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KRATICE

AP —amiloid B

ACh — acetilkolin

AChHE — acetilkolinesteraza
ATCh — acetiltiokolin

apoA-I — apoprotein A-I
apoA-II — apoprotein A-II
apoA-IV — apoprotein A-IV
apoA-V — apoprotein A-V
apoB-100 — apoprotein B-100
apoC-1 — apoprotein C-I
apoC-II — apoprotein C-II
apoC-III — apoprotein C-III
apoE — apoprotein E

BTCh — butiriltiokolin

CoQ10 — koenzim Q10

CRP — C reaktivni protein
CYP2C9 — citokrom P 450 2C9
CYP3A4 — citokrom P450 3A4
FDA —eng. Food and Drug Administration
FENO — fenofibrat

FPP — farnesil pirofosfat

GGPP — geranilgeranil pirofosfat
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GSSH - oksidirani glutation

HDL - lipoproteini velike gustoce
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HPLC — engl. High Performance Liquid Chromatography
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IDL - lipoproteini srednje gustoce

IL-1 — interleukin I

IL-6 — interleukin 6

IL-10 — interleukin 10

INF-y — interferon y

LDL — lipoproteini male gustoce
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PPAR — peroksisomnim proliferatorom aktivirani receptor
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ROSU - rosuvastatin

SIMV — simvastatin
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1 UvVOoD



1.1  Hiperlipidemije i antilipidni lijekovi

Hiperlipidemije ili  hiperlipoproteinemije predstavljaju stanje poremecenog
metabolizma lipida za koje je karakteristicno povecanje koncentracije kolesterola i/ili
trialcilglicerola. Biokemijski to¢an naziv triacilgliceroli je u nastavku teksta zamijenjen
nazivom trigliceridi, buduci da se potonji uvrijezio u klini¢koj praksi i svakodnevnom Zzivotu.
Kolesterol je u eukariota sastavni dio svake stanicne membrane i €ini osnovu hjezinog
fizikalnog integriteta, a sudjeluje 1 u sintezi steroidnih hormona i zu¢nih kiselina. U
organizmu osim egzogenog kolesterola, unesenog hranom, postoji i endogeni kolesterol kojeg
sintetizira svaka stanica u tijelu. Ipak, najvise endogenog kolesterola nastaje u stanicama jetre.
Trigliceridi su esteri glicerola i masnih kiselina. Za razliku od kolesterola, oni sluze
prvenstveno kao izvor energije. Slicno kolesterolu, i trigliceridi u organizmu dvojakog su
porijekla: egzogeni koji se unose u ovom obliku hranom, te endogeni koji se sintetiziraju u
jetrima nakon obroka bogatog ugljikohidratima (1,2).

S obzirom na ¢injenicu da su lipidi netopljivi u vodi, problem njihovog prijenosa u
vodenoj krvnoj plazmi rijeSen je spajanjem nepolarnih lipida (trigliceridi i esteri kolesterola) s
amfipatskim lipidima (fosfolipidima 1 kolesterolom) 1 proteinima (apoproteini,
apolipoproteini) u Cestice koje se nazivaju lipoproteini (2). Lipoproteini se s obzirom na svoju
gustocu pri ultracentrifugiranju (gustoca lipoproteina se smanjuje povec¢anjem udjela lipida u
odnosu na proteine) i elektroforetsku pokretljivost dijele na lipoproteine vrlo male gustoce
(engl. very low density lipoproteins, VLDL), lipoproteine srednje gustoce (engl. intermediate
density lipoproteins, IDL), lipoproteine male gustoce (engl. low density lipoproteins, LDL),
lipoproteine velike gustoce (engl. high density lipoproteins, HDL), te hilomikrone.
Apoproteini se dijele u Sest klasa (A, B, C, D, E, H), a neke od klasa u podklase. Na primjer
podklase apoproteina A su apoprotein A-I (apoA-I), apoprotein A-II (apoA-II), apoprotein A-
IV (apoA-1V), apoprotein A-V (apoA-V). Apoprotein B (apoB) ima dvije podklase, a
apoprotein C (apoC) 4 podklase. Pojedini lipoproteini mogu imati jedan ili viSe razli¢itih
apoproteina. Tako na primjer, LDL lipoprotein uglavnom sadrzi apoB-100, dok HDL
lipoprotein osim najvisSe zastupljenog apoA-I sadrzi i apoA-II, apoC-I, apoC-II, apoC-III i
apoE. Glavne funkcije apoproteina su osiguravanje strukturne stabilnosti molekula
lipoproteina 1 vezanje lipoproteina za specifi¢ne receptore na povrsini stanica §to omogucuje
njihov ulazak u stanicu i razgradnju. Takoder apoproteini sluze i kao kofaktori u enzimatskim

procesima koji reguliraju metabolizam lipoproteina (3).



Postoje lipoproteini koji prenose lipide iz hrane, kao i oni koji prenose endogene lipide.
Lipide iz hrane (trigliceridi i kolesterol) prenose hilomikroni. Endogene lipide kao §to su
trigliceridi, u ljudskoj plazmi prenose VLDL 1 IDL cestice. Osim triglicerida, VLDL
lipoproteini sadrzavaju estere kolesterola i fosfolipide. VLDL cestice krvlju stizu do kapilara
u kojima se trigliceridi iz njihovog sastava hidroliziraju djelovanjem lipoprotein-lipaze.
Ostatne cCestice VLDL se nakon hidrolize triglicerida nazivaju IDL cesticama. IDL
lipoproteini u svojem sastavu sadrze uglavnom estere kolesterola i ostatke endogenog
triglicerida. Jedan dio preostalih VLDL 1 IDL ¢estica se nakon vezanja za povrSinu hepatocita
1 ulaska u jetru metabolizira, dok se drugi dio IDL cestica djelovanjem lipoprotein i jetrene
lipaze pretvara u LDL. U plazmi ¢ovjeka, LDL cestice su glavni prijenosnici kolesterola i
estera kolesterola 1 omogucuju njihov unos u razli¢ita tkiva. LDL-kolesterol strukturno
promijenjen (oksidiran, glikoziran, alkiliran, agregiran, elektronegativno nabijen) ima klju¢nu
ulogu u nastanku plakova u intimi arterija i progresiji ateroskleroze (4,5). HDL cestice sastoje
se od lipida podrijetlom iz VLDL-a i hilomikrona koji se oslobadaju tijekom lipolize. HDL
Cestice imaju vaznu ulogu u reverzibilnom transportu kolesterola, tj. uklanjaju viSak
kolesterola iz perifernih tkiva i dopremaju ga u jetru gdje se metabolizira. U stvari HDL
Cestice odrzavaju kolesterolsku homeostazu stanica (6-8). U jetrene stanice i u neka periferna
tkiva lipoproteini ulaze pomocu specificnih membranskih receptora, LDL-receptora, koji
»prepoznaju“ apoB 1 apoE. Endocitoza posredovana LDL-receptorima najvazniji je nacin
uklanjanja lipoproteina 1 kolesterola, dok je za mehanizam eliminacije masnih kiselina iz
cirkulacije odgovorna lipoprotein-lipaza.

Hiperlipidemije ili hiperlipoproteinemije nastaju kao posljedica ubrzane sinteze ili
usporene razgradnje lipoproteinskih ¢estica. Hiperlipoproteinemije se obzirom na vrstu lipida
1 lipoproteina Cija je koncentracija u plazmi dominantno poviSena prema Fredricksonu, dijele

u pet tipova (Tablica 1.1).



Tablica 1.1 Podjela hiperlipoproteinemija prema Fredricksonu

Tip hiperlipoproteinemije T Lipoproteini T Lipidi
I Hilomikroni trigliceridi
I1a LDL kolesterol
IIb LDL + VLDL kolesterol + trigliceridi
11} IDL trigliceridi + kolesterol
v VLDL trigliceridi
\% VLDL + hilomikroni trigliceridi + kolesterol

Uvrijezeno je misljenje da su za razvoj kardiovaskularnih bolesti odgovorne ne samo
poviSene plazmatske koncentracije LDL kolesterola 1 triglicerida nego 1 snizene plazmatske
vrijednosti HDL kolesterola (8—10). Kako se hiperlipidemija smatra jednim od najvaznijih
¢imbenika rizika za razvoj i progresiju kardiovaskularnih bolesti, a koje su uzrok smrtnosti
broj jedan u svijetu, antilipidni lijekovi su danas nezaobilazni u primarnoj i sekundarnoj
prevenciji kardiovaskularnih bolesti (11). Stoga 1 ne ¢udi Cinjenica da su antilipidni lijekovi
pri samom vrhu najpropisivanijih lijekova u svijetu. U antilipidne lijekove ubrajaju se
inhibitori 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktaze, poznatiji pod
nazivom statini, zatim derivati fibri¢ne kiseline (fibrati), inhibitori crijevne apsorpcije sterola,
sekvestranti zucnih kiselina i nikotinska kiselina. Svi oni se medusobno razlikuju po
mehanizmu djelovanja, terapijskoj namjeni i ucestalosti primjene. Kod vecine bolesnika s
hiperlipidemijom od antilipidnih lijekova najcesce se koriste statini i fibrati. Statini se koriste
za lijecenje bolesnika kod kojih je dominantno poviSena koncentracija kolesterola, a fibrati
kod bolesnika s dominantno povisenim koncentracijama trigliceridia. Obje skupine lijekova

osim antilipidnih u¢inaka ispoljavaju i ne lipidne ili pleoiotropne ucinke.

1.2 Antilipidni u€inci statina i fibrata i njihove farmakokineticke znacajke

1.2.1 Statini

Statini reverzibilno inhibiraju HMG-CoA reduktazu, enzim kljuan za endogenu
sintezu kolesterola. Inhibicijom HMG-CoA reduktaze unutar mevalonatnog lanca statini
spreCavaju sintezu mevalonske kiseline, limitiraju¢e reakcije u biosintezi kolesterola i prete¢u

ne samo endogenog kolesterola nego i izoprenoida, kao Sto su vitamin K, koenzim Q10 te



steroidni hormoni (12). Sinteza mevalonata, te mjesto djelovanja statina prikazano je na slici
1.1. Statini smanjujuéi endogenu sintezu kolesterola u jetrima posredno uzrokuju povecanje
ekspresije LDL-receptora u stanicama razlic¢itih tkiva, rezultat ¢ega je smanjenje koncentracije
ukupnog i LDL kolesterola u plazmi (5,12). Navedeno smanjenje koncentracije LDL
kolesterola u plazmi glavni je ucinak svih statina, a raspon snizenja koncentracije kolesterola
u odnosu na one prije terapije krece se izmedu 20-60% (13). Meta analize mnogih studija
ucinaka statina pokazale su da se o dozi ovisnom snizenju serumskih vrijednosti LDL
kolesterola smanjuje i relativni rizik kardiovaskularnih bolesti. Smanjenjem serumskog LDL
kolesterola za 1,0 mmol/L mortalitet od kardiovaskularnih bolesti smanjuje se za 20-25%
(14). Osim $to znacajno smanjuju koncentraciju LDL kolesterola statini razli¢ito u¢inkovito
smanjuju koncentraciju triglicerida (10-30%), kao 1 glavnog prijenosnika triglicerida u plazmi
VLDL-a te povecavaju koncentraciju HDL kolesterola (5-15%) u plazmi (13,15,16).
Navedeni pozitivni ucinci statina variraju i ovise o vrsti 1 dozi pojedinog statina te o njihovim
pojedinacnim farmakokinetickim svojstvima (17). Vecina statina umjereno povecava
koncentraciju HDL kolesterola u plazmi dok simvastatin i rosuvastatin isti znacajno
povecavaju (13).
o

1l
CH;—CuS—CoA

2 acetil-CoA

[ tiolaza l
CoA—SH
(8}

CH,
Joe
€ — CH,—C " S — CoA

(lj‘ acetoacetil-CoA

.
H.O CH;—C"vS—CoA
HMG-CoA-sintaza | ks
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Slika 1.1 Biosinteza mevalonata i mjesto djelovanja statina

*Preuzeto iz: Murray RK, Bender DA, Botham K, Kennelly P, Rodwell V, Weil P. prijevod 28.
izdanja Harperova ilustrirana biokemija. Medicinska naklada, Zagreb. Slika 26-1. i slika 26-
3. 8tr.225.



Budu¢i da se metabolizam lipoproteina razlikuje izmedu ljudi i1 Stakora, ucinak
hipolipemicnih lijekova na masti i lipoproteine u ljudi i Stakora nije isti. Za razliku od ljudi,
Stakori vec¢inu endogenog kolesterola i trigliceride u plazmi prenose putem HDL-a, a
prekomjerna koncentracija kolesterola rezultira pove¢anom proizvodnjom VLDL-a (18,19).
Takoder je dokazano da iako znacajno inhibiraju mevalonatni put, statini u glodavaca ne
snizavaju koncentraciju plazmatskog kolesterola nego triglicerida (20). Isti istrazivaci su u
svojim istrazivanjima dokazali da se kod Stakora smanjenje koncentracije triglicerida
uzrokovanog lovastatinom moZze ukinuti dodavanjem kolesterola, mevalonata ili bilo kojeg
drugog produkta iz reakcije sinteze kolesterola, te da je ucinak lovastatina na trigliceride
ovisan o stupnju inhibicije HMG-CoA-reduktaze (20). U pretklinickim ispitivanjima je
dokazano da se Stakori ipak mogu koristiti za procjenu uc¢inaka statina buduci da kod njih
snizenje koncentracije triglicerida korelira sa snizenjem koncentracije kolesterola kod drugih
zivotinjskih modela (zamorac ili kuni¢) kod kojih je kao i u ljudi LDL glavni prijenosnik
kolesterola (21,22). Takoder, Stakori predstavljaju dobar model i za istrazivanje o kolesterolu
neovisnih ucinaka (23).

Statini po podrijetlu mogu biti prirodni 1 sintetski. Kompaktin (mevastatin) dobiven
fermentacijom gljive Penicillium citrinum zbog animalne toksi¢nosti nije klinicki ispitan,
lovastatin je nastao fermentacijom iz gljivice Aspergillus terreus, a kemijskom modifikacijom
kompaktina i lovastatina dobiveni su simvastatin i pravastatin (24). Sintetskim postupcima
dobiveni su atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin, pitavastatin te cerivastatin. Prema
topljivosti statini se dijele na lipofilne, topljive u mastima (atorvastatin, lovastatin,
simvastatin, fluvastatin, pitavastatin, cerivastatin) i hidrofilne, topljive u vodi (pravastatin,
rosuvastatin). Lovastatin i simvastatin su laktonski predlijekovi koji se u probavnom traktu
hidroliziraju do aktivnih derivata, pravastatin ima otvoren aktivni prsten, dok su atorvastatin,
fluvastatin i rosuvastatin aktivni u postoje¢em obliku (25).

Vecina statina posjeduje hepatoselektivni ucéinak na inhibiciju endogene sinteze
kolesterola. Zbog znacajnog ucinka prvog prolaska kroz jetra, u¢inak statina najvazniji je u
jetrima. Na terapijsku ucinkovitost statina najmanje utjece njihova bioraspolozivost (25). Do
nedavno je smatrano da je za ulazak lipofilnh statina u hepatocite 1 prolaz kroz membrane
ostalih stanica pa tako i kroz krvno mozdanu barijeru dovoljna samo pasivna difuzija, dok
hidrofilni statini koji su hepatoselektivniji za prolaz kroz stanicne membrane koriste aktivni
transport (25). Danas je medutim dokazano da se i lipofilni statini uglavnom distribuiraju u
jetru aktivnim transportom preko organskog anionskog transportnog polipeptida (OATP) 1B1,

smjeStenog na bazolateralnoj strani hepatocita, koji je odgovoran za hepaticki unos statina, ali
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1 za eliminaciju mnogih statina iz krvi (26). Efluksni transporteri kao §to su MDR1 (engl.
multidrug resistance associated protein) ili BSEP (engl. bile acid export pump) sudjeluju u
zavrSnom koraku izbacivanja statina u zuc (27).

Vecina statina se iz crijeva apsorbira relativno brzo, a vrSne koncentracije postizu se
za manje od 4 sata. Nakon oralne primjene apsorpcija varira za pojedine predstavnike skupine
i iznosi 30-80%. Iznimke su cerivastatin i fluvastatin koji se iz crijeva apsorbiraju gotovo
100% (25). Unatoc¢ varijabilnoj apsorpciji, ve¢ina njih se iz crijeva apsorbira relativno brzo 1
postizu vr$nu koncentraciju u plazmi unutar 4 sata. Osim pravastatina, statini se u velikoj
mjeri vezu za proteine plazme pa je stoga sistemska izloZenost farmakoloski aktivnom obliku
malena. Statini su opcenito podlozni znacajnom metabolizmu prvog prolaska kroz jetru
(presistemska eliminacija putem enzimskog sustava citokroma P450) zbog Cega imaju slabu
sistemsku bioraspolozivost (5—20%). Iznimka su pitavastatin 1 cerivastatin kod kojih je
sistemska bioraspolozivost veca (80% 1 60%). Stimulacija ili inhibicija sustava citokroma
P450 hranom ili drugim lijjekovima moZe znafajno utjecati na plazmatsku koncentraciju
statina, a time i na njihov uc¢inak. Poluvijek eliminacije ishodnih spojeva je raspona 1-4 sata.
Iznimke su atorvastatin i rosuvastatin s vrijednostima poluvijeka eliminacije od 20 sati. Duzi
poluvijek atorvastatina i rosuvastatina moze pridonijeti njihovoj snaznijoj antilipidnoj
aktivnosti. Ostali statini imaju kratak poluvijek eliminacije od oko 3 sata ili krace (25). Svi
statini se metaboliziraju u jetrima, a visSe od 70% metabolita statina eliminira se stolicom.
Iznimke su pravastatin i1 rosuvastatin. Nakon oralne primjene priblizno 20% radioaktivnog
pravastatina se izlu¢i bubregom, a oko 70% stolicom. Dok je nakon intravenske primjene
radioaktivnog pravastatina u zdravih dobrovoljaca, bubrezna ekskrecija iznosila 47% od
ukupnog sistemskog klirensa, ne-renalno izlu¢ivanje iznosilo je 53% (putem zuéi i
biotransformacijom u jetrima). U eksperimentalnom dijelu ove disertacije koriSteni su

simvastatin i rosuvastatin. Njihova farmakokinetika je detaljno prikazana u odlomku 1.2.1.1.



1.2.1.1 Farmakokinetika simvastatina i rosuvastatina

Simvastatin je predstavnik prirodno dobivenih i lipofilnih statina, dok je rosuvastatin
predstavnik sintetski dobivenih i hidrofilnih statina. Oba lijeka se odlikuju snaznom
terapijskom ucinkovitoscu, §to je ranije i spomenuto. Struktura simvastatina i rosuvastatina

prikazana je na slici 1.2.

Slika 1.2 a) struktura simvastatina; b) struktura rosuvastatina

*Preuzeto iz Wikipedia: the free encyclopedia [Internet]. St. Petersburg (FL): Wikimedia
Foundation, Inc. 2001

a)Simvastatin[azurirano31.05.2015; pristupljeno02.07.2019.]Dostupno

na:https.//hr.wikipedia.org/wiki/Simvastatin.

b)Rosuvastatinfazurirano21.06.2019;pristupljeno02.07.2019.Dostupn

na:https://en.wikipedia.org/wiki/Rosuvastatin

Simvastatin (SIMV) je neaktivni laktonski predlijek koji se u probavnom sustavu i
jetrima hidrolizira u odgovarajuc¢u beta-hidroksi kiselinu koja je potentan inhibitor HMG-CoA
reduktaze. Vaznu ulogu u aktivaciji ovog predlijeka ima izoenzim citokrom P450 3A4
(CYP3A4) na kojem se odvija metabolizam laktonskog prstena. Simvastatin se prevodi u
aktivni oblik 1 enzimskom hidrolizom nespecificnim karboksiesterazama (paraoksonaza) u
crijevnoj stanici.

Kod ljudi SIMV se dobro apsorbira iz crijeva i podlozan je snaznom utjecaju prvog
prolaska kroz jetru. Bioraspolozivost aktivnog metabolita, tj. beta-hidroksi kiseline u krvotoku
je manja od 5% od primijenjene doze. Vr$ne koncentracije aktivnog metabolita u plazmi
postizu se 1-2 sata nakon primjene predlijeka. Za proteine plazme vezano je vise od 95%

SIMYV 1 beta-hidroksi kiseline. SIMV prolazi kroz krvno mozdanu barijeru (28,29).



Nakon oralne primjene radioaktivnhog SIMV kod ljudi, tijekom 96 sati izlu¢i se oko 13%
radioaktivnosti urinom i oko 60% fecesom. Doza radioaktivnosti izlu¢ena stolicom odgovara
koliCini lijeka, odnosno njegovih metabolita izlucenih putem zuci i koliini lijeka koja se nije
apsorbirala iz probavnog sustava. Poluvijek eliminacije beta-hidroksi kiseline u plazmi nakon
intravenske primjene prosjecno iznosi 1,9 sati. Preporucena dnevna doza SIMV kod ljudi je u
rasponu od 5 do 40 mg, dok je primjena maksimalne dnevne doze od 80 mg ogranic¢ena.
Rosuvastatin (ROSU) u svojoj strukturi sadrzi fluor i aktivan je u izvornom obliku
(Slika 1.2. b). Nakon oralne primjene vr$ne koncentracije u plazmi postizu se za priblizno 5
sati, dok apsolutna bioraspolozivost iznosi priblizno 20%. ROSU je sintetski hepatoselektivan
lijek, Sto zna¢i da biva brzo preuzet od strane jetre. Priblizno 90% ROSU vezuje se za
bjelancevine plazme, uglavnom za albumin. ROSU se ograni¢eno metabolizira (priblizno
10%). In vitro je na humanim hepatocitima dokazano da je ROSU slab supstrat za
metabolizam preko CYP3A4. Glavni izoenzim koji je ukljuen u metabolizam ROSU je
citokrom P450 2C9 (CYP2C9). Glavni ucinci na inhibiciju HMG-CoA reduktaze su povezani
s originalnom molekulom. ROSU slabo prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru (28,29).
Priblizno 90% ROSU izlu¢i se nepromijenjeno fecesom (€ine ga apsorbirana i neapsorbirana
djelatna tvar), a ostatak se izlu¢i urinom (oko 5% u nepromijenjenom obliku). Poluvijek
eliminacije u plazmi iznosi oko 19 sati. Prosje¢na dnevna doza ROSU =za lijeCenje
hiperlipidemija je u rasponu 5 mg do 40 mg. Osnovne farmakokineticke znacajke SIMV i

ROSU su prikazane u tablici 1.2 (25,30).



Tablica 1.2 Farmakokineticka svojstva rosuvastatina i simvastatina nakon oralne

primjene

Statin
Parametar

Rosuvastatin Simvastain
Apsorpcija (%) 50 70-85
Tmax (h)? 3 1,3-2,4
Bioraspolozivost (%) 20 5
Vezanje za proteine plazme (%) 88-90 90-96,5
Aktivni metaboliti Malo Da
t12 (h)® 19-20,8 1,9-5,6
Metabolizam u jetrima CYP450 Minimalan, CYP2C9 Izrazit CYP3 A4
Prolazak krvno-mozdane barijere Ne Da
Eliminacija bubregom (%) 10 13
Eliminacija stolicom (%) 90 58

2 Tmax (h) — vrijeme potrebno za vrinu koncentraciju u plazmi; ® 712 (h) — poluvijek eliminacije

1.2.2 Fibrati

Fibrati su derivati fibri¢ne kiseline u koje se ubrajaju klofibrat, gemfibrozil, fenofibrat
(Slika 1.3), ciprofibrat, bezafibrat i pemafibrat. Osim klofibrata koji je povucen s trzista zbog
nuspojava, fibrati se koriste u sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti za lijecenje
dislipidemija prvenstveno hipertrigliceridemije 1 hipoalfalipoproteinemije (nizak HDL)
(11,31,32). Primjenjuju se i u kombinaciji sa statinima, osobito fenofibrat, kada su unatoc
terapiji statinima vrijednosti triglicerida poviSene, a vrijednosti HDL-a smanjene (33).

Mehanizam djelovanja fibrata je slozen i jo§ uvijek nedovoljno razjas$njen. Njihova
osnovna znacajka je da ne inhibiraju sintezu kolesterola. Djeluju kao ligandi za nuklearne
receptore za aktivator proliferacije peroksisoma a (engl. peroxisome proliferator-activated
receptor alpha, PPAR-a), tj. aktivacija tih receptora inducira proliferaciju peroksisoma u
stanici. Na taj nacin aktivirani PPARa receptori reguliraju ekspresiju niza gena koji imaju
vaznu ulogu u metabolizmu lipida 1 glukoze, transportu masnih kiselina i sintezi apoproteina.
Aktivacijom PPARa, fibrati znac¢ajno snizuju razinu triglicerida u krvi tako §to s jedne strane
stimuliraju aktivnost lipoprotein lipaze i pospjeSuju lipolizu u hilomikronima i VLDL
Cesticama, dok s druge strane smanjuju sintezu apoC-III sastavnog dijela VLDL cestica

(34,35). Takoder, preko aktivacije PPARa 1 transkripcijske indukcije sinteze glavnih
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apolipoproteina HDL cestica, apoA-I i apoA-II fibrati povecavaju razinu HDL-a (34).
Antilipidnom ucinku fibrata doprinosi i pove¢an unos masnih kiselina u stanice te njihov
katabolizam [ oksidacijom S§to skupa sa smanjenom proizvodnjom triglicerida rezultira
smanjenom sintezom VLDL-a u jetrima (34).

Fibrati se opcenito dobro apsorbiraju iz probavnog sustava, te pokazuju visoki stupanj
vezanja za albumine u plazmi. U jetrima se metaboliziraju putem CYP3A4, zbog Cega su
Ceste interakcije s drugim lijekovima. Klini¢ki najvaznije Ceste interakcije su sa statinima,
varfarinom 1 oralnim hipoglikemicima. Izluc¢ivanje bubrezima je glavni put eliminacije
metabolita u obliku estera glukuronida fenofibrinske kiseline i njezinog reduciranog derivata

(36). Fibrati prolaze krvno-mozdanu barijeru (37).

1.2.2.1 Farmakokinetika fenofibrata

U eksperimentalnom dijelu ove disertacije iz skupine fibrata koriSten je fenofibrat

(FENO) ¢ija je struktura prikazana na slici 1.3.

0
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Slika 1.3 Struktura fenofibrata
*Preuzeto iz Wikipedia:the free encyclopedia [Internet]. St. Petersburg (FL): Wikimedia
Foundation, Inc.2001Fibrate; [azurirano 03.05.2019; pristupljeno 02.07.2019.].

Dostupno na: https.//en.wikipedia.org/wiki/Fibrate.

Nakon peroralne primjene, svi fibrati, pa tako i fenofibrat se brzo apsorbiraju iz probavnog
sustava (>90%) ukoliko se primijene uz obrok. Manja ucinkovitost lijeka je ukoliko se
primijene na prazan Zeludac. U plazmi se ne moZe nac¢i nepromijenjeni fenofibrat, dok je
glavni metabolit fenofibri¢na kiselina. Fenofibri¢na kiselina se snazno veze za albumine u
plazmi (vise od 99%). Vrsne koncentracije fenofibri¢ne kiseline u plazmi nastupaju unutar 4-5
sati. Lijek se najve¢im dijelom eliminira mokra¢om u obliku fenofibroi¢ne kiseline i njezinog

glukuronidnog konjugata. Znacajno je jo§ dodati da sam FENO ne reagira s glutationom.
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Medutim, nakon prve faze metabolizma zbog u strukturi fenofibrata postojanja keto grupe i
esterske grupe i reakcija redukcije i hidrolize, nastaju metaboliti koji konjugiraju s
glutationom (Slika 1.3). Nakon primjene radioaktivno obiljeZenog fenofibrata, priblizno 60%
od doze izluCuje se mokracom, a oko 25% stolicom. Njegova farmakokineticka svojstva
prikazana su u nastavku (Tablica 1.3). Ovisno o farmaceutskoj formulaciji fenofibrata
(mikroniziran, tablete, kapsule) preporucena dnevna doza za lijeenje hiperlipidemija krece se

u rasponu od 90 mg do 267 mg.

Tablica 1.3. Farmakokineticka svojstva fenofibrata

Parametar Fenofibrat

Apsorpcija (%) 60-90, veca uz hranu

Tmax (h)? 4-6

BioraspoloZzivost dobra

Vezanje za proteine plazme (%) 99

Aktivni metaboliti Da, fibri¢na kiselina

t12 (h)® 20

Metabolizam CYP450 Ne, umjereno inhibira 2C9
Eliminacija bubregom (%) 60

Eliminacija stolicom (%) 25

® Tmax (h) — vrijeme potrebno za vrinu koncentraciju u plazmi; ® Ti2 (h) — poluvijek

eliminacije.

