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1.UvOD

U usporedbi sa drugim antikonvulzivnim lijekovima valproat se istice kao jedinstveni
lijek jer se strukturno razlikuje od ostalih lijekova koji se koriste u lijeenju epilepsije. Otkriven
je slucajno 1962. godine jer se koristio kao organsko otapalo za druge antikonvulzivne
spojeve.Valproic¢na kiselina (N-dipropilaceti¢na kiselina) ili valproat (VPA) je kratkolancana
razgranata masna kiselina molekularne mase 144.21. Zbog svoje jedinstvene i jednostavne
kemijeske strukture vrlo je slabo topljiv u vodi izbog toga se priprema kao natrijev valproat
(slika 1.) ¢ime se znatno povecava topljivost. Ostali oblici pripreme su magnezijev valproat i

natrijev hidrogen valproat.

Od 1962. godine kada je otkriven, preklinicka istrazivanja provedena na valproatu pokazala
Su njegov raznovrstan ucinak a najznacajniji je da u zivéanom tkivu djeluje kao antikonvulzivni
agens (Johannessen i Johannessen, 2003). Danas je valproat poznat kao jedanod glavnih
ljekovakoji se koriste za lijeCenje Sirokog spektra pojedinih podtipova epilepti¢kih napada:
generaliziranih (absensa, toni¢ko-kloni¢kih, miokloni¢kih), parcijalnih te specifi¢nih napada
(infatilni spazmovi, Lennox-Gastaut sindrom) te statusa epilepticusa(Marson i Sills, 2016).

Americ¢ka agencija FDA-e je 1995. godine, osim za epilepsiju, odobrila je valproat za
lijecenje akutne manije, psihoznih stanja i poremecaja sa mani¢nim epizodama ukljucujuci
bipolarni poremecaj. Poznato je da se valproat koristi izvan odobrene indikacije (eng. off label)
u tretmanu psihijatrijskih poremecaja kao Sto su alkoholna apstinencija, demencija, grani¢ni
poremecaj li¢nosti, Sizofrenija i agresivno ponasanje. Sto se ti¢e nepsihijatrijskih poremecaja,

koristi se u prevenciji migrene i migrenskih napadaja.(Ayano, 2016).

O
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Slika 1. Strukturna formula natrij valproata (preuzeto
sa:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sodium-valproate-2D-skeletal.png).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sodium-valproate-2D-skeletal.png

1.1 Farmakokineticka svojstva

Biodostupnost valproata je gotovo potpuna (96% - 100%). U svakodnevnoj uporabi
dolazi u razli¢itim formulacijama kao $to su tablete, zelu¢ano obloZene kapsule ili kapsule sa
produljenim oslobadanjem, ili u obliku oralnih ili intravenoznih otopina. Stopa apsorpcije varira
ovisno o formulaciji od 1-2 sata kod konvencionalnih tableta, otopina i rektalnog apliciranja,
od 3-6 sati kod Zelu¢ano obloZenih tableta i izmedu 6-12 sati kod tableta sa produljenim
oslobadanjem (Johannessen i Johannessen, 2003). Nakon unosa u organizam, maksimalna

koncetracija u plazmi postize se kroz vrijeme 0d5-10 sati.

Valproat vrlo brzo ulazi u cerebro-spinalnu tekucinu pasivnom difuzijom i aktivnim
transportom. Poluzivot valproata bez dodatnih lijekova je 9-12 sati te se eliminacija odvija
jetrenim (hepatickim) metabolizmom sa vrlo malim udjelom tvari koji se eliminira
nepromijenjen putem mokrace (Schafer i Brandl, 2020). Iznimno visoko vezivanje valproata za

plazmatske proteine (87%-95%) rezultira smanjenim izluc¢ivanjem iz organizama (6-20 mli/h).

Metabolizam valproata se odvija preko tri procesa: glukuronidacijom, 3-oksidacijom unutar
mitohondrija i oksidacijom citokroma P450. Sva tri procesa stvaraju toksi¢éne metabolite koji

mogu rezultirati o$te¢enjima jetre i urinarnog trakta (Ghodke-Puranik i sur, 2013).

1.2 Mehanizmi podrudja djelovanja

Specificni biokemijski mehanizam kojim valproat postize stabiliziranje raspolozenja i
ponasanja do danas nije u potpunosti razjasnjen. Dok se postizanje antikonvulzivnog efekta
postize vrlo brzo, za postizanje antimani¢nih i antidepresivnih efekata je potrebno duze vrijeme

te zahtijevaju dugoro¢no uzimanje.

U ziv€anom sustavu, valproat djeluje na dopaminergi¢ne i serotoni¢ne neurotransmitere,
antagonisticki na sintezu prekursora glutamatnog NMDA receptor i nagomilavanje glavnog
inhibitornog neurotransmitera GABA-e koji je zasluzan za regulaciju dopaminergi¢ne i

glutamatne transmisije (Ayano, 2016). Valproat potice nagomilavanje GABA-e kroz inhibiciju



njene degradacije, odnosno inhibiciju 4-aminobutirat aminotransferaze (ABAT), enzima
zaduzenog za razgradnju GABA-e. In vitro valproat takoder inhibira sukcinil-semialdehid
dehidrogenazu i o-ketoglutarat dehidrogenazu ¢ime se inhibiraju enzimi ciklusa limunske
kiseline i skrece se dio energije u GABA ciklus (Johannessen i Johannessen, 2003). Valproat
utjece na razinu monoamina i metabolizam glukoze u mozgu, te dodatno sadrzi epigeneticke
efekte kojima utjeCe na strukturu kromatina inhibiraju¢i histonske deacetilaze. Saznanja o
epigenetickim utjecajima valproata mogli bi prosiriti primjenu valproata na lijeCenje tumora i

HIV-a (Schéfer i Brandl, 2020).

Valproat §titi kortikalne dijelove mozga od ekscitotoksi¢nog djelovanja. Nadalje, valproat je
in vitro pokazao preventivno djelovanje na umjetno formirane epilepti¢ne izboje i okidanja
neurona u hipokampusu, amigdali i entorinalnom korteksu mozga Stakora. U in vivo uvjetima,
valproat je suprimirao elektri¢ne izboje u hipokampusu macaka te povisio prag za ponovljeno

izazivanje akcijskih potencijala u amigdali Stakora te talamusu macaka (Loscher, 2002).

Njegov glavni neuroprotektivni mehanizam je inhibicija histon deacetilaza (HDAC) ¢ime
potic¢e proliferaciju neurona i glija stanica, neoplasti¢nost neurona, remodeliranje aksona i
grupiranje sinapsina. Indirektnim djelovanjem na inhibiranje glikogen kinaze 3 (GK-3) potice
stvaranje antioksidativnih molekula unutar zrnatih neurona malog mozga (Kanai i sur, 2004).
Sto se ti¢e dijelova mozga na koje djeluje valproat, pokazano je da nema specifi¢nu
molekularnu metu te se njegovi razli¢iti mehanizmi mogu pronaéi u svakom dijelu Zivéanog
sustava.Istrazivanje iz 2004. koje su proveli Laeng i sur., pokazuje povecan rast gabaergi¢nih
neurona i glija stanica u neokorteksu i lateralnim ganglijima Stakora ¢ime se dokazuje utjecaj

valproata na neurogenezu i diferencijaciju neurona.

U vidu neurotrofickih ucinaka, valproat stimulira otpustanje neurotrofnog faktora glija
stani¢ne linije (GDNF) i mozdanog neurotrofnog faktora (BDNF) iz astrocita srednjeg mozga
Stakora ¢ime se stimulira proliferacija i diferencijacija dopaminergénih neurona te u istima
djeluje neuroprotektivno naspram neurotoksi¢nog djelovanja lipopolisaharida (LPS) te 1-metil-
4-fenilpiridin (MPP+) (Chen i sur, 2006).

Valproat kao i vec¢ina ostalih antikonvulziva, blokira natrijeve te naponom regulirane
kalcijeve (CACNALtip—C, D, NiF)ikalijeve (SCN) kanale. Iako nije utvrdeno kojim na¢inom

se blokiraju navedeni kanali, smatra se da blokiranje ionskih kanala ima posebice bitnu ulogu



u epilepticnim napadajima jer se time smanjuje visoko-frekventno okidanje neurona
(Chateauvieux i sur, 2010).

