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POVZETEK

Epilepsija je pogosta nevroloSka motnja. V proces epileptogeneze naj bi bil vkljucen
oksidativni stres, poleg tega pa naj bi ravnotezje med antioksidanti in oksidanti porusile tudi
protiepilepti¢ne uc¢inkovine (PEU), predvsem prva generacija PEU. V magistrski nalogi smo
zeleli ugotoviti razlike med predstavniki prve in druge generacije PEU na nastanek
oksidativnega stresa.

Celice monocitne linije THP-1 smo za tri tedne izpostavili mediju s terapevtskim
koncentracijam PEU prve (valprojska kislina, karbamazepin) in druge (levetiracetam,
pregabalin, topiramat) generacije ter kombinacijam. Z meritvami oznacevalcev
oksidativnega stresa, in sicer oznacevalca lipidne peroksidacije (malondialdehid),
neencimskega antioksidanta (glutation) ter encimskih antioksidantov (superoksidna
dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza), smo zeleli dolo€iti obseg oksidativnega stresa.

S primerjavo oznacevalcev oksidativnega stresa, ki smo jih merili enkrat tedensko, tri tedne
zapored, nismo dokazali, da se oksidativni stres pri celicah z daljSanjem izpostavljenosti
PEU spreminja. Z oznacevalci, ki smo jih pomerili pri celicah, ki so bile izpostavljene PEU
najdlje, to je tri tedne, smo dokazali, da PEU vplivajo na oksidativni stres. Pri primerjavi
monotretiranj (celice izpostavljene samo eni u¢inkovini) sSmo dokazali razliko v glutationu,
ki je bil zviSan pri tretiranjih s prvo generacijo PEU. Razlik med posameznimi predstavniki
PEU nismo dokazali. Kombinacija karbamazepina in valprojske kisline je v primerjavi s
kombinacijami PEU prve in druge generacije statisticno znacilno povecala glutation in
njegovo oksidirano obliko. Nadalje smo dokazali razlike v glutationskem sistemu in
malondialdehidu med kombinacijami s karbamazepinom in kombinacijami z valprojsko
Kislino, pri ¢emer so bile vrednosti povisane pri tretiranjih z valprojsko kislino. Med tretiranji
nismo dokazali razlik v aktivnosti katalaze in superoksidne dismutaze, superoksidna
dismutaza je bila statisti¢no znacilno poviSane le pri primerjavi monotretiranj in politretiranj
(celice izpostavljene kombinaciji u¢inkovin). Pri primerjavi teh dveh skupin smo dokazali
tudi razlike v aktivnosti glutation peroksidaze in razmerju GSH/GSSG. Statisti¢no znacilne
razlike v glutationskem sistemu ter malondialdehidu smo dokazali tudi med monotretiranji
z drugo generacijo PEU in kombinacijami uc¢inkovin valprojske kisline z drugo generacijo
PEU. Oznacevalci oksidativnega stresa so bili bolj povisani pri kombinacijah z valprojsko
kislino kot pri kombinacijah s karbamazepinom.

Kljucéne besede: epilepsija, oksidativni stres, protiepilepticne ucinkovine, prva generacija,
druga generacija



ABSTRACT

Epilepsy is a common neurological disorder. It is likely that oxidative stress is included in
the process of epileptogenesis and, additionally, antiepileptic drugs (AED) presumably
disrupt balance between oxidants and antioxidants, in particular the first generation of AED.
The purpose of the master thesis was to determine the differences between the
representatives of the first and second generation of AEDs on the formation of the oxidative
stress.

The monocytic cell line THP-1 was exposed to the medium with therapeutic concentrations
of first (valproic acid, carbamazepine) and second (levetiracetam, pregabalin, topiramate)
generation AEDs and combinations for three weeks. By measuring markers of oxidative
stress, namely the marker of lipid peroxidation (malondialdehyde), non-enzymatic
antioxidant (glutathione) and enzymatic antioxidant (superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase), we wanted to determine the extent of oxidative stress.

By comparing markers of oxidative stress measured once a week, three weeks in a row, we
could not demonstrate any change of oxidative stress through time. Markers in cells that
were exposed to the AEDs for three weeks, demonstrate that AEDs have effect on oxidative
stress. When comparing the exposure to an individual AED, we have confirmed the
difference in the glutathione, which was higher in the cells exposed to first generation AEDs.
However, there was no differences between various representatives of the AEDs. The
combination of carbamazepine and valproic acid statistically significantly increased
glutathione and its oxidized form compared with combinations of the first and second
generation AEDs. Furthermore, we have shown the difference in the glutathione system and
malondialdehyde between the combinations with carbamazepine and combinations with
valproic acid, wherein the values were higher in treatments with valproic acid. We have not
demonstrated the differences in activity of catalase and superoxide dismutase among
treatments as the superoxide dismutase was significantly increased solely by comparison
between cells exposed to one AED and cells exposed to combinations of AEDs. When
comparing these two groups, differences in the activity of glutathione peroxidase and in the
ratio GSH/GSSG have been shown. We have also proved statistically significant differences
in glutathione system and malondialdehyde when comparing treatments with second
generation AEDs and combinations of valproic acid with the second generation AEDs.
Markers of oxidative stress were more elevated by combinations with valproic acid as
combinations with carbamazepine.

Key words: epilepsy, oxidative stress, antiepileptic drugs, first generation, second

generation
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katalaza

karbamazepin

karbamazepin v kombinaciji s protiepilepticnimi u€¢inkovinami
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levetiracetam
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VPA-2gPEU

netretirane celice oziroma celice v PBS
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pregabalin
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superoksid dismutaza

spremljanje zgolj starSevskega in héerinskega iona pri MS (angl.
selected reaction monitoring)

sinapti¢ni veziklov glikoprotein
triklorocetna kislina

topiramat

ultravijoli¢na svetloba
valprojska kislina

valprojska kislina v kombinaciji s protiepilepti¢nimi
uc¢inkovinami druge generacije
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1. UVOD

1.1 EPILEPSIJA

Epilepsija je kroni¢na nevroloSka motnja z znacilnimi ponavljajoCimi se napadi, ki so
posledica prekomerne elektri¢ne aktivnosti mozganskih celic (1). Trajni epizodni epilepti¢ni
napadi s katerimi se kaze epilepsija so posledica nenormalnega prozenja nevronov, ki je
lahko lokalno ali pa se razsiri po celotnih mozganih. S to mozgansko motnjo so povezane
nevrobioloske, kognitivne, psiholoSke in socialne posledice. Pogosto ni prepoznavnega
vzroka, lahko pa se razvije zaradi mozganske poskodbe, travme, infekcije, tumorja ali zaradi

podedovanih nevroloskih sindromov (2, 3).

Klini¢na slike epilepsije je odvisna od funkcije prizadetega dela mozganov in od tega, kako
se elektri¢na aktivnost razsiri. Tako se kaZe v razli¢nih oblikah — od kratkega pomanjkanja
pozornosti do konvulzijskih napadov z izgubo zavesti, ki trajajo do nekaj minut. Klini¢na
razvrstitev  epilepsije  opredeljuje  dve  ve¢ji  kategoriji  napadov:  delne
(parcialne/fokalne/ZariS¢ne) in generalizirane. Pri delnih napadih se nenormalna elektri¢na
aktivnost pojavi lokalno in najveckrat ostane lokalizirana po eni mozganski polobli ter
povzrofa vecinoma motori¢ne, senzori¢ne in vedenjske pojave. Generalizirani napadi
nastanejo po celotnith mozganih, vkljucujo¢ retikularni sistem, z nenormalno elektri¢no

aktivnostjo obeh polobel. Znacilna je takoj$na izguba zavesti (2, 4).

1. Delni napadi so lahko:

- preprosti — zavest ni prizadeta, prisotni psihi¢ni simptomi, strah, halucinacije,
rdecica, potenje, neprijeten okus in vonj;

- kompleksni — to so psihomotorni napadi za katere so znacilni poslabsana zavest,
strmenje, neodzivanje na preproste ukaze, ponavljajoCi, nehotni gibi (zvecenje,
stiskanje pesti);

- sekundarno generalizirani — napadi, ki se pri¢nejo na omejenem podrocju ene
mozganske poloble in se nato razsirijo na obe polobli.

2. Prigeneraliziranih napadih pa lo¢imo:

- absence — to so bezne izgube zavesti, s spremembo izraza na obrazu, strmenjem v
prazno,

- tipicni (petit mal) so znacilni pri otrocih, so kratkotrajni (10 sekund) in se
pojavijo veckrat dnevno;

- atipicni trajajo dlje (minute) in lahko vkljucujejo kloni¢ne gibe;
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mioklonicne - kratkotrajni, sunkoviti kréi omejeni na posamezne dele telesa ali

celotno telo;

- klonicne — znacilni pri dojenckih in otrocih, poslabsanje zavesti in zmanjSanje
misic¢nega tonusa, ritmicni krci;

- tonicni - predvsem pri otrocih, padec zaradi povecanega tonusa ekstenzorskih misic;

- tonicno-klonic¢ne (grand mal) - za¢ne se s krikom, nenadna popolna nezavest, toni¢na
otrdelost in posledi¢ni padec z moznostjo poskodb, simetricno kréenje okoncin,
pogosto bolniku uide voda in blato;

- atonicne - hipno zmanjs$anje tonusa in izguba zavesti;

- in neklasificirane napade (4, 5).

Status epilepticus je urgentno stanje, ki je lahko en sam epilepti¢ni napad, ki traja ve¢ kot 5
minut, ali ve¢ napadov, med katerimi ni izboljSanja. Najpogostejsi in najbolj ogrozajo€ je

toni¢no kloni¢ni status epilepticus (5, 6).

1.2 ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE EPILEPSIJE

Namen zdravljenja je prepreciti nadaljnje epilepticne napade in ohraniti kakovostno
zivljenje. Bolniki ve¢inoma potrebujejo zdravila celo Zivljenje, zato je zelo pomembno, da
je neZelenih ucinkov ¢im manj. Protiepileptina zdravila (PEZ) se zaradi izogibanja
nezelenim u¢inkom, povezanih predvsem s centralnim Ziv€énim sistemom, uvajajo z nizkim
odmerkom, ki se kasneje povecuje. V primeru ko monoterapija ni odpravila napadov, se
uporabi kombinacija PEZ (7). Strategija zdravljenja mora biti individualizirana glede na
obliko epilepti¢nega napada/sindroma, prisotnost drugih boleznih, uporabo drugih zdravil,
starost in Zivljenjski slog. Nepravilna uporaba PEZ lahko tudi poslabga stanje (7, 8). Ceprav
se za vecino ucinkovin ve, kako pretezno delujejo, se malo ve o patofiziologiji epilepsij in

odpornosti posameznih bolnikov na dolo¢ena zdravila (9).

Moderno zdravljenje epilepsije se je zacelo z uporabo kalijevega bromida (10). Veliko
protiepilepti¢nih ucinkovin (PEU) je bilo odkritih empiri¢no, na podlagi poskusov na
Zivalskih modelih. Namen terapije je prepreciti nenormalne elektricne impulze, ne da bi
vplivali na normalno prevajanje draZljajev.

Vsi mehanizmi delovanja PEU niso natan¢no pojasnjeni (7). Glavni mehanizmi delovanja
PEU, ki predvsem inhibirajo generiranje in prevajanje akcijskega potenciala, so izboljSanje

GABA-nergicnega prenosa in delovanje na natrijeve in kalcijeve ionske kanale. Drugi
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mehanizmi pa so povezani z zaviranjem ekscitatornih prenosov — inhibicijo sprosc¢anja

glutamata ali blokiranjem glutamatnih receptorjev (2).

PEU razdelimo na tri generacije, ki se razlikujejo glede na cas odkritja (v oklepajih so
navedene letnice zacetka uporabe v Evropi):

1. generacijo: kalijev bromid (leta 1857), fenobarbital, fenitoin, primidon, sultiam,
karbamazepin (1.1965), valprojska kislina (I. 1970);

2. generacijo: vigabatrin (I. 1989), okskarbazepin, lamotrigin, gabapentin, felbamat,
topiramat (. 1995), tiagabin, levetiracetam (I. 2000), pregabalin (l. 2005), zonisamid,
stiripentol, rufinamid (l. 2007);

3. generacijo: eslikarbamazepin (1. 2010), lakozamid, retigabin (ezogabin) (l. 2011).

Novejse u¢inkovine imajo manj nezelenih uéinkov, manj interakcij z drugimi u¢inkovinami

in bolj predvidljivo farmakokinetiko (11).

V eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali karbamazepin, valprojsko
kislino, topiramat, levetiracetam in pregabalin, Ki so ene izmed najpogosteje uporabljenih
PEU v terapiji. Obseg oksidativnega stresa so zato v predhodnih $tudijah najveckrat
preucevali v povezavi z uporabo teh petih PEU, za katere so na Katedri za biofarmacijo in

farmakokinetiko tudi razvili analizne metode.

1.2.1 Karbamazepin

Karbamazepin (CBZ, slika 1) je derivat tricikli¢nih antidepresivov, njegovo protiepilepti¢no
delovanje pa je bilo odkrito na podlagi rutinskega presejalnega testa na misih. Uc¢inkovit je
pri zdravljenju delnih in generaliziranih toni¢no-kloni¢nih napadov, uporablja pa se tudi za
zdravljenje nevropatske bolecine. CBZ je odsvetovan pri zdravljenju absenc, miokloni¢nih
napadov in idiopatske generalizirane epilepsije (2, 7, 8). Ucinek naj bi bil povezan z blokado
natrijevih kanalov. S stabilizacijo in podaljsanjem neaktivnega stanja natrijevega kanala naj
bi zmanjsal prevajanje signala (10) in tako zaviral nevronsko vzdrazenje in zmanjsal Sirjenje

ekscitacijskih impulzov. Terapevtska koncentracija je od 20 do 50 umol/L (12).