1.3 Ne lipidni (pleiotropni) i ostali ucinci statina 1 fibrata

1.3.1 Ne lipidni (pleiotropni) ucinci

Osim djelovanja na lipide i lipoproteine, statini i fibrati su unazad 20-tak godina
predmetom brojnih istraZzivanja zbog neosporivih dokaza da imaju i dodatne, ne lipidne
ucinke, koji ve¢inom nisu posljedica njihovog djelovanja na metabolizam lipida. Ne lipidni
(engl. non-lipid effect) ili pleiotropni ucinci (gré. pleio = mnogo i tropein = utjecaj) statina i
fibrata mogu biti pozitivni i korisni, ali ima i onih koji mogu djelovati na organizam S§tetno.
Od vrlo korisnih, pleiotropnih, ucinaka statina i fibrata zamijecenih u pretklinickim i
klinickim  ispitivanjima  najceS¢e se  spominju  kardioprotektivni,  protuupalni,
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imunomodulacijski, neuroprotektivni i1 antioksidacijski (38—42). Potrebno je odmah naglasiti
da se veéina navedenih pozitivnih uc¢inaka, bilo statina bilo fibrata, ne moze ostro odijeliti, t;.
oni se medusobno ispreplicu zbog sli¢nosti na molekularnom nivou upalnog 1 oksidacijskog

procesa.

1.3.1.1 Statini

Poznata je Cinjenica da je u klinickim ispitivanjima dokazan pozitivan ucinak statina
na smanjenje kardiovaskularnog morbiditeta i1 mortaliteta (43—45). U podlozi svih
kardiovaskularnih bolesti najées¢e se spominje ateroskleroza. Ateroskleroza je kroni¢na
upalna reakcija, kojoj prethodi oStecenje endotela arterije u kombinaciji s oksidacijskim
stresom, nakupljanje kolesterola, povecana sklonost koagulaciji krvi i fibroproliferativni
proces. Smatra se da je pozitivna znacajna uloga statina u kardiovaskularnim bolestima
posljedica njihovog protuupalnog i antiaterogenog, a ne antilipidnog ucinka, buduéi da su
rezultati nekoliko ispitivanja pokazali da statini smanjuju rizik od razvoja kardiovaskularnih
bolesti ¢ak i1 u odsutnosti znacajnog pada koncentracije kolesterola (46,47). Korisni ucinci
statina ukljuuju poboljSanje funkcije endotela krvnih zila i protoka krvi, smanjenje
oksidiranog LDL kolesterola, inhibiciju proliferacije glatkih misi¢a krvnih zila i agregaciju
trombocita, kao 1 smanjenje upalne reakcije u krvnim zilama (46,48). Takoder interferiraju sa
stvaranjem 1 progresijom aterosklerotskog plaka na nacin da moduliraju ekspresiju
metaloproteinaze u makrofagima. Dokaz protuupalnog ucinka statina moze se ilustrirati
njihovim djelovanjem na disfunkciju endotela i C reaktivni protein (CRP), kojeg stimuliraju
upalni citokini interleukin 1 (IL-1) i interleukin 6 (IL-6) (49). Takoder inhibiraju adheziju
endotela, tra-trans-endotelnu migraciju leukocita na mjesto upale i ekspresiju gena adhezijske
molekule (ICAM-1). Statini inhibiraju proliferaciju glatkih miSi¢a krvnih Zila i moduliraju
aktivaciju gena odgovornih za upalni odgovor preko IL-1PB, IL-6 i tumor nekrotizirajuéeg
faktora o (TNF-a).

U reumatoidnom artritisu, sinovijalne membrane zglobova su bogati izvor proupalnih
citokina, poput TNF-a, IL-1 ili IL-6, koji nakon oslobadanja u cirkulaciju izazivaju upalni
proces. Nagashima i suradnici (2006) su in vitro na sinovijalnim stanicama izoliranima iz
zglobova bolesnika s reumatoidnim artritisom i osteoartritisom ispitali uéinak lipofilnog
fluvastatina i hidrofilnog pravastatina (50). Dokazani protuupalni uc¢inak statina posljedica je

njihovog potentnog djelovanja usmjerenog na inhibiciju indukcije nekoliko proupalnih
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citokina uklju¢ivo TNF-a, IL-1f, IL-6, te smanjenje koncentracije CRP-a kao predstavnika
sistemskog upalnog procesa.

Statini se cCesto spominju kao lijekovi za koje se pretpostavlja da djeluju
neuroprotektivno i terapijski na razli¢ite poremecéaje sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) poput
multiple skleroze, mozdanog udara, Parkinsonove i Alzheimerove bolesti (40,51-54).
Multipla skleroza jedna je od prvih autoimunih modela na kojem je dokazan protuupalni
ucinak statina. Brojna su neklinicka ispitivanja u kojima je ispitan utjecaj statina na razvoj
multiple skleroze (55-57). Standardni animalni model za multiplu sklerozu je eksperimentalni
autoimuni encefalomijelitis u misa. Lovastatin, koriSten na takvom modelu, inducirao je
diferencijaciju limfocita Tou T1, smanjio stvaranje proupalnih citokina (IFN-y, TNF-a, IL-1,
IL-6 1 inducibilnu NO sintazu), a inducirao protuupalni citokin IL-10 (58). Na temelju ovih
rezultata, zakljucak Natha 1 sur. je bio da lovastatin inhibira aktivni i pasivni eksperimentalni
autoimuni encefalomijelitis na nafin da modulira odgovore T stanica kao antigen-
prezentiraju¢e stanice. Prema rezultatima nekoliko klini¢kih ispitivanja provedenih kod
bolesnika s multiplom sklerozom, atorvastatin se pokazao sigurnim lijekom, te u mozgu
izazvao redukciju volumena lezija. Kod bolesnika s istom bolesti dokazane su i povecane
vrijednosti protuupalnog IL-10 (59). Medutim, opéi je stav da rezultati pretklinickih i
klini¢kih ispitivanja nisu jednozna¢no pozitivni, te da uglavnom ovise o tipu koriStenog
statina, modelu bolesti i klini¢koj situaciji (59).

Nove spoznaje o etiologiji Parkinsonove bolesti ukazuju da oksidacijski stres i1 upala
ziv€anog tkiva imaju klju¢nu ulogu u patofiziologiji ove bolesti. Na temelju rezultata
eksperimentalnih istrazivanja na modelu Parkinsonove bolesti izazvane u Wistar Stakora
primjenom neurotoksina 6-hidroksidopamina zamijeéeno je da su upala zivéanog tkiva i
infiltracija upalnim stanicama u srediSnjem Ziv€anom sustavu inhibirani atorvastatinom i
simvastatinom (60). Naime, 6-hidroksidopamin primijenjen u corpus striatum znacajno
oStecuje lokomotornu aktivnost, antioksidativnu obranu i aktivnost mitohondrijskih enzima, te
povecava koncentracije upalnih citokina (TNF-a i IL-6). Prema Kumaru i suradnicima oba
statina imaju odredeni neuroprotektivni potencijal.

Jedno opservacijsko ispitivanje je pokazalo da je prevalencija od razvoja moguce
Alzheimerove bolesti u osoba na terapiji statinima za 60-73% manja u usporedbi s oplom
populacijom ili u usporedbi s bolesnicima koji uzimaju uobicajenu terapiju za lijecenje
hipertenzije ili kardiovaskularne bolesti (61). Na temelju takvih rezultata provedeno je
nekoliko klinickih ispitivanja u kojima je ispitana terapijska korist od lije¢enja statinima kod

osoba ve¢ oboljelih od Alzheimerove bolesti. Medutim, prema rezultatima tih ispitivanja,
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terapijska korist nije bila znacajna (62). Ponovnom analizom neuspjelih klinickih pokusa isti
su autori ustanovili da uporaba statina moze biti od koristi samo kod bolesnika s
Alzheimerovom bolesti koji su homozigoti za ApoE4 (62). Antioksidacijski ucinci statina

opisani su u tocki 1.5.5.1. (Statini 1 oksidacijski stres).

1.3.1.2 Fibrati

Kao $to je spomenuto u tocki 1.2.2 fibratima se neovisno o u¢incima na lipoproteine
pripisuju dodatni, pleiotropni ucinci poput protuupalnog, antitrombocitnog, poboljSanja
tolerancije glukoze, smanjenja upale vaskularnih glatkih misi¢a te smanjenje fibrinogena u
plazmi (63—67).

Sli¢no statinima 1 fibrati mogu poboljsati funkciju endotela. Dokazano je da fenofibrat
inhibicijom migracije endotelnih stanica moze zaStiti krvne Zile od patoloSkih oStecenja
povezanih s metabolickim bolestima. Isto tako PPARa aktivatori inhibiraju trombinom
inducirano stvaranje endotelina-1 u humanim endotelnim stanicama (68). Endotelin-1 je vrlo
potentni vazokonstrikcijski peptid koji inducira proliferaciju glatkih misi¢nih stanica i moze
igrati ulogu u razvoju ateroskleroze. Fenofibrat i fluvastatin smanjuju plazmatsku
koncentraciju vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta koji ima znacajnu ulogu u razvoju
angiogeneze 1 moze biti vazan u kardiovaskularnoj patofiziologiji. Kod bolesnika s
dislipidemijom 1 aterosklerozom fenofibrat takoder smanjuje plazmatske koncentracije
interferona-y (INF- y) i TNF-a. Na temelju eksperimentalnih podataka sugerirano je da
fenofibratom inducirana aktivacija PPARa u humanim CD4-pozitivnim T limfocitima
smanjuje ekspresiju proupalnih citokina, kao §to je INF-y. Isto tako fenofibrat moze znacajno
smanyjiti plazmatsku koncentraciju fibrinogena. Poznato je da je pad koncentracije fibrinogena
povezan s manjom viskoznoS¢u krvi i nakupljanjem eritrocita, Sto opet poboljSava
mikrocirkulaciju u pacijenata s hiperlipidemijom. Ucinci PPARa agonista pa tako i
fenofibrata su jo§ smanjena ekspresija metaloproteinaze, smanjeno stvaranje pro-aterogenih
Thl citokina IFN-y, TNFa, IL-2 (49). Postoje dokazi i o preventivnom djelovanju fibrata na
postiradijacijske ozljede SZS-a (69). Meta analiza 22 randomiziranih klini¢kih ispitivanja je
ukazala na pozitivan ucinak fenofibrata i bezafibrata na smanjenje inzulinske rezistencije i

koncentracije glukoze u plazmi nataste (63).
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1.3.1.3 Mogu¢i mehanizmi nelipidnih (pleiotropnih) uc¢inaka statina i fibrata

Dok je mehanizam antilipidnog ucinka statina i fibrata dobro poznat, nije jasno kojim
mehanizmima ovi lijekovi poti¢u gore opisane pleiotropne ucinke. Sto se ti¢e pleiotropnih
ucinaka statina, u literaturi se naj¢es¢e spominju dva moguca mehanizma kojima ovi lijekovi
ostvaruju gore navedene ucinke. Prvi vjerojatni mehanizam se temelji na smanjenju sinteze
same mevalonske kiseline (Slika 1.1) izazvane inhibicijom HMG-CoA-reduktaze §to je
limitiraju¢a reakcija u biosintezi kolesterola. Time se inhibira ne samo sinteza kolesterola
nego i sinteza izoprenoida i njihovih intermedijarnih spojeva poput farnesil-pirofosfata (FPP)
1 geranilgeranil-pirofosfata (GGPP) koji su vazni za aktivaciju malog o GTP-u ovisnog Ras
proteina 1 Ras-u sli¢nih proteina kao Sto su Rho i Rac. Mali GTP-vezujuéi proteini mogu
aktivirati mnoge signalne putove, ukljucuju¢i mitogenom aktiviranu protein-kinazu i
fosfatidilinozitol-3-kinazu. Smanjujuéi aktivaciju malih G proteina statini ometaju razlicite
bioloSke funkcije inducirane ¢imbenicima rasta i1 citokinima, kao S§to su proliferacija,
oksidacijski stres 1 upala (49). Statini mogu utjecati 1 na zbivanja u stani¢noj jezgri, tako da
moduliraju ekspresiju gena, a time posljedi¢no i stani¢nu funkciju (12,48).

Drugi pretpostavljeni mehanizam koji objasnjava pleiotropne ucinke statina temelji se
na agonistickom djelovanju ove skupine lijekova na PPAR receptore, tj. statini su ligandi za
nuklearne receptore za aktivator proliferacije peroksizoma (39,70-72). Ve je ranije
spomenuto da PPAR receptori reguliraju enzime kljuéne za odrzavanje energetske
homeostaze. Poznate su tri izoforme PPAR (o, /3 1y). PPAR a ve¢inom su izrazeni u tkivima
s velikom katabolickom aktivno$¢u masnih kiselina poput jetre, srca, masnog tkiva, bubrega i
crijeva, a ukljuceni su u regulaciju sinteze lipoproteina. Takoder, PPARa igraju vaznu ulogu u
regulaciji upalnih procesa. Tako su pretklinicka ispitivanja pokazala da PPARa agonisti
inhibiraju upalnu reakciju u razli¢itim tipovima stanica, ukljuCujuci astrocite i stanice
mikroglije (73). Nadalje pretklini¢kim ispitivanjima uoc¢eni su neuroprotektivni u¢inci PPAR«a
agonista kod raznih oboljenja SZS-a ukljuéuju¢i mozdani udar, eksperimentalni autoimuni
encefalomijelitis 1 Parkinsonovu bolest (74). PPARB/S su izrazeni u mnogim tkivima, a
naroc€ito mozgu, masnom tkivu i kozi. PPARYy receptori ukljucuju tri podskupine (y1, y2, y3).
PPARYy1 izrazeni su prakticki u svim tkivima, uklju¢ivo u srcu, misi¢ima, kolonu, bubregu,
gusteraci 1 slezeni. PPARYy2 su vefinom smjeSteni u masnom tkivu, a PPARYy3 u
makrofagima, kolonu i bijelom masnom tkivu. PPARy receptori kao skupina reguliraju i

promoviraju diferencijaciju adipocita i pohranu lipida, te sudjeluju u regulaciji upalnih
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procesa i metabolizmu glukoze (75). Endogeni ligandi su im masne kiseline, a egzogeni
izmedu ostalih i antilipidni lijekovi.

Dokazano je da su statini agonisti PPARa 1 PPARY receptora. Zato ne zacuduje Sto u
makrofagima preko indukcije transkripcijske aktivnosti PPARy inhibiraju lipopolisaharidom
induciran TNF-a i ekspresiju proteina MCP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1).
Preko aktivacije PPARa i PPARy statini takoder potiskuju transkripcijsku aktivnost
nuklearnog transkripcijskog c¢imbenika (NFkB) i aktivatora proteina (AP1) (46). Prema
literaturnim podacima statini putem aktivacije PPARY stabiliziraju aterosklerotske plakove,
Sto podupire ranije spomenute dokaze o ucincima statina na imunoloSka zbivanja preko
aktivacije PPAR. Isto tako je dokazano da simvastatin u ovisnosti o dozi inducira aktivnost
PPARa i PPARY i inhibira kolagenom induciranu agregaciju trombocita.

Sto se ti¢e mehanizma djelovanja fibrata, odnosno fenofibrata na smanjenje lokalnog i
sistemskog upalnog odgovora, on je najve¢im dijelom posljedica njegovog agonistickog
djelovanja na PPARa receptore tj. slicno je djelovanju statina.

Jasno je da su PPAR receptori, naro¢ito PPARa zajednicka toCka djelovanja statina i fibrata i
da statini barem dio pleiotropnih ucinaka ostvaruju preko tih receptora. Na temelju navedenog
moze se izvesti samo jedan zakljucak, a taj je da su potrebna jo§ mnoga ne-klinicka i klinicka

ispitivanja koja ¢e omoguciti slaganje mozaika svih pleiotropnih u¢inaka statina 1 fibrata.

1.3.2 Ostali ucinci

1.3.2.1 Statini

Pretklini¢ka ispitivanja kroni¢ne toksi¢nosti su pokazala da su statini osobito toksi¢ni
ako ih se primjenjuje u visokim dozama. Tako je u Zivotinja uofeno povecanje jetrenih
enzima, atipi¢ne ZariSne hiperplazije jetre, stvaranje katarakte, vaskularne lezije u srediSnjem
zivéanom sustavu, toksi¢ni uc¢inak na skeletne miSice, degeneracija testisa 1 tumori u raznim
organima. U klinickim i epidemioloskim ispitivanjima ozbiljni nezeljeni dogadaji nisu uoceni
dugi niz godina, pa se smatralo da ti lijekovi posjeduju dobar sigurnosni profil. Medutim, po
nekim studijima i do 25% korisnika ne podnosi lijek 1 prekida njegovo uzimanje zbog pojave
Stetnih ucinaka, poput mialgije, po Zivot opasne rabdomiolize i asimptomatskog povecanja
jetrenih enzima (76). Prema novijim literaturnim podacima upotreba statina se sve ceSce

dovodi u vezu s nastankom drugih nezeljenih dogadaja poput povecanog rizika nastanka

17



tumora, bolesti bubrega i kognitivnog oStecenja (77-80). Meta analize klinickih ispitivanja
potvrdile su da statini takoder poveéavaju rizik za razvoj Sec¢erne bolesti u normoglikemijskih
osoba 1 pogorSavaju glikemijsku kontrolu u osoba oboljelih od Secerne bolesti (81,82).
Procijenjeno je da atorvastatin u dozi od 40 mg dnevno moze izazvati Secernu bolest kod 50-
100 pacijenata od ukupno njih 10 000 lije¢enih (83). Ocito je da su podaci o pojavi dijabetesa
tipa 2 dosta sigurni, buduéi da je Americka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug
Administration, FDA) izmijenila sigurnosne informacije o statinima isticu¢i kako postoji
povecani rizik od povecanja koncentracije Secera u krvi i oboljenja od Secerne bolesti tip 2
(84). Rizik od pojavnosti Sec¢erne bolesti povezan je primjenom vecih doza statina s jacim
antilipidnim uc¢incima kao S$to su simvastatin, atorvastatin i rosuvastatin (85). Isto tako,
opre¢ni su podaci o ucincima statina na kognitivne funkcije, a najnoviji ukazuju da Stetno

djeluju na kogniciju (80,86).

1.3.2.2 Fibrati

Unazad 40-ak godina koliko su u primjeni za lijeCenje dislipidemija fibrati su se
pokazali kao lijekovi koji se relativno dobro podnose. Postmarketinskim prijavljivanjem
nuspojava zamijeceno je da fibrati uglavnom izazivaju reverzibilna povecanja jetrenih enzima
1 kreatinina u serumu, dok se miopatija 1 rabdomioliza javljaju rijetko. Potonje nuspojave
mogu biti ozbiljne ukoliko se fibrati primjenjuju zajedno sa statinima (63). Kod Stakora 1
miSeva fibrati imaju snazan uc¢inak na proliferaciju peroksisoma i indukciju peroksisomalnih i
mitohondrijskih enzima koji metaboliziraju masne kiseline (87). Ispitivanja u Stakora i miSeva
su pokazala da jednogodi$nja primjena fibrata uzrokuje 100% incidenciju tumora jetre. S
druge strane, epidemioloska ispitivanja su pokazala da su ljudi otporni na kancerogene ucinke
fibrata (87). Dvije Cinjenice vjerojatno mogu objasniti zaSto je Covjek manje osjetljiv na
fibrate od glodavca. To su u ¢ovjeka smanjeni kapacitet vezanja fibrata za PPARa receptore,
te razlicita ekspresija gena koje kontroliraju aktivirani PPAR receptori u ¢ovjeka i glodavca

(88).
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1.4 Kolinesteraze

1.4.1 Acetilkolinesteraza i kolinesteraza ili pseudokolinesteraza

Kolinesteraze su enzimi koje se svrstavaju u skupinu hidrolaza, te podskupinu
esteraza. Poznate su barem dvije kolinesteraze. To su acetilkolinesteraza ili specifi¢na
kolinesteraza (AChE; E.C.3.1.1.7) 1 butirilkolinesteraza ili nespecifi¢na kolinesteraza, za koju
postoje jo§ nazivi kolinesteraza (ChE), pseudokolinesteraza, plazmatska ili serumska
kolinesteraza (PChE; E.C.3.1.1.8), a prisutne su u tkivima svih sisavaca. [ako se radi o
srodnim enzimima (homologni su u oko 50% sekvenci aminokiselina) s relativno slicnom
tercijarnom 1 kvarternom strukturom, medusobno se razlikuju po specifi¢nosti za supstrate,
rasprostranjenosti u organizmu te podloznosti promjene aktivnosti na razli¢ite endogene i
egzogene tvari (89).

AChE je najvazniji enzim koji regulira neurotransmisiju u kolinergickom putu
kraljezaka, koji ukljucuje sredi$nji i periferni zivc€ani sustav, te skeletne miSi¢e. Metoda
hibridizacije mRNA je pokazala da u covjeka popreCnoprugasti miSi¢i imaju najvece
koncentracije AChE mRNA, S§to je konzistentno s relativho visokim sadrZajem enzima u
miSi¢ima, osobito misi¢ima nogu. U mozgu je sadrzaj AChE cetiri puta manji u odnosu na
skeletne misi¢e (90,91). Najmanje koli¢ine AChE mRNA izmjerene su u posteljici, bubregu i
gusteraci. Histokemijska ispitivanja su pokazala da je AChE u mozgu smjesStena uglavnom u
neuronima. U svih sisavaca AChE selektivno inaktivira ACh unutar sekunde ili milisekunde
nakon S§to se isti oslobodi iz kolinergickih presinaptickih zavrSetaka. Djelovanje AChE
jednako je u mozgu i perifernim tkivima (92). Osim u zivéanom sustavu AChE se nalazi i na
vanjskoj strani eritrocitne membrane.

Uobicajeni naziv za kolinesterazu je pseudokolinesteraza (PChE) koja se sintetizira u
jetrima 1 neposredno nakon sinteze oslobada u krv. Osim u jetrima i plazmi, enzim je jo$
prisutan u mozgu, crijevima, srcu, masnom tkivu, bubrezima i plu¢ima (93). Humana plazma
sadrzi isklju¢ivo PChE, dok plazma zivotinja sadrzi varijabilne koli¢ine i PChE i AChE.
Metoda hibridizacije mRNA je pokazala da tkiva koja u Covjeka najviSe obiluju s PChE
mRNA jesu jetra, plu¢a, mozak i srce, §to je konzistentno s relativnim sadrzajem i aktivnosti
enzima u jetrima, plu¢ima i mozgu. Srce takoder obiluje s PChE mRNA, ali suprotno od
mozga i jetre, aktivnost enzima u srcu je mala (90,91,94). Dok AChE hidrolizira iskljucivo

ACh, PChE osim ACh hidrolizira niz sintetskih estera poput butirilkolina, butiriltiokolina,
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propionilkolina, te sukcinilkolina. Hidroliza ACh izazvana s PChE znacajno je sporija od one
izazvane s AChE. Osim esterazne aktivnosti PChE posjeduje i aril acilamidaznu aktivnost,
koja je medutim preniska, da bi imala ulogu u metabolizmu endogenih ili egzogenih aril
acilamida (95).

Obje kolinesteraze imaju takoder brojne uloge u nizu razli¢itih bolesti, kao $to su
neoplasticke bolesti, fenilketonurija, Alzheimerova ili Parkinsonova bolesti, te su odgovorne
za mnoge abnormalnosti u svezi klinickog stanja tih bolesti. Dobar primjer navedenom je
Alzheimerova bolest, u kojoj se obje kolinesteraze dovode u vezu s f-amiloidnim plakovima
(96,97). Takoder, aktivnosti oba enzima su povecane u plazmi i tkivima osoba koje boluju od
Se¢erne bolesti, arterijske hipertenzije, inzulinske rezistencije i hiperlipidemije (98). Rezultat
povecane aktivnosti ovih enzima je niza koncentracija ACh.

Osim u navedenim patoloSkim stanjima, aktivnost plazmatske PChE 1 eritrocitne
AChE moze biti povecana u razli¢itim upalnim stanjima blaZeg stupnja. Ove Cinjenice postaju
vaznije u kontekstu danasnjih saznanja da je ACh protuupalna molekula, te da se povecanjem
aktivnosti AChE i PChE moze smanjiti protuupalni u¢inak ACh-a. Odnosno, ACh osim §to
regulira koncentracije serotonina, dopamina i drugih neuropeptida, modulira takoder i
imunoloski odgovor. Stoga se unazad nekoliko godina intenzivno proucava tzv. kolinergicki
protuupalni put (99,100). Kolinergicki put posredstvom eferentnih ziv€éanih niti vagusa,
acetilkolina i1 nikotinskih receptora na makrofagima, inhibira stvaranje ¢imbenika tumorske
nekroze, interleukina-1, ¢imbenika inhibicije migracije makrofaga, te potiskuje ekspresiju
nuklearnog faktora-kapa B (98). U kontekstu cCinjenice da ACh moZe biti protuupalna
molekula stvorena je i druga pretpostavka da AChE i PChE mogu predstavljati upalne biljege
kod sistemskih upala blazeg stupnja (98,101).

Fizioloski supstrat za PChE, kao niti njezina fizioloSka uloga za sada jo$ uvijek nisu
potvrdeni. Suprotno toj ¢injenici PChE koja je u ovom radu jedan od glavnih ciljeva

istrazivanja, ima u organizmu niz funkcija, koje su navedene u tocki 1.4.2.

1.4.2  Pseudokolinesteraza i njezin znacaj u organizmu

1.4.2.1 Detoksikacija

Danas je opcenito usvojen koncept o ulozi PChE u detoksikacijskom procesu prilikom

trovanja izazvanog bilo hranom bilo inhalacijom. Fizostigmin u Calabar grahu i kokain u
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lis¢u koke su prirodni otrovi koje PChE hidrolizira do inaktivnih metabolita (90). Teva
Pharmaceutical Industries Ltd. provela je u zdravih dobrovoljaca dvostruko—slijepo placebom
kontrolirano klini¢ko ispitivanje kako bi utvrdila ponasanje, psiholoSke i sigurnosne ucinke
jednokratne intravenske injekcije kokaina primijenjene nakon jednokratne intramuskularne
primjene mutirane PChE humanog podrijetla spojene na albumin (102). Primjena mutirane
PChE vezane na albumin bila je za ispitanike sigurna. Ispitanici tijekom pracenja od tjedan
dana nisu pokazali opetovanu zelju za kokainom, dok su ucinci kokaina bili manje izrazeni.
Zbog toga se razmislja o odobrenju primjene humane PChE u lije¢enju kokainske ovisnosti.
Isti enzim uniStava organofosforne spojeve, u koje se ubrajaju ziv€ani bojni otrovi i pesticidi,
te neurotoksi¢ni antikolinesterazni anatoksin kojeg stvara specifi¢na alga Anabaenia flos-

aquae (90).

1.4.2.2 Hidroliza acetilkolina

U normalnim uvjetima aktivnost PChE u organizmu ne pridonosi hidrolizi ACh-a.
Ovaj zakljucak se temelji na spoznaji da su ,.knockout* miSevi bez PChE zdravi, kao $to su
zdrave i osobe koje nemaju PChE zbog mutacije ili nedostatka gena za taj enzim (103).
Medutim, prema novijim literaturnim podacima PChE je koregulator kolinergicke funkcije u
mozgu. Naime, u uvjetima visoke mozdane aktivnosti lokalna koncentracija ACh moze
posti¢i takve mikromolarne vrijednosti koje mogu inhibirati AChE aktivnost. Pretpostavlja se
da bliski prostorni odnos PChE u glija stanicama omogucuje hidrolizu ACh, te da PChE
sudjeluje u regulaciji lokalne koncentracije ACh i odrzavanju normalne kolinergic¢ke funkcije.
Tako je dokazano da lijekovi za Alzheimerovu bolest, huperzin A i donepezil, specifi¢no
inhibiraju AChE, ali ne inhibiraju PChE. Prezivljavanje ,.knockout* miSeva bez AChE ali s
normalnom aktivno$¢u 1 lokalizacijom PChE podrzava koncept klju¢ne uloge PChE u
hidrolizi ACh u slu¢aju nedostatka AChE, budu¢i da je u takvih miSeva izostao neurotoksi¢ni
ucinak tih lijekova (90,104,105). Medutim, miSevi s kompletnim nedostatkom PChE, ali
normalnom aktivnosti AChE, uginuli su nakon primjene donepezila ili huperzina A. Njihovo
uginuce je bilo prac¢eno tonickim konvulzijama tj. simptomima karakteristicnim za viSak ACh
(104). Zato se danas Cesto govori da su u mozgu AChE i PChE koregulatori trajanja u¢inka
ACh u kolinergickoj transmisiji. Takoder se pretpostavlja da PChE tijekom embrionalnog
razvoja ziv€anog sustava moze biti povezana s proliferacijom Zziv€anih stanica i rastom

aksona.
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1.4.2.3 Farmakoloska uloga pseudokolinesteraze

PChE igra vaznu ulogu u metabolizmu egzogenih spojeva tako $to pojedine lijekove
razgraduje u inaktivne metabolite (sukcinilkolin, acetilsalicilna kiselina), a druge poput
bambuterola 1 heroina aktivira. Sukcinilkolin je nekompetitivni blokator poprecnoprugaste
muskulature 1 u klinici se koristi za njezinu relaksaciju. U prisutnosti PChE djelovanje
sukcinilkolina je vrlo kratko, pa se isti &esto koristi kod odredenih dijagnosti¢kih zahvata. Sto
se tice bambuterola i heroina, treba istaknuti da je bambuterol predlijek koji djelovanjem
PChE prelazi u aktivni antiasmatski lijek terbutalin, dok heroin kao diester djelovanjem PChE

prelazi u morfin. Isti enzim hidrolizira endokanabinoid 2-arahidonoilglicerol (90).