1.3 Nuspojave kod terapije valproatom

Jedna od dobrih strana terapije valproatom je Siroka granica sigurnosti (engl. margine
of safety). Rijetko se pojavljuju idiosinkrazijske reakcije, te su ostale nuspojave uglavnom one
najcesce kao $to su povracanje, malaksalost i Zgaravica. Rjede se mogu pojaviti nuspojave kao
Sto su iritabilnost, pospanost i ataksija. VPA kao i ostali psihotropni agensi mogu izazvati
metabolicke promjene kao §to je povecanje tjelesne mase, koji je do danas najpoznatiji Stetni
ucinak terapije valproatom. Mehanizam jo$ nije razjasnjen, te povecanje tjelesne mase ne
korelira sa dobi, spolom, medicinskim stanjim, dozom ili serumskim koncentracijama VPA.
Ostali metaboli¢ki poremecaji koji mogu nastati kod terapije VPA su hipokarnitinemija,
hiperamonemija, trombocitopenija te inhibicija agregacije trombocita (Lagace i sur, 2004). Sve
nuspojave i Stetni ucinci Koje se mogu pojaviti kod terapije valproatom navedene su u Tablici
1.



Tablica 1. Naj¢escée nuspojave i nezeljeni ucinci terapije valproatom (Marson i Sils, 2016).

Teratogene
(ukljuéujudi
¢inke na
« Gastro- Hepaticke i Hematolo- Metabolicke/ uem -
Neuroloske intestinalne pankreasne $ke endokrine postr?atalm Ostale
razvoj nakon
prenatalnog
izlaganja)
Velike
Trombocito- kongenitalne
Tremor Muc¢nina Otkazivanje jetre o Hiperamonemija malformacije i Gubitak kose
penua defekti
neuralne cijevi
Smanjena Odgadanje
. . agregacija Hipokarnitine- neurorazvoja | .
Pospanost Povracanje Pankreatitis krvnih miia poremecaji Edemi lica i udova
lodica ! autisticnog
p spektra
Letargi¢nost Anoreksija IstroSenost Hipoinzulinizam No¢na enureza
fibrinogena
. Gastrointestinalne Drug! . Policisti¢ni . I
Zbunjenost - koagulativni Hiponatrijemija
smetnje s ovariji
poremcaji
L . . Smanjena
ReverZIbl_I_na Povecanjetezine Neutropenija NepraVIInos_t_l_ u mineralna gustoca
Demencija menstruaciji Kosti

Atrofija mozga

Encefalopatija

Ekstrapiramidni
sindrom

Supresija
koStane srzi

Kozni osipi

Imunoloski
modulirane
idiosinkrazijske
reakcije




1.4 Toksi¢ni u€inci valproata na bubreg i bubreZne funkcije

Fanconijev sindrom je skup viSestrukih poremecaja reasorpcije u proksimalnim
kanali¢ima bubrega koji ukljucuje poremecaj reasporcije natrija, kalija, bikarbonata, fosfata
glukoze, aminokiselina, mokra¢ne kiseline te proteina 1 peptida male molekulske mase kao i

drugih topljivih organskih metabolita.

Valproat se smatra jednim od lijekova koji moze izazvati oStecenja bubrega te Fanconijev
sindrom koji se specifi¢no javljaju u subpopulaciji djece s epilepsijom te se lije¢e valproatom.
Najces¢i marker kojim se dijagnosticira i prati oSteCenje bubrega je NAG (N-acetil-p-D-
glukozaminidaza). NAG je lizosomska hidrolaza koja se u ve¢em broju nalazi u stanicama
proksimalnog tubula i ukljuena je u metabolizam glikoproteina, glikozaminoglikana te
glikozida. NAG je vrlo osjetljiv i pouzdan indikator poremecaja rada bubrega. Njegova
povisena koncentracija u mokraci je direktno povezana sa oSteéenjima bubrega te tijekom
terapije valproatom u djece s epilepsijom primjecuje se drasti¢na elevacija koncentracije NAG
u urinu (Knights i Finlay, 2014). Ove podatke potvrduje rad kojeg su izveli Heidari i sur. 2017.
gdje su praceni toksi¢ni utjecaji valproata na bubreg analizom serumskih i tkivnih biomarkera
te utjecaj na funkciju mitohondrija u Stakora. Rezultati su pokazali zna¢ajno povisene serumske
koncentracije alkalne fosfataze, kreatina, y-glutamin transferaze te dusik iz ureje u krvi zajedno
sa hipokalemijom, hipofosfatemijom te smanjenom koncentracijom mokraéne kiseline u
serumu u Stakora koji su tretirani valproatom. Takoder je pokazano da je valproat u stanicama
izazvao povecanu lipidnu peroksidaciju te poviSenje koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta te
potroSenje bubreznog glutationa. Mitohondrijska funkcija je takoder narusena, smanjenom
aktivno$cu sukcinil dehidrogenaze, bubrenjem i depolarizacijom mitohondrija. Smanjena je
takoder koncentracija ATP-a te glutationa sa pove¢anom lipidnom peroksidacijom i

koncentracijom reaktivnih kisikovih vrsta.

1.5. Osnovne karakteristike i farmakoloska svojstva naringenina

Narigenin (C15H120s) (slika 2.) je prirodni flavonoid koji se najvise nalazi u jestivom
vocu, posebice agrumima, rajéicama te smokvama vrste Ficus carica. Ova §iroko distribuirana

polifenolna molekula je netopljiva u vodi, ali je topljiva u organskim otapalima. Brojni dokazi



ukazuju da naringenin posjeduje razli¢ita farmakoloska svojstva, koja ukljucuju
hepatoprotektivno, antiupalno, antitumorsko, antimutageno i antimikrobno djelovanje te se
zbog toga intezivno istrazuje zbog primjene u lijeCenju i kontroliranju bolesti. Glavna
karakteristika njegovog djelovanja je da djeluje kao snazan antioksidans, smanjujuci lipidnu
peroksidaciju, karbonilaciju proteina, te poti¢e metabolizam ugljikohidrata i sam ima ulogu kao
,»scavenger® reaktivnih kisikovih radikala (ROS). U jetri sprjecava nakupljanje masti, poticuci
oksidaciju lipida a preko unutarstani¢nih signalnih puteva ¢ak moze potaknuti osjetljivost
hepatocita na inzulin. Antitumorsko djelovanje pokazuje popravkom DNA, dok antivirusno
djelovanje pokazuje inhibicijom sastavljanja virusnih Cestica, ili prevencijom intracelularne
replikacije. Problem u farmakoloskoj primjeni naringenina je u njegovoj apsorpciji jer se samo
15% unesenog naringenina apsorbira u organizam probavnim sustavom pri oralnoj ingestiji
(Salehi i sur., 2019) .

OH

HO O .“\\\\

OH O

Slika 2. Strukturna formula naringenina. (preuzeto

sa:https://en.wikipedia.org/wiki/Naringenin#/media/File:Naringenin.svg )

1.6 Oksidacijski stres u bubregu

Bubreg je organ koji za svoju normalnu funkciju zahtijeva mnogo energije te se pritom
najvise oslanja na aerobni metabolizam, odnosno na ATP koji nastaje procesom oksidativne
fosforilacije. Redukcija molekularnog kisika u transportnom lancu elektrona je esencijalna za
bubreznu funkciju, no dugorocno moze biti Stetna ili pogubna. Svaki od 5 multienzmskih

kompleksa u transportnom lancu predstavlja mjesto na kojem se potencijalno mogu stvarati


https://en.wikipedia.org/wiki/Naringenin#/media/File:Naringenin.svg

reaktivne kisikove vrste (ROS). Kompleks 1 i 11l posebice pridonose stvaranju superoksidnog
radikala (O27),koji posljedi¢no tvore vodikov peroksid (H202) §to rezultira peroksidacijom
lipida membrane mitohondrija. Liziranjem mitohondrija otpusta se citokrom C,aktivira se
kaspazni signalni put rezultirajuci apoptozom stanice. Poremecaji u oksidativnoj fosforilaciji i
nastanku ATP-a mogu nastati zbog koriStenja substrata iz lanca, primjerice reducirane NADH
1 NADH oksidaze. Transportni lanci promijenjeni na taj nacin uzrokuju poveéano nastajanje
ROS, smanjenu sintezu ATP-a te poremecaj u potencijalu membrane mitohondrija. Postoje i
drugi izvori ROS-a u bubregu, primjerice ksantin i NADPH oksidaza te degradacija
lizosoma.(Small i sur, 2012). Nefroni proksimalnih bubreznih kanali¢a su za razliku od drugih
dijelova bubrega najvise ovisni o aerobnom metabolizmu te imaju ve¢u gusto¢u mitohondrija

Sto i doprinosi povecanom stvaranju ROS-a (Hall i sur, 2009).



