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Rezime: Akutni infarkt srca je danas najveéi javno medicinski problem, jer je vodeéi uzrok
smrti u razvijenim zemljama. Mozemo ga definisati kao nesrazmjeru izmedu dotoka krvi
kardiomiocitima 1 njihovih potreba, §to rezultuje njihovom nekrozom. U mjestu nastanka
infarkta tj. nekroze, javlja se upalni odgovor ¢iji je zadatak da ukloni mrtve ¢elije i zamijeni
ih drugim, funkcionalno manje vrijednim ¢elijama. Takode, u ishemi¢no nekroticnom tkivu
se javlja porast reaktivnih kiseoni¢nih molekula odnosno markera oksidativnog stresa.
Pretpostavljeno  kardioprotektivno  dejstvo  ursodeoksiholne kiseline 1  dejstvo
henodeoksiholne kiseline posmatrano je i pra¢eno preko funcionalnih i biohemijskih
parametara koji su odredivani u ovoj studiji. Kao model kardiotoksi¢nosti uzet je model
izoprenalinske kardiotoksi¢nosti, jer u potpunosti izaziva promjene u srcu, kao i kod akutnog
infarkta srca koji je izazvan koronarnom okluzijom. Studija je radena na sljedec¢i nacin:
zdravi pacovi su metodom sluc¢ajnog izbora na pocetku eksperimenta podijeljeni u 6 grupa.
Pacovi su bili priblizno iste tjelesne teZine, Wistar albino soja,i to muzjaci. Tretman svake
grupe je trajao 10 dana a 11-og dana je radeno Zrtvovanje zivotinja. Prva grupa oznacena
kao kontrolna (C) grupa, ona je tokom 10 dana dobijala vehikulum za Zucne kiseline, tj.
propilen glikol (PG), a 9-og 1 10-og dana uz njega je dat 1 0,9% fizioloSki rastvor. Druga
grupa, izoprenalinska (I) grupa je primala propilen glikol 10 dana a 9-og 1 10-og dana je uz
njega primala 1 izoprenalin. Treca grupa, ursodeoksiholna grupa (UDCA) je 10 dana primala
ursodeoksiholnu kiselinu per os, a 9-og 1 10-og dana je dobila 1 0,9% fizioloski rastvor.
Cetvrta grupa, henodeoksiholna grupa (CDCA) je tokom 10 dana primala per os
henodeoksiholnu kiselinu, a uz nju 9-og i 10-og dana je dobila 1 0,9% fizioloski rastvor. Peta
grupa, ursodeoksiholna grupa plus izoprenalin (UDCA 1) je tokom 10 dana per os dobijala
ursodeoksiholnu kiselinu, a 9-og i 10-og dana je primila i izoprenalin. I Sesta grupa,
henodeoksiholna grupa plus izoprenalin (CDCA 1) je grupa koja je tokom 10 dana primala

per os henodeoksiholnu kiselinu da bi 9-og 1 10-og dana primila i izoprenalin.



Evaluacijom dobijenih parametara nakon Zrtvovanja Zivotinja pokazano je da je pretretman
sa UDCA i CDCA u grupama koji su primali izoprenalin (UDCA I, CDCA I) znatno smanjio
vrijednosti visoko osjetljivog troponina I u odnosu na grupu sa izoprenalinom, ali bez
pretretmana sa zu¢nim kiselinama (I). Takode su smanjene vrijednosti reaktivne supstance
tiobarbiturne kiseline (TBARS) u grupama koje nisu primale izoprenalin (UDCA, CDCA i
C grupa), a u grupama koje su primale izoprenalin vrijednosti TBARS bile su zna¢ajno nize
u UDCA I u odnosu na I grupu. Isto tako je primijecen i trend porasta antioksidanasa
(Katalaze-CAT, Glutationa-GSH 1 Super oksid dismutaze-SOD) u grupama koje su primale
UDCA i CDCA. U grupama koji su primale izoprenalin vrijednosti GSH su bile znacajno
vise u CDCA I u odnosu na UDCA 11 grupu I. Efekat pretretmana sa zu¢nim kiselinama na

ostale pracene parametre bice prikazan u studiji.
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Summary:Acute myocardial infarction is currently the largest public health issue, being the
leading cause of death in developed countries. It can be defined as a mismatch between the
blood supply to cardiomyocytes and their needs, resulting in their necrosis. At the site of
infarction, i.e., necrosis, an inflammatory response occurs, aiming to remove dead cells and
replace them with functionally inferior ones. In addition, ischemic necrotic tissue shows an
increase in reactive oxygen species, which are markers of oxidative stress. The presumed
cardioprotective effect of ursodeoxycholic acid and the effect of chenodeoxycholic acid were
observed and monitored through functional and biochemical parameters determined in this
study. The model of isoproterenol-induced cardiotoxicity was chosen as it induces changes
in the heart similar to those caused by acute myocardial infarction due to coronary occlusion.
The study was conducted as follows: Healthy rats were randomly divided into six groups at
the start of the experiment. The rats were approximately of the same body weight, of the
Wistar albino strain, and male. The treatment for each group lasted 10 days, and on the 11th
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the 9th and 10th days, they also received isoproterenol.Evaluation of the obtained parameters



after the animals were sacrificed showed that pretreatment with UDCA and CDCA in the
groups receiving isoproterenol (UDCA I, CDCA ) significantly reduced the levels of high-
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I. UVOD

1.1.Akutni koronarni sindrom

Akutni koronarni sindrom (AKS) se definiSe kao smanjen dotok krvi u miokard $to
se manifestuje kao infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta ili ACS bez elevacije ST,
Sto ukljucuje nestabilnu anginu i infarkt miokarda bez elevacije ST segmenta. Uobicajeni
faktori rizika ukljucuju starost od najmanje 65 godina, nelijeCenu hipertenziju, dijabetes
melitus, hiperlipidemiju, pusenje cigareta, indeks tjelesne mase veéi od 25 kg po m? ili
porodi¢nu anamnezu preuranjene koronarne bolesti. Simptomi koji najvise predvidaju AKS

ukljucuju nelagodnost u grudima koja je substernalna ili se Siri u ruke (najcesce lijevu) ili

vilicu (1).
Spektar AKS
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Slika 1. Spektar klinicke slike, elektrokardiografski nalaz i visokoosjetljivi nivoi sréanog troponina

kod pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom (2)

Legenda:ACS - akutni koronarni sindrom; EKG - elektrokardiogram; hs-cTn - sréani troponin visoke
osjetljivosti; NSTE-ACS - akutni koronarni sindrom bez ST-elevacije; NSTEMI - infarkt miokarda bez ST-

elevacije; STEMI - infarkt miokarda sa elevacijom ST.

Dakle, akutni koronarni sindromi (AKS) obuhvataju spektar stanja koja ukljucuju

pacijente sa nedavnim promjenama klini¢kih simptoma ili znakova, sa ili bez promjena na



12-kanalnom elektrokardiogramu (EKG) i sa ili bez akutnog poveéanja koncentracije
troponina (cTn), (slika 1). Pacijenti sa sumnjom na AKS mogu na kraju dobiti dijagnozu
akutnog infarkta miokarda (AIM) ili nestabilne angine pektoris (NA). Dijagnoza infarkta
miokarda (IM) je povezana sa oslobadanjem cTn i postavlja se na osnovu Cetvrte univerzalne
definicije IM (3). NA se definiSe kao ishemija miokarda u mirovanju ili pri minimalnom
naporu u odsustvu akutne povrede/nekroze kardiomiocita. KarakteriSuje specifi¢ni klinicki
nalazi produzene (>20 min) angine u mirovanju; nova pojava teske angine; angina koja se
povecava po ucestalosti, duze u trajanju ili sa nizim pragom,; ili angina koja se javlja nakon
nedavne epizode IM. AKS je povezan sa Sirokim spektrom klinickih prezentacija, od
pacijenata koji su bez simptoma na prezentaciji - do pacijenata sa
kontinuiranomnelagodno$¢u/simptomima bola u grudima i pacijenata sa sréanim zastojem,

elektricnom/hemodinamskom nestabilnos¢u ili kardiogenim Sokom (slika 1).

Pacijenti sa sumnjom na AKS se obi¢no klasifikuju na osnovu prezentacije EKG-a,a
u svrhu pocetnog lije€enja. Nakon toga, pacijenti se mogu dalje klasifikovati na osnovu
prisustva ili odsustva povisenja sr¢anog troponina (kada ovi rezultati budu dostupni), kao
Sto je prikazano na slicil. Ove karakteristike (EKG promjene i poviSenje troponina) su vazne
u pocetnoj trijazi i dijagnoza pacijenata sa AKS, kao i pocetnoj strategijitretmana. Medutim,
nakon faze akutnog lijeCenja i stabilizacije, ve¢ina aspekata strategije naknadnog lijecenja
je zajednicka za sve pacijente sa AKS (bez obzira na pocetni EKG obrazac ili

prisustvo/odsustvo poviSenja sré¢anog troponina).

Na osnovu EKG karakteristika (odsutnost ili prisutnost ST elevacije), razlikuju se
STEMI (ST elevation myocardial infarction) 1 NSTEMI (non ST elevation myocardial
infarction) akutni koronarni sindromi (slika 1). Zajednicka patofiziologija AKS je ruptura ili
erozija ateromatoznog plakasa posljedi¢nom trombozom, inflamacijom, vazokonstrikcijom
1 mikroembolizacijom (4-6). Istrazivanja pokazuju povecanje biomarkera i prije pojave
biomarkera nekroze (cTnl, ¢TnT), kao Sto su: upalni citokini, ¢elijske adhezione molekule,
matriks metaloproteinaze, visoko senzitivni C-reaktivni protein (hs-CRP), biomarkeri
destabilizacije plaka, biomarkeri ishemije (npr. holin, ishemijom modifikovan albumin),
biomarkeri sr¢ane disfunkcije (B-tip natriuretskog peptida), itd. Oni mogu olaksati raniju
procjenu ukupnog rizika i pomo¢i u identifikaciji i tretmanu pacijenata sa simptomima koji

upucuju na AKS prije smrti ¢elija (7).



Epidemioloski posmatrano, kardiovaskularne bolesti (KVB) su najée$¢i uzrok
mortaliteta i morbiditeta Sirom svijeta, pri cemu znacajan dio ovog tereta snose zemlje sa
niskim i srednjim prihodima (7,8). AKS je Cesto prva klinicka manifestacija KVB. U 2019.
godini bilo je procijenjenih 5,8 miliona novih slucajeva ishemijske bolesti srca u 57 zemalja
¢lanica ESC (engl. National Cardiac Societies), (8). Prosje¢na procjena incidencije
standardizovane po starosti na 100 000 ljudi bila je 293,3 (interkvartilni odnos 195,8-529,5).
KVB je i dalje najces¢i uzrok smrti u zemljama ¢lanicama ESC, §to predstavlja neSto manje
od 2,2 miliona smrtnih slucajeva kod Zena 1 nesto vise od 1,9 miliona smrtnih slucajeva kod
muskaraca u posljednjoj godini dostupnih podataka (2019. godina). Ishemijska bolest srca
je najcesc¢i uzrok smrti od KVB, ¢ineéi 38% svih smrtnih slucajeva od KVB kod zena i 44%

kod muskaraca (8).
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Slika 2.Povezanost kardiovaskularnih bolesti sa inflamatornim odgovorom, zbog oslobadanja

slobodnih kiseoni¢nih radikala i proteolitickih enzima (9)

AKS je povezan sa inflamatornim odgovorom, zbog oslobadanja slobodnih
kiseoni¢nih radikala i proteoliti¢kih enzima (9). Nekrozom kardiomiocita oslobadaju se
signalne molekule opasnosti (npr. HMBG1- nuklearni protein hromatina), koje se vezu za
upalne receptore (RAGE, TLR receptore) koji potom aktiviraju komponente komplementa i
djeluju na MAPK (mitogenima aktivirane protein kinaze) 1 NF kB (nuklearni faktor kapa B).
Aktivacijom MAPK 1 NF kB dolazi i do aktivacije proupalnih gena koji, dovode do stvaranja
upalnih citokina (TNF- tumor nekroza faktora, IL-6- interleukin 6, IL-1- interleukin 1, IL-
18- interleukin 18), hemokina i adhezionih molekula. Stvorene molekule pojac¢avaju upalni

odgovor (stimuliSu¢i MAPK, NF kB) i1 privlace upalne celije (neutrofile, monocite,



limfociteimastocite) dovode¢i do njihove ekstravazacije u osteé¢eno tkivo srca (10). Upalni

tj. inflamatorni proces u velikoj mjeri moze da utice na veli¢inu nekroti¢ne lezije srca (11).

1.2.0ksidativni stres kod oSte¢enja srca

Pokazalo se da su razne kardiovaskularne bolesti povezane sa viskom proizvodnje
reaktivnih vrsta kiseonika (ROS),(12-15). ROS ¢ine i slobodni radikali kiseonika, kao $to su
superoksid, hidroksilni radikali i peroksi radikali, kao 1 neradikali, kao $to su vodonik
peroksid, hipohlorna kiselina itd. (16). U vecini tipova ¢elija, mitohondrije su glavni
pokretaci intracelularne proizvodnje oksidanata, dok su drugi relevantni izvori nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze (sazeti kao NOKS porodica enzima). Pored
toga, brojni drugi enzimi kao §to su ksantin oksidaza, sintaza azot oksida, ciklooksigenaze,
enzimi citokroma P450 i lipoksigenaze, kao i druge Celijske organele, poput peroksizoma i
endoplazmatskog retikuluma, doprinose intracelularnoj proizvodnji ROS (17). Proteini,
lipidi i DNK su primarne ¢elijske strukture na koje uticu ROS i reaktivne vrste azota (RNS).
Generisanje molekularnog kiseonika u obliku ROS je prirodni dio aerobnog Zivota. S tim u
vezi, bazalni nivoi ROS-a su neophodni za ispoljavanje razlicitih ¢elijskih funkcija, kao Sto
su putevi transdukcije signala, odbrana od invazijskih mikroorganizama, ekspresija gena 1
promocija rasta ili smrti (18).Uprkos klju¢noj vaznosti redoks reakcija, disregulacija
signalizacije oksidansa moze izazvati ili ubrzati mnostvo patoloskih stanja, kao §to je brzina
starenja. Medutim, organizamposjeduje zaStitne mjere protiv ROS - preko enzimskih (npr.
superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), peroksiredoksina (Prk) i glutation peroksidaze
(GSH-Pk)), kao 1 neenzimskih jedinjenja (npr. tokoferol/vitamin E, beta-karoten, askorbat,
glutation (GSH) 1 nikotinamid (NAM)),(19). Noviji istrazivacki dokazi omogucavaju
istrazivanje redoks signalnih puteva sa adekvatnim hemijskim detaljima, i postalo je jasno
da su redoks procesi podjednako vazni u (pato)fiziologiji, kao i reakcije fosforilacije-
defosforilacije, ili centralni mehanizmi odgovorni za kontrolu genoma i epigenoma, kao $to
je acetilacija-deacetilacija 1 metilacija-demetilacija (20). Medutim, analiza redoks sistema je
izazovna zbog znacajnih subcelijskih razlika u redoks potencijalu i kratkog Zivotnog vijeka
ROS. Otkri¢e brojnih biomarkera oksidativnog stresa je olakSalo mjerenje ROS; medutim,
njihova klinicka upotreba jo§ uvijek treba da bude validirana s obzirom na ogromnu

raznolikost oksidativnog stresa izmedu razlicitih bolesti, posebno AKS.



Celije postavljaju antioksidativni obrambeni sistem koji se uglavnom bazira na
enzimskim komponentama, poput superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation
peroksidaze (GPx), kako bi se zastitili od ROS-indukovanog ¢elijskog oste¢enja (21).U
ishemi¢nom miokardu izvori ROS-a su mitihondrijski lanac transportnih elektrona
(disfunkcija rada mitihondrija),povecana aktivnost azot oksid sintetaze (NOS), ksantin
oksidaze, autooksidacije kateholamina i drugi izvori (22).Toksi¢ni efekti produkovanih ROS
u miokardiocitima dovodi do njihovog ostecenja ili smrti kroz razliCite mehanizme, a
najces¢e alteracijom u homeostazi Ca2+ 1 Fe, poremecaja u funkciji mitohondrija i
sarkoplazmatskog retikuluma, promjena u sintezi nukleinskih kiselina i proteina, degradacije
miofilamenata i komponenti citoskeleta (23). Reaktivne kiseoni¢ne vrste imaju profibroticku
funkciju tj. idukuju proliferaciju fibroblasta i aktiviraju matriksne metaloproteinaze. ROS
direktno oStecuju kontraktilnu strukturu kardiomiocita putem modifikacije proteinskog
sistema koji uéestvuje u kontrakciji éelija srca i preko kanalskih sistema (Ca**, Na*, K" i Na-
K" kanala). O$te¢enjem ili smréu sréanih ¢elija u krvi se mogu detektovati biomarkeri sréane
nekroze, a najcesce koriSten 1 u praksi okarakterisani kao zlatni standard su sréani troponini

(T 1 I troponin).

Oksidativni stres je ¢es¢e povezan sa povisenim nivoima ROS ili reaktivnih azotnih
vrsta (RNS) u ¢elijskom 1 subcelijskom nivou. Medutim, ROS/RNS na suboptimalnom
nivou mogu djelovati kao signalni molekuli u odrZavanju kardiovaskularne funkcije. S druge
strane, povecani nivoi ROS/RNS mogu izazvati patologiju oSteenjem lipida, proteina 1
DNK. Dakle, ROS ¢e u zavisnosti od njihove koncentracije, mjesta proizvodnje 1 ukupne
redoks ravnoteze ¢elije odrediti njeno biolosko djelovanje (korisno ili Stetno) u tkivima.
Kardiovaskularna patologija povezana sa oksidativnim stresom primjecena je kod nekoliko
sr¢anih oboljenja kao §to su ishemija/reperfuzijska povreda, ateroskleroza, dijabeticka

kardiomiopatija i sl.

Zuéne kiseline, koji se sintetiu iz holesterola u hepatocitima jetre, predmet su
proucavanja, zahvaljuju¢i njihovoj slozenoj mrezi signalnih puteva koju ispoljavaju na
hepatocite, miokardiocite 1 druge cCelije. Jedna od svojstava zu¢nih kiselina je njihovo
djelovanje na citotoksi¢nost, odnosno citoptotekciju, a ta svojstva zavise od hidrofobnosti
odnosno od hidrofilnosti Zzu¢nih kiselina. Ursodeoksiholna kiselina (UDCA) kao
hidrofilnazu¢na kiselina, ihhibiSe apoptozu i nekrozu Celija preko vise efekta medu kojima

je 1 sprecavanje stvaranja ROS-a (24).



1.2.1. Izvori proizvodnje ROS-a

ROS dakle ima 1 korisnu i Stetnu ulogu. Oksidativni stres se javlja kada god je
proizvodnja ROS-a veca od antioksidativnih kapaciteta. ROS se generiSe kao nusprodukt
mitohondrijalnog disanja ili metabolizma ili pomocu specificnih enzima. Razliciti faktori
zivotne sredine i/ili izlaganje razli¢itim agensima podsti¢u proizvodnju ROS-a i doprinose
pojavi brojnih patologija kao $to je ovdje slucaj sa kardiovaskularnim bolestima(25-27). Na
nivou srca, kao §to smo ve¢ naveli glavni izvori ROS-a su mitohondrijski lanac transporta
elektrona, ksantin oksidaza, NADPH oksidaze (NOKS) i sintaze azotnog oksida (NO).
Dioksigen (O2) je polazna tacka za formiranje ROS-a. Tako, ,hvatanjem* elektrona,
dioksigen izaziva stvaranje superoksidnih anjona (@0Oz"). Ovo su najzastupljeniji ROS u
¢elijama i odgovorni su za formiranje svih drugih tipova ROS-a, posebno hidroksil (¢ OH) 1
hidroperoksi (e HO) radikala i drugih neradikalnih vrsta, kao $to je vodonik peroksid (H20>)
koji mogu da formiraju hidroksilni radikal (28).
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Slika 3. Formiranje ROS i detoksikacija. 10,: singletni kiseonik; CI—: hlorid jon; Fe**: gvozde (11)
jon; Fe**: gvozde (III) jon; GPKS: glutation peroksidaza; H+: proton; H,O: voda; H,O»: vodonik
peroksid; HOCI: hipohlorna kiselina; MPO: mijeloperoksidaze; NE: azot oksid; O.: kiseonik;
02— superoksid anjon; ® OH: hidroksilni radikal; ONOO-: peroksinitrit; ONOOH:

peroksinitrozna kiselina; Prk: peroksiredoksini; SOD: superoksid dismutaze (28).