1.4.2.4 Pseudokolinesteraza i lipidi

Povijesne su pretpostavke o ulozi PChE u metabolizmu lipida i lipoproteina te
regulaciji koncentracije kolina u plazmi (106). Histokemijskim i imunoelektroforetskim
metodama dokazana je povezanost PChE i LDL cestica 1 blokiranje kataliticke aktivnosti
PChE cesticama LDL-a (107,108). Prema hipotezi Kutty-a i sur., LDL nastaje iz VLDL-a u
prisutnosti PChE, odnosno ukoliko je aktivnost PChE inhibirana, VLDL prelazi u HDL (109).
Aktivnost PChE pokazuje snaznu pozitivhu korelaciju sa serumskom razinom triglicerida,
ukupnog kolesterola te inzulinskom rezistencijom, a negativnu korelaciju sa serumskom
razinom HDL-kolesterola (110,111). Lipoproteini posjeduju fosforilkolinsku skupinu koja
moze stvarati nestabilnu vezu s PChE $to ukazuje na mogu¢u ulogu PChE u metabolizmu
lipoproteina (112). Aktivnost PChE je povecana kod pretilih osoba kao i kod osoba s
metabolickim sindromom kod kojih je takoder pojacan oksidacijski stres (113-115).
Duchnowicz P. i sur. su zakljucili da kod adolescenata s metabolickim sindromom
oksidacijski stres 1 poremecen metabolizam lipida uzrokuju povecanu aktivnost PChE (116).
Zbog navedenog u ovom eksperimentu osim normolipemic¢nih Stakora koriSteni su Zucker
(fa/fa) Stakori koji predstavljaju dobar eksperimentalni model koji ispoljuje metabolicke
promjene koje se ¢esto nalaze kod ljudi lijecenih statinima kao Sto su hiperkolesterolemija i
prekomjerna tjelesna masa. Zucker Stakori takoder pokazuju svojstva dislipidemije, masne
promjene jetre i1 inzulinske rezinstencije te imaju poviSene aktivnosti PChE (117,118).

Najnovija izvjeS¢a ukazuju na mogucu pravu specificnu fizioloSku ulogu PChE. To je
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hidroliza hormona koji potencira apetit, tj. grelina (119). Grelin je acilirani peptid, kojeg
proizvode uglavnom stanice fundusa Zeluca i epsilon stanice gusterace. Podrijetlo grelina u
SZS-u je dvojako. Dio grelina pristize iz Zeluca kroz krvno-mozdanu barijeru, a jedan dio
stvaraju jezgre hipotalamusa. U jezgrama hipotalamusa grelin stimulira izlu¢ivanje hormona
rasta iz hipofize. Dokazano je da je grelin jedan od osnovnih hormona odgovornih za osjecaj
gladi, stimulira glad, jer aktivira centar za glad u mozgu. Dokazano je da humana PChE
hidrolizira oktanoil grelin u desacil grelin 1 oktanoi¢nu kiselinu. ,,Knockout* misevi bez PChE
postaju gojazni ukoliko su na prehrani bogatoj mastima. Prema hipotezi De Vriese 1 sur.

deficit PChE je povezan sa smanjenim katabolizmom masti (120).

1.4.2.5 Pseudokolinesteraza i B-amiloid

U mozgu se PChE povezuje primarno s glija stanicama, ali se takoder nalazi i u
znacajnoj populaciji neurona uglavnom smjeStenih u dubokim slojevima kore,
hipokampalnim strukturama, mnogim jezgrama talamusa, amigdalama, te endotelnim
stanicama (92,98). Te strukture su uklju¢ene u normalne funkcije spoznaje i ponasanja, a
ugrozene su u Alzheimerovoj bolesti. Unazad 20-tak godina, sve je viSe literaturnih podataka
o ulozi PChE u nastanku Alzheimerove bolesti. Dok je aktivnost AChE u Alzheimerovoj
bolesti znacajno snizena, aktivnost PChE moze ostati nepromijenjena ili je povecana kao npr.
u korteksu mozga, te neuritickim plakovima i neurofibrilarnim ¢vori¢ima (92). Kao §to je
poznato, neuriti¢ki plakovi gradeni od B-amiloida i neurofibrilarni ¢voriéi glavno su obiljezje
Alzheimerove bolesti (121). Smatra se da u nastanku amiloid 8 (AP) plakova primarnu ulogu
ima PChE, a ne AChE. Naime, dokazano je da je PChE primarno povezana samo s
»malignim*“ AP plakovima karakteristicnima za Alzheimerovu bolest, te da je nema u
,benignim*“ AP plakovima, koji su cesto prisutni u osoba bez demencije (96,121). Ova
povezanost aktivnosti PChE te ,,benignih i ,,malignih“ AP plakova temel;j je pretpostavke da
PChE moze takoder biti ukljuena u prijelaz ,,benignog* oblika Ap u ,,maligni* oblik koji je
karakteristiCan za Alzhemimerovu bolest. Medutim, mehanizam tog procesa nije objasnjen
(96). Smatra se da bi vizualiziranje aktivnosti PChE povezane s AP plakovima u kori mozga
predstavljalo vrijedan alat u razlikovanju plakova povezanih s Alzheimerovom bolesti od onih
koji su prisutni u normalnom mozgu starije zivotne dobi (97). Do sada je sintetizirano
nekoliko radioliganada, za koje je preliminarno dokazano da prelaze u mozak i kumuliraju se

u onim regijama za koje je poznato da sadrze PChE. Za budu¢nost, metoda od neprocjenjive
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vrijednosti za postavljanje dijagnoze Alzheimerove bolesti. Znacajan je i podatak da aktivnost
PChE u mozgu cCovjeka znacajno pozitivno korelira s povecanjem zivotne dobi (122).
Rezultati pokusa in vitro Diamanta 1 sur. suprotni su prethodno navedenima, jer sugeriraju da
PChE moZe smanjiti stvaranje AP plakova (96,123). Posljedicno, uloga PChE u nastanku

plakova jo$ uvijek nije razjasnjena.

1.4.2.6 Cimbenici koji utje¢u na aktivnost pseudokolinesteraze

Na aktivnost PChE u kvalitativnom i kvantitativnom smislu (povecéanje ili smanjenje
njezine kataliticke aktivnosti) mogu utjecati genetski ¢imbenici, patoloska stanja, spol i neki
lijekovi.

Genetski cimbenici. Snizena aktivnost PChE moZe se na¢i u osoba koji su genetski

homozigoti za atipi¢nu PChE. Takve osobe hidroliziraju sukcinilkolin vrlo sporo. Postoje i
osobe koje posjeduju pritajeni, takozvani ,,silent* gen koji uopce ne potice sintezu PChE. I za
osobe koje su homozigoti za atipicnu PChE, kao 1 za one koje imaju ,,silent gen govorimo da
imaju kvalitativno promijenjenu kataliticku aktivnost enzima.

Patoloska stanja su odgovorna za kvantitativhu promjenu kataliticke aktivnosti PChE.

Povisena plazmatska aktivnost PChE dokazana je u patoloSkim upalnim stanjima poput
inzulinske rezistencije, pretilosti, Secerne bolesti tip 2, hipertenzije 1 hiperlipidemije
(101,116). Tako je kod bolesnika sa SeCernom bolesti tipa dva i/ili arterijskom hipertenzijom
dokazana pozitivna korelacija izmedu aktivnosti PChE i koncentracije triglicerida i ukupnog
kolesterola, a negativna izmedu aktivnosti PChE i koncentracije HDL u plazmi (110). Prema
rezultatima istrazivanja Rustemijera i sur., aktivnost PChE se u bolesnika sa Se¢ernom bolesti
tipa 2 1 hipertrigliceridemijom moze smatrati biljegom sinteze triglicerida (124). Suprotni su
rezultati jednog pokusa in vitro, prema kojima inhibicija aktivnosti PChE u kulturi stanica nije
djelovala na sintezu triglicerida (125). Logi¢no pitanje postavljeno je od strane Randella i sur.
u svezi aktivnosti PChE kao moguéeg biljega metabolickog sindroma, a glasi da li je
povecana aktivnost PChE posljedica metabolickog sindroma ili prethodi njegovom nastanku
(114)?

Snizena aktivnost PChE u plazmi osoba oboljelih od kroni¢ne opstruktivne bolesti
plu¢a dokazana je po prvi puta u klinickim ispitivanjima Sicinska P i sur. (126). Budu¢i da je

u istih osoba izmjeren pad ukupnog antioksidacijskog kapaciteta i porast peroksidacije lipida,
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pad aktivnosti PChE dovodi se u vezu s oksidacijskim stresom izazvanim kroni¢nom
opstruktivnom bolesti pluca.

Lijekovi. Razli¢iti lijekovi mogu modulirati kataliticku aktivnost PChE. Tako njezinu
aktivnost inhibiraju lijekovi koji se koriste u dijagnostici 1 lije€enju miastenije gravis, tzv.
indirektni kolinomimetici (npr. edrofonij, neostigmin, piridostigmin i ambenonij) (89).
Organofosforni spoj ekotiopat vazan u lijeCenju glaukoma, takoder inhibira aktivnost PChE.
Inhibitorima aktivnosti PChE u ljudi 1/ili Zivotinja pripadaju takoder glukokortikoidi i
esmolol, za razliku od oksprenolola za kojeg je dokazano da povecava plazmatsku aktivnost
enzima u Stakora (127-130). Za antilipidne lijekove jo$ uvijek ne postoji jedinstveni stav o
njihovom utjecaju na aktivnost enzima. Tako su Darvesh i sur. na temelju rezultata svoje in
vitro studije objavili da lovastatin i1 simvastatin statisti¢ki zna¢ajno smanjuju aktivnost PChE,
dok kod mevastatina i pravastatina nije zamije¢en nikakav ucinak (131). Povecana aktivnost
PChE u plazmi i jetrima primjecena je nakon primjene fenofibrata u normolipemic¢nih Stakora
i gemfibrozila u Stakora s hipertrigliceridemijom izazvanom prehranom bogatom
ugljikohidratima (132,133). Simvastatin i atorvastatin primijenjeni u Stakora tijekom 7 dana
nisu utjecali na aktivnost AChE u krvi 1 PChE u plazmi Stakora, dok je znacajno smanjenje
aktivnosti AChE izmjereno u frontalnom korteksu mozga (134). Nasa nedavna ispitivanja su
pokazala suprotno, tj. da je simvastatin primijenjen tijekom 21 dan izazvao znacajni porast
aktivnosti PChE u plazmi i jetrima normolipemi¢nih Stakora (135). Malo je klinickih
ispitivanja u kojima je pracena aktivnost PChE u plazmi bolesnika na terapiji antilipidnim
lijekovima. U ispitivanju provedenom kod bolesnika s hipertrigliceridemijom 1 Se¢ernom
bolesti tipa 2 1 lijjeCenih inzulinom, primjena bezafibrata, ali ne i pravastatina je izazvala
znacajni pad aktivnosti PChE (124). Rezultati klini¢kog ispitivanja utjecaja simvastatina na
aktivnost PChE kod osoba s hiperlipidemijom IIa i IIb, nisu dokazali zna¢ajni inhibitorni
ucinak lijeka na aktivnost PChE (136). Klinickim ispitivanjem provedenim kod osoba
oboljelih od koronarne bolesti primjena rosuvastatina i atorvastatina izazvala je znacajni pad

aktivnosti PChE u plazmi (137).
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1.5 Oksidacijski stres i antilipidni lijekovi

1.5.1 Oksidansi i antioksidansi

Kisik (O2) je vitalna molekula za sve aerobne organizme zahvaljuju¢i jedinstvenom
svojstvu krajnjeg akceptora elektrona u mitohondrijima koji nastaju oksidacijom masti,
ugljikohidrata i proteina. Redukcijom kisika u mitohondrijskom lancu transporta elektrona
nastaju reaktivni oblici kisika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) ili oksidansi. ROS je
zajednicki naziv za reaktivne radikale kisika koji u vanjskoj orbitali sadrze jedan nespareni
elektron, kao 1 za reaktivne neradikalne oblike kisika koji u vanjskoj ljusci nemaju nespareni
elektron. Skupinu reaktivnih radikala kisika Cine superoksidni radikal (O2""), hidroksilni
radikal ("OH), peroksilni (R’O2) 1 dr., dok reaktivnim neradikalnim oblicima kisika pripadaju
ozon (03), vodikov peroksid (H202), hipokloritna kiselina (HCIO), singletni kisik (O2) i
peroksinitrit (ONOQO"). Za reaktivne radikale kisika Cesto se rabi i naziv slobodni radikali
kisika (slobodni kisikovi radikali). Reaktivni oblici kisika se znacajno razlikuju po svojoj
reaktivnosti, pa posljedi¢no tome i u¢incima na biomolekulama. Najreaktivniji radikal kisika
je hidroksilni radikal ("OH) koji se u odnosu na druge reaktivne radikale Oz u stanicama
nalazi u najmanjoj koncentraciji (138,139).

Oksidacijski stres definira se kao pomak ravnoteze stani¢nih oksidacijsko-redukcijskih
reakcija prema oksidaciji, odnosno kao stanje u kojem je ravnoteza izmedu ROS-a i1
antioksidacijskog kapaciteta poremecena pa uzrokuje oStecenja stanice (140). To je stanje
prekomjernog nekontroliranog stvaranja slobodnih radikala i reaktivnih oblika kisika pri cemu
je ravnoteza pomaknuta prema stvaranju radikala, a znatno je smanjena mogucnost stanice da
nastale radikale razgradi. Uzroci narusavanja ravnoteze su brojni. To su razliCite ozljede tkiva,
stres, Sok, upala, ishemija, sepsa, karcinogeneza, metabolicke bolesti, poremecaji imunosnog
sustava, mehanicka, bakterijska ili virusna oSte¢enja kao 1 egzogeni toksini. Svaki pojedinacni
uzrok ili kombinacija njih nekoliko vode ka lokalnom ili sustavnom oksidacijskom stresu.

Oksidacijski stres moze nastati na razini stanice, tkiva, a ponekad i ¢itavog organizma.
Na razini stanice nezeljeni ucinak djelovanja slobodnih radikala nastaje njihovim ulaskom u
oksidacijsko-redukcijske reakcije sa stanicnim makromolekulama. U tim procesima
djelovanje ROS-a naj¢esc¢e vodi ka oste¢enju DNA koje moze uzrokovati mutaciju ili smrt
stanice, ali takoder moze dovesti do inaktivacije proteina zbog oksidacijskoga oStecenja
proteina sa sulfhidrilnom skupinom te do lipidne peroksidacije bioloskih membrana. Pojava

oksidacijskog stresa na razini tkiva i ¢itavog organizma znacajna je za nastanak ateroskleroze,
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upale i mnogih drugih patoloskih procesa, a posljedice su akutni i kroni¢ni poremecaji koji u
konacnici mogu ugroziti zivot organizma (141).

U razli¢itim patofizioloskim procesima mogu nastati reaktivni aldehidi kao konacni
produkti peroksidacije lipida od kojih dominantnu ulogu imaju malondialdehid (MDA), 4-
hidroksinonenal (HNE) i akrolein (142). Reaktivni aldehidi poput MDA imaju bioloske
ucinke na makromolekulama ¢ime se znacajno omoguéava produljenje oksidacijskog stresa.
Navedeni aldehidi kao vazni posrednici Sirenja oksidacijskog stresa nazivaju se drugim
glasnicima slobodnih radikala.

Medutim, potrebno je naglasiti da je oksidacijski stres fizioloSka pojava u procesima u
kojima je nastanak ROS-a svrsishodan, a njegove posljedice reverzibilne za stanice i cijeli
organizam. Kisikovi reaktivni oblici su vazan sastavni dio bioloSkih funkcija te sudjeluju u
modulaciji ekspresije gena 1 mnogih stani¢nih signalnih putova. Jedan od primjera fizioloske
uloge kisikovih radikala je njihovo posredovanje u sklopu imunoloskog odgovora na
infekcije.

Kako bi se koncentracija ROS-a u stanicama odrzavala unutar granica potrebnih za
njihovo normalno funkcioniranje, stanice posjeduju antioksidacijski kapacitet. U svrhu
ucinkovitog uklanjanja ROS-a organizam je razvio brojne prirodne mehanizme obrane.
Potencijalnu toksi¢nost ROS-a u fizioloskim uvjetima sprjeCavaju razli€iti antioksidansi.
Antioksidansi se dijele na enzimske i ne-enzimske.

Najbrojniji antioksidansi su ne-enzimski, a pripadaju skupini hvataca ili Cistaca (engl.
scavenger) slobodnih radikala. To su molekule koje ucinkovito u stehiometrijskom omjeru
reagiraju s radikalima uz istodobno stvaranje neradikala. U tu skupinu antioksidansa
ubrajamo: vitamine A, C i E, glutation (GSH), beta-karoten, albumin, bilirubin, koenzim Q, i
dr. (139). Osim ovih molekula koje su prisutne u organizmu u antioksidanse hvatace ubrajamo
1 molekule koje unosimo u organizam kao S$to su flavonoidi, probukol, likopen, N-acetil-
cistein i dr. Enzimski antioksidansi su u¢inkovitiji od ne-enzimskih, jer se ne trose tijekom
reakcija, a regulacijom ekspresije gena njihova se aktivnost moze povecavati ili smanjivati. U
skupinu vaznih enzimskih antioksidansa ubrajaju se: superoksid-dizmutaza (SOD), katalaza i
glutation-peroksidaza, glutation-reduktaza, peroksidaze i dr. U organizmu su prisutni i neki
proteini s antioksidacijskom aktivnosti primjerice transferin, ceruloplazmin, laktoferin,
deferoksamin ili albumin. Koncentracije navedenih proteina rutinski se odreduju u klini¢kim
laboratorijima (143). Zdrave stanice mogu mijenjati razinu ROS-a 1/ili antioksidacijskog
kapaciteta kako bi kompenzirale u¢inak razlicitih biokemijskih procesa, poput primjerice

porasta ROS-a prilikom popravljanja i diferencijacije tkiva (138).
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Oksidacijski stres je niz godina cilj brojnih znanstvenih i klinickih istraZivanja
obzirom da je prisutan u mnogim klinicki Cestim patoloskim stanjima kao Sto su

kardiovaskularne 1 neurodegenerativne bolesti te neoplazme.

1.5.2 Malondialdehid

Ostecenjem lipida oksidacijskim stresom nastaju brojni sekundarni reaktivni spojevi.
MDA je glavni i1 najistraZivaniji zavr$ni spoj peroksidacije lipida, ponajviSe nezasicenih
masnih kiselina. Za razliku od slobodnih radikala koji su kratkoZzivu¢i, aldehidi poput MDA,
4-HNE 1 akroleina su relativno dugozivuéi. Posebna karakteristika tih aldehida je da djeluju
daleko od mjesta nastanka (npr. bioloske membrane), bilo unutar ili izvan stanice. PoviSene
koncentracije reaktivnih aldehida pronadene su u mnogobrojnim razli¢itim bolestima u ljudi,
ali unato¢ tome znacajnu ulogu imaju samo u nekim bolestima. Danas je poznato da imaju i
snaznu biolosku ulogu u mnogobrojnim putovima prijenosa stani¢nog signala u patoloskim ali
1 fizioloskim stanjima, primjerice u regulaciji stani¢nog ciklusa. Toksi¢ni u€inci peroksidacije
lipida odituju se dvama glavnim mehanizmima. Oksidacijskim oste¢enjem lipida koji su
sastavni dio membrana narusava se struktura i dinami¢na funkcija organela i stanica, dok s
druge strane zavr$ni reaktivni aldehidi nastavljaju lancanu reakciju Sirenja oksidacijskog
stresa ¢ime nastaju oSteCenja DNA 1 proteina (139). Oksidacijskom modifikacijom masnih
kiselina LDL-a mijenjaju se karakteristike samog lipoproteina koji se kao takav ne moze
uklanjati iz plazme preko receptora nego ga fagocitiraju makrofazi pretvarajuci se u pjenusave
stanice koje se odlazu u stjenke krvnih Zila (144). Obzirom da je kvantifikacija ROS-a zbog
male stabilnosti Cesto tesko provediva, kao biomarker oksidacijskog stresa koristi se
koncentracija MDA (145). Razina oksidacijskog stresa u plazmi i tkivima pozitivno korelira s
koncentracijama MDA (142). U praksi se naj¢eS¢e kombiniraju dvije metode za odredivanje

koncentracije MDA — HPLC 1 TBARS esej (146).

1.5.3 Superoksid-dismutaza

Superoksid-dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) je enzimski antioksidans koji ubrzava
reakciju pretvorbe superoksida u vodikov peroksid i kisik (02 + 2H"™ — H202 + O2).

Predstavlja glavnu obranu u organizmu od superoksidnog aniona. Poznate su tri izoforme
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ovog enzima, citoplazmatska (SOD1/CuZnSOD) koja kao kofaktor sadrzi ione bakra i cinka,
mitohondrijska (SOD2/MnSOD) koja sadrzi ion mangana i ekstracelularna (SOD3/EcSOD)
koja sadrzi ione bakra i cinka. Izrazite (abnormalne) promjene koli¢ine i aktivnosti SOD
povezane su s preuranjenim starenjem i apoptozom stanica (147,148). Enzimska aktivnost
SODI ovisi o prisutnosti katalitickih iona bakra i cinka, te se moze povecavati pomocu
citoplazmatskog proteina nosaca iona bakra. Aktivnost SOD1 raste i mimo citoplazmatskog
nosaca bakra posredstvom reduciranog glutationa (GSH) (149). Glavna uloga SOD2 je
odrZzavanje mitohondrijske funkcije redukcijom superoksidnog aniona nastalog u
respiracijskom lancu. Izoenzim SOD3 je glavni ekstracelularni SOD no prisutan je i u krvnim
zilama, plu¢ima, bubregu i srcu. Obzirom da je SOD3 prisutan u stjenkama krvnih zila i u
atereosklerotskim lezijama pretpostavlja se da ima ulogu u aterosklerozi no funkcijski znacaj
u razvoju ateroskleroze za sada je nepoznat (147). Aktivnhost SOD u patoloski
prooksidacijskim stanjima nije uvijek jednozna¢na. Na primjer, kod ateroskleroze,
hipertenzije i pojednih tumora uocena je smanjena aktivnost SOD (139,147). S druge strane, u
klinickom ispitivanju procjene oksidacijskog stresa kod oboljelih od sepse, u kojoj je dokazan
prooksidacijski status, pokazalo se da je aktivnost SOD-a bila znacajno poviSena u odnosu na
zdravu populaciju (150). Navedeno moZe ukazivati na razli€itu sposobnost kompenzacije
organizma nastalom oksidacijskom stresu ovisno o intenzitetu, vrsti i vremenu trajanja
patoloskog stanja. U istrazivanjima na ljudima pokazalo se da osobe s trisomijom 21 imaju
ekstra kopiju gena koji kodira SODI te je i aktivnost SODI veca za 50% u odnosu na
normalnu diploidnu populaciju, dok je kod osoba s familijarnim oblikom amiotroficne
lateralne skleroze uslijed besmislenih mutacija i delecije gena na kromosomu 21 aktivnost

SOD1 smanjena (148, 149).

1.5.4 Glutation

Reducirani glutation (GSH) je tripeptid i glavni unutarstani¢ni antioksidans. Nalazi se
u gotovo svim stanicama te s enzimima (glutation—peroksidazom, glutation—reduktazom,
glutation—S—transferazom) kojima je supstrat ¢ini jedan od vaznijih antioksidacijskih sustava
u organizmu. Unutar stanice koncentracija GSH je molarna, Sto rezultira visokom omjerom
GSH/GSSG (>30) (151). GSSG je kratica za oksidirani glutation. Omjer GSH/GSSG u
serumu je znacajno nizi (~3). Oksidacija GSH je reverzibilan proces pa tako NADPH reducira

GSSG u 2 molekule GSH. Enzim glutation-peroksidaza katalizira redukciju vodikovog
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peroksida nastalog djelovanjem SOD-a stvarajuci pri tomu oksidirani oblik glutationa (GSSH)
(H202 + 2GSH — GSSH + 2H20). Glutation-reduktaza omogucuje regeneraciju GSH i
njegovo ponovno koristenje (GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP-). Oksidirani
glutation (GSSH) obnavlja glutation reduktaza, a glutation peroksidaza koristi reducirani
glutation u obrani od oksidacijskog stresa. Glutation—S—transferaza je velika skupina enzima
koji razgraduju mnoge ksenobiotike i pesticide u procesima konjugacije s reduciranim
glutationom. U stanicama se gotovo sav glutation nalazi u reduciranom obliku. Najveca
koli¢ina GSH nastaje u jetrima koja ga otpuSta u plazmu kojom se prenosi po ¢itavom tijelu.
Poluvijek eliminacije GSH u eritrocitima je 4 dana, dok je u jetrima 3 sata (139). Reducirani
glutation sadrzi slobodnu SH skupinu koja je izvor redukcijskog potencijala u svim stanicama
te time osigurava reducirane oblike mnogih antioksidansa poput koenzima Q te vitamina C 1
E. Nedostatak GSH povezan je s oSteenjima mitohondrija nastalih djelovanjem vodikovog
peroksida. Ispitivanja in vitro su pokazala da se prilikom izlaganja stanica kvasca, makrofaga,
monocita i koznih fibroblasta reaktivnim sekundarnim spojevima oksidacijskog stresa pocetno
smanjuje koncentracija GSH nakon ¢ega dolazi do povecanja koncentracije GSH sve do
razine dvostruko vece od one u kontrolnim stanicama (139). Pretpostavlja se da je naknadni
porast koncentracije GSH adaptacija na oksidacijski stres, no sam mehanizam zasad jo$ nije
poznat. Takoder, u velikom broju patofizioloskih procesa primijecen je pad koncentracije

GSH (152).

1.5.5 Lijekovi i oksidacijski stres

Biotransformacija lijekova odvija se uglavnom u jetrima. Metabolicke promjene
lijekova u organizmu odvijaju se uz pomo¢ brojnih enzimskih sustava, poput enzima prve
(CYP — enzimi, reduktaze, hidrolaze) i druge faze metabolizma lijekova (fosfataze,
transferaze). Tijekom metabolizma lijeka moze nastati Citav niz toksi¢nih meduprodukata i
metabolita. Tako reakcije oksidacije predstavljaju vazan put razgradnje razli¢itih lijekova
rezultiraju¢i nastajanjem slobodnih radikala koji vezanjem za bioloske makromolekule (lipidi,
nukleinske kiseline i proteini) uzrokuju promjene fizioloskih funkcija stanice. Obzirom da je
oksidacijski stres prisutan u patoloSkim stanjima poput hiperlipidemije, Se€erne bolesti,
metabolickog sindroma i ateroskleroze Cesto su istrazivani ucinci razlicitih antioksidansa na
tijek 1 ishod navedenih patoloSkih stanja. No rezultati vecine klinickih ispitivanja nisu

potvrdili da antioksidansi imaju povoljan utjecaj na ishod kardiovaskularnih bolesti. Veliki
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interes pobudili su lijekovi koji se koriste u prethodno spomenutim patoloSkim stanjima
nakon S§to se uocilo da osim osnovnog posjeduju dodatne ucinke izmedu ostalog i na
oksidacijski stres (153). Kod Stakora, mertformin je povoljno utjecao na streptozocinom
induciranu dijabeticku nefropatiju neovisno o glikemijskoj kontroli djelujuéi antioksidativno
(smanjio ROS, povectao GSH i povecao aktivnost katalaze) (154). Primjena inhibitora
angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (kaptopril) tijekom 14 dana smanjila je miokardijalnu
fibrozu smanjenjem oksidacijskog stresa (smanjena koncentracija MDA 1 povecana aktivnost
SOD i katalaze) (155). S druge strane, primjena indometacina, hidrokortizona 1 acetilsalicilne
kiseline kod Stakora smanjenjem aktivnosti enzima SOD, katalaze i glutation—peroksidaze u

jetrima i bubrezima djelovala je prooksidativno (156).

1.5.5.1 Statini i oksidacijski stres

Rezultati ispitivanja statina na parametre oksidacijskog stresa u nekliniCkim i
klinickim ispitivanjima nisu jednoznac¢ni. Razlog je Sto rezultati jednih ispitivanja ukazuju na
njihovo antioksidacijsko djelovanje, a rezultati drugih ispitivanja na prooksidacijsko.

Prvotna neklinicka i klini¢ka ispitivanja su ukazivala da statini djeluju iskljucivo
antioksidacijski. Tako su u in vitro ispitivanjima Aviram i sur. uocCili da lovastatin i aktivni
metaboliti atorvastatina smanjuju stvaranje oksidiranog LDL kolesterola, te posredno tomu
smanjuju 1 aterogeni potencijal lipoproteina (157,158). Erdos 1 sur. su primjenom ROSU (2
mg/kg/dan) Zucker Stakorima tijekom Ccetiri tjedna dokazali pad povecanih vrijednosti
superoksida u bazilarnoj arteriji zbog inhibicije NAD(P)H oksidaze, poprac¢eno poboljsanjem
cerebrovaskularne funkcije (159). U in vitro 1 in vivo ispitivanjima atorvastatin je takoder
smanjio ekspresiju NADPH-oksidaze te znacajno smanjio stani¢nu proizvodnju ROS-a (160).
Schrris 1 sur. su in vitro ispitivanjima dokazali da statini, osobito njihovi laktonski oblici,
inhibiraju mitohondrijski kompleks III, koji je zasluzan za znacajnu proizvodnju ROS-a te da
je stupanj inhibicije jaci primjenom lipofilnijih statina poput simvastatina (161).

