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POPIS OZNAKA I KRATICA
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1.0 UVOD I SVRHA RADA

1.1 LIPIDI I LIPOPROTEINI

Lipidi su sastavni dio zivih organizama. U plazmi se nalaze slobodni i esterificirani kolesterol
(ili esteri kolesterola), triacilgliceroli (trigliceridi) i fosfolipidi. S obzirom na ¢injenicu da su lipidi
netopljivi u vodi, problem njihovog prijenosa u vodenoj krvnoj plazmi rijeSen je spajanjem nepolarnih
lipida (triacilgliceroli i esteri kolesterola) s amfipatskim lipidima (fosfolipidima i kolesterolom) i

proteinima (apoproteini, apolipoproteini) u Cestice koje se nazivaju lipoproteini.

1.1.1 Kolesterol i triacilgliceroli

Kolesterol koji se nalazi u organizmu dijelom u njemu i nastaje (endogeni kolesterol), a
dijelom se unosi hranom (egzogeni kolesterol). Endogenom sintezom se kolesterol stvara iz acetata u
brojnim stanicama tijela, a najveca koli¢ina nastaje u jetri. Spajanjem tri molekule acetata nastaje 3-
hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA), koji djelovanjem HMG-CoA-reduktaze prelazi u
mevalonsku kiselinu. Pretvorba u mevalonat je reakcija koja ogranicava brzinu sinteze endogenog
kolesterola. Mevalonat se nizom reakcija pretvara u konacni produkt, kolesterol. Kolesterol
sintetiziran u jetri dijelom prelazi u krv, dijelom se razgraduje u primarne zucne kiseline koje pomazu
otapanje kolesterola u Zuci, a dijelom se izlu¢uje nepromijenjen u zu¢. Putem zuci kolesterol dospijeva
u tanko crijevo. Dakle, kolesterol koji se nalazi u lumenu tankog crijeva dvojakog je porijekla.
Predstavlja mjesavinu endogeno sintetiziranog te putem zuci izlu¢enog i hranom unesenog egzogenog
kolesterola. U tankom se crijevu kolesterol varijabilno reapsorbira i vrac¢a u jetru (enterohepaticka
cirkulacija), a ostali se dio iz tijela izlucuje stolicom (1).

Kolesterol u organizmu ima brojne vazne funkcije: izgraduje stani¢ne membrane, prekursor je
zucnih kiselina i steroidnih hormona te kao sastavni dio serumskih lipoproteina sudjeluje u transportu
triacilglicerola u plazmi (1).

U plazmi se kolesterol prenosi u sastavu lipoproteina. U plazmi ljudi, lipoproteini male
gustoce (engl. low density lipoproteins, LDL) su glavni prijenosnici kolesterola i estera kolesterola, a
omogucéuju i njihov unos u razliita tkiva. U plazmi Stakora glavni prijenosnici kolesterola i estera
kolesterola su lipoproteini velike gustoée (engl. high density lipoproteins, HDL) (2, 3).

Pri uklanjanju viska kolesterola iz tkiva glavnu ulogu imaju HDL ¢estice koje ga vracaju u
jetru, §to se naziva i povratnim prijenosom kolesterola (4, 5).

Prekomjerna koli¢ina kolesterola u organizmu je posljedica njegovog povecanog unosa ili
stvaranja te smanjenog izlucivanja iz tijela. Isto tako prekomjerna koli¢ina kolesterola u organizmu

moze biti posljedica rijetkih genetskih poremecaja povezanih sa smanjenim koncentracijama HDL



Cestica. Bez obzira na uzrok prekomjerne koli¢ine kolesterola u organizmu, najvaznija Stetna
posljedica njegovog nakupljanja je poticanje aterogeneze (1).

Triacilgliceroli su esteri glicerola i masnih kiselina. Slicno kolesterolu, i triacilgliceroli u
organizmu su dvojakog porijekla: endogeni koji se stvaraju u jetri i egzogeni koji se unose hranom. Za
razliku od kolesterola, triacilgliceroli sluze prvenstveno kao izvor energije.

Najvazniji prijenosnici triacilglicerola u ljudskoj plazmi su hilomikroni, lipoproteini vrlo
male gustoe (engl. very low density lipoproteins, VLDL) i lipoproteini srednje gustoce (engl.
intermediate density lipoproteins, IDL), dok u krvi $takora najveci dio triacilglicerola prenose HDL

Cestice (2, 3).

1.1.2 Lipoproteini kao prijenosnici kolesterola i triacilglicerola u plazmi

Lipoproteini su makromolekule koje u krvi prenose lipide (kolesterol i triacilglicerole)
udruZene s apoproteinima. Kuglastog su oblika. S obzirom na gustocu Cestica pri ultracentrifugiranju
(gusto¢a lipoproteina se smanjuje povecanjem udjela lipida prema proteinima) i njihovu
elektroforetsku pokretljivost dijele se na gore spomenute VLDL, IDL, LDL i HDL Ccestice te
hilomikrone.

Lipidna komponenta lipoproteina ¢ini hidrofobnu jezgru koja sadrzava nepolarne lipide
(triacilgliceroli i esterificirani kolesterol) i hidrofilni povrsinski sloj polarnih lipida (fosfolipidi i
neesterificirani kolesterol). Na povrsini lipoproteina se nalaze i apoproteini, proteini ¢iji nepolarni
dijelovi dopiru i do jezgre lipoproteinskih Cestica. U sastavu pojedinih lipoproteina mogu biti jedan ili
visSe razli¢itih apoproteina. Glavne funkcije apoproteina su osiguravanje strukturne stabilnosti
molekula lipoproteina, vezanje za specificne receptore na povrsini stanica, nakon ¢ega se lipoproteini
unose u stanice gdje se kataboliziraju, a sluze i kao kofaktori u enzimskim procesima koji reguliraju
metabolizam lipoproteina. Razli¢ite vrste apoproteina sudjeluju i u odredivanju funkcije pojedinih
lipoproteina (1, 5).

Hilomikroni su najvece lipoproteinske Cestice. Sintetiziraju se u epitelnim stanicama tankog
crijeva. Sadrzavaju lipide, od ¢ega oko 85% ¢ine hranom uneseni triacilgliceroli i kolesterol koji ¢ini
oko 10% ukupne mase Cestica hilomikrona, kao i vitamine topljive u masti te razlicite apoproteine. Od
apoproteina hilomikroni sadrzavaju najve¢im dijelom apoprotein B-48 (apoB-48), te apoprotein A-I
(apoA-I) i apoprotein A-IV (apoA-IV) koji se sintetiziraju u crijevu, te apoproteine apoprotein E
(apoE), apoprotein C-I (apoC-I), apoprotein C-II (apoC-II) i apoprotein C-III (apoC-III) koje
hilomikroni dobivaju od HDL cestica nakon ulaska hilomikrona u plazmu. Limfom i krvlju
hilomikroni dolaze u kapilare masnog i misi¢nog tkiva gdje uz pomo¢ apoC-II dolaze u dodir s
lipoproteinskom lipazom (LPL), enzimom na povrsSini endotelnih stanica, koji hidrolizira
triacilglicerole iz hilomikrona. Hidrolizom nastale masne kiseline i monogliceroli prolaze kroz
endotelne stanice krvnih Zzila i ulaze u masne stanice gdje se reesterificiraju u triacilglicerole, ili u

miSicne stanice gdje se oksidiraju i sluze kao izvor energije. Ostatne Cestice hilomikrona predaju HDL
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cesticama dio kolesterola, fosfolipida i apoA-I te odlaze u jetru. U jetri se preostali dio triacilglicerola
iz sastava hilomikrona dalje smanjuje djelovanjem jetrene lipaze, a preostali dio hilomikrona se
interakcijom izmedu apoE hilomikrona i receptora za LDL te proteina srodnog receptoru za LDL
unosi u hepatocite koji ih razgraduju (5). Potrebno je medutim naglasiti da metabolizam hilomikrona u
jetri nije znacajan.

Triacilgliceroli stvoreni u jetri ¢ine glavni sastojak jezgre VLDL cCestica, koje su glavni
prijenosnik triacilglicerola iz jetre u ekstrahepati¢na tkiva. Osim triacilglicerola, VLDL lipoproteini
sadrzavaju estere kolesterola i fosfolipide. Glavni im je apoprotein B-100 (apoB-100), a sadrzavaju i
apoE, apoC-I, apoC-II i apoC-III. Manji dio apoE i apoC se ugraduju u VLDL ¢estice prije sekrecije iz
jetre, a veci dio nakon izlaska VLDL lipoproteina iz jetre. VLDL cestice krvlju stizu do kapilara u
kojima se triacilgliceroli iz njihovog sastava hidroliziraju djelovanjem LPL. Ostatne cCestice VLDL se
nakon hidrolize triacilglicerola nazivaju IDL cesticama. IDL lipoproteini u svojem sastavu sadrze
uglavnom estere kolesterola i ostatke endogeno sintetiziranih triacilglicerola, dok su od apoproteina
najvise zastupljeni apoB-100, apoE, apoC-II i apoC-III. Jedan dio preostalih VLDL i IDL Ccestica se
nakon vezanja za povrsinu hepatocita pomoc¢u apoB-100 i apoE receptora i ulaska u jetru metabolizira,
dok se drugi dio IDL cestica djelovanjem LPL i jetrene lipaze pretvara u LDL. Istovremeno se
apoproteini (apoA, apoE i apoC) iz IDL cestica redistribuiraju u HDL lipoproteine (5).

LDL Ccestice su najve¢im dijelom sastavljene od esterificiranog kolesterola i apoB-100.
Vecina LDL cCestica se iz plazme uklanja vezanjem za LDL receptore razliCitih stanica, osobito
hepatocita (oko 75%), a unutarstanicno oslobodeni kolesterol postaje izvor za ugradnju u stanicne
membrane, sintezu steroida itd. Regulacija izrazaja LDL receptora i posljedi¢no koncentracije LDL
Cestica u krvi je kompleksan proces koji je reguliran SREBP (proteini koji vezu regulacijski element
sterola; engl. sterol regulatory element binding proteins, SREBPs) transkripcijskim ¢imbenicima.
SREBP-ovi su obitelj proteina koji reguliraju transkripciju gena ukljucenih u stani¢ni unos i
metabolizam kolesterola i drugih lipida (6). U spomenuti regulacijski proces je ukljucen i protein koji
aktivira odvajanje SREBP-a (engl. SREBP cleavage activating protein, Scap) (7) od hrapave
endoplazmatske mreZice i usmjerava ga prema jezgri u kojoj potice izrazaj gena za LDL receptore.

LDL cestice postaju izrazito aterogene ukoliko dode do njihove oksidacijske modifikacije.
Preuzimaju ih makrofazi pomocu svojih receptora (tzv. stanice ,,¢istaci), nakon ¢ega se pretvaraju u
tzv. pjenuSave stanice, $to zajedno s oSte¢enjem endotelnih stanica krvnih Zila predstavlja pocetni
korak u nastanku ateroskleroze (5, 8).

HDL c¢estice preuzimaju slobodni (neesterificirani) kolesterol iz stanica u kojima ga ima u
suvisku, kao i iz stanica u aterosklerotiénim nakupinama arterijske stijenke, odnosno makrofaga.
Prijenos kolesterola iz membrana makrofaga u HDL moze biti posredovan difuzijom te putem
prijenosnika koji vezu ATP (engl. adenosine triphosphate, adenozin trifosfat), A1 (ABCAl) i Gl
(ABCG1) (engl. ATP-binding cassette transporters, ABC) (4, 5, 6). ABC prijenosnici su ¢lanovi

obitelji prijenosnih proteina koji se za vezanje supstrata koriste hidrolizom ATP-a, omoguéujuéi
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prijenos supstrata kroz membranu. U HDL-u se kolesterol ve¢im dijelom esterificira pomocu enzima
lecitin-kolesterol acil transferaze (engl. [lecithin-cholesterol acyl transferase, LCAT) u estere
kolesterola koji se zbog svoje hidrofobnosti smjestaju u jezgru HDL ¢estica. HDL lipoproteini dakle
djeluju zastitno i sprecavaju razvoj ateroskleroze skupljajuci na sebe kolesterol s mjesta gdje ga ima u
suvisku i prenoseci ga u ostatne ¢estice VLDL, IDL, LDL i hilomikrona uz pomo¢ proteinskog nosaca
kolesterol-estera (engl. cholesterol-ester transfer protein, CETP) u zamjenu za triacilglicerole. Ostatne
Cestice VLDL, IDL, LDL i hilomikrona zajedno s kolesterol-esterom ulaze endocitozom u jetru.
Znacajan je jo§ jedan sustav prijenosnika, tzv. receptora hvataca B-klase (engl. scavenger receptor
type I, class B, SR-B1), koji ubrzavaju ulazak kolesterol estera iz HDL-a bogatog triacilglicerolima u
jetru, bez internalizacije i razgradnje lipoproteina (5, 9, 10).

U sastavu HDL je od apoproteina najviSe zastupljen apoA-I, a u manjem se udjelu nalaze i
apoA-Il, apoE, apoC-I, apoC-II, apoC-III (5). HDL cestice djeluju i antioksidacijski tako §to vezu na
sebe oksidirane produkte lipida (hidroperoksid, F2-izoprostan i lizofosfatidilkolin) iz LDL cestica i
stanicnih membrana (11, 12), Sto HDL lipoproteine ¢ini glavnim prenositeljima produkata oksidacije
lipida u plazmi (11, 13). Prijenosom oksidiranih lipidnih produkata iz LDL u HDL cestice sprecava se
unos produkata oksidacije lipida u makrofage (14) i pokretanje lanane reakcije nastanka reaktivnih
oblika kisika i dusSika (slobodni radikali i reaktivni ne-radikalni oblici) (engl. reactive oxygen species,
ROS i engl. reactive nitrogen species, RNS). ROS i RNS mogu uzrokovati osteenje lipida, proteina i
nukleinskih kiselina (15), kao i prekomjerno poticanje procesa zgruSavanja krvi (16). Potrebno je
naglasiti da su i ovi procesi znac¢ajni za nastanak ateroskleroze. Oksidirani produkti lipida u sastavu
HDL cestica se mogu metabolizirati pomocu strukturnih sastavnica HDL, apoA-I, apoA-Il,
paraoksonaze 1 (PON1), paraoksonaze 3 (PON3) te acetilhidrolaze ¢imbenika aktivacije trombocita
(engl. platelet activating factor acetyl-hydrolase, PAF-AH). Takoder, HDL Cestice prenose oksidirane
produkte lipida u jetru gdje se razgraduju (17). Normalne HDL cestice, osim antioksidacijskog, imaju i
antitrombotsko te protuupalno djelovanje (18, 19). Ukoliko se funkcija HDL lipoproteina poremeti,
kao Sto je to slucaj pri jakoj upalnoj reakciji ili djelovanju oksidansa, ovi lipoproteini mogu izgubiti

svoje povoljno antioksidacijsko i protuupalno djelovanje (9, 17, 20).

1.1.3 Hiperlipoproteinemije

Hiperlipoproteinemije (dislipidemije, hiperlipidemije) su skupina poremecaja metabolizma
lipida odnosno lipoproteina. OznaCavaju povecanu koncentraciju pojedinih lipoproteina u krvi.
Nastaju kao posljedica ubrzane sinteze ili usporene razgradnje lipoproteinskih Cestica.

Zbog poremecéenog metabolizma lipoproteina moze do¢i do razvoja hiperkolesterolemije,
hipertriacilglicerolemije ili mijeSane hiperlipoproteinemije, odnosno istodobnog povecanja
koncentracije i kolesterola i triacilglicerola u krvi.

Tradicionalno se hiperlipoproteinemije s obzirom na vrstu lipida i 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 triacilgliceroli
Ila LDL kolesterol
1Ib LDL+VLDL kolesterol-+triacilgliceroli
I IDL triacilgliceroli+kolesterol
v VLDL triacilgliceroli
v VLDL+hilomikroni triacilgliceroli+kolesterol

Etioloski se hiperlipoproteinemije dijele na primarne i sekundarne. Primarne su uzrokovane
prirodenim, nasljednim greskama metabolizma lipoproteina. To su primjerice porodi¢na
hiperkolesterolemija, porodi¢na hipertriacilglicerolemija, porodi¢ni defekt apoB-100, porodicni
nedostatak LPL i druge. Sekundarne hiperlipoproteinemije nastaju kao popratna pojava nekih drugih
poremecaja, kao Sto su: Secerna bolest, nefrotski sindrom, pretilost, alkoholizam, sistemni eritematozni
lupus, monoklonske gamapatije, hepatitis ili se mogu javiti kao nuspojava koristenja razlicitih lijekova
(kortikosteroida, diuretika i drugih) (21).

Hiperlipoproteinemije su jedan od najbolje istrazenih faktora rizika za razvoj ateroskleroze.
Najvecu vaznost za razvoj ateroskleroze i njenih posljedica u skupini hiperlipoproteinemija ima
povecana plazmatska koncentracija LDL cestica, iako neki autori ukazuju na Cinjenicu kako je i
hipertriacilglicerolemija vazan ¢imbenik u nastanku ateroskleroze (5, 22, 23).

LDL cestice djeluju aterogeno iz dva razloga. Prvi vazan razlog je da se kolesterol iz njihovog
sastava odlaze u stijenke arterija (5, 10). Drugi, izrazito znacajan razlog, je oksidacijska modifikacija
LDL c¢estica u promijenjenim uvjetima. U normalnim uvjetima LDL lipoproteini sadrzavaju malu
koli¢inu oksidiranih lipidnih produkata (11). Medutim, u stanjima u kojima je potaknuta pojava
oksidacijskog stresa (Se¢erna bolest, hipertenzija itd.), LDL cestice postaju izrazito podlozne
nastanku ateroskleroze su potvrdile brojne klinicke studije (25, 26, 27, 28, 29).

Sto se ti¢e hipertriacilglicerolemije kao provokativnog &imbenika u razvoju ateroskleroze,
dosadaS$nja su istrazivanja ukazala na znaCajnu povezanost hipertriacilglicerolemije s povecanim
rizikom razvoja kardiovaskularnih bolesti. Medutim jo$ uvijek nije u potpunosti jasno da li povecana
koncentracija triacilglicerola u plazmi moze biti neovisni ¢imbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih
bolesti (5, 22, 23). Najvecu povezanost s rizikom razvoja kardiovaskularnih bolesti predstavlja
umjereno povecanje koncentracije triacilglicerola u krvi koje se Cesto javlja u okviru metabolickog
sindroma, Sto ukljucuje rezistenciju na inzulin, pretilost, hipertenziju, smanjenu koncentraciju HDL

Cestica u krvi i prokoagulantno stanje (5).



Istrazivanja provedena in vitro i in vivo su pokazala da osim aterogenog djelovanja LDL i
triacilglicerola, i druge lipoproteinske Cestice, tj. IDL i VLDL, neovisno o drugim ¢imbenicima rizika
poticu razvoj ateroskleroze (30, 31, 32, 33).

HDL lipoproteini, kako je spomenuto ranije, sudjeluju u spreCavanju nastanka ateroskleroze.
Razli¢ita istrazivanja provedena u zivotinja i ljudi su ukazala da postoji obrnuto proporcionalni odnos
funkcije odnosno koncentracije HDL Cestica i rizika razvoja ateroskleroze (34, 35, 36).

Neosporno je da u cilju sprecavanja razvoja ateroskleroze i njenih klinicki najvaznijih kasnih
posljedica, a to su koronarna bolest srca s infarktom miokarda te infarkt mozga, hiperlipoproteinemije
treba lijeciti farmakoloSkim mjerama. To su i pokazale poznate klinicke studije poput WOSCOPS

(26), Heart Protection Study (27), Scandinavian Simvastatin Survival Study (28) i PROSPER (29).

1.2 OKSIDACIISKI STRES I ATEROSKLEROZA
1.2.1 Oksidacijski stres

Bioloski je sustav bogat ROS i RNS, visoko reaktivnim molekulama ili atomima koje djeluju
prooksidacijski. U ovu skupinu se ubrajaju slobodni radikali, molekule ili atomi koji u svojoj vanjskoj
ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona koji sami zauzimaju atomsku ili molekulsku orbitalu, te
reaktivne neradikalne tvari koje izazivaju oksidaciju molekula, ali ne zadovoljavaju definiciju
slobodnog radikala. ROS i RNS karakterizira niska specifi¢nost prema supstratu, velika reaktivnost i
kratko vrijeme poluzivota. Specifi¢nost reagiranja im je to manja $to im je reaktivnost veca (37, 38).

S obzirom na biokemijsku vrstu razlikuju se slobodni radikali i neradikali ROS i RNS. Tako
se u skupini ROS nalaze slobodni radikali (superoksidni, hidroksilni, peroksilni radikali i drugi) i
neradikali (vodikov peroksid, ozon, hipokloritna kiselina i ostali). Skupina RNS se takoder moze
podijeliti na slobodne radikale (dusikov(Il) oksid, dusSikov(IV) oksid) i neradikale (nitritna kiselina,
dusikov(Ill) oksid, peroksinitritna kiselina, alkilni peroksinitrit i drugi). Osim ROS i RNS, u
prooksidacijske molekule se ubrajaju i tvari poput bioloski znacajnih iona prijelaznih metala (Zeljeza,
bakra) (39, 40).

U zdravom organizmu ROS i RNS nastaju neprekidno kao posljedica brojnih normalnih ne-
enzimatskih (mitohondrijski respiracijski lanac, autooksidacija malih molekula, homoliticko cijepanje
i druge) te enzimatskih biokemijskih reakcija (reakcije sa ksantin-oksidazom, monoaminooksidazom,
peroksisomalnim oksidazama i druge) (39). ROS i RNS mogu ostetiti razli¢ite bioloske strukture:
lipide, nukleinske kiseline i proteine. Djelovanjem na lipide nastaju oksidirani produkti lipida koji se
zbog nestabilnosti dalje razlazu na kompleksnu skupinu tvari. Procjena hidroperoksida, primarnih
produkata oksidacije lipida je tesko provediva zbog male stabilnosti i reaktivne prirode ovih tvari.
Zato se procjena lipidne oksidacije obi¢no provodi odredivanjem sekundarnih produkata oksidacije
kao $to je malondialdehid (MDA). Danas se pretpostavlja da osim svojeg direktnog toksi¢nog

djelovanja na razlicite stani¢ne strukture, ROS i RNS uzrokuju nastanak i drugih produkata oksidacije



lipida, poput reaktivnih aldehida i alkenala, koji se smatraju sekundarnim glasnicima i modulatorima
unutarstani¢nog Sirenja oksidacijskog stresa (41, 42).

Zbog potencijalno velike moguénosti nastajanja ROS i RNS, u organizmu postoje vrlo
djelotvorni mehanizmi antioksidacijske zastite razli¢itim antioksidansima. Antioksidansi su tvari koje
u maloj koli¢ini i u kratkom vremenu neutraliziraju djelovanje oksidansa. Neki od antioksidansa su
primjerice tvari koje kataliticki uklanjaju ROS i RNS (superoksid dismutaza, katalaza i peroksidaza),
proteini koji vezu prooksidanse poput iona zeljeza ili bakra (haptoglobin, transferin, hemopeksin), ili
molekule koje su dobri hvataci slobodnih radikala (vitamin C, bilirubin) i drugi (37, 39).

U zdravom organizmu postoji ravnoteza izmedu djelovanja ROS i RNS koji poticu oksidaciju
i antioksidacijske obrane. Ravnoteza se moze poremetiti zbog povec¢anog djelovanja oksidansa i/ili
zbog smanjenog ucinka antioksidansa. Stanje u kojem posljedi¢no dolazi do pomaka oksidacijsko-
redukcijskih procesa u stanicama prema oksidaciji naziva se oksidacijski stres. Oksidacijski stres moze
nastati na razini stanice, tkiva ili cijelog organizma. lako je najces¢e patoloska pojava, oksidacijski
stres moze biti i1 fizioloska pojava. Fizioloski se oksidacijski stres javlja primjerice tijekom
svrsishodnih imunoloskih reakcija, a patoloski tijekom Soka, sepse, imunoloskih i drugih poremecaja.
Razliku izmedu fizioloskog i patoloskog oksidacijskog stresa cine njegove posljedice za
makromolekule (nukleinske kiseline, bjelancevine, ugljikohidrate, masti), odnosno pojedine stanice,
ali 1 organizam u cjelini (39).

Smatra se da ROS i RNS sudjeluju u nastanku brojnih klinicki vaznih patoloskih stanja, kao
Sto su: bolesti srca i krvnih zila (ateroskleroza, hipertenzija), bolesti srediSnjeg ziv€anog sustava
(Parkinsonova bolest), bolesti pluéa (emfizem, utjecaj pusenja, bronhopulmonalna displazija),
probavnog sustava (pankreatitis), Se¢erna bolest, bolesti bubrega (nefrotoksi¢nost metalnim ionima i
aminoglikozidima) i drugo (39, 43, 44, 45).

Uloga ROS 1 RNS u razvoju ateroskleroze je predmet razlicitih istrazivanja. Tako neki autori
smatraju da je za razvoj mnogih ¢imbenika odgovornih za razvoj ateroskleroze (hiperkolesterolemija,
Secerna bolest, hipertenzija, pusenje) presudno upravo povecano stvaranje ROS i RNS i posljedi¢no
nastanak oksidacijskog stresa (46). Do sada objavljeni rezultati niza istrazivanja upucuju na ¢injenicu
da oksidacijski stres moze poticati nastanak ateroskleroze na razlicite nacine. Neki od nacina su veé
ranije spomenuti (poremecaj funkcije endotelnih stanica krvnih zila, oksidacija LDL cestica, stvaranje
»pjenusavih stanica““), dok ¢e drugi poput poticanja umnazanja glatkih miSi¢nih stanica i fibroblasta,
spre¢avanja sinteze vazodilatatora dusi¢nog oksida i drugo (11, 24, 46, 47, 48, 49) biti spomenuti u

tekstu o aterosklerozi.