Superoksidni anjoni tada mogu da stupe u interakciju sa NO da bi formirali
peroksinitrit (ONOO-) ili da bi se pretvorili u vodonik peroksid dejstvom enzima superoksid
dismutaze (SOD). Superoksidni anjoni takode mogu da reaguju sa vodonik-peroksidom, §to
dovodi do proizvodnje hidroksilnog radikala (29). Pored toga, peroksinitrit se detoksikuje

do peroksinitrozne kiseline (ONOOH) nakon hvatanja protona. Vodonik peroksid moze



dovesti do stvaranja hidroksilnih radikala u reakciji sa prisustvom jona gvozda i do stvaranja
hipohlorne kiseline (HOCI) dejstvom mijeloperoksidaza. Vodonik-peroksid se na kraju
detoksikuje u vodi dejstvom nekoliko enzima: glutation peroksidaze (GPKS), katalaze 1
peroksiredoksina (Prk). Konacno, hipohlorna kiselina moze da stupi u interakciju sa

vodonik-peroksidom i formira singletni kiseonik (102), (slika 3).

1.2.2. Antioksidansnisistemi i zaStita kod oSte¢enja srca

Nekoliko antioksidativnih odbrambenih sredstava stiti bioloske sisteme, pa tako i
srce od toksi¢nosti ROS-a 1 ukljucuje antioksidativne enzime sa specifiénom raspodjelom
(superoksid dismutaza (SOD), katalaza, glutation peroksidaza, glutation-S-transferaza i

glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza) 1 neenzimske antioksidante, abilirubin -tokoferol i -
karoten),(30), (Slika 4).
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Slika 4. Kompartmentalizacija sr¢anih antioksidativnih enzima. C: citosol; EC: Ekstracelularni
odjeljak; L: lizozomi; M: mitohondrije; N: jedro; GPKS 1-4: glutation peroksidaza 1-4; SOD 1-3:
superoksid dismutaza 1-3; Tkn 1-2: tioredoksin 1 i 2; Trk 1-2: tioredoksin reduktaza 1 i 2; MPO:

mijeloperoksidaza; Prk 1-6: peroksiredoksin 1-6 (30).

Superoksidne dismutaze (SOD) su metaloproteini sposobni da katalizuju
transformaciju superoksidnog anjona (€ 02—) u vodonik peroksid (H20z). To je najefikasniji
antioksidativni enzim kod Covjeka. Zaista, detoksikacijom superoksidnih anjona, SOD
inhibiraju njihovu reakciju sa NO i sprecavaju stvaranje peroksinitrita (ONOO-). Postoje tri
izoforme SOD sa specificnom subcelijskom lokalizacijom da bi bile blize izvoru proizvodnje

ROS: citosolni SOD1, mitohondrijski SOD2 1 ekstracelularni SOD3. Ove izoforme takode



zahtijevaju razli¢ite metalne kofaktore i dimerizaciju za svoju aktivnost: SODI dimer i
SOD3 tetramer zahtjevaju vezu za bakar (Cu) i za cink (Zn), pa se zato nazivaju Cu-ZnSOD,

dok tetramer SOD2, koji se takode naziva MnSOD, koristi mangan (Mn) kao kofaktor (31).

U literaturi je opisana implikacija SOD u kardiovaskularnim bolestima. Na primjer,
inhibicija ekspresije SOD2 je izazvala i mitohondrijski oksidativni stres i hipertrofiju
kardiomiocita (32). Stavige, miSevi sa nedostatkom SOD2 umiru od kardiomiopatije u roku
od 10 dana od rodenja, dok heterozigotni SOD2(+/—) miSevi pokazuju ultrastrukturno
osteCenje miokarda i mitohondrija, povezano sa povecanim oksidativnim stresom
(formiranje nitrotirozina i peroksidacija lipida), kao i aktivacija apoptotickih signalnih
puteva u srcu (33). S druge strane, aktivnost SOD3 je bila nezavisno povezana sa

abnormalnim obrascima geometrije lijeve komore (34).

Nekoliko enzima je u stanju da detoksifikuje vodonik peroksid u vodu. Medu njima,
katalaza, tetramerni hem protein, ima ovu funkciju u zavisnosti od koncentracije vodonik
peroksida: u slucaju visoke koncentracije vodonik peroksida, aktivnost kataliticke
detoksikacije je najvaznija, dok u slucaju niske koncentracije vodonik peroksida, aktivnost
peroksidaze je glavna funkcija, uz peroksidaciju razli¢itih supstrata kao Sto su funkcije
alkohola ili askorbinske kiseline (35). Zanimljivo je da transgeni miSevi koji eksprimiraju
katalazu ciljanu na mitohondrije pokazuju slabljenje razvoja mitohondrijalnog oksidativnog
stresa 1 hipertenzije izazvanog dimom cigareta ili angiotenzinom II (Angll) u poredenju sa

misSevima divljeg tipa.

Peroksiredoksini (Prk) su enzimi sposobni da smanje peroksidne funkcije nekoliko
molekula, ukljucujuéi vodonik peroksid 1 peroksinitrit. Kod ljudi se moZe razlikovati Sest
razli¢itih izoformi Prk, sa razli¢itim subcelijskim lokacijama (36), (Slika 4). Na nivou srca,
peroksiredoksin 2 1 4 su identifikovani proteomskom analizom kao uklju¢eni u

kardiomiopatiju i sr€anu insuficijenciju (37-39).

Glutation peroksidaze (Gpk) su tetramerni selenoproteini koji se nalaze u citoplazmi,
jezgrima i mitohondrijama i odgovorni su za detoksikaciju vodonik-peroksida u vodi i
eliminaciju ostataka peroksida iz lipida koriste¢i redukcijske kapacitete para
glutation/glutation sulfid (GSH/GSSG),(31). Ovaj sistem lancane reakcije funkcioniSe samo
ako se GSSG kontinuirano redukuje u GSH pomocu glutation reduktaze, koja je sama

aktivna u prisustvu NAPDH, generisana metabolickim spajanjem sa pentozofosfatnim



putem (40). Treba napomenuti da je Gpk4 smanjen u ranim i srednjim stadijumima infarkta

miokarda (41).

Generalno, svi proteini koji sadrze tiolne grupe imaju redukciona svojstva i mogu
lako da zarobe ROS. Glutation je glavni intracelularni tiol u ¢elijama, u kojima je prisutan u
sustini u redukovanom obliku. Glutation ima nekoliko antioksidativnih svojstava: on je
kofaktor Gpk, helator prelaznih metala i kona¢ni regenerator vitamina C i E. Glutation
takode moze da interaguje sa hidroksilnim radikalom ili sa funkcijama peroksida. Konacno,
odnos GSH/GSSG se smatra veoma dobrim markerom oksidativnog stresa i tacnije
peroksidacije lipida. Albumin se smatra plazmatskim ekvivalentom glutationa. Stavige,
vitamin C, koji se takode naziva askorbinska kiselina, smatra se najefikasnijim
antioksidansom rastvorljivim u vodi u ljudskoj plazmi (42). Vitamin E pokriva sve izomere
tokoferola, uglavnom predstavljene o-tokoferolom. Uglavnom se unosi putem hrane,
posebno ulja, oraSastih plodova i ljesnika. Lipofilna priroda vitamina E, kao i njegova
lokacija na celijskoj membrani, daje mu snazno antioksidativno dejstvo sprjecavanjem

peroksidacije lipida.

1.2.3. Posljedice oksidativnog stresa na srce

Oksidativni stres je ukljucen u razvoj i napredovanje klinicke i eksperimentalne
sr¢ane insuficijencije 1 AKS (43-46).Oksidativni stres se definiSe kao disregulacija izmedu
proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) 1 endogenih antioksidativnih odbrambenih
mehanizama, tzv. ,,redoks stanje. Kada je prisutan u niskim koncentracijama, ROS igra
kriti€nu funkciju u ¢elijskoj homeostazi. Medutim, viSak ROS izaziva ¢elijsku disfunkciju,
peroksidaciju proteina i lipida, oSte¢enje DNK 1 na kraju dovodi do nepovratnog oStecenja
¢elije 1 smrti. Ovo je takode ocigledno u srcu gdje su visoko osjetljivi testovi troponina
pokazali povecanje oslobadanja troponina tokom progresije srane insuficijencije, $to

ukazuje na postepeni gubitak kardiomiocita (47).

U srcu, prevelika koli¢ina ROS moZe dovesti do razvoja i progresije neprilagodenog
remodeliranja miokarda 1 srane insuficijencije (slika 5). ROS direktno oStecuje
elektrofiziologiju i kontraktilnu strukturu kardiomiocita modifikuju¢i proteine koji su
centralni za vezu ekscitacije 1 kontrakcije, ukljucujuéi kalcijumove kanale L-tipa,

natrijumove kanale, kalijumove kanale i1 natrijum-kalcijum pumpu. ROS takode moze da



promijeni aktivnost sarkoplazmatski retikulum Ca2+-adenozin trifosfataze (SERCA) kao i
smanjuju osjetljivost miofilamenta na kalcijum. Stavise, ROS indukuje energetski deficit
uticu¢i na funkciju proteina ukljucenih u energetski metabolizam. Kona¢no, ROS ima
profibroticku  funkciju, izazivanjem srcane proliferacije fibroblasta 1 matriks
metaloproteinaze koje rezultuju ekstracelularnim remodeliranjem (48).

1. Elektrofizioloska
disfunkeija 3. Mitohondrijalna disfunkcija

4. Fibroza

_/nakupljanje Ca2+

2. Kontraktilna disfunkcija

Slika 5. Efekti prekomjernog oksidativnog stresa na miokard (93)

Legenda: Kao rezultat povrede srca dolazi do teske akumulacije oksidativnog stresa (reaktivne vrste kiseonika,

ROS), sto ima nekoliko Stetnih efekata na miokard:

1. Elektrofiziologija kardiomiocita je ozbiljno pogodena povecanim ROS. ROS obrée funkciju
Na*/Ca?"pumpe (NKP), §to dovodi do priliva Ca®"i izliva Na*. ROS takode povecava priliv Ca** preko
L-tipa kalcijumskih kanala.

2. Prekomjerni ROS podsti¢e aktivnost rijanodin receptora 2 (RiR2) i inhibira aktivnost Ca*"-adenozin
trifosfataze 2 (SERCAZ2) sarkoplazmatskog retikuluma, $to dovodi do preoptereéenja kalcijumom i
smanjene osjetljivosti miofilamenta na kalcijum, §to na kraju dovodi do kontraktilne disfunkcije.

3. Mitohondrije reaguju na ishemijsku povredu tako $to proizvode povecane nivoe ROS, medutim
prevelika koli¢ina ROS obrnuto dovodi do dalje disfunkcije mitohondrijalnog i energetskog
metabolizma.

4. Povecanje ROS-a je takode odgovorno za povecanu fibrozu koja je rezultat povecanja tkivnih

inhibitora metaloproteinaza (TIMP) i smanjenja ekspresije matriksne metaloproteinaze (MMP).
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1.3.Inflamacija kod oStecenja srca

Kao §to je ilustrovano na slici 6, akutna nekroza miokarda i oSteCeni matriks
oslobadaju endogene alarmne signale koji se nazivaju molekularni obrasci povezani sa
osteCenjem (DAMP), koji aktiviraju kaskadu komplementa i stimuliSu receptore
(TLR)/interleukin-1 (IL-1) signalizaciju, Sto rezultuje aktivacijom sistema nuklearnog
faktora-kB (NF-kB) 1 indukcijom citokina, hemokina i molekula adhezije. Interakcije
izmedu hemokina i molekula ¢elijske adhezije na endotelnim ¢elijama i njihovih receptora
na leukocitima dovode do regrutovanja i ekstravazacije neutrofila i mononuklearnih ¢elija u
miokardu (49). Inflamatorni odgovor nakon IM sluzi za olakSavanje zarastanja rana i
formiranja oziljaka, ali pretjerani inflamatorni odgovor uzrokuje nepovoljno remodeliranje

1 sr¢anu insuficijenciju.
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Slika 6. Pokretanje inflamatornog odgovora nakon AIM (72)

Legenda: AIM pokrece intenzivan inflamatorni odgovor ukljucujuci povecanje medijatora upale i regrutovanje
inflamatornih ¢elija putem DAMPs/TLR/IL-1 signalizacije. Inflamazomi takode prepoznaju signale opasnosti
i aktiviraju kaspazu-1 i oslobadaju aktivni IL-1fB. Inflamatorni odgovor sluzi za remodeliranje srca, ali
prekomjerna upala dovodi do nepovoljnog remodeliranja LV i sr¢ane insuficijencije. AIM je takode povezan
sa aktivacijom koStane srzi preko aktivacije SNS i monocitopoeze slezine, §to dovodi do povecanog priliva
leukocita koji pogorsava aterosklerozu i doprinosi rekurentnom IM. Monocitopoezu slezine takode regulise
IL-1B. AIM: akutni infarkt miokarda; DAMP: molekularni obrasci povezani sa oSte¢enjem; IL-1: interleukin-

1; LV: lijeva komora; TLR: toli¢ni receptor; SNS: simpaticki nervni sistem.
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TLR sluze kao receptori za prepoznavanje obrazaca unutar urodenog imunog sistema
(50). Od 13 poznatih TLR-a sisara, TLR4 je identifikovan kao kljucni receptor u
posredovanju inflamatornog odgovora u infarktnom srcu. TLR4 je proksimalni signalni
receptor u urodenim imunim odgovorima na lipopolisaharide gram-negativnih patogena i
takode djeluje kao senzor stresa i prepoznaje DAMP kao odgovor na neinfektivnu povredu
tkiva. MiSevi sa nedostatkom TLR4 su zadobili manje infarkte i ispoljili su manje upale
(manje infiltracije neutrofila/monocita, smanjena proizvodnja citokina/hemokina i manje
depozicije komplementa) nakon AIM (51, 52). Brisanje TLR4 je takode dovelo do znacajnog
smanjenja nivoa u serumu. TNF-a, IL-1B 1 IL-6 (53). Dakle, TLR4 igra vaznu ulogu u

posredovanju lokalnog i sistemskog inflamatornog odgovora kod AIM.

Inflamatorni odgovor izazvan oSteCenjem tkiva kod AIM je takode posredovan
inflamazomima. Inflamazomi su visestruki kompleksi citoplazmatskih proteina koji sluze
kao molekularne platforme za aktiviranje kaspaze-1 1 oslobadanje IL-1B. Veéina
inflamazoma obi¢no sadrzi jedan od proteina porodice NLR, a inflamazom NLRP3 je
najopseznije proucavan u literaturi, za koji se pokazalo da prepoznaje opasnost, signalizira 1
indukuje sterilne inflamatorne odgovore u IM (54, 55). NLRP3 inflamazom sadrzi NLRP3
koji stupa u interakciju sa adapterskim molekulom ASC, koji regrutuje i aktivira kaspazu-1.
Poznato je da kaspaza-1 obraduje pro-IL-1p do njegovog aktivnog zrelog oblika i indukuje
pioptozu sréanih Celija. IL-1PB, kao cuvar inflamacije, je rani i istaknuti posrednik za
inflamatorni odgovor kod IM (56). Indukcija oslobadanja IL-1f takode zahtjeva drugi signal,
to je indukcija transkripcije pro-IL-13 putem TLR/NF«B puta. Prethodne studije su pokazale
da je inflamazom NLRP3 bio pretezno pojacano regulisan u sréanim fibroblastima
ishemijskog miokarda na Zivotinjskim modelima sa IM (57, 58). Inhibicija NLRP3 sacuvala
je funkciju miokarda 1 smanjila veli¢inu infarkta nakon IM u Zivotinjskim modelima, (59)
Sto sugeriSe da ciljanje na NLRP3 inflamazom moZe biti potencijalna i1 efikasna terapijska

strategija za lijecenje IM.

Proinflamatorni citokini stimuliSu hemokine i molekule adhezije 1 aktiviraju urodeni
1 adaptivni imuni sistem. Brojne studije su prijavile poviSene nivoe razlicitih
citokina/hemokina u plazmi. Medu razli¢itim inflamatornim markerima, C-reaktivni protein
(CRP) je najopSirnije istrazen (60). CRP je snazan prediktor nezeljenog ishoda kod
pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom (AKS), (61, 62).PoviSeni nivoi faktora
tumorske nekroze (TNF)-a i IL-6 u plazmi su takode prediktori mortaliteta i nezeljenih

ishoda kod pacijenti sa AKS (63-65). Cesto se otkriva da su nivoi IL-6 u korelaciji sa nivoima
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CRP, posto je IL-6 glavni stimulans za proizvodnju CRP u jetri. IL-1p, kao ¢uvar inflamacije,
je rani i istaknuti posrednik za inflamatorni odgovor kod IM. Poveéani nivoi IL-1 u plazmi
bili su snazno povezani sa oSteCenom funkcijom miokarda i hipertrofijom LV nakon
reperfuznog IM (66). Narocito, isti¢e se ulogu faktora inhibicije migracije makrofaga (MIF)

u akutnom IM (67-69).MIF je vazan regulator inflamatornog i imunoloskog odgovora.

Regrutovanje inflamatornih ¢elija je klju¢ni korak inflamatornog odgovora nakon
AIM, koji je posredovan interakcijama izmedu hemokina 1 molekula ¢elijske adhezije koji
se eksprimiraju na aktiviranim endotelnim ¢elijama i njihovim receptorima na inflamatornim
¢elijama. CC hemokini monocitni hemoatraktantni protein-1 (MCP-1) indukuje infiltraciju
mononuklearnih fagocita dok CXC hemokini kao $to su IL-8 1 C5a posreduju u infiltraciji
infarkta neutrofilima. Fractalkine/CKS3CR1 regrutuje limfocite 1 monocite, a
RANTES/CCRS je hemokin koji posreduje u prometu i homingu T limfocita, monocita i NK
¢elija. Prethodne studije su izvjestile da su nivoi hemokina u plazmi povecani kod AIM, (70-
72) 1 da su imali prognosticke vrijednosti za nezeljeno remodelovanje LV 1 rekurentni IM
(73,74). Molekuli ¢elijske adhezije ukljuCujuéi selektine i superporodicu imunoglobulina
(ICAM-1, VCAM-1, itd.) su indikatori aktivacije endotelnih ¢elija, leukocita i trombocita.
Selektini posreduju u hvatanju i kotrljanju leukocita na povrsini endotela. Interakcija izmedu
ICAM-1 1 integrina posreduje ¢vrstu adheziju leukocita na endotelni sloj. Transmigracija
aktiviranog leukocita zavisi od nekoliko molekula adhezije, uklju¢uju¢i ICAM-1, ¢lanove
familije spojnih adhezionih molekula i vaskularno-endotelni-kadherin. Prethodne studije su
1zvjestile da su cirkuliSu¢i molekuli ¢elijske adhezije povecani kod AIM i da su potencijalni

prediktori povecanog rizika za naredne kardiovaskularne dogadaje (73-75).

1.4 Remodelovanje srca nakon oStecenja

Uobicajeni fenotip povezan sa sr¢anom insuficijencijom je razvoj sr¢ane hipertrofije.
Hipertrofija se definiSe kao fiziolosko povecanje veli¢ine srca kako bi se nadoknadilo
povecanje sr¢anog opterecenja. Srce se smatra veoma prilagodljivim organom koji, nakon
povecanja potrebe za reperfuzijom miokarda ili nakon gubitka sréane reperfuzije, moze da
nadoknadi povecanjem stimulacije simpatickog nervnog sistema (SNS) 1 aktivacijom

adrenergickih receptora kako bi se povecao minutni volumen srca. U akutnom stanju ovi
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adaptivni mehanizmi mogu spasiti srce, medutim hroni¢na stimulacija srca uz ogranic¢enu

rezervu kapaciteta ¢e izazvati opsezne morfoloske promene i pogorsati sréanu disfunkciju.

Uporna aktivacija kinaza i fosfataza kao $to su protein kinaza A, C (PKA, PKC) i
kalcineurin (PP2B) kao rezultat hroni¢ne stimulacije beta-adrenergickih receptora (B-AR)
dovodi do aktivacije prohipertroficnih gena (slika 7). Aktivacija ovih gena pokrece
remodeliranje srca, koje se karakteriSe promjenama u kardiomiocitima, fibroblastima,
vaskularnim glatkim miSi¢nim ¢elijama, vaskularnim endotelnim ¢elijama i inflamatornim
¢elijama, pored promjena u veli¢ini, obliku, geometriji i funkciji srca. Na primjer, smanjena
PKA-zavisna fosforilacija troponina I, proteina koji vezuje sr¢ani miozin-C i fosfolambana
kod srcane insuficijencije je povezana sa povecanjem ventrikularnog remodeliranja.
Kalcineurin defosforiliSe transkripcioni faktor NFATc izazivajuéi njegovu translokaciju u

jedro (76).