2. Cilj rada

Koriste¢i in vivo model C57B16 miseva koji su tretirani svakodnevno, tijekom 15 dana
valproatom, u terapijskoj dozi od 150 mg/kg, dozom od 25 mg/kg polifenola naringenina i
kombinacijom navedenih doze valproata i naringenina (N+V), Zeljelo se utvrditi hoce li se u
bubregu dogoditi promjene u redoks ravnotezi antiksidacijskih biljega malondialdehida
(MDA), superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT) koji ukazuju na ostecenje tkiva, te da li
¢e se u serumu promijeniti razine metabolita vezanih uz normalnu fiziologiju bubrega
(elektroliti, urea, alkalna fosfataza i dr.). Ocekivalo se da ¢e tretman zdruzenim davanjem
polifenola naringenina zajedno sa lijekom valproatom (N+V) umanjiti negativne potencijalne

ucinke uzimanja valproata na bubreg.



3. Materijali i metode
3.1. Pokusne Zivotinje i izlaganje Zivotinja valproatu i naringeninu

Pokus je proveden na odraslim C57Bl6 misevima muskog spola, starosti cca. 30 dana,
prosjecne mase 25-30 g uzgojenima u uzgojnoj jedinici za laboratorijske Zivotinje Zavoda za
animalnu fiziologiju Prirodoslovno matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Tijekom 15
dana pokusnog tretmana, svakodnevno se oralno gastrickom kanilom apliciralo istrazivane
kemikalije: lijek valproat i otopina polifenola naringenina. Zivotinje su bile rasporedene u

pokusne skupine s obzirom na primljeni tretman (N=6 zivotinja/skupini):

1. Skupina K- kontrola, oralno je svakodnevno primala 0.2 ml fizioloSke otopine aplicirane

gastrickom kanilom,;

2. Skupina V- oralno je svakodnevno primala terapijsku dozu valproata od 150 mg/kg zivotinje

aplicirane gastrickom kanilom;

3. Skupina N- oralno je se svakodnevno tretirana otopinom polifenola naringenina u dozi od

25 mg/kg zivotinje aplicirane gastrickom kanilom;

4. Skupina N+V — tretirana je sa kombinacijom doza skupina navedenih pod stavkama 2. (V) +

3. (N) apliciranih gastrickom kanilom.

3.2.Vetscan cjeloviti dijagnosticki profil

Razine serumskih elektrolita (natrij, kalij i kalcij i serumske koncentracije uree, bilirubina i
kreatina) izmjerene su aparatom VetScanTM sa pripadaju¢im komercijalnim kitovima. Vetscan
cjeloviti dijagnosticki profil rotor reagensa koristen zajedno s VetScan kemijskim analizatorom
iskoriStava suhe i tekuce reagense za dobijanje in vitro kvantitativnih podataka za alanin
aminotransferazu (ALT), albumin, (ALB), alkalnu fosfatazu (ALP), amilazu (AMY), ukupni
kalcij (Ca?"), kreatinin (CRE), globulin“(GLOB), glukozu (GLU), fosfor (PHOS), kalij (K",
natrij (Na"), ukupni bilirubin (TBIL), ukupni protein (TP) i duSik u ureji (BUN) u

hepariniziranoj cjelovitoj krvi, plazmi ili serumu.
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VetScan cjeloviti dijagnosti¢ki profil rotor reagensa i Vetscan kemijski analizator tvore in

vitro dijagnosticki sustav koji pomaze veterinarima u dijagnozi sljede¢ih poremecaja:

Alanin aminotransferaza:

Albumin:
Alkalna fosfataza:
Amilaza:

Kalcij:

Kreatinin:
Globulin:

Glukoza:
Fosfor:
Kalij:

Natrij:

Ukupni bilirubin:
Ukupni protein:

Dusik iz ureje u krvi:

Bolesti jetre, ukljucujuéi virusni hepatitis i cirozu; bolesti srca.

Bolesti jetre i bubrega.

Jetra, kost, paratiroidne i probavne bolesti.

Bolesti bubrega i pankreasa.

Paratiroidne, kostane te kroni¢ne bolesti bubrega; tetanus.
Bolesti bubrega.

Povecavanje koncentracije globulina uslijed dehidracije te
potencijalno uslijed stimulacije antigenima.

Dijabetes, hiperglikemija, hipoglikemija, dijabeticke i jetrene
bolesti.

Bolesti bubrega, hipoparatiroidizam te nutritrivni poremecaji.
Pothranjenost i bubrezne bolesti. Navedeni se elektrolit se koristi
za dijagnosticiranje uzroka povracanja, dijareje, te sréanih
simptoma.

Dehidracija i dijabetes. Navedeni se elektrolit koristi za
dijagnosticiranje uzroka povracanja, dijareje i sr¢anih simptoma.

Hepaticki poremecéaji.

Dehidracija, bolesti jetre 1 bubrega, metabolicke i nutritivni
poremecaji.

Bolesti jetre i bubrega.

U ovom radu prikazani su samo rezultati serumskih parametara vezanih uz bubreg,

koji su mjereni prema slijede¢im protokolima:

Alkalna fosfataza (ALP)

VetScan procedura je uzeta je iz AACC i IFCC metoda i modificirana. Alkalna fosfataza

hidrolizira p-NPP (p-nitrofenil fosfat) u puferu za ionima metala te formira p-nitrofenol i fosfat.

Koristenje p-NPP povecava brzinu reakcije. Pouzdanost ove tehnike se uvelike povecava

koriStenjem pufera sa ionima metala koji odrzava koncentraciju cinka i magnezija u reakciji.

Americko udruzenje za klini¢ku kemiju koristi p-NPP kao supstrat te pufer sa metalnim ionima.

p-nitrofenil fosfat + H,O

ALPZn?,

—>Mgz+ p-nitrofenol fosfat

Koli¢ina ALP u uzorku je proporcionalna stopi povecanja razlike u apsorbanciji izmedu 405

nm i 500 nm.

Ukupni kalcij (Ca?*)
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Referentna metoda za kalcij je atomska apsorpcijska spektroskopija. Medutim, ova metoda
nije prikladna za rutinski uporabu. Spektrofotometricne metode najcesée koriste ili O-
krezolftalein kompleks (CPC) ili Arsenazo Il metalokromske indikatore. Arsenazo Ill ima

visoki afinitet za kalcij i nije ovisan o temperaturi kao CPC.

Kalcij u uzorku pacijenta se veZze na Arsenazo III i nastaje kalcij-boja kompleks.

Ca?* + Arsenazo Il Ca?+-Arsenazo |11 kompleks

Zavr$na reakcija se monitorira na 405 nm, 467 nm i 600 nm. Koli¢ina kalcija u uzorku je

proporcionalna apsorbanciji.
Kreatinin

Jaffe metoda, prvi puta predstavljena 1886. godine, jo$ uvijek je najcesée koriStena
metoda utvrdivanja koncentracije kreatinina u krvi. Trenutna referentna metoda je kombinacija
Fuller’s earth (flouoridinske) metodesa Jaffeovom metodom kako bi se povecala specifi¢nost
reakcije. Razvijene su enzimatske metode koje su specificnije za kreatinin od raznih
modificiranih protokola Jaffeove tehnike. Koristenje enzima kreatinin amidohidrolaze eliminira
problem interferencije amonijeva iona, koje se pojavljuju u reakcijama sa kreatinin

iminohidrolazom.

