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1. UVOD

1.1. Dijabetes tipa 2

Dijabetes je metabolicki poremecaj kojeg karakterizira kroni¢na hiperglikemija tj. visoka
koncentracija glukoze u Kkrvi zbog poremecaja sekrecije inzulina, $to u konacnici rezultira
poremecajima u metabolizmu ugljikohidrata, masti i proteina. Za razliku od dijabetesa tipa 1,
kod kojeg postoji apsolutno pomanjkanje inzulina zbog unistenja Langerhansovih otoci¢a u
gusteraci, za dijabetes tipa 2 je karakteristi¢na inzulinska rezistencija te disfunkcija beta
stanica (Erejuwa, 2012). Simptomi dijabetesa su povecana glad, zed, uéestalo uriniranje, nagli
gubitak tezine te konstantan osje¢aj umora. Glavni uzrok nastanka bolesti je pretilost, ali uz to
postoje i genetitke predispozicije. Cak je 80-90% oboljelih od dijabtesa tipa 2 pretilo pa je i
jedan od glavnih ciljeva intenzivno sniZenje tjelesne tezine niskokaloricnom prehranom i
fizickom aktivnos¢u (Koki¢, 2009). Povecane adipozne stanice kod oboljelih od dijabetesa,
nekontrolirane inhibicijskim u¢inkom inzulina, otpustaju slobodne masne kiseline i druge
medijatore kao $to su leptin i resistin. Oni mogu utjecati na aktivnost inzulina i funkciju beta
stanica guSterace te dovesti do povecane glukoneogeneze U jetri i smanjenog unosa glukoze u
periferna tkiva (Winer i Sowers, 2004). Uz dijabetes vezu se i razne druge komplikacije kao
Sto su retinopatija, nefropatija, vaskularna oboljenja poput ateroskleroze te povecan rizik od

sr¢anog udara (Oberley, 1998).

1.2 Lijekovi liraglutid i metformin

Lijekovi koji se danas koriste u lijeCenju dijabetesa tipa 2 dijele se na tri osnovne skupine:
betacitotropni lijekovi, nebetacitotropni lijekovi i inzulinski pripravci. Liraglutid pripada
betacitotropnoj skupini tj. on je inkretin. Inkretinski u¢inak se ocituje u boljoj sekreciji
inzulina nakon oralne stimulacije glukozom u odnosu na intravensku stimulaciju. Pojacan je
dvama crijevnim hormonima, Zelu¢anim inhibicijskim peptidom (GIP, engl. gastric inhibitori
peptide) i glukagonu slicnim peptidom 1 (GLP-1, engl. glukagon-like peptide 1). Liraglutid je
analog GLP-1 s 95% analogije te djeluje na nacin da inhibira enzim dipeptidil-peptidazu-4
(DPP-4, engl. dipeptidyl peptidase 4). Inaktivacijom tog enzima smanjuje se
razgradnja inkretina koji djeluju tako da povecavaju otpusStanje inzulina, smanjuju otpusStanje
glukagona, te smanjuju praznjenje zeluca, §to u konacénici dovodi do smanjenja koncentracije
Secera u krvi (Novak i Metelko, 2011) (Slika 1). Takoder, liraglutid poboljsava funkcije beta

stanica, povecava njihovu masu, smanjuje apetit te tjelesnu masu (Montanya i Sesti 2009).


https://hr.wikipedia.org/wiki/Inkretin
https://hr.wikipedia.org/wiki/Inzulin
https://hr.wikipedia.org/wiki/Glukagon
https://hr.wikipedia.org/wiki/%C5%BDeludac

Prirodni GLP-1 se razgradi u roku od 2-3 minute, $to predstavlja veliki izazov u razvoju
lijekova, tj njegovih analoga otpornih na tako brzu razgradnju (Quan i sur., 2016). Kod
liraglutida je dodana masna kiselina na poziciju 26 koja veze albumin i tako osigurava
cirkulaciju molekule i njezinu duzu aktivnost te ju takoder okrece na nacin koji ju §titi od
razgradnje DPP-4-om (Dalle i sur., 2013).

enzim
inaktivira

Slika 1. Prikaz djelovanja lijekova (DPP-4 inhibitora) (preuzeto s web 1).

