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EFEKTI MODULACIJE TRANSLOKATORNOG PROTEINA I NO SINTAZE NA
FUNKCIONALNE | BIOHEMIJSKE PROMENE SRCA U EKSPERIMENTALNOM
MODELU INFARKTA MIOKARDA IZAZVANOG IZOPRENALINOM

REZIME

Cilj: Istrazivanje efekata primene modulatora TSPO proteina, PK-11195 i 4’-CIDzp kao i inhibitora
NO sintaze, L-NAME, na kardiometaboli¢ke parametre, parametre oksidativnog stresa i inflamacije,
biohemijske biomarkere u serumu i plazmi, kao i patohistoloske promene na srcu kod pacova sa
infarktom miokarda (M1) indukovanim izoprenalinom (I1SO).

Materijal i metode: Istrazivanje je sprovedeno tokom 3 uzastopna dana. Muzjaci pacova soja Wistar
albino su raspodeljeni nasumi¢no u osam grupa (osam do deset zivotinja u svakoj grupi): kontrolna
grupa (K, fizioloski rastvor 0,9% NaCl (f.r.) 0,2 mL subkutano (s.c.) dva puta u intervalu od 24 h),
eksperimentalna grupa I (ISO, 85 mg/kg telesne mase (t.m.) u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta
u intervalu od 24 h), eksperimentalna grupa IFR (ISO, 85 mg/kg t.m. u 1 mL fizioloskog rastvora,
s.c. dva puta u intervalu od 24 h i f.r. 0,5 mL intraperitonealno (i.p.)), eksperimentalna grupa ILN
(ISO, 85 mg/kg t.m. u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu od 24 h i L-NAME, 50
mg/kg t.m. u f.r. intraperitonealno (i.p.)), eksperimentalna grupa IP (ISO, 85 mg/kg t.m. u 1 mL
fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu od 24 h, i PK-11195, 5 mg/kg tm. u fr., i.p.),
eksperimentalna grupa IPLN (ISO, 85 mg/kg t.m. u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u
intervalu od 24 h, PK-11195, 5 mg/kg t.m. u fr, i.p., i L-NAME, 50 mg/kg tm. u fr. i.p.),
eksperimentalna grupa IC (ISO, 85 mg/kg t.m. u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu
od 24 h, 14’-ClIDzp, 0,5 mg/kg t.m. u f.r., i.p.), eksperimentalna grupa ICLN (ISO, 85 mg/kg t.m. u 1
mL fizioloSkog rastvora, s.c. dva puta u intervalu od 24 h, 4’-CIDzp, 0,5 mg/kg t.m. u f.r., i.p. i L-
NAME, 50 mg/kg tm. u fr. ip.). Odredivani su kardiometabolicki biomarkeri u serumu:
koncentracija visoko senzitivnog troponina T (hsTnT), aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH), kreatin
kinaze (CK), aspartat aminotransferaze (AST), koncentracija homocisteina (Hcy), ukupnog
holesterola (TH), lipoproteina velike gustine (HDL), trigilicerida (TG); hemostatski biomarkeri u
plazmi: koncentracija fibrinogena (FIB) i von Wilebrandovog faktora (VWF); kao i hepato-renalno-
pankreati¢ni biomarkeri u serumu: koncentracija uree, kreatinina, mokraéne kiseline (MK), ukupnih
proteina, albumina, aktivnost alanin aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP) i alfa amilaze
(0-AMY) i markeri inflamacije: interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10) i
faktor nekroze tumora alfa (TNF-a). U homogenatu tkiva srca odredivani su parametri oksidativnog
stresa: aktivnost enzima glutation peroksidaze (GPx) i superoksid dismutaze (SOD), koncentracija
glutationa, i ukupna S — glutationilacija proteina. Pored toga, za patohistolosku analizu koris¢eno je
tkivo srca.

Rezultati: Aplikovanje izoprenalina je dovelo do pojave difuznog transmuralnog infarkta sa
povecanim koncentracijama hsTnT i1 Hcy, znaCajnim smanjenjem telesne mase i povecanjem
kardiosomatskog indeksa (KSI), i smanjilo je koncentraciju LDH i AST. Primena ISO je dovela do
povecéanja koncentracije FIB i smanjenja koncentracije TH, HDL i TG. Primena ISO nije uticala na
CK i vWF, kao i na parametre bubrezne funkcije, mokra¢ne kiseline (MK), uree i kreatinina.
Koncentracija albumina u serumu je bila povecana, dok je koncentracija TP bila smanjena nakon
aplikacije 1SO. Primena ISO je bila pra¢ena promenama u markerima inflamacije, povecanjem
koncentracije TNF-a i smanjenjem koncentracije 1L-10, dok su koncentracije IL-1p i IL-6 ostale
nepromenjene nakon primene 1SO. Aktivnost GPx i SOD kao i koncentracija glutationa nije imala
znacajne promene nakon primene ISO. Ukupna S-glutationilacija je bila povecana usled primene ISO.
Zajednicka primena PK-11195 i L-NAME povecala je koncentraciju hsTnT, AST, Hcy, TH, FIB,
kreatinina, MK, UP, IL-10 i SOD, a smanjila je koncentraciju LDH, HDL, uree, ALB, TNF-q, IL-6 i
GPx. Efekti PK-11195 su se odrazili na smanjenje koncentracije hsTnT i povecanje koncentracije
Hcy, promene u lipidnom statusu i na parametre hepato-renalno-pankreati¢ne funkcije kao i na
markere inflamacije, odredene parametre oksidativnog stresa i hemostatske parametre. Takode,
primena PK-11195 nije pokazala zna¢ajnu patohistolo§ku promenu u tkivu srca. Primena 4’-CIDzp
se ogleda u znacajnoj redukciji infarktnog polja, kao i smanjenju odredenih markera ishemije



miokarda, parametara oksidativnog stresa i inflamacije. Takode, nakon primene 4’-CIDzp se belezi
znacajno smanjenje Hcy. Pored toga, 4’-CIDzp uti¢e na odredene parametre hepato-renalno-
pankreati¢ne funkcije, dok na hemostatske parametre nije pokazao uticaj. Ovaj efekat je delimi¢no
ponisten zajednickom primenom L-NAME. Efekat aplikacije L-NAME nije pokazao znacajne
protektivne efekte, $to se ogleda u brojnim ispitanim parametrima tokom ovog istraZivanja.
Zakljuéci: Modulacija TSPO sa 4’-CIDzp u eksperimentalnom modelu infarkta miokarda
indukovanog izoprenalinom se ogleda u znacajnim protektivnim efektima na kardiometabolicke
parametre, parametre oksidativnog stresa kao i na markere inflamacije i redukcijom infarktnog polja,
dok primena PK-11195 i L-NAME ili kombinovana primena nije imala pozitivan efekat na ove
parametre u eksperimentalnom modelu infarkta miokarda indukovanog izoprenalinom.

Kljuéne reéi: infarkt miokarda, izoprenalin, 4’-CIDzp, PK-11195, L-NAME, metabolizam srca,
biohemijski markeri, oksidativni stres, markeri inflamacije, veli¢ina infarktnog polja, pacov.
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THE EFFECTS OF MODULATION OF TRANSLOCATOR PROTEIN AND NO
SYNTHASE ON FUNCTIONAL AND BIOCHEMICAL CHANGES OF THE HEART IN
THE EXPERIMENTAL MODEL OF MYOCARDIAL INFARCTION INDUCED BY
ISOPRENALINE

SUMMARY

Objective: Investigation of the effects of TSPO protein modulators, PK-11195, and 4'-CIDzp, as well
as NO synthase inhibitor, L-NAME, on cardiometabolic parameters, parameters of oxidative stress
and inflammation, biochemical biomarkers in serum and plasma, as well as pathohistological changes
in the heart in rats with isoprenaline (ISO)-induced myocardial infarction (Ml).

Material and methods: The research was conducted over 3 consecutive days. Male Wistar albino
rats were randomly divided into eight groups (eight to ten animals in each group): control group (K,
saline solution 0.9% NaCl (saline) 0.2 mL subcutaneously (sc.) twice at an interval of 24h),
experimental group | (ISO, 85 mg/kg body weight (b.w.) in 1 mL saline solution, sc. twice at an
interval of 24h), experimental group IFR (1SO, 85 mg/kg b.w. in 1 mL saline solution, sc. twice at an
interval of 24h plus saline 0.5 mL intraperitoneally (ip.), experimental group ILN (ISO, 85 mg/kg
body weight in 1 mL saline solution, sc. twice at an interval of 24h plus L-NAME, 50 mg/ kg b.w. in
saline ip.), experimental group IP (1SO, 85 mg/kg b.w. in 1 mL saline solution, sc. twice at an interval
of 24h plus PK-11195, 5 mg/kg b.w. in saline ip.), experimental group IPLN (ISO, 85 mg/kg b.w. in
1 mL saline solution, sc. twice at an interval of 24h plus PK-11195, 5 mg/kg b.w. in saline ip. plus L-
NAME, 50 mg/ kg b.w. in saline ip.), experimental group IC (ISO, 85 mg/kg b.w. in 1 mL saline
solution, sc. twice in an interval of 24h plus 4'CIDzp, 0.5 mg/kg body weight. in saline i.p.),
experimental group ICLN (ISO, 85 mg/kg b.w. in 1 mL saline, sc. twice at an interval of 24h plus
4'CIDzp, 0.5 mg/kg b.w. in saline ip. plus L-NAME, 50 mg/kg b.w. ip.). Cardiometabolic biomarkers
were determined in the serum: concentration of high-sensitivity troponin T (hsTnT), the activity of
lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK), aspartate aminotransferase (AST), the
concentration of homocysteine (Hcy), total cholesterol (TH), high-density lipoprotein (HDL),
triglyceride (TG), hemostatic biomarkers in plasma: concentration of fibrinogen (FIB) and von
Willebrand factor (VWF); as well as hepato-renal-pancreatic serum biomarkers: concentration of urea,
creatinine, uric acid (MC), total protein, albumin, the activity of alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP) and alpha-amylase (a-AMY), and markers inflammation: interleukin 1
(IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).
Oxidative stress parameters were determined in the heart tissue homogenate: activity of glutathione
peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD), glutathione concentration, and total S-
glutathionylation protein. In addition, heart tissue was used for pathohistological analysis.

Results: Application of isoprenaline led to the occurrence of diffuse transmural infarction, increased
concentrations of hsTnT and Hcy, a significant decrease in body weight, and an increase in the
cardiosomatic index (KSI), and decreased the concentration of LDH and AST. The application of
ISO led to an increase in the concentration of FIB, and a decrease in the concentration of TH, HDL,
and TG. CK and vWF were not affected by ISO administration, as well as parameters of renal
function, uric acid (MC), urea, and creatinine. Serum albumin concentration was increased, while TP
concentration was decreased after ISO application. Application of ISO was accompanied by changes
in inflammation markers, an increase in the concentration of TNF-o, and a decrease in the
concentration of 1L-10, while the concentrations of IL-18 and IL-6 remained unchanged after the
application of 1SO. GPx and SOD activity as well as glutathione concentration had no significant
changes after ISO administration. Total S-glutathionylation was increased by ISO administration. The
joint administration of PK-11195 and L-NAME increased the concentration of hsTnT, AST, Hcy,
TH, FIB, creatinine, MK, UP, IL-10, and SOD, and decreased the concentration of LDH, HDL, urea,
ALB, TNF-a, IL- 6 and GPx. The effects of PK-11195 were reflected in a decrease in hsTnT
concentration and an increase in Hcy concentration, changes in lipid status and parameters of hepato-
renal-pancreatic function as well as markers of inflammation, certain parameters of oxidative stress



and hemostatic parameters. Also, the administration of PK-11195 did not show significant
pathohistological changes in heart tissue. The application of 4'CIDzp is reflected in a significant
reduction of the infarct field, as well as a reduction of certain markers of myocardial ischemia,
parameters of oxidative stress, and inflammation. Also, after the administration of 4'CIDzp, a
significant decrease in Hcy was recorded. In addition, 4'CIDzp affects certain parameters of the
hepato-renal-pancreatic function, while it did not show any effect on hemostatic parameters. This
effect was partially reversed by the co-administration of L-NAME. The effect of the L-NAME
application did not show significant protective effects, which is reflected in several tested parameters
during this research.

Conclusions: Modulation of TSPO, with 4'CIDzp in the experimental model of myocardial infarction
induced by isoprenaline is reflected in significant protective effects on cardiometabolic parameters,
oxidative stress parameters as well as inflammation markers and reduction of the infarct field, while
the administration of PK-11195 and L-NAME or combined administration is not had a positive effect
on these parameters in the experimental model of myocardial infarction induced by isoprenaline.

Keywords: myocardial infarction, isoprenaline, 4'CIDzp, PK-11195, L-NAME, cardiac metabolism,
biochemical markers, oxidative stress, inflammatory markers, infarct field size, rat.

Scientific field: Medicine
Narrow scientific field: Physiological sciences
UDK No:
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1.1 Infarkt miokarda

Akutni infarkt miokarda (engl. acute myocardial infarction — AMI) prestavlja nekrozu
kardiomicita uzrokovanu produzenom ishemijom, koja nastaje usled neravnoteze izmedu potreba
miokarda za kiseonikom i miokardne snabdevenosti kiseonikom, $to rezultuje hipoksijom i pove¢anim
nakupljanjem toksi¢nih metabolita, naj¢esce usled ateroskleroze (Hegstad et al., 1994).

Tokom poslednjih 45 godina razumevanje uzroka, dijagnoze i leCenja AMI se znacajno
promenilo. Pocetkom 20. veka AMI je smatran fatalnom dijagnozom koja je postavljana tokom
autopsije. Od tada je prikupljeno mnogo informacija koje su znacajno izmenile naSe razumevanje
patogeneze i izmenile nas$ pristup postavljanju dijagnoze kao i samog lecenja.

1.1.1 Epidemiologija, incidenca i trendovi akutnog infarkta miokarda

Ishemijska bolest srca (engl. ischemic heart disease — IHD), posebno AMI, predstavlja jedan
od vodec¢ih uzroka smrti Sirom sveta (Murray et al., 2015). Od svih kardiovaskularnih bolesti, otprilike
jedna trec¢ina do 50% jeste uzrokovana IHD (Rosamond et al., 2008; Nichols et al., 2014). Koronarna
arterijska bolest (engl. coronary artery disease — CAD) klinicki se prikazuje kao infarkt miokarda i
ishemijska kardiomiopatija. Ateroskleroza predstavlja inflamatornu bolest arterija povezanu sa
pojacanim nakupljanjem lipida i metabolickim alteracijama usled mnogobrojnih faktora rizika, Sto
vodi ka IHD. Vise od 70% ljudi ima multiple faktore rizika za IHD, a samo 2%—7% opste populacije
nema faktore rizika (Sampasa-Kanyinga and Lewis, 2015). Usled povecanog broja ljudi sa
gojaznoscéu, dijabetesom, metabolickim sindromom, kao i usled opsteg starenja populacije, ocekuje se
povecéana incidenca IHD (UN, 2019). Od 1990. do 2000. godine, smrtnost usled AMI je povecana za
50%. Framingham kohortna studija tokom 44 godine pracenja je pokazala da je Zivotni rizik od
razvijanja IHD 49% i 32% za muskarce i Zene starosti 40 godina.

Khan i saradnici su sproveli studiju analizom retrospektivnih podataka od 1990. do 2017.
sirom sveta (Khan et al., 2020). IHD je zabelezena kod 126 miliona ljudi Sirom sveta (1655 na
100000), sto se procenjuje da je 1,72% populacije Sirom sveta. U 2017. godini, oko devet miliona
uzroka smrti bilo je usled IHD, $to predstavlja vodeci uzrok smrtnog ishoda §irom sveta.

Nevezano za pol, incidenca raste zajedno sa godinama, iako Zene kasnije oboljevaju od
muskaraca, deset godina za bilo koji koronarni dogadaj, i 20 godina kada su u pitanju ozbiljne
manifestacije koronarne bolesti, poput AMI i naprasne sréane smrti, a kako ljudi stare, sa godinama
se incidenca medu polovima smanjuje (Lloyd Jones et al., 2010). Incidenca medu Zenama starosne
dobi 65—94 godine se trostruko povecava u poredenju sa zenama starosti 35—64 godina, i duplirala se
kod muskaraca. Incidenca i ozbiljnost koronarnog dogadaja se trostruko povecala za Zene istog uzrasta
koje su u menopauzi. Izmedu 1990. i1 2020. mogao bi se ocekivati porast smrtnosti od koronarne bolesti
srca za skoro 29% 1 48%, za Zene 1 muskarce iz razvijenih zemalja, a za Zene 1 musSkarce u zemljama
u razvoju, procenjeni porast smrtnosti je bio 120% i 137% (Yusuf et al., 2001).

U Kini, zajedno sa razvijanjem ekonomije, dolazi i do epidemioloske promene. Svake godine,
viSe od 1.000.000 ljudi umire usled IHD, gde je mortalitet usled IHD dvostruko vec¢i tokom prethodnih
20-ak godina (Yang et al., 2013; Omran, 1971). Broj obolelih sa AMI ¢e se povecati na skoro 23
miliona do 2030. godine, na osnovu proracuna Svetske banke (Lin et al., 2022), sa trendom ubrzanja.

1.1.2 Faktori rizika

Preko 50% uzroka kardiovaskularnog mortaliteta ¢ine pet glavnih faktora rizika prema
izveStajima tri opservacione studije: 1. sistolni krvni pritisak > 140mmHg/dijastolni krvni pritisak >
90mmHg; 2. totalni holesterol > 240 mg/dl (> 6,22 mmol/L); 3. Dijabetes; 4. gojaznost i 5. pusenje
(Patel et al., 2015). Procena ovih 5 glavnih faktora rizika je radena u Framingham src¢anoj studiji (engl.
Framingham Heart Study) i u trecoj Nacionalnoj anketi o zdravlju i ishrani (engl. Third National
Health and Nutrition Examination Survey — NHANESIII), gde je posmatrana frekvenca kao
prediktivna vrednost ovih faktora. Za svaki od ovih faktora rizika su posmatrane tri kategorije —
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optimalna, grani¢na 1 poviSena. 26% muskaraca 1 41% Zena je imalo najmanje jedan grani¢ni faktor
rizika u NHANESIII. Procenjeno je da ¢e se javiti vise od 90% dogadaja usled IHD, koji imaju
najmanje 1 poviSeni faktor rizika, jedan priblizno kod 8% ljudi ¢e se desiti neki dogadaj vezan za IHD
koji imaju grani¢no poviSene multiple faktore rizika (Vasan et al., 2005).

PoviSen arterijski pritisak je jedan od glavnih faktora rizika za kardiovaskularne bolesti (engl.
cardiovascular disease — CVD), ukljucujuci koronarnu bolest, sr¢anu slabost, atrijalnu fibrilaciju,
naprasnu sréanu smrt, bubreznu slabost, perifernu arterijsku bolest kao i smanjenje kognitivnih
funkcija (Whelton et al., 2017). Prema najnovijim smernicama Sjedinjenih Americkih Drzava (engl.
United States of America — USA), hipertenzija se definiSe kao povisen arterijski krvni pritisak >
130/80mmHg, dok smernice Evropskog udruzenja kardiologa (ESC) definiSu arterijski krvni pritisak
malo drugacdije, ve¢i od 140/90 mmHg. Vaznu ulogu u regulaciji arterijskog pritiska ima renin-
angiotenzin-aldosteron sistem (engl. Renin-Angiotensin-Aldosteron System — RAAS), gde se od
prorenina pod dejstvom Kkatepsina B sintetiSe renin, a on pretvara angiontezinogen u angiotenzin |
(Ang 1), koji se dalje pod uticajem angiotenzin konvertuju¢eg enzima (ACE) pretvara u angiotenzin
I1 (Ang I1). Primarno Ang II deluju¢i na Ang Il tip 1 receptore (AT1R), dovodi do vazokonstrikcije
glatkih miSi¢nih ¢elija i posledi¢no do sistemske vazokonstrikcije 1 povecava reapsorpciju natrijuma
(Na*) u proksimalnim tubulima bubrega. Ang Il je povezan za endotelnom disfunkcijom,
inflamacijom i fibrozom. Stimulacijom angiotenzin Il tip 2 receptora (AT2R) dolazi do vazodilatacije,
natriureze i antiproliferativnih efekata. Aldosteron takode ima vaznu ulogu u nastanku hipertenzije,
tako $to utiCe na reapsorpciju Na’. Povecana aktivnost simpatickog nervnog sistema (engl.
Sympathetic Nervous System — SNS) dovodi do retencije Na*, vazokonstrikcije, endotelne disfunkcije,
proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija i na kraju do arterijske krutosti. Tokom 2015. godine, povisen
arterijski pritisak je bio tre¢i vodeéi faktor rizika za invalidnost prilagodenu godinama tokom Zivota
(engl. Disability adjusted life-years — DALYS) bez obzira na pol, i na drugom mestu faktor rizika za
invalidnost usled kardiovaskularnih bolesti. Pacijenti koji imaju hipertenziju imaju veéi zivotni rizik
za razvijanje CVD. INTERHEART studija je pokazala da je populaciji koja je u riziku od AMI,
hipertenzija doprinela 18% (Yusuf et al., 2004). Riziko faktori su i trajanje i stepen hipertenzije.

Insulinska rezistencija i dijabetes predstavljaju jedne od vodecih faktora rizika za CVD. Vise
od jedne tre¢ine odraslih u USA (oko 88 miliona ljudi) ima neki stepen intolerancije glukoze ili
predijabetes, koji zajedno sa gojazno$¢éu znacajno povecava rizik za dijabetes tip 2 i aterotrombozu
(Arnett et al., 2019). Aterosklerotska kardiovaskularna bolest (engl. atherosclerotic cardiovascular
disease — ASCVD) je povezana sa insulinskom rezistencijom, hiperinsulinemijom kao i povisenim
nivoima glukoze u krvi (Kannel and McGee 1979; Singer et al., 1992; Almdal et al., 2004; Al-Delaimy
et al., 2004; Virani et al., 2023). U INTERHEART studiji, dijabetes je doprineo 10% razvoju prvog
AMI, u populaciji sa rizikom (Yusuf et al., 2004). Povecano opterecenje hipertenzijom, gojaznoscéu,
poveéanim odnosom ukupnog holesterola prema lipoproteinskom holesterolu velikih gustina (engl.
high-density lipoprotein cholesterol — HDL), hipertrigiceridemijom, kao i poviSenim nivoima
fibrinogena, je primeceno kod dijabeticara u poredenju sa nedijabeti¢arima. Prema smernicama za
CVD kod pacijenata sa dijabetesom tip 2 (Miura et al., 2001; Kelsey et al., 2022), visoko-rizi¢ni
pacijenti zahtevaju agresivniju kontrolu faktora rizika, poput arterijskog pritiska, LDL-a i nivoa
glikemije.

Medu glavnim faktorima rizika takode spada i visok ukupni holesterol kao i visok
lipoproteinski holesterol niske gustine (engl. low-density lipoprotein cholesterol — LDL). U
INTERHEART studiji, dislipidemija je doprinela sa 49% u riziku od nastanka AMI, $to je definisano
odnosom apolipoproteina B prema apolipoproteinu Al (Yusuf et al., 2004). Snizavanje vrednosti LDL
holesterola jeste jedna od bitnih stavki u merama prevencije. U sekundarnoj prevenciji preporucene
su vrednosti LDL holesterola < 1,4 mmol/L ili smanjenje > 50% u odnosu na bazalne vrednosti
(Visseren et al., 2021). Statini predstavljaju terapiju za snizavanje vrednosti LDL holesterola. Ukoliko
oni nisu delotvorni, ta¢nije ne postizu se ciljane vrednosti LDL holesterola, kao dodatna terapija
koriste se hipolipemici (ezetimib) ili inhibitori proprotein konvertaze subtilizin/keksin tip 9 (engl.
proprotein convertase subtilisin kexin 9 — PCSK9). Lipoproteinski holesterol velike gustine (engl.
non high-density lipoprotein cholesterol — non HDL) sadrzi aterogne lipoproteine, poput apo B
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lipoproteina u plazmi, i rauna se na osnovu formule: ukupni holesterol — HDL. Smanjen udeo HDL
holesterola u ukupnom holesterolu predstavlja podjednako vazan faktor rizika za CVD kao i povecana
koncentracija LDL holesterola. Merenje nivoa nonHDL holesterola je isto kao i merenje apoB
lipoproteina u plazmi, i predstavlja snazan prediktor za budu¢i CVD dogadaj (Pencina et al., 2019).
Ciljane vrednosti nonHDL holesterola treba da budu < 2,2 mmol/L, te se kod bolesnika sa dijabetesom,
hipertrigliceridemijom, gojaznih ili sa niskim vrednostima LDL holesterola moze koristiti za procenu
CVD rizika. Lipoprotein (a) (Lp(a)) ima proaterogene i prokoagulantne efekte, najverovatnije usled
slicne strukture kao plazminogen, i ima proinflamatorne efekte najverovatnije usled nosaca
oksidovanog fosfolipida (van der Valk et al., 2016). Visoke koncentracije Lp(a) povezane su sa
povecanim rizikom za ASCVD (Clarke et al., 2009). Hipertrigliceridemija takode predstavlja jedan
od vaznih faktora rizika za nastanak ili pogorSanje CVD, ali je slabiji prognosticki marker od LDL
holesterola. Vrednosti triglicerida naste > 1,7 mmol/L jesu faktor rizika za nastanak CVD (Task Force
Members; ESC Committee for Practice Guidelines (CPG); ESC National Cardiac Societies, 2019).

Gojaznost je isto jedan od faktora rizika za aterosklerozu, arterijsku hipertenziju, IHD,
intoleranciju glukoze, insulinsku rezistenciju, hipertrigliceridemiju i anksioznost (Eckel et al., 2004;
Tirosh et al., 2011). Pomocu telesne mase i telesne visine moze se izracunati indeks telesne mase
(engl. Body Mass Index — BMI), gde se BMI > 25 kg/m? smatra prekomernom tezinom, BMI > 30
kg/m? definise gojaznost, dok se BMI > 35 kg/m? smatra prekomernom gojazno$éu. Pomoéu BMI
moze se izmeriti stepen rizika od IHD i cerebrovaskularnih bolesti, uzimajuéi u obzir naravno i druge
faktore rizika (Wilson et al., 2008). Rizik od CVD se povecava linearno sa BMI (Jensen et al., 2014;
Twig et al., 2016).

U izvestaju Ministarstva zdravlja USA 2020. godine, koris¢enje duvana je i dalje najvazniji
preventabilni uzrok smrti i invalidnosti u USA. Pusenje duplira incidencu koronarne bolesti i povecava
mortalitet usled koronarne bolesti za vise od 50%, a kako rastu godine i broj konzumiranih cigareta,
tako se povecavarizik. Dalje, puSenje je povezano sa ve¢om stopom rekurentnih AMI, naprasne srcane
smrti, rupture aortne aneurizme, simptomatske periferne arterijske bolesti, ishemijskog i
hemoragijskog mozdanog udara, hirurS8ke revaskularizacije miokarda kao i perkutane
revaskularizacije miokarda (Andersson and Vasan, 2018; Haque and Bhargava, 2022; Criqui and
Aboyans, 2015; Pan et al., 2019; Duggan et al., 2022). Kod mladih Zena, pusenje zajedno sa oralnim
kontraceptivima povecava rizik od venskog tromboemolizma. NezZeljeni dogadaji usled puSenja se
mogu objasniti odgovaraju¢im mehanizmima poput puSenjem indukovanog povecanja krvnog pritiska
I vaskularnog tonusa, spazma koronarnih krvnih sudova, endotelne disfunkcije, sistematskih
proinflamatornih efekata, povecane agregacije trombocita kao i insulinske rezistencije (Ambrose and
Barua, 2004; Keith et al., 2016).

Dokazano je da je bubrezna slabost blagog do umerenog stepena povezana sa znaajnim
povecéanjem rizika od IHD, §to se odnosi i na terminalnu bubreznu slabost (Gansevoort et al., 2013;
Matsushita et al., 2022; Gaziano et al., 2022).

Primecéeno je da pol takode ima ulogu kao faktor rizika za razvoj CVD, kao i IHD. Tacni
mehanizmi nisu jo$ razjasnjeni, no muski pol sam po sebi doprinosi riziku od IHD. Nekoliko studija
je istaklo da je muski pol faktor rizika za ve¢u Sansu za CVD, s tim da se taj rizik smanjuje sa starenjem
(Gao et al., 2019). Kappert i saradnici su pokazali da osobe Zenskog pola imaju 20% manju Sansu u
poredenju sa osobama muskog pola za razvijanje CVD, ukljucujué¢i AMI, sréanu smrt i sr¢anu slabost
poredenjem izmedu grupa (Berlaimont et al., 2008; Bloch et al., 2008).

Porodi¢na anamneza sama po sebi takode prestavlja jedan od faktora rizika za CVD, posebno
kod mlade populacije sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom za CVD (Sesso et al., 2001; Murabito
et al., 2005; Otaki et al., 2013). Nacelno, poznato je da rodaci prvog Stepena, poput roditelja,
brace/sestara, koji imaju CVD ili su preminuli usled CVD, predstavljaju znacajno opterecenje i faktor
rizika, cak i za osobe mlade od 55 godina muskog pola, odnosno mlade od 65 godina zenskog pola
(Patel et al., 2018).
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1.1.3 HistoloSke karakteristike i fiziologija endotelnih celija

Endotel je jednoslojni ¢elijski prekriva¢ i oblaze celokupni vaskularni sistem. Predstavlja
povrsni deo zida krvnog suda koji je u direktnom kontaktu sa krvlju i njenim elementima, sa jedne
strane, 1 glatkim miSi¢nim c¢elijama, sa druge strane. Funkcionalno i strukturno intaktan, odrzava
balans endotelnih relaksirajucih i kontraktilnih faktora, anti i proinflamatornih medijatora, kao i
prokoagulantne i antikoagulantne aktivnosti (Gross and Aird, 2000).

Razli¢itim mehanizmima prilagodavanja, endotel nastoji da kompenzuje mehanicka i
hemijska oSteCenja zidova krvnih sudova. Gubitak kontrole nad tim reparacijskim procesima za
posledicu ima nastanak endotelne disfunkcije (engl. endothelial cell dysfunction — ECD) (Gimbrone
et al., 2016). Strukturna promena u endotelnim celijama, gubitak integriteta ili ekspresija
prokoagulantnih faktora, zajedno su u osnovi ECD, $to se moze primetiti u aterosklerozi (Ross and
Glomset 1973; Gimbrone, 1980).

ECD predstavlja sponu izmedu kardiovaskularnih rizi¢nih €inioca, razvoja i1 toka vecine
kardiovaskularnih bolesti (MacCarthy and Shah, 2000).

Endotelne ¢elije sadrze mnoge organele, poput mitohondrija, mikrotubula, mikrofilamenata,
kao i veliki broj pinocitoznih vezikula. Ono po ¢emu se one identifikuju jesu Weibel-Paladeova
telasca. Pretpostavlja se da ova telasca poticu iz Goldzijevog aparata i da su ukljuena u proces
hemostaze. Povrsina endotelnih ¢elija poseduje odgovarajuce karakteristike, kao $to su netrombogena,
adhezivna i kohezivna svojstva (De Caterina et al., 2007). Endotel je prekriven glikokaliksom koji se
sastoji od preoteoglikana, glikoproteina i solubilnih proteina. Proteoglikani i glikoproteini vezu
glikokaliks za endotel formiraju¢i matriks koji sadrzi solubilne Cestice. Glikokaliks u interakciji sa
komponentama plazme (albumini, orosomukoid, itd.) formira fizioloski aktivan, tanak sloj endotela
poznat kao endotelni povrsinski sloj. Glikokaliks se nalazi na luminalnom delu endotela i regulise
vaskularnu permeabilnost. Adhezivna unutrasnja povrSina spojena je sa vezivnim tkivom
subendotelnih delova. Kohezivna povrsina endotelnih ¢elija nalazi se na mestima meducelijskih veza.

Postoji nekoliko tipova endotelnih ¢elija (Aird, 2007):

1. Tip | — Celije sa kontinuiranom bazalnom membranom. Tip la ima kontakte sa pericitima; tip
Ib predstavlja tesne veze izmedu celija. Nalazi se u mozgu, skeletnim misi¢ima, miokardu,
plu¢ima i kozi.

2. Tip Il — ¢elije sa fenestriranom bazalnom membranom. Tip Ila se nalazi izmedu endotelnih
¢elija u endokrinim Zlezdama, tip IIb u kapilarima glomerula.
3. Tip Il — ¢celije sa diskontinuitetom u nizu na bazalnoj membrani. Tip Illa se nalazi u

sinusoidima jetre, a tip I11b u sinusoidima slezine.

Endotelne ¢elije ucestvuju u nizu razli¢itih procesa: sintezi i oslobadanju azot monoksida,
prostaciklina, endotelina, tromboksana, cikli¢cnog guanozin monofosfata GMP (cGMP), adenozina,
sintezi i ekspresiji adhezivnih molekula, sintezi hemotaksi¢nih supstanci, faktora rasta (bFGF i
PDGF), faktora stimulacije kolonija (M-CSF, GM-CSF), proteina C, tkivnog faktora, tkivnog
plazminogen aktivatora (t-PA), plazminogen aktivator inhibitora (PAI-1), sintetiSu i izlucuju razli¢ite
faktore, kao npr. mukpolisaharide, trombodulin, proteoglikane, von Wilebrandov faktor (VWF), faktor
aktivacije trombocita (PAF), antioksidantne enzime, metaboliSu serotonin (5-hidroksitriptamin) i
noradrenalin, razgraduju brandikinin i pretvaraju Ang | u Ang Il pomo¢u ACE (Pearson, 1991;
Pearson, 1994). Zbog njegove anatomske pozicije i sposobnosti da reaguje na mehanicke i hemijske
promene kao i humoralnu okolinu (cirkuli$uéi ili lokalno produkovani amini, peptidi, proteini,
nukleotidi, slobodni radikali i drugo), kao i da ove promene kratkotrajno (kompezatorna podesavanja
vaskularnog tonusa) ili dugotrajno reguliSe (strukture), vaskularni endotel ima krucijalnu ulogu u
odrzavanju kardiovaskularne homeostaze.

Azot monoksid (NO) se sintetiSe iz aminokiseline L-arginina, pod dejstvom azot monoksid
sintaze (NOS), i zajedno ¢ine endogeni nitrovazodilatatorni sistem koji odrzava kardiovaskularni
sistem u stanju aktivne vazodilatacije, a u skladu sa metabolickim potrebama (Knowles and Moncada
1994; Sessa et al., 1992). NO produkuje intaktni endotel arterija, arteriola i kapilara i deluje kao
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sekundarni glasnik koji stimuliSe guanilnu ciklazu, vezuju¢i se za molekul hema, $to povecava
koncentraciju cGMP, i posledi¢no smanjuje koncentraciju kalcijuma u ciljanim ¢elijama, $to dovodi
do relaksacije glatke muskulature, inhibicije proliferacije glatke muskulature, inhibicije agregacije
trombocita, inhibicije oksidacije LDL i modulacije neurotransmisije (Deanfield et al., 2007). NOS
postoji u tri izoforme: neuronalna NOS (engl. neuronal NOS — nNOS; tip I), inducibilna NOS (engl.
inducible NOS — iNQOS; tip I1), i endotelna NOS (engl. endothelial NOS — eNQOS; tip 111) (Cinelli et
al., 2020). iNOS se nalazi u endotelnim ¢elijama krvnih sudova, glatkim misi¢ima krvnih sudova,
makrofazima i neuroendokrinom tkivu, kao i u kardiomiocitima. Sve tri izoforme su sli¢ni citohrom
P-450 proteinu, i u reakciji zajedno sa kiseonikom i nikotinamid adenin dinukleotid fosfatom
(NADPH) dolazi do oksidacije terminalnog gvanidinskog azota na L-argininu, i kao krajni produkt
dobijase NO i L-citrulin (Murad, 1999; Djuric et al., 2018). NO lako stupa u reakciju sa superoksidnim
anjonom, kao posledica dolazi do S-nitrozilacije proteina u tiolnim grupama, i nastaju reaktivni azotni
radikali, te se moze rec¢i da koncentracija azot monoksida odreduje ulogu NO — $tetnu ili protektivnu
ulogu NO (Johansen et al., 2005; McDonald and Murad F, 1996).

Pojacana produkcija reaktivnih kiseoni¢nih radikala dovodi do oSteenja NOS, smanjene
oksidacije L-arginina, i povecane sinteze oksidisanih lipoproteina male gustine, $to dalje vodi ka
endotelnoj disfunkciji (Vergnani et al., 2000; Landmesser et al., 2002). NOS uncoupling je proces u
kome usled nedostatka supstrata za eNOS i/ili nedostatka kofaktora tetrahidrobiopterina (THB), dolazi
do produkcije superoksidnog anjona i vodonik peroksida, $to vodi ka pojacanom oskidativnom stresu
i endotelnoj disfunkciji (Li et al., 2011). Pokazano je da pojacana aktivnost enzima arginaza nakon
ishemije/reperfuzije moze smanjiti koncentraciju L-arginina (Hein et al., 2003). Na povecane
koncentracije asimetricnog dimetilarginina (ADMA), inhibitora NO, moze uticati oksidisani LDL,
kod pacijenata sa drugim predisponiraju¢im faktorima rizika za koronarnu bolest srca (Schulze et al.,
2006; Boger et al., 2001).