Angll
TNF-a ; - i Angll
Endothelin 5 Beta Adrenergic
Alpha Adrenaergic R

v v
NADPH oksidaza Mitohondrije
P 4
- ROS
Kontrakcija / R —_— . —
dilatacija
Migracija
PKB
4 Jonski PTPs PKC e
Disfunkcija v : kanali
miokarda 3l mn
e P13K MAPK
Remodeliranje gy NF-KB 'qum p3smark qum( mapxs )ém CAh.n,A/P:KC - r;F13KKB
miokarda ERKS(ERK1/2)

— Faktori jedra

Slika 7.ROS i molekularni signalni putevi remodeliranja srca (76)

Legenda: Opsti dijagram predstavlja hipertrofiju srca i proces remodeliranja do ROS-aktiviranih molekularnih
signalnih puteva u sr¢anim miocitima. Putevi ukljucuju nereceptorske proteinske kinaze (PTK), proteinske
fosfataze (PTP), proteinske kinaze aktivirane mitogenom (MAPKS) i nuklearni faktor NF-KB). Skracenice:
PTKs: Non-receptor protein kinaza; PKB: Protein kinaza B; PKC: Protein kinaza C; PTPs: proteinske
fosfataze; MAPKS: Mitogen-Aktivirane Protein Kinaze; NF-KB: Nuklearni faktor KB; P13K: Fosfoinozitid
3-kinaza; ERK: Ekstracelularne signalno regulisane kinaze; Ang II: Angiotenzin II; TNF-a: Faktor nekroze

tumora Alfa; JNK: Jun Nuklearna Kinaza.
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Iako je kompletna slika procesa remodeliranja srca joS uvijek nejasna, predlozen je
sljede¢i scenario. Kada se miociti protezu, oslobadanje angiotenzina, norepinefrina i
endotelina ¢e se povecati (76). Shodno tome, ove promjene ¢e stimulisati ekspresiju
izmijenjenih proteina i hipertrofiju miocita. Posljednji korak ovog procesa bice u vidu daljeg
pogorsanja sr¢anih performansi i kontinuiranog povecanja neurohormonske aktivacije (77).
Dodatno, povecana aktivacija citokina i aldosterona ¢e igrati ulogu u stimulaciji sinteze

kolagena, Sto ¢e dovesti do fibroze i remodeliranja ekstracelularnog matriksa (78).

Nekoliko studija je otkrilo implikacije koje bi mogle nastati usljed prekomjerne
stimulacije renin-angiotenzin sistema (RAS) kroz doprinos lancu dogadaja, koji igraju ulogu
u patogenezi kardiovaskularnih bolesti (slika 7), ukljucujuéi razvoj srcanih bolesti (70).
Osnovni mehanizam kardiovaskularne patogeneze povezan je sa djelovanjem angiotenzina
II (Ang II). Aktivacija receptora Ang Il tip 1 (AT1) ¢e stimulisati vaskularno remodelovanje,
Sto ¢e dovesti do povecanja krvnog pritiska, kao i uc¢esca u patologiji hroni¢ne bolesti
aktivacijom srcanih fibroblasta, stimulacijom hipertrofije kardiomiocita, promocijom
endotelne disfunkcije 1 povecanjem talozenje kolagena (79). Neke studije sugeriSu
povezanost izmedu RAS sistema i sr€anog oStecenja kroz ulogu Ang II kao modulatora
imunoloskih mehanizama kod hipertenzije (80). Ang II je ukljuen u svaki korak u
patogenezi kardiovaskularnih bolesti, poc¢evsi od ateroskleroze do remodeliranja srca i

zavrSne sr¢ane insuficijencije (82).

A-kinaza sidreni proteini (AKAP) su raznolika grupa proteina koji oblikuju
viSeproteinske komplekse 1 kombinuju cAMP signalizaciju sa razliCitim efektorskim
proteinima kao $to su protein kinaze (83). Mnogi AKAP su identifikovani u srcu, gdje igraju
znaCajnu ulogu u regulisanju procesa remodeliranja srca u tri glavne oblasti. Prvi je
ukljuc¢ivanje AKAP-a u modulaciju spajanja ekscitacije-kontrakcije kroz regulaciju
homeostaze kalcijuma, ukljucujuéi izoforme AKAP15/18 (koji ciljaju PKA na L-tip Ca*") i
miSi¢no-specifiéni A-kinazni protein za sidrenje (mAKAP) koji cilja na PKA u blizini RiR2.
Pored toga, AKAP igraju glavnu signalnu ulogu u procesu sarkomerne regulacije 1 indukciji
patoloske hipertrofije. Uprkos ovoj ulozi AKAP-a, jo§ uvijek nije u potpunosti shvaceno
kako se AKAP signalni kompleksi mijenjaju i menjaju tokom progresije sréane bolesti i kako

to moZe uticati na proces remodeliranja srca (84).

MiRNA (MicroRNA) su kratke nekodiraju¢e RNK koje funkcioniSu u regulaciji

ekspresije gena nakon transkripcije (85). Oni obi¢no pokre¢u utiSavanje vezivanjem za
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posebna ciljna mjesta (neprevedeni region) koji se nalaze unutar 3'UTR ciljane mRNK.
Mnoge studije su pokazale disregulisanu ekspresiju miRNA u mnogim zivotinjskim
modelima srcane hipertrofije izazvane jednim od sljede¢ih mehanizama: aktiviranjem
signalizacije kalcineurina ili torakalno-aortalnim trakama (86). Analiza takve disregulisane
ekspresije miRNA pokazala je da miRNA mogu imati regulatorne efekte na srcane
hipertrofi¢cne puteve bilo na pozitivan ili negativan nacin. Na primjer, neke studije su
razjasnile ulogu miR-1 u sr¢anoj hipertrofiji predlazu¢i inverzni odnos izmedu njegove
ekspresije 1 progresije sr¢ane hipertrofije (87). Druge studije su raspravljale o ulozi miR-133
u regulisanju sréane hipertrofije demonstriraju¢i njegovu ulogu u indukciji srcane

hipertrofije (88,89).

Multifunkcionalna Ca?*/kalmodulin zavisna protein kinaza (CaMKII) igra znacajnu
1 centralnu ulogu u kontraktilnosti i strukturi kardiomiocita (90). CaMKII ima kratkoro¢ni
efekat koji se odnosi na odrzavanje sprege ekscitacije-kontrakcije u srcu (91), kao i
dugorocni efekat u vezi sa transkripcijom gena u kardiomiocitima (92). Aktivnost CaMKII
se znacajno povecava kod IM 1 zatajenih srca i1, shodno tome, promovise proces sréane
hipertrofije 1 upale. S druge strane, hipertrofija srca je takode povezana sa redoks
signalizacijom koja razdvaja aktivaciju CaMKII od zavisnosti od Ca®/kalmodulina. Zbog
toga bi CaMKII mogao da predstavlja ¢vornu tacku za integraciju inflamatorne 1

hipertrofi¢ne signalizacije u kardiomiocitima (93).

Dugo se smatralo da se aktivnost transkripcionog faktora NF-kB povecava kod
hipertrofije srca. Nuklearni faktor NF-kB se smatra prototipskim proinflamatornim
signalnim putem (95) koji ima fundamentalnu ulogu u imunitetu pored regulisanja ekspresije
gena koji kontroliSu opstanak ¢elija. Postoje dva nacina za aktivaciju nuklearnog faktora NF-
kB: kanonski (klasi¢ni) 1 nekanonski putevi (96). Kanonska (klasi¢na) signalizacija koristi
podjedinice RelA, p50 i c-Rel. U meduvremenu, nekanonski put je posredovan RelB i
p100/p52. Prethodne studije su predloZzile korelaciju izmedu kanonske NF-«B signalizacije
1 podloznosti 1 progresije sr¢ane bolesti posmatranjem povecanog nivoa RelA u zatajenim
srcima 1 povezanosti izmedu polimorfizama gena NFKBI1 1 povecane osjetljivosti na razvoj

sr¢ane hipertrofije (97).
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1.5.Apoptoza

Apoptoza je tip programirane c¢elijske smrti. Za razliku od nekroze, apoptoza je
aktivan proces regulisan razli¢itim signalnim putevima, aktivacijom kaskade proteina i
modulacijom genske ekspresije (98). Proces apoptoze se odvija preko 3 najznacajnija puta i
bez obzira o kojem putu se radi svi se oni zavrSavaju aktivacijom kaspaza (familije cistein-
zavisnih aspartatskih proteaza) koji su efektori apoptozne pojave, tj. obavljaju degradaciju

¢elije (99,100). Apoptozni putevi su:

— unutra$nji put apoptoze koji dovode do poremecaja metabolizma na nivou
mitohondrija,

— spoljasni put koji se pokreée aktivacijom receptora éelijske smrti koji se nalaze na
membrani povrsine Celije (ti receptori pripadaju tipu 1 transmembranskih proteina
superfamilije faktora tumorske nekroze-TNF- Tumor Necrosis Factor) i

— alternativni mehanizam apoptoze koji se aktivira procesima stresa endoplazmatskog
retikuluma koji se karakteriSe poremecajem metabolizma proteina i homeostaze

kalcijuma u lumenu endoplazmatskog retikuluma (ER), (101,102).

Analiziraju¢i humane Zucne kiseline, hidrofilnost slobodnih i konjugovanih Zu¢nih
kiselina (Zu¢nih soli) se smanjuje u slede¢em redoslijedu: UDCA (ursodeoksiholna
kiselina)> CA (holna kiselina)> CDCA (henodeoksiholna kiselina)> DCA (deoksiholna
kiselina)> LCA (litoholna kiselina); taurinske soli zucnih kiselina > glicinske soli Zu¢nih
kiselina > slobodne Zuc¢ne kiseline (103). ZadrZavanje i povecanje hidrofobnih Zucnih
kiselina u toku holestaze dovodi do oStecenja Celijske membrane i1 generisanja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS), sledstveno tome i do oSte¢enja funkcije hepatocita i smrti celije.
NiZze koncentracija hidrofobnih zucnih kiselina moze da indukuje apoptozu, dok veca
koli¢ina indukuje nekrozu ¢elije. Takode, istraZivanja su pokazala da kumulacija hidrofobnih
zucnih kiselina u sistemskoj cirkulaciji moze da ispolji nezeljene efekte na nivou drugih
ekstrahepatickih tkiva, ukljucujuéi kardiomiocite (104,105). Toksi¢na dejstva zucnih
kiselina su u korelaciji sa njihovom hidrofobnos$¢u (npr. henodeoksiholna kiselina-CDCA),
nasuprot tome hidrofilne zucne kiseline, npr. urodeoksiholna kiselina (UDCA) ihibicijom
apoptoze pokazuje svoj protektivni mehanizam (106). Svoj antiapoptotski mehanizam
hidrofilna UDCA 1 njeni konjugati tj. soli, tauro 1 gliko-UDCA pokazuje viSestruko. U

literaturi, antiapoptozni mehanizmi su ve¢ navedena inhibicija stvaranja ROS potom
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modulacija mitohondrijalnog puta apoptoze u smislu morfoloske i funcionalne stabilizacije
ove organele, prevencija apoptoze spoljasnim putem preko receptora cCelijske smrti i

regulacija apoptoze indukovanu stresom endoplazmatskog retikuluma (ER), (107-109).

1.6.Citotoksic¢nost i citoprotektivnost Zu¢nih Kiselina

Zucne kiseline (ZK) su glavne organske supstance u zuci i ukljuc¢ene su u nekoliko
vaznih funkcija u jetri i crijevima. Glavne zuc¢ne kiseline u ljudskom organizmu mozemo

podijeliti na:

— primarne zucne kiseline: holna kiselina (CA) i1 henodeksikolna kiselina (CDCA);
njihovi konjugati glicina (GCA i GCDCA) i taurina (TCA i TCDCA); i
— sekundarne zucne kiseline: deoksiholna kiselina (DCA) i litoholna kiselina (LCA),

te njihovi konjugati glicina (GDCA i GLCA) i taurina (TDCA i TLCA).

Submilimolarne koncentracije citotoksi¢nih Zu¢nih kiselina indukuju ¢elijsku smrt
putem apoptoze. S druge strane, pokazalo se da nekoliko citoprotektivnih ZK spre¢ava
apoptozu u istom obimu koncentracija. S tim u vezi, Zuéne kiseline s visokim indeksom
hidrofilnosti (ursodeoksiholna kiselina UDCA i CA) manje su toksi¢ne za celije, dok su
hidrofobne Zzu¢ne kiseline (henodeoksiholna - CDCA, DCA i LCA) obi¢no citotoksi¢ne u

koncentracijama > 200 uM.

Citotoksi¢nost hidrofobnih Zu¢nih kiselina se ispoljava direktnim oSte¢enjem celijske
membrane, interakcijom sa membranskim receptorima medijatorima celijske smrti (TNF
receptori) te posljedicnom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) 1 oStecenja ili
smrti Celije. ROS uzrokuje oksidativnu oksidaciju membranskih fosfolipida mijenjajuci
permeabilnost iste te dovodi do alteracije aktivnosti G- protein spregnutih receptora (TGRS)
1 signalnih molekula vezanih za membranu. Takode ROS djeluje na mitohondrijalnu DNK
(mtDNK) koja je veoma vulnerabilna na dejstvo reaktivnih kiseoni¢nih radikala (ROS), tako
da dolazi do smanjenja produkcije mitohondrijalnih proteina i komponenti elektron

transportnog sistema (ETS) odnosno umanjuje se bioenergetski kapacitet organele.

Zuéne kiseline imaju sposobnost aktivacije protektivnih signala za prezivljavanje
¢elije 1 inhibicije citotoksi¢nosti. Navedeni protektivni mehanizmi ukljucuju nuklearni

faktor-kB (NF-«B- dovode¢i do njegove inhibicije), i dovodeé¢i do stimulacije
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fosfatidilinozitol 3kinaze (PI3K) i mitogenima-aktivisanu protein kinazu (MAPK) (64).
Stimulusi za prezivljavanje pokrecu intracelularne signale aktivacijom transmembranskih
receptora. Zuéne kiseline balansiraju izmedu stimulacije receptora éelijske smrti i
citoprotekticnih stani¢nih puteva, pri ¢emu balans ili prevaga na jednu stranu zavisi od same

vrste zuéne kiseline.

Ursodeoksiholna kiselina (UDCA) je fizioloska hidrofilna dihidroksi Zzucna kiselina,
koja je prvi put okarakterisana u zuci kineskog crnog medvjeda (110), a prisutna je kod

covjeka u koncentraciji od oko 3% od ukupnih Zzu¢nih kiselina(111).

UDCA je 3a,7p-dihidroksi-5B-holan-24-ova kiselina (slika 8), koja je sekundarna
zuc¢na kiselina koja ima hidrofilna svojstva. Formira se 7b-epimerizacijom primarne zZu¢ne
kiseline henodeoksiholne kiseline u crijevima od strane crijevnih bakterija. Zuéne kiseline
su steroidne kiseline koje emulguju crijevne lipide. Zuéne kiseline se dobijaju oksidacijom
holesterola posredovanom citokromom P450. Zuéne kiseline su deterdzenti, surfaktanti,
ometaju unos slobodnih masnih kiselina dugih lanaca u jetri posredovano proteinima i

potencijalno su hepatotoksi¢ne (110-113).

HO"

Slika 8. Struktura ursodeoksiholne kiseline (UDCA), (Autor)

Oko 90% terapeutske doze UDCA se apsorbuje u tankom crevu nakon oralne
primene. Nakon apsorpcije, UDCA ulazi u portalnu venu i podvrgava se efikasnoj ekstrakciji
iz krvi portala od strane zdrave jetre gde se konjuguje sa glicinom ili taurinom. UDCA u Zu¢i
se koncentrise u zu¢noj kesi i izbacuje u duodenum. Samo male koli¢ine UDCA se pojavljuju
u sistemskoj cirkulaciji, u plazmi se UDCA vezuje za proteine i veoma male koli¢ine se

izlu€uju u urinu (114).
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Osim konjugacije, UDCA se ne mijenja ili kataboliSe znacajno u jetri ili crijevnoj
sluzokozi. UDCA se tipi¢no oksiduje i redukuje na 7-ugljeniku, dajuéi ili 7-keto-litoholnu
kiselinu/ili litoholnu kiselinu. Litoholna kiselina indukuje lomljenje lanca DNK, jedinstveno
je ko-mutagena, promoviSe transformaciju c¢elija, dovodi do segmentnog oStecenja,
otkazivanja ¢elija i smrti(115-118).Poluzivot UDCA je znacajno dug, procijenjen na 3,5 do

5,8 dana.

Apoptoza je kao Sto smo ranije naveli sustinski klju¢ni proces za uklanjanje oste¢enih
¢elija, odrzavanje homeostaze broja ¢elija i proces kojim nestaju miofibroblasti jetre (119-
121).Jednom kada su ¢elije ostecene izvan mogucnosti puteva popravke DNK (122,123),
osudene su na nepovratno mirovanje (starenje), (124-126), smrt (apoptoza) ili prolaze kroz

neregulisanu ¢elijsku diobu (formiranje tumora).

UDCA je anti-apoptotik (124,125). UDCA anti-apoptoza nije ograni¢ena na
hepatocite, jer je hidrofilna sa ve¢om sistemskom diseminacijom. UDCA anti-apoptoza je
posredovana utiSavanjem p53, inhibicijom ciklina D1 (126) i mehanizmom nezavisnom od
kaspaze (127). UDCA takode indirektno blokira apoptozu ostecenih ¢elija, blokiranjem
apoptoze izazvane citotoksicnom zu¢nom kiselinom - deoksiholnom kiselinom. UDCA
potiskuje aktivnost vezivanja DNK proteina aktivatora-1 i dovodi do regulacije aktivnosti
kinaze regulisane ekstracelularnim signalom (ERK) i aktivnosti Raf-1 kinaze stimulisane
izlaganjem deoksiholnoj kiselini (DCA). Takode je utvrdeno da DCA aktivira aktivnost
receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR), a UDCA to inhibira. UDCA anti-apoptoza je
djelimi¢no posredovana molekularnom modulacijom EGFR/Raf-1/ERK signalizacije (128).
Stavise, UDCA inhibira apoptozu izazvanu DCA u éelijama pacova i nehepati¢nim éelijama
in vitro modulacijom perturbacije mitohondrijalne membrane, smanjuju¢i masu Bak

proteina u mitohondrijama, kao 1 inhibiraju¢i reaktivne vrste kiseonika (129).

UDCA modifikuje acetilaciju histona i indukuje diferencijaciju i starenje (130, 131).
Anti-apoptotiCko svojstvo UDCA je efikasno ¢ak i nakon eksternalizacije fosfatidilserina
(132). U prisustvu UDCA, ¢elije jetre ne stvaraju citoprotektivnu kaskadu kada su suocene
sa citotoksi¢nos¢u Zucnih kiselina (133,134). UDCA ometa regulaciju hepato-protektivnog
citokeratina CK8 (135). Anti-apoptoti¢ka osobina UDCA je efikasna u jetrenim i ne-jetrenim
¢elijama 1 spreCava promjene povezane sa apoptozom u mitohondrijskom
transmembranskom potencijalu 1 proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika u kultivisanim

¢elijama do 0,5% etanola koji djeluje kroz razli¢ite apoptotske puteve (136).Anti-
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apoptoticko svojstvo UDCA nemilosrdno inhibira prirodnu kaskadu dogadaja koji
obezbjeduju pravovremenu i efikasnu regeneraciju osteéenih ¢elija.Stavise, UDCA blokira

popravku DNK posredovanu poli (ADP-ribozom) polimerazom.

UDCA (slika 8) i njen derivat konjugovan sa taurinom, tauroursodeoksiholna kiselina
(TUDCA) su hidrofilneZK koje su postale veoma popularni zbog svoje niske toksiénosti i
efikasnosti u lijecenju nekoliko holestatskih bolesti jetre, kao Sto su holelitijaza, primarna
bilijarna ciroza, primarni sklerozirajuci holangitis, cisti¢na fibroza i intrahepati¢na holestaza
trudnoée,a ove ZK mogu biti korisne i za zastitu drugih organa osim jetre (137). UDCA je
pokazala da igra vaznu ulogu u prevenciji oksidativnog stresa izazvanog sa nekoliko
agenasa, bilo kroz direktan antioksidativni efekat ili povecanje antioksidativne odbrane
(138). U tom smislu, povecanje y-glutamilcistein sintetaze na nivou transkripcije je
pronadeno u izolovanim hepatocitima pacova tretiranih UDCA, $to omogucava ovim
¢elijama da budu otpornije na oksidativne povrede izazvane kadmijumom ili vodonik-
peroksidom. Tretman UDCA kod hroni¢nih pacova vezanih za Zuc¢ne kanale takode dovodi
do pojacane regulacije y-glutamilcistein sintetaze i spre€ava znacajno povecanje proizvodnje
mitohondrijalnog peroksida i hidroksinonenal-proteinskih adukata uoceno tokom hroni¢ne
holestaze (139). Utvrdeno je da UDCA povecava aktivnost metionin S-adenoziltransferaze,

drugog enzima ukljucenog u biosintezu glutationa (GSH) u jetri pacova (140).