Jo§ jedan znacajan lijek je i metformin koji spada u skupinu nebetacitotropnih lijekova.
Temeljni princip djelovanja mu je smanjivanje otpornosti na inzulin u jetri kao i u perifernim
tkivima te smanjenje resorpcije glukoze u crijevima. Metformin ne utjece na luéenje inzulina,
ve¢ smanjuje prekomjernu produkciju glukoze u jetri potenciraju¢i u¢inke inzulina (Zjaci¢-
Rotkovi¢, 2009). Ucinci metformina na glukoneogenezu jetre pocivaju na aktivaciji AMP-
aktiviranoj protein kinazi (AMPK). Aktivacijom AMPK snizava se aktivnost enzima acetil-
CoA-karboksilaze sto rezultira smanjenjem akumulacije lipida u jetri i povecanjem
osjetljivosti na inzulin (Chieh-Hua-Lu i sur. 2016). Jedno od istrazivanja je pokazalo kako je
kod stakora lijeCenih metforminom doslo do snizenja koli¢ine oksidiranih enzima seruma i
lipidnih peroksida tkiva te povecanja ukupne antioksidativne aktivnosti iz ¢ega se moglo
zakljuciti da metformin reducira oksidativni stres (Rosen i Wiernsperger, 2006). Takoder
mnoga istrazivanja su pokazala kako metformin smanjuje rizik od nastanka komplikacija
povezanih s dijabetesom, kao $to su kardiovaskularna oboljenja i sr¢ani udar te dijabeti¢na

retinopatija, nefropatija pa ¢ak i neuropatija (Esteghamati i sur., 2013).



1.3. Oksidatvini stres i antioksidativni enzimi

Oksidativni stres se definira kao neravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih tvari
(ROS) i antioksidativne obrane. ROS su bilo koje kemijske molekule koje imaju nespareni
elektron koji povecava reaktivnost te molekule, kao $to su primjerice hidroskidni radikal
(HO) ili superoksidni anion (O,) (Betteridge, 2000). One nastaju pri normalnim uvjetima
aerobnog metabolizma svih na$ih stanica, a glavni izvor su mitohondriji. Zbog sve veceg
nakupljanja Secéera, kod osoba oboljelih od dijabetesa dolazi do poveéanog rada mitohondrija
odnosno elektronskim transportnim lancem nakupljaju se sve vece koli¢ine O, (Erejuwa,
2012). Hiperglikemija poti¢e nakupljanje ROS-a i tako pogoduje stvaranju oksidativnog
stresa Sto uzrokuje razna oStecenja stanice, inaktivaciju enzima, apoptozu te promjenu

ekspresije gena (Alhaider i sur. 2011).

Antioksidativni enzimi kao $to su katalaza (CAT), superoksid-dismutaza (SOD) i glutation-
peroksidaza (GPX) djeluju kao hvata¢i slobodnih radikala tj. kao elektron donori koji
reagiraju s ROS-om. Daju¢i im elektron, ovi enzimi inaktiviraju ROS i na taj nacin Stite
stanicu od oksidativnog ostecenja. Aktivnost tih enzima smanjena je kod dijabetesa (Ghanbari
i sur., 2016.).

CAT je antioksidativni enzim prisutan u gotovo svim Zivué¢im organizmima. Igra vaznu ulogu
kao regulator metabolizma vodikovog peroksida (H,0-), koji u organizmu prirodno nastaje u
energetskom metabolizmu, ali je izuzetno reaktivan. Nakupljanje 1 poviSene koncentracije
H,0, mogu uzrokovati znacajna oste¢enja proteina, DNA, RNA te lipida. Kako se to ne bi
dogodilo, CAT prevodi H,O; u vodu i kisik (Takemoto i sur., 2009) (Slika 2).

GPX &titi od oksidativnog stresa tako Sto reducira lipidne hidroperokside u odgovarajuce
alkohole te vr$i detoksikaciju H2O; pri ¢emu se reducirani glutation (GSH) oksidira u GSSG
(Jurkovi¢ i sur., 2008)(Slika 2). GSH je tripeptid prisutan u svim tkivima sisavaca u
koncentraciji od 1-10 mM i iznimno je vazan u obrani organizma od Stete uzrokovane ROS-
om. Nakon $to je oksidiran potrebno ga je vratiti ponovno u reducirani oblik §to se odvija uz
pomo¢ glutation-reduktaze (GR) i NADPH kao elektron-donora (Lu, 2013). Odredeno je 7
vrsta GPX-a koje se dijele na citosolne GPX1, gastrointestinalne GPX2, plazmatske GPX3,
fosfolipid-hidroperoksidne GPX4, te glutation-peroksidaze GPX5, GPX6 i GPX7. Biosinteza
GPX-a ovisi 0 dostupnosti selena (Se) jer se on nalazi u aktivnom sredistu kao selenocistein
(Sec).



