
kontaktu sa disulfidnim vezama poprima intenzivno zuto obojenje. Apsorbancija je mjerena
na 412 nm i usporedena sa standardnom linijom koja je bila dobivena sa Sest razli¢itih
koncentracija GSH. Iz preostalog dijela homogenata odredena je koncentracija proteina,
metodom po Bradfordu (87) 1 kona¢na koncentracija GSH je izraCunata u nmol/mg jetrenih

proteina.

3.12. Mjerenje koncentracije cAMP-a u jetri

Uzoreci jetre su uzeti 2,5, 6, odnosno 24 h nakon otrovanja miseva paracetamolom.

Komadi¢ jetre (otprilike 200 mg) je odmah nakon vadenja zamrznut u teku¢em dusiku.
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Kasnije je izvagan i homogeniziran u trikloroctenoj kiselini u volumnom omjeru 1:5.
Homogenat je zatim centrifugiran 10 minuta na 4°C i1 860 g, izdvojen je supernatant, a
trikloroctena kiselina iz supernatanta je ekstrahirana s eterom koji je zasi¢en vodom. Eter je
izdvojen iz uzorka evaporacijom na 60 °C. Koncentracija cAMP-a u homogenatima jetre je
odredena uporabom komercijalnog kita [cAMP Complete Enzyme Immunometric Assay

(EIA) kit (No. 900-163, Assay-Designs, USA)], uz pridrzavanje uputa proizvodaca.

3.13. Statisticka obradba podataka

Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna pogreska srednje vrijednosti.
Razlike u prezivljenju izmedu skupina Zivotinja bile su testirane hi-kvadrat testom, pri cemu
se koristila Yatesova korekcija kad je bila indicirana. Statisti¢ke usporedbe izmedu dviju
skupina su ucinjene koristenjem Studentovog t-testa. Usporedbe izmedu vise skupina su
testirane testom ANOVA (prema engl. one-way analysis of variance, ANOVA) s post hoc
testiranjem (Bonferronijev lli Dunnettov test) znacajnosti izmedu pojedinih skupina.

Statisticka znacajnost je bila prihvacena pri p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Uéinak glukagona na plazmatske koncentracije ALT-a i
histopatoloSke promjene jetre u miSeva s osteéenjem jetre koje je
uzrokovano paracetamolom

Plazmatske koncentracije ALT-a. FizioloSka otopina ili tri razli¢ite doze glukagona (0,05,
0,51 1,5 mg/kg) su ustrcani (10 pL/g, 1.p.), 15 minuta prije paracetamola (150 mg/kg, 20
uL/g, i.p.). Koncentracija ALT-a je odredena 24 h nakon davanja paracetamola. Doza
glukagona od 0,5 mg/kg je statisticki znacajno smanjila povec¢anje ALT-a uzrokovano
paracetamolom. Doza glukagona od 1,5 mg/kg je takoder smanjila povec¢anje ALT-a, ali
razlika prema kontrolnoj skupini nije bila statisticki znacajna, dok u dozi od 0,05 mg/kg
glukagon nije imao utjecaja na povecanje ALT-a (slika 4.1.). Glukagon primijenjen sam u
bilo kojoj dozi (to jest bez paracetamola), nije uzrokovao povecanje razine ALT-a — sve
vrijednosti ALT-a su bile nize od 100 U/L §to odgovara vrijednostima u normalnih,

netretiranih zivotinja (nisu prikazani rezultati).
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Slika 4.1. U¢inak razlicitih doza glukagona na koncentraciju ALT-a u plazmi. MiSevima je
ustrcana fizioloSka otopina ili naznacena doza glukagona 15 minuta prije primjene
paracetamola (150 mg/kg). Koncentracija ALT-a je odredena 24 h nakon davanja
paracetamola. Stupi¢i prikazuju srednju vrijednost, a okomite crte standardnu pogresku
srednje vrijednosti (N=8-10 miSeva po skupini). F.O.-fizioloSka otopina.

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fiziolosku otopinu prije paracetamola (ANOVA

test, post hoc test po Dunnetu)

HistopatoloSke promjene jetre. Sve jetre su bile barem djelomi¢no oStecene §to je u vecini
slucajeva bilo vidljivo i makroskopski - na cijeloj povrsini jetre mogle su se vidjeti
tamnocrvene, hemoragi¢no-nekroti¢ne pjege na zutoj podlozi. Budu¢i da povecanje ALT-au
nekim slucajevima ne predstavlja sa sigurnos¢u stupanj ostecenja jetre, napravljeni su
histopatoloski preparati i oSte¢enje jetrenog tkiva je stupnjevano koristeéi arbitrarnu skalu 0-5
kako je opisano u Materijalima 1 metodama (slika 3.1.). Tezina nekroze bila je varijabilna
izmedu pojedinih skupina, izmedu Zivotinja unutar iste skupine, kao i1 izmedu razlicitih
podrugja jetre uzete od jedne Zivotinje. Ipak, nalaz histopatoloSkog oStecenja jetre se u velikoj
vecini slucajeva dobro podudarao s povecanjem koncentracije ALT-a - u skupini koja je
tretirana s glukagonom u dozi od 0,5 mg/kg je zamijeCen manji stupanj oStecenja jetre

(usporediti tablicu 4.1. i sliku 4.1.).
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Tablica 4.1. Ucinak glukagona na histopatoloSke promjene jetre nakon otrovanja

paracetamolom

Stupanj histopatoloskog oétec’:enjab

Tretman miseva® 0 1 2 3 4 5 % > 2°

Fizioloska otopina +
paracetamol 0 1 1 5 3 0 80

Glukagon (0,5 mg/kg) +
paracetamol 0 4 5 2 0 0 16

* glukagon u naznadenoj dozi ili fiziolo$ka otopina su dani 15 minuta prije primjene
paracetamola (150 mg/kg). MiSevi su zrtvovani i jetre su uzete 24 h nakon primjene
paracetamola.

® stupanj histopatoloskog osteé¢enja (skor) je odreden na temelju intenziteta hepatocelularne
nekroze kako je opisano u Materijalima i metodama.

¢ stupnjevi ve¢i od 2 predstavljaju znaéajno izraZzenu nekrozu.

* statistiCki znacajna razlika u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,05), hi-kvadrat test.
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4.1.1. Ucinak glukagona primijenjenog u razli€¢itim vremenima prije ili
nakon paracetamola na prezivljenje miSeva i plazmatske
koncentracije ALT-a (vremenski odgovor)

Prezivljenje miSeva. U sljede¢em pokusu je ispitivano ima li naju¢inkovitija doza glukagona
(0,5 mg/kg) iz prethodnog pokusa ucinka na prezivljenje miseva tretiranih paracetamolom, a
takoder je istrazeno da li glukagon ima ucinka i ako se primjeni terapijski, t.j., 1 h nakon
otrovanja paracetamolom. Zivotinje su tretirane fiziolo§kom otopinom ili glukagonom (0,5
mg/kg, 10 uL/g, 1.p.), 15 minuta prije, odnosno 1 h nakon paracetamola (300 mg/kg, 20 uL/g,
1.p). Glukagon je znacajno povecao prezivljenje miSeva i kad je bio primijenjen 15 minuta
prije paracetamola i kad je bio primijenjen 1 h nakon paracetamola (slika 4.2.). U drugom
pokusu smo istrazili ima li glukagon ucinka i kada se primjeni u ranijem predtretmanu (1,5 h
prije paracetamola), odnosno u kasnijoj terapiji (2 h nakon paracetamola). Niti u jednom

vremenskom periodu glukagon nije pokazao znac¢ajan uc¢inak (nisu prikazani rezultati).

Plazmatske koncentracije ALT-a i histopatoloSke promjene jetre. Ovisnost u¢inka
glukagona o vremenu primjene dalje je istrazena na temelju prac¢enja plazmatske
koncentracije ALT-a i patohistoloskih promjena u jetri. U prvom pokusu, zivotinje su
tretirane fizioloSkom otopinom ili glukagonom (0,5 mg/kg, 10 uL/g i.p.) 1 hili 2 h nakon
paracetamola (150 mg/kg, 20 uL/g, i.p). Glukagon je sprijecio poveéanje razine ALT-a kada
je bio primijenjen 1 h nakon paracetamola, ali nije bio ucinkovit kada je bio primijenjen 2 h
nakon paracetamola (slika 4.3.). Konctentracije ALT-a su se dobro podudarale s

patohistoloSkim oSte¢enjem jetre (tablica 4.2.).