Hidrofobne ZK stimulidu Kupferove c¢elije, poveéavajuéi njihov kapacitet da
generiSu ROS, koje zauzvrat napadaju nukleinske kiseline, tiol proteine ili membranske
lipide, izazivajuéi peroksidaciju lipida. UDCA moze da blokira hidrofobne-ZK-indukovane
¢elijske fenomene, stoga bi takode mogla da antagonizuje aktivaciju makrofaga hidrofobnim

7K da bi smanjila njihov kapacitet da generisu ROS (141).

Studije su pokazale da ZK mogu regulisati vaskularnu tenziju. Uodeno je da
povetaneZK u portalnoj veni jetre pacova smanjuju vazokonstrikciju izazvanu
norepinefrinom. Ovi nalazi pokazuju da su ZK vazodilatatori. Prema dosada$njim
istrazivanjima, primarni pokreta¢ kardiovaskularnih bolesti je endotelna disfunkcija, Sto
dovodi do disbalansa u sintezi i oslobadanju Stetnih 1 zastitnih medijatora (142). Utvrdeno je
da aktivacija henodeoksiholne kiseline (CDCA) dovodi do smanjene ekspresije IL-1 mRNA
na nacin koji zavisi od koncentracije. Kao Sto je poznato, IL-1 je najefikasniji
vazokonstriktor, a njegova ekspresija inhibirana ZK moze biti sustinski faktor u sistemskoj

vazodilataciji (143).
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Slika 9. Struktura henodeoksiholne kiseline (CDCA), (Autor)

Poveéanje ZK moze izazvati vazodilataciju, i spekulisali su da se to moze desiti
inhibiranjem prolaska kalcijuma kroz membranske kanale. Ovaj efekat nema veze sa
blokatorima ili uklanjanjem endotela. Medutim, na njega snazno uti¢e tip ZK, a vjerovatnije
je da ¢e hidrofobna i lipofilnaZK izazvati vazodilataciju. U literaturi se spekulise o
mehanizmu kojim ZK postize ovaj efekat i zakljuduje da moraju direktno da stupaju u
interakciju sa komponentama éelijske membrane, naglasavajuéi ulogu komponenti ZK, a ne
samo koncept da je povecanje koncentracije od sustinskog znacaja za kardiovaskularnu

funkeciju.

Zahvaljujuci amfifilnoj strukturi Zu¢ne kiseline imaju tendenciju agregacije u micele
(144). Hepatociti sadrze cjelokupan set od 17 enzima neophodnih za modifikaciju
holesterolskog steroidnog jezgra (145). Glavni biosintetski put sinteze Zu¢nih kiselina
(poznat kao neutralan ili klasian) inicira 7a-hidroksilaza citokrom P-450 (CYP7A1)- ovim
putem se produkuje 90% ukupne koli¢ine zucnih kiselina (146). Alternativni ili kiseli put
inicira sterol 27-hidroksilaza (CYP27A1)- sintetiSe se manje od 10% ukupne koli¢ine Zu¢nih
kiselina. Kod ljudi klasi¢ni put proizvodi CA 1 CDCA u pribliZzno jednakim koli¢inama, dok
kiseli put uglavnom proizvodi CDCA. Postoji 1 tre¢i put biosinteze zucnih kiselina poznat
jo§ kao Yamasaki 25-hidroksilacioni put biosinteze Zu¢nih kiselina, sa malim procentom

sinteze zucnih kiselina u odnosu na ukupnu produkeciju istih (147,148).

U tankom crijevu zucne kiseline su podvrgnute deamidaciji i 7a-dehidroksilaciji
crijevnom mikrobiotom, daju¢i sekundarne zucne kiseline koji se zatim apsorbuju u
distalnom ileumu dovrSavajuci ciklus ,,enterohepati¢ne cirkulacije®. U svakom ciklusu dio

zucnih kiselina dostize sistemsku cirkulaciju i djelomic¢no se izlucuje putem bubrega (146).
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Hidrofilna / hidrofobna svojstva zu¢nih kiselina ¢ine veliki dio njihove uloge u apsorpciji
hranjivih materija. Indeks hidrofilnosti zavisi od broja i polozaja OH grupa i o tome je li
amidacija bo¢nog lanca glicinom ili taurinom. Zuéne kiseline konjugovane s taurinom vise
su hidrofilne od onih konjugirane s glicinom, a trihidroksilirane zu¢ne kiseline viSe su
hidrofilne od dihidroksiliranih.Zuéne kiseline s visokim indeksom hidrofilnosti (UDCA i
CA) manje su toksi¢ne za stanice, dok su hidrofobne zu¢ne kiseline (CDCA, DCA i LCA)
obi¢no citotoksicne u koncentracijama > 200 uM.Koncentracije zu¢nih kiselina u plazmi
obi¢no su <10 pmol/L (146). Zuéne kiseline se sve vise prepoznaju kao regulatorni signali
tj. djeluju kao signalni molekuli koji svoju funkciju vrSe i van enterohepati¢nih tkiva

aktivirajué¢i mrezu membranskih i nuklearnih receptora (146-150).

Najbolje okarakterisani od ovih receptora su membranski receptori povezani sa G-
proteinima i to receptori aktivirani zZu¢nim kiselinama, GPBARI1 (poznat i kao TGRS
receptor- membranski G protein spregnuti receptor zu¢nih kiselina), muskarinski receptori
te nuklearni receptori od kojih je najznacajniji receptor za farnesoid-X (FXR). Ovi receptori
pored hepatocita i enterocita takode su otkriveni u srcu i vaskularnom sistemu i njihova
aktivacija posreduje u vazodilatatornim u¢incima zucnih kiselina u sistemskoj cirkulaciji

(151).

FXR je detektovan 1995. godine kao protein aktiviran pomocu farnezola, ali vazno
otkri¢e je postignuto 1999. godine kada su Zucne kiseline, oznacene kao najpotentniji
endogeni ligandi ovog receptora u dijelu fizioloSkih koncentracija. CDCA je najpotentniji
endogeni agonista dok su za hidrofilnu UDCA studije pokazale da ili ne ispoljava efekte
prema FXR ili je slab modulator funkcije ovog nuklearnog receptora (152). Zuéne soli
(konjugati) ¢ine 98% svih Zu¢nih speciesa u bilijarnom sistemu, 1 one mogu aktivirati FXR
u svim tipovima ¢elija koje imaju transmembranske transportne proteine dok nekonjugovane
zucne kiseline slobodno difunduju kroz ¢elijsku membranu 1 mogu aktivirati receptor u svim

tipovima celija (153).

Primarna hidrofobna zucna kiselina CDCA aktivira FXR. FXR mozZe povecati
proizvodnju NO (azotnog oksida) vrse¢i genomske i negenomske ucinke na eNOS
(endotelna azot oksidna sintetaza). FXR je takode u stanju indukovati transkripciju CSE
(cistationin-y-lijaze )- enzima koji sudjeluje u stvaranju sumporovodika (H2 S), aktivirajuci
odredeni reaktivni element u promotoru CSE-a. CDCA takoder direktno aktivira C2+

aktiviranim K kanale- BK Ca (Ca2+-activated K+ channels BKCa) na VSMC-ima t;.
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vaskularnim ¢elijama glatkih miSi¢a (vascular smooth muscle cells (VSMC). Konacno,
medudjelovanjem H 2 S i NO nizvodno aktivacije receptora takode bi moglo dovesti do
reciproCne regulacije proizvodnje dva gasovita posrednika. GPBARI i njegova aktivacija
uzrokuje eNOS 1 CSE aktiviranje S§to je rezultiralo generiranje NO i H 2 S
(vazodilatatacijskih gasovitih molekula), (151). Dakle, regulatorna aktivnost koju Zuc¢ne
kiseline vrse na eNOS barem dijelom ovisi o FXR (154). Pored ovog genomskog ucinka,
postoje dokazi da aktivacija FXR-a moze uzrokovati eNOS fosforilaciju. Doista, osim na
transkripcijskom nivou, aktivnost eNOS-a moze se regulirati i na posttranskripcijskom nivou
putem fosforilacije, S- nitrozilacije i interakcije eNOS-a s drugim proteinima poput

kaveolina (155).

Nuklearni FXR ima centralnu ulogu i u odrzavanju homeostaze zu¢nih kiselina
regulacijom svakog aspekta njihovog metabolizma uklju¢ujuéi sintezu, transport,
enterohepaticku recirkulaciju 1 detoksikaciju (156,157).Hidrofobnost Zzu¢nih kiselina
determiniSe citotoksicna (npr. hidrofobna henodeoksiholna kiselina- CDCA) ali i
citoprotektivna (npr. hidrofilna ursodeoksiholna kiselina- UDCA) svojstva Zu¢nih kiselina.
Prema stepenu hidrofobnosti zu¢ne kiseline se mogu rangirati u slede¢em rastu¢em nizu:

UDCA <CA <CDCA <DCA < LCA.

1.7.Uloga NFxB kod infarkta miokarda

Nuklearni faktor-xB (NF-kB) je glavni faktor transkripcije povezan sa
kardiovaskularnim zdravljem i bolestima. Ucestvuje u oslobadanju proinflamatornih faktora
1 apoptozi kardiomiocita. Nedavne studije su pokazale da inhibicija NF-«xB igra zastitnu
ulogu u akutnoj hipoksiji i reperfuzionoj povredi (158). Razlicite studije su dokumentovale
snaznu ulogu porodice transkripcionih faktora nuklearnog faktora-xB (NF-kB) u regulaciji
prezivljavanja sr€anih miocita kroz potiskivanje apoptotske celijske smrti izazvane
hipoksijom ili ishemijskom povredom miokarda (159-161). Na primjer, transgeni
eksperimentalni misevi koji u sr€anom tkivu imaju specificnu ekspresiju NF-kB inhibitora
(IkBa) pokazuju 50% vecu veli¢inu infarkta sa znacajno viSim nivoima postinfarktne
apoptoze (161). Ove studije snazno sugeriSu zastitnu ulogu za NF-«xB tokom patoloskog

remodeliranja srca nakon akutne povrede srca.
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Slika 10. NF-«B signalizacija igra patogenu ulogu u razli¢itim KVB, ukljucujuéi aterosklerozu,

infarkt miokarda, reperfuzionu povredu, sr¢anu insuficijenciju, hipertrofiju i ishemijski mozdani
udar; NF-«xB inhibitori utiu na razli¢ite terapeutske mete u NF-kB-zavisnoj signalizaciji. Na
primjer, Vinpocetin potiskuje razvoj aterosklerota kod apoE-/- miSeva blokiranjem IKKo/B, [kBa

fosforilacije i posljedi¢no aktivnosti NF-kB (147)

Medutim, ta¢na uloga porodice NF-kB u srcu ostaje izvor kontroverzi, gdje je uloga
NF-«kB opisana i1 kao adaptivna i neprilagodena u odredenim c¢elijskim kontekstima. S tim u
vezi, nakon ishemije i reperfuzije u srcu, opisana su najmanje dva talasa aktivnosti NF-xB
tokom prvih 6 sati reperfuzije, a razliciti ksperimentalni dokazi sugeriSu da se aktivnost NF-

kB moze odrzati nedjeljama nakon koronarne ligacije (162,163).U ovom kontekstu,
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hroni¢na aktivacija NF-kB moze izazvati ekspresiju inflamatornih citokina i proizvesti Stetne

posljedice, ukljucujuc¢i smrt sréanih celija.

NF-«B je prvobitno identifikovan kao nuklearni faktor koji vezuje promotor lakog
lanca imunoglobulina kB u B limfocitima. Od ovog pocetnog otkri¢a, NF-kB i srodni
signalni putevi su intenzivno proucavani u vise tipova ¢elija, posebno u kontekstu urodenog
¢elijskog imuniteta i onkogeneze.Super familija transkripcionih faktora NF-«xB sisara sastoji
se od najmanje 5 gena koji kodiraju ¢lanove RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 , 1 p52.24. Svi
¢lanovi porodice su o¢uvani tokom evolucije i dijele o¢uvani Rel homoloski domen (RHD)
na svom N kraju, koji posreduje u vezivanju DNK i dimerizaciji izmedu ¢lanova porodice

(164).

1.7.1. Kardioprotektivna uloga NF-kB u sréanom tkivu

Kardioprotektivna uloga NF-«xB signalizacije je o¢igledna ve¢ nekoliko godina. S tim
u vezi, Bel-2 potiskuje ¢elijsku smrt ventrikularnih miocita putem mehanizma koji ukljucuje
IKKp posredovanu aktivaciju NF-kB (165,166). U kultivisanim sréanim miocitima, prisilna
ekspresija nefosforilibilnog IkBa dizajniranog da inaktivira NF-xB signalizaciju je
rezultirala je pove¢anom osjetljivos¢u na apoptozu indukovanu TNFa. Specifi¢na ekspresija
slicnog mutanta IxBa za srce povecala je osjetljivost miocita na apoptozu nakon akutne
koronarne okluzije in vivo, dok je p50-/- kardijalna funkcija kod eksperimentalnih miSeva
pojacana (167). Ovaj nalaz je podrZan procjenom prirodnog polimorfizma kod ljudi u p50
genu koji je povezan sa povecanim funkcionalnim pogorSanjem kod pacijenata sa srCanom
insuficijencijom (168). Ovi nalazi su dodatno podrzani delecijom NEMO gena specifi¢nih
za srce, u kojoj eksperimentalni miSevi razvijaju kardiomiopatiju povezanu sa starenjem
pra¢enu povecanim oksidativnim stresom 1 apoptozom (169). Intrinzicna smrt Celija
izazvana hipoksijom 1 defekti mitohondrija se mogu potpuno prevazi¢i prisilnom
ekspresijom IKKf u kultivisanim sr¢anim miocitima (170). Otkriveno je da IKK3 promovise
opstanak ¢elija u hipoksi¢nim uslovima potiskivanjem ekspresije proapoptoti¢kog ¢lana

porodice Bcl-2, Bnip3, kroz fizi¢ku interakciju sa HDAC1 (171).

Detaljna analiza ovog molekularnog ,,prekidaca® koji reguliSe smrt celije 1
prezivljavanje Celija otkrio je da hipoksi¢ni uslovi indukuju ekspresiju faktora transkripcije

¢elijskog ciklusa E2F-1, koji se oslobada represijom retinoblastoma (Rb). Aktivni E2F-1 se
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vezuje za cis element unutar bnip3 proksimalnog promotorskog regiona da bi indukovao
ekspresiju Bnip3 i promovisao ¢elijsku smrt. Ovi rezultati su potvrdeni u kontekstu intaktnog
hromatina u primarnim sréanim miocitima koriS§¢enjem imunoprecipitacije hromatinom,
gdje je hipoksija indukovana E2F-1 vezivanje za bnip3 promotor, dok je prisilna ekspresija

RbD eliminisala vezivanje E2F-1 i smanjila ekspresiju Bnip3 (172).

U serijama eksperimenata, prisilna ekspresija IKKp zastitila je sr¢ane miocite od
smrti izazvane E2F-1 izmje$tanjem E2F-1 iz regiona promotora bnip3. Stavise, koriste¢i
testove imunoprecipitacije hromatina, identifikovano je da p65 zauzima kB mjesto unutar
bnip3 promotora pod bazalnim normoksi¢nim uslovima i ekspresija Bnip3 je potisnuta;
medutim, kada su sréani miociti pod stresom sa hipoksijom, p65 je zamijenjen E2F-1 §to
dovodi do povecane ekspresije Bnip3 i intrinzi¢ne apoptotske smrti. Ne samo da ovi
eksperimenti potvrduju kardioprotektivnu ulogu p65 tokom akutne hipoksije, ve¢ takode
sugeriSu da kod najmanje dva razlicita skupa p65 postoje unutar sr¢anih miocita. Jedan bazen
unutar citosola vezan za IkBa, koji prolazi kroz bazalnu nuklearnu/citosolnu vezu, ali je
osjetljiv na stimulaciju preko IKKp. Drugi bazen, koji je vjerovatno manje bogat, lako se
kre¢e izmedu citoplazme 1 jezgra da bi regulisao ekspresiju gena. Iako nije dokazano,
bazalno nuklearno prisustvo p65 moze biti vazno za regulisanje gena koji promovisu smrt,

kao S$to je Bnip3 (173).

1.7.2. Kardiotoksi¢na uloga NFkB u sréanom tkivu

Kontroverze oko proapoptoticke prirode 1 Stetnih karakteristika NF-xB signalizacije
u srcu jednake su samo kontroverznoj ulozi TNFa signalizacije u srcu. Na primjer, rane
studije koje su istrazivale ulogu TNFa u sr¢anoj insuficijenciji zakljucile su da je TNFa bio
ukljucen u neprilagodeni odgovor koji dovodi do sréane insuficijencije (174), ali studije
ciljanja gena koje koriste nulte mutacije u TNFR1 1/ili -2 genima su zakljucile da TNFa $titi
srca od ishemije i apoptoze izazvane reperfuzijom (175). Stavise, p50—/— eksperimentalni
miSevi pokazuju zastitu od kardiomiopatije izazvane TNFa i poboljSanu sré¢anu funkciju
nakon infarkta miokarda (175). Medutim, ovaj kasniji rezultat je osporila druga istrazivacka
grupa (167). Vazno je, 1 kao S§to je gore navedeno, pokazalo se da signalizacija TNFa
receptora u vise Celijskih sistema istovremeno aktivira i proapoptoticke kaskade JNK, p38 1

kaspaze 8, zajedno sa kanonskom NF-«B signalizacijom, i da TNFR1 i -2 mogu imati
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suprotne efekte o remodelovanju srca (176). Stoga se Cini vjerovatnim da ¢e ¢elijski odgovor
zavisiti od dodatnih kriterijuma, kao Sto su vrijeme i trajanje signalizacije, kao i drugi
znakovi iz okruzenja ukljucujuc¢i hipoksiju 1 druge inflamatorne signale. Na primjer,
genetska ablacija TNFa kod miSeva smanjila je veli¢inu infarkta nakon ishemije/reperfuzije
1 smanjila ekspresiju proinflamatornih hemokina, kao S§to su IL-6 i monocitni
hemoatraktantni protein-1 (MCP-1). Interesantno, NF-vezani za DNK «B je takode smanjen
nakon ishemije/reperfuzije kod TNFa-null miSeva, a autori sugeriSu da bi smanjena
aktivacija NF-kB mogla biti mehanizam za poboljSani ishod i smanjen inflamatorni odgovor

u ovom modelu.

Hipoteza da bi aktivacija NF-xB mogla proizvesti hroni¢ni inflamatorni odgovor
makrofaga i inflamatornih celija sa Stetnim posljedicama nije nova i podrzana je ¢injenicom
da su brojni ciljni geni NF-kB proinflamatorni, kao §to su IL-194 i1 IL-6, 95 dok se pokazalo
da drugi indukuju intrinzi¢nu apoptozu u mnogim tipovima celija, kao $to su TNFa,96 i p53

(177). Zaista, poznato je da aktivacija NF-kB nizvodno od TNFa izaziva apoptozu.

1.8.TNF-a i njegova uloga kao posrednika u infarktu miokarda

Tokom infarkta miokarda (IM), ukljuceno je viSe faktora na nivou celije. Medu
njima, inflamatorni imuni odgovor se javlja u infarktnom miokardu 1 susjednim tkivima.
Ovaj imuni odgovor se manifestuje kao akutna nekroza, hipertrofija, apoptoza kardiomiocita
1 naknadno ventrikularno remodeliranje. Proces remodeliranja ponekad moze dovesti do
kongestivne sr¢ane insuficijencije. Istrazivaci su pokazali da faktor nekroze tumora-a (TNF-
a), kao klju¢ni regulacioni faktor u inflamatornoj reakciji, ne samo da je djelovao u
kombinaciji sa svojim ligandom kao posrednik u inflamatornom imunoloskom odgovoru,

vec je radio 1 nezavisno u podeSavanju remodeliranja miokarda.

TNF-a ima dva oblika u organizmu: TNF-o povezan sa membranom (mTNF-a) i
izluceni TNF-a (sTNF-a) sa molekulskom tezinom od 26 i 17 kD. sTNF-a se generalno
smatra aktivnim oblikom mTNF-a; ovu aktivaciju iz mTNF-a u sTNF-a omogucéava enzim
koji pretvara TNF (TACE).TNF-a je sveprisutni citokin. Mnoge ¢elije imaju sposobnost da
ga proizvode i1 oslobadaju, ukljucujuc¢i monocite-makrofage, limfocite, ¢elije glatkih misica,
fibroblaste, endotelne Celije, epitelne Celije 1 osteoblaste. TNF-a mRNA se takode eksprimira

u pluc¢ima, jetri, slezini, timusu i bubrezima u fizioloskim uslovima. Inflamatorni faktori kao
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Sto su invazija bakterija i virusa mogu brzo da indukuju srce, pankreas i druge organe da
sintetiSu 1 eksprimiraju TNF-a (178). Mnoga istrazivanja srca su pokazala da razlicite
povrede 1 upalna stanja, kao Sto su IM, ishemija miokarda, reperfuzija, operacija srcane
bajpasa 1 hroni¢na src¢ana insuficijencija (HF), mogu podstac¢i proizvodnju TNF-a od strane
kardiomiocita (179-181).Bioloska aktivnost TNF-a se ostvaruje kombinacijom TNF-a i
njegovog receptora, TNF-a receptora (TNFR), koji se eksprimira u ¢elijskim membranama.
TNFR je podijeljen na dva tipa, odnosno TNFR1 i TNFR2, sa molekulskom tezinom od 55
175 kD. TNFR1 se eksprimuje na ve¢em dijelu povrsine ¢elijske membrane, dok je TNFR2

uglavnom eksprimiran na povrSini endotelnih ¢elija i hematopoetskih ¢elija.