SOD Katalizira dismutaciju O, na molekulu kisika (oksidacija) i H,O, (redukcija) (Slika
2). SOD je prisutna u tri izoforme koje se medusobno razlikuju prema smjestaju u stanici i
vrsti metalnog iona koji sadrze u svom aktivnom centru. Izoenzim Cu, Zn-SOD se nalazi u
citosolu (peroksisomi), a Mn-SOD se nalazi u matriksu mitohondrija. EC-SOD
(ekstracelularna-SOD), izoenzim koji $titi izvanstani¢ni prostor od Stetnog ucinka

superoksidnog radikala, sadrzi ione Cu i Zn (Tiwari i sur., 2013).

Glutation
reduktaza

GSH GSSG

@D 0 >
GSH Peroksidaza

Oksidativno ostecenje

Protein
Lipid
DNA

Slika 2. Djelovanje antioksidativnih enzima katalaze, superoksid-dismutaze i glutation-

peroksidaze (preuzeto i modificirano prema Wakamatsu i sur., 2008)

1.4. Cilj

Cilj ovog rada bio je odrediti markere oksidativnog stresa kod dijabeti¢nih i pretilih odraslih
Stakora soja Sprague-Dawley, lije¢enih metforminom i liraglutidom te utjecaj tih lijekova na
aktivnost antioksidativnih enzima: CAT, SOD i GPX.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Pokusne Zivotinje

Zivotinje su uzgajane u vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku u sklopu istraZivanja, koje je
odobreno od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku. Tijekom eksperimenta
zivotinjama je rukovano prema Hrvatskom zakonu za zaStitu Zivotinja. Istrazivanje je
ukljudivalo 64 §takora Sprague-Dawley soja. Zivotinje su bile podijeljene u 4 skupine,
kontrolna skupina zivotinja hranjena standardnom hranom, skupina zivotinja hranjena
prehranom s visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori, HFHSD) u razdoblju od 20. do
65. tjedna starosti, te dvije skupine Zivotinja hranjene prehranom s visokim udjelom masti i
soli koji su primali terapiju, jedna skupina liraglutid (0.3 mgxkg™ po danu; HFHSD+Lir), a
druga skupina metformin (50 mgxkg™ po danu; HFHSD+Met). Lijekovi su davani zajedno s
prehranom s visokim udjelom masti i soli, u razdoblju od 50. do 65. tjedna starosti, kada su
Zivotinje zrtvovane. Svaka skupina zivotinja sadrzavala je 8 muzjaka i 8 zenki (Slika 3).
Zivotinje su bile smjestene u standardne kaveze pri sobnoj temperaturi. Standardna

laboratorijska hrana i voda bili su dostupni ad libitum (neograniceno).

HFHSD + HFHSD +
LIRAGLUTID METFORMIN

/NN N /N
00 00 00 00

Slika 3. Eksperimentalne skupine zivotinja. Pokus se sastojao od cetiri skupine zivotinja:

KONTROLA HFHSD

kontrolna skupina zivotinja hranjena standardnom hranom, skupina zivotinja hranjena
prehranom s visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori, HFHSD), te dvije skupine
zivotinja hranjene prehranom s visokim udjelom masti i soli koji su primali terapiju, jedna
skupina liraglutid (HSHFD-Lir), a druga skupina metformin (HSHFD-Met) te je svaka

skupina Zivotinja sadrzavala 8 muzjaka (M) i 8 Zenki (Z).



2.2 Odredivanje aktivnosti katalaze u krvnom serumu Stakora

Aktivnost CAT odredena je spektrofotometrijski koriste¢i H,O, kao supstrat, metodom po
Aebiju (1984.). Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti CAT sastojala se od 50 mM natrij-
fosfatnog pufera (pH=7.0) i 0.036% otopine H,O, Reakcija zapoc¢inje dodavanjem 50 pl
razrijedenog seruma u 1450 pl reakcijske smjese. Pad apsorbancije uslijed razgradnje H,0,
pracen je svakih 10 sekundi tijekom 2 minute pri valnoj duljini od 240 nm u UV-kiveti. Jedna
jedinica aktivnosti definirana je kao koli¢ina razgradenog H,O, (umol) po minuti po
miligramu proteina. Aktivnost CAT izraZzena je u enzimskim jedinicama (U) po miligramu

. 1
proteina (UXg™ proteina)-

2.3.0dredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze u krvnom serumu $takora

Aktivnosti GPX mjerena je prema modificiranoj metodi koju je opisao Wendel (1980)
koriste¢i HO, kao supstrat. Prema ovoj metodi aktivnost GPX odreduje se indirektno mjereci
stopu oksidacije NADPH u NADP" koja je pra¢ena smanjenjem apsorbancije pri 340 nm.
Reakcijska smjesa se sastojala od pufera (50 mM natrij-fosfatni pufer (pH=7), 0.4 mM
EDTA, 1 Mm NaN), 0.12 mM NADPH, 3.2 jedinice GR-a, 1 mM GSH i 0.0007% (w/w)
H20; u kona¢nom volumenu od 1.55 ml. Enzimska aktivnost mjerena je spektrofotometrijski
pri valnoj duljini od 340 nm, tijekom 5 minuta svakih 30 sekundi. Jedna jedinica GPX-a
katalizira oksidaciju 1 pmol-a GSH u GSSG pomoc¢u H,O, u jednoj minuti pri pH 7.0 i 25
°C. Aktivnost GPx izraZena je u enzimskim jedinicama (U) po miligramu proteina (Uxmg™

proteina)-

2.4. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze u krvnom serumu $takora