Prostaciklin pripada familiji prostaglandina, koji se stvaraju i u endotelnim celijama.
Prostaciklin je vazodilatator, inhibitor agregacije trombocita, ima profibrinoliticko, citoprotektivno i
antikoagulantno dejstvo (za razliku od tromboksana A2 koji dovodi do agregacije trombocita i
vazokonstrikcije), tako Sto aktivira enzim adenilat ciklazu 1 samim tim povecava intracelularnu
koncentraciju cikli¢cnog adenozin monofosfata (cCAMP) (Kelton and Blajchman, 1980). Endogeni
hemijski stimulusi iz plazme, poput bradikina i trombina, dovode do stvaranja prostaciklina. Pod
dejstvom enzima fosfolipaze A2, iz fosfolipida membrana stvara se prostaciklin. Cikloksigenaza
(COX) takode ucestvuje u stvaranju prostaciklina (Vane and Corin, 2003). Za razliku od NO koyji se
oslobada viSe abluminalno, prostaciklin se oslobada intraluminalno. Iz ovoga proisti¢e razlika u
efektima NO i prostaciklina. Na albuminalnoj strani krvnog suda prostaciklin dovodi do relaksacije
glatke muskulature, a u lumenu ima antitrombocitne i antiadhezivne efekte.

Razli¢ita tkiva mogu sekretovati endoteline (ET), poput centralnog i perifernog nervnog
sistema, bubrega, pluca, srca, gastrointestinalnog sistema, nadbubrezne zlezde i oka. Nastaju iz
prohormona. Familija humanog endotelina se sastoji iz tri 21-amino izopepetida: ET-1, ET-2, ET-3,
koji se medusobno razlikuju u broju amino-kiselina (Khimji and Rockey, 2010). ET-1 ima izraZzenu
dugotrajnu vazokonstriktivnu ulogu, indukuje hipertrofiju 1 hiperplaziju razlicitih ¢elija, proliferaciju
fibroblasta i neurohumoralnu inflamaciju (Thorin and Webb, 2010).

1.1.4 Patofizioloski mehanizmi ateroskleroze

Ateroskleroza je slozena bolest, uzrokovana visestrukim faktorima, ukljucujuci genetske
faktore, kao i tradicionalne i netradicionalne faktore (Fan and Watanabe, 2022). Ateroskleroza
predstavlja hroni¢ni inflamatorni, fibroproliferativni proces pra¢en nakupljanjem lipida (Glass and
Witztum, 2001; Libby, 2002; Hansson, 2005).

Godine 1841. Vogel je dokazao prisustvo holesterola u aterosklerotskom plaku i tako prvi
ukazao na sponu izmedu holesterola i ateroskleroze. Potom 1842. godine Carl von Rokitanski je
predstavio trombogenu teoriju, a 1856. godine Virchow je predstavio novu teoriju odgovora na
ostecenje endotela, u kojoj ostec¢enje endotela dovodi do inflamacije i ¢elijske proliferacije (Kanjuh et
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al., 2002). Potom, 1913. godine Anitschkov i Chalotov su ukazali da aterosklerotske promene izaziva
ishrana bogata holesterolom. LDL cestice predstavljaju glavne aterogene lipoproteine, i to su i
dokazali Goldstein i Brown.

Znacajnu ulogu u aterogenezi igra endotelna disfunkcija. Tokom ostecenja endotelnih ¢elija
dolazi do povecane permeabilnosti zida krvnih sudova, i samim tim lakseg prolaska aterogenih
lipoproteina u intimu krvnog suda. LDL holesterol prolazi kroz endotel i tu se modifikuje u oksidovani
LDL (oxLDL). Smatra se da oxLDL ima krucijalnu ulogu u inicijaciji endotelne disfunkcije i zauzima
glavno mesto u procesu aterogeneze (Steinberg and Lewis, 1997; Miller et al., 2003). Stepen
oskidisanosti LDL cestice je jedan od uslova za brzinu prolaska kroz endotel, te nativne ¢estice LDL
prolaze sporije, dok oksidisane visokog stepena prolaze jako brzo. U subendotelnom prostoru se odvija
proces lipidne peroksidacije, pod uticajem oksidaze i peroksidaze, koje su potekle iz magrofaga
nastalih od monocita (Osterud and Bjorklid, 2003). Faktori koji su odgovorni za aterogenost oxLDL
su: hemotaksi¢no svojstvo za T ¢elije i monocite, spre¢avanje prelaska makrofaga iz zida krvnog suda
u cirkulaciju, prikazivanje specifi¢nih receptora na endotelu i citotoksi¢nih osobina (Jaipersad et al.,
2014). OXLDL c¢estice imaju hemotaksi¢no dejstvo na monocite i T ¢elije, povecavaju adhezivnost i
agregaciju ovih ¢elija tako $to se na povrsini endotelnih ¢elija eksprimiraju adhezivni molekuli. To su
vaskularni adhezivni molekul-1 (VCAM-1), endotelno-leukocitni adhezivni molekul (ELAM) i
intercelularni adhezivni molekul-1 (ICAM-1). Ovi adhezivni molekuli dovode do oslobadanja
monocitnog hemotaksickog proteina iz endotelnih ¢elija i samim tim dovode do daljeg prolaska
monocita iz krvi u zid krvnog suda. Potom se, monociti i T limfociti u subendotelnom prostoru
diferenciraju u makrofage, na svojoj povrSini prikazuju scavenger receptore, preuzimaju oxLDL
Cestice, I postaju penaste (masne) ¢elije (Falk, 2006). Penaste ¢elije omoguéavaju glatkomiSi¢nim
¢elijama da predu iz medije u intimu, pomoc¢u produkcije trombocitnog faktora rasta i pomoc¢u PDGF
stimulisu proliferaciju fibroblasta, $to dovodi do morfoloskih promena na zidovima krvnih sudova,
odnosno, dolazi do nastanka masnih pruga (intimalni ksantom) (Libby, 2002). Penaste ¢éelije su glavna
komponenta rane aterosklerotske lezije — masnih pruga. Pod uticajem penastih ¢elija, endotel na svojoj
povrsini prikazuje monocit hemotaksi¢ni faktor 1 (MCP-1), i na taj nacin privlaéi i vezuje jo$
monocita. Sve ovo za posledicu ima dalju disfunkciju endotela, smanjene sinteze NOS i superoksid
dizmutaze (SOD) i, posledi¢no dovodi do smanjene sinteze i aktivnosti NO. Ovo rezultuje gubitkom
endotel zavisne vazodilatacije, inflamatornim i prokoagulantnim odgovorom (Osterud and Bjorklid,
2003).

Ukoliko se nastavi nakupljanje oxLDL ¢estica u makrofazima, dolazi do njihove apoptoze. Na
taj nacin se subintimalno stvaraju naslage ekstracelularnih kristala holesterola. Glatke misi¢ne celije
iz medije 1 narusene intime Se aktiviraju, dobijaju proliferativni fenotip, te produkuju kolagen i
elasti¢na vlakna, koja okruzuju penaste celije i kristale. Na taj nacin se formira lipidni bazen i fibrozna
kapa koja ga okruzuje. Fibrozna kapa je bogata kolagenom i elastinom, kao produktima glatkomisi¢nih
Celija i sadrzi ekstracelularni matriks. Ovaj stadijum se zove fibroaterom (lipidna ateroskleroti¢na
ploca) (Virmani, 2005).

Fibroaterom je izloZzen razli¢itim uticajima, kako mehanickim (hipertenzivni uticaj) ili
hemijskim (matriks metaloproteinaze; MMP), Sto moze dovesti do nestabilnosti fibrozne kape, i
posledi¢no do rupture i procesa trombogeneze. Takode moze do¢i i do hemoragije unutar samog
fibroateroma. Ukoliko se nastavi rast fibroateroma, bez komplikacija, posledica je suzenje krvnog
suda, i opstrukcija krvnog suda, uz ireverzibilne ishemijske promene distalno od opstrukcije. Moze se
zakljuciti da sa daljim rastom lipidnog jezgra fibrozna kapa ima veoma vaznu ulogu u protekciji samog
lipidnog jezgra (Weissberg, 2000). Pokazano je da fibroateromi sa bogatim lipidnim jezgrima, bez
obzira na stepen opstrukcije krvnog suda, i sa tankom fibroznom kapom imaju vecu Sansu za rupturu,
u odnosu na one koji imaju deblju fibroznu kapu. Ovakav fibroaterom, sa velikim lipidnim jezgrom i
tankom fibroznom kapom, smatra se nestabilnim ili vulnerabilnim plakom, i ima ve¢u mogucnost
rupture kape i nastajanja tromboze, odnosno razvoja akutnog koronarnog sindroma (AKS) (Davies,
1996).

Glavne odlike vulnerabilnosti plaka jesu veli¢ina i sastav lipidnog jezgra i debljina fibrozne
kape koja ga okruzuje, i akutna inflamacija unutar samog plaka, tj. prisustvo, koncentracija, kao i
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aktivnost samih makrofaga (van Veelen et al., 2022). Smatra se da je najces¢e mesto rupture plaka
rubni region, kao najtanji deo fibrozne kape. Prilikom rupture fibrozne kape, lipidno jezgro biva
izlozeno protoku krvi. Potom makrofazi pojac¢ano luce tkivni faktor i PAI-1, kao i razli¢ite proteaze
poput MMP. Tkivni faktor, kao integralni membranski protein, veze faktor VII/VIla, i pokrece
koagulacionu kaskadu uzrikujuc¢i trombozu. Paralelno, PAI-1 inhibira fibrinolizu. Luminalni tromb
moze vrsiti potpunu ili delimi¢nu opstrukceiju i u blizini mesta rupture je bogat trombocitima, te se
naziva beli tromb, a na delovima gde je pretezno izgraden od fibrina i eritrocita Se naziva crveni tromb.
Makrofazi bogati lipidama putem apoptoze propadaju i oslobadaju enzime — MMP, koje dalje
razgraduju ekstracelularni matriks (Zhang, 2022). Najznacajniji u pogledu razgradnje fibrozne kape
je MMP-1. Kod nevulnerabilnog plaka procesi sinteze i razgradnje ekstracelularnog matriksa su
uravnotezeni, te lipidno jezgro plaka nije izloZzeno protoku krvi i samim tim nema tromboze.

Defekti fibrozne kape, pored rupture plaka, jesu deskvamacija endotela, erozije i fisura plaka.
Erozija plaka se karakteriSe nedostatkom endotelnih ¢elija kao i subednotelnog tkiva, i uglavnom se
nalazi u centralnom delu i pokrivena manjim trombom. Fisura predstavlja $iri i dublji defekt endotela
i subendotelnog tkiva, ali i dalje ne dolazi do lipidnog jezgra, isto je pokriven trombom koji je veéi i
prominira u lumen arterije (Davies and Thomas, 1985). Daljim napredovanjem ateroskleroze ¢esto
dolazi do razvoja angiogeneze. Angiogeneza je verovatno prediktor stepena aktivnosti ateroskleroze i
moze biti pokazatelj visoko rizi¢nih plakova (Virmani et al., 2005). Neovaskularizacija pocinje iz vasa
vasorum u adventiciji, pa preko tunica mediae ide do baze samog aterosklerotskog plaka. Novi krvni
sudovi su gracilni, i prikazuju VCAM-1 adhezione molecule i dolazi do izlaska proteina plazme,
eritrocita kao i infalmatornih ¢elija (Barger et al., 1984; Kolodgie et al., 2003).

U aterosklerotskim plakovima veoma cesto ima fokalne kalcifikacije koja se sa starenjem
poveéava (Hoffmann et al., 2003). Ukupna koli¢ina kalcijuma (Ca?*) u koronarnim krvnim sudovima
predstavlja kalcijumski skor. Kalcijumski skor je marker ukupnog opterec¢enja aterosklerozom i dobar
je prediktor pojave koronarnih dogadaja (Pletcher et al., 2004).

U arterijskim krvnim sudovima, kako napreduje proces ateroskleroze, tako dolazi do
remodelovanja krvnog suda (Glagov et al., 1987). Pozitivno remodelovanje se karakteri$e uve¢anjem
spoljnjeg dijametra arterije, bez znacajnog suzenja krvnog suda. Do smanjenja lumena krvnog suda
dolazi tek kada plak zauzima 40% ukupne popre¢ne povrsine arterijskog krvnog suda. Negativno
remodelovanje se karakteriSe nedostatkom adaptivnog odgovora krvnog suda na porast plaka. Indeks
remodelovanja predstavlja koli¢nik povrSine poprecnog preseka krvnog suda na mestu plaka,
racunajuci i spoljasnju elasti¢cnu laminu arterije, i referentnog segmenta (Schoenhagen, 2000).
Referentni segment predstavlja segment unutar 10 mm od plaka, koji je urednog nalaza i nema jakih
bo¢nih grana. Pomocu intravaskularnog ultrazvuka (IVUS) se izra¢unava indeks remodelovanja. Kada
je indeks remodelovanja veci od 1, to je pozitivno remodelovanje, a kada je manji od 1, to je negativno
remodelovanje. Na vrstu remodelovanja moze uticati i lokalizacija plaka, te se negativno
remodelovanje moZe naci ¢eS¢e na proksimalnim segmentima koronarnih arterija i na ostijalnim
lokalizacijama. Mehanicki manje stabilni plakovi su ¢esce povezani sa pozitivnim remodelovanjem,
kao i sa tankom fibroznom kapom i velikim lipidnim jezgrom, i samim tim ¢e$¢e dolazi do razvoja
AKS (Pasterkamp et al., 1998; Varnava et al., 2002, Sezer et al., 2021).

1.1.5 Kilini€ki i terapijski aspekti infarkta miokarda

Akutni infarkt miokarda nastaje kada postoji akutno oStecenje miokarda sa klinickim
dokazima o akutnoj miokardnoj ishemiji i sa dokazanim porastom i/ili padom vrednosti kardijalnog
troponina sa najmanje jednom vrednosti iznad 99.0g percentila iznad gornje granice i sa najmanje
jednim od sledecih stavki (Roffi et al., 2016):

1)  simptomi ishemije miokarda;

2) novonastale elektrokardiografske promene ST segmena i/ili T talasa ili novonastali blok
grane;

3) razvoj patoloskog Q zubca na elektrokardiogramu;
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4)  dokaz novonastalog gubitka vijabilnosti miokarda primenom neke od imidzing tehnika ili
novonastali ispad u segmentnoj kontraktilnosti zida miokarda koji moze korelisati sa
ishemijom;

5) potvrdena tromboza u koronarnom krvnom sudu na angiografiji ili obdukciji.

Postoji pet tipova infarkta miokarda (Collet et al., 2021). Tip 1 infarkta miokarda karakterise
nastanak intraluminalne tromboze jednog ili vise koronarnih krvnih sudova, nastale usled rupture,
ulceracije, fisure ili erozije aterosklerotskog plaka (Thygesen et al., 2018). Tip 2 infarkta miokarda
karakteriSe neravnoteza izmedu potreba i zaliha miokarda za kiseonikom. Mehanizmi koji mogu
dovesti do nastanka ovog tipa infarkta miokarda ukljucuju hipotenziju, malignu hiperteniziju, sok,
tahi- ili bradi-aritmije, respiratornu insuficijenciju, anemiju teSkog stepena, kao i spazam koronarnih
krvnih sudova, koronarnu mikrovaskularnu disfunkciju, koronarnu emboliju i spontanu disekciju
koronarne arterije (SCAD) (Neumann et al., 2017; Nestelberger at al., 2017; Chapmanet al., 2018).
Tip 3 infarkta miokarda je udruzen sa smrtnim ishodom kod pacijenata sa simptomima koji ukazuju
na ishemiju miokarda ili novonastalim ishemijskim elektrokardiografskim promenama, kada
biomarkeri nisu dostupni (Thygesen et al., 2018). Tip 4a infarkta miokarda je povezan sa perkutanom
koronarnom intervencijom (PCI), nastao unutar < 48 h od procedure. Tip 4b infarkta miokarda je
povezan sa tromobzom stenta, a tip 4c infakta miokarda je povezan sa instent restenozom. Tip 5
infarkta miokarda je povezan sa hirurSkom revaskularizacijom miokarda (CABG) (Thygesen et al.,
2018).

Tabela 1. — Klasifikacija angine prema Kanadskom kardiovaskularnom drustvu

Kanadsko kardiovaskularno drustvo (CCS) — klasifikacija teZine angine

Klasa 1

Klasa 2

Klasa 3

Klasa 4

Uobicajena fizicka aktivnost (poput peSacenja ili penjanja uz stepenice) ne dovodi do
nastanka angine pektoris i/ili dispneje. Angina se javlja pri teSkom, brzom i produzenom naporu
na poslu ili pri rekreaciji.

Blago ograni¢enje uobicajenih aktivnosti. Angina i/ili dispneja nastaje pri brzom peSacenju
ili penjanju uz stepenice, hodanju uzbrdo, pesacenju ili penjanju nakon jela ili na hladno¢i i
vetru, pri emotivnom stresu, ili u prvih par sati nakon budenja. Tegoba u grudima nastaje pri
presacenju vise od dva bloka — 200 m po ravnom ili penjanjem uz stepenice vise od jednog
sprata pri normalnom hodu i uslovima.

Znacajno ogranicenje uobicajenih aktivnosti. Angina i/ili dispneja nastaje pri preSacenju
100-200 m po ravnom ili penjanju uz stepenice do jednog sprata pri normalnom hodu i u
normalnim uslovima.

Nemogucnost obavljanja bilo kakve fizicke aktivnosti bez anginoznih tegoba —angina i /ili
dispneja moze nastati i u miru.
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Slika 1. Prikaz inicijalne trijaze, dijagnostike i postavljanja odgovarajuée dijagnoze, gde su simptomi
I znaci u korelaciji sa akutnim koronarnim sindromom. ACS — akutni koronarni sindrom; STEMI —
infarkt miokarda sa ST elevacijom, NSTEMI - infarkt miokarda bez ST elevacije; ECG —
elektrokardiogram; pPCI — primarna perkutana koronarna intervencija; ATT — antitrombocitna
terapija, CABG — aortokoronarni bajpas; UZ — ultrazvuk srca; 1IVUS — intravaskularni ultrazvuk;
(Nustracija preuzeta i modifikovana iz Byrne et al., 2023).

Akutni koronarni sindrom (AKS) se klinicki klasifikuje kao infarkt miokarda sa elevacijom
ST segmenta (STEMI), infarkt miokarda bez ST elevacije (NSTEMI) i nestabilna angina pectoris
(Slika 1). Nestabilna angina pectoris je klinicko stanje koje se prezentuje bolom u grudima, koji se
javlja u miru ili pri minimalnom naporu, elektrokardiografskim promenama bez elevacije ST
segmenta 1 bez poviSenih markera miokardne nekroze (Roffi et al., 2016). NSTEMI je klinic¢ko stanje
koje se prezentuje bolom u grudima koji se javlja u miru ili pri naporu, elektrokardiografskim
promenama (depresija ST segmenta > 0,5 mm u dva susedna odvoda, bez elevacije ST segmenta,
inverzija T talasa > 1 mm u dva susedna odvoda) uz poviSene markere miokardne nekroze (Roffi et
al., 2016). STEMI je klini¢ko stanje koje se prezentuje bolom u grudima koji se javlja u miru ili pri
naporu, elektrokardiografskim promenama uz elevaciju ST segmenta u najmanje dva uzastopna
odvoda ili novonastalim blokom leve grane, i uz povisene markere miokardne nekroze (Ibanez et al.,
2018).

Klinic¢ka slika obuhvata anginozni bol u grudima u vidu pritiska, stezanja, probadanja, guSenja
ili tezine (kao da neko sedi na grudima), sa ili bez propagacije (vrat, vilica, leda, jedno ili oba ramena,
jedna ili obe ruke), produzenog trajanja (> 20 min), §to moze biti praCeno mucninom, gorusicom,
povrac¢anjem, nedostatkom vazduha i/ili dispenom (Rubini Gimenez et al., 2014). Anginozni bol moze
biti produzenog trajanja (> 20 min), angina de novo (clasa Il ili 111 CCS), kresendo angina (pogorsanje
stabilne angine pektoris, sa najmanje skorom I11 CCS) ili postinfarktna angina pectoris (Tabela 1).

Veoma je vazno razlikovati akutni infarkt miokarda od miokardne povrede. Postoje brojna
stanja koja su povezana sa miokardnom povredom, ali ne predstavljaju AIM tip 1, kao $to su:
tahiaritmija, sréana insuficijencija, hipertenzivna kriza, Sok, sepsa, miokarditis, takotsubo sindrom,
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valvularne bolesti, disekcija aorte, pluéna embolija, hroni¢na bubrezna insuficijencija, akutno
neurolosko oStecenje — mozdani udar, subarahnoidalna hemoragija, stanje posle neke od intervencija
na srcu, hipotireoza, hipertireoza, ekstremni napori, rabdomioliza, toksi¢no trovanje miokarda,
amiloidoza, hemohromatoza, sarkoidoza i sklerodermia.

Glavni cilj leCenja jeste antiishemijska terapija, redukovanje intenziteta bola u grudima kao i
rizika za nastanak tromba i dalje napredovanje bolesti antitrombocitnom i antikoagulantnom
terapijom. Ovakvi pacijenti se prate u koronarnim jedinicama, sa intezivnim monitoringom i
ograni¢enjem aktivnosti radi smanjenja potreba miokarda za kiseonikom. U zavisnosti od vrste AKS,
zavisi dalji pristup le¢enju (Slika 1).

Kod pacijenata sa infarktom miokarda bez ST elevacije, osnovna strategija leCenja jeste
stratifikacija rizika pacijenta, koji se dele na pacijente sa niskim, umerenim, visokim i veoma visokim
rizikom za ishemiju (Roffi et al., 2016; Collet et al., 2021). Postoji vise skorova rizika koji sluze za
stratifikaciju pacijenata, za procenu prognoze za ponovni dogadaj ishemije i mortalitet. NajceSce
koris¢eni skorovi su tromboliza u infarktu miokarda (engl. Thrombolysis in Myocardial Infarction —
TIMI) i globalni registar akutnih koronarnih dogadaja (engl. Global Registry of Acute Coronary
Events — GRACE). Kod stabilnih pacijenta sa niskim rizikom, imamo dva terapijska pristupa koji
podrazumevaju neinvazivno testiranje i konzervativni pristup, i invazivni pristup. Pacijenti sa
umerenim rizikom podrazumevaju invazivni terapijski pristup unutar 72 h od primarnog dogadaja.
Pacijenti sa visokim rizikom podrazumevaju rani invazivni prisup unutar 24 h, dok pacijenti sa veoma
visokim rizikom podrazumeva hitni invazivni pristup leenja i revaskularizaciju unutar 2 h.
Medikamentna terapija podrazumeva primenu antitrombocitne terapije, antikoagulantne terapije u
skladu sa adekvatnim indikacijama, beta blokatora, intravenskih opioida (morfin) u zavisnosti od
inteziteta bola, nitrata, a u sekundarnoj prevenciji se primenjuju i inhibitori angiotenzin konvertujuceg
enzima ili blokatori antgiotenzinskih receptora, blokatori aldosteronskih receptora, statini, inhibitori
protonske pumpe, i u zavisnosti od indikacija koristi se i oralna antikoagulantna terapija (Byrne et al.,
2023).

Osnov lecenja pacijenata sa AMI sa elevacijom ST segmenta podrazumeva repurfuzionu
terapiju, tj. primarnu perkutanu intervenciju (PCI) i fibrinoliticku terapiju (Byrne et al., 2023). Prema
najnovijim smernicama Evropskog kardioloskog drustva (ESC), primarna PCI je terapija izbora samo
u slucaju da se ispunjavaju odgovarajuéi uslovi, tj. ako je moguce unutar 120 min. od postavljanja
dijagnoze STEMI izvesti koronarnu angiografiju i otvoriti infarktnu arteriju (Byrne et al., 2023). U
slu¢aju da transfer pacijenta u PCI centar nije mogu¢ unutar 120 min., preporuke kazu da je
fibrinolitika terapija izbor daljeg le¢enja ukoliko nema kontraindikacija za istu (Byrne et al., 2023).
Primena fibrinoliti¢ke terapije je neophodna unutar 10 min od postavljanja dijagnoze STEMI i ne treba
Cekati pristizanje markera miokardne nekroze za zapocinjanje iste (Fosbol et al., 2013; Fazel et al.,
2023; Byrne et al., 2023). U slucaju primene fibrinoliticke terapije i njenog neuspeha, indikovana je
spasavajuc¢a PCI. Neuspeh primene fibrinoliticke terapije se smatra ukoliko na elektrokardiogramu
nema spustanja ST elevacije > 50% unutar 60—90 min od primene iste, ili u slucaju elektri¢ne ili
hemodinamske nestabilnosti bolesnika, prisutnosti stalnog bola u grudima ili pogorSanja ishemije
(Armstrong et al., 2013; Gershlick et al., 2005; Byrne et al., 2023). U slucaju uspesne primene
fibrinoliticke terapije, pacijentima treba uraditi rani invazivni pristup, unutar 2-—24 h od primene
fibrinoliticke terapije, bez obzira na njenu uspesnost (Cantor et al., 2009).

Komplikacije AMI se javljaju u 35% do 40% bolesnika sa STEMI. Mogu se podeliti na
ishemijske, mehanicke, elektri¢ne, embolijske i inflamatorne (Byrne et al., 2023).

Kao naj¢esc¢a komplikacija STEMI u 25%—30% slucajeva se javlja sr¢ana slabost i u relaciji je sa
ranim i kasnim mortalitetom. Moze se javiti u dva oblika, kao rana — unutar 24 h od pojave bola u
grudima, i kasna — unutar 3 do 7 dana od pojave inicijalnog koronarnog dogadaja. Klasifikacija srcane
slabosti kod pacijenata sa STEMI se moze izvrsiti na dva nacina. Postoji Killip klasifikacija koja se
odnosi na klini¢ku prezentaciju, i moze biti u formi lake dispneje pa sve do forme kardiogenog Soka
(Tabela 2) (Killip 3rd, 1967). Pored toga, klasifikacija se moze zasnivati na hemodinamskim
parametrima - Forester klasifikacija (Tabela 2.), gde se prate parametri poput plu¢nog kapilarnog
pritiska (PCWP) i kardijalnog indeksa (CI) (Forrester et al., 1976). Kardiogeni Sok je komplikacija
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koja je udruZzena sa visokim stepenom mortaliteta (40%—67%) i javlja se u malom procentu ovih
pacijenata (VanDyck and Pinsky, 2021). Kardiogeni Sok se karakteriSe znacima hipoperfuzije organa,
hipotenzijom, niskim kardijalnim indeksom (< 2,2 L/m?) i poveéanim pulmonalnim kapilarnim
ukljestenim (engl. wedge) pritiskom (PCWP > 18 mmHg) (Samsky et al., 2021).

Tabela 2. Klasifikacija srcane slabosti kod pacijenata sa STEMI — Killip i Forrester; PCWP —
pulmonalni kapilarni ukljesteni pritisak; Cl — kardijalni indeks;

STEMI Killip klasifikacija srcane slabosti Forrester klasifikacija sréane slabosti

L . Normalna hemodinamika (PCWP < 18
Klasa 1 Bez znakova src¢ane slabosti mmHg, Cl > 2.2 L/m?)

Klasa 2 Plu¢na kongestija, S3, povisen jugularni | Plu¢ni edem (PCWP > 18 mmHg, CI > 2,2

venski puls L/m?)
. Periferna hipoperfuzija, hipovolemija (PCWP
Klasa 3 Pluéni edem <18 mmHg, Cl < 2,2 L/m?)
Klasa 4 Kardiogeni Sok Kardiogeni Sok (PCWP > 18 mmHg, CI > 2,2

L/m?)

U slucaju kasnije pojave simptoma i znakova kardiogenog Soka, pojave bola u grudima ili
pojave novog auskultatornog Suma nad srcem, kod bolesnika sa STEMI treba posumnjati na mogucée
mehanic¢ke komplikacije. U mehani¢ke komplikacije spadaju ruptura papilarnog misica, tendinoznih
hordi ili slobodnog zida leve komore, postinfarktni ventrikularni septalni defekt, pseudoaneurzma kao
I prava aneurizma. U elektricne komplikacije spadaju pojava vetrikularne tahikardije ili fibrilacije,
atrijalne fibrilacije, i atrioventrikularni blok. U embolijske komplikacije spada pojava tromba u levoj
komori, a u inflamatorne komplikacije spada perikarditis koji se moze manifestovati kao akutni
perikarditis, ili kao kasni postinfarktni perikarditis (Dreslerov sindrom).

1.1.6 Markeri miokardne nekroze

Kod svih pacijenata sa suspektnim AKS, bez elektrokardiografskih promena koje ukazuju na
STEMI, potrebno je uraditi markere miokardne nekroze, koji nam omoguéavaju postavljanje
adekvatne dijagnoze, kao i daljeg postupanja u le¢enju ovih pacijenata, u skladu sa klini¢kom slikom
i elektrokardiografskim promenama (Mueller, 2014). Aktuelna definicija infarkta miokarda koja je
predstavljena od strane Evropskog kardiolo§kog drustva, Ameri¢kog kardioloskog drustva kao i
Svetske kardioloSke federacije, podrazumeva da je zajedno sa kliniCkom slikom potrebno imati
povisene vrednosti, a potom pad vrednosti koncentracije kardijalnog troponina iznad 99.0g percentila
gornje referentne vrednosti (Thygesen et al., 2018).

Troponin predstavlja kompleks proteina koji ulazi u sastav tankih filamenata prugastih misica
i uéestvuje u Ca?* posredovanoj interakciji aktina i miozina. Sastoji se iz tri jedinice: C, i T. Troponin
T i | se javljaju u tri izoforme i svaka je kontrolisana razli¢itom sekvencom gena. Izoforma | je
kardijalnog porekla, izoforme 2 i 3 su spore i brze skeletne izoforme. Uloga kardijalnog troponina |
(cTnl) je kontrola kontrakcije kardijalnog misiéa zajedno sa Ca?*. cTnl blokira dejstvo aktomiozin
Mg?*-ATPaze i na taj nac¢in dovodi do relaksacije migi¢a, spre¢avajuéi interakciju izmedu aktinskih i
miozinskih vlakana (Thygesen et al., 2010). Kardijalni troponin T (cTnT) omogucava vezivanje
kompleksa 3 proteina za tropomiozin i vezivanje kardijalnog troponina C (cTnC) za Ca*, omoguéava
kontrakcije zavisne od Ca?* i ponistava dejstvo ¢Tnl (Adams 3™ JE, Abendschein and Jaffe, 1993).
Pokazano je da cTnT i cTnl nisu prisutni kod zdrave adultne populacije u skeletnim misi¢ima, a cTnT
je takode prisutan i u skeletnim misi¢ima fetusa (Bodor et al., 1997). Kod oporavka skeletnog misic¢a
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nakon povrede, dolazi do embrionalne miogeneze (Chargé and Rudnicki, 2004), sto vodi ka pojavi
fetalnih izoformi cTnT (Toyota and Shimada, 1984). Pomoc¢u proteza (npr. kaplein-1, kaspaza, matriks
metaloproteinaza 2) koje se nalaze unutar ¢elija i unutar krvi se razlaze kardijalni troponin (Hessel et
al., 2008). cTnl i cTnT se oslobadaju iz miokarda oste¢enog nekrozom, kao celina i kao razlozeni
produkti (Labugger et al., 2000). Nakon pojave prvih simptoma, u prvih nekoliko sati dolazi do
oslobadanja kardijalnog troponina, i belezi se ve¢a koncentracija cTnl u odnosu na cTnT (Mingels et
al., 2023). Postoje Siroko dostupni eseji za cTnl, te i to uti¢e na izmerenu koncentraciju cTnl i njenu
dinamiku (Mingels et al., 2023). Takode, i sama kriva oslobadanja kardijalnog troponina je razlicita
za cTnT i cTnl, gde ¢cTnT ostaje duze vremena poviSen usled dvostrukog pika oslobadanja (Mingels
et al., 2023).

Kardijalni troponin moze biti hroni¢no poviSen u odredenim stanjima poput sréane slabosti,
bubrezne slabosti, tesne aortne stenoze i akutnog ishemijskog mozdanog udara. Pretpostavlja se da je
ukljuceno vise mehanizama (Mair et al., 2018).

Laktat dehidrogenaza (LDH) je citosolni enzim Kkoji je sastavni deo anaerobne faze glikolize.
Njegova uloga kao katalizatora je sastavni deo reakcije oksidacije L-laktata u piruvat, i obrnuto,
rekacije redukcije piruvata u L-laktat. LDH je sastavljen od Cetiri subjedinice, gde subjedinica M
predstavlja misi¢ni deo, a H predstavlja sréani deo. Postoji pet izoenzima LDH, i to LDH-1 (Ha),
LDH-2 (HsM), LDH-3 (H2M2), LDH-4 (HM3) i LDH-5 (M4). U sr€anom mis$i¢u su najvise zastupljeni
zastupljeni LDH-4 i LDH-5 (Drent et al., 1996). LDH ima Siroku rasprostranjenost u tkivima, te
odredivanje aktivnosti LDH u serumu ima znacaj u dijagnostici mnogih oboljenja, kao npr. infarkt
miokarda, hemoliticke anemije, oboljenja jetre i tumora ovarijuma (Khan et al., 2020). LDH je kasni
marker u dijagnostici AMI, jer njegov ocekivani porast nakon AIM je za 12—24 h, a pik je nakon
48—72 h (Senthil Kumaran and Stanely Mainzen, 2011). Pokazano je da se bazalne vrednosti LDH
nakon AMI mogu koristiti kao nezavisni faktor rizika za nastanak sréane slabosti (Zhang et al., 2024).
LDH se moze koristi kao pokazatelj anaerobnog disanja tokom miokardne povrede. Poromene u
koncentraciji LDH su vremenski odredene tokom procesa infarkta miokarda (MI) (Gopcevic et al.,
2011).

Kreatin kinaza (CK) je enzim koji ima ulogu u snabdevanju ¢elije energijom, tako §to
omogucava adekvatne kolicine ATP za kontrakciju celija misSia. Nalazi se u citoplazmi 1 u
mitohondrijama. Najveéa aktivnost CK je u popre¢no-prugastim miSi¢ima, sréanom misicu,
gastrointestinalnom traktu i centralnom nervnom sistemu. Sastoji se od dve subjedinice, M koja
predstavlja miSi¢ni deo i B koja predstavlja mozdani deo. U zavisnosti od organa, postoje tri
izoenzima. CK-MM koji je lokalizovan u skeletnom misi¢u, CK-MB koji je lokalizovan u miokardu,
i CK-BB koji je lokalizovan u mozgu, zelucu i crevima (Lang and Wirzburg, 1982). Porast
koncentracije CK i njegovog izoenzima CK-MB predstavlja jednu od odlika AMI.

1.1.7 Kardiovaskularni markeri

Homocistein (Hcy) je sumporovita, neproteinska amino-kiselina, koja u organizmu nastaje
najvecim delom iz metionina (Met), a u manjoj koli¢ini se nalazi u namirnicama. Pod dejstvom enzima
metionin S-adenoziltransferaze (MAT), Met se prevodi u S-adenozilmetionin (SAM), donira metil
grupu dejstvom katalizatora (metil transferaza — MT) i nastaje S-adenozilhomocistein (SAH). Pod
uticajem enzima S-adenozilhomocistein hidrolaze, od SAH nastaje Hcy (Jakubowski, 2019). Takode,
Met se pod dejstvom enzima metionil-tRNK sintetaza (MRS) spaja sa transportnom RNK i na taj
nacin ucestvuje u sintezi proteina.

Postoje ¢Cetiri puta kojima se dalje odvija metabolizam homosciteina (Jakubowski, 2019):

1. remetilacijski put — u reakciji enzima metionin sintaze (MS) i 5-metil tetrahidrofolata (THF-
CH3) kao donora metil grupe, ponovo nastaje Met;

2. trans-sulfuracijski put — koji se na dva nacina, pod dejstvom enzima cistation beta sintaze
(CBS) i enzima cistation gama liaze (CGL) konvertuje sve do cisteina, a cistein se koristi dalje za
sintezu proteina i glutationa;
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3. pod dejstvom enzima metionil-tRNK sintetaze pretvara se u homocistein tiolakton (Hcy-T);

4. formira sa bo¢nim lancem cisteina disulfidne veze i tako ulazi u sastav polipeptidnog lanca
proteina.

Prekomerno  nakupljanje  homocisteina je  patolosko  stanje, oznaCeno kao
hiperhomocisteinemija (HHcy). Prema stepenu nakupljanja, deli se u tri oblika: umereni, srednji i teski
oblik (Hankey and Eikelboom, 1999).

Povezanost homocisteina i ateroskleroze je utvrdio McCully 1969. godine, istrazivanjem
promena na krvnim sudovima kod dece sa genetskim mutacijama enzima koji ucestvuju u
metabolizmu Hcy (McCully, 1969). Dalje proucavanje uticaja Hcy na proces ateroskleroze je
nastavljeno, te sumnoge opservacione studije na ljudima pokazale da je HHcy vazan nezavisni faktor
rizika za aterosklerozu kod osoba koje nisu imale hiperholesterolemiju, hiperlipoproteinemiju ili druge
faktore rizika za aterosklerozu (McCully, 2005).

Jedan od mogucih uzroka endotelne disfunkcije je i HHcy. HHcy dovodi do poveéanog
oksidativnog stresa i preko nuklearnog faktora kapa B (NF-kB) puta, dovodi do pojacane sekrecije
citokina i pojave adhezionih molekula u endotelnim ¢elijama (Barroso et al., 2016). Takode, HHcy
moze dovesti do povecane aktivacije trombocita i pojacane prozvodnje tromboksana A2 i posledi¢ne
pojacane agregacije trombocita, naroc¢ito kod ishemijske bolesti srca (Wald et al., 2011). Takode,
visoke vrednosti Hcy su kod eksperimentalnih Zivotinja povezane sa smanjenom aktivno$¢u enzima
superoksid dismutaze i glutation peroksidaze (Richard et al., 2018). Povecana produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih radikala (engl. reactive oxygen species — ROS) usled HHcy, za posledicu ima pojac¢anu
oksidaciju LDL ¢estica i njihovo pojac¢ano nakupljanje unutar plaka (Kumar et al., 2017; Griffiths et
al., 2006). Pojac¢ano nakupljanje metionina unutar endotelnih ¢elija dovodi do pojacane sinteze Hcy,
Sto dovodi do pojacane nitracije proteina unutar LDL (Griffiths et al., 2006). Takode, pojacana sinteza
Hcy dovodi do poveéanog ulaska monocita u plak (Griffiths et al., 2006), a samim tim dovodi do
napredovanja procesa ateroskleroze.

