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POVZETEK

Eden izmed mehanizmov, ki naj bi bil vpleten v aask epilepsije, je oksidativen stres.
Po nekaterih podatkih naj bi v oksidativni stredil® tudi nekatere protiepilegtie
ucinkovine (PEU). V diplomskem delu smo ptewali ali predstavnika starejSe generacije
PEU (karbamazepin (CBZ) in valprojska kislina (VAL9z. njuni presnovki povzi@jo
oksidativen stres v celicah. Izbrali smo monocitreicno linijo z nizko presnovno
aktivnostjo (THP-1) in cetno linijo z visoko presnovno aktivnostjo (HepGer najprej s
poma:jo testa presnovne aktivnosti preverili pri kateoncentraciji izbrani PEU vplivata
na viabilnost cetinih linij. Celi¢ni liniji smo tretirali s CBZ ali VAL v koncentragh od
100 uM do 4000 uM. Upad presnovne aktivnosti cdlidP-1 v prisotnosti CBZ je
pokazal, da je le-ta v koncentracijah viSjih od AQOM toksten za omenjene celice,
medtem ko tega dinka nismo zasledili na celicah HepGVAL pri uporabljenih
koncentracijah ni imela vpliva na zivost THP-1 HiepG. V nadaljevanju smo datali
dva kazalnika oksidativnega stresa, in sicer rea&ti kisikove zvrsti (ROS) in
malondialdehid (MDA). Cetino linijo THP-1 smo 24 h tretirali s CBZ (2QOM in 1000
uM) ali VAL (200 uM in 2000uM) in s pret@no citometrijo ter ustrezno fluoresce
sondo doléali prisotnost ROS. THP-1 celice smo izpostaviliZ&i VAL 1 h, 3 h ali 6 h.

Ugotovili smo, da le VAL povzré poveian nastanek ROS glede na kontrolne celice.

V naslednjem koraku smo Zzeleli ptatii ali presnovki izbranih PEU povzEgo
oksidativen stres. Hep(elice, ki so presnovno aktivne, smo zato izpast@BZ in VAL

24 h ter nato ceini medij prenesli na THP-1 celice. Na le-teh smimélli ROS po 1 h, 3
h in 6 h in ugotovili, da ponovno le VAL povazfionjihov pove&an nastanek. Na istih
vzorcih smo doléali tudi MDA, ki je kazalnik lipidne peroksidacij&okazali smo, da je
CBZ na THP-1 cetini liniji povzrocil trend upada koncentracije MDA v primerjavi S
kontrolo. Pri izpostavljanju celic VAL smo opazitend ve€anja koncentracije MDA pri
vi§ji koncentraciji VAL. PoviSanje MDA je bilo Seolj izrazito v drugem poskusu, ko smo
na celice THP-1 dodali medij z VAL, ki je bil preddino na Hep& celicah. Meritve
koncentracij CBZ in VAL v Hep& celicnih goji&ih, so pokazale znaten upad
koncentracije @nkovin v celénem mediju v primerjavi z njuno &atno koncentracijo, a
presnovkov izbranih PEU nismo zaznali. Za bolj n&ta opredelitev povezave med

presnavljanjem CBZ in VAL ter oksidativhim stresowmcelicah, bi bili potrebni Se

IV
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nadaljnji poskusi, s katerimi bi s paamnjem Stevila celic oz. podaljSanje@msa poskusov

pove&ali nastajanje njunih presnovkov.
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ABSTRACT

One of the mechanisms, which are involved in theuoence of epilepsy, is oxidative
stress. According to some data, therapy with aidiefic drugs (AEDs) can also lead to
development of oxidative stress. In the thesisjiwestigated whether a representative of
the older generation of AEDs carbamazepine (CBZyalproic acid (VAL) and their
metabolites lead to development of oxidative stires®lls. We selected the monocyte cell
line with a low metabolic activity (THP-1) and tkell line with a high metabolic activity
(HepG) and tested the viability dependence of cell linegh selected AEDs
concentration. The cell lines were treated with C&ZVAL at concentrations ranging
from 100uM to 4000 uM. The decline in metabolic activityT@fiP-1 cells in the presence
of the CBZ has shown that concentrations highemn #@00 UM are toxic to cells, whereas
this effect was not detected in the Hepeglls. VAL at the used concentrations had no
effect on the viability of THP-1 or Hepells. In the following experiment we measured
two indicators of oxidative stress, namely reactiegygen species (ROS) and
malondialdehyde (MDA). Cell line THP-1 was treafied 24 h with CBZ (200uM and
1000 uM) or VAL (200 uM and 2000uM) and with flow cytometry and the appropriate
fluorescent probe we measured ROS. THP-1 cells wgresed to CBZ or VAL for 1 h, 3

h or 6 h. We have found that only VAL lead to iresed formation of ROS with respect to

control cells.

In the next experiment, we wanted to examine wheathetabolites of selected AEDs can
cause oxidative stress. Hepeells, which have high metabolic activity, were esged to
VAL and CBZ for 24 h and after that cell medium wensferred to THP-1 cells. After 1,
3 or 6 h of incubation ROS were measured. We fdhat only VAL caused the increase
of ROS formation. In the same samples was alsorrdeted the MDA, which is an
indicator of lipid peroxidation. We have shown ti@&BZ on THP-1 cell line caused the
trend of decline in the concentration of MDA in qoamison with the control. In cells
treated with VAL, we have noticed a trend of ina@@ concentration of MDA at a higher
concentration of VAL. The increase in the MDA contzation was even more pronounced
in the second experiment, where the medium with \fitdt added to the HepGells was
transferred to THP-1 cells. Measurements of comagahs of CBZ and VAL in Hep&
cell culture media showed a significant declingha concentration of substances in the
cell media compared to their initial levels, but metabolites were detected. To obtain

VI
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more precise association between metabolism of @B& VAL and oxidative stress
development in cells, new experiments would be irequto increase the formation of
drugs metabolites either with increased concepmatiof cells or with increased time of

cell incubation with drugs.
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SEZNAM KRATIC IN OKRAJSAV
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1. UVOD

1.1. PRESNOVA UCINKOVIN

V ¢loveSkem organizmu nenehno poteka presnova ozbolegam snovi, ki prihajajo

v telo (hrana) in tistih snovi, ki so v telesu zesptne_(1). Presnova je pogosto vzrok
velikih razlik med posameznimi bolniki v odzivu rmravilo in tudi trajanju ter
jakosti njegovega dinka. Ve&ina danaSnjega poznavanja presnove zdravil izeira i
poskusov na izoliranih sistemih in zivalih. (2). @mavamo jo lahko kot del
obrambnega mehanizma organizma, &ti Shhomeostatsko ravnotezje sistema pred
posledicami vdora tujih substanc (3). Presnosiakovin poteka v razéinih predelih
organizma z razino intenzivnostjo (3,4). Najpogosteje prihaja degpravljanja v
jetrih (3,4,5,6), kjer so prisotne mnoge encimskaeencimske poti biotransformacije
(5), v ledvicah, mozganih, krvi, miSicah, vranisteni prebavnega trakta in celo v
plazmi (2,3,4).

1.1.1.Jetra kot glavni presnovni organ

NajpogostejSe mesto presnavljanja so jetrne paresk@ celice, predvsem zaradi
dobre prekrvavljenosti ter presnovnih encimov, &irshajajo v endoplazemskem
retikulumu, lahko pa tudi zaradi same sestave aglya endoplazemskega retikuluma
(3), ¢ceprav se biotransformacija zdravilnitiinkovin pojavlja tudi v mitohondrijskih
in jedrnih ovojnicah ter v plazemski membrani (&inkovina, ki po hepatni

arteriji ali portalni veni prihaja v jetra, slednieali vecim moznim potem:

a.) nespremenjena preide jetra in vstopi v hépatveno ter skoznjo v sistemski

krvni obtok,

b.) nespremenjena se skozi&w poti izl@i v prebavni trakt in od tod iz telesa ali

ponovno absorbira v kri (enterohegatiobtok),
c.) presnovi se v primarni ali sekundarni presnawekloci v hepaténo veno,

d.) presnovi se v primarni ali sekundarni presnowvekloc¢i skozi Zotne prebavne

poti (2).
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1.1.2. Mehanizem in glavne poti presnovmkovin

a) MEHANIZEM PRESNOVE

Pomemben delez pri usodi zdravila v telesu imajohan&mi presnove
(biotransformacije ali detoksikacije) (7). Osnowmaimen tega mehanizma je encimska
sprememba snovi, ki so sorazmerno topne v lipiddrgvila in druge snovi, ki jih
sprejme telo iz okolja), v sorazmerno vodotopne.nBp bi pospesilo izkanje in
olajSalo prehod skozi ledvice, kar naj bic¢asno vodilo do zmanjSanja
farmakoloSke/bioloSkedinkovitosti ali toksénosti (detoksikacija) (1,3,5,7,8). TakSne
presnovne reakcije se obravnavajo kot "reakcijestrapljanja” (5). Prav tako pa
lahko poveéana hidrofilnost presnovkov pregrge njihov prehod skozi membrane
(krvno-mozganska pregrada), pri strukturno spé&uifi wCinkovinah pa je ze sama
biokemina transformacija prevladuyo razlog za izgubo afinitete ali intrinaie
aktivnosti (3). Zdravilne ¢&inkovine so podvrzene Stirim moZnim d&r@om
biotransformacije: aktivha zdraviln&iokovina do neaktivnega presnovka, aktivha
zdravilna winkovina do aktivnhega presnovka, neaktivha zdravildinkovina do
aktivnega presnovka in aktivna zdraviln&inkovina do toksinega presnovka (8).
Nekateri ksenobiotiki pa se lahko biokeémd transformirajo v tok&ne presnovke
(5), ki vplivajo na celine funkcije in pri nekaterih makromolekulah izzavépksten
ucinek. ToksEni presnovki imajo sposobnost interakcij s @alini beljakovinami,
lipidi in nukleinskimi kislinami, kar lahko posleftio vodi do poskodbe in izgube
funkcije proteinov, lipidne peroksidacije, poskodbNA in v nekaterih primerih tudi
do oksidativnega stresa. Prav tako lahko presn@dizraitajo motnje ionskih
gradientov in znotrajcelnin zalog kalcija, kar pa vodi do motnje v delovan]
mitohondrijev in do izgube pri proizvodnji energif@slabitev cetine funkcije lahko

povzraii njeno smrt in moznost odpovedi jeter (5).
b) GLAVNE POTI PRESNOVE

Presnovne reakcije¢inkovin potekajo v dveh razinih fazah (1,4,5,7,8). V prvi fazi
potekajo oksidacije, redukcije ali hidrolize€inkovin, ko se v molekulo zdravilnih
uc¢inkovin uvedejo polarne skupine (-OH, -COOH, -NHki se v drugi fazi
konjugirajo z endogeno spojino (glukuronsko kisjirgulfati, glicinom, acetati)

(1,7,4). Veina produktov prve faze so farmakoloSko aktivnevsiendar praviloma
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manj kot matina zdravila), medtem ko so produkti druge faze #&koloSko
neaktivni. V procesu biotransformacijecasno nara® tudi polarnost ali vodotopnost
snovi, kar omogea njihovo izl@danje iz telesa s &em, Zotem ali blatom (4,7,9).
NajpogostejSe izkanje zdravilnih dginkovin je s seéem (4,8): s filtracijo skozi
glomerule, z aktivno tubulno sekrecijo in s pasiwdifuzijo iz podr@ja visoke na
podraije nizke koncentracije (4). Nekateréinkovine so podvrzene spremembam v
obeh fazah, druge pa, ali samo v prvi ali samo idiag (3). Pri reakcijah prve faze
lahko nastajajo radikali (9). Poteka predvsem xiljekatalizirana pa je s sistemom
citokromov P450 na endoplazmatskem retikulumu tostaty. Druga faza presnove
je sinteténa, konjugacija se z izjemo glukuronidacije odwijeitosolu ali plazmi (10).
Reakcije konjugacije v i primerov niso problematne, saj se na polarno skupino
ucinkovine ali njenega presnovka kovalentno vezedarpejSa skupina, ki omogio
da tak konjugat kar najhitreje zapusti telo¢imema z urinom (1). Pri konjugaciji je
najpomembnejSi encim uridindifosfat glukuroniltréeraza, ki katalizira prenos
glukuronske kisline, aromatskih in alifatskih spojiDrugi pomembni encimi
vkljucujejo sulfotransferazo in N-acetiltransferazo (MEliko zanimivejSe in bolj
zapletene so presnovne reakcije, kjer se polauiaskovine poveéa z oksidacijo in
redukcijo. Oksidacije katalizirajo encimi iz skupimmonooksigenaz, ki za svoje
delovanje potrebujejo kisik in NADPH kot reduceh}.