1.2.2 Ateroskleroza

Ateroskleroza je kompleksni proces ostecenja krvozilnog sustava koji u prvom redu zahvaca
velike i srednje velike arterije. ZapoCinje u ranom djetinjstvu i sporo napreduje, a klinicki se
manifestira obicno u srednjoj zivotnoj dobi ili kasnije (50). Njezina tocna ucestalost nije poznata.
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Dostupni epidemioloski podaci se odnose na klinicke manifestacije ateroskleroze, odnosno njene
najvaznije posljedice koje su ranije spomenute (str. 6).

Ateroskleroza je multifaktorijalna bolest koja nastaje kompleksnom kombinacijom i
interakcijom genskih i okolisnih ¢imbenika kao §to su dob, spol, nasljede te poremecaja kao $to su:
arterijska hipertenzija, Secerna bolest, pretilost, hiperlipoproteinemija, poremecaj prehrane i pusenje
(8, 21). Morfoloski je karakterizirana lokaliziranim suzenjem lumena arterija vezivno-masnim
zadebljanjima intime koje se nazivaju pruge, plakovi odnosno ateromi (51). Novija istrazivanja
ukazuju da je nastanak ateroskleroze posredovan upalnim procesima te djelovanjem ROS i RNS na
stijenku arterije. Zapo€inje oStecenjem strukture odnosno funkcije endotelnih stanica krvnih zila, a
nastavlja se sloZenom interakcijom stanica iz krvi (leukocita i trombocita) i stanica unutar stijenke Zile
(endotelne i glatke miSi¢ne stanice te fibroblasti). OStecenje endotela moze biti izazvano kemijski
(hiperkolesterolemija, puSenje, produkti neenzimske glikozilacije u Secernoj bolesti), mehanicki
(hipertenzija), a moguce i infektivnim ¢imbenicima (8, 47, 51). Ostecene endotelne stanice gube svoju
regulacijsku funkciju u razli¢itim fizioloSkim procesima, kao S$to su kontrola vazodilatacije i
vazokonstrikcije, inhibicija odnosno stimulacija umnaZzanja i migracije glatkih miS§i¢nih stanica, te
trombogeneza i fibrinoliza (24, 47).

Kao reakcija na oStecenje endotela krvnih Zila, endotelne stanice luce posrednike upalne
reakcije (interleukin 1, faktor tumorske nekroze) te pojacano izrazavaju adhezijske molekule na svojoj
povrsini (adhezijske molekule krvozilne stanice, engl. vascular cell adhesion protein 1, VCAM-1,
medustani¢ne adhezijske molekule 1, engl. inter-cellular adhesion molecule 1, ICAM-1 te E-selektin).
Posljedicno zapocinje migracija monocita i limfocita T iz krvi u subendotelni prostor, gubi se
normalno izrazena antikoagulacijska aktivnost endotelnih stanica i poti¢e se agregacija trombocita (5,
47). U oste¢enim stanicama endotela povecava se i proizvodnja ROS i RNS (43, 46) te se osigurava
put ulasku oksidiranih lipoproteinskih ¢estica u subendotelni prostor. Povecana koncentracija LDL u
krvi kao i njihova pojacana oksidacijska modifikacija uz poticanje apoptoze endotelnih stanica jos vise
omogucuju ulazak oksidiranih LDL cestica u subendotelni prostor (24), gdje se vezu za proteoglikane
i dobivaju dodatne produkte oksidacije lipida $to im jo$ viSe pojaCava aterogeno djelovanje (48). U
ranom stupnju ateroskleroze, LDL cestice poti¢u: izluCivanje kemotaktickih tvari koje privlace
monocite iz krvi i njihovu pretvorbu u makrofage, aktivaciju limfocita u subendotelnom prostoru te
migraciju glatkih misiénih stanica iz miSi¢nog sloja stijenke u intimu krvne Zile. Ukoliko se uzro¢ni
¢imbenik oStecenja i nastali upalni proces ne uklone, oSte¢enje tkiva se nastavlja i pojacava uz razvoj
kroni¢ne upale. Oksidirani LDL i arterijska hipertenzija ometaju sintezu vazodilatatora duSi¢nog
oksida, a stimuliraju proizvodnju vazokonstriktora poput endotelina. Tako nastaje paradoksalna
vazokonstrikcija i spazam arterije suzene ateromom (47). Opisani mehanizmi dovode do razvoja ranog
stupnja ateroskleroze (tzv. masna pruga) u kojem dominiraju lipidima prepunjeni makrofazi i koji je u
pocetku reverzibilan (51). Ukoliko se upalni proces nastavlja, slijed zbivanja dovodi do stvaranja

fibroateroma, povecavanja ateroskleroti¢nih promjena i posljedicno do suZenja lumena krvne zile.
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Zbog suzenja lumena krvne Zile tkivo koje zahvacena Zila opskrbljuje postaje ishemi¢no, te moze doc¢i
i do razvoja infarkta. Ateroskleroti¢ni plakovi mogu i kalcificirati ¢ime stijenka krvne zile izrazito

gubi elasti¢nost, sklona je rupturi i postaje izvorom embolusa (8, 21, 51).

1.3 ESTERAZE

Esteraze se s obzirom na njihovu interakciju s organofosfornim spojevima dijele na A-
esteraze i B-esteraze. A-esteraze hidroliziraju organofosforne spojeve, dok B-esteraze organofosforni
spojevi inhibiraju. U A-esteraze se ubrajaju arildialkilfosfataza (paraoksonaza, PON) i di-
izopropilfluorofosfataza. U skupinu B-esteraza pripadaju karboksil esteraze i karboksil ester hidrolaze
(acetilkolinesteraza i pseudokolinesteraza ili butirilkolinesteraza, BuChE) (52).

Fizioloska funkcija PON i BuChE nije u potpunosti razjasnjena tako da je i danas predmet

brojnih istrazivanja u ljudi i pokusnih zivotinja.

1.3.1 Paraoksonaza 1

Paraoksonaza 1 (arildialkilfosfataza, EC 3.1.8.1, PON1) je enzim ¢ija aktivnost i stabilnost
ovise o kalciju. Ime enzima potjeCe od njegove sposobnosti da metabolizira paraokson, aktivni
metabolit insekticida parationa. Ima osobine esteraze i laktonaze, te osim paraoksona metabolizira i
druge triestere fosforne kiseline kao $to su diazinon, bojne otrove (sarin, soman), zatim aromatske
estere (fenil-acetat i naftil-acetat) te tvari laktonske strukture kao Sto su primjerice neki lijekovi
(simvastatin i lovastatin). PON1 dakle sudjeluje u neutralizaciji okolisnih ¢imbenika koji blokiraju
acetilkolinesterazu kao i u metabolizmu lijekova, Sto pokazuje da PONI ima znacajno mjesto u
farmakologiji i1 toksikologiji. Kako je njena kataliticka aktivnost promijenjena u bolestima razlicitih
organskih sustava, posebice kardiovaskularnog, danaSnja istrazivanja idu u smjeru odredivanja
njezinog preventivnog i dijagnostickog znacenja (53, 54, 55, 56).

PONI1 je dokazana u razli¢itim organima, kao Sto su pluca, bubreg i mozak, ali se najveéim
dijelom sintetizira u jetri nakon ¢ega se izlucuje u krv. U cirkulaciji se enzim veze uglavnom za HDL
lipoproteinske Cestice koje su primarni serumski nosaci za PON1. HDL cestice poticu sekreciju i
aktivnost te omogucavaju stabilnost PON1, pri ¢emu vaznu ulogu imaju i lipidna i proteinska
sastavnica ovih lipoproteina (57, 58). Osim vezanja s HDL lipoproteinima, PON1 je u manjem, ali
znacajnom dijelu identificirana u sastavu hilomikrona (59) i VLDL Ccestica ljudskog seruma (60).
Deakin i sur. su takoder ustanovili da VLDL lipoproteini in vitro poticu sekreciju PONI1 iz hepatocita i
osiguravaju njezinu stabilnost, ali manje u€inkovito nego HDL (60).

Brojni ¢imbenici mogu utjecati na aktivnost PON1. Do sada je istrazivan utjecaj genetskih
polimorfizama, spola, dobi, prehrane, lijekova, razli¢itih zivotnih navika (pusenje, alkohol), patoloskih

stanja i drugih ¢imbenika na kataliticku aktivnost PON1 (53, 61, 62).



Genetski polimorfizam PONI1 je odgovoran za postojanje izoenzima PON1 koji mogu imati
razlicitu katalitiCku aktivnost. U ljudi je dokazana velika varijabilnost u katalitiCkoj aktivnosti
plazmatske PON1 §to bi se moglo pripisati upravo polimorfizmu PONI1 (61, 63, 64).

Dob je vazan ¢imbenik koji utjeCe na aktivnost PON1. U ljudi je aktivnost prije rodenja vrlo
niska, a nakon rodenja se postupno povecava te izmedu 6 i 15 mjeseci dostize plato na kojem ostaje
dugi niz godina. U starijih osoba se aktivnost PON1 smanjuje (62). U Stakora se, sli¢no kao u ljudi,
kataliticka aktivnost PON1 postupno povecava nakon okota te dostize plato u dobi od tri tjedna, nakon
Cega ostaje konstantna (65).

Spol je jos jedan cimbenik koji utjee na kataliticku aktivnost PON1. Tako je aktivnost PON1
veca u zenki Stakora u odnosu na muzjake. Sli¢no je i u ljudi gdje je uocena veca aktivnost PON1 u
Zena nego u muskaraca (61, 66).

Razliciti sastojci prehrane mogu takoder modulirati aktivnost PON1, bilo da je smanjuju ili
povecavaju (53, 61). Tako je aktivnhost PON1 u serumu misSeva soja B6 hranjenih tri mjeseca
aterogenom prehranom bila smanjena za 60% te pracena slicnim smanjenjem PONI1 glasnicke
ribonukleinske kiseline (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) u jetri (67) u odnosu na kontrolu.
Kudchodkar i sur. su dokazali da je serumska aktivnost PONI bila statisti¢ki znacajno povecana u
Stakora hranjenih trioleinom, smanjena u Stakora hranjenih ribljim uljem, a nepromijenjena u onih
hranjenih tripalmitinom u usporedbi sa kontrolom (68). Suprotno tome, veliki unos povréa u ljudi
uzrokuje znacajno smanjenje aktivnosti PON1 (69).

Vecina provedenih studija ukazuje da umjerena konzumacija etanola povecava, dok njegov
prekomjeran unos smanjuje aktivnost PON1 (70, 71). PuSenje inhibira kataliticku aktivnost PON1
(61).

Razli¢iti lijekovi mogu utjecati na aktivnost PON1 u ljudi i zivotinja. Najcesce je ispitivan
utjecaj antilipidnih lijekova na PONI1, a rezultati do sada provedenih in vitro i in vivo istraZivanja su
uglavnom kontradiktorni. U pokusu provedenom in vitro u kulturi stanica je dokazano da fenofibrat
povecava, dok simvastatin, pravastatin i fluvastatin smanjuju kataliticku aktivnost PON1 (72). Sli¢an
utjecaj statina na aktivnost PON1 u plazmi Stakora dokazan je u pokusima Beltowskog i sur. (73).
Obje doze fluvastatina (2 i 20 mg/kg/dan) primijenjene Stakorima tijekom 3 tjedna su smanjile
aktivnost PON1 u srcu, bubregu i jetri, dok je samo vec¢a doza smanjila PON1 aktivnost u plazmi (73).
U istom istrazivanju je pravastatin u dozama od 4 i 40 mg/kg/dan/tri tjedna primjene smanjio aktivnost
PONI u jetri, srcu i bubregu Stakora, ali nije utjecao na kataliticku aktivnost enzima u plazmi. U¢inci
fluvastatina i pravastatina na katalitiCku aktivnost enzima u ovim pokusima nisu bili statisticki
znacajni (73). Ista grupa autora je u pokusima sa cerivastatinom (doze od 0,03 1 0,3 mg/kg/dan tijekom
3 tjedna) dokazala da obje doze ovog statina smanjuju kataliti¢ku aktivnost PON1 u plazmi Stakora, ali
kao i u prethodnom pokusu ne statisticki znafajno (2). Primjena simvastatina u bolesnika s
porodi¢nom hiperkolesterolemijom u dozi od 20 mg dnevno tijekom 4 mjeseca je dovela do statisticki

znacajnog smanjenja koncentracije LDL cestica i oksidiranih lipida te do statisticki znacajnog
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povecanja aktivnosti PON1 u plazmi (55). Ispitivanja koja su proveli Balogh i sur. (2001) su pokazala
da je gemfibrozil u bolesnika sa Secernom bolesti tipa 2 u dnevnoj dozi od 1200 mg tijekom tri
mjeseca primjene doveo do statisticki znacCajnog smanjenja koncentracije triacilglicerola te do
statisticki znacajnog povecanja koncentracije HDL ¢estica i aktivnosti PON1 u serumu (74).
Kataliticka aktivnost PON1 u zivotinja i [judi moze biti smanjena u razli¢itim patoloskim
stanjima. Tako je aktivnost PON1 je smanjena u serumu Stakora sa Se¢ernom bolesti izazvanom
primjenom streptozotocina (75). U ljudi je uoCeno smanjenje kataliticke aktivnosti PON1 u serumu
osoba sa Secernom bolesti (56), u serumu bolesnika sa kroni¢nim zatajenjem bubrega (76), bolesnika
sa hiperlipoproteinemijom (77), bolesnika sa Alzheimerovom bolesti (54), bolesnika sa kroni¢nim

bolestima jetre (cirozom i kroni¢nim hepatitisom) (78), sa bolestima Stitnjace (79) i drugo (61).

1.3.1.1 Paraoksonaza 1 i ateroskleroza

Posljednjih je godina PONI1 bila predmetom brojnih istrazivanja zbog naznaka da bi u
zivotinja i ljudi mogla sudjelovati u spreCavanju nastanka ateroskleroze (53, 67, 80, 81, 82). Povoljni
ucinci PON1 u usporavanju razvoja ateroskleroze moraju se promatrati kao zajedniCki rezultat
interakcije PON1 s endotelnim stanicama, makrofazima i lipoproteinskim Cesticama.

Pretpostavlja se da bi PON1 mogla utjecati na proces nastanka ateroskleroze svojim izravnim
antioksidacijskim i vjerojatno neizravnim protuupalnim djelovanjem.

Na protuupalno djelovanje PON1 su ukazali Watson i sur. na temelju rezultata in vitro pokusa
u kojem je PON1 znacajno smanjila sposobnost oksidiranih LDL cestica da potaknu vezanje monocita
za endotelne stanice i njihovu migraciju kroz endotelne stanice u usporedbi s kontrolom (83).
Pretpostavili su da je protuupalno djelovanje PON1 zapravo posljedica njene sposobnosti da
metabolizira oksidirane lipide u sastavu LDL (83). Opisani rezultati Watsona i sur. su sukladni s
rezultatima Macknessa i sur. (1991) koji su dokazali da PONI1 in vitro sprecava oksidaciju lipida u
LDL &esticama izazvanu s Cu”” kao i stvaranje reaktivnih spojeva s tiobarbiturnom kiselinom (engl.
thiobarbituric acid reactive supstances, TBARS) (84). Desetak godina kasnije (2004) su Mackness i
sur. u svojem drugom pokusu pokazali da PON1 smanjuje oksidiranim LDL cCesticama potaknuto
stvaranje posrednika upale kemotakticnog proteina monocita-1 (engl. monocyte chemotactic protein-1,
MCP-1) u kulturi ljudskih endotelnih stanica. Na temelju tih rezultata Mackness i sur. su zakljuéili da
PONI ne djeluje na upalu direktno, nego da je protuupalni u¢inak zapravo posljedica metaboliziranja
oksidiranih lipida u LDL ¢esticama putem samog enzima (85).

Rozenberg i sur. su dokazali da se nakon prijenosa humane PONI1 u kulturu peritonealnih
makrofaga miSeva s genetskim nedostatkom PON1 smanjuje aktivnost makrofaga, a time i njihovo
oksidacijsko djelovanje na nekoliko nacina: smanjenjem koncentracije peroksida za 47%, smanjenjem
sposobnosti izluCivanja superoksidnog aniona za 69%, te statisticki znaCajnim povecanjem
koncentracije glutationa (81). Osim hidrolize oksidiranih lipida u sastavu LDL cestica (84), Aviram i

sur. su dokazali da PON1, ovisno o koncentraciji, in vitro inhibira i oksidaciju HDL lipoproteina te da
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uzrokuje hidrolizu oksidiranih lipida i H,0O, (86). U istom istrazivanju je dokazano da dodatak PON1
oksidiranim HDL cesticama povecava izlazak kolesterola iz makrofaga za 40% u usporedbi s u¢inkom
oksidiranih HDL cestica bez PON1. Medutim sama PON1 bez HDL cestica je bila bez ikakvog ucinka
na makrofage. Rezultati ovih pokusa ukazuju na sposobnost PON1 da metabolizira oksidirane lipide i
H,0,, te na nuznost postojanja kompleksa PON1 i HDL cestica u poticanju izlaska kolesterola iz
makrofaga (86). Na osnovi svojih i drugih istrazivanja, Aviram i sur. su Sest godina kasnije zakljucili
da PONI1 stiti makrofage od oksidacijskog stresa i sprecava njihovu pretvorbu u takozvane «pjenusave
stanice» (87), tako da: 1. hidrolizira oksidirane lipide u lipoproteinima plazme i makrofazima, 2.
smanjuje ulazak oksidiranih LDL cestica u makrofage i 3. u makrofazima smanjuje sintezu kolesterola
(87). U prilog ovim rezultatima ide i in vitro provedeni pokus Efrata i sur. koji ukazuje na specifi¢no

vezanje PON1 za membranu makrofaga (88).

Vec je ranije spomenuto da je nuzan kontakt izmedu PONI1 cestica i HDL-a. Medutim,
prisutnost PON1 je ustanovljena i u drugim lipoproteinskim ¢esticama. Deakin i sur. su utvrdili da je
PONI u serumu humanog podrijetla u manjoj, ali znacajnoj koli¢ini vezana za VLDL cestice, te da
VLDL lipoproteini u kulturi stanica mogu potaknuti i izlu¢ivanje PON1 iz stanica (60). U istom su
istrazivanju autori uocili da PON1 u sastavu VLDL sprecava oksidaciju lipida u ovim lipoproteinskim
cesticama (60). PON1 se u manjoj koli¢ini nalazi i u hilomikronima, a postprandijalni hilomikroni in
vitro mogu sprijeciti oksidaciju LDL cestica §to bi se, prema misljenju autora, barem djelomic¢no
moglo pripisati djelovanju PONT1 (59).

S obzirom na rezultate do sada objavljenih opisanih istrazivanja kao i na ¢injenicu da su u
plazmi HDL cestice glavni prenositelji potencijalno toksi¢nih oksidiranih lipida koji nastaju u tim, ali i
u drugim lipoproteinskim cesticama (11), moze se zakljuciti da PON1 prema svim plazmatskim
lipoproteinima ispoljava antioksidacijski uCinak. Medutim mora se naglasiti da jedino u LDL
cesticama PONI nije fizicki identificirana. To¢an mehanizam djelovanja PON1 na oksidaciju lipida u
LDL cesticama in vivo do sada nije objaSnjen. Za sada se pretpostavlja da se oksidirani lipidi iz LDL
prenose na HDL Cestice kao glavno spremiste toksi¢nih tvari, gdje se metaboliziraju pomo¢u PONI i
drugih sastavnica HDL cestica koje imaju antioksidacijsko djelovanje, poput apoA-I i paraoksonaze 3
(PON3) (67). Rezultati in vitro pokusa Avirama i sur. su pokazali da postoji odredena interakcija
izmedu PONI1 i LDL ¢estica. Dokazali su da se aktivnost PON1 tijekom njezinog antioksidacijskog
djelovanja na LDL c¢esticama, a to je spreavanje njihove oksidacijske modifikacije, istovremeno
smanjuje (89), te da je pad enzimske aktivnosti ve¢i od njenog antioksidacijskog ucinka. Stoga su
pretpostavili da je pad aktivnosti PON1 vjerojatno posljedica interakcije enzima s nekim od produkata
oksidacije lipida u LDL ¢esticama (89).

Na vaznost PON1 u prevenciji ateroskleroze su ukazali i1 rezultati istrazivanja provedenog u
miSeva s genetskim nedostatkom PONI1. Primjena aterogene prehrane u ovih Zivotinja izazvala je

znacajno jace aterosklerotske promjene nego u miSeva u kojih je aktivnost PON1 bila uredna (82).
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Mackness i sur. su uocili da primjena ljudske PON1 u miseva s metabolickim sindromom znacajno
umanjuje nastanak ateroskleroze (80).

Danas$nja saznanja ukazuju na vaznost homocisteina kao ¢imbenika rizika u razvoju
ateroskleroze (90). PON1 u plazmi ljudi sprecava Stetno djelovanje povecane koncentracije
homocisteina (90).

U ljudi je uoceno da je aktivnost PON1 u krvi obrnuto proporcionalna s rizikom razvoja
kardiovaskularnih bolesti. Niske kataliticke aktivnosti PON1 su izmjerene u bolesnika s
aterosklerozom, hiperlipoproteinemijama i SeCernom bolesti (87). Aktivnost PON1 te koncentracije
HDL, apo A-I i apo A-Il bile su statisticki znacajno smanjene u serumu bolesnika sa
hiperlipoproteinemijom (77) te u bolesnika nakon infarkta miokarda (91). Ayub i sur. su pretpostavili
da bi smanjena serumska aktivnhost PON1 mogla prethoditi razvoju samog infarkta (91). Rezultati
jedne prospektivne epidemiolosSke studije provedene u muskaraca su pokazali da je smanjena
kataliticka aktivnost PON1 neovisni ¢imbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (92).

U obitelj paraoksonaza se osim PON1 ubrajaju i paraoksonaza 2 (PON2) i PON3 koje se
danas sve intenzivnije istrazuju. PON2 se nalazi u stanicama razlicitih tkiva, a pretpostavlja se da
djeluje kao stani¢ni antioksidans. Na takvu pretpostavku ukazuju rezultati in vitro pokusa Ng-a i sur.
(93), koji su pokazali da se nakon inkubacije kulture stanica s prekomjernim izrazajem PON2 i
oksidiranih LDL cestica kolic¢ina oksidiranih lipida u istima smanjuje, kao Sto se smanjuje i sklonost
LDL-a prema kemotaksiji monocita (93). PON3 se, slicno kao i PON1, sintetizira uglavnom u jetri
nakon cega se izlucuje u krv gdje poput PON1 kruzi u kompleksu s HDL cesticama. PON3 takoder
djeluje antioksidacijski, a prema rezultatima pokusa na uzorcima seruma kunica, antioksidacijski

ucinak PON3 usmjeren prema LDL cesticama je bio djelotvorniji od istog u¢inka PON1 (94).

1.3.2 Butirilkolinesteraza

Butirilkolinesteraza (BuChE, EC 3.1.1.8, acilkolin acilhidrolaza, pseudokolinesteraza,
nespecificna esteraza) je enzim koji se ubraja u skupinu kolinesteraza. U ovu skupinu enzima se osim
BuChE ubraja i prava ili specifi¢na kolinesteraza (acetilkolinesteraza, eritrocitna kolinesteraza, acetil-
kolinhidrolaza, EC 3.1.1.7., AChE). BuChE i AChE se razlikuju s obzirom na svoje fizikalno-
kemijske znacajke, lokalizaciju i funkciju. BuChE se sintetizira u jetri nakon Cega se izlucuje u krv.
Osim u plazmi i jetri, aktivnost BuChE je u manjoj mjeri dokazana u masnom tkivu, tankom crijevu,
plué¢ima, srcu, mozgu i drugim tkivima (95).

Do sada su u organizmu sisavaca utvrdene farmakoloska i toksikoloska, ali ne i fizioloska
uloga BuChE. Tako BuChE hidrolizira farmakoloske pripravke koji u svojoj strukturi sadrze estere,
ukljucujuc¢i niz estera kolina, medu kojima su prirodni (acetilkolin) i sintetski (butirilkolin,
butiriltiokolin, propioniltiokolin te klini¢ki vazan sukcinilkolin). Za razliku od AChE koja najbrze
hidrolizira acetilkolin, BuChE mnogo brze hidrolizira butirilkolin. BuChE sudjeluje i u metabolizmu

kokaina, heroina, te brojnih lijekova poput acetilsalicilne kiseline (96).
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Od estera kolina, od klinickog je znacenja hidroliza sukcinilkolina, dikolinskog estera
sukcinilne kiseline koji djeluje kao nekompetitivni blokator Ziv€ano-misi¢ne spojnice, a u klinici se
koristi za izazivanje relaksacije poprecno prugastih misica. Osobe kod kojih je aktivnost BuChE
smanjena ili u potpunosti nedostaje nemaju nikakav uocljiv fizioloski poremecaj. Medutim, u slucaju
primjene sukcinilkolina, smanjena kataliticka aktivnost BuChE ¢e dovesti do produljene miSi¢ne
relaksacije koja moze trajati satima i Zivotno ugroziti bolesnika (97). Stoga je u klinickoj praksi vrlo
vazno znati da li je smanjena kataliticka aktivnost promijenjena u kvalitativnom ili kvantitativnom
smislu. Ve¢ je odavno poznato da je sinteza BuChE (odnosno njezina kataliticka aktivnost) pod
utjecajem odredenih parova gena. Ukoliko se dokaze da je neka osoba genotipski homozigot za
atipi¢ni enzim (koji hidrolizira sukcinilkolin vrlo sporo), ili posjeduje pritajeni, takozvani «silent» gen
koji uopée ne potice sintezu BuChE, onda govorimo o kvalitativno promijenjenoj katalitickoj
aktivnosti enzima. Neka osoba moze imati normalni genotip za BuChE, ali je kataliticka aktivnost
kvantitativno promijenjena. U kvantitativnom smislu na aktivnost BuChE mogu utjecati dob, spol,
prehrana, patoloska stanja ili lijekovi 1 jo§ mnogi drugi ¢imbenici (98).

