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Nina Blazevi¢
UCINCI ANTILIPIDNIH LIJEKOVA NA BUTIRILKOLINESTERAZU U
BIOLOSKOM MATERIJALU STAKORA

1. SAZETAK

Butirilkolinesteraza (BuChE) se sintetizira u jetri i odmah izlucuje u krv. Osim u plazmi i jetri,
prisutnost enzima je dokazana i u mozgu. U srediSnjem Zziv€anom sustavu BuChE hidrolizira
acetilkolin i poput acetilkolinesteraze vazna je za normalnu kolinergi¢ku funkciju. Oba enzima se u
mozgu povezuju s kolinergickim deficitom i progresijom demencije. Stoga se lijekovi koji inhibiraju
kataliticku aktivnost kolinesteraza koriste za lijeCenje Alzheimerove bolesti. Ucinci antilipidnih
lijekova na aktivnost BUChE plazme i mozga su suprotni, tj. mogu stimulirati ili inhibirati njezinu
aktivnost. Stoga su ciljevi ovog rada bili u Wistar Stakora utvrditi u¢inak visekratne primjene razlicitih
doza rosuvastatina, simvastatina i fenofibrata na aktivhost BUChE mozga, plazme i jetre. Male doze
oba statina i obje doze fenofibrata nisu utjecali na aktivnost BuChE mozga, dok su je ve¢e doze oba
statina malo ali znaCajno povecale. Sva tri lijeka izazvali su znaCajan porast aktivnosti BuChE u
plazmi, dok je u jetri znaCajan porast aktivnosti izazvao samo fenofibrat. Prema ovim rezultatima
smatramo da je utjecaj antilipidnih lijekova na aktivnost BuChE Stetan, $to je od znacaja za bolesti

sredi$njeg zivEanog sustava s oSte¢enom kolinergickom funkcijom.

Kljucne rijeci: antilipidni lijekovi, butirilkolinesteraza, mozak, plazma



Nina Blazevi¢
THE INFLUENCE OF ANTILIPID DRUGS ON BUTYRYLCHOLINESTERASE IN
BIOLOGICAL SAMPLES OF RATS

2. SUMMARY

Butyrylcholinesterase (BUChE) is synthesized in liver and released into plasma immediately
after synthesis. BUChE is also presented in brain where hydrolyses acetylcholine and, like
acetylcholinesterase, is important for normal function of cholinergic system. In brain both enzymes are
associated with cholinergic deficit and progression of dementia. Therefore drugs that inhibit enzyme
activity are used for treatment of Alzheimer's disease. The aims of study are to etsablish the influence
of multiple applications of rosuvastatin, simvastatin and fenofibrate on BuChE activity in brain,
plasma and liver of Wistar rats. In brain, small doses of both statins and fenofibrate in both doses
haven't changed the BUChE activity, but high doses of both statins have caused a little but significant
increase of enzyme activity. Increase of plasma BUChE activity was significant after administration of
all three drugs. Fenofibrate has caused the singnificant increase of BUChE activity in liver. According
to these results we suggest that the increase of BUChE activity is the side effect of anilipid drugs and is

important for the illnesses of central nervous system with disturbed cholinergic function.

Key words: antilipid drugs, butyrylcholinesterase, brain, plasma



3. UvOD

U plazmi se nalaze slobodni i esterificirani kolesterol (ili esteri kolesterola), triacilgliceroli i
fosfolipidi. Budu¢i da su lipidi netopljivi u vodi, u plazmi se prenose putem lipoproteina. U plazmi
covjeka lipoproteini male gustoce (engl. low density lipoproteins, LDL) su glavni prijenosnici
kolesterola i estera kolesterola, a omogucuju i njihov unos u razli¢ita tkiva. Pri uklanajanju viska
kolesterola iz tkiva glavnu ulogu imaju lipoproteini velike gustoc¢e (engl. high density lipoproteins,
HDL). Najvazniji prijenosnici triacilglicerola u ljudskoj plazmi su hilomikroni, lipoproteini vrlo male
gustocée (engl. very low density lipoproteins, VLDL). U plazmi §takora glavni prijenosnici kolesterola i
estera kolesterola su HDL &estice, koje takoder prenose i najveci dio triacilglicerola (Beltowski et al.
2002). Hiperlipoproteinemije su skupina poremecaja lipida odnosno lipoproteina, i ozna¢uju povecanu
koncentraciju pojedinih lipoproteina u krvi. Posljedica su ubrzane sinteze ili usporene razgradnje

lipoproteinskih Cestica (Daniels et al. 2001).

3.1.STATINI

Statini su vrlo ucinkoviti lijekovi u lijeCenju onih hiperlipoproteinemija u kojima prevladava
poremeceni metabolizam kolesterola. Najvazniji povoljni ucinak statina je znafajno smanjenje
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (Beltowski et al. 2002). Statini su strukturni analozi
HMG-CoA (3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A) i inhibiraju 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A
reduktazu (HMG-CoA-reduktazu), koja je klju¢ni enzim u sintezi mevalonata i endogenog kolesterola
(Katzung et al. 2011; Beltowski et al. 2002). Prvi prototip statina ispitan na ljudima bio je mevastatin,
dok je lovastatin bio prvi statin odobren za terapijsku primjenu u ljudi. Ostali u klini¢koj primjeni
poznati statini su simvastatin (SIMV), atorvastatin, pravastatin, rosuvastatin (ROSU), te fluvastatin.
Poznato je da mevalonat koji nastaje iz HMG-CoA pod djelovanjem HMG-CoA reduktaze nije samo
prethodnik kolesterola nego i steroidnih izoprenoidnih spojeva poput ubikvinona i dolikola. Statini
inhibicijom stvaranja izoprenoida takoder mogu inhibirati proteine upalne kaskade (poput Rho, Ras i
Rac- kinaze) i tako utjecati na reakcije vazne u patogenezi ateroskleroze (Fabijani¢ 2010).

Sukladno sa zajedni¢kim molekularnim mehanizmima statina, u daljnjem tekstu biti ce
prikazani lipidni i ne-lipidni u¢inci ove skupine lijekova, te farmakokinetske osobitosti SIMV i ROSU

koristenih u eksperimentalnom dijelu ovog znanstvenog rada.

3.1.1. Ucinci statina na lipide

Statini preko inhibicije HMG-CoA-reduktaze smanjuju sintezu kolesterola u jetri s posljedi¢no

povecanom sintezom LDL receptora, povecanom frakcijskom brzinom katabolizma LDL i jetrenom
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ekstrakcijom prethodnika LDL (tj. VLDL) iz krvi, $to rezultira njihovim glavnim biokemijskim
uéinkom - snizenjem koncentracije LDL u plazmi (Katzung et al. 2011). Statini takoder povecavaju
HDL kolesterol i umjereno smanjuju trigliceride u plazmi (Rang et al. 2006).

Ucinci statina na lipide, kako to unatrag nekoliko godina pokazuju neklinicka i klincka
istrazivanja, mogu biti posredovani i aktivacijom specificnih peroksisomnim proliferatorom
aktiviranih receptora (engl. peroxisome proliferator activated receptor, PPAR). PPAR receptori su
transkripcijski faktori koji se ubrajaju u superobitelj nuklearnih hormonskih receptora. Njihova glavna
uloga je regulacija enzima putem transkripcije, kao i drugih proteina koji su bitni u ocuvanju
energetske homeostaze u organizmu. Na taj nacin sudjeluju u regulaciji metabolizma lipida u jetri,
srcu, bubrezima i misi¢ima (Yano et al. 2007). Kako su aktivirani razli¢itim ligandima, od endogenih

liganda znacajne su masne kiseline, a od egzogenih antilipidni lijekovi (Rang et al. 2006).

