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UTICAJ VITAMINA B6 | FOLNE KISELINE NA FUNKCIONALNE, BIOHEMIJSKE |
IMUNOHISTOHEMIJSKE KARAKTERISTIKE KARDIOVASKULARNOG SISTEMA
PACOVA SA SRCANOM INSUFICIJENCIJOM I1ZAZVANOM MONOKROTALINOM

REZIME
Cilj: U ovoj studiji istrazivali smo efekte subhroni¢ne primene vitamina B6 i folne kiseline na
chokardiografske, kardiometabolicke, parametre oksidativnog stresa, histomorfometrijske i
imunohistohemijske promene u sréanoj insuficijenciji izazvanoj monokrotalinom.
Materijal i metode: Istrazivanje je sprovedeno tokom 4 nedelje, i evaluirano je 9 eksperimentalnih
grupa (8 Zivotinja / grupi): kontrolne grupe (K fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno; K28
fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. 28 dana), monokrotalinom-indukovana sr¢ana insuficijencija (M
50 mg/kg t.m. ip. jednokratno), vitamin B6 (B6 7 mg/kg t.m. ip. 28 dana), folna kiselina (FK 5
mg/kg t.m. ip. 28 dana), vitamin B6 + folna kiselina (B6 7 mg/kg t.m. ip. 28 dana, FK 5 mg/kg t.m.
ip. 28 dana), monokrotalin + vitamin B6 (M 50 mg/kg t.m. ip. jednokratno, B6 7 mg/kg t.m. ip. 28
dana), monokrotalin + folna kiselina (M 50 mg/kg t.m. ip. jednokratno, FK 5 mg/ kg t.m. ip. 28
dana) i monokrotalin + vitamin B6 + folna kiselina (M 50 mg/kg t.m. ip. jednokratno, B6 7 mg/kg
t.m. ip. 28 dana, FK 5 mg/kg t.m. ip. 28 dana). Ehokardiografska merenja su sprovedena radi
potvrde modela sréane insuficijencije indukovane monokrotalinom. Odredivani su razliciti
kardiometabolicki biomarkeri u krvi, aktivnosti enzima superoksid dismutaze (SOD) i glutation
peroksidaze (GPx), sadrzaj glutationa, parametri oksidativnog oSte¢enja proteina, tiol- i karbonilne
grupe, sadrzaj nitrotirozina 1 ukupna S-glutationilacija. Pored toga, odredivani su
histomorfometrijski i imunohistohemijski parametri (markeri proliferacije Ki67 i PCNA) sréanog
tkiva pacova.
Rezultati: Monokrotalin je doveo do hipertrofije zida desne komore i do povecanja dimenzije
kardiomiocita zida leve komore, povecanja unutrasnjeg pre¢nika desne komore, pracene znacajnim
porastom troponina T, glukoze i von Willebrand-ovog faktora, uz o¢uvane parametre inflamacije i
funkcije bubrega i jetre, kao i do promenjenih pokazatelja oksidativnog stresa. Tretman vitaminom
B6 znacajno je uticao na odredene kardiometabolicke markere: troponin T, glukozu, HDL
holesterol, aktivnosti aminotransferaza, alkalne fosfataze i amilaze, vrednosti von Willebrand-ovog
faktora, uree i kreatinina. Pored toga, tretman vitaminom B6 je uticao na sadrzaj glutationa i sadrza;
reaktivnih karbonilnih derivata, kao i dimenzije kardiomiocita zida leve komore. Takode, pokazano
je smanjenje Ki67 i PCNA pozitivnosti u zidu desne komore. Efekti folne kiseline su se odrazili
kroz znacajno smanjenu aktivnost SOD-a, smanjenu Ki67 i PCNA pozitivnost u zidu desne komore
i neznatno smanjen nivo ukupne glutationilacije. Primena folne kiseline modulisala je nivo
oksidativnog stresa i uticala na smanjenje proliferacije kardiomiocita u zidu desne komore. Posle
istovremene aplikacije vitamina B6 i folne kiseline, primec¢ene su promene lipidnih parametara i
aktivnosti odredenih enzima, kao i smanjenje von Willebrand-ovog faktora, dok su odredeni
parametri oksidativnog stresa pokazali znacajnije promene. Zajednic¢ka primena vitamina B6 i folne
kiseline nije umanjila hipertrofiju zida desne komore izazvanu monokrotalinom, vec je povecala
vrednosti odredenih histomorfometrijskih parametara. Ustanovljeno je i povecanje Ki67 i PCNA
pozitivnosti u zidu desne komore nakon ko-aplikacije vitamina B6 i folne kiseline.
Zakljudci: Pojedinacni i kombinovani ¢etvoronedeljni tretman vitaminom B6 i folnom kiselinom u
eksperimentalnom modelu monokrotalinom indukovane sréane insuficijencije kod pacova doveo je
do Dbrojnih  znacajnih efekata na kardiometabolicke, parametre oksidativnog stresa,
histomorfometrijske i imunohistohemijske parametre.

Kljuéne redi: sr¢ana insuficijencija, monokrotalin, vitamin B6, folna kiselina, biohemijski markeri,
oksidativni stres, imunohistohemijski markeri, pacov

Naué¢na oblast: Medicina
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THE INFLUENCE OF VITAMIN B6 AND FOLIC ACID ON FUNCTIONAL,
BIOCHEMICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF THE
CARDIOVASCULAR SYSTEM OF RATS WITH HEART FAILURE CAUSED BY
MONOCROTALINE

ABSTRACT
Purpose: In this study, it has been investigated the effects of vitamin B6 and folic acid on
echocardiographic, cardiometabolic, oxidative stress-biomarker changes, histomorphometric and
immunohistochemical changes in monocrotaline-induced heart failure (HF).
Methods: The investigation was conducted during a 4-week period, using 9 experimental groups (8
animals/group): blank solution-exposed controls (K physiological saline 1ml/kg b.w. ip. one day;
K28 physiological saline 1 ml/kg b.w. ip. 28 days), monocrotaline-induced HF (M 50 mg/kg b.w.
ip. one day), vitamin B6 (B6 7 mg/kg b.w. ip. 28 days), folic acid (FA 5 mg/kg b.w. ip. 28 days),
vitamin B6 + folic acid (B6 7 mg/kg b.w. ip. 28 days, FA 5 mg/kg b.w. ip. 28 days), monocrotaline
+ vitamin B6 (M 50 mg/kg b.w. ip. one day, B6 7 mg/kg b.w. ip. 28 days), monocrotaline + folic
acid (M 50 mg/kg b.w. ip. one day, FA 5 mg/kg b.w. ip. 28 days), and monocrotaline + vitamin B6
+ folic acid (M 50 mg/kg b.w. ip. one day, B6 7 mg/kg b.w. ip. 28 days, FA 5 mg/kg b.w. ip. 28
days). In order to confirm monocrotaline-induced HF, echocardiography was performed. Different
cardiometabolic biomarkers in blood, superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPx) activities, glutathione content, parameters of oxidative damage of proteins, thiol- and
carbonyl groups, nitrotyrosine content, and total S-glutathionylation were determined. As well as,
histomorphometric and certain immunohistochemical parameters (proliferation markers Ki67 and
PCNA) of rat cardiac tissue were designated.
Results: The right ventricular wall hypertrophy, increase of dimension of cardiomyocyte of the left
ventricle and increase of thickness of interventricle septum were followed by significant increase of
troponin T, glucose and von Willebrand factor, and maintained parameters of inflammation and
renal and liver function, as well as certain changes of oxidative stress parameters. The treatment
with vitamin B6 significantly affected certain cardiometabolic markers: troponin T, glucose, HDL
cholesterol, activities of aminotransferase, alkaline phosphatase and amylase, and values of von
Willebrand factor, urea and creatinine. Furthermore, glutathione content and the content of reactive
carbonyl derivates, as well as dimension of cardiomyocyte of the left ventricle free wall were
affected by vitamin B6 treatment. Also, a decrease in Ki67 and PCNA positivity in the right
ventricular wall was shown. The effects of folic acid were reflected through significantly decreasing
SOD activity, reducing Ki67 and PCNA positivity in right ventricle wall, and slightly decreasing of
total glutathionylation level. Folic acid administration modulated the level of oxidative stress, and
affected the reduction of cardiomyocyte proliferation in wall of right ventricle. After treatment with
co-administered vitamins B6 and folic acid there were detected some changes of lipid parameters
and activities of certain enzymes, as well as the decrease of von Willebrand factor, while several
parameters of oxidative stress were more pronounced. Co-application of vitamins B6 and folic acid
did not attenuate hypertrophy of right ventricle wall, but aggravated the values of certain
histomorphometric parameters. An increase in Ki67 and PCNA positivity in the right ventricular
wall was also found after co-application of vitamin B6 and folic acid.
Conclusions: Four week treatment with vitamins B6 and folic acid, alone and in combination, on
experimental model of HF induced by monocrotaline in rats, showed many significant effects on
cardiometabolic and oxidative stress parametersas well as on histomorphometric and
immunohistochemical parameters.

Key words: heart failure, monocrotaline, vitamin B6, folic acid, biochemical markers, oxidative
stress, immunohistochemical markers, rat

Research area: Medicine

Research field: Physiological sciences

udk no:




SADRZAJ

R U AV @ T SRR 1
1.1 Definicija i znacaj srcane iNSUfICIJENCIJC. .. ...ueurttit ettt et eie e eieeaaeanaas 1
1.2 Socioepidemioloski podaci sr€ane inSuficijencije.........oovevriiiiiiiiiiiiiiieeieennnn, 1
1.3 Etiologija sr€ane NSULICTENCTIC. . ..utitt ettt ettt et e ee e e eee e ns 2
1.4 Patofizioloski mehanizmi sr€ane insuficijencije; moguci novi mehanizmi.................. 2

1.4.1 NeuroendoKrine Promene. ... .....veueeuuertententeaneeteaieatereaneeieennennnns 3
1.4.2 Oksidativni stres i endotelna disfunkcija u sréanoj insuficijenciji.............. 5
1.4.3 Remodelovanje miokarda...............coooiiiiiiiiiiiiiiiii i 8
1.5 Klinicki i terapijski aspekti sr€ane inSUFICIJENCIJE....c.eeverurerrieriirieniieieeierceiesee e 10
1.5.1 Kilasifikacija sré¢ane inSUfiCIjenCije. ... .....ovviriirieiiiii e, 11
1.5.1.1 Sistolna i dijastolna src¢ana insuficijencija............ccoeeevieiiieinieninnnen. 11
1.5.1.2 NYHA Kklasifikacija sr¢ane insuficijencije............cooeveiiiiniiiieinnnnnnnnn. 11
1.6 Znacaj vitamina B grupe 1 deficita kod [judi..........ccoooeiiiiiiiiiiiee e 13
1.6.1 Efekti deficita vitamina B grupe kod eksperimentalnih Zivotinja................. 13
17 VItamin BO. ... 15
1.8 Folna kiselina (vitamin BO)...........oiiiiiiiiii e 16
1.9 Eksperimentalni animalni modeli sréane inSuficijencije...........ocevvvvuieiiniinniennnnn. 18

2. CHLIEV L.ttt bbbttt bbbt 24

3. MATERIJAL I METODE.......ci ittt ettt ne e 25
3.1 Eksperimentalne ZIVOtINJ@. ... ...o.uinuiintit ittt 25
3.2 Eksperimentalne Grupe..........o.ovuoiniiniiiii e 25
3.3 Eksperimentalni protokol...........c.oeiuiiniiti i 26

3.3.1 Indukcija srcane iINSUfICIJENCTI . ....ouveutintiiniiiee e eeenannn 26
3.3.2 Varijable merene u Studiji......c.oovviniiiiiiiiii i 26
3.3.3  EhokardiografSka Merenja..........cccooeiereriniiinieieieiese s 26
3.3.4 Odredivanje biohemijskih parametara u serumu i plazmi...................... 27
3.3.5 Priprema tkiva srca za biohemijske analize........................co 27
3.3.6 Odredivanje parametara oksidativnog stresa u tkivu srca pacova............. 28
3.3.6.1 Odredivanje karbonilnog sadrzaja u tkivu srca pacova......................... 28
3.3.6.2 Odredivanje sadrZaja nitrotirozina u tkivu srca pacova......................... 28
3.3.6.3 Odredivanje tiolnog statusa u tkivu srca pacova.............ooeeveevennennnnn. 28
3.3.6.4 Odredivanje koncentracije oksidovanog (GSSG) i ukupnog glutationa
(GSH) U tKiVU SICA PACOVA. ..\ttt ettt et e e e ae e 28

3.3.6.5 Odredivanje ukupne S — glutationilacije proteina u tkivu srca pacova....... 29
3.3.7 HistoloSka i morfometrijska analiza...................cocooii 29
3.3.8 Imunohistohemijska analiza uzoraka tkivasrca.....................ooiiin. 29
3.3.9  KoOriSCene SUPSTANCE. ... .uuti ettt e 30
3.4 StatistiCka analiza..........o.oiiiiiii 30

N ] U | I 1N N SRR 31
4.1 Rezultati aplikacije monokrotalina u odnosu na kontrolnu grupu...............c.oeevevenene. 31

4.1.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja.............................. 31

4.1.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih
AN (013111 - TP 32



5.
6.
7.

4.1.3 Biohemijska analiza...............cooiiiiiiiiiii e 33

4.1.4 Histomorfometrijska analiza................coooiiiiiiiiiii 35

4.1.5 Imunohistohemijska analiza.................cooiiiiiiiiiiiiiiiie 36

4.1.6 Analiza parametara oksidativnog Stresa.............coveiiiiiiniiiiiniiininn.. 37

4.1.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije.............coeveviiiiiiiiiiiiinnennnnn 43

4.1.8 Ehokardiografska procena morfologije i funkcije srca......................... 45

4.2 Aplikacija vitamina BO........ ... e 48
4.2.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja.............................. 48
4.2.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih

VAN (015111 T T PP 49

4.2.3 Biohemijska analiza.............cooiiiiiiiiiiiii e 50

4.2.4 Histomorfometrijska analiza.................cooiiiiiiiiiiiiii 52

4.2.5 Imunohistohemijska analiza.................cooiiiiiiiiiiiiiiiiiee o4

4.2.6 Analiza parametara oksidativnog stresa.........oovvvvviiiiiiiiiiiiieiieenn, 56

4.2.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije..............ccoiiiiniiiiiniinannn, 62

4.3 Aplikacija folne Kiseline (Vitamina B9).......c...ooviiiiiiii e, 64
4.3.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja.............................. 64

4.3.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih

VAN (015111 - T PP 65

4.3.3 Biohemijska analiza...............ooiiiiiiiiiiii i, 66

4.3.4 Histomorfometrijska analiza.................ccooiiiiiiiiii i 68

4.3.5 Imunohistohemijska analiza...................ooiiiiiiii 70

4.3.6 Analiza parametara oksidativnog Stresa.............c.ooeviiiiiiiiiiiiiien... 72

4.3.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije..............cccoveiiiiiiiiininninnnn, 78

4.4 Udruzena aplikacija vitamina B6 1 B9 (folne kiseline).....................ooin. 80
4.4.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja.............................. 80

4.4.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih

AN 015111 - T RPN 81

4.4.3 Biohemijska analiza............ccooiiiiiiiiiiiii i 82

4.4.4 Histomorfometrijska analiza...................cooiiiiiiiiiiiiii e 84

4.4.5 TImunohistohemijska analiza..................ooiiiiiiiiiiii 86

4.4.6 Analiza parametara oksidativnog Stresa..........coevviveiiiiniiniiiiienenn, 88

4.4.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije.............c.covuveieiininiiinnnn... 94
DISKIUSIJAL. . ettt b bbbt hb e bt e bt b e s b e et e e b e e beenee e 95
ZAKLIUCC Lottt s 101

LITERATURA ettt e e e e e nneennne e 103



1. UVOD

11 Definicija i znacaj sr¢ane insuficijencije

Srcana insuficijencija (SI) je klini¢ki sindrom koji se odlikuje zna¢ajnom prevalencijom i
mortalitetom, ¢estim hospitalizacijama, loSim kvalitetom zivota i slozenim rezimima lecenja. To je
hroni¢na bolest srca, jedan od vodecih uzroka smrtnosti u svetu. Sveobuhvatno gledano,
kardiovaskularne bolesti su jedan od najznacajnijih uzroka morbiditeta i mortaliteta u svetu (World
Health Organization, 2020). Sr¢ana insuficijencija je multisistemski poremecaj uzrokovan
narusenom strukturom i/ili funkcijom srca ¢ime je onemogucéeno da se zadovolje potrebe organizma
za kiseonikom, neophodne za izbalansirani metabolizam perifernih tkiva. Dakle, metabolicke
potrebe tela nisu zadovoljene zbog nemoguc¢nosti srca da odrzi neophodan protok krvi (Goldberg,
2010). Naime, srcana insuficijencija je sindrom koji je nastao kao posledica nemoguénosti srca da
dopremi kiseonik 1 hranljive materije neophodne za bazalne metabolicke potrebe, kao i
nemogucnosti srca da odrZi normalne sréane pritiske punjenja. Ovaj sindrom nastaje ne samo kao
rezultat preoptereéenja volumenom i/ili pritiskom, ve¢ i kao rezultat slozenih interakcija genetskih,
neurohumoralnih, inflamatornih i biohemijskih mehanizama. Sa druge strane, istrazivanja navode
da se SI potencijalno moze svrstati u grupu tzv. oksidativnih oboljenja, usled nekontrolisane
produkcije slobodnih radikala ¢iji se uticaj ogleda kroz procese progresije SI 1 neadekvatnog dejstva
antioksidativnih sistema zaStite (Sies, 1991). Progresija SI je sloZen proces, a najznacajnijom
determinantom tog procesa smatra se remodelovanje miokarda, uzrokovano direktnim uticajem
slobodnih radikala na metabolizam miocita i/ili na ekstracelularni matriks i aktivnost fibroblasta
(Mehrabi et al., 1999; Scherer i Deamer, 1986).