Aktivnost SOD u proteinskim ekstraktima odredena je prema metodi koju su opisali Flohe 1
Otiing (1971). Aktivnost je mjerena kao stupanj inhibicije redukcije citokroma C
superoksidnim radikalom, a stopa redukcije pracena je na na 550 nm. Jedna jedinica SOD-a
inhibira stopu redukcije citokroma C za 50% u povezanom sustavu pomocu ksantin-oksidaze
(XOD) i ksantina. Reakcijska smjesa pripremana je u kiveti a sastojala se od 1450 puL
reakcijskog koktela (0.05 mM otopina citokroma C, 1 mM otopinom ksantina), 25 pL
razrijedenog seruma, a 25 pL XOD koncentracije 0.1 UxmL™ dodano je neposredno prije
mjerenja. Porast apsorbancije pracen je na 550 nm tijekom 3 minute, svakih 30 sekundi.
Jedinica SOD-a definirana je kao koli¢ina enzima potrebnog za 50-postotnu inhibiciju

redukcije citokroma C. Aktivnost SOD-a izraZena je kao Uxmg™ proteina.



2.5 Odredivanje koncentracije ukupnih topljivih proteina

Koncentracija ukupnih topljivih proteina odredena je metodom po Bradford-u (1976) koja se
temelji na brzom pomaku maksimuma apsorbancije od 465 nm na 595 nm, kada se boja
Coomassie briljant plavo veze na proteine u kiseloj otopini. Uvijek je potrebno napraviti
standardnu krivulju s poznatim koncentracijama proteina zbog variranja koncentracija
proteina koje se mjere u uzorcima. U ovom eksperimentu kao proteinski standard koristen je

albumin govedeg seruma.

2.6. Statisticka obrada podataka

Unutar svake skupine nalazilo se 8 Zivotinja (N=8). Podaci dobiveni u ovom radu obradeni
su u statistickom programu STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, SAD). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu srednjih
vrijednosti skupina (kontrola i razli¢iti tretmani) utvrdene Su pomocéu analize varijance s
jednim promjenjivim faktorom (one-way ANOVA). Nakon §to je utvrdeno postojanje
razlika, provedeno je post hoc testiranje pomo¢u Duncan testa. Razlike izmedu pojedinih
skupina muzjaka 1 zenki testirane su t-testom. Svi testovi provedeni su uz razinu znacajnosti

od 5%.



3. REZULTATI

3.1. Aktivnost katalaze

U skupini muzjaka HSHFD, te u skupinama muZzjaka HSHFD tretiranih metforminom 1i
liraglutidom uocena je znacajno snizena aktivnost CAT u odnosu na kontrolnu skupinu.
Najvece snizenje aktivnosti zabiljeZzeno je kod muzjaka tretiranih metforminom, aktivnost
CAT je snizena za 71.78% u odnosu na kontrolnu skupnu. Skupina tretirana metforminom
ima takoder znacajno nizu aktivnost CAT u odnosu na skupinu tretiranu liraglutidom.
Statisticki znacajne razlike nema izmedu skupine HSHFD i skupine HSHFD-Met te izmedu
skupine HSHFD i HSHFD-L.ir (Slika 4).
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Slika 4. Aktivnost katalaze (CAT) u krvnom serumu muZjaka Stakora. Kontrolna skupina
zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s visokim
udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom, i skupina HFHSD-Lir hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Rezultati (N=8) su
prikazani kao srednje vrijednosti +£ SD. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan post hoc
testom. Razlicita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <

0.05).



Aktivnost CAT znacajno je snizena kod skupina Zenki HSHFD, te skupina zenki HSHFD
tretiranih metforminom 1 liraglutidom, u odnosu na kontrolnu skupinu zenki. Kod Zenki
tretiranih liraglutidom zabiljezeno je najvece snizenje aktivnosti od 73.85% u odnosu na
kontrolnu skupinu. Aktivnost CAT kod te skupine takoder je znacajno niza i u odnosu na
zenke tretirane metforminom. Statisti¢ki znacajne razlike nema izmedu skupine zenki HSHFD
i skupine zenki HSHFD tretiranih metfominom (HSHFD-Met) te izmedu skupine Zenki
HSHFD i skupine HSHFD tretirane liraglutidom (HSHFD-L.ir) (Slika 5).
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Slika 5. Aktivnost katalaze (CAT) u krvnom serumu zenki Stakora. Kontrolna skupina
zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s visokim
udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom i skupina HFHSD-Lir hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Rezultati (N=8) su
prikazani kao srednje vrijednosti +£ SD. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan post hoc
testom. Razlicita slova oznaCavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <

0.05).