3.1.2. Ne-lipidni u€inci statina

Ne-lipidni udinci statina nazivaju se jo§ i pleiotropni ucinci (pleiotropni- izvedenica iz grékih
rije¢i pleio — mnogo i trepein — utjecaj), a obuhvacaju u¢inke statina na endotelnu disfunkciju, upalnu
reakciju, stabilnost plaka i trombogenezu. Svi su ti ucinci vazni za modifikaciju ateroskleroze,
kardiovaskularnih bolest, a prema novim saznanjima i nekih bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava
(Fabijani¢ 2010). Dokazani povoljni ne-lipidni uéinci statina su: smanjena sklonost agregacije
trombocita, antitrombotsko djelovanje, pojacana fibrinoliza, pove¢ana neovaskularizacija ishemickog
tkiva, imunosupresija (Rang et al. 2006; Katzung et al. 2011). U prilog antikoagulacijskog djelovanja
statina, studija Glynna i suradnika je pokazala kako je rosuvastatin dan u dozi od 20 mg dnevno kroz
dvije godine smanjio za 43% venska tromboembolijska dogadanja u odnosu na placebo (Glynn et al.
2009).

Uz snizenje plazmatskog kolesterola, statini imaju korisne uéinke na brojne druge procese
ukljucene u aterogenezu, poput zilne upalne reakcije, migracije i proliferacije glatkih misica krvnih
zila, vazorelaksacije ovisne o endotelu i oksidativnog stresa (Koh 2000). U prilog povoljnom u¢inku
statina u aterosklerozi govore rezultati istrazivanja na hiperkolesterolemi¢nim muskarcima, koji su
primali SIMV u dozi od 20 mg na dan kroz 12 tjedana. Lijek je zna¢ajno smanjio koncentraciju IL-2 u
perifernoj venskoj krvi. Kako se ateroskleroza smatra upalnom boles¢u (Ross 1999), statini putem
svog protuupalnog djelovanja sudjeluju u zastiti zilnih stijenki i prevenciji akutnih vaskularnih
epizoda. 1z toga proizlazi kako IL-2 moze biti pokazatelj smanjene upalne aktivnosti za vrijeme
terapije statinima (Zubelewicz-Szkodzinska et al. 2004).

O ucincima statina na metabolizam kolesterola u mozgu postoje brojni literaturni podaci. Neki
od njih ukazuju na protektivni u¢inak lijekova koji smanjuju kolesterol na razvoj demencije, vjerojatno
kroz modulaciju sinteze kolesterola u mozgu. Cibickova i sur. (2008) su u svojem istraZivanju

pokazali kako su SIMV i atorvastatin, oba lipofilna lijeka, snizila sintezu kolesterola u mozgu stakora,
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ne izazivajuéi promjene u plazmatskom kolesterolu, $to podupire ideju njihovog lokalnog ucinka u
mozgu (Cibickova et al. 2008). U drugom istrazivanju (2009), u kojem se u $takora ispitivao ucinak
SIMV, atorvastatina i hrane bogate kolesterolom na patofizioloske mehanizme u Alzheimerovoj
bolesti je dokazano suprotno, tj. da su oba statina smanjila kolesterol u plazmi, ali bez ucinka na
ukupni kolesterol u mozgu (Cibickova et al. 2009). U mozgu je medutim izmjerena znacajna redukcija
sinteze latosterola i kolesterola, ali bez promjena u aktivnosti acetilkolinesteraze (AChE),
koncentraciji amiloida beta (Ap) i HMG-CoA-reduktazi. Rezultati oba pokusa (Cibickova et al. 2008,
2009) pokazuju da u mozgu postoje za sada jo$ uvijek nerazja$njeni medusobni 0dnosi izmedu statina
i sinteze kolesterola s jedne strane, te nerazjasnjeni medusobni odnosi izmedu A, aktivnosti AChE i
aktivnosti HMG-CoA-reduktaze s druge strane.

Pored moguceg djelovanja statina na mozdani kolesterol dokazanog u pokusima Cibickove i
sur., Sparks i sur. su pretpostavili kako snizenje kolesterola u mozgu moze iéi neizravnim putem, tj. da
pad plazmatskog kolesterola posredno dovodi do smanjenja razine mozdanog kolesterola (Sparks et al.
2002). Stoga je za pretpostaviti kako inhibitori HMG-CoA-reduktaze mogu smanjiti rizik od
Alzheimerove bolesti ve¢ samim inhibicijskim u¢inkom na sintezu serumskog kolesterola, buduéi da
njegove povecane vrijednosti uzrokuju veée nakupljanje AP, glavne komponente amiloidnih plakova
u Alzheimerovoj bolesti (Dickson 1997). Prema rezultatima randomiziranog, dvostruko slijepog
placebo kontroliranog pokusa, u kojem su pacijenti s blagom do umjerenom Alzheimerovom bolesti
bili podijeljeni u dvije skupine, od kojih je jedna primala placebo, a druga SIMV, serumski kolesterol
bio je sniZzen u ispitivanoj skupini, ali bez povoljnog u¢inka na progresiju simptoma u osoba S
navedenom boles¢u (Sano et al. 2011).

Posljednja dva desetlje¢a Cesto se spominje originalna kolinergi¢ka hipoteza o Alzheimerovoj
bolesti, koja opisuje biokemijske i histopatoloske promjene neurotransmitorskih biljega, dokazane u
mozgu pacijenata s Alzheimerovom bolesti postmortalno ili u biopsijama mozdanog tkiva uzetog
tijekom neurokirur§kog zahvata (Francis et al. 1999). Ispitivanja su povezala smanjenje kvalitete
memorije i ucenja, te deficit u presinaptickoj kolinergi¢koj neurotransmisiji. Kolinergicku hipotezu
upotpunili su klinicki podaci pacijenata kod koji je pra¢ena promjena ponaSanja tijekom terapije
kolinomimetskim lijekovima. Inhibitori AChE danas su standardni lijekovi za lije¢enje Alzheimerove
bolesti, jer povecavaju kolinergicku transmisiju (Katzung et al. 2011).

Obzirom na eksperimentalne podatke dobivene na misevima, za pretpostaviti je kako statini (u
ovom slucaju pitavastatin i SIMV) imaju vaznu ulogu u oporavku memorijskih disfunkcija izazvanih
demencijom zbog inhibicijskih uc¢inaka na aktivnost AChE (Dalla et al. 2010). U ispitivanjima Sharme
i sur., u kojima su kod miseva koristeni celecoksib i streptozocin u svrhu izazivanja eksperimentalne
demencije nalik Alzheimerovoj bolesti, pitavastatin je uspjeSno smanjio induciranu demenciju.
Pretpostavlja se da pitavastin smanjuje demenciju u miseva djelovanjem u nekoliko smjerova,
ukljucujuéi neuroprotektivno i antioksidativno djelovanje, te inhibitorni u¢inak na povec¢anu aktivnost

AChE zbog razvoja demencije izazvane streptozocinom i celecoxibom (Sharma et al. 2008). U prilog
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povoljnom djelovanju statina kod Alzheimerove bolesti putem porasta kolinergi¢ne aktivnosti, govore
i rezultati studije koju su Roensch i sur. proveli na kulturi stanica ljudskog neuroblastoma. Otkrili su
kako su SIMV i ROSU, nakon inkubacije od 48 sati s navedenim stanicama, snizili aktivnost i AChE i
butirilkolinesteraze (BUChE). Nakon produzene inkubacije do 72 sata, svi statini koristeni u studiji
(ROSU, SIMV, lovastatin i atorvastatin) su kompletno inhibirali aktivnost AChE i BuChE (Roensch et
al. 2007). Potrebno je naglasiti da AChE potic¢e agregaciju AP i sudjeluje u stvaranju amiloidnih
plakova karakteristicnih za Alzheimerovu bolest (Alvarez et al. 1997).

