Vanja Radisi¢

Sinergisticki uticaj
valproinske kiseline 1
glicina na sadrZaj
gama-aminobuterne
kiseline u mozgu
laboratorijskog pacova
(Wistar rat)

Ispitan je sinergisticki uticaj valproinske kise-
line (VPA) i glicina na koncentraciju gama-ami-
nobuterne kiseline (GABA) u mozgu laboratorij-
skog pacova (Wistar rat). U eksperimentu je 9
Zivotinja podeljeno u tri grupe od kojih je jedna
bila kontrolna. Koncentracije GABA-e u mozgu
pacova tretiranih VPA-om i glicinom uporedena
je sa koncentracijom GABA-e u mozgu pacova
tretiranih samo VPA-om i netretiranih pacova.
Koncentracija GABA-e odredena je HPLC ana-
lizom homogenata mozgova. Dobijeni rezultati
su pokazali da je nakon tretmana doslo do po-
vecanja koncentracije GABA-e. Veci porast kon-
centracije ovog neurotransmitera primecen je
kod Zivotinja tretiranih VPA-om i glicinom nego
kod onih tretiranih samo VPA-om. Utvrdeno je
da je sadrZaj GABA-e u mozgu pacova tretiranih
VPA-om 10 puta veci nego kod netretiranih
pacova, a kod onih tretiranih obema supstan-
cama sadrZaj je povecan 17 puta.

Uvod

Valproinska kiselina (VPA), sinteti¢ka raz-
granata masna kiselina, je efikasnan i ¢esto upo-
trebljavan lek u tretmanu epilepsije i bipolarnog
poremecaja (Rogiers et al. 1995). Mehanizam
delovanja valproata zasniva se na poveéanju ko-
ncentracije inhibitornog neurotransmitera gama-
-aminobuterne kiseline (GABA-e) koje nastaje
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usled inhibicije GABA-transaminaze ovim jedi-
njenjem. Osim toga, valproinska kiselina blokira
voltazno zavisne kanale za natrijum i voltazno
zavisne kanale za kalcijum T tipa, §to je Cini
Cesto koriS¢enim antikonvulzivom. Danas su
komercijalno dostupne razlicite varijante valpro-
ata, od kojih je jedan i EFTIL, koji je koris¢en u
ovom istrazivanju. U EFTIL-u se uz valproinsku
kiselinu koristi i njena natrijumova so. Valpro-
inska kiselina se u tretmanima primanjuje kao
jedini lek ili uz dopunu drugim lekovima slicnih
svojstava.

Ranija istrazivanja su pokazala da sistemsko
tretiranje laboratorijskih Zivotinja amino kiseli-
nama koje imaju svojstva inhibitornih neurotran-
smitera (pre svega glicinom) izazivaju zna¢ajno
povecanje njihove koncentracije u mozgi (Toth i
Lajtha 1981). Glicin u dozama od 10 mmol/kg ili
veéim pokazao se kao dobar antikonvulziv (Cur-
tis et al. 1971). IstraZivanje koje su sproveli
Seiler i Sarhan 1984. godine pokazuje da glicin u
sinergiji sa inhibitorima GABA-transaminaze
izaziva znacajno povecanje u koli¢ini GABA-e u
mozgu Zivotinja.

Na osnovu toga Sto se valproinska kiselina
ponasa kao inhibitor GABA-transaminaze, a
glicin u sinergiji sa inhibitorima ovog enzima
izaziva povecanje sadrzaja GABA-e u mozgu,
pretpostavljeno je da ¢e valproinska kiselina uz
koju je kao dopunsko sredstvo koriSéen glicin,
izazvati znaCajnije povecanje sadrZaja ovog ne-
urotranskitera od samostalno koriSéene valpro-
inske kiseline.
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Materijal 1 metode

U istraZivanju je koriS¢en lek EFTIL (Zorka,
Sabac) koji u jednoj tableti sadrzi 333 mg valpro-
inske kiseline i 145 mg natrijum valproata i
glicin.

Formiranje grupa pacova i njihovo tretiranje

Za eksperiment je koriSéeno 9 muskih albino
pacova (Wistar rat) mase izmedu 2501 350 g.
Hrana i voda su davane ad limitum. Pacovi su po-
deljeni u tri grupe od po 3 jedinke. Prva grupa je
tretirana valproinskom kiselinom, druga valpro-
inskom kiselinom i glicinom, dok je treca grupa
bila kontrolna. Tretman Zivotinja trajao je tri
dana. Obe supstance su davane oralno, jednom
dnevno izmedu 21 i 22 h. Doza valproata je po-
vecavana u toku trajanja tretmana, pa je prvog
dana iznosila 150 mg/kg, drugog 300 mg/kg, a
treceg 600 mg/kg, preracunato na masu EFTIL-a.
Doza glicina se nije menjala i iznosila je 10
mmol/kg. Glicin i valproat su Zivotinjama davani
oralno, u vidu tableta, koje su pravljenje od spra-
Senih tableta EFTIL-a i glicina, pomeSanih sa
pomesanih sa komercijalnom kakao tablom,
kako bi bila dobijena konzistentna smesa. Kon-
trolna grupa pacova tretirana je komercijalnom
kakao tablom, bez lekova, oblikovanom na isti
nacin kao i za grupu koja je primala lek.