Dobro se absorbira, razpolovni ¢as v plazmi je 30 ur, ki pa se zaradi indukcije jetrnih
mikrosomalnih encimov po veckratnem odmerjanju zmanj$sa. CBZ spodbuja aktivnost
citokrom P450 encimov in encimov vkljuc¢enih v glukuronidacijo (2). Tako vpliva na hitrejSo

presnovo mnogih PEU in drugih uinkovin, ki se presnavljajo v jetrih (2, 9). Ob ukinitvi
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zdravila, ki inducira encime, se lahko plazemska koncentracija drugega zdravila zvisa tudi
do toksi¢ne koncentracije. Zdravljenje se navadno za¢ne z nizjimi odmerki, ki se potem
visajo, da se izognejo z odmerkom povezani toksi¢nosti. Resnejsi nezeleni ucinki so

depresija kostnega mozga, nevtropenija in hiperob¢utljivostne reakcije (2).

Slika 1: Karbamazepin.

1.2.2 Valprojska kislina

Valprojska kislina (VPA, slika 2) oziroma njena sol, natrijev valproat, je zdravilo izbire pri
generalizirani epilepsiji in nerazvrs¢enih epilepsijah, ucinkovita pa je tudi pri zdravljenju
bipolarne depresivne motnje. Deluje prek razliénih mehanizmov, inhibira tudi ponovni
privzem inhibitornega nevrotransmiterja GABA-¢ in njegov metabolizem preko razli¢nih
mehanizmov (zaviranja GABA transaminaze, glutamat dehidrogenaze) in s tem povecuje
razpolozljivost GABA v mozganih (2, 7, 9). Terapevtska koncentracija je od 350 do 700
umol/L (12).

Dobro se absorbira, razpolovni ¢as v plazmi je od 9 do 15 ur. 90 % ucinkovine je vezane na

plazemske beljakovine, metabolizem pa poteka vedinoma v jetrih. Zavira metaboli¢ne

procese in zvisa koncentracije nekaterih PEZ ob sofasnem jemanju (5). Najbolj resen

nezeleni ucinek je hepatotoksi¢nost. Je teratogena, povzroca spino bifido (okvara nevralne

cevi pri plodu), predvsem pri vi§jih odmerkih in kot del politerapije, zato ni primerna za

terapijo epilepsije pri zenskah v rodni dobi. Povzroca tudi tanjSanje in izpadanje las (2, 7, 8).
O

H
3C OH

HaC

Slika 2: Valprojska kislina.

1.2.3 Topiramat

Topiramat (TOP, slika 3) je uc¢inkovit pri samostojnem zdravljenju miokloni¢nih napadov

in idiopatskih generaliziranih epilepsij, kot dodatno zdravljenje pa pri prepreCevanju
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zariS¢nih napadov, generaliziranih toni¢no-kloni¢nih napadov in absencah, uporablja pa se

ga tudi pri terapiji migrene (7, 8). Terapevtska koncentracija je od 15 do 60 umol/L (12).

Mehanizem delovanja ni to¢no pojasnjen, deluje na razli¢ne tarée: z vezavo na natrijeve in
kalcijeve kanale ter poveca aktivnost GABA-e (9, 10). Najpogostejsi nezeleni ucinki so
zaspanost, slabost, izguba teze, psihomotorna upocasnjenost in zmedenost (13). Pri bolnikih,
ki so nagnjeni k ledviénim kamnom, je potrebna pazljivost, saj topiramat poveca tveganje

za nastanek ledvi¢nih kamnov (7, 14).

HsC
HaC

Slika 3: Topiramat.

1.2.4 Levetiracetam

Levetiracetam (LEV, slika 4) se za samostojno zdravljenje uporablja pri parcialnih
epileptiénih napadih in kot dodatno zdravljenje pri generaliziranih toni¢no-kloni¢nih
napadih in miokloni¢nih napadih (7, 8). Eksperimentalni podatki kazejo, da je glavni
mehanizem delovanja vezava na SV2A — vezikularni membranski protein, ki se izraza v
membrani sinapti¢nega vezikla inhibitornih in ekscitatornih sinaps (10, 15). Terapevtska
koncentracija je od 70 do 270 pmol/L (12).

Po peroralni aplikaciji se skoraj popolnoma absorbira, ima linearno farmakokinetiko in na
plazemske beljakovine se veze v zelo majhni koli¢ini (pod 10 %), zato je mogoce
koncentracijo v plazmi titrirati na podlagi odmerka (16). VeCinoma se odstranjuje s
presnavljanjem v jetrih (7). Najpogostejsi nezeleni ucinki so zaspanost, astenija in
omoti¢nost. Pri bolnikih s psihiatriénimi tezavami v preteklosti, se lahko pojavijo motnje

vedenja, na primer psihoze, agitacija, agresivnost (7, 17).
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Hgo NHQ

Slika 4: Levetiracetam.

1.2.5 Pregabalin

Pregabalin (PRG, slika 5) se uporablja za preprecevanje zaris¢nih napadov kot dodatno
zdravilo ali za zdravljenje nevropatske boleCine, diabeticne periferne nevropatije in
anksioznostne motnje (7, 18). Veze se na alfa-2-delta podenoto napetostno odvisnega
kalcijevega kanala presinapticnega nevrona. Deluje samo na prekomerno vzdrazene
nevrone, kjer zmanjsa sproséanje ekscitatornih nevrotransmiterjev. Ne deluje na GABA
receptorje, Ceprav je strukturni analog GABA (19). Terapevtska koncentracija je od 5 do 90
umol/L (12).

Pregabalin ima visoko biolosko uporabnost — ve¢ kot 90 %, na proteine se ne veze.
Nespremenjen se v celoti izlo€a skozi ledvice, zato je pri bolnikih z ledvi¢no insuficienco
potrebna previdnost (7, 12). Pregabalin ima vecino blage nezelene ucinke, najpogostejsa pa
sta zaspanost in omotica (18).

CHa NH>
320

H3C OH

Slika 5: Pregabalin.

1.3 RADIKALI IN REAKTIVNE SNOVI

Radikali so atomi, ioni ali nevtralne spojine, ki imajo v zunanji elektronski ovojnici vsaj en
nesparjen elektron (20) in so zaradi tega reaktivni (21). Glede na atom, kjer se najverjetneje
nahaja nesparjen elektron, lo¢imo na primer kisikove, duSikove, Zveplove ali ogljikove
radikale (19). Izraz reaktivne kisikove snovi (ROS), ang. reactive oxygen species, zdruzuje
radikale in neradikalske molekule (20). V preglednici I je nastetih nekaj primerov ROS.
Reaktivne snovi (RS) so dusikove, kloridne, bromidne, zveplove snovi in druge (22). Da bi

vzpostavili stabilne vezi, te zelo nestabilne reaktivne snovi sprozijo verizne reakcije z
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odvzemanjem elektronov in tako poSkodujejo bioloske sestavine, na primer beljakovine,

lipide, DNK (20, 21).

Preglednica I: Pogoste reaktivne kisikove snovi.

Radikali Neradikalske snovi
3 [alkoksilni RO' hidroperoksidi ROOH
&
2 | hidroksilni OH* hipoklorna kislina HOCI
% hidroperoksilni HO,® ozon O3
; peroksilni RO* singletni kisik Ozt
é superoksidni O,* - peroksinitrit ONOO"
§ vodikov peroksid H,0>

(povzeto po 20)

Odvisno od dela celice, reaktivne snovi vplivajo na: ve¢jo prepustnost celicne membrane,
peroksidacijo molekul, oksidacijo GSH (20, 21), poskodbe DNK, tiolno oksidacijo
proteinov, oksidacijo piridinskih nukleotidov, nepravilnosti pri prenosu drazljajev,
modifikacijo razporeditve citoskeleta, nepravilnosti homeostaze ionov, inhibicijo glikolize,
iz¢rpanje NADPH in ATP, upad mitohondrijskega membranskega potenciala in drugo (23).
Najpomembnejse reaktivne kisikove snovi so superoksidni radikal, vodikov peroksid in
hidroksilni radikal.

Superoksidni radikal nastane z redukcijo molekularnega kisika encimatsko (s pomocjo
NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz) ali ne-encimatsko, na primer v mitohondrijski
transportni verigi (24). V vodnih raztopinah je relativno neaktiven, zelo pa je reaktiven v
organskih topilih (22). Ceprav sam ni zelo reaktiven, lahko na primer odvzame vodikov atom

kateholaminom, DNK, RNK in mas¢obnim kislinam (25).

Vodikov peroksid nima nesparjenega elektrona in zato ni radikal. Fiziolosko nastane iz
priblizno 2 % celotnega kisika privzetega v telo. Veliko vodikovega peroksida nastane v

mikrosomih in peroksisomih (26).

Hidroksilni radikal lahko nastane pod vplivom ionizirajo¢ega sevanja, pod vplivom ozona
in z reakcijo kovinskih ionov z H20 (22). Na redoks stanje celice pomembno vplivajo zelezo
in druge prehodne kovine, ki so vezni v molekulah. Pod stresnimi pogoji se lahko kovine
sprostijo in vstopijo v Fentonovo reakcijo (slika 6), pri kateri nastane zelo reaktiven
hidroksilni radikal (26). Ker ima hidroksilni radikal kratek razpolovni ¢as (v vodnih

raztopinah manj kot 1 ns) in kratko difuzijsko razdaljo, v citoplazmi ne more neposredno
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poskodovati DNK, ampak reagira v blizini nastanka. V primeru, da nastane v jedru ali

mitohondriju je genotoksicen (26, 27).
M™ 4+ H,0, » M®*D+ L OH® + OH~

Mn+ — Cu+ FeZ+ Ti3+ COZ+ . Mn+1 — Cu2+ Fe3+ Ti4+ CO3+
Slika 6: Fentonova reakcija.

1.4 OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres (OS) je vrsta kemi¢nega stresa in patolosko stanje, ki se pojavi zaradi
poruSenega ravnotezje med antioksidanti in reaktivnimi snovmi v Korist slednjih, ki lahko
potencialno povzrocijo poskodbe (22, 23). Prevladovati zacnejo spontane, enoelektronske
oksidacije, s ¢imer se poruSi prvotno in z antioksidanti nadzorovano ravnotezje med
oksidacijami in redukcijami. Najprej je oksidativni stres za celico kemicni stres, saj se
poveca obseg nekataliziranih oksidacij do take mere, da je neobvladljiv in $kodljiv ter lahko

vpliva na celoten organizem (20).

Povecanje oksidativnega stresa je mozno zaradi fizikalnih (ionizirajoce, UV-sevanje),
kemiénih (snovi, ki aktivirajo nastajanje radikalov, npr. ozon) ali bioloskih (nose¢nost,
celi¢nih organelov, manjSe sposobnosti celicnega dihanja, sprememb v znotrajcelicnem
tlaku kisika in izpostavljenosti toksinom vzrok ali posledica pri razli¢nih bolezenskih stanjih.
Do upada antioksidantne zascite lahko privede zmanjSan vnos in pomanjkanje esencialnih
sestavin iz hrane pomembnih za zgradbo in obnavljanje antioksidantov (Cu, Zn, Mg, Fe,
aminokisline, NADPH), pomanjkljiva sinteza ali bioloska uporabnost antioksidantov (20,
22, 23). Endogeno reaktivne snovi nastajajo npr. v mitohondriju, preko elektronske
transportne verige in pri reakciji NO-sintaze. Poleg tega nastajajo radikali tudi pri reakcijah
s citokromi P450 in pri aktiviranih fagocitih (28).

Celice normalno tolerirajo blag oksidativni stres, ki se pogosto kaze s povecano obrambo,
da bi se ¢imprej povrnilo fiziolosko ravnotezje. Antioksidativna obrambna mreza mora
odstraniti reaktivne snovi, da poSkodbe ne nastajajo v preveliki meri in da jih je Se vedno
dovolj za njihove fizioloske vloge. Blag oksidativni stres lahko povzro¢i okrepitev

obrambnih sistemov in tako celico zas¢iti pred kasnejsim, hujsim oksidativnim stresom (22).
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Posledice oksidativnega stresa so razli¢ne: povecana proliferacija (ob blagem povecanju
oksidativnega stresa), prilagoditev celice oziroma organizma s povecCanjem obrambnih
sistemov ali celi¢ne poskodbe. Celica si lahko opomore z nadomes¢anjem poskodovanih
molekul, lahko prezivi kljub posSkodbam, a se ne deli ve€ ali pa se sproZzijo poti apoptoze in
nekroze (22). Oksidativni stres naj bi bil vpleten pri ve¢ kot stotih boleznih, kot njihov vzrok
ali posledica (28).

1.5 MITOHONDRIJSKI ELEKTRONSKI TRANSPORT IN REAKTIVNE SNOVI

Veliko ROS, predvsem superoksidni radikal (O® ), nastane na dihalni verigi med prenosom
elektronov na notranji mitohondrijski membrani (slika 7). Po ocenah naj bi O2* ~ nastal iz
priblizno 0,1 % vsega kisika porabljenega s strani mitohondrijev. Iz transportne verige uidejo
elektroni in se vezejo na kisik. Poskodbe mitohondrijskih kompleksov lahko povecajo

izpuS€anje kisika in nastajanje radikala. Kisik lahko uhaja predvsem med komponentami

kompleksa I in 111 ali pa med kompleksom Il in glicerol-3-fosfat dehidrogenazo.

_

medmembranski progtor
Ht Ht Ht Ht Ht Ht Ht

NAD® + H-" sukcinat

fumarat

O
2 05"

Slika 7: Nastajanje superoksidnega radikala zaradi uhajanja elektronov pri mitohondrijskem
elektronskem transportu (povzeto po 20).

Vecina O2° ~ nastalega v mitohondrijih se sprosti v matriks, nekaj tudi v medmembranski
prostor (20, 22). Ker v mitohondrijih nastane veliko reaktivnih snovi, ti organeli vsebujejo
veliko antioksidantov na obeh straneh membran, kot so glutation (GSH), superoksidna
dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) ... V matriksu mitohondrija je zato prisotna

MnSOD, ki O* - takoj pretvori v vodikov peroksid (26). Nastali peroksid je zaradi
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Fentonove reakcije, v katero vstopi, bolj nevaren, ga pa po prehajanju v citosol lahko
odstrani katalaza (20, 22).