Usporeduju¢i aktivnosti CAT u pojedinim skupinama muzjaka i odgovaraju¢im skupinama
zenki uocena je statisticki znacajna razlika u aktivnostima CAT. Aktivnost CAT je kod svih
skupina zenki znacajno niza u odnosu na odgovarajuée skupine muzjaka. Dok je kod muzjaka
najvece snizenje aktivnosti CAT uoc¢eno kod skupine HFHSD tretirane metforminom, kod
zenki je najvece snizenje aktivnosti CAT zabiljezeno unutar skupine HFHSD tretirane

liraglutidom (Slika 6).
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Slika 6. Usporedba aktivnosti katalaze (CAT) u serumu muzjaka i Zenki Stakora. Plavi stupiéi
oznacavaju muzjake, a crveni stupici oznacavaju zenke. Kontrolna skupina zivotinja hranjena
je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s visokim udjelom masti i
soli (dijabeti¢ni $takori), skupina HFHSD-Met hranjena je prehranom s visokim udjelom
masti i soli te je tretirana metforminom, i skupina HFHSD-Lir hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Razlike izmedu pojedinih skupina
zenki 1 muzjaka testirane su t-testom. Zvjezdice (*) oznacavaju statisticki znacajne razlike

izmedu pojedinih skupina muzjaka i1 Zenki (P < 0.05).
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3.2. Aktivnost glutation-peroksidaze

Aktivnost GPX nije znacajno snizena u skupini muzjaka HSHFD u odnosu na kontrolnu
skupinu. U skupinama muzjaka HSHFD tretiranih metforminom i liraglutidom uocena je
znacajno snizena aktivnost GPX u odnosu na kontrolnu skupinu. U skupini muzjaka tretiranih
metforminom aktivnost GPX sniZena je za 23.47%, dok je u skupini muzjaka tretiranih
liraglutidom snizena za 30.15%. U odnosu na skupinu muzjaka HSHFD, aktivnost GPX nije
snizena U skupini HSHFD-Met, ali je u skupini HSHFD-Lir snizena za 20.31%. Statisticki
znacajne razlike nema izmedu skupine HSHFD-Met i skupine HSHFD-L.ir (Slika 7).
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Slika 7. Aktivnost glutation-peroksidaze (GPX) u krvnom serumu muzjaka Stakora. Kontrolna
skupina zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom, i skupina HFHSD-Lir
hranjena je prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Rezultati
(N=8) su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan
post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

skupina (P < 0.05).
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U skupini zenki HSHFD te u skupinama Zenki HSHFD tretiranih metforminom i liraglutidom
nije uoceno znacajno povisenje aktivnost GPX u odnosu na kontrolnu skupinu zenki. Takoder
nema statisticki znacajne razlike izmedu skupine HSHFD 1 skupine Zenki HSHFD tretiranih
metforminom te izmedu skupine HSHFD i skupine Zenki HSHFD tretiranih liraglutidom
(Slika 8).
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Slika 8. Aktivnost glutation-peroksidaze (GPX) u krvnom serumu zenki Stakora. Kontrolna
skupina zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom i skupina HFHSD-L.ir
hranjena je prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Rezultati
(N=8) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan
post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

skupina (P < 0.05).
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Usporedujuci aktivnosti GPX u pojedinim skupinama muZzjaka i odgovaraju¢im skupinama
zenki uocena je statisticki znacajna razlika u aktivnostima GPX. Aktivnost GPX je kod svih
skupina zenki znacajno niza u odnosu na odgovarajuée skupine muzjaka. Dok je kod muzjaka
najvece snizenje aktivnosti GPX uoceno kod skupine HFHSD tretirane liraglutidom, kod

zenki nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu skupina (Slika 9).
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Slika 9. Usporedba aktivnosti glutation peroksidaze (GPX) u serumu muzjaka i Zenki Stakora.
Plavi stupi¢i oznafavaju muzjake, a crveni stupi¢i oznacavaju zenke. Kontrolna skupina
zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s visokim
udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom, i skupina HFHSD-Lir hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Razlike izmedu
pojedinih skupina zenki 1 muzjaka testirane su t-testom. Zvjezdice (*) oznacavaju statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih skupina muzjaka 1 Zenki (P < 0.05).
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3.3. Aktivnost superoksid-dismutaze