3.1.3. Simvastatin

SIMV je predlijek. Nakon primjene hidrolizira se u aktivan oblik, B-hidroksi kiselinu
(simvastatinsku kiselinu), koja je snazan inhibitor HMG-CoA-reduktaze. SIMV i njegov aktivan
metabolicki oblik vezu se intenzivno za proteine plazme (95%). Vr$ne plazmatske koncentracije
statina postizu se unutar 4 sata nakon oralne primjene, s poluvijekom eliminacije od 12 sati. Budu¢i da
lijek ima izrazen efekt prvog prolaska kroz jetru, njegova dostupnost u cirkulaciji je niska (<5%).
Nakon metabolizma u jetri, 13% lijeka se izlu¢i urinom, dok najve¢i dio, 60%, fecesom. Istrazivanja
na Stakorima s radioaktivno obiljezenim SIMV ukazala su na prisutnost radioaktivnosti u mozdanom
tkivu, S§to znadi da lijek prolazi krvno-mozdanu barijeru (Rxlist 2013). SIMV, zajedno s
atorvastatinom, lovastatinom i fluvastatinom, pripada lipofilnim lijekovima (Cibickova et al. 2008).

3.1.4. Rosuvastatin

ROSU je selektivni i kompetitivni inhibitor HMG-CoA-reduktaze. Za razliku od SIMV, ovdje
nije toliko izrazena pretvorba u aktivan metabolicki oblik. Ima veliki volumen distribucije. Oko 88%
lijeka vezano je reverzibilno za albumine plazme. ROSU se metabolizira vrlo malo, $to je dokazano
primjenom radioaktivno oznac¢enog lijeka (izluéivanje u obliku metabolita iznosilo je svega 10%).
Poluvijek eliminacije lijeka je 19 sati. Nakon oralne aplikacije, ROSU i njegovi metaboliti se izlucuju
primarno fecesom (90%) (Rxlist 2013).

3.2. FIBRATI

Fibrati su lijekovi koji su vrlo ucinkoviti u lijeCenju hiperlipoproteinemija u kojima je
dominantni poremecaj hipertriacilglicerolemija (Steals et al. 1998). Fibrati su agonisti PPARa

receptora (Rang et al. 2006).



Uz detaljniji prikaz lipidnih i ne-lipidnih uéinaka fibrata, u tekstu je spomenuta i
farmakokinetika fenofibrata (FENO), lijeka koji je koristen u eksperimentalnom dijelu ovog

znanstvenog rada.

3.2.1. Ucinci fibrata na lipide

Tocan mehanizam djelovanja fibrata na metabolizam lipida nije poznat. Prema rezultatima
novijih pokusa, mnogi od u¢inaka ovih spojeva na plazmatske lipide su posljedica njihove interakcije s
PPARa receptorima, koji su primarno izrazeni u jetri glodavaca te u manjoj mjeri u bubregu, srcu i
skeletnoj muskulaturi. Ti su receptori ukljuceni u regulaciju metabolizma lipida u jetri, Srcu i
skeletnim misi¢ima (Rang et al. 2006). Fibrati pojac¢avaju transkripciju i posljedi¢no povisuju razine
lipoprotein lipaze (LPL), poveéavajuci na taj naéin hidrolizu triglicerida u hilomikronima i VLDL
Cesticama (Katzung et al. 2011). Njihov najvazniji ucinak je porast oksidacije masnih kiselina u jetri i
jetru i umjereno povecavaju koncentraciju HDL Cestica u plazmi (Rang et al. 2006; Steals et al. 1998).
Dio porasta HDL u plazmi je posljedica sniZenja triglicerida u plazmi, sa smanjenom razmjenom

trglicerida na mjesto kolesterolskih estera unutar HDL-a (Katzung et al. 2011).

3.2.2. Ne-lipidni ucinci fibrata

Osim povoljnog djelovanja na lipide i lipoproteine, fibrati imaju i ne-lipidne ucinke, koji su
neovisni o njihovom uc¢inku na lipide, te ukljuuju smanjenje fibrinogena u plazmi, poboljSanje
tolerancije glukoze i inhibiciju upale glatkih vaskularnih misi¢a (Rang et al. 2006).

Fibrati imaju takoder odredenu ulogu (vjerojatno negativnu) u oksidacijsko-redukcijskoj
ravnotezi. Poti¢u¢i proliferaciju peroksisoma u hepatocitima i povecavajuci razgradnju masnih kiselina
B-oksidacijom, istovremeno se poti¢e proizvodnja slobodnih radikala, kao $to je vodikov peroksid
H,O, koji uzrokuje peroksidaciju lipida (Arnaiz et al. 1995) i znacajan porast malondialdehida
(MDA), jednog od niskomolekularnih zavr$nih produkata razgradnje primarnih i sekundarnih
produkata lipidne peroksidacije. MDA se Cesto upotrebljava kao indeks oksidativnog statusa. MDA se
U zdravih aerobnih organizama proizvodi u malim koli¢inama, te je njegova proizvodnja uravnotezena
obranom od strane antioksidativnih mehanizama (Cighetti et al. 2002).

Neki od ne-lipidnih ucinaka fibrata mogli bi biti modulacija upalnog odgovora i stani¢ne
migracije, kao i stabilizacija aterosklerotskog plaka, za koje se pretpostavlja da su posredovani
aktivacijom PPARa receptora. Medutim, ekspresija navedenih receptora ustanovljena je na endotelnim
stanicama arterijske stijenke, glatkim misSi¢énim stanicama i makrofagima, dakle na mjestima koja se

ne dovode u izravnu vezu s metabolizmom lipoproteinskih ¢estica (Calkin et al. 2006).



3.2.3. Fenofibrat

FENO je predlijek. Nakon primjene hidrolizira se pomocu esteraza u aktivan oblik,
fenofibri¢nu kiselinu. U plazmi se ne moze detektirati nepromijenjeni FENO. Dobro se apsorbira iz
probavnog sustava. Vr$ne plazmatske koncentracije postize unutar 4-8 sati nakon oralne primjene, s
poluvijekom eliminacije od 23 sata, Sto omogucuje primjenu lijeka jednom dnevno. Fenofibri¢na
kiselina se primarno konjugira s glukuronskom kiselinom, nakon ¢ega se izlucuje u urin, §to je i glavni

put eliminacije lijeka (60% se ovim putem odstrani iz organizma, a 25% putem fecesa) (Rxlist 2013).