Takoder, in vitro ispitivanja kao 1 pretklinicka na pokusnim Zivotinjama su pokazala
da statini smanjuju angiotenzinom II inducirani oksidacijski stres u kardiomiocitima i glatkim
miSi¢nim stanicama krvne zile inhibicijom Rac-1, malog G-proteina, koji utjece na aktivnost
NADH oksidaze (162,163). Simvastatin i pravastatin djelovali su antioksidativno protiv
dekstrozom induciranog stresa na endoplazmatskom retikulumu, kao i oksidacijskog stresa na

stanicama endotela i HepG2 stanicama (164). Primjena rosuvastatina smanjila je oksidacijski

31



stres u Wistar Stakora izazvanog bukom (46). U in vivo ispitivanjima, SIMV je znacajno
smanjio koncentraciju MDA u plazmi, jetrima, bubregu i mozgu normolipemic¢nih Stakora
(135). Prema rezultatima Mohamadina i sur. SIMV (10 mg/kg/dan) je, primijenjen tijekom 5
tjedana u Stakora s dijabetesom izazvanim streptozotocinom, djelovao antioksidativno, t;.
protektivno na lipidnu peroksidaciju i povecao ucinak enzimatskih (SOD 1 katalaze) i ne-
enzimatskih antioksidansa (GSH i vitamin C). Navedeni antioksidacijski u¢inci SIMV nisu
bili uoceni kod kontrolnog standardnog soja Stakora (165). Takoder, njihova in vitro
ispitivanja su potvrdila antioksidativnu aktivnost SIMV 1 njegovu uspjeSnost u hvatanju
slobodnih radikala (165).

U klini¢kom ispitivanju u kojem je sudjelovalo 151 pacijenata s dijabetesom tipa 2 i
lije¢enih SIMV u dozi od 40 mg ili atorvastatinom u dozi od 10 mg dnevno, oba statina su
smanjila plazmatsku koncentraciju MDA 1 povecali aktivnost glutation peroksidaze 1 SOD.
Bolji ucinak na redukciju oksidacijskog stresa pokazao je atorvastatin u odnosu na SIMV
(166). U osoba oboljelih od hiperkolesterolemije primjena atorvastatina je smanjila
koncentraciju oksidiranog LDL za 17%, a primjena rosuvastatina za 25%, dok je primjena
SIMV tijekom 6 mjeseci znaCajno smanjila koncentracija F2-8-isoprostaglandina, biljega
peroksidacije lipida (167,168).

Ucinkovitost SIMV u lijeCenju hiperkolesterolemije i uporaba kod bolesnika s
dijabetesom tipa 2 dobro je dokumentirana. U zdravih osoba ¢ini se da statini ne djeluju na
parametre oksidacijskog stresa. Naime, prema rezultatima Rasmussena i sur., primjena SIMV
zdravim muskarcima u dozi od 40 mg dnevno tijekom 14 dana nije reducirala specificne
biljege unutarstani¢nog i izvanstanicnog oksidacijskog stresa (oksidacija DNA i RNA, MDA)
kao Sto nije izazvala niti pad vrijednosti kolesterola (169). Komentar istih autora je da je
nevjerojatno da SIMV ima ucinke samo na oksidacijski stres u populaciji oboljelih, kao Sto je
dijabetes, gdje je oksidacijski stres izrazen.

Ranije je spomenuto (Tocke 1.2.1 i 1.3.1.3) da statini inhibicijom aktivnog mjesta
HMG-CoA reduktaze, sprjeCavaju nastanak mevalonata, koji je klju¢na stepenica u
metabolickom putu ne samo sinteze kolesterola, nego 1 odredenih izoprenoida (12,163).
Posljedi¢no, inhibicijom enzima i mevalonata, statini ostvaruju korisne i Stetne ucinke.
Korisni ucinci su inhibicija sinteze kolesterola 1 izoprenoidnih meduprodukata,
geranilgeranilpirofosfata i farnesilpirofosfata, odgovornih za prenilaciju proteina. Stetni
ucinci statina, poput miopatije, nastaju zbog inhibicije sinteze ubikinona ili koenzima Q10,
takoder derivata izoprenoida (170). Ubikinon, regulira mitohondrijsku oksidativnu

fosforilaciju i time proizvodnju ATP-a te djeluje kao snazan antioksidant bilo da uklanja
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ROS, te time sprjecava inicijaciju 1 diseminaciju oksidacije membrana i/ili da obnavlja
stani¢ne antioksidanse, kao Sto su a-tokoferol i askorbinska kiselina (171). U stvari, statini
inhibicijom ubikinona smanjuju antioksidacijski kapacitet mitohondrija, pa se stoga namece
logi¢na pretpostavka da statini mogu djelovati i prooksidativno.

Ovu pretpostavku potvrduju najnoviji rezultati nekoliko autora. Zenga i Liu (2019) su
dokazali da atorvastatin u jetrima dijabetickih Stakora povecava ne samo sekreciju proupalnih
¢imbenika kao S§to su IL-1, TNF, IL-6, nego i koncentraciju ROS-a, dok smanjuje aktivnost
antioksidantnih enzima (SOD 1 CAT) (172). U klinickom ispitivanju u kojem je sudjelovalo
33 statin-naive bolesnika s dijabetesom tipa 1 ili 2, pretilo$¢u i1 hipertenzijom, tj. bolesnika s
povecanim oksidacijskim stresom, primjena SIMV u dozi od 40 mg ili atorvastatina u dozi od
10 mg dnevno tijekom 12 tjedana je izazvala je znacajno smanjenje koenzima Q10 (173).
Takoder, tijekom ispitivanog perioda nije doslo do znacajnih promjena u koncentracijama
mijeloperoksidaze i MDA.(173). U zakljucku isti autori dovode u pitanje moguci pleiotropni
ucinak statina na oksidacijski stres.

Fassett i sur. su objavili post hoc analizu randomiziranog placebom kontroliranog
klinickog ispitivanja u kojem je ispitan ucinak atorvastatina u dozi od 10 mg/dnevno u odnosu
na oksidacijski stres kod bolesnika s kroni¢nom bolesti bubrega. Dokazali su da primjena
atorvastatina tijekom 3 godine nije smanjila biljege oksidacijskog stresa, nego je suprotno
oc¢ekivanom izazvala porast MDA, statisticki znaCajan porast F2-isoprostaglandina, te
statistiCki znaCajno smanjenje aktivnosti glutation peroksidaze u plazmi u odnosu na

kontrolnu skupinu (174).

1.5.5.2 Fibrati i oksidacijski stres

Kao i kod statina, rezultati ispitivanja fibrata na parametre oksidacijskog stresa u
neklinickim ispitivanjima nisu jednoznacni. Tako su Aviram i sur. u in vitro studijama uocili
da gemfibrozil smanjuje stvaranje oksidiranih LDL kolesterola, te posredno tomu smanjuje i
aterogeni potencijal lipoproteina (158). Kao aktivatori PPARa, bezafibrat i FENO su in vitro
uvjetima povecali ekspresiju gena za CuZnSOD, a sam FENO i za glutation peroksidazu
(42,68,175).

Ispitivanja objavljena prije trideset godina su pokazala da klofibrat i procetofen
znacajno smanjuju aktivnost SOD 1 glutation peroksidaze u jetrima Wistar Stakora oba spola

(izrazenije u Zenki), dok je aktivnost katalaze u oba spola bila poveéana (izrazenije u
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muzjaka) (176). Ispitujuci u€inke fenofibrata na parametre oksidacijskog stresa, Ciriolo i sur.
(1984) su u jetrima Stakora muzjaka dokazali izraziti pad aktivnosti superoksid dizmutaze i
glutation peroksidaze, dok je koncentracija MDA bila znacajno povecana. Porast MDA jasno
ukazuje na lipidnu peroksidaciju (177).

Primjena FENO kod miSeva tijekom dva tjedna izazvala je povecanje koncentracije
vodikovog peroksida, te ukupnog i oksidiranog glutationa u jetrima. Istovremeno, povecana
lipidna peroksidacija nije dokazana, vjerojatno zbog prisutnosti velike koncentracije
ubikinona (178). Sedmodnevna primjena FENO kod Stakora je zna€ajno smanjila plazmatske
koncentracije MDA (19). S druge strane, gemfibrozil je kod Stakora znacajno povecao
koncentraciju MDA u plazmi, jetrima i bubregu (135). Utjecaj fenofibrata na oksidacijski
stres ispitan je u klinickim ispitivanjima kod bolesnika s hipertrigliceridemijom i
metabolickim sindromom (179-182). Klini¢kim ispitivanjem primjene bezafibrata kod osoba
oboljelih od hiperkolesterolemije uocena je smanjena lipidna peroksidacija (168).

Iz priloZzenog je vidljivo da su podaci o antioksidacijskim i oksidacijskim ucincima
statina i fibrata kako u pretklinickim tako i1 u klini¢kim istrazivanjima prilicno heterogeni.
Prema Frijhoffu i sur. (2015) razlozi takve heterogenosti mogu biti npr. razli¢ite metode koje
su koriStene za utvrdivanje oksidacijskog stresa, kao 1 nehomogenost patofizioloska stanja i
bolesti u kojima su istrazivanja oksidacijskog stresa provedena (142). Stoga se i dalje trazi
specifi¢ni biljeg za oksidacijski stres u odredenoj bolesti.

U Uvodnom dijelu o kolinesterazama (Tocka 1.4.1) istaknuto je da je acetilkolin ne
samo neurotransmitor nego i protuupalna molekula, te da se danas intenzivno ispituje
kolinergic¢ki protuupalni put. U kontekstu te ¢injenice, stvorena je pretpostavka da PChE
moze predstavljati upalni biljeg kod sistemskih upala blazeg stupnja (98,183). Stoga je vazno
poznavati lijekove koji povecavaju¢i ili smanjujuéi kataliticku aktivnost PChE mogu
indirektno utjecati na kolinergicki protuupalni put. Pritom je vazno naglasiti da i oksidacijski
stres pridonosi upalnom procesu. U ovom istrazivanju ispitivani su ucinci simvastatina,
rosuvastatina i fenofibrata kod normolipemicnih i hiperlipemicnih Stakora ne samo na PChE,
nego 1 na biljege oksidacijskog stresa (MDA, glutation i SOD), kako bi utvrdili da li
antilipidni lijekovi djelovanjem na aktivnost PChE 1 biljege oksidacijskog stresa mogu
indirektno utjecati na upalni proces, §to u konacnosti mogu biti njihovi korisni i/ili Stetni
ucinci. Obzirom na ¢injenicu da PChE osim ACh hidrolizira niz sintetskih estera poput
butiriltiokolina 1 sukcinilkolina, u ovom radu je kataliticka aktivnost enzima mjerena s dva
supstrata, acetiltiokolinom 1 butiriltiokolinom. Namjera je bila utvrditi da li je smjer promjena

u aktivnosti PChE jednak bez obzira na koriSteni supstrat.
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2 HIPOTEZA
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1. Visekratna primjena simvastatina i rosuvastatina kod normolipemi¢nih kao i simvastatina
kod hiperlipemicnih Stakora povecava kataliticku aktivnost pseudokolinesteraze i superoksid-
dismutaze, povecava koncentraciju reduciranog glutationa, a smanjuje koncentraciju
malondialdehida. U normolipemi¢nih Stakora povecanje aktivnosti PChE 1 SOD, povec¢anje
koncentracije GSH, te smanjenje koncentracije MDA biti ¢e izraZenije nakon primjene

simvastatina, nego rosuvastatina.

2. Visekratna primjena fenofibrata kod normolipemi¢nih kao i kod hiperlipemic¢nih Stakora
povecava aktivnost PChE, smanjuje aktivnost SOD, smanjuje koncentraciju GSH i povecava

koncentraciju MDA.
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3 CILJEVIRADA
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OPCI CILJEVI
Ispitati postoji li razlika u aktivnosti PChE i vrijednostima parametara oksidacijskoga stresa
nakon primjene statina razli¢ite lipofilnosti, te fibrata izmedu normolipemi¢nih 1

hiperlipemic¢nih Stakora.

SPECIFICNI CILJEVI

Kod normolipemicnih 1 hiperlipemicnih Stakora istraziti utjecaj visekratne primjene razli¢itih
doza rosuvastatina, simvastatina i fenofibrata na:

1. kataliti¢cku aktivnost PChE u mozgu, plazmi i jetrima;

2. kataliticku aktivnost SOD u mozgu, plazmi i jetrima;

3. vrijednosti koncentracija MDA u mozgu, plazmi i jetrima;

4. vrijednosti koncentracija GSH u mozgu, plazmi i jetrima;

5. vrijednosti koncentracija triglicerida i HDL-kolesterola.

Utvrditi:

- da li postoji razlika u djelovanju na PChE i parametre oksidacijskoga stresa u mozgu
obzirom na razli€iti stupanj lipofilnosti izmedu simvastatina i rosuvastatina;

- da 1i postoji razlika u antioksidacijskim u€incima izmedu simvastatina i rosuvastatina (t;.
statina kao grupe) s jedne strane i fenofibrata, tj. fibrata s druge strane;

- da li se ucinci simvastatina na PChE i parametre oksidacijskoga stresa razlikuju izmedu
normolipemic¢nih i hiperlipemi¢nih Stakora;

- u¢inke fenofibrata na PChE i parametre oksidacijskoga stresa, te da li su ti ucinci isti kod
normolipemicnih 1 hiperlipemi¢nih Stakora;

- da i su ucinci simvastatina, rosuvastatina i fenofibrata u normolipemic¢nih Stakora ovisni o
dozi;

- da 1i postoje razlike izmedu rosuvastatina, simvastatina i fenofibrata u ucincima na

trigliceride i HDL-kolesterol izmedu normolipemic¢nih i hiperlipemicnih Stakora.
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4 MATERIJALI I METODE
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4.1 Zivotinje

Za istrazivanje su koriStena ukupno 130 muskih $takora. Od ukupnog broja, njih 108
pripada standardnom soju normolipemi¢nih Wistar Stakora (vlastiti uzgoj Zavoda za
Farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu), mase 250-300 g i starosti 2-3
mjeseca. Preostala 22 Stakora bila su genetski hiperlipemi¢na, mase 250-300 g i starosti 2
mjeseca (HsdHIr:ZUCKER-Lepr/®), proizvodata Envigo, Harlan iz Italije. Zivotinje su
tijekom svih pokusa boravile u prostorijama s reguliranim 12-satnim ciklusom svjetla i
temperaturom 22-24°C sa slobodnim pristupom hrani i vodi. Hranjeni su normalnom,
komercijalno dostupnom Stakorskom hranom. Za obavljanje pokusa dobivena je dozvola

Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu (Ur. Broj: 04-76/2007-391).

4.2 Ispitivane supstancije

U eksperimentima su koriSteni antilipidni lijekovi: rosuvastatin (CAS-147098-20-2)
(Crestor®, AstraZeneca, Hrvatska) (ROSU), simvastatin (CAS-79902-63-9) (Lipex®, Merck
Sharp & Dohme, Haarlem Nizozemska) (SIMV) i fenofibrat (CAS-49562-28-9) (Tricor®
Recipharm Fontaine, Francuska) (FENO) u obliku tableta.

4.2.1 Odabir doza
Napomena: Fizikalni pojam tjelesna masa u daljnjem tekstu zamijenjen je pojmom tjelesna

tezina, koji se u farmakoloskom nazivlju uobicajeno koristi pri odabiru doza u pretklinickim i

klini¢kim istrazivanjima.

Rosuvastatin (ROSU)

5 mg/kg tjelesne tezine dnevno. Odabrana doza je ekvivalentna humanoj dozi od 0,8 mg/kg

tjelesne tezine dnevno. Prosjecna tezina Covjeka je 60-70 kg, a maksimalna dnevna doza za
lije¢enje hiperkolesterolemije je 40 mg dnevno. Prema tome doza ROSU od 5 mg/kg/dan
odabrana za ovo istrazivanje je priblizno jednaka preporucenoj maksimalnoj dnevnoj dozi u

covjeka.

10 mg/kg tjelesne tezine dnevno. Odabrana doza je dva puta ve¢a od maksimalne dnevne doze

koja se u Covjeka preporucuje za lijecenje hiperkolesterolemije.
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Simvastatin (SIMV)

10 mg/kg tjelesne tezine dnevno. Odabrana doza je ekvivalentna humanoj od 1,6 mg/kg

tjelesne tezine dnevno. Maksimalna dnevna doza SIMV za lijeCenje hiperkolesterolemije je
80 mg/dan, Sto znaci da je doza SIMV od 10 mg/kg/dan nesto veca od maksimalne dnevne
doze u ¢ovjeka koja se preporucuje za lijecenje hiperkolesterolemije.

50 mg/kg tjelesne tezine dnevno. Odabrana doza je oko pet puta ve¢a od maksimalne dnevne

doze koja se u ¢ovjeka preporucuje za lijeCenje hiperkolesterolemije.
Fenofibrat (FENO)

30 mg/kg tjelesne tezine dnevno. Odabrana doza je ekvivalentna humanoj od 4,8 mg/kg

tjelesne tezine dnevno. Maksimalna dnevna doza FENO za lije¢enje hiperkolesterolemije je
267 mg/dan, Sto znaci da je doza FENO od 30 mg/kg/dan odabrana za ovo istrazivanje
priblizno jednaka preporucenoj maksimalnoj dnevnoj dozi u ovjeka.

50 mg/kg tjelesne tezine dnevno. Odabrana doza je neSto manje od 2 puta veca od

maksimalne dnevne doze koja se u ¢ovjeka preporucuje za lije¢enje hiperkolesterolemije.

4.3 Postupci sa zivotinjama

Primjena svih antilipidnih lijekova u eksperimentalnim skupinama normolipemicnih i
hiperlipemic¢nih Stakora, te fizioloSke otopine u kontrolnim skupinama istih sojeva Zivotinja
provodila se jednom dnevno, izmedu 9 i 10 sati, tijekom 21 dan. Ispitivani antilipidni lijekovi
primjenjivani su u obliku suspenzije per os putem gastricke sonde. Suspenzije su dobivene
mijesanjem homogeniziranih tableta pojedinog antilipidnog lijeka i fizioloske otopine. U svim
pokusima je ukupna dnevna doza pojedinih antilipidnih lijekova suspendirana u 5 mL

fizioloSke otopine na 1 kg tjelesne teZine zivotinja.

4.3.1 Normolipemicni Stakori

Normolipemicni Stakori (N=108) bili su nasumice rasporedeni u 6 eksperimentalnih
(N=10) i 6 kontrolnih skupina (N=8). U svakoj eksperimentalnoj skupini Zivotinje su primale
po jedan lijek u jednoj dnevnoj dozi: ROSU (5 i 10 mg/kg tjelesne tezine), SIMV (10 i 50
mg/kg tjelesne tezine) i FENO (30 1 50 mg/kg tjelesne tezine).
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4.3.2 Hiperlipemicni Stakori

Hiperlipemicni Stakori (N=22) bili su nasumice rasporedeni u dvije eksperimentalne
skupine (N=8) i jednu kontrolnu skupinu (N=6). Svakoj eksperimentalnoj skupini primijenjen
je jednom dnevno ili SIMV u dozi od 50 mg/kg tjelesne tezine ili FENO u dozi od 30 mg/kg

tjelesne tezine.

4.3.3 Kontrolne skupine

Kontrolne skupine normolipemi¢nih 1 hiperlipemi¢nih Stakora su dobivale 5 mL
fizioloske otopine na 1 kg tjelesne mase per os dnevno putem gastricke sonde. Kataliticka
aktivnost PChE mjerena s dva supstrata (acetiltiokolinom i butiriltiokolinom), aktivnost SOD
te koncentracije MDA 1 GSH u normolipemicnih i hiperlipemi¢nih Stakora su predstavljale
bazi¢ne vrijednosti, na osnovu kojih se zakljucivalo da li je primjena antilipidnih lijekova u
eksperimentalnim skupinama oba soja zivotinja izazvala promjene navedenih parametara te

da li su promjene bile statisticki znacajne.

4.3.4 Postupak zrtvovanja i uzimanja bioloSkog materijala

Zrtvovanje Zivotinja je provedeno 22. dana nakon zavriene primjene pojedinih
antilipidnih lijekova i fizioloSke otopine, te 12-satnog no¢nog gladovanja. Sve Zivotinje su
bile podvrgnute opcoj anesteziji inhalacijom dietil-etera, jer se pokazalo da dietil-eter u
odnosu na druge anestetike ne mijenja aktivnost PChE (184). Zrtvovanje se provelo
postupkom uzimanja venske krvi direktno iz srca do eksangvinacije. Tako dobivena krv
pohranjena je u heparinizirane epruvete kako bi se iz plazme izvrSila odredivanja aktivnosti
PChE 1 SOD-a te koncentracije MDA, reduciranog glutationa, triglicerida i HDL kolesterola.
Od uzoraka tkiva koriSteni su cijeli mozgovi mase 1,8-2,2 grama i komadi¢i jetre mase 0,7-
0,98 grama. Uzorci tkiva su prije pohrane homogenizirani s fizioloSkom otopinom u omjeru
1:4 te centrifugirani pri 3500 G izmedu 15-20 minuta (Rotofix-32 Hettich, Njemacka).
Dobiveni supernatanti koristeni su za odredivanje aktivnosti PChE i SOD-a, te koncentracije
MDA 1 GSH. Uzorci plazme i supernatanti jetre i mozga su do trenutka mjerenja bili

pohranjeni su u zamrzivacu na temperaturi od -80°C.
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4.4 Biokemijske metode

4.4.1 Odredivanje kataliticke aktivnosti pseudokolinesteraze u mozgu i plazmi

Kataliticka aktivnost PChE u plazmi i mozgu mjerena je spektrofotometrijski
metodom po Ellmanu i suradnicima koriste¢i butiriltiokolin (BTCh) i acetiltiokolin (ATCh)
kao supstrate (185). Otopina za mjerenje nacinjena je od 1 mL mjeSavine pufera (3 mL 0,1 M
fosfatni pufer) i reagensa (100 uL 0,38 mM 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoi¢ne kiseline) — DTNB).
U istu otopinu dodano je 100 pL BTCh odnosno ATCh kao supstrata te 50 puL plazme ili
supernatanta mozga. Kao slijepa proba korisStena je otopina pufera, reagensa i supstrata, bez
uzorka plazme 1 supernatanta mozga. Spektrofotometrijsko odredivanje brzine reakcije
provedeno je na spektrofotometru (HPV 220-Iskra, Slovenija) mjerenjem promjene
apsorbancije tijekom 3 minute pri temperaturi 25°C 1 valnoj duljini od 412 nm. Kataliticka
aktivnost PChE izrazena je kao mikromol supstrata hidroliziranog po minuti po mililitru

plazme odnosno gramu tkiva (umol/min/mL, pmol/min/g).

4.4.2 Odredivanje kataliticke aktivnosti pseudokolinesteraze u jetrima

Mjerenje katalitiCke aktivnosti PChE u jetrima je takoder provedeno prema metodi po
Ellmanu 1 suradnicima (185). S obzirom da tkivo jetre sadrzi obje kolinesteraze za
odredivanje kataliticke aktivnosti PChE u jetrima rabljen je etopropazin, specifi¢ni inhibitor
BuChE. U prvom djelu odredena je ukupna aktivnost kolinesteraza na nacin kako je
prethodno opisano za odredivanje aktivnosti u plazmi i mozgu pri ¢emu se umjesto uzorka
plazme odnosno mozga u otopinu za mjerenje dodalo 100 puL supernatanta jetre. U drugom
djelu odredena je aktivnost AChE uz dodatak 100 pL etopropazina u otopinu za mjerenje.
Razlika izmedu ukupne aktivnosti i aktivnosti AChE predstavljala je aktivnost PChE. Kao
supstrati koriSteni su BTCh i ATCh. Kataliticka aktivnost PChE izrazena je kao mikromol

supstrata hidroliziranog po minuti po gramu tkiva jetre (umol/min/g).

4.4.3 Odredivanje koncentracije malondialdehida u tkivima mozga i jetre

Odredivanje koncentracije MDA u homogenatima tkiva mozga i jetre provedeno je u

Jedinici za toksikologiju Instituta za medicinska istraZzivanja i medicinu rada, IMI, prema
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metodi koju su opisali Drury i suradinici (186). Metoda se temelji na vezanju MDA s
tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri ¢emu nastaje ruzicasti spoj koji apsorbira svjetlost
valne duljine od 538 nm. Kao standard za bazdarnu krivulju koriSten je 1,1,3,3-tetractoksi
propan. Daljnja oksidacija sprijecena je dodavanjem butiliranog hidroksitoluena (BHT).
Otopina za mjerenje sadrzavala je 50 pL supernatanta tkiva mozga ili jetre, 5 uL BHT (0,2%,
w/v), 750 uL fosforne kiseline (1%, v/v), 250 uL TBA (0,6%, w/v) te 445 uL vode.

Uzorci s reagensima su promijeSani i1 inkubirani u kipucoj vodenoj kupelji 30 minuta.
Reakcija je zaustavljena hladenjem u vodi te je 20 pL priredene otopine injektirano je u
teku¢inski  kromatograf visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). HPLC sastoji se od uredaja koji uklanja otopljene plinove,
izokratne 1 gradijentne pumpe, termostatiranog prostora za kolonu, UV 1 fluorescentnog
detektora (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Pretkolona i analiticka kolona su C-18
obrnute faze (LiChrospher, Merck, Darmstadt, Njemacka) s cesticama veli¢ine 5 pm.
Dimenzije pretkolone su 4,0 x 4,0, a kolone 4,0 x 125,0 mm.

Iz mobilne faze koja se sastojala od 50 mM KH2POs i metanola (60:40, v/v, pH 6,8)
uklonjen je otopljeni zrak u ultrazvucnoj kupelji (15 minuta). Protok mobilne faze bio je 1
mL/min. MDA je mjeren UV detektorom pri valnoj duljini od 532 nm. Injektirano je 20 pm
uzorka, a temperatura kolone je bila 32°C. Pri tim uvjetima vrijeme zadrzavanja MDA na
koloni bilo je 2,5 minute. Koncentracija MDA u tkivima mozga i jetre izraZzena je kao

mikromol po litri (umol/L).

4.4.4 Odredivanje koncentracije malondialdehida u plazmi

Mjerenja koncentracije MDA u plazmi provodila su se u Odjelu za multidisciplinarnu
primjenu kromatografija Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku u Klinickom
bolnickom centru Zagreb. Koncentracije malondialdehida u plazmi odredene su HPLC-om
(Shimadzu, Nexera) koriStenjem komercijalno dostupnog kita (Chromsystems Instruments
and Chemicals, Order no. 67000, Chromsystems Instruments and Chemicals GmbH,
Njemacka), prema uputama proizvodaca. Priprema uzoraka se temelji na taloZenju proteina
nakon c¢ega slijedi derivatizacija. HPLC sustav sastojao se od fluorescentnog detektora (RF-
20Axs), izokrati¢ne pumpe (LC-20ADxr), termostata kolone (CTO-20A), autoinjektora (SIL-
30ac), odplinjaca (DGU-20AS5) i kontrolne jedinice (CBM-20A). Za prikupljanje i obradu

podataka iz detektora koriSten je LabSolutions software (Shimadzu).
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Kromatografski uvjeti. HPLC kolona za analizu malondialdehida u plazmi i odgovarajuca
predkolona su u ponudi istog proizvodaca (Order no. 67100, Chromsystems GmbH,
Njemacka). Protok pokretne faze: izokrati¢no, 1,0 mL/min; tlak oko 125 bara. Detektor:
fluorescentni detektor (Shimadzu). Valna duljina od 515 nm (ekscitacija) 1 553 nm (emisija).
Temperatura kolone: 25°C. Vrijeme analize: 5 minuta. Volumen injektiranja: 20 pL.

Priprema uzoraka. U oznalene bocice, zasticene od svjetla pipetirano je 100 pL plazme
(kalibrator, kontrole, uzorci) 1 500 puL reagensa za taloZenje te su uzorci vorteksirani a zatim
centrifugirani 5 minuta na 13 000 o/min. 500 pL supernatanta je prebaceno u oznacene bocice
za derivatizaciju 1 u svaku bocicu je dodano 100 pL reagensa za derivatizaciju, bocCice su
zacepljene, kratko vorteksirane te stavljene na inkubaciju 60 minuta na 95°C. Nakon
inkubacije, bocice s uzorkom su naglo ohladene pod mlazom hladne vode. Zatim je u
ohladenu smjesu dodano 500 pL pufera za neutralizaciju. 20 pL pripremljenog uzorka
injektirano je na kolonu. Koncentracija MDA u plazmi izrazena je kao mikromol po litri

(umol/L). Usporedba kontrolnog i testiranog uzorka prikazana je na slici 4.1.

a) kromatogram kontrolnog uzorka

mV 10702

1060-2] MDA

1050%

1040:3

1030:§

1020%

1010:§
T T T[T T T T [ T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T [ T T T T [T T T T[T T T7T]
0.0 0.5 1.0 1.5 2,0 2,5 3.0 3.5 4,0 4.5

min
b) kromatogram testiranog uzorka
mV
1150; MDA
1100;
1050;
: P o S J
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 4,5
min

Slika 4.1 Kromatogram kontrolnog i testiranog uzorka
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4.4.5 Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze u tkivima mozga i jetre

Odredivanje aktivnosti SOD u supernatantima mozga i jetre Stakora provedena su
uJedinici za toksikologiju Instituta za medicinska istrazivanja 1 medicinu rada, IMI,
inhibicijom redukcije citokroma C u sustavu ksantin/ksantin-oksidaza po metodi Flohé i
Otting (187).