S obzirom na dob, kataliticka aktivnost BuChE se povecava nakon rodenja tijekom prvih
nekoliko godina te dostize plato na kojem ostaje odrzana do oko 50. godine zivota, nakon Cega se
smanjuje. U odraslih osoba je neznacajno ve¢a u muskaraca u odnosu na zene (99, 100).

Na aktivnost BuChE osim toga mogu djelovati i drugi ¢imbenici, poput prehrane, kao i neka
patoloska stanja. Tako je u pretilih miSeva i u miSeva sa Se¢ernom bolesti aktivnost BuChE u serumu i
jetri povecana, §to se moze pripisati visoko kalori¢noj prehrani zivotinja (101). Aktivnost BuChE se
povecala i u serumu i srcu Stakora sa Se¢ernom bolesti uzrokovanom primjenom aloksana (102).

Promjene BuChE su uocCene u bolesnika s razli¢itim neoplazmama. Tako se primjerice u
bolesnika sa karcinomom pluca te u bolesnika s novotvorinama stanica hematopoetskog sustava
ustanovilo umnazanje gena koji kodiraju sintezu BuChE (103, 104), a White i sur. su izmjerili
smanjenu aktivnost BuChE u bolesnika sa razli¢itim malignim neoplazmama, poput malignih tumora
zeluca, debelog crijeva, prostate i drugih (96, 105).

Unazad desetak godina se proucava uloga BuChE u patogenezi Alzheimerove bolesti (106,
107). U mozgu bolesnika s Alzheimerovom bolesti dolazi do gubitka kolinergickih neurona te
smanjenja koncentracije acetilkolina i aktivnosti AChE, dok je aktivnost BuChE povecana (106).

Razli¢iti lijekovi, u prvom redu iz skupine antilipidnih lijekova, mogu modulirati kataliti¢ku
aktivnost BuChE, s ¢esto kontradiktornim rezultatima. Darvesh i sur. su na temelju rezultata svoje in
vitro studije objavili da lovastatin 1 simvastatin statisticki zna¢ajno smanjuju aktivnost BuChE, dok su
mevastatin 1 pravastatin bili bez utjecaja na aktivnost enzima (106). Kunec-Vaji¢ i sur. su uo¢ili da
primjena fenofibrata statisticki znacajno, a primjena nikotinske kiseline blago poveéava aktivnost
BuChE u plazmi i jetri Stakora (108). U studiji provedenoj u bolesnika sa Se¢ernom bolesti i
hipertriacilglicerolemijom je primjena benzafibrata dovela do statisticki znaCajnog smanjenja

aktivnosti BuChE i koncentracije triacilglicerola u plazmi, dok je primjenom pravastatina doslo do
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smanjenja aktivnosti BuChE, triacilglicerola i LDL koje nije bilo statisticki znacajno (109). Osim
ispitivanja utjecaja antilipidnih lijekova, istrazivan je i uc¢inak nekih drugih lijekova na kataliticku
aktivnost BuChE. Tako su, primjerice, glukokortikoidi izazvali statistiCki znacajan pad aktivnosti

BuChE u plazmi i jetri Stakora (110).

1.3.2.1 Butirilkolinesteraza i1 ateroskleroza

Smatra se da BuChE sudjeluje u metabolizmu lipida i lipoproteina te u regulaciji koncentracije
kolina u plazmi (111). U studijama Lawrencea i Melnicka povezanost BuChE i LDL cestica je
dokazana histokemijski i imunoelektroforetski, uz pretpostavku da LDL moze stvoriti fizicku,
relativno nestabilnu vezu s BuChE i na taj nacin inhibirati kataliticku aktivnost enzima (112). Kutty i
sur. su poduprli pretpostavku povezanosti LDL i BuChE na temelju dokaza vezanja fosforilkolina,
polarne grupe lecitina i osnovne sastavnice lipoproteina, za estersko i anionsko mjesto BuChE, ¢ime se
kataliticka aktivnost BuChE blokira (113). Na temelju nalaza smanjenog stvaranja LDL te povec¢anog
stvaranja HDL Cestica u zamoraca tretiranih neostigminom, inhibitorom kolinesteraze, Kutty i sur. su
iznijeli smjelu hipotezu prema kojoj LDL nastaje iz VLDL u prisutnosti BuChE. Isto tako su
pretpostavili da ukoliko je aktivnost BuChE inhibirana, VLDL prelazi u HDL (114). U kuni¢a
tretiranih organofosfornim insekticidom diklorvosom u serumu se smanjila aktivnost BuChE u
korelaciji sa smanjenjem koncentracije ukupnog kolesterola i LDL lipoproteina, dok se koncentracija
HDL cestica povecala (115). Inhibicijom aktivnosti BuChE u Stakora, svinja i ljudi se smanjila
koncentracija triacilglicerola u plazmi (116). U jednog su bolesnika nakon slucajne ingestije parationa
izmjerene izrazito smanjene aktivnost BuChE i koncentracija LDL te povecana koncentracija HDL
cestica. Tijekom oporavka je uocen paralelni porast kataliticke aktivnosti BuChE i koncentracije LDL
Cestica, dok je koncentracija HDL u krvi pala (114).

Posljednjih godina se ponovno intenzivnije istrazuje uloga BuChE u metabolizmu lipida 1
lipoproteina kao i njena povezanost s metabolickim sindromom. Tako je u bolesnika sa Se¢ernom
bolesti tipa dva i/ili aterijskom hipertenzijom uocena pozitivna korelacija izmedu aktivnosti BuChE te
koncentracije triacilglicerola i ukupnog kolesterola, a negativnha izmedu aktivnosti BuChE i
koncentracije HDL u plazmi (117). Stojanov i sur. su u zdravih muSkaraca i Zena uocili pozitivhu
korelaciju izmedu kataliticke aktivnosti BuChE u plazmi i tjelesne mase, kao i1 koncentracije
triacilglicerola, ukupnog i LDL-kolesterola, dok je korelacija izmedu aktivnosti BuChE i koncentracije
HDL bila negativna (118). Rustemeijer i sur. su zakljucili da se u bolesnika sa SeCernom bolesti tipa
dva i hipertriacilglicerolemijom aktivnost BuChE moZe smatrati biljegom sinteze triacilglicerola
(109). Na temelju ovih zapazanja vecina se autora uglavnom slaze da se aktivnost BuChE moze
koristiti kao biljeg metabolickog sindroma, iako se za sada ne moze zakljuciti da li je povecana
aktivnost BuChE posljedica metabolickog sindroma ili prethodi njegovom nastanku (119).

Suprotno tome, Sridhar i sur. su u bolesnika sa Se¢ernom bolesti uocili negativnu korelaciju

izmedu aktivnosti BuChE te koncentracije ukupnog i LDL- kolesterola u serumu. U njihovoj studiji
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aktivnost BuChE nije znacajno korelirala sa bilo kojim drugim biokemijskim parametrom (120). U
pokusu provedenom u kulturi stanica inhibicija aktivnosti BuChE nije djelovala na sintezu

triacilglicerola (121).

1.4 LEPTIN

Leptin (gréki leptos=mrSav) je protein odnosno hormon s ucincima na energetsku
homeostazu, endokrine i reproduktivne funkcije, te imunoloski sustav kojeg izlucuju stanice bijelog
masnog tkiva. U pocetku se smatralo da se leptin sintetizira samo u bijelom masnom tkivu. Noviji
podaci medutim ukazuju da se leptin sintetizira i u smedem masnom tkivu, zelucu, placenti, folikulima
jajnika, nekim organima fetusa kao $to su srce i kost (121, 123). Usprkos dokaza o sintezi leptina u
razlic¢itim tkivima, masno tkivo ostaje i dalje glavno mjesto njegove sinteze. Postoji direktna korelacija
izmedu koncentracije leptina u plazmi i koli¢ine masnog tkiva u organizmu. Sekreciju leptina iz
adipocita povecavaju prekomjerni unos hrane, prehrana sa visokim udjelom masti, glukokortikoidi,
inzulin, testosteron, hormoni S$titnjace te izlaganje hladno¢i, a smanjuju manji unos hrane i poveéana
aktivnost simpatickog ziv€anog sustava. Ucinak katekolamina na sintezu leptina primarno je
posredovan B3-receptorima, koji su dominantni u masnom tkivu Stakora. Agonisti B3-receptora
izrazito potiskuju ekspresiju gena za leptin i smanjuju koncentraciju cirkulirajuceg leptina (124, 125).

Od klinickog je znaCenja Cinjenica da koncentracije leptina u serumu pokazuju umjeren
cirkadijalni ritam, te da se vrSna koncentracija leptina u krvi postize u no¢i. U to vrijeme izmjerene
koncentracije leptina u plazmi su priblizno 30 do 100% veée od onih mjerenih u jutro ili rano
popodne. Cirkadijalni ritam zajedno s utjecajem hrane treba uzeti u obzir pri uzimanju uzoraka krvi za
odredivanje koncentracije leptina (125).

Jedan ili viSe izoformnih oblika receptora za leptin su nadeni u vecini tkiva, uklju¢ivo i bijelo
masno tkivo. U masnom tkivu leptin ima autokrino ili parakrino djelovanje. Pod utjecajem leptina se u
adipocitima smanjuje sinteza masnih kiselina i triacilglicerola, a povecava se oksidacija lipida (126).
Osim lokalnog djelovanja na adipocite, leptin se izluCuje u krv te cirkulira dijelom u slobodnom
obliku, a dijelom vezan za proteine plazme, i to najve¢im dijelom za HDL cestice. Krvlju se leptin
prenosi do svojih receptora na stanicama drugih tkiva te tako djeluje na neurone u hipotalamusu,
limfocite T, monocite, enterocite, stanice gusSterace, endotelne i druge stanice (126, 127, 128).
Posljedi¢no leptin modulira niz procesa, kao $to su: unos hrane, metabolizam glukoze i inzulina, upala,
krvni tlak, imunoloske reakcije, reproduktivna funkcija, aktivnost simpatickog Zivéanog sustava,
hematopoeza, stvaranje novih krvnih zila i drugi. Npr. leptin inhibira izlu€ivanje inzulina iz B-stanica
gusterace te stimulira agregaciju trombocita (126).

Do sada objavljeni rezultati istrazivanja ukazuju da leptin ima brojne ucinke na
kardiovaskularni sustav. Neki od ovih ucinaka su antiaterogeni, a neki proaterogeni. Antiaterogeni
ucinci su npr. leptinom potaknut gubitak tjelesne mase (leptin djelovanjem na hipotalamus suprimira
unos hrane, a potice potro$nju energije), ili leptinom potaknuto stvaranje novih krvnih zila i njihovo
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Sirenje povecanim stvaranjem dusikovog oksida. Leptin povecava izlucivanje natrija putem bubrega i
potice metabolizam estera kolesterola u makrofazima (124, 129, 130). Proaterogeni ucinci leptina,
narocito ako se radi o stanju hiperleptinemije, mogu biti posredovani pove¢anjem krvnog tlaka putem
aktivacije simpatickog zivéanog sustava i poticanjem proizvodnje endotelina-1 u endotelnim
stanicama te stimulacijom umnazanja i migracije glatkih misi¢nih stanica u stijenci krvnih Zzila (131).
Pitanja koja se odnose na poticanje upalne reakcije i oksidacijskog stresa leptinom su kontroverzna
(124, 132, 133, 134). S obzirom da se receptori za leptin nalaze na razli¢itim stanicama (126, 128),
pretpostavlja se da moze potaknuti pokretanje gotovo svakog koraka u nastanku ateroskleroze, te da
vjerojatno djeluje sinergisticki s ostalim cimbenicima rizika bitnim za razvoj ateroskleroze.
Pretpostavlja se da u pretilih osoba povecana koncentracija leptina u plazmi barem dijelom pridonosi
poticanju upale i oksidacijskog stresa (135). Klinicka ispitivanja su pokazala da povecana
koncentracija leptina u plazmi pozitivno korelira s rizikom razvoja sr¢anog i mozdanog infarkta te
debljinom intime i medije zajednicke karotidne arterije (136, 137), zbog ¢ega koncentraciju leptina u
plazmi smatraju i neovisnim prognostickim ¢imbenikom kardiovaskularnog pobola i smrtnosti (136,
137).

Proaterogeno djelovanje leptina pokuSava se objasniti konceptom rezistencije receptora za
leptin 1 mutacija gena za leptin (138). Isto je tako mogucée da razvoj rezistencije na djelovanje leptina
dovodi do gubitka energetske homeostaze u organizmu s jedne strane i odrzavanja nepovoljnih
ucinaka leptina, poput stimulacije simpati¢kog ziv€anog sustava s druge strane (128).

Ucinci leptina na lipide su velikim dijelom kontroverzni. Smatra se da leptin povecava
oksidaciju masnih kiselina u jetri i smanjuje koli¢inu triacilglicerola u hepatocitima. Posljedica ovih
procesa su poticanje nastanka oksidacijskog stresa, te smanjeno izluCivanje triacilglicerola i VLDL-a
iz jetre. Pod utjecajem leptina slicne metabolicke promjene dogadaju se i u adipocitima, tj. smanjuje se
sinteza triacilglicerola i povecava oksidacija lipida u adipocitima (126). S obzirom da su u plazmi
covjeka glavni prijenosnici triacilglicerola VLDL, a u Stakora HDL cestice, leptin bi svojim
djelovanjem na lipide, prvenstveno u jetri i masnom tkivu, mogao utjecati na sastav i koncentraciju
lipida plazme (2, 139). Isto tako leptin potice metabolizam estera kolesterola u makrofazima (130).

Vrlo je malo podataka o utjecaju leptina na PON1. Do sada objavljeni rezultati pokazuju kako
povecana koncentracija leptina u plazmi uzrokuje pad aktivnosti PON1 (140). Isto tako je malo
podataka o istrazivanju odnosa izmedu koncentracije leptina i aktivnosti BuChE.

Podaci o utjecaju antilipidnih lijekova na plazmatsku koncentraciju leptina u Zzivotinja
pokazuju da su atorvastatin i gemfibrozil izazvali njegov pad, dok je klofibrat bio bez ucinka na leptin
(141, 142, 143).

Na temelju nalaza da atorvastatin (40 mg/dan tijekom 8 tjedana) u pretilih bolesnika sa
Sec¢ernom bolesti tipa 2 uzrokuje pad koncentracije leptina u krvi, Von Eynatten i sur. su zakljucili da
smanjenje koncentracije leptina u stanju hiperleptinemije predstavlja dodatni povoljni pleiotropni

ucinak atorvastatina (145). Suprotni rezultati su dobiveni u ispitivanjima Andoa i sur. (146). Dokazano
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je da niti atorvastatin niti pravastatin u dozama od 10 mg/dan tijekom 16 tjedana primjene nisu doveli
do promjene koncentracije leptina u serumu bolesnika sa hiperkolesterolemijom, iako su pridonijeli
normalizaciji poremecenog lipidnog profila. Pretpostavili su da atorvastatin i pravastatin nisu utjecali
na koncentraciju leptina zbog dviju Cinjenica. Prva je da su u studiji sudjelovale uglavnom osobe
normalne tjelesne tezine, a druga da je koristena dnevna doza primjenjenih antilipidnih lijekova bila
mala (146). U studiji koju su proveli Gannagé-Yared i sur. je pokazano da primjena pravastatina (40
mg dnevno tijekom 12 tjedana) osobama s normalnom koncentracijom kolesterola u krvi nije imala
nikakav ucinak na koncentraciju leptina u serumu (147). U pretilih osoba sa Secernom bolesti tipa 2 i
hipertriacilglicerolemijom koje su imale povecanu koncentraciju leptina u krvi, primjena 250 mg
fenofibrata dnevno tijekom 3 mjeseca je dovela do statisticki znacajnog smanjenja koncentracije
leptina u serumu (148). S druge strane, nakon primjene fenofibrata osobama s metabolickim
sindromom u dozi od 200 mg dnevno tijekom 12 tjedana koncentracije leptina u plazmi su ostale
nepromijenjene (149).

Vecina istrazivanja provedenih u zivotinja i ljudi pokazuju da antilipidni lijekovi smanjuju
koncentraciju leptina u krvi u stanjima hiperleptinemije, a bez utjecaja su u slucaju normalne
koncentracije cirkulirajuc¢eg leptina (140). Wanders i sur. smatraju da je za sada tesko donijeti
definitivne zakljucke o prirodi utjecaja antilipidnih lijekova na leptin zbog malog broja istrazivanja u
kojima je ispitan odnos antilipidnih lijekova i leptina u Covjeka i zivotinja bez poremecaja u

metabolizmu lipida (140).

1.5 ANTILIPIDNI LJEKOVI

Antilipidni lijekovi se primjenjuju u lijeCenju bolesnika s hiperlipoproteinemijama u kojih
prethodnim provodenjem nefarmakoloskih mjera lijeCenja nije postignuta normolipidemija. Nekoliko
je vrsta antilipidnih lijekova u upotrebi: statini, fibrati, ionski izmjenjivaci, nikotinska kiselina i drugi.
Danas se iz ove skupine lijekova najcesce koriste statini i fibrati. Statini su lijekovi koji se koriste u
lijecenju bolesnika s hiperlipoproteinemijama u kojima je dominantan poremecaj hiperkolesterolemija,

a fibrati u onih sa hipertriacilglicerolemijom.

1.5.1 Statini

U ovom odlomku su prikazane zajedni¢ke kemijske i farmakokinetske karakteristike statina
kao skupine, uz napomenu da su u eksperimentalnom dijelu ove disertacije koriStena 3 statina
(atorvastatin - ATOR, pravastatin — PRAV i simvastatin - SIMV).

Statini su najucinkovitiji lijekovi koji se danas koriste za lijeCenje hiperkolesterolemija. Svi
oni su strukturni analozi 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A-reduktaze (HMG-CoA-reduktaze), na
¢emu se temelji i njihov reverzibilni inhibicijski u¢inak na HMG-CoA-reduktazu. Prvi prototip statina

ispitan u ljudi, koji je pokazao potencijalno terapijsko djelovanje istovjetno za cijelu skupinu, je bio
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kompaktin (kasnije preimenovan u mevastatin). Predstavlja metabolit plijesni Penicillium citrinum.
lako mevastatin nikada nije bio registriran, svi danasnji statini nastali su kao strukturni derivati
mevastatina. Prvi statin odobren za terapijsku uporabu u ljudi bio je lovastatin (nekada poznat pod
nazivom mevinolin), a dobiven je fermentacijom iz gljivice Aspergillus terreus. Pravastatin i
simvastatin su kemijski modificirani derivati lovastatina, dok su atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin i
pitavastatin strukturno razliciti sintetski spojevi. Lovastatin i simvastatin su predlijekovi s laktonskim
prstenom, koji se u jetri metaboliziraju u aktivne oblike, tj. B-hidroksi kiseline. Aktivni oblik
simvastatina je mevinolini¢na kiselina. Svi ostali ranije spomenuti statini primjenjuju se u aktivnoj
formi (5, 150).

Apsorpcija statina kao skupine je nakon oralne primjene varijabilna (30-85%). Postoji vrlo
snazan ucinak prvog prolaza lijeka kroz jetru, tako da je sistemska dostupnost statina i njihovih
metabolita varijabilna (izmedu 5 i 30% u odnosu na primijenjenu dozu). Metaboliti svih statina, osim
onih koji potje€u od fluvastatina i pravastatina imaju blagi inhibicijski u¢inak na HMG-CoA-
reduktazu. U plazmi je vise od 95% statina i njihovih metabolita vezano na proteine plazme. Iznimka
su pravastatin 1 njegovi metaboliti, koji se vezu samo 50% za proteine plazme. Vr$ne koncentracije
statina u plazmi se postizu izmedu 1-4 sata nakon oralne primjene. Poluvijek eliminacije ishodnih
spojeva su izmedu 1-4 sata, osim u slucaju atorvastatina i rosuvastatina, koji imaju poluvijek Zivota
oko 20 sati, te simvastatina s poluvijekom eliminacije od 12 sati. Svi statini se metaboliziraju u jetri, a
viSe od 70% metabolita se izluci jetrom i eliminira fecesom. Na nivou mikrosomalnih enzima postoji
znacajna moguénost interakcija s drugim lijekovima (5, 150).

U uobicajenim dozama, statini se obi¢no dobro podnose i povezani su s malom ucestalosti
Stetnih ucinaka. Naj¢eS¢i Stetni ucinci su probavne smetnje, glavobolja, smetnje vida, povecanje
transaminaza u krvi, te miopatija (rabdomioliza).

Opravdani su razlozi velikom zanimanju za ucinke statina koji se ne odnose samo na njihov
terapijski ucinak u lijeCenju odredenog tipa hiperlipoproteinemije, nego i na njihove protuupalne,

antitromboticke i druge ucinke. Stoga se danas ucinci statina dijele na lipidne i ne-lipidne (5).

1.5.1.1 Uc¢inci statina na lipide

Osnovni ucinci statina na lipide (engl. lipid effects) jesu izrazito smanjenje koncentracije
ukupnog kolesterola i LDL, uz slabije izraZeno smanjenje vrijednosti koncentracije triacilglicerola, te
povecanje koncentracije HDL d&estica u plazmi (21). Njihov je glavni mehanizam djelovanja
sprecavanje endogene sinteze kolesterola inhibicijom HMG-CoA-reduktaze, te se nazivaju i
inhibitorima HMG-CoA-reduktaze. HMG-CoA-reduktaza je enzim koji katalizira pretvorbu 3-
hidroksi-3-metilglutaril-koenzima A (HMG-CoA) u mevalonat. NeiskoriSteni HMG-CoA se
metabolizira u acetil-koenzim A (acetil-CoA) iz kojega je nastao, te nastali acetil-CoA dalje sudjeluje
u brojnim procesima biosinteze u tijelu. Kao reakcija na smanjenu koli¢inu kolesterola dostupnog u

stanicama, povecava se sinteza specificnih LDL receptora u stanicama razlicitih tkiva putem kojih se
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kolesterol u povecanoj mjeri uklanja iz plazme. Na taj nacin se u krvi smanjuju koncentracije ukupnog
i LDL-kolesterola.

Ova zbivanja dogadaju se u ¢ovjeka, zamorca, ili kuni¢a, dakle bioloskih vrsta kod kojih je
LDL glavni lipoprotein za prijenos kolesterola, ali ne i u Stakora kod kojeg funkciju glavnog
prenositelja kolesterola i triacilglicerola u plazmi imaju HDL Cestice. Stoga se moZe postaviti pitanje
da li je Stakor dobar model za ispitivanje lipidnih ucinaka statina.

Poznato je da inhibitori HMG-CoA-reduktaze u Stakora na normalnoj prehrani ne uzrokuju
smanjenje plazmatskog kolesterola, nego triacilglicerola, i to na nacin da inhibiraju sekreciju
triacilglicerola iz jetre. Na temelju rezultata svojih pokusa, u kojima je ispitivan intenzitet antilipidnog
djelovanja atorvastatina, Krause i Newton (151) smatraju da smanjenje koncentracije plazmatskih
triacilglicerola nije posljedica nekog nespecificnog ucinka atorvastatina i da se ono ne moze odvojiti
od sinteze kolesterola. Koriste¢i svoje rezultate kao i rezultate prethodnih pokusa Khana i sur. (152), te
Kama 1 sur. (153) u kojima je dokazano da se u Stakora smanjenje koncentracije triacilglicerola
izazvano lovastatinom moze smanjiti ili ukinuti primjenom kolesterola, mevalonata ili drugih
produkata enzimske reakcije u sintezi kolesterola, zakljucili su da je ucinak na triacilglicerole ovisan o
stupnju inhibicije HMG-CoA-reduktaze. Stoga prevladava misSljenje da je u Stakora prisutnost
kolesterola nuzna za sekreciju VLDL-a iz jetre te takoder da postoji ravnoteza izmedu kolesteril estera
i slobodnog kolesterola. Potonji je takoder vazan za sekreciju VLDL-a. Prema tome normolipidemicni
Stakori se mogu koristiti za odredivanje uc¢inkovitosti lijekova koji su inhibitori HMG-CoA-reduktaze,
a podaci dobiveni u Stakora koreliraju s u¢inkovitosti tih lijekova u zamoraca ili kunica, u kojih je
LDL glavni lipoprotein za prijenos kolesterola. Treba spomenuti da statini i u ¢ovjeka inhibiraju
sekreciju triacilglicerola, odnosno VLDL c¢estica iz hepatocita, ali je taj uc¢inak manje izrazen nego u
Stakora.

Unazad pet godina definitivno je prihvaceno da su ucinci statina na lipide, barem djelomicno,
posredovani i aktivacijom specificnih peroksisomnim proliferatorom aktiviranih receptora (engl.
peroxisome proliferator activated receptor, PPAR) podtipova alfa (PPARa) i gama (PPARY) (154,
155).