3.3. BUTIRILKOLINESTERAZA

3.3.1. Fizioloska i farmakoloska uloga

BuChE (nespecifi¢na esteraza, pseudokolinesteraza) je enzim koji se sintetizira u jetri nakon
Cega se izluCuje u krv. Pripada skupini kolinesteraza, odnosno serumskih esteraza. Osim u plazmi i
jetri, aktivnost enzima je dokazana u drugim tkivima, poput masnog tkiva, tankog crijeva, pluca i
bijele tvari mozga (Kutty 1980). Njezina fizioloSka uloga nije poznata. Pretpostavlja se da sudjeluje u
metabolizmu lipida i lipoproteina te u hidrolizi butirilkolina, intermedijarnog metabolita koji nastaje
tijekom metabolizma neesterificiranih masnih kiselina u jetri. Isti enzim sudjeluje i u prijenosu spore
ziv€ane provodljivosti (Kutty & Payne 1994), dok u sinapsama u srediSnjem Zzivéanom sustavu
razgraduje acetilkolin. Vaznost BUChE za normalnu kolinergi¢ku funkciju dokazana je u pokusima na
AChE- knockout misevima (Li et al. 2000).

Znacajna je farmakoloska i toksikoloska funkcija BuChE. Taj enzim hidrolizira farmakoloske
pripravke Kkoji u svojoj strukturi sadrze estere, ukljuCujuéi niz estera kolina, medu kojima su
acetilkolin, butiriltiokolin, propioniltiokolin. Za razliku od AChE koja najbrze hidrolizira acetilkolin,
BuChE mnogo brze hidrolizira butiriltiokolin. BuChE sudjeluje u metabolizmu kokaina, heroina,

sukcinilkolina, te lijekova sli¢nih acetilsalicilnoj kiselini.

3.3.2. Butirilkolinesteraza i patoloska stanja

Posljednjih se godina intenzivnije istrazuje uloga BuChE u metabolizmu lipida i lipoproteina
kao 1 njezina povezanost s metabolickim sindromom. Dokazana je pozitivna korelacija izmedu
kataliticke aktivnosti BuChE i serumskih koncentracija triglicerida (Abbott et al. 1993), ukupnog
kolesterola i LDL kolesterola u pacijenata s hipertenzijom, pretilih pacijenata, kao i u pacijenata s
hiperkolesterolemijom (Magarian & Dietz 1987; Cucuianu et al. 1968). Isto tako postoji pozitivna

korelacija izmedu aktivnosti plazmatske BUChE i tjelesne mase, koncentracije ukupnog i LDL
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kolesterola, te triacilglicerola, a negativna imedu aktivnosti navedenog enzima i plazmatske
koncentracije HDL-a (Stojanov et al. 2011). Pracenje kataliti¢ke aktivnosti BuChE moze se Koristiti
kao biljeg metabolickog sindroma, iako jo§ uvijek nije poznato prethodi li povecana aktivnost enzima
njegovom nastanku ili je njegova posljedica (Randell et al. 2005).

Pored svoje uloge u metabolizmu lipida, promjene BuChE uocene su u bolesnika koji imaju
razli¢ite neoplazme, poput karcinoma pluca i novotvorine stanica hematopoetskog sustava. Aktivnost
BuChE smanjena je u bolesnika s malignim tumorima Zeluca, debelog crijeva i prostate (White et al.
1958).

Danas je poznato da su BUChE i AChE povezane s patogenezom i progresijom Alzheimerove
bolesti. BUChE i AChE su ciljno mjesto djelovanja lijekova koji inhibiraju njihovu kataliticku
aktivnost i stoga se koriste za lijeCenje Alzheimerove bolesti. Buduci da je za tu bolest znacajan deficit
kolinergi¢ke funkcije, vazno je poznavati i lijekove iz drugih terapijskih skupina koji mijenjajuci
kataliticku aktivnost oba enzima utjeCu i na razvoj demencije. To se napose odnosi na antilipidne

lijekove i kontroverzne podatke o njihovom u¢inku na kataliticku aktivnost oba enzima.

3.3.3. Utjecaqj antilipidnih lijekova na kataliticku aktivnost

Provedena su brojna neklini¢ka istrazivanja i klinicke studije sa ¢esto suprotnim rezultatima o
utjecaju antilipidnih lijekova na kataliti¢ku aktivnost BuChE.

U Stakora na normalnoj prehrani kao i na onoj bogatoj ugljikohidratima, gemfibrozil je
izazvao znaCajan porast aktivnosti enzima (Bradamante et al. 2005). Isti autori pretpostavljaju da je
gemfibrozil kao peroksisomni proliferator pove¢ao oksidaciju slobodnih masnih kiselina u jetri, §to
posljedi¢no izazvalo porast aktivnosti BUChE (Bradamante et al. 2005). Porast aktivhosti BUChE u
plazmi, jetri i bijelom masnom tkivu dokazan je i u Stakora s primarnom hipetriacilglicerolemijom
nakon primjene FENO (Siskova et al. 2012). Interesantna su istrazivanju Cibickove i sur. (2007), u
kojima je dokazano da primjena SIMV, atorvastatina i alendronata u Stakora tijekom 7 dana ne utjece
na aktivnost BuChE i AChE u krvi. Medutim u istom pokusu je primjena alendronata i SIMV izazvala
pad AChE aktivnost u frontalnom reznju mozga (Cibickova et al. 2007).

Rezultati Klinickih studija pokazuju kako kod pacijenata s hiperlipoproteinemijama tip lla i llb
tijekom terapije SIMV nije uoceno znacajno smanjenje u aktivnosti BuChE u plazmi (Muacevic-
Katanec et al. 2005). Kod pacijenata s ishemickom sr¢anom bolesti i umjerenom
hiperkolesterolemijom, koji su tijekom 2 mjeseca primali 20 mg SIMV dnevno, dokazano je znac¢ajno
smanjenje triacilglicerola i ukupnog kolesterola, dok serumska pseudokolinesteraza i aktivnost faktora
VII nisu bili znacajnije promijenjeni, Sto pokazuje kako umjerene doze simvastatina ne smanjuju
sintezu proteina u jetri (Zdrenghea et al. 2002).

Prema rezultatima in vitro pokusa Darvesha i sur. svi statini nemaju jednaki ucinak na

aktivnost kolinesteraza, tj. dokazano je da lovastatin i SIMV znacajno inhibiraju BuChE, dok su
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mevastatin i pravastatin bez ucinka na BuChE (Darvesh et al. 2004). Nedavni rezultati naSih
istrazivanja su pokazali da viSekratna primjena SIMV, atoravastatina i pravastatina povecava
kataliticku aktivnost BuChE u plazmi i jetri normolipidemickih Stakora, a slicni ucinci na
kolinesterazu plazme i jetre dokazani su i pri visekratnoj primjeni ROSU (Macan 2011; Bradamante et
al. 2012).

Iz navedenih literaturnih podataka i nasih rezultata vidljivo je da su ucinci pojedinih statina i
fibrata na aktivnost BuChE razliCiti. Zbog ucestale primjene antilipidnih lijekova za lijeCenje
hiperlipoproteinemija vazno je znati da li je i njihov povoljan ucinak u bolestima srediSnjeg Ziv€anog
sustava u kojima je vazna normalna kolinergicka transmisija, posljedica inhibicije aktivnosti BuChE,

ili su posrijedi drugi mehanizmi djelovanja ovih lijekova.



4. HIPOTEZA

Antilipidni lijekovi ROSU, SIMV i FENO znacajno povecavaju kataliticku aktivnost BuChE u
mozgu, plazmi i jetri Stakora. Povecanje kataliticke aktivnosti enzima ovisno je o primijenjenoj dozi

pojedinog antilipidnog lijeka.