Kao sto je ve¢ pomenuto, jedan od puteva metabolizma Hcy je pod dejstvom enzima metionil-
tRNK sintetaze, konverzija u Hcy-T, toksiéni produkt koji formira amidne veze sa amino-grupama
proteina (Jakubowski, 2019). Jedan od novih nezavisnih prediktora rizika za nastanak AMI je i
koncentracija Hcy-T u urinu (Borowczyk et al., 2018). Takode, koncentracija Hcy u plazmi je isto
prepoznata kao faktor rizika za bolest koronarnih krvnih sudova (Yang et al., 2006).

Von Vilebrandov faktor (VWF) je multimerni glikoprotein, i ima krucijalnu ulogu u primarnoj
hemostazi, tj. u posredovanju adhezije i agregacije tromobcita na mestu vaskularne povrede. Druga
vazna uloga ogleda se u stvaranju kompleksa sa faktorom VIII u cirkulaciji, 1 na taj nacin u€estvuje u
sekundarnoj hemostazi. VWF znacajno produzava zivotni vek faktora VIII u plazmi (De Meyer et al.,
2009). Kao odgovor na inflamaciju, endotelne ¢elije pojacano oslobadaju vWF, te mozemo zakljuciti
da je VWF jedan od reaktanta akutne faze (Hollestelle et al., 2006). Usled ostecenja endotela i
endotelnih ¢elija dolazi do pojaanog oslobadanja vWF, te moze se pretpostaviti da vVWF moZe biti
jedan od pokazatelja endotelne disfunkcije. Prospektivna, multicentri¢éna European Concerted Action
Against Thrombosis (ECAT) studija je pokazala kod 3043 pacijenata sa AP, da su nezavisni
pokazatelji za AKS tokom dve godine prac¢enja nivoi vWF, fibrinogena i tkivnog plazminogen
aktivatora (Thompson et al., 1995). Pretpostavlja se da je u osnovi toga oste¢enje endotela i samim
tim povecan rizik od tromboze. U AKS dolazi do dugotrajnog porasta VWF, koji dostize najvece
koncentracije tri do Cetiri dana nakon IM sa postepenim padom vrednosti u daljem postinfarktnom
periodu (Mannucci 1998).

1.1.8 Oksidativni stres i oksidativni markeri u infarktu miokarda

Oksidativni stres predstavlja naruseno redoks stanje, koje se karakteriSe povecanom
produkcijom reaktivnih vrsta koja nadmasuje odbrambeni antioksidativni mehanizam (Sies, 1991). U
malim koli¢inama produkcija slobodnih radikala ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze celije.
Nasuprot tome, prekomerna produkcija slobodnih radikala vodi ka ¢elijskoj disfunkciji i posledi¢no
smrti ¢elije (van der Pol et al., 2019).
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Atomi, atomske grupe ili molekuli koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u spoljasnjoj
orbitali predstavljaju slobodne radikale. Slobodni radikali su visoko reaktivni usled tog nesparenog
elektrona. Prilikom spajanja sa drugim atomima ili molekulima, ta¢nije donorima elektrona, slobodni
radikali dobijaju elektron/elektrone, tj. redukuju se, a donori elektrona gube elektron, tj. oksidisu se.
Na taj nacin nastaje sekundarni slobodni radikal i tako se zapocinje lanCana reakcija (Slika 2)
(Cheeseman and Slater, 1993).

nespareni

elektron oksidovana
A »Ciljna” molekula
© 6 © elektron o O O
transfer
+ ——————r +
#Ciljna” slobodni
molekula radikal

Slika 2. Mehanizam reakcije slobodnih radikala (llustracija preuzeta iz Puki¢ M. Oksidativni stres — Klinicko
dijagnosticki znacaj. Beograd: Mona i Manjana, 2008.)

Pod slobodnim radikalima, tj. reaktivnim vrstama, obuhvacéene su sve klase jedinjenja visoke
reaktivnosti (Tabela 3). Reaktivne vrste se dele na reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxidative
species — ROS), reaktivne azotne vrste (engl. reactive nitrogen species — RNS), reaktivne ugljenikove
vrste (RCS) i reaktivne sumporne vrste (RSSP). U ROS spadaju: superoksidni anjon (02™), peroksil
radikal (ROQ"), hidroksil radikal (HO"), hidroperoksil radikal (HOO"), alkoksil radikal (RO"), kao i
neradikalske vrste (nemaju spareni elektron u spoljasnjoj orbitali): vodonik peroksid (H20>),
hipohlorna kiselina (HOCI), ozon (Og) i singlet kiseonik. U RNS spadaju slobodno radikalske vrste
poput nitroksil radikal (NO") i azot-dioksid radikal (NO2"), kao i neradikalske vrste poput azot-dioksid
anjona, azot trioksida, nitronijum jona, peroksinitrit anjona (ONOOQO), i drugih (Halliwell et al., 1991,
Halliwell and Gutteridge, 1999).

Tabela 3. Reaktivne vrste

ROS 02" superoksidni anjon H202 vodonik peroksid
HO"  hidroksil radikal O3 ozon
HOO" hidroperoksil radikal 10, singlet kiseonik
RO"  alkoksil radikal HOCI hipohlorna kiselina
ROO" peroksil radikal

RNS NO"  nitroksil radikal NO2 azot-dioksid anjon
NO2" azot-dioksid radikal N203 azot-trioksid

NO2* nitronijum jon

ONOO"  peroksinitrit anjon
ROONO alkil peroksinitrit
NO singlet nitroksilanjon
NO* nitrozil katjon
NO.CI nitril hlorid
RCS R’ alkil radikal
RO’ alkosil radikal
ROO"  peroksil radikal
RSS RS’ tlil radikal
GS’ glutatil radikal
GSSG" diglutatil anjon radikal
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Superoksidni anjon najve¢im delom nastaje u mitohondrijama. Pod dejstvom superoksid
dismutaze (SOD) se pretvara u manje aktivan vodonik peroksid. 02" ima veoma vaznu ulogu u procesu
ateroskleroze i koronarne bolesti tako §to ucestvuje u procesu lipidne peroksidacije i nastanku oxLDL,
stimuli$e proliferaciju glatkomisi¢nih ¢elija, i uéestvuje u osteéenju kardiomiocita. O2™ reaguje sa NO,
te kao produkt te reakcije dolazi do stvaranja oksidovanog peroksinitrithog anjona (ONOQO"), samim
tim dolazi i do gubitka aktivnosti NO (Hayyan et al., 2016). U reakcijama pod dejstvom NADPH,
tokom zapaljenja i procesa apoptoze takode dolazi do stvaranja superoksidnog anjona (Baptista et al.,
2012).

NADPH + 20, —— > NADP*+H"+ O,"

H20: je manje reaktivan i on predstavlja vazan izvor nastanka hidroksilnih radikala. Vodonik
peroksid je najstabilniji predstavnik ROS (Wu and Cederbaum, 2003). Peroksizomi u ¢elijama
predstavljaju izvor H20; u fizioloskim uslovima (Valko et al., 2006). Pod dejstvom katalaze, H.O> se
razdvaja na vodu i kiseonik, te se tako smanjuju njegovi toksi¢ni efekti (Valko et al., 2007). H.O>
oksidise sulfhidrilne grupe proteina i tako zapocinje procese lipidne peroksidacije, dok zajedno sa
jonima metala ucestvuje u stvaranju reaktivnih hidroksil radikala (Valko et al., 2007). H.O, zajedno
sa Fe?*, u Fentonovoj reakciji, dovodi do nastanka hidroksilnih radikala.

Fe?* + H,0, ———» Fe® + HO" + OH

Hidroksilni radikali su takode jako reaktivni, predstavljaju najlosiju formu ROS, nastaju i u
Haber-Vajsovoj reakciji.
0, +H,0, _F2*  ,0,+ HO + OH

ROS putem nekoliko mehanizama negativno deluju na vaskularnu funkciju. ROS, najpre
hidroksilni radikali, direktnim putem negativno uti¢u na ¢elijsku membranu i jedro. ROS menjaju
proces ateroskleroze i uti¢u na vazomociju tako Sto reaguju sa endotelnim ¢elijama i vazoaktivnim
medijatorima. Takode, ROS dovodi do perokosidacije lipida, i samim tim do pojac¢anog stvaranja
oxLDL koji su u samoj osnovi procesa ateroskleroze (Bonomini et al., 2008).

ROS mogu nastati u srcu pomocu nekoliko mehanizama, poput NADPH oksidaze, ksanitn
oksidaze, i NOS. Tokom procesa oksidativne fosforilacije u mitohondrijama u patoloskim uslovima
dolazi do poveéane produkcije superoksidnog anjona (027). Povecane koli¢ine Oz doprinose
oSte¢enju kardiomiocita i miokardnoj disfunkciji. Takode, ROS mogu nastati i kao nusprodukt tokom
aerobnog metabolzma koji se odigrava unutar Celije.

Povecana produkcija ROS nastaje usled povecane aktivnosti NADPH oksidaze (NOX), a koja
se odigrava usled dejstva endotelina-1, Angll i faktora nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis
factor — TNF-a). Postoji nekoliko izoformi NOX, a NOX 2 i NOX4 se nalaze u miokardu
(Nabeebaccus et al., 2023). NOX4, lokalizovan u mitohondrijama kardiomiocita, zajedno sa
nuklearnom eritroidnom 2 sli¢cnom faktoru (engl. nuclear factor erythroid 2- related factor 2 — Nfr2)
ucestvuje u oskidativnom stresu (Peoples et al., 2019; Kuroda et al., 2010). Usled ostecenja srca dolazi
do nestabilnosti NOS, samim tim dolazi do povecane produkcije ROS.

U kardiomiocitima postoje odbrambeni mehanizmi koji se aktiviraju radi uklanjanja Stetnih
efekata ROS i to su antioksidansi. U antioksidativnom mehanizmu odbrane postoji vise egzogenih i
endogenih supstanci, i neki se smatraju markerima oksidativnog stresa (Asmat et al., 2016).
Antioksidativni sistemi mogu biti enzimski i neenzimski. U neenzimske antioksidativhe mehanizme
odbrane spadaju vitamin E, vitamin C i B-karoten (kao prekursor vitamina A), alfa lipoinska kiselina,
urati, ubikvinon i glutation (GSH) (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernndez-Mej, 2013). Redukovani
glutation ima vaznu ulogu u odrzavanju intracelijske homeostaze i ima vaznu ulogu u zastiti miokarda
tokom ishemije (Sudha et al., 2013). Pokazana je smanjena koncentracija ovog antioksidansa pri
akutnom ostec¢enju miokarda (Kumar et al., 2016).
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U enzimske mehanizme odbrane spadaju superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i
glutation peroksidaza (GPx). Tu spadaju i tioredoksin i tioredoksin reduktaza koji sluze za katalizaciju
velikog broja antioksidativnih supstanci, poput ubikvinon Q10, lipoi¢ne Kiseline i askorbinske
kiseline. U nastanku urodenih sréanih mana, kao i kod dilatativnih kardiomiopatija sa fatalnim
ishodom, primecen je nedostatak tioredoksin reduktaze (Misra et al., 2009).

SOD ima veliku ulogu u odbrani vaskularnih ¢elija protiv superoksid anjona. U sebi sadrzi
redoks metal, i sluzi kao katalizator reakcije gde se superoksidni radikali razlazu do H202 i Oz. Postoje
tri izoforme ovog enzima: citosolna koja ima bakar i cink (CuzZnSOD, SOD1), mitohondrijalna
(MnSOD, SOD2) koja u sebi ima mangan, i ekstracelijska SOD (ES-SOD, SOD3). ES-SOD je
glikoprotein, tetramer, koji sadrzi najpre bakar i cink, 1 ¢iju aktivnost regulisu citokini, a potom i
odgovor c¢elije na ROS (Matés et al., 1999). Pokazano je da ES-SOD ima visok afinitet ka
glikozaminoglikanima, poput heparan sulfata (Horiuchi et al., 2004). U kardiovaskularnim
antioksidativnim odbrambenim mehanizmima glavnu ulogu ima ES-SOD. Primec¢eno je da smanjena
ekspresija ES-SOD pogorsava endotelnu disfunkciju i poveéava veli¢inu infarktnog polja kod
eksperimentalnih animalnih modela (Fukai et al., 2002). Ovi rezultati ukazuju na znacajnost nivoa
ekspresije ES-SOD u razvoju vaskularnih poremecaja. Povecana ekspresija ES-SOD je primecéena |
kod pacijenata sa AIM ve¢ tokom prvog dana, a znacajno povisena ekspresija tokom prvog dana nakon
AIM je povezana sa manjim infarktnim poljem (Horiuchi et al., 2004). Pokazano je da se nishodna
regulacija ES-SOD c¢esce nalazi kod pacijenata sa stabilnom anginom pektoris, $to ukazuje na njenu
ulogu u patogenezi hroni¢ne koronarne bolesti (Fukai et al., 2002).

CAT je enzim koji ima vaznu ulogu u antioksidativnom odbrambenom mehanizmu i uglavnom
se nalazi unutar peroksizoma, a moze se na¢i manjim delom i u citosolu. U sebi sadrzi hematin, Koji
je i odgovoran za aktivnost CAT. CAT ucestvuje u reakciji kao katalizator, pri ¢emu se H2O> razlaze
do vode i molekularnog kiseonika (Noichri et al., 2013). Pri nastantku H202, CAT ima ulogu zastitnika
¢elije od oksidativnog stresa. Svoju najvecu aktivnost pokazuje u eritrocitima i hepatocitima, kao i u
nervnim i mi$i¢énim ¢elijama, dok ga endotelne ¢elije ne poseduju. Pokazano je da je kod animalnih
modela infarkta miokarda indukovanih izoprenalinom, aktivnost CAT smanjena usled njene povecane
aktivnosti radi uklanjanja ROS (Abdelzaher et al., 2021, Song et al., 2020).

GPx je enzim koji se nalazi u mitohondrijama i sadrzi selen. Ucestvuje u reakciji kao
katalizator, pri redukciji H.O> do vode, dok paralelno oksidise glutation u glutation disulfid (GSSG).
GSSG se pomocu glutation reduktaze i NADPH vra¢a u GSH. Takode, GPX ucestvuje u reakcijama
lipidne peroksidacije ¢elijskih membrana. Ovde spadaju Cetiri tipa GPx, od kojih su najvazniji klasi¢ni
tip GPx i fosfolipidno-hidroperoksidna glutation peroksidaza (Imai and Nakagawa, 2003). Primecena
je smanjena aktivnost ovog enzima u modelima infakta miokarda indukovanog isoprenalinom
(Abukhalil et al., 2021; Song et al., 2020; Thangaiyan et al., 2020).

Pojacana produkcija ROS tokom osteCenja miokarda aktivira nekoliko mehanizama koji
dovode do elektrofizioloskih promena, kontraktilne disfunkcije, fibroze i na kraju do sréanog
remodelovanja. ROS dovodi do promene proteina koji ucestvuju u ekscitaciji i kontrakciji
kardiomiocita: kontransporter Na*-Ca?* kanala (NCX), Na kanala, L tip Ca?* kanala i K* kanala. ROS
dovodi do izmene same strukture kanala NCX kao i njegove funkcije, §to dovodi do poja¢anog ulaska
Na* i Ca®" jona. Takode, Ca?* pojadano ulazi putem L tip Ca®" kanala, $to dovodi do velikog
nakupljanja Ca®" jona unutar éelije (van der Pol et al., 2019). Poveéana produkcija ROS povecava
aktivnost ATP zavisnog K* (Katp) kanala i skar¢uje vreme trajanja akcionog potencijala (Liu and
Gutterman, 2002). Kardioprotektivna uloga Kate se ogleda u njihovom poja¢anom otvaranju tokom
ishemije i na taj na¢in se smanjuje nakupljanje Ca?* jona unutar éelije (Gojkovié¢ Bukarica and Kazi¢,
2004). Takode, ROS smanjuje aktivnost voltazno zavisnih K* (Kv) kanala i povecava aktivnost Na*
kanala u kardiomiocitima i samim tim dovodi do produzenog trajanja akcionog potencijala (Liu and
Gutterman, 2002).
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1.1.9 Inflamacija i markeri u infarktu miokarda

Oporavak miokarda nakon infarkta obuhvata nekoliko faza: rana faza inflamacije, faza
oporavka, faza profileracije i faza maturacije (Prabhu and Frangogiannis, 2016). U ranoj fazi
inflamacija je odgovorna za minutni volumen srca i za ravnotezu naprezanja zida leve komore (LV).
Naprezanje i “tanjenje” zida miokarda u infarktnoj zoni, kao i dilatacija zida miokarda u infarktnoj
regiji, potom inflamacija i reasorpcija nekroti¢nog tkiva zajedno vode ka Sirenju infarktnog polja
(Weisman and Healy, 1987). Usled ishemije dolazi do éelijske smrti kardiomiocita, kako usled
nekroze, tako i usled apoptoze i autofagije (Frangogiannis 2012). Ukoliko dode do uspostavljanja
protoka krvi, moze do¢i do reperfuzione povrede miokarda usled pojacane produkcije ROS, kao i
aktivacije odgovaraju¢ih signalnih mehanizama (Eltzschig and Eckle, 2011). Molekularni obrasci
povezani sa oStecenjem tkiva (engl. danger-associated molecular patterns — DAMPS) predstavljaju
supstance koje ucestvuju u procesu inflamacije i nastaju iz oste¢enog ekstracelularnog matiksa, kao i
oslobadanjem sadrzaja iz nekroti¢niih ¢elija i ostecenih ¢elija kardiomiocita, fibroblasta i aktiviranih
leukocita (Prabhu and Frangogiannis, 2016). DAMPs se vezuju za odgovarajuce receptore — PRRS
(engl. pattern recognition receptors), i na taj na¢in zapocinju aktivaciju inflamatornih ¢elija, te dolazi
do nakupljanja leukocita ¢ime se zapocinje aktivacija inflamatornih citokina, hemokina i ekspresija
adhezionih molekula (Timmers 2012; Ghigo et al., 2014).

Postoji nekoliko vrsta PRRs, i to su: receptori sli¢ni Toll-u (engl. Toll-like receptors — TLRS),
lektinski receptori tipa C (engl. C-type lectin receptors — CLRS), slicni NOD-u receptori (engl. NOD-
like receptors — NLRS), sli¢ni RIG-u receptori (engl. RIG-I-like receptors — RLRS), kao i receptori za
krajnje proizvode napredovale glikacije (engl. receptor for advanced glycation end products — RAGE)
(Pluijmert et al., 2021). Nakon vezivanja za DAMPs, ovi receptori aktiviraju inflamatorne signalne
puteve, i to su: nuklearni faktor kB (NF-kB), proteinske kinaze aktivirane mitogenima (MAPK), kao
I puteve interferona tip 1. Dalje dolazi do sekrecije protivupalnih citokina i hemokina (poput IL-6, IL-
8, intergeron tip 1 i faktor nekroze tumora alfa), sto za posledicu ima privlacenje imunih ¢elija na
mesto povrede (Kologrivova et al., 2021).

DAMPs se mogu klasifikovati prema intracelijskom poreklu, te mogu poticati iz citoplazme,
endoplazmatskog retikuluma ili mitohondrija, poput: grupna kutija visoke mobilnosti (engl. high
mobility group box-1 — HMGBL1), proteini toplotnog Soka (engl. heat shock proteins — HSPs), S100
proteini, nuklerana i mitohondrijalna DNA i RNA, adenozin trifosfat, kromogranin A, histoni,
mokraéna kiselina, feritin, i drugi. DAMPs mogu biti i proteini ekstracelularnog matriksa, poput
kolagena, fibrinogena, elastina, fibronektina, i drugi (Roh and Sohn, 2018).

Nakon inflamatorne faze sledi faza oporavka i profilerativna faza, koje omogucavaju dalji
oporavak miokarda. Intaktan miokard ucestvuje u procesu remodelovanja. Glavni cilj daljeg oporavka
miokarda jeste spre€avanje njegovih komplikacija, poput rupture zida miokarda, kao ogranicavanje
pogorsanja funkcije LV. Antiinflamatorni signali, smanjenje broja neutrofila, profileracija fibroblasta
kao i granulacija tkiva preuzimaju ulogu u daljem procesu (Kologrivova et al., 2021).

Faza maturacije je povezana sa remodelovanjem miokarda, i traje do nekoliko meseci. U
zavisnosti od dogadaja tokom prethodnih faza, ova faza ima vaznu ulogu u o¢uvanju miokardne
funkcije. Kao posledica negativnog remodelovanja miokarda, moze do¢i do povecane miokardne
krutosti, dijastolne disfunkcije, pa i sistolne difunkcije odnosno razvitka srcane slabosti (Prabhu and
Frangogiannis, 2016).

Interleukin -1 (IL-1) familija citokina se sastoji od 11 liganada i 10 receptora koji pripadaju
IL-1 familiji receptora (Dinarello, 2018). IL-1 familija ima vaznu ulogu u urodenom imunom
odgovoru, kao i u inflamatornom odgovoru. IL-1a, IL-1p i IL-18 spadaju u proinflamatorne citokine,
naroCito U CVD (Zhang and Dhalla, 2024). IL-1a se nalazi u epitelnim i mezenhimalnim ¢elija, u
fizioloskim uslovima, i u miokardu, i do njegovog oslobadanja dolazi usled povrede ili umiranja ¢elije,
dok se IL-1p vise sekretuje tokom inflamacije i ima ga u ve¢im koncentracijama kao cirkuliuceg IL-
1 (Van Tassell et al., 2015). IL-1p aktivira inflamaciju pomocu IL-6 signalnog puta i reaktanata akutne
faze, poput CRP-a (McCarty and Frishman, 2014). IL-1B dovodi do slabljenja fibrozne kape
aterosklerotskog plaka, tako sto aktivira MMP, $to dovodi do razgradnje ekstracelularnog matriksa
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(Libby and Aikawa, 1998). Postoji nekoliko supstanici koje mogu inhibirati dejstvo IL-1, kao $to su
anakinra (IL-1 receptor antagonist), rilonacepta (IL-1 cirkuliSuc¢i protein i antagonista IL-1) i
canakinumaba (anti-IL-1B antitelo), koji su trenutno dostupni. CANTOS (Canakinumab Anti-
Inflammatory Thrombosis Outcomes Study) studija je pokazala da inflamacija posredovana IL-1p,
ima krucijalnu ulogu u procesu ateroskleroze i aterotromboze (lbafiez and Fuster, 2018). IL-1
ucestvuje u remodelovanju miokarda nakon infarkta miokarda, §to moze dovesti do srcane
insuficijencije (Frangogiannis, 2015; Oprescu et al., 2021). Povecane koncentracije IL1 su primeéene
I kod infarkta miokarda indukovanog izoprenalinom (Wu et al., 2021).

TNF-o predstavlja vazan marker inflamacije i postoji u dve forme u organizmu: forma
povezana sa membranom (MTNF-a) i sekretovana forma (STNF-a), koja se smatra aktivnim oblikom
ovog markera (Tian et al., 2015). Pomo¢u TNF konvertuju¢eg enzima (TACE), TNF-a prelazi iz
neaktivne forme u aktivnu formu. Mnoge ¢elije imaju moguénost produkcije i sekrecije ovog faktora,
poput monocita, makrofaga, limfocita, glatkomisi¢nih celija, fibroblasta, endotelnih ¢elija i drugih.
Postoje studije koje su pokazale da povredom miokarda, poput ishemije, reperuzije, pa i hroni¢ne
sréane slabosti, moze nastati poveé¢ana produkcija TNF-a iz kardiomiocita pomoc¢u NF-kB signalnog
puta (Zeng et al., 2012; Adamy et al., 2005). Svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za odgovarajuce
receptore, TNF-a receptore (TNFR). TNFR se nalaze na membranama celija, 1 postoje dva tipa:
TNFRI1 koji se nalazi uglavnom na povrsini ¢elijskih membrana i TNFR2 koji se uglavnom nalazi na
povrsini endotelnih Celija i hematopoetskih ¢elija, a sa starenjem se smanjuje njegova koncentracija
(Tian et al., 2015; Kishore et al., 2011). Faktor nekroze tumora a zajedno sa TNFR 1 se nalazi u
miokardu, kako u zoni ishemije tako i u nezahva¢enim delovima miokarda, a TNFR2 se nalazi samo
u zoni ishemije (Deten and Zimmer, 2002). U fizioloskim uslovima, TNF-a se ne nalazi u
kardiomiocitima, dok ishemija podsti¢e kardiomiocite i makrofage na povecanu produkciju TNF-a.
(Deten and Zimmer, 2002). Zajedno sa TNFR 1 ucestvuje u procesima inflamacije i remodelovanju
LV nakon M1 i za posledicu dolazi do apoptoze kardiomiocita i kardiotoksi¢nih efekata. Za razliku od
TNFR1, TNF-a zajedno za TNFR2 dovodi do nishodne regulacije sekrecije inflamatornih markera,
poput IL-6 and IL-1p, i tako smanjuje inflamatorni proces i remodelovanje LV (Nilsson et al., 2013).
Funkcija TNF-a je dozno-zavisna kao i vremenski zavisna. Povecana sekrecija TNF-o na duge staze
ima toksi¢ne efekte na kardiomiocite, dok u malim dozama i kratkim intervalima TNF-o moze imati
kardioprotektivno dejstvo (Fajardo et al., 1992). U infarktu miokarda indukovanom izoprenalinom
belezi se povecana koncentracija TNF-o (Hamed et al, 2020; Thangaiyan et al., 2020; Mohamed et
al., 2021).

Interleukin-6 (IL-6) je proinflamatorni citokin, koji aktivira inflamatorne ¢elije tokom ishemije
1 reperfuzije u oSte¢enom miokardu. Aktivira inflamatorne celije preko aktivacije cirkuliSuceg
solubilnog interleukin 6 receptora (IL6R), na monocitima, hepatocitima i endotelnim ¢elijama (Naka
et al., 2002). IL-6 uporedo stimulise i hepatocite, koji pojacano sekretuju CRP (Wang et al., 2020).
IL-6 moZe imati vaznu ulogu u nastajanju koronarne bolesti putem nekoliko mehanizama, kao §to su
endotelni, metaboli¢ki mehanizmi i mehanizmi koagulacije (Yudkin et al., 2000). Primeceno je da IL-
6 doprinosi daljem razvijanju aterosklerotskog plaka, kao i njegovoj destabilizaciji (Yudkin et al.,
2000). U CVD, makrofazi, monociti, endotelne Celije, glatke misi¢ne celije i fibroblasti produkuju IL-
6 (Ridker and Rane, 2021). Pokazno je da IL-6 moze da bude marker endotelne disfunkcije kao i
subklinicke ateroskleroze (Moriya, 2019). IL-6 je nezavisan pokazatelj rizika od CVD (Kaptoge et al.,
2014). U Mendelian studiji, inhibicijom IL6R je smanjenj broj kardiovaskularnih dogadaja, na taj
nacin uUkazujué¢i na moguci nov terapijski pristup radi prevencije IHD (Interleukin-6 Receptor
Mendelian Randomisation Analysis C et al., 2012). Primenom tocilizumaba, kao inhibitora IL-6R,
kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda bez ST elevacije, registruje se smanjen inflamatorni
odgovor sa smanjenom koncentracijom CRP-a i cTnT (Kleveland et al., 2016). Kod animalnih modela
infarkta miokarda indukovanih izoprenalinom, primecene su povisene koncentracije IL-6 (Li et al.,
2021; Takahara et al., 2021; Ozmen et al., 2022).

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutne faze inflamacije. CRP ima nisku senzitivnost i
specifi¢nost, i ne moze se koristiti kao dijagnosticki marker. FRISC (Fragmin during Instability in
Coronary Artery Disease) studija je merila nivo hsCRP-a kod 917 pacijenata sa nestabilnom anginom,
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i primeceno je da su nivoi hsCRP-a > 10 mol/L unutar 24 h nakon hospitalizacije ukazivali na loSiju
prognozu ovih pacijenata (Lindahl et al., 2000). Poviseni nivoi hsCRP mogu da sluze na prognosticki
faktor odrazavajuci inflamaciju aterosklerotskog plaka (Anzai, 2018). Winter i saradnici su pokazali
da su poviseni nivoi CRP kod pacijenata pri prijemu povezani sa povecanom incidencom ozbiljnog
kardijalnog dogadaja unutar sest meseci (de Winter et al., 1999).

1.2 Animalni modeli infarkta miokarda

Radi boljeg razjasnjenja patofizioloskih mehanizama Koji su u pozadini infarkta miokarda, kao
I samog toka ishemije, od velikog znacaja su animalni modeli infarkta miokarda (Zaragoza et al.,
2011). Pretklini¢ka ispitivanja nam omogucavaju razjas$njenja i potencijalne nove mehanizme koji su
u osnovi oboljenja, strategije u prevenciji kao i u terapijskom pristupu, a kasnije i u klinickim
studijama. Za kardiovaskularna istrazivanja Koriste se male zivotinje poput miSeva, pacova, hr¢aka i
zeCeva, ponajvise usled njihove veli¢ine, relativno lakog odrzavanja i skladistenja, kao i usled manjih
troskova (Recchia and Lionetti, 2007). Usled njihovih veli¢ine srca i anatomskih varijacija u
koronarnoj cirkulaciji i provodnom sistemu srca (Ciszek et al., 2007; Meijler, 1985), u poredenju sa
humanim srcem, veliki je procenat neuspeha tokom prelaska sa pretklini¢kih na klinicka ispitivanja.
Velike zivotinje poput svinje, psa i ovce, dosta su sli¢nije ljudima, sa manjim stepenom anatomskih
varijacija u koronarnoj cirkulaciji, kao i u sprovodnom sistemu srca (Blumgart et al., 1950; Weaver et
al., 1986; Maxwell et al., 1987).

Ex vivo modeli M1 su kulture tkiva koje predstavljaju model izmedu in vitro i in vivo (Clift et
al., 2011). Jednostavni su i pouzdani za razumevanje molekularnih mehanizama, sprovodnog sistema
miokarda, kao i radi primene novijih farmaceutskih agenasa. Takode su bez uticaja pola, godina i
farmakokinetike tokom ispitivanja (Kumar et al., 2016). Langendorff sr¢ani model je jedan primer
ovog modela. Izolovani model srca sluzi za bolje razumevanje posledica akutne, a i hroni¢ne ishemije,
po kojima je bio poznat nemacki fiziolog Skar Langendorff (de Leiris et al., 1984). Prednosti ovog
modela leze u lakSem razumevanju patofizioloskih promena kao i u boljoj kontroli uslova okolne
sredine i otklanjanju hemodinamskih i neurohumoralnih faktora (Verdouw et al., 1998). Jedan od
modela jeste i in vitro model izolovanih kardiomiocita (Davie et al., 2004). Prednost ovog modela lezi
u boljoj strategiji osmisljavanja dizajna eksperimentalnih studija in vivo, kao i u smanjenju koris¢enja
eksperimtentalnih zivotinja (Kumar et al., 2016).

In vivo animalni modeli M1 se koriste se radi boljeg razumevanja patofizioloskih mehanizama
bolesti, koje se ne mogu proceniti koris¢enjem in vitro modela, niti su dozvoljeni klini¢kim studijama.
Animalni modeli se dele na dve podgrupe, male i velike.

(Mali animalni modeli >
. & N
g & W

-
i s Genetski modifikovani
Model hiruske ligacije Hemijski model misevi
\ ! ’ LAD ligatura 2 q}\ 5
‘ ISO s $
LDLR™ E3L

ApoE™"~ E3L/CETP

Slika 3. Mali animalni modeli
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U male animalne modele spadaju (Slika 3):
model hirurske ligacije (Johns and Olson, 1954; Wang et al., 2006);
2. hemijski model — izoprenalinom indukovan MI model (Kannan and Quine, 2013; Brooks and
Conrad, 2009) i
3. genetski modifikovani misevi:
e “knockout” misevi (nedostatak gena za LDL receptor i APO lipoprotein E) (Bonthu et
al., 1997; Jawien et al., 2004);
e transgenski misevi (apoE3Leiden — E3L, ApoE, apoE3Leiden/holesteril estar transfer
protein — CETP) (Leppdanen et al., 1998; van der Hoorn et al., 2009).

=

U velike animalne modele spadaju (Slika 4):
1. Modeli sa ,,otvorenim* grudima:
- model hirurske ligacije (Lichtig et al., 1975);
- ameroid konstriktor (Hughes et al., 1985);
- model hidrauli¢nog okludera (Bolukoglu et al., 1992);
- lokalna aplikacija FeCls (Dogné et al., 2005).
2. Modeli sa ,,zatvorenim* grudima:
- model naduvavanja balona (Kren et al., 2010);
- embolus injekcija (Naslund et al., 1992; Koning et al., 1993):
- model postavljanja namotaja (Coil Deployment) (Dib et al., 2006);
- endotelna elektri¢na povreda (Salazar, 1961; Sawyer et al., 1953).

/ (Velikj animalni modelD \

P, . 3
™ it
I {041
Model sa , otvorenim Model sa , zatvorenim*
gmduna grudima

Model hiruske ligacije

« mﬁﬂ postavljanja namotaja

Ameroid konstriktor \
Model naduvavanja balona "\ \ 9

\
Model hidrauli¢nog okludera
Embolus injekcija
FeCl; Kateter /

Slika 4. Veliki animalni modeli

1.2.1 lzoprenalinom indukovan MI

Izoproterenol (1ISO), poznat kao i izoprenalin (Slika 5), jeste neselektivni B-adrenericki agonist

i sinteticki kateholamin i kao takav ima S$irok spektar efekata. ISO utice na kontraktilnost i
metabolizam miokarda, deluju¢i na S1- i f2-adrenoreceptore u miokardu, i tako ostvaruje pozitivne
hronotropne i inotropne efekte (Headrick et al., 2000). I1zoproterenol deluju¢i na $1-adrenoreceptore
ostvaruje svoje pozitivno hronotropno i inotropno dejstvo na srce, a stimulacijom f2-adrenoreceptora
ostvaruje bronhodilataciju i vazodilataciju glatkomisénih ¢elija, i na taj nacin smanjuje perifernu
vaskularnu rezistencu i dijastolni krvni pritisak. 1ISO dat u velikim dozama rezultuje tahikardijom i
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smanjenjem dijastolnog krvnog pritiska, $to za posledicu ima smanjenje protoka krvi u koronarnim
krvnim sudovima, a time moze dovesti do ishemije miokarda kod pacijenata sa koronarnom bole$¢u
(Beregovich et al., 1972). lzoprenalinom indukovan infarkt miokarda kao animalni eksperimentalni
model za MI je $iroko koris¢en model radi dalje evaluacije potencijalnih Zeljenih efekata razlicitih
supstanci na kardijalnu funkciju (Mohanty et al., 2004). Prednost ovog modela u odnosu na hirurske
modele je u smanjenom moratlitetu, jednostavnijem pristupu i smanjenju broja komplikacija, kao npr.
infekcije nakon hirurskih intervencija (Kumar et al., 2016).

OH

Z o

Slika5. 1SO HO

HO

ISO se primenjuje subkutano kao pojedina¢na doza 85 mg/kg telesne mase tokom dva
uzastopna dana. Primecéeno je da ispoljava sli¢ne morfoloske, biohemijske i metabolicke efekte, koji
se deSavaju i u MI kod coveka (Murugesan et al., 2012; Gupta et al., 2013). Dejstvom na B-
adrenoreceptore, 1SO dovodi do tahikardije, periferne vazodilatacije, oksidativnog stresa, lipidne
peroksidacije, pojadane inflamacije, poveéanog nakupljanja Ca?" i intracelularne acidoze, sto dalje
vodi ka ostecenju LV, hipertrofiji LV, fibrozi i nekrozi miokarda (Bloom et al., 1969; Bloom et al.,
1972; Rajadurai et al., 2006; Shizukuda et al., 1998; Li et al., 2006; Dhalla et al., 2000). Primenom
izoprenalina dolazi do pojave kardiotoksi¢nosti, a u osnovi se nalaze mehanizmi poput oksidativnog
stresa, apoptoze i inflamacije, isti mehanizmi koji se nalaze i u osnovi AIM (Tang et al., 2015; Suchal
etal., 2016; Allijn etal., 2017). Usled oksidativnog stresa dolazi do smanjenog protektivnog delovanja
endogenih antioksidanasa, poput katalaze, superoksid dizmutaze, glutation peroksidaze, §to vodi ka
povecanoj sintezi slobodnih radikala i smanjenom odbranom antioksidanasa (Geng et al., 2015; Tang
et al., 2015). ISO stimulacijom B-adrenoreceptora dovodi do pojacane sinteze ROS usled ostecenja
kardiomiocita, smanjene produkcije antioksidanasa, miofibroze i hipertrofije leve komore (Anandan
etal., 2012; Aman et al., 2012; Fathiazad et al., 2012).