PPAR su transkripcijski faktori aktivirani razli¢itim ligandima, a ubrajaju se u superobitelj
nuklearnih hormonskih receptora. U sisavaca su identificirana tri razli¢ita izotipa: PPARa, PPARPB/S i
PPARY koji se razlikuju s obzirom na tkivnu distribuciju i funkcije. Glavna je uloga PPAR receptora
transkripcijska regulacija enzima i drugih proteina koji sudjeluju u odrzavanju energetske homeostaze
receptori sudjeluju u odvijanju razvojnih procesa i cijeljenju tkiva (155). Aktiviraju se razli¢itim
endogenim i egzogenim ligandima. Endogeni ligandi koji aktiviraju PPAR receptore su npr. masne
kiseline (osobito nezasi¢ene masne kiseline) i eikozanoidi. Od razli¢itih egzogenih liganada ovih

receptora od najveéeg su interesa antilipidni lijekovi.
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Niz studija dokazalo je pozitivan terapijski ucinak statina na smanjenje morbiditeta i

mortaliteta od kardiovaskularnih bolesti (26, 27, 28, 29, 156).

1.5.1.2 Ne-lipidni uéinci statina

Ne-lipidni ucinci statina (engl. non-lipid effects) ili pleiotropni ucinci (gr¢. pleio = mnogo i
tropein = utjecaj) se odnose na niz drugih povoljnih ucinaka ove skupine lijekova koji se ne mogu
pripisati normalizaciji poremecenog lipidnog profila u plazmi. Mehanizam nastanka korisnih ne-
lipidnih uc¢inaka statina nije u potpunosti poznat. Stoga se posljednjih godina intenzivno istrazuju
djelovanja statina na PPARa i PPARy receptore (154, 155), kao i njihov regulacijski uc¢inak na
superobitelj transformirajuc¢eg cimbenika rasta — beta (engl. transforming growth factor — beta, TGF-
B) koji je vazan u tijeku razli¢itih unutarstani¢nih signalnih procesa (157).

Neki od ne-lipidnih ucinaka statina su poboljSanje funkcije endotelnih stanica krvnih Zila
(158), povoljno djelovanje na metabolizam glukoze i smanjenje vjerojatnosti nastanka Secerne bolesti
(159), povoljan utjecaj na sustav zgrusavanja krvi (160), protuupalno (161), antioksidacijsko
djelovanje (162) i drugi. Mnogi od tih ne-lipidnih u¢inaka su medusobno isprepleteni te ih je tesko u
eksperimentalnim i klinickim uvjetima razdvojiti. Stoga se opisuju zajedno.

Na temelju rezultata pokusa provedenih in vitro te istrazivanja na Zivotinjama i ljudima,
smatra se da je sprecavanje oksidacije LDL lipoproteina dodatno pozitivno djelovanje nekih statina u
usporavanju razvoja ateroskleroze. Aviram i sur. su ranih devedesetih dokazali da lovastatin ovisno o
dozi in vitro smanjuje oksidaciju LDL i stvaranje TBARS (163). U Stakora je primjena cerivastatina u
dozama od 0,03 i 0,3 mg/kg/dan tijekom 3 tjedna dovela do smanjenja oksidacije lipida u plazmi, i to
statisticki znacajno pri vecoj dozi (2). Sezer i sur. su ispitali u¢inak ATOR (5 mg/kg/dan tijekom 8§
tjedan) na oksidaciju lipida plazme kuni¢a na aterogenoj prehrani (164). Prema rezultatima pokusa,
ATOR je statisticki znacajno smanjio oksidaciju lipida u odnosu na zivotinje na aterogenoj prehrani
bez ATOR (164). U bolesnika s hiperlipidemijom, ATOR je nakon 6 mjeseci primjene u dozi od 10
mg dnevno statistiCki znacCajno smanjio lipidnu oksidaciju u serumu i1 oSte¢enje DNK limfocita iz
periferne krvi (165).

ToCan mehanizam antioksidacijskog djelovanja statina nije u potpunosti razjasSnjen, ali se
pretpostavlja se da bi na molekularnom nivou mogao biti rezultat viSe pojedinac¢nih ucinaka: 1.
spre¢avanja nastanka modificiranih (preniliranih) proteina koji sudjeluju u unutarstani¢nim signalnim
procesima, 2. vezanja za povrSinu fosfolipida u lipoproteinima ¢ime se spre¢ava difuzija slobodnih
radikala u srediSte lipoproteinskih Cestica gdje su zasticeni od djelovanja antioksidansa, 3. djelovanje
metabolita koji djeluju antioksidacijski te 4. modulacije izrazaja nukleinskih kiselina (166). Moguce je
da mehanizam (mehanizmi?) antioksidacijskog ucinka statina nije strogo odijeljen od mehanizma
njihovog ucinka na lipide. Smatra se da bi se putem smanjenja koli¢ine masnih kiselina i kolesterola u

lipoproteinima plazme smanjila i koli¢ina supstrata za oksidacijsku modifikaciju (166).
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Na temelju in vitro simvastatinom i cerivastatinom izazvane inhibicije ekspresije mRNA
upalnog proteina makrofaga (engl. macrophage inflammatory protein, MIP) -1a, Bruegel i sur. su
dokazali protuupalno djelovanje statina (161). Protuupalno djelovanje su osim toga in vivo pokazali
lovastatin i simvastatin ¢ijom je primjenom u upalnom eksudatu u miSeva smanjena aktivacija
leukocita te proizvodnja interleukina-6 i MCP-1 (167).

Danas je dobro poznato da statini smanjuju agregaciju trombocita i njihovo odlaganje u
tromb. Takoder, razliciti statini imaju razli¢ite ucinke na koncentraciju fibrinogena u krvi. Rezultati
dvostruko slijepog placebom kontroliranog klinickog pokusa poznatog pod nazivom JUPITER
(Justification for the use of statins in primary prevention: an intervention trial evaluating
rosuvastatin) su jasno pokazali da je rosuvastatin u dozi od 20 mg dnevno i primijenjen tijekom
priblizno dvije godine smanjio za 43% venska tromboemboemboli¢ka dogadanja u odnosu na placebo
(168). Prema tome moze se zakljuciti da statini djeluju i antikoagulacijski.

Ne-lipidni ucinci statina ukazuju na mogucu terapijsku korist upotrebe statina i u
normolipidemi¢nih bolesnika, §to potvrduju i objavljeni rezultati klinickih studija (156, 169, 170,
171), kao 1 rezultati upotrebe ovih lijekova u lijjecenju drugih bolesti poput multiple skleroze (172),

Parkinsonove i Alzheimerove bolesti (173, 174).

1.5.2 Fibrati

Godine 1962. Thorp i Waring su objavili kako u Stakora etil klorofenoksibutarat smanjuje
koncentraciju lipida u krvi. Pet godina kasnije njegov esterski oblik (klofibrat) odobren je u SAD-u
kao lijek za lijecenje hiperlipidemija. Globalno, ostao je do danas najpropisivaniji antilipidni lijek.
Medutim njegova se uporaba dramaticno smanjila, nakon §to je WHO (engl. World Health
Organisation, Svjetska zdravstvena organizacija) objavila podatke prema kojima klofibrat usprkos
redukcije koncentracije kolesterola od 9%, nije smanjio ucestalost fatalnih kardiovaskularnih
dogadanja, ali je zato smanjio ucestalost nefatalnih dogadanja (150). Klofibrat pripada skupini derivata
fibri¢ne kiseline, ¢iji su ¢lanovi jos gemfibrozil, fenofibrat, ciprofibrat i bezafibrat (5).

Gemfibrozil (GEM) je halogenirana fenoksipentanoicna kiselina i strukturno se razlikuje od
ostalih ¢lanova skupine.

Apsorpcija gemfibrozila iz probavnog sustava je brza i kompletna. Lijek podlijeze
enterohepatic¢koj cirkulaciji. U tkivima zivotinja, vr$ne koncentracije gemfibrozila postizu se 1 sat
nakon jednokratne primjene, a najvece koncentracije su izmjerene u jetri i bubrezima. Oko 95%
gemfibrozila je vezano na proteine plazme. Nije poznat tocan metabolizam gemfibrozila, ali se zna da
se metabolizira u jetri u 4 glavna metabolita, koji se zajedno s ishodnim lijjekom izluCuju u
konjugiranoj i nekonjugiranoj formi putem bubrega.

Ucinci fibrata se kao kod statina mogu podijeliti na lipidne i ne-lipidne ucinke (5).
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1.5.2.1 U¢inci fibrata na lipide

Fibrati su Siroko koriSteni antilipidni lijekovi prvenstveno u dislipidemijama sa
hipertriacilglicerolemijom kao dominantnim poremecajem. Smanjuju proizvodnju triacilglicerola u
jetri, aktiviraju lipoproteinsku lipazu te smanjuju koncentracije ukupnog, VLDL i LDL kolesterola, a
povecavaju koncentraciju HDL Cestica u plazmi (175, 176, 177).

Usprkos intenzivnih istrazivanja, nisu tocno poznati mehanizmi pomoc¢u kojih fibrati utjecu
na koncentraciju lipoproteinskih Cestica. Nedavni pokusi sugeriraju da su mnogi od ucinaka ovih
spojeva na lipide u plazmi posljedica njihove interakcije s PPARa receptorima. Fibrati se vezu na
spomenute receptore, koji su izrazeni primarno u jetri i smedem masnom tkivu, a u manjoj koli¢ini u
bubregu, srcu i skeletnoj muskulaturi. Fibrati smanjuju plazmatsku koncentraciju triacilglicerola kroz
PPARa receptorima posredovanu stimulaciju B-oksidacije masnih kiselina (178, 179) i smanjenu
sintezu apoC-III, te istim receptorima posredovano povecanje sinteze LPL. Povecana aktivnost LPL
povecava klirens lipoproteina bogatih triacilglicerolima, isto kao S$to smanjena jetrena proizvodnja
apoC-III povecava klirens VLDL. Fibratima povecana koncentracija HDL Cestica rezultat je PPARa
receptorima potaknute sinteze apoA-I i apoA-II, koji povecavaju koncentraciju HDL lipoproteina (5).

Terapijska ucinkovitost fibrata u prevenciji i lijeCenju kardiovaskularnih bolesti dokazana je

nizom klinickih studija (176, 177, 180, 181).

1.5.2.2 Ne-lipidni u€inci fibrata

Osim povoljnog djelovanja na lipide i lipoproteine, fibrati su posljednjih godina predmetom
brojnih istrazivanja zbog naznaka da imaju i dodatne, ne-lipidne ucinke, koji ne ovise o njihovom
djelovanju na lipide.

Tako se sve CeS¢e spominje utjecaj gemfibrozila i ostalih fibrata na oksidacijsko-redukcijsku
ravnotezu. Naime, u procesu fibratima potaknute proliferacije peroksisoma u hepatocitima i povecanja
razgradnje masnih kiselina B-oksidacijom, potice se i proizvodnja ROS. To su primjerice hidroksilni
radikal, superoksidni radikal, vodikov peroksid (H,O,) i dusi¢ni oksid (178). Velika koli¢ina ROS,
posebice H,O,, poti¢e oksidaciju lipida. Proces lipidne oksidacije moze biti sprijeCen djelovanjem
antioksidansa (182).

Eksperimentalni podaci o utjecaju fibrata na oksidacijski stres vrlo su razli¢iti i Cesto
kontradiktorni. Tako je u Stakora primjena fenofibrata u hrani u udjelima 0,005%, 0,05% i 0,5%
tijekom 7 dana dovela do smanjenja lipidne oksidacije i koncentracije MDA u plazmi (183). Arnaiz i
sur. su uocili da dodatak fenofibrata u hrani tijekom dva tjedna u miSeva izaziva povec¢anu proizvodnju
H,0,, koja medutim nije izazvala oksidaciju lipida, vjerojatno zbog istovremenog povecanja
koncentracije endogenih antioksidansa ubikvinola i glutationa (184).

Primjena GEM tijekom 6 i 34 dana je u Stakora i hr¢aka uzrokovala pad koncentracije a-

tokoferola i NAD(P)H:kvinon diaforaze (DT-diaforaze) (185). U drugoj je studiji GEM u dozi od 100
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mg/kg/dan tijekom dva primjene u Stakora sa Secernom bolesti izazvao statisticki znacajno pobolj$anje
lipidnog profila i smanjenje koncentracije oksidiranih lipida u plazmi, ali bez statisticki znacajnih
promjena u aktivnosti antioksidacijskih enzima superoksid dismutaze i glutation peroksidaze (186). U
miSeva s eksperimentalno izazvanom Se¢ernom bolesti gemfibrozil je doveo do statisticki znacajnog
smanjenja produkcije superoksida i posrednika upale MCP-1 te regresije aterosklerotskog plaka (187).
U bolesnika s hipertriacilglicerolemijom, GEM je u dozi 900 mg/dan tijekom 12 tjedana primjene
smanjio koncentraciju triacilglicerola i oksidaciju lipida plazme (188).

Posljednjih se godina otvaraju i pitanja drugih dodatnih ucinaka fibrata koji bi bili neovisni o
njihovom osnovnom ucinku na lipide. Npr. raspravlja se o potencijalnim antimikrobnim ucincima
derivata fibroi¢ne kiseline, njihovim inhibicijskim ucincima na zgrusavanje krvi ili stimulacijskim
ucincima na fibrinolizu. Neki od ne-lipidnih ucinaka bi mogli biti modulacija upalnog odgovora i
stani¢ne migracije te stabilizacija aterosklerotskog plaka. lako to¢an mehanizam nastanka navedenih
procesa nije poznat, moguce je da su i oni posredovani aktivacijom PPARa receptora, ali onih ¢ija je
ekspresija ustanovljena na mjestima koja nemaju izravne veze s metabolizmom lipoproteinskih
Cestica. To su npr. razliCite stanice arterijske stijenke poput endotelnih stanica, glatkih miSi¢nih stanica

i makrofaga (187).
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1.6 SVRHA RADA

Svrha ovog rada bila je istraziti i medusobno usporediti djelovanje atorvastatina, pravastatina,
simvastatina i gemfibrozila prvenstveno na kataliticku aktivnost PONI, oksidaciju lipida i
koncentraciju leptina. Svrha ovog rada bila je i ispitati ucinak istih antilipidnih lijekova na kataliticku
aktivnost BuChE i pokusati utvrditi mjesto BuChE u metabolizmu lipida. Rezultati ovih istrazivanja,
poglavito onih koji se odnose na ucinke antilipidnih lijekova na kataliticku aktivnost PONI1 i
oksidaciju lipida odnosno MDA, mogli bi biti prilog spoznajama o korisnoj i racionalnoj primjeni
antilipidnih lijekova u bolestima kardiovaskularnog i drugih sustava zbog njihovog antioksidacijskog

ucinka.
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2.0 HIPOTEZA

Visekratna primjena statina i fibrata u bioloSkom materijalu normolipidemi¢nih Stakora
povecava kataliticku aktivnost PONT1 te smanjuje kataliticku aktivnost BuChE i koncentracije MDA i

leptina. Takvim djelovanjem statini i fibrati pokazuju pleiotropne ucinke.
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3.0 CILJEVI RADA

Ciljevi rada su:

e istraziti utjecaj viSekratne primjene atrovastatina, pravastatina, simvastatina na:
kataliticku aktivnost PON1 i BuChE u serumu/plazmi i jetri;
koncentracije HDL, LDL, ukupnog kolesterola i triacilglicerola u plazmi;
vrijednosti koncentracije MDA u plazmi, srcu, jetri i bubregu;

koncentraciju leptina u plazmi.

e Istraziti utjecaj visekratne primjene gemfibrozila na:
kataliticku aktivnost PON1 i BuChE u serumu/plazmi i jetri;
koncentracije HDL, LDL, ukupnog kolesterola i triacilglicerola u plazmi;
vrijednosti koncentracije MDA u plazmi, srcu, jetri i bubregu;

koncentraciju leptina u plazmi.

e Utvrditi reverzibilnost dobivenih promjena u ispitivanim parametrima nakon perioda oporavka (10

dana nakon prestanka primjene antilipidnih lijekova).
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4.0 MATERIJALI I METODE

4.1 ZIVOTINJE

Za istrazivanja su koriStena 192 muska Stakora soja Wistar mase 250-350 g i starosti 2-3
mjeseca (vlastiti uzgoj Zavoda za Farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu). U
istrazivanjima su prac¢ene smjernice Zakona o dobrobiti Zivotinja (Narodne novine 19/1999). Za
obavljanje pokusa na projektu, kojeg je ova disertacija 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.

4.2 ISPITIVANE SUPSTANCIE

U eksperimentima su koriSteni antilipidni lijekovi: atorvastatin (CAS-134523-00-5) (Sortis®
20, Pfizer, SAD) (ATOR), pravastatin (81093-37-0) (Pravastatin 20, Pliva, Hrvatska) (PRAYV),
simvastatin (CAS-79902-63-9) (Statex® 20, Pliva, Hrvatska) (SIMV) i gemfibrozil (CAS-25812-30-
0) (Elmogan® 600, Lek d.o.o0., Slovenija) (GEM) u obliku tableta.

4.3 POSTUPCI SA ZIVOTINJAMA

Provedeno je 5 pokusa, u kojima su zivotinje bile rasporedene u ukupno 26 skupina, od ¢ega
su 10 skupina bile kontrolne (broj zivotinja po skupini N= 5-8), a 16 skupina eksperimentalne (broj
zivotinja po skupini N= 5-10). Svaki pokus je trajao 31 dan i sastojao se od dva dijela. Prvi dio
(tretman) u trajanju od 21 dan se odnosio na primjenu pojedinih statina (ATOR, PRAV, SIMV) ili
GEM u eksperimentalnim skupinama, odnosno fizioloske otopine u kontrolnim skupinama Stakora,
dok je drugi dio u trajanju od 10 dana predstavljao period oporavka, bez primjene antilipidnih lijekova
u preostalim eksperimentalnim skupinama odnosno fizioloSke otopine u preostalim kontrolnim

skupinama zivotinja.

4.3.1 Kontrolne skupine Zivotinja

Kontrolne skupine Stakora su svakodnevno dobile 5 mL fizioloske otopine na 1 kg tjelesne
mase per os putem gastricke sonde. KatalitiCke aktivnosti PON1 i BuChE te koncentracije lipida,

MDA i leptina u ovih Stakora su predstavljale bazicne vrijednosti, na osnovu kojih se zakljucivalo da li
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je primjena antilipidnih lijekova u eksperimentalnim skupinama zivotinja izazvala promjene

navedenih parametara.

4.3.2 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. Doze statina (ATOR, PRAV, SIMV) su bile
10 i 50 mg/kg tjelesne mase dnevno, a GEM 50 mg/kg tjelesne mase dnevno. Doza antilipidnog lijeka
od 10 mg/kg tjelesne mase u Stakora je ekvivalentna humanoj dozi od 1,62 mg/kg tjelesne mase, a
doza antilipidnog lijeka od 50 mg/kg tjelesne mase u Stakora odgovara humanoj dozi od 8,1 mg/kg
tjelesne mase. U svim pokusima je ukupna dnevna doza pojedinih antilipidnih lijekova suspendirana u

5 mL fizioloske otopine na 1 kg tjelesne mase zivotinja.

4.3.3 Primjena antilipidnih lijekova

Provedena su cCetiri pokusa sa statinima (ATOR, PRAV, SIMV) i jedan pokus sa GEM.

U prvom pokusu sa ATOR, drugom pokusu sa PRAV i tre¢em pokusu sa SIMV primijenjene
doze svakog statina su bile 10 i 50 mg/kg tjelesne mase zivotinja dnevno. U cetvrtom pokusu je
primjenjivan SIMV u jednoj dozi od 10 mg/kg/dan, a u petom GEM u jednoj dozi od 50 mg/kg/dan.

Za provodenje pokusa sa statinima u dvije doze (ATOR-pokus I, PRAV-pokus II, SIMV-
pokus III) Stakori su u svakom pojedinom pokusu bili nasumce rasporedeni u Sest skupina, i to Cetiri
eksperimentalne i dvije kontrolne. Prve dvije, nasumce odabrane eksperimentalne skupine Stakora su
dobivale ATOR ili PRAV ili SIMV u dozi od 10 mg/kg/dan, dok su ostale dvije eksperimentalne
skupine Stakora dobivale ATOR ili PRAV ili SIMV u dozi od 50 mg/kg/dan. U Cetvrtom pokusu
(pokus IV) je SIMV primijenjen samo u dozi od 10 mg/kg/dan, §to je zahtijevalo samo dvije
eksperimentalne i dvije kontrolne skupine. Isti postupak je bio i u petom pokusu (pokus V), u kojem je
primijenjena samo jedna doza GEM (50 mg/kg/dan).

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

Nakon zavrSene primjene pojedinih antilipidnih lijekova i fizioloSke otopine, te 12-satnog
noc¢nog gladovanja, nasumce uzete po jedna eksperimentalna skupina zivotinja od svake doze i jedna
kontrolna skupina iz prvog (ATOR), drugog (PRAV) i tre¢eg (SIMV) pokusa, zrtvovane su 22. dana.
Isti postupak je u€injen sa samo jednom eksperimentalnom i jednom kontrolnom skupinom iz ¢etvrtog
pokusa (SIMV, jedna doza) i petog pokusa (GEM, jedna doza). Preostale skupine Stakora: po jedna
kontrolna i dvije eksperimentalne skupine prethodno tretirane s 10 ili 50 mg statina/kg/dan iz prvog,
drugog i treceg pokusa, jedna kontrolna i jedna eksperimentalna skupina na dnevnoj dozi SIMV od 10

mg/kg iz Cetvrtog pokusa te jedna kontrolna i jedna eksperimentalna skupina na dnevnoj dozi GEM od
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50 mg/kg su zadrzane u pokusima jo$ 10 dana (oporavak). Sljede¢eg dana po isteku perioda oporavka

sve preostale zivotinje iz svih pokusa su zrtvovane nakon 12-satnog no¢nog gladovanja.

4.3.4 Postupak zrtvovanja i uzimanja bioloskog materijala

Postupak Zrtvovanja svih zivotinja je provoden nakon noénog gladovanja. Na dan Zrtvovanja
u 9.00-10.00 sati ujutro Zivotinje su podvrgnute opéoj anesteziji inhalacijom dietil-etera. Zrtvovanije je
provedeno postupkom uzimanja venske krvi direktno iz srca do eksangvinacije. Dio tako dobivene
krvi pohranjen je u heparinizirane epruvete kako bi se iz plazme izvrsila odredivanja koncentracije
glukoze, lipida, leptina i MDA te aktivnosti BuChE. Lipidi i glukoza u plazmi su mjereni 2-4 sata
nakon provedenog postupka zrtvovanja. Uzorci plazme za odredivanje koncentracije leptina i MDA
pohranjeni su na temperaturi od -70°C, a za odredivanje aktivnosti BuChE na -20°C. Iz drugog dijela
krvi za odredivanje aktivnosti PONI priredeni su uzorci seruma koji su zatim pohranjeni na
temperaturi od -20°C. Dijelovi tkiva i to: jetre za mjerenje katalitiCke aktivnosti PON1 i BuChE te
jetre, srca, mozga i bubrega za odredivanje MDA uzeti su i pohranjeni do postupka mjerenja. Uzorci
svih tkiva uzetih za odredivanje aktivnosti PON1 i BuChE pohranjeni su na temperaturi od -20°C, a za

odredivanje koncentracije MDA na temperaturi -70°C.

4.4 BIOKEMIJSKE METODE

4.4.1 Odredivanje koncentracije lipida i glukoze u plazmi

Koncentracije lipida i glukoze u plazmi su odredivane Olympus AU 2700 automatskim
analizatorom pomocu originalnih reagensa (Olympus Diagnostics GmbH, Irish Branch, Lismeehan,
Irska). Koncentracije ukupnog kolesterola, triacilglicerola i glukoze su odredivane enzimatskim
kolorimetrijskim metodama (189, 190, 191). Koncentracija HDL lipoproteinskih Cestica je odredivana
koristenjem metode imuno-inhibicije B-lipoproteinskim antitijelom u prvom koraku te enzimatskim
kolorimetrijskim mjerenjem kolesterola u drugom koraku (192). LDL je izracunat iz koncentracije
ukupnog kolesterola, triacilglicerola i HDL pomoc¢u Friewaldove formule (193). Koncentracije lipida i

glukoze su izrazene u mM/L.

4.4.2 Odredivanje kataliticke aktivnosti paraoksonaze 1 u serumu

Aktivnost PON1 u serumu je mjerena spektrofotometrijskom metodom hidrolize sintetskog
dietil-p-nitrofenil fosfata (paraokson, o,0-dietil-p-nitrofenilfosfat, Sigma Chemical Co., London, UK)

kao supstrata. Aktivnost PON1 je odredivana mjerenjem brzine hidrolize supstrata u p-nitrofenol.
30



Reakcijska smjesa za odredivanje brzine hidrolize supstrata ukupnog volumena 1100 pL je sadrzavala
200 pL 0,1 M TRIS pufera (pH 7,4), moderator CaCl, (I mM u TRIS puferu pH 7,4) i 800 pL 1 mM
otopine paraoksona u TRIS puferu, nakon ¢ega je dodano 100 pL nerazrijedenog seruma da zapocCne
reakciju. Brzina nastajanja p-nitrofenola je mjerena promjenom apsorbancije pri valnoj duljini od 405
nm i temperaturi 37°C tijekom 3 minute na M350 CAMSPEC spektrofotometru. Slijepa proba koja je
koriStena za korekciju spontane hidrolize supstrata je sadrzavala opisanu smjesu bez seruma.
Kataliticka aktivnost PONI je izracunata po metodi Beltowskog i sur. (73) i izrazena kao mikromol

supstrata hidroliziranog po minuti po mililitru seruma (uUM/min/mL).