Kreatinin + H20 Kreatin amidohidrolaza Kreatin

Kreatin amidinohidrolaza

Kreatinin + H.0 Sarkozin + H20

i
Sarkozin + H,0 Sarkozin oksidaza Glicin + II:_iclromzaldehid +
i Crvena kvinonimin boja +
- Peroksidaza
H202 + TBHBA + 4-AAP d O

Za odredivanje koncentracije kreatinina u uzorku koriste se dvije kivete. Endogeni kreatinin
mjeri se u netretiranoj kiveti (blank/slijepa proba), ¢iji se rezultati oduzimaju od dobivenih u
testnoj kiveti koja sadrzi endogeni i enzimatskom reakcijom stvoreni Kkreatinin. Nakon
izuzimanja endogenog kreatinina iz izracuna koncentracija kreatinina postaje proporcionalna
intenzitetu proizvedene crvene boje. Produk zavr$ne reakcije mjeri se kao razlika apsorbancije

izmedu mjerenja pri 550 nm i 600 nm valne duljine svjetlosti.
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Kalij

Za koncentraciju kalija razvijene su spektrofotometrijske metode koje omogucéuju mjerenje
koriStenjem standardne klinicke kemijske instrumentacije/aparature. Abaxis enzimatska
metoda temelji se na aktivaciji piruvat kinaze (PK) kalijem i pokazuje odli¢nu linearnu
meduovisnost uz zanemarivu osjetljivost na druge endogene tvari. Interferencijeod strane
natrijevih i amonijevih iona minimizirane su dodatkom Kryptofixa i glutamat dehidrogenaze.
U ukupnom enzimatskom procesu, PK defosforilira fosfoenolpiruvat (PEP) do piruvata, dok
laktat dehidrogenaza (LDH) katalizira prevodenje piruvata u laktat, pri cemu se NADH oksidira
u NAD". Stopa promjene apsorbancije mjerene izmedu 340 nm i 405 nm je rezultat oksidacije

NADH sto je direktno proporcionalno koli¢ini kalija u uzorku.

K+PK .
ADP + PEP — > Piruvat + ATP

LDH
Piruvat + NADH + H* . Laktat + NAD*

Natrij

Za mjerenje koncentracije natrija koriStenjem standardne klinicke kemijske instrumentacije
razvijene su kolorimetrijske i enzimatske metode. U Abaxis enzimatskoj reakciji, natrij aktivira
B-galaktozidazu u uzorku. Aktivirani enzim Katalizira reakciju o-nitrofenil-p-D-
galaktopiranozida (ONPG) do o-nitrofenola i galaktoze. Reakcijska stopa nastajanja produkata
mjerena izmedu 405 nm i 500 nm proporcionalna je koncentraciji natrija.

Na*B-

ONPG + H;0 galaktozidazz; o-nitrofenol + galaktoza
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Ukupni bilirubin

Koncentracije ukupnog bilirubina obi¢no se mjere testovima koji koriste diazotiziranu
sulfanilnu Kkiselinu. Medutim, razvijene su nove, specifi¢nije metode koje koriste bilirubin
oksidazu. Prilikom koriStenja specifi¢nijeg testa za ukupni bilirubin, potrebno je minimizirati
fotodegradaciju amilata na analizatoru da bi se postigla mogucnost testiranja uzorka odmah
nakon prikupljanja. U enzimatskoj proceduri bilirubin oksidira u biliveridin posredstvom
bilirubin oksidaze. Bilirubin se kvantificira kao razlika u apsorbanciji izmedu 467 nm i 550 nm.
Incijalna apsorbancija ove reakcije odreduje se iz slijepe probe, a konaéna iz testne kivete.
Koli¢ina bilirubina u uzorku proporcionalna je razlici izmedu inicijalnog i kona¢nog mjerenja

apsorbancije.

Bilirubin oksidaza
Bilirubin + O > Biliverdin + H20

Urea dusik

U Abaxis sustavu koristi se kombinirana enzimatska reakcija. U prvoj reakciji, ureaza
hidrolizira ureu u amonijak i ugljikov dioksid. U drugoj reakciji, amonijak reagira s 2-
oksoglutaratom i NADH, teenzim glutamat dehidrogenaza (GLDH) oksidira NADH do NAD™.

Ureaza
Urea + H20 — NH3+CO;
GLDH
NHs + NADH + H* + 2-oksoglutarat — > L-glutamat + H.0 + NADH*

Stopa promjene u apsorbanciji mjeri se kao razlika u apsorbanciji pri 340 nm i 405 nm, kao

posljedica oksidacije NADH u NAD", §to je proporcionalno koli¢ini uree prisutne u uzorku.
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Svaki VetScan Comprehensive Diagnostic Profile reagens rotor sadrzi liofilizirane
specifi¢ne reagense za kemijsku reakciju opisnu za svaki parametar. Suhi uzorak slijepe probe
je ukljucen u svaki reagens rotorisadrzi puffer i konzervanse. Posebno namijenjene slijepe
probe ukljucene su u rotor u svrhu izracuna koncentracija kreatinina, ukupnog bilirubina 1
ukupnih proteina. Svaki kit takoder sadrzi otapalo (diluens) koji se sastoji od surfraktanata i
prezervativa.

Svi navedeni serumski testovi opisani su u literaturnom izvoru komercijalnog proizvodaca
kitova za detekciju metabolickog i serumskog profila Vet Scan Operator’s Manual za
sveobuhvatne informacije o koriStenju uredaja (VetScan® Comprehensive Diagnostic PN:
Profile 500-7123 Rev E Comp Diag Prof. © 2002, Abaxis, Inc., Union City, CA 94587, edition
January 2015).
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Prikupljanje i priprema uzoraka:

Uzorci seruma dobiveni su punkcijom srca Zivotinja koje su bile anestezirane mjeSavinom

xylapana i narketana (omjer 1:10, 0,1 ml/g Zivotinje).

Minimalna potrebna koli¢ina uzorka je ~100 uL heparinizirane cijele krvi, heparinizirane

plazme, seruma ili kontrole. Rotor s reagensima moze zaprimiti najvise 120 pL uzorka.

Uzorke prikupljene u hepariniziranoj mikropipeti treba prebaciti u rotor odmah nakon
prikupljanja.

Za prikupljanje uzoraka cijele krvi ili plazme koristiti samo tubice sa litij heparinom. (green
stopper). Za uzorke seruma Koristiti samo serum separator tubice ili tubice bez aditiva (red
stopper).

Uzorci cijele krvi prikupljeni venipunkturom moraju biti homogenizirani prije prijenosa

uzorka u rotor
Testiranje mora zapoceti unutar 10 minuta od prebacivanja uzoraka u rotor.

Testiranje uzoraka cijele krvi prikupljenih venipunkturom mora zapoceti unutar 60 minuta
od trenutka prikupljanja, a ako to nije moguce, onda separirati uzorke | prebaciti uzorke u Ciste
ispitne tubice. Pokrenuti testiranje razdvojene plazme ili seruma unutar 5 sati od centrifugiranja.
Ako to nije moguce, onda rashladiti uzorke u testnim tubicama na 2-8 °C u trajanju ne duljem
od 48 sati. Uzorak plazme ili seruma moze biti pohranjen na -10 °C najdulje 5 tjedana u

hladnjaku bez ciklusa samoodmrzavanja.

Koncentracija glukoze pada priblizno brzinom 5-12 mg/dl u 1 satu u necentrifugiranim

uzorcima na sobnoj temperaturi.

Rashladivanje uzoraka cijele krvi moze znacajno promijeniti koncentracije glukoze i

kreatinina u uzorcima.

Rezultati ukupnog bilirubina mogu biti ozbiljno naruseni fotodegradacijom. Uzorci cijele
krvi Cije testiranje nije pokrenuto neposredno nakon prikupljanja moraju se pohraniti na

tamnom mjestu ne dulje od 60 minuta. Ako uzorci ne mogu biti ispitani unutar tog perioda,
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trebaju se razdvojiti na plazmu i serum te pohraniti u zatvorene tubice na tamnom mjestu tami

pri niskoj temperaturi.
Poznate ometajuce supstance:

Jedini antikoagulant preporucen za upotrebu sa Vet Scan Chemistry analizatorom je litij
heparin. Natrij heparin ne smije se koristiti za uzorke krvi sa ovim paketom testiranja. Abaxis
je proveo istrazivanja koja pokazuju kako EDTA, fluoridi, oksalati i bilo koji drugi
antikoagulanti koji sadrze amonijeve ione interferiraju sa najmanje jednom kemikalijom iz

VetScan cjelovitog dijagnostickog profila.

Fizi¢ke smetnje (hemoliza, ikterus i lipemija) mogu prouzroditi promjene u koncentracijima
pojedinih ispitivanih supstanci. Primjerni indikatori su istaknuti na dnu svake Kartice s
rezultatima kako bi informirali korisnika o razinama ometala u svakom uzorku. VetScan
Chemistry analizator zanemaruje svaki rezultatna koji je utjecala interferencija vece od 10%
zbog hemolize, lipemije ili ikterusa. U takvom slucaju prikazuju se oznake “HEM”, “LIP” ili

“ICT” na kartici sa rezultatima.