TNF-a, koji stupa u interakciju sa TNFR poslije IM, ima Siroku bioloSku aktivnost.
Kada se TNF-a kombinuje sa TNFR1, povecava se lucenje proteina povezanih sa apoptozom
(npr. FADD i TRADD) i inflamatornih faktora, $to promovise napredak ventrikularnog
remodeliranja (182). TNF-a u kombinaciji sa TNFR1 indukuje lu¢enje proteina povezanih
sa apoptozom sa zavisnoS¢u od RIP1 (receptor interacting protein 1), Sto bi moglo biti
blokirano aktivacijom TAK1 (TGF B-aktivirana kinaza-1). Takode, TNF-a u kombinaciji sa
TNFR1 moze aktivirati NF-kB put, intenzivirati endotelne ¢elije da eksprimiraju VCAM-1
i ICAM-1 i povecati infiltraciju neutrofila u podrucje infarkta, pa cak i uzrokovati odlozeno
stvaranje toksi¢nih supstanci kao $to su superoksid i perforin i ozbiljno uti€u na kontrakciju

miokarda i oporavak od IM (183).

Dok se NF-kB aktivira kombinacijom TNF-a 1 TNFR2, ekspresija inflamatornih
citokina IL-6 1 IL-1P je smanjena da bi se smanjila povreda koja je rezultat inflamatorne
reakcije. Pored toga, povecana je ekspresija angiogenih faktora rasta VEGF 1 bFGF da bi se
ubrzala neovaskularizacija, ¢ime se poboljSava prognoza IM. Stavise, smanjeni TNFR2
moze izazvati povecanje TNFR1 (181). Kombinacija TNF-a 1 TNFR1/2 moZe izazvati
oste¢enje DNK u razlic¢itim ¢elijama ukljucuju¢i T limfocite, ali inhibitori NF-xV 1 IL-10
mogu znacajno smanjuju oSteenje DNK. Stoga se spekulisalo da mehanizam oStec¢enja
DNK moze biti neravnoteza redoks reakcije usled reaktivnih vrsta kiseonika (ROS)
proizvedenih interakcijom TNF-a 1 TNFR. Medutim, da li se ovaj mehanizam zaista javlja

u kardiomiocitima tokom IM tek treba da se razjasni.

Kombinacija adiponektina, eksprimiranog u adipocitima, 1 njegovog liganda
AdipoR1, koji se nalazi na povrSini kardiomiocita, moze povecati unos glukoze, pojacati

metabolizam lipida, povecati osjetljivost kardiomiocita na insulin i anti-aterosklerozu;

29



oslabiti inflamatornu reakciju i apoptozu kardiomiocita i smanjiti oksidativni stres; i
odrzavaju i poboljSavaju rad srca. Medutim, nakon IM, poveéani TNF-a u kombinaciji sa
TNFR1 povecava sekreciju ATF3 (aktiviraju¢i faktor transkripcije 3), inhibitora ekspresije
adiponektina koji smanjuje lucenje adiponektina, dok TNF-o u kombinaciji sa TNFR2
smanjuje ekspresiju ATF3 kako bi se povecala lucenje adiponektina. Dakle, ukupan uticaj
ATF3 na adiponektin zavisi od ravnoteze izmedu kombinacije TNF-a sa TNFR1 i TNFR2
(184,185).

Primjetno je da TNF-a moze da igra zastitnu ulogu nezavisno od svojih receptora.
Nakon IM, niske koncentracije TNF-a in vivo inhibiraju KCL-indukovanu migraciju Ca2+
u kardiomiocite, ¢ime se poboljSava sistolna funkcija miokarda. Male doze TNF-a mogu
inhibirati funkciju disanja mitohondrijalnog stanja nakon povrede kardiomiocita anoksijo-
reoksigenacijom, smanjiti oslobadanje proteina za razdvajanje koji zavisi od curenja protona
i transmembranski potencijal, oslabiti dah zavisan od glutamata, i povecavaju oporavak
mitohondrijalne brzine disanja, ¢ime se poboljSava funkcija mitohondrija. Ovaj zaStitni
mehanizam se ostvaruje regulacijom ROS-a kao 1 sfingomijelinskog puta (186). Odredena
koli¢ina TNF-a in vivo takode moze da inhibira lucenje leptina kako bi se smanjila povreda

izazvana ishemijom/reperfuzijom miokarda.

1.9.Regulator apoptoze BAX i infarkt miokarda

Regulator apoptoze BAX, takode poznat kao protein 4 sli¢an bcl-2, je protein koji je
kod ljudi kodiran BAX genom (187). BAX je ¢lan porodice gena Bcl-2. Clanovi porodice
BCL2 formiraju hetero- ili homodimere i deluju kao anti- ili pro-apoptoticki regulatori koji
su ukljuceni u Sirok spektar ¢elijskih aktivnosti. Ovaj protein formira heterodimer sa BCL2
1 funkcioniSe kao apoptoticki aktivator. Ovaj protein interaguje 1 povecava otvaranje
mitohondrijalnog anjonskog kanala zavisnog od napona (VDAC), §to dovodi do gubitka
membranskog potencijala i oslobadanja citokroma c. Ekspresiju ovog gena regulisSe tumor

supresor P53 i pokazalo se da je ukljucen u apoptozu posredovanu P53 (188).

Kao §to je ranije pomenuto, apoptoza je visoko regulisan proces u kojem nekoliko
regulatornih proteina igra ulogu i u kojem ravnoteza izmedu niza regulatornih proteina
odlucuje o sudbini celije. Ekspresija dva takva regulatorna proteina, bcl-2 1 BAX,

proucavana je u srcima pacijenata koji su umrli od AIM (189). Bcl-2, inhibitor apoptoze,
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nije izrazen u neinfarktnom tkivu miokarda (190), ali je izrazen u kardiomiocitima koji
okruzuju infarktna podrucja ubrzo nakon pojave infarkta. Medutim, u samom infarktnom
podrucju nije pronaden bcl-2. BAX je ¢lan porodice bel-2 i, kada je prekomjerno izrazen,
ubrzava apoptozu. Takode se suprotstavlja aktivnosti represora smrti bel-2 (191). Za razliku
od bcl-2, BAX ima nisku bazalnu ekspresiju u ljudskim srcima bez srcanih bolesti (189).
Prekomerna ekspresija BAX pronadena je u dva od 15 srca u akutnoj fazi infarkta (izmedu
Sest sati 1 20 dana nakon pojave infarkta miokarda (IM)). U starom stadijumu (viSe od mjesec
dana nakon pojave IM) prekomjerna ekspresija BAX je nadena u 10 od 12 srca, pretezno u
oblastima koje okruzuju infarktna podruc¢ja. U ovim oblastima je nestala ekspresija bcl-2,
prisutna u akutnoj fazi. Stoga je odnos BAX prema bcl-2 visok i moze biti povezan sa

apoptotiénom smréu ¢elija u ovim oblastima u starom infarktu.

U eksperimentu in vivo na pacovima, prekidi lanaca DNK su uoceni ve¢ tri sata nakon
okluzije koronarne arterije (192). Apoptoza je bila pradena smanjenjem vrijednosti bcl-2
proteina i povecanjem ekspresije BAX, Sto ukazuje na ulogu ovih proteini u regulaciji
ishemijom izazvane apoptoze kod pacova. U drugom in vivo modelu pacova otkriveno je da
je EAT/mcl-1, neposredni rani gen povezan sa bcl-2, snazno pojacan ve¢ 30 minuta nakon
okluzije koronarne arterije (193).U skladu sa ovim, kod transgenih miSeva koji prekomjerno
eksprimiraju humani bcl -2, smanjena je reperfuziona povreda miokarda (194). Ovo
smanjenje reperfuzione povrede je u korelaciji sa znacajnim smanjenjem apoptoze, mjereno
samo pomo¢u TUNEL metode bojenja. Kod eksperimentalnih Zivotinja reperfuzija je
rezultovala smanjenom ekspresijom bcl-2 1 pove¢anom ekspresijom BAX u ishemijskom

podrucju, dok se nakon trajne ishemije vrijednosti bcl-2 1 BAX nisu mijenjale (195).

1.10.Eksperimentalni model akutnog infarkta srca izazvanog izoprenalinom

Ueksperimentalnimistrazivanjimapostojeraznovrsni zivotinjskimodeli
akutnogostecenjasrca, ajedanodnajcescihjesupkutanaaplikacijaizoprenalina (izoproterenola-
ISO) uvelikomdozama,
StodovodidoizazivanjaintenzivnogoksidativnogstresaioStecenjasréanogmiSi¢aeksperimental
nih Zivotinja.
PatofizioloskeimorfoloSkeaberacijenastaleusrcimamiokardijalnognekroticnogmodelapacov

a mogu seuporediti sonimkojesejavljajuuinfarktumiokarda (IM), (158,159).
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Izoprenalin/Izoproterenol 4- [1-hidroksi-2- (izopropilamino) etil] benzen-1,2-diol
hidroklorid (ISO) sinteticki je kateholamin i neselektivni simpatomimeticki fSii £
- adrenergicki agonist koji uzrokuje jak stres u miokardu i rezultuje IM kada se primjenjuje
iznad maksimalnih doza. Strukturno je sli¢an adrenalinu. U modelu pacova ISO proizvodi
nekrozu miokarda koja dovodi do srcane disfunkcije, poveéane peroksidacije lipida i
povecane nivoa lipida u miokardu te promijenjenih aktivnosti sréanih enzima i
antioksidansa. PredloZeni mehanizmi za objaSnjenje induciranog IM ukljucuju stvaranje

visoko citotoksi¢nih slobodnih radikala kroz autoksidaciju kateholamina.

OH
HO N

HO

Slika 10. Struktura izoprenalina (Autor)

Ti slobodni radikali djeluju na polinezasi¢ene masne kiseline (polynsaturated fatty
acids- PUFA) unutar membrana, grade¢i peroksilne radikale. Tada radikali mogu napadati
susjedne masne kiseline, uzrokuju¢i lan¢anu reakciju peroksidacije lipida (LPO). Krajnji
proizvodi lipidnog hidroperoksida Stetni su i mogu pridonijeti povecanoj propusnosti

membrane, §to dovodi do razvoja kardiomiopatije (159).

Drugi mehanizmi predloZzeni za objaSnjenje oSteCenja miokarda izazvanog
1zoproterenolom, ukljuCuje: neravnotezu izmedu opskrbljivanja 1 potraznje kardiomiocita
iznutra, §to je povezano s hiperfunkcijom miokarda zbog povecanja hronotropizma 1
inotropizma, kao i hipotenzije u koronarnom slivu. Drugo, takode postoji porast
prekomjernog punjenja Ca** unutar éelije. U dodatku, taj je jon (Ca*") povezan s aktivacijom

enzima adenilat ciklaze 1 iscrpljenjem nivoa ATP tokom dogadaja. Na kraju dolazi do

povecanja oksidativnog stresa (160).

Dakle, izoprenalin je neselektivni agonist beta adrenergickih receptora. Agonizam
beta-1 1 beta-2 adrenergiCkih receptora uzrokuje da alfa podjedinica receptora vezanih za G-
protein razmenjuje GMP za GTP, aktivirajuci ih 1 dozvoljavajuci alfa podjedinici da se odvoji

od beta i gama podjedinice (slika 11).
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Slika 11. Graficki rezime kako su f-AR bili smanjeni u ISO-indukovanom remodelovanju srca

(Autor na osnovu izvora 158, 159, 160)

Legenda: Trajna B-AR aktivacija izoproterenolom je povecala ekspresiju HuR, a ne inhibirala ekspresiju i
aktivaciju CREB, sto je smanjilo ekspresiju B1-AR i djelimi¢no regulisalo ekspresiju f2-AR u modelu

remodeliranja srca.
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Il.  CILJEVIISTRAZIVANJA

1. Ispitati efekte izoprenalinom (ISO) indukovanog oSte¢enja srca pacova:

koncentracije sr¢anih biomarkera u serumu pacova (visoko senzitivan
troponin I- hsTnl, laktat dehidrogenazu- LDH, aspartat aminotransferazu-
AST);

enzimske markere oksidativnog stresa i remodelovanja u homogenatu srca
pacova (superoksid dismutazu - SOD, katalazu - CAT, glutation - GSH),
reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS);

funkcionalne 1 biohemijske pokazatelje sréane aktivosti (proinflamatorne
povezane citogenske gene i gene koji reguliSu apoptozu): BAX, TNF, NF-
kB, BLC2;

biohemijske markere u serumu pacova: glukozealanin aminotransferaza-
ALT, alkalna fosfataza- AP, lipidni status (HDL-holesterol, LDL-holesterol,
ukupni holesterol, trigliceridi), homocistein, glukozu, D-dimer, von
Vilebrandov faktor- vWF, fibrinogen;

patohistoloSke promjene u srcu pacova (prisustvo neutrofila u polju

oStecenja, povrsina polja oStecenja).

2. [Ispitati efekte ursodeoksiholne (UDCA) kiseline na modelu oStec¢enja srca izazvanog

ISO na navedene parametre.

3. [Ispitati efekte henodeoksiholne (CDCA) na modelu oste¢enja srca pacova izazvanog

ISO na navedene parametre.

4. Ispitati efekte propilen glikola (PG) na modelu ostecenja srca pacova izazvanog [ISO

na navedene parametre.
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HIPOTEZE

Primjenom izoprenalin (ISO) dolazi do ostecenja srca pacova na koje ukazuju:

Porast koncentracije sr¢anih biomarkera u serumu pacova (visoko senzitivan
troponin I- hsTnl, laktat dehidrogenazu- LDH, aspartat aminotransferazu-
AST);

Promjena enzimske aktivnosti enzima oksidativnog stresa i remodelovanja
srca pacova (superoksid dismutazu - SOD, katalazu - CAT, glutation - GSH),
reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS);

Promjena pokazatelja srcane aktivnosti ukljucuju¢i: BAX, TNF, NF-«xB 1
BLC2;

Porast biohemijskih markera u serumu pacova: glukozealanin
aminotransferaza- ALT, alkalna fosfataza- AP, lipidni status (HDL-holesterol,
LDL-holesterol, ukupni holesterol, trigliceridi), homocistein;

Pojava patohistoloskih promjena u srcu pacova (prisustvo neutrofila u polju

ostecenja, povrsina polja oste¢enja).

Primjena ursodeoksiholne (UDCA) kiseline smanjuje stepen oStec¢enja tkiva srca

izazvanog izoprenalinom (ISO) i dovodi do promjene vrijednosti funkcionalnih i

biohemijskih pokazatelja sr€ane aktivnosti

Primjena henodeoksiholne (CDCA) smanjuje stepen oStecenja tkiva srca

1zazvanog izoprenalinom (ISO) 1 dovodi do promjene vrijednosti funkcionalnih 1

biohemijskih pokazatelja sr€ane aktivnosti

Primjena propilen glikola (PG) ne uti¢e na stepen oStecenja tkiva srca izazvanog

izoprenalinom (ISO) 1 ne dovodi do promjene vrijednosti funkcionalnih i

biohemijskih pokazatelja sr€ane aktivnosti
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IV. MATERIJALI METODE

4.1.Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje je uradeno kao eksperimentalna studija na pacovima soja Wistar albino,
starosti 3-4 sedmice 1 pocetne tjelesne mase oko 200-250g na pocetku eksperimenta.
Zivotinje su aklimatizovane 7 dana prije intervencije i ¢uvane u pleksiglas-transparentnim
kavezima sa zi¢anim poklopcem (dvije Zivotinje po kavezu) sa dnom oblozenim Suskom, sa
hranom i1 vodom dostupnom adlibitum 1 konstantnim ambijentalnim uslovima (temperatura
21+£2 °C; vlaznost vazduha 55+5 %; ciklusom svjetlo-tama na 12 sati sa pocetkom svijetlog
perioda u 08:00h i tamnog perioda u 20:00h). Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa
dozvolom Eticke komisije/odbora za zastitu dobrobiti eksperimentalnih Zzivotinja,
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci, uz poStovanje Pravilnika o Cuvanju,

nacinu njege, postupanju i liSavanju Zivotaeksperimentalnih Zivotinja.

4.2 Eksperimentalni protokol

Model oSte¢enja miokarda pacova je zasnovan na aplikaciji izoprenalina (ISO) u
predjelu leda subkutano u dozi od 85 mg/kg TM, rastvoren u Iml/kg tjelesne mase (TM)
0,9% NaCl-a, dva puta u intervalu od 24 sata (160). Eksperimentalni model oSteCenja
miokarda kod pacova je dokazan analizom dinamike produkcije biomarkera oStecenja srca
u serumu (serum je dobijen uzorkovanjem krvi nakon Ztrvovanja Zivotinje), kao 1
potvrdivanjem odgovaraju¢im patohistoloskim nalazom na srcu (takode nakon ztrvovanja
Zivotinje). In vivo ogled je podrazumijevao formiranje dva razlicita eksperimentalna modela:
kontrolnu grupu 1 eksperimentalnu grupu.Kontrolna grupa je imala 1 grupu

(podgrupu).Eksperimentalna grupa je imala ukupno 5 grupa (podgrupa).

4.2.1. Formiranje grupa

Ukupan broj zivotinja bio je 45 (n=45), 1 one su podijeljene kako je ve¢ navedeno u

dvije grupe, kontrolnu i eksperimentalnu.
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4.2.2. Kontrolna grupa

Kontrolna grupa (C) - broj zivotinja je 6 (n=6). Ovoj grupi je aplikovano tokom 10
dana vehikulum za Zu¢ne kiseline- propilen glikol (PG) per os, s tim da je 9-og i 10-og dana
dat i 0,9% NacCl s.c. u predjelu leda, dva puta u razmaku od 24 h u dozi 1 ml/kg tjelesne
tezine. Nakon toga (24 h nakon zadnje aplikacije fizioloskog rastvora tj. 11-og dana) vrseno

je zrtvovanje zivotinje uz prethodnu anesteziju.

Tabela 1. Tabelarni prikaz eksperimentalne procedure kod kontrolne grupe (C)

Danl. | Dan2. | Dan3. | Dan4. | Dan5. | Dan 6. | Dan7. | Dan 8. | Dan 9. | Dan 10. Dan 11.
PG + PG +
PG PG PG PG PG PG PG PG 0,9% 0,9% Eutanazija
NaCl NaCl
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
n=6
0]
3‘ . === ] Markeri odtedonja
| — sréanog midica
i ..~‘
PG 0,9% Nacl 2 [ osalibiohemijski
’ parametri
Dani

9 10 11

Slika 11. Dizajn studije primjene propilen glikola kod kontrolne grupe eksperimentalnih zivotinja —
pacova (C)
PG — propilen glikol; 0.9% NaCl — fizioloski rastvor

4.2.3. Eksperimentalne grupe

Eksperimentalne grupe su podijeljene u 5 podgrupa. Ukupan broj zivotinja u ovoj

grupi je 39.Podgrupe su sljedece:
— Igrupa— broj Zivotinja je 8 (n=8). Ovoj grupi je aplikovano tokom 10 dana vehikulum
za zucne kiseline- propilen glikol (PG) per os, s tim da je 9-og 1 10-og dana dat i
izoprenalin (ISO) s.c. u predjelu leda, dva puta u razmaku od 24h u dozi 85 mg/kg
tjelesne tezine. Nakon toga (24 h nakon zadnje aplikacije ISO tj. 11-og dana) vrSeno

je zrtvovanje Zivotinje uz prethodnu anesteziju.
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Tabela 2. Tabelarni prikaz eksperimentalne procedure kod I grupe

Danl.

Dan 2.