4.4.3 Odredivanje kataliticke aktivnosti paraoksonaze 1 u jetri

Otopina za mjerenje priredena je homogenizacijom 100 mg tkiva jetre u fizioloSkoj otopini u
udjelu 1:10 i centrifugirana pri 4000 g tijekom 20 minuta (Rotofix-32 Hettich, Njemacka). Aktivnost
PONI u jetri je zatim mjerena spektrofotometrijski kako je opisano prethodno u postupku mjerenja
aktivnosti PON1 u serumu, s razlikom da je umjesto seruma u reakcijsku smjesu dodano 100 pL
supernatanta. Brzina nastajanja p-nitrofenola je mjerena promjenom apsorbancije pri valnoj duljini od
405 nm i temperaturi 37°C tijekom 3 minute na M350 CAMSPEC spektrofotometru. Slijepa proba
koja je koriStena za korekciju spontane hidrolize supstrata je sadrzavala opisanu smjesu bez
supernatanta. Kataliticka aktivnost PON1 je izracunata po metodi Beltowskog i sur. (73) i izraZena kao

mikromol supstrata hidroliziranog po minuti po gramu tkiva (uUM/min/g).

4.4.4 Odredivanje kataliticke aktivnosti butirilkolinesteraze u plazmi

Kataliticka aktivnost BuChE u plazmi je mjerena spektrofotometrijski metodom po Ellmanu i
sur. (194). Od otopine koja je sadrzavala 3 mL 0,1 M fosfatnog pufera i 100 pL 0,38 mM 5,5-ditio-
bis(2-nitrobenzoicne kiseline) (DTNB) uzet je 1 mL otopine za mjerenje, u koju je dodano 50 pL
plazme i 100 pL butiriltiokolina (0,9 mM) (Sigma Chem Co., USA) kao supstrata. Za slijepu probu
koriStena je opisana otopina bez uzorka plazme odgovarajuéeg 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 izrazena je kao mikromol supstrata

hidroliziranog po minuti po mililitru plazme (uM/min/mL) (194).
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4.4.5 Odredivanje kataliticke aktivnosti butirilkolinesteraze u jetri

Otopina za mjerenje priredena je homogenizacijom 200 mg tkiva jetre u fizioloskoj otopini u
omjeru 1:5. Suspenzija je zatim centrifugirana pri 3500 g tijekom 15-20 minuta (Rotofix-32 Hettich,

Njemacka). Dobiveni supernatant je koristen za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti BuChE.

S obzirom da tkivo jetre izmedu ostalog sadrzi i BuChE i AChE, spektrofotometrijsko se
mjerenje provodilo metodom po Ellmanu i sur. (194) na nacin kako je to prethodno opisano za
mjerenje aktivnosti BuChE u plazmi. Pri ovom se postupku, medutim, provode dva koraka: prvo
mjerenje koje se izvodi na nacin opisan za odredivanje aktivnosti BuChE u plazmi, pri ¢emu se
umjesto uzorka plazme u otopinu za mjerenje dodaje 50 uL supernatanta, te drugo koje se provodi uz
dodatak 50 pL specificnog inhibitora aktivnosti BuChE etopropazin hidroklorida (Sigma St. Louis,
SAD). Kataliti¢ka aktivnost BuChE izracunata je indirektno kao razlika izmedu dva opisana mjerenja

te izrazena kao mikromol supstrata hidroliziranog po minuti po gramu tkiva jetre (uUM/min/g) (194).

4.4.6 Odredivanje koncentracije malondialdehida u plazmi

Postupak odredivanja koncentracije MDA je usvojen prema metodi Anguloa i Botsogloua
(195, 196, 197). U 250 uL plazme je dodano 25 pL 0,2% BHT (2,6 di-ter-butil-4-metilfenol, >99,0%
(GC) (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA), u 98% etanolu (Merck, Darmstadt, Njemacka) i 1 mL
15% vodene otopine TCA (trikloroctena kiselina, >98,0%, Sigma-Aldrich Inc.). Otopina je zatim
centrifugirana (Universal 32 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka) na 4000 g tijekom 15
minuta na 4°C. Deproteinizirani supernatant je spremljen na -70°C do daljnjeg postupka. Pri postupku
mjerenja je u 500 pL otopine dodano 1 mL TBA 0,375% (tiobarbiturna kiselina, >98,0%, Sigma-
Aldrich) u 0,25 M HCI (37%, Sigma-Aldrich Inc.) te je otopina grijana 15 minuta na 100°C. Uzorci su
zatim ohladeni na sobnu temperaturu te je provedeno mijerenje apsorbancije MDA UV-VIS
spektrofotometrom (HPV-220, Iskra, Slovenija) pri valnoj duljini od 535 nm. Koncentracije su
izrazene kao mikromol (uM) (195).

4.4.7 Odredivanje koncentracije malondialdehida u srcu, jetri, bubregu i mozgu

Postupak odredivanja koncentracije MDA je usvojen prema metodi Anguloa i Botsogloua
(195, 196, 197). 0,2 g tkiva (srce, jetra, bubreg ili mozak) je homogenizirano u 0,15 M KCI (=99,0%,
Sigma-Aldrich Inc.) da se dobije 10% suspenzija. Nakon toga je kao antioksidans dodano 25 pL 0,2%
BHT (2,6 di-ter-butil-4-metilfenol, >99,0% (GC) (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA), u 98% etanolu

(Merck, Darmstadt, Njemacka). Homogenati su zatim centrifugirani (Hettich Universal 32 R,
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Tuttlingen, Njemacka) na 18890 g tijekom 20 minuta. Nakon toga je dodana 5%-tna vodena otopina
TCA (trikloroctena kiselina, >98,0%, Sigma-Aldrich Inc.) u udjelu 1:4 te su uzorci ponovo
centrifugirani (Hettich Universal 32 R, Tuttlingen, Njemacka) na 1780 g tijekom 15 minuta. Nakon
centrifugiranja u 500 uL supernatanta dodano je 500 uL. TBA 0,375% (tiobarbiturna kiselina, >98,0%,
Sigma-Aldrich) u 0,25 M HCI (37%, Sigma-Aldrich Inc.). Dobiveni uzorci grijani su na 100°C
tijekom 15 minuta, a zatim ohladeni na sobnu temperaturu te je provedeno mjerenje apsorbancije
MDA UV-VIS spektrofotometrom (HPV-220, Iskra, Slovenija) pri valnoj duljini od 532 nm.

Koncentracije MDA u svim uzorcima tkiva su izrazeni kao mikromol (uM) (197).

4.4.8 Odredivanje koncentracije leptina u plazmi

Koncentracija leptina u plazmi je odredena upotrebom komercijalnog kita (R&D Systems)
prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorci plazme razrijedeni su u puferu standard diluensa.
Standard je otopljen u istom puferu, te su napravljena dvostruka razrjedenja kako bi se dobili standardi
za ELISA-u (engl. enzyme-linked immunosorbent assay). 50 uLL. RDW1 standarda dodani su u svaku
jazicu, te jo§ 50 pL ili razrijedenog uzorka plazme ili standarda u duplikatima. Nakon inkubacije i
ispiranja, dodano je 100 pL otopine konjugata peroksidaze i leptina, nakon cega je postupak
inkubacije 1 ispiranja ponovljen. Zatim je dodano 100 pL supstrata, te nakon inkubacije od 30 minuta
reakcija je zaustavljena dodatkom otopine klorovodicne kiseline. Opticka gustoca (engl. optic density,
OD) izmjerena je na Wallac spektrofluorimetru pri valnoj duljini 450 nm. Upotrebom GraphPad Prism
softvera izraCunate su bazdarne krivulje, a potom su iz bazdarnih krivulja izraCunate koncentracije

leptina u uzorcima. Koncentracija leptina je izrazena kao nanogram po mililitru plazme (ng/mL) (198).

4.5 ANALIZA PODATAKA

Analiza podataka obavljena je uporabom programa GraphPad Prism for Windows verzija
5.03. Podaci su u tablicama i na grafikonima prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija.
Kod usporedbe dvije skupine koriSten je t-test za nezavisne uzorke. Kod usporedbe tri skupine
koriStena je analiza varijance (ANOVA), te Dunnettov test viSestruke usporedbe. Specificnost
Dunnettovog testa je u tome Sto usporedbu vrSi samo prema kontrolnoj skupini. Na taj se nacin
smanjuje broj usporedbi, te izbjegavaju lazno pozitivni rezultati. Svi primjenjeni testovi bili su

dvosmjerni, a P vrijednosti manje ili jednake 0,05 su smatrane statisticki signifikantnima (199, 200).
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5.0 REZULTATI

Rezultati su prikazani tablicno i graficki. Statisticki znacCajni rezultati oznaceni su u tablicama

podebljano, a na slikama zvjezdicom.

5.1 Atorvastatin — pokus I

5.1.1 Ucinci atorvastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i butirilkolinesteraze

u plazmi i jetri

ATOR je ovisno o dozi i statisticki znacajno nakon primjene veée doze uzrokovao povecanje
kataliticke aktivnosti PON1 u serumu za 10% i 29% (p<0,0386) te u jetri statisticki znac¢ajno nakon
primjene obje doze za 26% (p<0,0030) i 40% (p<0,0030) (Tablica 5.1.1, slike 5.1.11 5.1.2).

Nakon prestanka primjene obje doze ATOR i isteka perioda oporavka, aktivnost PON1 u
serumu se u odnosu na kontrolu smanjila za 12% i 11%, dok je u jetri ostala statisticki znacajno
povecana za 43% (p<0,0008) nakon primjene ATOR u dozi od 10 mg/kg/dan i za 29% (p<0,0008)
nakon primjene ATOR u dozi od 50 mg/kg/dan u odnosu na kontrolu (Tablica 5.1.1, slike 5.1.1 i
5.1.2).

Aktivnost BuChE se ovisno o primjenjenoj dozi ATOR povecala u plazmi za 20% nakon
primjene manje doze i statisticki znacajno za 40% (p<0,0356) nakon primjene vece doze te u jetri
statisticki znacajno primjenom obje doze za 85% (p<0,0001) i 146% (p<0,0001) (Tablica 5.1.1, slike
5.1.315.1.4).

Nakon perioda oporavka se aktivnost BuChE u Zivotinja tretiranih ATOR u plazmi i jetri
smanjila u odnosu na vrijednosti izmjerene odmah nakon zavrsSetka tretmana. Tako je u plazmi nakon
primjene 10 mg/kg/dan ATOR aktivnost BuChE bila jednaka kontroli, dok je nakon primjene veée
doze jo§ uvijek bila povecana za 25% u odnosu na kontrolu. U jetri je nakon primjene obje doze
ATOR po isteku perioda oporavka kataliticka aktivnost BuChE ostala statisti¢ki znacajno povecana za
38% (p<0,0210) 1 31% (p<0,0210) u odnosu na vrijednosti izmjerene u kontrolnoj skupini Zivotinja
(Tablica 5.1.1, slike 5.1.3 1 5.1.4).
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Tablica 5.1.1 Ucinci atorvastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i

butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Atorvastatin' Atorvastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg/dan 50 mg/kg/dan ANOVA
PON1 serum Tretman’ 0,210,04 (N=6) (100) | 0,23+0,04 (N=8) (110) | 0,27+0,03 (N=7) (129) 0,0386
HM/min/mL Oporavak’ | 0,26+0,04 (N=6) (100) | 0,23+0,03 (N=6) (88) 0,23+0,01 (N=6) (89) 0,4047
PON1 jetra Tretman’ 0,38+0,08 (N=6) (100) | 0,48+0,03 (N=6) (126) | 0,53%0,07 (N=7) (140) 0,0030
pM/min/g Oporavak’ | 0,21+0,05 (N=7) (100) | 0,30+0,03 (N=7) (143) | 0,27+0,02 (N=6) (129) 0,0008
BuChE plazma | Tretman’ 0,05+0,02 (N=7) (100) | 0,06+0,01 (N=8) (120) | 0,070,01 (N=7) (140) 0,0356
HM/min/mL Oporavak’ | 0,04£0,01 (N=7) (100) | 0,04+0,01 (N=7) (100) | 0,05+0,01 (N=6) (125) 0,5781
BuChE jetra Tretman’ 0,13£0,04 (N=6) (100) | 0,24+0,04 (N=8) (185) | 0,32+0,09 (N=7) (246) <0,0001
pM/min/g Oporavak’ | 0,16£0,03 (N=7) (100) | 0,22+0,03 (N=6) (138) | 0,210,05 (N=6) (131) 0,0210

Relativne promjene (%) su u zagradama.

!'Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.

? Atorvastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisticki znacajno (ANOVA, Dunettov test).
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Slika 5.1.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu Stakora nakon primjene atorvastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.1.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.1.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi Stakora nakon primjene atorvastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.1.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene atorvastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.1.2 Ucinci atorvastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi

ATOR je u obje doze u plazmi uzrokovao povecanje koncentracije ukupnog kolesterola za

24% (p<0,0074) i 8%, HDL za 17% (p<0,0096) i 2% te LDL za 55% (p<0,0086) i 24%, dok su se

koncentracije triacilglicerola i glukoze smanjile za 14% i 23% odnosno 12% i 5% (Tablica 5.1.2).

Nakon perioda oporavka u odnosu na kontrolne vrijednosti koncentracije ukupnog kolesterola

su nakon primjene obje doze ATOR bile manje za 6% i 2%, koncentracije HDL manje za 11% i 4%,

triacilglicerola za 20% i 58% (p<0,0020), dok je koncentracija glukoze bila manja za 13% nakon

primjene 10 mg/kg/dan ATOR, a veca za 10% nakon primjene ATOR u dozi od 50 mg/kg/dan. Sli¢an

odnos izmedu veli¢ine primjenjene doze ATOR i koncentracije u plazmi nakon perioda oporavka je

zamijecen i u slu¢aju LDL (Tablica 5.1.2).

Tablica 5.1.2 Ucinci atorvastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi Stakora.

Varijabla Dio Kontrola Atorvastatin' Atorvastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
Ukupni kolesterol | Tretman> | 1,32£0,21 (N=7) (100) | 1,64%0,15 (N=8) (124) | 1,43+0,17 (N=7) (108) 0,0074
mM/L Oporavak® | 1,29+0,14 (N=6) (100) | 1,12£0,21 (N=7) (94) | 1,26+0,11 (N=6) (98) 0,1687
HDL Tretman® | 0,98+0,11 (N=7) (100) | 1,15£0,09 (N=8) (117) | 1,00£0,11 (N=7) (102) 0,0096
mM/L Oporavak® | 0,92+0,06 (N=6) (100) | 0,82+0,13 (N=7) (89) | 0,88+0,06 (N=6) (96) 0,1638
LDL Tretman> | 0,38+0,13 (N=7) (100) | 0,59£0,13 (N=8) (155) | 0,47+0,06 (N=7) (124) 0,0086
mM/L Oporavak® | 0,41+0,10 (N=6) (100) | 0,34+0,10 (N=7) (83) | 0,490,10 (N=6) (120) 0,0483
Triacilgliceroli Tretman® | 0,92+0,24 (N=7) (100) | 0,79+0,19 (N=8) (86) | 0,71%0,18 (N=7) (77) 0,1801
mM/L Oporavak® | 1,28+0,40 (N=6) (100) | 1,03£0,32 (N=7) (80) | 0,540,12 (N=6) (42) 0,0020
Glukoza Tretman> | 6,34+1,52 (N=7) (100) | 5,56+0,91 (N=8) (88) | 6,01+1,20 (N=7) (95) 0,4795
mM/L Oporavak® | 4,73+1,22 (N=6) (100) | 4,1120,62 (N=7) (87) | 5,19+1,55 (N=6) (110) 0,2728

Relativne promjene (%) su u zagradama.

!"Vrijednosti su izraZene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

2 Atorvastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisti¢ki zna¢ajno (ANOVA, Dunettov test).
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5.1.3 Ucinci atorvastatina na koncentraciju malondialdehida u srcu, jetri i bubregu

Obje doze ATOR su uzrokovale smanjenje koncentracije MDA u srcu za 18% te u jetri za

23% i 14%. U bubregu je primjena 10 mg/kg/dan ATOR izazvala pad koncentracije MDA za 9%, a

primjena 50 mg/kg/dan ATOR statistiCki znac¢ajno smanjenje koncentracije MDA od 17% (p<0,0293)
(Tablica 5.1.3, slike 5.1.5, 5.1.6 1 5.1.7).

Smanjena vrijednost koncentracije MDA u tkivima se zadrzala i nakon 10 dana perioda

oporavka u svih zivotinja tretiranih s obje doze ATOR. Tako je u odnosu na vrijednosti u kontrolnoj

skupini Zivotinja koncentracija MDA nakon perioda oporavka bila smanjena u srcu (18% 1 29%), jetri

(7% i 2%) i bubregu (4% i 13%) (Tablica 5.1.3, slike 5.1.5, 5.1.6 i 5.1.7).

Tablica 5.1.3 U¢inci atorvastatina na koncentraciju malondialdehida u srcu, jetri i bubregu Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Atorvastatin' Atorvastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
MDA srce Tretman> | 0,17£0,05 (N=7) (100) | 0,14+0,03 (N=7) (82) | 0,14+0,02 (N=7) (82) 0,1437
uM Oporavak® | 0,17+0,05 (N=7) (100) | 0,14+0,02 (N=7) (82) | 0,12+0,01 (N=5) (71) 0,0536
MDA jetra Tretman> | 0,44+0,14 (N=7) (100) | 0,34+0,09 (N=7) (77) | 0,38+0,01 (N=6) (86) 0,3306
uM Oporavak® | 0,43+0,09 (N=6) (100) | 0,40+0,08 (N=7) (93) | 0,42+0,09 (N=6) (98) 0,7856
MDA bubreg Tretman> | 0,23£0,02 (N=7) (100) | 0,21+0,03 (N=7) (91) | 0,19+0,03 (N=7) (83) 0,0293
uM Oporavak® | 0,23+0,02 (N=7) (100) | 0,22+0,03 (N=7) (96) | 0,20+0,01 (N=7) (87) 0,0675

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

* Atorvastatin je primjenjivan 21 dan.
? Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisticki znacajno (ANOVA, Dunettov test).
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Slika 5.1.5 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.1.6 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.1.7 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.1.4 Ucinci atorvastatina na koncentraciju leptina u plazmi

Manja doza ATOR je dovela do pada (38%), a veca do porasta koncentracije leptina u plazmi

(31%) u odnosu na kontrolu (Tablica 5.1.4).

Nakon perioda oporavka koncentracija leptina u plazmi je bila smanjena u obje

eksperimentalne skupine za 33% i 66% (Tablica 5.1.4).

Tablica 5.1.4 U¢inci atorvastatina na koncentraciju leptina u plazmi Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Atorvastatin' Atorvastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA

Leptin Tretman? | 9,34+5,70 (N=7) (100) 5,8140,65 (N=4) (62) | 12,25+5,94 (N=7) (131) 0,1746

ng/mL Oporavak’ | 14,10£12,64 (N=7) (100) | 9,494,60 (N=7) (67) | 4,73+2,44 (N=6) (34) 0,1450

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

* Atorvastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
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5.2 Pravastatin — pokus II

5.2.1 Ucinci pravastatina na katalitiCku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i butirilkolinesteraze

u plazmi i jetri

U serumu je manja doza PRAV uzrokovala pad kataliticke aktivnosti PON1 za 21%, a veca
statisticki znacajan porast za 21% (p<0,0270). Pod utjecajem 10 i 50 mg/kg/dan PRAV se aktivnost
PONT1 u jetri u odnosu na kontrolu statisticki znacajno povecala ovisno o dozi i to za 28% (p<0,0020)
primjenom manje doze i za 37% (p<0,0020) primjenom vece doze PRAV (Tablica 5.2.1, slike 5.2.1 1
5.2.2).

Nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana u Stakora tretiranih manjom dozom PRAV
kataliticka aktivnost PON1 u serumu je bila statisti¢ki znacajno smanjena za 21% (p<0,0131), dok se u
skupini koja je dobivala vecu dozu smanjila za 7% u odnosu na kontrolu. U jetri je katalitiCka
aktivnost PON1 nakon isteka perioda oporavka bila pove¢ana u odnosu na kontrolu za 15% i 10%

(Tablica 5.2.1, slike 5.2.1 1 5.2.2).

Manja doza PRAV je uzrokovala povecanje kataliticke aktivnosti BuChE u plazmi za 20%,
dok ve¢a doza PRAV na aktivnost BuChE u plazmi nije imala nikakav utjecaj. Aktivnost BuChE u
jetri se povecala nakon primjene obje doze PRAYV i to statisticki znacajno za 250% nakon primjene 10
mg/kg/dan PRAV (p<0,0141) te za 75% nakon primjene PRAV u dozi od 50 mg/kg/dan (Tablica
5.2.1, slike 5.2.315.2.4).

Nakon isteka perioda oporavka je aktivnost BuChE u plazmi u odnosu na kontrolu bila za
14% manja u Stakora koji su dobivali manju dozu PRAYV, dok se u Stakora koji su dobivali ve¢u dozu
PRAYV aktivnost enzima u plazmi u odnosu na kontrolu nije promijenila. Aktivnost BuChE u jetri se
nakon perioda oporavka smanjila u odnosu na vrijednosti izmjerene nakon zavrSetka tretmana, te je u
Stakora koji su dobivali 10 mg/kg/dan PRAYV bila za 29% manja, a u onih koji su primali PRAV u dozi
od 50 mg/kg/dan za 14% veéa u odnosu na kontrolu (Tablica 5.2.1, slike 5.2.3 15.2.4).
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Tablica 5.2.1 UCcinci pravastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i

butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Pravastatin' Pravastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg/dan 50 mg/kg/dan ANOVA
PON1 serum Tretman? | 0,14£0,01 (N=8) (100) | 0,11£0,03 (N=10) (79) | 0,17+0,02 (N=6) (121) 0,0270
HM/min/mL Oporavak® | 0,14+0,02 (N=7) (100) | 0,1120,01 (N=7) (79) 0,13+0,02 (N=8) (93) 0,0131
PONI jetra Tretman® | 0,60£0,13 (N=7) (100) | 0,77+0,09 (N=8) (128) | 0,82%0,10 (N=6) (137) 0,0020
uM/min/g Oporavak® | 0.60£0,12 (N=7) (100) | 0,69+0,15 (N=7) (115) | 0,66=0,10 (N=8) (110) 0,4321
BuChE plazma | Tretman’ | 0,05£0,01 (N=8) (100) | 0,06+0,01 (N=9) (120) | 0,05+0,01 (N=6) (100) 0,4284
uM/min/mL Oporavak’ | 0.07£0,01 (N=7) (100) | 0,06x0,01 (N=8) (86) | 0,070,01 (N=8) (100) 0,3936
BuChE jetra Tretman® | 0,04+0,05 (N=8) (100) | 0,14%0,09 (N=8) (350) | 0,07+0,04 (N=7) (175) 0,0141
uM/min/g Oporavak’® | 0,1420,12 (N=6) (100) | 0,10£0,07 (N=7) (71) | 0,1620,10 (N=8) (114) 0,4319

Relativne promjene (%) su u zagradama.

!'Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.

? Pravastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisti¢ki znacajno (ANOVA, Dunettov test).
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Slika 5.2.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu Stakora nakon primjene pravastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.2.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.2.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi Stakora nakon primjene pravastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.2.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene pravastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.2.2 Ucinci pravastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi

Visekratna primjena 10 i 50 mg/kg/dan PRAV je dovela do pada koncentracije ukupnog
kolesterola (15% 1 4%), HDL (23%, p<0,0027 i 1%), LDL (3% i 6%) 1 triacilglicerola (30%, p<0,0377

i 11%) te do povecanja koncentracije glukoze u plazmi (31% i 43%) u odnosu na kontrolu (Tablica

5.2.2).

U plazmi Stakora tretiranih manjom odnosno ve¢om dozom PRAV su nakon perioda

oporavka ostale smanjene koncentracije ukupnog kolesterola (12% 1 2%) i HDL (10% 1 5%) te

povecana koncentracija glukoze (21% i1 25%). Koncentracija triacilglicerola se u obje tretirane skupine

povecala za 3% odnosno 12% u odnosu na kontrolu. Zivotinje koje su dobivale PRAV u dozi od 10

mg/kg/dan su nakon perioda oporavka imale za 16% manju koncentraciju LDL u odnosu na kontrolu,

dok su zivotinje na vecoj dozi nakon perioda oporavka imale LDL gotovo izjednacen s kontrolom

(Tablica 5.2.2).

Tablica 5.2.2 U¢inci pravastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Pravastatin' Pravastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
Ukupni kolesterol | Tretman? | 1,30£0,16 (N=8) (100) | 1,10£0,23 (N=10) (85) | 1,25+0,07 (N=6) (96) 0,0721
mM/L Oporavak® | 1,630.21 (N=7) (100) | 1,44£0,32 (N=8) (88) | 1,6020.17 (N=8) (98) 0,2792
HDL Tretman’ 1,00+0,12 (N=8) (100) 0,77+£0,17 (N=10) (77) | 0,99£0,07 (N=6) (99) 0,0027
mM/L Oporavak® | 1,2120,14 (N=7) (100) | 1,09+0,27 (N=8) (90) | 1,1520,14 (N=8) (95) 0,5157
LDL Tretman’ 0,34+0,09 (N=8) (100) 0,33+0,06 (N=10) (97) | 0,32+0,06 (N=6) (94) 0,8902
mM/L Oporavak3 0,49+0,10 (N=7) (100) 0,41+0,08 (N=8) (84) 0,50+0,09 (N=8) (102) 0,1142
Triacilgliceroli Tretman? | 0,94+0,22 (N=8) (100) | 0,66£0,21 (N=8) (70) | 0,84=0,14 (N=6) (89) 0,0377
mM/L Oporavak® | 0,87£0,19 (N=7) (100) | 0,90£0,20 (N=8) (103) | 0.97+0,22 (N=8) (112) 0,6100
Glukoza Tretman’ 3,33+0,78 (N=8) (100) 4,36x1,32 (N=10)(131) | 4,78%1,11 (N=6) (143) 0,0576
mM/L Oporavak® | 4.88+1,55 (N=7) (100) | 5,89+1,23 (N=8)(121) | 6,12+2,00 (N=8) (125) 0,3212

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

* Pravastatin je primjenjivan 21 dan.
? Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisti¢ki zna¢ajno (ANOVA, Dunettov test).
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5.2.3 Ucinci pravastatina na koncentraciju malondialdehida u srcu, jetri i bubregu

Primjena manje doze PRAV nije utjecala na koncentraciju MDA u srcu, dok se nakon

primjene 50 mg/kg/dan PRAV koncentracija MDA u srcu povecala za 16%. Obje doze PRAV su
dovele do smanjenja koncentracije MDA u jetri (17% i 11%) i bubregu (20% i 31%) (Tablica 5.2.3,
slike 5.2.5,5.2.615.2.7).