U pokusu u kojem je prac¢eno prezivljenje miSeva glukagon nije bio u¢inkovit kada je bio
primijenjen 1,5 h prije paracetamola. Ovaj rezultat je dodatno provjeren u pokusu u kojem
smo odredivali razinu ALT-a. U pokus su bile ukljucene dvije skupine miSeva, prvoj skupini
je 1,5 h prije paracetamola ustrcan glukagon, a drugoj fizioloSka otopina. Skupina koja je 1,5
h prije paracetamola primila glukagon imala je sli¢ne vrijednosti ALT-a kao 1 skupina koja je

prije paracetamola primila fizioloSku otopinu (slika 4.4.).
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Slika 4.2. U¢inak glukagona na prezivljenje miseva s akutnim oste¢enjem jetre koje je
izazvano paracetamolom. MiSevi su primili fiziolosku otopinu ili glukagon (0,5 mg/kg) u
naznacenim vremenima prije ili nakon paracetamola (300 mg/kg). Prezivljenje miseva je
praceno 48 h. Stupici prikazuju postotak prezivjelih miSeva u pojedinoj skupini (N=20 miSeva
po skupini).

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fizioloSku otopinu prije paracetamola (hi-

kvadrat test)
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Slika 4.3. Ucinak glukagona, primijenjenog u razli¢itim vremenima nakon paracetamola na
koncentraciju ALT-a u plazmi. MiSevima je uStrcana fizioloska otopina ili glukagon (0,5
mg/kg) u naznacenim vremenima prije ili nakon primjene paracetamola (150 mg/kg).
Koncentracija ALT-a je odredena 24 h nakon davanja paracetamola. Stupiéi prikazuju srednju
vrijednost, a okomite crte standardnu pogresku srednje vrijednosti (N=8 miseva po skupini).

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fiziolosku otopinu prije paracetamola (ANOVA

test, post hoc test po Dunnetu)
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Tablica 4.2. Ucinak glukagona, primijenjenog u razli¢itim vremenima nakon paracetamola,

na histopatoloske promjene jetre nakon otrovanja paracetamolom

Stupanj histopatoloskog osteéenja”

Tretman miseva® 0 1 2 3 4 5 % > 2°

Fizioloska otopina +

paracetamol 0 0 3 0 1 3 57
Glukagon (+ 1h) +
paracetamol 0 4 4 0 0 0 0*
Glukagon (+ 2h) +
paracetamol 0 2 2 3 0 1 50

* miSevima je uStrcana fizioloSka otopina ili glukagon (0,5 mg/kg) u nazna¢enim vremenima

prije ili poslije primjene paracetamola (150 mg/kg). MiSevi su Zrtvovani 1 jetre su uzete 24 h

nakon primjene paracetamola.

®stupanj histopatoloikog o3te¢enja (skor) je odreden na temelju intenziteta hepatocelularne
nekroze kako je opisano u Materijalima i metodama.

¢ stupnjevi vedi od 2 predstavljaju znacajno izrazenu nekrozu.

* statisticki znacajno u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,05), hi-kvadrat test.
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Slika 4.4. U¢inak glukagona, primijenjenog 90 minuta prije paracetamola na koncentraciju
ALT-a u plazmi. MiSevima je ustrcana fizioloska otopina ili glukagon (0,5 mg/kg) 90 minuta
prije primjene paracetamola (150 mg/kg). Koncentracija ALT-a je odredena 24 h nakon
davanja paracetamola. Stupi¢i prikazuju srednju vrijednost, a okomite crte standardnu

pogresku srednje vrijednosti (N=8 miSeva po skupini).
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4.2. Ucinak db-cAMP-a i roliprama na plazmatske koncentracije ALT-a,

histopatoloSke promjene i prezivljenje miSeva s ostec¢enjem jetre
koje je uzrokovano paracetamolom

Vecinu svojih u¢inaka u jetri glukagon ostvaruje putem povecanja razine cAMP-a u

hepatocitima. U sljede¢im pokusima smo istrazili da li i druge tvari koje dovode do povecanja

koncentracije cAMP-a u jetri: rolipram (inhibitor (PDE-4) 1 db-cAMP (stabilni analog cAMP-

a) imaju protektivan ucinak na oStecenje jetre uzrokovano paracetamolom.

Najprije je napravljeno preliminarno istrazivanje u kojem smo testirali u¢inak tri razlicite

doze db-cAMP-a i roliprama na malom broju Zivotinja. Na temelju dobivenih rezultata

odabrali smo doze od 25 mg/kg za db-cAMP i 8 mg/kg za rolipram za daljnje istrazivanje.

db-cAMP (25 mg/kg, 1.p.) ili rolipram (8 mg/kg, i.p.) su ustrcani 15 minuta prije
paracetamola (150 mg/kg), a kontrolna skupina je primila fiziolosku otopinu prije
paracetamola. Koncentracija ALT-a je odredena 24 h nakon primjene paracetamola. U
usporedbi s kontrolnom skupinom misSevi koji su prije paracetamola primili rolipram ili db-
cAMP imali su manje koncentracije ALT-a (slika 4.5.), i manje vidljivo oStecenje jetre na

patohistoloskom nalazu.

U pokusu u kojem je praceno prezivljenje miseva, vidjelo se da db-cAMP i rolipram

znacajno poboljSavaju prezivljenje miSeva tretiranih paracetamolom (slika 4.6.).
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Slika 4.5. Ucinak db-cAMP-a i roliprama na koncentraciju ALT-a u plazmi. A db-cAMP (25
mg/kg) ili B rolipram (8 mg/kg) su ustrcani 15 minuta prije paracetamola (150 mg/kg), dok je
kontrolna skupina prije paracetamola primila fizioloSku otopinu. Koncentracija ALT-a je
odredena 24 h nakon primjene paracetamola. Stupici prikazuju srednju vrijednost, a okomite
crte standardnu pogresku srednje vrijednosti (N=7-12 miseva po skupini).* p<0,05 u odnosu

na skupinu koja je primila fizioloSku otopinu prije paracetamola (Studentov t-test).
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Slika 4.6. Ucinak db-cAMP-a i roliprama na prezivljenje miSeva otrovanih paracetamolom.
db-cAMP (25 mg/kg, i.p.) ili rolipram (8 mg/kg) su uStrcani 15 minuta prije paracetamola
(300 mg/kg), a kontrolna skupina je prije paracetamola primila fizioloSku otopinu.
Prezivljenje miSeva je prac¢eno 48 h. Stupiéi prikazuju postotak prezivjelih miseva u pojedinoj
skupini (N=20 miSeva po skupini).

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fiziolosku otopinu prije paracetamola (hi-

kvadrat test)
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4.3. Uéinak glukagona na koncentraciju ALT-a, koncentraciju nitrita i
nitrata u plazmi, na izrazenost iNOS-a i NF-kB i na koncentraciju
GSH i cAMP-a u jetri u razli¢itim vremenima nakon otrovanja
misSeva paracetamolom

Da bi detaljnije istrazili mehanizme kojima glukagon smanjuje toksi¢nost paracetamola
Zivotinje smo zrtvovali u 3 razli¢ita vremena nakon otrovanja paracetamolom, a zatim su
odredeni: koncentracija ALT-a, koncentracija nitrita i nitrata u plazmi, izraZenost iNOS-a i

NF-«kB i koncentracija GSH i cAMP-a u jetri.

Zivotinje su tretirane glukagonom (0,5 mg/kg) ili fizioloskom otopinom 15 minuta prije
paracetamola (150 mg/kg). Za procjenu ucinka samog glukagona na navedene parametre
Zivotinje su injicirane samo glukagonom (0,5 mg/kg) ili samo fizioloSkom otopinom (bez
paracetamola). Zivotinj e su zrtvovane u 3 razliCite vremenske tocke: nakon 2,5, nakon 6,
odnosno nakon 24 h od vremena zadnje injekcije. Uzeta je krv za analizu koncentracije ALT-
a, nitrita i nitrata, i jetra za odredivanje koncentracije GSH i cAMP-a, te za
imunohistokemijsko odredivanje izrazenosti iNOS-a i NF-kB, na nacin koji je opisan u

Materijalima i metodama.