U svrhu odredivanja aktivnosti koriStene su kemikalije od Sigma Chemical Co., SAD:
pufer — otopina fosfatnog pufera (50 mmol/L, pH = 7,8) s etilendiaminotetraoctenom
kiselinom (EDTA) pripremljena otapanjem 3,72 mg EDTA u 100 mL fosfatnog pufera,
otopina A pripremljena mijeSanjem otopina citokroma C (0,05 mmol/L u puferu) i ksantina (1
mmol/L u 1 mmol/L NaOH) u omjeru 1:10 (v/v), otopina B pripremljena razrjedivanjem
osnovne otopine ksantin-oksidaze aktivnosti 35,51 IU/mL u puferu do kona¢ne aktivnosti
0,059 TU/ml, te otopine standarda u koncentraciji od 0,02 do 0,1 mg/mL pripremljene
razrjedivanjem osnovne otopine SOD-a iz govedih eritrocita koncentracije 1 mg/ml u puferu.
Stupanj inhibicije redukcije citokroma c predstavlja mjeru kataliticke aktivnosti SOD-a
mjerene spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 550 nm, a oc€ituje se porastom apsorbancije
pracenim tijekom 3 min pri temperaturi od 25°C. Jedinica SOD-a definirana je kao koli¢ina
enzima potrebnog za 50%-tnu inhibiciju redukcije citokroma ¢ na bazdarnom pravcu s
poznatim koncentracijama SOD-a. Kataliticka aktivnost SOD-a u uzorcima jetre i mozga

izrazena je kao IU/gproteina.

4.4.6 Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze u plazmi

Mjerenja aktivnosti SOD u plazmi provodila su se u Odjelu za multidisciplinarnu
primjenu kromatografija Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku u Klinickom
bolnickom centru Zagreb. Aktivnost SOD u plazmi je odredena imunoenzimskim testom,
ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay), koriStenjem komercijalno dostupnog
ELISA kompleta Calbiochem® Superoxide Dismutase Assay Kit II, Cat. No. 574601
(Calbiochem/EMD Millipore Corporation, San Diego, CA). Ovaj ELISA test koristi
tetrazolijevu sol za detekciju superoksidnih radikala. U reakciji se tetrazolijeva sol reducira u
formazansku boju koja apsorbira svjetlost valne duljine 450 nm, a superoksidni radikali se
oksidiraju u molekularni kisik. Nastali molekularni kisik se ksantin-oksidazom reducira u

superoksidni radikal, a nastali nusprodukti su vodikov peroksid i mokraé¢na kiselina.
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Komercijalni ELISA kit je sadrzavao mikrotitarsku ploc€icu, pufer za ispitivanje (assay
buffer, 5 mL), pufer za uzorke (sample buffer, 5 mL), detektor radikala - otopina tetrazolijeve
soli (radical detector, 250 puL), SOD standarde - otopina govede eritrocitne SOD (Cu/Zn) (100
ulL) 1 ksantin-oksidazu (150 pL). Postupak je proveden prema uputama proizvodaca. Svi
uzorci 1 SOD standardi su analizirani u duplikatu. Postupak: u sve jazice na mikrotitarskoj
plocici dodano je 200 pL pripremljenog detektora radikala. Zatim je u odredenu jazicu
dodano 10 pL standarda ili 10 pL uzorka. Reakcija je zapoceta dodatkom 20 pL ksantin-
oksidaze. Plo¢ica je inkubirana na tresilici 20 min na sobnoj temperaturi. Apsorbancija je
izmjerena na 450 nm na citacu mikroplo€ica (Gladiator Iason, Graz, Austrija). Kataliticka

aktivnost SOD-a u plazmi izrazena je kao IU/mL.

4.4.7 Odredivanje koncentracije reduciranog glutationa u plazmi i tkivima mozga i jetre

Koncentracija GSH u plazmi i tkivima mozga i jetre Stakora mjerena je u Jedinici za
toksikologiju Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada, IMI, spektrofotometrijskom
metodom po Ellmanu (188).

Metoda se temelji na vezanju glutationa (tiola) s 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoi¢nom
kiselinom (DTNB). U ovoj brzoj reakciji cijepa se disulfidna veza te nastaje 2-nitro-5-
tiobenzoat (NTB), koji se ionizira do NTB? koji je Zute boje i apsorbira svjetlost valne duljine
od 412 nm. U 300 puL supernatanta dodano je 100 puL TCA (5%-tne otopine). Smjesa je
promijesana na tresilici i centrifugirana 10 minuta na 10 000 G. Pripremljene su otopine
slijepe probe, standarda GSH i uzoraka za mjerenje apsorbancije na 412 nm (100 pL H20/100
uL standarda/100 pL supernatanta tkiva ili plazme, 850 pL fosfatnog pufera 1 50 uL. DTNB).
Apsorbancija GSH myjerena je u triplikatu. DTNB je dodan neposredno prije mjerenja
apsorbancije svakog uzorka jer je nestabilan pri sobnoj temperaturi. Svaki uzorak promijeSan
je na vortex mjesalici. Mjerenje je provedeno tako da se paralelno mjerila apsorbancija slijepe
probe i standarda ili pojedinih uzoraka. Koncentracija GSH iz uzoraka izradunata je iz
formule Lamber-Beerovog zakona, prema kojem je apsorbancija bezdimenzijska veli¢ina,
jednaka umnosku molarnog koeficijenta apsorpcije (€) izrazene jedinicom mol/L (mjera
sposobnosti neke tvari da apsorbira i rasprsi zracenje), debljini sloja otopine (1) izrazene u
centimetrima i koncentracije (¢): 4 = € [ ¢ ili iz bazdarnog dijagrama. Koncentracija GSH

izrazena je kao mikrogram po mililitru (ug/mL).
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4.4.8 Odredivanje koncentracije triglicerida i HDL kolesterola u plazmi

Koncentracije triglicerida i HDL kolesterola u plazmi Stakora mjerene su u Odjelu za
laboratorijsku  dijagnostiku  Poliklinike ~Bonifarm spektrofotometrijski  standardnim
enzimatskim metodama na analizatoru Cobas Integra 400 plus (Roche Diagnostics,

Mannheim, Njemacka) koriStenjem originalnih reagensa tvrtke Roche Diagnostics.

4.4.8.1 Trigliceridi

Nacelo metode (Shema 4.4.8.1): Enzimatska, kolorimetrijska metoda (GPO/PAP) s
glicerol-fosfat-oksidazom. Trigliceridi se hidroliziraju pomocu lipoprotein-lipaze (LPL) na
glicerol i masne kiseline. Glicerol se zatim fosforilira u glicerol-3-fosfat u prisustvu ATP-a u
reakciji koju katalizira glicerol-kinaza (GK). Glicerol-fosfat-oksidaza (GPO) oksidira
glicerol-3-fosfat u dihidroksiaceton-3-fosfat 1 vodikov peroksid (H202). U prisutnosti
peroksidaze (POD), vodikov peroksid reagira s 4-klorofenolom i 4-aminofenazonom i nastaje
crveno obojeni kinoniminski produkt. Povecanje apsorbancije se mjeri na 512 nm 1 direktno je
proporcionalno koncentraciji triacilgricerola u uzorku. Koncentracija triacilglicerola izrazena

je kao mmol/L.

lipoprotein-lipaza

triacilglicerol + H,0O glicerol + masne kiseline

glicerol-kinaza

glicerol + ATP ” glicerol-3-fosfat + ADP
Mg
licerol-3-fosfat-oksidaza
glicerol-3-fosfat + O, E H,0; + dihidroksiaceton-3-fosfat
eroksidaza
H,0; + 4-aminoantipirin + 4-klorofenol P kinoneimin + HCl+ H ,0

Shema 4.4.8.1 Odredivanje koncentracije triglicerida kolorenzimskom (PAP) metodom

*Preuzeto iz: Lovri¢ J. Prirucnik za vjezbe iz medicinske kemije i biokemije. 3. izdanje.
Medicinska naklada. Str.149.
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4.4.8.2 HDL kolesterol

Nacelo metode: Homogena enzimatska kolorimetrijska metoda. U prisutnosti
magnezijevih iona i dekstran-sulfata nastaju u vodi topivi kompleksi LDL, VLDL i
hilomikrona koji su otporni na PEG-modificirane enzime. Koncentracija HDL kolesterola se
odreduje enzimatski pomocu enzima: kolesterol-esteraze i kolesterol-oksidaze koje su vezane
amino skupinama s PEG-om (~40%). Kolesterol-esteraza razgraduje kolesterol estere na
kolesterol i masne kiseline. U prisutnosti kisika, kolesterol-oksidaza oksidira kolesterol u
kolest-4-en-3-on i vodikov peroksid (H202). U prisutnosti peroksidaze vodikov peroksid
reagira sa 4-aminoantipirinom 1 HSDA [natrij N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoksianilin] 1 nastaje plavo obojeni kinoniminski produkt. Povecanje apsorbancije se
mjeri na 583 nm i direktno je proporcionalno koncentraciji HDL kolesterola u uzorku.

Koncentracija HDL kolesterola izrazena je kao mmol/L.

kolesterol-esteraza

kolesterol-ester kolesterol + masna kiselina

kolesterol-oksidaza

kolesterol + O, kolest-4-en-3-on + H,0,

peroksidaza

2 H,05 + 4-aminoantipirin + hidroksibenzojeva kis. kinonimin + 4 H,0

Shema 4.4.8.2 Odredivanje koncentracije kolesterola kolorenzimskom (PAP) metodom

*Preuzeto iz: Lovri¢ J. Prirucnik za vjezbe iz medicinske kemije i biokemije. 3. izdanje.
Medicinska naklada. Zagreb 2017. str.151.
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4.5 Analiza podataka

4.5.1 StatistiCka analiza podataka

Analiza podataka obavljena je uporabom statistickog kompjuterskog programa
GraphPad Prism (verzija 6) licenciranim na Centar za NMR Instituta Ruder Boskovi¢. Razlika
medu skupinama analizirala se uporabom parametrijskih, odnosno neparametrijskih
statistiCkih testova, ovisno o raspodjeli dobivenih podataka. Svi primijenjeni testovi su

dvosmjerni. P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki zna¢ajnim (189).

4.5.2 Prikaz rezultata

Za normolipemicne Stakore rezultati u tablicama su prikazani kao aritmeticka sredina i
standardna devijacija (x + S.D.), a na slikama su navedene pojedina¢ne vrijednosti i p-
vrijednosti, horizontalna crta oznafava aritmetricku sredinu. Rezultati za hiperlipemicne
Stakore u tablicama su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija i p —
vrijednost (ANOVA). Na slikama su navedene pojedinacne vrijednosti i p-vrijednosti
Dunnettova testa viSestruke usporedbe s kontrolnom skupinom, horizontalna crta oznacava

aritmetri¢ku sredinu.
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Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki. Statisticki znacajni rezultati oznaceni su u tablicama

podebljano i kao p vrijednost.

5.1 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze u plazmi, jetrima i mozgu mjerena
acetiltiokolinom 1 butiriltiokolinom

5.1.1 Normolipemic¢ni Stakori

A. Plazma

Rosuvastatin

ATCh. Kataliticka aktivnost PChE nije se znacajno promijenila pri primjeni ROSU u manjoj
dozi (5 mg/kg/dan). Znacajan porast aktivnosti PChE za 20% (p = 0,008) u odnosu na
kontrolnu vrijednost izmjeren je nakon primjene vece doze ROSU (10 mg/kg/dan) (Tablica
5.1.1.1Slika 5.1.1 A).

BTCh. Obje doze ROSU (5 1 10 mg/kg/dan) izazvale su znacajan i jednak porast aktivnosti
PChE za 14% (p = 0,019 i p = 0,001) u odnosu na odgovarajuce kontrolne vrijednosti (Tablica
5.1.11 Slika 5.1.1 B).

Tablica 5.1.1 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u plazmi normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ACTh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene rosuvastatina (ROSU) tijekom tri tjedna.

PChE plazma / ATCh PChE plazma / BTCh
Skupina
(uM/min/mL) (uM/min/mL)
kontrola 1 0,35+0.042 (n=17) 0,07 £ 0,006 (n=8)
ROSU 0,08 £ 0,014 (n = 10)
0,37 £0.042 (n=10)
5 mg/kg/dan (p=0,019)
kontrola 2 0,34 + 0,058 (n=18) 0,07 £0.006 (n=8)
ROSU 0,41 £ 0,027 (n=38) 0,08 £ 0,011 (n = 10)
10 mg/kg/dan (p = 0,008) (p =0,001)

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Simvastatin

ATCh. Manja doza SIMV (10 mg/kg/dan) nije znacajno promijenila katalitiCku aktivnost

PChE. Znacajan porast aktivnosti PChE za 22% (p = 0,029) u odnosu na kontrolnu vrijednost
izmjeren je nakon primjene vece doze SIMV (50 mg/kg/dan) (Tablica 5.1.2 1 Slika 5.1.1.C).

BTCh. Obje doze SIMV izazvale su znacajan porast aktivnosti enzima za 17% (p = 0,041) i
57% (p < 0,001) u odnosu na kontrolne vrijednosti (Tablica 5.1.2 i Slika 5.1.1. D).

Tablica 5.1.2 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u plazmi normolipemi¢nih

Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon

primjene simvastatina (SIMV) tijekom tri tjedna.

PChE plazma /ACTh PChE plazma / BTCh
Skupina
(uLM/min/mL) (uM/min/mL)
kontrola 1 0,31 £0,060 (n=8) 0,06 £ 0,006 (n=17)
SIMV 0,07 £0,013(n=9)
0,31+ 0,085 (n=10)
10 mg/kg/dan p =0,041
kontrola 2 0,31 £0,063 (n=28) 0,07+ 0,010 (n=28)
SIMV 0,38 £ 0,048 (n=7) 0,11 + 0,005 (n=8)
50 mg/kg/dan p =0,029 p <0,001

Vrijednosti su izraZzene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Fenofibrat

ATCh. Obje doze FENO izazvale su znac¢ajan i gotovo identi¢an porast kataliticke aktivnosti

PChE za 48% (p = 0,003) 1 46% (p < 0,001) u odnosu na kontrolne vrijednosti (Tablica 5.1.3 1

Slika 5.1.1 E).

BTCh. Pri primjeni obje doze FENO (30 i 50 mg/kg/dan) izmjeren je znaCajan porast
aktivnosti PChE za 62% (p = 0,003) i 133% (p < 0,001) u odnosu na kontrolne vrijednosti

(Tablica 5.1.3 1 Slika 5.1.1 F).

Tablica 5.1.3 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u plazmi normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon

primjene fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.

PChE plazma / ACTh PChE plazma / BTCh
Skupina
(LM/min/mL) (UM/min/mL)

kontrola 1 0,25+0,049 (n=7) 0,08 £0,014 (n=28)
FENO 0,37 £ 0,073 (n=8) 0,13 £ 0,038 (n=6)

30 mg/kg/dan p =0,003 p =0,003
kontrola 2 0,26 £0,049 (n=28) 0,06 £0,014 (n=28)
FENO 0,38 £ 0,022 (n = 8) 0,14 £ 0,024 (n = 8)

50 mg/kg/dan p <0,001 p <0,001

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).

Podebljano — statisticki znacajno (t-test).
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Slika 5.1.1 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u plazmi normolipemi¢nih
Stakora mjerena supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava
aritmeticku sredinu.
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B. Jetra

Rosuvastatin

ATCh. Samo je manja doza ROSU izazvala statisticki znacajno povecanje kataliticke

aktivnosti PChE za 113% (p = 0,008) u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je pri vecoj dozi

aktivnost enzima bila sli¢na kontrolnoj vrijednosti (Tablica 5.1.4 i Slika 5.1.2 A).

BTCh. Statisticki znacajno povecanje aktivnosti PChE za 65% (p = 0,022) u odnosu na

kontrolu izmjereno je nakon primjene manje doze, dok je veca doza izazvala pad aktivnosti

PChE za 30%, koji nije bio znacajan (Tablica 5.1.4 1 Slika 5.1.2 B).

Tablica 5.1.4 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u jetrima normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene rosuvastatina (ROSU) tijekom tri tjedna.

PChE jetra / ATCh PChE jetra/ BTCh
Skupina . .
(LM/min/g) (LM/min/g)
kontrola 1 0,30+£0,125 (n=15) 0,54 +0,274 (n="17)
ROSU 0,64 £ 0,223 (n=9) 0,89 £0,277 (n=10)
5 mg/kg/dan p = 0,008 p = 0,022
kontrola 2 0,49 £0,248 (n="17) 0,64 £0,341 (n=28)
ROSU
0,45+ 0,207 (n=10) 0,45+ 0,148 (n=8)
10 mg/kg/dan

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Simvastatin

ATCh. Bez znacajnih promjena u aktivnosti PChE nakon primjene obje doze SIMV (Tablica

5.1.51slika 5.1.2 C).

BTCh. Bez znacajnih promjena u aktivnosti PChE nakon primjene obje doze SIMV (Tablica

5.1.51slika 5.1.2 D).

Tablica 5.1.5 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u jetrima normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene simvastatina (SIMV) tijekom tri tjedna.

PChE jetra / ATCh PChE jetra/ BTCh
Skupina
(UM/min/g) (UM/min/g)
kontrola 1 0,46 £0,222 (n=18) 0,62 + 0,058 (n=15)
SIMV
0,35+ 0,107 (n=10) 0,67 + 0,180 (n =7)
10 mg/kg/dan
kontrola 2 0,58 £ 0,165 (n=8) 0,79 £ 0,292 (n=6)
SIMV
0,69 £ 0,207 (n=7) 0,82+ 0,177 (n=5)
50 mg/kg/dan

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina () + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Fenofibrat

ATCh. Obje doze FENO izazvale su znacajan porast aktivnosti enzima za 83% (p = 0,013) i
102% (p < 0,001) (Tablica 5.1.6 i slika 5.1.2 E).

BTCh. Obje doze FENO izazvale su znacajan porast aktivnosti enzima za 85% (p = 0,009) i
125% (p < 0,001) (Tablica 5.1.6 1 Slika 5.1.2 F).

Tablica 5.1.6 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u jetrima normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ACTh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.

PChE jetra / ATCh PChE jetra/ BTCh
Skupina . ‘
(UM/min/g) (UM/min/g)
kontrola 1 0,47 £0,243 (n=6) 0,41 £0,284 (n=218)
FENO 0,86 £ 0,150 (n=5) 0,76 £ 0,115 (n=7)
30 mg/kg/dan (p=10,013) p = 0,009
kontrola 2 0,54 £0,149 (n=298) 0,71 £0,458 (n=7)
FENO 1,09 + 0,187 (n=8) 1,60 + 0,669 (n = 8)
50 mg/kg/dan (p <0,001) (p <0,001)

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisticki znacajno (t-test).

58




A 13- B 2.1
p =0.008 p=0.737 p =0.022 p=0.182
1.6+ 1.8
o 1.44 ’\51
S € 12- o £ 157 .
o £ 1.0 £ 1.2- - A
N ng" = o N
s 2 0.8 = vy S Z 09 e -—uE A
S 0.6 <= ° ]
e o . vy 2O 0.6 . = Y
':t 0.4 *.‘ ‘AAA v E ° [ ] A !—Vl
02 Yo PO 03{ o Aad vyy
0.0 T T T T 0-0 T T T T T
A 12 o A W\
o \O° Pl o L\& N \?
'\ % A0
0‘5\) 05\) 0‘5\) 05\)
<« & <« &
C 1.- D 21-
p=0.182 p=0.263 p =0.585 p=10.871
1.6+ 1.8
@ 1.4 §
E 'E 1.2+ E _E 1.5 N
3.E 10 v % E 121
w3 g A v w3 0.9 " Y
L~ . ) v L ~ «J
Oc el o AL Joy Oc o v
o 8 0.6 q‘.-‘—A v a0 0.6- .. ] i.-.. N v
< 04 "o, nt= O B
02 ... .. 03'
0.0 T T T T T 0-0 T T T T T
W\ 1 W\ W\ O
\\ \6’& o\'b \6’& o\'& \6’& o\'b \6’0
© ) N C) & C) & C)
*o(\ g\‘(~ \‘0‘\ ‘(\g\‘# *O“ g\‘é o “\g\‘é
\\\Q \\60 \‘\0 \“30
2 2 2 2
1.8- 2.1
E 16 p=0.013 p < 0.001 F p = 0.009 p < 0.001
07 1.84
o 1.4 v o) .w
g’ v > 1.54
® .S 1.2 ® .S
'djé 1.0- a” vy ‘cjé 1.2 A
w3 J B I v w3 i A
5% ool % W L4 52097 o wam :
RS i “8 osy -
< Y ° R m 034 o A
0.2 ° [ ) AA
0-0 T T T T T 0-0 T T T T T
A W\ 1 o S 1 S
2 2 2 2 2
‘60““0\ @*‘)\6 0 S @*@6 \eo““O\ @*Q\é v~o““°\ @*Q\é
o"’“\ o"Q‘(\ o o o"“w
& & « «

Slika 5.1.2 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u jetrima normolipemi¢nih
Stakora mjerena supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Rezultati su prikazani kao pojedina¢ne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava

aritmetic¢ku sredinu.
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C. Mozak
Rosuvastatin

ATCh. Obje doze ROSU nisu znacajno promijenile kataliticku aktivnost PChE (Tablica 5.1.7 1

Slika 5.1.3 A) u odnosu na kontrolne vrijednosti.
BTCh. Ve¢a doza ROSU ( 10 mg/kg/dan) znacajno je povecala aktivnost PChE za 17% (p =
0,003) (Tablica 5.1.7 i Slika 5.1.3 B).

Tablica 5.1.7 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u mozgu normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene rosuvastatina (ROSU) tijekom tri tjedna.

PChE mozak / ATCh PChE mozak / BTCh
Skupina
(UM/min/g) (UM/min/g)
kontrola 1 0,35+0,033 (n=298) 0,070,012 (n=298)
ROSU
0,35+ 0,038 (n=10) 0,07 £ 0,012 (n=10)
5 mg/kg/dan
kontrola 2 0,29 £ 0,044 (n = 8) 0,06 £ 0,006 (n = 8)
ROSU 0,07 £ 0,006 (n = 10)
0,30 £ 0,023 (n = 10)
10 mg/kg/dan p = 0,003

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina () + standardna devijacija (S.D.).

Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Simvastatin

ACTh. Obje doze SIMV nisu znacajno promijenile kataliticku aktivnost PChE (Tablica 5.1.8 i
Slika 5.1.3 C).

BTCh. Obje doze SIMV izazvale su znacajan 1 jednak porast aktivnosti enzima za 17% (p =

0,034 1 p = 0,043) u odnosu na kontrolne vrijednosti (Tablica 5.1.8 i Slika 5.1.3 D).

Tablica 5.1.8 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u mozgu normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene simvastatina (SIMV) tijekom tri tjedna.

PChE mozak / ATCh PChE mozak / BTCh
Skupina
(LM/min/g) (UM/min/g)
kontrola 1 0,26 £ 0,025 (n=18) 0,06 £ 0,007 (n = 8)
SIMV 0,07 = 0,002 (n=10)
0,28 £0,021 (n=9)
10 mg/kg/dan p =10,034
kontrola 2 0,29 £0,018 (n=28) 0,06 £ 0,009 (n=8)
SIMV 0,07 £ 0,002 (n =8)
0,28 £ 0,006 (n = 8)
50 mg/kg/dan p = 0,043

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Fenofibrat

ATCh. Obje doze FENO nisu zna¢ajno promijenile katalitiCku aktivnost PChE (Tablica 5.1.9 1

Slika 5.1.3 E) u odnosu na kontrolne vrijednosti.

BTCh. Obje doze FENO nisu zna¢ajno promijenile kataliti€¢ku aktivnost PChE (Tablica 5.1.9 i

Slika 5.1.3 F) u odnosu na kontrolne vrijednosti.

Tablica 5.1.9 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u mozgu normolipemi¢nih
Stakora mjerene supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.

PChE mozak / ATCh PChE mozak / BTCh
Skupina
(uM/min/g) (uM/min/g)
kontrola 1 0,37+ 0,035 (n=18) 0,08 £ 0,006 (n=8)
FENO

0,35+ 0,016 (n=78) 0,09 £ 0,003 (n = 8)

30 mg/kg/dan
kontrola 2 0,33 +£ 0,020 (n=6) 0,08 £ 0,009 (n=8)

FENO

0,35+ 0,013 (n=5) 0,08 £ 0,011 (n=28)

50 mg/kg/dan

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Slika 5.1.3 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u mozgu normolipemi¢nih
Stakora mjerena supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom (BTCh) nakon
primjene rosuvastatina, simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava
aritmeticku sredinu.
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5.1.2 Hiperlipemi¢ni Stakori

A. Plazma

Simvastatin

ATCh. SIMV je u dozi od 50 mg/kg/dan izazvao statisticki znacajno povecanje aktivnosti
PChE za 56% u odnosu na kontrolnu vrijednost (p = 0,001) (Tablica 5.1.10 1 Slika 5.1.4 A).
BCTh. SIMV je u istoj dozi statisticki znacajno povecao aktivnosti PChE za 94% (p < 0.001)
u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 B).

Fenofibrat

ATCh. FENO je u dozi od 30 mg/kg/dan izazvao znacajno povecanje aktivnosti PChE za 84%
(p <0,001) u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 A).

BTCh. U istoj dozi FENO je izazvao znacajno povecanje aktivnosti enzima za 144% (p <

0,001) u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 B).

B. Jetra

Simvastatin

ATCh. SIMV je u dozi od 50 mg/kg/dan izazvao statisticki znacajno povecanje aktivnosti
enzima za 40% (p < 0,001) u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.1.10 1 Slika 5.1.4 C).
BTCh. SIMV je u istoj dozi izazvao zna¢ajno povecanje aktivnosti PChE za 103% (p < 0,001)
u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 B).

Fenofibrat

ATCh. FENO je u dozi od 30 mg/kg/dan izazvao znacajno povecanje aktivnosti PChE za 59%
(p <0,001) u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 C).

BTCh. Porast aktivnosti PChE od 26% u odnosu na kontrolnu vrijednost nije bio znacajan

(Tablica 5.1.10 1 Slika 5.1.4 D).

C. Mozak

Simvastatin

ATCh. SIMV je u dozi od 50 mg/kg/dan izazvao statisticki znacajno povecanje aktivnosti
enzima za 18% (p = 0,008) (Tablica 5.1.10 1 Slika 5.1.4 E).

BCTh. Pri dozi SIMV od 50 mg/kg/dan porast aktivnosti PChE za 14% je bio znacajan u
odnosu na kontrolnu vrijednost (p < 0,001) (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 F).
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Fenofibrat

ATCh. Porast aktivnosti PChE za 7% nije bio zna¢ajan u odnosu na kontrolu (Tablica 5.1.10 1

Slika 5.1.4 E).

BTCh. Pri dozi FENO od 30 mg/kg/dan porast aktivnosti PChE za 14% je bio znacajan u
odnosu na kontrolnu vrijednost (p < 0,001) (Tablica 5.1.10 i Slika 5.1.4 F).

Tablica 5.1.10 Aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) mjerena supstratima acetiltiokolinom
(ATCh) 1 butiriltiokolinom (BTCh) u plazmi, jetrima i mozgu hiperlipemi¢nih Stakora nakon
primjene simvastatina (SIMV) 1 fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.

SIMV FENO P-vrijednost
Varijabla Kontrola
50 mg/kg/dan 30 mg/kg/dan (ANOVA)
PChE plazma / 0.67 £ 0,096
0,43 £ 0,025 0,79 = 0,118 (n = 8)
ATCh (n=06) < 0,001
(n=6) p < 0,001
(umol/min/mL) p = 0,001
. 2,60 £ 0,152 2,95 £ 0,226
PChE jetra / 1,85+ 0,237
_ (n=06) (n=218) < 0,001
ATCh (umol/min/g) (n=106)
p < 0,001 p <0,001
0,32 £ 0,038
PChE mozak / 0,27 £ 0,020 0,29 + 0,005
ATCh (umol/min/g) (n =6) (®=6) (n=7) 0015
mol/min. n= n=
" s p = 0,008
PChE plazma / 0,31 £ 0,043 0,39 £ 0,06
0,16 £0,011
BTCh (n=06) (n=218) < 0,001
(n=6)
(umol/min/mL) p <0,001 p< 0,001
. 0,77 £ 0,147
PChE jetra / 0,38 +£0,193 0,48 +£0,189
BTCh (umol/min/g) (n=6) (@=6) (n=8) 0.004
mol/min n= n=
" s p =0,003
0,08 + 0,006 0,08 + 0,003
PChE mozak / 0,07 £ 0,004
_ (n=75) (n=28) < 0,001
BTCh (umol/min/g) (n=06)
p < 0,001 p <0,001

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (X) + standardna devijacija (S.D.) i P —
vrijednost (ANOVA). Podebljano — statisti¢ki znacajno (P vrijednost - Dunettov test).