1.6 OBRAMBNI MEHANIZMI PRED REAKTIVNIMI SNOVMI

Antioksidant je vsaka snov, ki zakasni, prepreci ali odstrani oksidativno poskodbo molekule
(22). Antioksidanti nastajajo Vv telesu ali pa jih vnasamo s hrano, na primer vitamine (23). Po
kemijski strukturi so lahko encimi ali neencimi. Antioksidativna obramba se glede na tkivo,
tip celice in mesto v celici razlikuje (22).

Endogeni antioksidanti so glutation, tioli, bilirubin, se¢na kislina, holesterol, albumini (23),
transferin, laktoferin, ceruloplazmin, haptoglobin (22, 23) ter eksogene snovi, kot so
askorbinska kislina, tokoferoli, polifenoli, bioflavonoidi in drugi, ki ohranjajo homeostazo
predvsem z lovljenjem in nevtralizacijo radikalov. Pri tem nastajajo novi radikali, ki pa so
stabilnej$i in manj Skodljivi (23).

V celici so pomembni predvsem encimski antioksidanti. Trije najpomembne;jsi encimi, ki v
evkariontski celici kataliticno odstranjujejo ROS so superoksid dismutaze, katalaza in
glutation peroksidaze. Razli¢ne celice in deli v celicah vsebujejo razli¢ne koli¢ine encimskih
antioksidantov (29).

Pri celiénih procesih, kjer se porablja kisik (na primer dihalna veriga, fagocitoza, encimske
oksidacije) nastaja superoksidni radikal ( O2*-). Encim superoksidna dismutaza katalizira
dismutacijo (disproporcionacijo) superoksidnega radikala, pri tem nastane vodikov peroksid
in kisik (20, 22, 24). Razli¢ne oblike encima imajo v aktivnem centru razli¢éne kovinske ione.
SOD s cinkom in bakrom se pretezno nahaja v citosolu, z manganom v mitohondriju,
obstajajo pa tudi izooblike z Zelezom in nikljem, ki omogocajo prenos elektrona iz ene

molekule superoksidnega radikala na drugo (20, 26).

Katalaza je hemoprotein, ki se nahaja v celi¢nih organelih peroksisomih in katalizira
direktni razpad vodikovega peroksida do kisika in vode (22, 26). Vodikov peroksid in vivo
ni zelo reaktiven, v Fentonovi reakciji pa nastane bolj Skodljiv hidroksilni radikal.
Hidroksilni radikal sprozi peroksidacijo mascobnih kislin, s tem lahko poskoduje lipidni

dvosloj celi¢ne membrane in posledi¢no vpliva na njene funkcije (22, 23).

Glutation peroksidaza odstranjuje vodikov peroksid in organske perokside tako, da
oksidira GSH, ki se pretvori v dimerno obliko glutation disulfid (GSSG, slika 8), pri tem

nastane voda, v primeru organskih peroksidov tudi alkohol (26).

10
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Glutation je tripeptid, ki je evkarionskih in prokariontskih celicah prisoten v mM
koncentracijah in najbolj prispeva k redoks stanju v celici (22). Je glavni topni ne-encimatski
antioksidant v celici, pomemben za obnavljanje sulfhidrilnih skupin. Poleg tega, da je
kofaktor glutation peroksidaze in drugih encimov, sodeluje pri prenosu aminokislin preko
plazemske membrane, direktno lovi hidroksilne radikale in singletni kisik in regenerira

antioksidante, kot sta vitamin C in E (26).

] ) MNH,
J| H :
HO,HH_K-H_ N M. o e OH
] & .J O O
5

Slika 8: Oksidirani glutation.

Glutation reduktaza pretvori oksidirani glutation nazaj v GSH, pri ¢emer je donor vodika
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) (22). Prepletenost encimov, ki sodelujejo
pri odstranjevanju ROS, je prikazana na sliki 9.

Slika 9: Prepletenost encimov.

Ob izpostavitvi ROS se zmogljivost obrambe lahko poveca. Poveca se lahko ekspresija DNK
za encime, ki skrbijo za popravljanje oksidativnih poskodb bioloskih makromolekul (28).
Eden od pomembnih dejavnikov za uravnavanje koli¢ine encimskih antioksidantov naj bi bil
nuklearni transkripcijski faktor (Nrf2). Pri homeostatskih pogojih je Nrf2 v citoplazmi,
vezan na Keapl (ang. Kelch-like ECH-associated protein 1), ki je na reaktivne snovi

obcutljiv, ker te oksidirajo cisteinske ostanke. Nrf2 ob izpostavitvi ROS disociira v jedro, se

11
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veze na DNK sekvence in sprozi transkripcijo genov, ki kodirajo encime, na primer SOD,
GPx, hemoksigenzo-1, NADPH-kinon oksidoreduktazo, in s tem uravnava nivo oksidantov
(22, 30). Nrf2 uravnava nivo oksidantov v celici preko ekspresije encimov oziroma
prenasalcev udeleZenih pri metabolizmu, encimskih antioksidantov in signalnih proteinov
(31). Glede na dokaze iz eksperimentalnih modelov bi lahko aktivacija Nrf2 predstavljala

tar¢o za zmanjSevanje poskodb povzrocenih z ROS (30).

1.7 DOLOCANJE OKSIDATIVNEGA STRESA

Vecina ROS je kratkozivih in jih ni mogo¢e meriti direktno, ena izmed izjem je vodikov
peroksid. Posamezne radikale se lahko izmeri s pomoc¢jo nedestruktivne spektroskopske
tehnike, elektronske paramagnetne oziroma spinske resonance preko spinskih pasti.
Posredno lahko ovrednotimo sledi radikalskih napadov na biolo$kih molekulah (ang.
fingerprinting) (22). Posredno je mogoce oceniti koli¢ino ROS tudi glede na kapaciteto
antioksidantov s kolorimetri¢énimi, imunoloskimi in encimskimi metodami. Merjenje
posameznih antioksidantov je ¢asovno potratno, na rezultat pa lahko vplivajo tudi nepoznani
antioksidanti ali sinergisti¢no delovanje antioksidantov. Obseg poSkodb povzroc¢enih z ROS
je lahko ustreznejsi za oceno oksidativnega statusa, saj ni nujno da nizek nivo antioksidantov

pomeni povisano koli¢ino ROS (32).

Reaktivne snovi lahko poskodujejo purinske, pirimidinske baze ali deoksiribozne sladkorje.
Oksidacije lahko spremenijo zaporedje nukleinskih baz ali pa se zaradi tega veriga DNK
pretrga. Dokler obseg poskodb dednega zapisa ni prevelik, se lahko to popravi.
Nepopravljene posSkodbe se lahko prenesejo na naslednjo generacijo. Vecje poSkodbe pa
lahko vodijo v programirano celi¢no smrt, apoptozo (20). Hidroksilni radikal oksidira gvanin
do 8-hidroksigvanina. To je dober oznacevalec oksidativnega stresa in pomemben, ker je
karcinogen in mutagen. Za dolocanje oznacevalca se uporabljajo HPLC metode (26). Ni
primeren za kvantitativno dolocanje RS. Ustreznejse je merjenje ve¢ produktov, npr.

modificiranih baz, nastalih po napadu reaktivnih snovi na DNK (22).

Beljakovine (proteini) so polimerne molekule sestavljene iz aminokislin in imajo in vivo
razlicne funkcije kot receptorji, protitelesa, encimi, strukturni in transportni proteini itd.
Poskodba proteinov lahko nadalje vodi v poskodbo drugih proteinov in molekul. Za merjenje
oksidativnih poskodb proteinov se obicajno dolo¢a protein karbonile, ki nastanejo po

oksidaciji aminokislinskih ostankov, z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) (22).
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Membrane, ki obdajajo celice in organele vsebujejo veliko nasiCenih ali nenasi¢enih
mascobnih kislin. Tudi membrane mozganskih celic vsebujejo veliko veckratnenesi¢enih
mascobnih kislin. Lipidna peroksidacija se lahko pri¢ne z adicijo radikala ali z odvzemom
vodika metilenski skupini. To lahko storijo naslednji radikali: hidroksilni radikal, peroksilni
radikal, alkoksilni in ariloksilni, reaktivni C- radikal (npr. lipidni radikal), duSikov dioksid
in peroksinitrit. Hidroksilni radikal zlahka sprozi peroksidacijo maScobnih kislin,
lipoproteinov in membran. Nastali hidroperoksidi, ki nastanejo, zaradi svoje polarnosti
spremenijo strukturo in posledi¢no funkcijo membrane. Oksidacije zacete v membrani, pa
se lahko razsirijo $e na beljakovine in DNK (20, 20).

Eni izmed oznacevalcev lipidne peroksidacije so kon¢ni produkti, na primer: F2-izoprostan
in aldehida - malondialdehid (MDA) ter 4-hidroksinonenal (HNE), ki se jih lahko dolo¢i z
masno spektrometrijo (22, 23). MDA nastane pri peroksidaciji veckratnenasi¢enih
mascobnih kislin z dvema ali ve¢ dvojnima vezema. MDA je mutagen v bakterijskih in
sesalskih celicah in karcinogen pri podganah. Reagira z beljakovinami in z DNK bazami ter
tvori adukte. V sesalskih tkivih se hitro metabolizira do acetaldehida in acetata (22). HNE je
verjetno glavni toksi¢éni produkt lipidne peroksidacije. Je §ibko mutagen (26).

Metode za doloCanje reaktivnih spojin oziroma oksidativnega stresa so prikazane na sliki 10.

EPR (ESR), "spin trapping"

- neposredne =‘
‘ fluorescentne
= - b
S probe
< >
Q) O
=
g wn poskodbe beljakovin
Q=L (npr. protein karbonili)
< § =
N
8 § - "fingerprinting" . lipidna peroksidacija
Shw metode | (MDA, HNE)
w o=
=
merjenje endogenih oksidativne poskodbe DNK
N posredne encimatskih in neencimatskih (npr. 8-OHdG)
antioksidantov

merjenje celotnega
antioksidativnega statusa

Slika 10: Metode za dolo¢anje oksidativnega stresa (povzeto po 28).
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1.8 OKSIDATIVNI STRES IN CENTRALNI ZIVCNI SISTEM

Celice centralnega zivénega sistema potrebujejo veliko kisika in so zelo dovzetne za

oksidativni stres, predvsem nevroni. Oksidativni stres lahko poSkoduje tudi celice

mozganske-krvne pregrade in poveca njeno permeabilnost (22).

Nevroni so obcutljivi na oksidativni stres zaradi:

- visoke prisotnosti Ca?",

- povecane prisotnosti ekscitotoksi¢nih aminokislin (NMDA, AMPA, glutamat, aspartat,
kainat)

- proizvajanja O2*" v nevronskih mitohondrijih, s starostjo so pogostejse mutacije v
mitohondrijski DNK,

- nevrotransmiterjev, Ki se lahko avtooksidirajo (dopamin, serotonin, noradrenalin)

- prehodnih kovinskih ionov (Mn, Fe, Cu), ki katalizirajo radikalske reakcije,

- lipidov zivénih membran, Ki vsebujejo veliko nenasi¢enih mas¢obnih kislin;

- skromne antioksidativne obrambe, predvsem CAT,

- mikroglija lahko proizvaja RS in citokine, ki za vnetni odziv aktivirajo tudi astrocite
(22, 34).

Oksidativni stres naj bi bil udelezen pri samem procesu epileptogeneze oziroma dodatno

povecan med epilepticnimi napadi. Izvedenih je bilo veliko razli¢cnih Studij, kjer so

proucevali povezavo med PEZ/PEU in obsegom oksidativnega stresa, saj naj bi tudi terapija

epilepsije vplivala na razmerje med oksidanti in antioksidanti, vendar povezava PEZ z

oksidativnim stresom ni nedvoumno dokazana (35, 36, 37).

Vecina poskusov in §tudij je preucevala vpliv prve generacije PEU, medtem ko je vpliv
novejsih uc¢inkovin slabSe opisan. Raziskave na Zivalskih modelih in bolnikih nakazujejo, da

imajo oboji, epilepti¢ni napadi in PEU negativen uc¢inek na zascito z antioksidanti (38).

Mehanizmi pojava OS v povezavi z epilepsijo oziroma terapijo niso razjasnjeni. Na OS
lahko vplivajo presnovki CBZ, VPA in fenobarbitala, ki se po oksidaciji kovalentno vezejo
na bioloske makromolekule (34). CBZ se presnavlja do ve¢ kot 30 metabolitov, med
najpomembnejSimi je CBZ-10,11-epoksid, ki naj bi bil po nekaterih virih, poleg CBZ 2,3-
epoksid in 3-hidroksi-CBZ, odgovoren za oksidativni stres (39). Nastajanje RS je torej lahko
povzoceno z metaboliti PEU ali pa je s toksi¢nostjo povezana vezava metabolitov na

bioloske molekule. (40).
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Dodatni dokazi, da uporaba protiepilepticnimi zdravili vpliva na oksidativni stres in z njim
povezano toksi¢nost, bi bili pomembni za razvoj novih protiepilepti¢nih u¢inkovin, Ki bi
ohranile antikonvulzivno delovanje, brez prooksidativnih nezelenih u¢inkov in bi hkrati

delovale tudi nevroprotektivno preko antioksidativnega delovanja.
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2. NAMEN IN POTEK DELA

Namen magistrskega dela je opredeliti vpliv protiepilepticnih ucinkovin na nastanek

oksidativnega stresa v celicah THP-1.

Celice bomo izpostavili terapevtskim koncentracijam PEU prve (CBZ, VPA) in druge
generacije (TOP, LEV, PRG) ter kombinacijam (CBZ-VPA, CBZ-TOP, CBZ-LEV, CBZ-
PRG, VPA-TOP, VPA-LEV, VPA-PRG) in ovrednotili razlike med u¢inkovinami glede na

vrednosti oznacevalcev oksidativnega stresa.