1.2.2 Translokatorni protein

Translokatorni protein (TSPO) veli¢ine od 18 kDa, sastoji se od 169 aminokiselina, i otkriven
je jos 1977. godine primenom radioaktivno obelezenog diazepama ([3H] diazepam), koji se vezivao
za ta¢no odredena mesta na mitohondrijalnoj membrani u perifernim tkivima pacova (Braestrup and
Squires, 1977). Ova mesta su Se prvobitno zvala periferni benzodiazepinski receptori (PBR). Periferni
benzodiazepinski receptori se nalaze i u centralnom nervnom sistemu, a nalaze se i u perifernim
tkivima koja sintetiSu steroide, kao npr. adrenalne zlezde, gonade, mozak, a mogu se naci i u tkivu
bubrega (Rupprecht et al., 2010). PBR su prvi put otkriveni u tkivu srca pacova 1981. godine
primenom dipiridamola (Davies and Huston, 1981). Papadopoulos i saradnici su 2006. godine
predlozili novu nomenklaturu, koja ¢e bolje oslikavati njegovu strukturu i mnogobrojne funkcije koje
poseduje. Lokalizacija TSPO je na spoljasnjoj membrani mitohondrija (Anholt et al., 1986), a pored
toga se nalazi i u plazma membrani eritrocita i neutrofila (Olson et al., 1988; Zavala et al., 1991).
Pored ovoga, pronadena je i druga izoforma TSPO, koja je najve¢im delom lokalizovana u
hematopoetskom tkivu i ima ulogu u sazrevanju eritrocita (Fan et al., 2009).

Prisustvo TSPO proteina u srcu je potvrdeno in vitro i in vivo, upotrebom odgovarajucih
radioliganada, 4’-CIDzp i PK-11195 (Le Fur et al., 1983; Gehlert et al., 1985) i kod ljudi je dokazan
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upotrebom pozitron emisione tomografije (Brody et al., 2014). Ekspresija TSPO se povecava
prenatalno, i dostize svoj maksimum u Srcu u 4 nedelji nakon rodenja, i tokom ostatka zivota se
odrzava (Fares et al., 1987). Pomoc¢u odgovarajucih studija, dokazano je da je ekspresija TSPO veca
u komorama nego u pretkomorama miokarda (Gehlert et al., 1985; Davies and Huston, 1981; Mercer
et al., 1992). U zavisnosti od patofizioloskih uslova, primecena je promena jafine ekspresije TSPO.
Ponavljani stres dovodi do nishodne regulacije ekspresije ovog proteina, dok akutni stres dovodi do
ushodne regulacije (Morin et al., 2016).

1.2.3 Grada i uloga mitohondrija

Mitohondrije predstavljaju ¢elijske organele koje su odgovorne za stvaranje energije, tj. za
sintezu adenozin trifosfata (ATP) unutar Celije, procesom oskidativne fosforilacije. Altman ih je 1893.
godine opisao kao ,,elementarne ¢estice* ili bioblasti. Nekoliko godina kasnije, Carl Benda ih opisuje
kao granule koje su povezane u niti, unutar spermatozoida i dobijaju naziv mitohondrije. Kako je
otkriven elektronski mikroskop, tako je struktura mitohondrija bolje opisana (Palade, 1952).
Mitohondrije su sastavljene od dve membrane, unutrasnje i spoljasnje, intermembranskog prostora i
matriksa. Spoljasnja membrana je u kontaktu sa citoplazmom i glatka je. Unutra§nja membrana ima
mnogo nabora (kristi), koji su okrenuti prema matriksu, i samim tim ima znacajno veéu povrsinu 0d
spoljasnje membrane (do pet puta) (Protasoni and Zeviani, 2021). Spoljasnja membrana sadrzi vecu
koli¢inu porina, propusnih kanala koji na taj nacin omogucéavaju mnogim supstancama da produ u
intermembranski prostor. Unutra$nja membrana je bogata kardiolipinom koji smanjuje propustljivost
ove membrane i sadrzi ATP sintazu (Rich and Maréchal, 2010). U sastav matriksa ulaze proteini,
ribozomi (70S) i mitohondrijalna DNK (mMDNK) — koja ima sposobnost replikacije nezavisno od
replikacije DNK u jedru (Protasoni and Zeviani, 2021).

Glukoza predstavlja najveéi izvor energije u telu. Glukoza se procesom glikolize razlaze sve
do piruvata. Odatle se nastavljaju dva puta u zavisnosti od uslova. U aerobnim uslovima se piruvat
oksiduje do acetil-koenzima A (aceti-CoA), ugljen dioksida (CO.) i nikotinamid adenin dinukleotida
(NADH) pod dejstvom piruvat dehidrogenaze. Potom, tako nastali acetil-CoA ulazi u ciklus limunske
kiseline, poznat kao Krebsov ciklus, sa nastavkom oksidativne fosforilacije, te na kraju procesa dolazi
do sinteze ATP (Thauer, 1988). Ceo ovaj proces, koji podrazumeva oksidaciju piruvata do acetil-CoA,
Krebsov ciklus i oksidativnu fosforilaciju, se odigrava unutar mitohondrija. Na kraju ciklusa, od
jednog molekula glukoze sve do CO- i H2O, nastaje 30, tj. 32 molekula ATP u zavisnosti od toga
kojim putem u respiratornom lancu ide NADH: malat-aspartatni ili glicerol-fosfatni put. U
anaerobnim uslovima, piruvat se redukuje do laktata, i na taj na¢in se dobijaju samo dva molekula
ATP.

Proces oksidativne fosforilacije podrazumeva prenos elektrona sa NADH i flavin adenin
dinulkeotda (FADH2) na kiseonik, i pri tome energija koja je nastala zapocinje proces sinteze ATP,
od ADP i fosfata. Takode, u procesu glikolize nastaje NADH iz 3-fosfogliceraldehid dehidrogenaze.
NADH se transportuje do unutra$nje membrane mitohondrija pomocu dva sistema, i to: glicero-
fosfatni i malat-aspartatni sistem. U tkivu srca nije naden glicerofosfatni sistem (Rodwell et al., 2018).

Respiratorni lanac se sastoji od proteinskih kompleksa koja omoguc¢avaju prenos elektrona sa
NADH ili FADH: na kiseonik (Genova and Lenaz, 2014). To su:

1. Kompleks I — NADH-Q oksidoreduktaza — oksidacijom NADH pod dejstvom NADH
dehidrogenaze, nastaje NAD", pri ¢emu dva elektrona ucestvuju u redukceiji koenzima Q
(ubihinon) u ubihinol (QH>). Energija koja pri ovom procesu nastaje, je pokretacka proton
sila koja omogucava prenos protona kroz unutraSnju membranu mitohondrija;

2. Komleks Il — sukcinat-dehidrogenaza, enzim koji je deo Krebsovog ciklusa i jedini enzim
vezan za samu membranu;

3. Kompleks Il — Q-citohom c oksireduktaza — prenosi elektrone sa ubihinola na citohrom c.
Sastoji se od 3 subjedinice: citohrom b, citohrom c1 i gvozde-sumpor proteina;
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4. Kompleks IV — citohrom oksidaza, koja omogucava prenos elektrona sa kompleksa tri do
O i tako nastaje H20:..

Kanal koji omogucava prolazak protona je osnovni element ATP sintaze. Da bi se kiseonik
redukovao do vode, potrebna su cetiri elektrona i ¢etiri vodonikova jona. Da bi nastao 1 molekul ATP,
kroz kanal je potrebno da prode cetiri vodonikova jona nazad u intermembranski prostor. Prenos
elektrona kroz respiratorni lanac mitohondrija, sa NADH-a ili sa FADH2 na O, ima za posledicu
prolazak vodonikovih jona, tj. protona u intermembranski prostor i tako nastaje gradijent koncentracije
protona i transmembranski elektri¢ni potencijal (Zorova et al., 2018).

U uslovima ishemije dolazi do smanjenog stvaranja energije, a usled nedostatka glukoze
smanjeno je i stvaranje ATP i posledi¢no dolazi do disfunkcije ¢elije. Usled smanjenog kiseonika i
smanjenog ATP, pokrece se anaerobni metabolizam, gde iz glikogena procesom glikolize dolazi do
stvaranja piruvata, a potom i laktata. Posledi¢no dolazi do smanjenja intracelijskog pH (Bugger and
Pfeil, 2020). Usled smanjenja koncentracija ATP, i povecane koncentracije protona unutar celije,
aktivira se Na*/H* kotransporter, koji pokusSava da izbaci viSak protona, a samim tim dolazi do
pojacanog nakupljanja Na* unutar ¢elije. Usled smanjene aktivnosti Na*/K* ATP-aze usled smanjenja
ATP, nastavlja se nakupljanje Na*. Potom dolazi do aktivacije Na*/Ca?* kotransportera, koji izbacuje
natrijum iz ¢elije, ali dolazi do pojacanog nakupljanja kalcijuma unutar ¢elije (Ramachandra et al.,
2020). Kao posledica intracelijskog nakupljanja Ca?*, dolazi do aktivacije mitohondrijskog
kacijumskog uniportera (MCU) (De Stefani et al., 2011), te dolazi do poja¢anog nakupljanja kalcijuma
unutar mitohondrija, do depolarizacije mitohondrija i poja¢anog otvaranja mitohondrijalne
permeabilizacijske pore, samim tim i naru$avanja same mitohondrijalne memrane i nastanka
elektrohemijskog i pH gradijenta koji su vazni za proces oksidativne fosforilacije (Ramachandra et
al., 2020).

1.2.4 Mitohondrijalna permeabilizacijska pora i TSPO

Mitohondrijalna permeabilizacijska pora (mPTP) je multiproteinski kompleks koji se nalazi
na spoju unutra$nje i spoljasnje mitohondrijalne membrane (Halestrap, 1999). U sastav mPTP ulazi
(Casellas et al., 2002):

1. 32 kDa voltazno zavisni jonski kanal (engl. voltage-dependent anion channel — VDAC) —

nalazi se na spoljasnjoj membrani;

2. kreatin kinaza (engl. mitochondrial creatine kinase — MtCK) — koja je lokalizovana u

intermembranskom prostoru;

3. heksokinaza — koja se nalazi u citosolu;

4. 30 kDa adeninska nukleotidna translokaza (engl. adenine nucleotide translocator — ANT)

— lokalozovana je na unutra$njoj membrani;
5. ciklofilin D (CyP-D) — unutar matriksa i povezan je sa ANT;
6. TSPO.

VDAC je 31 kDa protein koji se nalazi na spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani, klasifikovan
kao porin koji omogucava prolazak malih hidrofilnih jona i metabolita kroz spoljasnju membranu
(Benz, 1994). On omogucava prolazak molekula koji su manji od 1,5 kDa (Becker and Wagner, 2018;
Magri et al., 2018). VDAC je odgovoran za prolazak Ca®* ka intermembranskom prostoru iz
citoplazme, pod kontrolom ATP i ostalih regulatornih faktora (Morciano et al., 2021). Postoje tri
izoforme VDAC, i to su VDACL, VDAC2 i VDAC3 (De Pinto et al., 2010). Za sad izoforme VDAC
2 1 VDAC 3 nisu detaljno istrazene, dok je primeceno da je VDAC 1 izoforma prisutna u ve¢em broju
éelija i najvise udestvuje u transportu Ca?* u intermembranski prostor (Magri et al., 2018; Shoshan-
Barmatz and Golan, 2012). VDAC, zajedno sa heksokinazom i kreatin kinazom, pretvara ATP u
energiju koju moze da skladisti, poput glukoza-6-fosfata i kreatin fosfata, i omogucava ulazak
supstrata za proces oksidativne fosforilacije, poput piruvata, malata, sukcinata i NADH (Shoshan-
Barmatz et al., 2010).
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Adenin nukleotid translokaza (ANT) ili adenin nukleotidni nosa¢ (ANC) je transporter Koji
omogucava prolazak ATP i ADP kroz unutrasnju mitohondrijalnu membranu (Chen et al., 2023). Kod
ljudi su opisane Cetiri izoforme ANT (ANT 1 — 4) koje su lokalizovane u odredenim tkivima (Bround
et al., 2020). ANT1 i ANT2 su opisani kod miseva, a ANT3 je pronaden i kod ljudi, gde su ANT 1 i
3 lokalizovani i u kardiomiocitima (Fiore et al., 1998). Pored uloge u razmeni ATP/ADP kroz
unutrasnju mitohondrijalnu membranu, ucestvuje u odvajanju (uncoupling) zavisnom od masnih
kiselina usled izlaska protona (Brustovetsky and Klingenberg, 1994). Tokom procesa oksidativne
fosforilacije, energija koja je nastala se ne koristi u celosti za sintezu ATP, ve¢ se deo trosi i tokom
zagrevanja, i deo protona ,curi“ kroz unutrasnju membranu preko odvajaju¢ih proteina (engl.
uncoupling proteins — UCPS), §to moze imati znacaj u fiziologiji ¢elije (Chen et al., 2023). Baines i
Molkentin su 2009. godine pokazali da je pojacana ekspresija ANT1 u kardiomiocitima povezana sa
pojacanom ROS produkcijom i aktivacijom proapoptotskog proteina Bax.

Ciklofilini (CyPs) su familija proteina sa peptidil-prolil cis-transizomeraznom aktivno$¢u
(PPlase) (Giorgio et al., 2010). Kod ljudi postoji 17 izoformi ovih proteina, od kojih sedam ima
najvecu ulogu (Wang and Heitman, 2005). CyPD je izoforma CyP koja ulazi u sastav mitohondrijalne
pore (Szab6 and Zoratti, 1991). Sve je vise studija koje ukazuju na ulogu CyPD u otvaranju mPTP i
ucestvovanju u mitohondrijalnoj homeostazi Ca?* i niske provodljivosti (Javadov et al., 2017).
Pokazano je da se inhibicijom CyPD sa ciklosporinom A smanjuje izlazak Ca?* iz mitohondrija
kardiomiocita pacova (Altschuld et al., 1992; De Marchi et al., 2014). Sprovedena je velika
multicentri¢na klinicka studija koja je ispitivala efekte ciklosporina A kao inhibitora mPTP, i nije
pokazala protektivne efekte u klini¢kim ishodima kod pacijenata sa infarktom miokarda (MI) (Cung
etal., 2015). Pored uloge u homeostazi Ca?*, CyPD uéestvuje i u regulaciji mitohondrijalnog genoma
(Radhakrishnan et al., 2015), kao i oksidativnoj fosforilaciji (Chinopoulos et al., 2011), Krebsovom
ciklusu i respiratornoj funkciji (Tavecchio et al., 2015). Takode, ucestvuje u homeostazi glukoze i
insulinskoj rezistenciji (Tubbs et al., 2014).

Prolazak Ca®* kroz unutra$nju membranu je regulisan putem tri mehanizma: mitohondrijalni
Ca?" uniporter (MCU), brz ulazak Ca?* (RaM) i mitohondrijalni rijanodin receptor (mRyR) (Morciano
et al., 2021). Takode su predlozena tri mehanizma izlaska Ca?* kroz unutrasnju mitohondrijalnu
membranu, a to su: Na*/Ca?* kotransporter (NCXm), H*/Ca?* kotransporter (HCXm) i mPTP
(Morciano et al., 2021).

1.25 TSPO i oksidativni stres

Pod patofizioloskim uslovima, dolazi do poja¢ane produkcije superoksidnog anjona tokom
oksidativne fosforilacije na respiratornom lancu mitohondrija. Povecana produkcija superoksidnog
anjona kod infarkta miokarda doprinosi ostecenju kardiomiocita i miokardnoj disfunkciji. Pojac¢anoj
produkciji ROS doprinosi i1 pojacana ekspresija i aktivnost NOX, koja se deSava pod dejstvom
nekoliko stimulanasa poput miokardnog naprezanja, endotelina 1, angiotenzina Il i TNF-a. Kao $to je
ve¢ ranije spomenuto, postoji nekoliko izoformi NOX, od kojih se NOX2 i NOX4 nalaze u srcu
(Nabeebaccus et al., 2022). NOX4 preko nuklearnog eritroidnog 2 sli¢nog faktora u¢estvuje u procesu
oksidativnog stresa (Slika 6) (Peoples et al., 2019; Kuroda et al., 2010). Povecana aktivnost ksantin
oksidaze vodi ka povecanoj produkciji ROS i oste¢enju miokarda. Usled miokardnog oStecenja, NOS
postaje strukturno nestabilan i to za posledicu ima dalju pove¢anu produkciju ROS (van der Pol et al.,
2019). Povecana produkcija ROS vodi ka kontraktilnoj disfunkciji, dilataciji leve komore i
remodelovanju leve komore. Antioksidansi poput superoksid dismutaze, katalaze, glutation
peroksidaze, glutationa i nikotinamida jesu glavni odbrambeni sistemi odgovorani za inhibiciju Stetnih
efekata ROS. Radene su studije koje su pokazale 1osiji ishod kod genetski modifikovanih miseva, koji
su bili bez SOD ili GPx tokom miokardne povrede u poredenju sa kontrolama (Forgione et al., 2002;
Shiomi et al., 2004). Medu “cistace” ROS spada i fosforilisani par NADP*/NADPH, ¢&iji prekursor je
NAD". Pored uloge “Cistaca” ROS, NAD" ima ulogu u produkciji energije (van der Pol et al., 2019).
Smanjen nivo NAD" se nalazi i u AIM, a njegovo kardioprotektivno dejstvo je posredovano NAD*
zavisnim sirtuinima (SIRTs). SIRTs predstavljaju familiju enzima koji ucestvuju u regulaciji
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metabolizma masti kao sekundarni glasnici u putu Ca®* u regulaciji mitohondrijalne acetilacije lizina.
Nedostatak ovih enzima ogleda se u mnogim bolestima srca, posebno u AIM (Yao et al., 2023). Pored
NAD", jedan od antioksidanasa je i GSH, koji u¢estvuje u uklanjanju produkata lipidne peroksidacije.
Nakon oste¢enja miokarda, kod eksperimentalnih zivotinja nadene su smanjene koncentracije GSH
(Adamy et al., 2007).

U fizioloskim i patofizioloskim uslovima, miokard poseduje adaptivni odgovor radi ocuvanja
kontraktilnosti i samim tim funkcije srca. Kardijalna disfunkcija nastupa kada ponestane odbrambenih
mehanizama u datim patofizioloskim uslovima. U uslovima pojac¢anog oksidativnog stresa dolazi do
aktiviranja razlic¢itih signalnih puteva kao odgovora na date uslove. U slucaju neadektvatnog
odgovora, dolazi do aktiviranja apoptotskih signalnih puteva. Citohrom C (CytC) je protein koji se
nalazi izmedu unutrasnje i spoljasnje mitohondrijalne membrane i omogucava transport elektrona duz
respiratornog lanca izmedu II1 i IV kompleksa, a pored toga ucestvuje i kao “Cista¢” vodonik peroksida
(Santucci et al., 2019). U slucaju pojacanog oksidativnog stresa CytC se vezuje za kardiolipin, kao
sastavni fosfolipid mitohondrijalne membrane, menjajuci joj strukturu, $to dovodi do peroksidacije
kardilipina, i posledi¢nog oslobdanja CytC iz mitohondrija u citosol i aktiviranja unutra$njeg puta
procesa apoptoze tzv. kaspaza-zavisnog mitohondrijalnog puta (Li et al., 2019). Osloboden u
citoplazmi, CytC se vezuje za apoptotski preoteaza aktivni faktor 1 (Apaf-1), aktivira kaspaze i
formira apoptozome koji dalje vode ka apoptozi (Zamaraev et al., 2017).

Izoprenalinom
izazvano ostecenje

Steroidogeneza -

Apoptoza | |Oksidativni stres

Membranski potencijal mitohondrija HO X /J\"

Sinteza hema Imunitet HO” N
Respiratorni lanac mitohondrija

Celijska proliferacija Kardioprotektivni

A PPN efekti TSPO liganada
: (ros 1] LATPT]ICa:.ﬂ \ n
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Slika 6. Shematski prikaz pretpostavljenih uloga TSPO u izoprenalinom izazvanom oste¢enju
miokarda. Prikazane su brojne funkcije TSPO, kako u fizioloSkim tako i u potencijalnim
kardioprotektivnim efektima TSPO liganada (endogeni — protoporfirin IX i sintetickih - PK11195).
TSPO se nalazi na spoljasnjoj membrani, u sastavu mPTP i taj nacin omogucéava njegovu modulatornu
ulogu tokom RIRR procesa (ROS - indukovano oslobadanje ROS). TSPO ucestvuje u aktivaciji
razli¢itih signalnih puteva (NOX4, NLRP3), Sto vodi ka oksidativnom stresu, inflamaciji i
remodelovanju, karakteristicno za oSte¢enje miokarda. TSPO — translokatorni protein; VDAC —
voltazno zavisni jonski kanal; ANT — adeninski nukleotidni translokator; ROS — reaktivne kiseoni¢ne
vrste; ATP — adenozin trifosfat; Ca?* — jon kalcijuma; hs cTnT — visoko senzitivni kardijalni troponin
T; TNF-a — faktor nekroze tumora alfa; Hcy — homocistein; SOD — superoksid dismutaza; GPx —
glutation peroksidaza.
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Proteini toplotnog Soka (engl. heat shock proteins — Hsp) predstavljaju odbrambene
mehanizme 1 u€estvuju u inhibiciji apoptoze, posebno Hsp27, koji vezuje CytC i spre¢ava njegovo
vezivanje za Apaf-1, a samim tim sprecava aktivaciju unutra$njeg puta aktivacije procesa apoptoze
(Latchman, 2001). Hsp 90 se vezuje za Apaf-1 i tako sprecava vezivanje za CytC, a vezuje se za eNOS
i dovodi do pojacane produkcije NO, a Hsp70 spreCava strukturne promene Apaf-1 i vezivanje sa
prokaspazom-9 i tako pokazuje kardioprotektivna dejstva (Vogt et al., 2011; Latchman, 2001).
Oksidativni stres u mitohondrijama pokrece kaskadu signala koji dovode do osSte¢enja oksidativne
fosforilacije i posledi¢no do promene u sintezi ATP, a samim tim pojacanog ulaska Ca?" i povecane
permeabilnosti membrane (Barbour and Turner, 2014). Proces sinteze ATP je regulisan membranskim
potencijalom mitohondrija, odnosno transportom elektrona duz respiratornog lanca, gde prolazak
elektrona kroz kanal zajedno sa kiseonikom dovodi do produkcije superoksidnog anjona (Turrens,
2003). Odbrambeni mehanizmi u fizioloskim uslovima omoguéavaju redoks ravnotezu. Tokom
ishemije miokarda pojacana produkcija ROS pojacava oksidativni stres. Pretpostavlja se da je TSPO
jedan od faktora koji ucestvuje u ROS indukovanom ROS oslobadanju (engl. ROS-induced ROS
release — RIRR) (Motloch et al., 2015). RIRR predstavlja proces u kome se mala koli¢ina ROS stvara
unutar mitohondrija i vodi ka oStecenju i tako pojacava oksidativni stres (Zorov et al., 2014). RIRR
zavisi od TSPO uticaja na mPTP kao i na unutra$nju mitohondrijalnu membranu (Brady, 2006;
Motloch et al., 2015). Pojacana oksidacija u kardiomiocitima nakon ishemije vodi ka pojacanoj sintezi
ROS, nestabilnosti mitohondrijalnog membranskog potencijala i skra¢enju akcionog potencijala, Sto
vodi ka pojavi aritmija (Motloch et al., 2015). Na ove promene uzrokovane ROS moze se uticati putem
TSPO liganada, poput PK-11195, 4’-CIDzp i PPIX (Motloch et al., 2015).

1.2.6 TSPO ligandi

Kako endogene tako i sinteti¢ke supstance su upotrebljenje radi ispitivanja funkcije i strukture
TSPO. Kao glavni endogeni ligand je poznat holesterol, a pored su i protoporfirin (PPIX), hem,
tetrapirol i vezujuéi inhibitor polipeptida diazepama (engl. polypeptide diazepam binding inhibitor —
DBI) (Berroteran-Infante et al., 2019). Holesterol se vezuje za TSPO, ta¢nije za C terminalni deo
pomocu odgovarajucih aminokiselina (engl. interaction amino acid consensus — CRAC) sa
nanomolarnim afinitetom (Bonsack and Sukumari-Ramesh, 2018; Rupprecht et al., 2010). Sa
mikromolarnim afinitetom za TSPO se vezuje DBI, koji zajedno sa svojim proteolitickim produktima
i TSPO stimuliSe stereoidogenezu (Berroteran-Infante et al., 2019; Bonsack and Sukumari-Ramesh,
2018). Porfirin, od kojih je najpoznatiji hem, ima nanomolarni afinitet za TSPO. Pod uticajem
oksidativnog stresa, dolazi do sinteze slobodnih formi porfirina, a interakcija PPIX i TSPO predstavlja
odbrambeni mehanizam (Bonsack and Sukumari-Ramesh, 2018).

U TSPO ligande sa velikim afinitetom spadaju N, N-diheksil-2-(4-fluorofenil) indol-3-
acetamid (FGIN-1-27), PK-11195 i benzodiazepin 4’-hlordiazepam (4’-CIDzp, ili R05-4864)
(Berroteran-Infante et al., 2019). PK-11195 i 4’-CIDzp poseduju nanomolarni afinitet za TSPO i imaju
ulogu u prou¢avanju morfologije, a i funkcije TSPO (Berroteran-Infante et al., 2019) (Slika 7).
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Slika 7. Strukturni prikaz TSPO liganda — PK-11195 i 4’-CIDzp

Za proucavanje funkcije TSPO se mogu koristiti i drugi ligandi poput hinilon karboksamid
(VC198M), fenoksifenil acetamid (DAA1106), benzodiazepin (diazepam), benzotiazepin (THIA-66,
THIA-67, THIA-68, THIA-4i), benzoksazapin (OXA-17f, OXA-17j), imidazopiridin acetamid
(alpidem), fenoksifenil acetamid (DAA1097, DAAL106), pirozol-pirimidin acetamid (PYRA-3j,
pyra-3q, PYRA-4d, PYRA-4j) (James et al., 2006). Radioligand VC198M se koristi za proucavanje
strukture TSPO, a za in vivo proucavanje koriste se pirozol-pirimidin acetamid i imidazolpiridin
acetamid (James et al., 2006). Uloga TSPO moze biti dijagnosticka i terapeutska. PK-11195 deluje
znacajno na vazodilataciju u izolovanoj aorti pacova, te samim tim moze imati i potencijalno
terapijsko sredstvo (Bojic et al., 2021). U metabolizmu holesterola, TSPO ligandi poput etifoksina i
XBD173 su pokazali znaajne efekte, kao i antioksidativne osobine (Biswas et al., 2018).

Brojne studije su pokazale fiziolosku ulogu TSPO u srcu, ta¢nije ulogu TSPO u sréanoj
frekvenci i kontraktilnosti, ali efekti su kontroverzni usled razli¢itih podataka (Surinkaew et al., 2011).
TSPO ligandi mogu ispoljiti pozitivne i negativne inotropne efekte, kao $to ne moraju uopste uticati
na kontraktilnost miokarda, u zavisnosti od eksperimentalnog modela, vrste kao i koncentracije samog
TSPO liganda (Surinkaew et al., 2011). Diskrepanca u podacima se najvise ogleda kod primene PK-
111951 4’-ClDzp, u zavisnosti od prirode liganda i njegovog delovanja kao agonist/antagonist. TSPO
ligandi takode mogu uticati i na frekvencu, no u malim dozama nemaju efekat, dok pri velikim dozama
dovode do negativnog hronotropnog efekta (Morin et al., 2016). 4’-CIDzp i TRO40303 pozitivno
deluju na doksorubicinom indukovanu disfunkciju miokarda, tako §to inhibiraju produkciju ROS i
otvaranje mPTP (de Tassigny et al., 2013). 4’-CIDzp ima antioksidativno dejstvo, smanjuje
nakupljanje holesterola i pozitivno uti¢e na mitohondrijalnu funkciju (Paradis et al., 2013).
Vinpocetin, kao jedan od TSPO liganda, ima antioksidativno i kardioprotektivno dejstvo, te se kod
ISO indukovanog MI registruje smanjena aktivnost CAT, SOD, GPx i GSH (Ansari et al., 2019).
Takode, primenom ovog liganda registruju se nize vrednosti TnT i CK-MB, i smanjuje se ostecenje
kardiomiocita usled primene izoprenalina (Ansari et al., 2019). 4’-CIDzp ima kardioprotektivna
dejstva, tako $to smanjuje optereéenje Ca®* i samim tim smanjuje pojavu aritmija (Brown et al., 2008).
Takode, 4’-CIDzp smanjuje ventrikularnu hipertrofiju kod infarkta miokarda indukovanog
izoprenalinom tako $to inhibitorno deluje na produkciju ROS (Jaiswal et al., 2014). Seidlmayer i
saradnici su pokazali da primena PK-11195 tokom ishemije i reperfuzije nije imala kardioprotektivna
dejstva, dok davanjem ovog TSPO liganda samo tokom reperfuzije dolazi do smanjenja smrti ¢elija
usled RIRR i usled odrzavanja balansa Ca?* tokom reperfuzije (Seidimayer et al., 2021).

28



2.

Ciljevi istrazivanja

29



Ana Ili¢ — Doktorska disertacija

Ciljevi ovog istrazivanja su bili da se:

1. u grupi zdravih eksperimentalnih Zivotinja (kontrolna grupa) i u grupi Zivotinja tretiranih
izoprenalinom (I grupa) ispitaju efekti induktora infarkta miokarda izoprenalina na: mortalitet,
promene telesne mase (TM), kardiosomatski indeks (KSI), koncentraciju serumskih markera
ostecenja sréanog misi¢a pacova: hsTnT, LDH, AST i CK; markere oksidativnog stresa u
homogenatu srca pacova: aktivnosti enzima glutation peroksidaze (GPX), superoksid dismutaze
(SOD), koncentraciju ukupnog glutationa (GSH), i ukupnu S — glutationilaciju proteina; markere
inflamacije u serumu pacova (IL-1, IL-6, IL-10, TNF); markere hemostaze u plazmi pacova
(fibrinogen i von Wilebrand faktor); biohemijske markere u serumu pacova (homocistein, urea,
kreatinin, mokracna kiselina, ukupni proteini, albumin, ukupni holesterol, HDL, trigliceridi, alanin
aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza, alfa amilaza); patohistoloske promene u srcu pacova
(prisustvo fibrina u infarktnom polju, povrsina infarktnog polja), radi potvrde animalnog modela
AMI.

2. U grupi zdravih eksperimentalnih Zivotinja (kontrolna grupa) i u modelu infarkta miokarda
pacova izazvanog izoprenalinom, ispitaju efekti fizioloskog rastvora (IFR grupa), efekti modulacije
translokatornog proteina primenom PK-11195 i efekti koaplikacije modulatora translokatornog
proteina primenom PK-11195 i inhibicije NO sintaze — N-nitro-L-Arginin metil estar (L-NAME),
na: mortalitet, TM, KSI, koncentraciju serumskih markera o$te¢enja sréanog misi¢a pacova: hsTnT,
LDH, AST i CK; markere oksidativnog stresa u homogenatu srca pacova: aktivnosti enzima GPX,
SOD, koncentraciju GSH, i ukupnu S — glutationilaciju proteina; markere inflamacije u serumu
pacova (IL-1, IL-6, IL-10, TNF); markere hemostaze u plazmi pacova (fibrinogen i von Wilebrand
faktor); biohemijske markere u serumu pacova (homocistein, urea, kreatinin, mokra¢na kiselina,
ukupni proteini, albumin, ukupni holesterol, HDL, trigliceridi, ALT, alkalna fosfataza, alfa
amilaza); patohistoloske promene u srcu pacova (prisustvo fibrina u infarktnom polju, povrsina
infarktnog polja).

3. u modelu infarkta miokarda pacova izazvanog izoprenalinom, ispitaju efekti modulacije
translokatornog proteina primenom 4’-hlorodiazepama (4°-CIDzp), i efekti koaplikacije 4’-CIDzp
i L-NAME, na: mortalitet, TM, KSI, koncentraciju serumskih markera oste¢enja sréanog misica
pacova: hsTnT, LDH, AST i CK; markere oksidativhog stresa u homogenatu srca pacova:
aktivnosti enzima GPX, SOD, koncentraciju GSH, i ukupnu S — glutationilaciju proteina; markere
inflamacije u serumu pacova (IL-1, IL-6, IL-10, TNF); markere hemostaze u plazmi pacova
(fibrinogen i von Wilebrand faktor); biohemijske markere u serumu pacova (homocistein, urea,
kreatinin, mokrac¢na kiselina, ukupni proteini, albumin, ukupni holesterol, HDL, trigliceridi, ALT,
alkalna fosfataza, alfa amilaza); patohistoloske promene u srcu pacova (prisustvo fibrina u
infarktnom polju, povrsSina infarktnog polja).
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3.1 Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su kori$¢eni muZzjaci pacova, soja Wistar albino, starosti 15-20 dana na
pocetku eksperimenta i pocetne telesne mase oko 200 g. Eksperimentalne Zivotinje su nabavljene iz
akreditovanog Vivarijuma Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Pacovi su bili ¢uvani u
pleksiglas-transparentnim kavezima u parovima (dve Zivotinje po kavezu) sa dnom obloZenim
Suskom, sa hranom i vodom dostupnom ad libitum i konstantnim ambijentalnim uslovima
(temperatura 21+2°C; vlaznost vazduha 5545 %; ciklusom svetlo—tama na 12 h sa pocetkom svetlog
perioda u 07:30 h). Adaptacioni period na laboratorijske uslove je trajao tri dana.

Svi eksperimentalni postupci su bili izvedeni u skladu sa Evropskom direktivom o dobrobiti
laboratorijskih zivotinja koja se koristi u eksperimentalne i druge nau¢ne svrhe (br. 86/609/EES) i
odobreni su od strane Eti¢kog komiteta za brigu o Zivotinjama, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva
i vodoprivrede, Uprava za veterinu, Republike Srbije (reSenje broj: 323-07-00412/2020-05).

3.2 Eksperimentalne grupe

Sve eksperimentalne zivotinje (ukupno 66) podeljene su u osam grupa (sa osam ili deset
zivotinja u svakoj pojedinacnoj grupi).

1) grupa K (n = 8) je kontrolna grupa koja je dobila tretman fizioloskim rastvorom (f.r.) 0,2 mL
s.c. dva puta u intervalu od 24 h;

2) grupa | (n = 10) je eksperimentalna grupa Zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda
primenom izoprenalina (85 mg/kg telesne mase u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u
intervalu od 24 h);

3) grupa IFR (n = 8) je eksperimentalna grupa zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda i
tretmanom sa fizioloskim rastvorom. Eksperimentalne Zivotinje u ovoj grupi su tretirane sa
ISO (85 mg/kg telesne mase u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu od 24 h). Sa
primenom prve doze ISO istovremeno su tretirane sa fizioloskim rastvorom 0,5 mL
intraperitonealno (i.p.);

4)  grupa ILN (n = 8) je eksperimentalna grupa zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda i
tretmanom sa inhibitorom NO sintaze — L-NAME. Eksperimentalne Zivotinje su u 0voj grupi
tretirane sa ISO (85 mg/kg telesne mase u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu
od 24 h). Sa primenom prve doze ISO istovremeno su tretirane sa L-NAME (50 mg/kg telesne
mase u fizioloskom rastvoru, i.p.);

5) grupa IP (n = 8) je eksperimentalna grupa zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda i
tretmanom sa modulatorom TSPO — PK-11195. Eksperimentalne zivotinje u ovoj grupi su
tretirane sa ISO (85 mg/kg telesne mase u 1 mL fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu
od 24 h). Sa primenom prve doze ISO istovremeno su tretirane sa PK-11195 (5 mg/kg telesne
mase u fizioloskom rastvoru, i.p.);

6) grupa IPLN (n = 8) je eksperimentalna grupa Zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda,
uz tretman sa modulatorom TSPO — PK-11195 i sa inhibitorom NO sintaze — L-NAME.
Eksperimentalne zivotinje u ovoj grupi su tretirane sa ISO (85 mg/kg telesne mase u 1 mL
fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu od 24 h). Sa primenom prve doze 1SO
istovremeno su tretirane sa PK-11195 (5 mg/kg telesne mase u fizioloSkom rastvoru, i.p.) i sa
L-NAME (50 mg/kg telesne mase u fizioloSkom rastvoru, i.p.);

7) grupa IC (n = 8) je eksperimentalna grupa zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda i
tretmanom sa modulatorom TSPO — 4’-CIDzp. Eksperimentalne zZivotinje u ovoj grupi su
tretirane sa ISO (85 mg/kg telesne mase u 1 mL fizioloskog rastvora, S.c. dva puta u intervalu
od 24 h). Sa primenom prve doze ISO istovremeno su tretirane sa 4’-CIDzp (0,5 mg/kg telesne
mase u fizioloskom rastvoru, i.p.);

8) grupa ICLN (n = 8) je eksperimentalna grupa zivotinja sa indukovanim infarktom miokarda,
uz tretman sa modulatorom TSPO — 4’-CIDzp i sa inhibitorom NO sintaze — L-NAME.
Eksperimentalne zivotinje u ovoj grupi su tretirane sa ISO (85 mg/kg telesne mase u 1 mL
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fizioloskog rastvora, s.c. dva puta u intervalu od 24 h). Sa primenom prve doze 1SO
istovremeno su tretirane sa 4’-ClDzp (0,5 mg/kg telesne mase u fizioloSkom rastvoru, i.p.) i sa
L-NAME (50 mg/kg telesne mase u fizioloSkom rastvoru, i.p.).

Planirano je za svaku eksperimentalnu grupu po deset eksperimentalnih Zivotinja. U skladu sa
potrebom za eliminisanjem ekstremnih vrednosti i rezultata kod eksperimentalnih Zivotinja koje su
uginule tokom trajanja eksperimenta, prikazan je krajnji broj rezultata eksperimentalnih Zivotinja po
grupama.