Dan3. | Dan4. | Dan5. | Dan6. | Dan7. | Dan 8. | Dan 9. | Dan 10. Dan 11.
PG + PG + .
PG PG PG PG PG PG PG PG ISO ISO Eutanazija
0 2 4 5 6 7 8 9 10 11
n=8
— UDCA grupa — broj zivotinja je 6 (n=6). Ovoj grupi je aplikovano tokom 10 dana
ursodeoksiholna kiselina (UDCA) per os u dozi od 25mg/kg tjelesne tezine, s tim da
je 9-og i 10-og dana dat 1 0,9% NaCl 0 s.c. u predjelu leda, dva puta u razmaku od
24 h u dozi 1 ml/kg tjelesne tezine. Nakon toga (24h nakon zadnje aplikacije
fizioloskog rastvora tj. 11-og dana) vrSeno je zrtvovanje zivotinje uz prethodnu
anesteziju.
Tabela 3. Tabelarni prikaz eksperimentalne procedure kod UDCA grupe
Danl. | Dan2. | Dan3. | Dan4. | Dan5. | Dan6. | Dan7. | Dan 8. | Dan 9. I?gn Dan 11.
UDCA | UDCA
UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | oo | (g0, | Eutanazija
NaCl | NaCl
0 3 5 6 7 8 9 10 11

n=6
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— CDCA grupa — broj zivotinja je 6 (n=6). Ovoj grupi je aplikovano tokom 10 dana
henodeoksiholna kiselina (CDCA) per os u dozi od 25mg/kg tjelesne tezine, s tim da
je 9-og i 10-og dana dat 1 0,9% NaCl s.c. u predjelu leda, dva puta u razmaku od 24h
u dozi 1 ml/kg tjelesne tezine. Nakon toga (24h nakon zadnje aplikacije fizioloskog

rastvora tj. 11-og dana) vrSeno je zrtvovanje zZivotinje uz prethodnu anesteziju.

Tabela 4. Tabelarni prikaz eksperimentalne procedure kod CDCA grupe

Danl. | Dan2. | Dan3. | Dan4. | Dan5. | Dan 6. | Dan7. | Dan 8. | Dan 9. ]?gn Dan 11.
CDCA | CDCA
CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | gu. | gv, | Eutanazija
NaCl | NaCl
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
n=6
— UDCAI grupa — broj Zivotinja je 10 (n=10). Ovoj grupi je aplikovano tokom 10 dana
ursodeoksiholna kiselina (UDCA) per os u dozi od 25mg/kg tjelesne tezine, s tim da
je 9-og i 10-og dana dat i izoprenalin (ISO) s.c. u predjelu leda, dva puta u razmaku
od 24h u dozi 85 mg/kg tjelesne tezine. Nakon toga (24h nakon zadnje aplikacije ISO
tj. 11-og dana) vrSeno je Zrtvovanje Zivotinje uz prethodnu anesteziju.
Tabela 5. Tabelarni prikaz eksperimentalne procedure kod UDCA I grupe
Danl. | Dan2. | Dan3. | Dan4. | Dan5. | Dan6. | Dan7. | Dan8. | Dan9. ?gn Dan 11.
UDCA | UDCA ..
UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA | UDCA +1SO | +1SO Eutanazija
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
n=10
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— CDCA I grupa — broj zivotinja je 9 (n=9). Ovoj grupi je aplikovano tokom 10 dana
henodeoksiholna kiselina (CDCA) per os u dozi od 25mg/kg tjelesne tezine, s tim da
je 9-og i 10-og dana dat i izoprenalin (ISO) s.c. u predjelu leda, dva puta u razmaku
od 24 h u dozi 85 mg/kg tjelesne tezine. Nakon toga (24 h nakon zadnje aplikacije

ISO tj. 11-0g dana) vrSeno je Zrtvovanje zivotinje uz prethodnu anesteziju.

Tabela 6. Tabelarni prikaz eksperimentalne procedure kod UDCA I grupe

Danl. | Dan2. | Dan3. | Dan4. | Dan5. | Dan6. | Dan7. | Dan 8. | Dan 9. l?gn Dan 11.
CDCA | CDCA ..

CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA | CDCA +1SO | +1SO Eutanazija

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

n=9
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1 grupa
PG PG + IS0
Y R
UDCA grupa
UDCA UDCA + 0,9% NaCl
"
Marker| oftedenja
l ,\ ] = srtanog midica
| 2
COCA grupa N Ostall biohemijski
CDCA CDCA + 0,9% NaCl parametri
Y -
UDCA I grupa
UDCA UDCA +1SO
L\ » J
|
CODCA I grupa
CDCA CDCA + 15O

) 11

Slika 12. Dizajn studije kod eksperimentalne grupe eksperimentalnih Zivotinja sa podgrupama

PG — propilen glikol; UDCA — ursodeoksiholna kiselina; CDCA - henodeoksiholna kiselina; ISO -

izoprenalin; 0.9% NaCl — fizioloski rastvor

4.3.Postupak uzorkovanja i analize krvi

Na jedanaesti dan, 24h poslije posljednje oralne ili parenteralne primjene sredstva,
pacovi se stavljaju u anesteziju mjeSavinom ketamina u koli¢ini od 30 mg/kg tt i ksilazina u
koli¢ini od 5 mg/kg. Sredstvo se daje intraperitonealno radi brze apsorpcije. Kod ovako
anesteziranih Zivotinja vr$i se otvaranje grudnog kosa i uzimaju se uzorci krvi iz aorte koji

se skupljaju u vakutajner epruvetama za serum i epruvetama za plazmu koje sadrze natrijum
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citrat kao antikoagulans. Ovi uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi 20 minuta dok se ne
stvori ugruSak, a zatim su se centrifugirali 5 minuta na 3 000 okretaja u minuti. Uzorci
plazme su se centrifugirali 10 minuta na 3 000 okretaja u minuti. Lizat eritrocita (ER) se
dobivao nakon odvajanja plazme. Tako izdvojeni Er su se ispirali tri puta, u tri zapremine
hladnog 0,9% fizioloskog rastvora. Ovi uzorci su se ¢uvali na temperaturi od -80°C do

kona¢nog mjerenja. Uzorci seruma su se upotrebljavali za:

- mjerenje markera oSte¢enja sr¢anog misica (visoko senzitivnog troponina I- hsTnl,
laktat dehidrogenaze- LDH, aspartat aminotransferaze-AST),

- druge biohemijske parametre: glukozu, homocistein-Hcy, ukupni holesterol (total
cholesterol - TC), holesterol visoke gustine(high density lipoprotein - HDL),
holesterol niske gustine (low density lipoprotein — LDL), trigliceride (triglycerides -
TG). Uzorci plazme su se upotrebljavali za mjrenje markera oksidativnog stresa:
tiobarbiturne kiseline reaktivne supstance (TBARS), H>O> i O,. Uzorci lizata Er su
se upotrebljavali za mjerenje: markera oksidativne zastite- SOD, CAT, GSH.

—  Numericke vrijednosti sljede¢ih parametara: AST, ALT, LDH, glukoze, TC, HGL,
LDL i TG su odredivane na aparatu Abbot Alinity ci-series metodom
hemiluminiscentnog imunoesaja (chemiluminescence immunoassay - CLIA).

- Homicistein- Hey 1 hs Tnl su odredivani na aparatu Abbot Alinity ci-series metodom
hemiluminiscentnog imunoesaja mikropartikula (chemiluminescent microparticle

immunoassay - CMIA).

Prooksidansi TBARS kao i antioksidansi (SOD, CAT i GSH) su odredivani
spektrofotometrijski na aparatu Shimadzu UV 1800, proizvedenom u Japanu. TBARS kao
pokazatelj lipidne peroksidacije odredivan je u reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) 1
malondialdehida. Nakon $to se plazma pomijeSa sa 1% tiobarbiturnom kiselinom 1 0,05%
NaOH, odredivanje je vrSeno na talasnoj duZini od 530 nm. Koncentracije SOD, CAT i GSH
su odredivane metodama po Beutler-u. Aktivnost SOD je odredivana nakon mijeSenja lizata
Er sa karbonatnim puferom, a zatim 1 sa noradrenalinom. Odredivanje je vrSeno na 470 nm
talasne duzine. Za odredivanje aktivnosti CAT je koriSten vodeni rastvor H>O», katalaza
pufer i razrijedeni uzorak lizata. Odredivanje aktivnosti ovog enzima je vrSeno na talasnoj
duZzini od 360 nm. Koncentracija redukovanog glutationa se temelji na oksidaciji GSH sa
5,5-ditio-bis-6,2-nitrobenzoi¢nom kiselinom (DTNB) metodom po Beutler-u. Odredivanje

koli¢ine GSH je vrSeno na 420 nm.
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V. REZULTATI

5.1.Efekti primjene UDCA i CDCA na biohemijske parametre i serumske sréane
markere

pokazali da je nivo hsTnl znacajno poveéan u I grupi u odnosu na S (p=0,029), Sto je
dokazalo da izoprenalin indukuje IM (Tabela 7). Prethodni tretmansa UDCA i CDCA ublazio
je ostecenje kardiomiocita, ali zbog visokog SD razlika nije bila znacajna. Vrijednosti D-
dimera i vVF nisu pokazale znacajnu razliku izmedu grupa. Vrijednosti fibrinogena su bile
razli¢ite izmedu grupa (p=0,028). U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti
fibrinogena su bile znac¢ajno vec¢e u CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,011). Vrijednosti
Hcy su bile razli¢ite izmedu grupa (p<0,001).

U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti homocisteina su bile znacajno
nize u CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,046). U grupama koje nisu primale

izoprenalin, nije bilo znacajne razlike izmedu grupa.

Tabela 7. Biohemijski parametri seruma kod pacova tretiranih izoprenalinom i CDCA ili UDCA

Grupe - mean (SD)

Parametri PG+C PG +1 CDCA+$ CDCA +1 UDCA +$ UDCA +1
Fibrinogen (p)(g/L)* 0.80 (0.00) 0.80 (0.14) 0.98 (0.27) 1.94 (1.00)f 1.00 (0.31) 1.54 (1.12)
D-dimer (p)(mg/L)**  0.17 (0.00) 0.17 (0.00) 0.17 (0.01) 0.22 (0.09) 0.31(0.23) 0.19 (0.07)

VWF (p)(%)* 19.20 (3.76) 12,50 (2.14) 1170 3.61)1+  13.10 (4.29) 1600 (3.16)  17.70 (2.50)f+
Glukoza (mmol/L)** 17.9 (4.11) 15.3 (3.66) 18.3 (4.30) 15.4 (4.99) 19.2 (6.05) 15.5 (3.39)

hs-Tnl (pg/mL)*q 224.8 (359.5) 12659.7 (11757.4) 149.7 (171.0) 4736.4 (2850.2) 375.4 (522.0) 4678.9 (2599.7)

AST (U/L)** 2535 (112.9) 576.9 (422.3) 260.3 (158.3) 358.6 (97.5) 3943 (335.1) 4213 (95.4)
ALT (U/L)y** 92.5 (74.6) 268 (423.0) 763 (24.4) 120.7 (84.6) 98.2 (79.5) 165.1 (226.0)
LDH (U/L)** 1259.2 (737.7) 14364 (399.2) 1195.0 (985.1)  1249.7 (356.6)  2053.2 (2111.9)  1432.0 (794.9)
Hey (umol/L)* 7.20 (1.85) 14.70 (2.47) 6.82 (1.17) 10.90 (2.15)4 7.95 (1.11) 12.10 (2.20)

AST: aspartat aminotransferaza; ALT: alanin aminotransferaza; LDH: laktat dehidrogenaza; Hcy - homocistein;
C: fizioloski rastvor; PG: propilen glikol; CDCA: henodeoksiholna kiselina; UDCA: ursodeoksiholna kiselina;
Tretman: CDCA (25 mg/kg per os) ili UDCA (25 mg/kg per os) ili PG (1 mL/kg per os) tokom 10 dana. 9. i
10. dana pacovi su tretirani izoprenalinom (I: 85 mg/kg sc) ili fizioloskim rastvorom (C: 1 mL/kg sc).* Opsta

statisticka znacajnost (Kruskal-Wallisov test) — p < 0,05,** p > 0,05.
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1z tabele 7mozemo vidjeti da su u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti
vVF su bile znacajno vec¢e u UDCA grupi u poredenju sa CDCA grupom (p=0,027), kao i
PG grupom (p<0,001). Pored toga vrijednosti fibrinogena u grupama koje su primale
izoprenalinznacajno ve¢e u CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,011). U grupama koje
nisu primale izoprenalin, vrijednosti vVF su bile znacajno nize u CDCA u poredenju sa
UDCA grupom (p=0,041), kao i PG grupom (p=0,015).

U grupama koje su primale izoprenalin i ne-izoprenalinskim grupama, nema
znacCajne razlike izmedu grupa. Takode, u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti
homocisteina su bile zna¢ajno nize u CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,046). U
grupama koje nisu primale izoprenalin nije bilo znacajne razlike izmedu grupa.

Profil lipida je analiziran da bi se istraZili efekti UDCA 1 CDCA na metabolizam
lipida. Opsta statisticka znacajnost (Kruskal-Wallisov test) utvrdena je za vrijednosti LDL i
TG (p=0,037 1 p=0,004), (Tabela 8). U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti LDL
su bile znacajno vece u PG u odnosu na CDCA grupu (p=0,046), kao i grupu UDCA
(p=0,011). U grupama koje nisu primale izoprenalin, nije bilo znacajne razlike izmedu grupa.
U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti TG su bile zna¢ajno nize u PG u odnosu
na CDCA grupu (p=0,027), kao i grupu UDCA (p=0,008). U grupama koje nisu primale

izoprenalin, nije bilo znacajne razlike izmedu grupa.

Tabela 8. Profil lipida u serumu kod pacova tretiranih izoprenalinom i CDCA ili UDCA

Grupe - mean (SD)
Parametri

PG +C PG +1 CDCA+S CDCA+1 UDCA+S  UDCA+I
(mmTOSL)** 120(023)  1.72(0.16) 1.27 (0.33) 1.34 (0.36) 1.22(029)  1.40(0.35)
(m:.{oll)/i)** 0.50 (0.09)  0.65(0.11) 0.53 (0.16) 0.54 (0.15) 0.45(0.12)  0.53(0.15)
(mll;l]o)l/LL)* 0.15(0.05)  0.29(0.06)t  0.13(0.05) 0.16 (0.07) 0.13(0.05)  0.13(0.05)
(mnfo?/L)* 1.30 (0.53)  0.49 (0.22)tt  1.32(0.59) 0.80 (0.32) 0.87(0.39)  0.80(0.30)

TC: ukupan holesterol; HDL: lipoprotein visoke gustine; LDL: lipoprotein niske gustine; TG: trigliceridi; C:
fiziolo§ki rastvor; PG: propilen glikol; CDCA: henodeoksiholna kiselina; UDCA: ursodeoksiholna kiselina;
Tretman: CDCA (25 mg/kg per os) ili UDCA (25 mg/kg per os) ili PG (1 mL/kg per os) tokom 10 dana. 9. i
10.dana pacovi su tretirani izoprenalinom (I: 85 mg/kg s.c.) ili fizioloskim rastvorom (C: 1 mL/kg s.c.).*Opsta
statisticka znacajnost (Kruskal-Wallisov test) — p < 0,05, **p > 0,05.

Iz tabele 8mozemo vidjeti da su u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti
LDL-a su bile znacajno vece, kada je rije¢ o PG u poredenju sa CDCA grupom (p=0,046),
kao 1 grupom UDCA (p=0,011). U grupama koje nisu primale izoprenalin nije bilo znacajne

razlike izmedu grupa. Pored toga u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti Tgl su
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bile znacajno nize kod grupe PG u poredenju sa grupom CDCA (p=0,027), kao i grupom
UDCA (p=0,008). U grupama koje nisu primale izoprenalin nije bilo znacajne razlike

izmedu grupa.

5.2.Efekti CDCA i UDCA na markere oksidativnog stresa

TBARS, kao marker peroksidacije lipida, pokazao je znacajno povecanje u grupi
tretiranoj izoprenalinom (p=0,07), §to ukazuje na ucesce izoprenalina u oksidativnom stresu
(grafikon 1). Postojala je znacajna razlika izmedu grupa (Kruskal-Wallisov test p<0,001). U
grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno niZe kod grupe
tretirane sa UDCA u odnosu na PG grupu (p<0,001), kao i kod CDCA u odnosu na PG grupu
(p=0,006). U grupama koje nisu primale izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno
nize UDCA u poredenju sa CDCA (p=0,024) i PG grupom (p=0,024), kao i CDCA u
poredenju sa PG grupom (p=0,024).

TBARS (nmol/g)
2.50
1.97 2.09
« l
2.00 1.68 il 1
1.48 1 **
1.23 -
1.50 1.16 LK
LA
L -
1.00
0.50
0.00 o — — —_ — —
UDCA+C CDCA+C PG+C UDCA+1 CDCA+1 PG+

Slika 13. Markeri oksidativnog stresa — TBARS — kod pacova tretiranih izoprenalinom i CDCA ili
UDCA
C: fizioloski rastvor; PG: propilen glikol; CDCA: henodeoksiholna kiselina; UDCA: ursodeoksiholna kiselina;
Tretman: CDCA (25 mg/kg per os) ili UDCA (25 mg/kg per os) ili PG (1 mL/kg per os) tokom 10 dana. 9. i
10. dana pacovi su tretirani izoprenalinom (I: 85 mg/kg s.c.) ili fiziolo§kim rastvorom (C: 1 mL/kg s.c.).Opsta
statisticka znacajnost (Kruskal-Wallisov test) — p < 0,001.
U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno nize u

**UDCA u poredenju sa PG grupom (p<0,001), kao i *CDCA u poredenju sa PG grupom
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(p=0,006). U grupama koje nisu primale izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno
nize u YJUDCA u poredenju sa CDCA (p=0,024) i PG grupom (p=0,024), kao 1 §JCDCA u
poredenju sa PG grupom (p=0,024).

SOD, CAT i GSH su analizirani kao antioksidativna odbrana organizma. SOD, CAT
1 GSH su pokazali smanjenje u grupi koja je tretirana izoprenalinom (Grafikon 2A, 2B, 2C,
2D). Opsta statisticka znacajnost (Kruskal-Wallisov test) SOD, CAT i GSH: p=0,124,
p=0,123 1 p<0,001, pokazuje znacajnu razliku samo u vrijednostima GSH. Post Hoc analiza
je pokazala da su u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti GSH bile znacajno vece
u CDCA u poredenju sa UDCA (p=0,006) i PG grupom (p=0,002). U grupama koje nisu
primale izoprenalin, vrijednosti GSH su bile znacajno vec¢e u CDCA u poredenju sa UDCA

(p=0,026) 1 PG grupom (p=0,002).

Tabela 9. Efekti UDCA i CDCA na markere oksidativnog stresa i aktivnost antioksidativnih

enzima u sréanom tkivu

Parametri Grupe (mean = SD)
PG-C PG-1 UDCA-C UDCA-I CDCA-C CDCA-I
TBARS (nmol/g 1384 0.10 2.09 + 1.16 + 1.68 + 1.23 + 1.97 +
sréano tkivo) ’ ‘ 0.117F+ 0.35 0.10%*** 0.02 0.38%*
SOD (U/g sréano 1221+ 13.57+ 1221+ 13.55+ 1221+
tkivo ) 6.81 10.16%3.77 4.39 6.15 4.20 4.46
CAT (U/g sréano 1.83 £ 273 £
tkivo) 1.71£1.01  1.47+0.57 0.88 1.43+0.35 075 2.03+091
GSH (umol/g sréano  73058.2 + 70297.6+ 754339+ 71368.1+ 76818.1+  74266.1 £
tkivo) 382.24 825.631t 526.2 343.3* 560.6 507.7%*

TBARS- tiobarbituratna kiselina; SOD- superoksid dismutaza; CAT- katalaza; GSH -Gluthation; Podaci u
tabeli su izraZeni kao srednja vrijednost = SD ili srednja vrijednost + SE. PG-C- kontrolna grupa; PG-I- grupa
tretirana izoprenalinom; UDCA-C grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA-I- grupa tretirana
ursodeoksiholnom kiselinom i izoprenalinom; CDCA-C grupa tretirana henodoeksiholnom kiselinom; CDCA -
I- henodeoksiholna kiselina i grupa tretirana izoprenalinom. Uradeni su jednosmerni ANOVA, Bonferoni test
i Mann-Whitney test i zvjezdica (*) ukazuje na znacajne razlike u poredenju sa PG-I grupom * p < .05, ***p
< 0,001 i znak (7) ukazuju na znacajne razlike u poredenju sa PG-C grupom  p < 0,05; 1 p <.0L; 1 p <
.001.
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Slika 14. Aktivnost antioksidativnih enzima kod pacova tretiranih izoprenalinom i UDCA, (A)
Aktivnost SOD u lizatu eritrocita; (B) CAT aktivnost u lizatu eritrocita; (C) Nivo GSH u lizatu
eritrocita; (D) Nivo TBARS
C: fizioloski rastvor; PG: propilen glikol; UDCA: ursodeoksiholna kiselina; Tretman: CDCA (25 mg/kg per
os) ili UDCA (25 mg/kg per os) ili PG (1 mL/kg per os) tokom 10 dana. 9. i 10. dana pacovi su tretirani

izoprenalinom (I: 85 mg/kg s.c.) ili fizioloSkim rastvorom (C: 1 mL/kg s.c.). Opsta statistiCka znacajnost
(Kruskal-Wallisov test) SOD, CAT i GSH: p=0,124, p=0,123 i p<0,001.
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U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti GSH su bile znacajno vece u
*CDCA u poredenju sa UDCA (p=0,006) i PG grupom (p=0,002). U grupama koje nisu
primale izoprenalin, vrijednosti GSH su bile znacajno vece u **CDCA u poredenju sa

UDCA (p=0,026) i PG grupom (p=0,002), (gratikon 2 A,B,C, D).