1.2 Socioepidemioloski podaci sréane insuficijencije

Prema poslednjim podacima Svetske zdravstvene organizacije, 17.5 miliona smrtnih ishoda
godisnje predstavlja direktnu posledicu neke kardiovaskularne bolesti (WHO. Int., 2020) Srcana
insuficijencija, jedan je od vodecih zdravstvenih problema kako sa povecanom incidencom, tako i
sa povecanom prevalencom tokom proteklih decenija. Procenjuje se da 64.3 miliona ljudi Zivi sa
sr¢anom insuficijencijom Sirom sveta (GBD, 2017). Epidemioloske studije su pokazale da 2%
svetske populacije boluje od srcane insuficijencije. Takode se procenjuje da oko 2% odraslih
stanovnika zemalja Evropske unije boluje od SI. ZabeleZen je eksponencijalni rast broja pacijenata i
broja novodijagnostikovanih slu¢ajeva sa starosnom dobi. Taj broj nakon 65. godine starosti raste
na 6-10% (Roger et al., 2004; Dickstein et al., 2008; Ramadan et al., 2008). O tome koliko je bitno
pravovremeno lecenje govori podatak da je u 5% svih medicinskih i gerijatrijskih hospitalizacija
starijih od 65 godina uzrok upravo sréana insuficijencija (Zannad et al., 1998; Fang et al., 2008). U
uznapredovaloj fazi bolesti nalazi se 0.1% populacije, a na transplantaciju srca ¢eka 0.001%.
Epidemioloska istrazivanja pokazuju da letalni ishod nastaje kod ¢ak 30-40% pacijenata u prvoj
godini od postavljanja dijagnoze, a 60-70% unutar nekoliko godina, najée$ée zbog progresije bolesti
1 posledi¢nih komplikacija. Vecina pacijenata, ¢ak 80%, primljenih zbog sréane insuficijencije su
0sobe starije zivotne dobi. Prosecna hospitalizacija traje 17 dana 1 posle kratkog perioda Cesto se
desava da budu ponovo hospitalizovani. Ovaj podatak ima tendenciju porasta ¢ime se leCenje
pacijenta sa sr¢anom insuficijencijom postavlja na lestvicu prioriteta (Schocken, 2000). Primecuje
se da je mortalitet veci kod pacijenata koji su bili hospitalizovani (Masoudi et al., 2004 ; Najafi et
al., 2008). Nakon pet godina od postavljanja dijagnoze, prezivljavanje pacijenata sa sr¢anom
insuficijencijom koji se nalaze u odmakloj fazi bolesti izjednacava se sa prezivljavanjem obolelih
od malignih bolesti. Dok Zene imaju znatno nizu stopu incidencije sréane insuficijencije u
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poredenju sa muskarcima (u svim starosnim kategorijama osim preko 74 godine) (Christiansen et
al., 2017), oni i dalje ¢ine priblizno polovinu rasprostranjenih slu¢ajeva.

Podaci Instituta za javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut* ukazuju da su
kardiovaskularne bolesti vode¢i uzrok mortaliteta u nasoj zemlji sa ucestalos¢u od 53.3%. Prema
podacima StatistiCkog godisnjaka Republike Srbije iz 2017. godine (www.sta.gov.rs) u centralnoj
Srbiji i Vojvodini je 2016. godine umrlo 100 834 osoba od kardiovaskularnih bolesti, $to je 51.7%
od ukupnog broja preminulih. Medutim, nedostaju precizni podaci 0 ukupnom broju obolelih i stopi
mortaliteta od sréane insuficijencije na teritoriji Republike Srbije.

1.3  Etiologija sr¢ane insuficijencije

Sréana insuficijencija moZe nastati kao posledica morfoloSkih, mehanickih i poremecaja
elektricne aktivnosti srca, ali 1 kao posledica pojedinac¢nih ili udruzenih sloZenih interakcija
genetskih, neurohumoralnih, inflamatornih i biohemijskih mehanizama. Uzroci nastanka sréane
insuficijencije mogu biti: koronarna bolest, hipertenzija, pluéna arterijska hipertenzija, dijabetes,
kardiomiopatije (dilataciona i hipertrofi¢na), valvularna bolest srca, anemija, mikrobioloski,
toksicki i drugi faktori. Najée$¢e do nastanka sréane insuficijencije dovodi udruzeno dejstvo
nekoliko faktora rizika.

Medutim kada govorimo o pojedinaénim uzro¢nicima, idiopatska dilataciona
kardiomiopatija jedan je od najéeséih etioloskih faktora za nastanak sréane insuficijencije. Cak kod
15-20% ovakvih pacijenata dolazi do nastanka sréane insuficijencije (Mohan et al., 2002; Fauchier
et al., 2004; Gaetano et al., 2004). Pacijenti sa poremecajem glikoregulacije imaju veéi rizik
oboljevanja od sréane insuficijencije u odnosu na one sa normalnom glikoregulacijom. Dijabetes
dovodi do pogorsanja bubrezne, pluéne i endotelne funkcije, ¢ime se pogorSava i stanje postojece
sréane insuficijencije (Maish et al., 2003; Collins i Storrow, 2009). Direktni uzro¢nik sréane
insuficijencije moze biti i pretkomorska fibrilacija usled izostajanja adekvatnog pretkomorskog
doprinosa sr¢anom ciklusu, ali i zbog skracenja dijastolnog punjenja izazvanog tahikardijom
(Gronefeld i Hohnloser, 2003; Yang et al., 2008).

Hipertenzija doprinosi nastanku sr¢ane insuficijencije kod 75% pacijenata, a vecina njih ima
i koronarnu bolest (Cleland et al., 2001). Poznato je da sr¢ana insuficijencija moze nastati i kao
posledica pluéne hipertenzije. Pluéna arterijska hipertenzija se karakteriSe poremecajem u regulaciji
pluénog vaskularnog tonusa, kao i pluénog vaskularnog remodelovanja, a §to takode dovodi do
povecanja pluénog vaskularnog otpora, hipertrofije desne komore, disfunkcije i insuficijencije
desne polovine srca, dekompenzacije i na kraju i do smrtnog ishoda (McLaughlin, 2011).

1.4  Patofizioloski mehanizmi sr€ane insuficijencije; moguc¢i novi mehanizmi

Sr¢ana insuficijencija je zajednicki krajnji ishod progresivnih kardiovaskularnih bolesti.
Najcesce se definiSe kao klini¢ki sindrom koji je posledica poremecaja u strukturi i/ili funkciji srca
Sto ga onemogucava da zadovolji potrebe organizma za kiseonikom neophodnog za izbalansirani
metabolizam svih tkiva. Dakle, to je patofiziolosko stanje u kome cirkulacija krvi koju obezbeduje
aktivnost srca ne isporucuje kiseonik brzinom proporcionalnom metabolickim potrebama tkiva.
Sr¢ana insuficijencija najeS¢e je uzrokovana oSteCenjem srca koje je povezano sa infarktom
miokarda, miokarditisom ili sréanim toksinima, ili hroni¢nim preoptereenjem srca pritiskom ili
volumenom povezanih sa hipertenzijom ili boleS¢u sr€anih zalistaka. Dugi niz godina proucavani su
molekularni mehanizmi u SI koji su usmereni na hipertrofiju, inflamaciju, angiogenezu i apoptozu u
srcu. Takode je proucavana neurohumoralna stimulacija sr¢ane hipertrofije 1 disfunkcije, oksidativni
stres, endotelna disfunkcija, biomehanicki stimulusi, sistemska proinflamatorna hipoteza, hipoteza
multi-organske disfunkcije, disinhronizacija leve komore, komorbiditeti i drugo (Hilfiker-Kleiner et
al., 2006; Lakhani et al., 2019).



1.4.1 Neuroendokrine promene

U sindromu sr¢ane insuficijencije, simpaticka stimulacija utice na nekoliko klju¢nih organa
za odrzavanje udarnog volumena, posebno na srce, bubreg i periferne krvne sudove. Povecana
simpaticka aktivnost pojacava kontraktilnost komora i sréanu frekvencu kako bi odrzala normalne
vrednosti udarnog volumena, dovodi do pojacanog venskog tonusa i povecava proksimalnu
tubularnu reapsorpciju natrijuma kako bi se poboljSao prethodno optereéenje (eng. preload), i
takode dovodi do sistemske vazokonstrikcije §to povecava sistemski vaskularni otpor i krvni
pritisak. a-adrenergicki receptori prisutni su u vaskularnim glatkim mis§i¢ima mnogo vise nego u
sr¢anim miocitima. Medutim, receptori al-podtipa pokazuju znaCajnu zastupljenost i u miokardu, a
njihov broj se umereno povecava kod srcane insuficijencije, Sto dovodi do hipertrofije miocita.
Stimulacija ovih receptora u kardiomiocitima indukuje rast i hipertrofiju miocita i ekspresiju
fetalnih izoformi kontraktilnih proteina. f1-adrenergicki receptori prisutni su u vise od 80% u srcu.
Ovaj sistem igra presudnu ulogu u modulaciji sr¢ane aktivnosti, posebno inotropnog, hronotropnog
i luzitropnog efekta. Medutim, hroni¢no poviSena stimulacija simpatiCkog sistema ima Stetne
posledice kod insuficijentnog srca i dovodi do smanjenja eksprimiranosti f1 receptora u miokardu,
¢ime se 1 smanjuje sposobnost autonomne regulacije sréanog rada, a takode dolazi i do povecane
ekspresije kinaze B-adrenergickih receptora koja fosforilise 1 i B2 receptore i time ih inhibira
(Florea i Cohn, 2014).

Postoje tri natriuretska peptida, sli¢ne grade, i oni vrse Sirok spektar efekata na srce, bubrege
i centralni nervni sistem. Atrijalni natriuretski peptid (ANP) se oslobada iz pretkomora kao odgovor
na istezanje, §to dovodi do povecéanog izluCivanja natrijuma putem bubrega i vazodilatacije, i kao
krajnji ishod nastaje snizenje krvnog pritiska. Mozdani natriuretski peptid (BNP) se takode
oslobada iz srca, preteZzno iz komora, a njegovi efekti su sli¢ni efektima ANP. Delovanje C
natriuretskog peptida je ograni¢eno na vaskularni endotel i centralni nervni System, i ima
ogranicene efekte na natriurezu i vazodilataciju.

Atrijalni 1 mozdani natriuretski peptidi se oslobadaju kao odgovor na poveéanje zapremine
srca 1 njegovo optereéenje pritiskom, 1 deluju kao fizioloSki antagonisti angiotenzina II na
vaskularni tonus, sekreciju aldosterona i tubulsku reabsorpcija natrijuma u bubrezima. Natriuretski
peptidi su prisutni u poveéanoj koncentraciji kod pacijenata sa sréanom insuficijencijom i mogu da
budu potentni dijagnosticki 1 prognosticki parametri. Medutim, vazan je 1 terapijski potencijal
sistema natriuretskih peptida, gde povoljne efekte mogu da ostvare supstance koje deluju kao
inhibitori enzima koji metaboliSu ANP (neutralna endopeptidaza), ili ligandi koji deluju kao
agonisti za A i B receptore natriuretskih peptida (Wilkins, 1997).

Koncentracija ADH je takode povecana u stanjima teSke hroni¢ne sréane insuficijencije.
Visoke koncentracije ADH su posebno ceste kod pacijenata koji primaju diuretike u sklopu terapije,
Sto sve zajedno predstavlja rizik za razvoj hiponatremije, kako zbog povecanog izlucivanja
natrijuma tako i zbog dilucionog efekta reapsorbovane vode (Packer, 1992).

Endotelin predstavlja snazan vazokonstriktorni peptid koga stvaraju endotelne celije.
Endotelin ostvaruje vazokonstriktorni efekat na sudovima bubrega, ¢ime se pospesuje zadrzavanje
natrijuma. Koncentracija endotelina u plazmi ima prognosti¢ki znacaj i povecava se proporcionalno
sa pogorSanjem simptoma i hemodinamske tezine sréane insuficijencije. Koncentracija endotelina je
takode u korelaciji sa vrednostima plu¢nog kapilarnog pritiska, potrebom za hospitalizacijom i
smrtnim ishodom kao posledicom komplikacija srcane insuficijencije. S obzirom na
vazokonstriktorna svojstva endotelina, nauka je pokazala interesovanje za razvijanje supstanci koje
deluju kao antagonisti endotelinskih receptora, ¢ime se postize kardioprotektivni efekat i prevenira
vaskularno i miokardno remodelovanje (Love, 1997).

Metabolicki prelazak na glikolizu moZe imati Stetan uticaj na kontraktilnu funkciju ¢elija sr€anog
miSica, znajuci da ravnoteza izmedu metabolizma masnih kiselina 1 oksidacije lipida moze podstaci
optimalnu sistolnu i dijastolnu funkciju. Smanjena kontraktilna funkcija srca dovodi do aktivacije
kompenzatornih mehanizama. Kompenzatorni mehanizmi, kardioloski 1 ne-kardioloski, kao Sto su
dilatacija ili hipertrofija miokarda, neurohumoralni faktori, citokini i aktivacija endotela,
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obezbeduju adaptaciju koja moze progredirati u maladaptivni odgovor, a u krajnjem slu¢aju vodi do
dekompenzacije i sréane insuficijencije. Maladaptacija se ogleda kroz hemodinamske poremecaje,
neurohumoralni disbalans, izuzetno veliko oslobadanje citokina i disfunkciju endotelna (Voors et
al., 2016). Aktivacija i disfunkcija srcanog endotela pracena je promenama u autokrinim i
parakrinim signalnim putevima, u distribuciji i broju receptora, kao i anti-inflamatornim i
antikoagulantnim osobinama (Sun et al., 2016) (Slika 1.1).

+ Odumiranje miocita i/ili
> . ..
disfunkcija

+ [

P Smanjena funkcija leve komore

MV TAL

= i Kompenzatorni mehanizmi
Aktivacija AVP
simpatic¢kog BubreZna hipoperfuzija Endotelin
nervnog sistema MMP-aze
TNFa
Interleukini
Oksidacija MK
NA D Renin T
AN Angiotenzin I/l T Retencija vode i
DoP P Aldosteron I Na*
Akutno Sréana frekvenca T
- Preload
Adaptivno Afterload 1
Kontraktilnost
ApOptoza HroniEno‘Maladaptivno
Remodeling Natriuretski peptidi
Fetalni genetski program Azot-monoksid (NO)
Celijska hipertrofija/elongacija Apelin
B adrenergicki odgovor I Adrenomedulin

Dilatacija komora Relaksin

Fibroza Adenozin
Mitralna regurgitacija CRF

Disinhronizacija Glukagon

Aritmije

Slika 1.1 Shematski prikaz medusobno povezanih neurohumoralnih mehanizama aktiviranih u
sréanoj insuficijenciji i njihovih (pato) fizioloskih dejstava na cirkulaciju (MV-minutni volumen,
TA- krvni pritisak, NA-noradrenalin, A-adrenalin, DOP-dopamin, AVP-arginin vazopresin, MMP-
matriksne metaloproteinaze, faktor nekroze tumora-o (eng. tumor necrosis factor-a - TNF-a), MK-
masne kiseline, CRF-kortikotropin oslobadaju¢i factor) (llustracija preuzeta i prevedena iz Capote
etal., 2015.)



Trajna simpaticka stimulacija aktivira renin-angiotenzin-aldosteronski sistem i druge
neurohormone. Stimulacija sistema renin-angiotenzin-aldosterona dovodi do povecanih
koncentracija renina, angiotenzina II u plazmi 1 aldosterona. Angiotenzin II je mocan
vazokonstriktor bubrezne (eferentne arteriole) i sistemske cirkulacije, gde stimuliSe oslobadanje
noradrenalina iz terminala simpatickih nerva, inhibira vagalni tonus i1 pospeSuje oslobadanje
aldosterona. To dovodi do zadrzavanja natrijuma 1 vode 1 povecanog izluCivanja kalijuma. Pored
toga, angiotenzin II ima vazne efekte na sréane miocite i moze doprineti endotelnoj disfunkciji koja
se registruje kod hroni¢ne sréane insuficijencije.

1.4.2 Oksidativni stres i endotelna disfunkcija u sr¢anoj insuficijenciji

Patofizioloski mehanizam srcane insuficijencije obuhvata: endotelnu aktivaciju, disfunkciju
i insuficijenciju, ukljucujuéi disfunkciju kompletnog vaskularno-endotelnog sistema sa zna¢ajnom
disfunkcijom endokardnog endotela i endotela miokardnih kapilara; aktivaciju citokina (faktor
nekroze tumora-o (TNF-a), interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6)); neurohumoralni disbalans sa
poveéanjem nivoa kateholamina, renina, angiotenzina, aldosterona, antidiuretskog hormona,
natriuretskih peptida, prostaglandina i dopamine, i kona¢no hemodinamsku abnormalnost koja
ukljucuje sréanu disfunkciju, prethodno optereéenje (povecanje preload-a) i naknadno optereéenje
(povecanje afterload-a) sa sr¢anom dilatacijom i remodelovanjem srca uz smanjenje miokardne
kontraktilnosti. Insuficijencija srca kao pumpe dovodi do kongestivne sréane insuficijencije i smrti.

Endotelna aktivacija 1 disfunkcija imaju znacajnu ulogu u nastanku i progresiji srcane
insuficijencije. Poremecena funkcija vaskularnog endotela doprinosi patogenezi sréane
insuficijencije kroz nekoliko mehanizama. Endotel odgovara na mogucéa oSteenja promenom u
fenotipu kao delu fizioloskog adaptivnog odgovora. Ove fenotipske promene uklju¢uju promene u
citoskeletu, promene u kaskadnoj signalizaciji, faktorima transkripcije sa rearanziranjem genske
ekspresije. Sirok spektar ispitanih fenotipskih promena upucuje na razli¢iti stepen i preklapanje sa
statusom endotelne aktivacije, koja moze prethoditi manifestnoj endotelnoj disfunkciji (McCormick
et al., 2017). Endotelna disfunkcija predstavlja deo patofizioloskih poremecaja kada endotelna
aktivacija postaje neodgovarajuca ili nedovoljna. U nekim formama sréani endotel nakon aktivacije
moze ponovo uspostaviti svoju normalnu funkciju dok u drugima postaje i/ili ostaje
disfunkcionalan. Endotelna disfunkcija moZe u ekstremnim sluc¢ajevima prethoditi vidljivim
strukturnim promenama, kao i endotelnoj nekrozi i denudaciji (Kurvilla i Kurtha, 2003).