4.3.1. Koncentracija ALT-a

Paracetamol je visestruko povecao koncentraciju ALT-a u plazmi. Poveéanje je bilo
vidljivo ve¢ nakon 2,5 h, a nakon 6 h je doslo do daljnjeg poveéanja. Koncentracije ALT-a su
ostale visoke 1 nakon 24 h. Skupina miSeva koja je prije paracetamola primila glukagon imala
je nize koncentracije ALT-a od skupine koja je prije paracetamola primila fizioloSku otopinu
u vremenima 6 h 1 24 h nakon paracetamola, dok u vremenu 2,5 h nakon paracetamola nije
bilo znacajne razlike. Glukagon, primijenjen sam, nije imao utjecaja na koncentraciju ALT-a
ni u jednoj vremenskoj toc¢ci — koncentracije ALT-a u skupinama tretiranih samo fizioloSkom
otopinom ili samo glukagonom su u svim vremenskim tockama bile izmedu 70 1 100 TU/L

(slika 4.7.).
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Slika 4.7. Utjecaj glukagona na koncentracije ALT-a u plazmi, odredene u tri razlicite
vremenske tocke. MiSevima je injicirana fizioloSka otopina ili glukagon (0,05 mg/kg) 15
minuta prije primjene paracetamola (150 mg/kg) ili samo fizioloska otopina ili samo
glukagon. Koncentracije ALT-a su odredene u naznacenim vremenima nakon primjene
paracetamola. Tocke prikazuju srednju vrijenost, a okomite crte standardnu pogresku srednje
vrijednosti (N=4-8 za skupine koje nisu primile paracetamol, odnosno 8-16 za skupine
tretirane paracetamolom). Prikazani su objedinjeni rezultati dvaju pokusa. F.O.-fizioloSka
otopina.

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fiziolosSku otopinu prije paracetamola

(Studentov t-test)
4.3.2. Koncentracija nitrita i nitrata

Paracetamol je povecéao koncentraciju nitrita i nitrata, zavr$nih produkata metabolizma
NO-a u plazmi. Povecanje je bilo vidljivo ve¢ nakon 2,5 h, a nakon 6 h je doslo do daljnjeg
povecanja, medutim nakon 24 h, koncentracije nitrita i nitrata su se vratile na bazalne
vrijednosti. Skupina miSeva koja je prije paracetamola primila glukagon imala je nize
koncentracije nitrita i nitrata od skupine koja je prije paracetamola primila fizioloSku otopinu
u vremenu 6 h nakon paracetamola, a u preostale dvije vremenske tocke nije bilo znacajne

razlike. Glukagon, primijenjen sam, nije imao utjecaja na koncentraciju nitrita i nitrata ni u
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jednoj vremenskoj tocci — koncentracije nitrita 1 nitrata u skupinama tretiranih samo
fizioloSkom otopinom ili samo glukagonom su u svim vremenskim tockama bile izmedu 15 1

25 uM/L (slika 4.8.).
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Slika 4.8. Utjecaj glukagona na koncentracije nitrita i nitrata u plazmi, odredene u tri razliite
vremenske tocke. MiSevima je injicirana fizioloSka otopina ili glukagon (0,05 mg/kg) 15
minuta prije primjene paracetamola (150 mg/kg) ili samo fizioloska otopina ili samo
glukagon. Koncentracije nitrita 1 nitrata su odredene u naznacenim vremenima nakon
primjene paracetamola. Tocke prikazuju srednju vrijenost, a okomite crte standardnu
pogresku srednje vrijednosti (N=4-8 za skupine koje nisu primile paracetamol, odnosno 8-16
za skupine tretirane paracetamolom). Prikazani su objedinjeni rezultati dvaju pokusa. F.O.-
fizioloska otopina.

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fizioloSku otopinu prije paracetamola

(Studentov t-test)

36



4.3.3. Imunohistokemijska analiza izrazenosti iINOS-a u citoplazmi
jetrenih stanica

Imunohistokemijska izrazenost iNOS-a je odredena u vremenu 6 h nakon primjene
paracetamola jer se prema podatcima iz literature (48) 1 vrijednosti plazmatskih koncentracija

nitrita i nitrata dobivenih u naSim pokusima (slika 4.8.) tada ocekuje najvisa izraZzenost.

Misevi tretirani fizioloSkom otopinom. Zrnate nakupine iNOS-a, organizirane u male skupine,
su bile prisutne u citoplazmi rijetkih hepatocita, dok citoplazma veéine drugih stanica nije bila
pozitivna na iNOS (slika 4.9.A). Stanice na unutarnjoj povrsini sinusoidnih kapilara
(endotelne ili Kupfferove stanice) su takoder bile pozitivne na iNOS. Bilo je samo 2,9%

stanica s citoplazmatskom pozitivnos¢u na iNOS (tablica 4.3.).

Misevi tretirani fizioloskom otopinom i paracetamolom. iINOS je bio izraZen u citoplazmi
hepatocita u obliku malih, gusto zbijenih zrnaca ili velikih pojedinac¢nih vakuola. Neke
endotelne ili Kupfferove stanice su takoder bile pozitivne na iNOS (slika 4.9.B). Broj jetrenih
stanica pozitivnih na iNOS (44,5% pozitivnih stanica) je bio statisticki znac¢ajno veci u

usporedbi s normalnim miSevima (tablica 4.3.).

Misevi tretirani glukagonom i paracetamolom. Citoplazmatska izraZzenost iNOS-a je
pokazivala zrnati uzorak, narocito u stanicama smjeStenim oko centralne vene (slika 4.9.C).
Broj jetrenih stanica pozitivnih na iNOS (23,5% stanica) je bio zna¢ajno manji u usporedbi sa

skupinom mis$eva tretiranih fiziolo§kom otopinom i paracetamolom (tablica 4.3.).

4.3.4. Imunohistokemijska analiza aktivacije NF-kB

Misevi tretirani fizioloskom otopinom. NF-kB je bio izraZen u jetrenim stanicama oko krvnih
zila u Kiernanovim prostorima (aferentne arteriole) u vidu brojnih malih zrnaca, difuzno
rasporedenih u citoplazmi. Imunopozitivnost na NF-«xB je takoder bila izrazena u
pojedinac¢nim stanicama u jetrenim lobulima 1 oko centralne vene (eferentne arteriole) (slika
4.10.A). Gotovo sva imunoreaktivnost na NF-kB je bila prisutna u citoplazmi i samo je u

3,7% pozitivnih stanica ona bila prisutna i u jezgri (tablica 4.3.).
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Misevi tretirani fizioloskom otopinom i paracetamolom. Cijelo jetreno tkivo je bilo
infiltrirano s upalnim stanicama, dok su normalne stanice bile rijetko prisutne. Oko krvnih
zila su bili nizovi stanica s brojnim vakuolama u citoplazmi 1 jezgri (slika 4.10.B). U
srediSnjem dijelu lobula je bio prisutan perimembranozni uzorak bojanja, a u jezgrama
hepatocita su bile prisutne tamno obojene vakuole. Izuzevsi citoplazmatsku imunopozitivnost
na NF-kB, imunoreaktivnost je takoder bila prisutna i u jezgri hepatocita (22,2% pozitivnih
stanica) Sto ukazuje na vecu aktivnost NF-xB u usporedbi s normalnim misevima (tablica

43.).