Aktivnost SOD nije znacajno snizena u skupini muzjaka HSHFD i skupini muzjaka HSHFD
tretiranih liraglutidom u odnosu na kontrolnu skupinu. U skupini muzjaka HSHFD tretiranih
metforminom aktivnost SOD je sniZzena za 31.28 % u odnosu na kontrolnu skupinu, ali je
takoder sniZzena i u odnosu na skupinu muzjaka HSHFD te skupinu muzjaka HSHFD

tretiranih liraglutidom (Slika 10).
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Slika 10. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u krvnom serumu muZzjaka S$takora.
Kontrolna skupina zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena
je prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom, i skupina HFHSD-
Lir hranjena je prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Rezultati
(N=8) su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan
post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

skupina (P < 0.05).
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U skupini zenki HSHFD te u skupinama Zenki HSHFD tretiranih metforminom i liraglutidom
nije uoceno znacajno snizenje aktivnost SOD u odnosu na kontrolnu skupinu zenki. Takoder
nema statisticki znacajne razlike izmedu skupine HSHFD i skupine zenki HSHFD tretiranih
metforminom te izmedu skupine HSHFD i skupine Zenki HSHFD tretiranih liraglutidom

(Slika 11).
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Slika 11. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u krvnom serumu Zenki $takora. Kontrolna
skupina zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom i skupina HFHSD-L.ir
hranjena je prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Rezultati
(N=8) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Razlike izmedu skupina testirane su Duncan
post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

skupina (P < 0.05).
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Usporedujuci aktivnosti SOD u pojedinim skupinama muZzjaka i odgovaraju¢im skupinama
zenki uocena je statisticki znacajna razlika u aktivnostima SOD. Aktivnost SOD je kod svih
skupina zenki znacajno niza u odnosu na odgovarajuc¢e skupine muzjaka, osim u skupinama
tretiranim metforminom gdje nema statisticki znacajne razlike u aktivnosti SOD izmedu
muzjaka i1 Zenki. Dok je kod muzjaka najvece snizenje aktivnosti SOD uoceno kod skupine
HFHSD tretirane metforminom, kod zenki nije uoCena statisticki znacajna razlika izmedu
skupina (Slika 12).
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Slika 12. Usporedba aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD) u serumu muzjaka i Zenki
Stakora. Plavi stupi¢i oznaCavaju muzjake, a crveni stupi¢i oznacavaju zenke. Kontrolna
skupina Zivotinja hranjena je standardnom hranom, skupina HFHSD hranjena je prehranom s
visokim udjelom masti i soli (dijabeti¢ni Stakori), skupina HFHSD-Met hranjena je
prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana metforminom i skupina HFHSD-L.ir
hranjena je prehranom s visokim udjelom masti i soli te je tretirana liraglutidom. Razlike
izmedu pojedinih skupina Zenki i muzjaka testirane su t-testom. Zvjezdice (*) oznacavaju

statisticki znaCajne razlike izmedu pojedinih skupina muzjaka 1 Zenki (P < 0.05).
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4. RASPRAVA

Svrha ovog istrazivanja bila je utvrditi utjecaj lijekova metformina i liraglutida na aktivnost
antioksidativnih enzima CAT, GPX-a i SOD-a kod dijabeti¢nih i pretilih Stakora. Dijabetes
tipa 2 je metaboli¢ki poremecaj u kojem zbog otpornosti na inzulin ili manjka inzulina dolazi
do povecanja koncentracije Seéera u krvi tj. hiperglikemije (Malmenas i sur., 2013).
Hiperglikemija u dijabetesu je povezana sa glikacijom proteina te usporedno s tim i
proizvodnjom ROS-a koje uzrokuju razna oksidativna oStecenja stanice (Aksoy i sur., 2013).
Zbog hiperglikemije, vece koli¢ine Secera ulaze u ciklus glikolize i ciklus trikarbonatnih
kiselina sto dovodi do povecanog rada elektronskog transportnog lanca te se nakupljaju sve
veCe koncentracije O, (Wiernsperger, 2003). Gargiulo i suradnici su ustanovili da su
pacijenti oboljeli od dijabetesa tipa 2 imali znatno veéu produkciju O, u trombocitima u

odnosu na kontrolnu skupinu (Gargiulo i sur., 2002).