Po isteku perioda oporavka je koncentracija MDA u srcu Stakora koji su dobivali 10

mg/kg/dan PRAV bila manja za 5%, a u onih koje su dobivale 50 mg/kg/dan PRAV je bila veca za

20% u usporedbi s kontrolom. Koncentracija MDA je nakon perioda oporavka i dalje bila smanjena u

odnosu na kontrolu u jetri (21% 1 18%) i u bubregu (18% i1 12%) (Tablica 5.2.3, slike 5.2.5, 5.2.6 i

5.2.7).

Tablica 5.2.3 Uc¢inci pravastatina na koncentraciju malondialdehida u srcu, jetri i bubregu Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Pravastatin' Pravastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
MDA srce Tretman® | 0,1940,10 (N=8) (100) | 0,19£0,05 (N=9) (100) | 0,22+0,05 (N=4) (116) 0,3581
uM Oporavak® | 0,20+0,01 (N=4) (100) | 0,19:0,06 (N=6) (95) | 0,24+0,04 (N=7) (120) 0,1371
MDA jetra Tretman? | 0,36+0,13 (N=8) (100) | 0,30£0,13 (N=8) (83) | 0,32+0,08 (N=8) (89) 0,5042
uM Oporavak’ | 0,34£0,08 (N=6) (100) | 0,270,09 (N=6) (79) | 0,28+0,07 (N=7) (82) 0,4453
MDA bubreg Tretman? | 0,35+0,10 (N=8) (100) | 0,28+0,06 (N=9) (80) | 0,24+0,05 (N=5) (69) 0,1717
uM Oporavak3 0,34+0,07 (N=7) (100) 0,28+0,05 (N=8) (82) 0,30+0,05 (N=7) (88) 0,6936

Relativne promjene (%) su u zagradama.

!'Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

? Pravastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
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Slika 5.2.5 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3 tjedna
te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.2.6 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3 tjedna
te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.2.7 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.2.4 Ucinci pravastatina na koncentraciju leptina u plazmi

Manja doza PRAYV je uzrokovala smanjenje koncentracije leptina u plazmi za 20%, a veca

povecanje za 22% (Tablica 5.2.4).

Nakon perioda oporavka je koncentracija leptina u plazmi u odnosu na kontrolu ostala

smanjena u zivotinja koje su dobivale 10 mg/kg/dan PRAV (4%), a joS$ se viSe i to statisti¢ki znacajno

povecala u onih koje su dobivale PRAV u dozi od 50 mg/kg/dan (235%, p<0,0027) (Tablica 5.2.4).

Tablica 5.2.4 Ucinci pravastatina na koncentraciju leptina u plazmi $takora.

Varijabla Dio Kontrola' Pravastatin' Pravastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
Leptin Tretman’ | 8,12+5,04 (N=7) (100) | 6,49+3,10 (N=8) (80) | 9,89+4,95 (N=6) (122) 0,3735
ng/mL Oporavak’ | 3,32+1,94 (N=7) (100) | 3,20+1,64 (N=6) (96) 11,12%6,11 (N=5) (335) 0,0027

Relativne promjene (%) su u zagradama.

!'Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.

? Pravastatin je primjenjivan 21 dan.

* Oporavak je trajao 10 dana.

Podebljano — statisti¢ki znac¢ajno (ANOVA, Dunettov test).
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5.3 Simvastatin (dvije doze) — pokus III

5.3.1 Uc¢inci simvastatina na katalitiCku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i butirilkolinesteraze

u plazmi i jetri

Obje doze SIMV su izazvale statisticki znacajan pad kataliticke aktivnosti PON1 u serumu za

18% (p<0,0228) te smanjenje aktivnosti PON1 u jetri za 24% i 12% (Tablica 5.3.1, slike 5.3.1 1 5.3.2).

Nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana je aktivnost PON1 u serumu Stakora koji su

dobivali SIMV u odnosu na kontrolu ostala smanjena za 12% i 4%, dok se u jetri povecala ovisno o

dozi SIMV za 35% odnosno za 40% (Tablica 5.3.1, slike 5.3.11 5.3.2).

SIMV je u dozama od 10 i 50 mg/kg/dan doveo do povecanja kataliticke aktivnosti BuChE u
plazmi za 29% i 14%, a u jetri za 18% i1 43% (p<0,0220) (Tablica 5.3.1, slike 5.3.3 1 5.3.4).

Po isteku perioda oporavka je aktivnost BuChE u odnosu na kontrolu ostala povecana u

plazmi (17%) i u jetri (15% i 41%, p<0,0335) (Tablica 5.3.1, slike 5.3.3 i 5.3.4).

Tablica 5.3.1 Ucinci simvastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i

butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Simvastatin' Simvastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg/dan 50 mg/kg/dan ANOVA
PONI serum Tretman> | 0,33£0,07 (N=7) (100) | 0,27+0,03 (N=8) (82) | 0,27+0,03 (N=8) (82) 0,0228
pM/min/mL Oporavak’ | 0,25+0,03 (N=7) (100) | 0,22+0,04 (N=7) (88) 0,24+0,07 (N=7) (96) 0,5196
PONI jetra Tretman’> | 0,25+0,08 (N=7) (100) | 0,19+0,07 (N=8) (76) 0,22+0,11 (N=7) (88) 0,4760
HM/min/g Oporavak® | 0,20+0,08 (N=7) (100) | 0,27+0,08 (N=7) (135) | 0,28+0,08 (N=7) (140) 0,1358
BuChE plazma | Tretman> | 0,07£0,01 (N=7) (100) | 0,09+0,02 (N=8) (129) | 0,08+0,03 (N=8) (114) 0,4952
HM/min/mL Oporavak’ | 0,06£0,01 (N=7) (100) | 0,07+0,02 (N=7) (117) | 0,07+0,02 (N=7) (117) 0,6212
BuChE jetra Tretman> | 0,28+0,06 (N=7) (100) | 0,33+0,08 (N=8) (118) | 0,40+0,08 (N=8) (143) 0,0220
HM/min/g Oporavak’ | 0,27+0,06 (N=7) (100) | 0,31+0,08 (N=7) (115) | 0,38+0,06 (N=7) (141) 0,0335

Relativne promjene (%) su u zagradama.

"Vrijednosti su izraZene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

? Simvastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisticki znacajno (ANOVA, Dunettov test).
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Slika 5.3.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu Stakora nakon primjene simvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.3.2 Kataliti¢ka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.3.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi Stakora nakon primjene simvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.3.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene simvastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.3.2 Uc¢inci simvastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi

Primjena SIMV u obje doze je u plazmi dovela do smanjenja koncentracije ukupnog

kolesterola (14% i1 6%), HDL (14%, p<0,0161 i 13%, p<0,0161), triacilglicerola (18% i 17%) i

glukoze (47%, p<0,0180 i 4%). U Stakora u kojih je primjenjivana manja doza SIMV koncentracija

LDL je u plazmi bila smanjena za 19%, a u onih koje su dobivale ve¢u dozu koncentracija LDL u

plazmi se nije razlikovala od vrijednosti koncentracije izmjerenoj u kontrolnoj skupini Zivotinja

(Tablica 5.3.2).

Nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana u¢inak SIMV na lipide se uglavnom izgubio te

su se u odnosu na kontrolu povecale koncentracije LDL (10% i 28%, p<0,0334), glukoze (63% 1 72%)

i triacilglicerola za 30% samo nakon primjene manje doze SIMV. Koncentracije ukupnog kolesterola i

HDL nakon primjene 10 i 50 mg/kg/dan SIMV, kao i triacilglicerola u sluc¢aju primjene SIMV u dozi

od 50 mg/kg/dan su se nakon perioda oporavka gotovo izjednacile sa kontrolom (Tablica 5.3.2).

Tablica 5.3.2 Uc¢inci simvastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Simvastatin' Simvastatin’ p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
Ukupni kolesterol | Tretman? | 1,54+0,22 (N=7) (100) | 1,33%0,19 (N=8) (86) | 1,44+0,11 (N=8) (94) 0,0959
mM/L Oporavak’ | 1,69:0.21 (N=7) (100) | 1,64£0,23 (N=7) (97) | 1,680,16 (N=7) (99) 0,8960
HDL Tretman® 1,08+0,12 (N=7) (100) 0,93+0,11 (N=7) (86) 0,94+0,06 (N=8) (87) 0,0161
mM/L Oporavak’ | 1,18£0,15 (N=7) (100) | 1,13£0,18 (N=7) (96) | 1,09x0,13 (N=7) (92) 0,5531
LDL Tretman® 0,48+0,12 (N=7) (100) 0,39+0,08 (N=8) (81) 0,48+0,11 (N=8) (100) 0,1455
mM/L Oporavak® | 0,50+0,06 (N=7) (100) | 0,55£0,10 (N=7)(110) | 0,64x0,12 (N=7)(128) 0,0334
Triacilgliceroli Tretman® | 0,93+0,22 (N=7) (100) | 0,76+0,22 (N=8) (82) | 0,77+0,19 (N=8) (83) 0,2209
mM/L Oporavak’ | 0,93£0,17 (N=7) (100) | 1,12£0,36 (N=7)(130) | 0,820,24 (N=7) (88) 0,1290
Glukoza Tretman | 6,94+3,80 (N=7) (100) | 3,66+1,09 (N=8) (53) | 6,64=1,11 (N=8) (96) 0,0180
mM/L Oporavak’ | 5,20:0,81 (N=7) (100) | 8,47+2,17 (N=7)(163) | 8,933,86 (N=7) (172) 0,0299

Relativne promjene (%) su u zagradama.

"Vrijednosti su izraZene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

? Simvastatin je primjenjivan 21 dan.
* Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisti¢ki zna¢ajno (ANOVA, Dunettov test).
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5.3.3 Uc¢inci simvastatina na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri i bubregu

SIMV je u dnevnim dozama od 10 i 50 mg/kg doveo do pada koncentracije MDA u plazmi za

9% 1 statisticki znacajno za 39% (p<0,0493), srcu za 13% 1 17%, jetri za 36% i 9%, te u bubregu za
21% 1 17% (Tablica 5.3.3, slike 5.3.5, 5.3.6, 5.3.7 1 5.3.8).

Nakon perioda oporavka su koncentracije MDA ostale smanjene u plazmi i tkivima svih

Stakora koji su dobivali SIMV, te su u plazmi bile statisticki zna¢ajno smanjene za 26% (p<0,0010) i

62% (p<0,0010), u srcu za 31% (p<0,0204) 1 27%, u jetri za 14% 1 10%, te u bubregu za 16% u obje

eksperimentalne skupine (Tablica 5.3.3, slike 5.3.5, 5.3.6, 5.3.7 1 5.3.8).

Tablica 5.3.3 U¢inci simvastatina na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri i bubregu

Stakora.
Varijabla Dio Kontrola' Simvastatin' Simvastatin' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA
MDA plazma Tretman® | 4,71+1,76 (N=7) (100) | 4,29+0,94 (N=8) (91) | 2,86%1,04 (N=6) (61) 0,0493
uM Oporavak3 4,43+0,72 (N=7) (100) 3,26x1,16 (N=7) (74) 1,67£0,36 (N=7) (38) <0,0010
MDA srce Tretman® | 0,23+0,04 (N=7) (100) | 0,20+0,06 (N=8) (87) | 0,19+0,04 (N=8) (83) 0,1683
uM Oporavak’ | 0,26+0,06 (N=6) (100) | 0,18£0,06 (N=7) (69) | 0,19£0,04 (N=7) (73) 0,0204
MDA jetra Tretman® | 0,22+0,07 (N=7) (100) | 0,14+0,08 (N=7) (64) | 0,20+0,04 (N=8) (91) 0,1822
uM Oporavak’ | 0,21£0,02 (N=6) (100) | 0,18£0,07 (N=5) (86) | 0,19£0,06 (N=7) (90) 0,1491
MDA bubreg Tretman® | 0,24+0,04 (N=7) (100) | 0,19+0,03 (N=6) (79) | 0,20+0,01 (N=6) (83) 0,0455
uM Oporavak3 0,25+0,03 (N=6) (100) 0,21+0,03 (N=7) (84) 0,21+0,04 (N=6) (84) 0,1355

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

* Simvastatin je primjenjivan 21 dan.
? Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisticki znacajno (ANOVA, Dunettov test).

64




8- Tretman Oporavak
= 6
2 *
s *
E 4 T T
(1]
=3 T *
<
g 2 =
0- T T T T
NSNS DD D
F P
& o o IR IR
ERNEIR 0 & @
<& NN
(A X X A X X
O 5 O 5 P
O° 4’0 4’0 OO 4’0 4’0
+ & &€ + & &

*
p<0,05

vs. kontrola

Slika 5.3.5 Koncentracija malondialdehida u plazmi Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.3.6 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.3.7 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.3.8 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.3.4 Uc¢inci simvastatina na koncentraciju leptina u plazmi

SIMV je nakon primjene u dozama od 10 i 50 mg/kg/dan doveo do smanjenja koncentracije

leptina u plazmi za 40% (p<0,0311) i 21% (Tablica 5.3.4).

Nakon perioda oporavka se koncentracija leptina u plazmi u eksperimentalnoj skupini koja je

dobivala manju dozu SIMV povecala za 54%, dok je u skupini koja je dobivala veéu dozu SIMV

ostala za 19% smanjena u odnosu na kontrolu (Tablica 5.3.4).

Tablica 5.3.4 Ucinci simvastatina na koncentraciju leptina u plazmi Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Simvastatin’ Simvastatin’ p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg 50 mg/kg ANOVA

Leptin Tretman® | 27,34%9,20 (N=6) (100) | 16,36+7,99 (N=8) (60) 21,6543,24 (N=8) (79) 0,0311

ng/mL Oporavak’® | 18,37£7,96 (N=8) (100) | 28,27+13,78 (N=7) (154) | 14,87+10,29 (N=7) (81) 0,0787

Relativne promjene (%) su u zagradama.
!'Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.
? Simvastatin je primjenjivan 21 dan.

* Oporavak je trajao 10 dana.

Podebljano — statisti¢ki znac¢ajno (ANOVA, Dunettov test).
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5.4 Simvastatin (1 doza) — pokus IV

5.4.1 Uc¢inci simvastatina na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri, bubregu i mozgu

Pod utjecajem SIMV se koncentracija MDA statisticki znac¢ajno smanjila u plazmi, srcu, jetri,
bubregu i mozgu za 18% (p<0,0390), 11% (p<0,0399), 9% (p<0,0221), 13% (p<0,0256) i 40%
(p<0,0222) (Tablica 5.4.1, slike 5.4.1, 5.4.2,5.4.3,5.4.415.4.5).

Vrijednost koncentracije MDA je u Zivotinja koje su dobivale SIMV ostala smanjena i nakon

perioda oporavka za 22% (p<0,0204), 17%, 9%, 13% i 21% (Tablica 5.4.1, slike 5.4.1, 5.4.2, 5.4.3,

54.4i54.5).

Tablica 5.4.1 Ucinci simvastatina na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri, bubregu i

mozgu Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Simvastatin' p-vrijednost

pokusa 0,9% NaCl 10 mg/kg (t-test)
MDA plazma Tretman | 0,39+0,04 (N=8) (100) | 0,32+0,04 (N=9) (82) 0,0390
uM Oporavak’ | 0,40+0,08 (N=8) (100) | 0,31%0,05 (N=9) (78) 0,0204
MDA srce Tretman | 0,18+0,21 (N=8) (100) | 0,16%0,02 (N=9) (89) 0,0399
uM Oporavak’ | 0,18+0,02 (N=8) (100) | 0,150,02 (N=9) (83) 0,0517
MDA jetra Tretman | 0,22+0,02 (N=8) (100) | 0,20+0,02 (N=9) (91) 0,0221
uM Oporavak® | 0,22£0,02 (N=8) (100) | 0,200,01 (N=8) (91) 0,0605
MDA bubreg Tretman | 0,23+0,02 (N=8) (100) | 0,20+0,02 (N=9) (87) 0,0256
uM Oporavak® | 0,23£0,03 (N=8) (100) | 0,20+0,02 (N=9) (87) 0,1571
MDA mozak Tretman | 0,15+0,05 (N=8) (100) | 0,09+0,03 (N=7) (60) 0,0222
uM Oporavak® | 0,14+0,03 (N=8) (100) | 0,11=0,04 (N=9) (79) 0,1069

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

* Simvastatin je primjenjivan 21 dan.
? Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisti¢ki znacajno (p<0,05).

70



0.5- Tretman Oporavak
*

S 04 * * p < 0,05
= -T- T vs. kontrola
g 0.3
N
K
o 0.2-
<
a
= 0.11

0.0 . .

N N A N
& P & P
o\o o o\ o
Q- N AR
& & LK

Q > Q S
¢ ¢

2 2

Slika 5.4.1 Koncentracija malondialdehida u plazmi Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.4.2 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.4.3 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.4.4 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.4.5 Koncentracija malondialdehida u mozgu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.5 Gemfibrozil — pokus V

5.5.1 Uc¢inci gemfibrozila na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i butirilkolinesteraze

u plazmi i jetri

GEM nije imao utjecaja na kataliticku aktivnost PON1 u serumu, dok se aktivnost PON1 u
jetri pod utjecajem GEM-a u odnosu na kontrolu statisti¢ki znacajno smanjila za 56% (p<0,0009)
(Tablica 5.5.1, slike 5.5.115.5.2).

Nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana se u Stakora koji su dobivali GEM aktivnost
PONT1 u serumu nije znacajno promijenila, a u jetri je aktivnost PON1 bila povecana za 29% u odnosu

na vrijednosti u kontrolnoj skupini (Tablica 5.5.1, slike 5.5.1 1 5.5.2).

Primjena GEM je dovela do porasta aktivnosti BuChE u plazmi (13%) i smanjenja aktivnosti
BuChE u jetri (32%) (Tablica 5.5.1, slike 5.5.315.5.4).

Nakon perioda oporavka se aktivnost BuChE u plazmi i jetri zivotinja koje su dobivale GEM
povecala u odnosu na vrijednosti izmjerene nakon prestanka tretmana, te je u plazmi aktivnost bila za
60% veca, a u jetri statisticki znacajno veca za 63% u odnosu na kontrolu (p<0,0044) (Tablica 5.5.1,

slike 5.5.315.5.4).

Tablica 5.5.1 UCcinci gemfibrozila na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i

butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Gemfibrozil' p-vrijednost

pokusa 0,9% NaCl 50 mg/kg/dan (t-test)
PONI serum Tretman® | 0,19+0,03 (N=6) (100) 0,20+0,01 (N=7) (105) 0,7530
HM/min/mL Oporavak® | 0,26+0,01 (N=6) (100) 0,27+0,03 (N=6) (104) 0,7151
PONI jetra Tretman® | 0,27+0,02 (N=6) (100) 0,12+0,02 (N=7) (44) 0,0009
HM/min/g Oporavak’ | 0,34+0,06 (N=6) (100) 0,44+0,05 (N=7) (129) 0,2289
BuChE plazma | Tretman? | 0,08+0,02 (N=6) (100) 0,09+0,04 (N=7) (113) 0,3552
HM/min/mL Oporavak® | 0,05+0,02 (N=6) (100) 0,08+0,02 (N=6) (160) 0,0534
BuChE jetra Tretman® | 0,22+0,09 (N=6) (100) 0,15+0,05 (N=7) (68) 0,1214
HM/min/g Oporavak’ | 0,19+0,06 (N=6) (100) 0,310,06 (N=7) (163) 0,0044

Relativne promjene (%) su u zagradama.

' Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.

* Gemfibrozil je primjenjivan 21 dan.
*Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisticki znacajno (p<0,05).
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Slika 5.5.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu Stakora nakon primjene gemfibrozila
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.5.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.5.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi §takora nakon primjene gemfibrozila

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.5.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene gemfibrozila

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.5.2 Uc¢inci gemfibrozila na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi

Stakori koji su dobivali GEM su u plazmi imali statisti¢ki znaGajno veéu koncentraciju
ukupnog (30%, p<0,0018), HDL (39%, p<0,0005) i LDL kolesterola (37%, p<0,0353), dok se
koncentracija triacilglicerola statisticki znacajno smanjila za 32% (p<0,0020), a glukoze za 24%
(Tablica 5.5.2).

Nakon prestanka primjene GEM 1 isteka 10 dana perioda oporavka zadrzale su se statisticki
znacajno povecane vrijednosti koncentracije ukupnog kolesterola i HDL (28%, p<0,0369 i 35%,
p<0,0185), povecana koncentracija LDL (15%) te smanjena koncentracija triacilglicerola (11%) u

odnosu na kontrolu, dok se koncentracija glukoze u plazmi s kontrolom izjednacila (Tablica 5.5.2).

Tablica 5.5.2 U¢inci gemfibrozila na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Gemfibrozil' p-vrijednost

pokusa 0,9% NaCl 50 mg/kg (t-test)
Ukupni kolesterol | Tretman® | 1,64+0,10 (N=6) (100) 2,14+0,08 (N=7) (130) 0,0018
mM/L Oporavak® | 1,44+0,10 (N=6) (100) 1,84:+0,13 (N=7) (128) 0,0369
HDL Tretman®> | 1,14+0,08 (N=6) (100) 1,59:0,05 (N=7) (139) 0,0005
mM/L Oporavak® | 1,00+0,08 (N=6) (100) 1,35+0,10 (N=7) (135) 0,0185
LDL Tretman®> | 0,48+0,05 (N=6) (100) 0,6620,05 (N=7) (137) 0,0353
mM/L Oporavak® | 0,45+0,03 (N=6) (100) 0,52+0,05 (N=7) (115) 0,3038
Triacilgliceroli Tretman®> | 1,06+0,06 (N=6) (100) 0,720,06 (N=7) (68) 0,0020
mM/L Oporavak® | 1,16£0,20 (N=6) (100) 1,03+0,08 (N=7) (89) 0,5214
Glukoza Tretman> | 7,77+2,81 (N=6) (100) 5,88+0,87 (N=7) (76) 0,1185
mM/L Oporavak® | 13,35+5,22 (N=6) (100) 13,43+3,48 (N=7) (101) 0,9751

Relativne promjene (%) su u zagradama.

' Vrijednosti su izrazene kao aritmeti¢ka sredina + S.D.
* Gemfibrozil je primjenjivan 21 dan.

*Oporavak je trajao 10 dana.

Podebljano — statisticki znacajno (p<0,05).
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5.5.3 Uc¢inci gemfibrozila na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri i bubregu

GEM je uzrokovao statisticki znacajno povecanje koncentracije MDA u plazmi (52%,
p<0,0078), srcu (47%, p<0,0001), jetri (42%, p<0,0352) i bubregu (30%, p<0,0001) (Tablica 5.5.3,
slike 5.5.5, 5.5.6,5.5.715.5.8).

Nakon prestanka primjene GEM i isteka perioda oporavka koncentracija MDA u plazmi, srcu,

jetri 1 bubregu je jo§ uvijek bila povecana (10-74%) u usporedbi s vrijednostima koncentracije

izmjerenim u kontroli, od ¢ega je povecanje bilo statisticki znacajno u plazmi (74%, p<0,0001) i u

srcu (25%, p<0,0113) (Tablica 5.5.3, slike 5.5.5, 5.5.6, 5.5.7 1 5.5.8).

Tablica 5.5.3 U¢inci gemfibrozila na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri i bubregu

Stakora.
Varijabla Dio Kontrola' Gemfibrozil' p-vrijednost

pokusa 0,9% NaCl 50 mg/kg (t-test)
MDA plazma Tretman | 0,91+0,23 (N=5) (100) 1,38+0,19 (N=5) (152) 0,0078
uM Oporavak® | 0,23£0,03 (N=5) (100) 0,40+0,03 (N=6) (174) <0,0001
MDA srce Tretman | 0,19+0,01 (N=6) (100) 0,28+0,03 (N=6) (147) <0,0001
uM Oporavak® | 0,20+0,02 (N=5) (100) 0,25+0,03 (N=6) (125) 0,0113
MDA jetra Tretman | 0,19+0,02 (N=6) (100) 0,27+0,02 (N=6) (142) 0,0352
uM Oporavak® | 0,19+0,02 (N=6) (100) 0,22+0,02 (N=6) (116) 1,0000
MDA bubreg Tretman> | 0,20+0,01 (N=6) (100) 0,26+0,01 (N=7) (130) <0,0001
uM Oporavak® | 0,20+0,01 (N=6) (100) 0,22+0,02 (N=6) (110) 0,0533

Relativne promjene (%) su u zagradama.

! Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.

* Gemfibrozil je primjenjivan 21 dan.
*Oporavak je trajao 10 dana.
Podebljano — statisti¢ki znacajno (p<0,05).
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Slika 5.5.5 Koncentracija malondialdehida u plazmi Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.5.6 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.5.7 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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Slika 5.5.8 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana.