Hemoliza moze uzrokovati ocitanje znatno povisenih koncentracija kalija. Ovaj problem
moZze proc¢i neopazen pri analizi uzoraka cijele krvi (ispuStanje kalija iz svega 0,5% eritrocita
moze povecati serumske razine kalija za 0.5mmol/L). Konkretnije, ¢ak nehemolizirani uzorci
koji nisu ispravno pripremljeni mogu imati poviSene razine kalija zbog unutarstanicnih curenja

kalija.

Bilirubin moze interferirati sa peroksidazom koristenom u Kreatininskoj reakciji.

Rezultantne koncentracije kreatinina su snizene kada su razine bilirubina veée od 10 mg/dL.

Koncentracije glukoze su osjetljive na vremensko trajanje od poslijednjeg obroka ispitivane
zivotinje 1 ovise o vrsti prikupljanog uzorka. Za preciznu interpretaciju rezultata glukoze,

uzorke valja prikupiti nakon perioda gladovanja od najmanje 12 sati.

Interferencija moze biti zamijeCena pri ispitivanju ukupnih proteina u uzoraka sa
lipidemijskim indeksom 3+. (52) Uzorci sa koncentracijama triglicerida ve¢im od 400 mg/dL
mogu pokazivati povecane koncentracije ukupnih proteina. (48) Vet Scan Chem. analizator
odbacuje sve rezultate sa interferencijom vecom od 10 % uzrokovanom lipemijom. U takvom

slucaju aparat prikazuje "LIP” umjesto rezultata na kartici s rezultatima.
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Vet Scan test za kalij je kombincija enzimskih reakcija piruvat kinaze (PK) i laktat
dehidrogenaze (LDH). Zbog toga, u slucajevima ekstremne miSi¢ne ozlijede ili vrlo poviSene
koncentracije kreatin kinaze (CK), VetScan moze o€itati lazno povisene razine kalija. U takvom

slucaju, povisena koncentracija kalija mora biti potvrdena koriStenjem druge metodologije.
Procedura

Vet Scan sustav funkcionira na ambijentalnoj temperaturi izmedu 15 °C i 32 °C. Vrijeme
analize uredaja za svaki rotor je manje od 14 minuta. Uredaj zadrzava rotor na temperaturi od

37 °C tijekom ispitnog intervala.

Vet Scan uredaj kalibriran je tvornicki tijekom proizvodnje od strane proizvodaca prije
posiljke. Barkod ispisan na barkod prstenu rotora nosi informaciju o potrebnoj kalibraciji za taj

rotor.

Rezultati: VetScan kemijski analizator automatski izraGunava i ispisuje koncentracije

analiziranih tvari u uzorcima.

LA

FLISE
ENABLED

Slika 3. VetScan uredaj (preuzeto sa:https://www.abaxis.com/vs2-chemistry-analyzer)
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3.2. Mjerenje lipidne peroksidacije

Za mjerenje lipidne peroksidacije koristila se metoda koja mjeri koncentraciju
malondialdehida koji nastaje kao glavni product lipidne peroksidacije te je modificirana verzija
metode koju su opisali Jayakumar i sur. 2008. bazira se na reakciji tiobarbituratne kiseline sa

MDA pri ¢emu se stvara kromogeni product koji se mjeri spektrofotometrijski.

U eppendorf epruvetu dodaje 100 pL 8,1%-tnog SDS-a, 750 uL. 20%-tne octene kiseline
(pH=3.5), 750 uL 0,8%-tne TBA i 100 uL homogenog uzorka. Otopina se zatim stvalja u
vodenu kupelj 60 minuta na 100 °C. Nakon toga se naglo hladi na i zatim se centrifugira 15 min
na 5000 rpm pri temperaturi od 4—6 °C. Supernatant se izdvaja te se mjeri apsorbancija pri 532

nm. Ukupna koncentracija MDA izrazena je u jedinici nmol MDA po mg proteina.

8,1% SDS 0,81 g SDS-au 10 mL dH20

20 mL 99,5% octene kiseline i 2,31 mL HCI,
20% octena Kiselina nadopuni se do 50 mL dH20 i podesi pH=3,5 te
nadopuni dH20 do 100 mL

0,8 g TBA u 40 mL dH20 uz lagano zagrijavanje.
0,8% TBA Dodaje se 500 uL. 5SM NaOH te se nadopuni s dH20
do 100 mL. Priprema se svjeZe na dan pokusa.

3.3. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza je metaloenzim Kkoji katalizira reakciju nastajanja dvaju
superoksidnih radikala (0%) te se temelji na inhibiciji redukcije citokroma ¢ u sustavu

ksantin/ksantin oksidaza. Temelji se na metodi Flohé¢ iOtting, 1971.

Metoda kojom smo mjerili superoksid dimutazu u ovom radu koristi dvije slijepe probe.
Prva slijepa proba se sastoji od otopine A ¢ija se apsorbancija mjeri na 550 nm tijekom 3 min.
Druga slijepa proba sluzi namjesStanju aktivnosti enzima ksanitin oksidaze (XOD). Sljedec¢i
korak je stavljanje 1,45 mL otopine A, 25 uL dH20O te 20-30 uL. XOD (0,8 U/mL), odmah
nakon ¢ega se otopina brzo promijesa, prebaci u kivetu te se mjeri promjena apsorbancije Sto
oznacava aktivnost enzima XOD. Nakon §to se postize optimalna aktivnost SOD (A A-0,0025,

s obzirom na volumen XOD), u svaku reakcijsku smjesu umjesto dH20 dodaje se 25 uL uzorka,
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odgovarajuc¢i volumen XOD, te se odmah mjeri apsorbancija. Enzimatska aktivnost izrazava se

kao postotak inhibicije aktivnosti XOD %innibicije=100-(AAuzorka/ A Aslijepa proba) *100.

190 mL 0,05 mM citokroma ¢ (29 mg citokroma c u
50 mM PBSs0,1 MM EDTA do 190 mL)i19mL 1
mM ksantina (3 mg ksantina u 19,74 mL 1 mM
NaOH, tesko se otapa, lagano zagrijavati)

Reakcijska otopina A (za SOD)

Otopina B enzima ksantin oksidaze 4 uL ksantin oksidaze i 960 uL dH20
(aktivnost 0,8 U/mL)

3.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT)

Katalazna aktivnost u supernatantu bubrega odredena je spektrofotometrijski metodom po
Aebiju (1984). U kiveti je pomijesano 20 pL fosfatnog pufera i 980 pL 10 mM H202, Sto
predstavlja slijepu probu. U sljedecoj kiveti je pomijesano 20 uL razrijedenog uzroka (bubreg)
1980 uL 10 mM H202, ¢ime zapocinje enzimska reakcija. Svaki uzorak termostatiran je na 25
°C. Aktivnost enzima mjerena je jednu minutu pri valnoj duljini A = 240 nm. Pad u apsorbanciji
u jedinci vremenaje mjera katalazne aktivnosti, pri ¢emu je jedinica Kkatalazne
aktivnostidefinirana kao koli¢ina enzima koja razgraduje 1 pumol H202 u minutikod pH = 7,0
pri 25 °C gdje koncentracija H202 pada od 10,3 do 9,2 mM., gdje iznosia duljina kivete | iznosi
1 cm. d predstavlja faktor razrjedenja uzorka. Aktivnost CAT-a u uzrocima bubrega izrazena je
u pumol razgradenog H202 po minuti po miligramu proteina (umol H202/min mg proteina), Sto

odgovara jedinicama CAT-a po miligramu proteina (U CAT/mg proteina).
3.5. Statisti¢ka obrada podataka

Razlike izmedu skupina su usporedene na razini statisticke zna€ajnosti (p<0.05), koristec¢i
ANOVA test sa Tukey's multiple comparisons post hoc testom. Analize i grafovi su napravljene

pomocu statistiCkog progrma GraphPad Prism.
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4. Rezultati
4.1. Urea i duSik u serumu

Slika 4. prikazuje izmjerene koncentracije uree i dusika u serumu kod Cetiri pokusne skupine
miseva nakon 15 dana. U odnosu na kontrolnu skupinu, skupina tretirana valproatom (V),
skupina tretirana naringeninom (N) i skupina tretirana kombinacijom V + N ne pokazuju

znacajnu statisticku promjenu u koncentraciji dusika i ureje u serumu (Tablica 2.).

