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Ispitivanje mehanizma vazodilatatornog dejstva (-)-epikatehina i procijanidina B2
na izolovanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji i veni safeni ¢oveka

SAZETAK

Dugotrajan i umeren unos namirnica bogatih polifenolima je u obrnutoj korelaciji sa rizikom od
razvoja ateroskleroze. In vitro, na animalnim modelima, kao i u kratkoro¢nim klini¢kim studijama,
pokazano je da antiaterogenom delovanju flavanola znacajno doprinose antioksidativni i
antiinflamatorni efekat, kao i pozitivan uticaj na endotelnu funkciju. Pored toga, znacajnu ulogu u
kardioprotektivnom efektu flavanola ima i1 vazorelaksantno delovanje, pokazano na vise tipova
animalnih krvnih sudova.

Cilj ove studije bio je da se ispita mehanizam vazorelaksantnog dejstva dva flavanola,
(-)-epikatehina i procijanidina B2 na izdvojenoj humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji i veni safeni
coveka.

Neupotrebljeni delovi ispitivanih krvnih sudova dobijeni su od kandidata koji su podvrgnuti
intervenciji ugradivanja bajpasa. Istrazivanje je sprovedeno u kupatilu za izolovane organe. Preparati sa
i bez endotela prekontrahovani su fenilefrinom nakon ¢ega su konstruisane koncentracijski-zavisne
krive relaksacije sa ili bez prisustva razlicitih blokatora/inhibitora ili njihovih kombinacija.

Rezultati naseg istrazivanja su ukazali da (-)-epikatehin i procijanidin B2 izazivaju snaznu
dilataciju ispitivanih krvnih sudova zavisnu od koncentracije. Delovanje (-)-epikatehina je endotel-
nezavisno, a efekat procijanidina B2 u znacajnoj meri zavistan od prisustva intaktnog endotela i
aktivacije azot-monoksid (NO)/ciklicni gvanozin monofosfatnog (cGMP) puta. Razliciti tipovi
kalijumovih (K*) kanala, i to voltazno zavisni (Kv), ATP-zavisni (Kate) i Ca?*-zavisni (Kca) su
ukljuceni u mehanizam dejstva (-)-epikatehina i procijanidina B2. Vazorelaksantnom delovanju obe
supstance znacajno doprinosi i uticaj na promet ekstra- i intracelularnog Ca?*.

S obzirom da funkcionalno stanje endotela i glatkih misi¢nih celija znacajno utice na
postoperativnu prohodnost graftova, primena (-)-epikatehina i procijanidina B2, ¢ije kardioprotektivno
dejstvo ukljucuje poboljSanje endotelne funkcije 1 vazorelaksantno dejstvo, moze imati veoma znacajnu
ulogu u prevenciji kardiovaskularnih oboljenja.

Kljuéne reci: flavanoli, (-)-epikatehin, procijanidin B2, vazorelaksacija, humana unutrasnja torakalna
arterija, humana vena safena, NO, K* kanali, promet Ca?*

Naucna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmakologija



Mechanisms underlying the vasorelaxant effect of (-)-epicatechin and procyanidin
B2 on human internal thoracic artery and human saphenous vein

ABSTRACT

It has been observed a strong negative correlation between long-term and moderate intake of
polyphenol-rich foods and the atherosclerosis development. The various animal models, in vitro assays
and short-term clinical studies have demonstrated flavanols antiatherogenic activity owing to their
antioxidant, anti-inflammatory and endothelial protective function. Certainly, vasorelaxant activities,
documented on several types of blood vessels of animal origin, greatly contribute to their
cardioprotective effects.

The main goal of this study was investigation the principle on which the vasorelaxant effect is
achieved by two flavanols, (-)-epicatechin and procyanidin B2 on human internal mammary artery and
human saphenous vein .

Unused parts of the investigated blood vessels were obtained from candidates who underwent
the intervention of bypass grafting. The research was conducted in a bathroom for isolated organs. The
preparations with and without endothelium were precontracted with phenylephrine, followed by
construction of concentration-response curves in the presence or absence of different
blockers/inhibitors or their combinations.

Our results showed that (-)-epicatechin and procyanidin B2 cause a strong concentration-
dependent relaxation of the examined blood vessels. The action of (-)-epicatechin is endothelium-
independent, and the effect of procyanidin B2 is significantly dependent on the presence of intact
endothelium and activation of the nitric oxide (NO)/cyclic guanosine monophosphate (cGMP)
pathway. Different types of potassium (K*) channels, voltage-gated (Kv), ATP-gated (Kate) and Ca?*
gated (Kca) are involved in the mechanism of action of (-)-epicatechin and procyanidin B2. The
vasorelaxant effect of both substances is significantly contributed by the influence on the turnover of
extra- and intracellular Ca®*

Given that the functional state of the endothelium and smooth muscle cells significantly affects the
postoperative grafts patency , using (-)-epicatechin and procyanidin B2, whose cardioprotective effect
includes improvement of endothelial function and vasorelaxant effect, could play a very significant role
in the prevention of cardiovascular disease

Key words: flavanols, (-)-epicatechin, procyanidin B2, vasorelaxation, human internal thoracic artery,
human saphenous vein, nitric oxide, potassium channels, calcium turnover.
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Bolesti srca i krvnih sudova su ve¢ decenijama unazad vodeci uzrok obolevanja, radne nesposobnosti, i
prevremene smrtnosti (pre 65. godine), kako u razvijenim zemljama, tako i u onima u razvoju. Na
pocetku 20. veka od kardiovaskularnih bolesti umirao je tek svaki 10 stanovnik, da bi se na pocetku 21.
veka, usled nove faze tzv. ,,epidemioloske tranzicije®, taj broj povecao za 30% (WHO, 2020). Kao
jedan od najznacajnijih uzroka razvoja ovih bolesti je patoloski proces koji se naziva ateroskleroza.

ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je difuzno oboljenje arterijskih krvnih sudova koje zahvata sva vaskularna korita i
karakteriSe se zadebljanjem i otvrdnu¢em arterijskog zida. Primarno nastaje u intimi abdominalne
aorte, njenim velikim i Sirokim ograncima, arterijama za donje ekstremitete, kao i koronarnim i
cerebralnim arterijama (Schaftenaar i sar., 2016).

Patofiziologija

Ateroskleroza zapoCinje oSte¢enjem endotela, kojem doprinosi viSe faktora rizika:
hiperlipidemija, hipertenzija, puSenje, dijabetes, homocisteinemija, infekcije. Na mestu oste¢enja dolazi
do ulaska proteina iz plazme, naro€ito apoproteina B iz lipoproteinskih cestica male gustine (LDL,
engl. low-density lipoprotein), te njihovog nagomilavanja u subendotelnom prostoru, gde podlezu
osksidaciji pod uticajem slobodnih kiseoni¢nih radikala (Faxon i sar., 2004). U daljem procesu dolazi
do oslobadanja hemotaksi¢nih citokina koji privlace monocite iz plazme, dok endotelne celije
aktiviraju adhezijske mehanizme (povecana ekspresija adhezivnih molekula kao $to su vaskularni
adhezivni molekul (VCAM-1, engl. vascular cell adhesion molecule-1), intracelularni adhezivni
molekul (ICAM-1, engl. intercellular adhesionmolecule-1) i E-selektin, §to dovodi do znacajne
regrutacije i migracije monocita i T-limfocita u subendotelni prostor. Monociti se pod uticajem faktora
stimulacije kolonija pretvaraju u makrofage, koje putem odgovarajucih receptora nakupljaju oksidovani
LDL u sebi, pretvarajuci se u penaste ¢elije (Kujundzi¢ 1 sar., 2003; Faxon 1 sar., 2004). Preuzimanje
oksidovanog LDL u makrofage se odvija putem LDL-receptora, ali i preko posebnih "receptora-
hvataca" ("'scavenger receptors") koji za pomenute Cestice imaju veoma veliki afinitet.

Na mestu oSteenja endotela smanjena je sinteza prostaciklina, Sto rezultira smanjenom
vazodilatacijom 1 pojacanim nakupljanjem i agregacijom trombocita, koji luce tromboksan A2 i
trombocitni faktor rasta (PDGF, engl. plateled derived growthfactor). Ovaj faktor, uz jo§ neke faktore
rasta iz aktiviranih makrofaga, podsti¢e migraciju glatkih miSiénih ¢elija iz medije u intimu, 1 njithovu
proliferaciju. Dodatno, smanjena je sinteza jo§ jednog dilatatornog agensa u endotelu, azot monoksida
(NO), ¢ime je jo$ vise potencirano dejstvo endotelina i tromboksana A2, kao vazokonstriktornih
faktora. Napredovanjem procesa, broj penastih ¢elija i koli¢ina slobodnih lipidnih Cestica se rapidno
uvecava, Sto ima za posledicu suzenje lumena krvnog suda. Masne pruge (nakupine glatkih miSiénih
¢elija, penastih Celija 1 vezivnog tkiva) predstavljaju rani stupanj razvoja ateroskleroze, i u slucaju
obnavljanja inegriteta 1 funkcije endotela, ovaj proces moze biti reverzibilan (Faxon i sar., 2004).

Medutim, ako se oSteCenje endotela kontinuirano nastavi (faktori koji uzrokuju ostecenje su
trajno/Cesto prisutni), a dislipidemija, narocCito hiperholesterolemija, ne popravi, patoloski process
postaje ireverzibilnog karaktera. Naime, dolazi do apoptoze penastih ¢elija i oslobadanja faktora koji
podsticu dalju proliferaciju glatko miSi¢nih ¢elija i fibroblasta, koji u obliku kape prekrivaju lipidno
jezgro. Pod uticajem faktora rasta, posebno transformisuceg faktora rasta-p (TGF-, engl. transforming
growth factor), u glatkim misi¢énim ¢elijama pocinje sinteza kolagena, elastina i proteoglikana. Time
prvobitno nastala lipidna struktura, sastavljena od penastih ¢elija, postaje fibrolipidna, odnosno nastaje
aterom 1ili plak, koji dalje moze 1 kalcifikovati. Danas se zna da za klini¢ke komplikacije ateroskleroze
nije toliko vazna veli¢ina ateroma, ve¢ njegov sastav. Mali ateromi se uglanom sastoje od lipida i
penastih Celija, te imaju tanku vezivnu "kapu" koja je manje otporna na mehanicke pritiske, nestabilna
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je pa lakSe puca. Za razliku od njih, relativno veliki ateromi imaju deblju i ¢vr$¢u "kapu" i sadrze
manje lipida, stabilni su i retko pucaju. Cini se da su glavni uzrok pucanja kape nestabilnih ateroma
metaloproteinaze (kolagenaze, elastaze) koje izlucuju makrofage pod dejstvom T limfocita (Faxon 1
sar., 2004).

Kardiovaskularna oboljenja kao posledica ateoskleroze

ISHEMIJSKA BOLEST SRCA

Ishemijsku bolest srca karakteriSe nesklad izmedu koli¢ine kiseonika koja se doprema
cirkulacijom u miokard i njegove potrebe za kiseonikom. Najc¢es¢i uzrok ove bolesti je ateroskleroza
jedne ili vise epikardnih koronarnih arterija. Glavne klini¢ke manifestacije ishemijske bolesti srca su:

- stabilna angina pektoris (hroni¢ni klini¢ki tok) i

- akutni koronarni sindrom — (AKS) (akutni klinicki tok), koji obuhvata AKS sa ST

elevacijom (STEMI infarkt) i AKS bez ST elevacije (NSTEMI infarkt i napad nestabilne
angine).
Stabilna angina pektoris

Stabilna angina pektoris je klini¢ki sindrom za koji je karakteristiCan anginozni bol koji traje 3-
5 min, javlja se retrosternalno, $iri se u grudi, vrat i levu ruku, i manifestuje se stezanjem i pritiskom
ujednacenog intenziteta. Anginozni bol se javlja za vreme fizickog napora ili emocionalnog stresa, i
prolazi nakon odmora ili nitroglicerina datog sublingvalno. Patoanatomski supstrat stabilne angine je
Cvrst 1 stabilan aterosklerotski plak koji suzava koronarne arterije, pa One nisu u stanju da
vazodilatacijom omoguce dovoljnu koli¢inu kiseonika u uslovima povecanog zahteva. Faktori rizika za
razvoj stabilne angine su identi¢ni onima ve¢ pomenutim u patogenezi ateroskleroze. U ciljeve leCenja,
pored smanjivanja ucestalosti ili potpunog nestanka simptoma, spadaju i prevencija pojave infarkta i
smrtnog ishoda (Fox i sar., 2006).

Akutni koronarni sindrom

AKS je manifestacija ateroskleroze kojoj obicno prethodi akutna tromboza, izazvana rupturom
ili erozijom aterosklerotskog plaka, sa prate¢om vazokonstrikcijom ili bez nje, uzrokuju¢i iznenadno i
kriti€éno smanjenje u koronarnom protoku krvi. Uzroci aktivacije plaka su multifaktorijalni, ukljucujuéi
gradu i geometriju plaka, kao i lokalne i sistemske faktore. Centralno mesto u nastanku napada
nestabilne angine pektoris ima formiranje neokluzivnog tromba usled fisure ili rupture aterosklerotskog
plaka. Pacijent se Zali na tipi¢ne anginozne tegobe, koje se javljaju u miru ili pri minimalnom naporu,
traju 15 do 20 minuta. Fizicki nalaz je, uglavnom, neupadljiv, ali se mogu javiti znaci sli¢ni onima
opisanim u stabilnoj angini (Rang i sar., 2016).

Prilikom potpune okluzije koronarne arterije trombom, dolazi do ireverzibilne ishemije koja
prelazi u nekrozu miokarda i klinicki se manifestacije kao akutni infarkt miokarda sa trajnim
oste¢enjem sréanog misica. Razlikujemo infarkt miokarda sa i bez ST elevacije, a diferencijalna
dijagnoza se zasniva na izgledu EKG-a. (Rang i sar., 2016).

BOLEST PERIFERNIH ARTERIJA

Bolest perifernih arterija predstavlja razvoj ateroskleroze krvnih sudova donjih ekstremiteta sa
posledi¢nom ishemijom. Moze se javiti u blazem obliku, i biti asimptomatska, ili se manifestovati u
vidu intermitentnih klaudikacija. Tezi oblik periferne vaskularne bolest uzrokuje bol u mirovanju i
atrofiju koZe ekstremiteta, gubitak dlakavosti, cijanozu, ishemicne ulkuse i gangrenu (AHA, 2019).

ATEROSKLEROZA BAJPAS GRAFTOVA



Dva krvna suda koja se prevashodno koriste za autokoronarnu bajpas operaciju su humana
unutrasnja torakalna arterija i humana vena safena. Arterijski graftovi imaju dugoro¢niju prohodnost u
odnosu na venske. Histopatoloske studije u 18% slucajeva pokazuju promene u venskom graftu odmah
nakon operativnog leCenja (akutna tromboza), a u 20-50% slucajeva nakon 5 godina javljaju se
znacajne aterosklerotske promene (Dacey i sar., 2011; Vural 1 sar., 2001). U oko 40% slucajeva nakon
10 godina od operativnog zahvata venski graft je potpuno okludiran, i kod jo§s 30% njih je ugrozen
protok (Goldman i sar., 2004; Vural i sar., 2001). Kod venskog grafta aterosklerotske lezije su

nestabilnije 1 podlozne su pucanju, u njima se razvija veéi tenzivni stres u odnosu na arterijski plak
(Slika 1).

Venski graft

spoljaénja elasti¢na lamina

neointima

penasta celija

2-10 godina

Slika 1. Atroskleroza venskog grafta

Razli¢ito ponasanje unutra$nje torakalne arterije i vene safene u postoperativnom toku direktna
je posledica njihove razli¢ite lokalizacije i fizioloske uloge, drugacije anatomske i histoloske grade, i
razli¢ite reaktivnosti na vazoaktivne supstance. Poznato je da je vena, u fizioloskim uslovima, uvek
izlozena nizem pritisku u odnosu na arteriju. Venski graft se u arterijskom toku mora adaptirati na
novonastale hemodinamske uslove, §to neminovno vodi njegovim brzim morfoloskim promenama.

Jedan od kljuénih razloga odsustva znacajnih aterosklerotskih promena u arterijskom graftu, bar
neko vreme nakon operativnog zahvata, je njegova histoloska grada. MiSi¢ni i elasti¢no-miSi¢éni delovi
unutrasnje torakalne arterije su narocito odgovorni za hemodinamsku adaptabilnost, odnosno spazam
koji se javlja u stanju smanjenog protoka krvi, ali i za sposobnost povecanja protoka u uslovima
poveéanih metabolickih potreba sr¢anog misi¢a (Acar i sar., 1991; Sims i Gavin, 1990). Sa druge
strane, vena safena je graft miSiénog tipa i samim tim podloZna je intimalnoj hiperplaziji u duZzem
vremenskom periodu (Higami i sar., 2000; Louagie i sar., 1992).

Otpornost unutrasnje torakalne arterije razvoju ateroskleroze se objasnjava | njenim
molekularnim i celularnim svojstvima, i to zna¢ajnom endotelnom produkcijom NO i signifikantno
ve¢om sintezom prostaciklina od vene safene (He i sar., 1986). Osim vazodilatatorne i antiagregacione
funkcije, prostaciklin smanjuje proliferaciju glatkih misiénih Celija 1 pozitivno uti¢e na metabolizam
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holesterola (Deanfield i sar., 2007; Ku i sar., 1991). Takode, mora se uzeti u obzir da tokom procesa
preparisanja, prezervacije i pripreme vene safene dolazi do znacajnog oStecenja protektivne funkcije
endotela, $to dodatno umanjuje oslobadanje relaksantnih faktora i povecava sklonost ka razvoju
ateroskleroze (Fitzgibbon i sar., 1996).

Prevencija ateroskleroze i uloga polifenola

Prevencija ateroskleroze se deli na primarnu i sekundarnu. Primarna prevencija podrazumeva
smanjenje ili potpuno eliminisanje faktora rizika za njen nastanak usvajanjem zdravih zivotnih navika
(pravilna ishrana, fizicka aktivnost, prestanak pusenja) ili pravilnim tretiranjem ve¢ postojecih bolesti
koji su faktori rizika (hipertenzija, dijabetes, hiperlipidemije). Sekundarna prevencija se odnosi na
zaStitu pacijenta od komplikacija njene manifestacije kakva je koronarna insuficijencija, a ukljucuje
smanjenje faktora rizika promenom Zivotnih navika (iako oStec¢enje ve¢ postoji), kao i uvodenje nekih
lekova koji poboljsavaju prognozu (aspirin, inhibitori angiotenzin konvertujuéeg enzima (ACEi),
statini).

Pre vise od dve decenije, u okviru fenomena nazvanog “francuski paradoks“, uoceno je da
dugotrajno i umereno konzumiranje crvenog vina daje pozitivne efekte u prevenciji arteroskleroze i
njenih klinickih manifestacija. Naime, brojni radovi i sprovedene epidemioloske studije su ukazale na
postojanje jake negativne korelacije izmedu povecane konzumacije crvenog vina i incidence koronarne
bolesti srca ili ukupnog kardiovaskularnog rizika (Renaud i sar., 1992; Klatsky i Amstrong, 1993;
Grenbaeck 1 sar., 1995). Istrazivanja pokazuju da se ovo protektivno dejstvo crvenog vina delimi¢no
ostvaruje antioksidativnim delovanjem polifenola, kao njegovih esencijalnih sastojaka, ali i
modulacijom endotelne funkcije i supresijom faktora koji uzrokuju nastanak ateroskleroze (Corder,
2002). Vazan segment delovanja polifenola u prevenciji ateroskleroze je i njihovo vazodilatatorno
delovanje, ¢iji mehanizam nije jo§ u potpunosti razjasnjen.

POLIFENOLI

Polifenoli predstavljaju sekundarne biljne metabolite koji nisu uklju¢eni u normalan rast i
razvoj biljke, ali su vazni za njen opstanak i interakciju sa okolinom (Downing i sar., 2017). Imaju
protektivnu ulogu od ultravioletnog (UV) zracenja, i drugih Stetnih efekata, a dosta ¢esto ukus i boja
neke namirnice poti¢e od prisustva odgovarajuéeg polifenola (Chuang i Mclntosh, 2011; Middleton i
sar., 2000).

Najznacajniji izvori polifenola su karanfili¢ (15,188 mg polifenola/100 g), suSena nana (11,96
mg/100 g) 1 zvezdasti anis (5,46 mg/100 g). U znacajnim koli¢inama se nalaze i u kakao prahu (3,5
mg/100 g), crnoj ribizli (758 ng/100g), kupinama i jagodama (oko 250 pg/100 g) (Manach i sar.,
2010).

Jedan od najznacajnijih bioloskih efekata polifenola je njihovo antioksidativno delovanje, koje
je 1 do 5 puta vece od onoga koje poseduju vitamin C i E (Dixon 1 Pasinetti, 2010; Jorgensen, 1995).
Antioksidativni efekat polifenola moze biti direktan, izrazen kao neposredno hvatanje slobodnih
kiseonic¢nih radikala (Fenercioglu i sar., 2001; Fuhrman 1 Aviram, 2001) ili indirektan, koji se ostvaruje
potenciranjem celijskog sistema detoksifikacije ili inhibiranjem enzima implementiranih u genezu
slobodnih radikala (Samanta i sar., 2011). Drugi vazni efekti polifenola su: antiagregacijsko,
hipolipemi¢no delovanje, benefitni efekat na funkciju endotela i aterosklerotski plak (Pandey i Rizvi,
2009). Pokazuju vazodilatatorni, endotel-zavisni i endotel-nezavisni efekat (Saponara i sar., 2006), kao
I antihipertenzivno delovanje (Machha i Mustafa, 2005; Peng i sar., 2005; Sarr i sar., 2006). Moze se,
takode, na osnovu literaturnih pregleda tvrditi da polifenoli imaju protektivni efekat od neoplazmi 1
oboljenja CNS-a. (Fr6jdo i sar, 2008).



Polifenoli u osnovi imaju aromatic¢ne heterocikluse razli¢itog broja i1 strukture, a hemijski se
mogu podeliti u dve velike grupe: flavonoide i neflavonoidne polifenole.

FLAVONOIDI

Flavonoidi su biljni pigmenti, sintetisani iz fenilalanina. Uglavnom se uocavaju kao boje
cvetnih latica i fluoresciraju pod UV svetlom (Havsteen, 2002). U biljkama imaju ulogu
antioksidanasa, antimikrobnih agenasa, fotoreceptora, vizuelnih atraktora ili repelenata.

Predstavljaju najobimniju klasu polifenola, i do danas je otkriveno viSe od 6000 razli¢itih
predstavnika. Odlikuju se C6-C3-C6 strukturom, sastoje se od dva aromati¢na prstena (prstenovi A i B)
povezana oksigenizovanim heterociklom (prsten C) (Slika 2).

Slika 2. Osnovna struktura flavonoida.

U zavisnosti od rasporeda hidroksilnih i drugih grupa na opisanim prstenovima, flavanoidi se
dele u nekoliko podgrupa (Slika 2):

1) Flavoni

2) Flavonoli

3) Flavanoni

4) Flavanoli

5) Antocijanidini

6) lzoflavoni

Prosean dnevni unos flavonoida je oko 21,2 mg, a najzastupljeniji flavonoid u ishrani je
kvercetin (15,4 mg/dan) (Lin, 2007). Medutim, najceS¢e je procena dnevnog unosa ovih jedinjenja vrlo
teSka 1 neprecizna, s obzirom da postoji velika varijabilnost u sadrzaju flavonoida u razlicitim
namirnicama, pa ¢ak i u istim namirnicama uzgajanim 1 pripremanim na drugaciji nacin (Manach 1 sar,
2004). Unos odredenih podtipova 1 specificnih flavonoida moze biti znacajniji od ukupne koli¢ine
unetih flavonoida (Hollman i Katan, 1999). Pored toga, postoje i velike razlike u bioraspolozivosti
razli¢itih predstavnika i njihovih oblika.

Flavonoidi se povezuju sa Sirokim spektrom efekata povoljnih za zdravlje 1 danas se smatraju
veoma vaznim komponentama u raznovrsnim nutritivnim, farmaceutskim, medicinskim i kozmeti¢kim
proizvodima. Literaturni podaci svedofe o antioksidativnom, antiinflamatornom, antialergijskom,
antikarcinogenom i posebno, kardioprotektivnom dejstvu (Middleton i sar., 1998). Antioksidativnim i
antiinflamatornim  delovanjem flavonoida potencijalno se moze objasniti i ispoljavanje
vazodilatatornog, antitrombotickog, antiapoptotskog i antiaterogenog efekta (Dell’Agli i sar., 2004;
Pérez-Vizcaino i sar., 2002; Schroeter i sar., 2006), §to je direktno povezano sa Smanjenjem
kardiovaskularnog rizika. Pokazana je inverzna korelacija izmedu ishrane obogacene flavonidima i
stope smrtnosti usled ishemijske bolesti srca kod starijih muSkaraca (Hertog 1 sar, 1994), ukupne
koncentracije holesterola u plazmi kod zena u postmenopauzi (Arai i sar., 2000), ili incidence
demencije kod starijih (Commengenes i sar., 2000).