3.3 Indukcija infarkta miokarda kod pacova

MI kod eksperimentalnih Zivotinja zasnovan je na aplikaciji ISO u predelu leda subkutano u
dozi od 85 mg/kg t.m., dva puta u intervalu od 24 h, tokom dva uzastopna dana, tokom tre¢eg i ¢etvrtog
dana eksperimentalnog protokola. Eksperimentalni model infarkta miokarda kod pacova dokazan je
analizom dinamike produkcije biomarkera ishemije miokarda u serumu (dobijen uzorkovanjem krvi
iz repne vene, jednom dnevno) tokom eksperimentalnog perioda, kao i potvrden posle zrtvovanja
zivotinja odgovaraju¢im patohistoloskim nalazom na srcu.

3.4 Varijable praéene u protokolu

Na pocetku eksperimenta kao i tokom celog protokola, sve eksperimentalne Zivotinje su bile
pod stalnim monitoringom. Telesna masa je merena prvog, treceg i petog dana eksperimenta. Po
zavrsetku eksperimentalnog protokola, Zivotinje su blago sedirane [acepromazin maleat 2,5 mg/kg
t.m. plus 0,01 ml ketamin 10% (100 mg/ml)]. Giljotinom za pacove je izvr§eno njihovo zrtvovanje, i
uzeta je krv za laboratorijske analize. Krv prikupljena metodom iskrvarenja je odloZena u
odgovarajuce epruvete, koje su oblozene odgovaraju¢im antikoagulansom (Na-citrat) radi dobijanja
plazme, odnosno nisu oblozene antikoagulansom radi dobijanja seruma. Ovako dobijeni uzorci su
potom ostavljeni na sobnoj temperature tokom 15 min. Nakon toga su centrifugirani uzorci krvi, na
brzini od 3.000 obrtaja/min. u trajanju od 15 min, a potom su koris¢eni za analize. Srce je izolovano
hirurskim putem nakon prikupljanja krvi, te je tkivo homogenizovano i cetrifugirano, radi daljih
biohemijskog ispitivanja. Dobijen nadtalog je do analiza zamrznut na —80°C. Srce pacova je ¢uvano
u odgovarajué¢e pripremljenim posudama sa formalinom, na sobnoj temperaturi, radi dalje
patohistoloske analize.

3.4.1 Odredivanje biohemijskih parametara u serumu i plazmi

Na automatskom analizatoru (Dimension Xpand, Siemens, Germany), pomoc¢u odgovarajuéih
komercijalnih  kitova (Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Frimley, Camberley, UK) i
spektrofotomtrijskom metodom su analizirani biohemijski parametri u serumu i plazmi. U serumu je
meren Hcy kompetitivnim imuno-testom primenom direktne hemiluminescentne tehnologije na
ADVIA Centaur XP system-u (Siemens Healthcare Diagnostics, New York, USA). Biohemijski
parametri, i to: urea, kreatinin, aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT),
laktat dehidrogenaza (LDH), kreatin kinaza (CK), a-amilaza (a-AMY), alkalna fosfataza (ALP),
ukupni proteini (TP), albumin (ALB), parametri lipidnog profila (ukupni holesterol (TC),
lipoproteinski holesterol velike gustine (HDL-C), trigliceridi (TG)), u serumu su izmereni pomocu
komercijalnih kompleta za spektrofotometriju (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, New
York, USA) na automatskom analizatoru (Dimension Xpand, Siemens, USA). Spektrofotometrijski
su odredivani nivoi mokraéne kiseline u serumu pomocu komercijalnih kompleta (Siemens Healthcare
Diagnostics Ltd., Frimley, Camberley, UK) na biohemijskom automatskom analizatoru (Dimension
Xpand, Siemens, USA). Visoko osetljivim testom je izmeren nivo hs-cTnT, koriste¢i automatizovani
analizator Roche Cobas e601 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). U plazmi je koncentracija
fibrinogena izmerena modifikovanim Klausovim testom (Siemens Healthineers, Erlangen, Germany),
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a aktivnost VWF je odredena Cesti¢no poja¢anim testom INNOVANCE® VVF Ac, pomoc¢u BCS XP
analizatora (Siemens Healthineers, Erlangen, Germany).

3.4.2 Odredivanje nivoa citokina u serumu

U serumu su mereni nivoi citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-10) pomocu enzimskog
imunoeseja (ELISA), koriszenjem komercijalnih testova prema instrukcijama proizvodaca. Krv je
sakupljana iz repne vene pacova, neposredno pre zrtvovanja pacova, i uzorci su ¢uvani na —70°C do
izvodenja testova. Pomocu standardne krive, odredene pomocu poznatih vrednosti obezbedenih
rekombinantnih citokina, merena je koncentracija citokina.

3.4.3 Kardiosomatski indeks

Srca su hirurskim putem izolovana, te su potom isprana fiziolo§kim rastvorom i pomocu filter
papira osusena. Nakon toga je izmerena masa srca, radi dobijanja kardiosomatskog indexa (KSI). KSI
je koli¢nik mase srce izrazene u mg i telesne mase pacova izrazene u gramima (Wang et al, 2018).

3.4.4 Priprema tkiva srca za biohemijske analize

U 50 mM RIPA puferu (engl. Radio-Immunoprecipitation Assay) je homogenizovano tkivo
srca (50 mM TRIS-HCI pH 7,4, 1% NP-40, 0,25% natrijum deoksiholat, 150 mM NaCl, 50 mM NaF,
0,001 M DTT, 1 mM fenoksimetilsulfonil fluorid, 0,2 mM natrijum ortovanadat) sa koktelom
komercijalno dostupnih inhibitora proteaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), i potom
centrifugirano tokom 30 min na 1400 rpm, na +4°C. Tako dobijeni supernatant (nadtalog) se koristio
kao polazni materijal za odredivanje citosolne aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i glutation
peroksidaze (GPX), i skladisten je na -80 °C do analize.

Tkivo srca je homogenizovano u 5% sulfosalicilnoj kiselini radi odredivanja koncentracije
oksidovanog i ukupnog glutationa, i cetrifugirano tokom 20 min, na 3000 g i +4°C. Dobijeni nadtalog
je korisc¢en za analizu i do spektrofotometrijske analize ¢uvan na —80°C.

U homogenatu tkiva srca i citosolnim frakcijama radi izra¢unavanja koncentracije proteina,
koris¢en je komplet za ispitivanje proteina (engl. Bicinchoninic Acid Protein Assay, Sigma—Aldrich,
USA). Metoda je zasnovana na kvantifikovanju smanjenja Cu?* na Cu*, linearno sa koncentracijom
proteina u uzorku. Radi odredivanja koncentracije proteina upotrebljena je standardna kriva proteina
govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin — BSA) izraZena u jedinicama g/L.

3.45 Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Ukupna aktivnost SOD je merena spektrofotometrijskom metodom (A = 480 nm) u uzorcima
homogenata srca (Misra and Fridovich, 1972). Princip ove metode je zasnovan na sposobnosti SOD
da spontana autooksidacija adrenalina u adrenohrom bude inhibirana, u alkalnoj sredini, pH = 10,2. U
sastav reakcione smese ulazi: 100 pL homogenata tkiva srca, 1,8 mL Tris-HCI pufera (C = 50 mmol/L,
pH =10,2) i 100 uL adrenalina (C = 0,18 g/L, rastvoren u 100 mmol/L HCL). Jedinica aktivnosti SOD
je izrazena kao aktivnost koja je dovela do 50% inhibicije autooksidacije adrenalina na 26°C.
Vrednosti enzima su izrazene kao jedinica enzimske aktivnosti (U) po miligramu proteina homogenata
tkiva srca u datim uslovima.

3.4.6 Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx)
Aktivnost GPx je odredivana spektrofotometrijskom metodom (A = 340 nm) u uzorcima

homogenata srca (Gunzler et al., 1974). Ova metoda se zasniva na brzini oksidacije NADPH u NADP*
kao mere aktivnosti GPx. Jedinica aktivnosti GPx je izraZzena kao aktivnost enzima potrebna da
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katali$e reakciju oksidacije 1 pmola NADPH u minuti, u datim uslovima. Vrednosti aktivnosti GPx
su izrazene kao jedinica enzimske aktivnosti u plazmi (U/L).

3.4.7 Odredivanje koncentracije oksidovanog (GSSG) i ukupnog glutationa (GSH)

Pomocu spektrofotometrije, odredivane su koncentracije oksidovanog (GSSG) i ukupnog
glutationa (GSH), pomocu reciklirajuc¢eg glutation metoda. Za izracunavanje GSH, homogenat tkiva
srca je inkubiran u 0,125 M pufera (NaHPO.), zajedno sa 6 mM 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoi¢ne
kiseline) (DTNB), 6,3 mM Na-EDTA i 266 U/mL GSH reduktaze. NADPH (0,3 mM) je dodat u
smesu, I potom je merena promena apsorbance na 412 nm, tokom 4 minuta na +30°C. Pomocu
standarne krive za GSH, je izmerena ta¢na vrednost ukupnog glutationa. Pomocu iste reciklirajuce
glutation metode je odreden GSSG, posle primene 2-vinilpiridina za eliminisanje redukovanog GSH.
Razlika izmedu koncentracije ukupnog glutationa i koncentracije oksidovanog glutationa, predstavlja
koncentraciju redukovanog glutationa, i izrazena je kao nmol/mg proteina.

3.4.8 Odredivanje ukupne S- glutationilacije proteina u tkivu srca pacova

Pomoc¢u Western blot analize je odredivana ukupna S-glutationilacija proteina u tkivu srca. U
RIPA puferu (engl. Radio-Immunoprecipitation Assay) (50 mM TRIS-HCI pH 7,4, 1% NP-40, 0,25%
natrijum deoksiholat, 50 mM NaF, 150 mM natrijum hlorida, 1 mM fenoksimetilsulfonil fluorid, 0,2 mM
natrijum ortovanadat) je homogenizovano tkivo srca zajedno sa koktelom inhibitora proteaza (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), N-etilmaleimidom (NEM), i potom centrifugirano na 10000 g, na
+4 °C. Tako dobijen supernatant se koristio za dalju analizu. Na Criterion™ TGX komercijalnom gelu
(4-15%) (Bio-Rad, USA), je izvedeno elektroforetsko razdvajanje proteina u odgovaraju¢im
uslovima, i svaki uzorak je sadrzao 30 pg ukupnih proteina. U uzorku je denaturacija proteina i
redukcija disulfidnih veza postignuta pomoc¢u odgovarajuceg pufera (2x Laemmli pufer (Biorad,
USA)). Na 95°C, tokom 5 min je denaturisan uzorak u ThermoMixer C (Eppendorf, Germany). Za
odredivanje veli¢ine proteina koris¢en je PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific, USA), sa gradacijom od 10 do 170 kDa. Koris¢enjem Bio-Rad Criterion™ Cell (Bio-Rad,
USA) je uradena elektroforeza (150V konstant., +4°C). Proteini su transferovani na nitroceluloznu
membranu pomoc¢u Bio-Rad Criterion™ sistema (Bio-Rad, USA) (100V konstant., +4°C). Dalje, su
antitelom (1:500) (Sigma-Aldrich, USA), prema upustvu prozvodaca. Potom, je usledila inkubacija sa
sekundarnim kozijim anti-misjim-antitelom (1:8000) (Abcam, Cambridge, UK). Na kraju su
membrane tretirane sa Clarity™ Western ECL supstratom (Bio-Rad, USA), a pomocu
hemiluminiscentnog sistema za detekciju (ChemiDoc™ MP Imaging System, Bio-Rad, USA) je
ucdinjena vizuelizacija. Pomo¢u ImageLab softvera (Bio-Rad, USA), je ucinjena denzitometrijska
analiza.

3.4.9 Histoloska i morfometrijska analiza

Tkivo srca je je koris¢eno za histolosku i morfometrijsku analizu. Nakon §to je tkivo srca
adekvatno orijentisano, ise¢eno je popre¢no, na rezove adekvatne debljine (3 mm). Postupkom
imerzije, tkivo je fiksirano u 4% neutralno puferisanom formaldehidu, tokom najmanje 24 h. Nakon
toga, rastu¢im koncentracijama alkohola su dehidratisani uzorci tkiva, prosvetljeni u ksilolu i potom
kalupljeni aparatom za kalupljenje (Tissue Tech Il Tissue Embedding Center), u paraplastu. Svaki
kalup, pojedinacno je izravnat, te je iseCen do vizuelizacije cele debljine zida miokarda. Mikrotomom
(Leica Reinhart Austria i Leica SM 2000 R) su uzorci serijski iseCeni na isecke, odgovarajucih
dimenzija (5 pm). Tako dobijeni isecci su potom bojeni PTAH metodom. Navedena metoda
omogucava bolju morfolosku i morfometrijsku analizu promena na tkivu srca. Svi dobijeni uzorci su
posmatrani na svetlosnom mikroskopu Olympus BX41 (Tokio, Japan) sa Olympus C5060-ADU
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“wide zoom” kamerom. Za morfometrijsku analizu je koris¢en kompjuterski program ImagelJ (ImageJ
1,48v software, National Institutes of Health, Betesda, SAD).

3.5 Hemikalije i potro$ni materijal

U eksperimentalnoj fazi istrazivanja kori$¢ene su sledece supstance:

e isoproterenol hydrochloride (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany, u koncentraciji 85
mg/kg t.m.);

e 4’-hlorodiazepam (4’-CIDzp) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany, u koncentraciji 0,5
mg/kg t.m.);

e PK-11195 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany, u koncentraciji 5 mg/kg t.m.);

e L-NAME hidrohlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany, u koncentraciji 50 mg/kg
tm.);

e acepromazin (NeurotrangR) (Alfasan International B.V., JA Woerden, The Netherlands, u
koncentraciji 2,5 mg/kg t.m.);

e ketamin hydrochloride (Ketamidor 10%R) (Richter Pharma AG, Wels, Austria, u koncentraciji
0,01 ml 10% (100 mg/ml));

e primarno misije monoklonsko anti-glutation-antitelo (Sigma-Aldrich, USA);

e sekundarno kozije anti-misje-antitelo (Abcam, Cambridge, UK);

e potro$ni laboratorijski materijal (Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.6 Statisticka analiza

Za statisticku analizu kao i za izradu grafikona upotrebljen je program SPSS v.23.0. Uticaj
vremena na promenu telesnih masa eksperimentalnih Zivotinja kroz eksperimentalni protkol je
statisticki analiziran pomoc¢u one-way ANOVA modela sa Tukey post hoc testom. Graficki prikaz i
analiza promene telesnih masa tokom eksperimenta je prikazana pomocu programa GraphPad Prism
v.9.0.0.

Poredenje prosecnih vrednosti parametarskih obeleZja izmedu grupa je radeno pomocu analize
varijanse (ANOVA) modela sa Tukey post hoc testom, a kao neparametarska varijanta testa koris¢eni
su Kruskal-Wallis-ov ili Mann-Whitney-jev test. Za testiranje jednakosti distribucije koris¢en je
Fisherov test.

Za sve testove vrednost p < 0,05 se smatrala statisticki zna¢ajnom, a visoko statisticki znac¢ajna
bila je vrednost p < 0,01. U sluc¢aju normalne raspodele podataka, numericke vrednosti su prikazivane
kao srednja vrednost + standardna devijacija. U sluc¢aju odstupanja od normalne raspodele podataka
numericka vrednost je prikazivana kao medijana (minimum — maksimum). Dobijeni rezultati su
prikazani graficki ili tabelarno. Za graficki prikaz rezultata koji su imali normalnu raspodelu, koris¢eni
su stubicasti grafikoni, dok su za rezultate koji odstupaju od normalne raspodele, korisé¢eni box-plot
grafikoni.
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4.1 Mortalitet

Na Grafikonu 1 je prikazan stepen mortaliteta eksperimentalnih zivotinja tokom tretmana.
Primecuje se da je 50% eksperimentalnih Zivotinja nije prezivelo tokom tretmana sa PK-11195 i L-
NAME, u uslovima akutnog infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom. U grupi tretiranoj sa 4’-
CIDzp i L-NAME, kod MI izazvanog izoprenalinom, 20% eksperimentalnih Zivotinja nije prezivelo.
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Grafikon 1. Procenat pacova koji su preziveli na kraju eksperimentalnog perioda; K — f.r. 0,2
mL/2x/48 48 h s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; IFR — I1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x
i.p.; ILN — I1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x
s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x
i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x
i.p.; ICLN —1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x

i.p.
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4.2 Promene telesne mase

Na Grafikonu 2 je prikazana dinamika promene telesnih masa pacova po grupama. Modelom
One-Way ANOVA ponovljenih merenja i Tukey posthoc testom za ispitivanje znacajnosti promene u
telesnim masama izmedu grupa, ispitivani su u odredenim vremenskim tackama tokom
eksperimentalnog protokola. Na poc¢etku eksperimenta, izmedu testiranih grupa su postojale razlike u
telesnoj masi. Statisticki znacajna razlika se uocava u grupama IC, ILN i IP u odnosu na grupu IFR, p
<0,01. Takode, visoko znacajna razlika se uoc¢ava u grupi ICLN u odnosu na grupu IC, p < 0,01. Na
drugom merenju tre¢eg dana eksperimenta, uocava se sporo napredovanje telesne mase. Kao i na
pocetku eksperimenta, telesna masa eksperimentalnih Zivotinja je statisticki znacajno niza u grupama
IC, IP i ILN u odnosu na grupu IFR, p < 0,01. Takode, u grupi tretiranoj sa 4’-CIDzp i L-NAME u
uslovima infarkta miokarda izazvanog ISO, telesna masa eksperimentalnih Zivotinja je visoko
statisti¢ki znacajno viSa u poredenju sa grupom IC, p < 0,01. Na kraju eksperimentalnog perioda,
odrzavaju se razlike u merenju telesnih masa izmedu grupa, sa istim stepenom znacajnosti.
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Grafikon 2. Promene telesne mase. Merenja su vrSena: (1) na pocetku eksperimenta; (2) tre¢i dan
eksperimenta pre primene supstanci; (3) na kraju eksperimentalnog perioda; K —f.r. 0,2 mL/2x/48 h
s.c.; I — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; IFR — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; ILN — ISO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195
5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME
50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.; ##-p <
0,01 u poredenju sa IFR grupom, AA-p < 0,01 u poredenju sa IC grupom — one-way ANOVA sa Tukey
posthoc testom
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Na Grafikonu 3 prikazana je promena telesne mase eksperimentalnih Zivotinja u procentima,
poredenjem izmedu prvog i drugog merenja, kao i poredenjem odnosa izmedu drugog i tre¢eg merenja.
Primecuje se da je statisticki znac¢ajna promena telesne mase eksperimentalne grupe tretirane samo sa
izoprenalinom u odnosu na grupu K, p<0,01, izmedu prvog i drugog merenja, kao i statisti¢ki znacajna
razlika izmedu drugog i treCeg merenja u grupi I u odnosu na grupu K, p<0,01.
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Grafikon 3. Promena telesne mase izmedu drugog i prvog i tre¢eg i drugog merenja izrazena u
procentima; K — f.r. 0,2 mL/2x/48 h s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; IFR — I1SO 85 mg/kg t.m./2x
s.c. +f.r. 0,5 mL/1x i.p.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IP - ISO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195
5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5
mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME
50 mg/kg t.m./1x i.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa K grupom — one-way ANOVA sa Tukey posthoc
testom
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4.3 Kardiosomatski indeks i razlike izmedu eksperimentalnih grupa Zivotinja

Na Grafikonu 4 predstavljene su vrednosti kardiosomatskog indeksa eksperimentalnih
zivotinja. Nakon primene L-NAME i 4’-CIDzp, u uslovima akutnog infarkta miokarda izazvanog
izoprenalinom, vrednosti KSI su statisticki znacajno vise u grupama ILN i IC u odnosu na grupu IFR
(p < 0,05). Takode, vrednosti kardiosomatskog indeksa su visoko statisti¢ki vise u uslovima infarkta
miokarda izazvanog izoprenalinom, u odnosu na vrednosti grupe K (p < 0,01). Primena PK-11195 i
L-NAME, kod izoprenalinom indukovanog MI, statisticki je znacajno povecala vrednosti KSI u
poredenju sa grupama koje su odvojeno primale samo PK-11195 i L-NAME, u uslovima Ml izazvanog
ISO, p < 0,05.
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Grafikon 4. Kardiosomatski indeks (KSI) pacova na kraju eksperimentalnog perioda; K — f.r. 0,2
mL/2x/48 h s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; IFR — I1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.;
ILN — I1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +
PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1X i.p. +
L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.;
ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1X i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x
i.p.; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR grupom, *-p < 0,05 u poredenju sa ILN grupom **-p < 0,01 u
poredenju sa K grupom, ao-p < 0,01 u poredenju sa IP grupom — one-way ANOVA sa Tukey posthoc
testom
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4.4 Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina

4.4.1 Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na markere ishemije
miokarda

Na Grafikonima 5—8 prikazani su markeri miokardnog ostecenja usled infarkta miokarda
izazvanog izoprenalinom. Primena izoprenalina je znac¢ajno povecala vrednosti hsTnT u grupi I (247,9
(136,9-1969,0) U/L) u odnosu na grupu K (12,0 (8,0-13,0) U/L), p < 0,05 (Grafikon 5). U grupi |
(3540,5 (1409,0-5406,0) U/L) je primecena statisti¢ki znac¢ajno niza koncentracija LDH u odnosu na
grupu K (4820,5 (4500,0-4978,0) U/L), p < 0,05 (Grafikon 6). Poredenjem izmerenih koncentracija
CK, izmedu grupa K (1713, 0 (737,0-2621,0) U/L) i | (1751,0 (1091,0-2737,0) U/L), nisu dobijene
znacajne razlike, p > 0,05 (Grafikon 7). Medutim, u uslovima infarkta miokarda, primenom ISO,
smanjena je koncentracija AST (128,7 (91,8-171,2) U/L) u odnosu na grupu K (170,0 (115,0-265,0)
U/L), p < 0,05 (Grafikon 8).
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Grafikon 5. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju hsTnT u
serumu; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom —
Mann-Whitney test
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Grafikon 6. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju LDH u
serumu; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom —
Mann-Whitney testom
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Grafikon 7. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju CK u
serumu; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; I — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.C.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom —
Mann-Whitney testom
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Grafikon 8. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju AST u
serumu; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom —
Mann-Whitney testom
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4.4.2 Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na kardiovaskularne
biomarkere u serumu/plazmi

U uslovima akutnog infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom (26,93 (20,4-30,8)
umol/mL), znacajno viSe vrednosti homocisteina se primec¢uju u poredenju sa grupom K (11,8 (8,4
20,0) pmol/mL), p < 0,01 (Tabela 4). Takode, primenom izoprenalina Smanjena je koncentracija
ukupnog holesterola (1,7 (1,5-2,0) mmol/L) u odnosu na grupu K (2,3 (2,0-2,7) mmol/L), p < 0,01,
kao i koncentracija HDL-a u grupi I (1,0 (0,8-1,4) mmol/L) u odnosu na grupu K (1,6 (1,3-1,93)
mmol/L), p < 0,01. U kontrolnoj grupi (0,86 (0,54-1,27) mmol/L) je visa koncentracija triglicerida u
odnosu na grupu 1 (0,37 (0,31-0,58) mmol/L), p <0,01. Koncentracija fibrinogena u grupi I (3,1 (2,1-
3,7) g/L) je znacajno visa u odnosu na grupu K (2,07 (1,6-2,39) g/L), p < 0,01. Nije primecena
statisticki znaCajna razlika u koncentraciji von Wilebrand-og faktora izmedu grupa tretiranih sa
izoprenalinom ili fizioloSkim rastvorom, p > 0,05.

Tabela 4. Efekti izoprenalina na kardiovaskularne biomarkere u serumu/plazmi

Biohemijski

parametri K I
HCY (umol/mL) s 11,8 (8,5-20,1) 26,93 (20,4-30,8) **
TH (mmol/L)s 2,3(2,0-2,7) 1,7 (1,5-2,0) **
HDL (mmol/L)* 1,6 (1,3-1.9) 1,0 (0,8-1,4) **
TG (mmol/L)s 0,86 (0,54-1,27) 0,37 (0,31-0,58) **
FIB (g/L) P 2,07 (1,6-2,4) 3,1(2,1-3,7) **
VWE (%) P 215,0 (50,0-225,0) 212,5 (133,3-233,2)

Hcy-homocistein, TH — ukupni holesterol, HDL — lipoprotein velike gustine, TG — trigliceridi, FIB —
fibrinogen, vWF — von Willebrand-ov faktor, s — parametar meren u serumu, p — parametar meren u
plazmi; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom,
**.p < 0,01 u poredenju sa K grupom — Mann-Whitney testom
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4.4.3 Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na hepato-renalno-
pankreati¢ne biomarkere u serumu

Nije prime¢ena znacajna razlika u izmerenim koncentracijama uree, mokraéne kiseline i
kreatinina izmedu grupa K i I. Primena izoprenalina visoko znacajno je smanjila nivo aktivnosti ALT
(39,1 (35,6-52,2) U/L) u odnosu na kontrolnu grupu (77,5 (62,0-104,0) U/L), p < 0,01. Takode, nivo
aktivnosti ALP je visoko znacajno nizi u grupi I (167,0 (140,0-188,0) U/L) u odnosu na grupu K
(299,0 (248,0-424,0) U/L), p <0,01. Primena izoprenalina nije uticala na znac¢ajnu promenu aktivnosti
alfa amilaze u odnosu na kontrolnu grupu, p > 0,05. U grupi | (48,1 (45,9-50,7) g/L) su visoko
znacajno nize ukupne koncentracije proteina u odnosu na grupu K (59,0 (57,0-64,0) g/L), p < 0,01.
Takode, visoko znacajno nize koncentracije albumina su u grupi K (25,0 (25,0-30,0) g/L) u odnosu
na grupu I (31,7 (30,3-34,7) g/L), p < 0,01.

Tabela 5. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na hepato-renalno-pankreati¢ne
biomarkere u serumu

Biohemijski
. K |
parametrl

MK (umol/L) 69,0 (57,0-86,0) 66,5 (49,0-76,0)
Urea (mmol/L) 10,25 (8,8-13,3) 10,0 (8,8-11,3)
Kreatinin L 27,5 (23,0-32,0
(Lmol/L) 28,5 (25,0-33,0) ( )
ALT (U/L) 77,5 (62,0-104,0) 39,1 (35,6-52,2) **
ALP (U/L) 299,0 (248,0-424,0) 167,0 (140,0-188,0) **

a-AMY (U/L) 2418,0 (2013,0-3603,0)  1986,0 (1493,0-3032,0)
UP (g/L) 59,0 (57,0-64,0) 48,1 (45,9-50,7) **

ALB (g/L) 25,0 (25,0-30,0) 31,7 (30,3-34,7) **

MK — mokraéna kiselina; ALT — alanin aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza, a-AMY — alfa
amilaza, UP — ukupni proteini, ALB —albumini; K—f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.C.;
**-p < 0,01 u poredenju sa K grupom — Mann-Whitney test
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4.4.4 Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na markere
inflamacije

Primena izoprenalina nije uticala na znacajnost razlike izmerenih koncentracija IL-1f izmedu
grupe 1 (31,6 (20,0-56,7) pg/mL) i grupe K (28,3 (23,3-31,7) pg/mL), p > 0,05 (Grafikon 9).
Znacajno povise koncentracije TNF-a su pokazane u grupi I (47,0 (19,8-51,5) pg/mL) naspram grupe
K (15,0 (9,4-19,4) pg/mL), p < 0,05 (Grafikon 10). Izmerene vrednosti IL-6 u grupama I (37,3 (15,6—
53,8) pg/mL) i grupama K (33,8 (13,9-81,6) pg/mL), nisu pokazale statisticki znacajne razlike, p >
0,05 (Grafikon 11). U kontrolnoj grupi (6327,0 (6317,0-6857,0) pg/mL) su vise vrednosti IL-10 u
poredenju sa grupom I (101,2 (30,0-240,0) pg/mL), p < 0,05 (Grafikon 12).
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Grafikon 9. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju IL-1 u
serumu; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; I — 1ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p > 0,05 — Mann-Whitney test
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Grafikon 10. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju TNF-o u
serumu; K—f.r. 0,2 mL/2x s.c.; I — 1ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom —
Mann-Whitney test
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Grafikon 11. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju IL-6 u
serumu K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p > 0,05 — Mann-Whitney test
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Grafikon 12. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na koncentraciju 1L-10 u
serumu; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom —
Mann-Whitney test
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445 Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na markere
oksidativnog stresa

Na Grafikonima 13-15 prikazan je uticaj izoprenalina na markere oksidativnog stresa.

Poredenjem grupa tretiranih izoprenalinom i grupa tretiranih fizioloSkim rastvorom, nisu primecene
statisticki znacajne razlike u vrednostima GPx, SOD i glutationa, p > 0,05.
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Grafikon 13. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na aktivnost GPx u tkivu
srca; K—f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — 1ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; p > 0,05 — Studentov T test
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Grafikon 14. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na aktivnost SOD u tkivu
srca; K—f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; p > 0,05 — Mann-Whitney testom
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Grafikon 15. Efekti indukcije infarkta miokarda primenom izoprenalina na vrednost glutationa u
tkivu srca; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; p > 0,05 — Studentov T test
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4.4.6 Determinacija ukupne S-glutationilacije u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj
izoprenalinom

Pomoc¢u Western blot-a odreden je nivo glutationilacije ukupnih proteina. Za ispitivanje
ukupne glutationilacije proteina koriS¢eno je monoklonsko glutation-antitelo. Slika 8 prikazuje
reakciju antitela i glutationa pomocu traka u grupama K i I, dok slika 9 pokazuje analizu
denzitometrije dobijenih blot-ova pomo¢u ImageLab softvera. Visoko zna¢ajno je povisen nivo
glutationilacije proteina usled primene izoprenalina (5921141,8 + 952398,6), dobijen
denzitometrijskom analizom, u odnosu na grupu K (3178634,4 + 560575,7), p < 0,01 (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Ukupna glutationilacija proteina u modelu infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom;
K—f.r.0,2mL/2xs.c.; 1 —1SO 85 mg/kg t.m./2x s.C.; **-p < 0,01 u poredenju sa K grupom — Studentov
T test
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Slika 8. Nivoi ukupne glutationilacije proteina Western blot-om; MR — marker molekularne mase
(kDa);
K—f.r.0,2 mL/2x s.c.; I — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.C.
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Slika 9. Analiza denzitometrije dobijenih blot-ova-ImageLab softver (Bio-Rad, SAD)
K—f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.C.
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4,47 HistoloSka analiza uzoraka tkiva srca u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj
izoprenalinom

Primeceno je da u grupi sa akutnim infarktom miokarda izazvanog izoprenalinom u 80%
slucajeva uzorak tkiva srca ima 80% promena sa gradusom 3 (teSka nekroza sa difuznim
inflamatornim procesom), i 20% promena gradusa 2 (umereno ekstenzivna miofibrilarna degeneracija
i / ili difuzni inflamatorni proces bez promena koje ukazuju na ishemiju) u poredenju sa grupom koja
je primala fizioloski rastvor, gde je u 100% slucajeva zabeleZzen gradus 0 (nema promena), sa
statistickom vrednos¢u p < 0,05.

Tabela 6. Histopatolo$ki stepen oSte¢enja miokarda kod pacova tokom indukcije infarkta miokarda
izazvanog izoprenalinom.

Gradus 0 Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3 z
K 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%)
I* 0 (0 %) 0 (0%) 1 (20%) 4 (80 %) 5 (100%)
) 4 (44,4%) 0 (0%) 1(11,1%) 4 (44,4%) 9 (100%)

K—f.r.0,2mL/2x s.c.; 1 - ISO 85 mg/kg t.m./2x s.C.; Fiserov test: *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom
gradus 0 — nema promena; gradus 1 — blago fokalno osteéenje miocita ili mala multifokalna
degeneracija sa blagim stepenom zapaljenskog procesa; gradus 2 — umereno ekstenzivna miofibrilarna
degeneracija i / ili difuzni inflamatorni proces; gradus 3 — teSka nekroza sa difuznim inflamatornim
procesom.
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Na Slici 10 prikazani su popre¢ni preseci tkiva srca pacova, uz prikaz leve i desne komore
kontrolne grupe i grupe tretirane izoprenalinom. U primeru iz kontrolne grupe ne vidi se oStecenje
miokarda, za razliku od grupe I, gde se primecuje difuzni transmuralni infarkt miokarda, kako u levoj
tako 1 u desnoj komori, tacnije teSka nekroza sa difuznim inflamatornim procesom.
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Slika 10. Reprezentativni primeri poprecnog preseka srca pacova, uz prikaz leve i desne komore

navedenih eksperimentalnih grupa (PTAH bojenje, uvecanje 12,5 puta); K—f.r. 0,2 mL/2x s.c.; | —
ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.
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4.5 Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME

45.1 Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
markere ishemije miokarda u izoprenalinom indukovanom infarktu miokarda

U modelu infarkta miokarda indukovanog izoprenalinom, koaplikacija sa fizioloskim
rastvorom je znac¢ajno povecala koncentraciju hsTnT u odnosu na grupu K (173.4 (70,4-358,5) ng/L
naspram 12,0 (8,0-13,0) ng/L), p < 0,05. Intraperitonealna aplikacija PK-11195 sa izoprenalinom
indukovanim IM je veoma smanjila koncentracije hsTnT u poredenju sa IFR grupom (61,5 (25,0—
95,0) ng/L naspram 173,4 (70,4-358,5) ng/L) (p < 0,01, Grafikon 17). Merenjem koncentracije
hsTnT u serumu uocava se visoko znacajno povecanje u grupi IPLN (942,0 (228,0-2850,0) ng/L)
naspram grupe IP (61,5 (25,0-95,0) ng/L) (p < 0,01, Grafikon 17). Isto tako, pove¢ana koncentracija
hsTnT u serumu je primeéena u grupi IPLN (942,0 (228,0-2850,0) ng/L) naspram grupe IFR (173,4
(70,4-358,5) ng/L) (p < 0,05, Grafikon 17).
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Grafikon 17. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
koncentraciju hs-TnT u serumu u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1ISO 85 mg/kg
t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1X i.p.;
IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.;
*-p < 0,05 u poredenju sa K grupom; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR grupom; ##-p < 0,01 u poredenju
sa IFR grupom; "-p < 0,01 u poredenju sa IP grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Razlike izmedu grupa IFR (2855,0 (1399,0-5675,0) U/L), IP (4556,5 (2327,0-5879,0) U/L) i
IPLN (3453,0 (2585,0—4390,0) U/L) nisu postojale pri poredenju izmerenih nivoa aktivnosti LDH u
serumu (Grafikon 18). Takode, statisticki znacajne razlike nisu postojale ni izmedu IFR (2855,0
(1399,0-5675,0) U/L) i K grupe (4820,5 (4500,0-4978,0) U/L), p > 0,05.
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Grafikon 18. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na aktivnost
laktat dehidrogenaze (LDH) u serumu u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x
i.p.; IPLN — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x
i.p.; p> 0,05 — Kruskal-Wallis test
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Pri poredenju izmerenih vrednosti aktivnosti CK u serumu, nisu postojale statisti¢ki znacajne
razlike izmedu grupa IFR (1608,0 (801,0-3111,0) U/L), IP (2100,5 (1151,0-2695,0) U/L) i IPLN
(1638,5 (1004,0-2078, 0) U/L). Isto tako, statisticki znacajna razlika nije postignuta ni izmedu grupa
IP (2100,5 (1151,0-2695,0) U/L) i IPLN (1638,5 (1004,0-2078,0) U/L) u izmerenim vrednostima
aktivnosti CK u serumu (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na aktivnost
kreatin kinaze (CK) u serumu u I1SO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1SO 85 mg/kg
tm./2x s.c. + fr. 0,5 mL/1x i.p.; IP — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.;

IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.;
p > 0,05 — Kruskal-Wallis test
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Pokazane su statisticki znacajno viSe izmerene vrednosti aktivnosti AST u serumu pacova u
grupi IPLN (165,0 (132,0-259, 0) U/L) u poredenju sa grupama IP (113,5 (101,0-143,0) U/L).
Takode, koaplikacija izoprenalina i fizioloskog rastvora, povecala je izmerene vrednosti aktivnosti
AST u grupi IFR (112,6 (82,8-223,8) U/L) u odnosu na grupu K (170,0 (115,00-265,0) U/L), p <
0,05 (Grafikon 20).
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Grafikon 20. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na aktivnost
aspartat aminotransferaze (AST) u serumu u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1SO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP —1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x
i.p.; IPLN — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x
I.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa K grupom; *-p < 0,05 u poredenju sa IP grupom — Kruskal-Wallis test
sa Mann-Whitney testom
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45.2 Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
kardiovaskularne biomarkere u serumu i plazmi u izoprenalinom indukovanom
infarktu miokarda

U Tabeli 7 predstavljene su vrednosti kardiovaskularnih biomarkera u serumu i plazmi
eksperimentalnih Zivotinja. Koncentracija homocisteina u serumu je bila blago poviSena u grupi IFR
u odnosu na K grupu (13,30 (12,70-14,85) pmol/mL naspram 11,8 (8,5-20,1) pmol/mL), ali bez
statisticke znacajnosti, dok je koncentracija homocisteina bila statisticki visoko znacajno snizena u
IFR grupi u poredenju sa IP i IPLN grupom (13,30 (12,70-14,85) pumol/mL naspram 26,99 (22,30—
42,30) umol/mL; 13,30 (12,70-14,85) umol/mL naspram 33,39 (17,80-41,60) umol/mL), p < 0,01.