Urea i vezani dusik (BUN, engl- bind urea nitrogen)u serumu muzjaka

E Muzjaci
20+
15+
=
=
o
10=-
= 0
S
5=
0=
K \% N V+N

Pokusne skupine

Slika 4. Koncentracija uree i dusika (BUN) (mmol/L seruma). Pokusne skupine: K-kontrola,
V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana varingeninom, N+V-Skupina tretirana
kombinacijom valproata i naringenina

Tablica 2. Statisticka analiza koncentracije uree i dusika (BUN).

Tukey's multiple Medijan Podesena
comparisons test Razlike, 95,00% ClI razlike, Znacajnost  Zakljucak P vrijednost
Kvs. V -4,275 -13,22 do 4,672 Ne ns 0,5121
Kvs. N -0,9000 -9,847 do 8,047 Ne ns 0,9903
Kvs. V+N -4,000 -12,95 do 4,947 Ne ns 0,5642
Vvs. N 3,375 -5,572 do 12,32 Ne ns 0,6848
V vs. V+N 0,2750 -8,672 do 9,222 Ne ns 0,9997
N vs. V+N -3,100 -12,05 do 5,847 Ne ns 0,7365
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Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana
naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki
signifikantno (znacajno).

4.2. Natrij, kalcij i kalij u serumu

Slika 5. prikazuje izmjerene ukupne koncentracije natrija, kalija i kalcija nakon 15 dana
kod pokusnih skupina miseva. Promjena koncentracija natrija u serumu, kod bilo koje od
skupina nakon 15 dana, se ne razlikuje znacajno od kontrolne skupine. Skupina tretirana
valproatom pokazuje statisticki znac¢ajnu promjenu ukupne koncentracije kalija u odnosu na
kontrolnu skupinu, dok skupine tretirane naringeninom i kombinacijom valproata i naringenina
ne pokazuju. Skupina tretirana valproatom takoder pokazuje statisticki znacajnu promjenu
koncentracije kalija u odnosu na skupinu tretiranu kombinacijom N + V. Promjena

koncentracije kalcija u serumu bilo koje od skupina nakon 15 dana nije statisti¢ki znacajna.
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Natrij (Na+) u serumu muZjaka

= MuZjac
2004 Tukey's multiple
comparisons test ZnacéajanostP
1504 Kvs. V ns 0,5542
o Kwvs N ns 00,9996
2 100 Kvs. V+N ns 0,9876
E
£ Vs N ns 0,5514
- Vs, V+N ns 0,4515
T N vs. V+N ns 0,9999
0=
v N
pokusne skupine
Kalij (K+) u serumu muZjaka
= Mudjaci
10 =
Tukey's multiple
8+ comparisons test Znacajanost P
- Kvs V Yes* 00,0058
S 6 Kvs. N ns 0,4058
£ 4 Kwvs. V+N ns 0,9303
E "7 Vvs. N ns 0,1001
24 Vs V+N Yes™* 0,0137
M ws. V+N ns 0,7108
0
K v N V+N
pokusne skupine
Kalcij (CaZ+)u serumu muZjaka
= MuZjaci
Tukey's multiple
comparisons test Znacajanost P
Kvs V ns=0,9999
Kvs N ns=0,9999
Kvs V+N ns 08456
Vws N ns=0,9999
Vows V+N ns 0,8456
N ows. V+N ns 0,8456

K v N V+N

pokusne skupine

Slika 5. A) koncentracija natrija u serumu, B) koncentracija kalija u serumu, C) koncentracija
kalcija u serumu pokusni zivotinja. Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana
valproatom, N-skupina tretirana naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata

I naringenina, ns-nije statisticki znacajno.
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4.3. Kreatininu serumu

Slika 6. prikazuje izmjerene koncentracije kreatinina u serumu pokusnih skupina nakon

15 dana. Promjene koncentracije kreatinina izmedu skupina u odnosu na kontrolnu skupinu nisu

statisticki znacajne (Tablica 3.).

\%

N

Kreatinin u serumu muzjaka

E Muzjaci

Pokusne skupine

V+N

Slika 6. Koncentracija kreatinina (umol/L seruma). Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina
tretirana valproatom, N-skupina tretirana varingeninom, N+V-Skupina tretirana kombinacijom

valproata i naringenina

Tablica 3. Statisti¢ka analiza koncentracije kreatinina.

Tukey's

comparisons test
K vs.
Kvs.
Kvs.
V vs.

V vs
N vs

multiple

V
N
V+N
N
. V+N
. V+N

Pokusne skupine:
naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki
znacajno.

Medijan
razlike,

-8,500
-4,750
-18,25

3,750
-9,750
-13,50

95,00% CI razlike,
-29,43t0 12,43
-25,68 t0 16,18
-40,86 to 4,362
-17,18 to 24,68
-32,36 t0 12,86
-36,11t0 9,112

Znacajnost?
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne

Zakljucak
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Podesena P
vrijednost
0,6266
0,9015
0,1286
0,9476
0,5828
0,3250

K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana
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4.4. Bilirubin u serumu

Slika 7. prikazuje izmjerene koncentracije bilirubina u serumu pokusnih skupina nakon

15 dana. Promjene koncentracije bilirubina u serumu izmedu tretiranih skupina i u odnosu na

kontrolnu skupinu nisu statisti¢ki znac¢ajne (Tablica 4).

Tablica 4. Statisticka analiza koncentracije bilirubina.

Tukey's multiple
comparisons test
Kvs. V
Kvs. N
Kvs. V+N

Vvs. N
V vs. V+N
N vs. V+N

Pokusne skupine:

Medijan

-0,3500

-0,02500

\Y

N

Pokusne skupine

95,00% razlike
-0,8792 t0 0,1792
-0,3542 to 0,7042
-0,3792 t0 0,6792

-0,004188 to
1,054

-0,02919 to 1,029
-0,5542 to 0,5042

Znacajnost?
Ne
Ne
Ne

Ne
Ne
Ne

Ukupni bilirubin u serumu muzjaka

E Muzjaci

V+N

Zakljucak
ns
ns
ns

ns
ns
ns

Podesena P
vrijednost
0,2543
0,7622
0,8338

0,0521
0,0662
0,9990

K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana

naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki

znacajno.
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4.5 Alkalna fosfataza u serumu

Slika 8. pokazuje aktivnost enzima alkalne fosfataze u jedinici (U/mL) u serumu
poksunih skupina nakon 15 dana. Promjene u aktivnosti alkalne fosfataze u serumu pokusnih

skupina nije statisticki zna¢ajna izmedu tretiranih skupina ni u odnosu na kontrolnu skupinu

(Tablica 5).

Alkalna fosfataza (AP) u serumu muzjaka

E Muzjaci

U/L serum

K \% N V+N

Pokusne skupine

Slika 8. Aktivnost alkalne fosfataze (U/L seruma). Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina
tretirana valproatom, N-skupina tretirana varingeninom, N+V-Skupina tretirana kombinacijom
valproata i naringenina

Tablica 5. Statisticka analiza aktivnosti alkalne fosfataze (Podatci srednjih vrijednosti i
standardnih devijacija prikazani na Slici 8).

Tukey's  multiple Medijan Podesena
comparisons test razlike, 95,00% ClI of diff,  Znacajnost?  Zaklju¢ak P vrijednost
Kvs. V 1,750 -14,91 to 18,41 Ne ns 0,9890
Kvs. N 14,25 -2,410t0 30,91 Ne ns 0,1035
Kvs. V+N 4,250 -12,41 t0 20,91 Ne ns 0,8718
Vvs. N 12,50 -4,160 to 29,16 Ne ns 0,1709
V vs. V+N 2,500 -14,16 to 19,16 Ne ns 0,9692
N vs. V+N -10,00 -26,66 to 6,660 Ne ns 0,3277

Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana
naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki
znacajno.
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4.5 Antioksidacijskipokazatelji u tkivu bubrega

Slika 9. prikazuje koncentracije malondialdehida (MDA) kao markera lipidne
peroksidacije u bubregu pokusnih skupina izmjerenih nakon 15 dana. Razlika u koncentraciji
MDA u bubregu kontrolne skupine i skupine tretirane valproatom nije statisticki znacajna.
Skupina tretirana naringeninom te skupina tretirana kombinacijom V+N pokazuje statisticki
znacajno povecéanje koncentracije MDA u odnosu na kontrolnu skupinu. U usporedbi

saskupinom tretiranom valproatom, ova razlika je jo§ veca (Tablica 6).