65




>
w

1.2- 0.6-
p=0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
g 1.0 5 0.5
o - ALl © E A A
EE o038 n . EE 04 Aaat
3 E u A, N°E A
= £ —— s E Hgm A
2= (.6 .' N s 0.31 - K A
w 2 ws (L)
04 Soeve® £ 0.2
£5 g5 sogeet
< 0.2 m 0.1
0-0 T T T 0-0 T T T
o\ﬁ 60(\ é@‘\ o\'a a(\ Q(\
\(‘o““ \\(Q) \‘69\ o‘\“ \\4&\6 \\43\6
o< o ¥ o o
N o N o”
oW & o &
c 4 D 1.2
p < 0.001 p < 0.001 ’ p=0.003 p=0.454
_ A —~ 1.0
D 3 A A o 1]
© TE 3 | a" © E 0.84
sE ° " 4 88 n A A
a2 b= 0.6- A
ws Fﬂ ws O [ ] ]
L~ g +
O c ® O c o®
-2y = 04 4a
h [}
< @ g2 N
[}
0 T T T 0.0 T T T
\o o o N o o
<O s b Ga ) 3 b
o @*‘3\ g\v&\ o™ g\@ g\‘«%\
((\
N ° o™ NP o®
o o) o &
F
45~ 10-
045 p=0.008 p=0.272 0.10 p<0.001 p<0.001
:., 0.401 . :., 0.094 u
E < §.§ u A
8 £ 0.351 g £ 0.084 "2 A::
ws 0.30 . A ws 0.07 Y . '
e e .9oU- @ ™ A = . - L 1"
03 _%e B 05 . o
o= . u o= °
< 0.25 oo 0 0.06-
0-20 T T T 0-05 T T T
2 o o o o o
o““O\ VS\& \(9\66 o““O\ v&\& VS\&
W o o ¥ o o
N o™ P o™®
oW (X»s oW (Xﬁ

Slika 5.1.4 Kataliticka aktivnost pseudokolinesteraze (PChE) u plazmi, jetrima i mozgu
hiperlipemi¢nih Stakora mjerena supstratima acetiltiokolinom (ATCh) i butiriltiokolinom
(BTCh) nakon primjene simvastatina (SIMV) i1 fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i P-vrijednosti Dunnettova testa viSestruke
usporedbe s kontrolnom skupinom. Horizontalna crta oznacava aritmeticku sredinu.
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5.2 Kataliticka aktivnost superoksid-dismutaze u plazmi, jetrima i mozgu

5.2.1 Normolipemi¢ni Stakori
A. Plazma

Rosuvastatin

Aktivnost SOD je statisticki znacajno porasla za 17% (p = 0,040) u odnosu na kontrolnu
vrijednost nakon primjene ROSU u manjoj dozi (5 mg/kg/dan). Porast aktivnosti istog enzima
za 6%, koji nije znacajan, dokazan je nakon primjene vece doze ROSU (Tablica 5.2.1 i Slika
52.1A).

Simvastatin

Porast aktivnosti SOD od 11% nakon primjene doze SIMV od 10 mg/kg/dan nije bio
znacajan. Medutim veca doza SIMV (50 mg/kg/dan) izazvala je znafajan porast aktivnosti
SOD za 37% (p < 0,001) u odnos na kontrolu (Tablica 5.2.1 i Slika 5.2.1 B). Pri manjoj dozi
postoji pad aktivnosti za 16%, a pri vecoj porast aktivnosti enzima za 32% u odnosu na
kontrolne vrijednosti.

Fenofibrat

Pri manjoj dozi FENO (30 mg/kg/dan), pad aktivnosti SOD za 5% nije bio znacajan. Veca
doza (50 mg/kg/dan) izazvala je statisticki zna€ajni pad aktivnosti SOD za 25% (p = 0,005) u
odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.2.1 1 Slika 5.2.1 C).

B. Jetra

Rosuvastatin

Obje doze ROSU znacajno su smanjile aktivnost SOD za 17% ( 5 mg/kg/dan; p = 0,018) 1
26% (10 mg/kg/dan; p = 0,023) u odnosu na njihove kontrolne vrijednosti (Tablica 5.2.1 i
Slika 5.2.2 A).

Simvastatin

Obje doze SIMV nisu znacajno promijenile kataliticku aktivnost SOD (Tablica 5.2.1 1 Slika
5.2.2 B) u odnosu na kontrolne vrijednosti (Tablica 5.2.1 i Slika 5.2.2 B). Medutim, pri
manjoj dozi postoji trend pada za 16%, a pri vecoj dozi trend porasta aktivnosti enzima za
32% u odnosu na kontrolne vrijednosti.

Fenofibrat

Obje doze FENO su znacajno smanjile aktivnost SOD za 20% (30 mg/kg/dan; p = 0,024) 1
23% (50 mg/kg/dan; p = 0,031) u odnosu na njihove kontrolne vrijednosti (Tablica 5.2.1 i
Slika 5.2.2 C).
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Tablica 5.2.1 Aktivnost superoksid-dismutaze u plazmi, jetrima i mozgu normolipemicnih
Stakora nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO)
tijekom tri tjedna.

Superoksid-dismutaza
Skupina
Plazma (IU/ mL) Jetra (IU/ gprotein) Mozak (IU/ gprotein)
kontrola 1 0,18 £ 0,027 (n=78) 9,8+ 1,44 (n="7) 6,1 £0,50 (n=6)
ROSU 0,21 + 0,023 (n=38) 8,1+1,29 (n=10) 4,1 £0,31 (n=28)
5 mg/kg/dan p = 0,04 p=10,018 p =0,001
kontrola 2 0,16 0,040 (n=38) 12,1+2,39 (n=106) 5,7+0,22 (n=28)
ROSU 9,0 £2,37 (n=10)
0,17+ 0,032 (n=10) 7,3+0,92 (n=06)
10 mg/kg/dan p = 0,023
kontrola 1 0,18+ 0,036 (n=7) 8,1+ 1,89 (n=28) 4,9 +0,58 (n=28)
SIMV 3,9+0,71 (n=10)
0,20+ 0,037 (n=9) 6,8+ 1,52 (n=10)
10 mg/kg/dan p = 0,004
kontrola 2 0,16 £ 0,022 (n=78) 7,9+ 0,89 (n=7) 6,2+ 0,40 (n=78)
SIMV 0,22 +£ 0,023 (n=7) 3,7+ 0,80 (n=9)
10,4+ 3,87 (n=106)
50 mg/kg/dan p <0,001 p <0,001
kontrola 1 0,21 £0,015 (n=298) 10,4+ 1,73 (n=28) 4,7+ 0,89 (n=78)
FENO 83+1,63(n=9)
0,20 0,023 (n=38) 43+0,38 (n=28)
30 mg/kg/dan p=0,024
kontrola 2 0,16 £0,034 (n=28) 10,7+ 1,35 (n=8) 5,4+0,87 (n=06)
FENO 0,12 £ 0,025 (n=10) 8,2+2,55(n=218) 82+082(n=7)
50 mg/kg/dan p = 0,005 p=0,031 p <0,001

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Slika 5.2.1 Kataliticka aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u plazmi normolipemi¢nih
Stakora nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata ( FENO)
tijekom tri tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a

horizontalna crta oznacava aritmeticku sredinu.
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Slika 5.2.2 Kataliticka aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u jetrima normolipemi¢nih
Stakora nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata ( FENO)
tijekom tri tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a
horizontalna crta oznac¢ava aritmeticku sredinu.

C. Mozak

Rosuvastatin

Aktivnost SOD statisticki je znacajno smanjena za 33% (p = 0,001) samo nakon primjene
ROSU u dozi od 5 mg/kg/dan u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.2.1 1 Slika 5.2.3
A). Pri vecoj dozi (10 mg/kg/dan) povecanje aktivnosti za 28% u odnosu na kontrolu nije
znacajno.

Simvastatin

Obje doze SIMV =znacajno su smanjile kataliticku aktivnost SOD u odnosu na njihove

kontrolne vrijednosti. Pri dozi od 10 mg/kg/dan pad aktivnosti bio je 21% (p = 0,004), a pri
dozi od 50 mg/kg/dan za 40% (p < 0,001) (Tablica 5.2.1 i Slika 5.2.3 B).
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Fenofibrat
Veca doza FENO (50 mg/kg/dan) izazvala je porast aktivnosti SOD za 52% (p < 0,001) u

odnosu na kontrolnu vrijednost, dok pri manjoj dozi (30 mg/kg/dan) pad aktivnosti enzima za

9% nije znacajan (Tablica 5.2.1, Slika 5.2.3 C).
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Slika 5.2.3 Kataliticka aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u mozgu normolipemi¢nih
Stakora nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) 1 fenofibrata (FENO)

tijekom tri tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti 1 p-vrijednost,

horizontalna crta oznacava aritmeti¢ku sredinu.

a
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5.2.2 Hiperlipemi¢ni Stakori

A. Plazma

Simvastatin

Porast aktivnosti SOD za 11% u odnosu na kontrolnu vrijednost nije bio znacajan (Tablica
5.2.2iSlika 5.2.4 A).

Fenofibrat

Pad aktivnosti SOD za 20% u odnosu na kontrolnu vrijednost nije bio znacajan (Tablica 5.2.2

i Slika 5.2.4 A).

B. Jetra

Simvastatin

Kataliticka aktivnost SOD znacajno je porasla za 93% (p = 0,018) u odnosu na kontrolnu
vrijednost (Tablica 5.2.2 1 Slika 5.2.4 B).

Fenofibrat

Bez znacajnih promjena u aktivnosti SOD u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica 5.2.2 i

Slika 5.2.4 B).

C. Mozak

Simvastatin

Aktivnost SOD je statistiCki znacajno smanjena za 24% (p = 0.045) u odnosu na kontrolnu
vrijednost (Tablica 5.2.2 1 Slika 5.2.4 C).

Fenofibrat

Aktivnost SOD je statisticki znac¢ajno smanjena za 36% (p = 0,002) u odnosu na kontrolnu

vrijednost (Tablica 5.2.2 i Slika 5.2.4 C).
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Tablica 5.2.2 Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u plazmi, jetrima
hiperlipemic¢nih $takora nakon primjene simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri

tjedna.

i

SIMV FENO P-vrijednost
Varijabla Kontrola
50 mg/kg/dan | 30 mg/kg/dan | (ANOVA)
SOD plazma | 0,09 £ 0,007 | 0,10 0,021 | 0,08 +0,016 0919
(IU/mL) (n=5) (n=6) (n=5) ’
11,89 + 6,012
SOD jetra | 6,15 + 1,448 6,31 £0,997
v ) (@=6) (n=06) (@=8) 0,012
rotein n-= n=
& p=0,018
3,71 £0,420 | 3,15+0,484
SOD mozak | 4,90 + 1,236
(n=15) (n=28) 0,003
(IU/ gprotein) (1’1 = 6)
p = 0,045 p = 0,002

mozgu

Vrijednosti su izraZzene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.) i P —

vrijednost (ANOV A). Podebljano — statisticki znac¢ajno (P — vrijednost, Dunettov test).
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Slika 5.2.4 Kataliticka aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u plazmi, jetrima i mozgu
hiperlipemic¢nih Stakora nakon primjene simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri
tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i P-vrijednosti Dunnettova testa

viSestruke usporedbe s kontrolnom skupinom. Horizontalna crta oznacava aritmeticku

sredinu.
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5.3 Koncentracija malondialdehida u plazmi, jetrima i mozgu

5.3.1 Normolipemi¢ni Stakori
A. Plazma

Rosuvastatin

Koncentracija MDA je statisticki znac¢ajno porasla za 15% (p = 0,008) u odnosu na kontrolnu
vrijednost nakon primjene vece doze ROSU (10 mg/kg/dan). Porast MDA od 10%, ali ne
znacajan, izmjeren je nakon primjene manje doze ROSU (Tablica 5.3.1 i Slika 5.3.1 A).
Simvastatin

Trend pada koncentracije MDA za 8% u odnosu na kontrolnu vrijednost, koji nije znacajan,
zamijeen je nakon primjene manje doze SIMV (10 mg/kg/dan). Ve¢a doza SIMV (50
mg/kg/dan) izazvala je statisticki znacajan pad koncentracije MDA za 20% u odnosu na
kontrolu (p = 0,044) (Tablica 5.3.1 i Slika 5.3.1 B).

Fenofibrat

Obje doze FENO izazvale su stati¢ki znacajan pad koncentracije MDA u odnosu na kontrolu.
Pri dozi od 30 mg/kg/dan pad koncentracije MDA je iznosio 39% (p = 0,017), dok je pri dozi
od 50 mg/kg/dan pad koncentracije MDA bio neznatno veéi i iznosio je 42% (p < 0,001)
(Tablica 5.3.1 1 Slika 5.3.1 C).

B. Jetra

Niti jedan antilipidni lijek nije znacajno promijenio koncentraciju MDA (Tablica 5.3.1 i Slike
5.3.2 A, B i C). Sklonost pada koncentracije MDA postoji nakon primjene obje doze ROSU
(17% 1 12%), manje doze SIMV (12%) 1 ve¢e doze FENO (16%).

C. Mozak

Rosuvastatin

Pad koncentracije MDA, ali ne i znac¢ajan, izmjeren je nakon primjene ROSU u vecoj dozi.
Simvastatin

Statisticki zna¢ajan pad koncentracije MDA u odnosu na kontrolnu vrijednost izmjeren je
nakon primjene manje doze SIMV i to za 59% (p < 0,001), dok je pad koncentracije MDA za
21% nakon primjene veée doze na granici znacajnosti (p = 0,05) (Tablica 5.3.1 i Slika 5.3.3
B).

Fenofibrat

Obje doze (Tablica 5.3.1 i Slike 5.3.3 A 1 C) izazvale su pad MDA za 6% i 24%. U oba

sluc¢aja pad nije bio znacajan
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Tablica 5.3.1 Koncentracija malodialdehida u plazmi, jetrima i mozgu normolipemi¢nih
Stakora nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO)

tijekom tri tjedna.

Malondialdehid
Skupina
Plazma (pmol/L) Jetra (umol/L) Mozak (umol/L)
kontrola 1 0,30 £ 0,046 (n=15) 95,6 £25,41 (n=16) 3,04+ 0,727 (n=18)
ROSU
0,33 £0,065 (n="7) 79,9 £ 13,31 (n=28) 2,91 +0,398 (n=10)
5 mg/kg/dan
kontrola 2 0,20 £ 0,020 (n=7) 121,1 £ 33,81 (n=28) 2,81 +£0,237 (n=218)
ROSU 0,23 £ 0,011 (n=28)
106,2 £ 19,71 (n=10) 2,65+0,193 (n=28)
10 mg/kg/dan p =0,008
kontrola 1 0,26 £ 0,051 (n=18) 105,2 + 15,12 (n=6) 2,67 +0,204 (n=28)
SIMV 1,11 £ 0,231 (n = 10)
0,24 £ 0,046 (n = 8) 92,3+ 19,26 (n=10)
10 mg/kg/dan p <0,001
kontrola 2 0,30 £ 0,236 (n=7) 103,6 + 17,94 (n = 8) 2,28 0,508 (n=18)
SIMV 0,24 £ 0,036 (n =06)
104,8 + 22,54 (n = 8) 1,80 £ 0,218 (n = 6)
50 mg/kg/dan p = 0,044
kontrola 1 0,33 +£0,127 (n=15) 62,2+ 1443 (n=7) 3,51+ 0,596 (n=18)
FENO 0,20 £ 0,033 (n=218)
62,4+ 15,37 (n=10) 3,30+ 0,40 (n=10)
30 mg/kg/dan p=10,017
kontrola 2 0,31 £ 0,048 (n=18) 85,0 + 10,70 (n=18) 2,89 +£1,018 (n=218)
FENO 0,18 £ 0,022 (n=218)
71,1 £ 11,95 (n=28) 220+£0,13 (n=7)
50 mg/kg/dan p <0,001

Vrijednosti su izraZzene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).

Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Slika 5.3.1 Koncentracija malondialdehida (MDA) u plazmi normolipemi¢nih Stakora nakon
primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata ( FENO) tijekom tri
tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta
oznacava aritmeticku sredinu.
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Slika 5.3.2 Koncentracija malondialdehida (MDA) u jetrima normolipemi¢nih Stakora nakon
primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Rezultati su prikazani kao pojedina¢ne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava

aritmetic¢ku sredinu.
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Slika 5.3.3 Koncentracija malondialdehida (MDA) u mozgu normolipemicnih Stakora nakon
primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava

aritmetic¢ku sredinu.

5.3.2 Hiperlipemicni Stakori

A. Plazma

Simvastatin

SIMV nije znacajno promijenio koncentraciju MDA u odnosu na kontrolne vrijednosti

(Tablica 5.3.2 1 Slika 5.3.4 A).

Fenofibrat

Izmjeren je znacajni pad koncentracije MDA za 33% (p = 0,009) u odnosu na kontrolnu

vrijednost (Tablica 5.3.2 1 Slika 5.3.4 A)

79



B. Jetra

Simvastatin

Pad koncentracije MDA za 9% nije bio znacajan u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica
5.3.2 i Slika 5.3.4 B).

Fenofibrat

Pad koncentracije MDA za 10% nije bio znacajan u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica

5.3.2 1 Slika 5.3.4 B).

C. Mozak

Simvastatin

Pad koncentracije MDA za 11% nije bio zna€ajan u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica
5.3.21Slika 5.3.4 C).

Fenofibrat

Izmjeren je znacajni porast koncentracije MDA za 39% (p = 0,032) u odnosu na kontrolnu

vrijednost (Tablica 5.3.2 i Slika 5.3.4 C).

Tablica 5.3.2 Koncentracija malondialdehida (MDA) u plazmi, jetrima i mozgu
hiperlipemic¢nih $takora nakon primjene simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri
tjedna.

SIMV FENO P-vrijednost
Varijabla Kontrola
50 mg/kg/dan 30 mg/kg/dan (ANOVA)
0,26 + 0,036
MDA plazma 0,39+0,114 0,40 £ 0,057
(wg/L) (@=6) (@=6) (n="7) 0.041
n= n=
He p =0,009
MDA jetra 92,1 £ 30,00 100,4 + 19,45 82,8+ 31,26 0.534
(ng/L) (n=6) (n=6) (n=7) ’
13,5 £ 3,08
MDA mozak 9,7+1,67 8,6 2,42
(wg/L) (@=6) (@=6) (n=06) 0,009
ng n= n=
p =0,032

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.) i P —
vrijednost (ANOVA). Podebljano — statisti¢ki znacajno (P —vrijednost, Dunettov test).
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Slika 5.3.4 Koncentracija malondialdehida (MDA) u plazmi, jetrima i mozgu hiperlipemi¢nih
Stakora nakon primjene simvastatina (SIMV) i1 fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.
Prikazane su pojedinacne vrijednosti i P-vrijednosti Dunnettova testa viSestruke usporedbe s
kontrolnom skupinom. Horizontalna crta oznacava aritmeti¢ku sredinu.

5.4 Koncentracija reduciranog glutationa u plazmi, jetrima i mozgu

5.4.1 Normolipemi¢ni Stakori

A. Plazma

Rosuvastatin

Pri manjoj dozi (5 mg/kg/dan) pad koncentracije GSH za 11% u odnosu na kontrolu nije
znacajan. Koncentracija GSH nakon vece doze (10 mg/kg/dan) prakticki je jednaka kontrolnoj

vrijednosti (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.1 A).

81



Simvastatin

Pad koncentracije GSH za 17% i 10% nakon primjene SIMV u dozama od 10 mg/kg/dan i 50
mg/kg/dan nije bio znacajan (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.1 B).

Fenofibrat

Koncentracija GSH u odnosu na kontrolnu vrijednost statisticki je znacajno porasla za 31% (p
= 0,030) nakon primjene vece doze FENO. Nakon primjene manje doze porast koncentracije

GSH za 10% nije bio znacajan (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.1 C).

B. Jetra

Rosuvastatin

ROSU nije znacajno promijenio koncentraciju GSH u odnosu na kontrolne vrijednosti, iako
kod vec¢e doze postoji porast koncentracije za 15% (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.2 A).

Simvastatin

Manja doza SIMV je izazvala statisticki znacajan porast koncentracije GSH za 63% (p =
0,002) u odnosu na kontrolnu vrijednost, dok kod vece doze porast koncentracije za 13% nije
znacajan (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.2 B).

Fenofibrat

Obje doze FENO statisticki su znacajno smanjile koncentracije GSH u odnosu na njihove
kontrolne vrijednosti. Manja doza izazvala je pad koncentracije GSH za 54% (p = 0,013), a

veca za 60% (p < 0,001).

C. Mozak

Rosuvastatin

U manjoj dozi je ROSU znac¢ajno smanjio koncentraciju GSH za 17% u odnosu na kontrolnu
vrijednost, dok kod vece doze pad koncentracije za 21% nije znacajan (Tablica 5.4.1 i Slika
543 A).

Simvastatin

SIMV nije znacajno promijenio koncentraciju GSH u odnosu na kontrolne vrijednosti,

iako kod manje doze postoji porast za 29%, a kod vece za 17% (Tablica 5.4.1 i Slika 5.4.3 B).
Fenofibrat

FENO nije znacajno promijenio koncentraciju GSH u odnosu na kontrolne vrijednosti, iako

kod vece doze postoji trend porasta za 14% (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.3 C).
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Tablica 5.4.1

Koncentracija

reduciranog glutationa u plazmi,

jetrima 1 mozgu

normolipemi¢nih §takora nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i
fenofibrata ( FENO) tijekom tri tjedna.

Glutation
Skupina
Plazma (png/mL) Jetra (ug/mL) Mozak (pg/mL)
kontrola 1 41.4+10.84 (n=7) 109,2 + 4,46 (n=6) 23,0+2,42 (n=28)
ROSU 19,1 £3,20 (n=9)
8+ = + =
5 mg/kg/dan 36.8+£12,65(n=9) 104,0 £ 9,12 (n =78) p = 0,012
kontrola 2 63,4+ 16,03 (n=18) 121,0 £ 73,93 (n=6) 23,2+ 6,64 (n=9)
ROSU
10 mg/kg/dan 61,8 £22,11 (n=10) 139,7+ 53,5 (n=6) 18,3+£2,09 (n=9)
kontrola 1 57,3+ 21,79 (n=6) 133,5+£21,24 (n=106) 17,2+ 4,61 (n=28)
SIMV 218,1 £43,03 (n=5)
47,4 + 1581 (n= ’ 22,13 + =1
10 mg/kg/dan 7 381 (m=9) (p =0,002) -13£9,08 (n=10)
kontrola 2 51,0+ 17,68 (n=8) 229,0 + 36,05 (n=6) 20,2+4,23 (n=9)
SIMV
47,7+2 = 2 +135,2 = 23,6 £5,01 (n=
50 mg/kg/dan 7,7+26,80 (n=7) 58,0 + 135,20 (n = 6) 3,6 5,01 (n=9)
kontrola 1 69,6 + 20,85 (n=Y5) 71,8 £36,16 (n=78) 16,7+2,54 (n=7)
FENO 33,3+17,71 (n=9)
+ = + =
30 mg/kg/dan 76,5 £ 15,63 (n=4) p = 0,013 15,2+3,54 (n=9)
kontrola 2 70,4+ 12,23 (n=6) 72,6 £16,31 (n=16) 20,6 £5,58 (n =18)
FENO 92,4 +18,32 (n="7) 29,21 £ 10,27 (n=10)
23,5+£2,57 (n=10
50 mg/kg/dan p=10,03 p < 0,001 522,57 (n=10)

Vrijednosti su izraZzene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.).

Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Slika 5.4.1 Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u plazmi normolipemicnih Stakora
nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri
tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta

oznacava aritmeti¢ku sredinu.
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Slika 5.4.2 Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u jetrima normolipemic¢nih Stakora
nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri
tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta
oznacava aritmeticku sredinu.
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Slika 5.4.3 Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u mozgu normolipemicnih Stakora
nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri
tjedna. Rezultati su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta
oznacava aritmeticku sredinu.

5.4.2 Hiperlipemi¢ni Stakori

A. Plazma

Simvastatin

Pad koncentracije GSH za 11% u odnosu na kontrolnu vrijednost nije bio znacajan (Tablica
5.4.21Slika 5.4.4 A).

Fenofibrat

Porast koncentracije GSH za 21% u odnosu na kontrolnu vrijednost nije bio znacajan (Tablica

5.4.2 i Slika 5.4.4 A).
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B. Jetra

Simvastatin

SIMV je izazvao statisticki zna€ajan pad koncentracije GSH za 45% (p = 0,045) u odnosu na
kontrolnu vrijednost (Tablica 5.4.2 i Slika 5.4.4.B).

Fenofibrat

Izmjeren je staticki znaCajan pad koncentracije GSH za 80% (p < 0,001) u odnosu na

kontrolnu vrijednost (Tablica 5.4.2 1 Slika 5.4.4.B).

C. Mozak

Simvastatin

Nema znacajne promjene u koncentraciji GSH u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica
5.4.21Slika 5.4.4 C).

Fenofibrat

Nema znacajne promjene u koncentraciji GSH u odnosu na kontrolnu vrijednost (Tablica

5.4.21Slika 5.4.4 C).

Tablica 5.4.2 Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u plazmi, jetrima i mozgu
hiperlipemic¢nih $takora nakon primjene SIMV 50 mg/kg i FENO 30 mg/kg tijekom tri tjedna.

SIMV FENO P-vrijednost
Varijabla Kontrola
50 mg/kg/dan 30 mg/kg/dan (ANOVA)
GSH plazma 251,7+ 1274 2242 + 57,58 304,6 +54,3 0393
(ng/mL) (n=4) (n=5) (n=4) ’
33,0 + 24,04 12,2 £ 5,98
GSH jetra 59,4 +22,00
(n=15) (n=28) <0,001
(ng/mL) (n=06)
p = 0,045 p <0,001
GSH mozak 8,9 +1,73 9,1 +1,80 9,1 £2,30 0.872
(ng/mL) (n=6) (n=6) (n="7) ’

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (X) + standardna devijacija (S.D.) i P —
vrijednost (ANOVA). Podebljano — statisticki znac¢ajno (P — vrijednost, Dunettov test).
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Slika 5.4.4 Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u plazmi, jetrima i mozgu
hiperlipemic¢nih Stakora nakon primjene simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri
tjedna. Prikazane su pojedinacne vrijednosti 1 P-vrijednosti Dunnettova testa viSestruke
usporedbe s kontrolnom skupinom. Horizontalna crta oznacava aritmeticku sredinu.

5.5 Koncentracija triglicerida i HDL kolesterola u plazmi

5.5.1 Normolipemic¢ni Stakori

Trigliceridi

Koncentracija triglicerida u plazmi je statisticki znacajno smanjena u odnosu na kontrolne
vrijednosti nakon primjene ROSU u dozi od 5 mg/kg/dan za 33% (p = 0,027), ROSU u dozi
od 10 mg/kg/dan za 37% (p = 0,002), SIMV u dozi od 50 mg/kg/dan za 57% (p = 0,003) i
FENO u dozi od 50 mg/kg/dan za 33% (p = 0,006) (Tablica 5.5.1 i Slika 5.5.1). Pad
koncentracije triglicerida za 17% izmjeren je nakon primjene manjih doza SIMV i FENO

(Tablica 5.5.1 1 Slika 5.5 1).
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HDL

Koncentracija HDL — kolesterola u plazmi je statisticki znacajno porasla nakon primjene obje

doze SIMV. Pri dozi SIMV od 10 mg/kg/dan porast HDL kolesterola je iznosio 25% (p =

0,02) u odnosu na kontrolu, a pri dozi od 50 mg/kg/dan 17% (p < 0,001). Statisticki znac¢ajno

smanjena koncentracija HDL-kolesterola u odnosu na kontrolu izmjerena je nakon primjene

FENO u dozi od 50 mg/kg/dan (63% p < 0,001). Obje doze ROSU nisu statisti¢ki znacajno

promijenile koncentraciju HDL — kolesterola (Tablica 5.5.1 1 Slika 5.5.2).

Tablica 5.5.1 Koncentracija triglicerida i HDL kolesterola u plazmi normolipemic¢nih Stakora
nakon primjene rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tri tjedna.