Celice bodo PEU izpostavljene do treh tednov, dvakrat tedensko jih bomo $teli, red¢ili na
primerno gostoto, pri cemer jim bomo enkrat tedensko zamenjali medij s svezim.
V celicah bomo dolog¢ili:
- koncentracije malondialdehida (oznacéevalec oksidativnih poskodb lipidov) z LC-
MS/MS metodo,
- encimske antioksidante superoksidno dismutazo in glutation peroksidazo s
komercialnimi metodami za dolocanje encimov in Katalazo z metodo po Aebiju ter
- neencimski antioksidant glutation in njegovo reducirano obliko z LC-MS/MS
metodo

Za ovrednotenje uc¢inkov PEU na oksidativni status smo postavili naslednje hipoteze:

I.  Predstavnika prve generacije PEU povzrocata vecji oksidativni stres v celicah kot

predstavniki druge generacije.

Il.  Kombinacija PEU povzroca vecji oksidativni stres v celicah kot izpostavitev le

posameznim PEU.

I1l.  Oksidativni stres v celicah se z daljSanjem ¢asa izpostavljenosti PEU spreminja.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Preglednica I1: Uporabljeni standardi.

Standardi

Proizvajalec

Glutation, oksidiran (GSH)
Glutation, reduciran (GSSG)
Goveji serumski albumin
Karbamazepin

Levetiracetam

Malondialdehid (MDA)
tetrabutilamonijeva sol

Natrijev valproat

Pregabalin

Topiramat

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Sequoia Research Products LTD; Pangbourne,
ZdruZeno Kraljestvo

Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Sequoia Research Products LTD; Pangbourne,
Zdruzeno Kraljestvo

Sequoia Research Products LTD; Pangbourne,
Zdruzeno Kraljestvo

Preglednica Ill: Reagenti in topila.

Reagenti in topila

Proizvajalec

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
raztopina s fosforno kislino (~0,2 M,
4 %)

Acetonitril
Amonijev acetat
DMSO (dimetilsulfoksid)

EDTA (etilendiamintetraocetna
kislina)

Etanol 70 %

HsPO4

KH2PO4

Klorovodikova kislina (HCI) 37 %

Komplet komercialne metode za
dolo¢anje GPx - Ransel

Sigma-Aldrich Chemie; Steinheim, Nemcija

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija
Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija
Merck Chemicals; Darmstadt, Nem¢ija
Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Randox Laboratories Ltd, ZdruZeno kraljestvo
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Komplet komercialne metode za

dolo¢anje SOD - Ransod
Metanol

Mravlji¢na kislina
Na:HPO4x2H20

Randox Laboratories Ltd, Zdruzeno kraljestvo

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Natrijev hidroksid (NaOH) Fluka Analytical; St. Louis, ZDA

Ocetna kislina, 100 %

Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Triklorocetna kislina (TCA) Merck Chemicals; Darmstadt, Nemcija

Triptansko modrilo, 0,4 % raztopina
(angl. Trypan Blue Solution)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

Ultracista voda ™M, pridobljena z Milli

Q — Advantage A10; specifi¢na
upornost 18,2 MQcm, celokupni

Millipore Corp., Billerica, MA

organski ogljik (TOC) 5 pg/L

Vodikov peroksid (H202) 30 % wit.

vodna raztopina

Vsebniki (T-flask) za gojenje celi¢nih
kultur (75 in 150 cm? rastne povrsine)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

TPP Trasadingen, Svica

Preglednica IV: Sestava medijev za gojenje celic.

Medij za gojenje celic  Sestava Proizvajalec
. . 500 ml medija RPMI 1640, Sigma-Aldrich; St. Louis,
Medij za celice THP-1 e b e o Modification ZDA

Invitrogen; Auckland,
Nova Zelandija

Sigma-Aldrich; St. Louis,
ZDA

50 ml fetalni goveji serum (FBS)

5,5 ml L-glutamin

5,5 ml antibiotik/antimikotik

100x (10 000 enot penicilina, 10 ~ Sigma-Aldrich; St. Louis,
mg streptomicina in 25 pg ZDA

amfotericina B na mL)

Sigma-Aldrich; St. Louis,

0,5 mL 50 mM 2-merkaptoetanol ZDA

! Ultracisto vodo smo uporabljali pri pripravi vseh reagentov in vzorcev, v nadaljevanju bomo uporabljali

izraz: voda.
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Dimetisulfoksid
(DMSO)

Fosfatni pufer
(Dulbecco’s PBS)
modifirciran, brez
MgCl; in CaCl;

Merck Chemicals;
Darmstadt, Nemc¢ija

Sigma-Aldrich; St. Louis,
ZDA

Preglednica V: Laboratorijska oprema.

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

Analiti¢na tehtnica

Avtoklav A-21
Centrifuga

Centrifugirke

Grelnik in stresalnik VORTEMP 56
EVC

Komora za Stetje celic
Hladilnik (+5 °C)
Inkubator

Invertni svetlobni mikroskop
OLYMPUS CK40

Komora z laminarnim pretokom zraka

(LAF)
Krovna stekla
LC-MS/MS Sistem Agilent 1290

Infinity LC in Agilent 6460 Triple
Quadrupole Jeatstream® LC/MS

Mikrotiterski Citalec Safire2TM
Genios

Mikrotitrske plos¢ice (96 vdolbin)
Multikanalna pipeta (300 pL)
pH meter

Polavtomatske pipete (100-1000 pL,
20-200 pL, 2-20 pL, 0,5-10 uL, 0,1-
2,5ul)

Nastavki za pipete

Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica
Kambi¢ laboratorijska oprema; Semi¢, Slovenija

Centrifuge 5415R, Eppendorf Research,
Hamburg, Nemcija Megafuge 16R, Thermo
Scientific

Sarstedt; Niimbrecht, Nemcija
Tehtnica; Zelezniki, Slovenija

Brand Neubauer (Blau Brand)
LTH; Skofja Loka, Slovenija
HERAUS Holding GmBH; Hanau, Nem¢ija

Olympus Optical Co.; Hamburg, Nemcija

Iskra pio, Sentjernej, Slovenija

Assistent, Sondheim, Nemcija

Agilent Technilogies, Santa Clara, Kalifornija,
ZDA

Tecan, Genios; Ziirich, Svica

TPP; Trasadingen, Svica
Eppendorf Research; Hamburg, Nem¢ija

Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica
Eppendorf Research; Hamburg, Nemcija

Sarstedt; Niimbrecht, Nemcija
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Seroloske pipete (5, 10, 25 in 50mL)  TPP; Trasadingen, Svica

Seroloske pipete za enkratno uporabo ) . 5 .
(za 5, 10, 25 in 50 mL) TPP; Trasadingen, Svica
Steklovina: steklene ¢ase (25 in 250
mL); steklene bucke (5, 10, 25, 50,
100 in 250 mL); tehtici

Stresalnik Vibromix 403 Evit Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Skatle za zamrzovanje vzorcev Sarstedt; Niimbrecht, Nemcija
Tehtnica AG 245 Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica
Ultrazvoc¢na kadic¢ka: Sonis 4 Iskra; Kranj, Slovenija

Vibracijski meSalnik Lab dancer, Ika, Staufen, Nemcija

Vibracijski meSalnik Vibromix 10 Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Vodna kopel Memmert; Schwabach, Nem¢ija

Vsebniki za gojenje celic (T-flaski) ~ TPP; Trasadingen, Svica

Zamrzovalnik (-20 °C) Gorenje; Velenje, Slovenija
Zamrzovalnik (-80 °C) Forma Scientific; Midland, ON, Kanada
Zamrzovalnik (-80 °C) Sanyo Electric Co., Ltd.; Japonska
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3.2 METODE
3.2.1 Izpostavitev celic THP-1 protiepilepti¢nim u¢inkovinam

3.2.1.1 Celi¢na kultura THP-1

Za tretiranje s protiepilepticnimi ucdinkovinami smo izbrali suspenzijske, cloveske
monocitne levkemiéne celice linije THP-1, ki se lahko neomejeno delijo. Celi¢na linija je
izolirana iz periferne krvi eno leto starega bolnika z akutno monocitno levkemijo. Povpre¢ni

Cas podvajanja je 35 do 50 ur (41).

3.2.1.2 Priprava raztopin PEU

Osnovne raztopine PEU smo pripravili v komori z laminarnim pretokom zraka (LAF
komori) tako, da smo v sterilne mikrocentrifugirke (V=1,5 mL) zatehtali standarde in jih
raztopili v primernem topilu. Raztopine smo shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. Osnovne
raztopine smo uporabili za pripravo medijev z dodatki PEU. Koncentracije u¢inkovin v

medijih in topila, v katerih smo pripravili osnovne raztopine, so prikazani v preglednici VI.

Preglednica V1. Koncentracije PEU v medijih s katerimi smo tretirali celice.

PEU CBz VPA TOP LEV PRG

Terapevtske koncentracije (uM) 20-50 |350-700 |15-60 |70-270 |5-90

Koncentracije pripravljenih
raztopin (uM) 50 700 60 300 100

Topilo DMSO | PBS DMSO | PBS PBS

3.2.1.3 Gojenje in tretiranje celic

Celice smo gojili v mediju RPMI 16-40 z dodanim L-glutaminom, antibiotiki, antimikotiki,
FBS in 2-merkapto-etanolom, v inkubatorju s 37 °C, 95 % vlaznostjo in 5 % delezem COx.
S celicami smo delali v LAF komori. Vklju€ili smo jo pol ure pred zacetkom dela, povrSine
in materiale za delo pa razkuzili s 70 % etanolom. Uporabljali smo sterilen material. Z
materiali smo rokovali v skladu z internimi navodili za delo v celi¢nem laboratoriju, saj Smo
uporabljali material ¢loveskega izvora in je zato potrebna previdnost. Po koncanem delu smo

ponovno ocistili delovno povrsino s 70 % etanolom in vklopili UV lu¢.
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Celice smo gojili v ve&jih vsebnikih za gojenje celic (T-flaskih, S=150 cm?) do ustreznega
Stevila. Suspenzijo celic smo nato razdelili v 42 manj§ih vsebnikov (S=72cm?), v vsakega

smo odpipetirali priblizno 1 milijon celic/ml.

Celicam smo (ob dnevu 0) dodali ustrezni medij (z dodanim PEU, DMSO ali PBS). Za vsak
medij smo naredili tri bioloske ponovitve. Gostota celic ob zacetku tretiranja je bila v vsakem

vsebniku priblizno 1 milijon celic/ml.

Celice smo redno $teli in redgili na koncentracijo 1x10® celic/mL, da smo zagotovili
optimalno rast. PreSteli smo jih tako, da smo najprej 10 pL celic prenesli v
mikrocentrifugirko in dodali 40 uL 0,4 % raztopine barvila Tryptan Blue ter premesali. 10
uL obarvane celi¢ne suspenzije smo prenesli na komoro za Stetje celic po Neubauerju
(hemocitometer), ki omogoca $tetje celic v znanem volumnu. Koncentracijo osnovne
raztopine smo dolocili neposredno s Stetjem celic pod svetlobnim mikroskopom s pomocjo

enacbe 1.

Enacba 1: Izracun koncentracije celic s hemocitometrom.

A+B+C+D 1 Stevilo celic
* fx10* = ———

4 mL

A, B, C, D: stevilo Zivih celic v posameznem polju Neubauerjevega Stevca, f: faktor redcenja.

Celice smo v razli¢nih medijih gojili tri tedne. Dvakrat tedensko smo jih Steli in redcili na
primerno gostoto, pri ¢emer smo enkrat tedensko zamenjali medij s svezim. Med gojenjem

celic nismo opazili, da bi tretiranja pomembno vplivala na Zivost celic.

Ob dnevih 4, 10 in 17 smo celice iz vsebnikov prenesli v centrifugirke (z V=12 ml). Na

podlagi $tetja celic smo odstranili visek celic, da smo dosegli koncentracijo 1x10° celic/ml.

Ob dnevih 7 in 14 smo celice iz vsebnikov prenesli v centrifugirke (V=12 ml), kjer smo spet
zeleli imeti koncentracijo celic 1x10°, visek celic pa smo na podlagi izra¢una koncentracije
celic prenesli v dodatno, drugo, sterilno centrifugirko. Celice v prvi centrifugirki smo
centrifugirali (1200 RPM, 5 min), odstranili supernantant in v centrifugirko dodali 12 ml
svezega medija ogretega na sobno temperaturo ter resuspendirali celice. Suspenzijo smo
prenesli v vsebnik za gojenje, ki smo ga nato polozili v inkubator s temperaturo 37 °C, 95 %
vlaznostjo in atmosfero s 5 % COg, ter jih tako gojili naprej do naslednjega redCenja oziroma

menjave medija.
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Visek celic, ki smo ga shranili v drugo centrifugirko, smo centrifugirali (1200 RPM, 5 min),
odstranili supernatant in dodali 5 ml PBS za spiranje ter vsebino resuspendirali. Suspenzijo
smo ponovno centrifugirali (5000 RPM, 10 min) ter odstranili supernatant. Celice smo

shranili z zamrzovalniku pri — 80 °C.

Na dan 21 smo celice ponovno prenesli v centrifugirke. Poleg zivih celic, smo presteli tudi
mrtve. Suspenzijo smo centrifugirali (1200 RPM, 5 min) in odstranili supernatant. 2,0 ml
tega supernatanta (medija v katerem smo gojili celice) smo v shranili v mikrocentrifugirko
za doloCevanje metabolitov. Centrifugirane celice smo resuspendirali v ustrezni koli¢ini
PBS-a, da smo dobili suspenzije s koncentracijo 1 milijon celic/mL. V sterilne
mikrocentrifugirke (2 mL) smo razdelili po 2 milijona celic (2,0 ml suspenzije celic).
Ponovno smo jih centrifugirali (1200 RPM, 5 min) in nato odstranili pufer.

Mikrocentrifugirke s celicami in medijem smo shranili v zamrzovalniku na -80 °C.

3.2.2 Dolo¢anje neencimskega antioksidanta: glutation

Kljuéni intracelularni in ekstracelularni antioksidant je GSH, iz katerega pri oksidaciji
nastane GSSG. Pri kroZenju med reducirano in oksidirano obliko glutationa pa sodelujeta

GR in GPx. Razmerje med GSH in GSSG tudi sluzi kot oznacevalec oksidativnega stresa
(42).