Rezultati istrazivanja su pokazali snizenu aktivnost CAT u skupini dijabeti¢énih muZzjaka
(HSHFD), i zenki (HSHFD) u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine. Snizena aktivnost
CAT zabiljezena je i u tkivima bubrega dijabeticnih Stakora na kojima su radili Kakkar i
suradnici, §to objasnjavaju mogucom inhibicijom enzima prekomjernom proizvodnjom ROS-
a, posebno O, koji inaktivira CAT (Kakkar i sur., 1995). Posto CAT prevodi H,0, u vodu i
kisik, njezinom smanjenom aktivno$¢u moguce je ocekivati nesto vecu koncentraciju HOz, S
time moZemo povezati rezultate aktivnosti GPX-a koja se nije statisticki znac¢ajno promijenila
u skupini dijabeticnih muzjaka (HSHFD) i Zenki (HSHFD) u odnosu na odgovarajuce
kontrolne skupine. Dakle, kada je aktivnost CAT smanjena, detoksikacija H,O, postaje ovisna
0 aktivnosti GPX-a. Povisene koncentracije H,O, mogu uzrokovati postepenu inhibiciju
SOD-a (Pavlovi¢ i sur., 2000). Detoksikacijom H,0,, GPX je sprijecio inhibiciju SOD-a, §to
je moguce objasnjenje rezultata aktivnosti SOD-a koja se nije statisticki znac¢ajno promijenila
u skupini dijabeticnih muzjaka (HSHFD) i Zenki (HSHFD) u odnosu na odgovarajuce
kontrolne skupine. Medutim, u istraZzivanju koje su proveli Pan i suradnici na pacijentima
oboljelim od dijabetesa tipa 2, rezultati su bili neSto drugaciji. Aktivnost CAT u serumu bila
je snizena, ali takoder sniZzene su bile i aktivnosti GPX-a i SOD-a u odnosu na kontrolnu
skupinu tj. zdrave ljude §to objasnjavaju povecanim stvaranjem ROS-a i nastankom

oksidativnih ostecenja (Pan, 2010).
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Metformin je oralni antidijabetik koji se moze Koristiti za sniZzavanje razine glukoze u krvi,
sam ili u kombinaciji s lijekovima sli¢noga djelovanja, kod pacijenata oboljelih od dijabetesa
tipa 2. Dosadasnja istrazivanja pokazala su zaStitne ufinke metformina prilikom sréane
fibroze, multiple skleroze te lipidne peroksidacije u krvi §to je upucivalo na dobra
antioksidativna svojstva metforimina (Alhaider i sur., 2011). NasSe istrazivanje je pokazalo da
je u skupini dijabeti¢nih muzjaka tretiranih metforminom (HSHFD-Met) znacajno sniZena
aktivnost svih antioksidativnih enzima (CAT, GPX-a i SOD-a) u odnosu na kontrolnu
skupinu, dok je u skupini dijabeti¢nih Zenki tretiranih metforminom (HSHFD-Met)
zabiljezena snizena aktivnost samo CAT u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se aktivnosti
GPX-a i SOD-a nisu statisticki znacajno promijenile. Medutim, izmedu skupine dijabeti¢nih
muzjaka (HSHFD) i skupine muzjaka tretiranih metforminom (HSHFD-Met) nije bilo
statisticki znacajne razlike u aktivnosti CAT i GPX-a, dok je aktivnost SOD-a bila snizena.
Takoder ni kod Zenki nije bilo statisticki znacajne razlike u aktivnosti CAT, GPX-a i SOD-a
izmedu skupine dijabeticnih Zenki (HSHFD) i skupine zenki tretiranih metforminom
(HSHFD-Met). Bonnefont i suradnici u svom istrazivanju su pokazali da metformin moze
direktno neutralizirati HO", ali da ne moze neutralizirati H,O, i O," (Bonnefont-Rousellot i
sur., 2003). Snizena aktivnost SOD-a rezultira povecanjem koncentracije O, koji inaktivira
CAT i GPX odnosno smanjuje njihovu aktivnost. Iz dobivenih rezultata mogli bismo
zakljuciti da metformin nije imao utjecaja na aktivnosti CAT, GPX-a i SOD-a u serumu
dijabeti¢nih Stakora, §to ne mora nuzno znaciti da nije imao utjecaja na cjelokupni
antioksidativni status jer postoje dokazi o njegovom neposrednom djelovanju na smanjenje
oksidativnog stresa. Ve¢ spomenuta neenzimska glikacija proteina je kompleks serije reakcija
izmedu reduciranog Secera i amino skupine proteina, lipida ili DNA gdje preko Amadori
produkata i Schiffovih baza na kraju nastaju velike koli¢ine krajnjih produkata uznapredovale
glikacije (AGE, engl. advanced glycation end products) pri ¢emu se nakuplja ROS. U
dijabetesu te se reakcije odvijaju ubrzano zbog hiperglikemije te su zabiljezene povecane
koli¢ine AGE-a, ali i ROS-a (Rahbar i sur., 2000). Esteghamati i suradnici su ustanovili
snizene koli¢ine AGE kod pacijenata oboljelih od dijabetesa koji su 3 mjeseca primali
metfomin zbog Cega se moglo zakljuciti da metformin smanjuje oksidativni stres
(Esteghamati i sur., 2013). Takoder, metformin inhibira enzimsku aktivnost kompleksa 1 u
respiracijskom lancu mitohondrija kako bi smanjio povecano nakupljanje O, uzrokovano