5.3.Efekti UDCA i CDCA na proinflamatorne povezane citokinske gene i gene koji
reguliSu apoptozu

U ovom dijelu eksperimenta uradeni su jednosmjerni ANOVA, Bonferroni test i
Mann-Whitney test. Zvjezdica (*) ukazuje na znacajne razlike u poredenju sa PG-I grupom
*p <.05, ¥**p <0,001 i znak (1) ukazuju na znacajne razlike u poredenju sa PG-C grupom

T p<0,05; 7 p<.01; ¥t p <.001 (tabela 10).

Tabela 10. Efekti UDCA i CDCA na proinflamatorne povezane citokinske gene i gene koji regulisu

apoptozu

. G +SD
Parametri roups (mean )

PG-C PG-I UDCA-C UDCA-I CDCA CDCA-I

BAX (g/g) .00012 + .00023 + .00012 + .00014 + .00018 + .00021 +
.000011 .000051 .000031 .000029%** .000021 .000030**

TNF (g/g) .00012 + .00059 + .00012 + .00059 + .00017 + .00019 +
.000033 000058+ .000077 .000029 .000020 .000035%**

NFKB (g/g) 00247 + .00367 = .00101 + .00202 + .00343 + .00243 +

.000034 .0008067 .000041 .000293* .001228 .000278

BLC2(g/2) .00432 + .00284 + .00160 .00347 + .00453 + .00384 +

.001535 00084671 .000103 .000482 .001529 .001216

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD ili srednja vrijednost + SE. ; PG-C- kontrolna grupa; PG-I-
grupa tretirana izoprenalinom; UDCA- grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA-I- grupa tretirana
ursodeoksiholnom kiselinom i izoprenalinom; CDCA- grupa tretirana henodoeksiholnom kiselinom; CDCA-
I- henodeoksiholna kiselina i grupa tretirana izoprenalinom.
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Slika 15.Efekti UDCA na proinflamatorne povezane citokinske gene i gene koji reguliSu apoptozu:

(A) BAX; (B) NFkB; (C) TNFalfa

PG-C- kontrolna grupa; PG-I- grupa tretirana izoprenalinom; UDCA- grupa tretirana ursodeoksiholnom
kiselinom; UDCA-I- grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i izoprenalinom; CDCA- grupa tretirana
henodoeksiholnom kiselinom; CDCA-I- henodeoksiholna kiselina i grupa tretirana izoprenalinom.

5.4.Efekti UDCA i CDCA u prevenciji nastanka patohistoloskih promjena na
miokardu

Za patohistolosku analizu koriStena je jedna polovina srca pacova. Nakon 24h
fiksacije u 10% formaldehidu izvrSena je obrada tkiva u tkivnom procesoru Laica TP 1020.
Uzoreci su kalupljeni u parafinske blokove 1 rezani na rezove debljine 5 pm. Svi rezovi su
obojeni klasi¢nim bojenjem sa hematoksilinom i eozinom. Analiza dobijeni uzoraka vrSena
je binokularnom mikroskopu Leica DM 6000B, opremljenog sa Leica DFC310FX kamerom
na deset vidnih polja. Analizirana je vrsta 1 intezitet oSteCenja miokrada kao i stepen
inflamatorne infiltracije miokarda. Prema stepenu oSteCenja miokarda promjene su
skorovane u 4 grupe, score 1 bez promjena, scor 2 blago ostecenje (fokalna oStecenja
miokarda ili multifokalan degenracija miokradiocita sa blagom infiltracijom), scor 3,
umjereno oStecenje (izraZzena mifibrilarna degenercija i/ili difuzni inflamatorni proces), scor

4, znaCajno oStecenje (nekroza sa inflmatornim procesom), (slika 16).
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Slika 16. Histoloski preparat miokarda (Autor)

Legenda: Skor 1 (PG-C), Skor 2 (CDCA 1), Skor 3 (UDCA I),Skor 4 (u potpunosti oCuvana normalna
grada miokarda).

CDCA I - u potpunosti izmijenjena morfologija svih djelova miokarda. Prisutna je
nekroza sa izrazenim inflamatornim procesom, izraZen intersticijali edem, endomizijum u
potpunosti ispunjen gustim infiltratom sastavljenim predominatno od neutrofila.

Kardiomiociti su fragmentisani i prisutna su ZariSta krvarenja.

UDCAT - Najveca ostecenja je pretrpio zid desne komore, dok je zid lijeve polovine
srca ve¢im dijelom oCuvan. Izrazena je miofibrilarna degeneracija na svim vidinim poljima

dok su u predjelu desne komore prisutne i fokalne polimoronuklearne infiltracija.

PG-C- U podrucju zida desne komore prisutna su fokalne infiltracije
polimorfonuklearnih celija, fragmentacija kardiomiocita i krvarenje. U ostalim vidnim

poljima uocava se multifokalna degeneracija kardiomicita.
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V1. DISKUSIJA

Provedena studija je dokazala da je nivo troponina I(hsTnl) kaonajosjetljivijeg
markera ostecenja miokarda znacajno povecan u I grupi u odnosu na primjenu 0,9% NaCl
(p=0,029), sto je dokazalo da izoprenalin (ISO) indukuje infarkt miokarda. Infarkt miokarda
izazvan ISO pokazuje mnoge metabolicke 1 morfoloske aberacije u sréanom tkivu
eksperimentalnih zivotinja slicne onima uocenim kod infarkta miokarda kod ljudi (161).
Tretman sa ISO kod eksperimentalnih zivotinja izaziva tipicnu ekspresiju src¢anih gena sli¢nu
onoj uoc¢enoj kod sré¢ane hipertrofije uzrokovane preopterecenjem pritiskom. Zbog nekoliko
mehanizama koji su predloZeni da se objasni oSte¢enje miokarda izazvano izoprenalinom,
moglo bi se re¢i da se deSava neravnoteza izmedu snabdjevanja i potrebe kardiomiocita
kiseonikom, §to je povezano sa hiperfunkcijom miokarda zbog povecanja kako

hronotropizma i inotropizma, tako i hipotenzije u sr¢anom tkivu(162).

Drugo, u literaturi se navodi da djelovanjem izoprenalina dolazi do povecanja Ca++
unutar ¢elije (163). Pored toga, taj jon je povezan sa aktivacijom enzima adenilat ciklaze i
smanjenjem nivoa ATP u toku samog infarkta miokarda(164). Nakon primjene dolazi do
povecanja oksidativnog stresa zbog nekoliko metabolickih proizvoda koji poticu iz
izoprenalina, pored geneze slobodnih radikala (165).U ovoj studiji vrijednosti D-dimera 1
vVF nisu pokazale znacajnu razliku izmedu grupa eksperimentalnih Zivotinja. Pored toga
studija je pokazala da su u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti fibrinogena bile

znacajno ve¢e u CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,011).

Navedeno, koje je dokazano u ovoj studiji potvrduju 1 literaturni izvori u kojima se
navodi da izoprenalin pokazuje kardiotoksi¢ne lezije ¢ak i pri niskim dozama, a
sameproizvedene lezije zavise od doze (203). U prilog tome idu i podaci da iniske doze
izoprenalina (32 pg/kg) pokazuju abnormalne histopatoloske promjene ve¢ tri sata nakon
injekcije (203). Umjerena doza izoprenalina (85 mg/kg) pokazuje znaCajne promjene u
biohemijskim parametrima i umjerenu nekrozu u srcu (204). Povreda miokarda postaje
ekstenzivnija sa ve¢om dozom izoprenalina (205). Literatura potvrduje da izoprenalin kod

eksperimentalnih Zivotinja proizvodi leziju nalik infarktu sli¢nu ljudskom IM (206).

Isto tako literaturni izvori dokazuju i teorijska polazista ovog rada da izoprenalin
izaziva promjene u hemodinamskim, biohemijskim, histopatoloSkim 1 markerima

oksidativnog stresa, $to je pokazano i samim eksperimentalnim istraZzivanjem sadrzanim u
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ovom radu(207). Detaljnije, same histopatoloSske promjene se mogu vidjeti u
subendokardnom sloju, miokardu apeksa, lijeve komore, papilarnog miSi¢a i
interventrikularnog septuma (203,208). Takode, prema prethodnim istraziva¢ima, nivo
sr¢anog troponina u serumu je kod eksperimentalnih zivotinja je viSikada se izoprenalin daje
supkutano u poredenju sa intraperitonealnim putem, pa je s tim u vezi ovaj but 1 izabran u

toku naseg eksperimenta(209).

Adekvatnost eksperimentalne metodologije koja je primjenjivana u nasem radu
potvrduju i Siroki literaturni dokazu u kojima se navodi da je metoda IM izazvana
izoprenalinom $iroko koriSéena u istrazivanju zastitnog efekta razli¢itih supstanci koje mogu
da sprijece ostecenje miokardne nekroze (210) kod eksperimentalnih Zivotinja poput miSeva
(211) 1 pacova (207). Da bi se procijenio kardioprotektivni efekat pojedinih supstanci,
izoprenalin se naj¢esée daje u dozi od 85 mg/kg dva uzastopna dana miSevima i pacovima

da bi se izazvaolM (212).

Studija je dokazala da prethodni tretman sa CDCA 1 UDCA ublazava oStecenje
kardiomiocita, ali zbog visoke standardne devijacije razlika nije bila znacajna. Navedeno
djelimi¢no zbog ogranicenja studije potvrduje prvu pomoc¢nu hipotezu rada koja je
pretpostavljala da pretretman sa UDCA 1 CDCA u grupama eksperimentalnih Zivotinja koje

su primale izoprenalin smanjuje vrijednosti troponina I.

Studija je pokazala da su vrijednosti homocisteina (Hcy) bile razli¢ite izmedu grupa
(p<0,001).U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti homocisteina su bile znac¢ajno
nize u CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,046),dok u grupama koje nisu primale
izoprenalin, nije bilo znacajne razlike izmedu grupa.Eksperimentalno je dokazano da su
vrijednosti fibrinogena u grupama koje su primale izoprenalinznac¢ajno veée u CDCA u
poredenju sa PG grupom (p=0,011). Pored toga u grupama koje su primale izoprenalin,
vrijednosti VVF su bile znacajno ve¢e u UDCA grupi u poredenju sa CDCA grupom
(p=0,027), kao 1 PG grupom (p<0,001). U grupama koje nisu primale izoprenalin, vrijednosti
vVF su bile znacajno nize u CDCA u poredenju sa UDCA grupom (p=0,041), kao 1 PG
grupom (p=0,015).

Znacaj ispitivanja nivoa fibrinogena u plazmi u eksperimentalnim studijama je
dokazana u mnogobrojnim studijama gdje se Siroko navodi da je serumski fibrinogen glavna
determinanta agregacije trombocita 1 viskoziteta krvi. Literaturni izvori potvrduju veliki

znacaj ispitivanja Hcy u toku ovakvih ili sliénih eksperimenata, pa se tako navodi da je
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toksi¢ni efekat Hcypredstavlja rezultat slede¢eg: inhibicije Na+, K+ ATPaze, oksidativnog
stresa, inhibicije acetilholinesteraze, inhibicije proizvodnje gasotransmitera (NO, CO, H»S),
prekomjerne stimulacije n-metil-D-aspartata ( NMDA) receptore 1 inhibiciju sr¢anog tkiva
(213). Hcy se determinisan u eksperimentu kod IM izazvanog izoprenalonom moze pojaviti
u nekoliko oblika, ukljucuju¢i mijeSane homocistein disulfide i s-homocisteinilirane
proteine. Smanjeni oblik homocisteina ¢ini manje od 1% ukupne Hcy. Oksidovani oblici (s-
homocisteinilovani proteini i n-homocisteinilovani proteini) ¢ine priblizno 80% ukupne Hcy.
Prekursor n-homocisteinilovanih proteina je homocistein tiolakton (HTL), (214). U
fizioloskim uslovima, koncentracija HTL je niska. Medutim, hiperhomocisteinemiju (HHcy)
karakteriSe veca koli¢ina HTL. Reakcija koja vodi do HHcy je katalizovana metionil-tRNA
sintetazom (MetRS), (213,215). In vitro studije su pokazale da HTL prolazi kroz dvije
reakcije: homocisteinilaciju proteina na ostatku lizina i enzimsku hidrolizu do Hcy pomocu
hidrolitickog enzima zavisnog od kalcijuma zvanog paraoksonaza 1 (PONI),
(215,216).Povisena koncentracija Hcy kod eksperimentalnih zivotinja uti¢e na krvne sudove
1 moZe biti odgovorna za pogorSanje oSteCenja zida krvnih sudova (217). U literaturi
nalazimo da su endotelne celije osjetljive ¢ak 1 na umjerene koncentracije Hey. PoviSena
koncentracija Hcy moze da promijeni funkcije vaskularnog endotela — njegova povrsina
mijenja svoje karakteristike iz antikoagulantne u prokoagulantno stanje (218). HHcy aktivira
faktor koagulacije V, Sto dovodi do oSteenja aktivacije proteina C 1 ekspresije
trombomodulina. PoviSena koncentracija Hcy smanjuje efikasnost antikoagulansnih
supstanci 1 inhibira njihovu sintezu DNK (219). Hey 1 Hey jedinjenja takode izazivaju
depresiju kontraktilnosti srca 1 koronarnog protoka (220,221) 1 smanjuju potroSnju kiseonika
(222). In vitro studija je pokazala da inkubacija izolovane arterije pacova sa Hcy oStecuje
vaskularni endotel putem diskretnog ili izraZzenog prekida endotelnih Ccelija (223).
Autooksidisane sulfhidrilne grupe Hci stimuliSu proizvodnju ROS, §to zauzvrat dovodi do

deaktivacije endotelnog azot monoksida (NO).

Visoke koncentracije Hey uticu na aktivnost glutamat-cistein ligaze (ranije poznate
kao gama-glutamilcistein sintetaza). Ovaj enzim je odgovoran za de novo sintezu glutationa
(224). Shodno tome, koncentracija glutationa se smanjuje, Sto dovodi do smanjenja
detoksikacije ROS. Kako glutation smanjuje proizvodnju ROS 1 stimuliSe proizvodnju NO,
smanjena koncentracija glutationa moZe, stoga, direktno i indirektno da izazove
hiperkoagulabilno stanje na povrSini endotela (225). HHcy stimuliSe proliferaciju ¢elija

glatkih miSi¢a u intimi krvnih sudova (i povecavaju sintezu kolagena). To dovodi do
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nepravilnog formiranja ekstracelularnog matriksa, S§to utiCe na pojavu i1 pogorSanje
IM(226,227). Glatke miSiéne Celije povecavaju sintezu kolagena u prisustvu Hey. Visoke
koncentracije Hcy izazivaju stanje sli¢no upali usljed interakcije izmedu endotelnih ¢elija 1

neutrofila, kao 1 migracije neutrofila (226).

U ovoj studiji profil lipida je analiziran da bi se istrazili efekti CDCA i UDCA na
metabolizam lipida. Opsta statisticka znacajnost utvrdena je za vrijednosti LDL 1 TG
(p=0,037 1 p=0,004). U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti LDL su bile
znacajno vece u PG u odnosu na CDCA grupu (p=0,046), kao i grupu UDCA (p=0,011). U
grupama koje nisu primale izoprenalin, nije bilo znacajne razlike izmedu grupa. U grupama
koje su primale izoprenalin, vrijednosti TG su bile zna¢ajno nize u PG u odnosu na CDCA
grupu (p=0,027), kao 1 grupu UDCA (p=0,008). U grupama koje nisu primale izoprenalin,
nije bilo znacajne razlike izmedu grupa.U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti
LDL-a su bile znacajno veée, kada je rije¢ o PG u poredenju sa CDCA grupom (p=0,046),
kao 1 grupom UDCA (p=0,011). U grupama koje nisu primale izoprenalin nije bilo znacajne
razlike izmedu grupa. Pored toga u grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti Tgl su
bile znacajno nize kod grupe PG u poredenju sa grupom CDCA (p=0,027), kao i grupom
UDCA (p=0,008). U grupama koje nisu primale izoprenalin nije bilo znacajne razlike
izmedu grupa.Lipidi igraju vaznu ulogu u IM, ne samo doprinosec¢i razvoju ateroskleroze,
ve¢ 1 modifikovanjem sastava, strukture i stabilnosti celijske membrane. Visok nivo
cirkuliSu¢eg holesterola 1 njegova akumulacija u sré¢anom tkivu su povezani sa
kardiovaskularnim oSte¢enjem (196). Pacovi tretirani sa ISO su pokazali zna€ajno povecanje
nivoa lipida u serumu, kao $to je prikazano 1 u razli¢itim studijama (197).

Generalno, mehanizam djelovanja lipolitickih hormona, ukljucujué¢i ISO, na masne
¢elije posreduje cAMP kaskada, u kojoj lipoliti¢ki hormoni aktiviraju adenilat ciklazu, ¢ime
se povecava formiranje cAMP. Nakon toga, cAMP promovise lipoliticku aktivnost
aktiviranjem cAMP zavisne protein kinaze, koja fosforiliSe lipazu osjetljivu na hormone
(198). Ovo dovodi do hidrolize uskladiStenog triacilglicerola, §to moZe doprineti
hiperlipidemiji (199). Visoki nivoi LDL 1 TG su u pozitivnoj korelaciji sa IM (200).
Predtretman sa CDCA 1 UDCA, medutim, znacajno poboljSava ove promjene, ¢ime se
odrZava normalna fluidnost 1 funkcija membrane miokarda. Polifenoli se takode mogu vezati
sa zuénim kiselinama kako bi povecali njihovo izlu€ivanje, Sto je pretpostavljeno kao

moguc¢i mehanizam za sniZavanje nivoa holesterola u plazmi (201).
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Test reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS) je joS jedan metod za
otkrivanje peroksidacije lipida. Ovaj test mjeri malondialdehid (MDA), koji je podijeljeni
proizvod endoperoksida nezasi¢enih masnih kiselina koji nastaje oksidacijom lipidnih
supstrata. TBARS je kao marker peroksidacije lipida, pokazao znac¢ajno povecanje u grupi
eksperimentalnih Zivotinja koje su bile tretirane izoprenalinom (p=0,07), Sto ukazuje na
ucesce izoprenalina u oksidativnom stresu. Studija je dokazala da postoji znacajna razlika
izmedu grupa (Kruskal-Wallisov test p<0,001). U grupama koje su primale izoprenalin,
vrijednosti TBARS su bile znacajno nize kod grupe tretirane sa UDCA u odnosu na PG grupu
(p<0,001), kao i kod CDCA u odnosu na PG grupu (p=0,006). U grupama koje nisu primale
izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno nize UDCA u poredenju sa CDCA
(p=0,024) 1 PG grupom (p=0,024), kao i CDCA u poredenju sa PG grupom (p=0,024).

U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno nize u
UDCA u poredenju sa PG grupom (p<0,001), kao i CDCA u poredenju sa PG grupom
(p=0,006). U grupama koje nisu primale izoprenalin, vrijednosti TBARS su bile znacajno
nize u UDCA u poredenju sa CDCA (p=0,024) i PG grupom (p=0,024), kao i CDCA u
poredenju sa PG grupom (p=0,024). Navedeno potvrduje drugu pomoénu hipotezu prema
kojoj se prepostavljalo da ¢e se vrijednost TBARS smanjiti kod grupe eksperimentalnih
zivotinja koje nisu primale izoprenalin. U literaturi nalazimo potvrdu da je izoproterenol
(ISO) sinteticki adrenergicki agonist koji dovodi do oksidativnog stresa, uzrokujuci
znacajnooste¢enje miokarda.Razvoj oksidativnog stresa stvaranjem slobodnih radikala
uspostavio je mehanizam patogeneze za oSte¢enje miokarda (228,229).