Metoda dolocanja glutationa z LC/MS-MS je bila predhodno izdelana na Katedri za

biofarmacijo s farmakokinetiko (43).

Preglednica VII: Priprava reagentov za dolo¢anje GSH.

Reagenti Priprava
1mM HCl z V 100 mL bucko smo natehtali 47,4 mg dinatrijevega edetata dihidrata
(Na2EDTAX2H20), ga raztopili v priblizno 80 mL vode, dodali 25 puL 4
1mM EDTA . .
M HCI in dopolnili z vodo do oznake.
4 M. V 50 mL bucko smo natocili malo vode, odpipetirali 16,57 mL 37 %
klorovodikova : .
L HCI in dopolnili z vodo do oznake.
kislina (HCI)

3.2.2.1 Priprava standardov GSH in GSSG

V 10 mL bucko smo natehtali 6,15 mg GSH in dodali 1 mM HCI do oznake (GSH I). V
drugo 10 mL bucko smo natehtali 6,12 mg GSSG in dodali 1 mM HCI do oznake (GSSG I).
Nato smo v novo 10 mL bucko odpipetirali ImL GSH I in 80 uL GSSG I in dodali 1 mM
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HCI do oznake. Dobili smo delovno raztopino GSH in GSSG s koncentracijami 200 pmol/L
in 8 umol/L. Delovno raztopino smo red¢ili z 1 mM HCI v razmerju 1:10 in dobili raztopini
s koncentracijama 20 umol/L GSH in 0,8 umol/L GSSG. V preglednici VIII je prikazana

priprava kalibracijskih standardov iz delovnih raztopin.

Preglednica VIII: Priprava standardov GSH in GSSG.

Koncentracija Alikvot delovne |  Volumen Koncentracija
raztopine raztopine [pL] ImM HCI | kalibracijskega standarda
GSH/GSSG [pmol/L] [nL] GSH/GSSG [pmol/L]
/ / 200 0/0
20/0,8 2,5 197,5 0,25/0,01
20/0,8 5 195 0,5/0,02
20/0,8 10 190 1/0,04
20/0,8 20 180 2/0,08
20/0,8 30 170 3/0,12
20/0,8 50 150 5/0,2
20/0,8 100 100 10/0,4
20/0,8 200 / 20/0,8
200/0,8 30 170 30/1,2
200/0,8 40 160 40/1,6

3.2.2.2 Priprava vzorcev za analizo
Celice smo odtalili, jim dodali 200 uL. 1 mM HCl z 1 mM EDTA na 2 milijona celic in jih

30 sekund mesali na vibracijskem meSalniku.

K 200 pL vzorca (celi¢nega lizata ali standarda) smo dodali 400 pL hladnega acetonitrila in
premesali na vibracijskem meSalniku. Vzorce smo centrifugirali 10 min pri 4°C in 13200
obratih/min (obarjanje proteinov). 150 pL supernatanta smo odpipetirali na mikrotitrske

ploséice za analizo na LC-MS/MS.

3.2.2.3 Metoda LC

Uporabili smo LC sistem Agilent 1290 Infinity. Analizo smo izvajali na koloni Kinetex PFP
(100 x 3 mm, velikost delcev 2,6 um) s temperaturo 50 °C. Injicirali smo 5 pL vzorca.
Avtomatski vzorcevalnik je bil ohlajen na 10 °C. MF je bila sestavljena iz 0,1 % mravljicne
Kisline in metanola v razmerju 98:2. Pred analizo smo topili razplinili v ultrazvo¢ni kadicki.

Analiza se je izvajala z izokratsko elucijo. Po 2 minutah analize smo eluat vodili na masni
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spektrometer, Cas analize pa je znaSal 3,5 minute. Pretok MF je bil 0,2 mL/min, post-

kolonsko smo z dodatno kvarterno ¢rpalko preko T-¢lena dovajali 0,2 mL/min acetonitrila.

3.2.2.4 Metoda MS/MS

Uporabili smo masni analizator Agilent 6460 s trojnim kvadrupolnim MS/MS analizatorjem.
Za metodo ionizacije smo uporabili ESI v pozitivnem nacinu. Pri kvalifikaciji GSH smo
spremljali prehod 308,1 — 76,2, pri kvantifikaciji pa prehod 308,1—179. Pri kvalifikaciji
GSSG smo spremljali prehod 613,2 — 231, pri kvantifikaciji pa prehod 613,2 — 355,1.
Nastavitev Sirine kvadrupolov Q1 in Q3 smo nastavili na wide (1,2 masne enote). Nastavitve

masnega analizatorja so podane v preglednici IX.

Preglednica IX: Nastavitve masnega analizatorja za analizo GSH in GSSG.

Susilni plin 300 °C, 5 L/min
Nebulizacijski plin 45 psi
Jetstream® plin 320 °C, 11 L/min
Napetost na kapilari 3500 V

Nozzle voltage® 500 V

GSH: SRM prehod 308,1—179
Energija kolizije (CE) 4eV
Fragmentor (FR) 76V

GSSG: SRM prehod  613,2 — 355,1
Energija kolizije (CE) 20eV
Fragmentor (FR) 162V

3.2.2.5 Izracun
Koncentracije GSH in GSSG izraCunamo iz linerane umeritvene krivulje. Rezultate podamo

kot razmerja tretiranj na netretirane celice, ki predstavljajo kontrolo.

3.2.3 Dolocanje encimskih antioksidantov: katalaza

Za dolocanje aktivnosti encima katalaze smo uporabili metodo po Aebiju. Katalaza
razgrajuje vodikov peroksid na vodo in kisik. Z dodajanjem standardne koli¢ine vodikovega
peroksida, lahko dolo¢imo aktivnost katalaze. Pri valovni dolzini 240 nm kineti¢no

spremljamo padec absorbance H20: s ¢asom. Iz naklona absorbance pri 240 nm kot funkcije
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casa krivulje izraCunamo aktivnost CAT v celiénem vzorcu. Pred meritvijo moramo vzorec

toliko razredciti, da reakcija razgradnje H20, poteka po kinetiki prvega reda.

Preglednica X: Priprava reagentov za meritve katalaze.

Reagenti Priprava
Fosfatni pufer V 250 mL vode smo raztopili 1,34 g NazHPO4 x2H-0 in 681
mg KH2PO4, nato uravnali pH na 7,0.
30 mM H20: 34 uL 30 % H202 smo raztopili v 10 mL fosfatnega pufra

3.2.3.1 Priprava vzorcev

Celice smo odtalili, dodali 100 pL vode na 2 milijona celic in jih 20 s meSali na vibracijskem
meSalniku. Nato smo celice trikrat zamrznili na -80 °C in jih odtalili, pri ¢emer smo jih
odtaljene vedno premesali na vibracijskem meSalniku. Za tem smo jih centrifugirali 5 minut
na 10000 RPM pri 4 °C. 12 pL supernatanta smo shranili pri -80 °C za dolo¢anje vsebnosti
proteinov. Za merjenje katalaze smo supernatant Se 30-krat razred¢ili — 13,3 pL supernatanta

smo s fosfatnim pufrom redcili do 400 pL.

3.2.3.2 Meritve aktivnosti katalaze
160 puL red¢enega supernatanta smo odpipetirali na mikrotitrsko plos¢ico in dodali 80 puL

H20>. Padec absorbance H20 smo kineti¢no merili pri valovni dolzini 240 nm.

Aktivnost CAT dolo¢imo v prvi minuti merjenja absorbance, ko reakcija poteka po kinetiki
prvega reda. V tem primeru nam naklon premice poda aktivnost CAT. Naklon izraCunamo

preko enacbe 2.

Enacba 2: Izra¢un naklona premice za aktivnost CAT.

2,3 Al 1
k = E X logE [;]

k: naklon premice; Al: absorbanca ob casu 0s; A2: absorbanca ob casu 60s.

Rezultat podamo kot relativno vrednost vzorca glede na netretirano kontrolo.
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3.2.4 Dolocanje encimskih antioksidantov: superoksidna dismutaza

Superoksidna dismutaza katalizira, tj. pospesi, dismutacijo superoksidnega radikala O2" na
Kisik in vodikov peroksid, in s tem §¢iti pred superoksidnim radikalom, enim najpogostejsih

radikalov v telesu.

Za dolo¢anje SOD smo uporabili komercialni komplet RANDOX RANSOD, s katerim
encim dolo¢imo kolorimetri¢no. Ksantin in ksantin oksidaza tvorita superoksidni radikal, ki
reagira z 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijevim kloridom (INT), pri tem
nastane rdece barvilo formazan (slika 11). Aktivnost SOD se dolo¢i kot odstotek inhibicije

te reakcije. 1 enota SOD povzroci 50 % inhibicijo hitrosti redukcije INT pri pogojih poskusa.

. ksantin oksidaza . o o
ksantin ——— secna kislina + 0,

0,° ] o o s0D
INT — formazan ali 0,°” + 0,°” +2H*— 0, + H,0,

Slika 11: Prikaz reakcij ksantin oksidaze in SOD.

3.2.4.1 Priprava reagentov in standardov

Reagente in standarde smo pripravili po navodilih kita Randox Ransod. Reagent Rla
(ksantin, INT) smo rekonstituirali z 20 mL pufra R1b (EDTA, CAPS) in dobili raztopino
substrata (R1). Ksantin oksidazo (R2) smo raztopili v 10 mL vode. Standard smo raztopili v
10 mL vode (koncentracija 5,24 U/mL, S6) in z nadaljnjim red¢enjem z redCitvenim

reagentom (Ransod Diluent) pripravili standarde kot je navedeno v preglednici XI.

Preglednica XI: Priprava standardov za merjenje SOD.

. Volumen Koncentracija . .
Uporabljena Volumen " : - Pripravljen
: redCitvenega | pripravljenega standarda
raztopina standarda [pL] reagenta [ ] [U/mL] standard
nered¢eni
standard ) ) R 56
S6 50 50 2,62 S5
S5 50 50 1,31 S4
S4 50 50 0,655 S3
S3 30 60 0,218 S2
redc¢itveni
reagent i i L S1
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3.2.4.2 Priprava celi¢nih lizatov

Celicam (2x10° v vzorcu) smo dodali 100 uL hladne vode in jih 20 sekund mesali na
vibracijskem mesalniku. Nato smo celice trikrat zamrznili na -80 °C in jih odtalili, pri ¢emer
smo jih odtaljene vedno premesali na vibracijskem mesalniku. Za tem smo jih centrifugirali
5 minut na 10000 RPM pri 4 °C. Supernatant smo 5x red¢ili: 5 uLL supernatanta smo dodali

20 pL red¢itvenega reagenta.

3.2.4.3 Meritve in izracun

Na mikrotitrsko plosc¢ico smo v dveh paralelkah odpipetirali po 5 puL standarda ali vzorca in
dodali 170 pL substrata (R1). Tik pred pricetkom meritve smo dodali e 25 pL ksantin
oksidaze (R2) in kineti¢no merili padec absorbance formazana pri 505 nm vsakih 30 sekund

7-krat zapored, pri 37 °C.

Najprej smo podali spremembo absorbance v prvih treh minutah merjenja preko enacbe 3 za

vzorce, standarde in slepi vzorec.
Enacba 3: Sprememba absorbance formazana v prvih treh minutah merjenja

A2 - A1
3

AA: sprememba absorbance formazana na minuto, A2: absorbanca formazana po treh minutah

merjenja; Al: absorbanca formazana ob zacetku merjenja.

Zatem smo izracunali odstotek inhibicije, ki ga k tvorbi formazana prispeva SOD

(izraCunamo za standarde in vzorce) preko enacbe 4:

Enacba 4: Dolo¢anje odstotka inhibicije nastajanja formazana.

AA x 100

% inhibicije = 100 — AA slepa

AA: sprememba absorbance formazana na minuto v vzorcu ali standardu, AA slepa: sprememba

absorbance formazana na minuto v slepem vzorcu.

Iz logaritemskih vrednosti koncentracij standardov in vrednosti odstotkov inhibicije smo
izracunali umeritveno krivuljo s pomocjo linearne regresije, iz katere Smo nato dolocili
koncentracijo SOD v vzorcih. Rezultat smo podali kot relativne vrednosti vzorcev glede na

netretirano kontrolo.
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3.2.5 Dolocanje encimskih antioksidantov: glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza je eden od encimov iz druzine peroksidaz, ki razgrajuje peroksid ob

prisotnosti glutationa.

Meritve aktivnosti GPx smo opravili s pomo¢jo RANDOX RANSEL reagentov. GPx
katalizira oksidacijo reduciranega glutationa in kumen hidroperoksida.

HaC CHs

.OH
@)400

Slika 12: Kumen hidroperoksid.

Oksidirani glutation se ob prisotnosti glutation reduktaze (GR) in NADPH pretvori v
reducirano obliko, NADPH pa se oksidira v NADP* (slika 13). To povzro¢i padec

absorbance pri 340 nm.

GP
2GSH + ROOH = ROH + GSSG + H,0
GR
GSSG + NADPH + HY — NADP™ + 2GSH

Slika 13: Shema reakcij, ki ju katalizirata GPx in GR.

3.2.5.1 Priprava vzorcev za meritve

Celice smo odtalili. V mikrocentrifugirke s celicami smo dodali 100 uL vode ter premesali
na vibracijskem mesSalniku. Za 15 minut smo mikrocentrifugirke dali v hladilnik, nato pa
centrifugirali 5 minut pri 10000 RPM in 4 °C. 10 pL supernatanta (oz. 10 ul vode za slepi

vzorec) smo red¢ili z 20 pL reagenta R3.