Preglednica I: Presnovne reakcije 1. in 2. faze @).

Oksidacije Konjugacije
Hidroksiliranje aromatskega Konjugacija
obro¢a z glukuronsko kislino

R-COOH+glukuronska kislina--

Oksidacija stranske verige R GOglukurenid

N-dealkiliranje Konjugacija z zveplovo kislino

Acetiliranje

O-dealkiliranje
Konjugacija z glicinom
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Konjugacija z glutationom
S-dealkiliranje
Oksidativho deaminiranje

Sulfoksidiranje

N-oksidacija
oksidacija alkoholov

Redukcije
Redukcija nitro skupine
Redukcija azo skupine
Hidrolize
Hidroliza estrov
Hidroliza amidov

Hidroliti ¢na cepitev obrda
Dehalogeniranje

Metiliranje

Iz medicinskega vidika so te reakcije pomembnediara

a.) up@asnjene razgradnje (deaktivacije) in tdoja zdravil zaradi bolezenskih
motenj v delovanju jeter (akutna parenhimska okyeter, ciroza jeter) in starostnih
spremembah, ali pa zaradi pospeSene razgradnjela¥amja zdravil. Dolgotrajno
pitje alkohola, ki je encimski induktor, zviSa akiost citokroma P450 in tako pospesi
biotransformacijo nekaterih zdravil. Pri istem odkwe zdravila lahko torej
upaiasnjena razgradnja zdravil poveirgrevelik, pospeSena razgradnja zdravil pa
premajhen &inek zdravila.

b.) morebitne hepatotoksiosti intermediatov razgradnje in reaktivnih radbka ki

sprozijo verizno reakcijo lipidne peroksidacijeakutno nekrozo hepatocitov (9).
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Fazal Fazall
nesintetske sintetske
reakcije l [ reakcije ]
produkti oksidacije
ZDRAVILO + redukcije in/ali e produkti sinteze
aktivacijaal hidrolize ks ali konjugacije
inaktivacija

Slika 1: Reakcije 1. in 2. faze presnove (7).

1.1.3. Aktivni/reaktivni presnovki

Presnovki prve faze presnove sodalpo farmakolosko dinkoviti, vendar se glede
na spremenjene fizikalno-keénie lastnosti obnaSajo drugakot mattno zdravilo.
Prve Studije so se pojavile Ze po letu 1930 (fawhaiko aktivnost presnovkov
kloralhidrata in lidokaina v poskusih na zivaliNajve: je k osvetlitvi tega problema
pripomogel Williams z izdajo knjige Detoksikacijdravil v telesu leta 1959, ki prva
obravnava biokenine mehanizme biotransformacije zdravil in listo nagstih
zdravil, katerih dinkovitost je treba delno ali popolnoma pripisatktianim

presnovkom.

Studije zadnijih let so pokazale, da je predvsemkti@acijo ksenobiotikov, ki vodi do
potencialno toksnih, mutagenih in karcinogenih presnovkov pogostiyoyorna
spremenjena pot prve faze presnove, ki pa je kalgioksikaciji ne katalizira encim
citokrom P450, temvecitokrom P448. Ti novo nastali presnovki prve fakejih
imenujemo reaktivni presnovki ali intermediati (zaliko od aktivnih presnovkov, ki
nastajajo pri procesu detoksikacije), so zelo slabibstrati za nadaljnji proces
inaktivacije v drugi fazi presnove. Reaktivni pregki se kovalentno vezejo na tkivne
makromolekule (nukleinske kisline, proteine), karave njihove razéne tokséne
ucinke. Do tega tipa presnove prihaja le izjemomaugnkovinah, bolj pogosto pa se
na ta nain reaktivirajo kemtne spojine, ki smo jim izpostavljeni v okolju oza n

delovnem mestu (7).
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/" METABOLIZEM:

FAZA 1 FAZA 11
(oksidativna biotransformaciia) (konjugacija)

detoksikacija
ZDRAVILA —
SPOJINE IZ OKOLJA |
STRUPI | o REAKTIVNI

aktivacija = METABOLITI

(INTERMEDIATTI)
toksiéni uéinki

kovalentna vezava,

nekroze tkiv

mutacije

karcinogeneza, teratogeneza

Slika 2: Poti 1. faze presnove zdravilnih ginkovin, ki vodijo do detoksikacije ali
aktivacije mati¢nega zdravila ali kemine spojine iz okolja (7).

1.2. OKSIDATIVNI STRES IN LIPIDNA PEROKSIDACIJA
a) OKSIDATIVNI STRES

V navedeni literaturi je oksidativni stres defimr&ot vrsta kendinega stresa, ki se
zaradi poveéanja potencialno Skodljivih dejavnikov (npr. reakih kisikovih zvrsti,
ROS) pojavi v Zivih organizmih. Je patoloSko stamjenastane zaradi prekomerne
produkcije radikalov in/ali slabSecimkovitosti antioksidativnih sistemov (11,12).
Njegov nastanek je povezan s prisotnostjo kisikemljskem ozrgu (11), kateri je
nujen za Zivljenje, in ki s procesom dihanja prahajelo. Pri tem pa hkrati nastajajo
tudi ROS (11). Produkcija reaktivnih zvrsti (RS)\ezdravih aerobnih organizmih
uravnotezena z obrambnim sistemom antioksidantoekabére poskodbe, ki so
povzra@ene z RS, se dogajajo redno, zato to ravnotezjgpamolno (12). V
patofiziologiji nevroloSkih bolezni (npr. pri eppsiji) se vse pogosteje kot pomembna

dejavnika pojavljata mitohodrijska disfunkcija in ksidativni  stres  (13).
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NajuinkovitejSa in najpomembnejSa vira nastanka ROSvstagocitih (NADPH-
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-oksidaza) ¥n mitohondrijin (elektronska
transportna veriga oksidativne fosforilacije). Prako pa ROS nastajajo tudi pri

Stevilnih drugih reakcijah (14).
b) LIPIDNA PEROKSIDACIJA (LP)

Radikali, ki nastajajo pri presnovi¢imkovin in ksenobiotikov, so odgovorni za
peroksidacijo lipidov (predvsem nengsiih) v membranah in s tem za njihovo
okvaro (1). Lipidna peroksidacija je definirana kdésidativha okvara polinengenih
lipidov (12), ki ruSi membransko strukturo, pamer so prizadeti membranski encimi
in preko njih celtna presnova (1), povana je prepustnost membrane za snovi, ki
normalno ne prehajajo membrane kot skozi spewfikanale, posSkodovani so
membranski proteini ter inaktivirani ionski kanafdd kisika odvisne posSkodbe
lipidov vodijo v zarkost ma®b. Zaradi lipofilnosti kisika je njegova koncertija v
membranski fazi viSja kot v vodni fazi, zato imaka lipidna peroksidacija za celico
tragicne posledice (15). Celica manjSe okvare Se lahlravil ve&je pa neizogibno
vodijo v njeno smrt (1). Pri lipidni peroksidacge nastali lipidni peroksilni radikali
Se naprej pretvarjajo do aldehidov, ketonov indihaplkanov. Verizna reakcija, ki jo
je sprozil en sam hidroksilni radikal, lahko vodiperoksidacijo ve tisoc verig
magobnih kislin. Struktura membrane in s tem tudi ajéankcija sta tako poruseni
in celica v veini primerov propade. Mehanizem lipidne peroksigage temelj za

mnoga patoloSka stanja (15).
1.2.1. Radikali in drugi pokazatelji lipidne perakacije

Po definiciji so radikali atomi, ioni ter molekulali njihovi deli z nesparjenim
spinskim kvantim Stevilom. To pomeni, da imajo sajenem od energijskih nivojev
elektronov prost, nesparjen elektron. Zelo reaktsoradikali, ki imajo liho Stevilo
elektronov. Pogosto je njihov razpolovidas med milijoninko in milijardinko

sekunde, lahko pa tudi krajsi (9).

NajpomembnejSe radikalske vrste kisika so hidroksiédikal, superoksidni radikal
in tripletni kisik. Tripletni kisik ima v dveh raginih = orbitalah dva nesparjena
elektrona, zato ga prav tako wagno med radikale. Izjemno reaktiven radikal je

hidroksilni radikal, ki ima zaradi svoje reaktivitiofokalno delovanje in v okolici

7
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svojega nastanka oksidira vse molekule. V primergakidkroksilnim radikalom je
superoksidni radikal mnogo manj reaktiven in z bobekulami skorajda ne reagira
(9,11).

Pravila, ki veljajo pri dginkih radikalov in ne le kisikovih reaktivnih spnjiso:
reaktivne spojine imajo ponavadi intenzivnejSgnke, ki so le lokalni na mestu
nastanka, pri manj reaktivnih spojinah pa je njilnadij delovanja vgi, odvisen pa je
seveda od potencialnih difuzijskih ovir (9).

Malondialdehid (MDA), se kot najpogosteje uporabljgazalec LP v bioloSkih
vzorcih, uporablja prav tako kot indeks Zarkosthmani in indeks oksidacije. Pri
peroksidaciji PMK je eden od glavnih produktov (1@®yajpogosteje nastaja pri
peroksidaciji tistih PMK, ki vsebujejo vekot dve dvojni vezi (arahidonska,
linolenska in dokozaheksaenojska kislina). Nasfmgatudi encimatsko pri sintezi
eikozanoidov in pri pogojih, ko so rashie aminokisline in ogljikovi hidrati (2-
deoksiriboza, saharoza) izpostavljeni hidroksilnemadikalu (12). V manjSih
kolicinah nastaja v vseh tkivih, v &é kolicinah pa med peroksidacijo v
mikrosomalnih jetrnih frakcijah (17).

1.2.2. Zasita pred oksidativnimi poSkodbami

Literatura definira od kisika odvisne poskodbe #&kkot biomolekularne poskodbe, ki
jih gradnikom zivih organizmov povztajo RS (12). Strukturna in funkcijska cela
integriteta, Kkjer so reparacijski sistemi sposobobnavljanja oksidativho
poSkodovanih bioloSkih makromolekul (npr. deoksiribkleinske kisline) ter zase
pred radikali, je njena temeljna 2&a (9). Mnogi reaktivni presnovki lahko preko
redoks krozenja neposredno ustvarjagjo ROS, ki dalegad beljakovine, lipide,
deoksiribonukleinsko kislinoONK) in druge makromolekule, tako da prekinejo
celicne procese in povzégo poskodbe hepatocitov. Nekateri reaktivni presaga
lahko posredno povzégo nastajanje ROS prekodpavanja GSH v mitohondrijih
(5,12). Razkine vrste ROS lahko aktivirajo ali inhibirajo signalpoti preko redoks
spremembe proteinov ali preko ¢elih poskodb z radikali (12), lahko pa sprozijo
tudi peroksidacijo lipidov_(5). Kovalentne vezi aksidativni vpliv na elektronski
transport lahko Se dodatno pdaéa proizvodnjo ROS. ROS so pomembni aktivatoriji
signalov cekine smrti in pomembnih Skodljivih snovi, ki posregioj okvaro jeter,
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povzraeno z zdravili (12)Ce sistemi za odstranjevanje radikalov normalnojdgu
in ¢e radikalov ni prev& ne bo priSlo do okvar. V vseh drugih primerih g&a
ucinkovine, ki v procesu presnove lahko tvorijo R®tgmcialno nevarne ne samo

zaradi poSkodb celic, ampak tudi zaradi moznosligna preobrazbe celic (1).