Slika 10. prikazuje aktivnost superoksid dismutaze (SOD) kao antioksidativnog markera
u bubregu pokusnih skupina izmjerenu nakon 15 dana. Dok statisticki znacajne razlike izmedu
kontrolne skupine i skupine tretirane valproatom i skupine tretirane naringeninom nema, postoji
statisticki znacajno povecanje aktivnosti SOD kod skupine tretirane kombinacijom V+N.
Usporedujuci aktivnost SOD skupine tretirane valproatom i skupine tretirane naringeninom
takoder se primjecuje statisticki znacajno povecanje u potonjoj skupini, dok je razlika jos veca

kod skupine tretirane kombinacijom V+N (Tablica 7).

Slika 11. prikazuje aktivnost enzima katalaze (CAT) u bubregu pokusnih skupina koja
takoder sluzi kao antioksidacijskimarker i izmjerena je nakon 15 dana. U odnosu na kontrolnu
skupinu, aktivnost katalaze je povecana znacajnije u skupini tretiranoj valproatom, dok
preostale dvije tretirane skupine ne pokazuju znac¢ajnije odstupanje. Statisticki znacajna razlika
postoji takoder izmedu skupine tretirane valproatom i skupinetretirane naringeninom, medutim

ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupine tretirane valproatom te skupine tretirane

kombinacijom V+N (Tablica 8).
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MDABubreg muzjaci

nmol/mg protein

K \Y N V+N

Pokusne skupine

Slika 9. Koncentracija malondialdehida (nmol/mg protein). Pokusne skupine: K-kontrola, V-
skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana varingeninom, N+V-Skupina tretirana
kombinacijom valproata i naringenina.

Tablica 6. Statisticka analiza koncentracije malondialdehida.

Dunn's multiple Medijan Podesena P
comparisons test razlike, Znacajnost? Zakljucak vrijednost
Kvs. V 6,000 Ne ns >0,9999
Kvs. N -11,75 Da * 0,0473
Kvs. V+N -14,25 Da * 0,0143
Vvs. N -17,75 Da faleie 0,0009
V vs. V+N -20,25 Da Fokkk <0,0001
N vs. V+N -2,500 Ne ns >0,9999

Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana
naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki
znacajno.
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SOD Bubreg muzjaci
15=

10-
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K \% N V+N

Pokusne skupine

Slika 10. Aktivnost superoksid dismutaze (U/mg proteina). Pokusne skupine: K-kontrola, V-
skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana varingeninom, N+V Skupina tretirana
kombinacijom valproata i naringenina.

Tablica 7. Statisticka analiza aktivnosti superoksid dismutaze.

Dunn's  multiple Podesena P
comparisons test Medijan razlike  Znacajnost?  Zakljucak vrijednost
Kvs. V 3,875 Ne ns >0,9999
Kvs. N -10,63 Ne ns 0,1410
Kvs. V+N -15,25 Da foled 0,0069
Vvs. N -14,50 Da * 0,0120
V vs. V+N -19,13 Da Fkk 0,0003
N vs. V+N -4,625 Ne ns >0,9999

Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana
naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki
znacajno.
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CAT Bubreg muZjaci

15-

10-

U/mg protein

K \% N V+N

Pokusne skupine

Slika 11. Aktivnost katalaze (U/mg proteina). Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana
valproatom, N-skupina tretirana varingeninom, N+V Skupina tretirana kombinacijom valproata
I naringenina

Tablica 8. Statisti¢ka analiza aktivnosti katalaze.

Dunn's  multiple Podesena P
comparisons test Medijan razlike, = Znalajnost?  Zakljucak vrijednost
Kvs. V -13,00 Da * 0,0331
Kvs. N 0,000 Ne ns >0,9999
Kvs. V+N -1,000 Ne ns >0,9999
Vvs. N 13,00 Da * 0,0331
V vs. V+N 12,00 Ne ns 0,0624
N vs. V+N -1,000 Ne ns >0,9999

Pokusne skupine: K-kontrola, V-skupina tretirana valproatom, N-skupina tretirana
naringeninom, N+V-skupina tretirana kombinacijom valproata i naringenina, ns-nije statisticki
znacajno.
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5. Rasprava

Rezultati istrazivanja potvrduju relativno blagi toksi¢ni ucinak valproata na bubreg i
bubrezne funkcije. Poremecéajem rada proksimalnog tubula i onemoguéivanjem reasorpcije u
serumu su, iako ne zna¢ajno, poviSene koncentracije kreatinina i ureje (dusika), ali je zna¢ajno
poviSena koncentracija kalija. Ne postoji zna¢ajna razlika u aktivnosti alkalne fosfataze izmedu
kontrolne skupine i skupine tretirane valproatom §to znaci da valproat nije utjecao na
metabolizam monoestera te nastajanje fosfata. Koncentracija bilirubina u serumu pokusne
skupine tretirane valproatom je, iako ne znacajno, povisena u odnosu na kontrolnu i preostale
dvije skupine, Cemu je najvjerojatniji razlog zasi¢enje albumina vezanjem na valproat, $to
rezultira elevacijom slobodnog bilirubina u serumu, dok je njegova eliminacija ihibirana
zasi¢enjem UDP-glukuroniltransferaze valproatom koji je u kompeticiji sa bilirubinom (Yu i
Shen, 1998). Tretmani valproatom, naringeninom i kombinacijom oba nisu pokazali znacajnije
odstupanje koncentracije kalcija i natrija od kontrolne skupine. Koncentracija kalija u serumu
skupine tretirane valproatom pokazuje znacajan porast u odnosu na kontrolnu skupinu te je
koncentracija kalija u skupini tretiranoj kombinacijom oba spoja statisticki znacajno manja od

nje.

Istrazivanje se uglavnom poklapa sa podatcima iz literature. EI-Shhenawy i Hamza,
2016. su proveli istrazivanje utjecaja nefrotoksi¢nosti valproata u Stakora i kako L-cistein
smanjuje toksic¢ne efekte. U njihovom istraZzivanju serumska koncentracija kreatinina u dvjema
pokusnim skupinama (n=10) tretiranima sa manjom i ve¢om dozom valproata se primjecuje
znacajan porast koncentracije kreatinina. Porast kreatinina u serumu kod terapije valproatom se
zamjecuje 1 u ljudi, primjericu u studiji iz 2018. koje provode Hamed i sur. gdje se na uzroku
od 60 ljudi primjecuje porast koncentracije kreatinina (iako unutar referentnih vrijednosti).
Drugo istrazivanje, koje je proveo Al-Almoudi 2017. istrazuje protektivni utjecaj ulja komoraca
na oStecenja proizvedena valproatom. Eksperiment je proveden na Sprague-Dawley Stakorima
kojis u podijeljeni u 4 skupine (n=10). Prva skupina je kontrolna, druga je tretirana valproatom,
treca uljem komoraca i Cetvrta kombinacijom oba spoja 3 puta tjedno u periodu od 6 tjedana.
Izmjereni su biokemijski markeri: dusik iz ureje u krvi, kreatinin, bilirubin, ukupni protein te
aktivnosti enzima alkalne fosfataze, alanin-aminotransferaza i aspartat transaminaza. U serumu
je zabiljezen znacajniji porast koncentracija dusika iz ureje u krvi, kreatinina i bilirubina, te
aktivnost alkalne fosfataze. Usporedujuci te podatke s nasim eksperimentom, gdje seu slu¢aju
dusika iz ureje, kreatinina te bilirubina takoder se biljezi porast koncentracija, razliku
predstavlja aktivnost alkalne fosfataze kojoj u naSem eksperimentu nije zabiljezena povecana
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aktivnost. Kod skupina tretiranih uljem komoraca i kombinacijom oba spoja biljezi se znacajan
pad u svim navedenim markerima te se farmaceutska, antioksidativna te antiupalna svojstva

ulja komoraca potvrduju ovim eksperimentom.