Rezultati (vrijednosti) su izrazene kao aritmeticka sredina = S.D.
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5.5.4 Ucinci gemfibrozila na koncentraciju leptina u plazmi

Primjena GEM nije utjecala na koncentraciju leptina u plazmi (Tablica 5.5.4).

Nakon perioda oporavka se koncentracija leptina u plazmi Stakora koji su dobivali GEM

povecala za 39% u odnosu na kontrolu (Tablica 5.5.4).

Tablica 5.5.4 U¢inci gemfibrozila na koncentraciju leptina u plazmi Stakora.

Varijabla Dio Kontrola' Gemfibrozil' p-vrijednost
pokusa 0,9% NaCl 50 mg/kg (t-test)
Leptin Tretman® | 15,9245,03 (N=5) (100) 15,26+4,82 (N=6) (96) 0,8304
ng/mL Oporavak® | 25,66 £11,52 (N=6) (100) | 35.67% 15,78 (N=6) (139) 0,2379

Relativne promjene (%) su u zagradama.

!'Vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina + S.D.
? Gemfibrozil je primjenjivan 21 dan.

*Oporavak je trajao 10 dana.
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6.0 RASPRAVA

Iz rezultata je vidljivo da su obje doze atorvastatina izazvale tendenciju povecanja katalitiCke
aktivnosti PON1 u serumu, i to za 10% nakon primjene manje doze te statisticki znacajno nakon vece
doze (29%, p<0,05). Statisticki znacajno povecanje kataliticke aktivnosti istog enzima nakon primjene
obje doze atorvastatina izmjereno je takoder i u jetri (26% 1 40%, p<0,05) (Tablica 5.1.1, slike 5.1.1 1
5.1.2) u odnosu na kontrolu. Nakon visekratne primjene obje doze simvastatina rezultati su bili
suprotni. Tendencija pada aktivnosti enzima u serumu nakon primjene obje doze je bila ista i statisticki
znacajna (za 18%, p<0,05), dok je u jetri tendencija smanjenja aktivnosti PON1 za 24% izmjerena
nakon primjene manje te za 12% nakon primjene vece doze simvastatina (Tablica 5.3.1, slike 5.3.1 i
5.3.2). Ucinci pravastatina na aktivnost PON1 u serumu su bili razli¢iti s obzirom na primijenjenu
dozu. U serumu je manja doza izazvala tendenciju pada aktivnosti PON1 za 21%, a veca statisticki
znacajan porast aktivnosti enzima (21%, p<0,05). U isto vrijeme, obje doze su izazvale statisti¢ki
znacajno povecanje aktivnosti PONI1 u jetri (28% manja doza, p<0,05 i 37% veca doza, p<0,05)
(Tablica 5.2.1, slike 5.2.1 1 5.2.2). Prema tome smjer kretanja aktivnosti PON1 u serumu 1i jetri slican
je nakon primjene atorvastatina i simvastatina, a razli¢it nakon primjene pravastatina. Nakon perioda
oporavka statisticki znacajno vece aktivnosti PON1 izmjerene su u jetri nakon primjene obje doze
atorvastatina (43% 1 29%, p<0,05) (Tablica 5.1.1, slika 5.1.2). Aktivnost PONI u jetri u odnosu na
kontrolu je pokazala tendenciju porasta i nakon perioda oporavka u pokusu s obje doze pravastatina za
15% 1 10% (Tablica 5.2.1, slika 5.2.2) te simvastatina za 35% 1 40% (Tablica 5.3.1, slika 5.3.2).

Atorvastatin je u pokusu I u manjoj dozi statisticki znacajno povecao koncentraciju ukupnog
kolesterola (24%), HDL (17%) i LDL (55%) (p<0,05). Pri primjeni ve¢e doze atorvastatina postoji
sklonost povecanju koncentracije LDL cestica (24%), dok su vrijednosti koncentracije ukupnog
kolesterola i HDL Cestica ostale nepromijenjene (Tablica 5.1.2). Pravastatin je u manjoj dozi statisticki
znacajno smanjio koncentraciju HDL-a (smanjenje od 23% u odnosu na kontrolu, p<0,05) i umjereno
smanjio vrijednost koncentracije ukupnog kolesterola (za 15%) (Tablica 5.2.2), dok je simvastatin u
obje doze statisticki znacajno smanjio samo koncentraciju HDL cestica u plazmi (14% 1 13%, p<0,05)
(Tablica 5.3.2). Ono $to je uocljivo u ovim rezultatima je da su pad ili porast vrijednosti koncentracije
HDL bili pra¢eni istosmjernim promjenama aktivnosti PONT1.

Prema literaturi, i klini¢ki podaci i eksperimentalni podaci dobiveni na zivotinjama pokazuju
da ucinci statina na aktivnost PON1 i koncentracije pojedinih lipida plazme nisu jedinstveni. U
pokusima na Stakorima u trajanju od 3 tjedna cerivastatin, fluvastatin i pravastatin su pokazali razlicitu
sklonost smanjenja plazmatske aktivnosti PON1 (2, 201). Najmanju tendenciju pada aktivnosti PON1
su izazvale obje doze cerivastatina (16,1% kod doze od 0,03 mg/kg dnevno, te 11,6% kod doze 0,3
mg/kg/dan) (2). Mala doza fluvastatina (2 mg/kg/dan), kao i pravastatin u dozama od 4 1 40 mg/kg/dan
nisu utjecali na aktivnost PON1, dok je veca doza fluvastatina (20 mg/kg/dan) izazvala pad aktivnosti

od 23,6% (201). Suprotno rezultatima u ovoj disertaciji, Beltowski i sur. nakon primjene cerivastatina,
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fluvastatina i pravastatina u normolipidemi¢nih Stakora nisu dokazali promjene u koncentracijama
HDL i ukupnog kolesterola (2, 201). U hiperkolesterolemickih kunica je atorvastatin u dozi od 0,3
mg/kg dnevno tijekom 4 tjedna primjene izazvao statisticki znacajan porast serumske aktivnosti PON1
u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja (202).

Klinicki podaci o utjecaju statina na PONI1 i pojedine lipidne frakcije tijekom njihove
primjene u osoba s hiperlipidemijom su kao i u pokusima na zivotinjama proturjecni. Tako je
atorvastatin (10 mg dnevno/6 mjeseci) izazvao nekoliko uc¢inaka: statisticki znacajan pad koncentracije
ukupnog i LDL-kolesterola u serumu bez promjene vrijednosti koncentracije triacilglicerola i HDL
Cestica, sklonost smanjenju citotoksicnog ucinka oksidacijskog stresa u limfocitima izoliranim iz
periferne krvi pacijenata, te statisticki znac¢ajno povecanje kataliticke aktivnosti PON1 (165). Suprotne
rezultate su pokazali pokusi Tsimihodimosa i sur., koji u bolesnika sa hiperlipidemijom i na terapiji
atorvastatinom (20 mg dnevno/4 mjeseca) nisu dokazali promjenu aktivnosti PON1 unato¢ korekciji
poremecenog lipidnog statusa (203). Ucinci simvastatina na aktivnost PON1 su takoder razliciti.
Statisticki znacajan porast aktivnosti PON1 od 20%, te statisti¢ki znacajan pad koncentracije LDL,
ukupnog kolesterola, triacilglicerola 1 oksidiranih lipida dokazani su u pacijenata s
hiperkolesterolemijom nakon primjene simvastatina (20 mg dnevno) tijekom 4 mjeseca (55). U istih
pacijenata simvastatin nije utjecao na koncentracije HDL i apo A-I u plazmi (55). U pokusu Balogha i
sur. (204) primjena simvastatina u dozi od 20 mg dnevno tijekom mjesec dana u bolesnika s
hiperlipoproteinemijom nije izazvala statisticki znacajne promjene plazmatske koncentracije HDL i
aktivnosti PON1. Ista doza simvastatina je u pokusu Muacevi¢-Katanec i sur. (205) u serumu
pacijenata s hiperlipoproteinemijom izazvala tendenciju porasta aktivnosti PON1 od 18% na kraju
treceg i Sestog mjeseca terapije, bez promjena koncentracije HDL. Na temelju rezultata Balogha i sur.
(204) 1 Muacevi¢-Katanec i sur. (205), ¢ini se da ucinci simvastatina na aktivnost PON1 nisu ovisni o
duzini njegove primjene. Slican zakljucak, da kratkotrajna primjena simvastatina (40 mg dnevno) ili
benzafibrata (400 mg dnevno) tijekom 8 tjedana, ili njihova kombinacija ne utjece na aktivnost PON1
u pacijenata sa Secernom bolesti tipa 2, dokazana je i u pokusima Dullaarta i sur. (206).

Za sada jos uvijek nije poznat toCan mehanizam djelovanja statina na kataliticku aktivnost
PONI1. Postoje pretpostavke kojima se mogu pokusati objasniti rezultati dobiveni u ovom radu.

Cinjenica je da se PON1 u krvi prenosi najve¢im dijelom u sastavu HDL, a manjim dijelom u
sklopu hilomikrona (59) 1 VLDL ¢estica (60). Isto je tako ¢injenica da vezanje PON1 za VLDL cestice
moze postati zna¢ajno u stanjima smanjene koncentracije HDL u plazmi (207). S obzirom da HDL, au
manjoj mjeri i VLDL Cestice kao 1 hilomikroni poticu izlu¢ivanje PON1 iz hepatocita, te da joj pruzaju
okoli§ u kojem enzim ima optimalnu stabilnost i katalitiCku aktivnost, promjena njihovog sastava i/ili
koncentracije u plazmi tijekom primjene statina bi mogla imati utjecaj na aktivnost PON1 u krvi, bilo
na nacin da je povecava ili smanjuje.

Pokusi in vitro su pokazali da statini potiskuju aktivnost promotorske regije PON1 gena u

koncentracijama koje odgovaraju klinickim podacima (208, 72). U pokusima na kulturi stanica je
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dokazano da je upravo simvastatin najaktivniji represor gena za PON1 u odnosu na pravastatin i
fluvastatin (72). Stoga se tendencija pada aktivnosti PON1 u serumu i jetri izmjerena nakon primjene
obje doze simvastatina u pokusu III moze protumaciti upravo njegovim inhibicijskim djelovanjem na
promotorsku regiju gena za PONI, tim vise $to je nakon perioda oporavka u odnosu na kontrolu
aktivnost PON1 u jetri pokazala sklonost porasta za 35% i 40% nakon obje doze (Tablica 5.3.1, slike
5.3.115.3.2). S obzirom na ¢injenicu da su atorvastatin i pravastatin u pokusima I odnosno II izazvali
statisticki znacCajan porast aktivnosti PON1 u jetri (za 26% i 40% te 28% i 37%, p<0,05) (Tablice 5.1.1
i 5.2.1, slike 5.1.2 i 5.2.2), utjecaj pojedinih statina na promotorsku regiju PON1 gena vjerojatno je
razli¢it. Razlicitosti u eksperimentalnim i klinickim podacima koje se odnose na aktivnost PONI i
koncentracije HDL i LDL mogu se protumaciti na jo§ 2 nacina: 1) moguénosti da je aktivnost
serumske PONI1 regulirana jo§ nekim drugim genom, uklju¢ivo i onima za apoproteine, te 2)
smanjenom aktivnost PON1 zbog smanjenja koncentracije oksidiranih lipoproteinskih Cestica u krvi
tijekom primjene statina.

Moguée objasnjenje za statinima uzrokovanu promjenu aktivnosti PONI bila bi i aktivacija
PPARa receptora putem inhibicije izoprenilacije odredenih signalnih molekula (209). Prema nekim
autorima, antilipidni bi lijekovi putem aktivacije PPARa receptora posredovali promjenu sinteze
apoA-I koji kao jedna od komponenti HDL cestica pomazu sekreciju PON1 iz hepatocita te sudjeluju
u odrzavanju stabilnosti i optimalne kataliticke aktivnosti PON1 (57). Ovim bi se procesom dakle
posljedi¢no promijenila i aktivnost PON1 u serumu. Beltowski i sur. te Berthou i sur. smatraju da u
glodavaca, za razliku od ljudi, PPARa agonisti inhibiraju sintezu apoA-I u jetri (201, 210). Stoga je
moguce, slicno pretpostavci Beltowskog i sur., da su u ovom radu simvastatin u obje doze, te
pravastatin u manjoj dozi putem aktivacije PPARa receptora inhibirali sintezu apoA-I, a time i
negativno djelovali na aktivnost PON1. Obzirom na ¢injenicu da atorvastatin nije izazvao smanjenje
koncentracije HDL i da nije smanjio aktivnost PON1, moguc¢e je da pojedini predstavnici statina
nemaju jednaki agonisticki u¢inak na PPARa receptore. Ovu pretpostavku potkrepljuju raniji rezultati
Steinera i sur. (2001), koji su pokazali da primjena fluvastatina povecava, a ne smanjuje sadrzaj apoA-
[ u jetri Stakora (211).
dobiven u tre¢em pokusu ovog rada. Budu¢i da PON1 sudjeluje u hidrolizi spojeva s laktonskim
prstenom kojima pripada i simvastatin (212), moguce je da je smanjenje kataliticke aktivnosti PON1
koje je dokazano nakon njegove viSekratne primjene (pokus III) jednostavno odraz sudjelovanja PON1
u procesu hidrolize ovog antilipidnog lijeka. Prema tome, smanjenje aktivnosti PONI1 tijekom
primjene statina mozZe biti posljedica zdruZenih razli¢itih mehanizama njihovog djelovanja.

S obzirom na cinjenicu da su navedena istraZivanja utjecaja statina na aktivnost PONI1
provedena u osoba s poremec¢enim metabolizmom lipida, te da hiperlipidemija sama po sebi uzrokuje
oksidacijski stres i smanjuje aktivnost PON1 (77), moguce je da je porast aktivnosti PON1 dokazan u

nekih pacijenata na statinima rezultat ne samo njihovog djelovanja na poremeceni status lipida veé i
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njihovog antioksidacijskog ucinka. Smanjenje plazmatske koncentracije LDL lipoproteina, odnosno
Cestica podloznih oksidacijskoj modifikaciji, izazvano statinima, kao i direktni antioksidacijski uc¢inak
tih lijekova (213), mogli bi sinergisti¢ki djelovati na porast aktivnosti PON1 u spomenutim klinickim
istrazivanjima. Rezultati istrazivanja Paragha i sur. koji su uocili da atorvastatin u osoba s
hiperkolesterolemijom povecava aktivnost, ali ne i koncentraciju PONI1 govori u prilog ove
pretpostavke (214).

Poznato je da je MDA indikator oksidacije lipida i oksidacijskog stresa. Rezultati pokusa u
ovom radu jasno pokazuju da nakon primjene obje doze atorvastatina postoji tendencija smanjenja
koncentracije MDA u srcu (18%), jetri (23% 1 14%) i bubregu (9% 1 17%, p<0,05) (Tablica 5.1.3,
slike 5.1.5, 5.1.6 1 5.1.7), kao i nakon primjene obje doze pravastatina u jetri (17% i 11%) i u bubregu
(20% 1 31%) (Tablica 5.2.3, slike 5.2.6 1 5.2.7). Zanimljiv je podatak da u srcu manja doza
pravastatina nije promjenila koncentraciju MDA u odnosu na kontrolu, dok je veéa doza pokazala
tendenciju porasta koncentracije MDA od 16% (Tablica 5.2.3, slika 5.2.5). Antioksidacijski u¢inak je
bio najizrazeniji nakon primjene obje doze simvastatina (pokus III), te u ponovljenom pokusu u kojem
je primijenjeno samo 10 mg/kg simvastatina dnevno (pokus IV). Pri primjeni manje doze simvastatina
u pokusu III uocena je tendencija smanjenja koncentracije MDA u plazmi za 9%, u srcu za 13%, u
jetri za 36% 1 u bubregu za 21% (Tablica 5.3.3, slike 5.3.5, 5.3.6, 5.3.7 1 5.3.8). Pri primjeni vece doze
simvastatina u pokusu III izmjereno je statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije MDA u plazmi za
39% (p<0,05), dok su vrijednosti MDA u srcu i bubregu pokazivale jednaku tendenciju smanjenja od
17% (Tablica 5.3.3, slike 5.3.5, 5.3.6 , 5.3.7 i 5.3.8). Zbog provjere dobivenih rezultata s obje doze
simvastatina (pokus III), ponovljen je pokus s manjom dozom od 10 mg/kg/dan (pokus IV), koji je
potvrdio prethodno dobivene rezultate. To znaci da je statisticki znacajan pad (p<0,05) koncentracije
MDA izmjeren u plazmi (za 18%), srcu (za 11%), jetri (za 9%), bubregu za 13% te u mozgu za 40% u
odnosu na kontrolu (Tablica 5.4.1, slike 5.4.1, 5.4.2, 5.4.3, 5.4.4 1 5.4.5). Nakon perioda oporavka od
10 dana (pokus III), statisticki znac¢ajno manje koncentracije MDA u odnosu na kontrolu izmjerene su
u plazmi nakon primjene manje (za 26%, p<0,05) i vece doze (za 62%, p<0,05) simvastatina (Tablica
5.3.3, slika 5.3.5). Budu¢i da su vrijednosti koncentracije MDA nakon perioda oporavka bile manje i u
odnosu na koncentracije MDA izmjerene po zavrSetku primjene lijeka, moze se zakljuciti da
antioksidacijski ucinak simvastatina ne iSCezava istovremeno s prestankom njegove primjene.
Tendencija smanjenja koncentracije MDA nakon perioda oporavka je dokazana i u ponovljenom
pokusu s 10 mg/kg simvastatina dnevno (pokus IV), narocito u plazmi za 22%, p<0,05, srcu za 17% i
u bubregu za 13% (Tablica 5.4.3, slike 5.4.1, 5.4.2 i 5.4.4) te u pokusu s obje doze atorvastatina
(pokus 1) (osobito u srcu za 18% i 29% te u bubregu za 4% i 13%) (Tablica 5.1.3, slike 5.1.51 5.1.7).
Obzirom na ¢injenicu da se danas antioksidacijski ucinak statina koristi vrlo ¢esto u lije¢enju nekih
akutnih kardiovaskularnih bolesti, ovi rezultati su vazni iz vi$e razloga. Prvi je da su sva tri ispitivana
statina u veéine tkiva pokazala antioksidacijsko djelovanje. Iznimka je pravastatin koji pokazuje

naginjanje ka porastu koncentracije MDA u srcu nakon primjene veée doze, uz dodatni porast MDA i
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nakon perioda oporavka (Tablica 5.2.3, slika 5.2.5). Stoga se moze postaviti pitanje djelotvornog
antioksidacijskog ucinka pravastatina u klini¢koj primjeni. Drugi je da je doza simvastatina od 10
mg/kg dnevno koja je koriStena u ovim pokusima i koja je izazvala statisticki znaCajan pad
koncentracije MDA u plazmi i tkivima, ekvivalentna humanoj dozi od 80 mg dnevno. Doza od 80 mg
dnevno je najveca doza simvastatina koja se preporuca za primjenu u ljudi. Treé¢i je da
antioksidacijsko djelovanje simvastatina ne prestaje istovremeno s prestankom primjene lijeka.

Rezultati pokusa Beltowskog. i sur. koji pokazuju statisticki znacajan pad koncentracije MDA
(za 46,6%) 1 oksidiranih lipida (za 59,3%) u plazmi Stakora nakon primjene cerivastatina u dozi od 0,3
mg/kg/dan tijekom 3 tjedna te izraZeni pad koncentracije MDA nakon primjene fluvastatina (19,8% i
30,9%, pri dozama od 2 i 20 mg/kg/dan tijekom 3 tjedna) i pravastatina (za 25,9%, pri dozi od 40
mg/kg/dan tijekom 3 tjedna) podupiru nase rezultate (2, 201). Slicne rezultate potvrduju pokusi
Bolayirlia i sur., koji su dokazali antioksidacijsko djelovanje atorvastatina u hiperkolesterolemickih
kuni¢a (202). Na temelju medusobnog odnosa aktivnosti PON1 te koncentracije HDL cestica i MDA
nakon primjene atorvastatina, pravastatina i simvastatina dobivenih u ovoj disertaciji, proizlazi da je
ucinak statina na oksidaciju lipida potpuno neovisan o njihovim ucincima na koncentraciju lipida 1
aktivnost PONI.

U ispitivanjima provedenim u ovoj disertaciji su sva tri statina primijenjena u obje doze
pokazala sklonost smanjenju koncentracije triacilglicerola u plazmi izmedu 11% 1 30%, ali je
statisticki znacajno smanjenje izmjereno samo kod male doze pravastatina (30%, p<0,05) (Tablice
5.1.2, 5.2.2 1 5.3.2). Tendencija pada koncentracije triacilglicerola u plazmi pod utjecajem statina je
bila oc¢ekivana i odraz je inhibicijskog ucinka statina na Stakorsku HMG-CoA-reduktazu, §to je i ranije
spomenuto (Uvod str. 20). Ucinci statina na plazmatsku koncentraciju triacilglicerola u rezultatima
ovog rada su u skladu s rezultatima Beltowskog i sur. (2, 201) koji su smanjenje koncentracije
triacilglicerola u plazmi Stakora izmjerili nakon primjene cerivastatina, fluvastatina i pravastatina.

Tendencija povecanja koncentracije LDL cestica u plazmi izmjerena nakon primjene
atorvastatina u obje doze (statisticki znacajan porast za 55% u odnosu na kontrolu nakon manje doze)
(Tablica 5.1.2) je bez znacenja za Stakora, budu¢i da je kolesterol u te bioloske vrste esencijalno
zastupljen s HDL.

Ucinci gemfibrozila na PON1 i MDA bitno se razlikuju od u¢inaka statina na iste parametre.
Gemfibrozil (pokus V) je u jetri izazvao statisticki znacajan pad aktivnosti PON1 za 56% u odnosu na
kontrolu, dok je aktivnost enzima u serumu bila slicna kontroli (Tablica 5.5.1, slike 5.5.1 1 5.5.2). U
naSim pokusima na normolipidemi¢kim Fisher $takorima (215) gemfibrozil je tijekom tri tjedna
primjene (50 mg/kg/dan) izazvao statisticki znacajan pad aktivnosti PON1 u serumu (za 15%) i u jetri
(za 38%) (p<0,05) (215). Sli¢ne rezultate dobili smo i u ranijim pokusima na Wistar Stakorima, u
kojima je gemfibrozil u dozi od 50 mg/kg/dan tijekom 2 tjedna izazvao statisticki znacajan pad
aktivnosti PON1 u plazmi, bez obzira da li su Stakori bili na specijalnoj prehrani obogacenoj

ugljikohidratima (216). U pokusima Beltowskog i sur. je dokazano da fenofibrat statisti¢ki znac¢ajno 1
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ovisno o dozi u plazmi §takora smanjuje aktivhost PONI1, bez promjena koncentracije ukupnog
kolesterola ili triacilglicerola (183). Isti su istrazivaci zakljucili je da je pad aktivnosti enzima u stvari
potencijalno Stetni ucinak fenofibrata, koji u klinickim uvjetima moZze biti maskiran njegovim
korisnim u¢inkom na profil plazmatskih lipida (183).

Gemfibrozil je u petom pokusu bio bez statisticki znac¢ajnog utjecaja na kataliticku aktivnost
PONI1 u serumu, dok je u plazmi istovremeno izazvao statistiCki znaCajan porast koncentracije
ukupnog kolesterola od 30%, HDL od 39% i LDL od 37% (p<0,05). Potrebno je dodati jos i tipican
ucinak gemfibrozila na koncentraciju triacilglicerola koja je bila statisticki znac¢ajno smanjena za 32%
(p<0,05) (Tablica 5.5.2). Ipak, neki klinicki podaci pokazuju drugaciji odnos izmedu HDL i PONI1
tijekom terapije fibratima. Tendencija porasta koncentracije HDL i aktivnosti PON1 uz pad
koncentracije triacilglicerola su izmjereni u plazmi bolesnika sa Sefernom bolesti tipa 2 i
hipertriacilglicerolemijom nakon 3 mjeseca lijeCenja gemfibrozilom u dnevnoj dozi od 1200 mg (74).
Autori su pretpostavili da je sklonost povecanju koncentracije HDL i aktivnosti PONI1 posljedica
pozitivnog djelovanja gemfibrozila na sintezu apoA-I u jetri (74).

Apoproteini apoA-I i apoE su glavni peptidi u HDL cesticama Stakora. Budu¢i da je u
pokusima Krausea i Newtona (1995) dokazano da gemfibrozil ima direktan stimulacijski uc¢inak na
sintezu 1 sekreciju apoA-I 1 apoE u jetri, te da zbog toga povecava i koncentraciju HDL u plazmi
(151), moze se pretpostaviti da je statisticki znacajan porast vrijednosti plazmatske koncentracije HDL
dobiven u pokusu V ove disertacije takoder direktna posljedica stimulacijskog uc¢inka gemfibrozila na
sintezu i sekreciju apoproteina vezanih uz HDL.

Rezultati istrazivanja Durringtona i sur. koji su u bolesnika sa hiperlipoproteinemijom
tijekom dva mjeseca primjenjivali 400 mg benzafibrata ili 1200 mg gemfibrozila dnevno pokazali su
da je u pacijenata doSlo do statisticki znacajnog pada koncentracije triacilglicerola i povecanja
koncentracije HDL cCestica, ali bez promjene aktivnosti PON1 (217). Zakljucili su da, iako su PON1,
apoA-I i HDL u korelacijskom odnosu, ta korelacija nije velika i u fizioloskim okvirima moZe se
neovisno mijenjati.