Misevi tretirani glukagonom i paracetamolom. Cijelo jetreno tkivo je bilo infiltrirano upalnim
stanicama. Mnogo stanica je bilo u razli¢itim mitotskim razdobljima $to ukazuje na
regeneraciju jetrenog tkiva. Imunohistokemijska izrazenost NF-kB je u jetrenim stanicama
pokazivala uglavnom perimembranozni uzorak. U srediSnjem dijelu lobula pozitivnost na NF-
kB je bila izraZena 1 u citoplazmi 1 u jezgri (23%), s prisutnim vakuolama u oba stani¢na
odjeljka (slika 4.10.C). U usporedbi s miSevima tretiranih s fizioloSkom otopinom prije
paracetamola razlika u imunohistokemijskoj izraZzenosti NF-kB u jezgri nije bila znacajna

(tablica 4.3., p>0,05).
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Slika 4.9. Imunohistokemijska izrazenost iNOS-a u jetri. A Normalni misevi.
Imunopozitivnost na iNOS je bila uglavnom prisutna u obliku difuznog uzorka u citoplazmi
malog broja hepatocita (crne strjelice) x20. B Misevi tretirani fizioloskom otopinom i
paracetamolom. Imunopozitivnost na iNOS se oc€itovala u vidu difuznih granularnih (crne
strjelice) ili vakuolarnih (bijele strjelice) nakupina u citoplazmi jetrenih stanica, x40. C
Misevi tretirani glukagonom i paracetamolom. Imunohistokemijska izrazenost iNOS-a je
pokazala difuzni uzorak (crne strjelice) u citoplazmi pojedinih hepatocita ili u malim grupama

hepatocita x40. VC-centralna vena.
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Slika 4.10. Imunohistokemijska izraZzenost NF-kB u jetri. A Normalni misevi. Pozitivnost na
NF-«B je bila uglavnom prisutna u obliku difuznog uzorka u citoplazmi stanica (crne
strjelice), napose u podrucjima oko centralne vene, x40. B Misevi tretirani fizioloskom
otopinom i paracetamolom. Imunopozitivnost na NF-kB se o¢itovala u vidu
perimembranoznih vakuolarnih nakupina u jezgri (bijele strjelice) i citoplazmi (crne strjelice),
x40. C. Misevi tretirani glukagonom i paracetamolom Imunohistokemijska izraZzenost NF-kB

je bila slicna onoj u skupini miseva tretiranih fizioloSkom otopinom i paracetamolom (vidi

pod B), x40, VC-centralna vena.

40



Tablica 4.3. Kvantifikacija imunopozitivnosti na NF-kB 1 iNOS u jetrenim stanicama

% hepatocita® pozitivnih na:

Tretman NF-xB INOS

Fizioloska otopina 29+14 39+0,5
Fizioloska otopina + paracetamol 222 + 2,1b 44,5 + 2,1b

Glukagon + paracetamol 23 + 1,6b 235+ 3,2b’°

“broj stanica je odreden od dvojice nezavisnih istrazivaca i svrstan kao negativne (neobojene)
stanice, jezgra-pozitivne stanice (za NF-«xB) 1 citoplazma-pozitivne stanice (za iNOS). U
svakom jetrenom polju (100 pmx100 um) je izracunat postotak pozitivnih stanica na NF-kB 1
iNOS te izrazen kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje vrijednosti.

® statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na miseve tretirane samo fizioloskom otopinom.

¢ statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na miSeve tretirane fizioloSkom otopinom i
paracetamolom. Razlike izmedu skupina Zivotinja (N=6 po skupini) su bile statisticki

znacajne pri vrijednosti p<0,01. ANOVA test, post hoc test po Bonferroniju.

4.3.5. Koncentracija GSH

Paracetamol je smanjio koncentraciju GSH u jetri. Smanjenje koncentracije GSH je bilo
vidljivo ve¢ nakon 2,5 h, nakon 6 h koncentracija GSH je i dalje bila snizena, a nakon 24 sata

je bio vidljiv oporavak prema normalnim vrijednostima.

Glukagon dan prije paracetamola nije sprijecio gubitak GSH uzrokovan paracetamolom,
ali je ubrzao oporavak GSH - skupina miSeva koja je prije paracetamola primila glukagon
imala je nesto nize koncentracije GSH od skupine koja je prije paracetamola primila
fiziolosku otopinu nakon 2,5 h, ali je nakon 6 h koncentracija GSH bila veéa (statisticki
znacajno) u skupini tretiranoj s glukagonom prije paracetamola. Nakon 24 h nije bilo znacajne

razlike izmedu ove dvije skupine (slika 4.11.).

Glukagon primijenjen sam (bez paracetamola) je smanjio koncentraciju GSH - skupina
miSeva tretiranih glukagonom je imala statisticki znacajno manju koncentraciju GSH od

skupine tretirane samo fizioloSkom otopinom nakon 2,5 h, dok u preostale dvije vremenske
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toCke nije bilo znacajne razlike. Moze se vidjeti 1 da su skupine kojima je uStrcana samo
fizioloSka otopina ili samo glukagon nakon 24 h imale vec¢e koncentracije GSH nego nakon
2,5, odnosno 6 h. (slika 4.11.). Ovo povecanje koncentracije GSH tijekom pokusa se moze
objasniti u¢inkom gladovanja na koncentraciju GSH. Naime, prilikom gladovanja
koncentracija GSH se smanjuje (88). Kako je svim miSevima 16 h prije poCetka pokusa bila
uklonjena hrana, a vracena je 4 h nakon paracetamola, tako su misevi zrtvovani nakon 24 h

bili siti, a oni Zrtvovani nakon 2,5, odnosno nakon 6 h gladni.
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Slika 4.11. Utjecaj glukagona na koncentraciju GSH u jetri. MiSevima je uStrcana fizioloska
otopina ili glukagon (0,05 mg/kg) 15 minuta prije primjene paracetamola (150 mg/kg) ili
samo fizioloSka otopina ili samo glukagon. Jetrene koncentracije GSH su odredene u
naznacenim vremenima nakon primjene paracetamola. Tocke prikazuju srednju vrijenost, a
okomite crte standardnu pogresku srednje vrijednosti (N=4-8 za skupine koje nisu primile
paracetamol, odnosno 8-16 za skupine tretirane paracetamolom). Prikazani su objedinjeni
rezultati dvaju pokusa. F.O.- fizioloska otopina.

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fizioloSku otopinu prije paracetamola
(Studentov t test)

# p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fiziolosku otopinu, bez paracetamola

(Studentov t-test)
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4.3.6. Koncentracija cAMP-a

Dva i pol sata nakon otrovanja paracetamolom doslo je do znacajnog pada razine cAMP-a
u jetri, ali ve¢ nakon 6 h koncentracija se vratila na normalne vrijednosti. Tretman
glukagonom prije paracetamola je smanjio pad razine cAMP-a u razdoblju 2,5 h nakon

paracetamola, a u preostale dvije vremenske tocke nije bilo znacajne razlike (slika 4.12.).
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Slika 4.12. Utjecaj glukagona na koncentraciju cAMP-a u jetri. MiSevima je ustrcana
fizioloska otopina ili glukagon (0,05 mg/kg) 15 minuta prije primjene paracetamola (150
mg/kg) ili samo fizioloSka otopina ili samo glukagon. Jetrene koncentracije cAMP-a su
odredene u naznaenim vremenima nakon primjene paracetamola. Tocke prikazuju srednju
vrijenost, a okomite crte standardnu pogresku srednje vrijednosti (N=4-8 za skupine koje nisu
primile paracetamol, odnosno 8-16 za skupine tretirane paracetamolom). Prikazani su
objedinjeni rezultati dvaju pokusa. F.O.-fizioloska otopina.

* p<0,05 u odnosu na skupinu koja je primila fiziolosku otopinu prije paracetamola

(Studentov t-test)
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5. RASPRAVA

Glukagon je gusteracin polipeptidni hormon, otkriven je 1923. godine, a glavne njegove
funkcije (poticanje glikogenolize i1 glukoneogeneze u jetri, kocenje sinteze glikogena 1
povecanje koncentracije glukoze u plazmi...) su detaljno istrazene 70-tih 1 80-tih godina
proslog stoljeca (68). Medutim, prema istrazivanjima objavljenim u posljednjih desetak
godina ¢ini se da glukagon ima i, potencijalno vaznu, hepatoprotektivnu ulogu u nekim
modelima oSteéenja jetre (52, 69, 73). Tako je na primjer u jednom istrazivanju pokazano da
glukagon §titi jetru od oSte¢enja LPS-om (52), a u drugom istrazivanju je pokazano da misevi
s odstranjenim genom za glukagonski receptor (Gegr-/-) razvijaju veci stupanj apoptoze jetre
od divljih miSeva u apoptotickom modelu oStecenja jetre. Takoder je pokazano da divlji
misevi koji prije induciranja apoptoze jetre prime injekciju glukagona imaju manji stupanj
ostecenja jetre i manju aktivnost kaspaze 8 od divljih miSeva koji prije induciranja apoptoze
prime injekciju fizioloske otopine (73). Pokazano je i da jetreni presadci dulje prezivljavaju,
ako se ¢uvaju u otopini u kojoj je dodan glukagon (74, 75). U nasem smo istrazivanju istrazili,
da li primjena glukagona i drugih tvari koje dovode do povecanja razine cAMP-a u jetri imaju

utjecaj na stupanj oSte¢enja jetre u modelu akutnog oStecenja jetre izazvanog paracetamolom.