Skupina Trigliceridi (mmol/L) HDL kolesterol (mmol/L)
kontrola 1 0,6 £0,28 (n=7) 1,4+£0,13(n=7)
ROSU 5 mg/kg/dan 0,4+ 0,12 (n=10) p=0,027 1,3+£0,13 (n=10)
kontrola 2 0,8 £0,24 (n=28) 1,2+£0,16 (n=28)

ROSU 10 mg/kg/dan

0,5+ 0,17 (n = 10) p = 0,002

1,240,19 (n= 10)

kontrola 1

0,6 = 0,20 (n = 8)

1,240,19 (n=28)

SIMV 10 mg/kg/dan

0,5+0,15(1n=09)

1,5+ 0,33 (n="7) p = 0,02

kontrola 2 0,7£0,28 (n=28) 1,2+£0,19 (n=218)
SIMV 50 mg/kg/dan 0,3+ 0,15 (n=28) p=0,003 1,4 +£0,19 (n=8) p<0,001
kontrola 1 0,6 £0,26 (n=28) 1,2+£0,19 (n=28)
FENO 30 mg/kg/dan 0,5+0,15(n=10) 0,4+0,17 (n=10)
kontrola 2 0,9+0,25 (n=28) 1,1 £0,08 (n=28)
FENO 50 mg/kg 0,6+0,12(n=11)p=10,006 | 04+0,14(n=11)p <0,001

Vrijednosti su izraZene kao aritmeti¢ka sredina (x ) + standardna devijacija (S.D.).
Podebljano — statisti¢ki znacajno (t-test).
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Slika 5.5.1 Koncentracija triglicerida u plazmi normolipemi¢nih Stakora nakon primjene
rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna. Rezultati

su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava

aritmetic¢ku sredinu.
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Slika 5.5.2 Koncentracija HDL kolesterola u plazmi normolipemic¢nih Stakora nakon primjene
rosuvastatina (ROSU), simvastatina (SIMV) 1 fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna. Rezultati
su prikazani kao pojedinacne vrijednosti i p-vrijednost, a horizontalna crta oznacava

aritmetic¢ku sredinu.

5.5.2 Hiperlipemi¢ni Stakori

Trigliceridi

Koncentracija triglicerida u plazmi je statisticki znacajno porasla za 67% (p < 0,001) u
odnosu na kontrolne vrijednosti nakon primjene FENO 30 mg/kg/dan. SIMV nije statisticki
znaajno promijenio koncentraciju triglicerida (Tablica 5.5.2 1 Slika 5.5.3).

HDL

Koncentracija HDL kolesterola u plazmi je statisti¢ki znac¢ajno smanjena za 36% (p < 0,001)
nakon primjene FENO 30 mg/kg/dan. SIMV nije statisticki znacajno promijenio
koncentraciju HDL - kolesterola (Tablica 5.2.2, Slika 5.5.3).
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Tablica 5.5.2 Koncentracija triglicerida i HDL — kolesterola u plazmi hiperlipemicnih Stakora

nakon primjene simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna.

Ny SIMV FENO P-vrijednost
Varijabla Kontrola
50 mg/kg/dan 30 mg/kg/dan (ANOVA)
o 6,5 £1,12
Trigliceridi 3,9+0,92 4,1+0,41
(n=28) < 0,001
(mmol/L) (n=06) (n=106)
p < 0,001
14 £0,23
HDL 2,2 £0,18 2,2 £0,19
(n=28) < 0,001
(mmol/L) (n=16) (n=16)
p < 0,001

Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina (x) + standardna devijacija (S.D.) i P —
vrijednost (ANOVA). Podebljano — statisticki znacajno (P — vrijednost, Dunettov test).
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Slika 5.5.3 Koncentracija triglicerida i HDL - kolesterola u plazmi hiperlipemi¢nih Stakora

nakon primjene simvastatina (SIMV) i fenofibrata (FENO) tijekom tri tjedna. Prikazane su

pojedinacne vrijednosti i P-vrijednosti Dunnettova testa visestruke usporedbe s kontrolnom

skupinom. Horizontalna crta oznacava aritmeticku sredinu.
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Prikazani rezultati u tablicama 5.1.1 - 5.1.3 i slici 5.1.1 pokazuju da je aktivnost PChE u plazmi
normolipemic¢nih Stakora poveéana nakon primjene sva tri antilipidna lijeka (ROSU, SIMV i
FENO) bez obzira na primijenjenu dozu 1 upotrijebljeni supstrat. [zostanak statisticki
znafajnog povecanja aktivnosti PChE u plazmi normolipemi¢nih Stakora je vidljiv nakon
primjene male doze ROSU (5 mg/kg/dan) i SIMV (10 mg/kg/dan) i koriStenja ATCh kao
supstrata. Takoder, znacajno povecana aktivnost plazmatske PChE mjerene ATCh-om i BTCh-om je
dokazana u hiperlipemicnih Stakora nakon primjene SIMV i FENO (50 i 30 mg/kg/dan) (Tablica
5.1.10, Slika 5.1.4). Prema rezultatima, veéi porast plazmatske aktivnosti PChE mjerene s oba
supstrata postoji u hiperlipemi¢nih Stakora nakon primjene SIMV (50 mg/kg/dan) i FENO (30
mg/kg/dan) u usporedbi s porastom aktivnosti enzima u normolipemi¢nih Stakora nakon primjene istih
doza SIMV i FENO. Vec¢a aktivnost plazmatske PChE u oba soja Stakora je izmjerena
koriStenjem BTCh kao supstrata, §to je u skladu s literaturnim podacima o vecem afinitetu
PChE za supstrat BTCh, nego za ACTh (95).

Samo su mala doza ROSU i obje doze FENO izazvale znacajan porast kataliticke
aktivnosti PChE u jetrima normolipemic¢nih Stakora neovisno o koristenom supstratu (Tablice
5.1.4 — 5.1.6, Slika 5.1.2 ). U slu¢aju FENO porast aktivnosti PChE iznosio je 83% odnosno
85% u odnosu na kontrolu, bez obzira da li je koriSten ACTh ili BTCh (Tablica 5.1.6). Nakon
primjene veée doze ROSU, u normolipemicnih Stakora postoji tendencija pada aktivnosti
PChE uz oba supstrata. Pad je ve¢i ali ne 1 zna€ajan (30%) uz koriStenje BTCh, Sto je opet
dokaz veceg afiniteta PChE prema BTCh. Nakon primjene SIMV u jetrima normolipemi¢nih
Stakora postoji tendencija porasta aktivnosti PChE. Znacajan porast aktivnosti enzima uz oba
supstrata izmjeren je u jetrima hiperlipemic¢nih $takora nakon primjene SIMV, te FENO uz
koristenje ATCh (Tablica 5.1.10, Slika 5.1.4). Sklonost porasta aktivnosti PChE u jetrima
hiperlipemic¢nih Stakora nakon primjene FENO postoji i uz koriStenje BTCh kao supstrata.
Porast aktivnosti enzima u jetrima hiperlipemi¢nih Stakora nakon primjene SIMV (50
mg/kg/dan) i FENO (30 mg/kg/dan) uz koriStenje oba supstrata bio je veéi nego u
normolipemicnih Stakora nakon primjene istih doza SIMV 1 FENO.

Sto se tie ucinaka ispitivanih antilipidnih lijekova na aktivnost PChE u mozgu
normolipemic¢nih i hiperlipemi¢nih Stakora, iz rezultata prikazanih u tablicama 5.1.7 do 5.1.10
i slikama 5.1.3 i 5.1.4 vidljivo je da u normolipemic¢nih Stakora znacajan porast aktivnosti
PChE mjerene s BTCh postoji nakon primjene vece doze ROSU 1 obje doze SIMV, dok
FENO uz oba supstrata nije promijenio aktivnost enzima. U mozgu hiperlipemi¢nih $takora

SIMV (50 mg/kg/dan) i FENO (30 mg/kg/dan) su izazvali porast aktivnosti enzima. Porast je
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znac¢ajan nakon primjene SIMV i oba supstrata, te FENO uz supstrat BTCh. Takoder, postoji
tendencija porasta aktivnosti PChE nakon primjene FENO uz supstrat ACTh.

Prema dostupnim literaturnim podacima, ispitivanja ucinaka antilipemicnih lijekova
na aktivnost PChE kod hiperlipemicnih Stakora nisu provedena. Zato rasprava o dobivenim
rezultatima u ovog soja Stakora za sada nije potpuna. Prema literaturi, eksperimentalni podaci
dobiveni kod normolipemi¢nih Zivotinja pokazuju da ucinci statina i fibrata na aktivnost
PChE u plazmi, jetrima i mozgu nisu jedinstveni (130,132-135,190). Takoder je vazno
naglasiti da u nekim eksperimentima nije mjerena kataliticka aktivnost PChE nego aktivnost
AChE, $to teoretski moze predstavljati problem pri interpretaciji i usporedbi dobivenih
rezultata i rezultata drugih autora. Medutim, kako je PChE biokemijski slicna AChE, tj. obje
imaju priblizno 50% homolognih sekvenci, te slicne tercijarne i kvarterne strukture razlike u
osjetljivosti oba enzima prema supstratima nisu prepreka za interpretaciju i usporedbu
dobivenih rezultata u svjetlu postojecih literaturnih podataka, buduéi da je u rezultatima
porast aktivnosti u plazmi i mozgu potvrden s oba supstrata, ATCh i BTCh (92). Pad
aktivnosti enzima izmjeren je jedino u jetrima normolipemi¢nih Stakora nakon primjene vece
doze ROSU (Tablica 5.1.4, slika 5.1.2), a koji se moze objasniti poznatom ¢injenicom da je u
nekim sluc¢ajevima oslobadanje enzima u cirkulaciju iz jetre, koja je mjesto njegove sinteze,
vrlo brzo (91). U dobivenim rezultatima potvrda ove Cinjenice je istovremeni pad aktivnosti
PChE u jetrima, a porast u plazmi nakon primjene ROSU. Tako je pad aktivnosti PChE u
jetrima pri dozi ROSU od 10 mg/kg/dan iznosio 8% uz supstrat ACTh 1 30% uz supstrat
BTCh (Tablica 5.1.4, slika 5.1.2), dok je aktivnost PChE u plazmi bila ve¢a za 20% u odnosu
na kontrolu uz ACTh i 14% uz BTCh.

Porast aktivnosti PChE u plazmi u normolipemi¢nih $takora dokazan u ovom radu je u
skladu s naSim ranijim rezultatima, prema kojima su ne samo SIMV nego i atorvastatin,
pravastatin te gemfibrozil ili znacajno povecali aktivnosti PChE ili je postojala tendencija
porasta aktivnosti (133,191). Iz literaturnih podataka je vidljivo da su aktivnost PChE u
jetrima 1 serumu Stakora 1 miSa znacajno povecali ne samo gemfibrozil nego i klofibrat i
fenofibrat (132,192—-194).

U dobivenim rezultatima, porast aktivnosti PChE u mozgu normolipemicnih Stakora
nakon primjene ROSU i1 SIMV nije u skladu s rezultatima Cibickove i sur. koji su u prvoj
studiji dokazali inhibitorni ucinak simvastatina i atorvastatina na aktivnost AChE u
frontalnom korteksu Stakora, dok u njihovoj drugoj studiji atorvastatin i simvastatin nisu
utjecali na aktivnost mozdane PChE (134,195). Sli¢ne rezultate Cibickovoj 1 sur. iz 2008.

godine. dobili su i Dalla i sur., koji su pokazali da simvastatin i pitavastin nisu utjecali na
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aktivnost AChE u mozgu Stakora na standardnoj ishrani (196). Jo$ jedan dokaz inhibitornog
ucinka statina na aktivnost PChE su in vitro dobiveni rezultati Darvesha i sur., prema kojima
su lovastatin 1 simvastatin znacajno inhibirali PChE, dok inhibicijski u¢inak na aktivnost istog
enzima nije dokazan za mevastatin, pravastatin i fibrate (131).

Iako je u Uvodu (Tocka 1.2.1.1) navedeno da ROSU zbog svoje hidrofilnosti slabije
prolazi u SZS, dobiveni rezultati pokazuju da je ROSU u vecoj dozi (10 mg/kg/dan) izazvao
isti porast aktivnost PChE uz supstrat BTCh, kao i1 obje doze SIMV, §to ukazuje na ¢injenicu
da ROSU prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru (Tablica 5.1.7, Slika 5.1.3). Da ROSU prolazi
krvno-mozdanu barijeru i djeluje u mozgu ukazuju rezultati nekoliko ispitivanja. Npr.
antiepilepticki uc¢inak oralno primijenjenog ROSU tijekom 3 dana, tj. inhibicija abnormalne
elektricke aktivnosti mozga, dokazan je u Stakora nakon intrakortikalne injekcije penicilina G
1 bio je bolji od istog ucinka atorvastatina i SIMV (197). Takoder, oralna primjena ROSU
tijekom 7 dana prije, te jedan dan nakon namjerno izazvanog suparahnoidalnog krvarenja,
znaCajno je u Stakora poboljSala neuroloski status, smanjila smrt mozdanih stanica i
ekstravazaciju imunoglobulina G (198).

Usprkos Cesto suprotnih podataka iz literature o utjecaju statina i fibrata na aktivnost
PChE, rezultati ovog kao 1 naSih prethodnih istraZivanja pokazuju da je iznesena hipoteza
opravdana, tj. da statini i fibrati povecavaju aktivnost PChE.

Za sada jo$ uvijek nije to¢no poznato kako statini i fibrati djeluju na kataliticku
aktivnost PChE. U Uvodu je spomenuto (Tocka 1.2.2 1 Tocka 1.3.1.3) da fibrati djeluju kao
ligandi za nuklearne PPARa receptore, tj. aktivacija tih receptora inducira proliferaciju
peroksisoma u stanici. Na taj nacin aktivirani PPARa receptori reguliraju ekspresiju niza gena
koji imaju vaznu ulogu u metabolizmu lipida i glukoze, transportu masnih kiselina i sintezi
apoproteina. Sli¢no fibratima, statini su ligandi ne samo PPARa ve¢ i PPARy receptora
(70,72). Prema rezultatima Ferreira i sur. primjena FENO aktivira PPARa receptore u
masnom tkivu Stakora, s posljedicnom povecanom ekspresijom nekih oksidacijskih enzima
(199). Isti u¢inak FENO je imao na oksidacijske enzime u jetrima (200,201). Karahashia i sur.
su dokazali da fenofibrat, bezafibrat i klofibrat induciraju u jetrima Stakora adipoznu
triglicerid lipazu i smanjuju koncentraciju triglicerida $to je od koristi u sprjecavanju jetrene
steatoze (202). Statini kao agonisti PPARa i PPARy takoder mogu biti induktori nekih
enzima. Tako je u hepatocitima Stakora dokazano da simvastatin povecava razinu mRNA /iver
fatty acid-binding protein (L-FABP), posredstvom njegovog agonistickog djelovanja na
PPARa receptore (203). Statini (atorvastatin, simvastatin, lovastatin, rosuvastatin) su danas

poznati induktori CYP450, a dokazano je da povecavaju i ekspresiju ABCA1 (ATP-binding
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casette transporter Al) (204,205). Mehanizmi indukcije, odnosno ekspresije gore spomenutih
enzima u svezi su s agonistickim djelovanjem statina i fibrata na PPARa.

Stoga su rezultati Ferreira 1 sur., Harano i1 sur., Karahashia i sur. uporiSte za
pretpostavku da je aktivacija PPARa receptora u jetrima izazvana fenofibratom,
rosuvastatinom i simvastatinom odgovorna i za povecanu ekspresiju i sintezu PChE, koja je u
ovom ispitivanju indirektno dokazana znacajnim povecanjem njezine aktivnosti u plazmi
(199-202).

U Uvodu je spomenuto da su PPARa receptori dokazani i u nekim regijama mozga, u
kojima imaju vaznu ulogu u metabolizmu lipida (206). Takoder, postoje pretpostavke da
PPARa imaju odredenu ulogu u kontroli sinapti¢kog plasticiteta u neuronima hipokampusa, te
da se specijalne masne kiseline koje igraju vaznu ulogu u ziv€anim stanicama i esencijalne su
komponente mijelina, sintetiziraju u peroksisomima (206,207). Daljnja bi istrazivanja trebala
dati odgovor na pitanje da li je, slicno kao u jetrima, veca kataliticka aktivnost PChE u mozgu
barem dijelom posljedica agonistickog djelovanja SIMV i FENO na mozdane PPARa
receptore.

Broj klinic¢kih ispitivanja u kojima su ispitani ucinci antilipidnih lijekova u osoba s
razli¢itim tipovima hiperlipidemija, je mali. U krizanom klini¢kom ispitivanju provedenom
kod 45 osoba oboljelih od dijabetesa tipa 2 i dislipidemijom, lijecenje pravastatinom tijekom
12 tjedana (40 mg dnevno) nije znacajno utjecalo na aktivnost plazmatske PChE, za razliku
od bezafibrata (400 mg dnevno, 12 tjedana), koji je aktivnost plazmatske PChE znacajno
snizio (124). Aktivnost PChE nije se zna¢ajno promijenila niti u druga 2 klini¢ka ispitivanja,
u kojima su kod bolesnika s dislipidemijom ispitani ucinci pravastatina, cerivastatina i
simvastatina (136,208). Rezultati nedavno provedenog klini¢kog ispitivanja kod bolesnika s
koronarnom arterijskom bolesti potpuno su suprotni gore spomenutim (137). Naime, kod tih
bolesnika je dokazano znafajno smanjenje aktivnost eritrocitne AChE 1 plazmatske PChE
nakon primjene rosuvastatina (20 mg/dan), atorvastatina (40 mg/dan), te kombinacije
atorvastatina (10 mg/dan) i ezetimiba (10 mg/dan). U istom radu, Pytel i sur. su takoder
naglasili vaznost povecane aktivnosti PChE u pretilih osoba, i opisuju ga kao vazan rizi¢ni
¢imbenik za koronarnu bolest (137).

Vazno pitanje je zaSto se ucinci ROSU, SIMV i1 FENO, dakle statina i fibrata na
aktivnost PChE razlikuju izmedu Stakora, tj. glodavca i ¢ovjeka? Odgovor je vjerojatno u
razli¢itoj osjetljivosti PPARa receptora u glodavca, tj. Stakora i ¢ovjeka. Poznata je ¢injenica

usporedbi s psom, rezus majmunom ili Covjekom (209). Na primjer, agonsti PPARa receptora
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u glodavaca izazivaju hepatocelularni adenom 1 karcinom. Medutim nema dokaza da je pri
dugotrajnoj primjeni lijekova, tzv. proliferatora peroksizoma, poveéan rizik od razvoja
karcinoma jetre u ¢ovjeka. Sli¢ni podaci potjecu 1 iz epidemioloskih studija (209). Uzevsi u
obzir ovu ¢injenicu, moguce je da je ta razlika u osjetljivosti PPAR receptora na statine i
fibrate jedan od razloga zasto je povecana aktivnost PChE dokazana samo u Stakora.

Obzirom na navedene razlike vazno je istaknuti jo$ jednu ¢injenicu koja se odnosi na
doze antilipidnih lijekova. Dnevne doze SIMV i FENO koriStene u gore spomenutim
klinickim ispitivanjima su bile prosjecne terapijske. Najmanje doze u ovim ispitivanjima
(ROSU 5 mg/kg/dan, SIMV 10 mg/kg/dan i FENO 30 mg/kg/dan) ekvivalentne su
maksimalnim dnevnim dozama istih lijekova koje se samo u odredenim slucajevima koriste u
klinickoj praksi. Na primjer, maksimalna dnevna doza SIMV od 80 mg koristi se u
slucajevima teske hiperkolesterolemije i visokim rizikom od kardiovaskularnih komplikacija.
O pracenju aktivnosti PChE kod primjene tako velikih doza SIMV nema literaturnih
podataka. Ako se pretpostavi gubitak razlike u osjetljivosti PPARa receptora na statine i
fibrate kod Stakora i covjeka kod velike doze tih lijekova, onda je moguc¢e da kod bolesnika
koji su na najve¢im dnevnim dozama SIMV, ROSU i FENO aktivnost PChE bude povecana.

U Uvodu je u tocki 1.4.2 spomenut znacaj PChE u detoksikaciji (hidrolizi) kokaina,
hidrolizi acetilkolina u mozgu i cirkulaciji, te hidrolizi grelina, jednog od osnovnih hormona
koji regulira osjecaj gladi (90,120). Danas se sve viSe spominje i njezina uloga u upalnim
stanjima blazeg stupnja, odnosno povezanosti toga enzima s acetilkolinom, ne kao
neurotransmiterom, nego protuupalnom molekulom (99-101). Ne smije se izostaviti niti
farmakoloski znac¢aj PChE i njezina uloga u Alzheimerovoj bolesti, te metabolizmu lipida. Na
temelju nabrojanih §to dokazanih, §to pretpostavljenih uloga PChE u organizmu ¢ovjeka, kod
bolesnika koji su na najve¢im, dozvoljenim dozama ROSU, SIMV i1 FENO povecana
aktivnost PChE znacila bi ozbiljnu nuspojavu. Za takvu pretpostavku potrebne su klinicke

studije kod pomno odabranih bolesnika.

Kako je u ciljevima istrazivanja istaknuto uc¢inci ROSU, SIMV i FENO ispitani su na
tri paramera oksidacijskog stresa (GSH, MDA 1 SOD). Medutim, za procjenu
antioksidacijskog uc¢inka antilipidnih lijekova koriSteni su dalje u tekstu samo parametri MDA
i GSH. Razlog takvog pristupa je Cinjenica §to su rezultati SOD u plazmi, jetrima i mozgu
vrlo nekonzistentni u odnosu na doze pojedinog antilipidnog lijeka, Sto onemogucuje kako
pravilnu procjenu medusobnog odnosa SOD, MDA 1 GSH tako 1 procjenu antioksidacijskog
ili oksidacijskog djelovanja ROSU, SIMV i FENO (Tablice 5.2.1 i 5.2.2, Slike 5.2.1.-5.2.4).
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Naime, iz literaturnih podataka je vidljivo da c¢imbenici poput duzine primjene lijeka,
patoloskih stanja, metoda koje su koriStene za mjerenje aktivnosti SOD ili ispitivanih
supstancija, razliCito utjeCu na aktivnost SOD (139,210-212). Stoga nije lako donijeti
zakljucak kakva je promjena aktivnosti SOD-a u odnosu na oksidacijski stres kao niti da li je
promjena aktivnosti posljedica oksidacijskog ili antioksidacijskog djelovanja lijeka. Kao §to je
u Uvodu istaknuto (Tocka 1.5.3) aktivnost SOD u patoloski prooksidacijskim stanjima nije
uvijek jednoznacna. Tako na primjer, pretklinickim ispitivanjem oksidacijskog stresa kod
Stakora s induciranim oksidacijskim stresom znacajan je porast aktivnosti SOD bio
protumacen kao posljedica oksidacijskog stresa (213). U ispitivanju Kocaka i sur. (2000)
promjena aktivnosti SOD nije dokazana kod Stakora s induciranim dijabetesom i u stanju
pojacanog oksidacijskog stresa, dok je aktivnost druga dva antioksidativna enzima, katalaze i
glutation-peroksidaze, bila znac¢ajno poviSena (214). Stefek i1 sur. (2000) su nakon primjene
piridoindola kod dijabeticnih S$takora znafajno smanjenje aktivnosti SOD pripisali
antioksidacijskom djelovanju piridoindola (215). Cumao i sur. su nakon primjene fluvastatina
u mozgu, srcu i jetrima standardnog soja Stakora izmjerili zna¢ajan porast aktivnosti SOD,
dok je kod dijabetickih Stakora izmjeren znacajan pad aktivnosti SOD (216). S druge strane, u
ispitivanju Mohamadina i sur. primjena simvastatina nije rezultirala promjenom aktivnosti
SOD-a u jetrima standardnog soja Stakora, dok je kod dijabeti¢nih Stakora SIMV uzrokovao
znacajan porast aktivnosti SOD-a (165). U klinickim patoloSkim stanjima poput
ateroskleroze, hipertenzije 1 pojednih tumora uocena je smanjena aktivnost SOD (139,147). S
druge strane, u klini¢kom ispitivanju procjene oksidacijskog stresa kod oboljelih od sepse, u
kojoj je dokazan prooksidacijski status, pokazalo se da je aktivnost SOD-a bila znacajno

povisena u odnosu na zdravu populaciju (150).

Razli¢iti su takoder i podaci o utjecaju lijekova na parametre oksidacijskog stresa. U
pretklinickim ispitivanjima je u¢inak tiamina, inhibitora angiotenzin konvertiraju¢eg enzima,
metformina 1 acetaminofena na povecanje aktivnosti SOD u standardnog soja Stakora, Stakora
s induciranim dijabetesom 1 hiperlipemic¢nih Stakora protumacen kao antioksidacijski u¢inak
ispitivanih supstanci (217-219). Rezultati Liu i sur. su pokazali suprotno, tj. da istovremena
primjena acetaminofena i roksitromicina u jetrima Stakora uzrokuje pojacani oksidacijski stres
uz znacajan pad aktivnosti SOD (220). Sve navedeno ukazuje na ¢injenicu kako organizam na
razli¢ite nacine pokuSava kompenzirati oksidacijski stres, na intenzitet kojeg utje€u ¢imbenici

poput naravi patoloskog stanja i njegovo vremensko trajanje, a naravno i lijekovi.
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Za GSH, koji je ne-enzimski antioksidans, pri interpretaciji rezultata treba uzeti u
obzir nekoliko ¢injenica. GSH u plazmi originalno potjece iz jetre, ali 1 iz drugih tkiva, napose
stanica bubrega (221). Prelazak GSH iz jetre 1 tkiva u plazmu je kontinuirani proces. U plazmi
kao 1 u tkivima GSH se koristi za reakcije koje dovode do stvaranja oksidiranog glutationa, t;.
GSSG. GSH moze prije¢i u GSSG mehanizmima koji ukljuc¢uju molekularni kisik, a pad
koncentracije znaci troSenje GSH pri uklanjanju ROS-a nastalih u odredenim uvjetima. GSH
je supstrat glutation-peroksidaze, pa pad u koncentraciji GSH 1 porast GSSG indirektno
ukazuje na pad aktivnosti ovog enzima. Za obnovu GSH zaduZena je glutation-reduktaza.
GSH je glavni antioksidans i u mozgu, u kojem se nalazi u astrocitima i ekstracelularno
(222,223). U mozgu, metabolizam i uloga GSH kao antioksidansa odvija se neovisno od onog
u jetrima i perifernim stanicama.

MDA je zavr$ni spoj peroksidacije lipida izazvan oksidacijskim stresom. Prema nekim
autorima odredivanje koncentracije MDA je sigurniji pokazatelj oksidacijskog stresa lipidne
peroksidacije nego mjerenje reaktivnih tvari tiobarbiturne kiseline, tzv  TBARS (engl.
Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) (142,145).

Analiza rezultata GSH i MDA u normolipemi¢nih i hiperlipemi¢nih Stakora pokazala
je slijedece.

U plazmi normolipemi¢nih §takora pad koncentracije GSH nakon primjene obje
doze ROSU nije bio znacajan. Primjena samo vece doze ROSU (10 mg/kg/dan) je izazvala
znaajan porast koncentracije MDA za 15% (Tablica 5.3.1, Slika 5.3.1). Budu¢i da manja
doza ROSU (5 mg/kg/dan) nije znacajno promijenila koncentracije GSH i MDA, vjerojatno
ROSU u toj dozi ne utjeCe na stvaranje reaktivnih radikala kisika. Doza ROSU od 5
mg/kg/dan priblizno je jednaka najvecoj dnevnoj terapijskoj dozi. lako primjena vece doze
nije izazvala znacajne promjene u koncentraciji GSH, znafajan porast koncentracije MDA
dozvoljava pretpostavku da ROSU u dozi koja je dvostruko veca od najvece terapijske moze
izazvati lipidnu peroksidaciju, odnosno poticati oksidacijski stres.

U plazmi normolipemicnih Stakora vrijednosti GSH nakon obje doze SIMV bile su
sli¢ne kontrolnim vrijednostima (Tablica 5.4.1, Slika 5.4.1) Primjena vece doze SIMV (50
mg/kg/dan) izazvala je znacajni pad koncentracije MDA od 20%, dok je nakon manje doze
(10 mg/kg/dan) pad koncentracije MDA iznosio 9% (Tablica 5.3.1, Slika 5.3.1). Iz priloZenog
je vidljivo da manja doza SIMV (10 mg/kg/dan) u plazmi normolipemijskih Stakora nema
znacajan utjecaj na antioksidacijske parametre, dok ve¢a doza moze djelovati antioksidacijski
zbog znacajnog pada koncentracije MDA. Doza SIMV od 10 mg/kg/dan koriStena u ovom

istrazivanju jednaka je najvecoj terapijskoj dozi, Sto upucuje na pretpostavku da bi u Covjeka
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SIMV mogao pokazati antioksidacijski u¢inak samo u dozi koja je veca od najvece terapijske.
Na temelju nasih dosadasnjih rezultata ovo ne bi bio tocan zakljucak. Naime, u nasim ranijim
istrazivanjima na normolipemi¢nim Stakorima SIMV je uzrokovao znac¢ajni pad koncentracije
MDA u dozi 10 mg/kg/dan za 24%, a pri dozi od 50 mg/kg/dan za 39% (135,191). Tada su
mjerenja koncentracije MDA u plazmi i tkivima provedena spektrofotometrijskom metodom.
Sadasnji rezultati koncentracija MDA su dobiveni pomo¢u HPLC metode S§to ukazuje na
kompleksnost interpretacije rezultata o antioksidacijskom djelovanju statina kada se za
odredivanje antioksidacijskih parametara koriste metode razlicite osjetljivosti. Vjerojatno je
uporaba HPLC metode razlog zasto je pad koncentracije MDA u sadasnjim rezultatima manji
nego u prethodnim. U svakom sluc¢aju rezultati dobiveni s manjom dozom ROSU i obje doze
SIMV pokazuju da oba statina ne pokazuju prooksidativno djelovanje. Antioksidacijski
uc¢inak SIMV dokazan je takoder u istraZivanjima Nikoli¢a i1 sur. (2018) u Wistar albino
Stakora s hiperhomocisteinemijom (224)).