*
izoflavoni I

Slika 3. Shematski prikaz podele flavonoida i njihovih najznacajnijih izvora.

FLAVANOLI

Najobimnija i najzastupljenija klasa monomernih flavanola su flavan-3-oli, koji se karakterisu
C6-C3-C6 strukturom i hidroksilnom grupom na poloZzaju tri prstena C (Slika 4).

Cr
OH
Slika 4. Osnovna struktura flavanola

Katehin, (-)-epikatehin, galokatehin, epigalokatehin i njihovi estri sa galnom kiselinom su
najznacajniji predstavnici ove grupe. Pored monomernih oblika, flavan-3-ole nalazimo i u formi
oligomera (od dimera do dekamera) ili polimera (od dekamera na dalje). Oligomerni oblici formirani
isklju¢ivo medusobnim povezivanjem katehinskih ili (-)-epikatehinskih jedinica C4-C8 ili C4-C6
vezom nazivaju se procijanidini. U zavisnosti od tipa veze izmedu monomernih jedinica i njihovog
broja, procijanidini mogu biti dosta raznovrsni i veoma razliitih serija (npr. A, B, C). Najcesci
predstavnici su dimeri serije B, a najmanje zastupljeni procijanidini serije A. Cak i manje promene u
izomerizaciji, tipu vezivanja monomera i stepenu polimerizacije mogu imati veliki uticaj na bioloSko
delovanje ovih molekula. Dodatno, metabolizam moze dovesti do stvaranja sekundarnih jedinjenja koja
mogu biti odgovorna za posmatranu biolosku aktivnost.

Namirnice bogate flavanolima su neprzeni kakao prah (261 mg/100 g), crna ¢okolada (129
mg/100 g), zeleni ¢aj (65 mg/100 ml), jabuke (36 mg/100 g) i crveno vino (Cabernet Sauvignon) (18
mg/100 ml) (Aprotosoaie i sar., 2006).



Pored antioksidativnih svojstava, flavanoli deluju 1 na snizavanje krvnog pritiska, poseduju
antiagregacioni, antiinflamatorni i antiaterogeni efekat, poboljsavaju endotelnu funkciju i lipidni status,
i pokazuju antikarcinogena svojstva (Aprotosoaie i sar., 2006).

U okviru evropske epidemioloske prospektivne studije pokazana je jaka inverzna korelacija
izmedu povecanog unosa crne ¢cokolade i rizika od pojave fatalnih kardiovaskularnih dogadaja (Buijjse
I sar., 2006). Peters i sar. (2001) sprovodeéi meta analizu 17 studija u kojima je ispitivana povezanost
unosa zelenog Caja i1 pojave ishemijske bolesti srca, pokazuju da se unosom 3 Solje crnog ili zelenog
¢aja dnevno smanjuje rizik pojave ishemijske bolesti srca za 11%.

Klinic¢ke studije sa namirnicama bogatim flavanolima

U nekoliko manjih i kratkoro¢nih klini¢kih studija pracen je efekat namirnica koje obiluju
flavanolima (kakao praha, crne cokolade ili zelenog ¢aja) na endotelnu funkciju, krvni pritisak, lipidni 1
glikemijski status i aktivnost trombocita, i pritom su dobijeni sledeéi rezultati:

v’ Studije sprovedene na zdravim i osobama sa hiperlipidemijom pokazale su da kakao
prah konzumiran svakodnevno tokom 4 nedelje redukuje nivo LDL holesterola i
povetava nivo lipoproteinskih Cestica velike gustine (HDL, engl. high-density
lipoprotein) kod obe populacije (Baba i sar., 2007).

v Konzumiranje 100 g crne ¢okolade dnevno (88 mg flavanola), tokom 15 dana, smanjuje
insulinsku rezistenciju nezavisno od prisustva komorbiditeta kao $to je hipertenzija
(Arranz i sar., 2013).

v' Grassi i sar. (2005) pokazuju da je unos crne, ali ne i mle¢ne bele ¢okolade, povezan sa
smanjenjem sistolnog krvnog pritiska kod zdravih osoba i hipertenzivnih pacijenata sa
dijabetesom kao komorbiditetom. Taubert i sar. (2007), proucavajuci efekat ukljucivanja
crne ¢okolade bogate flavanolima kao dela uobicajene ishrane kod pacijenata sa prvim
stadijumom hipertenzije tokom 18 nedelja, pokazuju smanjenje sistolnog pritiska u
proseku za 2,9 + 1,6 mm Hg, a dijastolnog za 1,9 £ 1,0 mm Hg.

v Geleijnse i sar. (2003) u Roterdam studiji, gde je ispitivan razvoj ateroskleroze aorte
putem rentgenskog merenja kalcifikovanih depozita u njenom abdominalnom delu,
pokazuju da je kod dobrovoljaca koji su konzumirali 125-250 mL (1-2 case) zelenog
¢aja dnevno, verovatno¢a pojave plaka bila duplo manja. U sluaju konzumiranja
dvostruko vece koli¢ine ¢aja dnevno (viSe od cetiri Solje), verovatnoca se smanjila za
oko 70%.

v Nakaci i sar. (2000), u svojoj studiji sa preko 9000 ispitanika, pokazuju da konzumiranje
10 ¢asa zelenog ¢aja dnevno smanjuje kardiovaskularni mortalitet kod oba pola.

(-)-EPIKATEHIN

Jedan od najznacajnijih flavanola, koji je bio i predmet naseg istrazivanja, je (-)-epikatehin.
Strukturno, sastoji se od dva aromati¢na prstena povezana oksigenovanim heterociklom sa 4-hidroksil

grupom (Slika 5).
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Slika 5. Struktura (-)-epikatehina.
Najznacajniji izvori

(-)-Epikatehin je prisutan u kakau (>35%), zelenom c¢aju (28%), jabukama (24%) i crnom vinu
(15%) (Sies i sar., 2012). U neprzenom zrnu kakaa, (-)-epikatehin predstavlja najzastupljeniji flavanoid
(oko 2/3 svih flavanoida). PeCenjem zrna, ovaj flavanol delimi¢no epimerizuje u (-)-katehin, medutim i
pored toga (-)-epikatehin ostaje dominantni flavanol i u svim kakao proizvodima (Kirch i sar., 2014).

Farmakokinetika

Kao i kod ostalih bioaktivnih molekula, aktivnost flavanola na molekularnom nivou u ciljnom
tkivu u velikoj meri zavisi od njihove bioraspolozivosti. Direktno je zavisna od stepena apsorpcije,
intenziteta presistemskog metabolizma, volumena distribucije i puteva ekskrecije. Imajuc¢i ovo u vidu,
od velike je vaznosti prouciti farmakokineticki profil monomernih i oligomernih flavanola. Podaci iz
animalnih i klini¢kih studija pokazuju da su monomerni oblici dosta stabilni tokom tranzita kroz kiselu
sredinu Zeluca (Rios i sar., 2002; Spencer i sar., 2000). Pri per os aplikovanju ekstrakta semena grozda,
koji je sadrzao (-)-epikatehin, ali i njegove oligomere, u tankom i debelom crevu pacova detektovano je
prisustvo samo monomera i odgovarajuc¢ih dimernih oblika (Tsang i sar., 2005).
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Slika 6. Metabolic¢ki produkti (-)-epikatehina.

U tankom crevu, (-)-epikatehin podleze glukuronidaciji i, delimi¢no, metilovanju (Kuhnle i sar.,
2000; Piskula i Terao, 1998). U jetri se nastavlja dalja glukuronidacija, metilacija i sulfatacija, tako da
se finalno u sistemskoj cirkulaciji ¢ak 90% aplikovanog (-)-epikatehina nalazi u vidu konjugovanog
metabolita, a samo jedan mali deo u vidu pocetnog jedinjenja. Najznacajniji metabolit detektovan u
plazmi je 4’-O-metilepikatehin-7-B-D-glukuronid (Piskula i Terao., 1998) (Slika 6). Prema nekim
autorima, glukuronidacija (-)-epikatehina je od izuzetne vaznosti, jer samo u toj formi se ovaj flavanol
moze transportovati do ciljnog mesta. U suprotnom, ostaje vezan za albumine plazme, $to predstavlja
neaktivnu formu. Dokazano je i da prolazi krvno-mozdanu barijeru, pa se posledi¢no distribuira i u
mozdano tkivo (Faria i sar., 2008). To ¢ini pomo¢u P-glikoproteina (PgP) i transportera za organske
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katjone. Ukupna koncentracija (Ctot) u plazmi aplikovanog (-)-epikatehina, zajedno sa metabolitima,
je od nekoliko desetina do nekoliko stotina UM (Baba i sar., 2000; Holt i sar., 2002; Rein i sar., 2000).
U skladu sa tim je i rezultat jedne studije da dva sata nakon unosa 40 g, odnosno 80 g crne ¢okolade,
koncentracija (-)-epikatehina u plazmi iznosi 0,35 mM, odnosno 0,68 mM (Richelle i sar., 1999). Ovaj
monomerni flavanol se na kraju ekskretuje putem urina i zuci.

Bioloski efekti

Postoje podaci koji pokazuju da potencijalni kardioprotektivni efekti hrane bogate flavanolima
poticu, bar delom, od (-)-epikatehina (GOmez-Guzman i sar, 2012; Schroeter i sar., 2006). Na
animalnim modelima i u in vitro studijama demonstrirano je da izolovani (-)-epikatehin prevenira i
usporava razvoj hipertenzije, poboljSava endotelnu funkciju, smanjuje vaskularni oksidativni stres i
proinflamatorni status, kao i insulinsku rezistenciju (Galleano i sar., 2013; Gomez-Guzman i sar., 2012;
Litterio i sar., 2012; Vazquez-Prieto i sar., 2012).

Do sada, prema nasim saznanjima, nije sprovedena nijedna dugoro¢na klinicka studija u kojoj
bi se ispitao preventivni uticaj (-)-epikatehina na stopu javljanja velikih kardiovaskularnih dogadaja. U
nekoliko kratkoro¢nih studija, pokazana je pozitivna korelacija izmedu koncentracije (-)-epikatehina u
krvi ispitanika i dilatacije brahijalne arterije posredovane poveéanim protokom krvi, koja predstavlja
direktni pokazatelj endotelne funkcije (Schroeter i sar., 2006). Takode, u studijama koje su ispitivale
uticaj izolovanog (-)-epikatehina na insulinsku rezistenciju kod ispitanika sa normalnom i
prekomernom telesnom masom pokazano je povecanje postprandijalnog katabolizma lipida, i to
indukcijom B-oksidacije. Ispitanici su pokazali znacajno nize postprandijalne koncentracije glukoze i
triglicerida, a efekat je bio izrazeniji kod ispitanika sa prekomernom telesnom masom (Dower 1 sar.,
2015; Gutierez-Salmean i sar., 2014).

Mehanizmi kojima (-)-epikatehin ostvaruje svoje kardiorotektivno dejstvo su mnogobrojni i
bice detaljnije objasnjeni u daljem tekstu.

Antioksidativni efekat

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS, engl. raeactive oxygen species) su jako vazne u fiziologiji
aerobnih organizama. Aktivno ucestvuju u normalnoj regulaciji Celijskih signala, ukljucujuéi 1 one
signale involvirane u adaptivne odgovore (Brigelius-Flohe i Flohe, 2011; Forman i sar., 2010). Veca i
nekontrolisana proizvodnja slobodnih radikala vodi znadajnoj oksidaciji celijskin komponenti i
ireverzibilnom oStecenju celija/tkiva, Sto predstavlja mehanizam patofizioloSkog procesa mnogih
bolesti. (-)-Epikatehin, i njegovi oligomeri, pokazuju antioksidativnu sposobnost kako in vitro, tako i in
vivo imajucu u vidu da: (i) imaju takve hemijske strukture koje im omogucavaju direktno stupanje u
reakciju sa slobodnim radikalima, pri ¢emu se generiSu znatno manje reaktivni proizvodi (Bors 1 sar.,
1990; Rice-Evans, 2001); (ii) suplementacija namirnicama bogatih flavanolima smanjuje nivo
oksidacije u mnogim organima i tkivima (Koga i sar., 1999; Orozco i sar., 2003); (iii) je pokazan
znaCajan benefit flavanola u patoloskim stanjima koja su direktno povezana sa oksidativim stresom
(Fraga i sar., 2005). Svoj antioksidativni efekat (-)-epikatehin moze ostvariti direktno - hvatanjem
slobodnih radikala ili heliranjem metala koji pokrec¢u slobodno radikalsku reakciju, ili indirektno -
uticajem na faktore koji su fundamentalni za proizvodnju ovih aktivnih vrsta.

Mehamizam direktne neutralizacije slobodnih radikala (scavenging) (-)-epikatehinom moze se
prikazati slede¢om reakcijom prikazanom na Slici 7:
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Slika 7. Direktna neutralizacija slobodnih radikala (-)-epikatehinom.

Literaturni podaci pokazuju da su hidroksilne grupe kljuc¢na strukturna karakteristika flavanola
odgovorna za neposrednu neutralizaciju ROS, pri ¢emu je antioksidativna aktivnost direktno
proporcionalna broju i rasporedu hidroskilnih grupa (Jung i sar., 2005).

Flavanoli pokazuju i sposobnost maskiranja (heliranja) metalnih jona i tako onemogucéavaju
njihovo prooksidativno delovanje (Moridani 1 sar., 2003). Ovakav mehanizam antioksidativne zastite je
dosta karakteristi¢an za (-)-epikatehin (Lotito i sar., 2000).

In vivo, direktan antioksidativni efekat znacajan je i mogué¢ samo u tkivima u kojima
(-)-epikatehin dostiZze koncentracije koje su reda nekoliko stotina UM, kao Sto je slucaj, pre svega, u
digestivnom traktu. Uzimaju¢i u obzir redukcioni potencijal (-)-epikatehina sa jedne, i nisku pM
koncentraciju koju postize u krvi i, pogotovo, u tkivima, ovaj flavanol in vivo najverovatnije ostvaruje
indirektno antioksidativno delovanje. Ono se manifestuje u vidu inhibicije faktorom nekroze tumora o
(TNF-a, engl. tumor necrosis factor) - indukovane aktivacije nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH) oksidaze, ili u vidu povecanja genske ekspresije za nuklearni faktor eritriod 2 (Nrf 2), §to bi
posledi¢no dovelo do veceg stvaranja odredenih antioksidativnih enzima (NADPH:hinon reduktaze,
hem oksigenaze i gama-glutamilcistein sintetaze) (Gomez-Guzman i sar., 2012; Koppenol i sar., 1992).

Antiinflamatorni efekat

Inflamacija je multifaktorijalni ¢elijski odgovor koji je veoma vaZan za odrzavanje homeostaze
u organizmu. Ona se javlja kada postoji oStecenje tkiva ili u slucaju prisustva patogena i drugih
iritiraju¢ih agenasa. U toku inflamacije dolazi do drasti¢énog porasta polimorfonuklearnih leukocita i
monocita 1 oslobadanja inflamatornih medijatora, kao Sto su prostaglandini i citokini. Inflamacija se
desava lokalno, u pogodenom tkivu, i u idealnom sluc¢aju vodi ka potpunom oporavku. Medutim, u
odredenim slu¢ajevima, usled neadekvatne regulacije, dolazi do Sirenja inflamacije i oSte¢enja susednih
tkiva $to vodi razvoju hroni¢nih inflamatornih bolesti. Svoj antiinflamatorni efekat (-)-epikatehin
ostvaruje posredstvom slede¢ih mehanizama:

Direktna inhibicija sinteze medijatora inflamacije. Primeceno je da postoji direktna
korelacija izmedu povecanog dijetarnog unosa flavanola i niske koncentracije cisteinil leukotriena i
prostaglandina u plazmi (Mehrinfar i Frishman, 2008). Ovo je od strane autora objasnjeno uticajem
flavanola na metabolizam arahidonske kiseline. U skladu sa tim su i rezultati in vitro studije Mao i sar.
(2000), u kojoj je pokazana sposobnost (-)-epikatehina da dozno-zavisno inhibira humanu
rekombinantnu 5-lipoksigenazu, fundamentalni enzim u sintezi leukotriena.

Dejstvo na transkripcione faktore. Opste je poznato da je nuklearni faktor kapa B (NF-kB)
izuzetno bitan za normalno c¢elijsko funkcionisanje. ReguliSe ekspresiju velikih grupacija gena,
ukljucujuéi one koji kodiraju proteine uklju¢ene u urodeni imunitet, zapaljenje i regulisanje
prezivljavanja celija. Iako od centralnog znacaja za veliki broj fizioloskih procesa u ¢eliji (Pahl, 1999),
njegova hroni¢na, nekontrolisana i permanentna aktivacija je usko povezana sa razvojem inflamacije 1
kancera (Karin i sar., 2005; Prasad i sar., 2010). U citoplazmi je prisutan u inaktivnom obliku,
zahvaljujuéi inhibitoru NF-kB (IkB) koji maskira vezivno mesto za DNK, i tako onemogucava prelazak
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NF-kB u svoju aktivnu formu, kao i transport u jedro. Indukcija aktivnosti NF-kB se vrsi izlaganjem
¢elije citokinima (npr. TNF-a) ili oksidativnom stresu. Za aktivaciju NF-kB neophodna je fosforilacija
IkB koja se odigrava pod uticajem odgovarajuce kinaze (Jung i sar., 2008). Pokazano je da (-)-
epikatehin na razlic¢ite na¢ine moze da ometa delovanje pomenutog faktora NF-kB:

1) svojim antioksidativnim efektom;

2) direktnom interakcijom sa transkripcionim faktorom. Pokazano je da (-)-epikatehin direktno
intereaguje sa NF-kB, i time ometa njegovo vezivanje za promotorsku sekvencu DNK
(Mackenzie i sar., 2004). Pored direktne interakcije, za ostvarivanje antiinflamatornog efekta
(-)-epikatehina, znacajna je i inhibicija fosforilacije IkB (Mackenzie i sar., 2004). Na ovaj nacin
smanjuje se ekspresiju gena za citokine (npr. interleukina-5 (IL-5), interleukina-2 (IL-2), TGF-
B), a time i klonalna proliferaciju T i B limfocita;

3) indirektno, inhibicijom odgovarajuéih kinaza kao $to je mitogenom aktivirana protein kinaza
(MAPK). U MAPK spadaju ekstracelularnim signalom regulisana kinaza (ERK), c-Jun N-
terminalna kinaza (JNK) i p38, i koji su samo jedna karika u lancu prenosa signala od receptora
na povrsini ¢elije do gena u nukleusu. Fosforilacijom ovi enzimi (inace spadaju u serin-treonin
kinaze) bivaju aktivirani i njihov osnovni zadatak je fosforilacija nishodnih proteina, koji su
obi¢no transkripcioni faktori (NF-kB ili cAMP-odgovorni element vezujuéi protein (CREB,
engl. cCAMP response element binding protein)). U skladu sa tim, (-)-epikatehin pokazuje
sposobnost direktne inhibicije ERK signalnog puta, kako in vitro, tako i in vivo (Lee i sar.,
2010), ili sprecava njegovu aktivaciju ometaju¢i vezivanje i prenos signala TNF-o u T
limfocitima (Jurkat), Ho¢kinovom limfomu ili adipocitima (Mackenzie i sar., 2004; Mackenzie
i Oteiza, 2006; Vazquez-Prieto i sar., 2012).

Antiaterogeni efekat

Ve¢ je naglaSeno da rezultati odgovaraju¢ih epidemioloskih i klini¢kih studija sugerisu
postojanje jake negativne korelacije izmedu povecane potrosnje flavanola i1 razvoja aterosklerotskih
kardiovaskularnih bolesti ili stope mortaliteta posle prelezanog velikog kardiovaskularnog dogadaja
(Arts i sar., 2001; Janszki i sar. 2009).

Rezultati dobijeni na animalnim modelima ateroskleroze direktno koreliraju sa ovim
rezultatima, ali i ukazuju na moguc¢i mehanizam antiaterogenog efekta (-)-epikatehina. U studiji Miura i
sar. (2001), u kojoj su apolipoprotein E (ApoE)-deficijenti misevi hranjeni visoko kalori¢nom dijetom
tokom 14 nedelja sa ili bez dodatka katehina ((-)-epikatehina, (-)-epikatehin galata i epigalokatehin
galata), prosecCan razvoj aterosklerotskih plakova bio je 23% manji u arterijama miseva ¢ija je ishrana
bila obogacena katehinima. Dodatno, koncentracija LDL holesterola u ovoj grupi miseva bila je
prosecno manja za 27%, 1 pokazano je manje preuzimanje istih u aktivirane makrofage (Miura 1 sar.,
2001). Doprinos (-)-epikatehina ovom rezultatu dobija na zna¢aju ako se u obzir uzme i nalaz studije
Morrisona 1 sar. (2013), u kojoj su miSevi tokom 16 nedelja bili izloZeni placebu (kontrolna grupa) ili
(-)-epikatehinu. PovrSina aterosklerotskih lezija je bila znaCajno manja u grupi tretiranoj
(-)-epikatehinom. Interesantno je da grupe nisu ispoljile znacajnu razliku u ukupnoj koncentraciji
holesterola, pa autori ove studije smatraju da mehanizam antiaterogenog delovanja (-)-epikatehina
verovatno ne ukljucuje njegov uticaj na lipidni profil (Morrison i sar., 2013). Aucler i sar. (2008)
antiaterogeni efekat (-)-epikatehina objasnjavaju njegovim inhibitornim uticajem na gensku ekspresiju
pojedinih regulatornih proteina, kao $to su adhezivni molekuli na povrSini monocita (kasni antigen-4,
CD40 i CD36) ili endotelnim celijama (P-selektin i VCAM). Pored ovih, predlozeni su i drugi
mehanizmi antiaterogenog delovanja (-)-epikatehina, kao §to su inhibicija pankreasne holesterol
esteraze 1 vezivanje za zucne kiseline, kao 1 smanjena proliferacija glatko miSiénih ¢elija (Ngamukote 1
sar., 2011).

Uticaj na glikemijski status
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Beta-¢elije pankreasa odrzavaju normoglikemiju putem glukozom-stimulisane sekrecije
insulina. Disfunkcija pB-celija, prisutna u dijabetesu, rezultira smanjenom i slabo kontrolisanom
sekrecijom insulina i, kona¢no, apoptozom ovih ¢elija. Tretmani kojima se povecava funkcionalni broj
B-¢elija mogu biti korisni u leCenju dijabetesa. Prethodne studije sugerisu da flanovoli kakaa $tite i/ili
poboljsavaju funkciju B-celija, utiCu¢i na njihovo vece prezivljavanje, vecu sekreciju insulina i
proliferaciju (Fernandez-Millan i sar., 2015; Jalila i sar., 2008; Martin i sar., 2013). Mehanizam
hipoglikemijskog efekta izolovanog (-)-epikatehina proucavan je na nekoliko animalnih modela
dijabetesa i u in vitro studijama.

Znacajno poboljsanje osetljivosti tkiva na insulin u sprovedenim studijama na miSevima, autori
objasnjavaju sposobnoscu (-)-epikatehina da smanji ekspresiju gena za protein tirozin fosfatazu 1B,
koja ometa intracelularni prenos signala pri aktivaciji insulinskog receptora (Cremonini i sar., 2016), ili
da aktivira adenozin monofosfat-zavisnu kinazu (AMPK), visoko senzitivni molekul za pokretanje
energetskog procesa u celijama (Si 1 sar. 2011). Aktivacijom AMPK, ne samo da se ostvaruje
potencijalni benefitni efekat na glikemijski status, ve¢ i na lipidni profil, imaju¢i u vidu da ovaj enzim
promoviSe i B-oksidaciju masnih kiselina (Steinberg i sar., 2009), a inhibira sintezu holesterola
fosforilacijom 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA reduktaze (Samari i sar., 1998).

Dodatno, u in vitro studiji na izolovanim PB-¢elijama pankreasa pacova, pokazano je (-)-
epikatehin inhibira ekspresiju inducibilne NO sintaze (iNOS), i posledi¢no osStecenje ¢elija nitritima
(Kim i sar. 2004). Konac¢no, u studiji Rowleya i sar. (2017), na izolovanim humanin B-¢elijama, (-)-
epikatehin je znacajno stimulisao sekreciju insulina, i to indukcijom transkripcije gena za respiratorni
kompleks III, IV 1 V na unutra§njoj membrani mitohondrija, ¢ime je ubrzana oksidativna fosforilacija 1
sinteza adenozin trifosfata (ATP).