3.2.5.2 Meritve

Na mikrotitrsko plos¢ico smo nanesli 5 pLL vzorca in 250 pL reagenta R1. 10 uL kumen
hidroperoksida (R2) smo dodali tik pred zacetkom meritev. Merili smo absorbanco pri 340
nm in 37 °C vsako minuto, 3-krat zapored. Od odzivov vzorca smo odsteli odziv slepega

vzorca. Rezultat smo podali kot relativne vrednosti odzivov glede na netretirano kontrolo

3.2.6 Oznacevalec lipidne peroksidacije: malondialdehid

Malondialdehid (slika 14) nastane pri peroksidaciji veckratnenasi¢enih, mas¢obnih kislin,

na primer iz arahidonske, dokoheksanojske in linolenske mascobne kisline, preko bicikli¢nih
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endoperoksidov ali encimatsko pri presnovi eikozanoidov. Pri fizioloSkem pH-ju je vecina
MDA-ja v obliki enolatnega aniona, pri nizjem pH-ju pa je v obliki dialdehida (slika 14), ki
je tudi bolj reaktiven (22).

O ~2P =0y ~ OH

Slika 14: Malondialdehid.

Uporabili smo metodo derivatizacije z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH, slika 15)).

_NH
HNT 2

NO»
Slika 15: DNPH.

3.2.6.1 Priprava reagentov

Preglednica XII: Priprava reagentov za merjenje MDA.

Reagent Priprava

V 100 mL bucko smo najprej natocili malo vode,

0,1 M klorovodikova odpipetirali 0,829 mL 37 % HCI, dopolnili do oznake z

kislina (HC) vodo in premesali.
V 10 mL bucko smo najprej natocili malo vode,
1 M HCI odpipetirali 0,829 mL 37 % HCI, dopolnili do oznake z

vodo.

V 10 mL bucko smo najprej nato€ili malo vode,
4 M HCI odpipetirali 3,314 mL 37 % HCI, dopolnili do oznake z
vodo in premesali.

V 10 mL bucko smo nalili 5 mL vode in med meSanjem

6 M natrijev hidroksid dodajali predhodno natehtani NaOH (2,40 g). Ko se je
(NaOH) raztopil celoten NaOH, smo dodali vodo do oznake in
premesali.

V 25 mL bucko smo natehtali 5,00 g TCA, dopolnili z
vodo do oznake in premesali. Raztopino smo ohladili v
zamrzovalniku.

50 pL raztopine DNPH s fosforno kislino (c=0,2 M) smo
1mg/mL raztopina v duplikatu odpipetirali v 2 mL mikrocentrifugirko, dodali
950 uL vode in premesali na vorteksu.

20% triklorocetna kislina
(TCA)
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2, 4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH)

0,2 M pufer ocetna
kislina/amonijev acetat
(CH3COOH/CH3COO0-
NH4+)

V 10 mL bucko smo nalili 5 ml vode in s pipeto dodali
114,6 pL 100 % ocetne kisline ter 1,766 ml 25 % (m/m
%) amonijaka v vodi, dopolnili z vodo do oznake in
premesali.

3.2.6.2 Priprava standardov malondialdehida

V 10 mL bucko smo natehtali 43,50 mg malonaldehid tetrabutilamonijeve soli ter z

acetonitrilom dopolnili do oznake. Tako smo dobili 1 mg/mL osnovno raztopino | (OR ).
Nato smo 180 uLL OR I odpipetirali v 50 mL bucko, dopolnili do oznake z 0,1 M HCI in

raztopino dobro premesali. Tako smo dobili standard MDA s koncentracijo 50 pumol/L

(osnovna raztopina I, OR II). V 1,5 mL mikrocentrifugirkah smo z redéenjem z 0,1 M HC1

pripravili 1 mL standarde s koncentracijami od 2,5 do 0,039 umol/L.

V preglednici X111 so prikazana pripravljena red¢enja 50 uM OR Il in 1,25 pM standarda z

0,1 M HClI, s katerimi smo pripravili standarde MDA z ustrezno koncentracijo.

Preglednica XIII: Priprava standardov MDA.

Cromie | et [ votmenoauner| | Koo
[pmol/L] [nL] [pmol/L]
50 50 950 2,5
50 25 975 1,25*
1,25 500 500 0,625
1,25 375 635 0,469
1,25 250 750 0,313
1,25 188 812 0,235
1,25 125 875 0,156
1,25 63 937 0,078
1,25 31 969 0,039
/ / 1000 0

*  pripravljeno v duplikatu

3.2.6.3 Priprava vzorcev na analizo

Celice smo odtalili in na 2 milijona celic dodali 200 uL 0,1 M HCI. 30 sekund smo jih mesali

na vibracijskem meSalniku. V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 200 puL standarda.
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V mikrocentrifugirke s standardom in celi¢nim lizatom smo dodali 50 uL. 6 M NaOH,
premesali na vibracijskem meSalniku in inkubirali 30 min v termostatiranem stresalniku pri
60 °C in 20 obratih/min (alkalna hidroliza na proteine vezanega MDA). Vzorce smo nato
hladili v hladilniku 10 minut. Potem smo vzorcem dodali 250 uL ohlajene 20 % TCA,
premesali in jih centrifugirali 10 minut pri 5 °C in 13200 obratih/min (potekalo je obarjanje
proteinov). Po 450 puL supernatanta smo prenesli v nove 1,5 mL mikrocentrifugirke in dodali
4 uL 6 M NaOH, da smo dobili raztopino s pH 6-7 in premesali. Nato smo dodali 10 pL 1
M HClI in tako pH zniZali na pribliZzno ter nato premesali. Ce je vzorec postal moten, smo ga
ponovno centrifugirali. 200 uL te raztopine smo prenesli v nove 1,5 mL mikrocentrifugirke
ter dodali 150 pL 1 M HCI in 50 pL raztopine DNPH ter premesali na vibracijskem
mesalniku. Nato smo jih 60 minut inkubirali na termostatiranem stresalniku pri 50 °C in 20
RPM, za$Citene pred svetlobo (potekla je derivatizacija MDA). Nastali produkt MDA-
DNPH je nestabilen v prisotnosti svetlobe, zato smo derivatizirane vzorce ohladili na sobni
temperaturi (10 minut), zascitene pred svetlobo. Vzorcem smo dodali 150 pL acetatnega

pufra ter premesali. 150 ul raztopine smo odpipetirali na mikrotitrske plos¢ice za analizo na
LC-MS/MS.

3.2.6.4 Metoda tekocinske kromatografije

Metoda LC in MS/MS je bila predhodno izdelana na Katedri za biofarmacijo s
farmakokinetiko (43). Uporabili smo LC sistem Agilent 1290 Infinity. Analizo smo izvajali
na koloni Kinetex C18 (50 x 2,1 mm, velikost delcev 5 um). Injicirali smo 5 puL vzorca,
avtomatski vzorcevalnik je bil ohlajen na 4 °C. Mobilna faza (MF) je bila sestavljena iz 0,1
% mravlji¢ne kisline (topilo A) in acetonitrila (topilo B). Obe topili smo pred analizo
razplinili v ultrazvoéni kadicki. Cas analize je znasal 2,6 minute. Retencijski ¢as analita (tr)
je bil 1,23 min. Pretok MF je bil 0,5 mL/min, analiza se je izvajala z gradientno elucijo po

shemi predstavljeni v preglednici XIV.

Preglednica X1V: Shema gradientne elucije.

t (min) | delez topila B (%)
0 30
2 60
2,05 30
2,6 30
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3.2.6.5 Metoda MS/MS

Uporabili smo masni analizator Agilent 6460 s trojnim kvadrupolnim MS/MS analizatorjem.

Za metodo ionizacije smo uporabili ionizacijo z razprSevanjem raztopin v elektri¢nem polju
oziroma elektrorazprSevalno ionizacijo - ESI (angl. electrospray ionization). Pri
kvantifikaciji smo spremljali prehod 235,1 (pirazolska oblika MDA-DNPH produkta) v
159,2 (fragmentacija z odcepom NO:z in NO skupine) in za odziv vzeli odziv ionov 159,2.

Nastavitve masnega analizatorja so podane v preglednici XV.

Preglednica XV: Nastavitve masnega analizatorja.

Susilni plin 300 °C, 5L/min
Nebulizacijski plin 450 psi
Jetstream plin 320 °C, 11L/min
Napetost na kapilari = 3500 V

Nozzle voltage 500 V

MDA: SRM prehod ' 235,1 - 159,2
Kolizijska energija 20 eV

Fragmentor 100 v

3.2.6.6 Izracun

Koncentracijo MDA izratunamo iz linearne umeritvene krivulje. Rezultat podamo kot
odstotek koncentracije MDA v tretiranih celicah glede na koncentracijo v netretiranih
celicah.
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3.2.7 Obdelava podatkov

Podatke opravljenih meritev smo zbirali v programu Microsoft Excel 2013. Glede na
umeritvene premice smo izracunali koncentracije in podatke za razli¢na tretiranja podali
glede na povprec¢je netretirane kontrole. V programu Excel smo tudi grafi¢no prikazali

rezultate.

Pri statisti¢ni analizi smo tretiranja s PEU razdelili v razli¢ne skupine in primerjali razlike v
vrednostih oznaCevalcev oksidativnega stresa. Na podlagi hipotez smo naredili statisti¢no
analizo s programom IBM SPSS (verzija 20.0). Za dokazovanje razlik med ve¢ skupinami
smo uporabili neparametri¢ni, Kruskal-Wallisov test. Za ugotavljanje razlik med pari smo
uporabili Mann-Whitney-jev test. V primerih ko smo primerjali ve¢ parov, smo upostevali

Holm-Bonferroni korekcijo. Upostevali smo stopnjo tveganja 0,05.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 PRIMERJAVA OZNACEVALCEV OKSIDATIVNEGA STRESAPO 1., 2. IN 3.
TEDNU TRETIRANJA

SOD, CAT in MDA smo izmerili po 1., 2. in 3. tednu tretiranja (slike 16, 17, 18) in poskusali

dolociti statisti¢ne razlike v oksidativnem stresu med celicami, ki so bile razli¢no dolgo

Slika 16: Relativne aktivnosti CAT glede na netretirane kontrole po 1., 2. in 3. tednu tretiranja s
PEU.
4.1.2 Superoksidna dismutaza po 1., 2. in 3. tednu tretiranja

izpostavljene protiepilepticnim uc¢inkovinam.

4.1.1 Katalazapo 1., 2.in 3. tednu tretiranja
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Slika 17: Relativne aktivnosti SOD glede na netretirane kontrole po 1., 2. in 3. tednu tretiranja s
PEU.
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4.1.3 Malondialdehid po 1., 2. in 3. tednu tretiranja
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Slika 18: Relativne koncentracije MDA glede na netretirane kontrole po 1., 2. in 3. tednu tretiranja
s PEU.
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Casovne odvisnosti pri tritedenskem merjenju aktivnosti encimskih antioksidantov SOD in

CAT nismo dokazali. Glede na prikazane rezultate tudi ne moremo predvideti kakr$negakoli

trenda, ki bi nakazoval, da se OS pri celicah z daljsanjem izpostavitve PEU spreminja.

Tudi pri MDA nismo dokazali ¢asovne povezave, ampak SO na sliki 18 vidna vecja
odstopanja od NTC pri tretiranjih z VPA, medtem ko bi lahko CBZ v kombinaciji s PEU 2.

generacije omejil lipidno peroksidacijo.
V bodoce bi bilo smiselno preveriti, ali se v odvisnosti od ¢asa spreminja glutationski sistem,

narediti poskus z ve¢jim Stevilom bioloskih ponovitev in spremljati oznacevalce OS dalj

Casa, vec kot tri tedne.

4.2 PRIMERJAVA OZNACEVALCEV OKSIDATIVNEGA STRESA PO
TRITEDENSKEM TRETIRANJU CELIC S PROTIEPILEPTICNIMI
UCINKOVINAMI

V celicah, ki so bile izpostavljene PEU 3 tedne, smo pomerili SOD, CAT, GPx, MDA in

GSH. Tretiranja smo zdruzevali v razli¢ne skupine in primerjali meritve oznacevalcev OS.

4.2.1 Primerjava monotretiranj

Predstavnika 1. generacije, CBZ in VPA, smo dodelili v eno skupino (1gPEU) in jo
primerjali s skupino, v kateri smo zdruzili PEU 2. generacije: TOP, LEV in PRG (2gPEU).
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Statisti¢no razliko smo uspeli dokazati samo pri GSH-ju (p=0,007), ki je bil zvisan pri

monotretiranjih (to je celicah, izpostavljenih le eni uc¢inkovini) s 1gPEU (slika 19).
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Slika 19: Relativne aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG
glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava prve in druge

generacije.

Nato smo med seboj primerjali meritve oznacCevalcev oksidativnega stresa med petimi
razli¢nimi tretiranji s posameznimi uéinkovinami (CBZ, VPA, TOP, LEV in PRG). Med

temi monotretiranji nismo dokazali statisti¢cno pomembne razlike (slika 20).
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Slika 20 : Relativne aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG
glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava posameznih PEU.
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S primerjavo skupin, v katere smo razli¢no zdruzevali monotretiranja (sliki 19 in 20), razlik

v aktivnosti CAT nismo dokazali. Prav tako ni pris$lo do opaznih razlik pri SOD.

Razlik v GPx med 1gPEU in 2gPEU nismo uspeli potrditi, a smo dokazali razlike v GSH,
kjer so bile vrednosti poviSane pri tretiranjih s 1gPEU (slika 19). Pri primerjavi teh dveh
skupin bi sicer, v primeru, da so celice izpostavljene oksidativnemu stresu, pricakovali upad
GSH, ki se z veCanjem aktivnosti GPx tudi v vecji meri porablja. Lahko pa se celice
prilagodijo in zaradi ve¢jih potreb povecajo sintezo GSH ter tako ta poraste.

Opazili smo nizje relativne vrednosti GSH in GPx pri tretiranjih s TOP, LEV ali PRG v
primerjavi s tretiranju s CBZ ali VPA, vendar razlike med posameznimi tretiranji niso
statisticno znacilne (slika 20).

Potrebni bi bili dodatni poskusi, da bi lahko potrdili ugodne u¢inke 2gPEU na zmanj$evanje
oksidativnega stresa, na katere nakazuje statisti¢no signifikantna razlika v GSH pri
primerjavi monotretiranj s 1gPEU in 2gPEU in rezultati poskusov na celicah in zivalskih

modelih, ki jih zasledimo v literaturi (44, 45, 46).