Celice so se tekom evolucije aerobnega Zivljengitdie pred RS. Doléeni encimi
predstavljajo specifno zagito, saj SO sposobni odstranjevanja radikalov ingdr
ROS, prav tako pa zé&fo celice predstavljajo tudi neencimski antioksitiakateri z
radikali povzr@éene verizne oksidacije zmanjSujejo, preépjejo ali jih celo
ustavljajo (9). Antioksidantni encimski sistem se$jo encimi: glutation
peroksidaza (GPx) superoksid dismutaza (SOD) inal&ah (CAT), kateri
prepréujejo z RS povzréeno iniciacijo verizne reakcije in predstavljajo
najpomembnejSo obrambo pred RS. Sposobni so podgge in samoobrambe v
njihovem aktivnem mestu z redoks elementi. Neerkiinasitioksidanti z radikali
tvorijo nove, manj nevarne in reaktivne radikalsgmjine. Kot celini antioksidanti
delujejo reduciran glutation (GSH), askorbatittokoferol (9, 12).

Antioksidante definirajo avtorji knjigé&ree Radicals in Biology and Medicirlet
snovi, ki na tatnih molekulah odstranijo oksidativne poSkodbe. \imgrjavi s
koncentracijami oksidirajiega substrata lahko antioksidanti v nizkih koncaifah
signifikantno prepr&jo ali zakasnijo oksidacijo substrata. Nivo RS mor
antioksidativha za&$#ta znizati na minimalne vrednosti. Hkrati s teng jh mora
dovolj dopusati, saj so RS za dalene naloge bistvene (12).

1.3. EPILEPSIJA IN OKSIDATIVNI STRES

Epilepsija pomeni nagnjenost k ponavlam se napadom Eev (prehodne
nevroloske nenormalnosti, ki jih povzZe nenormalna elektma aktivnost v
mozganih) ali z&asni spremembi ene ali ¥enozganskih funkcij (18). Dejavniki, Ki
morajo biti prisotni, da lahko govorimo o epilepssp: pojaviti se mora vsaj en
epilepteéni napad, priti mora do sprememb v mozganih, kiragme in ki povéajo
verjetnost za nadaljnje epilegrtie napade, ter priti mora tudi do psiholoskih pdisle
ki so povezane z epilepsijo (19). PatofizioloSkeesgembe v mozganih, ki prispevajo
k epileptogenezi (pridobljena oblika epilepsije)mmuseno razmerje med ekscitacijo

in inhibicijo ziv¢nih celic, zvéano izrazanje glutamatnih in drugih receptorjev,
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motnja homeostaze & zunajcekni tekasini zaradi motenega delovanja mikroglije,
citotokséni ueinek glutamata in citotok&ni ucinek radikalov (9). Mozganske
poSkodbe, ki nastanejo ob napadih pri epilepsijladtko posledica ekscitotoksio
vzpodbujene disfunkcije mitohondrijev, sprememb wndéentraciji citokinov,
genetskih sprememb in oksidativhega stresa. Saniliea proces, ki lahko pripelje

do smrti Zi¥nih celic (20).

1.4. PROTIEPILEPTI CNE UCINKOVINE IN OKSIDATIVNI
STRES

Protiepilepténe Wwinkovine razdelimo v prvo in drugo generacijo. VarsiSo
generacijo spadajo karbamazepin, valprojska Kisliianobarbital, fenitoin,
etosukcimid in benzodiazepini (21).

V novejSo generacijo PEU pa spadajo topiramat, tiesstam, pregabalin,
vigabatrin, okskarbazepin, gabapentin, felbamatolaigin, tiagabin in zonisamid
(3). Za te dinkovine v sploSnem velja, da povZego manj nezelenihdinkov, se v
manjSi meri presnavljajo in zato povZap manjSe Stevilo farmakokinétih

interakcije z drugimi zdravilnimidinkovinami (22).

Veliko PEU (CBZ, VAL) se presnavlja do RS, kateeslahko kovalentno vezejo na
biomolekule. PEU preptejejo epilepténe napade, ker pa so njihovi presnovki prav
tako zmozni kovalentne vezave na proteine in dhigmolekule, lahko pride tudi do
sistemske toksnosti. Imajo razline wWinke na antioksidativne sisteme. Preka ve
mehanizmov lahko PEU povzti oksidativhe poSkodbe, ki imajo najverjetneje
pomembno vlogo tako pri zatku epilepsije, kot pri njenem napredovanju (23).

1.4.1. Karbamazepin (CBZ)

CBZ je predstavnik prve generacije PEZ in se ud@aba zdraviljenje zaréih
napadov pri epilepsiji (24). CBZ se presnavlja & ot 30 presnovkov, ki jih
zaznamo \loveSkem in podganjem urinu. Ena glavnih presnoyuati je oksidacija
do stabilnega CBZ-10,11—epoksida (25,26), ki jecadgen tako za dinkovitost kot
za toksénost CBZ-ja (27). Sledi hidroliza do CBZ-10,11-tsasiola. Glavna
presnovka CBZ sta 2- in 3-hidroksi-CBZ, ki se ngaksidirata z mieloperoksidazo
(MPO)/H0O,. Oksidacija 3-hidroksi-CBZ je veliko hitrejSa koksidacijo 2-hidroksi-
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CBZ ali sama oksidacija CBZ. Prav tako so @exali sposobnost teh presnovkov za
nastanek ROS in ugotovili, da 3-hidroksi-CBZ povzree¢ ROS kot 2-hidroksi-
CBZ. 2-Hidroksi-CBZ lahko nadalje oksidiramo do mokinona, oba, 2- in 3-
hidroksi-CBZ pa lahko oksidiramo do katehola. Drygesnovne poti vkljtujejo
kréenje obrgda z oblikovanjem akridanskih derivatov. Ti presnos®& konjugirajo v
N- ali O-glukuronide. Reaktivni presnovki CBZ vidujejo okside, ki nastanejo s
pomazjo citokroma P450, karbokation, tvorjen z MPO, iokimon z 2-hidroksi-CBZ,
CBZ-10,11-epoksid in o-kinon iz ustreznega kateh@®). CBZ 0z. njegovi
presnovki lahko povzkgo nastanek hiponatremije in vodijo do motenj pri
pomnjenju. Zaradi pre@htljivostne reakcije, ki lahko nastane, pa moranmmo p
priblizno 10-20 % pacientih zdravljenje prekinizig).

Slika 3: Struktura karbamazepina (8).

1.4.2. Preobutljivost karbamazepina

CBZ spada med PEZ z arontaim obraem. Njihova uporaba je v nekaterih
primerih usodna, saj lahko pripelje do sicer redtkesinkratske hepatotoksiosti
(5,25,26,29). Stevilne Studije so ugotovile, da idmsinkratskih @inkov, ki jih
povzratata CBZ-10,11-epoksid in 3-hidroksi-CBZ_ (5,25,26)ahko pripelje
akumulacija epoksida, kjer encim epoksid hidrolegaksida ni sposoben odstraniti v
dovolj veliki meri (29). Po opisanem mehanizmu toékesti povzréajo presnovki
CBZ-ja povéanje ROS (30).

V nekaterih primerih je CBZ prekurzor za razvoj gis&utljivostnega sindroma, za
katerega so zwdni sistemski znaki, kot sta poviSana telesna terapre in

eozinofilja (5). Redko lahko CBZ povzio mehurjaste kozne reakcije, kot pri
Stevens-Johnsonovem sindromu (SJS), in ¢toksiepidermalno nekrolizo, ki sta
povezana z visoko stopnjo umrljivosti (5,25,26)awPttako se lahko pri s CBZ

11
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zdravljenimi bolniki pojavita agranulocitoza in @0 % bolnikov tudi nevtropenija
(26).

1.4.3. Valprojska kislina (VAL)

VAL prav tako spada v starejSo generacijo PEU ima igrok spekter delovanja.
Uporablja se za zdravljenje generaliziranih epitaph napadov, delnih epilephih
napadov, specifnih sindromov (West sindrom, Lennox-Gastaut),éimskih kiev
(31) ter z bipolarno motnjo povezanih mamh epizod. Uporablja se lahko prav tako
za prepréevanje migren (32), nekatere Studije pa celo ptjega njeno dinkovitost

intravenskega zdravljenja epilepsiega statusa (33).

VAL se skoraj v celoti in precej hitro presnaviljaeko jeter. Obseg nastanka
farmakoloSko najbolj aktivnih presnovkov VAL (2-&m 4-en VPA) lahko pow&jo
nekatere druge protiepilepie winkovine (induktorji encimov). VAL se v plazmi v
90 % veZe na proteine (34,35), zaradsar vpliva na ostalecinkovine (fenitoin,
acetilsalicilna kislina), katere se prav tako vezep proteine v plazmi in njihovo
prosto frakcijo povéa (33). Razpolovntas izla@anja VAL je zelo variabilen. Ko
pacient prejema skupaj z VAL Se druge PEU (npr. LBZ so induktorji jetrnih
encimov, se njen razpolovias znatno skrajSa (33,34,35), prav tako pa indjiktor

jetrnih encimov zmanj$ajo njeno plazemsko konceijo433,35).

Terapevtsko spremljanje VAL je tako pri pacienithprejemajo hkrati Se induktorje
encimov, nujno potrebno. Prav tako pa je pomembm@epre&evanju toksinih
ucinkov (34).

12
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2. NAMEN

Protiepilepténe &inkovine starejSe generacije (karbamazepin in og@ga kislina)
se presnavljajo do reaktivnih presnovkov, ki lahkmsSkodujejo biolosSke

makromolekule in v celicah povafip oksidativni stres.

Namen diplomske naloge je dokazati povezavo me&l9gR oksidativnim stresom
ter korelacijo med powanim oksidativnim stresom v celicah in ozeaalcem

lipidnih poSkodb.

Na celtnih linijjah THP-1 in HepG bomo s pomgo testa presnovne aktivnosti
dolccili koncentracije karbamazepina in valprojske kisli ki Se niso tok&ne za
celice. Nadaljnje poskuse bomo osnovali nacoeliiniji THP-1, ki ima nizko
presnovno aktivnost, tako da jo bomo najprej 24rdtirali z visoko in nizko
koncentracijo karbamazepina ali valprojske kislimato pa oznali z barvilom
H,DCFDA, ki omog&a detekcijo ROS. Prav tako bomo ¢eb linijo HepG, ki ima
visoko presnovno aktivnost, izpostavili karbamamapali valprojski kislini, saj so
nekatere Studije pokazale, da presnovki teh dvefinrspovzra@ajo oksidativni stres.
Celicni medij bomo nato iz Hep&elic prenesli na THP-1 celice. Nastanek ROS

bomo spremljali v trekdasovnih tékah.