Koncentracija ukupnog holesterola je bila statisticki visoko znacajno niza u grupi IFR u odnosu
na K (1,69 (1,4-2,1) mmol/L naspram 2,32 (2,0-2,7) mmol/L), p < 0,01. Koncentracija ukupnog
holesterola u grupama IP (2,11 (1,9-2,6) mmol/L, p <0,01) i IPLN (2,29 (1,9-2,5) mmol/L, p < 0,05)
je bila statisticki znacajno visa u odnosu na grupu IFR (1,69 (1,4-2,1) mmol/L). Koncentracija HDL
holesterola je bila statisticki visoko zna¢ajno visa u K grupi u odnosu na IFR grupu (1,6 (1,3-1,9)
mmol/L naspram 1,0 (0,8-1,4) mmol/L), p <0,01. U IP i IPLN grupi koncentracija HDL holesterola
je bila tatisti¢ki visoko zna¢ajno niza u odnosu na IFR grupu (0,7 (0,6-0,7) mmol/L naspram 1,0 (0,8
1,4) mmol/L; 0,6 (0,6-0,6) mmol/L naspram 1,0 (0,8-1,4) mmol/L), p < 0,01. Koncentracija HDL
holesterola je bila niza u IPLN grupi (0,6 (0,6-0,6) mmol/L) u poredenju sa IP grupom (0,7 (0,6-0,7)
mmol/L), p < 0,05. Koncentracija triglicerida je bila statisti¢ki visoko znacajno visa u K grupi (0,87
(0,5-1,3) mmol/L) u poredenju sa IFR grupom (0,41 (0,3-0,6) mmol/L), p < 0,01. Koncentracija
fibrinogena je bila statisti¢ki zna¢ajno visa u grupi IP (2,10 (1,8-3,1) g/L) i IPLN (3,05 (2,4-3,7) g/L)
u poredenju sa grupom IFR (1,95 (1,80-2,5) g/L), p < 0,05.

Tabela 7. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME u
izoprenalinom indukovanom infarktu miokarda na kardiovaskularne biomarkere u serumu/plazmi

E19 L K IFR 1P IPLN
parametri

HCY (umol/mL) s 11,8 (8,5-20,1) 13,30 (10,3-16,1) 26,99 (22,30-42,30) ## 33,39 (17,80—41,60) ##
TH (mmol/L)s 2,32 (2,0-2,7) 1,69 (1,4-2,1) ** 2,11 (1,9-2,6) ## 2,29 (1,9-25) #
HDL (mmol/L)* 1,6 (1,3-1,9) 1,0 (0,8—1,4) ** 0,7 (0,6-0,7) ## 0,6 (0,6-0,6) ##, "
TG (mmol/L)s 0,86 (0,5-1,3) 0,41 (0,3—0,6) ** 0,44 (0,43-0,6) 0,46 (0,3-0,9)
FIB (g/L) P 2,07 (1,6-2,4) 1,95 (1,80—2,5) 2,10 (1,8-3,1) # 3,05 (2,4-3,7) #
VWF (%) P 215,0 (50,0-225,0) 214,1 (136,1-259,6) 211,8 (59,7-268,1) 2424 (232,2-270,3)

Hcy — homocistein, TH — ukupni holesterol, HDL — lipoprotein velike gustine, TG — trigliceridi, FIB
— fibrinogen, vVWF — von Willebrand-ov faktor, s — parametar meren u serumu, p — parametar meren
u plazmi; K — f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-111955
mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa K grupom; #-p < 0,05
u poredenju sa IFR grupom; ##-p < 0,01 u poredenju sa IFR grupom; "*-p < 0,05 u poredenju sa IP
grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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4. Rezultati

4.5.3 Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
hepato-renalno-pankreaticne biomarkere wu serumu u izoprenalinom
indukovanom infarktu miokarda

U Tabeli 8 predstavljene su vrednosti hepato-renalno-pankreaticnih biomarkera u serumu
eksperimentalnih zivotinja. Izmerena koncentracija uree je bila statisticki visoko zna¢ajno niza u grupi
IP (6,9 (5,5-9,9) mmol/L) u poredenju sa grupom IFR (10,4 (9,1-11,9) mmol/L), p < 0,01. Takode,
koncentracija uree je statisticki znacajno visa u grupi IPLN (8,6 (7,9-11,6) mmol/L) u odnosu na
grupu IP (6,9 (5,5-9,9) mmol/L), p < 0,05. Izmerene koncentracije kreatinina su bile statisticki
znacajno vise u IFR grupi (33,0 (26,0—43,0) umol/L) u poredenju sa K grupom (28,5 (25,0-33,0)
umol/L), p < 0,05. Takode, izmerene koncentracije kreatinina su bile statisticki znacajno viSe u grupi
IPLN (44,5 (37,0-48,0) umol/L) u poredenju sa grupama IP (34,0 (30,0-38,0) umol/L) i IFR (33,0
(26,0-43,0) umol/L), p < 0,05. Koaplikacija PK-11195 i L-NAME, povecala je izmerene vrednosti
mokracne kiseline u grupi IPLN (80,0 (80,0-100,0) umol/L) u odnosu na grupu IP (70,0 (60,0-80,0)
pmol/L) i grupu IFR (72,5 (50,0-93,0) pmol/L), p < 0,05.

Izmerene vrednosti ALT u serumu su statisticki visoko zna¢ajno nize u grupi IFR (49,3 (30,2—
66,8) U/L) u poredenju sa K grupom (77,5 (62,0-104,0) U/L), p < 0,01. U grupi IFR (166,0 (139,0—
192,0) U/L) su izmerene vrednosti koncentracije ALP statisticki visoko zna¢ajno nize u odnosu na K
grupu (299,0 (248,0-424,0) U/L), p < 0,01. Takode, izmerene koncentracije ALP u serumu pacova su
bile statisti¢ki visoko znacajno vise u grupama IP (282,0 (169,0-418,0) U/L) i IPLN (225,0 (213,0—
276,0) U/L), u poredenju sa grupom IFR (166,0 (139,0-192,0), p < 0,01. U serumu je koncentracija
a-AMY statisti¢ki znacajno niza u grupi IP (1321,5 (742,0-2632,0) U/L) u poredenju sa grupom IFR
(2396,5 (1576,0-2997,0) U/L), p < 0,05; dok su izmerene koncentracije a-AMY statisti¢ki visoko
znacajno nize u IPLN (1048,5 (816,0-1317,0) U/L) u odnosu na grupu IFR (2396,5 (1576,0-2997,0)
U/L), p <0,01.

Izmerene ukupne koncentracije proteina su bile statisti¢ki visoko znacajno nize u grupi IFR
(48,5 (45,4-57,5) g/L) u odnosu na K grupu (59,0 (57,0-64,0) g/L), p <0,01. Takode izmerene ukupne
koncentracije proteina su bile statisticki zna¢ajno nize u grupi IP (47,0 (42,0—48,0) g/L) u odnosu na
grupu IFR (48,5 (45,4-57,5) g/L), p < 0,05. Izmerene vrednosti ukupnih proteina u grupi IPLN (49,5
(48,0-51,0) g/L) su bile znacajno vise u odnosu na grupu IP (47,0 (42,0-48,0) g/L), p < 0,05. U grupi
K (25,0 (25,0-30,0) g/L) su izmerene statisticki visoko znacajno nize vrednosti albumina u odnosu na
grupu IFR (31,4 (30,2-37,5) g/L), p <0,01. U grupama IP (21,5 (20,0-24,0) g/L) i IPLN (22,5 (20,0—
24,0) g/L) su izmerene koncentracije albumina u serumu bile statisticki visoko znacajno nize u
poredenju sa grupom IFR (31,4 (30,2-37,5) g/L), p < 0,01.
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Tabela 8. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na hepato-
renalno-pankreati¢ne biomarkere u serumu u ISO indukovanom MI

Biohemijski
parametri

MK (umol/L)

Urea (mmol/L)

Kreatinin
(nmol/L)

ALT (U/L)

ALP (U/L)

a-AMY (U/L)

UP (g/L)

ALB (g/L)

69,0 (57,0-86,0)

10,2 (8,8-13,3)

28,5 (25,0-33,0)

77,5 (62,0—
104,0)

299,0 (248,0-
424,0)

2418,0 (2013,0—
3603,0)

59,0 (57,0-64,0)

25,0 (25,0-30,0)

IFR

72,5 (50,0-93,0)

10,4 (9,1-11,9)

33,0 (26,0-43,0) *

49,3 (30,2-66,8) **

166,0 (139,0-192,0)
**

2396,5 (1576,0—
2997,0)

48,8 (45,4-57,5) **

31,4 (30,2-37,5) **

IP IPLN

70,0 (60,0-80,0) 000 (80,0-100,0) #

6,9 (5,5-9,9) ## 8,6 (7,9-11,6) A
34,0 (30,0-38,0)

44,5 (37,0-48,0) #, "

57,0 (48,0-69,0) 65,5 (53,0-149,0)

282,0 (169,0-418,0)  225,0 (213,0-276,0)
## #
13215 (742,0-2632,0)  1048,5 (816,0—
# 1317,0) ##

47,0 (42,0-48,0) # 49,5 (48,0-51,0) A

21,5 (20,0-24,0) ## = 22,5 (20,0-24,0) ##

MK — mokraéna kiselina; ALT — alanin aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza, a-AMY — alfa
amilaza, UP — ukupni proteini, ALB — albumini; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1SO 85 mg/kg t.m./2x
s.c. + f.r.0,5mL/1x i.p.; IP —1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05
u poredenju sa K grupom; **-p < 0,01 u poredenju sa K grupom; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR
grupom,; ##-p < 0,01 u poredenju sa IFR grupom; *-p < 0,05 u poredenju sa IP grupom — Kruskal-

Wallis test sa Mann-Whitney testom
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4. Rezultati

45.4 Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
markere inflamacije u izoprenalinom indukovanom infarktu miokarda

Merene su vrednosti citokina u kontrolnoj grupi i u uslovima infarkta miokarda izazvanog
izoprenalinom, sa primenom odgovarajucih supstanci (fizioloSki rastvor, PK-11195; L-NAME).
Primecene razlike unutar grupa prikazane su na Grafikonima 21-24. U uslovima infarkta miokarda
izazvanog izoprenalinom, primana fizioloskog rastvora je povecala vrednosti IL-1p u grupi IFR (37,5
(29,2-42,5) pg/mL) u odnosu na grupu K (28,3 (23,3-31,7) pg/mL), p < 0,05. Koaplikacija PK-11195
i izoprenalina visoko znacajno je smanjila vrednosti IL-1p u grupi IP (20,0 (16,7-23,3) pg/mL) u
odnosu na grupu IFR (37,5 (29,2-42,5) pg/mL), p < 0,01 (Grafikon 21).
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Grafikon 21. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
koncentraciju interleukina-1p (IL-1B) u serumu u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR
—1S0 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg
t.m./1X i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom; ##-p < 0,01 u poredenju sa IFR grupom — Kruskal-
Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Izmerena vrednost TNF-a je bila statisti¢ki znacajno visa u grupi IFR (40,6 (33,1-49,3)
pg/mL) u odnosu na grupu K (15,0 (9,4-19,4) pg/mL), p < 0,05 (Grafikon 22). Primena PK-11195 u
infarktu miokarda izazvanog ISO, visoko znacajno je smanjila vrednost TNF-a u grupi IP (10,5 (1,6—
17,2) pg/mL) naspram grupe IFR (40,6 (33,1-49,3) pg/mL), p <0,01. Takode, koaplikacija PK-11195
i L-NAME kod infarkta miokarda izazvanog 1SO, smanjila je vrednost TNF-o u grupi IPLN (8,3 (7,2—
11,7) pg/mL) u odnosu na grupu IFR (40,6 (33,1-49,3) pg/mL), p < 0,05 (Grafikon 22).
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Grafikon 22. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
koncentraciju faktora tumora nekroze o (TNF-a) u serumu u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x
s.c.; IFR — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195
5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME
50 mg/kg t.m./1X i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR grupom;
##-p < 0,01 u poredenju sa IFR grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Izmerene vrednosti IL-6 nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa K (33,8 (13,9-81,6)
pg/mL) i IFR (36,0 (21,7-52,9) pg/mL), p > 0,05. U grupi IP (20,8 (10,4-33,0) pg/mL) je statisti¢ki
visoko znacajno nizi nivo IL-6 u odnosu na grupu IFR (36,0 (21,7-52,9) pg/mL), p < 0,01 (Grafikon
23). Takode, koaplikacija PK-11195 i L-NAME, u uslovima infarkta miokarda izazvanog
izoprenalinom smanijila je vrednosti IL-6 u grupi IPLN (13,9 (10,4-33,0) pg/mL) u odnosu na grupu
IFR (36,0 (21,7-52,9) pg/mL), p < 0,05 (Grafikon 23).
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Grafikon 23. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
koncentraciju interleukina-6 (IL-6) u serumu u ISO indukovanom MI; K — f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR —
ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg
t.m./1X i.p.; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR grupom; ##-p < 0,01 u poredenju sa IFR grupom — Kruskal-
Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Poredenjem kontrolne grupe 1 grupe koja je primala fizioloski rastvor i izoprenalin, primec¢ena
je statisti¢ki znacajna razlika. U grupi IFR (111,2 (70,0-155,0) pg/mL) su izmerene znacajno nize
vrednosti IL-10 naspram grupe K (6327,0 (6317,0-6857,0) pg/mL), p < 0,05 (Grafikon 24). U grupi
IP (6252,0 (5957,0-6892,0) pg/mL) izmerene su statisticki znacajno vise vrednosti IL-10 naspram
grupe IFR (111,2 (70,0-155,0) pg/mL), p < 0,01. Takode, koaplikacija PK-11195 i L-NAME,
povecala je koncentraciju IL-10 u grupi IPLN (5972,0 (5422,0-6442,0) pg/mL) u odnosu na aplikaciju
0,9%NacCl u uslovima izoprenalinom indukovanog infarkta miokarda, u grupi IFR (111,25 (70,0—
155,0) pg/mL), p <0,05.
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Grafikon 24. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
koncentraciju interleukin -10 (IL-10) u serumu u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR
—1S0 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg
t.m./1X i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR grupom; ##-p < 0,01
u poredenju sa IFR grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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455 Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
markere oksidativnog stresa u izoprenalinom indukovanom infarktu miokarda

Aktivnosti antioksidativnih enzima poput superoksid dismutaze i glutation peroksidaze, kao i
koncentracija ukupnog glutationa, izmerene su u homogenatu tkiva srca, i primecene su razlike unutar
posmatranih grupa (Grafikon 25-27). Izmereni nivo aktivnosti GPx je bio visoko zna¢ajno nizi u
grupama IP (273,35 + 19,33 U/mL) i IPLN (361,37 £ 58,19 U/mL) u odnosu na IFR grupu (507,07 £
51,19 U/mL), p < 0,01 (Grafikon 25). Poredenjem grupa IFR (507,07 = 51,19 U/mL) i grupe K
(527,50 += 39,88 U/mL), primecene su snizene aktivnosti GPx u grupi IFR, ali bez statisticke
znacajnosti, p > 0,05. U kontrolnoj grupi (601,12 (519,70-640,40) U/mL) primecene su znacajno visi
nivoi aktivnosti SOD u odnosu na grupu IFR (205,06 (174,20-497,20) U/mL), p < 0,05 (Grafikon
26). Primena PK-11195 kod izoprenalinom indukovanog infarkta miokarda, znacajno je smanjila nivo
aktivnosti SOD u grupi IP (70,22 (61,80-78,70) U/mL) u odnosu na grupu IFR (205,06 (174,20-
497,20) U/mL), p < 0,05. Medutim, koaplikacija PK-11195 i L-NAME, u uslovima infarkta miokarda
izazvanog ISO, povecala je nivo aktivnosti SOD u grupi IPLN (515,45 (497,20-533,70) U/mL) u
odnosu na grupu IFR (205,06 (174,20-497,20) U/mL), p < 0,05. Isto tako, koaplikacija PK-11195 i
L-NAME naspram aplikacije PK-11195 kod izoprenalinom indukovanog infarkta miokarda, zna¢ajno
je povecala aktivnost SOD u grupi IPLN (515,45 (497,20-533,70) U/mL) u odnosu na grupu IP (70,22
(61,80-78,70) U/mL), p < 0,05. Nije primecena statisticki znaajna razlika u koncentracijama
ukupnog glutationa poredenjem izmedu grupa K, IFR, IP i IPLN (Grafikon 27).
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Grafikon 25. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na aktivnost
GPx u tkivu srca u 1SO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +
f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; #-p < 0,05 u
poredenju sa IFR grupom — one-way ANOVA sa Tukey posthoc testom
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Grafikon 26. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na aktivnost
SOD u tkivu srca u 1ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +
f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1X i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.; *-p < 0,05 u
poredenju sa K grupom; #-p < 0,05 u poredenju sa IFR grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney
testom
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Grafikon 27. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na
koncentraciju glutationa u tkivu srca u ISO indukovanom MI; K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x
i.p.; IPLN — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x
i.p.; p > 0,05 — one-way ANOVA sa Tukey posthoc testom
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4.5.6 Determinacija ukupne S-glutationilacije nakon samostalne aplikacije PK-11195 i
koaplikacije PK-11195 i L-NAME u izoprenalinom indukovanom infarktu
miokarda

Slika 11 prikazuje reakciju antitela i glutationa pomocu traka u grupama K, IFR, IP i IPLN.
Slika 12 prikazuje analizu denzitometrije dobijenih blot-ova pomocu ImageLab softvera. Smanjen
nivo ukupne glutationilacije proteina je u grupi IFR (4413910,8 £ 706691,3) u odnosu na grupu K
(3178634,4 + 560575,7), p < 0,05, odreden denzitometrijskom analizom (Grafikon 28).
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Grafikon 28. Efekti samostalne aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME na ukupnu
glutationilacija proteina u modelu infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom; K —f.r. 0,2 mL/2x s.C.;
IFR — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5
mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — I1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50
mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa K grupom — one-way ANOVA sa Tukey posthoc testom
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Slika 11. Nivoi ukupne glutationilacije proteina Western blot-om; MR — marker molekularne mase
(kDa);

K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg
t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.
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Slika 12. Analiza denzitometrije dobijenih blot-ova-ImageLab softver (Bio-Rad, SAD)

K —fr. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg
t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.
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4.5.7 Histoloska analiza uzoraka tkiva srca nakon samostalne aplikacije PK-11195 i
koaplikacije PK-11195 i L-NAME u izoprenalinom indukovanom infarktu
miokarda

Primeceno je da je u grupi K u 100% slucajeva uzorak tkiva srca bez promena koje ukazuju
na ishemiju u poredenju sa grupom koja je tretirana sa ISO i fizioloskim rastvorom, gde je nadeno
80% promena sa gradusom 3 — teSka nekroza sa difuznim inflamatornim procesom. Nisu pronadene
statisticki znacajne razlike u poredenju izmedu ostalih grupa.

Tabela 9. Histopatoloski stepen oSteCenja miokarda izazvanog samostalnom aplikacijom PK-11195 i
ko-aplikacijom PK-11195 i L-NAME u izoprenalinom indukovanom infarktu miokarda kod pacova.

Gradus 0 Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3 z
K 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%)
IFR * 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 4 (80%) 5 (100%)
IP 0 (0%) 2 (50%) 1 (25%) 1 (25%) 4 (100%)
IPLN 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%)
) 4 (26,7 %) 2 (13,3 %) 4 (26,7%) 5 (33,3%) 15 (100%)

K —f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg
t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; Fiserov test: *-p < 0,05 vs. K; gradus 0 — nema promena;
gradus 1 — blago fokalno ostecenje miocita ili mala multifokalna degeneracija sa blagim stepenom
zapaljenskog procesa; gradus 2 — umereno ekstenzivna miofibrilarna degeneracija i / ili difuzni
inflamatorni proces; gradus 3 — teska nekroza sa difuznim inflamatornim procesom
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Na Slici 13 su prikazani primeri popre¢nog preseka srca pacova grupa K, IFR, IP i IPLN, uz
prikaz leve i desne komore. U kontrolnoj grupi ne vidi se oSte¢enje miokarda. U grupi tretiranoj sa
izoprenalinom i fizioloSkim rastvorom vide se nekoliko fokusa infarkta miokarda sa teSkim stepenom
nekroze i difuznim inflamatornim procesom, dok se u grupi tretiranoj PK-11195 u ISO indukovanom
infarktu miokarda vide retki fokusi infarkta miokarda, sa multifokalnom degeneracijom miocita
pracena blagim stepenom zapaljenskog procesa. U grupi tretiranoj PK-11195 i L-NAME u
izoprenalinom indukovanom infarktu miokarda se vidi nekoliko fokusa infarkta miokarda kako u levoj
tako i u desnoj komori, sa umereno ekstenzivnom miofibrilarnom degeneracijom.

5000 pm 000:pm

IP8 IPLN 5

Slika 13. Reprezentativni primeri popre¢nog preseka srca pacova, uz prikaz leve i desne komore
navedenih eksperimentalnih grupa (PTAH bojenje, uveéanje 12,5 puta); K — f.r. 0,2 mL/2x s.c.; IFR
—1S0 85 mg/kg t.m./2x s.c. + f.r. 0,5 mL/1x i.p.; IP — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg
t.m./1x i.p.; IPLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + PK-11195 5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg
t.m./1X i.p.

72



4. Rezultati
4.6 Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME

4.6.1 Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME na markere ishemije miokarda u 1SO indukovanom infarktu miokarda

Markeri ishemije miokarda su testirani na kraju eksperimenta u grupama koje su primale 1SO,
ili su tretirane zajedno sa L-NAME ili 4’-CIDzp, ili sa koaplikacijom L-NAME i 4’-CIDzp. Razlike u
koncentracijama markera ishemije miokarda, poput laktat dehidrogenaze (LDH), aspartat
aminotransferaze (AST) i1 visoko senzitivnog sréanog troponina T (hsTnT), uoCene su poredenjem
izmedu ovih grupa. Izmerene vrednosti hsTnT su bile statisti¢ki visoko znacajno nize u grupi IC (18,5
(9,4-120,0) ng/L) u poredenju sa grupom I (247,9 (136,9-1969,0) ng/L), p < 0,01 (Grafikon 29).
Takode, vrednosti hsTnT su bile statisticki visoko znacajno nize u grupi IC (18,5 (9,4-120,0) ng/L) u
poredenju sa grupom ILN (547,4 (70,5-2192,0) ng/L), p <0,01. Primena ISO + 4’-CIDzp + L-NAME
(230,0 (199,0-1688,0) ng/L) je dovela do povecanja vrednosti hsTnT u odnosu na grupu koja je
primala samo ISO + 4’-CIDzp (18,5 (9,4-120,0) ng/L), p < 0,05. Izmerene vrednosti hsTnT u grupi
koja je primala ISO + L-NAME (547,4 (70,5-2192,0) ng/L) su bile poveéane ali bez statistiCkog
znacaja u poredenju sa grupom koja je primala samo ISO (247,9 (136,9-1969,0) ng/L), p > 0,05.
Takode, izmerene vrednosti hsTnT u grupi ILN (547,4 (70,5-2192,0) ng/L) su bile vise u poredenju
sa grupom ICLN (230,0 (199,0-1688,0) ng/L), ali bez statisti¢kog znacaja, p > 0,05 (Grafikon 29).
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Grafikon 29. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na koncentraciju hs-TnT u serumu u ISO indukovanom MI; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-
NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa I grupom, ##-p < 0,01 u poredenju sa ILN
grupom; *-p < 0,05 u poredenju sa IC grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Izmerena aktivnost LDH je statisti¢ki znacajno visa u grupi ICLN (5516,0 (1682,0-6641,0)
U/L) u poredenju sa grupom ILN (2582,5 (1248,0-4365,0) U/L), p < 0,05 (Grafikon 30). Nije
primecena statisticka znacajnost izmedu navedenih grupa u vrednostima kreatin kinaze (CK)
(Grafikon 31).
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Grafikon 30. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na aktivnost LDH u serumu u ISO indukovanom MI; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85

mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5
mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME
50 mg/kg t.m./1x i.p.; #-p < 0,05 vs. ILN grupa — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Grafikon 31. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na vrednost CK u serumu u ISO indukovanom MlI; | — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg
t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg
t.m./1x i.p.; ICLN —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg
t.m./1x i.p.; p > 0,05 — Kruskal-Wallis test

74



4. Rezultati

Izmerene vrednosti AST su bile statisticki znacajno vise u grupi koja je tretirana sa ISO + 4°-
CIDzp + L-NAME (166,0 (123,0-256,0) U/L) u poredenju sa grupom koja je tretirana samo sa ISO
(128,7 (91,8-171,2) U/L), p < 0,05. U grupama ILN (128,1 (98,0-161,1) U/L) i IC (99,3 (88,1-134,9)
U/L) primecene su statisticki visoko znacajno nize vrednosti u predenju sa grupom ICLN (166,0
(123,0-256,0) U/L), p < 0,01. U grupi IC (99,3 (88,1-134,9) U/L) zabelezene su blago niZe vrednosti
AST u odnosu na grupu I (128,7 (91,8-171,2) U/L), ali bez statistickog znacaja (p > 0,05) (Grafikon
32).
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Grafikon 32. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na aktivnost AST u serumu u ISO indukovanom MI; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5
mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME
50 mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I grupom, ##-p < 0,01 u poredenju sa ILN grupom,
M-p < 0,01 u poredenju sa IC grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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4.6.2 Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME na kardiovaskularne biomarkere u serumu i plazmi u infarktu miokarda
indukovanog izoprenalinom

Izmerene vrednosti homocisteina su pokazale statistiCku znaCajnosti poredenjem izmedu grupa
I, ILN, IC i1 ICLN. Koncentracija Hcy je bila visoko statisticki zna¢ajno niza u grupi IC (13,63 (7,8—
29,9) umol/L) u odnosu na grupu I (26,93 (20,4-30,8) umol/L), p < 0,01. Nakon primene 4'-CIDzp +
L-NAME kod MI indukovanog izoprenalinom, primecena je znacajno visa koncentracija Hey u grupi
ICLN u odnosu na grupu IC (18,94 (12,8-36,1) umol/L naspram 13,63 (7,8-29,9) umol/L), p < 0,05
(Tabela 10).

U grupi ILN nivo ukupnog holesterola (TH) je znacajno visi u poredenju sa grupom | (1,9
(1,5-2,5) mmol/L naspram 1,7 (1,5-2,0) mmol/L, p < 0,05), a visoko statisticki znac¢ajno visi u grupi
ICLN u poredenju sa grupom I (2,2 (1,7-2,8) mmol/L naspram 1,7 (1,5-2,0) mmol/L, p < 0,01).
Statisticki znacajno nizi nivo ukupnog holesterola u grupi ILN (1,9 (1,5-2,5) mmol/L) i grupi IC (1,6
(1,3-2,3) mmol/L) u poredenju sa grupom ICLN (2,2 (1,7-2,8) mmol/L), p < 0,05. Visoko znacajno
snizen nivo lipoproteinskog holesterola velike gustine (HDL) je naden u grupi ICLN (0,6 (0,5-0,7)
mmol/L) u poredenju sa grupom I (1,0 (0,8-1,4) mmol/L), p<0,01. Takode, visoko znacajno je sniZzen
nivo HDL u grupi ICLN (0,6 (0,5-0,7) mmol/L) u poredenju sa grupom ILN (1,2 (1,0-1,4) mmol/L)
i IC (0,9 (0,8-1,5) mmol/L), p<0,01. Primena 4'-CIDzp, kod MI indukovanog izoprenalinom, visoko
znacajno je povecala nivo triglicerida (TG) u grupi IC (0,48 (0,4-0,6) mmol/L) u odnosu na grupu |
(0,37 (0,3-0,6) mmol/L), p < 0,01. Takode, primena 4'-CIDzp + L-NAME kod MI indukovanog
izoprenalinom, je povecala nivo TG u grupi ICLN (0,47 (0,4-0,9) mmol/L) u odnosu na grupu I (0,37
(0,3-0,6) mmol/L), p < 0,05 (Tabela 10).

Statisticki je visoko znac¢ajno visi nivo fibrinogena (FIB) u grupi I (3,1 (2,1-3,7) g/L) u odnosu
na grupu ICLN (2,3 (2,0-2,5) g/L), p<0,01 (Tabela 10). Takode, statisticki je visoko zna¢ajno
povecanje nivoa FIB nakon primene 4'-CIDzp kod MI indukovanog izoprenalinom, u grupi IC (3,1
(2,3-3,7) g/L) u odnosu na grupu ICLN (2,3 (2,0-2,5) g/L), p<0,01. Primenom 4’-CIDzp + L-NAME
kod MI indukovanog izoprenalinom, u grupi ICLN (247,1 (208,0-335,1) %) visoko znacajno se
povecao nivo von Willebrand-ovog faktora (vWF) u odnosu na grupu | (212,5 (114,9-228,6) %), p <
0,01. Primenom 4'-C1Dzp kod MI indukovanog izoprenalinom, u grupi I1C (201,8 (160,6-226,3) %, p
< 0,01) visoko znac¢ajno je snizila nivo vVWF u odnosu na grupu ICLN (247,1 (208,0-335,1) %), p <
0,01. Takode, primena L-NAME je smanjila nivo vVWF u grupi ILN (217,3 (85-277,6) %) u odnosu
na grupu ICLN (247,1 (208,0-335,1) %), p < 0,05 (Tabela 10).

76



4. Rezultati

Tabela 10. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME na
kardiovaskularne biomarkere u serumu/plazmi u infarktu miokarda indukovanog izoprenalinom

Biohemijski | ILN IC ICLN
parametrl

IE 26,03 (20,4-30,8)  28,6(19.2-38,6)  13.63(7,8-29,9)** 18,04 (12,8-36,1) A
(umOI/mL) S L] L] L] 1 L] L] L] ) 1 L] L] 1
TH (mmol/L)® 17 (1,5-2,0) 1,9 (1,5-2,5) * 1,6 (1,3-2.3) 2.2 (1,7-2,8) **, #, A
HDL (mmol/L)* 1,0 (0,8-1,4) 12(1,0-1.4) 0,9 (0,8-1,5) 0,6 (0,5-0,7) **, ##, M
TG (mmol/L) 0,37 (0,3-0,6) 0,43 (0,3-0,9) 0,48 (0,4-0,6) ** 0,47 (0,4-0,9) *
FIB (g/L) P 3,1(2,1-3,7) 2,4 (1,9-5,5) 3,1(2,3-3,7) 2,3 (2,0-2,5) **, M
VWF (96) P B 2173 (85-2776) | 2018 (1606-2263) 2471 (20807857

Hcy — homocistein, TH — ukupni holesterol, HDL — lipoprotein velike gustine, TG — trigliceridi, FIB
— fibrinogen, vWF — von Willebrand-ov faktor, s — parametar meren u serumu, p — parametar meren
u plazmi; 1 —1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x
I.p.; IC —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — I1SO 85 mg/kg t.m./2x
s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I
grupom, #-p < 0,05 u poredenju sa ILN grupom, "-p < 0,05 u poredenju sa IC grupom, **-p < 0,01 u
poredenju sa I grupom, ##-p < 0,01 u poredenju sa ILN grupom, *-p < 0,01 u poredenju sa IC grupom
— Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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4.6.3 Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME na hepato-renalno-pankreaticne biomarkere u serumu u infarktu
miokarda indukovanog izoprenalinom

Nakon primene L-NAME i 4’-CIDzp, kod MI indukovanog izoprenalinom, posmatran je
njihov uticaj na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u serumu (Tabela 11). Izmedu grupa I, ILN,
IC 1 ICLN postoji znacajna razlika u koncentracijama uree, mokraéne kiseline (MK) i1 kreatinina. U
grupi ICLN (90,0 (80,0-240,0) umol/L) znacajno je povisena koncentracija MK u odnosu na grupe |
(66,5 (49,0-76,0) umol/L, p < 0,01), ILN (63,5 (57,0-86,0) umol/L, p <0,01,) i IC (70,5 (58,0-89,0)
umol/L, p < 0,05). Primena 4’-CIDzp, kod izoprenalinom indukovanog M1, visoko znacajno je snizila
koncentraciju uree u grupi IC (7,7 (7,0-9,6) mmol/L) u odnosu na grupu I (10,0 (8,8-11,3) mmol/L),
p <0,01. U grupi ICLN (9,8 (7,7-27,1) mmol/L), izmerena je statisticki visoko znac¢ajno povisena
koncentracija uree u odnosu na grupu IC (7,7 (7,0-9,6) mmol/L), p < 0,01. U grupi IC (17,0 (13,0—
24,0) umol/L), izmerena vrednost kreatinina je visoko statisti¢ki znacajno niza u odnosu na grupu I
(27,5 (23,0-32,0) pmol/L), p < 0,01. Primena L-NAME i 4’-CIDzp, kod izoprenalinom indukovanog
MI, visoko je statisticki znacajno povecala vrednosti kreatinina u grupi ICLN (42,0 (36,0-55,0)
umol/L) u poredenju sa grupama I (27,5 (23,0-32,0) umol/L), IC (17,0 (13,0-24,0) pumol/L) i ILN
(24,5 (15,0-39,0) pmol/L), p < 0,01.

Nivo aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) je visoko statisti¢ki znacajno poviSen u grupi
ICLN (84,0 (69,0-190,0) U/L), IC (53,9 (46,3-65,5) U/L) i ILN (61,5 (43,3-91,3) U/L) u poredenju
sa grupom 1 (39,1 (35,6-52,2) U/L), p < 0,01. Kotretman 4’-CIDzp i ISO, u grupi IC (209,0 (172,5-
242.3) U/L) je povisio vrednosti alkalne fosfataze (ALP) u poredenju sa grupom I (167,0 (159,5—
178,0) U/L), p < 0,05. Primena ISO, 4’-CIDzp i L-NAME je statisticki visoko znacajno povisila
vrednosti ALP u grupi ICLN (258,5 (216,0-288,0) U/L) u odnosu na grupu | (167,0 (140,0-188,0)
U/L, p<0,01) i ILN (192,5 (116,0-222,0) U/L, p < 0,01), dok je znacajno povisila vrednosti ALP u
grupi 1C (209,0 (158,0-265,0) U/L, p < 0,05) u odnosi na grupu ICLN (258,5 (216,0-288,0) U/L).
Znacajno vise izmerene vrednosti alfa-amilaze su u grupi ILN (3094 (1333,0-15960,0) U/L, p < 0,05)
i IC (3677 (1923-6283) U/L, p < 0,05) nego u grupi | (1986 (1493,0-3032,0) U/L), dok je kotretman
sa L-NAME i 4’-CIDzp, kod MI indukovanog izoprenalinom, dovela do visoko znacajnog snizenja
vrednosti u grupi ICLN (1077 (595-1734) U/L, p < 0,01) za razliku od grupe 1 (1986 (1493,0-3032,0)
U/L), IC (3677 (1923-6283) U/L) i ILN (3094 (1333,0-15960,0) U/L).