Neke studije potvrduju da je kod eksperimentalne i klinicke srane insuficijencije smanjena
endotel-zavisna vazodilatacija (Treasure et al., 1990; Kubo et al., 1991; Katz et al., 1992; Hirai et
al., 1995). Vaskularni endotel je autokrini/parakrini organ u regulaciji vaskularne strukture
(Langille i O’Donnell, 1986; Pollman et al, 1999). Naime, u sr¢anoj insuficijenciji smanjena je i
endotel-zavisna vazodilatacija, koja nastaje kao posledica delovanja azot-monoksida (NO). Usled
smanjene endotel-zavisne vazodilatacije koronarnih arterija dolazi do smanjene miokardne
perfuzije, dok usled smanjene periferne vazodilatacije dolazi do poviSenja sistemskog vaskularnog
otpora, $§to sveukupno dovodi do povecanog otpora praznjenju leve komore i1 opterecenja
volumenom leve komore. Dakle, opterecenje pritiskom i volumenom pogorSavaju simptome SI.

U klini¢koj praksi endotelna disfunkcija se ogleda kroz smanjenu produkciju endotelnog NO
1 njegovu bioraspolozivost. Smatra se da je endotelna disfunkcija nastupila kada izostane ocekivana
vazodilatacija posredovana NO endotelnog porekla u odgovoru na acetilholin, bradikinin, supstancu
P i/ili serotonin. NO takode modulie kontraktilnost srca i potrosnju kiseonika (Djuric et al., 2004).

lako su sprovedena brojna istrazivanja, jo$ uvek nisu u potpunosti rasvetljeni mehnizmi koji
dovode do endotelne disfunkcije kod bolesnika sa SI. Osim nedostatka NO, u dijagnozi endotelne
disfunkcije treba uzeti u obzir i mnoge druge cirkulatorne faktore, auto/parakrine medijatore koji su
poviseni u serumu, kao §to su endotelin-1 (Li et al, 1999 ; Stanimirovic et al., 1994), prostaglandini,
noradrenalin (Steinberg et al., 1984; Bachetti et al., 1998) ili angiotenzin Il (Schena et al., 1999;
Pueyo et al., 1998; Rajagopalan et al., 1996). Sinteza i oslobadanje medijatora inflamacije
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(citokini), oksidativnih stresora (superoksidni anjoni), i hipoksija indukuju promene na endotelu
koje prevazilaze neuravnoteZenost parakrine signalizacije (Brutsaert et al., 1998). Endotel-zavisna
vazodilatacija, u ¢ijoj etiologiji leze neurohumoralni ili mehanicki faktori (povecan eng. shear
stress) je smanjena kod pacijenata sa sr€anom insuficijencijom, i objaSnjava se smanjenom
sintezom NO ili povec¢anom sintezom endotelin-1 i angiotenzina | (Hirai et al., 1995). Na taj nacin
dolazi do redukcije dijametra arteriola ¢ime se smanjuje maksimalna perfuzija skeletnih misi¢a u
toku fizickog napora (Pollman et al., 1996).

Disfunkcija endotela perifernih krvnih sudova dokazano doprinosi nastanku i razvoju src¢ane
insuficijencije (Maccarthy i Shah, 2000). U obe grupe krvnih sudova, kako provodnic¢kim tako i
otpornickim, kao na primer u skeletnim misi¢ima, endotelnom disfunkcijom se objasnjava raniji
zamor 1 intolerancija na optere¢enje u srcanoj insuficijenciji. Endotelom posredovani
vazokonstriktorni odgovor sa smanjenjem vazodilatatornog kapaciteta utice na povecanje
perifernog vaskularnog otpora (Drexler et al., 1992; Kaiser et al., 1989). Endotelna disfunkcija
perifernih krvnih sudova pokazala je da progresija u srcanoj insuficijenciji nastupa usled snizene
aktivnosti endotelne azot-monoksid sintaze (eNOS, eng. endothelial nitric oxide synthase) i
ciklooksigenaze (COX-1) (Vila-Petrof, 1999; Bayraktutan, 1998). Promene na pluénom
vaskularnom endotelu mogu imati Stetne posledice zbog same razmene gasova koja se odvija u
plu¢ima $to u daljem razvoju kardiovaskularnih dogadaja dovodi do pogorSanja sveukupne
regulacije.

Endotelna disfunkcija koronarnih krvnih sudova uti¢e na nastanak mikrospazma u
koronarnoj cirkulaciji. Kod pacijenata sa sr¢anom insuficijencijom, uticaj acetilholina ili
bradikinina na koronarnu cirkulaciju se ogleda kroz smanjen vazodilatatorni odgovor (Maccarthy i
Shah, 2000). Koronarna endotelna disfunkcija doprinosi smanjenju endotelne sinteze NO, Sto
dovodi do koronarne vazokonstrikcije, proliferacije i remodelovanja glatkih miSi¢nih celija,
povecanja lipidnih depozita u zidu krvnog suda i moguée koronarne tromboze. Svi ovi procesi
dovode do oste¢enja koronarnih arterija, utiCu na pogorsanje perfuzije miokarda i time podsticu
progresiju sr¢ane insuficijencije (Massion et al., 2003).

Oksidativni stres u SI posledica je povecanih nivoa neurohormona u cirkulaciji 1
hemodinamskog poremecaja, kao i inflamacije i smanjene isporuke kiseonika. S druge strane,
poremecena redoks ravnoteza kod pacijenata sa SI moZe doprineti daljem oStecenju sréane funkcije,
bilo oksidativnim oSte¢enjem vitalnih ¢elijskih molekula, bilo uticajem na ¢elijsku signalizaciju
koja je ukljuCena u prezivljavanje i smrt Celija. Mehanizam oksidativnog stresa u SI ogleda se kroz
pojacanu proizvodnju slobodnih radikala 1 smanjenu antioksidativnu odbranu. Vazno je napomenuti
da su povecana proizvodnja slobodnih radikala i inflamacija ukljuceni u apoptozu kardiomiocita i
progresiju Sl. Kontinuirano oslobadanje slobodnih radikala kao odgovor na angiotenzin II i
kateholamine ucestvuje u srcanoj hipertrofiji. Dakle, svi ovi procesi koji zavise od slobodnih
radikala doprinose nastanku zavr$ne faze SI.

Proizvodnja slobodnih radikala od strane ¢elija endotela, miocita, fibroblasta, makrofaga i
neutrofila moze znacajno uticati na funkciju endotela (Singh et al., 1995; Mann et al., 1994). Ne
treba zanemariti ni proizvodnju slobodnih radikala mitohondrijalnom respiracijom, putevima
arahidonske kiseline, dejstvom enzima lipooksigenaze i ciklooksigenaze, ksantin oksidaze, NO
sintaze i membranski vezane NAD(P)H-oksidaze.

Ukoliko nema dovoljne koli¢ine L-arginina kao supstrata ili tetrahidrobipterina kao
esencijalnog kofaktora za sintezu azot-monoksida, NO-sintaza moze produkovati anjone
superoksida ili vodonik peroksida umesto azot-monoksida (Pou et al., 1992; Heinzel et al., 1992).

U prisustvu superoksid anjona (O2™), azot-monoksid reaguje sa njim i prevodi ga u
monoksida neophodnog za vazodilataciju, a sa druge strane do poveéenja proizvodnje peroksinitrita
koji ispoljava svoje osobine slobodnog radikala kroz citotoksi¢na i inflamatorna dejstva (Beckman
et al., 1990). U kontaktu sa protonom, peroksinitrit dobija osobine sli¢cne onim koje poseduje

.....

bioloSke makromolekule (proteine, lipoproteine, DNK, ugljene hidrate i visoko nezasi¢ene masti).
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U fizioloskim uslovima, sprecavanje prevodenja azot-monoksida u peroksinitrit se ostvaruje
kontinuiranim uklanjanjem superoksid anjona kroz reakciju katalisanu od strane superoksid
dizmutaze (SOD). Superoksid dizmutaza prevodi superoksid anjon u vodonik peroksid dok se
vodonik peroksid katalitickom aktivnos$¢u glutation peroksidaze redukuje u vodu. Sinhronizovanost
dejstva ova dva enzima je od izuzetnog znacaja, jer u suprotnom moze do¢i do nagomilavanja
vodonik peroksida usled povecane aktivnosti superoksid dizmutaze u odnosu na glutation
peroksidazu, odnosno do nagomilavanja superoksid anjona usled smanjene aktivnosti superoksid
dizmutaze u odnosu na glutation peroksidazu. Znacaj o¢uvanog antioksidativnog kapaciteta je od
neprocenjivog znacaja za ocuvanje integriteta endotelne funkcije.

Termin reaktivne vrste (eng. reactive species, RS), obuhvata klase supstanci elektrofilnog
elektrofilnog karaktera visoke reaktivnosti, tj. oksidacione agense Kkoji posreduju u
oksidativnom/nitrozativnom o$teéenju biomolekula. Reaktivne vrste mogu biti molekuli, joni i
slobodni radikali. U grupu reaktivnih kiseoni¢nih vrsta ubrajaju se slobodni radikali kiseonika
(superoksid anjon, O»-- ; hidroksil radikal, OH. ; peroksilni radikal, ROO. ; hidroksiperoksilni
radikal HOOQ.), kao i slobodni neradikali (vodonik peroksid, H20- ; hipohlorasta kiselina, HCIO).
lako reaktivne vrste kiseonika predstavljaju najvaznije slobodne radikale koji ucestvuju u ostecenju
¢elijskih makromolekula i éelijskom ,signalingu, 1 druge reaktivne vrste (azota, ugljenika i
sumpora) mogu da ucestvuju u nastanku i razvoju procesa oksidativnog oStecenja proteina, lipida,
nukleinskih kiselina i ostalih makromolekula u ¢eliji. U grupu reaktivnih azotnih vrsta ubrajaju se
slobodni radikali azota (azot (II) oksid, azot-monoksid, NO.; azot (IV) oksid, NO>.), kao i slobodni
neradikal peroksinitrit, ONOO-. U grupu slobodnih radikala ugljenika (karbonilne vrste)
ubrajaju se alkil radikal, R., alkoksil radikal, RO., peroksil radikal, ROO. U grupu slobodnih
radikala sumpora ubrajaju se RS., tiil radikal, GS., glutatiil radikal, GSSG.-, diglutatiil anjon
radikal (Halliwell i Gutteridge, 2015). Superoksid anjon je vrlo reaktivan, ne difunduje daleko od
mesta nastanka posto je slabo rastvorljiv u mastima, ali stvara moc¢ne oksidanse poput vodonik
peroksida, hidroksil radikala i peroksinitrita. Vodonik peroksid, za razliku od superoksidnog anjona,
lako difunduje kroz celijske membrane. Nije pravi slobodan radikal (nema nespareni elektron u
poslednjoj orbitali), ali u¢estvuje u stvaranju drugih slobodnih radikala, poput hidroksilnog radikala
1 hipohlorne kiseline, u reakciji sa metalima promenljive valence. Najreaktivniji slobodni kiseoni¢ni
radikal jeste hidroksilni radikal koji nastaje kao proizvod nepotpune redukcije Oz primanjem tri
elektrona. Toksi¢ne efekte ostvaruje na mestu stvaranja. Moze nastati u Fentonovoj reakciji, a u
prisustvu Fe2+, zapocinje lancanu reakciju u kojoj nastaju lipidni peroksidi 1 organski radikali.
Hidroperoksil radikal predstavlja protonizovanu forma superoksidnog radikala. Peroksil radikal
nastaje tokom lipidne peroksidacije, a hipohlorasta kiselina tokom oksidativnog praska u
fagocitima. Azot (II) -monoksid, NO, predstavlja slobodni radikal azota koji je u isto vreme
neophodan za Celijske procese (hormon sa vazodilatatornim efektom), ali i toksi¢an. Nastaje iz L-
arginina pod dejstvom azot-monoksid sintaze, a u ve¢im koncentracijama gradi azotne radikale. NO
u reakciji sa superoksidnim anjonom gradi peroksinitrit (ONOO-). Peroksinitrit pak, ukoliko veze
proton, dobija svojstva sli¢na peroksil radikalu, oSte¢uje DNK, izaziva peroksidaciju lipida,
oksidaciju tiol grupa proteina, hidroksilaciju i nitraciju aromatiénih aminokiselina; ima citostatska,
citotoksi¢na i inflamatorna dejstva (Halliwell i Gutteridge, 2015; Hayashi et al., 2004). U uslovima
povecanog stvaranja NO dolazi do nitrovanja slobodnog tirozina i tirozinskih ostatka proteina 1
nastaje 3-nitrotirozin koji u molekulu proteina remeti njegovu funkciju. Pove¢ana proizvodnja NO
se javlja kod inflamatornih, infektivnih i degenerativnih procesa, $to dovodi do povecanja koli¢ine
nitrozilovanog tirozina (Shigenaga et al., 1997).

Stanje u kome je ravnoteza izmedu prooksidanasa, slobodnih radikala, i1 celijskih
antioksidanasa pomerena u pravcu prooksidanasa, sa posledi¢nim oksidativnim oSteCenjem
esencijalnih ¢elijskih biomolekula naziva se oksidativni stres (Sies, 1991). Odnosno, oksidativni
stres predstavlja poremecaj redoks zavisnih signalnih puteva i1 procesa koje oni kontrolisu (Jones,
2006). U uslovima oksidativnog stresa nastaju razliCita oStecenja celijskih proteina koja mogu
dovesti gubitka njihove Kkataliticke funkcije, modifikacije aminokisleina, nastanka karbonilnih
grupa, formiranje S-S mostova, protein-protein unakrsnih veza (agregacija), vece proteoliticke
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osetljivosti. Reakcije oksidativnog oSte¢enja proteina se deSavaju na nivou aminokiselina, a
posebno osetljive na oksidaciju su prolin, histidin, arginin, cistein i metionin. Kao krajnji proizvod
najcesce nastaju karbonilne grupe i mada njihova pojava nije apsolutno specifi¢na za oksidativnu
modifikaciju proteina, one se najcesce koriste kao markeri oksidativnog oStecenja proteina. Kao
markeri oksidativnog o$tec¢enja proteina koriste se i tiol grupe. Tiol grupe su sulfhidrilne grupe (SH)
vezane za ugljenicni skelet aminokiseline cistein i1 predstavljaju njenu funkcionalnu grupu. Tiolne
grupe ucestvuju u formiranju disulfidne veze (-S-S-) koje stabilizuju tercijarnu i kvaternarnu
strukturu proteina. Delovanjem slobodnih radikala tiol grupe bivaju izloZene i postaju podlozne
oksidaciji. Oksidativnim oSte¢enjem proteina narusava se njegova konformacija, Sto utice na
njegovu biolosku funkciju. Medu celijskim makromolekulima, DNK je jedan od glavnih meta
slobodnih radikala. Kada hidroksilni radikal ili singlet kiseonik hidroksilise C-8 poziciju 2'-
deoksiguanozina proizvodi se 8-hidroksi-2'deoksiguanozin (8-OHdG), $to moze posluziti kao
marker oksidativnog oste¢enja DNK (Dalle-Donne et al., 2006).

1.4.3 Remodelovanje miokarda

SloZeni niz neurohumoralnih i inflamatornih odgovora na osteéenje srca i/ili preopterecenje
indukuje remodelovanje komora, karakterisano progresivnom hipertrofijom miocita i
intersticijumskom fibrozom, sa pridruzenim abnormalnostima u miocelularnom metabolizmu i
kontraktilnoj funkciji.

Proces remodelovanja povezan je sa progresivnim gubitkom miocita putem apoptoze i sa
klinickim napredovanjem bolesti. Simptomatska sréana insuficijencija javlja se kada je proces
remodelovanja komora napredovao do kasnih faza i moze se pripisati kombinaciji kardioloskih i ne-
kardioloskih faktora koji ograni¢avaju sr¢anu rezervu, regionalni protok krvi i periferno iskoriséenje
kiseonika (Francis, 2001).

Patofiziologiju sr¢ane insuficijencije karakteriSu hemodinamske abnormalnosti koje nastaju
zbog neravnoteze unutar autonomnog nervnog Sistema (ANS) i neurohumoralnog odgovora.
Promene u aktivaciji receptora mogu da dovedu do neravnoteze (ANS) sa povecanom simpatickom
aktivnoS¢u 1 smanjenom vagalnom aktivno$¢u, Sto ima znafajan uticaj na sréanu funkciju i
strukturu. Neurohumoralne promene deluju kao slozeni i kombinovani kompenzacioni mehanizam
za podrSku 1 odrzavanje perfuzije tkiva tokom srcane insuficijencije. Medutim, ovi odgovori
ukoliko postanu dekompenzovani mogu i da pospesuju napredovanje sréane insuficijencije.

U patofiziologiji SI u€estvuju simpaticki nervni sistem, renin-angiotenzin-aldosteron sistem,
neurohumoralne alteracije funkcije bubrega (argininvazopresin i natriureticki peptidi),
neurohumoralne alteracije u perifernoj vaskulaturi: vazokonstriktori (endotelin, neuropeptid Y,
urotenzin Il, tromboksan Ay), vazodilatatori (azot-monoksid, bradikinin, adrenomedulin,
prostaglandini PGl. i PGE>, adipokini), faktori remodelovanja (faktor nekroze tumora, solubilni
ST,, faktor diferencijacije rasta-15, galektin-3), aktivacija interleukina i disfunkcije anabolizma
(insulinska rezistencija, rezistencija na faktor rasta, rezistencija na anabolicke steroide) (Kirali et al.,
2017).