V celicah bomo torej ocenjevali oksidativni stresep prisotnosti reaktivnih
kisikovih zvrsti, ki jih bomo dokazovali direktnometano citometrijo in ustrezno
fluorescedno sondo. Hkrati bomo v ceéiih lizatih z metodo LC-MS/MS dotali
koncentracijo najpogosteje uporablienega o¢ewmalca lipidne peroksidacije,
malondialdehida (MDA). V catnem gojis$u pa bomo preverili koncentracije PEU in

njihovih najpogostejSih presnovkov.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

Karbamazepin

Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

Valprojska kislina

Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA

2,4-dinitrofenilhidrazin 97 %

Sigma-Aldrich Chemie; Steinheim, Ngja

2,4-dinitrofenilhidrazin, raztopina s
fosforno kislino

Sigma-Aldrich Chemie; Steinheim, N#jan

70 % etanol

Merk Chemicals; Darmstadt, Neéija

Antibiotik/antimikotik 100 x (10000 enot
penicilina, 10 mg streptomicina in 25ug
amfotericina B na mL)

Sigma-Aldrich; St. Louis ZDA

DMSO (dimetilsulfoksid)

Merck Chemicals; Darmstadt, Néija

EDTA (etilendiamintetraocetna kislina)

Merck Chemicals; Darmstadt, Neéhja

FBS (fetalni goveji serum)

Invitrogen; Auckland, Nova Zelandija

Gojis¢e DMEM, Dulbecco's Modified
Eagle's Medium

Sigma-Aldrich Chemie; Steinheim, Ngja

GojiS¢e RPMI 1640, HEPES Modification

Sigma-Aldrich; Ayrshire, Velika Britanija

H,0, (vodikov peroksid), 30 % wt. vodna
raztopina

Sigma-Aldrich; St. Louis ZDA

terc-butil hidroperoksid

Sigma-Aldrich Chemie; MO, ZDA

HCI (klorovodikova kislina), 37 % kade¢a

Merck Chemicals; Darmstadt, Neéha

Ledocet (ocetna kislina), 100 %

Merck Chemicals; Darmstadt, Néija

NaOH (natrijev hidroksid)

Fluka Analytical; St. Louis, ZDA

Raztopina tripanskega modrila, 0,4 %
(angl. Trypan Blue Solution)

Sigma-Aldrich; St. Louis ZDA




Polona Puksi

Diplomska naloga

Reagent MTS (Cell Titer 96® Aqueous
One Solution Reagent)

Promega, Madison, WI, ZDA

TCA (trikloroocetna kislina)

Merck Chemicals; Darmstadt, Néija

Ultra ¢ista voda, pridobljena z Milli Q —
Advantage A10 (pri pravi vseh reagentov
in vzorcev smo uporabili ultra¢isto vodo,

v nadaljevanju: voda)

Millipore Corp., Billerica, MA

Analiti éna tehtnica

Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica

Avtoklav A-21

Kambi® laboratorijska oprema; Sedi
Slovenija

Avtomatske pipete:
0,1-2,5L
0,5 — 10uL
20 — 200uL

100 — 100QuL

Eppendorf Research; Hamburg, Néja

Centrifuga

Heraeus MEGAFUGE 16R; Langenselbon

CENTRIC 322 A Tehtnica; Zelezniki,

Slovenija.

5415 R Eppendorf Research; Hamburg,

Nenvija.

Nenija

| SN

Centrifugirke (15 in 50 mL)

Sarstedt; NUmbrecht, Neija

Grelnik in stresalnik VORTEMP 56
EVC

Tehtnica; Zelezniki, Slovenija

Hemocitometer

Brand Neubauer (Blau Brand)

Hladilnik (+5 °C)

LTH; Skofja Loka, Slovenija

Inkubator

HERAUS Holding GmBH; Hanau, Néija

Inserti za viale 0,1 mL

Machrey-Nagel; Diren, Nedija

Invertni svetlobni mikroskop OLYMPUS

Olympus Optical Co.; Hamburg, Néija
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CK40

Komora z laminarnim pretokom zraka  Waldner Electronics FAZ 3; Wangen, N&jan
Krioviale TPP, Trasadingen, Svica
Krovna stekla Assistent, Sondheim, Néja

LC-MS/MS Sistem Agilent 1290 Infinity ~ Agilent Technilogies, Santa Clara, Kalifornija,
LC in Agilent 6460 Triple Quadrupole ZDA
Jeatstream® LC/MS

MesSalo LAB DANCER, IKA; Staufen, Néhja
VIBROMIX 10, Tehtnica; Zelezniki, Slovenija
Mikrotiterski &italec Safire2™ Genios Tecan, Genios; Ziirich, Svica

Mikrotitrske plos ¢ice za gojenje cetinih TPP; Trasadingen, Svica
kultur (z 12, 24 ali 96 vdolbinami)

Multikanalne pipete Eppendorf Research; Hamburg, Né&ja
Nastavki za pipete (do 10, 200, 300 in Sarstedt; Niumbrecht, Nefja
1000pL)
Pipete (100-100QuL, 20-200pL, 2-20 pL, Eppendorf Research Plus, Né&ja
0,5-10pL, 0,1-2,5pL)
Plastiéne posode z mikrofiltrom, 50 mL TPP; Trasadingen, Svica
250 mL
Plastiéne epruvete oz. Sarstedt; Niumbrecht, Nefja

mikrocentrifugirke:
0,5mL, 1,5 mL, 2 mL

SeroloSke pipete za enkratno uporabo (za TPP; Trasadingen, Svica
5, 10, 25in 50 mL)

Steklovina (steklenetase in butke)

Stresalnik VIBROMIX 403 EVIT Tehtnica; Zelezniki, Slovenija
Skatle za zamrzovanje vzorcev Sarstedt; NiUmbrecht, Neija
Tehtnica AG 245 Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica
TURBOVAP®LV Caliper; Hopkinton, ZDA
Ultrazvo¢na kadiéka: Sonis 4 Iskra; Kranj, Slovenija
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Vsebniki (T-flask) za gojenje ceknih
kultur (s 25, 75 in 150 cri rastne
povrsine)

TPP, Trasadingen, Svica

Vodna kopel

Memmert; Schwabach, Néija

Zamrzovalnik (-20 °C)

Gorenje; Velenje, Slovenija

Zamrzovalnik (-80 °C)

Forma Scientific; Midland, ON, Kanada

Sanyo Electric Co., Ltd.; Japonska

Gojisce

500 mL medija RPMI 1640, HEPES
Modification

50 mL FBS

5,5 mL L-glutamin 200 mM L-glutamin

5,5 mL antibiotik/antimikotik 100 x (1000(
enot penicilina, 10 mg streptomicina in 2

=

Ol

(g amfotericina B na mL)

0,5 mL 50 mM 2-merkaptoetanol

500 mL medija DMEMDulbecco's
Modified Eagle's Medium

50 mL FBS

5,5 mL L-glutamin 200 mM L-glutamin

5,5 mL antibiotik/antimikotik 100 x (1000(
enot penicilina, 10 mg streptomicina in 2

=

Ol

L9 amfotericina B na mL)

Medij za zamrzovanje

10 % DMSO

40 % FBS

50 % medija RPMI 1640, HEPES
Modification
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10 x PBS (fosfatni pufer); natehtamo NaCl 80 g
sestavine, raztopimo v vodi, uravnamo pH KCI 2 g

na 7,4 in sterilno filtriramo (0,22 um)
Na,HPO,x12 H,O 36,3 g

KH,PO, 2,4 g

Ultracista H,O dopolnimo do 1,0 L
1x PBS 10 x PBS re¢imo 1:10 z avtoklavirano vodo
Sterilno filtriram uravnamo pH na 7,4

Pufer za barvanje (celéni cikel) Tris (100 mM, pH 7,4), NaCl (150 mM),
CaCl, (1 mM), MgC} (0,5 mM), 0,1 %
Nonidet P40

3.2. BIOLOSKI MATERIAL

3.2.1. Celéne kulture

uporabljene humane cé&tie linije izvirajo iz malignega tkiva. So nesmrtriggr
pomeni, da so pridobile sposobnost negkendelitve. To je tudi njihova glavna
prednost v primerjavi s primarnimi c&himi kulturami, katerih Stevilo delitev in s
tem zivljenjska doba sta omejeni. Pri eksperimeetal delu smo uporabljali cétie
linije THP-1 ter HepG

THP-1 celéna linija

THP-1 je monocitna humana cgla linija pridobljena iz periferne krvi enoletnika
akutno monocitno levkemijo. Celice so velike, okeogn enocekine. Povpréni
podvojevalni¢as je od 35 h do 50 Klovesko monocitno celno linijo THP-1 smo
gojili v RPMI 1640 mediju na 37 °C in pri atmosférpo CQ.

HepG celicna linija

HepG je celiéna linija, ki se je izkazala kot dober sistem zaal§¢ presnovén vitro
in Studije hepatotok&nosti, saj ohranjajo Stevilne specializirane fupeciki
karakterizirajoc¢loveSke hepatocite. Gojimo jih v DMEM mediju na 3C in pri
atmosferis 5 % C®
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3.3. METODE

3.3.1 Metode dela s celicami

Poskuse na celicah smo opravljali v komori z lamima pretokom zraka (LAF
komora), ki omogeéa delo v asepinih pogojih. Zagotavlja stalen pretok filtriranega
laminarnega zraka na delovno povrsino in tako orgexteoprehod mikroorganizmov
v notranjost komore. V prostorih, kjer je vgrajdn@F komora, velja poseben rezim
oblatenja incistote (obvezna uporaba za#ih rokavic in previeke za obuvala). Pol
ure pred zé&tkom dela smo v LAF komori prizgali UV4ko, saj njena svetloba
deluje baktericidno. Pred &tkom uporabe komore pa smo le-to razkuzili s 70 %
etanolom. Prav tako smo vso opremo, reagente ionise, ki smo jih uporabljali pri
delu (seroloSke pipete, pipete, nastavke za pipetdrifugirke, mikrocentrifugirke ter
steklentke za gojenje calnih kultur) pred uporabo v LAF komori razkuzili z
etanolom. Mikrocentrifugirke in nastavke za pipsiteo predhodno avtoklavirali. Po

kon¢éanem delu smo povrSino komore razkuzili z etanolom.
3.3.2. Gojenje celic

Celicne linije THP-1 in Hepsmo gojili in redili v vsebnikih za gojenje celnih
kultur ali plo€icah za celine kulture v inkubatorju, ki zagotavlja ustrezng@e za

rast celic (temperatura 37 °C, 100 % vlaznosttimoafera s 5 % C£)

Za doseganje ustreznega Stevila in optimalne ca$it smo jih morali subkultivirati

vsake dva do tri dni, tako da smo jih ¢didz ustreznim medijem, segretim na 37 °C.
3.3.3 Odmrzovanije celic

Celicne kulture shranjujemo v kriovialah pri -80 °C vrziovalniku ali pri -180 °C v
Dewarjevi posodi s tekam duSikom. Celice so shranjene v mediju za zananj®

ki vsebuje tudi 10 % DMSO. Le-ta je citotoksn, zato se mora postopek
odmrzovanja izvesti hitro. Kriovialo s celicami srtakoj prenesli iz zamrzovalnika
oz. tek@ega dusSika v vodno kopel, segreto na 37 °C in fdoratresali, da smo
pospesili odmrzovanje. Odmrznjeno vsebino smo @enel5 mL centrifugirko, v
katero smo predhodno odpipetirali 10 mL ustreznegj&énega medija, segretega na

37 °C. Suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 1284r./min. Nastali supernatant smo
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odpipetirali in celice resuspendirali v ustrezneotumnu medija. Cetno suspenzijo

smo prenesli v vsebnik za gojenje &eih kultur in jo dali v inkubator.
3.3.4. Stetje celic
Raocno Stetje celic