hiperglikemijom (Rosen i Wiernsperger, 2006).
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Liraglutid je analog GLP-1 sa 97% podudarnosti s ljudskim GLP-1-om, lijek koji sniZzava
razinu glukoze u krvi na nacin da potencira sekreciju inzulina, povecava rast beta stanica
gusterace, smanjuje apetit te regulira tjelesnu masu (Gao i sur., 2015). U skupini dijabeti¢nih
muzjaka tretiranih liraglutidom (HSHFD-Lir) zabiljezena je znacajno snizena aktivnost CAT i
GPX-a odnosu na kontrolnu skupinu, dok se aktivnost SOD-a nije zna¢ajno promijenila. U
skupini dijabeti¢nih Zenki tretiranih liraglutidom (HSHFD-Lir) zabiljezena je snizena
aktivnost samo CAT u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se aktivnosti GPX-a i SOD-a nisu
statistiCki znacajno promijenile. Medutim, izmedu skupine dijabeti¢nih muzjaka (HSHFD) 1
skupine muzjaka tretiranih liraglutidom (HSHFD-Lir) nije bilo statisticki znacajne razlike u
aktivnosti CAT i SOD-a, dok je aktivnost GPX-a bila snizena. Takoder ni kod zenki nije bilo
statisticki znacajne razlike u aktivnosti CAT, GPX-a i SOD-a izmedu skupine dijabeti¢nih
zenki (HSHFD) i skupine Zenki tretiranih liraglutidom (HSHFD-Lir). Iz toga moZemo
zakljuciti da liraglutid nije imao utjecaj na aktivnost CAT, GPX-a i SOD-a u serumu
dijabeti¢nih stakora. U endoplazmatskom retikulumu (ER) jetre Stakora soja Sprague-Dowley
hranjenima prehranom s visokim udjelom masti na kojima su istrazivali Yang i suradnici
doslo je do smanjena oksidativnog stresa nakon tretmana liraglutidom S§to objaSnjavaju
njegovom inhibicijom signalnog puta stresa u ER-u (Yang i sur., 2014). Shiraki i suradnici su
ustanovili povec¢anu ekspresiju CAT, GPX i SOD u endotelnim stanicama nakon tretmana
liraglutidom (Shiraki i sur., 2012). Rezultati istrazivanja Rizza i suradnika pokazali su da
liraglutid smanjuje lipidnu peroksidaciju u plazmi pacijenata oboljeli od dijabetesa, ali nisu

zabiljezili znacajne uéinke na razinu ROS-a u plazmi (Rizzo i sur., 2014).
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5. ZAKLJUCAK

1. Hiperglikemija uzrokuje povec¢ano nakupljanje ROS-a koji dovode do oksidativnog stresa
Sto mozemo zakljuciti prema snizenoj aktivnosti CAT, jednako i kod muzjaka i kod Zenki
dijabeti¢nih i pretilih Stakora, do koje moZze doé¢i wuslijed inhibicije poveéanim

koncentracijama superoksida.

2. Metformin je snizio aktivnosti svih antioksidativnih enzima u krvnom serumu muzjaka u
odnosu na kontrolnu skupinu, dok je aktivnost SOD-a bila manja i u odnosu na dijabeti¢nu
skupinu Stakora. Za razliku od muzjaka, kod Zenki je metformin dijelovao samo na snizenje

aktivnosti CAT.

4. Liraglutid je znacajno snizio aktivnosti enzima CAT i GPX-a u serumu muzjaka u odnosu
na kontrolnu skupinu dok je aktivnost GPX-a bila manja i u odnosu na dijabeti¢énu skupinu
Stakora. Za razliku od muzjaka, kod Zenki je liraglutid dijelovao samo na snizenje aktivnosti

CAT.

5. Evidentno je da postoje spolne razlike u odgovoru antioksidativnih enzima na terapiju
dijabetesa tipa 2 lijekovima kao §to su metformin i laraglutid. Osim toga razlike izmedu
muzjaka 1 Zenki postoje 1 u aktivnostima antioksidativnih enzima izmedu istih skupina
zivotinja, aktivnosti enzima su znatno veée kod muzjaka u odnosu na odgovarajuce skupine

zenki (razlika je posebno izraZena kod CAT).
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