U miokardu koji propada, sloZene metabolicke promene pracene oSte¢enom redoks
regulacijom uklju¢ene su u hipertrofiju srca, inflamaciju, fibrozu, angiogenezu i apoptozu. Javljaju
se strukturne alteracije (ultrastrukturalno remodelovanje, remodelovanje mitohondrija,
remodelovanje ekstracelijskog matriksa, metabolicko remodelovanje), elektrofizioloske alteracije
(remodelovanje akcionih potencijala, remodelovanje procesa ekscitacija-kontrakcija, remodelovanje
repolarizacije), i alteracije signalnih puteva u kojima ucestvuju B-adrenergicki receptori (Kirali et
al., 2017).

Koncept ventrikularnog remodelovanja su izuéavali Janice Pfeffer et al., jo§ 1985. godine,
podvezivanjem koronarne arterije miSeva i utvrdivanjem uzroka i mehanizama dilatacije leve
komore (LK), kao 1 poremecaja funkcije. Savremeno tumacenje remodelovanja dovodi ovaj pojam
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u vezu sa odredivanjem promena u fiziologiji kardiomiocita, zapremine i sastava kardiomiocitnih 1
ne-kardiomicitnih elemenata, morfoloskih promena leve komore u odgovoru na infarkt miokarda,
kardiomiopatska i druga oSte¢enja miokarda. Zapravo, aktiviranjem kompenzatornih mehanizama
dolazi do nastanka izmenjenog odgovora kardiomiocita i fibroblasta, ¢ime se pokrec¢u patoloska
hipertrofija i remodelovanje (Dash et al., 2001).

Remodelovanje miokarda (svi molekularni, ¢elijski i intersticijumski dogadaji) striktno je
praceno napredovanjem srcane insuficijencije (Cohn et al., 2000). Nekoliko patofizioloskih
stimulusa koji vode smanjenju kontraktilnosti i/ili povecanju stresa na zidu ukljuceno je u
remodelovanje, kao S§to su ishemija/reperfuzija (I/R), infarkt miokarda (IM) (Slika 1.2),
preopterecenje pritiskom 1 volumenom, genetska predispozicija, hipertenzija, pluéna arterijska
hipertenzija (PAH) i neuroendokrina aktivacija (Cohn et al., 2000; Nian et al., 2004). Sve ove
promene nastaju kao rezultat adaptivnih ili maladaptivnih mehanizama (Cohn et al., 2000). Kao
adaptivni mehanizam, strukturne promene srca imaju kompenzatorni efekat, odrzavaju¢i normalnu
funkciju srca (Dorn 2007; Opie et al., 2006). S druge strane, remodelovanje miokarda dovodi do
progresivne disfunkcije srca nakon duzeg stresa (Hill i Olson, 2008). Glavni ¢elijski mehanizmi koji
dovode do remodelovanja miokarda uklju¢uju kako kardiomiocite, tako i ne-kardiomiocite (ostale
vrste ¢elija). Zapravo, tokom remodelovanja, nekroza, nekroptoza, apoptoza ili autofagija uticu na
gubitak kardiomiocita, dok fibroza nastaje proliferacijom fibroblasta i promenom ekstracelularnog
matriksa. Pored toga, mitohondrijalna disfunkcija kao i metabolicke abnormalnosti takode su
ukljuceni u progresiju sr¢anog remodelovanja, smanjujuéi kontraktilnost (Burchfield et al., 2013).
Svi ovi molekularni mehanizmi mogu biti potencijalna meta terapije. U ovom aspektu, odgovarajuéi
dodatak vitamina u ishrani mogao bi potencijalno da pogoduje energetskoj ravnotezi u srcanoj
insuficijenciji (Krim et al., 2013).

Sréana insuficijencija, kao oboljenje koje spada u grupu tzv. oksidativnih oboljenja, nastaje
kao posledica neravnoteze izmedu pro-oksidativnih i anti-oksidativnih efekata. Neurohumoralne
promene, kao jedan od vode¢ih aktivatora progresije sr€ane insuficijencije, mogu imati pro-
oksidativne efekte, a pre svega se to odnosi na efekte aktivacije sistema renin-angiotenzin-
aldosteron. Povecana proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS, eng. reactive oxygen species) u
ve¢ insuficijentnom srcu, sa disfunkcionalnim mitohondrijalnim elektron-transportnim lancem (gde
CoQ, vitamin B12, folna kiselina, vitamin B1 deluju kao koenzimi) moze dovesti do negativnog
remodelovanja miokarda (Hilfiker-Kleiner et al., 2006).

Prilagodavanje srca kao odgovor na unutrasnji ili spoljasnji stres ukljucuje sloZzen proces
remodelovanja komore i molekularnih modifikacija miocita. Temeljni odgovor na pojacani
biomehanicki stres je kardiomiocitna i komorna hipertrofija. Iako ovo moZze pruZiti pocetnu
»Spasonosnu®“ nadoknadu stresa, dugotrajna hipertroficna stimulacija postaje neprilagodena,
pogorSavaju¢i rizik od morbiditeta 1 morataliteta zbog kongestivne srcane insuficijencije i
iznenadne smrti (Frey 1 Olson, 2003). Veliki broj istraZivanja isti¢e oksidativni 1 nitrozativni stres
kao vazne mehanizme ovih promena (McMurray et al., 1993; Keith et al., 1998; Sawyer et al.,
2002; Valgimigli et al., 2004; Giordano, 2005; Murdoch et al., 2006). Oksidativni stres nastaje kada
se stvara viSak ROS-a kojima se ne mogu adekvatno suprotstaviti unutrasnji antioksidativni sistemi.
Superoksidni anjon (O2—) moze se dalje kombinovati sa NO, formirajuéi reaktivna jedinjenja poput
peroksinitrita, stvarajuéi nitro-redoks neravnotezu (Hare i Stamler, 2005). Proizvodnja ROS-a je
normalna komponenta oksidativne fosforilacije i igra vaznu ulogu u normalnoj redoks kontroli
fizioloskih signalnih puteva (Murdoch et al, 2006; Sawyer et al., 2002; Giordano, 2005). Medutim,
prekomerna proizvodnja ROS pokrece ¢elijsku disfunkciju, peroksidaciju lipida i mutagenezu DNK
i moze dovesti do nepovratnog oStecenja i/ili smrti ¢elije (Murdoch et al, 2006; Sawyer et al., 2002;
Giordano, 2005).
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Slika 1.2 Vremenski tok remodelovanja komore i napredovanja do sré¢ane insuficijencije
(Hustracija preuzeta i prevedena iz Abbate et al., 2006.)

1.5  Klinicki 1 terapijski aspekti sréane insuficijencije

Na pocetku se javljaju umor i nedostatak vazduha, kao karakteristicni i nespecifi¢ni
simptomi sr¢ane insuficijencije. Ovakva simptomatologija se pre svega javlja kod starijih osoba,
gojaznih i kod Zenske populacije. Znaci kongestije u sistemskim venama su periferni edemi koji
Cesto mogu biti odsutni kod dobro leCenih pacijenata, zatim povecan venski pritisak, kao i
hepatomegalija. Ukoliko je pacijent leCen blokatorima beta receptora, poviSen jugularni venski
pritisak i tahikardija ne moraju biti prisutni (Varela-Roman et al., 2005; Canetti et al., 2003). Trec¢i
sr€ani ton nije patognomonican, ali je Cesto prisutan kod uznapredovale srcane insuficijencije.
Ukoliko se uoci 1 dijagnostikuje viSe klinickih znakova sréane insuficijencije, poput pomerenog
udara sr¢anog vrha, edema, poviSenog venskog pritiska i prisutnog treceg srcanog tona, klinicka
dijagnoza SI je naj€esce 1 potvrdena.

Jedan od glavnih uzroka simptoma nedostatka vazduha u SI je poviSen pritisak u pluénim
kapilarima. Umor je takode znacajan simptom koji se vrlo tesko kvantifikuje. Slaba je korelacija
perifernih edema sa pritiscima u desnom srcu. U proceni tezine stanja i odabiru odgovarajuceg
terapijskog pristupa kod ovakvih pacijenata, najve¢i znacaj ima uporedivanje tezine simptoma
bolesti i stepena SI (Agarwal et al., 2000; Subramanian et al., 2005).

Smanjenje morbiditeta 1 mortaliteta pacijenata koji boluju od sr¢ane insuficijencije, kao i
poboljsanje toka i prognoze bolesti je osnovni cilj svih terapijskih protokola sréane insuficijencije.
Kod najveCeg broja pacijenata prisutna je asimptomatska ili oligosimptomatska srcana
insuficijencija, pa je stoga prevencija od velikog znacaja. Ona podrazumeva spre¢avanje nastajanja i
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progresije ostecenja miokarda, spreCavanje procesa remodelovanja miokarda, i nastanka simptoma.
Takode, prevencija se ogleda i u smanjenju broja hospitalizacija.

Pravovremena i pravilno odabrana terapija srcane insuficijencije trebalo bi da smanji
morbiditet kroz poboljSanje simptoma i1 znakova bolesti (smanjenje simptoma kongestije, smanjenje
simptoma gusSenja, povecanje fizickog kapaciteta). U medikamentoznom tretmanu srcane
insuficijencije primenjuju se diuretici, inhibitor konvertuju¢eg enzima, inhibitor angiotenzina II,
blokator beta receptora i antagonista aldosterona (Dickstein et al., 2008).

1.5.1 Klasifikacija sréane insuficijencije
1.5.1.1 Sistolna i dijastolna sr¢ana insuficijencija

Razlikuju se dva glavna tipa sr€ane insuficijencije: sa smanjenom frakcijom izbacivanja
(eng. heart failure with reduced ejection fraction-HFrEF), poznat i kao sistolna SI; i sa o¢uvanom
frakcijom izbacivanja (eng. heart failure with preserved ejection fraction-HFpEF), poznat i kao
dijastolna SI (Taylor et al., 2014). Nedavno je Evropsko kardiolosko druStvo (eng. European
Society of Cardiology-ESC) preporucilo opisivanje treceg tipa: SI sa frakcijom izbacivanja srednjeg
dometa (eng. heart failure with mid-range ejection fraction-HFmrEF) (Ponikowski et al., 2016).

Smernice ESC preporucuju da se dijagnoza HFpEF zasniva na tipicnim simptomima i
znacima Sl (preopterecenje zapremine, otezano disanje, netolerancija vezbanja) i frakcija
izbacivanja leve komore (eng. left ventricle ejection fraction-LVEF) vec¢a od 50%. Specifi¢niji
dijagnosticki kriterijjumi razvijali su se tokom vremena i1 ukljucuju znakove i simptome SI,
objektivne dokaze dijastolne disfunkcije (poremecéena relaksacija leve komore (LK) ili poveéana
dijastolna ukocenost, poremeceno punjenje LK, strukturne bolesti srca i poviSeni natriureti¢ki
peptid tipa B (BNP) ili njegov prekursor N-terminalni pro-BNP (NT proBNP) (Paulus et al., 2007;
Vasan et al., 2000; McMurray et al., 2012). Medutim, moze se dogoditi da HFpEF oponasa
restriktivhu  kardiomiopatiju, dinami¢ku mitralnu regurgitaciju, ishemijsku bolest srca,
perikardijalnu bolest i pluénu hipertenziju izazvanu vezbanjem (Oghlakian et al., 2011). lako je
ESC predlozio dijagnosticke kriterijume za HFpEF, kriterijumi za upis u HFpEF ispitivanja znatno
su varirali tokom poslednje decenije (Pitt et al., 2014; Fu et al., 2016).

Procenjuje se da oko polovine svih pacijenata koji imaju znake i simptome SI imaju HFpEF.
U protekloj deceniji povecao se relativni udeo pacijenata sa dijagnozom HFpEF u poredenju sa
onima sa HFrEF, §to sugeriSe sve ve¢i znacaj sindroma, ali 1 sve vecu svest o njegovom prisustvu
(Metra, 2016; Primessnig et al., 2016).

1.5.1.2 NYHA Kklasifikacija sr¢ane insuficijencije

Funkcionalna klasifikacija Njujorskog udruzenja za srce (NYHA) (Dolgin, 1994) zasniva se
na intenzitetu aktivnosti potrebne za izazivanje simptoma kod pacijenta i pruza jednostavan nacin
klasifikovanja stepena srane insuficijencije. Pacijente svrstava u jednu od cetiri kategorije na
osnovu toga koliko su ograni¢eni tokom fizi¢ke aktivnosti; ograni¢enja/simptomi se odnose na
normalno disanje i razlicit stepen otezanog disanja i/ili angine (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 NYHA Kklasifikacija sréane insuficijencije

Klasa Simptomi

Klasa | bez ogranicenja, uobicajeno fizicko
opterec¢enje ne dovodi do zamora, gusenja ili
palpitacija

Klasa Il manje ogranicenje fizicke aktivnosti,

pacijent se oseca dobro u stanju mirovanja,
ali uobicajene aktivnosti izazivaju zamor,
gusenje ili palpitacije

Klasa Il znacajno ogranicenje fizicke
aktivnosti, pacijent se oseca dobro u stanju
mirovanja, ali male uobicajene aktivnosti
izazivaju zamor, guSenje ili palpitacije

Klasa IV i najmanja fizicka aktivnost dovodi
do tegoba, simptomi sr¢ane insuficijencije
su prisutni u mirovanju i pogorsavaju se i pri
najmanjem fizickom naporu

1.5.1.3 Klasifikacija Americkog koledZa za kardiologiju/ Americkog udruzenja za srce

Americki koledz za kardiologiju (eng. American College of Cardiology-ACC) i Americko
udruzenje za srce (eng. American Heart Association-AHA) zajedno su radili na stvaranju jo§ jednog
sistema klasifikacije koji dopunjuje pristup NYHA. Razmatra ljude koji jo§ nemaju sréanu
insuficijenciju, ali su u velikom riziku da ga razviju. Americki koledz za kardiologiju/ Americko
udruzenje za srce (ACC/ AHA) opisuje progresiju U razvoju sr¢ane insuficijencije kroz 4 faze (Hunt
et al., 2005; Hunt et al., 2009) (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 ACC/AHA Kklasifikacija sréane insuficijencije

Faza Nivo progresije sr¢ane insuficijencije

Faza A Visok rizik od sr¢ane insuficijencije, ali bez
strukturnih bolesti srca ili simptoma sréane
insuficijencije (pre-sr¢ana insuficijencija)

Faza B Strukturne bolesti srca, ali bez simptoma
sréane insuficijencije (pre-sréana
insuficijencija)

Faza C Strukturne bolesti srca i simptomi sréane
insuficijencije

Faza D Refraktorna srana insuficijencija koja

zahteva specijalizovane intervencije

12



1.6  Znacaj vitamina B grupe i deficita kod ljudi

U poslednje vreme se mnogo paznje posvecuje vitaminima B grupe i njihovom uticaju na
kardiovaskularni sistem, zbog mogucih terapijskih efekata vitamina B grupe.

Vitamini B ¢ine grupu od osam vitamina rastvorljivih u vodi (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9 i
B12) koji deluju kao kofaktori i supstrati za brojne bioloSke procese.

B1 (tiamin) je kofaktor za enzime u metabolizmu glukoze, katabolizmu aminokiselina,
sintezi nukleotida i sintezi masnih kiselina (Kerns i Gutierrez, 2017).

B2 (riboflavin) je prekursor za flavin mononukleotid (FMN) i flavin adenin dinukleotid
(FAD) koji ucestvuju u ¢elijskom disanju (Institute of Medicine, 1999).

B3 (niacin) je prekursor za nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) koji ucestvuje u
biosintetskim putevima, energetskom metabolizmu i zastiti od reaktivnih vrsta kiseonika (Sauve,
2008).

B5 (pantotenska kiselina) je prekursor za koenzim A (CoA), koji je neophodan za aktivnost
mnogih enzima (Plesofsky-Vig i Brambl, 1988).

B6 (piridoksin) je kofaktor za preko 150 enzima koji su uglavnom ukljuéeni u sintezu i
razgradnju aminokiselina (Ueland et al., 2015).

B7 (biotin) igra bitnu ulogu u reakcijama karboksilacije (McMahon, 2002).

B9 (folat) je supstrat za sintezu nukleotida i metil-donore u metabolickom putu sa jednim
ugljenikom (Institute of Medicine, 1999).

B12 (kobalamin) je kofaktor za enzime u metabolickom putu sa jednim ugljenikom i
kataboli¢kom putu propionata (Institute of Medicine, 1999).

Nedostatak vitamina B1 povecéava rizik od nastanka sréane insuficijencije (DiNicolantonio
et al.,, 2013; Frank, 2015), dok nedostatak vitamin B2, B6, B9 i B12 dovodi do povecanja
koncentracije homocisteina u plazmi i povecava rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti (Porter
etal., 2016).

Vitamin B3, u obliku nikotinske kiseline, daje se pacijentima za leCenje dislipidemija, kao
glavng faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, kao §to su bolest koronarnih arterija,
sr¢ani udar i mozdani udar. Cochrane-ov pregled 23 randomizirane, kontrolisane studije o
suplemenatima nikotinske kiseline u prevenciji kardiovaskularnih bolesti, otkriva da suplementi
nisu smanjili ukupnu smrtnost, smrtnost od kardiovaskularnih bolesti, sr¢anog i mozdanog udara
(Schandelmaier et al., 2017).

Vitamin B5 moze imati antioksidativni efekat smanjuéi inflamatorni proces niskog stepena,
koji je prisutan u ranim fazama sréanih bolesti (Jung et al., 2017).