MDA je eden od reaktivnih aldehidov, ki nastanejo kot konéni produkti pri oksidativnih
poskodbah lipidov. Statistiéno pomembnih razlik v koncentraciji MDA pri primerjavi
monotretiranj nismo dokazali.

Na podlagi objavljenih studij smo pricakovali porast oksidativnih poskodb lipidov pri
tretiranjih z VPA (47), vendar razlik v obsegu lipidne peroksidacije pri monoterapiji nismo
opazili. Pavone in sod. so po 12-dnevni izpostavitvi podganjih astrocitov PEU v
koncentracijah od 1 pg/ml do 100 pg/ml ugotovili, da so imeli najvecji vpliv na nastanek
ROS in porast MDA CBZ, ki je predstavnik 1. generacije, in okskarbazepin ter TOP, ki sta
(LEV, tiagabin, lamotrigin in gabapentin) niso dokazali signifikantnih razlik v primerjavi s
kontrolami (48).

Opazili smo, da so koncentracije MDA najnizje pri TOP, a razlike niso statisticno znacilne.
Tudi pri primerjavi drugih oznacevalcev nismo dokazali statisti€nih razlik, ¢eprav so v
Studijah na pilokarpinskem modelu na podganah in razli¢nih celi¢ni linijah dokazali

nevroprotektivni in antioksidantni uc¢inek TOP (49, 50).

4.2.2 Primerjava politretiranj

Zeleli smo $e dokazati, da se oksidativni stres razlikuje med politretiranji — celicami,

izpostavljenimi kombinacijami PEU (slika 21). Kombinacija s PEU 1. generacije (CBZ-
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VPA) se je od skupine, v kateri smo zajeli vse ostale kombinacije u¢inkovin (CBZ in VPA
v kombinacijah s predstavniki 2. generacij, okrajsano: CBZ-2gPEU in VPA-2gPEU),
razlikovala pri vrednosti GSH (p=0,044) in GSSG (p=0,007), kar je prikazano na sliki 21.
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Slika 21: Relativne aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG

glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava kombinacije CBZ-VPA

z drugimi kombinacijami. * p<0,05 pri primerjavi teh dveh skupin

Nadalje smo tretiranja razdelili v tri skupine, in sicer na kombinacijo CBZ-VPA, CBZ-
20PEU in VPA-2gPEU (slika 22). S Kruskal-Wallisovim testom smo dolocili statisticno
razliko pri GPx (p=0,01), MDA (p=0,002), GSH (p=0,006), GSSG (p=0,020) in razmerju
GSH/GSSG (p=0,009). Razliko med posameznimi pari smo dolo¢ili z Mann-Whitneyevim
testom. Med parom CBZ-VPA in CBZ-2gPEU smo dolocili statisticno pomembne razlike
pri GPx (p=0,025), MDA (p=0,029), GSH (p=0,025) in GSSG (p=0,038). Oznacevalci so
bili izrazito povecani pri kombinaciji CBZ-VPA. Med parom CBZ-VPA in VPA-2gPEU
smo dolo¢ili statisti¢cno pomembne razlike pri GSSG (p=0,025) in pri razmerju GSH/GSSG
(p=0,025). Razmerje je bilo visje pri tretiranjih VPA-2gPEU, medtem ko so bile vrednosti
GSSG pri teh tretiranjih znizane. Med CBZ-2gPEU in VPA-2gPEU so bile razlike opazne
pri GPx (p=0,002), MDA (p=0,004), GSH (p=0,038) in pri razmerju GSH/GSSG (p=0,036).
Vrednosti so bile vedno visje pri skupini, kjer je prisotna VPA (slika 22).
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Slika 22: Relativne aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG
glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava kombinacije CBZ-
VPA, drugih kombinacij s CBZ in drugih kombinacij z VPA. *, e, ¢ p<0,05 pri primerjavi

razli¢nih skupin med sabo

Razlik pri SOD in CAT torej tudi pri primerjavi tretiranj s kombinacijami ué¢inkovin med
sabo nismo dokazali. Sklepamo, da superoksidni radikal oziroma vodikov peroksid nista
glavna vira RS pri celicah, ki smo jih izpostavili PEU. Lahko se tvorijo drugi peroksidi, in
ne vodikov peroksid, ki zvisajo aktivhost GPx. Vzrok, da med skupinami nismo dokazali
razlik, bi lahko bil tudi le blago povisan OS, ko naj bi imela nalogo odstranjevanja peroksida
predvsem GPx, medtem ko pride pri resnejSem poviSanju oksidativnega stresa do povecanja

aktivnosti katalaze (51).

Rezultati nasih poskusov najbolj o¢itno kazejo na prisotno razliko v glutationskem sistemu.

Pri kombinaciji CBZ-VPA sta bila GSH in GSSG zna¢ilno poviSana v primerjavi z drugimi
politretiranji. Tudi pri primerjavi treh skupin — CBZ-VPA, CBZ-2gPEU in VPA-2gPEU —
smo dokazali statisti¢ne razlike v GPx in GSH, ki kaZejo na to, da ima na glutationski sistem
velik vpliv 1. generacija PEU.

Politretiranja z VPA-2gPEU so bolj povecala GSH in GPx kot CBZ-2gPEU, prav tako je
imela ve¢ji vpliv na ta dva oznacevalca kombinacija CBZ-VPA kot pa politretiranja CBZ-
2gPEU, medtem ko pri primerjavi tretiranj CBZ-VPA in VPA-2gPEU ni bilo razlik v GSH
in GPx.
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Kombinacije PEU so imele podoben vpliv na MDA kot na glutationski sistem. Tudi tu so
bile statisticno znacilne razlike med skupinami in koncentracije MDA visje pri tretiranjih z
dodano VPA, torej pri tretiranjih s kombinacijami CBZ-VPA ali VPA-2gPEU.

Na podlagi sprememb GPx, GSH in MDA sklepamo, da kombinacije z VPA vplivajo na
oksidativni stres in v vec¢ji meri kot kombinacije s CBZ (slika 22).
4.2.3 Primerjava monotretiranj in politretiranj

Monotretiranja smo primerjali s politretiranji. Tretiranja samo z eno ucinkovino so imela
znacilno manj$o aktivnost SOD (p=0,005) in GPx (p<0,001) in razmerje GSH/GSSG
(p=0,033) zvisano (slika 23).
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Slika 23: Relativna aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG
glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava monotretiranj in

politretiranj. * p<0,05 pri primerjavi teh dveh skupin

Kombinacije uéinkovin smo razdelili v tri skupine (CBZ-VPA, CBZ-2gPEU, VPA-2gPEU)
in jih primerjali z monotretiranji, ki smo jih razdelili v dve skupini (1gPEU, 2gPEU). To je
prikazano na sliki 24. Pri primerjavi posameznih parov skupin smo najveckrat dokazali
razliko med 2gPEU in VPA-2gPEU. V teh primerih je bil pri politretiranju z VPA povisan
GPx (p=0,002), MDA (p=0,032) in GSH (p=0,025). Med tretiranji s CBZ-2gPEU in 2gPEU,
smo dolo¢ili razliko le pri GPx (p=0,029).
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Slika 24: Relativna aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG
glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava monotretiranj in

kombinacij. *, e, ¢, o p<0,05 pri primerjavi razli¢nih skupin med sabo

V nadaljevanju smo monotretiranja s CBZ, VPA in 2gPEU primerjali s kombinacijami
u¢inkovin CBZ-2gPEU in kombinacijami VPA-2gPEU (slika 25). Ponovno smo najveckrat
zasledili razlike pri primerjavi 2gPEU in VPA-2gPEU. Statistiécno pomembno razliko Smo
dologili pri GPx (p=0,001), MDA (p=0,022) in GSH (p=0,016). Pri primerjavi 2gPEU in
CBZ-2gPEU smo dolo¢ili razliko pri GPx (p=0,021) in GSH/GSSG (p=0,022). Med
tretiranjem VPA in VPA-2-gPEU smo tudi dokazali razliko v GPx (p=0,025). Tretiranje s
CBZ se je od tretiranja s CBZ-2gPEU razlikovalo samo v MDA (p=0,043).
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Slika 25: Relativna aktivnosti encimov in odstotki MDA, GSH, GSSG ter razmerje GSH/GSSG
glede na netretirane kontrole po tritedenskem tretiranju s PEU — primerjava tretiranj s CBZ, VPA in

kombinacij PEU. *, e, ¢, 0 p<0,05 pri primerjavi razli¢nih skupin med sabo

Martinc in sod. so v Studiji s 49 pacienti z epilepsijo in 14 zdravimi prostovoljci, pri
primerjavi terapij s 1gPEU in 2gPEU, opazili razliko pri CAT, predvsem pa pri SOD — oba
encima sta bila poviSana pri pacientih, ki so se zdravili s 1gPEU. Pri primerjavi monoterapije
s 1gPEU, monoterpije z 2gPEU in politerapije so bile aktivnosti encimov najvisje pri
pacientih zdravljenih s 1gPEU, srednje pri politerapiji in najniZje pri pacientih na terapiji z
2gPEU (34). Rezultati Martinc in sod. se le delno ujemajo z nasimi, saj je bila aktivnost SOD
povisana pri celicah THP-1, ki so bile izpostavljene kombinaciji PEU (slika 23). Pri nasi
analizi podatkov nismo naredili direktne primerjave med skupinami, ki jih omenjajo Martinc
in sod., vendar vecjih razlik v SOD in CAT tudi pri drugih primerjavah, ki smo jih opravili,
nismo dokazali. Mozni vzroki za razlike, so, kot Ze omenjeno, nizje koncentracije
superoksidnega radikala, nastajanje peroksidov, ki jih razgrajuje samo GPx ali razlike v ¢asu
izpostavljenosti PEU.

Pri primerjavi tretiranj z eno samo uc¢inkovino in tretiranj s kombinacijami nismo statisticno
dokazali razlike v aktivnosti GSH. Vseeno lahko na podlagi razlik v aktivnosti GPx in
razmerju GSH/GSSG, kjer je bilo razmerje zmanj$ano pri tretiranjih s kombinacijami PEU

(slika 23), sklepamo, da imajo na oksidativni stres ve¢ji u¢inek kombinacije PEU.
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Veckrat smo dokazali statisticne razlike pri primerjavi monotretiranj z 2gPEU s
politretiranji. Na sliki 24 vidimo, da kombinacije s CBZ niso imele tako velikega vpliva na
glutationski sistem, kot pa kombinacije z VPA. Med tretiranji z 2gPEU in politretiranji s
CBZ-2gPEU ali VPA-2gPEU smo dokazali razlike v GPX, je bil nizji pri CBZ-2gPEU kot
pri VPA-2gPEU.

V klini¢nih $tudijah so dokazali signifikantne razlike pri primerjavi OS med zdravimi
osebami in bolniki na terapiji s PEZ, kjer so dokazali zviSane aktivnosti GPx pri bolnikih z
epilepsijo (52, 53, 54, 55), kar se ujema z na$imi rezultati na celicah. Rezultati nasega
poskusa se pri primerjavi GPx ne ujemajo z ugotovitvami $tudije Martinc in sod., kjer je pri
bolnikih, ki so se zdravili s PEZ, prislo do upada aktivnosti GPx. Mozna razlaga tak$nih
razhajanj je, da se aktivnost GPx najprej poveca, z daljSo izpostavitvijo PEU, pa pride do
upada aktivnosti.

Za obseznejSo sliko glutationskega sistema, bi bilo potrebno izmeriti tudi spremembe

glutation reduktaze in jih primerjati z aktivnostjo glutation peroksidaze.

Skoraj vsi pari, med katerimi smo dolocili statisticno pomembne razlike v MDA, so
vsebovali tudi VPA. VPA je najbolj vplival na oksidativni stres tudi pri drugih poskusih in
sicer krajsi, 24-urni, izpostavljenosti PEU, kjer je povzrocila porast MDA in ROS. Do
podobnih ugotovitev so prisli tudi po enotedenski inkubaciji s PEU (56, 57).

Med tretiranji s CBZ in kombinacijami CBZ-2gPEU je bil MDA povecan pri tretiranjih s
CBZ. Do podobnih rezultatov so prisli tudi pri diplomskih nalogah opravljenih na Katedri
za biofarmacijo in farmakokinetiko, kjer je CBZ v obmocju terapevtskih koncentracij pri
RAMOS in perifernih krvnih mononuklearnih celicah, izpostavljenih PEU 48 ur, povzrocil
oksidativni stres, medtem ko v kombinacijah z LEV in TOP ni pri§lo do sprememb v
koncentraciji MDA oziroma lipidni peroksidaciji (43, 55, 58). 1z tega lahko sklepamo, da
imajo nekatere kombinacije PEU ugoden vpliv na celice oziroma nakazujejo, da bi 2gPEU
lahko zmanj$evala lipidno peroksidacijo, vendar so za potrditev domneve potrebne dodatne
Studije.

Pri primerjavi tretiranj z 2gPEU s tretiranji CBZ-2gPEU smo dokazali statisti¢ne razlike le
v GPx in razmerju GSH/GSSG, pri primerjavi 2gPEU s kombinacijami VPA-2gPEU pa so
bile opazne razlike v glutationskem sistemu in MDA, prav tako so bili ti oznacevalci

povisani pri VPA-2gPEU, ko smo jih primerjali s CBZ-2gPEU. Razlike lahko vidimo tudi
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na sliki 25. Na podlagi tega sklepamo, da kombinacije z VPA povzrocijo veéji obseg
oksidativnih poskodb kot kombinacije s CBZ.

Pavone in sod. v $tudiji niso dokazali razlik med nezdravljenimi in zdravljenimi (CBZ,
fenitoin, VPA, klobazam, fenobarbital, lamotrigin, TOP, LEV) bolniki, ravno tako ne med
monoterapijo in politerapijo in svojo studijo so zakljucili z ugotovitvijo, da je oksidativni
stres pri bolnikih povecan zaradi same epilepsije, zdravljenje s PEZ pa ne vpliva na
antioksidantno ravnovesje (48).