Antiagregacioni efekat

Tromboza je patoloski proces intravaskularnog zgrusavanja krvi u odsustvu krvarenja.
Hemostaza pocinje vazokonstrikcijom, sledi proces agregacije trombocita (formiranja trombocitnog
¢epa, koji primarno zatvara oStecenje), a zatim 1 koagulacije krvi (formiranja fibrina, potporne mreze
krvnog ugruSka, koji konacno zatvara oSte¢enje). Na kraju, dolazi do zaceljenja krvnog suda
urastanjem vezivnog tkiva u krvni ugrusak i rastvaranja krvnog ugruska (fibrinolize). Pokazano je da se
unosom hrane bogate flavanolima, u roku od nekoliko sati postiZze znacajno antiagreagaciono dejstvo,
slicno onome postignutom primenom male doze aspirina, izrazeno smanjenjem ekspresije
glikoproteinskih I1b/111a (GPIIb/111a) receptora na povrsini trombocita (Holt i sar., Pearson i sar., 2002;
Rein i sar., 2000). Antiagregacioni efekat bio je u direktnoj korelaciji sa nivoom katehinskih metabolita
u plazmi (4-O-metil-epikatehin i 3-O-metil-katehin) (Heptinstall i sar., 2006).

Mehanizam antiagregacionog delovanja flavanola jo$ nije u potpunosti razjasnjen, mada postoji
nekoliko moguénosti, ukljucuju¢i promenu u fluidnosti membrane, afinitetu receptora ili modulaciju
nekoliko intracelularnih signalnih puteva. Pokazano je da (-)-epikatehin u mikromolarnim
koncentracijama ima sposobnost inhibicije aktivnosti trombocitne fosfolipaze C (Piglatelli i sar., 2000).
Antiagregacioni potencijal (-)-epikatehina baziran je i na njegovom antioksidativnom kapacitetu
(Freedmana i sar., 2001), kao i uticaju na metabolizam arahidonske kiseline (Schramm i sar., 1999).

Antihipertenzivni efekat

Skora$nja meta-regresiona analiza (Ellinger i sar., 2012) pokazala je direktnu korelaciju izmedu
antihipertenzivnog efekta kakao praha i sadrzaja (-)-epikatehina u njemu. Literaturni podaci pokazuju
da se pozitivni efekti flavanola kakaa na krvni pritisak ostvaruju, uglavnom, posredstvom povecanja
bioraspolozivosti i bioaktivnosti NO (Ferri i sar., 2015), redukcijom NADPH-oksidaze i smanjenjem
raspolozivosti superoksidnog anjona (Fraga i sar., 2011), ili inhibicijom ekspresije i aktivnosti mRNA
arginaze-2 u endotelnim ¢elijama (Rimbach i sar., 2009). Ostali antihipertenzivni mehanizmi flavanola
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kakaa ukljucuju: inhibiciju stvaranja endotelina-1 (Field i sar., 2013) ili modulaciju sistema renin-
angiotenzin-aldosteron (Grassia i sar 2010).

Antihipertenzivni efekat izolovanog (-)-epikatehina, je, do sada, dokazan samo na animalnim
modelima hipertenzije (Galleano i sar. 2013; Literrio i sar., 2012), ali ne i u klini¢kim studijama.

Uticaj na endotelnu (dis)funkciju

Vazodilatacija indukovana povecanim protokom (FMD, engl. flow mediated dilatation) krvi je jedna od
najboljih pokazatelja endotelne funkcije, i znacajno je smanjena kod koronarne arterijske bolesti ili
ateroskleroze (Moens 1 sar., 2005), a identifikovana je i kao nezavisni prediktor buducih
kardiovaskularnih dogadaja (Inaba 1 sar., 2010). U studiji Balzera i sar. (2008) dokazano je povecanje
ovog parametra nekoliko sati posle aplikovanja kakao praha, a u slucaju redovnog uzimanja ovog
znacajnog izvora (-)-epikatehina, pozitivan efekat je bio dugoroc¢an. U kratkoro¢noj klinickoj studiji
sprovedenoj od strane Schroetera i sar. (2006), neposredno je dokazano da benefitni efekat kakao praha
na endotelnu funkciju, bar delimi¢no, zavisi od sadrzaja (-)-epikatehina, posto je promena FMD kod
ispitanika bila u jakoj pozitivnoj korelaciji sa promenom koncentracije (-)-epikatehina u plazmi. Jedan
od najvaznijih mehanizama pozitivnog uticaja (-)-epikatehina na endotelnu funkciju je indukcija
proizvodnje NO ili sprecavanje endotelinom-indukovane aktivacije NADPH oksidaze (Fisher i sar.
2003; Gomez-Guzman i sar., 2003).

Vazodilatatorno delovanje

Mehanizam vazorelaksantog delovanja (-)-epikatehina bio je predmet istrazivanja nekoliko in
vitro studija. Primarno je ispitivan na izolovanim segmentima aorte i mezenteriCne arterije pacova
(Duarte i sar., 1993; Huang i sar., 1998). U ovim, i nekoliko in vitro studija koje su potom usledile,
(-)-epikatehin pokazuje i endotel-zavisnu (koja je bila znac¢ajno umanjena uklanjanjem endotela) i
endotel-nezavisnu relaksaciju (Aggio i sar., 2013; Chen i sar., 2000; Duarte i sar., 1993; Huang i sar.,
1999; Huang i sar., 2000). U studiji Huanga i sar. (1999) dilatatorni efekat (-)-epikatehina na
mezenteri¢noj arteriji pacova bio je delimi¢no umanjen primenom inhibitora endotelne NOS (eNOS) ili
uklanjanjem endotela, $to ukazuje da znacajnu ulogu u relaksaciji ima aktivacija puta NO/cGMP.
Dodatno, (-)-epikatehinom-indukovana dilatacija u endotel-intaktnim krvnim sudovima moze biti
posredovana i NO-zavisnom aktivacijom iberiotoksin-senzitivnin K* kanala (Huang i sar., 1999).
Intenzivno je izu¢avan i mehanizam kojim (-)-epikatehin indukuje aktivnost eNOS, pa je tako pokazana
i Ca?*-zavisna i Ca®-nezavisna aktivacija (posredovana aktivacijom protein kinaza A
(PKA)/fosfatidilinozitol-3 kinaza (PI3K) signalnim putem) (Ramirez-Sanchez i sar., 2010).

Sa druge strane, pokazano je da endotel-nezavisna relaksacija indukovana (-)-epikatehinom
moze biti posredovana blokadom voltazno-zavisnih Ca®* kanala u vaskularnim glatkim misi¢nim
¢elijama (Huang 1 sar., 1998).

Medutim, mehanizam kojim (-)-epikatehin izaziva vazodilataciju, posebno humanih krvnih
sudova, jo$ uvek nije jasno definisan.

PROCIJANIDIN B2

Procijanidini su oligomeri koji se sastoje od kovalentno vezanih monomernih flavan-3-ola
((-)-epikatehin i (+)-katehin), obi¢no vezanih 4—6 ili 4—8 vezom. Najobimnija su subklasa flavonoida
prisutna u prirodi (Downing i sar., 2017), a jedan od najznacajnijih procijanidina je procijanidin B2
(Slika 8).
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Slika 8. Struktura procijanidina B2
Najznacajniji izvori

Koncentracije procijanidina su vise u vocéu koje je nezrelo, Cesto su gorki pa daju taninski ukus
crnom vinu, a gorak ukus kakau (Santos-Buelga i Scalbert., 2000). U poredenju sa ostalim izvorima,
semena grozda imaju najveéi sadrzaj ukupnih procijanidina (3532,3£105,8 mg/100 Q) |
procijanidinskih dimera po jedinici mase (417,3 £ 4,8 mg/100 g) (Zhang i sar., 2016). Dnevni unos
procijanidina moze varirati od 10 mg do 0,5 g/dan, pri ¢emu je najveéi unos procijanidina B1 i B2
(Zhang i sar., 2016). Namirnice najbogatije procijanidinom B2 i sadrzaj ovog dimera u njima,
prikazane su u Tabeli 1.

Tabela 1. Sadrzaj procijanidina B2 u nekim namirnicama

Kakao prah 71,57 mg/100 g
Crna ¢okolada 36,50 mg/100 g
Jabuka 19,50 mg/100 g
Sljiva 5,20 mg/100 g
Crveno vino 4,50 mg/100 ml
Caj 2,50 mg/100 ml
Kajsija 2,10 mg/100 g
Glog 1,50 mg/100 g

Farmakokinetika

Nakon per os primene, procijanidini su samo delimi¢no stabilni u kiseloj sredini Zeluca.
Oligomerni oblici sa viSe od 4 jedinice se izuzetno slabo resorbuju, dok se, ocekivano, u najvecoj meri
resorbuju dimerni oblici (Zhang i sar., 2016). U skladu sa tim su i nalazi studije Appeldoorna i sar.
(2009) da su, nakon peroralnog aplikovanja kakaa ili ekstrakta semena grozda, samo dimeri B2
(epikatehin-(4-8)-epikatehin) i B1 (epikatehin-(4-8)-katehin) (od svih oligomernih oblika) detektovani
u humanoj plazmi. Apsorpcija procijanidinskih dimera u ovoj studiji iznosila je svega 5-10% apsorpcije
(-)-epikatehina, ali s obzirom da je sadrzaj procijanidina u hrani relativno visok, autori smatraju da i ovi
oligomerni oblici mogu znacajno doprineti protektivnom efektu hrane bogate flavanolima. Finalna
koncentracija procijanidina B2 u plazmi (zajedno sa metabolitima), nakon unosa kakaa ili semena
grozda, je nekoliko desetina nM (Shrestha i sar., 2011). Za razliku od (-)-epikatehina, koji gotovo u
potpunosti gradi glukuronide, sulfate i metil etre, ovo se ne moze reéi za procijanidin B2, posto se
njegovi metilovani i glukuronidovani oblici samo u malim koncentracijama detektuju u plazmi
(Shrestha i sar., 2011). Upotrebom *C obelezenih procijanidna pokazano je da se 58-78% unetih
oligomera izlu¢uje putem urina (Zhang i sar., 2016).
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Oligomerni oblici koji nisu apsorbovani (procijanidini stepena polimerizacije > 4), dospevaju
do debelog creva gde podlezu modifikaciji od strane crevne mikroflore, stvarajuéi pritom jednostavne
fenolne kiseline i njihove polimere ¢iji bioloski zna¢aj nije jo§ u potpunosti procenjen (Rios i sar.,
2000) (Slika 9).

. enterociti

Eubacterium rectale = C.

Lactobacillus spp.
I Bifidobacterium spp.
coccoides

Bacteroides kiseline
C. histolyticum subgroup , 1

“crevna mikroflora l

l Staphylococcus

Feces urin
Slika 9. Shematski prikaz farmakokinetic¢kih puteva flavanolnih monomera i procijanidina

Bioloski efekti

Procijanidinski ektrakti razli¢itog porekla su do sada na animalnim modelima pokazali
antioksidativno i antiinflamatorno delovanje (Lu, 2000; Mackenzie i sar., 2008), inhibiciju stvaranja
glikozirilanih produkata (Peng i sar., 2010) i hipolipemi¢ni efekat (Quettier-Deleu i sar., 2003).

Sprovedene su 1 kratkoro¢ne klinicke studije kojima su ispitivani efekti ekstrakta primorskog
bora koji obiluje specificnim procijanidinima niske molekulske mase, ukljucujuéi i procijanidin B2,
kod pacijenata sa stabilnom anginom. Endotelna funkcija je procenjivana pracenjem FMD, a praceni su
i biomarkeri oksidativnog stresa i inflamacije, kao i krvni pritisak ispitanika. Dokazano je znacajno
poboljsanje dilatacije posredovane protokom, kao i znacajno snizavanje nivoa oksidativnog stresa i
krvnog pritiska u aktivnoj grupi u odnosu na placebo grupu (Enseleit i sar., 2012).

Procenjivani su i efekti primene ovog ekstrakta u periodu od 6 meseci na faktore rizika
povezane sa metabolickim sindromom. Merenjem obima struka i pracenjem nivoa glukoze utvrdeno je
da statisti¢ki zna¢ajno redukuje ove parametra kod oba pola. Nivo triglicerida je, takode, bio statisticki
zna¢ajno smanjen, a nivo HDL statisticki zna¢ajno povecan, kod oba pola, dostigavsi preporucene
vrednosti u ovoj studiji (Belcaro i sar., 2013).

Pregledom literaturnih podataka nalazimo da procijanidini, a posebno procijanidin B2,
ostvaruju opisana kardioprotektivna delovanja putem razli¢itih mehanizama koja ¢e biti detaljnije
opisana u daljem tekstu.

Antioksidativni efekat

Sli¢no (-)-epikatehinu, i razliiti procijanidini svoj antioksidativni efekat ostvaruju direktnim
hvatanjem slobodnih radikala, heliranjem metala, ili uticajem na enzime koji su direkto ukljuceni u
stvaranje ovih reaktivnih vrsta.

Na bazi osnovne strukture procijanidina, uzimajuéi u obzir veci broj aromati¢nih prstenova i
hidroksilnih grupa kojima potencijalno neutraliSu slobodne radikale formiraju¢i rezonantno
stabilizovane fenoksil radikale, moZze se re¢i da poseduju znatan antioksidativni potencijal.
Antioksidativna aktivnost flavanola povec¢ava se od monomera do trimera, a zatim opada od trimera ka
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vi§im oligomerima (Hamauzu i Ilijima, 1999; Plumb i sar., 1998). Tip veze izmedu monomera u okviru
jednog oligomera uti¢e na antioksidativni potencijal, pri ¢emu dimeri sa C4-C8 vezom lakSe oksiduju
od dimera sa C4-C6 vezom. U skladu sa tim, pokazano je da procijanidin B2 efikasnije uklanja
slobodne radikale od procijanidina B4 ili samog (-)-epikatehina (Aron, 2008). Sposobnost ekstrakta
bogatog procijanidinom B2 da veoma efikasano neutraliSe superoksidni anjon, ali 1 hidroksil radikal i
peroksinitritni radikal, pokazana je u brojnim studijama (Blazso i sar.1998; Elstner i sar., 1990; Packer
i sar., 1999; Virgil i sar., 1998)

Kako je koncentracija procijanidina u tkivu dosta niska, malo je verovatno da ostvaruju direktan
antioksidativni efekat, ve¢, najverovatnije inhibiraju enzime implementirane u generisanje slobodnih
radikala u organizmu (Packer i sar., 1999). Pri toj inhibiciji, primarno dolazi do interakcije prolinskih
ostataka enzima i o-dihidroksilfenolne grupe procijanidina (Baxter i sar., 1998; Haslam, 1974).

Antiinflamatorni efekat

Analogno antiinflamatornim mehanizmima prikazanim kod (-)-epikatehina, procijanidin B2
svoj benefitni efekat u jednom upalnom procesu ostvaruje na vise nacina.

Prvo, procijanidini znacajno uti€u na aktivhost iINOS u makrofagama miSeva. Nize
koncentracije ekstrakta bogatog procijanidinom B2 (do 10 pg/mL) imaju stimulativni efekat na iNOS,
medutim primenom viSih koncentracija ovog ektrakta (50-100 pg/mL), enzim je inhibiran (Virgili i
sar., 1998).

Dalje, pokazana je sposobnost stereospecifi¢nog vezivanja procijanidina B2 vodoni¢nim
vezama za komponente NF-kB transkripcionog faktora, i time ometanje njegovog vezivanje za
promotorsku sekvencu DNK (Slika 10) (Mackenzie i sar., 2004). Na ovaj nacin znac¢ajno je redukovana
ekspresija gena za citokine (npr. IL-5, IL-2, TNF-a, TGF-B), a time i klonalna proliferaciju T i B
limfocita.

B1 or B2 dimer

A2 dimer

Slika 10. Interakcija procijanidina B2 sa subjedinicama transkripcionog faktora

Konacno, jedan od najznacajnijih mehanizama kojim procijanidini, pre svega procijanidin B2,
ostvaruju antiinflamatorni efekat je inhibicija aktivacije NLRP3 (engl. NLR Family Pyrin Domain
Containing 3) inflamazoma. Inflamazomi su multiproteinski intracelularni signalni kompleksi Koji
imaju vaznu ulogu u regulaciji urodenog imuniteta 1 inflamatornom odgovoru. Sastoje se od pro-
kaspaze i receptora koji prepoznaju obrazac PRR (pattern recognition receptors). Abnormalna
aktivacija NLRP3 inflamazoma je uklju¢ena u patogenezu brojnih inflamatornih bolesti. Do stvaranja
NLRP3 inflamazoma dolazi prilikom wulaska patogena, oSte¢enja tkiva, usled dejstva
lipopolisaharidaze, prisustva reaktivnih kiseoni¢nih radikala ili prisustva osksidovanog LDL
holesterola (Martinon i sar., 2009). Stimulisan ovim signalima, NLRP3 inflamazom katalizuje cepanje
prekursora inflamatornih citokina, IL-1b i IL-18 (Hitomi i sar., 2009). Istrazivanja na endotelnim
¢elijama humane umbilikalne vene su pokazala da procijanidin B2 dovodi do negativne regulacije
genske ekspresije za NLRP3, smanjuje aktivaciju NLRP3 inflamazoma i inhibira kasniju aktivaciju
kaspaze-1 i sekreciju IL-1b, indukovanu lipopolisaharidazom (Yang i sar., 2014).
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Antiaterogeni efekat

Uticaj izolovanog procijanidina B2 na prevenciju ateroskleroze i njene klinicke manifestacije
do sada nikada nije ispitivan u nekoj klini¢koj studiji. Caimari i sar. (2006) ispitujuci efekte niskih doza
ekstrakta procijanidina iz semena grozda na lipidni profil hr¢ka, uo¢avaju znatnu redukciju akumulacije
masti 1 poboljSavanje lipidnog profila. Kao moguc¢e mehanizme ovih benefitnih efekata, autori navode
stimulaciju beta oksidacije masnih kiselina i ciklusa glicerolipid/slobodne masne kiseline u adipoznom
tkivu. Slicno, Downing 1 sar. (2017) demonstriraju da ekstrakt procijanidina iz semena grozda, nakon
jedne nedelje primene, efikasno smanjuje serumski nivo triglicerida kod pacova hranjenih fruktozom.
U ovom animalnom modelu doslo je do inhibicije lipogeneze usled nishodne regulacije dva vazna
faktora-sterol regulatornog elementa vezujuceg proteina Ic i stearoil-koenzim A desaturaze.

Mehanizam antiaterogenog dejstva izolovanog procijanidina B2 je bio predmet istrazivanja
nekoliko in vitro studija. Sarria i sar. (2015) pokazuju procijanidinom B2-indukovanu ekspresiju Apo
A-1 proteina na izolovanim ¢elijskim kulturama, ¢ime je objasnjen njegov efekat na povecanje HDL
partikula. Dalje, dokazana je i njegova sposobnost aktivacije receptora koji se aktiviraju uz
proliferaciju peroksizoma (PPARY, engl. peroxisome proliferator-activated receptor y) (Zhang i sar.,
2017), inhibicije proliferacije glatkih misi¢nih ¢elija inaktivacijom matriksne metaloproteinaze (Cai i
sar., 2011), ili sposobnost poveéanja ekspresije proapoptotskih proteina (Bad i Bak) u izolovanim
monocitima/makrofagama (Chen i sar., 2006).

Antihipertenzivni efekat

Antihipertenzivno delovanje izolovanog procijanidina B2, prema naSim saznanjima, za sada
nije pokazano na animalnim modelima ili klinickim studijama. Medutim u literaturi se mogu naci
podaci da je antihipertenzivni efekat pokazan za nekoliko procijanidinskih ektrakata razliCitog porekla
na misevima i pacovima (Kim i sar., 2000; Magos i sar., 2008). Takode, rezultati dve kratkoro¢ne
klini¢ke studije, u kojima je koriSéen ekstrakt bogat procijanidinom B2, pokazuju znacajno snizenje
sistolnog krvnog pritiska, pre svega kod osoba Zenskog pola (Hosseini i sar., 2001; Valls i sar., 2016).

Antiagregacioni efekat

Putter i sar. (2016) uocavaju da pri primeni 100 mg procijanidinskog ektrakta (Pycnogenol®)
dolazi do znacajnog antiagregacionog efekta kod hroni¢nih puSaca, slicnog primeni male doze aspirina.
Autori smatraju da je ovaj antitrombocitni efekat procijanidinskog ektrakta bio posredovan
stimulacijom sinteze NO u endotelnim ¢elijama, 1 posledicnom inhibicijom sinteze tromboksana A2.
Moguéim antiagregacionim mehanizmima procijanidina, smatraju se 1 direktna inhibicija
ciklooksigenaze (COX) (Tzeng i sar., 1991) ili inhibicija transporta kalcijumovih jona kroz membranu
(Wang i sar., 1999).

U retkim studijama radenim in vitro sa izolovanim procijanidinom B2 u plazmi humanog
porekla bogatoj trombocitima, direktno je dokazana sposobnost ovog flavanola da inhibira sintezu
tromboksana, 12-L-hidroksiheptadeka-5,8,10-trienolne  kiseline i 12-L-hidroperoksi-5,8,10,14-
eikozatetraenske kiseline (Wen-Chang i Feng-Lin, 1989).

Vazodilatatorni efekat

Kardioprotektivni efekat procijanidina se moze, delom, pripisati njihovim vazodilatatornim
osobinama. Prethodne in vitro studije, pokazale su da biljni ekstrakti bogati procijanidinima
prouzrokuju endotel-zavisnu vazodilataciju razlicitih krvnih sudova (Aldini i sar., 2003; Kim i sar.,
2000; Kwan i sar., 2005; Matsui i sar., 2009). Vazodilatatorni mehanizam ukljucuje aktivaciju NO-
cGMP puta u kombinaciji sa hiperpolarizacijom. Tako na primer, procijanidini iz jabuke (Matsui i sar.,
2009) i Crataegus ekstrakta (Kim i sar., 2000) izazivaju NO-posredovanu relaksaciju aorte pacova uz
dodatnu aktivaciju tetraetilamonijum-senzitivnih K*. Pored toga studija, Kwan i sar. (2005) svedo¢i da
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je u mehanizam relaksacije aorte i mezenteri¢ne arterije pacova uzrokovane ekstraktom lista Apocynum
venetum, ukljuéeno nekoliko tipova K" kanala. Ispitivanja meSavine procijanidina iz semena grozda na
humanim arterijama su ukazala da je za vazodilatatorno delovanje, pored NO-zavisnih mehanizama,
znacajna 1 produkcija prostaglandina (Aldini i sar., 2005). Osim toga, novije meta-analize su pokazale
da ishrana ljudi bogata procijanidinima (kakao, ¢okolada, ¢aj) dovodi do poboljsanja endotelne
funkcije, pa se posledi¢no redukuje i kardiovaskularni rizik (Ras i sar., 2011; Hooper i sar., 2012).

Medutim, upotreba biljnih ekstrakata u studijama ne dozvoljava procenu doprinosa pojedinih
supstanci u ukupnom vazorelaksantnom efektu. Do sada je sprovedena samo jedna studija se Cistim
procijanidinom C1, koja je pokazala da ovaj procijanidin izaziva vazodilataciju aorte pacova (Buyn i
sar., 2014). Do danas, nema podataka o vazorelaksantnom efektu procijanidina B2.

MEHANIZMI VAZODILATACHIE JEDINJENJA DOBIJENIH IZ BILJIAKA

Luna-Vazquez i sar. (2013) su u svoj studiji identifikovali ¢ak 207 vazodilatatornih jedinjenja
poreklom iz biljaka (uglavnhom alkaloidi, terpenoidi i flavonoidi), i opisali mehanizme njihovog
dejstva. Zapazeno je da se vazodilatatorni efekat znacajnog broja ovih jedinjenja (oko 40%) ostvaruje
posredstvom dva ili vise mehanizama, pri ¢emu se isti¢u aktivacija NO/cGMP puta, blokada Ca?*
kanala i aktivacija K" kanala (Luna-Vazquez i sar., 2013). Takode, mehanizam dejstva biljnih agenasa
moze zavisiti od njihove koncentracije, ali i od tipa i porekla kori§¢enih krvnih sudova. Tako, feniletil
estar kafeinske kiseline u niskim koncentracijama izaziva dilataciju aktiviranjem NO/cGMP puta, dok
visoke koncentracije ovog vaznog sastojka propolisa indukuju relaksantni efekat endotel-nezavisnim
mehanizmima - blokadom ulaska Ca?* u glatku muskulaturu ili inhibicijom oslobadanja ovog jona iz
intracelularnih depoa (Cicala i sar., 2003). Sa druge strane, kumarin indukuje relaksaciju mezenteri¢ne
arterije pacova blokadom voltazno-zavisnih Ca?" kanala L-tipa, dok aortu misa relaksira posredstvom
povecane produkcije NO (He i sar., 2009; Nie i sar., 2009).