1.6.1 Efekti deficita vitamina B grupe kod eksperimentalnih Zivotinja

Nedostatak vitamina B1 moze se lako izazvati i proizvodi anoreksiju, gubitak tezine
(Tagliaferro i Levitski, 1982) i koprofagiju (Fajardo i Hornicke, 1989). Pacovi kojima nedostaje
tiamin izbegavaju da jedu saharozu (Yudkin, 1979). Posle 7 dana nedostatka dolazi do smanjenja
broja leukocita i eritrocita i pada hemoglobina. Posle 30 dana ovo se menja i povecavaju se
retikulociti 1 eritropoetin u plazmi, ali 2,3-difosfoglicerat eritocita, holesterol u membrani i
fosfolipidi se smanjuju (Hobara i Yasuhara, 1981). Posle 4 nedelje dolazi do smanjenja tiamina jetre
1 povecanja aminokiselina razgranatog lanca (Shigematsu et al., 1989). Nedostatak tokom trudnoce
rezultirao je intrauterinom retardacijom rasta (Roecklein et al., 1985) i smanjenom aktivno$cu
tiamin-zavisnih enzima (Fournier i Buttervorth, 1990) i gangliozida u mozgu novorodenih pacova
(Vaswani, 1985).

Klasi¢ni znaci nedostatka vitamina B2 su dermatitis, alopecija, slabost i smanjen rast. Mogu
se javiti vaskularizacija i ulceracija roznjace, stvaranje katarakte, anemija i degeneracija mijelina
(Horwitt, 1954). Pacovi sa nedostatkom riboflavina mogu imati masnu jetru, abnormalne
mitohondrije hepatocita i metabolicke abnormalnosti hepatocita (Garthoff et al., 1973).
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Reproduktivne performanse su smanjene i kod muzjaka i kod Zenki. Potomci mogu imati urodene
anomalije.

Nedostatak vitamina B3 uzrokuje smanjenu brzinu rasta, grubu dlaku, alopeciju i smanjene
koncentracije NAD 1 NADP u tkivima. Koncentracije mijelina u mozdanom tkivu smanjene su kao
rezultat smanjene sinteze cerebrozida (Nakashima i Suzue, 1982, 1984).

Nedostatak vitamina B5 izaziva akromotrihiju, eksfoliativni dermatitis, oralnu
hiperkeratozu, nekrozu i ulceracije gastrointestinalnog trakta. Moze se javiti zariSna ili
generalizovana hemoragicna nekroza nadbubreznih zlezda, a smrt rezultira nakon 4 do 6 nedelja
nedostatka (Ralli i Dumm, 1953). Deficitarni pacovi su imali oSteenu sintezu antitela. Obnova
sinteze antitela postignuta je parenteralnom primenom kalcijum-pantotenata (Lederer et al., 1975).

Pacovi na dijetama kojima nedostaje vitamina B6 razvijaju dermatitis (najizrazenije
promene su na repu, Sapama, licu i uSima, mikrocitnu anemiju, hiperekscitabilnost 1 konvulzije
(Sherman, 1954). Amplituda odgovora na akusticke i taktilne stimuluse je sniZzena pod uticajem
nedostatka vitamina B6 (Schaeffer, 1987), kao i razlike u uglu i Sirini hoda zadnjih nogu (Schaeffer
I Kretsch, 1987; Schaeffer et al., 1990). Imali su deficite u u¢enju aktivnog i pasivnog izbegavanja
(Stewart et al., 1975). Piramidalne ¢elije mozdane kore pacova hranjenih ishranom deficitarnom u
vitaminu B6 tokom 2 ili 3 meseca pokazale su delimi¢ni do gotovo potpuni gubitak dendrita i otok
aksona u hipokampusu (Root i Longenecker, 1983). Smanjene koncentracije vitamina B6,
dopamina, D-2 dopaminskih receptora, dekarboksilaze glutaminske kiseline u mozgu, gama amino-
buterne kiseline (GABA) i transaminaze gama-amino-buterne kiseline izmerene su pacovima
kojima nedostaje vitamin B6 (Driksell i Chuang, 1974; Aycock i Kirksey, 1976; Rajeswari i Radha,
1984; Guilarte, 1989). Sadrzaj cerebrozida, gangliozida, masnih kiselina (18: 2, 20: 1, 20: 4, 22: 6 i
24: 0) i n-6 masnih kiselina (18: 2, 20: 4 i 22: 4) su sniZzeni u mozgu kao rezultat nedostatka
vitamina B6 (Thomas i Kirksey, 1976).

U nedostatku, reproduktivne performanse i zenki i muzjaka su smanjene. Moze do¢i do
smanjene proizvodnje insulina (Huber et al.,, 1964). Osmonedeljni nedostatak rezultirao je
smanjenjem alanin aminotransferaze i aspartat aminotransferaza, a sposobnost upotrebe alanina za
glukoneogenezu bila je smanjena (Angel, 1980). Ukupne aktivnosti i aspartat aminotransferaze i
alanin aminotransferaze su smanjene (Ludwig i Kaplowitz, 1980). Nedostatak piridoksina smanjio
je crevni unos glukoze, glicina, alanina i leucina, kao i aktivnosti laktaze, alkalne fosfataze, leucin
aminopeptidaze i sinteze membrane (Mahmood et al., 1985). Kod pacova koji su hranjeni visoko
proteinskom hranom sa nedostatkom vitamina B6, izlucivanje uree, slobodnog amonijaka i
slobodnih aminokiselina iz urina je promenjeno (Okada i Suzuki, 1974). Zenke pacova hranjene
ishranom deficitarnom u vitaminu B6 izlu¢ivale su manje taurina od kontrolne grupe (Levis et al.,
1982; Lombardini, 1986). Pacovi sa nedostatkom vitamina B6 imali su niZi homocistein u plazmi
(Smolin i Benevenga, 1984). Kreatin u skeletnim misi¢ima i jetri bio je visi, a izlu¢ivanje kreatinina
nize (Loo et al., 1986). Nedostatak vitamina B6 proizveo je smanjenje aktivnosti glukozo-6-fosfat
dehidrogenaze u periosteumu i kalusu u razvoju (Dodds et al., 1986) i smanjenje formiranja
unakrsnih veza kolagena (Fujii et al., 1979). Primeéene su promene u oksidaciji masnih kiselina i
ugradnji masnih kiselina u trigliceride, fosfolipide i frakcije holesterola (Dussault i Lepage, 1979).

Nedostatak vitamina B7 uzrokuje kod pacova progresivni eksfolijativni dermatitis,
ahromotrihiju (kod crnih pacova) i opstu alopeciju. Sa ozbiljnim nedostatkom, mnoge zivotinje
razvijaju spasti¢an hod ili zauzimaju stav poput kengura. Imuni odgovori su snizeni kod pacova
kojima nedostaje biotin (Rabin, 1983).

Indukcija nedostatka vitamina B9 zahteva duzi period hranjenja, obi¢no hranom na bazi
aminokiselina i/ili antibiotikom za inhibiciju crevnih bakterija (Clifford et al., 1989; Ward i Nixon,
1990). Uocena je smanjena stopa rasta, leukopenija, anemija.

Indukcija izolovanog nedostatka vitamina B12 kod pacova, kao i kod drugih
eksperimentalnih Zivotinja, postize se sa poteSkoCama 1 uglavnom ne reprodukuje znakove
nedostatka humanog vitamina B12 — megaloblastne krvne celije i neuroloske lezije. Nedostatak se
moze izazvati kod pacova koji se hrane biljnim, a ne Zivotinjskim proteinima (koji sadrze vitamin
B12). Zenke pacova su se hranile ishranom koja je sadrzala sojine proteine dopunjene metioninom i
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holinom, ali ne i vitaminom B12, rasle su normalno ili sa malo smanjenom brzinom i uzgajale se i
legle normalno. Prosecna tezina njihovog potomstva je smanjena, a 10 % legla bilo je hidrocefalno.
Ukidanje holina iz ishrane povecalo je ucestalost urodenih anomalija kod novorodencadi. Dodatak

50 ug vitamina B12/kg podrzao je normalan rast majki i sprecio razvoj hidrocefalnih potomaka
(Woodard i Newberne, 1966).

1.7 Vitamin B6

Vitamin B6 je hemijsko jedinjenje rastvorljivo u vodi. Prirodno se javlja u Sest razlicitih
oblika: piridoksin, piridoksin 5'-fosfat, piridoksal, piridoksal 5'-fosfat, piridoksamin, i piridoksamin
5'-fosfat. Najvazniji bioloski aktivan oblik vitamina B6 je piridoksal 5'-fosfat, koji deluje kao
koenzim u preko 140 biohemijskih reakcija, ukljucujuéi karboksilaciju, transaminaciju, cepanje
aldola, deaminaciju i racemizaciju (Hellmann, 2010). Zbog toga je vitamin B6 ukljucen u razlicite
bioloske procese, poput metabolizma aminokiselina i homocisteina, metabolizma glukoze i lipida,
sinteze DNK/RNK i modulacije ekspresije gena (Spinneker et al., 2007). Uti¢e na sintezu
neurotransmitera, pretvaraju¢i levodopu u dopamin i olakSavajuci konverziju glutamata u GABA
(McCarty, 2000). Takode utice na funkciju imunih Celija i procese stvaranja krvnih elemenata
(Bessler i Djaldetti, 2016; Lamers et al., 2009). Vitamin B6 se apsorbuje u jejunumu, a u aktivnoj
formi se metaboliSe u jetri. Visak vitamina B6 eliminiSe se putem bubrega (poluzivot eliminacije
iznosi 15-20 dana) (Brown, 2018). Nedostatak vitamina B6 uzrokuje dermatitis i glositis (Hawkins,
1955), narusava funkciju nervnog sistema (depresija, konfuzija, neuropatija) (Tong, 2014) i
imunitet (Kirksey et al., 1990), i pospesuje razvoj i napredovanje karcinoma (Qian et al., 2017).
Smanjeni nivoi vitamina B6 u telu nalaze se u brojnim patoloskim stanjima, kao $to su hroni¢na
zavisnost od alkohola, gojaznost, zapaljenske bolesti creva, hroni¢na bubrezna insuficijencija i
reumatoidni artritis (Wu i Lu, 2012; Schumacher et al., 1975; Ligaarden i Farup, 2011). Nedostatak
vitamina B6 naj¢esce se javlja kada su i ostali vitamini B grupe u nedostatku, naro¢ito vitamin B12
i folna kiselina.

Znacajni izvori vitamina B6 su kvasac, ljuska pirin¢a, zrno zitarica i soje. Medutim, za
ishranu coveka od znacaja su sledece namirnice: meso, iznutrice, riblja ikra, mleko, jaja, pirinac,
proizvodi celog zrna Zitarica (posebno razi 1 kukuruza), mahunarke, banane 1 orasi.

Preporuceni dnevni unos (eng. Recommended Dietary Allowance-RDA) za muskarce uzrasta
od 14 do 50 godina je 1.3 mg, i preko 50 godina je 1.7 mg. Dok je za Zene uzrasta od 14 do 18
godina 1.2 mg, od 19 do 50 godina 1.3 mg, i preko 50 godina 1.5 mg. Za trudno¢u i dojenje koli¢ina
se povecava na 1.9 mg, odnosno 2.0 mg (Institute of Medicine, 1999).

Opseg normalnih vrednosti vitamina B6 u krvi se kre¢e 5-50 mcg/L kod ljudi.

Vitamin B6 u svom aktivnom obliku, piridoksal 5’-fosfat (PLP), kao kofaktor Sirokog
spektra enzima koji su neophodni za metabolizam aminokiselina, lipida i ugljenih hidrata (Shane et
al., 2000), ima i vaznu uloga kofaktora u mnogim inflamatornim putevima (Ueland et al., 2017). On
ima znacajnu ulogu u: funkcionisanju nervnog sistema (omogucava sintezu neurotransmitera
serotonina, dopamina, GABA-y-aminobuterne kiseline i norepinefrina), sintezi hema, potrebnog za
sintezu hemoglobina, biosintezi niacina, smanjuje delovanje steroidnih hormona (estrogena i
testosterona), sintezi nukleinskih kiselina 1 omogu¢ava imunom sistemu da sintetiSe antitela.
Vitamin B6 sluzi kao kofaktor dva glavna enzima u transulfuracionom metabolickom putu
homocisteina, cistationin B-sintaze i cistationin y-lijaze (Kraus et al., 2009; Miles et al., 2004). Ovaj
put je vazan za sintezu H2S i Cisteina koji je klju¢na aminokiselina za funkciju tripeptida glutationa
(GSH) (Stipanuk et al., 2011). GSH je vazna unutarcelijska antioksidativna zastita koja formira
reaktivne vrste kiseonika, a takode ucestvuje u reagulaciji inflamatornog odgovora posredovanjem u
sintezi citokina i aktivaciji faktora transkripcije poput nuklearnog faktora-kappa B i faktora-la
induciranog hipoksijom (HIF-1a) (Haddad et al., 2005). Vitamin B6 je hidrosolubilni kofaktor, koji
pokazuje antioksidativna i anti-inflamatorna svojstva (Stocker et al. 2003; Chen i Ksiong, 2005;
Matxain et al., 2006; Friso et al., 2004). Ranije studije su potvrdile da vitamin B6 pokazuje efekte
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antioksidansa u sli¢noj meri, kao 1 vitamini C i E (Bilski et al., 2000). Blagotvorno deluje na
kardiovaskularni sistem smanjujuc¢i upalu i stepen oksidativnog stresa (Martinez et al., 2000).
Utvrdeno je da vitamin B6 deluje i anti-ishemijski, blokiranjem purinergickih receptora (Dhalla et
al., 2013). Mahfouz i Kummerow (2004) pokazali su da je primena vitamina B6 i vitamina C
postigla antioksidativne efekte kod pacova sa eksperimentalno razvijenom hiperhomocisteinemijom
1 odrzavanjem sposobnosti njihovih aorti da proizvode prostaciklin normalnom brzinom. Sa druge
strane, jedna od studija je pokazala da se povecan nivo vitamina B6 dovodi u vezu sa niZzim
vrednostima C-reaktivnog proteina i 8-hidroksi-2'-deoksiguanozina, $to je u korelaciji sa povecanim
rizikom od nastanka kardiovaskularnih oboljenja (Shen et al., 2010).

Nedostatak vitamina B6 povecava peroksidaciju lipida i smanjuje antioksidativnu zastitu, pa
se stoga moze povezati sa aterogenezom (Matxain et al., 2009; Keles et al., 2010). Nizak nivo
vitamina B6 moze biti faktor rizika za nastanak koronarne bolesti zbog povecanja nivoa
homocisteina (Friso et al., 2004; Martinez et al., 2000). Nedostatak jednog ili vise vitamina B grupe
moze doprineti disfunkciji miokarda, pre svega iscrpljivanjem adenozin trifosfata (ATP) iz
kardiomiocita, §to izaziva slabljenje sr¢anog misi¢a (Neubauer et al., 1997). Nedostatak vitamina
B6 je zaista redak u razvijenim zemljama, medutim niski nivoi vitamina B6 otkriveni su kod
pacijenata sa alkoholizmom (Ulvik et al., 2010), dijabetesom (da Silva et al., 2012), kod Zena koje
su koristile oralne kontraceptive (Spinneker et al., 2007) i kod pusaca (Ulvik et al., 2010).

1.8  Folnakiselina (vitamin B9)

Vitamin B9 (medunarodna nomenklatura: folna kiselina, pteroilglutaminska kiselina;
zastareli nazivi: folacin, vitamin B10) je esencijalni mikronutrijent koji se prirodno 1 naj¢es¢e nalazi
u lisnatom zelenom povréu. ,,Folat™ je genericki termin za ¢lanove porodice vitamina B9, koji igraju
presudnu ulogu u kljuénim biosintetskim procesima u ¢elijama sisara. Mati¢na struktura je folna
kiselina, farmakolosko sredstvo koje se ne nalazi u prirodi. Zbog svoje stabilnosti, folna kiselina se
koristi kao izvor folata. Usled hidrofilne prirode naelektrisanog molekula folata, postoji minimalna
pasivna difuzija kroz ¢elijske membrane. Stoga, folat 1 njegovi derivati zavise od visoko specifi¢nih
transportera za njegovu apsorpciju u crevnom traktu i drugim sistemskim tkivima (Zhao et al.,
2009).

Folna kiselina je rastvorljiva u vodi. Molekul folata se sastoji od pteridinskog dela sa A i B
prstenovima. Redukuje se na B prstenu prvo na dihidrofolat (DHF), a zatim na tetrahidrofolat
(THF), koji predstavlja aktivan oblik folne kiseline u kome ona kao koenzim ucestvuje u bioloski
aktivnim procesima. Biljke 1 bakterije su sposobne za sintezu folata. Medutim, ljudi 1 Zivotinje nisu
sposobni da sintetiSu folnu kiselinu. Kod ¢oveka crevne bakterije sintetiSu folnu kiselinu. Vitamin
B9 je potreban za sintezu purinskih nukleotida i timidilata i, prema tome, neophodan za de novo
proizvodnju RNK 1 DNK. Folati su takode potrebni za sintezu metionina zavisnu od vitamina B12,
iz koje se formira S-adenozilmetionin, potreban za metilaciju DNK, histona, lipida i
neurotransmitera (Stokstad, 1990). Celije sisara, za razliku od bakterija, nemaju metabolicku
masineriju za sintezu folata. Dakle, potrebe za folnom kiselinom moraju biti u potpunosti
zadovoljene iz prehrambenih izvora. Tradicionalno, folati se dobijaju iz namirnica poput jetre i
tamnozelenog lisnatog povréa. Od nedavno komercijalno obogacivanje Zitarica, Zitarica 1 hleba
folnom kiselinom sada predstavlja vazan izvor folata. To je rezultiralo porastom nivoa folata u
tkivima i krvi (Jacques et al., 1999). Preporuceni dnevni unos (eng. Recommended Dietary
Allowance-RDA) za muskarce i Zene starije od 19 godina treba da bude 400 mcg. Trudnice i dojilje
zahtevaju 600 mcg, odnosno 500 mcg.

Kod odraslih, normalna vrednost ukupnih folata u organizmu je izmedu 10 i 30 mg, sa
opsegom u krvi ve¢im od 7 nmol/L (3 ng/ml).

Folna kiselina aktivno ucestvuje u procesima regulisanja sinteze krvnih celija, kao i u
regulisanju nekih vrsta anemije. Pozitivno utice na rad Zeluca 1 jetre, kao 1 na rad imunog sistema.
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Posebno znacajnu ulogu folna kiselina ima tokom trudnoce, jer uti¢e na formiranje nervnih celija
embriona.