Nasi rezultati pokazuju da glukagon, kada se primjeni 15 minuta prije paracetamola ima
protektivan ucinak: 1) razine ALT-a i histopatoloski vidljivog oSteenja jetre bile su znatno
nize u skupini miSeva koji su primili glukagon prije paracetamola nego u kontrolnoj skupini
koja je prije paracetamola primila fizioloSku otopinu (slika 4.1. 1 tablica 4.1.) 1 2) u pokusu u
kojem je praceno prezivljenje Zivotinja zamijeceno je da glukagon smanjuje smrtnost miSeva
otrovanih paracetamolom (slika 4.2.). Sli¢ne rezultate smo dobili i s rolipramom (inhibitorom
PDE-4), lijekom koji povisuje razinu cAMP-a u jetri neovisno o aktivaciji glukagonskih
receptora i sa stabilnim analogom cAMP-a - db-cAMP-om (slike 4.5. 1 4.6.). Ovi rezultati
upucuju na zakljucak da je hepatoprotektivan u¢inak glukagona, poput vecine drugih njegovih
uc¢inaka, najvjerojatnije posredovan povec¢anjem razine cAMP-a u jetri. Sli¢no je pokazano i
za druga dva modela oStecenja jetre u kojima je do sada pokazan hepatoprotektivan u€inak
glukagona: u modelu osteéenja jetre LPS-om je pokazano da db-cAMP i rolipram takoder
Stite od ostecenja jetre LPS-om, a u apoptotickom modelu ostecenja jetre sli¢an ucinak je
dobiven s forskolinom, lijekom koji aktivira-adenilil ciklazu neovisno o aktivaciji

glukagonskih receptora (65, 73, 77). Primijetili smo i1 da 2,5 h nakon otrovanja
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paracetamolom dolazi do sniZenja razine cAMP-a u jetri Sto do sada nije bilo opisano (slika
4.12.). Ovaj nas$ nalaz takoder posredno upucuje na zakljucak da je protektivan ucinak

glukagona vjerojatno bio posredovan povecanjem razine cAMP-a.

U pokusima u kojima smo istrazivali ovisnost u¢inka glukagona o vremenu primjene
vidjelo se da glukagon ima znac¢ajan protektivan u¢inak kada se primjeni 15 minuta prije ili 1
sat nakon otrovanja paracetamolom — skupine miseva tretirane glukagonom u tim razdobljima
su imale statistiCki znacajno bolje prezivljenje, manju razinu ALT-a i manje histopatoloski
vidljivo oStecenje jetre u odnosu na kontrolnu skupinu (slike 4.2. 1 4.3. i tablica 4.2.).
Medutim, uc¢inak glukagona je bio slabiji kada je bio primijenjen 90 minuta prije ili 2 sata
nakon paracetamola (slike 4.3. 14.4. i tablica 4.2.). U ve¢ spomenutim istrazivanjima o uc¢inku
glukagona na apoptoticko oStecenje jetre i na oStecenje jetre LPS-om vremenska ovisnost
ucinkovitosti glukagona nije istrazivana — u istrazivanju koje je pokazalo hepatoprotektivnu
ulogu glukagona u apoptotickom modelu ostec¢enja jetre glukagon je bio primjenjivan 30
minuta prije JO2 protutijela (73), a u modelu ostecenja jetre LPS-om glukagon je
primjenjivan istovremeno s LPS-om (52), nasi rezultati upucuju da je vremenski raspon

ucinkovitosti glukagona kratkotrajan.

Paracetamol je smanjio razinu GSH u jetri. Glukagon, primijenjen prije paracetamola, nije
sprijecio gubitak GSH uzrokovan paracetamolom, ali je ubrzao oporavak razine GSH prema
normalnim vrijednostima (slika 4.11.). Brzi oporavak razine GSH u jetri bi mogao biti
posredovan ili povecanjem sinteze novog GSH ili smanjenjem gubitka novostvorenog GSH; s
obzirom da prema jednom istrazivanju glukagon smanjuje sintezu GSH, vjerojatnijim se ¢ini
drugi mehanizam (89). Ovi nalazi upucuju na zakljucak da protektivan u¢inak glukagona nije
posredovan smanjenjem metabolizma paracetamola u NAPQI. Naime tvari koje svoj
protektivan u¢inak ostvaruju inhibicijom te pretvorbe (npr. dimetilsulfoksid) u potpunosti
blokiraju gubitak GSH uzrokovan paracetamolom pa razina GSH ostaje cijelo vrijeme na

normalnoj razini (50, 90).

Vazan nalaz je i da glukagon kada se primijeni sam (bez paracetamola) kratkotrajno
smanjuje razinu jetrenog GSH (slika 4.11). Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjima Lu i sur.
(89). Smanjenje razine GSH bi moglo imati negativne posljedice na ishod oSte¢enja jetre

paracetamiolom 1 drugim hepatotoksi¢nim tvarima. NaSa pretpostavka je da je ovaj
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nepovoljan uc¢inak glukagona bio nadja¢an drugim, pozitivnim u¢incima, kao §to je na primjer
smanjenje izrazenosti i aktivnosti iNOS-a. Pad razine GSH ima patogenetsku ulogu i u
modelima oStecenja jetre LPS-om (91), odnosno apoptozom (92). U istrazivanjima koja su
pokazala protektivnu ulogu glukagona u tim modelima razina GSH, na Zalost, nije pracena
(52, 73). U svakom slucaju, bilo bi zanimljivo istraziti da li bi se eventualnim suzbijanjem ove
nezeljene posljedice davanja glukagona, ili nadoknadom GSH uz terapiji glukagonom, mogli

posti¢i bolji rezultati protekcije glukagonom.

Prije nekoliko godina je pokazano da glukagon i cAMP smanjuju aktivnost i izrazenost
iINOS-a u jetri (52). Rezultati pokusa u kojima smo mjerili aktivnost i izraZzenost iNOS-a
upucuju na zakljucak da bi hepatoprotektivan ucinak glukagona protiv oSte¢enja jetre
paracetamolom jednim dijelom mogao biti posredovan blokadom aktivnosti i izrazenosti
iNOS-a. Skupina miseva koja je bila tretirana glukagonom i paracetamolom je imala znacajno
manju koncentraciju nitrita i nitrata u plazmi i izrazenost iNOS-a u jetri u odnosu na skupinu
koja je prije paracetamola primila fiziolosku otopinu (slike 4.8. 1 4.9. i tablica 4.3.). Slicno
kao 1 u drugim istrazivanjima (49, 93) povecanje koncentracije nitrita i nitrata je bilo
najvidljivije 6 h nakon otrovanja paracetamolom, a 24 h nakon otrovanja vrijednosti su pale

na bazalnu razinu (slika 4.8.).

Dosadasnja istrazivanja o ulozi iNOS-a u ovom modelu su vrlo proturje¢na. Pove¢anu
aktivnost iNOS-a pri akutnom oStecenju jetre paracetamolom prvi su opisali Gardner i sur. u
pokusima na Stakorima. Takoder su pokazali da aminogvidin, specifi¢ni inhibitor iNOS-a
smanjuje toksi¢nost paracetamola i zakljuc€ili da aktivacija iNOS-a doprinosi oStec¢enju jetre
paracetamolom (26). Daljnja istrazivanja su isprva poduprla ovo misljenje jer se pokazalo da
su miSevi s odstranjenim genom za iNOS manje otporni na o$teéenje jetre paracetamolom od
divljih miSeva (27). Medutim Hinson 1 sur. ubrzo zatim objavljuju istrazivanje u kojem sa
specifi¢nim inhibitorima iNOS-a dobivaju upravo suprotne rezultate tj. da povecavaju
toksi¢nost paracetamola, a za miSeve s odstranjenim genom za iNOS da su jednako podlozni
oSte¢enju paracetamolom (94). Rezultati Ita i sur. i Kamanake i sur., objavljeni kasnije, suu
skladu sa prvotnim rezultatima Gardnera i sur. i pokazuju protektivnu ulogu specifi¢nih
inhibitora iNOS-a (48, 49). U istrazivanju Ita i sur. je ispitan i u¢inak nespecificnog inhibitora
NOS-a (koji ne inhibira samo iNOS ve¢ i druge NO-sintaze), za koji je pokazano da

pogorSava oStecenje jetre, pa je predloZena hipoteza da male, bazalne koli¢ine NO-a (koje
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stvara cNOS) imaju protektivno djelovanje, a prevelike kolic¢ine proizvedene aktivacijom
iINOS-a stetno (48). Ova hipoteza nije u skladu s rezultatima Salhanicka i sur. prema kojima
nisu samo misevi s odstranjenim genom za iNOS otporniji na paracetamol nego su to i miSevi

s odstranjenim genom za eNOS (95).