Zaklju¢imo lahko, da so rezultati klini¢nih raziskav nekonsistentni, kar je verjetno posledica
neprimerljivih nacrtov raziskav (bolnikov, vrst epilepsij, zdravil, rezimov odmerjanj zdravil,
metod merjenja OS ...). Studije bi morali v prihodnje skrbno naértovati. Poskusi na Zivalih
bi morali biti nac¢rtovani na podoben nacin kot poskusi na razli¢nih celicah, predvsem bi se
morale ujemati v trajanju izpostavitve in koncentracijah PEU. Tako bi jih lazje primerjali

med sabo ter morebitne ugotovitve potrdili tudi pri bolnikih z epilepsijo.

THP-1 celice niso tako metabolicno aktivne. V primeru da oksidativni stres sprozijo
metaboliti PEU, bi s tem lahko razlozili razhajanja s Studijami, ki so jih izvedli na astrocitih,
podganah in ljudeh. Zato bi bilo v morebitnih nadaljnjih Studijah smiselno THP-1 celice
1zpostaviti metabolitom PEU ali narediti poskus tudi na metaboli¢no bolj aktivnih celicah,

na primer HepG2.

Menimo, da bi lahko v prihodnje poskus dolgotrajne izpostavljenosti PEU razsirili, in sicer
z ve¢jim naborom PEU, ve¢jim Stevilom bioloskih ponovitev in spremljanjem vecjega

Stevila oznacevalcev oksidativnih poskodb skozi ve¢ ¢asovnih tock.
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5. SKLEPI

Celice THP-1 smo za tri tedne izpostavili terapevtskim koncentracijam PEU prve

(karbamazepin, valprojska Kkislina) in druge generacije (topiramat, levetiracetam in

pregabalin) ter kombinacijam. Da bi ugotovili razlike med vplivom protiepilepti¢nih
ucinkovin na OS, smo izmerili ozna¢evalce OS (MDA, GSH, SOD, CAT, GPx).

Razlik v aktivnosti CAT in SOD nismo potrdili, razen pri primerjavi aktivnosti SOD med

monotretiranji in politretiranji. Predhodno postavljene hipoteze smo ovrgli oziroma potrdili

na podlagi razlik v glutationskem sistemu (predvsem aktivnosti GPx in koncentraciji GSH)
ter MDA.

Hipotezo Predstavnika prve generacije PEU povzrocata vedji oksidativen stres v
celicah kot predstavniki druge generacije lahko potrdimo, saj smo pri
monotretiranjih dokazali povisan GSH v skupini s 1. generacijo PEU. Hipotezo smo
dokazali tudi posredno, saj je kombinacija karbamazepin-valprojska kislina v
primerjavi s kombinacijami PEU prve in druge generacije statisticno znacilno
povecala glutation in njegovo oksidirano obliko. Pri primerjavi monotretiranj z 2.
generacijo PEU in politretiranj z dodano valprojsko Kislino in/ali karbamazepinom
smo dokazali razlike v glutationskem sistemu pri slednjih.

Rezultati kazejo tudi, da kombinacije z VPA povzrocijo vecji obseg oksidativnih
poskodb kot kombinacije s CBZ, saj so bili oznacevali OS pri prvih bolj povisani.
Med posameznimi predstavniki PEU 2. generacije nismo dokazali razlik. Ucinke
PEU na oksidativni stres bi bilo smiselno $e natan¢neje preuditi in doloditi razlike

med predstavniki znotraj generacije.

Hipotezo Kombinacija PEU povzroca vecji oksidativni stres kot izpostavitev le
posameznim PEU lahko potrdimo. Pri primerjavi monotretiranj in politretiranj smo
dokazali razlike v aktivnosti glutation peroksidaze in razmerju GSH/GSSG.
Kombinacije z VPA izkazujejo zelo povecan OS v primerjavi z monotretiranji s PEU

2. generacije.

Hipoteze Oksidativni stres v celicah se z daljSanjem casa izpostavljenosti PEU
spreminja ne moremo potrditi. S spremljanjem oksidativnega stresa tekom treh

tednov nismo dokazali ¢asovne odvisnosti.
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Oksidativni stres v celicah izpostavljenih PEU, bi bilo v prihodnje smiselno
spremljati dlje kot tri tedne.
Dodatne studije, ki bi potrdile vpliv protiepilepti¢nih u¢inkovin na oksidativni stres, bi bile
pomembne za razvoj novih zdravil oziroma vpeljavo novih pristopov terapije epilepsije z

antioksidanti.
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7. PRILOGA

7.1 REZULTATI MERITEV OZNACEVALCEV OKSIDATIVNEGA STRESA PO 3. TEDNU NORMIRANI NA NETRETIRANE
KONTROLE

Preglednica XVI. Relativna aktivnost CAT v celicah izpostavljenih razli¢cnim medijem po treh tednih tretiranja.

TOUR, | wie [ owso | cez [ wea | ror | wev [ eme | B2 | GEZ [ B | COZ | BN [ VR | VA
A 104,06 92,62 106,97 88,61 103,03 90,21 91,16 85,26 92,68 79,85 86,76 89,42 107,23 88,40
B 100,37 | 105,99 | 102,09 | 103,00 | 116,25 90,28 108,35 99,46 76,41 91,63 113,48 88,66 112,40 | 112,50
C 95,57 103,87 | 106,87 98,37 91,61 107,50 99,97 85,62 113,40 | 101,87 | 123,14 | 115,34 | 103,39 | 111,78
POVPRECIE (%) 100,00 | 100,83 | 105,31 96,66 103,63 96,00 99,83 90,12 94,16 91,12 107,79 97,81 107,68 | 104,23
SD 3,47 5,87 2,28 6,00 10,07 8,14 7,02 6,61 15,13 9,00 15,39 12,40 3,69 11,20
RSD 3,47 5,82 2,16 6,21 9,72 8,47 7,03 7,34 16,07 9,88 14,27 12,68 3,43 10,74

Preglednica XVII: Relativna aktivnost SOD v celicah v celicah izpostavljenih razliénim medijem po treh tednih tretiranja.

poNoviTEv | NTC | DMsO | CBZ | vPa | TOP | LEV | PRG | [ty | prg | Top | veA | Lev | PRG | ToP
A 76,36 | 124,01 | 12818 | 129,75 | 73,72 | 11890 | 97,14 | 8915 | 137,83 | 192,61 | 16151 | 273,93 | 218,72 | 182,70
B 62,50 | 12535 | 111,58 | 99,14 | 114,30 | 116,97 | 111,58 | 174,75 | 111,58 | 171,83 | 144,18 | 11589 | 13595 | 137,83
C 161,14 | 179,51 | 17570 | 68,14 | 9522 | 12511 | 284,46 | 113,68 | 150,52 | 14565 | 150,94 | 161,86 | 203,06 | 118,29
POVPRECIE (%) | 100,00 | 142,96 | 138,49 | 99,01 9441 | 120,33 | 164,39 | 12586 | 133,31 | 170,03 | 152,21 | 183,89 | 18591 | 146,27
SD 5340 | 3166 | 3328 | 3080 | 20,30 426 | 10423 | 44,08 | 1986 | 2353 8,73 81,29 | 4397 | 33,02
RSD 53,40 | 22,15 | 24,03 | 3111 | 2151 3,54 63,40 | 3502 | 1490 | 1384 5,74 4421 | 2365 | 2258

53



Neza Mikelj Magistrska naloga
Preglednica XVIII Relativna aktivnost GPx v celicah v celicah izpostavljenih razli¢cnim medijem po treh tednih tretiranja.
ponoviTev | NTC | DMSO | cBZ | VPA | TOP | LEV | PRG | [ty | ppg | Top | wea | Ltv | PR | Top
A 112,76 94,15 - 112,76 | 116,78 | 133,07 89,07 119,75 | 143,02 | 139,63 | 248,59 | 289,84 | 346,33 | 300,00
B 60,51 88,01 113,40 | 134,56 | 111,07 86,53 119,96 | 136,67 | 137,09 | 151,90 | 282,02 | 210,72 | 192,31 | 22574
C 126,73 | 12948 | 130,11 | 16544 | 54,37 | 74,47 | 12355 | 82,72 | 153,39 | 201,83 | 259,17 | 174,75 | 290,69 | 264,67
POVPRECJE (%) | 100,00 | 103,88 | 112,76 | 137,59 | 94,08 | 9803 | 110,86 | 113,05 | 14450 | 164,46 | 263,26 | 22511 | 276,45 | 263,47
SD 34,91 22,38 11,82 26,47 34,50 30,95 18,96 27,59 8,25 32,95 17,08 58,88 77,99 37,14
RSD 3491 | 2155 | 971 | 1924 | 3668 | 31,57 | 17,10 | 2441 | 571 | 2003 | 649 | 2616 | 2821 | 14,10
Preglednica X1X: Relativna koncentracija MDA v celicah izpostavljenih razli¢nim medijem po treh tednih tretiranja.
SOLOS | wic [ owso | caz | ve | tor | tev | emo | 052 | B2 | G2 | BT [ R [ WA | VR
A 91,59 | 141,56 | 140,53 | 140,40 | 105,75 | 136,61 | 101,55 | 89,89 | 115,28 - 165,90 | 111,56 | 202,18 | 177,83
B 92,52 | 108,80 | 140,47 | 106,29 | 109,86 | 128,69 | 123,48 | 97,32 | 90,48 | 102,45 | 149,59 | 152,18 | 158,43 | 152,47
c 115,89 | 10546 | 152,45 | 126,68 | 119,23 | 125,82 | 154,32 | 62,86 | 133,53 | 134,25 | 146,02 | 153,22 | 232,93 | 158,82
POVPRECJE (%) | 100,00 | 118,61 | 144,48 | 124,46 | 111,61 | 130,37 | 12645 | 8336 | 113,10 | 118,35 | 153,84 | 13899 | 197,84 | 163,04
sD 13,77 | 1995 | 690 | 17,16 | 691 559 | 2651 | 1813 | 21,60 | 22,48 | 10,60 | 23,76 | 37,44 | 13,20
RSD 13,77 | 1682 | 478 | 13,79 | 6,19 429 | 2097 | 21,75 | 19,10 | 1900 | 689 | 17,09 | 1892 | 8,09
Preglednica XX: Relativna koncentracija GSH v celicah izpostavljenih razli¢énim medijem po treh tednih tretiranja.
SOLOS, [ wic [ owso | caz [ ven | tor | iev | emo | 052 [ B2 | G2 | B [ s [ A | W
A 91,60 | 116,21 | 124,34 | 190,01 | 90,02 | 132,70 | 90,60 | 104,78 | 13551 | 149,92 | 199,41 | 184,50 | 118,63 | 142,71
B 104,29 | 107,07 | 197,95 | 169,66 | 111,47 | 111,06 | 142,99 | 128,12 | 10348 | 124,89 | 189,81 | 210,82 | 150,56 | 157,77
c 104,11 | 7359 | 207,93 | 134,29 | 102,24 | 120,84 | 131,92 | 64,38 | 116,75 | 127,21 | 180,73 | 21854 | 122,85 | 170,92
POVPRECJE (%) | 10000 | 9895 | 176,74 [ 164,65 | 101,24 | 121,53 | 121,84 | 99,10 [ 11858 | 134,01 | 189,98 | 204,62 | 130,68 | 157,14
SD 727 | 2244 | 4565 | 2820 | 10,76 | 1083 | 2761 | 32,25 | 1609 | 1383 | 934 | 1785 | 1735 | 1411
RSD 727 | 2268 | 2583 | 17,13 | 1063 | 891 | 2267 | 3255 | 1357 | 1032 | 492 872 | 1327 | 898
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Preglednica XXI: Relativna koncentracija GSSG v celicah izpostavljenih razli¢cnim medijem po treh tednih tretiranja.

FOUOSC, | e [ owso | coz | ven | tor | wev | mee | OB | G [ Gz | ez [ em [y | v
A 84,19 | 148,49 - 127,96 | 108,25 | 192,74 | 79,92 | 193,92 | 160,11 | 267,32 | 346,93 | 278,34 | 124,67 | 232,06
B 115,88 | 107,15 | 306,55 | 153,50 | 160,12 | 144,15 | 138,04 | 20520 | 141,71 | 21593 | 357,15 | 232,88 | 144,28 | 217,53
c 99,92 | 87,65 | 433,60 | 160,92 | 133,32 | 147,36 | 172,14 | 117,00 | 177,90 | 267,62 | 298,04 | 224,90 | 104,02 | 279,19

POVPRECJE (%) | 100,00 | 114,43 | 370,08 | 147,46 | 133,90 | 161,42 | 130,03 | 172,04 | 159,91 | 250,29 | 334,04 | 24538 | 124,32 | 242,93
) 15,84 | 31,07 | 8984 | 17,29 | 2594 | 27,17 | 4663 | 4800 | 1810 | 29,76 | 31,60 | 2883 | 20,13 | 32,24
RSD 1584 | 27,15 | 24,28 | 11,72 | 1937 | 1683 | 3586 | 2790 | 11,32 | 11,89 | 946 | 11,75 | 16,19 | 13,27

Preglednica XXII: Relativna vrednost razmerja GSH/GSSG v celicah izpostavljenih razli¢nim medijem po treh tednih tretiranja.

TOUOR, | wie [ owso | cez [ wea | ror | wev [ eme | B2 | GEZ [ B | COZ | B [ VR | VA
A 107,73 77,49 86,64 147,03 82,34 68,17 112,25 53,50 83,80 55,53 56,91 65,63 94,22 60,89
B 89,11 98,94 63,94 109,43 68,93 76,29 102,57 61,82 72,30 57,27 52,62 89,63 103,33 71,81
C 103,16 - 47,48 82,63 75,93 81,19 75,88 54,48 64,98 47,07 60,04 96,22 116,94 60,62
POVPRECJE (%) 100,00 88,22 66,02 113,03 75,73 75,22 96,90 56,60 73,69 53,29 56,53 83,83 104,83 64,44
SD 9,70 15,17 19,66 32,35 6,71 6,58 18,83 4,55 9,49 5,46 3,73 16,10 11,43 6,39
RSD 9,70 17,19 29,78 28,62 8,85 8,75 19,44 8,03 12,87 10,24 6,59 19,20 10,91 9,91
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