Vise od polovine ispitivanih biljnih jedinjenja ima vazorelaksantni mehanizam koji, barem
delimicno, zahteva prisustvo intaktnog endotela. Medu njima je izuzetno visok procenat (98,4%) onih
koji indukuju NO/cGMP put, dok je aktivacija puta prostaglandin I> (PGlz)/cikli¢ni adenozin-
monofosfat (cCAMP) uklju¢ena u mehanizam delovanja samo 23% biljnih agenasa (Luna-Vazquez i
sar., 2013). Brojni su primeri flavonoida koji dovode do povecanja ekspresije gena za eNOS (luteolin,
cinarizid) (Li i sar., 2004; Xia i sar., 2010), ili koji aktiviraju ovaj enzim (epigalokatehin galat,
kvercetin i rezveratrol) (Kawakami i sar., 2011; Wang i sar., 2011).

Ved je istaknuto da su vazna ciljna mesta delovanja biljnih vazodilatatora i razli¢iti tipovi K*
kanala. U skladu sa tim, u studiji Kima i sar. (2000) je pokazano da procijanidini semena grozda svoje
relaksantno dejstvo ostvaruju aktivacijom voltazno-zavisnih K* kanala (Kv). Dosta je dobro prou¢eno
delovanje polifenola na Ca?*-zavisne K* kanale (Kcs). Tako, kemferol, barem delimi¢no, svoj
vazodilatatorni efekat ostvaruje aktivacijom Kca kanala visoke provodljivosti (BKca), a sli¢ni nalazi
dobijeni su i za naringenin ili rezveratrol (Saponara i sar., 2006; Xu i sar., 2007). Sa druge strane,
literaturni podaci o dejstvu polifenola na vaskularne ATP-zavisne K* kanale (Katp) su nesto skromniji.
Isti¢u se radovi Jina 1 sar. (2007) i Zhua 1 sar. (2007), koji smatraju da aktivacija ovih kanala znacajno
doprinosi relaksantnom delovanju polifenola zelenog ¢aja, odnosno pinocembrina na aorti pacova.

Konaéno, studije ukazuju da i uticaj na promet Ca®* moze biti mehanizam delovanja nekog
biljnog agensa. Tako na primer, isopropil-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-hodroksipropanoat, izolovan iz
crvene kadulje (Salvia miltiorrhiza), svoje relaksantno delovanje ostvaruje blokadom voltazno-zavisnih
Ca?* kanala L-tipa, dok euksanton inhibira oslobadanje intracelularnog Ca?" iz endoplazmatskog
retikuluma (Fang i sar., 2006; Wang i sar., 2008).
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MEHANIZMI VAZODILATACIE

Da bi neki agens izazvao vazokonstrikciju potrebno je da: (1) na glatkoj muskulaturi aktivira
receptor spregnut sa Gq proteinom, kako bi preko povecanog stvaranja inozitol trifosfata (IP3)
indukovao oslobadanje Ca?* iz intracelularnih depoa; (2) depolarise membranu i tako aktivira voltazno-
zavisne Ca®" kanale L-tipa; ili (3) aktivira ligand-zavisne Ca®" kanale (Rang i sar., 2016). Porast
intracelularne koncentracije Ca®* dalje aktivira kinazu lakog lanca miozina (KLLM), $to dalje izaziva
fosforilaciju miozina, ili senzibilizaciju miofilamenata prema Ca?* (Rang i sar., 2016).

Sa druge strane, vazorelaksacija je indukovana smanjenjem koncentracije slobodnog Ca?* u
glatkoj muskulaturi krvnog suda ili smanjenjem osetljivosti kontraktilnog aparata na ovaj jon. Ovo se
postize posredstvom:

1. Povecanja koncentracije drugih glasnika u glatkoj muskulaturi, kao sto su cAMP ili cGMP,
koji dalje uzrokuju smanjenje intracelularne koncentracije Ca2*, smanjenje osetljivosti
kontraktilnog aparata na Ca?* ili hiperpolarizaciju;

2. Smanjenja priliva ektracelularnog Ca?*, i to direktnom blokadom Ca?* kanala, ili izazivanjem
hiperpolarizacije glatke muskulature, koja rezultuje smanjenjem otvorenosti ovih kanala (Rang
i sar., 2016).

Nekoliko osnovnih mehanizama posreduju vazorelaksantnom efektu:
% Relaksacija posredovana faktorima poreklom iz endotela;
< Regulacija tonusa uticajem na promet Ca?* u glatkoj muskulaturi;
% Regulacija tonusa uticajem na K* kanale krvnih sudova.

Vazorelaksacija posredovana faktorima poreklom iz endotela

Endotel je kompleksan organ koji kontroliSe homeostazu krvnih sudova integriSuéi signale
izmedu vaskularnog zida i lumena suda. U fizioloSkim uslovima, on odrZava normalan vaskularni tonus
i protok krvi sintetiSuéi brojne faktore kao §to su NO, prostaciklin, hiperpolarusuci faktor, endotelin.

NO

NO je intracelularni glasnik celije, smatra se regulatorom brojnih fizioloskih funkcija 1
patoloskih stanja u organizmu. Najmanji je Celijski signalni medijator, hemijski nestabilan, kratkog
poluzivota (6-60 s), ali in vivo moze da formira S-nitrozo jedinjena, pa u krvi cirkuli$e i u vidu S-
nitrozo albumina (Bozovi¢ 1 sar., 2007), §to znacajno produzava njegovu biolosku aktivnost. Lipofilne
je prirode, brzo difunduje kroz ¢elijske membrane, lako reaguje sa sulthidrilnim grupama biomolekula i
jonima metala, Sto mu omogucava uticaj na brojne bioloSke funkcije u organizmu (Bozovi¢ 1 sar.,
2007).

Produkcija i oslobadanje NO

Nastaje pod katalitickim dejstvom NOS, koja se nalazi u tri izoforme: neuronalna (nNOS),
INOS i eNOS. eNOS i nNOS spadaju u konstitutivne forme, dok se inducibilna indukuje u endotelnim,
glatkim misiénim, imunim c¢elijama i miocitima, dejstvom citokina ili bakterijskih endotoksina.
Aktivnost konstitutivnih formi NOS regulisana je nivoom intracelularnog Ca?*. Za proizvodnju NO u
endotelnim ¢elijama, i posledi¢nu vazorelaksaciju, najznacajnija je eNOS.

Pored bazalne sinteze, proizvodnju NO indukuju 1 razli€iti stimulusi, fizicke 1 hemijske prirode.
Glavni fizioloski stimulus je brz porast krvnog protoka, imaju¢i u vidu da se tada u endotelnim
¢elijama, usled povecanog pritiska smicanja, aktivira odgovarajuca serin/treonin kinaza, koja fosforiliSe
eNOS i time povecava njenu aktivnost. Dodatno, veliki broj endogenih i egzogenih supstanci, usled
aktivacije receptora na povrsini endotela (adrenergicnih, serotoninskih, histaminskih, bradikininskih 1
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estrogenih), inicira porast intracelularne koncentracije Ca?*, koji u kompleksu sa kalmodulinom
aktivira eNOS (Bozovi¢ i sar., 2007).

Mehanizam relaksacije posredovan NO

NO svoje delovanje uglavnom ostvaruje aktivacijom gvanilat ciklaze (GC), koja katalizuje
proizvodnju cGMP-a iz gvanozin-trifosfata (GTP). cGMP aktivira protein kinazu G (PKG), koja
dovodi do smanjenja intracelularne koncentracije Ca®* razli¢itim mehanizmima: indukcijom
preuzimanja citosolnog Ca?* u sarkoplazmatski retikulum, iniciranjem eliminacije ovog jona iz ¢elije ili
aktivacijom Kca kanala (Carvajal i sar., 2000; Ignarro i Kadowitz, 1998; Weisbrod i sar., 1998).

Pored toga, NO poseduje i GC-nezavisne efekte. Stimulise Ca?*-ATP-azu endoplazmatskog
retikuluma (SERCA), i time preuzimanje Ca?* u intracelularne depoe (Adachi i sar., 2004). Dodatno,
reaguje i sa cistein tiolima, formiraju¢i S-nitrozilirane proteine (nitrozilacija bradikininskog,
muskarinskog, al i AT: receptora), cime se menja njihova funkcija i afinitet prema odgovaraju¢em
ligandu, i indukuje relaksacija nekim donorima NO (Aronstam i sar., 1995; Lecler i sar., 2006;
Miyamoto i sar., 1997). Konacno, nekoliko autora je pokazalo da celularni mehanizmi koji posreduju
NO-zavisnoj relaksaciji krvnih sudova, mogu biti i modulacija Kate, Kv i Kca kanala (Irvine i sar.,
2003; Mistri i Garland, 1998; Murphi i Braiden, 1995). Svakako, aktivacija ovih kanala moze biti
posledica direktnog delovanja NO (Bolotina et al., 1994) ili rezultat povecanja aktivnosti GC ili PKG
(Archer et al., 1994).

PROSTACIKLIN

Prostaciklin je glavni prostanoid koji proizvode endotelne ¢elije. Osim §to ima ulogu u inhibiciji
agregacije trombocita, znacajno je i njegovo relaksantno delovanje. Efekti su posredovani aktivacijom
adeniat ciklaze (AC) i posledi¢nim povecanjem koncentracije cAMP-a u glatkoj muskulaturi (Tatteson
i sar., 1977). Proizvodi se u endotelnim celijama kao odgovor na pulsni pritisak ili stimulatorno
delovanje bradikinina, trombina, serotonina i adeninskih nukleotida. Sinteza prostaciklina zapoc€inje
delovanjem fosfolipaze A2, koja oslobada arahidonsku kiselinu iz membranskih fosfolipida, na koju
zatim deluje COX endotelne celije. Slicno NO 1 hiperpolariSu¢em faktoru, prostaciklin je lokalni
(parakrini) hormon koji je efikasan samo u neposrednoj blizini ¢elije koja ga oslobada. Nestabilnost
prostaciklina u cirkulaciji otezava terapijsku primenu. Brzo se razgraduje u plazmi na bioloski
neaktivno jedinjenje, 6-ketoprostaglandin F (Zhou i Parker, 2019).

ENDOTEL-ZAVISNI HIPERPOLARISUCI FAKTOR

Za razliku od NO/cGMP puta ili prostaciklin-zavisne relaksacije koji su dosta proucavani,
priroda i mehanizam dilatacije posredovane endotel-zavisnim hiperpolarisu¢im faktorom (EDHF, engl.
endothelial derived hyperpolarization factor) ostaju nepotpuno razjasnjeni. Literaturni podaci ukazuju
da EDHF ima vaznu ulogu u modulaciji vaskularnog tonusa arterija malog otpora. Dodatno, u
endotelnoj disfunkciji, kada je NO-zavisna relaksacija smanjena, funkcija EDHF je dosta ofuvana, ili
¢ak i povecéana, pa se EDHF smatra rezervnim sistemom za odrzavanje perfuzije tkiva u uslovima
smanjene sinteze NO. Nakon stimulacije endotelnih Celija razliitim agonistima, povecava se
intracelularna koncentracije Ca?*, koja zatim aktivira Kca kanale niske i srednje provodljivosti (IKca i
SKca). Nastaje hiperpolarizacija koja se putem mioendotelnih tesnih veza (engl. myoendothelial gap
junctions) prenosi na glatku muskulaturu i indukuje relaksaciju, ili ta endotelna hiperpolarizacija
predstavlja vuénu silu za ulazak Ca?"u endotelne celije, koji indukuje proizvodnju NO i prostaciklina
(Feletou i sar., 2016).
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Regulacija tonusa uticajem na promet Ca?* u glatkoj muskulaturi

Koncentracija intracelularnog Ca?* odrzava se u uskom opsegu, i regulisana je kako ulaskom
ektracelularnog Ca?*, putem voltazno-zavisnih Ca?*-kanala L-tipa, tako i aktivno$¢u endoplazmatskog
retikuluma. Voltazno-zavisni Ca?*-kanali sadrze domene homologih sekvenci koji su organizovani u
okviru jedne velike subjedinice (al). Kao dodatak glavnoj subjedinici, kanali sadrze i nekoliko drugih
subjedinica (a2, B, vy i 6). Direktnom blokadom ovih kanala, ili hiperpolarizacijom glatke muskulature,
kada su kanali smanjeno aktivni, postize se vazodilatacija (Jackson, 2000).

Endoplazmatski retikulum ima sposobnost skladisStenja, oslobadanja i ponovnog preuzimanja
Ca?', stalnom aktivno$¢u tri glavne klase regulatornih proteina: (1) proteina koji vezuju Ca®* u
organeli; (2) kanala endoplazmatskog retikuluma za oslobadanje Ca?* iz skladita (receptor za rijanodin
i receptor za IP3); i (3) SERCA, pumpe za ponovno preuzimanja Ca2*. Da bi smanjili intracelularnu
koncetraciju Ca®*, i tako indukovali relaksaciju, potrebno je redukovati oslobadanje Ca®* iz
intracelularnih depoa, ili povecati njegovo preuzimanje u iste (Jackson, 2000).

Regulacija tonusa uticajem na K* kanale krvnih sudova

Tonus malih arterija 1 arteriola se nalazi u osnovi odrzavanja perifernog otpora i kontroli krvnog
pritiska (Vhite i sar., 1996). Vaznu ulogu u kontroli potencijala celijske membrane, a time i
vaskularnog tonusa, imaju K* kanali (Jackson, 2000). Agensi koji direktno ili indirektno indukuju
njihovo otvaranje, iniciraju izlazak K* iz ¢elije i posledi¢nu hiperpolarizaciju glatke muskulature. Ovo
ne samo da redukuje ulazak Ca?* putem voltazno-zavisnih kanala, veé i smanjuje njegovo oslobadanje
iz intracelularnih depoa i osetljivost kontraktilnog aparata glatke muskulature (Jackson, 2000). Bitan
faktor relaksantnog efekta moze biti i aktivacija K* kanala eksprimiranih na endotelu.
Hiperpolarizacija, koja se time postize, se moze direktno preneti na glatku muskulaturu, ili biti signal
za ulazak Ca?* i pokretanje sinteze NO i prostaciklina kao relaksantnih faktora (Feletou i sar., 2016).

Sve je viSe studija koji ukazuju na direktnu korelaciju izmedu poremecéaja odgovaraju¢ih K*
kanala i kardiovaskularnih bolesti. Na primer, vreme otvorenosti BKca kanala u glatkim mi$i¢énim
¢elijama koronarki je signifikantno vece nego u drugim vaskularnim koritima (Wiecha i sar., 1997).
Dodatno, neki literaturni podaci ukazuju na ekspresiju ¢ak 2 tipa BKca kanala na humanoj aorti
zahvacéenoj aterosklerotskim promenama, kao i na €injenicu da je kod dijabeti¢ara smanjena osetljivost
ovih kanala prema Ca?* usled smanjenog ispoljavanja p1-subjedinice (Bolotina i sar., 1997; McGahon
i sar., 2007).

Klasifikacija K™ kanala

K* kanali su najraznovrsnija vrsta kanala i svaki (pod)tip ima posebnu fiziolosku ulogu. Dugi
niz godina struktura i tipovi K* kanala bili su nepoznati usled nedostatka specifi¢nih liganada za
njihovu aktivaciju ili blokiranje. Znacajan doprinos dala je upotreba selektivnih liganada animalnog
porekla, ali i uvodenje odgovarajucih elektrofizioloskih metoda (,,voltage clamp i ,,patch clamp®).
Kalijumovi kanali se dele na klase, na osnovu njihovih strukturnih i funkcionalnih svojstava. Najveca
klasa se sastoji od kalijumovih kanala koji se aktiviraju depolarizacijom membrane, dok se druge klase
sastoje od kanala koji se, ili aktiviraju porastom intracelularnih jona kalcijuma, ili su konstitutivno
aktivni. Standardizovanu nomenklaturu za kalijumove kanale predlozili su NC-IUPHAR potkomiteti za
kalijumove kanale, koji su klonirane kanale svrstali u grupe na osnovu porodice gena i strukture kanala
koji pokazuju 6, 4 ili 2 transmembranska domena (TM ). Podela je prikazana u Tabeli 2.
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Tabela 2. Klasifikacija K* kanala

Podtip K* kanala Podela Napomena
K* kanali aktivirani Ca?* ili Na* (Kca, | Kgal.1 Ovi K* kanali su ¢lanovi familije
Kna) K2 1 kalijumovih kanala sa 6
cas transmembranskih domena koja
Kea2.2 obuhvata Ky kanale, ukljucujudi
Kca2.3 KCNQ potfamiliju, EAG potfamiliju
Kca3.1 (koja uklju¢uje hERG kanale), Ca?*-
Kol 1 aktiviranu Slo potfamiliju (zapravo sa
NaZ: 6 ili 7TM) i K* kanale aktivirane Ca2*
Knal.2 ili Na*
Kca5.1
Ulazno ispravljacki K* kanali (Kir) Ki1.1 Porodica K* kanala sa 2
‘ transmembranska ~ domena. Ova
Kir2.1 : e . o
porodica ukljucuje ulazno ispravljacke
Kir2.2 K* kanale koji su konstitutivno aktivni
]
Kir2.3 (Kir2.k), G-protein-aktivirane ulazno
Ki2.4 ispravljacke K* kanale (Kir3.k) i ATP-
_ osetljive K* kanale (Kir6.k, koji se
Kir3.1 S h Y
kombinuju sa receptorima sulfonilureje
Ki3.2 (SUR1-3)).
Ki3.3
Kir3.4
Kid.1
Kir4.2
Kir5.1
Ki6.1
Kir6.2
Kir7.1

Kalijumovi kanali sa dve pore (Kzp)

TWIK1 (Kzr1.1)
TREK1 (K2p2.1)
TASK1 (K23.1)
TRAAK1 (K2p4.1)
TASK2 (K25.1)
TWIK2 (K26.1)
Kop7.1

TASK3 (K209.1)
TREK2 (K2r10.1)
THIK2 (Kzp12.1)
THIK1 (K2p13.1)
TASKS5 (K2p15.1)
TALK1 (K216.1)
TALK2 (K2r17.1)
TRESK (K2r18.1)

Familija K* kanala sa 4
transmembranska domena. Oni su
otvoreni u fizioloSkom opsegu napona i
regulisani su  Sirokim  spektrom
neurotransmitera i biohemijskih
medijatora. a-subjedinica koja formira
pore sadrzi dva domena petlje pora (P)
i dve podjedinice koje se sklapaju da bi
formirali jedan put jonske
provodljivosti oblozen sa Cetiri P
domena.

Voltazno-zaviski K* kanali (Kv)

Kvl.X
sz.X
Kv3.X
Kv4.x
Kvb.X
Kv6.X

Ovi K* kanali su c¢lanovi familije
kalijumovih kanala sa 6
transmembranskih domena  koja
obuhvata Ky kanale, ukljucujudi
KCNQ potfamiliju, EAG potfamiliju
(koja ukljuéuje hERG kanale), Ca?*-

23




Ky7.x aktiviranu Slo potfamiliju (zapravo sa
Kv8.x 6 ili 7TM) i K* kanale aktivirane Ca?*
Kv9.x ili Na*

U mikrocirkulaciji, kao i u ostalim vaskularnim koritima, najznacajnija je ekspresija 3 razlicite
klase K™ kanala: Kate kanali (podtip ulazno-ispravljackih K* kanala (Kir)), Kv i Kca kanali (Nelson i
Quayle, 1995).

Kv kanali

Funkcija Kv kanala, ¢ija je struktura shematski prikazana na Slici 11A, je da ostvari i odrzi
negativni membranski potencijal, i tako stvori ravnotezu depolarisuéem delovanju Na* i Ca?*.

Beech i Bolton (1989) i Okabe i sar. (1987) su medu prvima identifikovali Kv kanale u
vaskularnim glatkim miSi¢nim ¢elijama. Naredne studije su pokazale njihovo prisustvo u gotovo svim
ispitivanim krvnim sudovima (Cox, 2005; Nelson i Quayle, 1995). Najveéu zastupljenost od svih Kv
kanala ima Kv1.x podtip (Overturkf i sar., 2004). Nekoliko istrazivackih grupa ukazuje na promenu u
ekspresiji i funkciji Ky kanala u krvnim sudovima hipertenzivnih zivotinja. Tako, u mezenteri¢nim
arterijama hipertenzivnih pacova, ekspresija Kv1.2 i Kyl.5 kanala je bila znatno niza nego u
normotenzivnih jedinki (Xu i sar., 1999).

Pregledom literaturnih podataka, uoc¢avamo da veliki broj relaksantnih supstanci deluje, barem
delimic¢no, aktiviranjem Ky kanala na glatkoj muskulaturi krvnih sudova, i to na razli¢ite nac¢ine. Dok
neke supstance, poput dapagliflozina, direktno aktiviraju kanal (Li i sar., 2018), relaksacija koju
proizvode adenozin ili B-agonisti se ostvaruje povecanjem intracelularne koncentracije cCAMP-g,
aktivacijom PKA, i posledi¢cnom fosforilacijom kanala (Berwick i sar., 2010; Satake i sar., 1996).
Dodatno, aktivacija Ky kanala moze biti i u direktnoj korelaciji sa aktivacijom NO/cGMP/PKG puta,
kao $to je pokazano u studijama sa donorima NO i natriuretskim peptidom (Tanaka i sar., 2006).

A Voltazno-zavisni K* kanali (Kir) Kalcijum-zavisni K* kanali (KCa)

C
D
TMD1 TMD2
= = LA AN

N ¥ SoPHerminug Lo AB81

NBDY/ INBD2

c ’ ABS2

\ /
Unutra$no-ispravljacki Kt kanali(K ) CApminus D2

ir

ATP-zavisni K+ kanali

Slika 11. Shematski prikaz (A) voltazno-zavisnih K* kanala (Kv); (B) Ca?"-zavisnih K* kanala; (C) ulazno-
ispravljac¢kih K* kanala (Kir); (D) ATP-zavisnih K* kanali (Katp)
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Kcakanali

Za aktivaciju ovog tipa kanala, osim depolarizacije, potrebna je i poveéana koncentracija Ca* u
citoplazmi (Brainard i sar., 2007). Dele se na BKca, IKca i SKcakanale. SKca kanali se primarno nalaze
u endotelu gde, pretpostavlja se, imaju ulogu u hiperpolarizaciji (Feletou i sar., 2016). 1Kca podtip
kanala je prvi put otkriven u glatkim misi¢ima arteriola pankreasa pacova (Stuenkel, 1989). Podaci o
ulozi koju ovaj podtip K* kanala ima u glatkim miSi¢ima krvnih sudova su vrlo oskudni. Mnogo je vise
podataka o njegovom ucescu u endotelnoj hiperpolarizaciji (Feletou i sar., 2016).

BKca kanali su najvise proucavani od svih Kca kanala. Kod ovih kanala poru sainjavaju 4 a-
subjedinice, i one su ubikvitarno prisutne u tkivima sisara, i pomo¢nih B-subjedinica, ¢ija je ekspresija
tkivno specificna (Hu i Zhang, 2012) (Slika 13B).

Benham i Bolton (1986) su medu prvima identifikovali BKca kanale na glatkoj muskulaturi
abdominalne arterije zamorca. Nakon toga, brojne istrazivacke grupe pokazuju ekspesiju ovih kanala
na velikim krvnim sudovima sistemske cirkulacije, kao $to je aorta ili renalna arterija (Gebremedhin i
sar., 1996; Jackson i sar., 1998). Veoma Siroka zastupljenost u vakularnoj glatkoj muskulaturi im
omogucava da partcipiraju u odrzavanju membranskog potencijala, regulaciji tonusa, i ucestvuju u
kompenzatornom mehanizmu koji se odupire vazokonstrikciji. Razlicite fizioloske promene (starenje
i/ili razvoj, trudnoca), ili patofizioloska stanja doprinose njihovoj promeni (Hu i Zhang, 2012).
Izoproterenol, prostaciklin, adenozin i peptid slican kalcitoninu (CGRP, engl. calcitonin gene-related
peptide) svoje relaksantne efekte, barem delimi¢no, ostvaruju PKA-posredovanom aktivacijom BKca
kanala (Yamacuchi i sar., 2005; Nara i sar., 1998), dok se u literaturi belezi i NO-indukovana aktivacija
ovih kanala nekim agensima (Tykocki i sar., 2018).

Kir 1 KATP kanali

Kir kanali pripadaju brojnoj klasi kanala sa cCetiri subjedinice, od kojih svaka sadrzi po dva
transmembranska domena i petlju pore izmedu njih (Hibino sar., 2010) (Slika 11C). Aktiviraju se
tokom maksimalne hiperpolarizacije, obezbeduju¢i povratak K* u ¢eliju, i igraju¢i bitnu ulogu u
postizanju potencijala mirovanja. Kir kanali su, analogno Ky kanalima, organizovani u tetramere
(Brainard i sar., 2007), mada je opisan i kompleksniji tzv. oktamerni raspored, kao u slucaju Karp
kanala, koji imaju Cetiri Kir6.x subjedinice. Po jedan sulfonilurea receptor (SUR1, SUR2A, SUR2B) je
vezan za svaku subjedinicu (Slika 11D).