Dodatnu poteskocu u razumijevanje uloge NO-a u ovom modelu osteéenja jetre donose
pokusi s donorima NO-a, tvarima koji otpustaju NO i tako povisuju koncentraciju NO-a u
jetri. U dvama odvojenim istrazivanjima je pokazano da NO donori NCX-1000 odnosno
VPYRRO/NO itite jetru od oStec¢enja paracetamolom (50, 96). No, premda su te tvari
povecavale razinu NO-a u jetri, proizvodnja endogenog NO-a i izraZzenost iNOS-a je bila
manja. Takoder je pokazano da nitroparacetamol (derivat paracetamola koji otpusta NO) ima
manyji toksi¢ni uc¢inak od paracetamola, uz bolje analgeticko i antipireticko djelovanje (97).
No, ¢lanci o protektivnom u¢inku NCX-1000 i manjoj toksi¢nosti nitroparacetamola su
povuceni prosle godine. Obrnuto od ovih rezultata, Ito i sur. su u pokusima s NO-donorom
SNAP-om pokazali da on povecava toksi¢nost paracetamola. Takoder su naveli da su u
prvotnom planu Zeljeli koristiti VPYRRO/NO, kao i Liu i sur. u svom istraZivanju, ali da su
odustali od njegove uporabe nakon preliminarnih pokusa, jer se pokazalo da je VPYRRO/NO
slabo topljiv u vodi, a topljiv je u etanolu. Stoga su kontrolnoj skupini miseva, prije
paracetamola, ustrcali istu koli¢inu etanola koju su dobili 1 miSevi tretirani s VPYRRO/NO i u
obje skupine misSeva nisu nasli nikakvo oStecenje jetre (48). Za etanol je otprije poznato da
njegova akutna primjena prije paracetamola smanjuje osteCenje jetre paracetamolom zbog
interferencije s metabolizmom CYP enzima (smanjuje pretvorbu paracetamola u NAPQI) (98,
99). Iako su mogli ponoviti pokus s veCom dozom paracetamola, odlucili su izbjec¢i uporabu
organskih otapala (paracetamol je umjereno topljiv u vodi pa bi davanje vece doze
paracetamola zahtijevalo 1 dodavanje nove koli¢ine organskog otapala) i upotrijebiti drugi
NO-donor — SNAP koji je topljiv u vodi (48). U istraZivanju Liu-a i sur. u kojem je pokazan
protektivan u¢inak VPYRRO/NO-a ne navodi se u kojem otapalu je VPYRRO/NO bio
otopljen, a navodi se da je kontrolna skupina prije paracetamola dobila fizioloSku otopinu.
Takoder je navedeno da je paracetamol dat otopljen u fizioloskoj otopini u dozi od 600 mg/kg
u volumenu od 25 mL/kg (50) $to prema podatcima o topljivosti paracetamola i nasem
iskustvu nije moguce. Dakle, moguce je da je u ovom istrazivanju protektivan ucinak

VPYRRO/NO posljedica pogreSke u eksperimentalnom dizajnu, tj. da kontrolna skupina prije
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paracetamola nije primila odgovarajuci vehikulum (vehikulum u kojem je bio otopljen

VPYRRO/NO).

Neadekvatna uporaba organskih otapala je glavni uzrok pogreske u istrazivanjima
oStecenja jetre paracetamolom. Tako su na primjer El-Hassan i sur. objavili da inhibitor
kaspaze Z-VAD-fmk ima jak protektivan u€inak protiv otrovanja paracetamolom (100), a
kasnije je pokazano da je protektivan ucinak zapravo bio posredovan dimetilsulfoksidom
(DMSO), otapalom u kojem je Z-VAD-fmk bio otopljen, a ne sa Z-VAD-fmk-om (101).
Kontrolna skupina u tom istrazivanju je prije paracetamola primila fiziolosku otopinu, ali bez
dodatka DMSO-a koji je bio dodan u vehikulum za Z-VAD-fmk. Medutim, 1 bez ovako
vidljive pogreske u eksperimentalnom dizajnu uporaba otapala ponekad moze dovesti do
pogreske. Liu i sur. su nedavno objavili da prirodnoubilacke stanice (NK stanice, prema engl.
natural killer cells) imaju patogenetsku ulogu u otrovanju paracetamolom (102), a kasnije je
pokazano da je to istina samo kada se paracetamol primjeni otopljen uz pomo¢ DMSO-a, a ne
1 kad se otopi u fizioloSkoj otopini (103). Najvjerojatnije objasnjenje ove razlike je ¢injenica

da DMSO djeluje na imunoloski sustav kao adjuvans (103, 104).

Otapala se u paracetamolskim istrazivanjima upotrebljavaju zbog dva razloga: 1) za
otapanje neke tvari ¢iji se utjecaj na otrovanje paracetamola ispituje i 2) za otapanje samog
paracetamola. Zbog velike metodoloske vaznosti 1 mogucih eksperimentalnih artefakata, mi
smo, paralelno s nasim sadasnjim istrazivanjem, dodatno istrazivali problem uporabe
najces¢ih organskih otapala (105). Usporedili smo ucinak etanola, DMSO-a, propilen glikola
(PG), otapala ¢iji je protektivan ucinak otprije poznat, te dimetilformamida (DMF) i
detergenta TWEEN 20 ¢iji u€inak ranije nije bio istrazen. Dobiveni rezultati su pokazali da
¢ak i minimalne doze DMF-a i DMSO-a jako interferiraju s toksi¢nosc¢u paracetamola, da je
ucinak PG-a i etanola umjereno jak 1 da TWEEN 20 ne interferira s toksi¢nos¢u paracetamola
(105). Upozorili smo i na ¢injenicu da se organska otapala Cesto bespotrebno dodaju u
vehikulum za paracetamol te da se paracetamol u toksi¢nim koncentracijama moZze otopiti u
zagrijanoj fizioloskoj otopini uz blago magnetsko mijesSanje (v. Materijal i metode u ovom
radu). Liu i sur. su izvijestili da u C57BL miSeva doza od 300 mg/kg nije dovoljna za
izazivanje oStecenja jetre i da je taj soj miSeva rezistentniji od ostalih sojeva, ali se kasnije

ispostavilo da su dodavali DMSO u vehikulum za paracetamol (102, 103). Prema naSem

iskustvu doza paracetamola od 300 mg/kg izaziva znatno oStecenje jetre i kod CBA, C57BL/6
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1 kod BALB/c miSeva, a nedavno je objavljeno istrazivanje koje to isto pokazuje za desetak
drugih sojeva (106). Kada se DMSO ili PG dodaju u vehikulum za paracetamol, doza
paracetamola se mora povecati na 600 ili cak 750 mg/kg (107) za dobivanje jednakog stupnja
oStecenja jetre, $to nepotrebno povecava koli¢inu dodanog bioloski aktivnog organskog
otapala. Ukoliko u nekih miSeva doza od 300 mg/kg ipak nije dovoljna za izazivanje
ostecenja jetre, za poboljSanje topljivosti paracetamola vjerojatno je najbolje koristiti TWEEN
20 jer najmanje interferira s pretvorbom paracetamola u NAPQI, a nema podataka o
njegovom djelovanju na aktivnost imunoloskog sustava, koagulacijski sustav ili o
antioksidansom djelovanju, $to bi sve moglo utjecati na mehanizme oSte¢enja paracetamolom
(108, 109). Za vecinu drugih otapala je pokazano da pored ometanja pretvorbe paracetamola u

NAPQI imaju ucinak i na neki od navedenih mehanizama (104, 110-113).

Dakle, jedan dio objasnjenja ovako proturje¢nih podataka o ulozi iNOS-a vjerojatno je
koriStenje razliCitih organskih otapala u istrazivanjima, ali postoji i niz drugih mogucih
uzroka: koriSteni su razliciti sojevi miseva, u vecini istrazivanja miSevima je odstranjivana
hrana prije pokusa, ali u nekima su miSevi bili siti, oStecenje jetre je procjenjivano u razlicitim
vremenskim razdobljima (od 4 do 30 h nakon otrovanja), a koristeni su i razli¢iti parametri za
procjenu stupnja ostecenja jetre (uglavnom ALT u kombinaciji s histopatoloskim nalazom
kao u naSem istrazivanju, ali negdje i AST, laktat dehidrogenaza, bilirubin...) (26, 27, 48, 49,
94, 103).