Smanjena koncentracija malodialdehida znaci smanjena aktivnost lipidne peroksidacije,
najvjerojatnije jer je u nasem sluc¢aju zamjetno veca aktivnost enzima katalaze, koja otklanja
vodikov peroksid koji je glavni uzro¢nik lipidne peroksidacije. Podatci iz literature se u slucaju
malodialdehida ne poklapaju sa nasim podatcima. Eksperiment iz 2014. kojeg su proveli
Chaudhary i sur. gdje su testirali antioksidacijskii nefroprotektivni u¢inak flavonoida kvercetina
valproat na bubreg Wistar muZzjaka miSeva. U grupama koje su tretirane samo sa valproatom
izmjerene su vece koli¢ine malondialdehida.Tretman kvercetinom je u eksperimentu smanjio
koncentraciju malondialdehida te opcéenito djelovao antioksidativno. Aktivnost superoksid
dismutaze u skupine tretirane valproatom u nasem eksperimentu je, iako ne znac¢ajno, smanjena
u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je u skupinama tretiranima naringeninom te kombinacijom
oba spoja znacajno povecana u odnosu na kontrolnu skupinu i na skupinu tretiranu valproatom.
Aktivnost katalaze je, medutim, poveéana u skupini tretiranoj valproatom u odnosu na
kontrolnu skupinu te na skupine tretirane naringeninom i kombinacijom oba spoja. Ovi
vrijednosti se poklapaju sa podatcima iz literature za superoksid dismutazu, ali ne i za katalazu.
Uistrazivanju spomenutom ranije, El Shhenawy 1 sur. mjere aktivnosti antioksidativnih enzima
u Stakora tretiranih: valproatom u manjoj i ve¢oj dozi, L-cisteinom i kombinacijom oba spoja.
Primjecuje se smanjenje aktivnosti superoksid dismutaze, katalaze, glutation peroksidaze i
glutation reduktaze kod skupina tretiranih samo valproatom, posebice u skupini sa ve¢om
dozom, dok se aktivnost poveéava u skupina tretiranih L-cisteinom te kombinacijom oba spoja.
U drugom eksperimentu kojeg su 2014. Proveli Gezginci-Oktayoglu i sur. testirajuci
antioksidativna, antiupalna i antifibrozna svojstva vitamina U (S-metilmetionina), prirodnog
derivata iz nekih biljaka, na Stetne u€inke valproata u bubregu Za pokus su koriStene Zenke
Sprague-Dawley Stakora koje su podjeljene u 4 skupine: kontrolna skupina, skupina tretirana
valproatom, skupina tretirana vitaminom U te skupina tretirana kombinacijom oba spoja. Nakon
15 dana su im se mijerili serumski markeri. Kao oksidacijskimarkeri mjereni su lipidna
peroksidacija (koncentracija malondialdehida), koncentracija glutationa, te aktivnosti ksantin
oksidaze, superoksid dismutaze i katalaze.U skupini tretiranoj valproatom aktivnost ksantin
oksidaze je bila znacajno povisena dok je aktivnost superoksid dismutaze bila smanjena.U istoj
skupinije koncentracija glutationa i aktivnost glutation-S-transferaze takoder bila smanjena.

Ovo je rezultiralo znac¢ajnim nakupljanjem vodikovog peroksida unutar stanice zbog njegove
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smanjene eliminacije.Za razliku od naseg eksperimenta i sukladno podatcima iz literature
koncentracija malondialdehida je u skupini tretiranoj valproatom bila poviSena, dok je aktivnost
katalaze bila smanjena. Kod skupina tretiranih kombinacijom valproata i vitamina U (S-
metilmetionin) aktivnost enzima se povecala, koncentracija malondialdehidaje pala te se time

dokazuje antioksidacijskiucinak vitamina U.

Tretman isklju¢ivo naringeninom pokazao je opre¢nerezultate. lako su razlike statisticki
beznacajne, koncentracije dusika iz ureje u krvi, kreatinina bilirubina zajedno saaktivnos$¢u
alkalne fosfataze i katalaze su manje od onih u skupina tretiranih valproatom, $to zna¢i manje
ostecenje bubrega te bolja reasoprcija u proksimalnim bubreznim kanali¢ima. Zanimljivo je da
lipidna peroksidacija te aktivnost superoksid dismutaze znaCajno poviSena u odnosu na
kontrolnu skupinu. Eksperiment koji su 2020. izveli Shakeel i sur. u kojem se testirao utjecaj
naringenina na oksidacijskistres u hipokampusu izazvan pilokarpinom je, za razliku od naseg,
pokazao mnogo vecu antioksidativnu aktivnost naringenina.Pokuse se provodio na 5 grupa
Svicarskih albino miSeva (n=10). Prva skupina je bila kontrolna, druga skupina se 15. dana
tretirala pilokarpinom u dozi od 300 mg/kg, tre¢a skupina valproatom 15 dana (doza 300 mg/kg)
te im je 15. dana administriran pilokarpin (doza 300mg/kg). Posljednje dvije grupe tretirane su
naringeninom 15 dana (jedna dozom od 20 mg/kg, druga dozom od 40 mg/kg) te im je 15. dana
administriran pilokarpin (300 mg/kg). Nakon 15 dana, zivotinje su Zrtvovane, izoliran im je i
homogeniziran hipokampus. Mjereni su markeri oskidativnog stresa: lipidna peroksidacija
preko koncentracije MDA i aktivnost SOD, CAT i glutation reduktaze (GR). Skupina tretirana
kombinacijom valproata i pilokarpina nije dala statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu skupinu. Skupine tretirane naringeninom uvelike su smanjile oksidacijski stres
izazvan pilokarpinom, povecavajuci aktivnost SOD, CAT 1 GR 1 smanjujuéi koncentraciju
MDA znacajno u odnosu na skupinu tretiranu isklju¢ivo pilokarpinom.Kombinirani unos
valproata i naringenina dao je podvojene rezultate. Koncentracije dusika iz ureje u Krvi i
kreatinina su, iako ne znacajno, povisene u odnosu na kontrolnu skupinu. Koncentracija dusika
iz ureje u krvi sli¢na je onoj u skupini tretiranoj valproatom, dok je razina kreatinina ¢ak i nesto
viSa od iste. Razina bilirubina je sli¢na kao i kod kontrolne skupine i, premda ne zna¢ajno, niza
od skupine tretirane valproatom. Aktivnost alkalne fosfataze se ne razlikuje uvelike od skupine
tretirane valproatom i kontrolne skupine. Lipidna peroksidacija se znacajno povecala u odnosu
na kontrolnu skupinu, te jo§ viSe u odnosu na skupinu tretiranu valproatom. Aktivnost
superoksid dismutaze je takoder poveéana u odnosu na skupinu sa valproatom, dok je aktivnost

katalaze smanjena. Za bolje razumijevanje ovakvih rezultata u antioksidacijskom sustavu
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trebala bi se napraviti analiza aktivnosti prooksidativnih enzima kao $to je ksantin oksidaza. Pri
analizi rezultata treba uzeti u obzir dugotrajnu pohranu bubreznog tkiva u zamrzivacu i uzeti to
u obzir pri mjerenju aktivnosti enzima i markera ostecenja. Takoder je moguce da sinergisticka
primjena valproata i naringenina zapravo djeluje prooksidativno na bubreg, te potice oStecenja,
pri ¢emu bi se trebao razmotriti smanjen unos agruma i hrane bogate naringeninom kod

pacijenata koji se lijeCe valproatom.
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6. Zakljucci

U pokusnim skupinama tretiranima isklju¢ivo valproatom pokazano je da valproat
ometa normalnu homeostazu bubrega i bubrezne funkcije, poveéavajuc¢i koncentracije dusika,

kreatinina i bilirubina $to ukazuje na o$tecenje bubreznih tubula.

Lipidna peroksidacija te aktivnost superoksid dismutaze, glavni markeri oksidativnog
oStecenja, smanjeni su kod tretmana valproatom §to se moze objasniti visokom aktivnosc¢u
katalaze koja uklanja vodikov peroksid. Visoka aktivnost katalaze takoder ozna¢ava porast

oksidacijskog stresa ( izazvanog vodikovim peroksidom) unutar bubreznog tkiva.

Tretman isklju¢ivo naringeninom dao je rezultate suprotne ocekivanom, povecavajuci

oksidacijski stres.

Tretman kombinacijom naringenina i valproata dao je neocekivane rezultate te nije
posebno utjecao na smanjivanje oksidativnog stresa. Serumske koncentracije metabolita nisu

bitno promijenjene u odnosu na tretman valporatom (osim kalija).

Za postizanje boljih rezultata u idu¢im eksperimentima ovi se parametri trebaju ispitivati
u skupinama koje primaju razlic¢ite doze valproata. Uz mjerenje ovih parametara trebala bi se

dodatno mjeriti aktivnost prooksidativnih enzima, primjerice ksantin oksidaze.

Treba uzeti u obzir oralno apliciranje naringenina. Oralnim apliciranjem naringenina

apsorbira se tek oko 15 % te se trebaju razmotriti druge metode apliciranja.
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