Izmerene ukupne koncentracije proteina su bile znacajno vise u grupi I (48,1 (45,9-50,7) g/L)
i ILN (49,0 (43,3-54,9) g/L) u poredenju sa grupom ICLN (46,0 (44,0-48,0) g/L), p < 0,05. Isto tako,
visoko statisticki znacajno je snizena koncentracija aloumina u grupi ICLN (22,0 (20,0-24,0) g/L) u
odnosu na grupe 1 (31,7 (30,3-34,7) g/L), ILN (32,9 (29,0-37,1) g/L) i IC (32,7 (28,9-35,7) g/L), p <
0,01.
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Tabela 11. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME na
hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u serumu u infarktu miokarda indukovanog izoprenalinom

Blohemusl_q | m I N
parametrl
— **
MK (umol/L) 66,5 (49,0-76,0) 63,5 (57,0-86,0) 705 (580-89,0) 00 (80;;’# 2
Urea
(mmol/L) 10,0 (8.8-11,3) 9.9 (6,2-14,8) 7,7 (7,0-9,6) ** 9,8 (7,7-27,1) m
Klrrre]%f;rlll)n 275(230-320)  245(150-390)  170(130-240) = 420 (36.0-550),

| *%*
ALT (U/L) 39,1 (35,6-52,2) 61,5 (43,3-91,3) ** 53,9 (46,3-65,5) ** 84,0 (69,0 A];\QO,O) , #,

ALP (U/L) 167’1082(;3)0'0‘ 102,5 (116,0-222,0) 209,0 (158,0-265,0) * 220+ (212;2 AR
wAMY (UL) RIS SO e ae77 (1ezs-62ey) x0T ORTITSOT
UP (g/L) 48,1 (459-50,7) 49,0 (43,3-549) 455 (41,8-535) 46,0 (44,0-48,0) *, #
ALB (g/L) 31,7 (30,3-347) 32,9 (29,0-37,1) 32,7 (289-357) 220 (20.0-24.0)*% ##,

MK — mokraéna kiselina; ALT — alanin aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza, a-AMY — alfa
amilaza, UP — ukupni proteini, ALB — albumini; I — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg
t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg
t.m./1xi.p.; ICLN —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg
t.m./1X i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I grupom, #-p < 0,05 u poredenju sa ILN grupom, *-p < 0,05 u
poredenju sa IC grupom, **-p < 0,01 u poredenju sa I grupom, ##-p < 0,01 u poredenju sa ILN
grupom, "-p < 0,01 u poredenju sa IC grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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4.6.4 Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME, i koaplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME na markere inflamacije u infarktu miokarda indukovanog izoprenalinom

Primecena je razlika u vrednostima citokina izmedu grupa koje su tretirane sa L-NAME i 4’-
CIDzp ili kombinovanom primenom obe supstance, L-NAME i 4’-CIDzp u ISO indukovanom MI.
Vrednosti proinflamatornih markera, IL-1f i TNF-a, su smanjene u grupi tretiranoj sa ISO + 4’-CIDzp
+ L-NAME, dok je vrednost antiinflamatornog markera (IL-10) bio povecan. U grupi koja je tretirana
sa ISO + 4°-CIDzp + L-NAME primecéene su nize vrednosti IL-1 u odnosu na grupu tretiranu samo
sa ISO (23,3 (18,3-28,3) pg/mL naspram 31,6 (25,0-43,3) pg/mL), p < 0,05. Takode, vrednost IL-1f3
je znacajno niza u grupi ICLN (23,3 (18,3-28,3) pg/mL) u odnosu na grupu ILN (33,4 (25,0-44,2)
pg/mL), p < 0,05. Takode, visoko znacajno niza vrednost IL-1B primecéena je u grupi ICLN (23,3
(18,3-28,3) pg/mL) u odnosu na grupu IC (39,5 (31,7-42,5) pg/mL), p < 0,01 (Grafikon 33).
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Grafikon 33. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na koncentraciju IL-1pB u serumu u 1SO indukovanom MI; | — 1ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — 1SO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1X i.p. + L-
NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I grupom, #-p < 0,05 u poredenju sa ILN
grupom, -p < 0,01 u poredenju sa IC grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Visoko znacajno snizena vrednost TNF-a primec¢ena je u grupi tretiranoj koaplikacijom ISO +
4’-CIDzp + L-NAME (12,2 (8,3-17,2) pg/mL) u poredenju sa ISO tretiranom grupom (47,0 (34,8—
50,9) pg/mL), p < 0,01 (Grafikon 34). Takode, visoko zna¢ajno je niza vrednost TNF-o u grupi ICLN
(12,2 (8,3-17,2) pg/mL) u odnosu na grupu ILN (39,6 (33,1-47,6) pg/mL) i IC (37,0 (29,8-45,4)
pg/mL), p <0,01 (Grafikon 34). Znacajno visa vrednost TNF-a je primecena u grupi ISO (47,0 (34,8—

50,9) pg/mL) u odnosu na grupu koja je tretirana sa ISO + 4’-CIDzp (37,05 (29,8-45,4) pg/mL), p <
0,05.
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Grafikon 34. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na koncentraciju TNF-a u serumu u ISO indukovanom MI | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — I1SO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1X i.p. + L-
NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I grupom, **-p < 0,01 u poredenju sa I
grupom, ##-p < 0,01 u poredenju sa ILN grupom, *-p < 0,01 u poredenju sa IC grupom — Kruskal-
Wallis test sa Mann-Whitney testom
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Nisu primecene statisticki znacajne razlike u vrednostima IL-6 medu grupama I, IC, ILN,
ICLN (Grafikon 35).
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Grafikon 35. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na koncentraciju IL-6 u serumu u ISO indukovanom MlI; I — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5
mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME

50 mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney
testom
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4. Rezultati

U grupi tretiranoj ISO + 4°-CIDzp + L-NAME (6262,0 (5612,0-6567,0) pg/mL) primeéeno je
visoko znacajno povecanje vrednosti antiinflamatornog citokina, IL-10 u poredenju sa grupom koja
je tretirana samo sa 1SO (101,3 (30,0-240,0) pg/mL), p < 0,01 (Grafikon 36). Takode, visoko
znacajno poveéane vrednosti IL-10 primecene su u grupi ICLN (6262,0 (5612,0-6567,0) pg/mL) u
poredenju sa grupama ILN (101,3 (40,0-230,0) pg/mL, p<0,01) i IC (87,5 (37,5-125,0) pg/mL, p <
0,01) (Grafikon 36).
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Grafikon 36. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na koncentraciju IL-10 u serumu u I1SO indukovanom MI; | — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO
85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-
NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa I grupom, ##-p < 0,01 u poredenju sa ILN
grupom, -p < 0,01 u poredenju sa IC grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-Whitney testom
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4.6.5 Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME, i koaplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME na markere oksidativnog stresa u infarktu miokarda indukovanog
izoprenalinom

Nakon primene L-NAME, primecena je smanjena aktivnost GPx u grupi ILN (424,1 + 34,9
U/mL) u poredenju sa grupom I (541,9 + 53,3 U/mL), p < 0,05 (Grafikon 37). Takode, visoko
statisticki znacajno je smanjena aktivnost GPx u grupi IC (347,6 £ 82,3 U/mL) kao i u grupi ICLN
(300,6 £ 63,5 U/mL), naspram grupe 1 (541,9 + 53,3 U/mL), p <0,01. Statisticki zna¢ajno je povecana
aktivnost GPx nakon primene L-NAME, u grupi ILN (424,1 + 34,9 U/mL), naspram grupe ICLN
(300,6 £ 63,5 U/mL), p < 0,05 (Grafikon 37). Smanjena aktivnost SOD je primec¢ena nakon primene
L-NAME, u grupi ILN (95,5 (59,0-112,4) U/mL, p < 0,01), kao i nakon primene 4’-CIDzp, u grupi
IC (106,7 (73,0-140,5) U/mL, p < 0,05), u poredenju sa grupom I (550,6 (511,2-556,2) U/mL)
(Grafikon 38). Nije primecena statisticki znacajna razlika u vrednostima glutationa medu grupama
(Grafikon 39).
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Grafikon 37. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na aktivnost GPx u tkivu srca u uslovima infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom; | — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. +4°-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa I grupom, #-p <
0,01 u poredenju sa ILN grupom — one-way ANOVA sa Tukey posthoc testom
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Grafikon 38. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na aktivnost SOD u tkivu srca u uslovima infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom; | — 1ISO 85

mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; *-p < 0,05 u poredenju sa I grupom, #-p <
0,05 u poredenju sa ILN grupom, **-p < 0,01 u poredenju sa I grupom — Kruskal-Wallis test sa Mann-
Whitney testom
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Grafikon 39. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na koncentraciju glutationa u tkivu srca u uslovima infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom; | —
ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC —
ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-
CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; p > 0,05 — one-way ANOVA test
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4.6.6 Determinacija ukupne S-glutationilacije nakon samostalne aplikacije 4’-CIDzp i
L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME u infarktu miokarda indukovanog
izoprenalinom

Slika 14 prikazuje reakciju antitela i glutationa pomocu traka u grupama I, ILN, IC i ICLN,
dok slika 15 prikazuje analizu denzitometrije dobijenih blot-ova pomocéu Imagelab softvera.
Denzitometrijska analiza pokazala je znaCajno smanjen nivo glutationilacije proteina u grupama ILN
(4424027,4 £ 442612,8), IC (3743709,0 + 592333,1) i ICLN (2784181,5 + 352330,5) u poredenju sa
grupom I (5921141,8 +£952308,6), p <0,01. Takode, znacajno je smanjen nivo glutationilacije u grupi
ICLN (2784181,5 = 352330,5) u odnosu na grupu ILN (4424027,4 + 442612,8), p < 0,05 (Grafikon
40).
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Grafikon 40. Efekti samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME
na ukupnu glutationilacija proteina u modelu infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom; | — 1SO 85
mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; **-p < 0,01 u poredenju sa I grupom; ##-p <
0,01 u poredenju sa ILN grupom — one-way ANOVA sa Tukey posthoc testom
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Slika 14. Nivoi ukupne glutationilacije proteina Western blot-om; MR—marker molekularne tezine
(kDa); 1 — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x
i.p.; IC —ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — I1SO 85 mg/kg t.m./2x
s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.
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Slika 15. Analiza denzitometrije dobijenih blot-ova-ImageLab softver (Bio-Rad, SAD); | — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — ISO 85
mg/kg t.m./2x s.c. +4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp
0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.
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4.6.7 Histoloska analiza uzoraka tkiva srca nakon samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME u infarktu miokarda indukovanog
izoprenalinom

Primeceno je da je u grupi tretiranoj sa ISO + 4’-CIDzp u 80% slu€ajeva uzorak tkiva srca bez
promena koje ukazuju na ishemiju u poredenju sa grupom koja je tretirana sa ISO, gde ima 80%
promena sa gradusom 3 — teska nekroza sa difuznim inflamatornim procesom.

Takode, primeéeno je da je u grupi tretiranoj sa 1SO + 4’-CIDzp smanjen broj ishemijskih
promena u odnosu na grupu tretiranu koaplikacijom 4’-CIDzp i L-NAME u ISO indukovanom
infarktu miokarda, gde je u 50% slucajeva zabelezen gradus 3 i u 50% slucajeva gradus 2.

Tabela 12. Histopatoloski stepen oStecenja miokarda usled samostalne aplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME kod pacova u izoprenalinom indukovanom infarktu
miokarda

Gradus 0 Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3 3
| 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 4 (80%) 5 (100%)
ILN 0 (0%) 0 (0%) 3 (75%) 1 (25%) 4 (100%)
IC* 4 (80%) 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%)
ICLN 2 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%)
)y 4 (22,2%) 1 (5,6%) 6 (33,3%) 7 (38,9%) 18 (100%)

I - I1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.; ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC
—ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +4°-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. +
4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.; Fiserov test: *-p < 0,05 u poredenju
sa | grupom, ~-p < 0,05 u poredenju sa IC grupom; gradus 0 — nema promena; gradus 1 — blago fokalno
oSte¢enje miocita ili mala multifokalna degeneracija sa blagim stepenom zapaljenskog procesa; gradus
2 —umereno ekstenzivna miofibrilarna degeneracija i / ili difuzni inflamatorni proces; gradus 3 — teska
nekroza sa difuznim inflamatornim procesom
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Na Slici 16 prikazani primeri popre¢nog preseka srca pacova grupa I, IC, ILN i ICLN, uz
prikaz leve i desne komore. U grupi tretiranoj izoprenalinom vidi se na popre¢nom preseku srca
pacova difuzni transmuralni infarkt miokarda, koji zahvata levu i desnu komoru, 1 karakteriSe se
teSkom nekrozom sa difuznim inflamatornim procesom. U grupi tretiranoj 4’-CIDzp na popre¢nom
preseku srca pacova ne vidi se infarkt miokarda, dok se u grupi tretiranoj koaplikacijom 4’-CIDzp i
L-NAME uocava transmuralni infarkt miokarda i u levoj i desnoj komori, sa poljima bez
kardiomiocita, nekroti¢nim kardiomiocitima, hipercozinofilnim kardiomiocitima i kardiomiocitima
bez jedra, uz obilan inflamatorni infiltrat koji se ssastoji od makrofaga, neutrofilnih granulocita i
limfocita. U grupi tretiranoj L-NAME u ISO indukovanom MI se vidi popreéni presek obe komore sa
ve¢im fokusima infarkta miokarda, teSkom nekrozom i difuznim inflamatornim procesom.

N = =
5000 pm

18 ILN7

- . -
5000 pm

5000 pm

1C6 ICLNS

Slika 16. Reprezentativni primeri popre¢nog preseka srca pacova, uz prikaz desne i leve komore
navedenih eksperimentalnih grupa (PTAH bojenje, uvecanje 12,5 puta); | — 1ISO 85 mg/kg t.m./2x s.C.;
ILN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1x i.p.; IC — 1SO 85 mg/kg t.m./2x s.c.
+4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x i.p.; ICLN — ISO 85 mg/kg t.m./2x s.c. + 4’-CIDzp 0,5 mg/kg t.m./1x
i.p. + L-NAME 50 mg/kg t.m./1X i.p.
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Vazni mehanizmi koji su u osnovi AMI su oksidativni stres i inflamacija, koji dovode do
endotelne disfunkcije, a potom i do razvoja ateroskleroze sa posledi¢cnom ishemijom (Morrison et al.,
2023; Fuentes et al., 2019). Kao $to je ve¢ pomenuto, izoprenalin je simpatomemetik i deluje na B1- i
[2-adrenoreceptore, dovodi do kardiostimulacije, deluju¢i pozitivno inotrpno i hronotropno (Ahmed
et al., 2020). ISO dovodi do periferne vazodilatacije, tahikardije, hipotenzije i hipoksije, potom do
oksidativnog stresa i inflamacije, $to u krajnjem moze dovesti do infarkta miokarda (Timercan et al.,
2019). U osnovi kardiotoksi¢nosti indukovane izoprenalinom, a samim tim i u osnovi akutnog infarkta
miokarda indukovanog izoprenalinom su procesi poput oksidativnog stresa, apoptoze i inflamacije
(Jghef et al., 2023; Shahzad et al., 2018). U regulaciji mitohondrijalnih funkcija kakve su regulacija
respiratornog lanca, membranskog potencijala ili otvaranja mPTP ucestvuje TSPO (McEnery et al.,
1992). Usled pojac¢anog nakupljanja Ca?* i poja¢anog oksidativnog stresa, dolazi do otvaranja mPTP
I “bubrenja” mitohondrija, a poslediéno do rupture spoljaSnje mitohondrijalne membrane i
oslobadanja razli¢itih faktora koji dovode do apoptoze (Ramachandra et al., 2020).

U ovoj studiji ispitivani su uticaji razlicitih agenasa na TSPO 1 NO sintazu, praceni su markeri
ishemije miokarda, kardiovaskualarne biomarkere, parametre oksidativnog stresa i inflamacije, kao i
histomorfometrijske parametre srca.

Postoje razli¢iti mehanizmi indukcije eksperimentalnog infarkta miokarda, a posebno se
izdvajaju hemijski, hirurski, genetski i lokalna aplikacija pojedinih supstanci (Kumar et al., 2016). Ml
indukovan izoprenalinom predstavlja zlatni standard medu eksperimentalnim modelima MI, a
najéesce se koristi u cilju ispitivanja kardioprotektivnih efekata farmakoloskih i nefarmakoloskih
modaliteta leCenja, metoda smanjenja veli¢ine infarktnog polja, kao i kardijalnog remodelovanja
nakon MI (Rona, 1985; Lobo Filho et al., 2011; Ouyang et al., 2019).

U nasem radu primeéeno je znacajno povecanje KSI nakon primene izoprenalina, $to je u
skladu sa radovima drugih autora (Heather et al., 2009; Lobo and Shenoy, 2015; Jiang et al., 2017).
Poveéanje KSI ukazuje na kardijalnu hipertrofiju usled pojacane sinteze proteina, kao i edema
intracelularnog prostora. Poveéanje ekstracelularnog Ca?* pokreée kaskadu intracelularnih signalnih
puteva i posledi¢no dovodi do hipertrofije srca (Shizukuda et al., 1998). Primena PK-11195 i L-
NAME je povecala vrednosti KSI u odnosu na grupe tretirane pojedina¢no sa PK-11195 i L-NAME,
Sto ukazuje na veéi stepen kardijalne hipertrofije. Nakon primene L-NAME i 4’-CIDzp, u uslovima
akutnog infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom, vrednosti KSI su znacajno vise u odnosu na
grupu IFR, moguce usled veceg gubitka telesne mase u grupi ILN i IC.

Da bismo ustanovili infarkt miokarda u eksperimentalnim uslovima, primenom izoprenalina,
praceni su markeri ishemije miokarda, poput hsTnT, LDH, AST i CK. Visoko senzitivan troponin T
je visoko specifi¢an i senzitivan marker ishemije miokarda i od velike je vaznosti pri postavljanju
dijagnoze i proceni rizika (Lippi et al., 2009). U uslovima ishemije, usled anaerobnog metabolizma
ugljenih hidrata, dolazi do nakupljanja laktata i posledi¢no povisene koncentracije LDH (da Silva et
al., 2022). Aspartat aminotransferaza (AST) zajedno sa amino grupama, ucestvuje u reakcijama sa
aminokiselinama i ketokiselinama kao katalizator, a nalazi se i u citosolu i u mitohondrijama
(Panteghini, 1990). AST je rasprostranjen enzim, nalazi se u razli¢itim tkivima, poput jetre, srca,
misica, a takode je prisutan i u eritrocitima i leukocitima. Povisena koncentracija AST se takode
smatra markerom infarkta miokarda (Lofthus et al., 2012). Indukcija infarkta miokarda izoprenalinom
u nasoj studiji je potvrdena markerom ishemije miokarda, gde je izmerena povisena vrednost hsTnT,
Sto je u skladu sa drugim autorima (Shahzad et al., 2018; Wong et al., 2017). Nize vrednosti LDH i
AST u grupi I u naSem radu se razlikuju od rezultata drugih autora §to moZze biti posledica vece doze
ISO koje su oni Koristili (Thomes et al., 2010). Kreatin kinaza je enzim koji ucestvuje u reakciji
transformacije kreatina i ATP u kreatin fosfat i ADP i obrnuto (McLeish and Kenyon, 2005).
Odredivanjem koncentracije CK u 1ISO indukovanom Ml je pokazana lako povisena vrednost, ali bez
statisticke znacajnosti, §to se pokazalo i u studijama drugih autora i moze se objasniti neadekvatnim
vremenom uzimanja uzorka krvi (Zhang et al., 2020; Sharkey et al., 1988).

Poznato je da otvaranje mPTP dovodi do pojacanog oslobadanja CytC i aktiviranja unutrasnjeg
puta procesa apoptoze, te se odredeni ligandi mogu koristiti za blokiranje TSPO i samim tim inhibiciju
otvaranja mPTP. Le Fur i saradnici su jos 1983. godine klasifikovali PK-11195 kao antagonistu TSPO
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(Le Fur et al., 1983). Ispitivanjem izolovanih kardijalnih mitohondrija, pokazano je da PK-11195
moze dovesti do dozno-zavisnog bubrenja mitohondrija, pove¢anog oslobadanja CytC i rupture
mitohondrijalne membrane (Li et al., 2007). Ipak, u nasoj studiji pokazano je da primena PK-11195
moze dovesti do smanjenja koncentracije hsTnT kod infarkta miokarda indukovanog izoprenalinom,
$to se moze objasniti inhibicijom kanala L tipa za Ca?* (Bolger et al., 1990). Nisu primeéene statisticki
znacajne razlike u drugim markerima ishemije miokarda u poredenju sa grupom tretiranom sa
fizioloskim rastvorom i izoprenalinom. U naSem istrazivanju, primena PK-11195 i L-NAME kod
infarkta miokarda indukovanog izoprenalinom dovela je do povec¢anja koncentracije hsTnT u odnosu
na primenu PK-11195 i ISO kao i u odnosu na ISO + 0,9% NacCl tretiranu grupu, usled inhibicije NO
sintaze. U naSem istrazivanju, primecene su statisticki znacajno vise vrednosti AST usled primene
PK-11195 i L-NAME, a najverovatnije kao posledica inhibicije enzima cNOS. Taj mehanizam se
prikazao i u radovima autora koji su se bavili ishemijsko-reperfuzijskom povredom jetre, gde je
pokazan porast transaminaza usled inhibicije kako INOS tako i cNOS, i posledi¢no nedostatka
reperfuzije (Morisue et al., 2003).

Pokazano je da 4’-CIDzp deluje protektivno na mitohondrijalnu membarnu, omogucavajuci
odrzavanje homeostaze Ca®* tokom i nakon ishemije (Brown et al, 2008). U nasoj studiji pokazano je
da primena 4’-CIDzp u modelu infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom dovodi do visoko
statistiCki znacajno nize koncentracije hsTnT u poredenju sa grupom I, Sto moze ukazati na
kardioprotektivne efekte 4’-CIDzp. Predhodne studije ukazuju na protektivnu ulogu 4’-ClDzp koja je
posredovana inhibicijom otvaranja mPTP (Obame et al., 2007). NO ima dvostruki efekat na miokard,
u zavisnosti od doze, te u niskim koncentracijama deluje pozitivno inotropno, dok u visokim
koncentracijama deluje negativno inotropno, tako Sto inhibitorno deluje na respiratorni lanac u
mitohondrijama (Cotter et al., 2003). U animalnim modelima infarkta miokarda, pokazano je da
povecéani nivoi NO, kao i pojacana sinteza NO, imaju negativan efekat na sam ishod MI tako §to
doprinose disfunkciji miokarda i progresiji sréane slabosti (Feng et al., 2001; Sam et al., 2001).
Poznato je da do pojacane sinteze NO dolazi usled ishemije miokarda i produkcije citokina (Cotter et
al., 2003). U nasem istrazivanju, u grupi tretiranoj sa L-NAME i ISO, nisu primecene statisticki
znacajne razlike na markere ishemije miokarda u odnosu na grupu sa infarktom miokarda izazvanog
izoprenalinom §to je u skladu sa drugim radovima (Ebihara and Karmazyn, 1996). Pokazano je da
inhibicija NOS nije imala uticaja na bazalne funkcije kardiomiocita (Shah and MacCarthy, 2000). U
grupi tretiranoj sa 4’-CIDzp i ISO, primecene su znacajno nize koncentracije AST i hsTnT u odnosu
na grupu tretiranu sa 4’-CIDzp, L-NAME i ISO, usled prevage dejstva L-NAME i ISO. Takode,
primecene Su statisticki znacajno vise vrednosti AST u grupi tretiranoj sa 4’-CIDzp, L-NAME i
izoprenalinom u odnosu na grupe tretirane pojedinacno sa 4’-CIDzp i L-NAME u modelu infarkta
miokarda izazvanog izoprenalinom.

Podaci iz literature ukazuju da hiperhomocisteinemija razli¢itim mehanizmima dovodi do
naru$avanja homeostaze u kardiovaskualarnom sistemu. Poznato je da hiperhomocisteinemija dovodi
do pojacanog inflamatornog odgovora 1 oksidativnog stresa i samim tim do razli¢itih oSte¢enja tkiva
(Matté et al., 2009; Li et al., 2015). Homocistein je jedan od nezavisnih faktora rizika za nastanak Ml
(Senaratne et al., 2000; Hagar, 2002). Todorovi¢ i saradnici su pokazali da HHcy kod
eksperimentalnih Zivotinja sa aerobnom fizickom aktivnoséu, u tkivu srca dovodi do porasta
oksidativnog stresa, kao i do hipertrofije LK (Todorovic et al., 2023). Pokazano je da
hiperhomocisteinemija indukovana dijetom bogatom metioniinom vodi ka ispadima u miokardnoj
kontraktilnosti, povecanom kardijalnom remodelovanju kao i ka povecanim prokoagulantnim
svojstvima endotela (Todorovic et al., 2021; Kostic et al., 2019; Jeremic et al., 2018). U nasem
istrazivanju su dobijene povisene vrednosti Hcy kod eksperimentalnih zivotinja sa infarktom
miokarda indukovanog izoprenalinom, $to je u skladu sa drugim autorima koji ukazuju na vezu HHCy
i AKS (Sun et al., 2021; Koklesova et al., 2021; Ren et al., 2023; Ganesan et al., 2010; Kannan and
Quine, 2011). Pokazano je u nasem istrazivanju da samostalna aplikacija PK-11195 i koaplikacija PK-
11195 i L-NAME u modelu infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom dovodi do statisticki visoko
znacajnog povecanja koncentracije Hcy u odnosu na IFR grupu, te se ovakav nalaz moze objasniti
otvaranjem mPTP i pojacanim stvaranjem ROS (Li et al., 2007). U nasem istrazivanju, primeceno je
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da samostalna aplikacija 4’-CIDzp kod infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom, dovodi do
smanjenja Hcy, usled smanjenog otvaranja mPTP kao i inhibicije proizvodnje ROS (Obame et al.,
2007). Takode, u nasem istrazivanju je primeceno da koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME kod infarkta
miokarda izazvanog izoprenalinom dovela do povecanja Hey u grupi ICLN u odnosu na grupu IC,
usled smanjene NO produkcije.

U patogenezi infarkta miokarda lipidni status ima veoma vaznu ulogu, menjajuci strukturu i
stabilnost ¢elijske membrane (Khalil et al., 2015). U istrazivanjima je pokazano da izoprenaliom
indukovan infarkt miokarda dovodi do povecanja koncentracije ukupnog holesterola i triglicerida,
usled pojacane sinteze lipida posredovane CAMP kaskadom, i smanjene aktivnosti lipoproteinske
lipaze (Kareem et al., 2009). Kada je u pitanju lipidogram, zabelezene su znacajno nize vrednosti
triglicerida i ukupnog holesterola, §to se potencijalno moze objasniti poveéanim zahtevima za
energijom u slucaju infarktom pogodenih c¢elija. Uloga TSPO je viSestruka, a posebno se ogleda u
mitohondrijalnom transportu holesterola u tkiva u kojima se vrsi stereoidogeneza (Morin et al., 2016).
Primena PK-11195 u infarktu miokarda indukovanog izoprenalinom dovela je do poveéanja
koncentracije ukupnog holesterola i smanjenja koncentracije HDL-a u na$oj studiji, usled pojacanog
otvaranja mPTP i rupture mitohondrijalne membrane (Li et al., 2007). Primena PK-11195 i L-NAME
u infarktu miokarda indukovanog izoprenalinom dovela je do povecanja koncentracije ukupnog
holesterola i smanjenja HDL-a. Pregledavanjem literature uocava se uloga TSPO u transportu
holesterola od spoljasnje do unutraSnje mitohondrijalne membrane i tako omogucava kretanje
mitohondrijalnog holesterola (Graham, 2015). Primena 4’-CIDzp u modelu ISO indukovanog Ml je
protektivnim delovanjem dovela do blagog smanjenja ukupnog holesterola, ali bez statistickog znacaja
i znacajno povecala koncentraciju triglicerida. Ipak, primena L-NAME i koaplikacija L-NAME i 4°-
ClIDzp je dovela do povecanja koncentracije ukupnog holesterola, HDL-a i triglicerida.

Ateroskleroza se nalazi u osnovi ve¢ine CVD (Tsao et al., 2022). Jedan od uzroka povezanih
sa CVD je i inflamacija. Nekoliko istrazivanja je dovelo u vezu povec¢anu koncentraciju fibrinogena,
kao odraz hroni¢ne inflamacije, i povecani rizik od nastanka CHD i sloga (Fibrinogen Studies C et al.,
2005; Ten Cate and Meade, 2014). Ipak, postoje istrazivanja koja nisu dokazala vezu izmedu
fibrinogena i CHD (Ward-Caviness et al., 2019). Nakon povrede, sam organizam tezi da zaustavi
krvarenje, tako $to dolazi do konverzije cirkuliSuc¢eg fibrinogena u fibrin, pod dejstvom trombina, i
formiranja stabilnog ugruska, a glavno mesto sinteze fibrinogena je u jetri (Zgbczyk et al., 2023). U
25% slucajeva, disfibrinogenemija se manifestuje trombozom (Casini et al., 2018; Trelinski et al.,
2019). U zavisnosti od sastava lanaca, Aa, Bf iy, pokazano je da povecanje koncentracije fibrinogena
sa y lancima, moze doprineti razvoju CVD (Allan et al., 2012). Povecanje koncentracije fibrinogena
sa y lancima je u vezi sa povecanim rizikom od arterijske tromboze i $loga (Lovely et al., 2002). Nase
istrazivanje je pokazalo da su u grupi I primecene povecane koncentracije fibrinogena, §to je u skladu
sa drugim istrazivanjima (Ahmad et al., 2021; Ghazouani et al., 2019). Takode je pokazano povecanje
koncentracije fibrinogena usled primene PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME, $to moze
ukazivati na povecan rizik od tromboze. Koaplikacija L-NAME i 4’-CIDzp je dovela do smanjenja
koncentracije u poredenju sa grupama koje su tretirane sa ISO i koaplikacijom ISO i 4’-CIDzp, $to
moze ukazivati na smanjen rizik od tromboze.

Endotelna disfunkcija ima znacajnu ulogu u aterosklerozi, gde usled ostec¢enja endotela dolazi
do povecanja endotelnih markera u plazmi, poput vWF (Umadevi et al., 2016). U fiziolo§kim
uslovima, VWF ima krucijalnu ulogu u hemostazi, dok se u patoloskim uslovima koncentracija vVWF
moze Kkoristiti kao marker endotelne disfunkcije (Meigs, 2010; Mutavdzin et al., 2019b).
Metaloproteinaza, poput ADAMTS13, jedna je od cink zavisnih matriks metaloproteinaza koja ima
ulogu uklanjanja VWF. Neka istrazivanja su pokazala da se povecan rizik MI javlja kod pacijenata
koji imaju povecane koncentracije ADAMTS13 (Chion et al., 2007). Kod pacijenta sa STE infarktom
miokarda, tokom 24 h dolazi do povecanja koncentracije vVWF Koji dostize pik nakon 48 h do 72 h
(Sakai et al., 2000). Povecane koncentracije vWF su u korelaciji za rizikom od tromboze, kao i sa
rizikom od krvarenja (Peyvandi et al., 2011). U dostupnoj literaturi, uoceno je da koncentracija vVWF
moze predvideti pojavu AMI kao i ukazati na one pacijente koje treba hirurski revaskularizovati (Wu
etal., 2021). U nasem istrazivanju kod grupe sa infarktom miokarda indukovanog izoprenalinom nije
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zabeleZen porast koncentracije vVWF, verovatno usled ranijeg uzimanja krvi, pre dostizanja pika
koncentracije. U nasoj studiji, koncentracija vVWF je povecana primenom kopalikacije L-NAME i 4°-
CIDzp, sto moze ukazivati na poveéan rizik od tromboze.

Mokra¢éna kiselina jeste jedan od krajnjih produkata metabolizma purina, i ima vaznu ulogu u
mnogim kardiovaskularnim bolestima poput atrijalne fibrilacije, hipertenzije, koronarne bolesti,
sr¢ane slabosti i u drugim bolestima poput bubrezne slabosti (Saito et al., 2021). Pokazano je da
hiperurikemija dovodi do endotelne disfunkcije tako $§to stimuliSe inflamaciju i oksidativni stres
(Maruhashi et al., 2018). Studije su pokazale da visoke koncentracije mokraéne kiseline mogu
povecati kardiovaskularne rizike, no osnovni mehanizmi su i dalje nerazjas$njeni (Doehner et al., 2007;
Feig et al., 2008). Kao marker aktivnosti ksantin oksidaze sluzi mokraéna kiselina, a sama ksantin
oksidaza je jedan je od enzimskih izvora ROS. U pregledanoj literaturi, primeceno je da inhibicija
ksantin oksidaze alopurinolom, nezavisno od dejstva na mokra¢nu kiselinu, ima kao posledicu
smanjenu proizvodnju ROS kao i smanjenje nivoa oskidativnog stresa (Farquharson et al., 2002). U
Roterdam studiji je pokazano da pacijenti preko 55 godina sa visokim koncentracijama mokra¢ne
kiseline imaju veci rizik od nastanka Ml i CVI (Bos et al., 2006).

Sugino i Shimada su pokazali da primena izoprenalina dovodi do pojacane produkcije
mokraéne kiseline i smanjuje renalnu ekskreciju mokraéne kiseline (Sugino and Shimada, 1987;
Aman et al., 2012). Ipak u naSem istrazivanju nije primecena statisticki znacajna razlika poredenjem
grupe tretirane izoprenalinom i kontrolne grupe, kao ni izmedu grupe tretirane fizioloskim rastvorom
i izoprenalinom u poredenju sa kontrolnom grupom. Hiperhomocisteinemija moze takode dovesti do
hiperurikemije, $to posledicno vodi ka povecanju koncentracije ROS, i1 na taj nacin se smanjuje
raspolozivost NO i posledi¢no dolazi do endotelne disfunkcije (Bajic et al., 2022). U naSem
istrazivanju nije primecena statisticki znacajna razlika u promeni koncentracije mokraéne kiseline pri
aplikaciji 4’-CIDzp ili L-NAME, no pri koaplikaciji 4’-CIDzp i L-NAME u ISO indukovanom Ml
primeceno je znacajno povecanje koncentracije mokraéne kiseline, Sto ukazuje na znacajnu ulogu NO
pri ovim efektima. Takode, pri koaplikaciji PK-11195 i L-NAME belezi se povecanje koncentracije
mokracéne kiseline u odnosu na grupe IP i IFR.

Urea je jedan od glavnih produkata metabolizma proteina 1 primarno se eliminiSe pomocu
bubrega, te sluzi kao jedan od markera bubrezne funkcije i predstavlja jedan od prognosti¢kih faktora
mnogih bolesti poput aortne disekcije, pankreatitisa i akutne inracerebralne hemoragije (Wang et al.,
2023; Liu et al., 2018; Koutroumpakis et al., 2015; Rhoney et al., 2012). Pregledom literature,
primecena je veza izmedu stalno poviSenih vrednosti uree tokom hospitalizacije kod pacijenata sa
sréanom slabos$¢u i1 poviSenog rizika od CVD i rehospitalizacije usled sr¢ane insuficijencije (Jujo et
al., 2017). Pokazano je da se povecani odnos uree i albumina moze koristiti kao prediktivni faktor za
pojavu ventrikularne aneurizme nakon prelezanog infarkta miokarda sa ST elevacijom (Zhang et al.,
2024). Studija Kirtane i saradnika (2005) je pokazala kod pacijenata sa nestabilnim koronarnim
sindromom i urednom bubreznom funkcijom ili blago redukovanom bubreznom funkcijom, da su
poviSene vrednosti uree povezane sa povecanim mortalitetom, nezavisno od stepena glomerularne
funkcije i drugih markera. Pokazano je da su povisene vrednosti uree kao i odnosa uree i kreatinina
na prijemu, nezavisni prediktori dugoro¢nog mortaliteta kod STEMI (Aronson et al., 2008). Huang i
saradnici (2022) su pokazali da je povisen odnos izmedu uree i kreatinina povezan sa poveéanim
rizikom intrahospitalnog mortaliteta kod infarkta miokarda bez ST elevacije. Koncentracija kreatinina
je jedan od glavnih pokazatelja glomerularne fitracije i koristi se kao indeks renalne funkcije (Perrone
etal., 1992). Smanjen odnos albumina i kreatinina kod infarkta miokarda sa ST elevacijom je obrnuto
proporcionalan sa mortalitetom unutar mesec dana, intrahospitalnim mortalitetom i sr¢anom slabos¢u
(Turkyilmaz et al., 2022; Huang et al., 2023). Primena izoprenalina povecava koncentraciju uree kod
animalnih modela infarkta miokarda, dok na koncentraciju kreatinina ne utice, najverovatnije usled
prerenalnog oStecenja bubrezne funkcije usled smanjenog minutnog volumena srca i kardijalne
disfunkcije (Lobo Filho et al., 2011). U naSoj studiji nisu primeéene statisticki znacajne razlike u
vrednostima uree i kreatinina izmedu grupe tretirane izoprenalinom i kontrolne grupe. Medutim,
primecene su povecane vrednosti kreatinina usled koaplikacije izoprenalina 1 fizioloSkog rastvora u
odnosu na kontrolnu grupu. Nasi rezultati pokazuju da aplikacija PK-11195 i koaplikacija PK-11195
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i L-NAME dovodi do smanjenja koncentracije uree i time ukazuje na protektivne dugoro¢ne efekte.
Koapliakcija PK-11195 i L-NAME u ISO indukovanom MI je dovela i do povecéanja koncentracije
kreatinina, sto indirektno ukazuje i na njene potencijalne nezeljene renalne efekte. Nasi rezultati su
pokazali znacajno smanjenje koncentracije uree i kreatinina u grupi tretiranoj 4’-ClDzp, dok su
povecéane koncentracije uree i kreatinina primecene kod koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME, kod ISO
indukovanog MI ukazuju¢i na moguée nezeljene efekte usled smanjene produkcije NO kao posledica
dejstva L-NAME.

Albumin je protein koji se nalazi u krvi i ¢ini 40%-60% krvne plazme, sinteti$e se u jetri I ima
ulogu u transportu raznih materija, u odrzavanju osmotskog pritiska plazme i kao antioksidans.
Utvrdeno je da je albuminurija jedan od znacajnih faktora rizika CVD. U HOPE (engl. Heart
Outcomes Prevention Evaluation) studiji je pokazano da samo prisustvo albuminurije, nevezano od
diabetesa melitusa, povecéava rizik od MI, CVI i kardiovaskularnog mortaliteta (Gerstein et al., 2001).
Pregledom literature videno je da je umereno povecanje albuminurije samo po sebi prediktor
kardiovaskularnog rizika (Roest et al., 2001; Hillege et al., 2002; McCullough et al., 2007).
Povezanost albuminurije i procesa ateroskleroze se odvija putem lokalnog oSteCenja endotela i
glatkomisi¢nih éelija, $to za posledicu ima proliferaciju ¢elija i povecanje endotelne permeabilnosti
(Taddei et al., 1995), a povecana endotelna permeabilnost omogucava laksi prolazak oksidisanog
LDL-a u zid krvnog suda i dalji razvoj procesa ateroskleroze. Moze se zakljuciti da je veci stepen
albuminurije pokazatelj endotelne disfunkcije. Alouminurija umerenog stepena kod bolesnika sa AKS
ili sa perifernom arterijskom bole$¢u je proporcionalna veli¢ini infarktnog polja ili pojavi klaudikacija
(Gosling et al., 1991, Hickey et al., 1990). Albuminurija umerenog stepena zajedno sa CRP-om, kod
bolesnika sa M, predstavlja nezavisni faktor rizika za mortalitet (Suleiman et al., 2006, Weber and
Hamm, 2008). Nasi rezultati pokazuju povec¢anu koncentraciju albumina u serumu u grupi tretiranoj
sa izoprenalinom u odnosu na kontrolu grupu. Nasa studija pokazuje znaCajno smanjenje
koncentracije ukupnih proteina usled aplikacije izoprenalina i usled koaplikacije izoprenalina i
fizioloskog rastvora u poredenju sa kontrolnom grupom, najverovatnije usled povecane razgradnje
proteina plazme indukovane ROS i pojacane lipidne peroksidacije, sto je u skladu sa radovima drugih
autora (Rajadurai and Prince, 2007; Lobo and Shenoy, 2015). Primena PK-11195 znacajno je smanjila
koncentraciju ukupnih proteina u serumu u odnosu na grupu tretiranu sa izoprenalinom i fizioloskim
rastvorom, a koaplikacija PK-11195 i L-NAME je povecala nivo ukupnih proteina u odnosu na grupu
IP. Koncentacija albumina je znacajno smanjena aplikacijom PK-11195 i koaplikacijom PK-11195 i
L-NAME. Smanjenje koncentracije ukupnih proteina i albumina je primeceno u nasim rezultatima
usled koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME kod 1SO indukovanog MI.