Katp kanali (podtip Kir kanala) su prvi put opisani na kardiomiocitima, gde je njihova aktivnost
direktno zavisna od celularnog nivoa ATP (Noma, 1983). Igraju izuzetno vaznu ulogu u povezivanju
¢elijskog metabolizma sa ekscitabilnoS¢u, Sto je najbolje ilustrovano kod B celija pankreasa, gde
povezuju nivo glukoze u plazmi sa lu¢enjem insulina.

Narocito su znacajni za relaksaciju 1 povecani protok krvi u koronarnoj cirkulaciji (Berwick 1
sar., 2010), kozi (Cankar 1 Strucl, 2008), splanhikusu i1 bubregu (Duncker 1 sar., 2001). Dodatno, imaju
bitnu ulogu u autoregulacionom mehanizmu i funkcionalnoj hiperemiji u srcu i mozgu (Tykocky i sar.,
2018). Postoji jaka pozitivna korelacija izmedu razvoja hipertenzije i poremecaja Katp kanala (Kawata
i sar., 1998).

PKA-posredovana fosforilacija, sa posledicnom aktivacijom kanala i hiperpolarizacijom glatke
muskulature je mehanizam delovanja razlicitih relaksantnih supstanci: adenozina (Dart i Standen,
1993), prostaciklina (Jackson, 1993), PGE> (Bouchard i sar., 1994), CGRP-a (Wellman i sar., 1998),
vazoaktivnog intestinalnog peptida (Yang i sar., 2008), ili agonista B-adrenergickih receptora (Nelson 1
sar., 2011). Aktivacija Katp kanala moze zavisiti i od indukcije NO/cGMP puta, ali biti i neposredna
(Tykocky i sar., 2018).
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HUMANI BAJPAS GARFTOVI

Da bi se dopremila oksigenisana krv u ishemi¢no podrucje miokarda, u procesu hirurske
revaskularizacije, uglavnom se koriste distalni deo unutrasnje torakalne arterije ili vena safena, koji se
implantiraju ispod mesta opstrukcije koronarne arterije (Olearchyk, 1988). Ova procedura se naziva
autokoronarno bajpas graftovanje.

Kao eksperimentalni model za ispitivanje vazorelaksantnog delovanja flavanola izabrana su ova
dva humana krvna suda iz sledecih razloga:

I.  Humana unutraSnja torakalna arterija i vena safena su dva najcesce koris¢ena bajpas grafta;

Il.  Dejstvo (-)-epikatehina i procijanidina B2 jo§ uvek nije ispitivano na humanim krvnim
sudovima;

I1l.  Ateroskleroza, prvenstveno venskog grafta, dovodi do znaCajnog morbiditeta i mortaliteta
nakon revaskularizacije miokarda. Da bi rano propadanje graftova sveli na najmanju mogucu
meru, treba, izmedu ostalog, primeniti i odgovaraju¢u medikamentoznu terapiju neposredno
nakon operativnog zahvata, i kasnije u postoperativnom toku. Antiaterogenom delovanju, bi,
barem delimi¢no, mogao doprineti vazorelaksantni efekat ispitivanih flavanola.
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CILJEVI RADA
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S obzirom da su in vitro ispitivanja vazodilatatornog dejstva (-)-epikatehina i procijanidina B2
za sada jo$ uvek retka, a mehanizam vazodilatacije nepoznat, ispitivanje pomenutih supstanci kao
potencijalno korisnih vazodilatatornih supstanci je vrlo aktuelno.

Imajuéi u vidu da su dobijeni rezultati pokazali da (-)-epikatehin i procijanidin B2 izazivaju
vazodilataciju izolovane untras$nje torakalne arterije i vene safene Coveka, cilj studije je bio da se ispita
kojim mehanizmom pomenute supstance ostvaruju svoj vazorelaksantni efekat. Za ostvarivanje
glavnog cilja, bilo je neophodno postaviti sledece podciljeve:

1. Dase ispita da li je relaksacija izolovane unutrasnje torakalne arterije i vene safene uzrokovana
(-)-epikatehinom i procijanidinom B2 endotel-zavisna ili endotel-nezavisna;

2. lspitati ulogu signalnog puta NO/cGMP-a, kao i prostaciklina, u mehanizmu endotel-zavisnog
vazodilatatornog dejstva ovih flavanola;

3. Da se definisu tipovi K kanala uklju¢eni u vazodilatatorno dejstvo (-)-epikatehina i
procijanidina B2, kao i da se ispita da li su u mehanizam vazodilatacije ovih polifenola
ukljuceni isti tipovi K* kanala na izolovanoj unutra$njoj torakalnoj arteriji i veni safeni;

4. Ispitati da li su voltazno-zavisni kalcijumski kanali uklju¢eni u mehanizam vazodilatatornog
dejstva ovih flavanola, kao i uticaj flavanola na intracelularni Ca?*.
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PRIPREMA TKIVA

Studija je sprovedena na izolovanim krvnim sudovima coveka: intrizicnoj torakalnoj arteriji i
veni safeni. Studijski protokol je usvojen od strane Etickog komiteta Instituta za kardiovaskularne
bolesti ,,Dedinje. Tokom istrazivanja uzeti su arterijski i venski segmenti od ukupno 250 pacijenata
koji su podvrgnuti bajpas operaciji, a za eksperimente su upotrebljeni samo delovi koji su bili bez
makroskopski vidljivih aterosklerotskih promena. Neupotrebljeni delovi ispitivanih krvnih sudova su
momentalno smestani U Krebs-Ringerov bikarbonatni rastvor ohladen na 4°C (118,3 mM NaCl, 4,7
mM KCI, 2,5 mM CaCly, 1,2 mM MgSOs, 25 mM NaHCOs3, 1,2 mM KH2PO4 i 11,1 mM glukoze, pH
=7,4) i transportovani u laboratoriju.

Neupotrebljeni delovi krvnih sudova su dalje u laboratoriji paZljivo o€iS¢eni od okolnog
vezivnog i masnog tkiva, a zatim isecani na prstenove Sirine 3 mm. Broj prstenova dobijenih od svakog
segmenta bio je 1-3. Pazljivim prelazenjem cCeli¢ne Zice kroz unutra$nji lumen krvnog suda doslo je do
eliminisanja endotela sa odgovaraju¢ih segmenata.

Kroz lumen prstenastih segmenata ispitivanih graftova su provucena dva Celi¢na trouglasta
nosaca, pa Su zatim izolovani segmenti bili ubaceni u termostatirani sistem za izolovane organe (10
ml; 37 °C). U ovom sistemu se nalazi Krebs-Ringerov bikarbonatni rastvor u kome postoji konstantni
dotok mesavine 95% Oz i 5% CO>. Donji drza¢ je fiksiran za kanilu, a gornji vezan za transdjuser.
Pomeranjem gornjeg nosaca mikro-metarskim zavrtnjem podesavao se napon pod kojim su se nalazi
prstenasti segmenti. Ovaj napon je izometrijske prirode i detektovan je preko prenosnika na ekranu
raCunara. Prstenasti segmenti arterija i vena postepeno su zategnuti do odredenog opterecenje (do 2 g).
Svaki od prstenastih segmenata je bio adaptiran 60-75 minutapre nego $to je pocela eksperimentalna
procedura. Za to vreme uzorcima je konstantno, na svakih 10-15 min., dovoden novi Krebs-
Ringerovim bikarbonatni rastvor. U posebnoj seriji eksperimenata koris¢en je Krebs-Ringerov rastvor
bez Ca?*, kod koga je izostavljen CaCl,, a dodat 1 mM etilin glikol tetraacetat (EGTA).

EKSPERIMENTALNA PROCEDURA

Eksperimentalna procedura je spovodena na prstenastim segmentima na kojima je endotel bio
prisutan, kao i na onima na kojima je bio uklonjen. Posle vremena koje je bilo predvideno za
adaptaciju, segmenti intrizi¢ne torakalne arterije i vene safene Coveka su izlozeni fenilefrinu (10 uM), a
kada je kontrakcija segmenata usla u stabilnu fazu (posle 10-15 min.), u termostatirani sistem za
izolovane organe ukapan je acetilholin u koncentraciji 1 uM. U slu¢aju da je ovaj agens prouzrokovao
znacajnu dilataciju ispitivanih segmenata, endotelni sloj se smatrao intaktnim. Posle ovoga, preparati su
u narednih 60 minuta, na svakih 15 minuta, konstantno ispirani Krebs-Ringerovim bikarbonatnim
rasvorom, posle ¢ega je ponovo kontrahovan fenilefrinom ili rastvorom koji sadrzi 80 mM K*. Nakon
Sto je kontrakcija dostigla svoj stabilan plato, rastuc¢e koncentracije (-)-epikatehina (0,1-500 uM) ili
procijanidina B2 (0,001-3 puM) su kumulativno dodavane u vodeno kupatilo. Nakon ovoga, segmenti su
u narednih 60 min ponovo ispirani, a zatim, u cilju ispitivanja mehanizma dejstva, u termostatirani
sistem za izolovane organe su unoseni odgovarajuci blokatori/inhibitori ili su oni kombinovani (20 min.
pre ponovne kontrakcije preparata). U slucaju da ponovljena kontrakcija ude u stabilnu fazu, ispitivana
supstanca se dodaje posteno u svojim rastu¢im koncentracijama (pri ¢emu je u sistemu sad prisutan
odgovarajuci blokator/inhibitor).

Da bismo ispitali uticaj (-)-epikatehina i/ili procijanidina B2 na intracelularni Ca?*, u posebnoj
seriji eksperimenata kontrakcije su indukovane fenilefrinom (10 puM) ili kofeinom (25 mM) u Krebs-
Ringerovom rastvoru koji ne sadrzi Ca?* (bez CaCl,), a zatim su kumulativno dodavane rastuce
koncentracije ispitivanih supstanci. Takode, neki prstenovi, u normalnom Krebs-Ringerovom rastvoru
(sa CaClz), 40 min. pre kontrakcije fenilefrinom i kumulativnog dodavanja (-)-epikatehina ili
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procijanidina B2, su tretirani tapsigarginom ili nifedipinom. Eksperimenti izvodeni bez dodavanja
specificnih blokatora/inhibitora kori§¢eni su kao kontrola.
Da bi ispitali uloge razliCitih komponenti cGMP puta i prostaciklina u mehanizmu

vazodilatatornog efekta (-)-epikatehina i/ili procijanidina B2, kori$¢eni su sledeci inhibitori:

% L-NAME (Nw-nitro-L-arginin metil estar) — inhibitor eNOS

** hidroksokobalamin — hvata¢ NO

% ODQ (1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a/kvinoksalin-1-on) — inhibitor solubilne GC,

% indometacin — reverzibilni inhibitor COX.

Da bi se ispitao znacaj K* kanala u vazorelaksantnom efektu (-)-epikatehina i procijanidina B2
kori$éeni su sledeci blokatori:
¢ glibenklamid — selektivni blokator Katp kanala,
4-aminopiridin - neselektivni blokator Ky kanala,
margatoksin — selektivni blokator Ky1.3 kanala,
iberiotoksin — selektivni blokator BKca kanala,
apamin - selektivni blokator SKca kanala,
TRAM-34 (1-[(2-hlorfenil difenilmetil]-1H- pirazol) - selektivni blokator 1Kca kanala.
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L XA X4
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3
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STATISTICKA OBRADA

Za obradu podataka koris¢en je SPSS racunarski program (verzija 10.0; IBM korporacija,
SAD). Dilatacija koju izazove odgovaraju¢a koncentracija ispitivanih agenasa ((-)-epikatehin i
procijanidina B2) predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije (relaksacija do tenzije pre
kontrakcije). Ona koncentracija ispitivanog agensa koja uzrokuje 50% maksimalno moguce dilatacije
dobija se iz krive odnosa koncentracije i relaksacije, i predstavlja se kao pD2 (pD2 = -log ECso). Nalazi
su prezentovani kao srednja vrednost + standardna devijacija, a vrednost n predstavlja broj
eksperimenata. Da bi se uporedilo da li izmedu dve sigmoidalne krive koje su dobijene pod razli¢itim
okolnostima (u prisustvu 1 odsustvu odgovarajuc¢eg blokatora ili inhibitora) ima statisticki zna¢ajne
razlike, primenjena je dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima (Bonferroni test je koris¢en za
post hoc odredivanja). Da bi se definisalo da li su maksimalne vrednosti dilatacije (Emax) i ECso
vrednosti razli¢itih grupa statisticki znacajne, upotrebljen je Studentov t-test. U slucaju da p < 0,05
razlika se smatrala stisticki znac¢ajnom.

30



EKSPERIMENTALNE SUPSTANCE

U eksperimentalnoj proceduri upotrebljeni su sledeci agensi:

Supstance za izazivanje relaksacije:

(-)-Epikatehin, procijanidin B2, acetilholin-jodid.

Supstance za izazivanje kontrakcije:

Fenilefrin-hidrohlorid, kofein, kalijum-hlorid.

Specifi¢ni blokatori/inhibitori za ispitivanje mehanizma dejstva:

Blokatori Blokator Inhibitor Kalcijum-
t::g:;nov'h Z;\llﬁzi?ﬁ ) Inhibitori cGMP Inhibitor zavisne ATP-aze
.. . puta ciklooksigenaze | sarkoplazmatskog
kalcijumskih retikuluma
kanala
Apamin,
;Liﬁcl)\t/lok?;?n Nifedipin rI;|ii(}ldrrc?hklz?:<dobalamin Indometacin Tapsigargin
glibenklamid, 0DOQ, ’
4-aminopiridin, L-NAME.
margatoksin.

Rastvaranje glibenklamida, TRAM-34, ODQ i indometacina vrseno je u dimetil-sulfoksidu.
Tapsigargin i1 nifedipin su rastvarani u apsolutnom etanolu. Radne koncentracije etanola i dimetil-
sulfoksida u kupatilu su bile < 0,01% (v/v). Za rastvaranje ostalih agenasa kori$¢ena je destilovana
voda. Dodavanje agenasa vrseno je direktno u vodeno kupatilo, a njihove krajne prikazane molarne
koncentracije predstavljaju one koje su postignute u vodenom kupatilu. Eksperimenti su izvodeni u
zamracenoj prostoriji zbog fotosenzibilnosti (-)-epikatehina i procijanidina B2.
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VAZODILATATORNO DEJSTVO (-)-EPIKATEHINA

Efekat (-)-epikatehina na izolovanoj humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji i humanoj veni
safeni prekontrahovanoj fenilefrinom

(-)-Epikatehin (0,1-500 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao humanu unutras$nju torakalnu
arteriju nezavisno od prisustva endotela (pD- koncentracijski zavisne krive sa endotelom 5,14 + 0,04,
maksimalni efekat 95,7 £ 6,3%; n = 10; odnosno pD. kontrolne krive bez endotela 4,86 = 0,1,
maksimalni efekat 89,7 £ 7,0%; n = 10; Slika 12A), kao i humanu venu safenu nezavisno od prisustva
endotela (pD2 koncentracijski zavisne krive sa endotelom 4,35 + 0,12, maksimalni efekat 91,7 £ 6,3%;
n = 10; odnosno pD: kontrolne krive bez endotela 4,24 + 0,05, maksimalni efekat 87,9 + 5,8%; n = 10;
Slika 12B). pD2 vrednosti i Emax vrednosti se nisu znacajno statisticki razlikovale izmedu uzoraka kod
kojih jeste i kod kojih nije prisutan endotel, nezavisno od tipa ispitivanog krvnog suda (p > 0,05 za sva
poredenja).
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Slika 12. Krive odnosa koncentracije i efekta za (-)-epikatehin generisane na uzorcima humane torakalne arterije
sa i bez endotela (A) i vene safene sa prisutnim i uklonjenim endotelom (B), koji su predhodno kontrahovani

fenilefrinom (10 pM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost + SD od eksperimenata (n =
10) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju.

Pokazano je da je unutrasnja torakalna arterija sa i bez endotela visoko znacajno osetljivija na
(-)-epikatehin u poredenju sa venom safenom (sa i bez endotela) (p < 0,01 za obe; Slika 13A i 13B).

Ispitivanje mehanizma vazodilatatornog dejstva (-)-epikatehina na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji i humanoj veni safeni

Imajuéi u vidu da su preliminarni rezultati sugerisali da (-)-epikatehin svoj efekat na oba
ispitivana krvna suda ostvaruje nezavisno od prisustva endotela, dalja eksperimentalna procedura je
sprovedena na uzorcima kod kojih je endotel bio uklonjen.

Testiran je zna¢aj odgovaraju¢ih K* kanala u (-)-epikatehin indukovanoj dilataciji upotrebom
odgovarajuéih blokatora, kao i dejstvo (-)-epikatehina na ekstracelularni i intracelularni Ca?*.
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Slika 13. Krive odnosa koncentracije i efekta za (-)-epikatehin generisane na uzorcima humane torakalne arterije
(e) i vene safene (m) kada je prisutan endotel (A) i torakalne arterije (o) i vene safene (¥) kada je uklonjen
endotel (B), koji su kontrahovani fenilefrinom (10 uM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja

vrednost £ SD od eksperimenata (n = 10) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na
bazalnu liniju. ** p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).

Uloga odgovarajuéih K* kanala na relaksaciju unutrasnje torakalne arterije i vene safene
prouzrokovanu (-)-epikatehinom

U svrhu ispitivanja tipova K* kanala involviranih u relaksantni efekat (-)-epikatehina na
izolovanoj unutra$njoj torakalnoj arteriji i veni safeni, upotrebljeni su razli¢iti blokatori K* kanala:
GLB, 4-AP, margatoksin i iberiotoksin.

GLB (10 uM), selektivni blokator Katp kanala, pomerio je u desno krivu odnosa koncentracije i
efekta dobijenu na segmentima unutrasnje torakalne arterije (Slika 14A; Tabela 3). Sa druge strane,
ovaj blokator je znacajno smanjio relaksaciju vene safene prouzrokovanu visokim koncentracijama (-)-
epikatehina (Slika 15A; Tabela 4).

4-Aminopiridin (0,5 mM), predominantni blokator Ky kanala, parcijalno je inhibirao
(-)-epikatehinom uzrokovanu relaksaciju unutrasnje torakalne arterije (Slika 14B; Tabela 3), dok je
(-)-epikatehinom-indukovana relaksacija vene safene bila skoro potpuno inhibirana (Slika 15B; Tabela
4).

Margatoksin (10 nM), potentni inhibitor Kv1.3 kanala, znacajno je antagonizovao relaksaciju
unutras$nje torakalne aretrije i vene safene izazvanu (-)-epikatehinom (Slika 14C i 15C; Tabela 3 i 4).

Iberiotoksin (100 nM), visoko selektivan blokator BKca kanala, je skoro potpuno blokirao
relaksaciju intrizi¢ne torakalne arterije i butne vene prouzrokovanu (-)-epikatehinom (Slika 14D i 15D;
Tabela 3 i 4).

Nakon pretretmana unutrasnje torakalne arterije sa GLB (p < 0,05), 4-AP (p < 0,01),
margatoksinom (p < 0,01) ili iberiotoksinom (p < 0,01) pokazano je pomocu ANOVA testa sa
ponavljanjem da postoji statisticki signifikantno znacajna razlika u odnosu na kontrolnu krivu. Sli¢no,
pretretman vene safene sa bilo kojim pomenutim blokatorom K* kanala, pravio je statisticki
signifikantnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0,01 za sva poredenja).
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Slika 14. Krive odnosa koncentracije i efekta za (-)-epikatehin generisane na uzorcima unutrasnje torakalne
arterije sa uklonjenim endotelom koja je predhodno kontrahovana fenilefrinom (10 uM) kada je prisutan i kada
je odsutan (A) glibenklamid (10 uM); (B) 4-aminopiridin (4-AP, 0,5 mM); (C) margatoksin (10 nM) i (D)
iberiotoksin (100 nM). Svaka tac¢ka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost = SD od eksperimenata (n
= 5-8) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju. * p < 0,05 ** p <
0,01 u poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Slika 15. Krive odnosa koncentracije i efekta za (-)-epikatehin generisane na uzorcima vene safene sa
uklonjenim endotelom koja je predhodno kontrahovana fenilefrinom (10 uM) kada je prisutan i kada je odsutan
(A) glibenklamid (10 uM); (B) 4-aminopiridin (4-AP, 0,5 mM); (C) margatoksin (10 nM) i (D) iberiotoksin (100
nM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost = SD od eksperimenata (n = 5-8) i predstavlja
procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom
krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Tabela 3. Efekat agenasa koji blokiraju kanale za K* na dilataciju izolovane torakalne artrerije prouzrokovane

(-)-epikatehinom.

n pD2 Emax (%)
Kontrola E 6 4,81+0,08 90,8+6,1
Iberiotoksin 100 nM 6 nr 9,7+3,8**
Kontrola E 8 4,81+0,09 89,3%6,6
Glibenklamid 10 uM 8 3,87+0,09* 66,8+3,6*
Kontrola E- 6 4,79+0,06 88,5+4,9
4-Aminopiridin 0,5 mM 6 nr 26,8+5,8**
Kontrola E- 5 4,82+0,08 87,8+6,7
Margatoksin 10 nM 5 nr 27,2+4 8**

Rezultati su prikazani kao SV + SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD,= -log ECso; Emax, maksimalna
dilatacija; E-, uzorak sa uklonjenim endotelom; nr, nije se moglo preracunati (efikasnost je bila jako mala); * p

< 0,05; ** p < 0,01 u poredenju na kontrolom (t-test).

Tabela 4. Efekat agenasa koji blokiraju kanale za K* na dilataciju vene safene prouzrokovane (-)-epikatehinom.

n pD2 Emax (%)
Kontrola E- 6 4,29+0,08 88,0+5,1
Iberiotoksin 100 nM 6 nr 17,3+7,3**
Kontrola E- 8 4,29+0,10 88,245,1
Glibenklamid 10 uM 8 3,34+0,23** 49,445 6**
Kontrola E- 8 4,31+0,06 88,5+6,2
4-Aminopiridin 0,5 mM 8 nr 14,3+7,1**
Kontrola E- 5 4,30+0,08 88,8+2,7
Margatoksin 10 nM 5 nr 29,7+£7,8**

Rezultati su prikazani kao SV £ SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD,= -log ECso; Emax, maksimalna
dilatacija; E°, uzorak sa uklonjenim endotelom, nr, nije se moglo preracunati (efikasnost je bilajako mala); * p

< 0,05; ** p < 0,01 u poredenju na kontrolom (t-test).
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Efekat (-)-epikatehina na influks ekstracelularnog Ca®* u glatke misi¢ne celije

Nakon Kkontrakcije uzrokovane visokim K*, dodavanje (-)-epikatehina (0,1-500 pM)
indukovalo je parcijalnu dilataciju torakalne arterije (Slika 16A; Tabela 5) i koncentracijski-zavisnu
relaksaciju vene safene (Slika 17A; Tabela 5). Nakon inkubacije sa nifedipinom (1 uM), blokatorom
voltazno-zavisnih Ca®* kanala L-tipa, prstenovi vene safene i unutra$nje torakalne arterije se nisu
kontrahovali dodatkom 80 mM K™ (podaci nisu prikazani).

Nifedipin (1 uM) je delimi¢no antagonizovao relaksantni efekat (-)-epikatehina na izolovanim
segmentima vene safene kontrahovanim fenilefrinom (pD2 = 4,18 £ 0,08; Emax = 88,7 £ 6,1% u
kontrolnoj seriji eksperimenata vs. pD2 = 2,29 + 0,13; Emax = 46,7 £ 9,7% u prisustvu nifedipina; p <
0,01 zaoba; n=5 zaoba) (Slika 17B).

Dvofaktorska analiza varijanse sa ponavljanjem je pokazala da nakon inkubacije nifedipina
statisticki je signifikantna razlika u poredenju sa kontrolom na veni safeni (p < 0,01).

Prekontrahovano fenilefrinom u Krebsu bez Ca2+
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Slika 16. Krive odnosa koncentracije i efekta za (-)-epikatehin generisane na uzorcima torakalne arterije (A)
prekontrahovane sa 80 mM K*; (B) prekontrahovane fenilefrinom (10 uM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom
rastvoru bez Ca?*; (C) prekontrahovane kofeinom (25 mM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*;
(D) prekontrahovane fenilefrinom u prisustvu i odsustvu tapsigargina (I pM) u normalnom Krebs-Ringer
bikarbonatnom rastvoru. Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost + SD od eksperimenata (n
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= 5-7) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju. * p < 0,05 u poredenju
sa kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Slika 17. Krive odnosa koncentracije i efekta za (-)-epikatehin generisane na uzorcima humane vene safene
(A) prekontrahovane sa 80 mM K*; (B) prekontrahovane fenilefrinom u prisustvu i odsustvu nifedipina (1 uM);
(C) prekontrahovane fenilefrinom (10 pM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*;
(D) prekontrahovane kofeinom (25 mM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*; (E) prekontrahovane
fenilefrinom u prisustvu i odsustvu tapsigargina (1 uM) u normalnom Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru.
Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost + SD od eksperimenata (n = 5-9) i predstavlja
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procenat maksimalno moguée dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom
krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
Efekat (-)-epikatehina na oslobadanje intracelularnog Ca®* u glatkim misi¢nim céelijama

U Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*, (-)-epikatehin (0,1-500 pM) je izazvao
koncentracijski-zavisnu relaksaciju unutra$nje torakalne arterije, prethodno kontrahovane fenilefrinom
(10 uM) ili kofeinom (25 mM) (Slika 16B i 16C; Tabela 5). Dodavanje (-)-epikatehina izolovanim
segmentima vene safene, u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*, uzrokovalo je
parcijalnu relaksaciju prstenova prethodno kontrahovanih fenilefrinom, dok u slucaju prethodne
kontrakcije kofeinom, (-)-epikatehin nije pokazao nikakav relaksantni efekat (Slika 17C i 17D;
Tabela 5).