Vitamin B9-folna kiselina (FA) je neophodan za sintezu NO (Verhaar, 1998) i zbog toga je
neophodan za pravilno funkcionisanje endotela (Chambers, 2000). Razli¢ita istraZivanja pokazala
su da primena folne kiseline smanjuje nivo homocisteina u plazmi (Joseph i Loscalzo, 2013).
Direktna, intrakoronarna aplikacija folne kiseline (30 mg) dovodi do koronarne vazodilatacije i do
blagog snizenja arterijskog krvnog pritiska kod obolelih od koronarne bolesti. Takode kroz ovu
studiju je pokazan nezavisan uticaj folne kiseline na vaskularnu funkciju u odnosu na efekte
snizenja homocisteina (Tawakol et al., 2005). Moens et al. (2008) primetili su da primena folata
smanjuje ishemiju miokarda i postreperfuziona oSte¢enja kod pacova. U istrazivanju izolovanog
srca pacova, ustanovljeno je da perfuzija srca folnom kiselinom znacajno poveéava protok kroz
koronarne arterije i smanjuje stvaranje superoksidnog anjona, ali dovodi do poveéanja indeksa
peroksidacije lipida (Djuric et al., 2007). Sa druge strane, folna kiselina primenjena subhroni¢no (5
mg/kg 1 10 mg/kg) pokazala je anti-epileptogeno dejstvo na DL-homocistein tiolaktonom
indukovanu epilepsiju (Markovic et al., 2011). Istrazivanje u Japanu iz 2010. godine pokazalo je da
je unos folne kiseline u obrnutom odnosu s rizikom za kardiovaskularne bolesti, ukljucujuci SI,
takode (Cui et al., 2010). Otkriveno je da suplementacija koja kombinuje folnu kiselinu i vitamine
B6 i B12 tokom pet godina ne smanjuje rizik od pojave kardiovaskularnih dogadaja kod visoko
rizi¢ne populacije sa vaskularnim bolestima (Cui et al., 2010). Suprotno tome, velika randomizirana
studija, HOPE-2, u kojoj su se primenjivali vitamini B grupe (B6, folat-B9 i B12) kod pacijenata sa
vaskularnom bole$¢u nije pokazala protektivan uticaj ovih vitamina na smrtnost od SI (Lonn E et
al., 2016).

Pokazano je da pacijenti sa SI imaju neadekvatan unos folata (Roger et al., 2004). Pojedini
autori navode da folati pozitivno uti¢u na endotelnu funkciju, i to nezavisno od efekata folata na
snizavanje homocisteinemije (Moens et al., 2007; Shirodaria et al., 2007). Primena folata smanjuje
miokardnu ishemiju i post-reperfuzijske povrede kod pacova (Moens et al., 2008). Neadekvatan
unos folne kiseline, vitamina B6 i B12 dovodi do poveéanja vrednosti homocisteina u plazmi.
Hiperhomocisteinemija je nezavisan faktor rizika za aterosklerozu, vensku trombozu i koronarnu
bolest, kao i za sr¢anu insuficijenciju.

Nedostatak folne kiseline je povezan sa mnogim poremecajima. Tu se ubrajaju
megaloblastna anemija, vaskularne bolesti 1 tromboza, neuroloSki poremecaji. Nedostaci vitamina
B9 1 B12 povezani su sa lo§im ishodima trudnoce, kao §to su mala porodajna teZina, prevremeni
porodaj i abruptio placenta (Molloy et al., 2008). Pokazana je i korelacija izmedu niskog nivoa
folata ili B12 i rizika od oStecenja ,,nervne cevi (NTD) (Smithells et al., 1976), a perikonceptualni
dodaci vitamina koji sadrze folnu kiselinu (FA) znacajno smanjuju NTD (Smithells et al., 1980;
Laurence et al., 1981; Czeizel i Dudas, 1992). Nedostatak folne kiseline moze se javiti u bilo kojoj
starosnoj grupi, iako iz mnogo razli¢itih razloga. Promene koje mogu rezultirati nedostatkom folata
mogu se javiti na nivou i apsorpcije i metabolizma.
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19 Eksperimentalni animalni modeli sr¢ane insuficijencije

Animalni modeli mogu u potpunosti oponasati odredeno stanje ¢oveka. Animalni modeli
srcane insuficijencije imaju brojne prednosti u proucavanju ovog sloZzenog oboljenja. Mozemo ih
podeliti na modele malih i velikih eksperimentalnih Zivotinja. Modeli malih eksperimentalnih
zivotinja (misevi, pacovi i zamor¢i¢i) nam pomazu u razumevanju slozenih mehanizama nastanka i
progresije Sl, kao i u razvoju novih pristupa u le¢enju. Oni su relativno jeftini i zbog kratkih perioda
gestacije moze se proizvesti veliki broj uzorka u relativno kratkom vremenskom periodu. Ovi
modeli obi¢no koriste genetske modifikacije, farmako-toksikoloski i hirurSki pristup, koji se takode
mogu kombinovati (Riehle i Bauersachs, 2019). Stoga se npr. modeli pacova intenzivno koriste za
proucavanje dugoro¢nih farmakoloskih intervencija, ukljucujuci studije dugorocnog prezivljavanja
(Pfeffer et al., 1979; Sakai et al., 1996). Na Slici 1.3 prikazani su razli¢iti modeli sr¢ane
insuficijencije razvijeni kod malih eksperimentalnih zivotinja.
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Uklanjanje
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srcane slabosti

Povecan
pritisak u LK

Vazokonstrikcija Uklanjanje
Povecan aorte suZenja

pritisak u LK +

VY

Ishemijsko
ostecenje
Ishemijsko .
ostecenje
ligatura
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Povecan

|
|

pritisak u DK Vazokonstrikcija plucne arterije

Povecano
volumno Aortokavalna
opterecenje fistula

) A
Toksi¢na R / DOX, 1S0, MCT,
kardiomiopatija ~5 Hcy, EtOH

Genetska M
modifikacija ®

Slika 1.3 Shematski prikaz razli¢itih stresora u modelovanju sréane insuficijencije sa smanjenom
ejekcionom frakcijom (HFrEF) kod malih eksperimentalnih zivotinja. Ovi modeli mogu proizvesti i
SI sa ocuvanom ejekcionom frakcijom (HFpEF), koja prethodi kasnijoj HFrEF. DOX,
doksorubicin; EtOH, etanol; Hcy, homocistein; I/R, ishemija/reperfuzija; 1SO, izoproterenol; LAD,
leva anteriorna descendentna arterija; LV, leva komora; MCT, monokrotalin; RV, desna komora
(Nustracija preuzeta i prevedena iz Riehle i Bauersachs, 2019.)
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U poredenju sa modelima malih eksperimentalnih Zivotinja, veliki zivotinjski modeli su
radno zahtevniji, skuplji i zahtevaju veée i vise specijalizovane objekte. Na Slici 1.4 su graficki
prikazani razli¢iti modeli SI kod velikih eksperimentalnih Zivotinja.

Modell HfrEF velikih zwotana

\gf)
r

Hiruski modeli

2

Endovaskularni modeli

Prednosti: - Veoma precizni Prednosti: - Manji intenzitet rada
- ViSe varijacija medu procedurama - Brze
- Primena dodatne opreme za nadzor - Manji stepen operativnih komplikacija
- Manje naprezanje zivotinja
Mane: - Visok intenzitet rada
- Spor Mane - Ogranicene metode
- Vise postoperativnih komplikacija - Neophodno zamisljanje
- ViSe naprezanje zivotinja - Bez dodatne opreme
Ishemija
Akutne: - Podvezivanje arterija Akutne: - Okluzija balonom (i reperfuzija)
(+ reperfuzija) - Embolizacija
Hroni¢ne: - Konstrikcija ameroidom Hronicne: - Ponavljajuca mikroembolizacija

- Bottleneck/hourglass stent
- Bakarni stent

Opterecenje pritiskom
- Podvezivanje aorte .
- Podvezivanje renalne -l

arterije
- DOCA (+ dijeta)

- Stentiranje mlade descedentne aorte
- Stentiranje renalne arterije

- Hiruska mitralna
regurgitacija
- Arteriovenska fistula

- Presecanje mitralnih horoidnih resica

Citotoksi¢no

- Doksorubicin (i.v) + AVF

- Doskorubicin (intrakoronarno)

Pacing
- Epikardijalno
- Pojedinacni vs.
Multipli odvodi

Slika 1.4 Graficki prikaz hirurskih i endovaskularnih modela SI sa redukovanom ejekcionom
frakcijom (HfrEF) kod velikih eksperimetalnih Zivotinja (llustracija preuzeta i prevedena iz

Spannbauer et al., 2019.)
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Postoji vrlo malo transgenih modela velikih eksperimentalnih zivotnja, i nove je tesko
uspostaviti. Medutim, ovi modeli imaju i nekoliko znacajnih prednosti Sto opravdava njihovo
koris¢enje u proucavanju etipatogeneze i terapije sréane insuficijencije (Riehle i Bauersachs, 2019).
Naime, postoji nekoliko ograni¢enja u upotrebi modela pacova, kao jednog od modela malih
eksperimentalnih Zivotinja, U pogledu razlika u funkciji miokarda u poredenju sa ljudskim srcem.
Miokard pacova pokazuje razlike u akcionom potencijalu, u smislu trajanja akcionog potencijala
(Bers, 1991), uklanjanjem Ca*? iz citosola dominira aktivnost Ca*? pumpe sarkoplazmatskog
retikuluma, dok je aktivnost Na*/Ca*?-izmenjivada manje znacajna (Bers, 1991; Pieske et al., 1997),
sr¢ana frekvenca u mirovanju je pet puta veé¢a kod pacova (Bers, 1991). Takode, stepen bazalnog
metabolizma 1 koriS¢enje kiseonika se razlikuju u pacova i miSeva, u odnosu na coveka
(Spannbauer et al., 2019). Pored toga, animalni modeli se Cesto razvijaju na definisanoj genetskoj
osnovi koja ne odrazava raznolikost ljudske populacije, Sto moze rezultirati razli¢itim fenotipovima
iz istog monogenog poremecaja. Uprkos ovim ograni¢enjima, pravilno kreirani Zivotinjski modeli
mogu umnogome da pruze razumevanju patofizioloskih mehanizama i1 unapredenju terapijskih
protokola.

U pogledu zahvacenosti dela srca, postoji leva i desna srana insuficijencija. Kod leve
srcane insuficijencije podela je izvrSena na sistolnu i dijastolnu sr¢anu insuficijenciju. Razvijena je
velika vecéina Zivotinjskih modela za sistolnu sréanu insuficijenciju odnosno SI sa smanjenom
ejekcionom frakcijom. Osim §to je prili¢no tesko replikovati Cistu dijastolnu sréanu insuficijenciju
(odnosno SI sa ocuvanom ejekcionom frakcijom) u Zivotinjskim modelima, ovo su takode modeli
koji su vrlo zahtevni i vremenski se dugo razvijaju. Stoga ne iznenaduje ¢injenica da vecina do sada
razvijenih modela Sl predstavlja model sistolne sr¢ane insuficijencije (Gomes et al., 2013).
Insuficijencija desnog srca moze biti krajnji uzrok smrti kod pacijenata sa akutnom ili hroni¢cnom
pluénom arterijskom hipertenzijom (PAH). Kako PAH &esto nastaje sekundarno u odnosu na druge
kardiovaskularne bolesti, cilj leCenja je terapija bolesti koja je u osnovi nastanka PAH. Medutim,
znamo da je insuficijencija desnog srca nezavisan faktor rizika, te stoga terapija koja vodi
poboljsanju funkcije desnog srca moze poboljsati morbiditet i mortalitet pacijenata sa plu¢nom

hipertenzijom. Postoji nekoliko eksperimentalnih modela desne srcane insuficijencije (Andersen et
al., 2020):

1. Modeli akutne desnostrane sr¢ane insuficijencije
a. Plué¢na emboljja:
I  farmakoloska vazokonstrikciona koagulacija
Il spoljadni arteficijalni koagulum
11 spoljasnji autologi koagulum
IV duboka venska tromboza
b. Okluzija pluéne arterije:
I podvezivanje pluéne arterije
Il balon plu¢ne arterije
2. Modeli izazvani povecanim pritiskom
a. Okluzija pluéne arterije
b. Pluéna hipertenzija:
I monokrotalin
Il monokrotalin + hipoksija
1l monokrotalin + pneumonektomija
IV hroni¢na hipoksija
V  sugen + hipoksija
VI  hroni¢na tromoembolijska hipertenzija
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3. Modeli kombinovanog optere¢enja volumenom 1 pritiskom:
a. Opterec¢enje volumenom + plu¢na hipertenzija:
I monokrotalin + Sant
Il hroni¢no arterio-vensko Santovanje
1l fetalni aorto-pulmonalni Sant
b. Optereé¢enje volumenom + ligatura pluc¢ne arterije:
I Sant + ligature plucne arterije
Il pluéna regurgitacija + ligature pluéne arterije

Hroni¢na izlozenost hipoksiji i primena monokrotalina koji uzrokuje ostecenje plucnih
endotelnih ¢elija (Kay et al., 1967) su dva glavna modela za istrazivanje PAH i posledi¢ne sréane
insuficijencije, razvijena u proteklim decenijama (Stenmark et al., 2009). Monokrotalin je biljni
toksin, jedanaestoClani cikli¢ni pirolizidinski alkaloid, izveden iz semena biljke Crotalaria
spectabilis, koji se moze primeniti intraperitonealnom, subkutanom ili intravenskom aplikacijom da
bi se indukovala disfunkcija desne komore i SI u periodu od 4-6 nedelja (Buermans et al., 2005;
Usui et al, 2006). Alkaloid monokrotalin prevodi se u reaktivni pirol metabolit
dehidromonokrotalin u jetri, u reakciji koju katalizuje citohrom P450 (Gomez-Arroyo et al., 2012).
On izaziva oStecenje endotela i dovodi do disbalansa izmedu vazodilatatornih i vazokonstriktornih
supstanci, §to uzrokuje promene vaskularnog zida, porast plu¢nog vaskularnog otpora i hipertrofije
desnog srca, kao i oksidativni stres, i u krajnjem ishodu sréanu insuficijenciju. Toksi¢nost
monokrotalina u plu¢ima uzrokovana je njegovim efektima na metabolizam azotnog monooksida,
antiapoptoticke i1 proliferativne faktore i membranske proteine (Huang et al., 2010). Takode, on
uti¢e 1 na put Nrf2 Sto dovodi do povecane aktivacije kaspaze 3, oksidativnog oStecenja i
inflamacije (Nakayama et al., 2010).

Dhalla et al. (1996) su u svom istrazivanju na pacovima sa indukovanom sréanom
insuficijencijom izazvanom podvezivanjem aorte, pokazali da su rani znaci kompenzatorne
hipertrofije leve komore u sprezi sa smanjenjem antioksidantnih enzima (superoksid dizmutaza-
SOD i katalaza-CAT) u miokardu. Tokom istrazivanja na ovim zivotinjama je primenjena
suplementacija vitaminom E koji je povec¢ao koncentraciju antioksidantnih enzima kako u krvi tako
i u miokardu, ali je pozitivno uticao i na histomorfometrijske parametre. Kroz ovo istrazivanje je
pokazano da oksidativni stres moZe biti u osnovi dogadaja od hipertrofije srca do dilatacije 1
progresivne sréane insuficijencije.

Infarkt miokarda nakon ligacije koronarne arterije kod pacova Siroko je koriS¢en model
sr€ane insuficijencije. Ako leva koronarna arterija nije u potpunosti podvezana, sréana
insuficijencija moze nastati kao posledica hroni¢ne ishemije miokarda (Kajstura et al., 1994).

Jo§ jedan zivotinjski model koji moze biti pogodan za proucavanje prelaska Ssa
kompenzovane hipertrofije na incuficijenciju je Dahl soj pacova osetljiv na so (Dahl et al., 1962;
Inoko et al., 1994). Ovaj soj pacova razvija sistemsku hipertenziju nakon §to je primenjena dijeta sa
visokim sadrzajem soli. Sréana insuficijencija je u sprezi sa smanjenim performansama miokarda,
kao $to je prikazano na izolovanim preparatima (Inoko et al., 1994).

Model spontanog hipertenzivnog pacova je takode jedan od modela sréane insuficijencije,
koji je uspostavljen kao model genetske hipertenzije (Okamoto i Aoki, 1963). Nastanak
insuficijencije je povezan sa znafajnim promenama u ekspresiji gena koji kodiraju vancelijski
matriks (Boluyt et al., 1994).

Doksorubicin pokazuje akutnu i hroni¢nu kardiotoksicnost i koristi se za izazivanje srcane
insuficijencije kod razli€itih Zivotinjskih vrsta. Nekoliko razli¢itih mehanizama ukljuceno je u
patofiziologiju sréane insuficijencije izazvane doksorubicinom, ukljuc¢ujuéi stvaranje slobodnih
radikala i peroksidaciju lipida, reaktivne sulfhidrilne grupe, vezivanje za regulatorna mesta kanala
ili inhibiciju sinteze mMRNK i proteina (Dodd et al., 1993).
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Pored doksorubicina, i izoproterenol moZze izazvati sr¢anu insuficijenciju tokom vremena i
nakon dovoljnog oSte¢enja miokarda (Oudit et al., 2003). I ovaj model se karakteriSe apoptozom
miocita i oksidativnim stresom (Wang et al., 2004).