Parametri u serumu koji sluze kao pokazatelji funkcije jetre su ALP i ALT (Degirmenci et al.,
2002). Povecanje koncentracije ovih enzima ukazuje na aktivno oStecenje jetre (de Gouveia et al.,
2017). U sluc¢aju povrede mitohondrija dolazi do oslobadanja animotransferaza u cirkulaciju (Kumar
Rajagopal et al., 2003). U citoplazmi se nalazi ALP, te nakon povrede ¢elije, dolazi do povecanje
koncentracije ovog enzima u cirkulaciji (Sallie et al., 1991). Alfa amilaza predstavlja vazan enzim
pankreasa koji katalizuje hidrolizu ugljenih hidrata (Tundis et al., 2010). Povecanje izmerenih
vrednosti ovog enzima se najces¢e moze videti kod akutnog pankreatitisa. U naSem radu pokazane su
smanjene vrednosti transaminaza u modelu Ml indukovanog izoprenalinom, dok primena izoprenalina
nije uticala na koncentraciju AMY. Aplikacija PK-11195 i koaplikacijom PK-11195 i L-NAME nije
uticala na koncentraciju ALT dok je znacajno povecala koncentraciju ALP i smanjila koncentraciju
AMY u naSem radu. Primeéene su znacajno povecane koncentracije ALT i ALP kao i znacajno
smanjene koncentracije AMY usled primene 4’-CIDzp i L-NAME kod I1SO indukovanog MI. Takode,
znacajno povecane koncentracije ALT, ALP i AMY su primecene usled primene 4’-CIDzp, sto
ukazuje na moguce nezeljene hepato-pankreati¢ne efekte.

U osnovi ateroskleroze se nalazi hroni¢ni inflamatorni proces. Sama inflamacija moze biti
jedan od faktora rizika za M, te je primeceno da pacijenti koji su imali AMI, imaju poveéan stepen
inflamacije pre nego povisene nivoe LDL-a (Ridker, 2017). Produzena inflamacija moze posledi¢no
dovesti do kardijalnog remodelovanja kao i velikih nezeljenih dogadaja (Viola et al., 2021). Tokom
MI, vaznu ulogu imaju proinflamatorni citokini poput IL-18, TNF-a i IL-6, tako §to uticu na
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kontraktilnost kardiomiocita, inflamaciju, smrt kardiomiocita i endotelnu funkciju (Nian et al., 2004).
Ovi citokini se zovu i stresom aktivirani citokini, a karakteristi¢ni su za inflamaciju tokom MI (Mann,
1996; Seta et al., 1996). Antiinflamatorni citokini, poput IL-10, pokuSavaju da sprece proces ili da
smanje Stetu veé¢ zapocetog procesa inflamacije (Dinarello, 2000). Makrofazi lokalizovani u
ateroskelrotskom plaku, sekretuju proinflamatorne sitokine, koji doprinose lokalnom inflamatornom
odgovoru (Fujimura et al., 2008; Park and Oh, 2011; Bird et al., 2009). U aktiviranim markofazima
primeceni su povecani nivoi ekspresije TSPO (Laitinen et al., 2009). Preuzimanje TSPO liganda PK-
11195 je istrazivano u aterosklerotskom plaku, te je primeéeno da su povecani nivoi u delu inflamacije
u odnosu na druge regije (Laitinen et al., 2009). Vazan dijagnosti¢ki podatak pruzaju visoke
koncentracije TSPO u aterosklerotskom plaku kao i prisustvo makrofaga, i tako se moze detektovati i
odrediti stepen inflamacije u samom plaku pomo¢u TSPO, kao i morfologija i patogeneza nestabilnog
plaka (Bird et al., 2009; Gaemperli et al., 2012).

Pokazan je smanjen broj hospitalizacija usled sréane slabosti kod pacijenata koji su imali IM,
primenom inhibitora IL-1 — canakinumab (Everett et al., 2019). Pokazano je da se kod visoko rizi¢nih
pacijenata, primena inhibitora IL-1p, znacajno smanjuju neZeljeni kardiovaskularni dogadaji (Abbate
et al., 2020). U studiji Virginia Commonwealth University Anakinra Remodeling Trials (VCUART),
pokazano je da blokadom IL-1 usled primene anakinra, znacajno smanjuje inflamatorni odgovor kod
pacijenata sa STEMI, a uocena je i Smanjena pojave sréane slabosti (Abbate et al., 2010; Abbate et
al., 2013; Van Tassell et al., 2018). U nasoj studiji, primena fizilo§kog rastvora kod infarkta miokarda
indukovanog izoprenalinom, je pokazala povecane vrednosti IL-1B, no nije pokazana statisticki
znacajna razlika u grupi tretiranoj samo sa izoprenalinom u odnosu na kontrolnu grupu. U dostupnoj
literature, primecéeno je da primena izoprenalina dovodi do poveéanja vrednosti IL-1p (Cinar et al.,
2022). Primena PK-11195 kod infarkta miokarda indukovanog 1SO, dovela je do znac¢ajnog smanjenja
vrednosti IL-1p, moguce usled inhibicije aktivacije multiproteinskog kompleksa NLRP3 (engl.
nucleotide-binding domain-like receptor protein 3 inflammasome) inflamacije, a koji je inace zaduzen
sa aktivaciju kaspaze-1 i na taj nacin, sekreciju proinflamatornih citokina (Li et al., 2018). Poznato je
da TSPO ima znacajnu ulogu u inflamaciji (McNeela et al., 2018). Kopalikacijom L-NAME i 4°-
CIDzp u ISO indukovanom M, je pokazano smanjenje IL-1p u nasoj studiji, dok samostalna aplikacija
L-NAME kao i 4’-ClDzp nije uticala na statisticki znacajnu promenu vrednosti I1L-1.

Poznato je da TNF-a ucestvuje u infarktu miokarda. On se ne nalazi u kardiomiocitima u
fizioloskim uslovima, no prilikom ishemije i anoksije, kardiomiociti se aktiviraju kao i lokalni
makrofazi, $to dovodi do produkcije TNF-o u zoni zahvacenoj infarktom (Tian et al., 2015). U
zavisnosti za koji receptor se vezuje TNF-a ima dvostruku ulogu. Pri vezivanju za TNFR1, ucestvuje
u inflamaciji kao i kardijalnom remodelovanju nakon MI, dok pri vezivanju za TNFR2, inhibise
inflamaciju i remodelovanje, smanjuje apoptozu kardiomiocita i deluje kardioprotektivno (Nilsson et
al., 2013). U ISO indukovanom MI, kao i pri primeni fizioloskog rastvora u ISO indukovanom M, u
nasem istrazivanju nadene su povisene koncentracije TNF-a, §to moZe objasniti vezivanjem TNF-a
za TNFR1, a u skladu je sa rezultatima drugih autora (Sharma et al., 2023). U naSem radu, samostalna
aplikacija PK-11195 kao i koaplikacija PK-11195 i L-NAME dovela je do znacajnog smanjenja
vrednosti TNF-a, usled smanjene aktivacije NF-KB puta kao i vezivanjem za TNFR2. Primena 4’-
CIDzp je smanjila vrednosti TNF-o u ISO indukovanom MI. U nasem istrazivanju koaplikacija 4’-
CIDzp i L-NAME je smanjila vrednosti TNF-a i tako pokazala kardioprotektivno dejstvo u 1SO
indukovanom MI.

IL-6 je antiinflamatorni citokin koji se nalazi u povecanim koncentracijama tokom MI, i utic¢e
na destabilizaciju plaka, kao i na kardijalno remodelovanje (Ridker et al., 2018). Primena pojedinaéne
doze tocilizumaba, humanog monokloskog antitela koje inhibira IL-6 tako §to se vezuje za IL-6
receptor, kod pacijenata sa NSTEMI infarktom dovodi do znacajnog smanjenja nivoa CRP-a i
troponina T (Kleveland et al., 2016). U nasem radu nije pronadena statisticki znacajna razlika u nivou
IL-6 kod ISO indukovanog M1 u odnosu na kontrolnu grupu sto je u skladu sa drugim autorima (Cheng
et al., 2022). Samostalna aplikacija 4’-CIDzp i L-NAME, kao i koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME u
modelu MI indukovanog 1SO nije uticala na statisticki znacajnu promenu vrednosti IL-6, te njihov
mehanizam delovanja ne utice na inflamatornu komponentu MI. U naSem radu samostalna aplikacija
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PK-11195 kao i koaplikacija PK-11195 i L-NAME je dovela do znacajnog smanjenja vrednosti IL-6,
$to moze objasniti potencijalnu antiinflamatornu ulogu primene PK-11195 u Ml.

IL-10 ima ulogu supresije akutne faze inflamatornog odgovora i ucestvuje u regulaciji
metabolizma ekstracelularnog matriksa (Frangogiannis et al., 2002). IL-10 suprimira produkciju IL-
la, IL-1B, TNF-a, IL-6 i IL-8, pomocu lipopolisaharid aktiviranih monocita, i tako suprimira
inflamaciju (Frangogiannis et al., 2002). Inhibisuéi ekspresiju matriks metaloproteinaza, IL-10 ima
znacajnu ulogu i formiranju ekstracelularnog matriksa (Lacraz et al., 1995). Pregledom literature
nadeno je da je u odsustvu IL-10 pojacan inflamatorni odgovor, §to se ogleda povecanim vrednostima
TNF-0, pove¢anim vrednostima nitrita/nitrata i pove¢anom tkivnom ekspresijom ICAM-1 (Yang et
al., 2000). Pokazano je da primena izoprenalina smanjuje vrednosti IL-10 (Sharma et al., 2023), sto je
uoceno i u nasem istrazivanju. U modelu MI indukovanog ISO smanjene su vrednosti IL-10, kao i u
grupi koja je primala fizioloski rastvor kod MI indukovanog izoprenalinom. U nasem radu je
primecenp povecanje vrednosti IL-10 kod samostalne aplikacije PK-11195, kao i koaplikacije PK-
11195 i L-NAME, §to ukazuje na pojacanu supresiju inflamatornog odgovora, a i samim tim
kardioprotektivno dejstvo. Koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME u modelu MI indukovanog 1SO je
povecala vrednosti IL-10 u odnosu na ostale grupe. 1z prethodnog proizilazi da PK-11195 i L-NAME
uticu pozitivno na povecanje 1L-10.

Smanjeni nivoi proinflamatornih citokina (IL-1p, TNF-o) kao i povecani nivoi
antiinflamatornih citokina (IL-10) su primeéeni u grupi tretiranoj koaplikacijom 4’-CIDzp i L-NAME
u modelu MI indukovanog ISO, u poredenju sa izoprenalinom indukovanim MI, §to moze ukazati da
koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME uti¢e na balans proinflamatornih i antiinflamatornih citokina. Kao
Sto je vec¢ reCeno, modulacija TSPO je povezana sa otvaranjem mPTP, te bi rezultatima dobijenim u
nasem istrazivanju Koristilo merenje otvaranja mPTP i samim tim bi imali bolji uvid u samu
patofiziologiju.

Oksidativni stres ima veoma vaznu ulogu tokom strukturnog miokardnog oSteéenja i
kardijalnog remodelovanja. U regulaciji oksidativnog stresa i otvaranju mPTP ucestvuje TSPO
(Tsutsui et al., 2009; Maulik and Kumar, 2012). Stanja koja su povezana sa pove¢anim nakupljanjem
ROS, kao i poveéanom akumulacijom Ca?*, dovode do pojacane propustljivosti mPTP, a to predstavlja
glavni dogadaj pri celijskoj povredi (Javadov et al., 2009). Pregledom literature primecena je jaka
veza izmedu remodelovanja ekstracelularnog matriksa i oksidativnog stresa (Maulik and Kumar,
2012).

Kardijalni oksidativni stres se javlja tokom akutne a i hroni¢ne primene isoprenalina (Zhang
et al., 2005). Mnogi su izvori ROS, poput aktivacije vaskularnog NADP oksidaze, ksantin oksidaze,
angiotenzina Il i aldosterona, autooksidacije kateholamina, iINOS-a i oslobadanja proinflamatornih
citokina (Bagatini et al., 2011). Fosfolipidi i proteini su sastavni deo membrana. Proteini su molekuli
koje ROS razgraduje (Dalle-Donne et al., 2003). Peroksidacijom lipida membrane, ROS posledi¢no
dovodi do nekroze (Lazzarino et al., 1994). ROS aktivira mnoge signalne puteve, poput mitogen
aktivirane protein (MAP) kinaze, §to posledi¢no vodi ka kardijalnoj hipertrofiji (Maulik and Kumar,
2012).

ROS pogada i matriks metaloproteinaze koje imaju krucijalnu ulogu tokom fizioloSkog
procesa remodelovanja tkiva. Miokardijalna MMP aktivnost se poveéava kod Kkardijalne
dekompezacije (Spinale et al., 1998; Creemers et al., 2001). U animalnom modelu MI primeceno je
da primenom inhibitora MMP dolazi do smanjenja dilatacije leve komore (Rohde et al., 1999).
Primenom izoprenalina, primeceno je da se takode aktivira MAPK signalni put (Gan et al., 2020), koji
obuhvata p38, ekstracelularnu receptor kinazu (ERKS) i c-Jun kinazu (JNK). Pregledom literature,
nadeno je da primena ISO u animalnim modelima dovodi do znacajne kardijalne disfunkcije
aktiviranjem MAPK-zavisnog puta i posledi¢no oksidativnog stresa (Zhang et al., 2016). Moze se
zakljuciti da se poboljsanje mitohondrijalne funkcije moze ostvariti inhibicijom ROS, i sprecavanjem
kardijalne hipertrofije i dalje progresije ka kardijalnoj disfunkciji. Na endogeni antioksidativni sistem,
u koji spadaju SOD, CAT i GSH-Px, moze uticati oksidativni stres (Gimenes et al., 2018). Pregledom
literature, nadeno je da niske koncentracije ROS stimuliSu antoksidativnu odbranu i samim tim
povecavaju aktivnost antioskidativnih enzima, a nasuprot tome visoke koncentracije ROS inhibiraju
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aktivnost antioksidativnih enzima (Radak et al., 2005). Poznato je da mitohondrijalni SOD uklanja
superoksidne anjone, rezultujuéi stvaranjem vodonik peroksida i kiseonika (Dhalla et al., 2000).
Pomoc¢u enzima CAT i GPx, uklanja se vodonik peroksid (Dhalla et al., 2000). GSH, pored uloge u
antioksidativnoj odbrani, sluzi kao i kofaktor glutation transferaze i uklanja preostale slobodne
radikale (Kumar et al., 2016).

U nasoj studiji, nisu pokazane statisti¢ki znacajne razlike u aktivnosti SOD i GPx izmedu grupe
sa ISO indukovanim MI i kontrolne grupe, za razliku od drugih autora koji su pokazali smanjene
aktivnosti enzima SOD, GPx i glutationa kod primene izoprenalina (Hasan et al., 2020; Sharmila et
al., 2018; Mi et al., 2023).

Aplikacija 4’-CIDzp ili L-NAME u modelu MI indukovanog ISO dovela je do smanjenja
aktivnosti antioksidativnih enzima SOD i GPx, dok je koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME dovela samo
do smanjenja aktivnosti GPx. Iz ovoga nam se namece pitanje, da li je to posledica protektivnih efekta
4’-ClDzp u uslovima smanjene mitohondrijalne produkcije superoksida, hidrogen peroksida i lipidnih
hidroperoksida koji su praceni smanjenjem aktivnosti antioksidativnih enzima? Nasi rezultati Koji
ukazuju na protektivne efekte 4’-CIDzp su u skladu sa drugim studijama (Brown et al., 2010), koje su
takode pokazale protektivne efekte 4’-CIDzp kod animalnog modela aritmija i oksidativnog stresa
indukovanih diamidom. Uzimajuéi sve u obzir, rezultati ukazuju na poboljsanje mitohondrijalne
funkcije tokom miokardne povrede i ishemije usled primene 4’-CIDzp. Protektivni efekti 4’-CIDzp
potencijalno se mogu pripisati smanjenju oksidacionog stresa, §to je u skladu sa drigim studijama
(Jaiswal et al., 2010). Nasi rezultati koji pokazuju smanjenje aktivnosti SOD kod grupe tretirane sa L-
NAME se mogu objasniti time da L-NAME u srcu dovodi do pada aktivnosti SOD. Promene u
aktivnosti antioksidativnih enzima nisu pracene statistickom znacajno$¢u u pogledu aktivnosti
ukupnog glutationa, najverovatnije usled nepromenjene sinteze ovog enzima. No, limit na$e studije je
nemogucnost merenja nivoa redukovanog i oksidovanog glutationa.

Smanjenje aktivnosti SOD je primeéeno kod primene fizioloskog rastvora kod modela MI
izazvanog 1SO. U modelu infarkta miokarda izazvanog izoprenalinom, smanjenje aktivnosti GPx i
SOD je izazvala aplikacija PK-11195, najverovatnije usled stimulaciije mPTP, poveéanog ulaska Ca®*
unutar mitohondrija, poveé¢anog bubrenja mitohondrija i konformacionih promena na respiratornom
lancu, sto sve posledi¢no vodi ka deficijenciji ADP i ,,curenju’ elektrona, a povecana propustljivost
mitohondrijalne membrane vodi ka poja¢anoj ROS produkciji (Seidlmayer et al., 2021). U literature
je uoceno da aplikacija PK-11195 samo tokom reperfuzije moze dovesti do smanjenja ROS
produkcije, tako S§to povecava oksidaciju sukcinata i inhibise RIRR, moguée delovanjem na
mitohondrijalni ATP sintaza kompleks (Seidlmayer et al., 2021; Zhang et al., 2018). Koaplikacija PK-
11195 i L-NAME je dovela do smanjenja aktivnosti GPx, ali do povecanja aktivnosti SOD. Promene
aktivnosti u nivou ukupnog glutationa nisu zabeleZene medu grupama.

Posttranslaciona modifikacija je hemijska modifikacija proteina nakon njegove translacije, i
jedan od koraka biosinteze velikog broja proteina. Kao jedan od vidova posttranslacione modifikacije
je i S-glutationilacija proteina, i ona je sastavni deo mnogih signalnih mehanizama u okviru
kardiovaskularnih bolesti. S-glutationilacija proteina ucéestvuje u oksidativnoj fosforilaciji,
glikolitickom metabolizmu, sintezi proteina, kontrakciji miocita, vazodilataciji i ostalim procesima
(Mieyal et al., 2008; Pimentel et al., 2012; Kumar et al., 2012). Stvaranje disulfidne veze uz
reverzibilnu reakciju glutationa sa tiolima proteina se odigrava pomoc¢u procesa s-glutationilacije
proteina. Sama reakcija S-glutationilacije nastaje delovanjem mnogobrojnih mehanizama, usled
oksidativnog stresa (Zweier et al., 2011). S-glutationilacija proteina predstavlja krajnji produkt
delovanja antioksidanasa i smanjuje ireverzibilne promene na proteinima (Marrocco et al., 2017). Na
adekvatno funkcionisanje sr¢anih proteina bitan je odnos izmedu glutationilacije i fosforilacije, a S-
glutationilacija uti¢e na fosfataze i/ili kinaze. Promene u nivou glutationilacije proteina mogu uticati
na pojavu mnogih kardiovaskularnih bolesti, poput kardijalne hipertrofije, ateroskleroze i M1 (Pastore
and Piemonte, 2013). Pomoc¢u ovog vida posttranslacione modifikacije se mogu modulisati sréani
proteini. Pregledom literature, vidi se da S-glutationilacija eNOS reverzibilno dovodi do odvajanja
eNOS (Chen et al., 2010). Ove promene u eNOS mogu dovesti do hipertenzije usled gubitka
relaksacije endotela. Angiotenzin II povecava produkciju ROS i aktivnost p21Ras, kao jedanog od
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klju¢nih faktora u regulaciji signalizacije faktora rasta, i zajedno sa procesom S-glutationilacije
posledi¢no dovodi do kardijalne hipertrofije (Adachi et al., 2004).

U naSem istrazivanju primecen je poveéan nivo S-glutationilacije u modelu infarkta miokarda
izazvanog izoprenalinom kao i u grupi koja je tretirana fizioloskim rastvorom u ISO indukovanom
MLI, §to je u skladu sa drugim istrazivac¢ima (Avner et al., 2012). Nisu registrovane zna¢ajne promene
u nivou S-glutationilacije nakon aplikacije PK-11195 ili koaplikacija PK-11195 i L-NAME u nasem
istrazivanju. Primena L-NAME ili 4’-CIDzp ili kotretman sa 4’-CIDzp i L-NAME, dovela je do
statisticki znaCajnog smanjenja nivoa S-glutationilacije u 1SO indukovanom infarktu miokarda, $to
moze ukazivati na njihov protektivni efekat i redoks regulaciju.

Histoloskom analizom i bojenjem po metodi hematoksilin fosfotungsti¢na kiselina (PTAH) je
utvrdivano prisustvo i tezina infarkta miokarda, sa koris§¢enom odgovaraju¢om gradacijom u skladu
sa drugim autorima (Acikel et al., 2005; Lobo Filho et al., 2011). U grupi tretiranoj sa izoprenalinom
primecen je u 80% slucajeva gradus 3 MI, a u 20% slucajeva gradus 2 MI, ¢ime se potvrduje pojava
infarkta miokarda u poredenju sa kontrolnom grupom, a isti slu¢aj je i u grupi tretiranoj sa fizioloSkim
rastvorom i izoprenalinom, a u skladu sa drugim autorima (Lobo Filho et al., 2011; Zaki et al., 2018).
U nasem radu, koaplikacijom PK-11195 i L-NAME u 100% slucajeva primecen je gradus 2 MI, §to
ukazuje na protektivno dejstvo ovih supstanci, ali bez statisticke znacajnosti. Aplikacija PK-11195 je
umodelu infarkta miokarda u 50% slu¢ajeva imala gradus 1, u 25% slucajeva gradus 2 i 25% slucajeva
gradus 3, no bez statisticki znacajne razlike u odnosu na grupu tretiranu sa fiziolo§kim rastvorom i
izoprenalinom. Primena 4’-CIDzp je ispoljila znacajno kardioprotektivno dejstvo, u 80% slucajeva
nije utvrdeno prisustvo infarkta miokarda a samo u 20% slu€ajeva je utvrden gradus 1 MI.
Kardioprotektivno dejstvo 4’-CIDzp dobijeno u naSem istrazivanju je u skladu sa drugim autorima
(Obame et al., 2007). Primena L-NAME nije znacajno uticala ha smanjenje infarktnog polja. U 75%
slucajeva je utvrden gradus 2 a u 25% gradus 3 MI. Koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME nije pokazala
protektivno dejstvo. U 50% slucajeva je utvrden gradus 2 a u ostalih 50% je utvrden gradus 3 u
poredenju sa aplikacijom 4’-CIDzp, sto takode ukazuje na kardioprotektivno dejstvo 4’-CIDzp.

Ishemijska bolest srca, posebno akutni infarkt miokarda, predstavlja jedan od vodec¢ih uzroka
smrti Sirom sveta. TSPO je protein koji ulazi u sastav mPTP i ima brojne antioksidativne,
antiinflamatorne i kardioprotektivne uloge. Rezultati naseg istraZivanja ukazuju na moguce
protektivno dejstvo u MI. Od velikog interesa je dodatno istraziti moguce potencijalne mehanizme
delovanja TSPO liganada u lecenju infarkta miokarda. Kako bismo preciznije razumeli mehanizme
delovanja TSPO kao i ulogu TSPO liganada tokom infarkta miokarda, potrebno je da se kroz nova
istrazivanja ispitaju efekti aplikacije razli¢itih TSPO liganada, njihov uticaj na markere ishemije
miokarda, parametre oksidativnog stresa i inflamacije, kao i1 njihovi efekti na histoloskom nivou I
uticaj na razlicite sisteme organa i samog organizma u celini.
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Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

1) Nakon primene izoprenalina i indukcije MI u odnosu na kontrolnu grupu:

Registrovano je smanjenje telesne mase i povecanje KSI.

Primena ISO je bila pra¢ena pove¢anjem vrednosti hsTnT, smanjenjem vrednosti LDH i
AST, a nije uticala na CK.

Primena ISO je povecala vrednosti Hcy i FIB, i smanjila vrednosti TH, HDL i TG, a nije
uticala na VWF.

Koncentracija mokraéne kiseline, uree i kreatinina je nepromenjena nakon primene 1SO.
Registrovano je smanjenje nivoa aktivnosti hepati¢nih enzima (ALT, ALP), dok na a-
AMY nije uticala primena 1SO.

Registrovano je povecanje koncentracije albumina i smanjenje koncentracije ukupnih
proteina.

Vrednosti IL-1B i IL-6 su nepromenjene, dok su vrednosti TNF-a poviSene, a vrednosti
IL-10 snizene nakon primene ISO.

U homogenatu tkiva srca, parametri oksidativnog stresa (GPx, SOD, glutation) su
nepromenjeni nakon primene 1SO.

Denzitometrijska analiza pokazala je povisen nivo ukupne glutationilacije proteina u |
grupi u poredenju sa grupom K.

Histoloski stepen oSte¢enja miokarda nakon primene ISO je imao 80% promena sa
gradusom 3 i 20% promena sa gradusom 2, za razliku od kontrole gde je u 100% zabelezen
gradus 0.

2) Nakon aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME kod 1SO indukovanog MI:

Registrovano je znacajno smanjenje telesne mase nakon aplikacije PK-11195 u odnosu
na IFR, dok koaplikacija PK-11195 i L-NAME nije uticala na telesnu masu.
Koaplikacija PK-11195 i L-NAME je znacajno poveéala KSI u odnosu na IP grupu.
Aplikacija PK-11195 je znacajno smanjila koncentraciju hsTnT u poredenju sa IFR
grupom, dok je koaplikacija PK-11195 i L-NAME povecala koncentraciju hsTnT u
odnosu na grupu IP i IFR.

Aplikacija PK-11195 i koaplikacija PK-11195 i L-NAME nisu uticale na koncentraciju
LDH i CK.

Povecanje koncentracije AST je registrovano u grupi IPLN u odnosu na grupu IP.
Znacajno povecanje homocisteina je registrovano u grupi IP i IPLN u odnosu na grupu
IFR.

Registrovano je znacajno povecanje TH i smanjenje HDL nakon aplikacije PK-11195 i
koaplikacije PK-11195 i L-NAME u odnosu na grupu IFR.

Koncentracija FIB je pove¢ana u grupama IP i IPLN u odnosu na IFR, dok nije uo¢ena
znacCajna razlika u koncentraciji vWF i1zmedu ovih grupa.

Koaplikacija PK-11195 i L-NAME je znacajno povecala vrednosti mokraéne kiseline u
odnosu na grupu IP i IFR, dok aplikacija PK-11195 nije uticala na vrednosti mokraéne
kiseline u odnosu na grupu IFR.

Koncentracije uree su znacajno snizene nakon aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-
11195 i L-NAME, dok su koncentracije kreatinina znacajno povecane u grupi IPLN u
odnosu na grupu IFR i IP.

Nivo aktivnosti ALT je nepromenjen, dok je nivo aktivnosti ALP znacajno poveéan usled
aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME u odnosu na grupu IFR, a nivo
aktivnosti a-AMY je znacajno smanjen.
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Pokazano je smanjenje koncentracije ukupnih proteina usled aplikacije PK-11195 u
odnosu na grupu IFR, a povecanje koncentracije proteina usled koaplikacije PK-11195 i
L-NAME u odnosu na grupu IP.

Koncentracija alboumina je smanjena u grupama IP i IPLN u odnosu na grupu IFR.
Smanjene vrednosti IL-1B primecene su u grupi IP, a ostale su nepromenjene u grupi
IPLN, u odnosu na grupu IFR.

Vrednosti TNF-o. i IL-6 su smanjene u grupama IP i IPLN, dok su vrednosti IL-10
znacajno povecane, U odnosu na grupu IFR.

Pokazano je da je u homogenatu sréanog tkiva smanjena aktivnost GPx nakon aplikacije
PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME, dok je koncentracija glutaiona
nepromenjena, u odnosu na grupu IFR.

Aktivnost SOD je smanjena u grupi IP, a povecana u grupi IPLN u odnosu na grupu IFR.
Denzitometrijska analiza nije pokazala promenjen nivo ukupne glutationilacije proteina u
grupama IP i IPLN u odnosu na grupu IFR.

Histoloskom analizom uzoraka tkiva srca nisu primecene statistiCki znacajne razlike
nakon aplikacije PK-11195 i koaplikacije PK-11195 i L-NAME u odnosu na grupu IFR.

3) Nakon aplikacije 4’-CIDzp ili L-NAME i koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME kod ISO
indukovanog Ml:

U grupama IC i ILN se uocava niza telesna masa, a KSI je vis$i u odnosu na IFR grupu.
U grupi ICLN telesna masa je visa u odnosu na IC grupu, i bez zna¢ajnog uticaja na KSI.
Primenom 4’-CIDzp je zna¢ajno smanjena vrednost hsTnT u odnosu na grupu | i grupu
ILN, dok nije uticala na vrednosti LDH, CK i AST.

Primena L-NAME nije uticala na promene vrednosti hsTnT, LDH, CK i AST.
Koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME je povecala vrednosti hsTnT u odnosu na grupu IC, i
povecala je vrednosti AST u odnosu na grupu I, ILN i IC, povecala je vrednosti LDH u
odnosu na grupu ILN, dok na vrednosti CK nije uticala.

Vrednosti Hey su znacajno smanjene nakon primene 4°-CIDzp u odnosu na grupu I, a
koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME je povecala vrednosti Hcy u odnosu na grupu IC, dok
je vrednost Hcy ostala nepromenjena nakon primene L-NAME.

Nakon primene L-NAME znacajno su povecéane vrednosti TH u odnosu na grupu I, dok
na vrednosti HDL i TG nije uticala.

Primena 4’-CIDzp je znaajno povecala vrednosti TG u odnosu na grupu I, dok na
vrednosti TH i HDL nije uticala.

Koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME je povecala vrednosti TH i TG, dok je smanjila
vrednosti HDL u odnosu na sve ispitivane grupe.

Registrovane su povisene vrednosti FIB i WF nakon koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME,
dok primena 4’-CIDzp ili L-NAME nije uticala na vrednosti FIB i vVWF.

Na koncentraciju mokraéne kiseline nije uticala primena 4’-CIDzp ili L-NAME, dok je
koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME povecala koncentraciju mokra¢ne kiseline.

Nakon koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME povecana je koncentracija uree u odnosu na
grupu | i povecana je koncentracija kreatinina u odnosu na grupe I, IC i ILN.

Primenom 4’-CIDzp smanjena je koncentracija uree i kreatinina, dok nakon primene L-
NAME nije primecena razlika u odnosu na grupu I.

Na markere hepati¢cne funkcije ALT i ALP, koaplikacijom 4’-CIDzp i L-NAME su
registrovane povecéane vrednosti u odnosu na sve grupe, kao i nakon primene 4’-CIDzp u
odnosu na | grupu.

Nakon primene L-NAME, registrovana je povecana vrednost ALT dok na ALP nije
uticala u odnosu na | grupu.
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Koaplikacijom 4’-CIDzp i L-NAME su registrovane smanjene vrednosti a-AMY,
markera pankreati¢ne funkcije, dok su nakon aplikacije 4’-CIDzp ili L-NAME povecéane
vrednosti ovog markera u odnosu na | grupu.

Koaplikacijom 4’-CIDzp i L-NAME su registrovane smanjene vrednosti UP i ALB u
odnosu na | i ILN grupe, dok su aplikacijom 4’-CIDzp ili L-NAME vrednosti ostale
nepromenjene.

Primena 4’-CIDzp ili L-NAME nije uticala na vrednosti IL-1p, IL-6 i IL-10, dok je
koaplikacija 4’-CIDzp i L-NAME smanjila vrednosti IL-1p i TNF-a i povecala vrednosti
IL-10, u odnosu na sve grupe, a vrednost IL-6 je ostala nepromenjena.

Nakon primene 4’-CIDzp registrovana je smanjena vrednosti TNF-a u odnosu na | grupu.
U homogenatu sréanog tkiva primena 4’-CIDzp ili L-NAME, kao i koaplikacija 4’-CIDzp
I L-NAME, je smanjila aktivnost GPx, a primena 4’-CIDzp ili L-NAME je smanjila i
aktivnost SOD, dok je vrednost glutationa ostala nepromenjena.

Denzitometrijskom analizom pokazani su znac¢ajno smanjeni nivoi ukupne glutationilacije
proteina nakon primene 4’-CIDzp ili L-NAME, kao nakon koaplikacije 4’-CIDzp i L-
NAME.

Histoloski stepen oSteCenja miokarda je u 80% slucajeva gradus O nakon primene 4°-
CIDzp, a u 20% slucajeva registrovan je gradus 1.

Nakon koaplikacije 4’-CIDzp i L-NAME, zabelezeno je u 50% slu¢ajeva gradus 2 i u 50%
slucajeva gradus 3 MI u odnosu na grupu IC.
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SPISAK SKRACENICA

4’-ClIDzp — 4’- hlordiazepam

o-AMY - alfa amilaza

ACE — angiotenzin konvertuju¢i enzim
acetil-CoA — acetil-koenzima A

ADMA — asimetri¢ni dimetilarginin

AKS — akutni koronarni sindrom

ALB —albumin

ALP — alkalna fosfataza

ALT — alanin aminotransferaza

AMI — akutni infarkt miokarda

Angl — angiotenzin |

Angll —angiotenzin |l

ANT — adenin nukleotid translokaza

apoE — apolipoprotein E

ASCVD - aterosklerotska kardiovaskularna bolest
AST — aspartat aminotransferaza

ATI1R — Ang Il tip 1 receptor

AT2R — Ang Il tip 2 receptor

ATP — adenozin trifosfat

BMI — indeks telesne mase

CAD - koronarna arterijska bolest

Ca?* — kalcijum

CABG - hiruska revaskularizacija miokarda
CAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat
CAT — katalaza

CCS — kanadsko kardiovaskularno drustvo
CGMP — cikli¢ni guanozin monofosfat

CK — kreatin kinaza

COX — ciklooksigenaza

CRP — C-reaktivni protein

¢TnC — kardijalni troponin C

cTnl — kardijalni troponin |

c¢TnT — kardijalni troponin T

CVD - kardiovaskularne bolesti

CyP-D — ciklofilin D

CyPs — ciklofilini

Cys — cistein

CytC — citohrom C

DAMPs — molekularni obrasci povezani sa oste¢enjem
tkiva

ECD - endotelna disfunkcija

ELAM - endotelno-leukocitni adhezivni molekul
eNOS — endotelna azotmonoksid sintaza

ESC — evropsko udruzenje kardiologa

f.r. — fizioloski rastvor

GPx — glutation peroksidaza

GRACE - Global Registry of Acute Coronary Events
GSH - redukovani glutation

GSSG - oksidovani glutation, glutation disulfid
H,0; — vodonik peroksid

Hcy — homocistein

Hcy-T — homocistein tiolakton

HDL — lipoproteinski holesterol velike gustine
HHcy — hiperhomocisteinemija

hs cTnT — visoko senzitivni kardijalni troponin T
Hsp — proteini toplotnog Soka

ICAM-1 — intercelularni adhezivni molekul-1
IHD — ishemijska bolest srca

IL — interleukin

iNOS — inducibilna azotmonoksid sintaza

i.p. — intraperitonealno

ISO — izoproterenol ili izoprenalin

LDH — laktat dehidrogenaza

LDL - lipoproteinski holesterol niske gustine
MAT — metionin S-adenoziltransferaza

MCP-1 — monocit hemotakti¢ni faktor 1

Met — metionin

MI — infakt miokarda

MMP — matriksna metaloproteinaza

mPTP — mitohondrijalna permeabilizacijska pora
Na* — natrijum

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NCX — kontransporter Na*-Ca®* kanala

NF-kB — nuklearni faktor kapa B

Nfr2 — nuklearni eritroidni 2 sli¢ni faktor

NO — azot monoksid

nNOS — neuronalna azotmonoksid sintaza

NOS — azotmonoksid sintaza

NOX — NADPH oksidaza

NSTEMI — infarkt miokarda bez ST elevacije
oxLDL - oksidovani lipoproteinski holesterol niske
gustine

PAF — faktor aktivacije trombocita

PAI-1 — plazminogen aktivator inhibitor

PCI — perkutana koronarna intervencija

PCSKQ9 — proprotein konvertaza subtilizin/keksin tip 9
PCWP — plu¢ni kapilarni pritisak

PRRs — pattern recognition receptors

PTAH — hematoksilin fosfotungsti¢ne kiseline
RAAS - renin-angiotenzin-aldosteron system
RIRR — oslobadanje ROS indukovanog ROS

RNS — reaktivne azotne vrste
ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste
SAH - S-adenozilhomocistein
SAM - S-adenozilmetionin

s.C. — subkutano

SIRTs — sirtuini NAD* zavisni
SNS — simpatic¢ki nervni sistem
SOD - superoksid dizmutaza
STEMI — infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta
TC — ukupni holesterol

TG — trigliceridi

THB - tetrahidrobiopterin



TIMI — Thrombolysis in Myocardial Infarction
TNF-a — faktor nekroze tumora

TP — ukupni proteini

tPA — tkivni plazminogen aktivator

TSPO - translokatorni protein

VCAM-1 — vaskularni adhezivni molekul-1
VDAC - voltage-dependent anion channel
VWF — von Wilebrandov faktor
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svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence.
Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede
ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava
najveci obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1 javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na naéin odreden od
strane autora ili davaoca licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢nom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela,
bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nadin
odreden od stranc autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu
dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na naéin odreden od strane autora ili
davaoca licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog koda.