U jetrima normolipemic¢nih Stakora porast koncentracije GSH za 15% nakon vece
doze ROSU (10 mg/kg/dan) nije bio znacajan. (Tablica 5.4.1, Slika 5.4.2 A). Primjena obje
doze ROSU nije izazvala znaCajne promjene u koncentracijama MDA, iako postoji sklonost
njegovom padu. Na temelju ovih rezultata ROSU u jetrima normolipemi¢nih Stakora nema
utjecaja na stvaranje reaktivnih radikala kisika.

U jetrima normolipemic¢nih Stakora, manja doza SIMV (10 mg/kg/dan) je izazvala
znacajan porast koncentracije GSH za 63% (p = 0,002), dok kod ve¢e doze (50 mg/kg/dan)
porast koncentracije za 13% nije znacajan (Tablica 5.4.1 i Slika 5.4.2 B). Samo je manja doza
izazvala pad koncentracije MDA od 12%. Na temelju znacajnog porasta GSH kod manje
doze, i malog porasta kod ve¢e doze §to ukazuje da SIMV u jetrima normolipemi¢nih Stakora
nije utjecao na stvaranje reaktivnih radikala kisika. Spomenuto je da parametar oksidacijskog
stresa moZe biti 1 odredivanje TBARS, iako je manje pouzdan od MDA. U radu Mohamadina
AM 1 sur. ispitan je antioksidacijski u¢inak SIMV u dozi od 10 mg/kg/dan tijekom 5 tjedana
na koncentraciju TBARS u jetri i bubrezima Stakora s eksperimentalnim dijabetesom (165).
Na slicnost s ovim rezultatima dokazuje njegov znacajni pad u dijabetickih Stakora u odnosu
na kontrolu, tj. netretirane dijabeticke Stakore. Medutim, rezultati Zenga i Liu-a pokazuju da u
jetrima dijabetickih Stakora, atorvastatin povecava koncentraciju reaktivnih radikala kisika i
smanjuje aktivnost SOD i katalaze (172).

U plazmi normolipemic¢nih Stakora koncentracija GSH nakon primjene vece doze
FENO (50 mg/kg/dan) znacajno je porasla za 31% (p = 0,030), dok nakon manje doze (30
mg/kg/dan) porast koncentracije GSH za 10% nije bio znacajan (Tablica 5.4.1 i1 Slika 5.4.1
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C). Pad koncentracije MDA bio je znacajan nakon obje doze FENO (Tablica 5.3.1, Slika 5.3.1
C). Na temelju dobivenih rezultata obje doze FENO pokazuju antioksidacijski uc¢inak, jer
postoji pad MDA 1 porast GSH.

U jetrima normolipemi¢nih Stakora znacajni pad koncentracije GSH (za 54% 1
60%) izmjeren je nakon primjene obje doze FENO (30 mg/kg/dan i 50 mg/kg/dan). Prethodno
je istaknuto da se GSH stvara u jetrima i otpusta u krv. Zbog cCinjenice da u plazmi postoji
porast koncentracije GSH, izgledno je da znacajan pad koncentracije GSH u jetrima nije
posljedica u¢inka FENO na njegovu sintezu, 1 drugo, da postoje dva razloga koji zajednicki
pridonose znacajnom padu koncentracije GSH. Prvi razlog je vezan uz metabolizam FENO.
Naime, u Uvodu (tocka 1.2.2.1 ) je spomenuto da nakon prve faze biotransformacije zbog
postojanja keto grupe i esterske grupe u strukturi fenofibrata i reakcija redukcije 1 hidrolize,
nastaju metaboliti koji mogu konjugirati s glutationom i na taj nacin dovesti do pada
koncentracije GSH (Slika 1.3). Drugi razlog leZi u ¢injenici da u jetri glodavaca proliferatori
peroksizoma, kojima pripada i FENO, znafajno povecavaju B-oksidaciju masnih kiselina i
aktivnost enzima acil-CoA oksidaze, koja je odgovorna za nastanak H20: (225). U tom
procesu, glutation-peroksidaza, koja je sposobna inaktivirati H2O2, stvara oksidirani oblik
glutationa (GSSG), rezultat ¢ega moZe biti smanjena koncentracija reduciranog glutationa.
Pad koncentracije GSH u jetri nakon primjene FENO dokazan u ovom istrazivanju nije
neocekivan, jer neka neklinicka istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da FENO u jetrima uzrokuje
povecanu koncentraciju ROS-a (209). Takoder je u kulturi humanih HepG2 stanica dokazano
da je FENO izazvao smrt stanica mehanizmom koji ukljuuje povecanu koncentraciju
reaktivnih oblika kisika (221). U glodavaca proliferatori peroksizoma, §to znac¢i i FENO,
indirektno uzrokuju mutaciju gena povecanjem unutarstanicne koncentracije H2Oz, dok je
aktivnost glutation-peroksidaze, enzima koji je sposoban razgraditi H2O2, ¢esto smanjena
tijekom duze primjene proliferatora peroksizoma (209,226).

Stoga jaki prooksidacijski u€inak FENO u jetrima normolipemicnih Stakora je
posljedica njegovog agonistickog djelovanja na PPAR receptore s posljedi¢nom povecanom
aktivnosti acil-CoA. Zasto nije doSlo do znacajnih promjena u koncentraciji MDA u jetrima
normolipemic¢nih Stakora nakon primjene FENO moguce je objasniti rezultatima Lores Arnaiz
i sur., koji su nakon primjene FENO tijekom 2 tjedna, u miSeva izmjerili povecanje
koncentracije vodikovog peroksida, te ukupnog i oksidiranog glutationa u jetri, dok
peroksidacija lipida nije dokazana, vjerojatno zbog prisutnosti velike koncentracije ubikinona

(178).
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U mozgu normolipemic¢nih Stakora koncentracija GSH nakon primjene ROSU
znacajno je pala za 17% nakon manje doze (5 mg/kg/dan), dok pad koncentracije za 21%
nakon vece doze (10 mg/kg/dan) nije bio znacajan. Pad koncentracije MDA za prosjecno 6%
nakon primjene obje doze ROSU nije bio znafajan. Zbog pada koncentracije GSH za
pretpostaviti je da, obje doze ROSU u mozgu normolipemi¢nih Stakora mogu izazvati
stvaranje reaktivnih radikala kisika.

U mozgu normolipemi¢nih Stakora obje doze SIMV prouzrocile su porast
koncentracije GSH za 29% 1 17% koji nije znacajan (Tablica 5.4.1 1 Slika 5.4.3 B).
Koncentracija MDA znacajno je smanjena nakon manje doze (10 mg/kg/dan, 59% ) i na
granici znac¢ajnosti nakon vece doze (50 mg/kg/dan, 21%). Zbog porasta GSH i pada MDA
obje doze SIMV u mozgu normolipemic¢nih Stakora pokazuju antioksidacijski u¢inak.

U mozgu normolipemicnih Stakora FENO nije znac¢ajno promijenio koncentraciju
GSH u odnosu na kontrolnu vrijednost, iako kod veée doze (50 mg/kg/dan) postoji porast
koncentracije za 14% (Tablica 5.4.1 i Slika 5.4.3 C). Obje doze izazvale su pad MDA za 6% i
24% (Tablica 5.3.1 i Slike 5.3.3 A i C). U oba sluc¢aja pad nije bio znacajan. Za pretpostaviti
je da FENO u mozgu normolipemicnih Stakora pokazuje blagi antioksidacijski u¢inak.

U plazmi hiperlipemicnih Stakora pad koncentracije GSH za 11% nakon primjene
SIMV u dozi od 50 mg/kg/dan nije bio znacajan (Tablica 5.4.2 i Slika 5.4.4 A). SIMV nije
znacajno promijenio koncentraciju MDA u odnosu na kontrolne vrijednosti (Tablica 5.4.2 i
Slika 5.3.4 A). 1z dobivenih rezultata proizlazi da SIMV u plazmi hiperlipemic¢nih Stakora ne
narusSuje ravnotezu izmedu oksidacijskih 1 antioksidacijskih parametara.

U plazmi hiperlipemi¢nih Stakora doza FENO od 30 mg/kg/dan izazvala je porast
koncentracije GSH za 21% koji nije bio znacajan (Tablica 5.4.2 i Slika 5.4.4 A), te znacajan
pad koncentracije MDA za 33%. Usporedba uc¢inka FENO u dozi od 30 mg/kg/dan na iste
parametre u normolipemic¢nih $takora (znacajni pad MDA za 39% 1 manji porast GSH) s istim
parametrima u hiperlipemi¢nih Stakora jasno pokazuje da unato¢ postojanja oksidacijskog
stresa u hiperlipemi¢nih Zivotinja antioksidacijsko djelovanje FENO u plazmi dolazi do
1zrazaja.

U jetrima hiperlipemi¢nih Stakora SIMV je izazvao znacajni pad koncentracije
GSH za 45% (Tablica 5.4.2 i Slika 5.4.4 B), dok pad koncentracije MDA za 9% nije bio
znacajan. Potrebno je naglasiti da je stvaranje slobodnih radikala i postojanje oksidacijskog
stresa u hiperlipemic¢nih Stakora oc¢ekivano povecano zbog hiperlipidemije. Pad koncentracije
GSH dokazan u ovom istrazivanju vjerojatno je posljedica nedostatka ubikinona izazvanog

primjenom SIMV. Naime, u Uvodu (Tocka 1.5.5.1) je navedeno kako SIMV u jetrima
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inhibicijom aktivnog mjesta HMG-CoA reduktaze, sprje¢ava nastanak i izoprenoida pretaca
ubikinona, koji je snazan antioksidans (Buhaescu, Antonopoulos). Zbog manjka ubikinona
antioksidacijsku ulogu preuzima glutation-peroksidaza, koja inaktiviranjem H2O2, stvara
oksidirani oblik glutationa (GSSG), rezultat ¢ega je u ovom istraZivanju smanjena
koncentracija reduciranog glutationa. Prema tome SIMV u jetrima hiperlipemi¢nih Stakora
djeluje prooksidacijski, ali bez znakova lipidne peroksidacije (nema porasta koncentracije
MDA). Razlike u koncentracijama GSH u jetrima hiperlipemicnih Stakora i normolipemicnih
dokaz su kako isti antilipidni lijek moze drugacije djelovati u uvjetima promijenjenog
patoloSkog stanja (Tablica 5.4.115.4.2, Slike 5.4.2 B15.4.4 B).

U jetrima hiperlipemi¢nih Stakora FENO je u dozi od 30 mg/kg/dan je izazvao
znacajan pad koncentracije GSH za 80% (Tablica 5.4.2 1 Slika 5.4.4 B), dok pad koncentracija
MDA za 10% nije znacajan. I u slu¢aju FENO, kao i u slu¢aju SIMV, potrebo je prvotno
naglasiti postojanje oksidacijskog stresa u jetrima hiperlipemi¢nih Stakora zbog
hiperlipidemije. Pad koncentracije GSH u ovom soju Stakora je vec¢i (80%) nego $to je pad
GSH (54%-60%) u jetrima normolipemi¢nih Stakora. Razlozi pada koncentracije GSH u
ovom soju Stakora su isti kao i oni opisani kod normolipemi¢nih. Razlog veceg pada u
hiperlipemic¢nih Stakora je postojanje patoloskog stanja.

U mozgu hipelipemi¢nih $takora koncentracije GSH i MDA su bile prakticki
jednake kontrolnim vrijednostima nakon primjene SIMV u dozi od 50 mg/kg/dan. Dobiveni
rezultati ukazuju da SIMV ne utjeCe na ravnotezu izmedu oksidacijskih i1 antioksidacijskih
parametara (Tablica 5.4.2 i Slika 5.4.4 C). Medutim, kada se utjecaj SIMV na GSH i MDA u
mozgu hiperlipemi¢nih Stakora usporedi s u¢incima SIMV u istoj dozi (50 mg/kg/dan) na iste
parametre u mozgu normolipemicnih Stakora (pad MDA za 21% na granici znacajnosti i
porast GSH za 17%, ali ne i znacajan) postaje jasno da antioksidacijski u¢inak SIMV u
hiperlipemi¢nih Zivotinja ne dolazi do izrazaja zbog postojanja oksidacijskog stresa u istog
soja zivotinja.

U mozgu hiperlipemi¢nih §takora koncentracija GSH nakon primjene FENO u dozi
od 30 mg/kg/dan bila je sli¢na vrijednosti kontrolne skupine (Tablica 5.4.2 i Slika 5.4.4 C). Iz
prikazanih rezultata vidljivo je da je primjena FENO izazvala znacajni porast koncentracije
MDA za 39% (p = 0,032) u odnosu kontrolnu skupinu (Tablica 5.3.2 i Slika 5.3.4 C). Kad se
usporedi utjecaj FENO na koncentraciju MDA u mozgu normolipemicnih Zivotinja u kojoj je
izmjeren pad koncentracije MDA za 24% vidljivo je da FENO zbog postojanja oksidacijskog

stresa u mozgu hiperlipemic¢nih Stakora djeluje suprotno tj. prooksidacijski.

104



Na temelju predocenih rezultata antioksidacijski ucinak SIMV bez obzira na
primijenjenu dozu postoji u plazmi, jetrima i mozgu normolipemi¢nih Stakora. Dobiveni
rezultati su u skladu s literaturnim podacima koji potvrduju antioksidacijski uc¢inak SIMV
(135,165,224). Isto tako je iz rezultata vidljivo da antioksidacijski u¢inak SIMV nije doSao do
izrazaja u plazmi i mozgu hiperlipemic¢nih Stakora, dok je u jetrima istog soja Stakora dokazan
njegov prooksidacijski u¢inak. Vjerojatno je oksidacijski stres, izrazen u stanju hiperlipemije,
glavni razlog zaSto u hiperlipemi¢nih Stakora SIMV nije pokazao antioksidacijski ucinak.
Sliéni rezultati dobiveni su u istrazivanjima Scheffera i suradnika (173). Za razliku od SIMV,
ROSU bi u plazmi i mozgu, ali ne i u jetrima normolipemi¢nih Stakora mogao djelovati
prooksidativno.

Prema dobivenim rezultatima FENO u plazmi normolipemicnih Stakora djeluje sli¢no
kao 1 SIMV, tj. antioksidacijski, dok u mozgu istog soja Stakora postoji samo naznaka takvog
ucinka. Slicne rezultate pokazala su istraZivanja Beltowskog 1 sur. (19). U plazmi
hiperlipemic¢nih Stakora je unato¢ postojanja oksidacijskog stresa antioksidacijsko djelovanje
FENO odrzano. U mozgu hiperlipemi¢nih Stakora postoji suprotni ucinak FENO, tj.
prooksidacijski. Budu¢i da je FENO proliferator peroksizoma, nije iznenadujuce da je u
jetrima normolipemicnih i hiperlipemicnih Stakora dokazano njegovo izrazito prooksidacijsko
djelovanje, Sto je takoder u skladu s podacima iz literature.

Istaknuto je da se danas acetilkolin smatra vaznom protuupalnom molekulom u
kolinergickom protuupalnom putu (98). Obzirom na ¢injenicu da sva tri antilipidna lijeka u
normolipemic¢nih 1 hiperlipemi¢nih Stakora povecavaju aktivnost plazmatske PChE znaci, da
je hidroliza acetilkolina ubrzana, a njegovo djelovanje kao protuupalne molekule moze biti
oslabljeno. U tom smislu sva tri antilipidna lijeka mogu djelovati proupalno. Porast aktivnosti
PChE u mozgu normolipemi¢nih Stakora nakon primjene SIMV 1 ROSU moze znaciti i
ometanje kolinergi¢ke transmisije ACh u SZS. Mogu¢i antioksidacijski u¢inak SIMV i FENO
postoji u plazmi i mozgu normolipemicnih Stakora, a ne postoji u plazmi 1 mozgu
hiperlipemi¢nog soja. Kod hiperlipemic¢nih Stakora, SIMV 1 FENO zbog toga Sto povecavaju
aktivnost PChE 1 nemaju antioksidacijski uc¢inak, mogu sinergisti¢ki potaknuti inhibiciju
kolinergi¢kog protuupalnog puta. Znacajnost ovih rezultata u patoloSkim stanjima u klinici

zahtjeva daljnja istrazivanja.

Sto se ti¢e u¢inaka ROSU, SIMV i FENO na status lipida u normolipemiénih i
hiperlipemic¢nih Stakora vazno je naglasiti (Uvod, tocka 1.2.1) da za razliku od ljudi, Stakori

ve¢inu endogenog kolesterola i trigliceride u plazmi prenose putem HDL-a, a prekomjerna
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koncentracija kolesterola rezultira pove¢anom proizvodnjom VLDL-a (18,19). Iako statini u
glodavaca ne snizavaju koncentraciju plazmatskog kolesterola, nego triglicerida, u
pretklinickim ispitivanjima je dokazano da se Stakori mogu koristiti za ispitivanje ucinaka
statina (20). Naime, kod Stakora snizenje koncentracije triglicerida korelira sa sniZzenjem
koncentracije kolesterola kod zamorca ili kuni¢a, kod kojih je kao i u ljudi LDL glavni
prijenosnik kolesterola (21,22). Rezultati dobiveni u normolipemijskih §takora jasno pokazuju
da su sva tri ispitivana antilipemijska lijeka izazvala pad koncentracije triglicerida (znacajan
kod obje doze ROSU, te kod vece doze SIMV 1 FENO). Znacajan porast HDL izmjeren je
samo nakon primjene obje doze SIMV. ROSU nije utjecao na koncentraciju HDL, dok su
obje doze FENO znacajno smanjile HDL. Kod hiperlipemic¢nih Stakora SIMV nije utjecao na
koncentracije HDL 1 triglicerida, suprotno fenofibratu koji je izazvao znaCajan porast
triglicerida 1 zna¢ajan pad HDL kolesterola. U¢inci SIMV na koncentracije HDL 1 triglicerida
su u normolipemijskih Stakora ocekivani i u skladu su s podacima iz literature (227).
Izostanak ucinka SIMV na pad koncentracije triglicerida i porast HDL kolesterola u
hiperlipemi¢nih Stakora vjerojatno je posljedica patofizioloSskog stanja spomenutog soja
Stakora. Rezultati koji pokazuju pad koncentracije HDL u normolipemic¢nih Stakora nakon
primjene FENO podudaraju se s rezultatima Wiilfert-a iz 1980. koji je dokazao da fenofibrat u
normolipemijskih Stakora inducira smanjenje HDL kolesterola (228). Danas je medutim
poznato da fibrati u glodavaca mogu smanjiti HDL kolesterol kao rezultat smanjene
ekspresije gena za HDL apolipoproteine, ApoA-I i apoA-II, i neke enzime ukljucene u
metabolizam lipida kao §to je hepati¢ka lipaza (229). Upravo smanjena ekspresija gena za
HDL apolipoproteine izazvana s FENO moze biti odgovorna za pad koncentracije HDL
kolesterola u oba soja Stakora. Porast triglicerida u hiperlipemi¢nih Stakora nakon primjene
fenofibrata dokazan u ovim rezultatima vjerojatno je posljedica njihovih jo$ uvijek
nerazjasnjenih ucinaka na metabolizam lipida u hiperlipemicnih Stakora. Postoje dokazi da
fibrati mogu povecati ili smanjiti koncentracije triglicerida i kolesterola u jetrima, 1 da neki od
njih, poput bezafibrata i gemfibrozila imaju suprotne u¢inke na koncentracije lipida u plazmi i
jetrima ovisno o stupnju hipertrigliceridemije (230). Navedene razlike izmedu bezafibrata 1
gemfibrozila vjerojatno vrijede i1 za fenofibrat, te pruzaju objaSnjenje za u dobivenim
rezultatima vidljiv razli¢iti u¢inak FENO na koncentraciju triglicerida u normolipemic¢nih i

hiperlipemic¢nih Stakora.
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7 ZAKLJUCCI
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1. Ne postoji razlika u djelovanju antilipidnih lijekova na aktivnost PChE u plazmi
normolipemic¢nih i hiperlipemicnih Stakora. Aktivnost PChE je povecana nakon primjene sva
tri antilipidna lijeka (ROSU, SIMV 1 FENO) u normolipemi¢nih Stakora bez obzira na
primijenjenu dozu i upotrijebljeni supstrat (ACTh 1 BTCh). Isti zakljucak odnosi se na uc¢inke

SIMV i FENO na aktivnost PChE u plazmi hiperlipemic¢nih $takora.

2. Veca aktivnost plazmatske PChE u oba soja Stakora je izmjerena koriStenjem BTCh kao
supstrata, S$to je u skladu s literaturnim podacima o ve¢em afinitetu PChE za supstrat BTCh

nego za ACTh.

3. Postoji razlika u ucincima jednakih doza SIMV i FENO na aktivnost PChE u plazmi
normolipemicnih 1 hiperlipemicnih Stakora. Veci porast plazmatske aktivnosti PChE mjerene

s oba supstrata postoji u hiperlipemi¢nih Stakora.

4. Samo su mala doza ROSU 1 obje doze FENO izazvale znacajan porast kataliticke aktivnosti

PChE u jetrima normolipemic¢nih $takora neovisno o kori§tenom supstratu.

5. Postoji razlika u uc¢incima jednakih doza SIMV i FENO na aktivnost PChE u jetrima
normolipemic¢nih 1 hiperlipemi¢nih §takora. Porast aktivnosti PChE u jetrima hiperlipemic¢nih
Stakora nakon primjene SIMV (50 mg/kg/dan) i FENO (30 mg/kg/dan) uz koriStenje oba

supstrata bio je znacajan, te ve¢i nego u normolipemicnih Stakora.

6. Ne postoji razlika u djelovanju ve¢e doze hidrofilnog ROSU (10 mg/kg/dan) i obje doze
lipofilnog SIMV na aktivnost PChE u mozgu normolipemi¢nih $takora. Oba antilipidna lijeka
su izazvala porast aktivnosti PChE uz supstrat BTCh. Lipofilni SIMV je neovisno o

koriStenom supstratu i dozi izazvao povecanje aktivnosti PChE u mozgu oba soja Stakora.

7. Aktivnost PChE nije znacajno promijenjena u mozgu normolipemi¢nih Stakora nakon
primjene obje doze FENO (30 mg/kg/dan i 50 mg/kg/dan). U mozgu hiperlipemic¢nih Stakora
FENO (30 mg/kg/dan) je izazvao znacajan porast aktivnosti PChE uz koristenje BTCh kao

supstrata.

8. U plazmi normolipemi¢nih Stakora ve¢a doza ROSU je izazvala znaCajni porast
koncentracije MDA, a vec¢a doza SIMV znacajni pad koncentracije MDA. Navedeno ukazuje
da ROSU moze djelovati prooksidacijski, a SIMV antioksidacijski. Obje doze FENO
pokazale su antioksidacijski ucinak, jer postoji znacajni pad koncentracije MDA nakon obje

doze 1 znacajni porast GSH nakon vece doze.
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9. U jetrima normolipemi¢nih Stakora ROSU ne utjece na stvaranje reaktivnih radikala kisika,
dok SIMV u vecoj dozi zbog znadajnog porasta koncentracije GSH moze djelovati
antioksidacijski. Obje doze FENO izazvale su znacajan pad koncentracije GSH Sto ukazuje na

izraziti prooksidacijski ucinak.

10. U mozgu normolipemi¢nih Stakora ROSU je u manjoj dozi znacajno smanjio
koncentraciju GSH, pa mu ucinak moze biti prooksidacijski. Zbog znacajnog pada
koncentracije MDA nakon primjene manje doze, SIMV mozZe djelovati antioksidacijski. Obje

doze FENO nisu izazvale znac¢ajne promjene koncentracija GSH i MDA.

11. U plazmi hiperlipemicnih $takora SIMV u dozi od 50 mg/kg/dan nije znacajno utjecao na
koncentraciju GSH i MDA. FENO u dozi 30 mg/kg/dan je pokazao antioksidacijski ucinak jer

je izazvao znacajni pad koncentracije MDA.

12. U jetrima hiperlipemi¢nih Stakora SIMV 1 FENO u ispitivanim dozama djeluju

prooksidacijski, jer su izazvali znacajni pad koncentracije GSH.

13. U mozgu hiperlipemi¢nih Stakora SIMV nije zna¢ajno utjecao na koncentracije MDA 1
GSH. Primjena FENO u dozi od 30 mg/kg/dan je izazvala znacajni porast koncentracije MDA
Sto je u usporedbi s ucinkom iste doze na koncentraciju MDA u mozgu normolipemi¢nih

zivotinja suprotan, prooksidacijski uc¢inak.

14. Sva tri ispitivana antilipidna lijeka su u plazmi normolipemic¢nih Stakora izazvala pad
koncentracije triglicerida. Porast HDL kolesterola izmjeren je samo nakon primjene SIMV.

Obje doze FENO smanjile su koncentraciju HDL kolesterola.

15. Kod hiperlipemic¢nih $takora SIMV nije utjecao na koncentracije HDL 1 triglicerida, dok

je FENO izazvao znacajni porast triglicerida i znacajan pad HDL kolesterola.
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8 KRATKI SADRZAJ
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Pseudokolinesteraza (PChE), osim S§to ima znacajnu farmakoloSku ulogu, zajedno s
acetilkolinesterazom sudjeluje u hidrolizi acetilkolina. Nova saznanja su da je acetilkolin
protuupalna molekula, da postoji kolinergic¢ki protuupalni put i da PChE moze predstavljati
upalni biljeg kod sistemskih upala blazeg stupnja. Zato je vazno poznavati lijekove koji
mijenjaju aktivnost PChE. U ovom istraZivanju su ispitivani u¢inci simvastatina, rosuvastatina
i fenofibrata na aktivnost PChE i parametre oksidacijskog stresa kod normolipemickih i
hiperlipemickih Stakora, buduci da je u patoloskim stanjima, kao §to su upala i hiperlipidemija
prisutan i oksidacijski stres. Svi istraZivani antilipidni lijekovi znacajno su povecali aktivnost
PChE u plazmi oba soja Stakora. U mozgu normolipemi¢nih Stakora porast aktivnosti PChE
dokazan je nakon primjene statina, dok je u mozgu hiperlipemi¢nih Stakora na porast
aktivnosti utjecao 1 fenofibrat. U jetrima je porast aktivnosti bio izrazeniji kod hiperlipemi¢nih
Stakora. Rezultati ispitivanja ucinaka antilipidnih lijekova na parametre oksidacijskog stresa
pokazuju da simvastatin i fenofibrat u plazmi i mozgu normolipemicnih Stakora pokazuju
antioksidacijski ucinak, za razliku od rosuvastatina koji moze djelovati prooksidacijski. U
plazmi i mozgu hiperlipemi¢nih Stakora simvastatin ne djeluje na parametre oksidacijskog
stresa, dok fenofibrat u plazmi istog soja Stakora djeluje antioksidacijski, a u mozgu
prooksidacijski. U jetrima oba soja Stakora fenofibrat djeluje izrazito prooksidacijski.
Rezultati pokazuju da sva tri antilipidna lijeka utjeCu na aktivnost PChE i parametre
oksidacijskog stresa u normalnim i patoloskim uvjetima, te stoga mogu utjecati kako na

farmakolosku ulogu PChE tako 1 na tijek nekih patofizioloskih procesa.
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Effects of antlipid drugs on cholinesterase and oxidative stress parameters of

normolipemic and hyperlipemic rats

Beside significant pharmacological role pseudocolinesterase (PChE) is involved in hydrolysis
of acetylcholine, an anti-inflammatory molecule. Drugs can alter PChE activity. Since
oxidative stress is present in pathological conditions such as inflammation and hyperlipemia
in this study the effects of simvastatin, rosuvastatin, and fenofibrate on PChE activity and
parameters of oxidative stress in normolipemic and hyperlipemic rats were investigated. All
investigated drugs significantly increased plasma PChE activity in both strains of rats. In the
brain of normolipemic rats, increase in PChE activity was demonstrated after statin
administration, whereas in hyperlipemic rat brain, an increase in activity was also after
fenofibrate. In the liver, increase in activity was more pronounced in hyperlipemic rats.
Unlike rosuvastatin, simvastatin and fenofibrate showed antioxidant effect in plasma and
brain of normolipemic rats. In plasma of hyperlipemic rats fenofibrate showed antioxidant
effects, and in brain pro-oxidant. In the liver of both strains of rats, the effects of fenofibrate
were pro-oxidant, and effect of simvastatin was antioxidant in the liver of normolipemic and
pro-oxidant in hyperlipemic rats. Investigated drugs influenced PChE activity and oxidative
stress under normal and pathological conditions. The consequences could be change in

pharmacological role of PChE and change in course of some pathophysiological processes.

Antonija Vuksié, 2020.
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