Tapsigargin (1 uM), inhibitor SERCA, je blago antagonizovao (-)-epikatehinom-indukovanu
relaksaciju izolovanih segmenata unutra$nje torakalne arterije prekontrahovane fenilefrinom u
normalnom Krebs-Ringervom bikarbonatnom rastvoru (pD2 = 4,83 + 0,13; Emax = 89,3 £ 6,4% u
kontrolnoj seriji eksperimenata vs. pD2 = 4,14 £ 0,10; Emax = 62,0 = 4,3% u prisustvu tapsigargina;
p < 0,05 za oba; n = 5 za oba) (Slika 16D). Sa druge strane, relaksacija vene safene izazvana
(-)-epikatehinom, pod istim uslovima, je bila znatno redukovana prisustvom tapsigargina (Emax = 88,2 +
6,3% u kontrolnoj seriji eksperimenata vs. Emax = 28,5 £ 6,1% u prisustvu tapsigargina; p <0,01; n=6
za oba) (Slika 17E).

Dvofaktorska analiza varijanse sa ponavljanjem pokazala je da je tretman tapsigarginom doveo
do statisticki signifikantne razlike, kako na unutraS$njoj torakalnoj arteriji (p < 0,05), tako 1 na veni
safeni (p < 0,01) u poredenju sa kontrolom.

Tabela 5. (-)-Epikatehinom izazvana relaksacija prstenova izolovane humane unutrasnje torakalne arterije i vene
safene prekontrahovane fenilefrinom ili kofeinom u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca?, ili
visokim K* u normalmom Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru.

n pDZ Emax (%)

Humana unutrasnja torakalna arterija

(1) Fenilefrin (10 pM) 7 4,86+0,05 88,0+7,7

(2) Kofein (25 mM) 5 5,51+0,01 100,0£2,9

(3) K* (80 mM) 6 3,61+0,14 55,5+6,7
Humana vena safena

(1) Fenilefrin (10 uM) 7 3,55+0,13 54,679

(2) Kofein (25 mM) 3 nr 0,0+0,0

(3) K* (80 mM) 9 3,67+0,04 65,5+7,7

Rezultati su prikazani kao SV + SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD,= -log ECso; Emax, maksimalna
relaksacija; nr, nije racunato (zbog male efikasnosti); (1) Preparati su prekontrahovani fenilefrinom u Krebs-
Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca®*; (2) Preparati su prekontrahovani kofeinom u Krebs-Ringerovom
bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*; (3) Preparati su prekontrahovani K* (80 mM).
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VAZODILATATORNO DEJSTVO PROCIJANIDINA B2

Efekat procijanidina B2 na izolovanim segmentima humane intrizi¢ne torakalne arterije i vene
safene ¢oveka prekontrahovanim fenilefrinom

Procijanidin B2 (0,001 uM-3 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao humanu unutra$nju
torakalnu arteriju sa endotelom, dok je efekat relaksacije bio znacajno smanjen nakon uklanjanja
endotela (pD2 kontrolne krive sa endotelom 6,99 + 0,02, maksimalni efekat 93,9 £+ 6,9%; n = 10; dok je
maksimalni efekat kontrolne krive bez endotela 18,9 + 7,0%; n = 10; Slika 18A). Slican efekat
procijanidin B2 prouzrokuje i na humanoj veni safeni (pD2 kontrolne krive sa endotelom 6,86 + 0,06,
maksimalni efekat 89,7 = 6,2%; n = 10; dok je maksimalni efekat kontrolne krive bez endotela 23,0 +
4,8%; n = 10; Slika 18B). Vrednosti maksimalnih relaksacija su bili signifikantno razliiti na uzorcima
sa prisutnim i uklonjenim endotelom na oba krvna suda (p < 0,01 za oba).
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Slika 18. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na uzorcima torakalne arterije (A) i
vene safene (B) sa i bez endotela, prekontrahovane fenilefrinom (10 puM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne
krive je srednja vrednost = SD od eksperimenata (n = 10) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije
do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).

Osetljivost na delovanje procijanidina B2 oba ispitivana krvna suda (i kada je endotel prisutan i
kada je uklonjen) nije bila signifikantno razli¢ita (p > 0,05 za sva poredenja; Slike 19A i 19B).

Ispitivanje mehanizma vazodilatatornog dejstva procijanidina B2 na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji i humanoj veni safeni

Imajuéi u vidu da su preliminarni rezultati sugerisali da procijanidin B2 svoj efekat na oba
ispitivana krvna suda ostvaruje zavisno od prisustva endotela, dalja eksperimentalna procedura je
sprovedena na uzorcima kod kojih endotel nije bio uklonjen.

Testiran je znafaj razli¢itih komponenti cGMP puta i prostaciklina, kao i odgovaraju¢ih K*
kanala u procijanidin B2 indukovanoj dilataciji upotrebom odgovarajucih blokatora/inhibitora. Takode,
proucavan je i uticaj procijanidina B2 na ekstracelularni i intracelularni Ca?*.
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Slika 19. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima torakalne arterije (o)
i vene safene (o) u prisustvu endotela (A) i torakalne arterije (e) i vene safene (m) sa uklonjenim endotelom (B),
koji su predhodno kontrahovani fenilefrinom (10 uM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja

vrednost £ SD od eksperimenata (n = 10) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na
bazalnu liniju.

Uloga razlicitih komponenti cGMP puta i prostaciklina u relaksaciji torakalne artrerije i vene safene
prouzrokovanoj procijanidinom B2

Da bi ispitali uloge razli¢itih komponenti cGMP puta i prostaciklina u vazorelaksantnom efektu
procijanidina B2 na izolovanim segmentima oba krvna suda, koristili smo sledece inhibitore/blokatore:
L-NAME, hidroksokobalamin, ODQ, indometacin i apamin/TRAM-34 kombinaciju.

L-NAME (100 pM), inhibitor eNOS, ili hidroksokobalamin (3 uM), hvata¢ NO, su skoro
potpuno redukovali relaksantni efekat procijanidina B2 na izolovanim segmentima unutrasnje torakalne
arterije i vene safene (Slika 20A i 21A; Tabela 6 i 7).

ODQ (10 uM), inhibitor solubilne GC, je znacajno antagonizovao procijanidinom B2-
indukovanu relaksaciju unutrasnje torakalne arterije (Slika 20A; Tabela 6). Sa druge strane, relaksacija
izolovanih segmenata vene safene je prisustvom ODQ delimi¢no redukovana (Slika 21A; Tabela 7).

Indometacin (10 uM), reverzibilni inhibitor COX, je na segmentima unutraSnje torakalne
arterije skoro ponistio efekte izazvane nizim koncentracijama procijanidina B2, dok su efekti viSih
koncentracija bili delimi¢no umanjeni (Slika 20B; Tabela 6). Na segmentima vene safene,
indometacinom su blago, ali statisticki znacajno, redukovani samo efekti prouzrokovani viSim
koncentracijama procijanidina B2 (Slika 21B; Tabela 7).

Dodatak apamina (50 nM), selektivnog blokatora SKcas, i TRAM-a 34 (10 uM), selektivnog
blokatora 1Kca, sa ve¢ prisutnim L-NAME i indometacinom, rezultovao je statisticki znacajno
redukovanje maksimalnog efekta procijanidinom B2-indukovane relaksacije venskog grafta, ali ne i
arterijskog grafta (Slika 20C i 21C; Tabela 6 i 7).
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Slika 20. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima torakalne arterije
prekontrahovane fenilefrinom sa endotelom kada je prisutan i odsutan (A) L-NAME (10 uM),
hidroksokobalamina (3 pM), ili ODQ (10 pM); (B) indometacina (Indo, 10 uM) i (C) kombinacije indometacina
(10 uM) i L-NAME (100 uM) sa ili bez apamina (50 nM) i TRAM-a-34 (10 pM). Svaka tacka koncentarcijski
zavisne krive je srednja vrednost £ SD od eksperimenata (n = 4-7) i predstavlja procenat maksimalno moguce

dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa
ponavljanjem).
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Slika 21. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima vene safene
prekontrahovane fenilefrinom sa endotelom kada je prisutan i odsutan (A) L-NAME (10 uM),
hidroksokobalamina (3 uM), ili ODQ (10 uM); (B) indometacina (Indo, 10 uM) i (C) kombinacije indometacin
(10 uM) i L-NAME (100 uM) sa ili bez apamina (50 nM) i TRAM-a-34 (10 pM). Svaka tacka koncentarcijski
zavisne krive je srednja vrednost £ SD od eksperimenata (n = 4-7) i predstavlja procenat maksimalno moguce
dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa
ponavljanjem).

Kada se na oba krvna suda uradi pretretman sa L-NAME, hidroksokobalaminom ili ODQ
ANOVA testom sa ponavljanjem je pokazano da postoji signifikantna razlika u odnosu na kontrolu (p
< 0,01 za sva poredenja), a isti se rezultat dobije pretretmanom artreijskog grafta indometacinom (p <
0,01 u odnosu na kontrolu). Suprotno, kada se na venskom graftu uradi pretretman sa indometacinom,
ovaj test ne pokazuje signifikantnu razliku u odnosu na kontrolu. Sli¢no, kada se na oba ispitivana
krvna suda dodatno doda apamin i TRAM-34, nema statisticki znacajne razlike u odnosu na pretretman
samo kombinacijom L-NAME/indometacin (p > 0,05 za sva poredenja).
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Tabela 6. Uloga razli¢itih komponenti cGMP puta i prostaciklina u relaksaciji humane unutra$nje torakalne
arterije prouzrokovanoj procijanidinom B2.

n pD2 Emax (%)
Kontrola E* 7 6,99+0,02 93,4+5,8
L-NAME 100 uM 7 nr 25,5+5,0**
Kontrola E* 7 6,98+0,03 92,946,1
Hidroksokobalamin 3 pM 7 nr 35,6+7,3**
Kontrola E* 6 6,96+0,02 94,8+4,9
ODQ 10 uM 6 nr 39,9+4,8**
Kontrola E* 5 7,01+0,03 93,3%6,2
Indometacin 10 pM 5 6,38+0,06** 76,1+6,9*
Kontrola E* 4 7,03+0,08 93,5+8,3
L-NAME 100 pM +
Indometacin 10 uM 4 nr 19,545,5**
L-NAME 100 uM +
Indometacin 10 uM +
Apamin 50 nM +
TRAM-34 10 uM 4 nr 16,5+4,6**

Rezultati su prikazani kao SV % SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
prisutan endotel; L-NAME, Nw-nitro-L-arginin metil estar; ODQ, 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a/kvinoksalin-1-
on; Nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti; * p < 0,05; ** p < 0,01 u odnosu na kontrolu (t-test).
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Tabela 7. Znacaj razli¢itih komponenti cGMP puta i prostaciklina u dilataciji butne vene prouzrokovanoj
procijanidinom B2.

n pD2 Emax (%)
Kontrola E* 6 6,89+0,02 89,6+5,6
L-NAME 100 uM 6 nr 42,1+4,8**
Kontrola E* 6 6,90+0,03 91,346,1
Hidroksokobalamin 3 uM 6 nr 36,5+3,5**
Kontrola E* 5 6,91+0,02 94,645,2
ODQ 10 uM 5 5,14+0,04** 53,6+6,5*
Kontrola E* 7 6,82+0,10 88,5+5,9
Indometacin 10 pM 7 6,57+0,07 65,3+4,8*
Kontrola E* 4 6,90+0,03 90,5+3,4
L-NAME 100 pM +
Indometacin10 pM 4 nr 29,4+4 5**
L-NAME 100 uM +
Indometacin 10 uM +
Apamin 50 nM +
TRAM-34 10 uM 4 nr 18,4+3,5**#

Rezultati su prikazani kao SV + SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
prisutan endotel; L-NAME, Nw-nitro-L-arginin metil estar; ODQ, 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a/kvinoksalin-1-
on; Nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti; * p < 0,05, ** p < 0,01 u odnosu na kontrolu (t-test).

Ispitivanje uloga razlic¢itih K* kanala u procijanidin B2-indukovanoj dilataciji venskog i artrerijskog
grafta upotrebom odgovarajucih selektivnih blokatora

U cilju ispitivanja uloga razli¢itih K* kanala u procijanidin B2-indukovanoj dilataciji venskog i
artrerijskog grafta upotrebljeni su razli¢iti blokatori K™ kanala: GLB, 4-AP i iberiotoksin.

4-AP (0,5 mM) je blago, ali znacajno smanjio maksimalni efekat relaksacije unutrasnje
torakalne arterije, izazvane procijanidinom B2 (Slika 22A; Tabela 8). Relaksacija vene safene
indukovana procijanidinom B2 je parcijalno, ali znafajno antagonizovana pretretmanom sa ovim
blokatorom (Slika 23A; Tabela 9).

Glibenklamid (10 uM) je relaksaciju unutra$nje torakalne arterije, izazvanu procijanidinom B2,
parcijalno inhibirao, dok je relaksacija vene safene prisustvom ovog blokatora znacajno inhibirana
(Slika 22C i 23C; Tabela 81 9).

Iberiotoksin (100 nM) je gotovo potpuno antagonizovao procijanidinom B2-indukovanu
relaksaciju kako arterijskog tako i venskog grafta (Slika 22E i 23E; Tabela 8 i 9).

Kada se na oba krvna suda uradi pretretman iberiotoksinom ili glibenklamidom ANOVA testom
sa ponavljanjem je pokazano da postoji signifikantna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,01 za sva
poredenja), a sliCan se rezultat dobije pretretmanom venskog grafta 4-aminopiridinom (p < 0,05 u
odnosu na kontrolu).
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Slika 22. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima unutrasnje torakalne
arterije sa prisutnim endotelom prekontrahovani fenilefrinom u odsustvu i prisustvu (A) 4-aminopiridina (4-AP,
0,5 mM);(C) glibenklamida (GLB, 10 pM) ili (E) iberiotoksina (100 nM) i efekti pretretmana sa L-NAME (100
puM) i indometacinom (Indo, 10 puM) u odsustvu i prisustvu (B) 4-AP (0,5 mM); (D) GLB (10 puM) ili (F)
iberiotoksina (100 nM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost + SD od eksperimenata (n
= 5-9) i predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,05 ** p <
0,01 u poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Slika 23. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima vene safene sa
prisutnim endotelom prekontrahovane fenilefrinom u odsustvu i prisustvu (A) 4-aminopiridina (4-AP, 0,5 mM);
(C) glibenklamida (GLB, 10 uM) ili (E) iberiotoksina (100 nM) i efekti pretretmana sa L-NAME (100 uM) i
indometacinom (Indo, 10 pM) u odsustvu i prisustvu (B) 4-AP (0,5 mM); (D) GLB (10 uM) ili (F) iberiotoksina
(100 nM). Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost £ SD od eksperimenata (n = 5) i
predstavlja procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,05 ** p < 0,01 u
poredenju sa kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Tabela 8. Procijanidinom B2- indukovana relaksacija unutraSnje torakalne artrerije u prisustvu odgovaraju¢ih
blokatora K* kanala

n pD2 Emax (%)
Kontrola E* 5 7,02+0,03 94,5+6,9
Iberiotoksin 100 nM 5 nr 24,9+6,7**
Kontrola E* 7 6,94+0,04 94,0+6,0
Glibenklamid 10 uM 7 5,65+0,32** 51,6+6,2**
Kontrola E* 9 6,98+0,04 93,845,7
4-Aminopiridin 0,5 mM 9 6,60+0,15 73,4+7,1*

Rezultati su prikazani kao SV * SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
prisutan endotel; nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti; * p < 0,05, ** p < 0,01 u odnosu na kontrolu (t-
test).

Tabela 9. Procijanidinom B2- indukovana relaksacija humane vene safene u prisustvu odgovarajucih blokatora
K* kanala

n pD2 Emax (%)
Kontrola E* 5 6,91+0,03 88,8+3,7
Iberiotoksin 100 nM 5 nr 22,6+£3,5**
Kontrola E* 5 6,83+0,05 93,0+5,9
Glibenklamid 10 uM 5 nr 47,246 5**
Kontrola E* 5 6,85+0,04 86,5+5,3
4-Aminopiridin 0,5 mM 5 5,84+0,06** 55,6+5,5**

Rezultati su prikazani kao SV % SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
prisutan endotel; nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti; * p < 0,05, ** p < 0,01 u odnosu na kontrolu (t-
test).

Ispitivanje uloga razlicitih K* kanala u procijanidin B2-indukovanoj dilataciji venskog i artrerijskog
grafta upotrebom odgovarajucih selektivnih blokatora u prisustvu kombinacije L-NAME/indometacin

U prisustvu L-NAME i indometacina, procijanidinom B2-indukovana relaksacija unutrasnje
torakalne arterije je bila potpuno antagonizovana dodatkom glibenklamida (Slika 22D; Tabela 10), dok
je relaksacija vene safene dodatnim prisustvom ovog blokatora bila znacajno redukovana (Slika 23D,
Tabela 11). Suprotno, dodatkom 4-aminopiridina ili iberiotoksina, relaksacija prouzrokovana
procijanidinom B2 je bila skoro nepromenjena na oba krvna suda (Slika 22B,22F,23B,23F; Tabele 10 i
11).
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Kada se na oba ispitivana krvna suda dodatno doda 4-AP ili iberiotoksin, ANOVA test sa
ponavljanjem pokazuje da nema statisticki znacajne razlike u odnosu na pretretman samo
kombinacijom L-NAME/indometacin (p > 0,05 za sva poredenja). Suprotno, dodatna inkubacija
glibenklamidom daje statisticki znacajnu razliku u odnosu na pretretman samo kombinacijom L-
NAME/indometacin (p < 0,01)

Tabela 10. Uloga razli¢itih K* kanala u procijanidin B2-indukovanoj dilataciji artrerijskog grafta upotrebom
odgovarajuéih selektivnih blokatora u prisustvu kombinacije L-NAME/indometacin

n pD2 Emax (%)
L-NAME 100 uM/Indo 10 uM 4 nr 29,5+8,2
HNAME iogxl\n/z:;dp?nlc(i)lr? g/,IS mM nr 26,5£8,5
L-NAME 100 pM/Indo 10 uM 4 nr 32,3+7,0
C s
L-NAME 100 uM/Indo 10 uM 4 nr 27,816,7
L-NAME 100 pM/Indo 10 uM nr 0,040,0%*

+ Glibenklamid 10 uM

Rezultati su prikazani kao SV % SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
prisutan endotel; nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti;** p < 0,01 u odnosu na pretretman samo sa
kombinacijom L-NAME/indometacin (t-test).

Tabela 11. Uloga razli¢itih K* kanala u procijanidin B2-indukovanoj dilataciji venskog grafta upotrebom
odgovarajuéih selektivnih blokatora u prisustvu kombinacije L-NAME/indometacin

n pD; Emax (%)
L-NAME 100 pM/Indo 10 uM 5 nr 25,5%4,2
HNAME ]J-roj)f,%\I\rf\/l:::)dp?rllc?lrh1 '(\)/,IS mM ° nr 23,5£5,5
L-NAME 100 pM/Indo 10 uM 4 nr 30,3+4,0
Cw o ases
L-NAME 100 pM/Indo 10 uM 7 nr 28,3487
L-NAME 100 pM/Indo 10 uM 7 ar 7.148,9%*

+ Glibenklamid 10 uM

Rezultati su prikazani kao SV % SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
prisutan endotel; nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti; ** p < 0,01 u odnosu na pretretman samo sa
kombinacijom L-NAME/indometacin (t-test).
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Uticaj procijanidina B2 na influks ekstracelularnog Ca?* u glatke misiéne celije

Nakon kontrakcije uzrokovane visokim KT, dodavanje procijanidina B2 (0,001-3 uM)
indukovalo je parcijalnu koncentracijski-zavisnu relaksaciju unutra$nje torakalne arterije (Slika 24A,
Tabela 12) i vene safene (Slika 25A; Tabela 12). Nakon inkubacije sa nifedipinom (1 pM), prstenovi
oba krvna suda se nisu kontrahovali dodatkom 80 mM K* (podaci nisu prikazani).

Nifedipin (1 pM) je na unutrasnjoj torakalnoj arteriji znacajno uticao samo na relaksacije
uzrokovane najvi$im koncentracijama procijanidina B2 (Slika 24B; Tabela 13), dok je koncentracijski-
zavisna kriva, dobijena na preparatima vene safene, pomerena u desno, uz smanjenje maksimalnog
efekta (Slika 25B; Tabela 13).

Kada se na oba krvna suda uradi pretretman nifedipinom ANOVA testom sa ponavljanjem je
pokazano da postoji signifikantna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05 za oba).

Efekat procijanidina B2 na oslobadanje intracelularnog Ca** u glatkim misicnim céelijama

U Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*, dodavanje kumulativnih koncentracija
procijanidina B2 uzrokovalo je koncentracijski-zavisnu relaksaciju arterijskog grafta, prethodno
kontrahovane fenilefrinom (10 uM) (Slika 24C; Tabela 12), dok na kontrakciju indukovanu kofeinom
(25 mM) nije bilo uticaja (Slika 24D; Tabela 12). U slucaju vene safene, kumulativno dodavanje
procijanidina B2 pod istim uslovima, uzrokovalo je parcijalnu relaksaciju segmenata prethodno
kontrahovanih i fenilefrinom i kofeinom (Slika 25C i 25D; Tabela 12).

U normalnom Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru, tapsigargin (1 puM) je potpuno
onemogucio relaksaciju unutra$nje torakalne arterije uzrokovanu niskim koncentracijama procijanidina
B2, a prethodno kontrahovane fenilefrinom. Vazorelaksantni efekat ve¢ih koncentracija procijanidina
B2 (1-3 uM) bio je znaajno umanjen u poredenju sa kontrolom (Slika 24E; Tabela 13). Sa druge
strane, relaksacija vene safene prouzrokovana procijanidinom B2 je prisustvom tapsigargina drasti¢no
redukovana (Slika 25E; Tabela 13).

Kada se na oba krvna suda uradi pretretman tapsigarginom ANOVA testom sa ponavljanjem je
pokazano da postoji signifikantna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,01 za oba).
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Slika 24. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima unutrasnje torakalne
arterije (A) prekontrahovane K* (80 mM); (B) prekontrahovane fenilefrinom u prisustvu i odsustvu nifedipina
(I uM); (C) prekontrahovane fenilefrinom (10 uM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*;
(D) prekontrahovane kofeinom (25 mM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*; (E) prekontrahovane
fenilefrinom u prisustvu i odsustvu tapsigargina (1 uM) u normalnom Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru.
Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost £ SD od eksperimenata (n = 4-9) i predstavlja

procenat maksimalno moguce dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,05 ** p < 0,01 u poredenju sa
kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Slika 25. Krive odnosa koncentracije i efekta za procijanidin B2 generisane na segmentima vene safene (A)
prekontrahovane K* (80 mM); (B) prekontrahovane fenilefrinom u prisustvu i odsustvu nifedipina (1 uM); (C)
prekontrahovane  fenilefrinom (10 uM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca*;
(D) prekontrahovane kofeinom (25 mM) u Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*; (E) prekontrahovane
fenilefrinom u prisustvu i odsustvu tapsigargina (1 uM) u normalnom Krebs-Ringer bikarbonatnom rastvoru.
Svaka tacka koncentarcijski zavisne krive je srednja vrednost = SD od eksperimenata (n = 4-8) i predstavlja
procenat maksimalno mogucée dilatacije do povratka na bazalnu liniju. ** p < 0,05 ** p < 0,01 u poredenju sa
kontrolnom krivom (ANOVA sa ponavljanjem).
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Tabela 12. Procijanidinom B2 izazvana relaksacija prstenova arterijskog i venskog grafta prekontrahovanog
fenilefrinom ili kofeinom u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca?", ili visokim K* u normalmom

Krebs-Ringerovom bikarbonathom rastvoru.

n pD2 Emax (%)

Humana unutrasnja torakalna arterija

(1) Fenilefrin (10 pM) 6 6,64+0,03 90,5+8,0

(2) Kofein (25 mM) 4 nr 0,0+0,0

(3) K* (80 mM) 9 5,65+0,32 55,5+7,7
Humana vena safena

(1) Fenilefrin (10 uM) 4 5,89+0,11 57,8+3,0

(2) Kofein (25 mM) 4 6,73+0,03 93,6+9,1

(3) K* (80 mM) 8 6,73+0,06 73,7%6,5

Rezultati su prikazani kao SV + SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; nr, ne moze se dobiti zbog
male efikasnosti (1) Preparati su prekontrahovani fenilefrinom u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru
bez Ca?* (2) Preparati su prekontrahovani kofeinom u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru bez Ca®*; (3)

Preparati su prekontrahovani K* (80 mM).