5. CILJEVI RADA

Op¢i cilj ovog rada je istraziti i medusobno usporediti djelovanje ROSU, SIMV i FENO na
kataliticku aktivnost BUChE mozga, plazme i jetre normolipidemi¢nih Stakora, te na temelju dobivenih
rezultat definitivno utvrditi da li antilipidni lijekovi na aktivnost BUuChE djeluju stimulacijski ili
inhibicijski. Ukoliko se dokaze stimulacijski utjecaj ovih lijekova na aktivnost BuChE mozga, za neke

bolesti sredi$njeg Ziv¢anog sustava takav je ucinak Stetan.

Specifi¢ni ciljevi rada:

1. Utvrditi utjecaj visekratne primjene ROSU, SIMV i FENO na kataliticku aktivnost BuChE u
mozgu, plazmi i jetri.

2. Utvrditi utjecaj razli¢itih doza ROSU, SIMV i FENO na kataliticku aktivnost BuChE u mozgu,

plazmi i jetri.
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6. MATERIJAL | METODE

6.1. ZIVOTINJE

Za istrazivanja su koristena 108 Stakora soja Wistar mase 300 g i starosti 2-3 mjeseca (vlastiti
uzgoj Zavoda za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu). U istrazivanjima Su
pra¢ene smjernice Zakona o dobrobiti Zivotinja (Narodne novine 19/1999). Za obavljanje pokusa na
projektu, kojeg je ovaj znanstveni rad dio, dobivena je dozvola Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Ur. Broj: 04-76/2007-391).

Zivotinje su tijekom svih pokusa boravile u prostorijama s kontroliranim laboratorijskim

uvjetima i slobodnim pristupom hrani i vodi.

6.2. ISPITIVANE SUPSTANCIJE

U eksperimentima su koriSteni antilipidni lijekovi: rosuvastatin (CAS-147098-20-2)
(Crestor®, AstraZeneca d.o.o., Hrvatska) (ROSU), simvastatin (CAS-79902-63-9) (Statex® 20, Pliva,
Hrvatska) (SIMV), fenofibrat (CAS-49562-28-9) (Tricor, Abbott Laboratories d.o.0., Hrvatska)
(FENO) u obliku tableta.

6.3. POSTUPCI SA ZIVOTINJAMA

Provedena su 3 pokusa, a u svakom od njih Zivotinje su bile rasporedene u 4 skupine, od kojih
su 2 skupine bile kontrolne (broj Zivotinja po skupini N=8), a 2 skupine eksperimentalne (broj
zivotinja po skupini N=8-12). Svaki pokus je trajao 21 dan i sastojao se od primjene pojedinih statina
(ROSU, SIMV) ili FENO u eksperimentalnim skupinama, odnosno fizioloske otopine u kontrolnim

skupinama $takora, nakon ¢ega su Zivotinje Zrtvovane.
6.3.1. Kontrolne skupine Zivotinja

Kontrolne skupine $takora su svakodnevno dobivale SmL fizioloske otopine na 1 kg tjelesne
mase per os putem gastricke sonde. Kataliticka aktivnost BuChE u ovih Stakora je predstavljala

bazi¢nu vrijednost, na osnovu koje se zakljudivalo da li je primjena antilipidnih lijekova u

eksperimentalnim skupinama Zzivotinja izazvala promjene navedenih parametara.
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6.3.2. Eksperimentalne skupine zivotinja

Ispitivani antilipidni lijekovi su primjenjivani u eksperimentalnim skupinama Stakora u obliku
suspenzije per os putem gastricke sonde. Suspenzije su dobivene mijesanjem homogeniziranih tableta
pojedinog antilipidnog lijeka i fizioloSke otopine. Doza ROSU je bila 5 i 10 mg/kg tjelesne mase
dnevno, SIMV 10 i 50 mg/kg tjelesne mase dnevno i FENO 30 i 50 mg/kg tjelesne mase dnevno. U
svim je pokusima ukupna dnevna doza pojedinih antilipidnih lijekova suspednirana u 5 mL fizioloske

otopine na | kg tjelesne mase Zivotinja.

6.3.3. Primjena antilipidnih lijekova

Provedena su dva pokusa sa statinima (ROSU, SIMV) i jedan pokus sa FENO.

U prvom pokusu je primjenjivan ROSU, u drugom pokusu je primjenjivan SIMV, a u treCem
pokusu je primjenjivan FENO.

Za provodenje pokusa sa statinima u dvije doze (ROSU-pokus I, SIMV-pokus II) i sa
fenofibratom u dvije doze (FENO-pokus III) $takori su u svakom pojedinom pokusu bili nasumce
rasporedeni u Cetiri skupine, i to dvije eksperimentalne i dvije kontrolne. U pokusu I prva, nasumce
odabrana eksperimentalna skupina $takora je dobivala ROSU u dozi od 5 mg/kg/dan, dok je druga
eksperimentalna skupina $takora dobivala ROSU u dozi od 10 mg/kg/dan. U pokusu Il prva, nasumce
odabrana eksperimentalna skupina Stakora je dobivala SIMV u dozi od 10 mg/kg/dan, dok je druga
eksperimentalna skupina Stakora dobivala SIMV u dozi od 50 mg/kg/dan. U pokusu III prva, nasumce
odabrana eksperimentalna skupina $takora je dobivala FENO u dozi od 30 mg/kg/dan, dok je druga
eksperimentalna skupina Stakora dobivala FENO u dozi od 50 mg/kg/dan.

Primjena svih antilipidnih lijekova u eksperimentalnim skupinama te fizioloske otopine u
kontrolnim skupinama Zivotinja provodila se jednom dnevno, svaki dan prije podne izmedu 9 i 10 sati,
tijekom 21 dana.

Nakon zavrSene primjene pojedinih antilipidnih lijekova i fizioloSke otopine, te 12-satnog
no¢nog gladovanja, nasumce uzete po jedna eksperimentalna skupina Zivotinja od svake doze i jedna

kontrolna skupina iz prvog (ROSU), drugog (SIMV) i treceg (FENO) pokusa, Zrtvovane su 22. dana.
6.3.4. Postupak zrtvovanja i uzimanja bioloskog materijala

Postupak zrtvovanja svih Zivotinja je provoden nakon no¢nog gladovanja. Na dan Zrtvovanja u
9.00-10.00 sati ujutro Zivotinje su podvrgnute opéoj anesteziji inhalacijom dietil-etera. Zrtvovanje je

provedeno postupkom uzimanja venske krvi direktno iz srca do eksangvinacije. Tako dobivena krv

pohranjena je u heparinizirane epruvete kako bi se iz plazme izvrsilo odredivanje aktivnosti BuChE.

12



Uzorci plazme za odredivanje aktivnosti BuChE pohranjeni su na temperaturi od -20°C. Dijelovi jetre

i mozga pohranjeni su na 20°C do trenutka mjerenja aktivnosti BuChE.