Postoji nekoliko dostupnih enzima antioksidanata kao Sto su GSH, CAT 1 SOD za
prevenciju oksidativnog stresa u tkivu srca, s tim u vezi u ovoj studiji SOD, CAT i GSH su
analizirani kao antioksidativna odbrana organizma. SOD, CAT i1 GSH su pokazali smanjenje
u grupi koja je tretirana izoprenalinom. Opsta statisti¢ka znacajnost (Kruskal-Wallisov test)
SOD, CAT i1 GSH: p=0,124, p=0,123 1 p<0,001, pokazuje znacajnu razliku samo u
vrijednostima GSH. Analiza je pokazala da su u grupama koje su primale izoprenalin,
vrijednosti GSH bile znacajno ve¢e u CDCA u poredenju sa UDCA (p=0,006) i PG grupom
(p=0,002). Navedeno potvrduje tre¢u pomoc¢nu hipotezu u kojoj se prepostavlja da ¢e u grupi
eksperimentalnih Zivotinja koje su primale UDCA I CDCA do¢i do porasta antioksidanasa
(CAT, GHS i1 SOD). GSH kao znacajn parametar u eksperimentalnim studijama gdje se

navodi da u situacijama kada je srce pod stresom kao Sto je sluc¢aj sa dejstvom izoprenalona,
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poremecena redoks homeostaza GSH, Sto se manifestuje znaajnim smanjenjem sadrzaja
GSH i akumulacijom u miokardu.

Nekoliko klinickih studija je otkrilo da potro$nja GSH postoji kod infarkta miokarda
1 lijevoj komori srca kod sré¢ane insuficijencije(230-232). Pored toga, obrnuto redoks stanje
je znacajno dokazano gdje se pokazuje da je prisutna aktivnost GSH u miokardu razli¢itih
zivotinjskih modela sa povredama miokarda (233-236). Razlozi za ove projmene, osim viska
ROS koji dovodi do povecanog iscrpljivanja GSH u kardiomiocitima, su 1 poremecaji u
anabolickom procesu GSH, koji izazivaju dalje smanjenje intracelularnog GSH sadrzaja kod
eksperimentalnih zivotinja. Mnoge pretklini¢ke studije su pokazale da je ekspresija klju¢nih
enzima za sintezu GSH (GCL, SLC7A11, GS) i enzima povezanih sa redukcijom GSSG
(G6PD, NADPH i GR) smanjena u miokardijumu izlozenom patoloskim faktorima, a
posebno kada je rijeC 1 o dejstvu izoprenalona(158,159,233-243). Medutim, pojacana
ekspresija GGT i MRP1, koji su povezani sa y-glutamil ciklusom, primjecena je u oSte¢enom
miokardu (244,245).Kroz ovu studiju u grupama koje nisu primale izoprenalin, vrijednosti
GSH su bile znacajno ve¢e u CDCA u poredenju sa UDCA (p=0,026) i PG grupom
(p=0,002).U grupama koje su primale izoprenalin, vrijednosti GSH su bile znacajno vece u
CDCA u poredenju sa UDCA (p=0,006) i PG grupom (p=0,002). U grupama koje nisu
primale izoprenalin, vrijednosti GSH su bile znacajno vec¢e u CDCA u poredenju sa UDCA
(p=0,026) 1 PG grupom (p=0,002). Navedeno potvrduje i Cetvrtu pomoc¢nu hipotezu prema
kojoj se pretpostavlja da ¢e vrijednosti GHS biti znac¢ajno vise u CDCA Iu odnosu na UDCA
1 grupu eksperimentalnih Zivotinja koje su primale izoprenalin.

U dijelu eksperimenta u kojem je vrSena procjena BAX, TNF,NF-«xB iBLC2uradeni
su jednosmjerni ANOVA, Bonferroni test i Mann-Whitney test. Dokazane su znacajne
razlike u poredenju sa PG-I grupom (p < .05, p <0,001). Pored toga dokazane su znacajne
razlike u poredenju sa PG-C grupom (p <0,05; p <.01; p <.001).U radu je potvrdena glavna
hipoteza prema kojoj se davanjem henodeoksiholne (CDCA) 1 ursodeoksiholne (UDCA)
kiseline moze se uticati na vrijednosti funkcionalnih i biohemijskih pokazatelja srcane
aktivnosti, kao 1 na stepen oSte¢enja tkiva srca izazvanog izoprenalinom (ISO).

U literaturi se takode eksperimentalno i teorijski iskazuje Siroka potvrda znacaju
ispitivanja BAX, TNF,NF-kB iBLC2 kao funkcionalnih i biohemijskih pokazatelja sréane
aktivnosti, pa se navodi dageneracija perzistentno reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) zajedno
sa disfunkcijom vaznih antioksidativnih odbrambenih mehanizama moZe izazvati upalu

miokarda kroz aktiviranje BAX,TNF,NF-xkB iBLC2i moZe pokrenuti stimulaciju pro-
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apoptotickih faktora u kardiomiocitima, koji posreduju od kaspaze zavisne i nezavisne
apoptotske ¢éelije smrt (246). Stoga, ublazavanje oksidativnog stresa i upale, i1 aktivacija
citoprotektivnih puteva, kao Sto je signalni put faktora 2 (Nrf2) povezan sa nuklearnim
faktorom eritroidom 2, moze biti vrijedna strategija kao dukaz za prevenciju i/ili lijeCenje
IM i mozda drugih KVB.

Zaista, Nrf2 je vazan faktor nuklearne transkripcije koji reguliSe redoks homeostazu
aktiviranjem raznih antioksidativnih 1 detoksikacionih enzima (247). Nekoliko studija je
pokazalo da je aktivacija Nrf2 direkto vezanih za BAX,TNF,NF-kB iBLC2sprijecila
sr¢anudisfunkciju 1 oslabila oksidativnu povredu tkiva, inflamatorne odgovore, hipertrofiju
i smrt ¢elija kod zivotinja intoksikiranih sa ISO (248-253). Visestruki dokazi pokazuju da je
nekoliko jedinjenja ili supstanci pokazalo preventivna i terapeutska svojstva protiv povreda
srca izazvanih ISO kroz modulaciju prekomjerne proizvodnje ROS, upale 1 signalizacije
Nrf2/heme oksigenaze-1 (HO-1), (248,249,254-256).U literaturu se dokazalo da UDCA I
CDCA sprecavaju ostecenje srca izazvano sa ISO kod eksperimentalnih Zivotinja, a kroz
smanjenje oksidativnog stresa. Stavise, UDCA i CDCA ublazavaju osteéenje miokarda
izazvano ishemijom/reperfuzijom tako S§to smanjuju oksidativni stres i1 modulirao
apoptoticki put (114,124-126,129-131,133,134).

Nedavna istrazivanja (257) potvrduju klju¢nu ulogu oksidativnog stresa u aktivaciji
proteina BAX, TNF, NF-xB i BLC2, $to rezultuje pro-apoptoti¢kim procesima u
kardiomiocitima. Studije su pokazale da generacija reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), u
kombinaciji sa disfunkcijom antioksidativnih sistema, moZe izazvati upalu miokarda 1
sréanu disfunkciju (258, 259). Oksidativni stres, kroz aktivaciju puta Nrf2, koji je vaZan
faktor transkripcije povezan sa regulacijom redoks homeostaze, dokazano smanjuje
ostecenje tkiva izazvano ishemijom/reperfuzijom (260).Uloga Nrf2 signalizacije direktno je
povezana sa regulacijom BAX, TNF i NF-«B, a aktivacija ovog puta smanjuje oksidativnu
povredu 1 upalne procese u srcu, ¢ime se ublazava hipertrofija i smrt celija izazvana
isoprenalinom kod eksperimentalnih zivotinja (261). Osim toga, nekoliko jedinjenja koja
djeluju putem Nrf2 puta, kao Sto su ursodeoksiholna (UDCA) i kenodeoksiholna kiselina
(CDCA), pokazala su zaStitni uc¢inak na srce smanjenjem oksidativnog stresa (262). UDCA
1 CDCA takode moduliraju apoptoticke puteve, Sto dodatno smanjuje osteenje miokarda
kod ishemije/reperfuzije (263, 264).Zbog ovih dokaza, Nrf2/HO-1 signalizacija se sve vise
prepoznaje kao vrijedna strategija za prevenciju i lijeCenje ishemijskih bolesti srca (265,

266).

59



VIlI. ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata eksperimentalne studije, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Pretretman sa ursodeoksiholnom (UDCA) i henodeoksiholnom (CDCA) kiselinom
znaCajno smanjuje vrijednosti visoko osjetljivog troponina I, markera oStec¢enja
sr¢anog tkiva, §to ukazuje na njihovu sposobnost zastite kardiomiocita.

UDCA I CDCA efikasno smanjuju oksidativni stres, ¢ime se smanjuju vrijednosti
reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline (TBARS), Sto direktno doprinosi
ocuvanju sr¢anog tkiva i sprjeCava dodatno ostecenje.

UDCA i CDCA pokazuju sposobnost ublazavanja upalnih procesa u srcu,
djelovanjem na klju¢ne upalne i apoptoticke puteve, ¢ime sprecavaju progresiju
oStecenja sr¢anog misica.

Javljase porasta antioksidativnih enzima, ukljucujuc¢i katalazu (CAT), glutation
(GSH) i1 superoksid dismutazu (SOD), §to potvrduje citoprotektivni ucinak ovih
kiselina i njihovu ulogu u odbrani od oksidativnog stresa.

Henodeoksiholna kiselina (CDCA) pokazuje izraZeniji efekat u povecanju nivoa
glutationa (GSH) u poredenju sa UDCA, §to dodatno pojacava njenu ulogu u
smanjenju oksidativnog oSte¢enja sréanog tkiva.

Aktivacija antioksidativnih enzima 1 smanjenje oksidativnog stresa direktno
doprinosi sprjecavanju apoptoze kardiomiocita, ¢ime se odrzava integritet sréanog
misica.

UDCA pokazuje znacajno ouvanje miokarda u poredenju sa CDCA, pri ¢emu su
najveca oStecenja zabiljeZena u zidu desne komore, dok je zid lijeve komore ve¢im
dijelom ocuvan, dok CDCA dovodi do potpune izmjene morfologije miokarda sa
izrazenom nekrozom i inflamatornim procesom.

Primjena CDCA 1 ursodeoksiholne UDCA kiseline moze znacajno uticati na
smanjenje oSte¢enja srca izazvanog izoprenalinom, djeluju¢i kroz modulaciju
funkcionalnih i biohemijskih pokazatelja sr€ane aktivnosti, uklju¢uju¢i BAX, TNF,
NF-kB i BLC2, dok aktivacija Nrf2 puta pokazuje potencijal kao efikasna strategija

za prevenciju i lijecenje srcanih oboljenja povezanih sa oksidativnim stresom.
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LISTA SKRACENICA

AIM - akutni infarkt miokarda

AKAP — A-kinaza sidreni proteini

AKS — akutni koronarni sindrom

CA —holna kiselina

CA — holna kiselina

CAT — katalaza

CAT — katalaza

CDCA — henodeksikolna kiselina

CDCA — henodeoksiholna kiselina

CRP — Creaktivni protein

DAMP — molekularni obrasci povezani sa oSte¢enjem;
DCA - deoksiholna kiselina

DCA — deoksiholna kiselina

EKG — elektrokardiogram

ERK — Ekstracelularne signalno regulisane kinaze
ESC — National Cardiac Societies

GPKS — glutation peroksidaza

GPx — glutation peroksidaza

GSH - glutation

GSH-Pk — glutation peroksidaza

HMBG]1 — nuklearni protein hromatina
hs-cTn — sr€ani troponin visoke osjetljivosti

IL-1 — interleukin 1
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IL-18 — interleukinl8

IL-6 — interleukin 6

IM — infarkt miokarda

JNK — Jun Nuklearna Kinaza

LCA - litoholna kiselina

LCA — litoholna kiselina

MAPK — mitogenima aktivirane protein kinaze
MAPKS — Mitogen-Aktivirane Protein Kinaze
MCP-1 — hemoatraktantni protein-1

NA — nestabilna angina pektoris

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NAM — nikotinamid

NF kB — nuklearni faktor kapa B

NF-«B — nuklearni faktor-xB

NO — azotni oksida

NSTE-ACS — akutni koronarni sindrom bez ST-elevacije

NSTEMI — infarkt miokarda bez ST-elevacije
Prk — peroksiredoksin

Prk — peroksiredoksin

RNS - reaktivne azotne vrste

RNS — reaktivne vrste azota

ROS — reaktivne vrste kiseonika

SNS — simpatickinervni sistem

SOD — superoksid dismutaza
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SOD - superoksid dismutaze

STEMI — infarkt miokarda sa elevacijom ST
TNF — faktora tumorske nekroze

TNF- tumor nekroza faktora

UDCA — ursodeoksiholna kiselina

UDCA — ursodeoksiholna kiselina

ZK — zucne kiseline
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IIpuaor 3.

HzjaBa 1

H3JABA O AYTOPCTBY

H3jaBmyjem
Ja je JOKTOpCKa AHCepTauHja

Hacinoe pana ,,Viora XeHONEOKCHXONIHE M YPCOACOKCHXOJIHE KHCENMHE Ha (YHKUMOHJIHE H
6roxemujcke MpoMjeHe Cplia Ha MOAEITy H30MNpPEHANMHCKE KapAHOTHKCHYHOCTH KOJI MalioBa”

Hacnoe pana na enrneckom jesuky ,,The role of chenodeoxycholic and ursodeoxycholic acids on
functional and biochemical changes of the heart in the model of isoprenaline cardiotoxicity in rats”
[X] pesynrat concTaeHor ncTpakuBaukor pasa,
Na [OKTOpCKAa JWCEpTalMja, y LjelHMHH MIM Yy AMjenoBUMa, HUje Ouna npeasioxkeHa 3a
nobujame OO Koje AMILIOME Npema CTYAHjCKMM MpOrpaMHMa APYTHX BHCOKOIIKOJICKHX
yCTaHOBa,

[X] na cy pesynrat KopexTHO HaBeaeHH U
/la HMCaM KpIIKO/Na ayTOpCKa MpaBa ¥ KOPUCTHO HHTENEKTYaIHy CBOjUHY APYTHX JIMLIA.

ITornuc noxropaHra

V¥ Bawoj JIyuu, nana .20.24[. roJuHe
03:1.
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HU3jaBa 2

Hsjapa xojom ce oiamhyje Yuusepsurer y Bamwoj Jlyun
Ja JOKTOPCKY JHCEPTAIHjy YYHHH jaBHO JOCTYIIHOM

Osnamhyjem Yuusepsuter y bamoj JIymu 1a Mojy JOKTOPCKY JIMCEpTAlH]y IO HACTIOBOM
,»YJIOra XEHOJEOKCHXOJIHE M YPCOJCOKCHXONHE KHCEIHMHE Ha (YHKUHMOHIHE M OHOXEMHjcKe
HpOMjeHe Cpla Ha MOJENTY H30NPEHAUHCKE KAPAMOTUKCHYHOCTH KO/ Iarosa”

KOja je Moje ayTOPCKO /Ijesio, YYHHH jaBHO JAOCTYIIHOM.

JlokTopcky JmMcepTanyjy ca CBMM NpWIO3MMa IMpeiao/ia caM y €JIEKTPOHCKOM Qopmary
TNIOrOJIHOM 33 TpPajHO apXHBHPAHE.

Mojy noKTOpCKy AHMCepTauMjy MOXpameHy y AMTHTAJIHH PENO3MTOPHjyM YHHBEp3HTETa y
Bamwoj JIynu Mory na KopucTe CBH KOjH IOIITYjy oapeide caapkaHe y o4abpaHOM THITY JIMIIEHIE
Kpeatusne 3ajenuunie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OUIydno/na.

AyTOpCcTBO
AyTOpCTBO — HEKOMEPLIHMjAJIHO

AyTOpCTBO — HEKOMEpLHjaliHO — 6e3 mpepaje

® O 0N

AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjATHO — UjENTUTH IO/ HCTHM yCIIOBUMA

AyTtopcTBO — O€e3 mpepane

3

AyTOpCTBO — [IUjENHTH MO/ UCTHM yCIOBAMA

(Monumo 1a 3a0KpYXKHTe €aMO jeJHy O INECT IOHYHEHHX JIMIEHIH, KPaTak OMMC JIMIEHIH
nar je Ha moselunu ymicra).

INoTnuc noxropanta

V Bamoj JIyuu, 22;1‘1;1/2024. rojiuHe ( //d\/r?ﬂ YK M/{ >2Vw )(\7\
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THUIIOBU JIMIEHIIM KPEATUBHE 3AJEJ{HUILIE
AytopcrBo (CC BY)

Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBame, NUCTPHOYLH]jy ¥ jaBHO CAONINTaBakbe JjeNa, U Ipepaje, ako ce HaBejle
MMe ayTopa, Ha HauMH ofpeleH o ayTopa WM JaBaola JIMIEHIE, YaK U Y KOMEPLHjATHE CBPXE.
OBo je Hajc1000JHH]a O CBUX JIUIIEHIIH.

AyTopcrBo - HekomepuHjaano (CC BY-NC)

Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBabe, TUCTPUOYLH]y U jJaABHO CAOMINTABAE JjeNia U IIPEPajie, aKo CE HaBee
UMe ayTopa, Ha HauuH ofpeheH on ayTopa wiau AaBaoua juneHne. OBa JIMIEHNIA HE 103BOJbaBA
KOMepLHjanHy ynotpeby ajena.

AyTopcTBO - HeKOMepIHjaJiHo - 6e3 npepaxa (CC BY-NC-ND)

Jo3BosbaBaTe yMHOXaBame, MUCTPUOYLHMjy H jaBHO caomiuTaBame [jeia, 0e3 NpomjeHa,
npeobIIMKOBakba UK yToTpebe Jjesia y CBOM Jiijelly, ako ce HaBejle MMe ayTopa, Ha Ha4kH oapehen
OJ1 ayTopa Wi JaBaoua nuueHue. OBa JMIEHIA He J03B0JbaBa KOMepLHjalHy ynorpedy ajena. Y
O/IHOCY Ha CBE OCTaJle JIMLEHIIE, OBOM JIMLIEHLIOM Ce orpaHuyasa Hajsehu o06uM npasa kKopumhema
njena.

AyTOpCTBO - HEKOMEPIMjaIHO - AUjeJTUTH 0 HCTHM yesoBuma (CC BY-NC-SA)

Jo3BoJ/baBaTe yMHOKaBame, QUCTPUOYLMjy M jaBHO CaolIUTaBame MjeNa, M Tpepajie, ako ce
HaBele UME ayTopa, Ha HayuH oxpeheH o7 ayTopa MM JaBaolia JIMIEHIE, W aKO Ce Ipepana
IUCTpUOYHpa TIOJ MCTOM MIIM CTMYHOM JHieHnoM. OBa JHMIUEHNAa He J03BOJbaBa KOMEPUHjAIHY
ynotpeOy Ajesa ¥ npepaja

AyTopcTBo - 6¢3 npepaga (CC BY-ND)

Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, IMCTPHOYLMjy M jaBHO CaolINTaBame [jea, 0e3 MNpoMjeHa,
npeolIMKoBama Uil ynoTpebe Jjena y CBOM Jjelly, aKo ce HaBeJle HMe ayTopa, Ha HauuH onpehen
O]l ayTOpa WIIH JlaBaoua auueHie. Oa JIMIeHIa 103B0JbaBa KOMEPIMjalIHy yoTpedy ajena.

AyTOpCTBO - AHjeJUTH noJ uctuM yciaoBuma (CC BY-SA)

Jlo3BobaBaTe yMHOXaBamwe, JUCTPHOYILIH]jy U jaBHO CAONIITABAkLE JIjelia, ¥ MPEpajie, aKo Ce HaBeNle
¥Me ayTopa, Ha Ha4uH ojpehen o ayTopa MM naBaola JIHIIEHIIE, U aKO Ce Ipepana JUCTpubyupa
HOJ MCTOM WM CIMYHOM JHieHnoM. OBa JiMIeHIa 103B0JbaBa KOMEPLHjalHy yroTpely Ajena u
npepana. CinyHa je copTBEPCKHM JIMLEHIAMa, OJJHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJ1a.

Hanomena: OBaj TeKCT HUje cacTaBHH MO M3jaBe ayTopa.

Bue undopmanuja Ha MHKY: http.//creativecommons.org.rs/
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H3jaBa 3

H3jaBa 0 HIEHTHYHOCTH MTAMIAHE H eJEKTPOHCKE Bep3Hje

Hwme u npe3ume ayropa
Hacnos pana

Menrop
Komenrop

JOKTOPCKe qucepTaluje

Jlanu6op Muxajnosuh

,YJIora XEHOJEOKCHXOJIHE M YPCONEOKCHXOJHE KHCEIMHE Ha
¢GynkiuonnHe u  OHOXEMHjCKe IpOMjeHe CpUa Ha MOJENy
H30IPEHAINHCKE KapIMOTHKCUYHOCTH KOJI marnosa”

npod. np Benubop Bacosuh
npo. ap Pauko Hlkp6ouh

UsjasmbyjeM na je mrTammnaHa Bep3Hja Moje JOKTOPCKE MHUCEPTALMje HAEHTHYHA EJNEKTPOHCKO]
BEP3HUjH KOjy caM Mpe/ao/Na 3a JUrHTAIHY PENo3UTOpHjyM YHuBep3uTeTa y Bamoj Jlymm.

[MoTmuc JAOKTOpaHTa

V Bawoj Jlyuu, nana 92-71,2024. rogune
(/é@cﬁmﬁéja/wc)f
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