Hiperhomocisteinemija je identifikovana kao uzrocni faktor sranog stresa i disfunkcije i
kod spontano hipertenzivnih i normotenzivnih pacova. Kod pacova, suplementacija homocisteinom
tokom 10 nedelja dovodi do hiperhomocisteinemije i posledi¢ne ventrikularne disfunkcije sa
ugrozenom sistolnom i dijastolnom funkcijom. Glavni faktori ukljuceni u razvoj ove srcane
insuficijencije su oksidativni stres i inflamatorni medijatori (Andersen et al., 2020).
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2. CILJEVI

Ciljevi ovog rada bili su:

1. Da se u grupi zdravih eksperimentalnih Zivotinja (kontrolna grupa) i u grupi zivotinja
tretiranih  monokrotalinom (M) ispitaju funkcionalne karakteristike srca (ehokardiografski) i
koncentracija pokazatelja ostecenja srca u serumu (koncentracija troponina T (hs ¢TnT)) radi
potvrde animalnog modela SI, kao i da se u grupama zivotinja tretiranih vitaminom B6 (B6),
folnom kiselinom (FK), kombinacijom vitamina B6 i folne kiseline (B6+FK), monokrotalinom i
vitaminom B6 (M+B6), monokrotalinom i folnom kiselinom (M+FK) i monokrotalinom,
vitaminom B6 i folnom kiselinom (M+B6+FK) ispita koncentracija troponina T (hs cTnT).

2. Da se u grupi zdravih eksperimentalnih zivotinja (kontrolna grupa) i u grupama zivotinja
tretiranih monokrotalinom (M), vitaminom B6 (B6), folnom kiselinom (FK), kombinacijom
vitamina B6 i folne kiseline (B6+FK), monokrotalinom i vitaminom B6 (M+B6), monokrotalinom i
folnom kiselinom (M+FK) i monokrotalinom, vitaminom B6 i folnom kiselinom (M+B6+FK)
odredi koncentracija homocisteina, glukoze, ukupnog holesterola, HDL, triglicerida, aktivnosti
enzima transaminaza (AST, ALT), alkalne fosfataze i a-amilaze, pokazatelja funkcije bubrega
(urea, kreatinin), ukupnih proteina, albumina, mokra¢ne kiseline i IL-6, CRP, fibrinogena, D-dimera
i von Willebrand —ovog faktora u krvi pacova.

3. Da se u grupi zdravih eksperimentalnih Zivotinja (kontrolna grupa) i u grupama Zivotinja
tretiranih  monokrotalinom (M), vitaminom B6 (B6), folnom kiselinom (FK), kombinacijom
vitamina B6 i folne kiseline (B6+FK), monokrotalinom i vitaminom B6 (M+B6), monokrotalinom i
folnom kiselinom (M+FK) i monokrotalinom, vitaminom B6 i folnom kiselinom (M+B6+FK)
odrede parametri oksidativnog stresa u tkivu srca pacova (aktivnost enzima: superoksid dismutaze
(SOD), glutation peroksidaze (GPx), status tiola, sadrzaj nitrotirozina, sadrzaj karbonilnih grupa),
koncentracija oksidovanog (GSSG) i ukupnog glutationa (GSH) i ukupna S — glutationilacija
proteina u tkivu srca pacova.

4. Da se u grupi zdravih eksperimentalnih Zivotinja (kontrolna grupa) i u grupama Zivotinja
tretiranih  monokrotalinom (M), vitaminom B6 (B6), folnom kiselinom (FK), kombinacijom
vitamina B6 i folne kiseline (B6+FK), monokrotalinom i vitaminom B6 (M+B6), monokrotalinom i
folnom kiselinom (M+FK) i monokrotalinom, vitaminom B6 i folnom kiselinom (M+B6+FK)
ispitaju strukturne karakteristike srca odredivanjem histomorfoloskih promena u srcu (debljina zida
leve i desne komore, i medukomorskog zida, kao i dimenzija kardiomiocita u zidu leve komore), i
imunohistohemijski odredi ekspresija pokazatelja proliferativnog kapaciteta (Ki67, PCNA) u
kardiomiocitima i fibroblastima intersticijuma.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1  Eksperimentalne zivotinje

U eksperimentu su koris¢eni muzjaci pacova, soja Wistar albino, pocetne telesne mase 140-
160 g i starosti 25-30 dana na pocetku eksperimenta. Zivotinje su nabavljene iz akreditovanog
vivarijuma u Beogradu. Zivotinje su bile smestene pojedinaéno ili grupno u pleksiglas-
transparentnim kavezima sa dnom oblozenim SuSskom, sa hranom i vodom bez ograni¢enja u
konstantnim ambijentalnim uslovima: temperatura 21+£2°C, vlaznost 55+5% i dvanaestoCasovni
ciklus svetlo-tama (svetlo 07:30-19:30 h). Pre zapocetih eksperimenata Zzivotinje su se
aklimatizovale na laboratorijske uslove tokom 3 dana.

Svi eksperimentalni postupci su bili u skladu sa Evropskom direktivom o dobrobiti
laboratorijskih zivotinja (br. 2010/63/EU) i odobreni su od strane Etickog komiteta za brigu o
zivotinjama, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, Direkcije za veterinu, Republike
Srbija (licenca broj 323-07-01339/2017-05/2).

3.2  Eksperimentalne grupe

Sve eksperimentalne Zivotinje (ukupno 72) su rasporedene u 9 grupa (po 8 Zivotinja u svakoj
pojedinacnoj grupi):

I grupa (n=8; K): jednokratni ip. tretman fizioloskim rastvorom (0.9 % NaCl)
Il grupa (n=8; K28): fizioloski rastvor (0.9 % NaCl) ip., svakodnevno tokom 28 dana
1 grupa (n=8; M ): jednokratno ip., monokrotalin (50 mg/kg t.m.)
IV grupa (n=8; B6): vitamin B6 (7 mg/kg t.m.) ip., svakodnevno tokom 28 dana
V  grupa (n=8; FK): folna kiselina (vitamin B9) (5mg/kg t.m.) ip., svakodnevno tokom
28 dana
VI  grupa (n=8; B6+FK): vitamin B6 (7mg/kg t.m.) i folna kiselina (vitamin B9)
(5mg/kg t.m.) ip., svakodnevno tokom 28 dana
VIl grupa (n=8; M+B6): jednokratno ip. monokrotalin (50 mg/kg t.m.) i vitamin B6 (7
mg/kg t.m.) ip., svakodnevno tokom 28 dana
VIl grupa (n=8; M+FK): jednokratno ip. monokrotalin (50 mg/kg t.m.) i folna kiselina
(vitamin B9) (5mg/kg t.m.) ip., svakodnevno tokom 28 dana
IX  grupa (n=8; M+B6+FK): jednokratno ip. monokrotalin (50 mg/kg t.m.) i zajedno
vitamin B6 (7mg/kg t.m.) i folna kiselina (vitamin B9) (5mg/kg tm.) ip.,
svakodnevno tokom 28 dana.

Inicijalno, za svaku eksperimentalnu grupu je planirano 10 eksperimentalnih zivotinja, osim
za monokrotalinsku grupu za koju je planirano 11 Zivotinja, a konacan broj rezultata od
eksperimentalnih zivotinja po grupama prikazan je u odnosu na potrebu za uklanjanjem ekstremnih
vrednosti i rezultata onih Zivotinja koje su uginule tokom trajanja eksperimenta.
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3.3 Eksperimentalni protokol

3.3.1 Indukcija sréane insuficijencije

Indukcija Sl je izvrSena jednokratnom intraperitonealnom (ip.) primenom monokrotalina
(C16H23NOsg, molekulske mase 325.361 g/mol) u dozi od 50 mg/kg telesne mase.

3.3.2 Varijable merene u studiji

Pre pocetka, ali i tokom istrazivackog perioda, sve zZivotinje su bile pod stalnim prac¢enjem,
pri ¢emu je nedeljno registrovana telesna masa svake zivotinje. Nakon zavrSenog eksperimentalnog
perioda izvrSeno je Zrtvovanje zivotinja giljotinom za pacove, uzimanje krvi za analize i potom
hirur§ko izolovanje srca pacova. Nakon izolovanja srce je isprano fizioloSkim rastvorom (0.9 %
NaCl) i osuseno filtar papirom. Srce pacova je izmereno za racunanje kardio-somatskog indeksa
(KSI je odreden pomocu formule: KSI = [masa srca (g)/ telesna masa pacova (g)) * 100] (Kang et
al., 2007). Krv za odredivanje koncentracije biohemijskih parametara dobijena je prikupljanjem krvi
u specijalne epruvete postupkom iskrvarenja Zivotinje. Nakon prikupljanja uzorci krvi su odstojali
15 min na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirani (15 min na 3000 g), i analizirani (plazma ili
serum). Potom je za potrebe biohemijskih ispitivanja tkivo homogenizovano i centrifugirano, i
nadtalog je zamrznut na -80°C do analize. Za histolosku analizu tkivo srca pacova je odlozeno u
pripremljene posude sa formalinom koje su ¢uvane na sobnoj temperature.

3.3.3 Ehokardiografska merenja

Morfologija i funkcija sréanog miSi¢a procenjivani su ultrazvu¢nim pregledom na pacovima
pod blagom sedacijom acepromazinom (0.5 mg/kg im. 15 minuta pre pregleda), prenosivim
ALOKA ProSound 2 aparatom i linearnom sondom podesenom na frekvencu od 13 MHz. Zivotinje
su na stolu za pregled postavljane da leZze na levom boku i pregled se obavljao u desnoj
parasternalnoj kratkoj osi, kratkom preseku na nivou papilarnih misi¢a u B- i M-modalitetu®. U M-
modalitetu su, potom, vrSena slede¢a merenja:

e pre¢nik medukomorne pregrade u dijastoli (eng. interventriculal septum at diastole — 1VSd),

e unutrasnji precnik leve komore u dijastoli (eng. left ventricular diastolic internal diameter —
LVIDd),

e debljina sréanog zadnjeg zida u dijastoli (eng. posterior wall thickness at diastole — PWd),

e precnik medukomorne pregrade u sistoli (eng. interventriculal septum in systole — 1VSs),

e unutras$nji pre¢nik leve komore u sistoli (eng. left ventricular systolic internal diameter —

LVIDs),

e debljina zadnjeg sréanog zida u sistoli (eng. posterior wall thickness at systole — PWS5s)
e unutra$nji precnik desne komore (eng. right ventricular internal diameter — RVID).

Ostali parametri racunati su prema Teicholzovim formulama (Brown et al., 2002), i to:

e frakciono skrac¢enje leve komore (engl. left ventricular fractional shortening — FS)

(LVIDd — LVIDs)

FS (%) = [VIDd x 100

1B od engleske reci brightness — bistrina i M od engleske re¢i motility — gibanje, pokretljivost
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e zapremina leve komore na kraju dijastole (eng. left ventricular end diastolic volume — EDV)
EDV (mL) = 1.047x(LVIDd)?

e zapremina leve komore na kraju sistole (eng. end systolic volume — ESV)
ESV (mL) = 1.047x(LVIDs)?

e udarni volumen (eng. stroke volume — SV) SV (mL) = EDV-ESV

e ejekciona frakcija leve komore (engl. left ventricular ejection fraction — LVEF)

LVEF (%) = SV 100
°) = Epv ™

3.3.4 Odredivanje biohemijskih parametara u serumu i plazmi

Biohemijski parametri u serumu i plazmi odredivani su komercijalnim kitovima (Siemens
Healthcare Diagnostics Ltd., Frimley, Camberley UK) na automatskom analizatoru (Dimension
Xpand, Siemens, Germany) i spektrofotometrijskom metodom. Homocistein u serumu (Hcy) meren
je kompetitivnim imuno-testom koriste¢i direktnu, hemiluminescentnu tehnologiju na ADVIA
Centaur KSP sistem (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarritovn, Nev lork, USA). Nivoi glukoze
(GLUC), uree (UREA), kreatinina (CREA) i parametri lipidnog profila (ukupni holesterol (TC),
lipoproteinski holesterol velike gustine (HDL-C), trigliceridi (TG)), ukupni proteini (TP), albumin
(ALB), aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), a-amilaza (a-AMY) i
alkalna fosfataza (ALP) izmereni su pomoc¢u komercijalnih kompleta za spektrofotometriju
(Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark, New Jersey, SAD) na automatskom analizatoru
(Dimension Kspand, Siemens). Nivo LDL-C je odredivan Friedewald-ovom jednac¢inom. Nivoi
mokraéne kiseline u serumu (UA) odredeni su spektrofotometrijski pomoc¢u komercijalnih kompleta
(Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Frimley, Camberley, UK) na automatskom biohemijskom
analizatoru (Dimension Xpand, Siemens). Koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP) u serumu je
bila merena komercijalnim testom na automatskom biohemijskom analizatoru (Dimension Xpand,
Siemens). Nivoi sr¢anog troponina T (hs ¢TnT) mereni su visoko osetljivim testom koriste¢i Roche
Cobas e601 automatizovani analizator (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemacka). Koncentracija
interleukina IL-6 izmerena je pomocu automatizovanog elektrohemiluminescentnog imunoloskog
testa na Cobas E601 analizatoru (Roche Diagnostics). Koncentracija fibrinogena odredena je
modifikovanim Clauss testom (sediSte kompanije Siemens Healthineers, Erlangen, Nemacka).
Koncentracija D-dimera odredivana je imunoturbidimetrijski, dok je aktivnost von Willebrand-ovog
faktora (VWF) utvrdena testom INNOVANCE® VWF Ac koris¢enjem BCS KSP analizatora
(sediSte kompanije Siemens Healthineers).

3.3.5 Priprema tkiva srca za biohemijske analize

Tkivo srca je homogenizovano u 50 mM RIPA (engl. Radio-Immunoprecipitation Assay)
puferu (50 mM TRIS-HCI pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% natrijum deoksiholat, 150 mM NaCl, 50 mM
NaF, 0.001 M DTT, 1mM fenoksimetilsulfonil fluorid, 0.2 mM natrijum ortovanadat i komercijalno
dostupan koktel inhibitora proteaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), a zatim
centifugirano na 14000 rpm 30 minuta na +4 °C. Nadtalog je koris¢en kao polazni materijal za
citosolnu aktivnost glutation peroksidaze (GPx), superoksid dizmutaze (SOD), sadrzaj tiol grupa,
karbonilni sadrZaj i sadrZaj nitrotirozina i ¢uvan je na -80° C do analize.

Za odredivanje koncentracije oksidovanog 1 ukupnog glutationa, tkivo srca je
homogenizovano u 5% sulfosalicilnoj kiselini i centrifugirano na 3000 g 20 minuta na +4°C. Ovako
dobijeni supernatant koris¢en je za analizu i ¢uvan na -80 ° C do spektrofotometrijske analize.

Za merenje koncentracije proteina u homogenatu i citosolnim frakcijama koris¢en je
komplet za ispitivanje proteina (eng. Bicinchoninic Acid Protein Assay, Sigma—Aldrich, USA).
Princip metode zasnovan je na kvantifikovanju smanjenja Cu*? na Cu*!, srazmerno koncentraciji
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proteina u uzorku. Standardna kriva proteina govedeg serumskog albumina (eng. bovine serum
albumin-BSA) je koriS¢ena za odredivanje koncentracija proteina na kraju izrazenih kao g/L.

3.3.6 Odredivanje parametara oksidativnog stresa u tkivu srca pacova

Aktivnost SOD je odredivana spektrofotometrijski po metodi Misra-Fridovich (Misra i
Fridovich, 1972), dok je aktivnost GPx odredivana po metodi Gunzler i saradnici (1974).

3.3.6.1 Odredivanje karbonilnog sadrzaja u tkivu srca pacova

Karbonilni sadrzaj u tkivu srca odredivan je primenom ELISA metoda. Uzorci koji sadrze
protein reagovali su sa dinitrofenilhidrazinom (DNPH). Zatim su neproteinski sastojci i
nekonjugovani DNPH razdvojeni koriS¢enjem ultracentrifuge. Proteini su adsorbovani na ELISA
plo¢i i inkubirani sa anti-DNPH antitelom pra¢enim antitelo—povezanom peroksidazom izolovanom
iz rena. Apsorbance su povezane sa standardnom krivom pripremljenom sa oksidovanim serum
albuminom. Sadrzaj karbonilnih proteina je racunat iz procenjene karbonilne koncentracije i
ukupnog sadrzaja proteina u uzorku. Iz tog razloga, potrebno je paralelno odredivanje sadrzaja
proteina (Buss et al., 1997; Levine et al., 1994).

3.3.6.2 Odredivanje sadrzaja nitrotirozina u tkivu srca pacova

Za merenje sadrzaja nitrotirozina u tkivu srca pacova kori$éen je ELISA test. Esej se zasniva
na ,,sendvi¢” tehnici. Standardi, kontrole i razblazeni uzorci u kojima se analizira sadrZaj
nitrotirozina su dodati u “bunare” ELISA ploce koji su prekriveni sa poliklonalnim kozjim anti-
nitrotirozin antitelima. Tokom prve inkubacije nitrirani proteini se vezuju imobilizovanim
primarnim antitelom. Zatim peroksidaza-konjugovana poliklonalna kozja anti-humana antitela su
dodata u svaki ,,bunar” i formirali su ,,sendvi¢” koga ¢ine primarno antitelo - nitrirani protein -
peroksidaza-konjugat. Tetrametilbenzidin je koriSéen kao supstrat za peroksidazu. Na kraju,
reakcija je prekinuta dodavanjem H2SO4. Boja je promenjena iz plave u Zutu. Intenzitet Zute boje je
direktno proporcionalan koncentraciji nitrotirozina. Opti¢ka gustina je merena na 450 nm. Sadrzaj
nitrotirozina je odredivan na osnovu standardnih kriva (Peluffo i Radi, 2007).

3.3.6.3 Odredivanje tiolnog statusa u tkivu srca pacova

Za odredivanje tiolnog statusa je primenjen ELISA test. Kada su uzorci dodati u reakcioni
pufer, slobodne i vezane SH grupe u uzorcima podvrgnutim reakciji rezultirale su u nastanku Zuto
prebojenih proizvoda sa apsorpcionim maksimumom na 412nm (Himmelfarb et al., 2004; Jocelyn,
1987; Belch et al., 1991).