Tabela 13. Uticaj procijanidina B2 na intracelularni i ekstracelularni Ca?* artreijskog i venskog grafta

n pDZ Emax (%)
Humana unutrasnja torakalna arterija
Kontrola E* 5 6,95+0,08 94,5+5,2
Nifedipin 1 uM 5 6,90+0,10 71,0+4,3*
Kontrola E* 8 7,00£0,04 93,5+6,9
Tapsigargin 1 uM 8 nr 43,145,2**
Humana vena safena
Kontrola E* 5 6,88+0,04 89,5+6,9
Nifedipin 1 uM 5 6,24+0,06* 62,545,5*
Kontrola E* 5 6,81+0,09 89,615,6
Tapsigargin 1 uM 5 nr 16,4+3,2**

Rezultati su prikazani kao SV = SD. n, ukupno eksperimentalnih procedura; pD. vrednost se dobija negativnim
logaritmovanjem srednje efektivne koncentracije; Emax, najveca postignuta dilatacija; E*, segmenti kod kojih je
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prisutan endotel; nr, ne moze se dobiti zbog male efikasnosti; * p < 0,05; ** p < 0,01 u odnosu na kontrolu (t-
test).
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DISKUSIJA



Poslednjih dvadesetak godina flavanoli su jedna od najceSce ispitivanih grupa flavonoida u
biomedicinskim naukama. Pretragom PubMed indeksne baze podataka na temu ,.flavonoidi i njihovi
bioloski efekti*“, dobija se preko 1200 publikovanih radova. Podaci o dilatatornom efektu pojedinac¢nih
flavonoida na izolovanim humanim krvnim sudovima su minimalni i dosta oskudni (Goncalves i sar.,
2009), dok, prema dostupnim podacima, naSa studija je prva koja je ispitivala dejstvo nekog flavanola
na krvnim sudovima humanog porekla. Prvi put je pokazan relaksantni efekat i mehanizmi delovanja
(-)-epikatehina na venskom i arterijskom bajpas graftu, dok je relaksantni potencijal katehina do sada
dokumentovan na viSe tipova arterijskih krvnih sudova animalnog porekla (Aggio i sar., 2003; Duarte i
sar., 1993; Huang i sar., 1998,1999,2000). Dodatno, ovo istrazivanje predstavlja jedno od malobrojnih
koje je ispitivalo vazorelaksantna svojstva izolovanog procijanidina i njegove moguce mehanizme
delovanja. Naime, prethodno saopsSteni rezultati su ukazali da ekstrakti razliitog porekla bogati
procijanidinima indukuju snaznu endotel-zavisnu relaksaciju vise tipova krvnih sudova (Aldini i sar.,
2003; Byun i sar., 2014; Matsui i sar., 2009). Medutim, u vecini studija, krvni sudovi su bili animalnog
porekla i koriS¢eni su biljni ekstrakti, tako da nije bilo mogucée proceniti doprinos individualnih
supstanci ukupnom vazorelaksantnom efektu.

Koncentracijski-zavisne krive relaksacije dobijene u nasoj studiji pokazuju da su prvi merljivi
efekti (-)-epikatehina na unutrasnjoj torakalnoj arteriji i veni safeni vidljivi pri koncentracijama 0,3 i
1 UM, redom, dok procijanidin B2 svoj pocetni efekat ostvaruje pri koncentraciji 3 nM, na oba krvna
suda. U ve¢em broju humanih studija baziranim na dijetarnim intervencijama, izmerena koncentracija
(-)-epikatehina u plazmi nakon unosa crne ¢okolade, je u opsegu mikromolarnih koncentracija, dok
procijanidin B2 dostize niske nanomolarne koncentracije (Baba i sar., 2000; Richelle i sar., 1999).
Imajuéi ovo u vidu, moze se pretpostaviti da (-)-epikatehin i procijanidin B2, kod pojedinaca Kkoji
redovno konzumiraju hranu bogatu flavanolima, moze imati znac¢ajan uticaj na vaskularni tonus.

Kona¢no, posto se humana unutra$nja torakalna aretrija i vena safena najcéeSce Koriste kao
graftovi tokom bajpas operacije, pokazan relaksantni efekat indukovan ispitivanim flavanolima mogao
bi zna¢ajno da doprinese produzenju njihove dugoro¢ne prohodnosti.

MEHANIZAM VAZODILATATORNOG EFEKTA (-)-EPIKATEHINA NA IZOLOVANIM
SEGMENTIMA VENE SAFENE I UNUTRASNJE TORAKALNE ARTERIJE

Uklanjanje endotela nije znacajno uticalo na relaksaciju arterijskog i venskog grafta izazvanu
(-)-epikatehinom, §to jasno ukazuje da je mehanizam vazodilatacije endotel-nezavisan. Ovakav rezultat
je saglasju sa nalazom rada Duarte i sar. (1993), prve studije koja je proucavala efekat (-)-epikatehina
na nekom izolovanom krvnom sudu (aorta pacova). Medutim, u literaturi se mogu naci i nalazi koji
ukazuju na znacajan uticaj (-)-epikatehina na sintezu i oslobadanje relaksantnih faktora poreklom iz
endotela, prvenstveno NO (Aggio i sar., 2013; Huang i sar., 2000, 1999). Razlog tome moze biti
razli¢it stepen endotelne disfunkcije izolovanih preparata, koja dovodi do znacajne varijabinosti u
endotel-zavisnoj relaksaciji (Hurauk i sar., 1999). Stepen endotelne disfunkcije je u jakoj pozitivnoj
korelaciji sa prisustvom razli¢itih faktora rizika, kao $to su povecan serumski holesterol, pusenje,
hipertenzija, pozitivna porodi¢na anamneza, ishemijska bolest srca ili starost pacijenta (Vita i sar.,
1990). Kako vecina pacijenata u ovoj studiji ima jedan ili viSe faktora rizika, moguce je da je kod njih
prisutna disfunkcija endotela u odredenom stepenu, te bi endotel-nezavisno delovanje (-)-epikatehina
moglo imati veliki terapijski 1 klini¢ki potencijal.

Podaci iz eksperimentalnih studija ukazuju da je delovanje (-)-epikatehina tkivno- i vrsta-
specificno. Tako, na primer, potentnost (-)-epikatehina pokazana na intrizi¢noj torakalnoj arteriji (7,4
MM i 13,8, uM, sa prisutnim i uklonjenjim endotelom, redom) veca je u poredenju sa potentnoscu
izmerenom na mezenteri¢noj arteriji pacova (199 uM i 398 uM, sa i bez endotela, redom) (Huang i
sar., 2000). Dalje, efikasnost (-)-epikatehina je u studiji na aorti pacova (Emax = 46,3%) (Aggio i sar.,
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2013) bila znac¢ajno manja nego u nasoj studiji na izolovanim segmentima unutrasnje torakalne arterije
(Emax = 95,7%) i vene safene (Emax = 91,3%). Konacno, poredenjem srednjih efektivnih koncentracija
(-)-epikatehina dobijenih na izolovanim segmentima arterijskog grafta sa prisutnim i uklonjenim
endotelom, redom (7,4 mM i 13,8 mM) i venskog grafta sa prisutnim i uklonjenjim endotelom (44,6
mM i 57,5 mM), zakljuéujemo da je unutraSnja torakalna arterija signifikantno osetljivija od vene
safene na delovanje (-)-epikatehina. Objasnjenje za ovo moze biti velika razlika u gradi zida izmedu
arterijske i venske cirkulacije, i to signifikantno veéa prisutnost kolagenih vlakana, manja zastupljenost
elasticnih vlakana i glatke muskulature, manja osetljivost na delovanje cirkuliSu¢ih vazodilatatornih
metabolita kod vena u odnosu na arterije (Shapherd i Vanhoutte, 1975; Lewis i Mellander 1962;
Mellander i Lewis, 1963).

U literaturi su opisani razli¢iti mehanizmi kojima je posredovana vazodilatatorna aktivnost
jedinjenja poreklom iz biljaka. Medu najznacajnijima su, pored aktivacije NO/cGMP puta, blokada
Ca?* kanala ili aktivacija K* kanala (Luna-Vazkuez i sar., 2013). Imajuéi u vidu brojne primere
modulacije K™ kanala razli¢itim flavonoidima (Ko i sar., 2009; Matsui i sar., 2009; Saponara i sar.,
2006; Jin i sar; 2007), jedan od podciljeva naSeg istrazivanja bio je da definisemo tipove K* kanala
posredstvom kojih (-)-epikatehin ispoljava svoj vazodilatatorni efekat, $to je postignuto primenom
specificnih blokatora Ky, Katp i Kca kanala.

Da bi ispitali znacaj Kv kanala kori$¢en je 4-aminopiridin u koncentraciji (0,5 mM) u kojoj ima
sposobnost blokade ovih kanala, ali nema efekat na BKca ili Kir kanale (Ko i sar., 2008), niti uti¢e na
funkciju Katp kanala (Kitamura i Kamouchi, 1993). Znacajno smanjenje vazodilatacije unutrasnje
torakalne arterije i vene safene izazvane (-)-epikatehinom u prisustvu 4-aminopiridina ukazuje na
vaznu ulogu Kv kanala u ostvarivanju efekta (-)-epikatehina. Ky kanali, kao najveca grupa K* kanala,
znacajno doprinose regulaciji funkcije vaskularnih glatkih miSi¢a, pa interakcija (-)-epikatehina sa
ovim kanalima moze biti od velikog klini¢kog znacaja (Gutman i sar., 2005).

Najcesce prisutna podvrsta Ky kanala u krvnim sudovima je Ky1, a prema literaturnim izvorima
u humanoj veni safeni i unutras$njoj torakalnoj arteriji znacajno su prisutni Kv1.3 i Kv1.5 kanali
(Bonnet i sar., 2009; Cheong i sar., 2011; Afsar i sar., 2016). Da bi se dalje ispitalo koje podvrste Kv
kanala su potencijalno involvirane u vazorelaksantni efekat (-)-epikatehina, kori$¢en je margatoksin,
selektivan blokator Kv1.3 kanala (Garcia Calvo i sar., 1993). Dobijeni nalazi ukazuju da je margatoksin
skoro u istom stepenu kao 4-AP redukovao relaksantni efekat (-)-epikatehina na oba ispitivana krvna
suda, iz Cega se moze zaklju¢iti da Kv1.3 kanali u mnogome doprinose mehanizmu dejstva (-)-
epikatehina. Inace, Kv1.3 kanali imaju znacajnu ulogu u proliferaciji i migraciji vaskularnih glatkih
misi¢nih Celija, $to moze rezultirati neointimalnom hiperlazijom i daljim remodelovanjem krvnih
sudova (Cheong i sar., 2011).

Katp su jedinstvena klasa jonskih kanala eksprimirana u razli¢itim tkivima, ukljucujuéi sr€ani 1
vaskularni glatki miSi¢. U€estvuju u razli¢itim fizioloSkim procesima, kao Sto je kontrola vaskularnog
tonusa i zastita kardiomiocita od ishemijskog oSteCenja (Martin i sar., 2013). Promena u ekspresiji i
funkciji Katp kanala u direktnoj je korelaciji sa smanjenom vazodilatacijom (Climent etal., 2014). Da
bi ispitali da li Katp kanali doprinose relaksantnom efektu (-)-epikatehina, koristili smo glibenklamid,
selektivni blokator ovih kanala. U naSem istrazivanju, glibenklamid je parcijalno inhibirao
(-)-epikatehinom indukovanu relaksaciju unutraSnje torakalne arterije, dok je na veni safeni znacajno
redukovao samo maksimalni efekat relaksacije. Ovi nalazi sugerisu da su Katp kanali, bar delimicno,
ukljuceni u efekat (-)-epikatehina na arterijskom krvnom sudu, a da znacajnu ulogu u dilataciji venskog
krvnog suda ostvaruju tek upotrebom visokih koncentracija ovog flavanola. Dostupni literaturni podaci
se delimi¢no razlikuju od rezultata naSe studije. Tako, Huang i sar. (1999,1998) potpuno iskljucuju
moguc¢nost da je aktivacija Kartp kanala na glatkoj muskulaturi mezentericne arterije pacova deo
vazorelaksantnog mehanizma (-)-epikatehina. Ovaj nesklad u rezultatima moze biti posledica drugacije
ekspresije K* kanala izmedu arterijskih segmenata razli¢itog porekla, ili dva segmenta istog krvnog
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suda (Shao i sar., 2011). Takode, uo¢avamo razlike u metodologiji izmedu studija. Tako, u radu
Huanga i sar. (1998) je koriS¢ena samo jedna, visoka, koncentracija (-)-epikatehina (bez konstruisanja
koncentracijski-zavisne krive), a glibenklamid je aplikovan u koncentraciji skoro tri puta niZoj nego u
nasoj studiji (3 UM vs. 10 uM), §to je mozda bilo nedovoljno za znacajniju blokadu Katp kanala.

BKca kanali imaju vaznu ulogu u ispoljavanju vazorelaksantnog delovanja razli¢itih prirodnih
supstanci (Hu i Zhang, 2012). U svrhu dokazivanja znacaja BKca kanala u endotel-nezavisnoj
relakasaciji oba ispitivana krvna suda uzrokovanoj (-)-epikatehinom, korisc¢en je iberiotoksin, visoko
selektivan blokator ovih kanala (Ko i sar., 2008). Skoro potpuno antagonizovanje efekta (-)-epikatehina
na oba ispitivana krvna suda, u prisustvu iberiotoksina, ukazuje na znacajno ucesc¢e ovih kanala u
mehanizmu dejstva (-)-epikatehina. Potencijalna vaznost ovog rezultata ogleda se u ¢injenici da su
BKca kanali Siroko zastupljeni u vaskularnoj glatkoj muskulaturi, gde participiraju u odrzavanju
membranskog potencijala, regulaciji tonusa, i u¢estvuju u kompenzatornom mehanizmu koji se odupire
vazokonstrikciji. Dodatno, razna patoloska stanja, kao §to su hipertenzija, dijabetes i ishemijska bolest
srca, usko su povezana sa promenom funkcije ovih kanala.

lako predominantno eksprimirani na glatkoj muskulaturi, BKca kanali mogu biti lokalizovani i
na endotelnim celijama, i biti involvirani u proces endotelne hiperpolarizacije, pracene povecanim
stvaranjem NO ili prostaciklina (Sandow i1 Grayson, 2009). Imajuéi u vidu da je u naSoj studiji
(-)-epikatehinom-indukovana relaksacija posredovana isklju¢ivo endotel-nezavisnim mehanizmima,
ciljno mesto delovanja (-)-epikatehina su BKca kanali prevashodno lokalizovani na glatkoj muskulaturi
unutra$nje torakalne arterije i vene safene. S druge strane, rezultati istrazivanja Huanga i sar. (1999)
pokazuju (-)-epikatehinom-indukovanu dilataciju endotel-intaktne pacovske aorte posredovanu
NO-zavisnom aktivacijom BKca kanala. Razlog ove neusaglasenosti moze biti kori§¢enje razli¢itih
krvnih sudova, $to za posledicu ima varijaciju u strukturi ili ekspresiji BKca kanala. Poznato je da su
ovi Kca kanali tetrameri, sastavljeni od a-subjedinica, koje formiraju poru, i pomoénih B-subjedinica.
a-Subjedinica je ubikvitarno prisutna u tkivima sisara, kodirana je jednim genom (KCNMAL), ali
postoji u nekoliko izoformi (Hu i Zhang, 2012), sto moze delom objasniti varijaciju karakteristika BKca
kanala prisutnih u razli¢itim tkivima (osetljivost na promenu potencijala, fosforilacija od strane PKA ili
PKG). Dodatno, ekspresija pomo¢nih -subjedinica (B1-p4) je tkivno specifi¢na (Ledoux i sar., 2006;
Hu i Zhang, 2012).

Razlika u rezultatima moZe proizilaziti i iz ¢injenice da razne fizioloSke promene (starenje i/ili
razvoj, trudnoca), ili patofizioloska stanja doprinose promeni BKca kanala (Hu i Zhang, 2012). Naime,
tokom hipertenzije dolazi do poveéane ekspresije a- i B1-subjedinice, porasta protoka jonske struje
kroz BKca kanale, i1 posledi¢nog porasta mirovnog membranskog potencijala glatke muskulature (Liu i
sar., 1997). Takode, zabelezena je i pojava nishodne regulacije 1-subjedinice kanala, sa posledi¢cnom
smanjenom sposobno$éu Ca?" da aktivira ove kanale (Amberg i sar., 2003). Prema tome, vrlo je
moguce da je razlicit efekat (-)-epikatehina na BKca kanale na razli¢itim krvim sudovima posledica
tkivno specificne ekspresije subjedinica kanala, ili njihove izoforme, ali i ¢injenice da su u nasoj studiji
koris¢eni uzorci dobijeni od pacijenata sa prisutnim razli¢itim kardiovaskularnim komorbiditetima.

Najzad, ako poredimo ulogu K* kanala u efektu (-)-epikatehina na humanoj veni safeni, sa
rezultatima dobijenim na unutraS$njoj torakalnoj arteriji, mozemo zakljuciti da je slicna u pogledu
uces¢a Kv i BKca kanala, ali se razlikuje u pogledu Katp kanala u korist efekta (-)-epikatehina
ostvarenog na humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji. Ova odstupanja mogu imati nekoliko
objasnjenja. Prvo, razlika u odgovoru na (-)-epikatehin izmedu humane vene safene i unutrasnje
torakalne arterije, kao 1 izmedu krvnih sudova coveka i pacova, ukazuje na to da je mehanizam
relaksacije izazvane (-)-epikatehinom specifi¢an za odredeno tkivo i vrstu. Osim toga, pokazano je da
ekspresija K™ kanala u glatkoj muskulaturi varira izmedu vaskularnih segmenata, krvnih sudova
razli¢ite veliCine, 1 samih ¢elija pojedinih vaskularnih segmenata (Cox, 2005). Dodatno, kako je ve¢
napomenuto, uloge svih pomenutih K™ kanala u vazodilataciji mogu biti izmenjene u mnogim
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patofizioloskim stanjima (hipertenzija, ateroskleroza, dijabetes i ishemija), a nasi rezultati su dobijeni
na krvnim sudovima pacijenata sa evidentnim vaskularnim oboljenjima.

Ca?" deluje kao intracelularni glasnik kontroliuéi mnoge éelijske procese, ukljuéujuéi rast i
diferencijaciju ¢elija, kao i kontraktilnu sposobnost glatke muskulature. Koncentracija intracelularnog
Ca?" odrzava se u uskom opsegu, i regulisana je kako ulaskom ektracelularnog Ca?*, putem voltazno-
zavisnih Ca?*-kanala, tako i aktivno$éu endoplazmatskog retikuluma.

Literaturni podaci sugerisu da inhibicija kretanja Ca?"* moZe doprineti relaksaciji
prouzrokovanoj (-)-epikatehinom (Huang i sar., 1999, 1998). Stoga, kako bi se ispitala sposobnost ovog
flavanola da inhibira influks ekstracelularnog Ca?*, unutrasnja torakalna arterija i vena safena su
prekontrahovane K* u visokoj koncentraciji. Pod ovim uslovima dolazi do depolarizacije membrane
glatkih misiénih éelija i otvaranja Ca?' kanala, $to rezultuje influksom ekstracelularnog Ca®* i
aktivacijom kontraktilnih elemenata (Karaki i sar., 1984). Nalazi naSe studije pokazuju da: (1) (-)-
epikatehin znacajno relaksira prstenove unutrasnje torakalne arterije i vene safene kontrahovane pod
ovim okolnostima; (2) prisustvo nifedipina u potpunosti onemogucava kontrakciju Krvnih sudova
visokim K*; kao i da je (3) (-)-epikatehinom-indukovana relaksacija vene safene bila delimi¢no
redukovana prisustvom nifedipina. Sagledavajuéi ih, moZe se zakljuciti da je i inhibicija influksa Ca®*
putem voltazno-zavisnih Ca?* kanala L-tipa, izmedu ostalog, sastavni deo mehanizma relaksantnog
dejstva (-)-epikatehina, $to je u saglasnosti sa prethodnim literaturnim podacima (Huang i sar., 1998).

Pored toga, u nasoj studiji je ispitivan i potencijalni uticaj (-)-epikatehina na intracelularni Ca®*,
odnosno moguénost da (-)-epikatehin svoj efekat ostvaruje inhibicijom oslobadanja intracelularnog
Ca?* iz sarkoplazmatskog retikuluma i/ili stimulacijom preuzimanja ovog jona pomoéu SERCA.

S obzirom da je oslobadanje intracelularnog Ca?* uglavnom regulisano preko IPs i rijanodinskog
receptorskog sistema, ispitivan je efekat (-)-epikatehina na kontrakcije izazvane fenilefrinom i
kofeinom u Krebs-Ringerovom rastvoru bez Ca?*. U uslovima kada je ekstracelularni Ca®* odsutan,
kontrakcija fenilefrinom posledica je oslobadanja intracelularnog Ca?" deponovanog U
sarkoplazmatskom retikulumu preko aktivacije IP3 kaskade. S druge strane, kofein je aktivator
rijanodinskih receptora lokalizovanih na sarkoplazmatskom retikulumu, a intracelularni Ca®* koji se
oslobada preko ovih receptora ima znafajnu ulogu u indukciji ekscitacije 1 kontrakcije glatke
muskulature. Nasi rezultati pokazuju da (-)-epikatehin potpuno relaksira prstenove unutrasnje torakalne
arterije bez obzira da li su prekontrahovani fenilefrinom ili kofeinom, u medijumu bez Ca?*, §to
sugerie da ispitivani flavanol moze redukovati oslobadanje intracelularnog Ca®*, verovatno i preko IP3
sistema i preko rijanodinskih receptora na ovom krvnom sudu. Sa druge strane, nalaz da na veni safeni,
pod istim uslovima, (-)-epikatehin relaksira samo prstenove prekontrahovane fenilefrinom, a da na
segmente prekontrahovane kofeinom nema nikakav efekat, ukazuje da u ovom krvnom sudu ispitivani
flavanol intereaguje samo sa IP3 sistemom sarkoplazmatskog retikuluma. Dobijeni rezultat na veni
safeni dosta korelira, dok se rezultat dobijen na arterijskom krvnom sudu samo delimi¢no poklapa sa
podacima publikovanim u studiji Huanga i sar. (1998), u kojoj kofeinom-indukovana kontrakcija
mezenteriéne arterije pacova u rastvoru bez Ca?' nije bila zna¢ajno inhibirana (-)-epikatehinom.
Moguca objaSnjenja za heterogenost ovih rezultata leZe u razlikama eksperimentalnih uslova koji su
primenjivani: (1) kori$¢ena je razliita koncentracija kofeina; (2) Huang i sar. (1998) su za relaksaciju
koristili samo jednu koncentraciju (-)-epikatehina (300 uM), dok je u naSoj studiji koriSéen opseg
kumulativnih koncentracija (0,1 — 500 uM). Ovi rezultati jo$ jednom naglasavaju da je mehanizam
dejstva (-)-epikatehina tkivno- i vrsta-specifican.

Na kraju, da bismo ispitali da li mehanizam relaksantnog delovanja (-)-epikatehina ukljucuje i
stimulaciju preuzimanja Ca?* u endoplazmatski retikulum posredstvom SERCA, kori$éen je selektivni
blokator ove pumpe, tapsigargin. Dobijeni rezultati upucuju da je aktivacija SERCA znaajna za
ispoljavanje relaksantnog efekta (-)-epikatehina na oba krvna suda, ali da je njen doprinos veéi na veni
safeni nego na unutrasnjoj torakalnoj arteriji.
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Sumiraju¢i mehanizam vazorelaksantnog delovanja (-)-epikatehina, mozemo re¢i da ovaj
flavanol izaziva potentnu relaksaciju humane unutra$nje torakalne arterije i vene safene
prekontrahovane fenilefrinom koja ne zavisi od prisustva endotela. U mehanizam endotel-nezavisnog
vazorelaksantnog dejstva verovatno su ukljuceni 4-aminopiridin-senzitivni i margatoksin-senzitivni Ky
kanali, kao i BKca i Katp kanali. Pored toga, pokazano je da (-)-epikatehin inhibira influks
ekstracelularnog Ca2*, redukuje oslobadanje, ali i stimulie preuzimanje intracelularnog Ca?* u
sarkoplazmatski retikulum oba krvna suda.