Kao sto je vidljivo u rezultatima, otrovanje paracetamolom je dovelo do pojacane
aktivnosti NF-«xB u jetri, $to je u skladu s brojnim drugim istrazivanjima (slika 4.10 i tablica
4.3.). Glukagon primijenjen prije paracetamola nije doveo do promjene u aktivnosti NF-xB u
jetrama miSeva otrovanih paracetamolom, Sto znaci da protektivan u¢inak glukagona u ovom
modelu najvjerojatnije nije posredovan modulacijom aktivnosti NF-xB. Ovo se razlikuje od
rezultata Herbrechta i sur. o protektivhom uc€inku glukagona u modelu oStecenja jetre LPS-
om, gdje je LPS doveo do povecanja aktivnost NF-kB, a glukagon je smanjio njegovu
aktivnost (52). Ova dva modela oStecenja jetre unato¢ nekim sli¢nostima imaju i brojne

razlike, pa je moguce da je razlika u rezultatima posljedica razlike u modelima.

Pojacana aktivnost NF-kB u jetrama mi$eva nakon otrovanja paracetamolom je prvi put

zapazena 1995. godine (39) 1 od tada je potvrdena u mnogim istrazivanjima. Za neke tvari
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koje Stite od otrovanja paracetamolom (PGE2, gadolinij klorid...) je pokazano da smanjuju
povecanje aktivnosti NF-kB, pa je pretpostavljeno da dio svojih u¢inaka ostvaruju putem
smanjenja te aktivnosti (35, 114). Ipak, s druge strane je pokazano da postoje tvari koje
smanjuju aktivnost NF-kB, ali ne smanjuju oStecenje paracetamolom, a neke ga cak i
povecavaju (115). Takoder, neke tvari su povecavale aktivnost NF-kB 1i §titile od oSte¢enja
paracetamolom (116). U pokusima na transgeni¢nim misevima, vidjelo se da inaktivacija

gena za NF-xB ne mijenja stupanj osjetljivosti miSenja na otrovanje paracetamolom (43).

Moguce objasnjenje ovako divergentnih rezultata je velik broj gena koje regulira NF-kB.
Pojacana aktivnost NF-kB dovodi do pojacane izraZenosti gena za TNF-a 1 iNOS, koji
vjerojatno igraju patogenetsku ulogu u ovom modelu ostecenja jetre, medutim NF-«B takoder
pojacava i izrazenost nekih gena koji bi mogli igrati protektivnu ulogu, kao Sto su na primjer
gen za ciklooksigenazu 2 (enzim koji bi pove¢anom produkcijom citoprotektivnog PGE2
mogao imati protektivan uc¢inak), interleukin 6 (¢imbenik rasta hepatocita Cija je protektivna
uloga u mnogim modelima oStecenja jetre ve¢ pokazana), glutation-S-transferazu i hem-
oksigenazu 1 (117-119). Za povecanje aktivnosti enzima hem-oksigenaze 1 je pokazano da
moze smanjiti oStecenje jetre u brojnim modelima oStecenja jetre, ukljucujuci i
paracetamolski model $to se nastoji iskoristiti za sintezu novih lijekova, hem-oksigenaza 1
razgraduje hem na biliverdin, ugljikov monoksid (CO) i Zeljezo (Fe*"). Za svaki od ovih
razgradnih proizvoda je pokazano da moze doprinijeti hepatoprotekciji: biliverdin se pretvara
u bilirubin i djeluje kao antioksidans, Fe*" ima citoprotektivan uginak, a CO izaziva
vazodilataciju, smanjuje agregaciju trombocita i ima protuupalno i antiapoptoti¢ko djelovanje
(44, 120, 121). Zanimljivo je da je u jednom istrazivanju pokazano da glukagon, djelujuci
preko PKA, povecava aktivnost hem-oksigenaze 1 (122), pa bi protektivan uc¢inak glukagona
jednim dijelom mogao biti posredovan i ovim mehanizmom. U svakom slucaju €ini se da su
ucinci pojacanja ili smanjenja aktivnosti NF-kB suviSe raznoliki, a da bi se na temelju ucinka
koju neka tvar ima na aktivnost NF-kB mogao dati jednoznacan odgovor o ucinku te tvari na

ishod otrovanja paracetamolom.

Da je cAMP vazan za regeneraciju jetre indirektno pokazuju pokusi u kojim smo mjerili
unutarstani¢nu koncentraciju cAMP-a u jetrenim stanicama miseva intoksiciranih
paracetamolom. Nakon primjene paracetamola koncentracija cAMP-a u jetrenim stanicama se

signifikantno smanjuje za oko 3 puta. Taj pad koncentracije cAMP-a je manji i brze se vraca
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na normalnu razinu u miseva koji su prethodno dobili glukagon (slika 4.12.). Iz tih razloga se
db-cAMP ili tvari koji sprecavaju njegovu razgradnju (PDE-inhibitori) dodaju zivotinjama ili
izvadenoj jetri da bi se ocuvala njena vitalnost nakon transplantacije (123-126). Pokazalo se
da viabilnost jetre, njena otpornost na reperfuzijsku ozljedu naklon transplantacije te
prezivljenje transplantata korelira sa unutarstanicnom razinom cAMP-a. Vrlo sli¢no je

pokazano kad je prezervacijskoj tekuc¢ini dodan glukagon (74, 75).

Zanimljivo je spomenuti i da je u jednom istrazivanju pokazano da su misevi s
eksperimantalno izazvanim dijabetesom mellitusom tipa 2 otporniji na oSteenje jetre
izazvano paracetamolom od normalnih, zdravih miSeva. Ovaj fenomen do sada nije u
potpunosti razjasnjen (127). Kako miSevi oboljeli od dijabetesa tipa 2 imaju vece plazmatske
koncentracije glukagona od zdravih miseva (128) ¢ini se mogu¢im da bi to mogao biti uzrok
njihove vece otpornosti na paracetamol. Ipak za potvrdu ove hipoteze potrebno je napraviti

novo istrazivanje na miSevima sa eksperimentalno induciranim dijabetesom tipa 2.

Zakljuéno, nasa su istrazivanja pokazala da glukagon i njegov sekundarni glasnik cAMP
imaju umjereno jak i vremenski ogranicen, protektivan u¢inak u modelu ostecenja jetre
paracetamolom. Moguce je da je jedan dio protektivnog u¢inka posredovan smanjenjem
izrazenosti i aktivnosti iNOS-a u jetri, ali u obzir dolaze i brojni drugi mehanizmi. Cini se da
glukagon svoje u¢inke u ovom modelu ne ostvaruje modulacijom aktivnosti NF-kB. Pokazali
smo 1 da osim protektivnih uc¢inaka glukagon posjeduje i ucinke koji mogu imati negativne
posljedice na jetreno oStecenje paracetamolom, ali i drugim tvarima — smanjuje razinu GSH u
jetri. Moguce je da je jedan dio protektivnog ucinka glukagona bio umanjen ovim u¢inkom. Iz
svega navedenog je vidljivo da su molekularni mehanizmi protekcije/toksi¢nosti glukagona
izuzetno slozeni i nisu do kraja razjasnjeni pa su potrebni dodatni napori u njihovom
rasvjetljavanju. U eventualnim daljnjim istrazivanjima o terapijskom u¢inku glukagona u
ovom ili drugim modelima oStecenja jetre trebalo bi voditi racuna o negativnom ucinku na
razinu GSH 1 ispitati mogu li se bolji rezultati posti¢i eventualnim suzbijanjem tog ucinka ili
pojacanom nadoknadom GSH. Takoder prilikom razvoja lijekova koji blokiraju djelovanje
glukagona ili mi§jih modela u kojima je smanjeno djelovanje glukagona trebalo bi voditi
racuna o mogucoj povecanoj osjetljivosti jetre na oSte¢enje paracetamolom ili drugim

hepatotoksi¢nim tvarima.
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6. ZAKLJUCCI

1. Glukagon (0,5 mg/kg, 1.p.), uStrcan miSevima 15 min prije ili 1 h nakon primjene
paracetamola, ima hepatoprotektivni uc¢inak; primjena glukagona znacajno je povecala
prezivljenje Zivotinja te smanjila povecanje plazmatske koncentracije ALT-a i stupanj

patohistoloSkih promjena u jetri.