6.4. BIOKEMIJSKE METODE

6.4.1. Odredivanje kataliticke aktivnosti butirilkolinesteraze u mozgu

Otopina za mjerenje kataliticke aktivnosti BUChE u mozgu priredena je homogenizacijom 900
mg tkiva mozga u fiziolo$koj otopini u omjeru 1:5. Suspenzija je centrifugirana pri 3500 g tijekom 15-
20 minuta (Rotofix-32 Hettich, Njemacka). Kataliticka aktivnost BuChE u mozgu mjerena je
spektrofotometrijski metodom po Ellmanu i sur. (Ellman et al. 1961). Od otopine koja je sadrzavala 3
mL 0,1 M fosfatnog pufera i 100 uL 0,38 mM 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoi¢ne kiseline) (DTNB) uzet je
1 mL otopine za mjerenje, u koju je dodano 50 pL supernatanta mozga i 100 pL butirilkolina (0,9
mM) (Sigma Chem Co., USA), kao supstrata. Za slijepu probu je koristena opisana otopina bez uzorka
mozga odgovarajuceg mjernog volumena. Spektrofotometrijsko odredivanje linearne brzine reakcije
provodeno je mjerenjem promjene apsorbancije tijekom 3 minute pri temperaturi 25°C i valnoj duljini
od 412 nm na HPV 220-Iskra-Slovenija spektrofotometru. Kataliticka aktivnost BuChE u mozgu

izrazena je kao mikromol supstrata hidroliziranog po minuti po gramu tkiva mozga (uM/min/g).

6.4.2. Odredivanje kataliticke aktivnosti butirilkolinesteraze u plazmi

Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti BuChE u plazmi izvodilo se na isti nacin kao
prethodno opisano odredivanje aktivnosti BUChE u mozgu, gdje se umjesto uzorka plazme u otopinu
za mjerenje dodalo 50 puL plazme. Kataliticka aktivnost BuChE u plazmi izraZena je kao mikromol

supstrata hidroliziranog po minuti po mililitru plazme (uM/min/mL).

6.4.3. Odredivanje kataliticke aktivnosti butirilkolinesteraze u jetri

Otopina za mjerenje priredena je homogenizacijom 800 mg tkiva jetre u fizioloskoj otopini u
omjeru 1:5. Suspenzija je zatim centrifugirana pri 1876 gea tijekom 15-20 minuta (Rotofix-32 Hettich,
Njemacka). Dobiveni supernatant je koristen za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti BuChE.

Budu¢i da tkivo jetre sadrzi i BuChE i AChE, spektrofotometrijsko se mjerenje provodilo
metodom po Ellmanu i sur. (Ellman et al. 1961) na nacin kako je to prethodno opisano za mjerenje
aktivnosti BUChE u mozgu i plazmi. Medutim, pri ovom postupku se provode dva koraka: prvo
mjerenje koje se izvodi na nacin opisan za odredivanje aktivnosti BuChE u mozgu i plazmi, pri ¢emu

se umjesto uzorka mozga i plazme u otopinu za mjerenje dodaje 100 uL. supernatanta jetre, te drugo
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koje se provodi uz dodatak 100 pL specifi¢nog inhibitora aktivnosti BuChE etopropazin hidroklorida
(Sigma St. Louis, SAD). Kataliticka aktivnost BuChE izracunata je indirektno kao razlika izmedu dva
opisana mjerenja te izrazena kao mikromol supstrata hidroliziranog po minuti po gramu tkiva jetre

(UM/min/g).

6.5. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija. Razlika medu skupinama
je testirana uporabom t-testa za nezavisne uzorke. Rezultat testa je prikazan kao 95% granice
pouzdanosti za razliku. Sukladno tome, P vrijednosti manje ili jednake 0,05 su smatrane statisticki
signifikantnima. Analiza podataka obavljena je uporabom programa GraphPad Prism verzija 5 (Rowe
2007).
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7. REZULTATI

Rezultati su prikazano tablicno i graficki. Statisticki znacajni rezultati oznaCeni su u tablicama

podebljano, a na slikama zvjezdicom.
7.1. ROSUVASTATIN - POKUS |
7.1.1. Ucinci rosuvastatina na kataliticku aktivnost butirilkolinesteraze u mozgu

ROSU je pri dozi od 5 mg/kg smanjio kataliticku aktivnost BuChE u mozgu za 3%, a pri dozi
od 10 mg/kg je znacajno povecao kataliticku aktivnost BuChE u mozgu za 19% (p=0,003) u odnosu
na kontrolne vrijednosti (tablica 1., slika 1.).
7.1.2. Ucinci rosuvastatina na kataliticku aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi i jetri

U odnosu na kontrolne vrijednosti, porast kataliticke aktivnosti BuChE u plazmi pri primjeni
ROSU iznosio je pri manjoj dozi (5 mg/kg, p=0,001) 21%, a pri vecoj dozi (10 mg/kg, p=0,0188)
27%. Porast aktivnosti BUChE je pri obje doze bio znacajan (tablica 2., slika 2.).

Pri dozi ROSU od 5 mg/kg pad kataliticke aktivnosti BuChE u jetri bio je 22%, a pri dozi od
10 mg/kg 16% u odnosu na pripadajuce kontrolne vrijednosti (tablica 3., slika 3.).

7.2. SIMVASTATIN - POKUS 11

7.2.1. Ucinci simvastatina na kataliticku aktivnost butirilkolinesteraze u mozgu

Pri dozi SIMV od 10 mg/kg porast kataliticke aktivnosti BUChE u mozgu bio je 10%

(p=0,0336), a pri dozi od 50 mg/kg 11% (p=0,0431) u odnosu na pripadajuce kontrolne vrijednosti.

Porast aktivnosti BUChE je pri obje doze bio znacajan (tablica 1., slika 4.).

7.2.2. Ucinci simvastatina na kataliticku aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi i jetri

U odnosu na kontrolne vrijednosti, porast kataliticke aktivnosti BuChE u plazmi pri primjeni

SIMV iznosio je pri manjoj dozi (10 mg/kg, p=0,0414) 21%, a pri vecoj dozi (50 mg/kg, p<0,0001)
49%. Porast aktivnosti BUChE je pri obje doze bio znacajan (tablica 2., slika 5.).
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SIMV je smanjio kataliticku aktivnosti BuChE u jetri za 14% u dozi od 10 mg/kg, te je
povecao kataliticku aktivnost BuChE u jetri za 49% u dozi od 50 mg/kg u odnosu na odgovarajuce

kontrolne vrijednosti (tablica 3., slika 6.).

7.3 FENOFIBRAT - POKUS 111

7.3.1. Ucinci fenofibrata na katalitiCku aktivnost butirilkolinesteraze u mozgu

FENO je u dozi od 30 mg/kg povecao kataliticku aktivnost BuChE u mozgu za 4%, a u dozi
od 50 mg/kg je povecao kataliticku aktivnost BuChE za 7% u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolu
(tablica 1., slika 7.).

7.3.2. Ucinci fenofibrata na kataliticku aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi i jetri

Porast katalitiCke aktivnosti BuChE u plazmi pri dozi FENO od 30 mg/kg bio je 124%
(p=0,0005) u odnosu na kontrolnu vrijednost, a pri dozi od 50 mg/kg 176% (p=0,0004) u odnosu na
kontrolnu vrijednosti. Porast kataliticke aktivnosti BuChE pri obje doze je bio znacajan (tablica 2.,
slika 8.).

U odnosu na kontrolne vrijednosti, porast kataliticke aktivnosti BuChE u jetri pri primjeni
FENO iznosio je pri manjoj dozi (30 mg/kg, p=0,043) 93%, a pri vecoj dozi (50 mg/kg, p=0,0015)
82%. Porast aktivnosti BUChE je pri obje doze bio znacajan (tablica 3., slika 9.).
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Tablica 1. U¢inci ROSU, SIMV i FENO na kataliticku aktivnost BUChE u mozgu Stakora.

Relativne promjene (%) su u zagradama.
! Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.