Zrtvovanje Zivotinja

Nakon trodnevnog tretmana, Zivotnje su Zr-
tvovane po grupama. Svaka Zivotinja je aneste-
zirana etrom i dekapitovana. Dekapitovanoj
Zivotinji disekovan je mozak koji je zatim homo-
genizovan u 2 mL 80% etanola. Dobijeni homo-
genati su centrifugirani 15 minuta na 13 500 G.
Nakon centrifugiranja, supernatant je dekan-
tovan i ¢uvan na -80°C do pocetka daljih analiza.

Odredivanje sadrzaja GABA-e u homogenatu
mozga

Sadrzaj GABA-e u homogenatu mozga odre-
den je HPLC analizom. Iz spektra dobijenih
hromatografijom, izvojeni su joni srednje mo-
larne mase 104 g/mol i uporedena njihova reten-
ciona vremena.
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Rezultati

U tabeli 1 prikazane su srednje retenciono
vreme i povrS$ina ispod pikova dobijenih HPLC
analizom homogenata mozgova. Na osnovu iste
vrednosti retencionog vremena jona mase
104 g/molu u razli¢itim uzorcima, pretpostav-
ljeno je da se radi o GABA-i. Najveca povrSina
ispod pika predstavlja najvecu koncetraciju ovog
neurotransmitera u uzorku. Najmanja koncen-
tracija GABA-e izmerena je u netretiranim
Zivotinjama, dok je najvecéa zabeleZena u Zivoti-
njama tretiranim i valproinskom kiselinom i
glicinom. Koncentracija GABA-e u mozgu
pacova se povecala 17 puta nakon tretmana glici-
nom i VPA-om, dok je nakon tretiranja samo
VPA-om povecanje bilo 10 puta.

Tabela 1. Retenciono vreme i povr§ina GABA
pikova iz uzoraka dobijenih HPLC-om

Uzorak Retenciono

vreme

Povrsina pika

23 000+1000
247 000+700
393 900+500

Kontrolna grupa 1.8+0.1
VPA 1.8+0.1
VPA-+glicin 1.8+0.1

Diskusija

Farmakologijom i mogué¢im mehanizmima
delovanja valproinske kiseline bavila su se mno-
ga istraZivanja radena tokom poslednje decenije
(Johannessen et al. 2000; Loscher 1999). Poka-
zalo se da ovaj lek ima razlicite efekte kako na
sintezu GABA-e, tako i na njene receptore. Broj-
ne studije su pokazale da VPA, ¢ak i u malim
dozama, veoma brzo dovodi do znac¢ajnog pove-
¢anja sadrZaja ovog neurotransmitera u nervnom
tkivu smanjujuci njegovu degradaciju inhibi-
ranjem GABA transaminazee (Loscher 1993;
Larsson et al. 2004) ili poveéavajudi njegovu
sintezu aktiviranjem dekarboksilaze glutaminske
kiseline (Loscher 1981; Wikinski ef al. 1996).
Rezultati dobijeni u ovom istraZivanju u skladu
su sa ranije dobijenim rezultatima, jer se poka-
zalo da je koncentracija GABA-e u mozgu paco-
va tretiranih VPA znatno veca od koncentracije
GABA-e u mozgu netretiranih Zivotinja.
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Mehanizam delovanja glicina kao inhibitor-
nog neurotransmitera zasniva se na njegovom
vezivanju za ligand zavisne jonske kanale za CI".
Vezujuci se za jonske kanale, glicin ¢ini mem-
branu permeabilnijom za jone hlora $to dovodi
do hiperpolarizacije i smanjuje mogucnost nas-
tanka akcinog potencijala. U skladu sa ranijm
istraZivanjima (Seiler i Sarhan 1984), nasi rezul-
tati takode pokazuju da sinergija glicinai VPA
izaziva znacajno povecanje GABA koncentraci-
je, ne samo u odnosu na koncentraciju GABA-e
u netretiranim Zivotinjama, ve¢ i u odnosu na
koncentraciju GABA-e u Zivotinjama tretiranim
samo VPA.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se za-
kljuciti da VPA u sinergiji sa glicinom izaziva
znacajnije povecanje koncentracije GABA-e u
mozgu pacova od samostalno koris¢ene VPA.
Mehanizam delovanja glicina na povecanje kon-
centracije GABA-e nije ispitan i mogao bi biti
predmet bududih istraZivanja.
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Vanja Radisic¢
Synergistic Effect of Glycine and

Valproic Acid on GABA Content in
Rat Brain (Wistar rat)

Synergistic influence of valproic acid (VPA)
and glycin on GABA content in rat brain was in-
vestigated. Nine albino rats (Wistar rat) were di-
vided into groups of three. The first group was
treated with VPA and glycin, the second only
with VPA, and the third was the control group.
GABA content was determined by HPLC analy-
sis of the rat brains’ homogenates. The results
showed that the treatment of animals caused in-
crease of GABA content in the brain. A higher
level of increase was noticed after the treatment
of animals with both VPA and glyicin than only
with VPA. After the treatment with VPA, GABA
content increased 10 times, and after the treat- __
ment with VPA and glycin itincreased 17 times. ./
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