2 Jedan od mogucih mehanizama hepatoprotektivnog djelovanja glukagona je inhibicija
izrazenosti 1 aktivnosti iNOS-a, jer paracetamol u znatnoj mjeri povecava izrazenost iNOS-a u
citoplazmi jetrenih stanica i koncentraciju nitrita i nitrata u plazmi, a glukagon znacajno
smanjuje ovaj ucinak paracetamola na iNOS u jetrenim stanicama i koncentraciju nitrita 1

nitrata u plazmi.

3. Protektivan ucinak glukagona nije posredovan blokadom pretvorbe paracetamola u
visokoreaktivni NAPQI, jer primjena glukagona nije smanjila gubitak GSH uzrokovan

primjenom paracetamola.

4. Hepatoprotektivni u¢inak glukagona u ovom modelu nije posredovan modulacijom
aktivnosti NF-xB; primjena paracetamola je u znatnoj mjeri povecala aktivaciju i
translokaciju NF-«kB iz citoplazme u jezgru jetrenih stanica. Primjena glukagona nije dovela

do promjene u aktivaciji i translokaciji NF-«kB .

5. Povecanje razine jetrenog cAMP-a je vjerojatni mehanizam kojim glukagon ostvaruje svoje
protektivne ucinke; primjena paracetamola je u znatnoj mjeri smanjila razinu cAMP-a u jetri,
a primjena glukagona je smanjila pad razine cAMP-a. Nadalje, tvari koje povecavaju razinu
cAMP-a u jetri neovisno o aktivaciji glukagonskih receptora, poput roliprama (inhibitor
fosfodiesteraze) i db-cAMP-a (stabilni analog cAMP-a) imaju slican, hepatoprotektivni

ucinak.

6. Povecéanje razine jetrenog cAMP-a bi mogao biti zajednicki mehanizam kojim razlicite

hepatoprotektivne tvari (glukagon, rolipram, PGE,) ostvaruju svoj ucinak.
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7. SAZETAK

U posljednjih desetak godina su objavljena istrazivanja koja pokazuju da bi glukagon,
osim dobro poznatih fizioloSkih u¢inaka, mogao imati i, potencijalno vaznu,
hepatoprotektivnu ulogu. Dosad je pokazano da glukagon §titi jetru od apoptotickog ostecenja
1 od oStecenja lipopolisaharidom. Takoder, pokazano je da presadci jetre, za vrijeme hladne
prezervacije organa, dulje prezivljavaju ako se Cuvaju u otopini kojoj je dodan glukagon.
Pokazano je i da je protektivan uc¢inak glukagona, poput veéine njegovih drugih u¢inaka,
posredovan povecanjem razine ciklicnog adenozin-monofosfata (cAMP-a). U naSem
istrazivanju smo ispitali ima li glukagon uc¢inka u modelu oStecenja jetre paracetamolom 1
neke od mogucih mehanizama kojima te u¢inke ostvaruje. Pokusi su obavljeni na
visokosrodnim misjim sojevima CBA (muzjaci) kojima je ustrcana letalna (300 mg/kg) ili
visoka subletalna (150 mg/kg) doza paracetamola, i.p. Stupanj oStecenja jetre je procijenjen
pra¢enjem prezivljenja Zivotinja, mjerenjem koncentracije alanin aminotransferaze (ALT) u
plazmi 1 odredivanjem histoloskog stupnja oStecenja jetre. Imunohistokemijskim metodama je
odredena aktivnost ¢imbenika NF-kB i izrazenost inducibilne NO-sintaze (iNOS), a mjerena
je irazina reduciranog glutationa (GSH) i cAMP-a u jetri. Nasi rezultati pokazuju da
glukagon ima protektivan u¢inak u ovom modelu i da je u¢inak ovisan o dozi (najjaci u¢inak
smo dobili s dozom 0.5 mg/kg, i.p.) i vremenu primjene - glukagon je smanjio oSteéenje jetre
kada je uStrcan 15 min prije ili 1 h nakon paracetamola, dok u ranijem ili kasnijem razdoblju
nije imao ucinka. Rolipram, inhibitor fosfodiesteraze 1 db-cAMP, stabilni analog cAMP-a su
imali ucinak sli¢an glukagonovom. Nakon otrovanja paracetamolom doslo je do poveéanja
razine nitrita i nitrata u plazmi, povecane izrazenosti iNOS-a i NF-«B, i pada razine GSH i
cAMP-a u jetri kontrolnih Zivotinja (koje su uz paracetamol primili fizioloSku otopinu).
Zivotinje koje su uz paracetamol primile glukagon imale su u usporedbi s kontrolnom
skupinom vecu razinu cAMP-a u jetri, manju razinu nitrita i nitrata u plazmi 1 manju
izrazenost iNOS-a u jetri. Glukagon nije sprijecio pad razine GSH u jetri, ali je oporavak
prema normalnim vrijednostima bio brzi, dok u aktivnosti NF-«B nije bilo razlike. Zaklju¢no,
nasa su istrazivanja pokazala da glukagon i njegov sekundarni glasnik cAMP imaju, umjereno
jak 1 vremenski ogranicen, protektivan uc¢inak u modelu oste¢enja jetre paracetamolom.
Moguce je da je jedan dio protektivnog u¢inka posredovan smanjenjem izrazenosti i
aktivnosti iNOS-a u jetri, ali u obzir dolaze i drugi mehanizmi. Cini se da glukagon svoje

ucinke u ovom modelu ne ostvaruje modulacijom aktivnosti NF-«kB.
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Kljuéne rijeci: paracetamol, glukagon, cikli¢ni adenozin monofosfat, inducibilna-dusikov-2-

oksid-sintaza, nuklearni ¢imbenik kappa B, oSte¢enje jetre
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8. SUMMARY

Title: Effect of glucagon and cyclic adenosine monophosphate on paracetamol-induced liver

injury

Recent investigations suggest that glucagon, beside its well known physiological effects,
might have a potentially important hepatoprotective activity. Until now, it was shown that
glucagon protects against apoptotic and lipopolysaccharide-induced liver injury. Also, it was
shown that liver transplants, during the cold preservation, survived longer, when in
preservation-solution glucagon was added. Like most of its effects, the hepatoprotective
activity of glucagon was shown to be mediated by elevation of cAMP level in liver. In our
investigation, we investigated the effect of glucagon in a model of paracetamol-induced liver
injury and some of the possible mechanisms of its action. CBA male mice were injected with
lethal (300 mg/kg) or sublethal (150 mg/kg) dose of paracetamol, i.p. The liver injury was
assessed by observing the survival of mice, by liver histology and by measuring concentration
of alanine-aminotransferase (ALT) in plasma. Inducible nitric oxide synthase (iNOS) and NF-
kB (p65) protein expressions were determined immunohistochemically. GSH and cAMP
levels in liver were also measured. Our results show that glucagon has a protective effect in
this model of liver injury and that the effect depends on a dose (the strongest protection was
achieved with a dose of 0.5 mg/kg) and on a time of application - glucagon alleviated liver
injury when given 15 min before or 1 h after paracetamol, whereas in earlier or later treatment
it had no effect. Rolipram, an inhibitor of phosphodiesterase and db-cAMP, stabile analog of
cAMP, had protective effects similar to that of glucagon. In comparison with normal,
untreated animals, animals treated with saline and paracetamol (control group) had elevated
nitrite plus nitrate concentration in plasma, enhanced iNOS and NF-xB expression in liver and
reduced GSH and cAMP concentration in liver. Animals treated with glucagon and
paracetamol had higher hepatic cAMP level, lower nitrite plus nitrate concentration in plasma
and lower expression of iNOS in liver cells than animals in control group, whereas there was
no difference in NF-«xB expression. Glucagon did not prevent a loss of GSH content caused
by paracetamol, but it did accelerate its recovery toward the normal levels. To conclude, our
investigation indicates that glucagon and its secondary messenger cAMP have a moderately
strong protective effect against paracetamol-induced liver injury. The protection is partially

mediated through the downregulation of iNOS, but other mechanisms of protection are also
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probably present. The protective effect of glucagon in this model appears not to be mediated

by a modulation of NF-kB activity.

Key words: paracetamol, glucagon, cyclic adenosine monophosphate, inducible nitric oxide

synthaze, nuclear factor kappa B, liver injury
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