MEHANIZAM RELAKSANTNOG EFEKTA PROCIJANIDINA B2 NA UNUTRASNJOJ
TORAKALNOJ ARTERIJI I VENI SAFENI

Imajué¢i u vidu da disfunkcija endotela, klini¢ki manifestovana kao smanjena endotel-zavisha
vazodilatacija, ima ulogu u razvoju veéine kardiovaskularnih bolesti (Yeboah i sar., 2009), poboljSanje
ili obnova funkcije endotela i pozitivni efekti na homeostazu izmedu faktora koji se u njemu sintetisu
potencijalno su znacajan deo mehanizma kardioprotektivnih efekata procijanidina. U ovoj studiji je
prvi put pokazano da procijanidin B2 izaziva snaznu endotel- i koncentracijski-zavisnu relaksaciju
unutrasnje torakalne arterije i vene safene. Prethodne publikacije su jasno sugerisale da razliciti
procijanidini biljnog porekla imaju vazorelaksantni potencijal (Aldini i sar., 2003; Biun i sar., 2014;
Matsui i sar., 2009). Medutim, samo su Aldini i sar. (2003) pokazali relaksaciju krvnog suda humanog
porekla indukovanu procijanidinskim ekstraktom semena grozda, dok su drugi autori u svojim
studijama Koristili krvne sudove animalnog porekla. Saglasnost nasih rezultata sa pomenutim studijama
jasno ukazuje da procijanidin B2 znaCajno doprinosi vazorelaksantnom efektu hrane bogate
procijanidima.

Uklanjanje funkcionalnog endotela u nasoj studiji je u mnogome redukovalo relaksantni odgovor
oba ispitivana krvna suda na procijanidin B2, S$to sugeriSe direktnu zavisnost njegovog
vazorelaksantnog efekta od intaktnosti endotela. Zdrav i1 neoSte¢en endotel oslobada razlicite
vazoaktivne faktore, medu kojima je NO jedan od fundamentalnih. Sintezom iz L-arginina kao
prekursora, pod dejstvom eNOS, ovaj gasoviti agens, iako kratkog i brzog delovanja, predstavlja vazan
sekundarni glasnik koji prolazi razli¢ite membrane, aktivira biohemijske procese u susednim c¢elijama 1
ostvaruje niz intracelularnih efekata, naj¢esce aktivacijom GC. Nalazi dobijeni u nasoj studiji na
izolovanim prstenastim segmentima oba krvna suda, u prisustvu inhibitora eNOS, L-NAME, ili hvataca
NO, hidroksokobalamina, upucuju da je za ispoljavanje relaksantnog delovanja ovog dimera izuzetno
znaCajna povecana sinteza 1 bioraspolozivost NO. Ovakvi rezultati su u potpunoj korelaciji sa
literaturnim podacima da je NO glavni medijator kojim je posredovana dilatacija vene safene usled
poveéanog protoka krvi i vazokonstrikcije (Ovens i sar., 2009). Dalje, nalaz da je u prisustvu
selektivnog inhibitora GC, ODQ, procijanidinom B2-indukovana relaksacija bila signifikantno
antagonizovana na oba krvna suda, ukazuje da znacajan udeo u mehanizmu relaksantnog efekta
ispitivanog flavanola ima aktivacija NO/cGMP puta, $to je u saglasnosti sa prethodnim izvestajima sa
procijanidinskim ekstraktima (Aldini 1 sar., 2003; Biun 1 sar., 2014; Matsui i sar., 2009). Medutim,
redukcija relaksantnog efekta procijanidina B2, na oba krvna suda, u uslovima inhibicije GC bila je
znacajno manja nego u uslovima smanjene sinteze ili oslobadanja NO. Ovakav rezultat ukazuje da NO-
zavisan efekat, verovatno, nije posredovan iskljucivo aktivacijom GC, pa je predmet daljeg ispitivanja
bila NO-zavisna aktivacija razli¢itih tipova K* kanala, kao i inhibicija oslobadanja intracelularnog Ca?*
(Hester, 1985; Khan i sar, 1998).

Poznato je da prostaciklin, sintetisan iz arahidonske kiseline pod dejstvom COX-a u endotelu,
indukuje relaksaciju glatke muskulature povecavajué¢i koncentraciju cAMP-a (Kukovetz i sar., 1979).
Nalaz naSe studije da inhibitor COX-a, indometacin, nije imao efekta na relaksaciju indukovanu niskim
koncentracijama procijanidina B2, i da je znacajno antagonizovao samo maksimalnu relaksaciju vene
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safene, sugeriSe ucesce prostaciklina u procijanidin B2-indukovanoj relaksaciji venskog krvnog suda
prevashodno u visokim koncentracijama. S druge strane, rezultat dobijen na unutrasnjoj torakalnoj
arteriji, u prisustvu indometacina, ukazuje da je za ispoljavanje relaksantnog delovanja procijanidina
B2 na arterijskom krvnom sudu neophodna povecana sinteza i raspolozivost prostaciklina. Ovakav
nalaz je potpuno saglasan rezultatima studije sprovedene od strane Chaikhounia i sar. (1986) o vecoj
sposobnosti unutrasnje torakalne arterije da proizvede prostaciklin u odnosu na venu safenu, kako u
bazalnim uslovima, tako i pri stimulaciji. Medutim, u studiji Aldini i sar. (2003) je pokazani znacaj
prostaciklina za relaksaciju unutrasnje torakalne arterije bio veci nego u nasoj. Razlog tome moze biti
koriséenje procijanidinskog ekstrakta semena grozda, a ne izolovanog procijanidina B2, te postoji
mogucnost da je sinteza prostaciklina, pored procijanidina B2, indukovana i nekom drugom
komponentom ekstrakta.

Za razliku od NO/cGMP puta ili prostaciklin-zavisne relaksacije koji su dosta proucavani,
priroda i mehanizam dilatacije posredovane EDHF-om ostaju u velikoj meri nerazjasnjeni. EDHF se
smatra rezervnim sistemom za odrzavanje perfuzije tkiva u uslovima smanjene sinteze NO. Postoji
dosta razlicitih literaturnih podataka po pitanju prirode i mehanizma delovanja EDHF. Naime, nakon
stimulacije endotelnih éelija razli¢itim agonistima, povecéava se intracelularna koncentracije Ca?*, koja
posledi¢no aktivira IKca 1 SKca kanale. Usled toga nastaje hiperpolarizacija koja se putem
mioendotelnih tesnih veza prenosi na glatku muskulaturu i indukuje njenu relaksaciju, ili ta endotelna
hiperpolarizacija predstavlja vu¢nu silu za ulazak Ca®*, koji indukuje proizvodnju NO i prostaciklina.
Blokadom SKca i IKca kanala, koji su skoro isklju¢ivo eksprimirani na endotelu, u prisustvu inhibitora
eNOS i COX, potpuno bi bila prevenirana endotel-zavisna hiperpolarizacija (Feletou, 2016). Nalaz
dobijen u nasoj studiji u prisustvu selektivnih blokatora SKca i IKca kanala (apamina i TRAM-a-34), uz
prethodnu inhibiciju proizvodnje NO i prostaciklina, potpuno isklju¢uje moguénost da EDHF doprinosi
relaksaciji unutra$nje torakalne arterije 1 vene safene indukovanoj procijanidinom B2. Ovakav rezultat
je suprotan nalazu studije Hea i sar. (2002), u kojoj postoje jasni dokazi o doprinosu EDHF relaksaciji
venskog krvnog suda. Medutim, imaju¢i u vidu da Yang i He (1997) naglaSavaju da zbog hirurske
manipulacije grafta tokom bajpas operacije zna¢aj EDHF moZe postati minoran, potpuno je razumljiva
razlika u rezultatima nase i drugih studija.

Prethodne studije su pokazale da je aktivacija K* kanala na glatkoj muskulaturi krvnih sudova,
uz posledi¢nu hiperpolarizaciju, veoma vaZan mehanizam relaksantnog delovanja procijanidinskih
ekstrakata (Kim i sar., 2000). Da bi ispitali da li aktivacija razli¢itih podtipova K* kanala (Kca, Katp i
Kv) doprinosi procijanidin B2-indukovanoj relaksaciji ispitivanih krvnih sudova, primenili smo agense
koji imaju sposobnost selektivne blokade K* kanala.

4-Aminopiridin koris¢en u koncentraciji u kojoj selektivno blokira Ky kanale je u manjoj meri,
ali statisticki znacajno, smanjio maksimalnu relaksaciju unutrasnje torakalne arterije proizvedenu
procijanidinom B2, bez znafajanog uticaja na ECso. Sa druge strane doveo je do blagog, ali znacajnog
pomaka u desno koncentracijski-zavisne krive procijanidina B2 dobijene na veni safeni. Ovi rezultati
ukazuju da 4-AP-senzitivni Ky kanali doprinose relaksantnom delovanju procijanidina B2 na oba krvna
suda, ali je njihov uticaj na unutraS$njoj torakalnoj arteriji znac¢ajan samo u visokim koncentracijama.
Nasi rezultati su u skladu sa prethodno objavljenim studijama, u kojima je pokazana znacajnost Kv
kanala u procijanidin-indukovanoj hiperpolarizaciji i posledi¢noj relaksaciji razli¢itih krvnih sudova
(Buyn i sar., 2012; Kwan i sar., 2005; Matsui i sar., 2009). Medutim, u svim ovim radovima je, u
poredenju sa nasim nalazima, ta znaCajnost bila signifikantno veca. Razlika se moze objasniti
¢injenicom da su pomenuti autori u svojim studijama koristili dva do Sest puta vecu koncentraciju 4-
aminopiridina (od 1 do 3 mM), $to je moglo rezultovati neselektivnom blokadom i drugih podtipova K*
kanala.

Dosadasnja ispitivanja uloge Kartp kanala u mehanizmu dejstva ekstrakata bogatih
procijanidinima, dala su neuskladene rezultate. Da bismo ispitali da li su Katp kanali ukljuceni u
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mehanizam vazorelaksantnog delovanja procijanidina B2, aplikovali smo glibenklamid, selektivni
blokator ovih kanala. Relaksacija oba ispitivana krvna suda izazvana procijanidinom B2 bila je
parcijalno redukovana glibenklamidom, S§to sugeriSe da otvaranje Katp kanala znaajno doprinosi
njegovom relaksantnom dejstvu na oba krvna suda. S obzirom da ovi kanali ucestvuju u regulaciji
koronarnog protoka krvi tokom hipoksije, acidoze, ishemije i ishemijskog prekondicioniranja
(Dellsperger, 1996), uticaj procijanidina B2 na Katp kanale moze biti od znacaja. Suprotstavljeni
rezultati koji se navode u literaturi o uc¢escu ovih kanala u dejstvu procijanidina mogu biti posledica
upotrebe razli¢itih ekstrakata bogatih procijanidinima, ali se razlike u rezultatima mogu objasniti i
¢injenicom da ekspresija i1 sastav Katp kanala varira izmedu krvnih sudova razli¢itog porekla (Foster i
Coetzze, 2015).

Ve¢ je napomenuto da BKca kanali imaju vaznu ulogu u mehanizmu dejstva razlicitih prirodnih
vazoaktivnih supstanci (Hu i Zhang, 2012). Suprotno od studija u kojima je koris¢en neselektivni
blokator tetraetilamonijum (TEA) (Kim i sar., 2000; Kwan i sar., 2005; Matsui i sar., 2009), u nasoj
studiji je, u svrhu dokazivanja znac¢aja BKca kanala u dilataciji untrasnje torakalne arterije i vene safene
indukovanoj procijanidinom B2, upotrebljen visoko selektivan blokator, iberiotoksin. Kako je
pretretman ovom supstancom skoro ponistio efekat procijanidina B2 na oba krvna suda, smatramo da
otvaranje BKca kanala u velikoj meri doprinosi njegovom relaksantnom efektu. Da bi sagledali da li
procijanidin B2 intereaguje sa BKca kanalima lokalizovanim na glatkoj muskulaturi ili eksprimiranim
na endotelnim ¢elijama, izolovani prstenasti segmenti su kontrahovani visokom koncentracijom K™,
Kako je procijanidin B2 i pod datim uslovima izazvao koncentracijski-zavisnu relaksaciju endotel-
intaktnih segmenata, vrlo verovatno otvaranje endotelnih K* kanala neznatno doprinosi sintezi
relaksantnih faktora. Naime, prema literaturnim podacima, u prisustvu visoke koncentracije K*
membrana endotelne Celije je potpuno depolarisana, i vrlo tesko je o¢ekivati da otvaranje pojedinih K*
kanala indukuje njenu hiperpolarizaciju. S obzirom da se BKca kanali suprotstavljaju miogenom tonusu
vene safene izlozene hroni¢no visokom pritisku in vivo (Szentivanyi i sar., 1997), i da posledi¢no
postoji promena ovih kanala u patofizioloskim uslovima, kao $to su hipertenzija, dijabetes, hipoksija i
ishemijska bolest srca (Hu i Zhang, 2012), pokazani uticaj procijanidina B2 na BKca kanale mogao bi
imati znacaj kod razli¢itih kardiovaskularnih bolesti.

Nekoliko autora je pokazalo da celularni mehanizmi koji posreduju u NO-zavisnoj relaksaciji
krvnih sudova, mogu ukljucivati modulaciju Kate, Kv i Kca kanala (Irvine et al., 2003; Mistri i
Garland, 1998; Murphi i1 Braiden, 1995). Aktivacija ovih kanala moZe biti posledica direktnog
delovanja NO (Bolotina et al., 1994) ili rezultat povecanja aktivnosti GC ili PKG (Archer et al., 1994).
Kako bismo ispitali da li je aktivacija razli¢itih K* kanala ispitivanih krvnih sudova bila rezultat
direktnog uticaja procijanidina B2, ili samo jedan od posledi¢nih efekata aktivacije NO/cGMP puta,
koristili smo selektivne blokatore K* kanala (4-aminopiridin, glibenklamid ili iberiotoksin) uz
predhodnu inhibiciju sinteze NO 1 prostaciklina. Na$i rezultati pokazuju da je procijanidin B2-
indukovano otvaranje Kv i BKca kanala na oba krvna suda potpuno rezultat indukcije NO/cGMP puta,
sto korelira sa rezultatima studija Kohlera i sar. (1998) i Neika i sar. (2018). S druge strane, efekat
procijanidina B2 na Katp kanale arterijskog i venskog grafta je, barem delimi¢no, direktan.

Znacajan udeo u ispoljavanju vazorelaksantnog delovanja pojedinih jedinjenja poreklom iz
biljaka ima i njihov uticaj na promet Ca®* . To nas je podstaklo da ispitamo da li procijanidin B2 svoj
efekat na unutrasnjoj torakalnoj arteriji i veni safeni, pored ostalog, ostvaruje redukujuci oslobadanje
intracelularnog Ca?* inicirano aktivacijom IPs-zavisnog i/ili nezavisnog puta (Han i sar., 1987; Zucchi i
Ronca-Testoni, 1997). U skladu sa tim, preparati su kontrahovani fenilefrinom ili kofeinom u Krebs-
Ringer bikarbonatnom rastvoru bez Ca?*. Procijanidin B2 je, u datim uslovima, proizveo snaznu
koncentracijski-zavisnu relaksaciju izolovanih segmenata unutrasnje torakalne arterije i vene safene
prethodno kontrahovanih fenilefrinom, i segmenata vene safene kontrahovanih kofeinom. Sa druge
strane, nije imao nikakvog efekta na unutraSnju torakalnu arteriju prekontrahovanu kofeinom. Ovakav
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rezultat ukazuje da uticaj procijanidina B2 na intracelularni promet Ca®' igra znadajnu ulogu u
ispoljavanju njegovih relaksantnih efekata. Ovaj flavanol redukuje oslobadanje intracelularnog Ca?*
interferirajuci sa IP3 receptorskom kaskadom na oba krvna suda, dok na veni safeni njegovom dejstvu
doprinosi i delovanje na rijanodinske receptore endoplazmatskog retikuluma.

Kako bismo ispitali ulogu procijanidina B2 u SERCA-posredovanom preuzimanju Ca®*, a
samim tim i smanjenju intracelularne koncentracije ovog jona, koristili smo tapsigargin. Odgovarajuce
studije pokazuju da ovaj agens spre¢ava punjenje depoa Ca®*, koji su prethodno ispraznjeni usled
dejstva fenilefrina na arterijske segmente (Bar6 i1 Eisner, 1992). Prema nasim rezultatima, procijanidin
B2-indukovana relaksacija endotel-intaktnih segmenata oba krvna suda je prisustvom tapsigargina bila
znaajno redukovana, S$to ukazuje da je stimulacija SERCA neizostavan faktor ispoljavanja
vazorelaksantnog dejstva procijanidina B2. Literaturni podaci ukazuju da povecanje aktivnosti SERCA
moze biti posledica kako direktnog delovanja NO, tako i rezultat aktivacije PKG (Adachi et al. 2004;
Khan et al., 1998). Dodatno, Adachi i sar. (2004) su dokazali da PKG mozZe smanjiti i oslobadanje Ca?*
iz intracelularnih depoa. Uzimajuéi u obzir vazan doprinos NO relaksantnom efektu procijanidina B2
na oba krvna suda, moglo bi se re¢i da su indukcija aktivnosti SERCA ili smanjeno intracelularno
oslobadanje Ca®" samo posledi¢ni efekti aktivacije NO/cGMP puta, a ne direktni efekti procijanidina
B2.

Konac¢no, u nasoj studiji ispitan je i uticaj procijanidina B2 na ekstracelularni Ca?*. Rezultati
pokazuju da: (1) procijanidin B2 znacajno relaksira prstenove unutrasnje torakalne arterije i vene
safene prekontrahovane visokim K*; (2) prisustvo nifedipina u potpunosti onemogucéava kontrakciju
pod ovim okolnostima; kao i da je (3) procijanidinom B2-indukovana relaksacija oba krvna suda bila
delimi¢no redukovana prisustvom nifedipina. Sva tri nalaza ukazuju da su blokada voltazno-zavisnih
Ca?*-kanala L-tipa sastavni deo mehanizma vazorelaksantnog delovanja procijanidina B2.

U zaklju¢cku ovog dela posebno naglaSavamo vaZznost endotela za ispoljavanje efekta
procijanidina B2 na unutrasnjoj torakalnoj arteriji i veni safeni. Mehanizam vazorelaksantnog
delovanja ukljucuje stimulaciju proizvodnje NO, prac¢enu aktivacijom GC, kao i otvaranjem
odgovarajuc¢ih K™ kanala, posebno BKc,, ali i Kate i Ky kanala. Pored toga, smanjenje intracelijske
koncentracije Ca?*, i to smanjenjem ulaska i redukcijom oslobadanja deponovanog Ca?*, takode
doprinosi relaksaciji krvnih sudova izazvanoj procijanidinom B2.

RAZLICITOSTI U MEHANIZMU VAZORELAKSANTNOG EFEKTA (-)-EPIKATEHINA |
PROCIJANIDINA B2 NA UNUTRASNJOJ TORAKALNOJ ARTERIJI I VENI SAFENI COVEKA

Prema naSim rezultatima, snazna koncentracijski-zavisna relaksacija unutra$nje torakalne
arterije i vene safene, sa i bez endotela, postignuta je primenom mikromolarnih koncentracija (-)-
epikatehina i/ili procijanidina B2. Medutim, pokazana je znacajna razlika u osetljivosti krvnih sudova
na delovanje flavanola razli¢itog stepena polimerizacije. Naime, procijanidin B2, kao (-)-epikatehinski
dimer, je pokazao 300 puta vecu potentnost (ECso = 0,13 pM) od monomernog (-)-epikatehina (ECso =
44,67 uM) u relaksaciji vene safene, i oko 70 puta vecu potentnost u relaksaciji segmenata humane
unutrasnje torakalne arterije (ECso = 0,16 pM za procijanidin B2 vs. ECso = 11,22 uM za (-)-
epikatehin). Ovakav rezultat je potpuno u korelaciji sa rezultatima dobijenim u studiji Fishera i sar.
(2003), da se aktivnost procijanidina povecava sa povecanjem sadrzaja (-)-epikatehinskih jedinica,
broja galiolnih jedinica ili sa polimerizacijom.

Dalje, zavisnost delovanja od intaktnosti endotela se znacajno razlikovao medu ispitivanim
flavanolima. Naime, dok uklanjanje endotela nije uopste remetilo relaksaciju unutras$nje torakalne
arterije i vene safene izazvanu (-)-epikatehinom, vazodilatatorni efekat procijanidina B2 je time u
velikoj meri bio redukovan.
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Otvaranje razli¢itih podtipova K* kanala na glatkoj muskulaturi bitno doprinosi
vazorelaksantnom efektu ispitivanih flavanola. Medutim, Ky kanali i njegovi podtipovi signifikantno
vise doprinose (-)-epikatehin- nego procijanidin B2-indukovanoj relaksaciji oba ispitivana krvna suda.
Dodatno, dok Katp skoro podjednako doprinose efektu procijanidina B2 na oba grafta, njihova uloga u
dejstvu (-)-epikatehina je nesto znacajnija na unutrasnoj torakalnoj arteriji. Najzad, dok je aktivacija
razli¢itih K™ kanala rezultat direktnog delovanja (-)-epikatehina, ovaj efekat je kod procijanidina B2
najve¢im delom posredovan aktivacijom NO/cGMP puta.

Razlika u dejstvu (-)-epikatehina i procijanidina B2 ispoljava se i u mehanizmu inhibicije
oslobadanja intracelularnog Ca?*. Naime, procijanidin B2 na unutrainjoj torakalnoj arteriji, a
(-)-epikatehin na veni safeni interferiraju samo sa 1Pz receptorskom kaskadom. Sa druge strane,
znacajno je 1 delovanje na rijanodinski receptor endoplazmatskog retikuluma, i to procijanidina B2 na
veni safeni, i (-)-epikatehina na unutra$njoj torakalnoj arteriji.

U Tabeli 14. sumarno su prikazane osnovne razli¢itosti u mehanizmu vazorelaksantnog efekta
(-)-epikatehina i procijanidina B2 na ispitivanim krvnim sudovima.

Tabela 14. Osnovne osnovne razliitosti u mehanizmu vazorelaksantnog efekta (-)-epikatehina i

procijanidina B2

(-)-Epikatehin (-)-Epikatehin Procijanidin | Procijanidin B2 na
na HIMA na HSV B2 na HIMA HSV
Zavisnost relaksantnog - - + +
efekta od intaktnosti
endotela
ECso 11,22 uM 0,16 uM 44,67 uM 0,13 uM
Znacaj Ky kanala za veliki veliki mali mali
ispoljavanje
relaksantnog efekta
Znacaj Katp kanala za veliki Samo u visokim veliki veliki
ispoljavanje koncentracijama
relaksantnog efekta
Efekat na K* kanale direktan direktan Indirektan- Indirektan-
posledica posledica
akticvacije akticvacije
NO/cGMP NO/cGMP puta
puta
Mehanizam inhibicije Interferencijasa | Interferencija | Interferencija | Interferencija sa IP;
oslobadanja IPs receptorskim samo sa IP; samo sa IP3 receptorskim
intracelularnog Ca?* sistemom i receptorskim receptorskim sistemom i
rijanodinskim sistemom sistemom rijanodinskim
receptorom receptorom
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ZAKLJUCCI



Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj studiji mogu da se izvedu slede¢i zakljucci:

1) (-)-Epikatehin i procijanidin B2 uzrokuju koncentracijski-zavisnu relaksaciju unutrasnje
torakalne arterije 1 vene safene Coveka.

2) (-)-Epikatehin prouzrokuje endotel-nezavisnu, a procijanidina B2 endotel-zavisnu relaksaciju
oba krvna suda.

3) NO/cGMP signalni put je uklju¢en u mehanizam endotel-zavisne relaksacije indukovane
procijanidinom B2 na oba krvna suda, dok je prostaciklin verovatno, bar delom, ukljucen u
mehanizam vazorelaksacije ispitivanih krvnih sudova.

4) Endotel-nezavisni relaksantni efekat (-)-epikatehina ukljucuje aktivaciju 4-AP- i margatoksin-
senzitivnih Ky kanala, BKca kanala, i, bar delimi¢no, aktivaciju Katp kanala na vaskularnim
glatkim misi¢nim ¢éelijama.

5) Endotel-zavisni relaksantni efekat procijanidina B2 ukljucuje aktivaciju BKca I Katp kanala, kao
i Kv kanala u visokim koncentracijama.

6) Mehanizma vazorelaksantnog efekta (-)-epikatehina i procijanidina B2 ukljucuje i blokadu
voltazno-zavisnih Ca?*-kanala L-tipa, i posledi¢no smanjen ulazak ekstracelularnog Ca?".

7) Vazorelaksantnom efektu (-)-epikatehina i procijanidina B2 doprinosi i redukcija oslobadanja
Ca?" iz intracelularnih depoa, delovanjem na IP3 i/ili na rijanodinske receptore, kao i stimulacija
intracelularnog preuzimanja Ca2* posredstvom SERCA.
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