Na temelju gemfibrozilom izazvanog statistiCcki znacajnog pada aktivnosti PON1 u jetri
dokazanog u ovom radu, kao i na temelju nasih ranijih rezultata dobivenih s gemfibrozilom (215, 216)
moze se pretpostaviti sljedece. Gemfibrozil i ostali fibrati stimuliraju PPARa receptore, pa se kao i u
slu¢aju statina, neki od ucinaka gemfibrozila mogu tumaciti kroz interakciju s tim receptorima.
Poznato je da u glodavaca PPARa agonisti u jetri induciraju izraZzenu proliferaciju peroksisoma, $to
uzrokuje hepatomegaliju, B-oksidaciju masnih kiselina, povecano stvaranje H,O, i oksidacijski stres
(182). U pokusu V je dokazano da gemfibrozil uzrokuje statisti¢ki znac¢ajno povecanje koncentracije
MDA u plazmi, jetri, srcu i bubregu (Tablica 5.5.3, slike 5.5.5, 5.5.6, 5.5.7 1 5.5.8). Sli¢ni rezultati su
dobiveni i u pokusima na Fisher S§takorima (215). Tendencija povecanja vrijednosti koncentracije
MDA su izmjerene i nakon perioda oporavka (Tablica 5.5.3, slike 5.5.5, 5.5.6, 5.5.7 1 5.5.8). Moze se

dakle pretpostaviti da je oksidacijski stres izazvan gemfibrozilom uzrokovao oSte¢enje hepatocita, s

93



posljedicnom redukcijom sinteze PONI1, §to je u jetri dokazano statisticki znacajnim smanjenjem
njezine aktivnosti. Pitanje koje se ovdje mora postaviti jest koliko je oksidacijski u¢inak gemfibrozila
uzrokuju proliferaciju peroksisoma u usporedbi sa psom, rezus majmunom ili covjekom, za
pretpostaviti je da oksidacijski/prooksidacijski ucinak gemfibrozila u ¢ovjeka nije toliko izrazen kao u
glodavaca. Medutim taj se u¢inak u ¢ovjeka nikako ne bi smio zanemariti.

Prooksidacijsko djelovanje gemfibrozila je dokazano u istrazivanjima O'Briena i sur. koji su
nakon njegove primjene tijekom 6 i 34 dana u Stakora i hrcaka uocili tendenciju smanjenja
koncentracije a-tokoferola i DT-diaforaze (185). Takoder, jedna je doza GEM od 1200 mg
primjenjena per os u zdravih dobrovoljaca povecala proizvodnju slobodnih radikala u krvnim
makrofazima i polimorfonuklearnim leukocitima u odnosu na kontrolu (218). Ima podataka koji
ukazuju na antioksidacijsko djelovanje drugih fibrata, ali ne i gemfibrozila. Tako su Skrha i sur. u
plazmi bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 2 i hipertriacilglicerolemijom nakon 3 mjeseca primjene
fenofibrata u dozi od 200 mg dnevno izmjerili statisticki znacajno smanjenje koncentracije
triacilglicerola i MDA (219). Sli¢ne rezultate nalazimo i u istrazivanju Beltowskog i sur. koji su nakon
primjene fenofibrata u dozama od 3, 30 ili 300 mg/kg dnevno tijekom 7 dana u plazmi
normolipidemi¢nih Stakora izmjerili statisticki znacajan i o dozi ovisan pad koncentracije MDA i
aktivnosti PON1, bez statisti¢ki znacajne promjene koncentracije lipida plazme (183). Na osnovi nasih
dosadasnjih rezultata, kao i rezultata drugih istrazivaca koji se odnose na oksidacijsko djelovanje
gemfibrozila i antioksidacijsko djelovanje fenofibrata, moze se zakljuciti da su ti ucinci direktno
ovisni 0 samom spoju.

Sto se ti¢e ucinaka statina i gemfibrozila na aktivnost BuChE u normolipidemiénih 3takora,
vidljivo je da su statini pokazali sklonost povecanju (ponekad statisticki znacajno) aktivnosti ovog
enzima u plazmi i jetri (od 20% do 60% u odnosu na kontrolu) (Tablice 5.1.1, 5.2.1, 5.3.1, slike 5.1.3,
5.1.4, 52.3, 524, 53.3, 53.4), dok se pod utjecajem gemfibrozila aktivnost BuChE u plazmi
povecala, a u jetri smanjila (Tablica 5.5.1, slike 5.5.3, 5.5.4). Ovi rezultati su podudarni s rezultatima
vrlo malog broja autora (108). Deset dana po prestanku primjene simvastatina i gemfibrozila,
aktivnosti BuChE su pokazivale tendenciju povecanja u odnosu na kontrolu, Sto ukazuje da njihov
ucinak na aktivnost BuChE ne prestaje odmah (Tablice 5.3.1, 5.5.1, slike 5.3.3, 5.3.4, 5.5.3, 5.5.4).

U pokusima sa statinima i gemfibrozilom u ovom radu ne postoji pozitivan odnos izmedu
aktivnosti BuChE 1 koncentracije triacilglicerola u plazmi. Pozitivna korelacija izmedu koncentracije
triacilglicerola i aktivnosti BuChE u plazmi nije dokazana niti u nasim ranijim pokusima, u kojima je
primjena gemfibrozila tijekom 2 tjedna u dozi od 50 mg/kg/dan Wistar Stakorima na normalnoj hrani,
kao i onima na visokokalori¢noj izazvala statisticki znaCajan pad koncentracije triacilglicerola, te
povecanje aktivnosti BUChE za 3,5 do 5,6 puta (220). Suprotni su podaci iz klinickih studija. Vec¢ je u
Uvodu (str. 15 1 16) istaknuto da je u nekoliko njih dokazana pozitivna korelacija izmedu plazmatske

koncentracije triacilglicerola i aktivnosti BuChE (109, 117, 118), odnosno aktivnosti BuChE te
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koncentracije LDL i ukupnog kolesterola. Isto tako pozitivna korelacija izmedu aktivnosti BuChE,
koncentracije triacilglicerola u serumu i stupnja pretilosti ustanovljena je bolesnika s metabolickim
sindromom (119). U istrazivanju Alcantara i sur. aktivnost BuChE je neovisno o drugim ¢imbenicima
rizika vaznim za razvoj koronarne bolesti srca pozitivno korelirala s koncentracijom triacilglicerola i
bila je povecana u bolesnika sa SeCernom bolesti (221). Razlika koja postoji izmedu spomenutih
podataka iz literature i rezultata dobivenih u ovoj disertaciji moze se djelomicno objasniti ¢injenicom
da su nasi rezultati dobiveni na modelu normolipidemi¢nih Stakora, dok su u klinickim studijima
promjene u aktivnosti BuChE i lipidnog profila promatrane u okviru patoloskog stanja. Stoga se moze
pretpostaviti da su u pokusima u ovom radu promjene u navedenim parametrima direktna posljedica
djelovanja lijeka.

Ve¢ je ranije spomenuto da u glodavaca PPARa agonisti u jetri induciraju izraZzenu
proliferaciju peroksisoma, S§to uzrokuje hepatomegaliju, B-oksidaciju masnih kiselina, povecano
stvaranje H,O, i1 oksidacijski stres (182). Budu¢i da je gemfibrozil agonist PPARa receptora,
njegovom primjenom vjerojatno dolazi do poticanja proliferacije peroksisoma, koja je indirektno
odgovorna za izrazenu tendenciju porasta aktivnosti BuChE u plazmi Stakora. Naime, gemfibrozil
preko proliferacije peroksisoma uzrokuje P-oksidaciju masnih kiselina, koja se odvija uglavnom u
jetri. Butiril-koenzim A (butiril-CoA) koji nastaje tijekom metabolizma masnih kiselina, odgovoran je
u prisutnosti kolina za nastanak butirilkolina. Ukoliko se butirilkolin ne razgradi, moze svojim
snaznim nikotinskim djelovanjem izazvati nezeljene toksi¢ne ucinke (111). Clitherow i sur. su 1980.
godine pretpostavili da je glavna bioloska uloga BuChE upravo hidroliza butirilkolina na mjestu
njegovog nastanka, Sto omogucuje povratak produkata hidrolize u fizioloski metabolicki put (111).

S obzirom na Cinjenicu da i statini, iako u manjoj mjeri u usporedbi s fibratima, poticu
proliferaciju peroksisoma stimulacijom PPARa receptora (154, 155), a time i B-oksidaciju masnih
kiselina (222), za pretpostaviti je da je povecana kataliticka aktivnost BuChE u ovom radu takoder
posljedica proliferacije peroksisoma potaknute koriStenim statinima. Pitanje je koliko ovi rezultati
mogu utjecati na op¢i stav o povoljnom utjecaju statina na razvoj Alzheimerove bolesti, u kojoj je za
sada jedini terapijski cilj inhibicija aktivnosti AChE, a u novije vrijeme i BuChE. Odnosno postavlja
se pitanje da li je ucinak statina na aktivnost BuChE razli¢it u glodavaca i covjeka?

Rezultati visekratne primjene statina na vrijednosti koncentracije leptina u plazmi pokazuju
da u sluaju manjih doza atorvastatina i pravastatina, te vefe doze simvastatina postoji izrazena
tendencija smanjenja koncentracije plazmatskog leptina. Statisti¢ki znac¢ajan pad koncentracije leptina
u plazmi izmjeren je nakon primjene male doze simvastatina (Tablice 5.1.4, 5.2.4 1 5.3.4). Visekratne
primjene vecih doza atorvastatina i pravastatina pokazale su tendenciju povecanja koncentracije
leptina u plazmi (Tablice 5.1.4 i 5.2.4). Kretanje vrijednosti koncentracije leptina u plazmi 10 dana
nakon prestanka primjene svih ispitivanih statina nije pravilno i ne moze se izvuci neki ¢vrsti

zakljuCak. Gemfibrozil je izazvao smanjenje koncentracije leptina u plazmi, dok je nakon perioda
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oporavka dosSlo do povecanja vrijednosti njegove koncentracije u plazmi u odnosu na kontrolu
(Tablica 5.5.4).

Rezultati pokusa na Zzivotinjama drugih istrazivaca su uglavnom sukladni s rezultatima
dobivenim u ovoj disertaciji s gemfibrozilom i statinima u manjoj dozi. Tako su Zhao i sur. ustanovili
da je primjena atorvastatina u dozi od 2,5 mg/kg/dan tijekom 6 tjedana u kuni¢a s
hiperkolesterolemijom izazvanom specijalnom hranom dovela do pada koncentracije leptina u plazmi
za 37,7% (141). Takoder su dokazali da je ekspresija mRNA leptina u masnom tkivu kuni¢a na
hiperkolesterolemickoj prehrani i atorvastatinu bila statistiCki znacajno smanjena u odnosu na
kontrolu, odnosno da atorvastatin i u kulturi adipocita ovisno o dozi takoder inhibira oslobadanje
leptina i ekspresiju njegove mRNA. Za sada nije poznat molekularni mehanizam kojim taj lijek
inhibira sekreciju leptina. Budu¢i da je u pokusima in vitro dokazano da PPARy receptori mogu imati
ulogu u regulaciji metabolizma leptina, i da atorvastatin moze aktivacijom PPARY receptora inhibirati
produkciju pro-upalnih citokina u humanim monocitima, Zhao i sur. su pretpostavili da se slicno moze
dogadati i u adipocitima. Tj. pad koncentracije leptina u plazmi mogao bi se objasniti na nacin da
atorvastatin preko aktivacije PPARy u adipocitima smanjuje sekreciju leptina i ekspresiju njegove
mRNA (141). Navedenom pretpostavkom bi se mogli objasniti i rezultati dobiveni u ovoj disertaciji.

Statisticki znaCajno smanjenje koncentracije leptina u serumu Wistar Stakora na prehrani s
velikim udjelom masti dobiveno nakon primjene gemfibrozila (75 mg/kg/dan) tijekom 28 dana (142)
sli¢no je rezultatima s gemfibrozilom u pokusu V. U kontekstu ovih rezultata svakako je vazno pitanje
da li se i za gemfibrozil, kao i za statine, moZe pretpostaviti da posjeduje agonisticko djelovanje na
PPARY receptore?

Obzirom na pretpostavke da u organizmu leptin ima visestruku ulogu (vidi Uvod str. 17),
istrazuje se takoder da li moze utjecati i na katalitiCku aktivnost PON1. Rezultati istrazivanja na
ljudima i Zivotinjama ukazuju na medusobno suprotan odnos izmedu koncentracije leptina u plazmi i
kataliticke aktivnosti PON1 (223, 224, 225). Rezultati s manjim dozama atorvastatina i pravastatina u
ovoj disertaciji takoder ukazuju na obrnuti odnos izmedu koncentracije plazmatskog leptina i
aktivnosti PON1. Kako su pokusi u ovom radu provedeni na normolipidemickim $takorima, a ne na
modelima poput miSeva s prirodenim nedostatkom leptina (226), moze se pretpostaviti da bi pad
koncentracije leptina kao i porast aktivnosti PON1 dobiveni u ovoj disertaciji mogli takoder

predstavljati neke od pleiotropnih u¢inaka statina.
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7.0 ZAKLJUCCI

1. Visekratna primjena atorvastatina, pravastatina, simvastatina i gemfibrozila je u plazmi vecine
normolipidemi¢nih §takora izazvala povecanje koncentracije HDL lipoproteina i1 smanjenje
koncentracije triacilglicerola, $to su karakteristi¢ni u€inci kako za same lijekove, tako i za Zivotinjsku

vrstu.

2. Rezultati pokazuju da izmedu statina i gemfibrozila postoje razlike u njihovim ne-lipidnim uc¢incima

koje se odnose na kataliticku aktivnost PONT1 i koncentraciju malondialdehida.

3. Atorvastatin u dozama od 10 i 50 mg/kg/dan i pravastatin u dozi od 50 mg/kg/dan su izazvali porast
kataliticke aktivnosti PONI u serumu koji je bio statisticki znacajan nakon primjene ve¢ih doza oba
statina. U jetri su manja i vec¢a doza atorvastatina i pravastatina statisticki znaCajno povecale aktivnost
PONI1. Simvastatin je u obje doze izazvao statisticki znacajan pad aktivnosti PONI1 u serumu.

Gemfibrozil je uzrokovao statisticki znacajno smanjenje aktivnosti PON1 u jetri. Na kataliticku

aktivnost PON1 u serumu gemfibrozil nije imao utjecaja.

4. Ucinci atorvastatina, pravastatina, simvastatina i gemfibrozila na sastav lipida plazme Stakora su
jednim dijelom odgovorni za promjenu kataliticke aktivnosti PON1 u serumu. Pad ili porast

vrijednosti koncentracije HDL je bio pracen istosmjernim promjenama aktivnosti PON1 u serumu.

5. Pad kataliticke aktivnosti PON1 u jetri i serumu Stakora izazvan simvastatinom moze biti posljedica
barem jo§ dvaju razli¢itih u¢inaka tog statina na molekularnom nivou: represije gena koji kontrolira
sintezu PONI te aktivacije PPARa receptora s posljedicnom inhibicijom sinteze apoA-I u Stakora.

Budu¢i da PONI1 sudjeluje u hidrolizi spojeva s laktonskim prstenom kojima pripada i simvastatin,
moguce je da je smanjenje kataliticke aktivnosti PON1 i odraz sudjelovanja enzima u procesu

hidrolize simvastatina.

6. Sva tri ispitivana statina su u vecine tkiva pokazala antioksidacijsko djelovanje (pad koncentracije
MDA). Najizrazenije antioksidacijsko djelovanje u serumu i tkivima je pokazao simvastatin.
Antioksidacijsko djelovanje simvastatina ne iSCezava istovremeno s prestankom njegove primjene.
Ovi rezultati su prilog opravdanoj primjeni simvastatina u klinici u svrhu njegovog antioksidacijskog

djelovanja u bolestima kardiovaskularnog i neuroloskog sustava.

7. Doza simvastatina od 10 mg/kg dnevno koja je izazvala statisticki znacajan pad koncentracije MDA
u plazmi, srcu, jetri, bubregu i mozgu ekvivalentna je humanoj dozi od 80 mg dnevno, koja je najveca

preporucena doza za primjenu u ljudi.
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8. Gemfibrozil je izazvao statisticki znacajno povecanje koncentracije MDA u plazmi, jetri, srcu i
bubregu, $to znac¢i da pospjeSuje oksidacijski stres. Moguce je da oksidacijski stres u jetri uzrokuje
osteCenje hepatocita i redukciju sinteze PON1. Oksidacijski stres u plazmi i tkivima je posljedica

agonistickog djelovanja gemfibrozila na PPARa receptore.

9. U¢inak statina i fibrata na oksidacijski stres je potpuno suprotan i nije ovisan o njihovim u¢incima

na koncentraciju lipida u plazmi.

10. Statini u plazmi i jetri i gemfibrozil u plazmi normolipidemic¢nih Stakora povecavaju aktivnost

BuChE.

11. Za sada se jo$ uvijek smatra da je glavna bioloska uloga BuChE hidroliza butirilkolina nastalog
tijekom [B-oksidacije masnih kiselina, §to omogucuje povratak produkata hidrolize u fizioloski
metabolicki put. Stoga je logi¢no da su proliferacija peroksisoma, B-oksidacija masnih kiselina i
povecano stvaranje butirilkolina zbog aktivacije PPARa receptora izazvane statinima i gemfibrozilom

indirektno odgovorne i za povecanje kataliticke aktivnosti BuChE.

12. Svi statini u manjim dozama i gemfibrozil su izazvali pad koncentracije plazmatskog leptina. Kako
su pokusi provedeni na normolipidemickim Stakorima, pad koncentracije leptina kao i1 porast
aktivnosti PON1 dobiveni nakon primjene atorvastatina i pravastatina, bi takoder mogli biti neki od
pleiotropnih uc¢inaka antilipidnih lijekova.

13. Vecina opisanih uc¢inaka koristenih antilipidnih lijekova nije bila ovisna o dozi.

14. Utjecaj perioda oporavka na sve opisane parametre nije bio jedinstven.
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8.0 SAZETAK

Smatra se da esteraze paraoksonaza 1 (PONI1), putem sprecavanja oksidacije lipoproteina
plazme i butirilkolinesteraza (BuChE), svojim sudjelovanjem u metabolizmu kolina i lipoproteina
male gustoce, utjecu na metabolizam lipida. Pretpostavlja se da i leptin takoder sudjeluje u
metabolizmu lipida. Osim dobro poznatih u¢inaka antilipidnih lijekova na lipide, sve vazniji postaju
njihovi ne-lipidni (pleiotropni) uc€inci. Stoga su ciljevi ovog rada bili ispitati i usporediti djelovanje
viSekratne primjene atorvastatina, pravastatina, simvastatina i gemfibrozila na esteraze, lipide,
malondialdehid i leptin. Sva istrazivanja su provedena na normolipidemickim Wistar Stakorima.
Atorvastatin 1 pravastatin su izazvali porast, a simvastatin pad kataliticke aktivnosti serumske i jetrene
PONI1. Promjene u koncentracijama lipida plazme bile su karakteristicne kako za same primjenjene
lijekove tako i za koriStenu zivotinjsku vrstu. Svi statini su smanjili koncentraciju malondialdehida
(antioksidacijski ucinak), osobito simvastatin. Suprotno je bilo u zZivotinja tretiranih gemfibrozilom, ;.
rezultati su jasno pokazali da isti lijek smanjuje aktivnost PON1 u jetri i pove¢ava koncentraciju
malondialdehida (oksidacijski ucinak). Statini su povecali aktivnost BuChE u plazmi i jetri, a
gemfibrozil u plazmi. Smanjenje plazmatske koncentracije leptina je izmjereno nakon primjene
gemfibrozila i manjih doza statina. Prema ovim rezultatima, statini pokazuju bolje pleiotropne ucinke

od gemfibrozila, naroCito kada je u pitanju njihov antioksidacijski u€inak.
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9.0 SUMMARY

The influence of antilipid drugs on esterases, lipids and leptin in rats.

Marija Macan, 2011.

It is believed that paraoxonase 1 (PON1) and butyrylcholinesterase (BuChE) are important in
the lipid metabolism. PONI is supposed to be able to prevent the oxidation of plasma lipoproteins.
BuChE might be included in the metabolism of choline and LDL. It seems that leptin is also involved
in the lipid metabolism. Beside well-known lipid effects expressed by antilipid drugs, some studies
indicate their other important non-lipid (pleiotropic) effects. Therefore the aims of this study were to
investigate the influence of multiple applications of atorvastatin, pravastatin, simvastatin and
gemfibrozil on esterases, lipids, malondyaldehide and leptin. All studies were performed on
normolipidemic Wistar rats. Atorvastatin and pravastatin increased, and simvastatin decreased PON1
activity in serum and liver. All changes on plasma lipids were typical for the used drugs and treated
animals. All of the statins decreased the malondyaldehide concentration (antioxidative effect),
simvastatin in particular. The opposite effects were found in animals treated by gemfibrozil, i.e. the
decrease of PONI activity in liver and increase of malondyaldehide concentration (oxidative effect).
Statins caused the increase of BuChE activity in plasma and liver, while gemfibrozil raised its activity
in plasma. The low concentration of plasma leptin was measured after the administration of
gemfibrozil and also of low doses of statins. According to these results, when compared with

gemfibrozil, statins show preferable pleiotropic, especially antioxidative effects.
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12.0 PRILOZI

12.1 Popis tablica:

Tablica 1.1 Podjela hiperlipoproteinemija prema Fredricksonu (str. 5).

Tablica 5.1.1 Ucinci atorvastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i
butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora (str. 35).

Tablica 5.1.2 Uc€inci atorvastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi Stakora (str. 40).

Tablica 5.1.3 Uc¢inci atorvastatina na koncentraciju malondialdehida u srcu, jetri i bubregu Stakora (str.
41).

Tablica 5.1.4 Ucinci atorvastatina na koncentraciju leptina u plazmi Stakora (str. 45).

Tablica 5.2.1 UCcinci pravastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i
butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora (str. 47).

Tablica 5.2.2 Uc¢inci pravastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi Stakora (str. 52).

Tablica 5.2.3 Ucinci pravastatina na koncentraciju malondialdehida u srcu, jetri i bubregu Stakora (str.
53).

Tablica 5.2.4 Ucinci pravastatina na koncentraciju leptina u plazmi Stakora (str. 57).

Tablica 5.3.1 Ucinci simvastatina na kataliticku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i
butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora (str. 58).

Tablica 5.3.2 U¢inci simvastatina na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi Stakora (str. 63).

Tablica 5.3.3 Ucinci simvastatina na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri i bubregu
Stakora (str. 64).

Tablica 5.3.4 U¢inci simvastatina na koncentraciju leptina u plazmi Stakora (str. 69).

Tablica 5.4.1 Udinci simvastatina na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri, bubregu i
mozgu Stakora (str. 70).

Tablica 5.5.1 Ucinci gemfibrozila na katalitiCku aktivnost paraoksonaze 1 u serumu i jetri i
butirilkolinesteraze u plazmi i jetri Stakora (str. 76).

Tablica 5.5.2 U¢inci gemfibrozila na koncentraciju lipida i glukoze u plazmi Stakora (str. 81).

Tablica 5.5.3 Ucinci gemfibrozila na koncentraciju malondialdehida u plazmi, srcu, jetri i bubregu
Stakora (str. 82).

Tablica 5.5.4 Ucinci gemfibrozila na koncentraciju leptina u plazmi Stakora (str. 87).
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12.2 Popis slika:

Slika 5.1.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu S$takora nakon primjene atorvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 36).

Slika 5.1.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 37).

Slika 5.1.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi S§takora nakon primjene atorvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 38).

Slika 5.1.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene atorvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 39).

Slika 5.1.5 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 42).

Slika 5.1.6 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 43).

Slika 5.1.7 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene atorvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 44).

Slika 5.2.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu Stakora nakon primjene pravastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 48).

Slika 5.2.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 49).

Slika 5.2.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi Stakora nakon primjene pravastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 50).

Slika 5.2.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene pravastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 51).

Slika 5.2.5 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3 tjedna
te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 54).

Slika 5.2.6 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene pravastatina tijekom 3 tjedna
te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 55).

Slika 5.2.7 Koncentracija malondialdehida u bubregu $takora nakon primjene pravastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 56).

Slika 5.3.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu Stakora nakon primjene simvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 59).

Slika 5.3.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 60).

Slika 5.3.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi Stakora nakon primjene simvastatina

tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 61).
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Slika 5.3.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene simvastatina
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 62).

Slika 5.3.5 Koncentracija malondialdehida u plazmi $takora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 65).

Slika 5.3.6 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 66).

Slika 5.3.7 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 67).

Slika 5.3.8 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 68).

Slika 5.4.1 Koncentracija malondialdehida u plazmi Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 71).

Slika 5.4.2 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 72).

Slika 5.4.3 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 73).

Slika 5.4.4 Koncentracija malondialdehida u bubregu $takora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 74).

Slika 5.4.5 Koncentracija malondialdehida u mozgu Stakora nakon primjene simvastatina tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 75).

Slika 5.5.1 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u serumu S$takora nakon primjene gemfibrozila
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 77).

Slika 5.5.2 Kataliticka aktivnost paraoksonaze 1 u jetri Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 78).

Slika 5.5.3 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi Stakora nakon primjene gemfibrozila
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 79).

Slika 5.5.4 Kataliticka aktivnost butirilkolinesteraze u jetri Stakora nakon primjene gemfibrozila
tijekom 3 tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 80).

Slika 5.5.5 Koncentracija malondialdehida u plazmi Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 83).

Slika 5.5.6 Koncentracija malondialdehida u srcu Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 84).

Slika 5.5.7 Koncentracija malondialdehida u jetri Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3
tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 85).

Slika 5.5.8 Koncentracija malondialdehida u bubregu Stakora nakon primjene gemfibrozila tijekom 3

tjedna te nakon perioda oporavka u trajanju od 10 dana (str. 86).
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