étetje celic smo izvajali na hemocitometru z invertmikroskopom. Hemocitometer
omogaa Stetje v znanem volumnu in tako dobimo rezultabliki koncentracije (St.
celic/mL). V LAF komori smo v najmanjSe mikrocemtigirke odmerili suspenzijo
celic, kateri smo Zeleli izmeriti koncentracijo.liCe smo dobro premesSali s serolosko
pipeto. Nato smo odpipetirali 10L celicne suspenzije in dodali proporcionalen
volumen tripanskega modrila, ki prehaja le v ceBggoSkodovano membrano. Zmes
smo dobro premeSali in 1L prenesli na hemocitometer. Nato smo pod
mikroskopom presteli Stevilo zivih celic v Stirihehkih kvadratih ter izréunali

koncentracijo po spodnji edlai:

v , A+B+C+D
St. CellC/ml — 1 x FR %X 10*

A, B, C, D — Stevilo Zivih celic v posameznem pdigmocitometra

FR — faktor redenja

10*- volumen celine suspenzije nad kvadratom (1/mL)

Enacba 1: Ratunanje koncentracije celic s hemocitometrom

3.3.5. Test za doldanje celeéne presnovne aktivnosti z reagentom MTS
Reagent MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karkmknetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolium) je tetrazolijeva sol, ki se v Ziviblicah s kemijsko reakcijo pretvori
v formazan. Gre za kolorimetrio reakcijo, s katero lahko izmerimo aktivnost
celicnin  encimov, nataimeje NAD(P)H-odvisnih cetnih oksidoreduktaz. Iz
tetrazolijevih barvil nastane netopni formazan,deie vijolicno barvo in ga lahko

spektrofotomettino kvantificiramo pri 492 nm na mikrotitersketitalcu (36). Ve&ja

kot je izmerjena absorbancagjgeje presnovna aktivnost celic oz. Stevilo ceficso
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presnovno aktivne. Test presnovne aktivnosti namii dtot dobra ocena za zivost

celic.
Postopek:

Pripravili smo suspenzijo THP-1 a#tfie kulture s koncentracijo 2 x 26elic/mL in
jo v naslednjem koraku nanesli po 1000 pL na deSz vdolbinicami. Nato smo
celicam dodali raztine koncentracije karbamazepina in valprojske leaslitot
kontrolo smo uporabili netretirano a&io kulturo oz. cetino kulturo, ki smo ji dodali
enak volumen topila (DMSO) v katerem smo pripravdiztopine tinkovin. Po
tretiranju smo celice v triplikatu po 100 pL prelnes mikrotitrsko plogico s 96
vdolbinicami. Inkubacija je potekala v inkubatoga gojenje celic (37 °C, 5 % G
Po 24 h smo v vsako vdolbinico dodali 10 pL reageTS in inkubirali Se 2-3 h ter
nato pomerili absorbanco nastalega formazina p2i @@ z mikrotitrskimcitalcem
Tecan Safire Vegja kot je bila izmerjena absorbanca,éjeeje bila presnovna
aktivnost celic. Isttasno smo test izvedli tudi z medijem RPMI 1640 Zbeelic) in
10 uL MTS, stimer smo doleili absorbanco ozadja (slepa kontrola) in jo od&idl
absorbance vzorcev. S celicami HgEBo napravili enak poizkus, s tem da je bila

koncentracija celic 1 x P@elic/mL.

c (vzorca) — c (slepe)

% presnovne aktivnosti = x 100

¢ (kontrole)—c (slepe)

Enacba 2: Ratunanje odstotka presnovne aktivnosti celic

3.3.6. Merjenje nastanka ROS

V primeru, da spojine povzEajo oksidativni stres, so sposobne p@te nastanek
reaktivnih kisikovih spojin, kar lahko dalamo z barvilom EDCFDA, ki je keméno
reducirana oblika fluoresceina in je indikator ridakih kisikovih zvrsti v celicah. Po
cepitvi acetatnih skupin z znotrajeglimi esterazami in po oksidaciji, se
nefluorescentni BEDCFDA pretvori v visoko fluorescenten 2',7'-diklfitmrescein
(DCF), ki ga lahko izmerimo.
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Postopek:

Najprej smo si pripravili suspenzijo THP-1 ¢ele kulture v koncentraciji 1 x 10
celic/mL v mediju RPMI 1640. Nato smo celice cenirali 5 min pri 1200

obr./min, odstranili supernatant ter jih resuspeaidiv PBS pufru s 25 uM
H,DCFDA. Po 15 min inkubaciji z barvilom smo c&lo kulturo ponovno
centrifugirali, odstranili supernatant in jih repesdirali v mediju. Tako pripravljeno
suspenzijo smo razdelili po 1000 pL in tretiraluzinkovinami ali 50 uM TBH.

Prisotnost ROS smo nato d&édi s preténim citometrom po 1 h, 3 hin 6 h.

3.3.7. Izpostavljanje celic PEU

Postopek:

Najprej smo si pripravili suspenzijo THP-1 ¢ele kulture v koncentraciji 1 x 10
celic/mL v mediju RPMI 1640. Nato smo celice cenfgirali 5 min pri 1200

obr./min, odstranili supernatant ter jih resuspmidiv PBS pufru s 25 puM
H.DCFDA. Po 15 min inkubaciji z barvilom smo cglo kulturo ponovno
centrifugirali, odstranili supernatant in jih repesdirali v mediju. Tako pripravljeno
suspenzijo smo razdelili po 1000 puL v 4 tubice retitali s karbamazepinom v
koncentracijah 200 uM ali 1000 uM ter z valprojskslino v koncentracijah 200 uM
in 2000 uM. V eno tubico smo dodali s TBH, v eno ustrezno kalino DMSO, v

zadnjo tubico pa nismo dodalicesar.

Celice HepG smo po enakem postopku kot pri THP-1 celicah 24rélirali s
karbamazepinom v koncentracijah 200 uM in 1000 pMvalprojsko kislino v
koncentracijah 200 puM in 2000 pM. Medij smo natovzali celicam Hep& in
prenesli na THP-1 celice, ki smo jih predhodno ¢ina barvilom H,DCFDA.
Nastanek ROS smo spremljalipo 1 h, 3hin 6 h.
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3.3.8. Dol@anje malondialdehida v celicah z LC-MS/MS metodo in
predhodno derivatizacijo z DNPH

DNPH metoda je ena najpogosteje uporabljenih dezaeijskin metod za dot@nje
MDA. Na Sliki 4 je prikazana reakcija med MDA in42dinitrofenilhidrazinom
(DNPH), pri cemer se tvorita hidrazonski in pirazolski derivpgstopek priprave
reagentov pa je prikazan v Preglednici II:

Slika 4: Reakcijska shema derivatizacije MDA z DNPH (CS ChemDraw
Drawing program).

i
N —
o) o) N NO, /
W
H H + NG NH-
H pirazolski derivat
MDA DNPH \
OEN@/ NO.
OHC”“‘\//N“H
hidrazonski derivat

Preglednica IlI: Priprava reagentov.

== e

0,1 M HCI V 100 mL bwko smo odpipetirali 0,829 mL 37 % HCl in

(K dik dopolnili z vodo do oznake.
orovodikova

kislina)
4 M HCL 50 mL 4 M HCI smo pripravili iz 16,57 mL 37 % HGI dopolnili
z vodo do oznake.
1 M HCI 10 mL 1 M HCI pipravili iz 0,829 mL 37 % HCI in dofnili z
vodo do oznake.
6 M NaOH V 10 mL bwko smo nalili priblizno 5 mL vode in med meSanjem

pocasi dodajali predhodno natehtani NaOH (2,40 g3ekje sproti
raztapljal. Ko se je ves NaOH raztopil, smo delddo do oznake
in Se enkrat premesali.

(natrijev hidroksid)
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20 % TCA V 25 mL buiko smo natehtali 5,00 g TCA in dopolnili z vodo do

oznake.
(trikloroocetna

kislina)

1 mg/mL raztopina  Uporabili smo raztopino DNPH s fosforno kislino (@2 M). 250
DNPH (2,4- uL te raztopine smo odpipetirali v 10 mLdko ter dopolnili s 4
dinitrofenilhidrazin) M HCI do oznake.

0,2 M pufer ocetna V 100 mL b&ko smo nalili priblizno 50 mL vode. S pipeto smo
kislina/amonijev dodali 1146uL 100 % ocetne kisline. Nato smo dodali 17,66 mL
acetat 25 % (m/m %) amonijaka v vodi ter dopolnili z vodo oznake.
(CH3COOH/CH3COO
NH,")

Priprava standardov malondialdehida

V 10 mL buko smo natehtali 43,50 mg malodialdehid tetrabordaijeve soli ter z
acetonitrilom dopolnili do oznake. Tako smo doMlilimg/mL osnovno raztopine |
(OR 1) malondialdehida. Nato smo 180 OR | odpipetirali v 50 mL b&ko in
dopolnili do oznake z 0,1 M HCI. Nastalo raztopismo dobro premesali in tako
dobili standard MDA s koncentracijo 5@mol/L, ki smo jo poimenovali osnovna
raztopina Il (OR Il). Ta standard smo ustrezncited 0,1 M HCI, da smo dobili
standarde s koncentracijami od 0,625 do 0,088I/L.

V 1,5 mL mikrocentrifugirkah smo pripravili po 1 misakega standarda MDA z
dolo¢eno koncentracijo. V Preglednici Il so prikazamgravljene reditve 50 uM
OR Il'in 1,25uM standarda z 0,1 M HCI, s katerimi smo priprastkindarde MDA z

ustrezno koncentracijo.
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Preglednica lll: Priprava MDA standardov.

1,25puM standardna Volumen 0,1 M

ORI ratopina MDA [ pL] HCI [pL]

[mL]
50 / 950 2,5
25 / 975 1,25
/ 500 500 0,625
/ 375 635 0,469
/ 250 750 0,313
/ 188 812 0,235
/ 125 875 0,156
/ 63 937 0,078
/ 31 969 0,039
/ / 100 0

Poleg priprave standardnih raztopin smo vsak darjekpotekala priprava vzorcev,
pripravili Se tri kontrolne vzorce (QC) v nizki (QCsrednji (QG) in visoki (QG,)
koncentraciji. Njihove koncentracije so bile @ol/L (QG) 0,4 umol/L (QGCy) ter 1
umol/L (QG,,) tako, da smo pokrili celotho koncentracijsko ad@ umeritvene
krivulje (37).

Priprava vzorcev

V mikrocentrifugirke smo odpipetirali 200L vzorca (0z. standarda) in dodali pD

6 M NaOH, premesSali in inkubirali 30 minut v terntatiranem stresalniku pri 60 °C
in 20 obr./min (alkalna hidroliza na proteine vezgam MDA). Vzorce smo nato
hladili v hladilniku 10 minut. Potem smo vzorcenddb 250uL ohlajene 20 % TCA
in jih centrifugirali 10 minut pri 5 °C in 13100 obmin (obarjanje proteinov). Po 450

uL supernatanta smo prenesli v nove 1,5 mL mikrodegirke in dodali 4uL 6 M
NaOH, da smo dobili raztopino s pH 6-7. Nato smdaticlOpL 1 M HCI (pH~2). V
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primeru, da je vzorec postal moten, smo ga ponosmatrifugirali. 200 uL te
raztopine smo prenesli v nove 1,5 mL mikrocentiifkegy ter dodali 15QL 1 M HCI
in 50 uL raztopine DNPH ter ju premesSali. Nato smo jihubkali 60 minut pri 50 °C
na termostatiranem stresalniku pri 20 obr./min,¢itaso pred svetlobo. Pate
derivatizacija MDA. 1z 2,4-dninitrofenilhidrazindD(NPH) se tvori hidrazon (MDA-

DNPH) in ta produkt ni stabilen v prisotnosti sebk, zato smo derivatizirane vzorce

ohladili na sobni temperaturi (10 minut), ZdéSne pred svetlobo. Vzorcem smo nato
dodali 150 uL acetatnega pufra ter premesSali. Priblizno 180 raztopine smo
odpipetirali v inserte, ki smo jih nato vstaviliobarvane viale in analizirali s HPLC.
Postopek priprave je bil razvit v sklopu diplomsia@oge na Katedri za biofarmacijo

s farmakokinetiko (38), povzet in prirejen fanku Czauderne in sod (39).