Podebljano — statisti¢ki znac¢ajno

N Kataliticka aktivnost BuChE! 95%-tne granice 3
Pokus Lijek ) ] P-vrijednost
(uM/min/Q) pouzdanosti
Kontrola 1 0.064 £ 0,0610 (N=8) (100)
-0,0046 do 0,0076 0,6161

Rosuvastatin 5 mg/kg 0,062 £+ 0,0006 (N=10) (97)

Kontrola 2 0,059 £ 0,0066 (N=8) (100)

-0,0172 do -0,0042 0,0030
Rosuvastatin 10 mg/kg | 0,070 + 0,0063 (N=10) (119)
Kontrola 3 0,063 £ 0,0076 (N=8) (100)

-0,0113 do -0,0005 0,0336
Simvastatin 10 mg /kg | 0,069 + 0,0025 (N=10) (110)
Kontrola 4 0,063 £ 0,0091 (N=8) (100)

-0,0142 do -0,0003 0,0431
Simvastatin 50 mg /kg 0,070 + 0,0016 (N=8) (111)
Kontrola 5 0,083 £ 0,0065 (N=8) (100)

-0,0009 do 0,0020 0,1900
Fenofibrat 30 mg/kg 0,086 + 0,0045 (N=10) (104)
Kontrola 6 0,076 £+ 0,0096 (N=8) (100)

-0,0159 do 0,0062 0,3665

Fenofibrat 50 mg/kg 0,081 £0,0126 (N=12) (107)
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Tablica 2. U¢inci ROSU, SIMV i FENO na kataliti¢cku aktivnost BUChE u plazmi $takora.

Relativne promjene (%) su u zagradama.
! Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.

Podebljano — statisti¢ki znac¢ajno

Kataliticka aktivnost .
95%-tne granice

Pokus Lijek BuChE! ] P-vrijednost
pouzdanosti
(wWM/min/mL)
Kontrola 1 0,066 + 0,0064 (N=8) (100)
-0,0274 do -0,0085 0,0010

Rosuvastatin 5 mg /kg 0,080 + 0,0141 (N=10) (121)

Kontrola 2 0,066 £+ 0,0067 (N=8) (100)

-0,0257 do -0,0027 0,0188
Rosuvastatin 10 mg /kg | 0,084 + 0,0110 (N=10) (127)
Kontrola 3 0,057 £ 0,0064 (N=8) (100)

-0,0244 do -0,0006 0,0414

Simvastatin 10 mg /kg | 0,069 £ 0,0135 (N=10) (121)

Kontrola 4 0,073 = 0,0105 (N=8) (100)
-0,0497 do -0,0225 < 0,0001

Simvastatin 50 mg /kg 0,109 + 0,0145 (N=8) (149)

Kontrola 5 0,075 + 0,0143 (N=8) (100)

-0,1372 do -0,0479 0,0005
Fenofibrat 30 mg/kg 0,168 + 0,0582 (N=10) (224)
Kontrola 6 0,062 + 0,0144 (N=8) (100)

-0,1626 do -0,0579 0,0004

Fenofibrat 50 mg/kg 0,171 +0,0692 (N=11) (276)
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Tablica 3. U¢inci ROSU, SIMV i FENO na kataliticku aktivnost BUChE u jetri Stakora.

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D

Podebljano — statisti¢ki znac¢ajno

Kataliti¢ka aktivnost

95%-tne granice

Pokus Lijek BuChE! ] P-vrijednost
pouzdanosti
(uM/min/g)

Kontrola 1 1,20 + 0,277 (N=6) (100)

-0,0294 do 0,5567 0,0739
Rosuvastatin 5 mg /kg 0,94 + 0,244 (N=11) (78)
Kontrola 2 0,57 £ 0,300 (N=7) (100)

-0,1836 do 0,3620 0,4898
Rosuvastatin 10 mg /kg 0,48 £ 0,140 (N=7) (84)
Kontrola 3 0,85+ 0,189 (N=7) (100)

-0,1194 do 0,3645 0,2938
Simvastatin 10 mg /kg 0,73 +£0,238 (N=11) (86)
Kontrola 4 0,59 £ 0,195 (N=7) (100)

-0,1194 do 0,3645 0,2938
Simvastatin 50 mg /kg 0,88 + 0,203 (N=6) (149)
Kontrola 5 0,41 + 0,284 (N=8) (100)

-0,621 do -0,1403 0,0043
Fenofibrat 30 mg/kg 0,79 + 0,140 (N=8) (193)
Kontrola 6 0,85+ 0,574 (N=8) (100)

-1,096 do -0,3066 0,0015
Fenofibrat 50 mg/kg 1,55 £ 0,259 (N=12) (182)
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Slika 1. Kataliticka aktivnost BuChE u mozgu Stakora nakon primjene ROSU tijekom

3 tiedna. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina £SD
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Slika 2. Kataliticka aktivnost BuChE u plazmi $takora nakon primjene ROSU tijekom

3 tjedna. Rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina £SD
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Slika 3. Kataliticka aktivnost BuChE u jetri Stakora nakon primjene ROSU tijekom 3

tiedna. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina £SD
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Slika 4. Kataliticka aktivnost BuChE u mozgu $takora nakon primjene SIMV tijekom

3 tijedna. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina +SD
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Slika 5. Kataliticka aktivnost BuChE u plazmi Stakora nakon primjene SIMV tijekom

3 tjedna. Rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina £SD
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Slika 6. Kataliticka aktivnost BuChE u jetri Stakora nakon primjene SIMV tijekom 3

tiedna. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina £SD
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Slika 7. Kataliti¢ka aktivnost BuChE u mozgu $takora nakon primjene FENO tijekom

3 tijedna. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina +SD
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Slika 8. Kataliticka aktivnost BuChE u plazmi Stakora nakon primjene FENO tijekom

3 tjedna. Rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina £SD
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Slika 9. Kataliticka aktivnost BuChE u jetri $takora nakon primjene FENO tijekom 3

tiedna. Rezultati su izraZzeni kao aritmeti¢ka sredina £SD
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8. RASPRAVA

Iz rezultata pokusa je vidljivo da visekratne primjene vece doze ROSU i obje doze SIMV
znacajno povecavaju katalitiCku aktivnost BuChE mozga u odnosu na kontrolne vrijednosti. Porast
kataliticke aktivnosti BuChE je u slu¢aju ROSU iznosio 19%, a kod SIMV 11% (tablica 1., slike 1. i
4.). Pri viSekratnoj primjeni obje doze FENO, porast aktivnosti BuChE u mozgu prema vrijednosti
kontrolne grupe je bio mali (do 7%) (tablica 1., slika 7.). U Uvodu je spomenut sve veéi zna¢aj BuChE
u osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti, iako je za sada jedini priznati klinicki pristup u njezinom
lije€enju inhibicija AChE. Dokazano je takoder da aktivnhost AChE u mozgu pacijenata s
Alzheimerovom bolesti progresivno pada, dok aktivnost BuChE pokazuje povecanje, odnosno da
BuChE moze zamijeniti ulogu AChE u hidrolizi acetilkolina u mozgu. Stoga i inhibitori BuChE u
terapiji Alzheimerove bolesti dobivaju sve vece znacenje (Giacobini 2003). Vaznost rezultata u ovom
ispitivanju je u ¢injenici da ROSU, SIMV i FENO stimuliraju aktivnost BuChE, $to moZe pogorsati
funkciju kolinergickog sustava i kognitivno stanje pacijenata s Alzheimerovom bolesti. Mehanizam
stimulacijskog uc¢inka ovih lijekova na aktivnost BUChE mozga mora se tek razjasniti, uz napomenu
da sva tri lijeka mogu penetrirati u mozak.