Metoda tekatinske kromatografije (LC) in MS/MS

Metodo LC-MS/MS smo povzeli po predhodno izdelaiplaimski nalogi na Katedri
za biofarmacijo s farmakokinetiko (40). Uporabithe HPLC sistem Agilent 1290
Infinity s kolono Kinetex C18 (50 x 2,1 mm, velikodelcev 5 pm) na katero smo
injecirali 5 pL vzorca. Vzorci pa so bili hranjeni na 4 °C v awskem
vzorcevalniku. Mobilna faza (MF) je bila sestavljenaQzZl % mravljéne kisline
(topilo A) in acetonitrila (topilo B). Obe topilingo pred analizo razplinili v
ultrazvasni kadicki. Cas analize je zna3al 2,6 minute, retencifsid analize {} pa je
bil 1,23 minute. Analiza se je izvajala z gradiengiucijo s pretokom 0,5 mL/min, po
shemi predstavljeni v Preglednici IV.

Preglednica IV: Shema gradientne elucije.

2,05 30
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Sistem Agilent 6460 s trojnim kvadrupolnim MS/MSaératorjem smo uporabili za
nas masni analizator. Za metodo ionizacije smo alpbrionizacijo z razprSevanjem
raztopin v elektiinem polju oz elektrorazprSevalno ionizacijo—ESig{arlectrospray
ionization). Pri kvantifikaciji smo spremljali pretd 235,1 (pirazolska oblika MDA-
DNPH produkta) v 159,2 (fragmentacija z odcepom, NONO skupine) in za odziv
vzeli odziv ionov 159,2.

3.3.9. Analizni postopek za deobmje koncentracij karbamazepina in

presnovkov v plazmi (41)

Priprava osnovnih raztopin za umeritveno krivuljo:

V plasténih epruvetkah smo pripravili osnovne raztopinendémdov CBZ-ja,
EpoCBZ-ja, LICBZ-ja ter DiolCBZ-ja za umeritveno iNuljo v koncentraciji 5
mg/mL. Osnovna raztopina internega standarda kif@aikola je bila 1 mg/mL. Vse
standarde smo raztopili v metanolu. Pripravili stetovne raztopine in raztopine za

umeritveno krivuljo, ki so prikazane v Preglednidaim VI:

Preglednica V: Priprava delovnih raztopin za umeritveno krivuljo.

LiCBZ (40 pg/mL) — 72 pL 78 pL
WS2
CBZ (30 pg/mL) — WS3 54 uL 96 pL
DiolCBZ (20 pg/mL) — 36 pL 114 pL
WS4
EpoCBZ (20 pg/mL) — 36 pL 114 pL
WS5
VOLUMEN OR (1 VOLUMEN
mg/mL) MeOH:H0=1:1
IS — Kloramfenikol 125 pL 875 pL
(0,125 mg/mL)
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Preglednica VI: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo.

70 uL WS2 L'C':%';Z 40
ZMES 1 70 uL WS3 OIOH. 30
70 UL WS4 chy 20
70 uL WS5 cpocay 20
o
ZMES 2 75 UL ZMES 1 25 uL 22,5
DIOH- 1
CBZ e
EPO-CBZ
ol
ZMES 3 50 uL ZMES 1 50 pL 15
DIOH- 10
CBZ 10
EPO-CBZ
o
ZMES 4 25 UL ZMES 1 75 uL 75
DIOH- .
CBZ .
EPO-CBZ
LI-CBZ
CBZ >
ZMES 5 25 UL ZMES 1 175 pL 3,75
DIOH-  ©'¢
CBZ oe
EPO-CBZ  °
e 2
ZMES 6 25 uL ZMES 1 375 uL 1,875
DIOH-
1,25
CBZ Loz
EPO-CBZ
ZMES 7 40 uL ZMES 6 60 pL LBy .
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CBz 0,75
DIOH- 0,5
CBz 0,5
EPO-CBZ
LI-CBZ
ey 08
ZMES 8 25 uL ZMES 6 100 pL 0,375
DIOH-
0,25
CBZ 0,25
EPO-CBZ ’
LCBZ
ZMES 9 30 puL ZMES 6 270 pL 0,1875
DIOH-
0,125
CBZ 0,125
EPO-CBZ '
o
ZMES 10 25 pL ZMES 6 600 pL DIOH- 0,075
0,05
CBZ 005
EPO-CBZ

Priprava vzorcev:

Standardne vzorce z znano koncentracijo analitdprgnimo tako, da 250 pL
celicnega goji8a dodamo 25 L razréene osnovne raztopin€inkovine (ZMES 1-
10) in 25 pL razretene osnovne raztopine internega standarda. Vzarcelinih
poskusov pripravimo tako, da 275 uL ¢ekga medija iz calnih poskusov dodamo
25 pL MeOH:HO=1:1. Nato vzorce vorteksiramo 30 sekund. Iz zawainika
dodamo 600 pL acetonitrila. Vzorce ponovno vortelted 30 sekund, nato jih
centrifugiramo 10 minut pri 4 °C in 13100 obr./mi®@dvzamemo 125 pL
supernatanta in ga suSimo v centrifugi pod vakuum&m se vzorci posusijo
ponovno odvzamemo 125 pL supernatanta, ki ga zagp@mo 90 minut. PosuSene
vzorce rekonstituiramo v 40 pL raztopine MeOH:pu88:20 (v/v). Vzorce
vorteksiramo Se 1 minuto in analiziramo s HPLC. &amiracijo karbamazepina in
presnovkov v vzorcih smo merili z metodo HPLC pagpjih, ki so prikazani v

Preglednici VII:
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Preglednica VII: HPLC pogoji

Kolona Luna 5u Phenyl-Heky
(150x4,6)
Mobilna faza MeOH:pufer = 50:50
Pufer 25 mM kalijev fdatni
pufer,

pH=3
Temperatura 50C
Pretok 1 mL/min
Volumen injiciranja 5 pL
Valovna dolzina 215 nm

3.3.10. Analiza VAL in 4-en VPA

Slika 5 prikazuje derivatizacijo VAL s kumarinom @iisotnosti reagento%-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)karbodiimida(EDC) in hidroksibenzotriazola (HOBt) pri
cemer nastane N-((7-metoksi-2-okso-a-kromen-4-il)metil)-2-propilpentanamid.

EDC je aktivator valprojske kisline, HOBt pa je paini nukleofil.

Slika 5: Reakcijska shema derivatizacije valprojskekisline s kumarinom (CS
ChemDraw Drawing program).

_O o_ _0O 0 o} o._ 0O
. EDC, HOBt
% OH EtOAC Pz o
NH N
2 H

Priprava umeritvene krivulje VAL:

Natehtali smo priblizno 8 mg Na-VPA in pripravilo&no raztopino s koncentracijo
4,6 mg/mL, kar ustreza koncentraciji 4,0 mg/mL VAt osnovne raztopine smo nato
pripravili naslednje koncentracijske raztopine (feenica VIII):

30



Polona Puksi

Diplomska naloga

Preglednica VIII: Priprava koncentracijskih raztopi n glede na VAL.

pug/mL pg/mL puL puL puL
200 4000 1000 0 1000
150 3000 375 125 500
100 2000 250 250 500
75 1500 225 375 600
50 1000 125 375 500
25 500 75 525 600
16 320 40 460 500
10 200 25 475 500
5 100 25 975 1000
2,5 50 25 1975 2000

Priprava umeritvene krivulje 4-en VPA:

1 mg 4-en VPA smo najprej raztopili v meSanici vademetanola (40/60 v/v) in
pripravili osnovno raztopino s koncentracijo 1 mb/r@®snovno raztopino smo r&ad
2000 x ter nato pripravili vodne raztopine s koricasijami (Preglednica IX), natehte

posameznih reagentov za pripravo standardnih reef@pso prikazane v Preglednici

X:

Preglednica IX: Priprava koncentracijskih raztopin glede na 4-en VPA.

png/mL pg/mL pL pL puL
30 600 300 200 500
20 400 200 300 500
10 200 100 400 500
6 120 60 440 500
4 80 40 460 500
2 40 20 480 500
1 20 20 980 1000
0,5 10 20 1980 2000
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Preglednica X: Natehte posameznih reagentov za prigvo standardnih raztopin.

Na-VPA 166,2 4.6 43,92 9548
4-enVPA 1 1 1000
Kumarin amin
(IM-111) 205 12,3 22 1790
HOBt 135,12 99,8 185,56 1859
EDC 155,24 765,9 3241,01 4232

Priprava internega standarda:

Pentanojsko kislino (IS) smo r&tl 2000 x.

Standardne vzorce z znano koncentracijo analitoprgrimo tako, da v 170 pL
celicnega gojiga dodamo 10 uL VAL, 10 pL 4-en VPA in 10 pL IS papljenih po
zgoraj opisanem postopku. Vzorce iz &eiln poskusov pripravimo tako, da k 190 pL
celicnega medija iz calhih poskusov dodamo 10 puL IS. Sledila je ekstrakdijer
smo od predhodno pripravljenih vzorcev odvzeli 30 gdodali 200 pL etilacetata in
100 pL 10 mM HCI. Zmes smo najprej 10 s vortekginahkar smo jo prestavili v
stresalnik za 5 minut (25 °C; 70 obr./min). Slegégonovno 10 s vorteksiranje in 5
min centrifugiranje na 16.000 obr./min. Kasnejesjedila derivatizacija, kjer smo
odvzeli 100 pL organske faze in ji dodali 25 pL karm-amina, 25 pL HOBt-a, 100
pL EDC-ja ter 40 pL fosfatnega pufra (pH 7,0). Zma® ponovno vorteksirali 10 s
in prestavili v stresalnik za 5 min (25 °C; 70 d&min). Sledilo je ponovno
vorteksiranje za 10 s in centrifugiranje za 5 mim 16.000 obr./min. Sledilo je
susenje, kjer smo odvzeli 25 pL organske faze ipgsusili (40 °C, prepihovanje z
dusSikom). PosuSene vzorce smo rekonstituirali viib®&0 % acetonitrila v vodi.