Visekratna primjena obje doze sva tri antilipidna lijeka koji su koriSteni u ovom pokusu
izazvala je znaCajan porast katalitiCke aktivnosti plazme. Znacajan porast aktivnosti BuChE u odnosu
na aktivnosti enzima kontrolnih skupina kretao se od 21% (5 mg/kg ROSU i 10 mg/kg SIMV; tablica
2., slike 2.1 5.) do 124% i 176% nakon primjene obje doze FENO (tablica 2., slika 8.). | rezultati
pracenja aktivnosti enzima u plazmi dosljedno ukazuju na stimulacijski uéinak ROSU, SIMV i
naro¢ito FENO na kataliticku aktivnost BuChE u plazmi. Rezultati dobiveni sa obje doze SIMV
potvrdili su rezultate istrazivanja (Macan 2011) o njegovom stimulacijskom u¢inku na kataliticku
aktivnost BuChE.

Sto se tice rezultata ispitivanja utjecaja ispitivanih antilipidnih lijekova na kataliti¢ku aktivnost
BuChE u jetri, iz tablice 3. i slika 3. i 6. je vidljivo da su obje doze ROSU i mala doza SIMV djelovale
inhibicijski na aktivnost BuChE u jetri. Pad aktivnosti BuChE, koji kod oba statina nije bio znacajan,
kretao se od 14% (SIMV u dozi od 10 mg/kg) do 22% (ROSU u dozi od 5 mg/kg). Najveci porast
aktivnosti BUChE u jetri u odnosu na kontrolne vrijednosti izmjeren je nakon primjene FENO, a
iznosio je 93% (30 mg/kg) i 82% (50 mg/kg) (tablica 3, slika 9.). Stimulacijski u¢inak FENO na
kataliticku aktivnost BuChE plazme dokazan u ovom radu slian je stimulacijskom ucinku
gemfibrozila na aktivnost BUChE (Bradamante et al. 2005).

Smatramo da su znaCajno veCe katalitiCke aktivnosti BuChE u plazmi posljedica
stimulacijskog u¢inka sva tri antilipidna lijeka na sintezu BuChE u jetri preko PPARa receptora.
Poznata je Cinjenica da u jetri glodavaca PPARa agonisti induciraju izraZzenu proliferaciju
peroksisoma, posljedica ¢ega je hepatomegalija, B-oksidacija masnih kiselina, poveano stvaranje

vodikovog peroksida (dakle slobodnih radikala) i oksidacijski stres. (Arnaiz et al. 1995). Budu¢i da su
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statini i fibrati agonisti PPARa receptora, njihovom primjenom vrlo vjerojatno dolazi do poticanja
proliferacije peroksisoma, koja je indirektno odgovorna za izrazeni porast aktivnosti BuChE u plazmi i
jetri Stakora. Pretpostavljamo da ROSU, SIMV i FENO preko proliferacije peroksisoma uzrokuju u
jetri B-oksidaciju masnih kiselina. Butiril-koenzim A koji nastaje tijekom metabolizma masnih kiselina
je odgovoran u prisutnosti kolina za nastanak butirilkolina (Clitherow et al. 1963). Ukoliko se
butirilkolin ne razgradi, moZze svojim snaznim nikotinskim djelovanjem izazvati toksi¢ne ucinke.
Poznato je da se BuChE odmah nakon sinteze u jetri oslobada u krv. Vecina nasih rezultata upravo
pokazuje paralelan porast aktivnosti enzima u jetri (povecCana sinteza) i1 plazmi (povecano
oslobadanje). Najveé¢i porast aktivnosti BUChE u plazmi i jetri je izazvao FENO, $to se moze
protumaciti njegovom ve¢om potentnosti za PPAR receptore od statina. Iznimke su obje doze ROSU i
mala doza SIMV, koje su u jetri izazvale pad aktivnosti, ali koji nije bio znac¢ajan. Smatramo da pad
aktivnosti BUChE u jetri moze biti posljedica manje potentnosti i djelotvornosti statina za PPARa
receptore, ili vrlo brzog oslobadanja BuChE iz jetre u krv.

Buduci da su PPAR receptori dokazani i u mozgu, stimulacijski u¢inak statina i fibrata na
aktivnost BuChE mozga, a $to je dokazano u nasim ispitivanjima, moze biti i posljedica agonisti¢kog

djelovanja ovih lijekova na PPAR receptore u mozgu (Carniglia et al. 2013).
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9. ZAKLJUCCI

1. Visekratna primjena malih doza ROSU i SIMV, te obje doze FENO nisu utjecale na aktivnost
BuChE mozga u odnosu na kontrolne vrijednosti.

2. Visekratna primjena velikin doza ROSU i SIMV izazvale su mali, ali znacajni porast
aktivnosti BuChE mozga u odnosu na kontrolne vrijednosti.

3. Visekratna primjena sva tri antilipidna lijeka u obje doze izazvala je znaCajan porast
kataliticke aktivnosti BuChE plazme.

4. Samo su obje doze FENO izazvale znacajan porast BuChE jetre. Porast aktivnosti BuChE
izmjeren je i nakon primjene velike doze SIMV, ali bez znacajnosti u odnosu na kontrolne
vrijednosti.

5. Ucinci antilipidnih lijekova na aktivnost BuChE nisu ovisni o dozi.
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12. ZIVOTOPIS

Rodena sam u Zagrebu 3. rujna 1989. Pohadala sam II. gimnaziju u Zagrebu koju sam zavrsila
2008. Iste godine upisala sam Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu. Godine 2009. dobila sam
Dekanovu nagradu za najboljeg studenta prve godine, u akademskoj godini 2008./2009. U akademskoj
godini 2012./2013. dobila sam Rektorovu nagradu za rad ,,UCinci antilipidnih lijekova na
butirilkolinesterazu u bioloSkom materijalu Stakora®, mentor: prof.dr.sc. Vlasta Bradamante. Trenutno
sam studentica V1. godine Medicinskog fakulteta i prosjek ocjena mi je 4,938. U projektu ,,Serumske
esteraze, leptin, lipidi i antilipidni lijekovi® sudjelujem od drugog semestra akademske godine
2011/2012. U srpnju 2012. sudjelovala sam kao koautor na VI. Europskom kongresu farmakologa
EPHAR u Granadi u Spanjolskoj s kongresnim priopéenjem , The effects of rosuvastatin and
simvastatin on plasma and liver cholinesterases in rats*, mentor: prof. dr. sc. Vlasta Bradamante. U
prosincu 2012. sudjelovala sam kao koautor na Svjetskom kongresu klinicke lipidologije u Budimpesti
u Madarskoj s kongresnim priopéenjem ,,The effects of rosuvastatin, simvastatin and fenofibrate on
brain malondialdehyde in rats“, mentor: prof. dr. sc. Vlasta Bradamante. U rujnu 2013. godine
sudjelovala sam na 7. Hrvatskom kongresu farmakologije s medunarodnim sudjelovanjem u Zagrebu u
poster sekciji kao prvi autor s kongresnim priop¢enjem ,,The influence of fenofibrate on cholinesterase
in biological samples of rats“. Demonstrator sam na Katedri za histologiju i embriologiju i Katedri za

internu medicinu.
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