Analit smo merili z metodo HPLC in za detekcijo wglili fluorescetni detektor.
Mobilna faza je bila sestavljena iz 1,5 % raztopacetne kisline v vodi (faza A) in
acetonitrila (faza B) v razmerju faza A/B 55/45 vjv/ Stacionarno fazo je
predstavljala kolona Luna 150 x 4,6 mm z delci 5 palikosti proizvajalca
Phenomenex (ZDA). Pretok mobilne faze je bil 1 mib/ntemperatura kolone pa 55
°C. Injicirali smo 5 pL vzorca in ga detektiralii@30 nm ekscitacijske in 400 nm

emisijske valovne dolzine.
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3.3.11. Obdelava podatkov in statista analiza

Podatke meritev in izgane smo zbrali in obdelali s programom Microsoftc&x
2010. Uporabili smo ga za izdelavo opisne stagstpodatkov. Podatke smo
predstavili kot razmerja préavanega parametra poskusov s PEU s kontrolo ter
podali Se njihove aritmetne sredine in standardne deviacije razen pri ratlt
MDA, kjer smo podali absolutne koncentracije. Tatditisttno analizo smo izvedli s
programom Microsoft Excel 2010. Uporabili smo dvasski neparni Studentov t-test

in preverjali hipoteze o signifikantnosti razlik ch@zorci pri stopnji tveganja 5 %
(a=0,05). Predhodno smo Se s F-testom pri isti stdpepanja ugotavljali ali sta

varianci primerjanih vzorcev signifikantno raxii.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Karbamazepin in valprojska kislina spadata v s$argjeneracijo PEZ, za katere je
zn&ilno, da so v v&8em obsegu izpostavljene presnavljanju kot novgiaeracija.
Tekom presnavljanj naj bi tvorila reaktivhe preskewz. naj bi preko delovanja na
endogene mehanizme powta nastanek reaktivnih spojin, kar lahko postedi

vodi v nastanek oksidativnega stresa.

4.1. VPLIV KARBAMAZEPINA IN VALPROJSKE KISLINE NA
PRESNOVNO AKTIVNOST CELIC

Namen diplomske naloge je bil proti nastanek oksidativhega stresa v celicah po

dodatku karbamazepina in valprojske kisline.

Test MTS smo izvedli na 2atku laboratorijskega dela diplomske naloge, keo sm
zeleli testirati oksidativni potenciakukovin pri netokstni koncentraciji dinkovin.
Poskus je bil izveden tako na celicah THP-1, koi na HepG celicah. Presnovno
oceno aktivnosti celic smo uporabili kot indikatovosti celic, ki smo jih tretirali s

karbamazepinom in valprojsko kislino.

Celice THP-1 smo tretirali s karbamazepinom alipwajsko kislino v razlinih
koncentracijah (100 uM, 200 uM, 1000 pM, 2000 uMADOO uM). Po 24 h smo
izvedli test MTS, kot je opisano v protokolu. Rdaté smo podali v odstotkih
presnovne aktivnosti glede na netretirane celiastdpek smo ponovili na HepG
celicah.
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Slika 6: Presnovna aktivnost THP-1 in HepG celiéne linije po 24 h tretiranju s
karbamazepinom. Celice smo tretirali z razihimi koncentracijami karbamazepina.
Slika prikazuje presnovno aktivnost celic, normadiaih na presnovno aktivnost
kontrolnih (netrtetiranih celic). NT, netretiranelice.

Iz presnovne aktivnosti celic po 24 h smo opaddi karbamazepin na THP-1 celicah
povzrai koncentracijsko odvisen upad presnovne aktivhoséidtem ko tegacinka
nismo zasledili pri celicah HepGSklepamo lahko, da je upad presnovne aktivnosti
na THP-1 posledica znizane proliferacije celicamanjSanega prezivetja le-teh. Nasi
podatki so v skladu z rezultatlanka Perez Martin in sod.kjer so prav tako
ugotovili, da lahko karbamazepin povéraastoj mitotske delitve celic. Studije so
delali na Vero celicah sesalcev. Odkrili so, da&tpvljenost &éinkovine za vé kot 9

h rezultira v apoptozi celic (42).

35



Polona Puksi Diplomska naloga

140

1

100 uM 200 M 1000 uM 2000 uM 4000 uM

[EEN
[\
o

[EEN

o

o
!

0]
o
1

® Thp-1
HepG-2

DeleZ presnovne aktivnosti glede
na kontrolo (%)

Slika 7: Presnovna aktivnost THP-1 in HepG celiéne linije po 24 h tretiranju z
valprojsko kislino. Celice smo tretirali z razinimi koncentracijami valprojske
kisline. Slika prikazuje presnovno aktivnost celimprmaliziranih na presnovno
aktivnost kontrolnih (netretiranih celic). NT, netirane celice.

Iz MTS-a razberemo, da valprojska kislina pri uppdjemnih koncentracijah ne vpliva
na presnovno aktivnost celic (THP-1 in HepGn s tem tudi ne na njihovo

proliferacijo ali Zivost.
4.2. VPLIV CBZ IN VAL NA NASTANEK ROS

Poglavitni del diplomske naloge je bil preveriti AL in CBZ v THP-1 celicah

povzraiata oksidativni stres. Kot parameter detekcije smodlg@ili doloc¢ati ROS.

Z radikali povzr@ene cekine poskodbe lahko vodijo v razvoj in nastanek khaihi
degenerativnih bolezni. Organski peroksid, TBEer¢-util hidroperoksid), se
pogosto uporablja kot iniciator za radikalno polimeacijo in v razlénih oksidacijskih
procesih. Nastanek oksidativhega stresa sprozimgakdodamo k celicam v dovol;
visoki koncentraciji. TBH smo uporabili kot pozitig kontrolo, s katero smo preverili
ustreznost naSe metode, saj TBH pripada reaktiwmikovim zvrstem. THP-1 celice
smo najprej ozndli z barvilom H,DCFDA, nato pa tretirali s karbamazepinom (200
MM ali 1000 uM) ali z valprojsko kislino (200 uM 2000 uM) in TBH (50 puM).
Prisotnost reaktivnih kisikovih zvrsti smo po 1 3,h in 6 h dol¢ili s pretanim
citometrom in dobili naslednje rezultate (Slika &redstavljena so povgia

posameznih paralelk + standardni odkloni (Slika 9).
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Slika 8: Dolocanje reaktivnih kisikovih zvrsti. Celice THP-1 smo tretirali s TBH
(50 uM) in z doléenima koncentracijma karbamazepina in valprojskéna. Delez
ROS smo analizirali glede na netretirane celicelplo, 3 h in 6 h. *p<0,05 med
primerjanimi poskusi.

Iz Slike 8 je razvidno, da se ob prisotnostiy®® TBH pove&a nivo ROS za priblizno
2-krat v primerjavi z netretiranimi celicami, karomeni, da lahko pride do
oksidativne poskodbe in indukcije lipidne peroksigav celicah. Karbamazepin pod
danimi pogoji ne povzi@ oksidativnega stresa, saj je delez reaktivnilkdush
zvrsti glede na netrtetirane celice podoben takolpe, 3 h in 6 h. Pri 200 pM
valprojski kislini je sicer opazen rahel porast RQ#iblizno 1,5-krat) po 6 h, a
vrednosti niso bile statigtmo zndilne. Pri uporabi 2000 uM valprojske kisline se je
prisotnost ROS po 3 h in po 6 h Ziiao poveala in sicer za 2- oz. 2,5-krat glede na
kontrolo. Statistino razliko smo uspeli dokazati le med parom vakkejkisline pri
nizji koncentraciji in valprojske kisline pri viskoncentraciji po 3 h merjenja (VAL
200/VAL 2000). Za dodatno osvetlitev mehanizma awalsh reaktivnih kisikovih
spojin teh dveh spojin, bi bila potrebna dodatrséiri@nja.
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Slika 9: Dolofanje reaktivnih kisikovih zvrsti. Medij iz HepG celic smo prenesli
na THP-1 celice in spremljali nastanek ROS v tr@sovnih intervalih. *p<0,05 glede
na Hep/DMEM.

Celicno linijo HepG, ki ima visoko presnovno aktivnost, smo izpostavil
karbamazepinu in valprojski kislini, saj so nekatstudije pokazale, da presnovki teh
dveh spojin povzrgajo oksidativni stres. Zeleli smo preveriti ali icel HepG

presnavljajo spojine oz. ali le-te nato povajo oksidativni stres.

Celice smo 24 h tretirali s karbamazepinom (200 @aM1000 uM) ali valprojsko
kislino (200 uM ali 2000 pM). Medij smo nato odvzetlicam HepG in prenesli na
THP-1 celice, ki smo jih predhodno oziiaz barvilom H,DCFDA. Nastanek ROS
smo spremljalipo 1 h, 3hin 6 h.

Iz Slike 9 lahko vidimo podobno situacijo kot prepnjem eksperimentu, s tem da je
obseg nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti mar3i. dodatku karbamazepina in 200
KM valprojske kisline je delez reaktivnih kisikovivrsti glede na netretirane celice
podoben. Uporaba najviSje koncentracije valprojgkdine je znova povzisla
najobseznejSi nastanek oksidativnega stresa, sagfalo najveROS, predvsem po 3
h in po 6 h merjenja. Statigtiih razlik med primerjanimi pari nismo uspeli do&tz
Statisténo razliko smo dokazali le pri visji koncentracialprojske kisline po 3 h

merjenja v primerjavi s kontrolo.
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4.3. REZULTATI MERITEV MDA

V drugem delu diplome smo se osredtdiona merjenje kazalnikov lipidne
peroksidacije v cetnih lizatih.

Preko doldanja koncentracije MDA, kot stranskega produktadhp peroksidacije,
lahko ocenjujemo obseg lipidne peroksidacije, koldahko povzréila karbamazepin
in valprojska kislina.

Koncentracije MDA smo izkanali na osnovi umeritvene premice (preglednica XI)
Vzorce smo analizirali samo po 6 h inkubacije celREZ.

Preglednica XI: Umeritvena premica za doldanje koncentracij MDA.

k 20559
n 477,9
2 0,995

4.3.1. Vpliv vrste in koncentracije PEU na nastaNd)A

V Sliki 10 in 11 so predstavljeni rezultati merittdDA pri razlicnih koncentracijah

karbamazepina in valprojske kisline. Predstavljgmgovpréja posameznih paralelk
+ standardni odkloni. Na Sliki 10 so predstavlj&oacentracije MDA v poskusih na
celicah THP-1, ko smo jim neposredno v medij dod&lnkovino. Medtem ko so na
sliki 11 predstavljeni rezultati poskusa, kjer smedij iz HepG celic prenesli na

celice THP-1.
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Slika 10: Dolatanje koncentracije MDA. Celice THP-1 smo tretirali s TBH (50
KM) in z dol@enima koncentracijma karbamazepina in valprojsistinig (n=3-4).

Statisténo razliko smo uspeli dokazati le med parom karlzapima in valprojske
kisline pri visji koncentraciji (*p=0,018; CBZ 1000vVAL 2000).
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Slika 11: Dolafanje koncentracije MDA. Medij iz HepG celic smo prenesli na
THP-1 celice. Po 6 h inkubacije smo v ¢rih lizatih izmerili koncentracijo MDA
(n=2). Statistinih razlik med primerjanimi pari nismo uspeli do&tz

Kontrolni vzorci

Kontrolni vzorec s TBH smo uporabili z namenom,bila celicah inducirali lipidno
peroksidacijo in z meritvami MDA to tudi potrdis tem bi posredno dokazali, da se
nas cekini model obnaSa v skladu s gakovanji.Marini in sod.navajajo, da se je po
4 h izpostavljanju podganjih peritonealnih makrafagaztopini HO, s koncentracijo
50 pM, koncentracija MDA v primerjavi z netretirakontrolo poveéala za stokrat
(43). Mi pa smo celice izpostavili 5M TBH in jih inkubirali 6 h. Zaradi
premajhnega Stevila paralelk sicer statisti zn&ilne razlike med kontrolnim
vzorcem s TBH in kontrolnim vzorcem brez THB nisogpeli dokazati, vseeno pa je
opazen trend povane koncentracije MDA v vzorcu s TBH v primerjaskantrolnim
vzorcem netretiranih celic.
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Karbamazepin

Karbamazepin je v nizki in visoki koncentraciji @M in 1000 uM) na celicah
THP-1 povzrgil trend upada koncentracije MDA v primerjavi s kaho. Pri
meritvah MDA ni bilo nobene razlik&ée smo uporabili 20@M ali 2000uM CBZ.
Na celicah z dodanim medijem s Hep€ bil rezultat podoben, saj je prav tako viden

trend upada koncentracije MDA v primerjavi s kotdro

V prejSnjih poskusih meritev MDA na cétii liniji Ramos (38) in cetini liniji PBMC

(44), kjer so uporabljali koncentraciji CBZ (42M in 211 uM), so pri nizji
koncentraciji CBZ zaznali dvig koncentracije MDApvimerjavi s kontrolo, pri visji
koncentraciji CBZ pa ni priSlo do razlik koncenifddDA v primerjavi s kontrolo.

Prav tako pa se nasi rezultati ne ujemajo z ugtvawii drugih raziskovalceRavone

in sod.so dokazali, da so dalena PEZ v astrocitih sposobna iniciacije oksidalivn
procesov.In vitro so CBZ-ju v koncentraciji 211M izpostavili primarno kulturo
astrocitov podgan in ugotovili, da CBZ zao povea njihovo koncentracijo MDA
(45,46). Poleg MDA so po 48 h ugotovili, da stansmja NO in ROS v odvisnosti od
koncentracije tudi statisto signifikantno poviSala. NO in ROS sta prav tako

kazalnika oksidativhega stresa (45).

V literaturi pri poskusihin vivo prav tako najdemo mnoge nasprotgci rezultate o
vplivu CBZ-ja na nastajanje MDA. V poskusih na padgh katerim so napade
povzraili z elektroSokom,so Pahuja in sod.v homogenatu njihovih mozZganov
preverjali vpliv CBZ-ja na MDA. Prisli so do zakfka, da se je z dodatkom
terapevtskega odmerka (28/1) CBZ-ja nivo MDA v primerjavi s kontrolo vidno
znizal, pri subterapevtskem odmerku (i) CBZ-ja pa ni priSlo do zniZzanja nivoja
MDA (47).

Studija objavljena pred kratkim, kjer so nekateaeiente z epilepsijo zdravili s CBZ-
jem, druge pa ne, je pokazala, da CBZ na spremekahoentracije MDA ni imel
vpliva (48). Verotti in sod.so dol@ali aktivhost encimskih antioksidantov GPx in
SOD, ki lahko vplivata na koncentracije MDA. &ilaih sprememb v aktivnosti
encimov po enoletni terapiji s CBZ-jem ni bilo zanih (49). V vse w&h c¢lankih
predvidevajo, da CBZ v primerjavi s kontrolo okgidaega stresa ne izzove,

posledéno pa tudi koncentracije MDA ob njegovi prisotnasti poviSaArhan in sod.
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ugotavljajo, da naj bi imela na oksidantno-antidksitno ravnotezje novejSa
generacija antiepileptikov manj izrazenih nezelaginkov kot starejSa generacija. V
raziskavi na limfocitih so prav tako zaldjli, da naj bi se pri dolgotrajni
izpostavljenosti CBZ-ju koncentracije MDA znizal®edtem ko valprojska kislina
koncentracije MDA zvisa (50).

Valprojska kislina

Pri izpostavljanju celic THP-1 nizji in viSji kono#aciji (200 uM in 2000 puM)

valprojske kisline lahko opazimo trend ¢amja koncentracije MDA pri viSji
koncentraciji VAL v primerjavi s kontrolo. Se b4 ta trend izrazit v poskusih VAL
na celicah z dodanim medijem s Hep@e primerjamo vpliv VAL in CBZ na
nastanek lipidne peroksidacije, potem lahko z&kipw, da VAL za razliko od CBZ

povzraita poveéano lipidno peroksidacijo, kar smo uspeli tudiistaino dokazati.

VAL je bil predmet raziskave v vé Studijah. PrejSnje Studijecimkov VAL na
MDA pri otrocih z epilepsijo so pokazale nasprotgisi rezultate. Studijarhan in
sod je pokazala, da sama VAL ne powiarepremembe oksidativhega statusa pri
bolnikih z epilepsijo (50)Yuksel in sodso pokazali pow&ano peroksidacijo lipidov v
primerjavi s kontrolo pri otrocih z epilepsijo, &0 13 mesecev prejemali VAL (51).
Nedavna StudijaMichoulasa in sodje celo pokazala, da ima oksidativni stres
potencialno vlogo pri z VAL inducirani hepatoto&sosti. V urinu otrok z epilepsijo,

ki se zdravijo z VAL so odkrili poviSano raven 129izoprostana, ki je ozidavalec
lipidne peroksidacije (52). V nasprotju kot pri zgpoomenjenih raziskavah, je o
znizani koncentraciji MDA pri bolnikih, ki so prejeli VAL, poratal Cengiz in sod.
(53).
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Primerjava rezultatov MDA in ROS
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Relativna koncentracija ROS izraZzena na kontrolo

Slika 12: Korelacija ROS in MDA. Prikazani so pari t&k za iste vzorce in parametri
linearne regresije.

Meritve ROS in MDA so povezane, saj je determirsiijkoeficient f > 0,80.
Posledéno lahko zakljgimo, da smo z obema metodama dobili primerljivaultate,

ki kazejo na to, da CBZ in VAL povztata oksidativni stres, saj pride tako do
poveanega obsega lipidne peroksidacije kot tudi nast&RS.

4.4. REZULTATI MERITEV KONCENTRACIJE
KARBAMAZEPINA IN NJEGOVIH PRESNOVKOV V CELI CNIH
POSKUSIH Z DODANIM MEDIJEM S HEPG , CELIC

Ker so se pri meritvah MDA pokazale spremembe, senpa konec odédi meriti Se
presnovke &nkovin, saj naj bi le-ti bili odgovorni za pot@&n obseg lipidne
peroksidacije. Namen tega dela raziskav je biljtdokazati nastajanje presnovkov
CBZ ter njihove koncentracije poskuSati povezatirezultati ROS in MDA.
Koncentracije CBZ smo izéanali na podlagi umeritvene premice (PreglednicB, XI

rezultate meritev pa podali v Preglednici XIII:
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Preglednica XII: Umeritvena premica za dold&anje koncentracij CBZ in
njegovih presnovkov.Umeritvena premica je imela efie koncentracija = 0,410 x
odziv -2,210determinacijski koeficient R= 0,995.

k 0,410
n -2,210
r2 0,995

Preglednica Xlll: Rezultati meritev koncentracije karbamazepina in internega
standarda v vzorcih celénih gojiS¢ po kon¢ani izpostavljenosti celic s CBZ.

RPMI CBZ A 1000 13,4 530,5 432,1
RPMI CBZ B 1000 11,1 441 433,4
DMEM CBZ 1000 16,1 251,5 184,1

V vzorcih goji€ smo uspeli izmeriti le koncentracijo CBZ, medtem koncentracij
presnovkov v vzorcih nismo uspeli doila Ker naj bi bili za nastanek oksidativhega
stresa odgovorni predvsem presnovki CBZ (31), sectaltat sklada z meritvami
MDA in ROS, kjer nismo uspeli dokazati p@amega oksidativhega stresa. Glede na
primerjavo koncentracij CBZ-ja, ki smo jih dali zatetku v goji€e (1000 pmol/L)

in izmerjenih koncentracij, lahko ugotovimo, da jeekoncentracija CBZ-ja zelo
zmanjSala. Vzrok je verjetno ta, da se je CBZ poljazdelil v celice (intracelularno)
kot zunaj njih (ekstracelularno). Kot ze prej onemg smo namte koncentracijo
CBZ dolc:ali v ekstracelularni tekini (v gojiscu). Kljub temu, da presnovkov nismo
uspeli dolditi v celicnih goji&ih, pa obstaja moznost, da so le-ti v poskusihatiast

vendar so v v@ih koncentracijah prisotni v celicah.
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4.5. REZULTATI MERITEV VALPROJSKE KISLINE IN
NJENEGA PRESNOVKA V CELI CNIH POSKUSIH Z DODANIM
MEDIJEM S HEPG , CELIC

Enostavna in atutljiva metoda HPLC je bila razvita za déémje valprojske kisline v
cloveski plazmi. Stevilne Studije kaZejo, da je 4WPA najbolj pomemben, teratogen
in hepatotoksien presnovek, zato smo se ailigpoleg VAL spremljati Se 4-en VPA.
Koncentracije VAL in 4-en VPA smo iztanali na podlagi umeritvene premice

(Preglednica XIV), rezultate pa podali v Pregledixie:

Preglednica XIV: Umeritvena premica za dol@anje koncentracije VAL in 4-en
VPA.

k 0,0918 k 0,0618
n -0,0132 n -0,0186
r2 0,998 r2 0,998

Preglednica XV: Izra¢uni s koncentracij VAL.

VAL 200 828
VAL 200B 876
VAL 2000 652
VAL 2000B 65¢

Presnovka 4-en VPA v naSih vzorcih nismo zaznaznali smo le VAL. Glede na
primerjavo koncentracij VAL, ki smo jih dali na&sku v goji€e (2000 pmol/L) in
izmerjenih koncentracij smo iztanali zelo velik primanjkljaj VAL v mediju. Razlog
zato je lahko v tem, da se je VAL najverjetnejegzalelila v celice. Presnovka 4-en
VPA morda res nismo uspeli detektirati, ker ni ahstli ker je bila naSa metoda
premalo obButljiva. Prav tako je pa moZzno, da se tudi preskaeken VPA zadrzuje v
celicah.
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5. SKLEPI

Namen diplomske naloge je bil, da ugotovimo ali EgPpovzr@&ajo oksidativen

stres. Tako smo monocitno ¢elo linijo THP-1 izpostavili CBZ in VAL 0z. smo

celicni medij HepG, ki je imel dodarnizbrani PEU, po 24 h prenesli na THP-1.

Dolocili smo ROS, MDA, koncentracijodinkovin in prisotnost njunih presnovkov

ter na osnovi meritev prisli do sletle ugotovitev:

uporabljene koncentracije CBZ-ja nad 1000 uM se Ipb 24 h¢asovnem
obdobju toksine za celino linijjo THP-1, medtem ko tegacimka nismo
zasledili na celicah HepGVAL pri uporabljenih koncentracijah ni povzita

zn&ilne spremembe presnovne aktivnosti celic THP-HepG.

porasta ROS na THP-1 celicah v prisotnosti CBZigamio opazili v nobeni
casovni t@ki. Statisttno razliko smo uspeli dokazati za nizjo in visjo
koncentracijo VAL. Pri poskusu na celicah THP-1adanim medijem celic

HepG je bil rezultat podoben.

VAL povzroca pove€ano lipidno peroksidacijo v primerjavi s CBZ, kans
uspeli tudi statistino dokazati. CBZ je tako na celicah THP-1 kot tdepG
povzrail trend upada koncentracije MDA v primerjavi s kafo. Visja
koncentracija VAL je na calni liniji THP-1 povzraila trend veanja
koncentracije MDA v primerjavi s kontrolo, katee §e bolj izrazit na celicah

HepG.

Primerjava rezultatov poskusov meritev ROS v célica MDA v celiénih

lizatih je pokazala, da se le-ti dobro korelirajo.

presnovkov v cetinih gojigih nismo uspeli dolati, kljub temu pa obstaja
moznost, da so le-ti v poskusih nastali, vendarw sextjih koncentracijah

prisotni v celicah.

Za delo na celicah v prihodnje in ugotavljanje sarst PEU povzréenega

oksidativnega stresa, bi lahko posk koncentracije presnovkov s p@amim

Stevilom celic ali podaljSaltas poskusov in tako omogb celicam, da v véji

46



Polona Puksi Diplomska naloga

meri presnovijo tinkovine. Presnovke bi lahko merili v celicah irbddjSali

obcutljivost analiznih metod za dalanje le-teh.
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