3.3.6.4 Odredivanje koncentracije oksidovanog (GSSG) i ukupnog glutationa (GSH) u tkivu srca
pacova

Koncentracije oksidovanog (GSSG) 1 ukupnog glutationa (GSH) je odredivana
spektrofotometrijski koriS¢enjem glutation recikliraju¢eg metoda. Za merenje ukupnog GSH,
uzorak je inkubiran u 1ml natrijum fosfatnog pufera koji sadrzi 0.6 mM 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoi¢ne kiseline) (DTNB) 1 1 U/ml GSH reduktaze. Reakcija je zapoceta dodavanjem
1.2mM NADPH i promena apsorbance je pracena na 412 nm. Vrednost ukupnog GSH je odredena
koriS¢enjem standardne krive za GSH. Za odredivanje GSSG, primenjen je isti recikliraju¢i esej
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nakon kori§¢enja 2-vinilpiridina za uklanjanje redukovanog GSH. Koncentracija redukovanog
glutationa je izraCunata oduzimanjem koncentracije oksidovanog glutationa od koncentracije
ukupnog glutationa i izrazena kao nmol/mg proteina (Ravindranath, 1994).

3.3.6.5 Odredivanje ukupne S — glutationilacije proteina u tkivu srca pacova

Za odredivanje ukupne S-glutationilacije, tkiva su homogenizovana u RIPA puferu (eng.
Radio-Immunoprecipitation Assay) puferu (50 mM TRIS-HCI pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% natrijum
deoksiholat, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 1 mM fenoksimetilsulfonil fluorid, 0.2 mM natrijum
ortovanadat i komercijalno dostupan koktel inhibitora proteaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) za ispitivanje radioimunoprecipitacije-RIPA (eng. Radio-Immunoprecipitation Assay) sa
inhibitornim koktelom-proteaza i N-etilmaleimidom (NEM), a zatim centifugirano na 10000 g na
+4°C. Dobijeni nadtalog je koriS¢en za dalju analizu. Jednake koli¢ine proteina (40 pg) iz
homogenata razdvojene su elektroforezom natrijum-dodecil-sulfat (SDS)-poliakrilamidnim gelom
na prekrivanim gelovima za Criterion ™ TGKS (4-15%) (Bio-Rad, SAD) pod neredukuju¢im
uslovima. Nakon transfera proteina na nitroceluloznu membranu, imunodetekcija je izvrSena
kori$¢enjem primarnog misjeg monoklonskog anti-glutation-antitela (Abcam, Cambridge, UK)
nakon cega je usledila inkubacija sa kozjim sekundarnim anti-misjim antitelom (Dako, Glostrup,
Danska). Vizualizacija je izvedena koris¢enjem hemiluminiscentnog sistema za detekciju (komplet
ECL Western blotting analiza, GE Healthcare/Amersham). Denzitometrijska analiza izvrSena je
koris¢enjem ImageLab softvera (Bio-Rad, SAD).

3.3.7 Histoloska i morfometrijska analiza

Za morfolosku i morfometrijsku, kao i imunohistohemijsku analizu koris¢eno je tkivo srca
pacova. Srce je oOrijentisano i iseCeno na popreéne rezove debljine 3 mm. Tkivo je fiksirano
imerzionim postupkom u 4% neutralno puferisanom formaldehidu u toku najmanje 24 h. Potom je
dehidratisano alkoholima rastu¢ih koncentracija, prosvetljavano u ksilolu i kalupljeno u paraplastu
aparatom za kalupljenje (Tissue Tech II Tissue Embedding Center). Svaki kalup je pazljivo
nivelisan 1 seCen do pojave cele debljine zida srca. Kalupi tkiva su serijski se€eni mikrotomom
(Leica Reinhart Austria i Leica SM 2000 R) na isecke debljine 5 pm, i obojeni hematoksilinom i
eozinom. Za grubu morfologiju, uradeno je visestruko merenje (10 po srcu) od endokarda do
epikarda zida leve komore (LK), desne komore (DK) i interventrikularnog septuma (IVS). Prosec¢na
dimenzija kardiomiocita je izraCunata merenjem precnika 100 kardiomiocita (na nivou jezgra)
slobodnog zida LK. Svi slajdovi su analizirani pomoc¢u Olimpus BX 41 mikroskopa 1 fotografisani
Olimpusovim digitalnim fotoaparatom Sirokog zuma C-5060 i programom Olimpus DP-soft Image
Analyzer. Sve vrednosti su izrazene u mikrometrima (um).

3.3.8 Imunohistohemijska analiza uzoraka tkiva srca

Svi uzorci tkiva imunohistohemijski su obojeni koris¢enjem anti-Ki67 (RM-9106-S0 Ki67
klon SP6, odnos razblazenja 1:200, ThermoSciaching) i anti-PCNA (RB-9055-P0 PCNA zedji
poliklonal 1:200, ThermoSciaching). Nakon odmas¢ivanja i rehidratacije, na svim presecima tkiva
izvrSen je postupak demaskiranja antigena izazvanog toplotom, koriste¢i Tris-EDTA, pri pH 9.0,
tokom 30 minuta. IseCci su zatim isprani sa TBS-om (eng. Tris buffer saline) i inkubirani sa
primarnim antitelom razblazenim u odnosu 1:50. Isecci su tretirani primenom komercijalnog seta za
bojenje UltraVision/DAB (Thermo Scientific LabVision TL-060-HD). Imunoreakcije su potom
razvijene koriS¢enjem DAB. Isecci su kontrastno bojeni Majerovim hematoksilinom. Negativne
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kontrole izvrSene su na presecima tkiva miokarda koristec¢i istu metodologiju, ali uz izostavljanje
primarnog antitela.

Svi ise€ci su analizirani pomoc¢u Olimpus BX 41 mikroskopa i fotografisani Olimpusovim
digitalnim fotoaparatom $irokog zuma C-5060 i programom Olimpus DP-soft Image Analyzer.
Rezultati su analizirani na 100 prebrojanih kardiomiocita odredivanjem broja ¢elija koje izrazavaju
procenat Ki67 i PCNA pozitivnosti i izrazeni su u procentima (%).

3.3.9 Korisc¢ene supstance

U eksperimentu su koriS¢ene sledece supstance:

e monokrotalin (Sigma Aldrich Inc., Munich, Nemacka, C16H23NOG6, molekulske mase
325.361 g/mol, u koncentraciji 50 mg/kg t.m.)

e vitamin B6 (Sigma Aldrich Inc., Munich, Nemacka). Rastvor se pravi ex tempore,
rastvaranjem supstance u fizioloskom rastvoru. Supstanca se administrira intraperitonealno
(ip.) u koncentraciji 7 mg/kg t.m. (Dijeta koja sadrzi vitamin B6 7 mg/kg t.m. je opste
prikvacena-Martinez et al., 2000).

e folna kiselina (vitamin B9) (Sigma Aldrich Inc., Munich, Nemacka). Rastvor se pravi ex
tempore, rastvaranjem supstance u fizioloSkom rastvoru. Supstanca se administrira
intraperitonealno (ip.) u koncentraciji 5 mg/kg t.m. (Dijeta koja sadrzi 2 mg/kg t.m. folne
kiseline je opste prihvacena kao osnovni prehrambeni zahtev za pacove (Pododbor
Nacionalnog istrazivackog saveta (SAD) za laboratorijsku ishranu Zivotinja 1995). Ako
dijeta sadrzi 8 mg/kg t.m. folne kiseline, ona pruza umereno dodavanje folne kiseline i
izabrano je da iznosi priblizno 1-6 mg/dan folne kiseline kod ljudi. Ove doze odgovaraju
preporucenim dozama koje se mogu konzumirati kod ljudi-Martinez-Vega et al., 2015).

o fizioloski rastvor (Hemofarm, VrSac, Srbija)

e kit za nitrotirozin (Nitrotyrosine ELISA, Immundiagnostik AG, Bensheim, Nemacka)

e kit za tiolni status (Thiol Status, Photometric Assay for the Determination of Sulfhydryl
Status, Immundiagnostik AG, Bensheim, Nemacka)

34 Statisti¢ka analiza

Za poredenje prosecnih vrednosti parametarskih obelezja izmedu grupa koriS¢ena je analiza
varijanse (ANOVA) sa post hoc analizom, neparametarska varijanta testa po Kruskal-Wallis-u u
zavisnosti od raspodele podataka, multipli T test, kao i T test za nevezane uzorke. Svi dobijeni
rezultati su prikazani tabelarno ili grafi¢ki. Vrednost p<0.05 smatrana je statisti¢ki znacajnom, a
vrednost p<0.01 statisti¢ki visoko znacajnom.
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4. REZULTATI

41 REZULTATI APLIKACIJE MONOKROTALINA (M) U ODNOSU NA
KONTROLNU GRUPU (K)

4.1.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.1 su prikazane telesne mase pacova unutar grupa K i M. Uocava se da u trecoj
nedelji dolazi do statisticki znaCajnog smanjenja telesnih masa pacova unutra M grupe u odnosu na
K grupu koje se odrzava do kraja eksperimentalnog protokola.
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Nedelja

Slika 4.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja u grupama K i M kroz nedelje
eksperimentalnog protokola.
*p<0.05vs. K, **p<0.01vs. K— Multipli T test

31



4.1.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.2 uocava se statisti¢ki visoko zna¢ajno manja vrednost KSI kod pacova unutar M
grupe u odnosu na kontrolu (p < 0.01).
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Slika 4.2 Razlika u vrednosti KSI izmedu eksperimentalnih Zivotinja K i M grupe
**p <0.01vs. K-—T test za nevezane uzorke
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4.1.3 Biohemijska analiza

Primena monokrotalina rezultirala je znac¢ajnim povecanjem vrednosti hs ¢cTnT u odnosu na
kontrolnu grupu K (199 (58-251) ng/L naspram 17 (16-25) ng/L). Nivo Hcy u serumu, kao i
markeri bubrezne funkcije (urea i kreatinin) i funkcije jetre (aspartat-aminotransferaza, alanin-
aminotransferaza i alkalna fosfataza) gotovo su nepromenjeni u grupi M u poredenju sa K grupom.
Nivo glukoze je visoko statisti¢i znacajno poveéan u grupi M u odnosu na grupu K (7 = 1.20
mmol/L naspram 6 £ 0.63 mmol/L). Vrednost HDL u serumu je znacajno smanjena u M grupi u
poredenju sa K grupom (0.84 + 0.26 mmol/L u odnosu na 1.21 + 0.13 mmol/L), ali nije bilo razlike
u drugim parametrima lipidnog profila (CHL i TGL), izmedu ove dve testirane grupe (1.37 £ 0.24
mmol/L naspram 1.38 £ 0.15 mmol/L i 0.95 £ 0.33 mmol/L naspram 0.89 £+ 0.16 mmol/L). Nivo
albumina 1 ukupni sadrzaj proteina bili su znacajno nizi izmedu M 1 K grupe (391.55 + 156.74 g/L
naspram 497.90 + 71.15 g/L i 52.55 £ 5.39 g/L naspram 62.20 + 2.35 g/L). Sadrzaj mokrac¢ne
kiseline u K grupi nije razli¢it u poredenju sa M grupom (85.45 + 22.96 umol/L naspram 74.40 +
14.28 pmol/L). Srednji nivoi a-amilaze su znacajno nizi u grupi M u poredenju sa K grupom
(2530.00 £ 657.01 U/L u odnosu na 3560.75 = 580.49 U/L). U svim testiranim grupama CRP u
svakom uzorku je bio ispod 2 mg/L (grani¢na vrednost detekcije). U 100% uzoraka u svim
testiranim grupama, CRP je bio ispod 2 mg/L (grani¢na vrednost detekcije). Skoro ista situacija je
bila i sa IL 6 (100% uzoraka je bilo ispod 1.5 pg/mL u svim procenjenim grupama). Vrednosti
fibrinogena bile su ispod 1.8 g/L u svim uzorcima u K grupi i u 75% uzoraka u M grupi, ali
vrednost faktora von Willebrand bila je znacajno veéa u M grupi u poredenju sa K grupom (227.65
+ 41.01 naspram 156.00 + 37.19 %) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 Biohemijski parametri u serumu /plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Grupe/ parametri K M
vhsTnT (ng/L) 17 (16-25) 199 (58-251)*
°Hcy (umol/L) 8.36 £2.48 8.01+£1.08

°GLUC (mmol/L) 6.19 £ 0.63 7.33+1.20*

°UREA (mmol/L) 13.66 + 1.96 18.27 £ 6.97

°CREA (umol/L) 43.90 + 2.56 47.18 +14.43
°CHL (mmol/L) 1.38 +0.15 1.37 +0.24
°HDL (mmol/L) 1.21+£0.13 0.84 £ 0.26*
°TGL (mmol/L) 0.89£0.16 0.95+0.33
°AST (U/L) 343.20 + 76.03 352.91 + 119.57
°ALT (U/L) 129.20 + 25.47 76.27 £ 28.34
°ALP (U/L) 497.90 £ 71.15 391.55 + 156.74*
°TP (g/L) 62.20 £ 2.35 52.55 £ 5.39*
°ALB (g/L) 36.40+£0.84 29.36 £ 2.87*
°UA (umol/L) 74.40 + 14.28 85.45 + 22.96
°a-AMY (U/L) 3560.75 + 580.49 2530.00 + 657.01*
“IL-6 8 (100%) 8 (100%)
< 1.5 (pg/mL)
*CRP 8 (100%) 8 (100%)
<2 (mg/L)
¥Fibrinogen 8 (100%) 6 (75%)
< 1.8 (g/L)
*WWEF (%) 156.00 + 37.19 227.65 £ 41.01*

hsTnT (eng. troponin T—troponin T), Hcy (eng. homocysteine—homocistein), GLUC (eng. glucose-glukoza), UREA
(eng. urea-urea), CREA (eng. creatinine—kreatinin), CHL (eng. total cholesterol-ukupni holesterol), HDL (eng. high
density lipoprotein—lipoprotein visoke gustine), TGL (eng. triglycerides-trigliceridi), AST (eng. aspartate-
aminotransferase—aspartat-aminotransferaze), ALT (eng. alanine-aminotransferase—alanin-aminotransferaze), ALP
(eng. alkaline phosphatase—alkalna fofataza), TP (eng. total proteins—ukupni proteini), ALB (eng. albumin-albumin),
UA (eng. uric acid—mokra¢na kiselina), a-AMY (eng. a-amylase—a-amilaza ), IL-6 (eng. interleukin 6—interleukin 6),

CRP (eng. C-reactive protein—C reaktivni protein), VWF (eng. von Willebrand Factor-von Vilebrand-ov faktor);

v- rezultati su prikazani u percentilima; °- rezultati su prikazani kao x£SD; ¥ - rezultati su prikazani kao n (%); * - P <

0.05 nasuprot grupi K
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4.1.4 Histomorfometrijska analiza

Debljina zida desne komore bila je znacajno veca u grupi monokrotalinom indukovane
sr¢ane insuficijencije (M) u poredenju sa kontrolnom grupom K (1229.63 + 231.80 um naspram
731.55 + 131.26 pm). Suprotno tome, primecena je tendencija smanjenja debljine zida leve komore
1 interventrikularnog septuma izmedu monokrotalinske i kontrolne grupe. U grupi M u poredenju sa
K grupom, prose¢na dimenzija kardiomiocita slobodnog zida leve komore bila je znacajno veca
(21.20 £ 1.55 pm naspram 17.99 + 1.90 um). Rezultati su prikazani na Tabeli 4.2 i Slici 4.3.

Tabela 4.2 Histomorfometrijski i imunohistohemijski parametri srca pacova

Grupe/Parametri K M

Debljina zida LK (um = SD) 1950.80 + 227.33 1676.26 + 208.07
Debljina zida DK (um * SD) 731.55 + 131.26 1229.63 + 231.80*
Debljina IVS (um + SD) 1848.82 + 144.96 1651.02 + 293.95
Dimenzije kardiomiocita zida LK 17.99 £ 1.90 21.20 + 1.55*

(um £ SD)

Ki67 (DK) (%+SD) 1.00 + 0.82 23.00 + 6.38

Ki67 (LK) (%=SD) 0.75+0.50 16.50 +2.10
PCNA(DK) (%+SD) 0.20+£0.48 7.20+1.48
PCNA(LK) (%:SD) 0+0 2.60 0.89

LK-leva komora; DK-desna komora; IVS—interventrikularni septum; SD-standardna devijacija * — P < 0.05 nasuprot
grupi K

Slika 4.3. Poprec¢ni presek srca pacova uz prikaz desne i leve komore razli¢itih eksperimentalnih
grupa (hematoksilin/eozin bojenje, M-jednokratno ip., monokrotalin; K-jednokratni ip. tretman
fizioloskim rastvorom)
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4.1.5 Imunohistohemijska analiza

Pozitivnost Ki67 u zidu desne komore znaajno je porasla u grupi monokrotalinom
indukovane sr¢ane insuficijencije (M) u poredenju sa kontrolnom grupom K (23.00 + 6.38 naspram
1.00 £ 0.82%, p<0.05), kao §to se slican trend zabelezio i u zidu leve komore (16.50 + 2.10 naspram
0.75 + 0.50%, p<0.05). Pozitivnost PCNA kako u zidu desne komore tako i zidu leve komore je
porasla u grupi M u odnosu na kontrolnu grupu K (7.20 £ 1.48 naspram 0.20 + 0.48%, 2.60 + 0.89
naspram 0 + 0 %). Rezultati su prikazani na Tabeli 4.2 i Slikama 4.4 i 4.5.

Slika 4.4 Imunohistohemijska ekspresija Ki67 u desnoj komori (M-jednokratno ip., monokrotalin;
K-jednokratni ip. tretman fizioloSkim rastvorom)

Slika 4.5 Imunohistohemijska ekspresija PCNA u desnoj komori (M-jednokratno ip., monokrotalin;
K-jednokratni ip. tretman fizioloSkim rastvorom)
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4.1.6 Analiza parametara oksidativnog stresa

Mereni su antioksidativni enzimi superoksid dismutaza, glutation peroksidaza i glutation,
zajedno sa parametrima oksidativnog oStecenja proteina kao $to su sadrzaj tiol grupa, karbonilnih
grupa i nitrotirozina. Tretman indukovanim monokrotalinom povecava aktivnost oba antioksidantna
enzima, SOD 1 GPx, koji su u slucaju GPx dostigli visoku statisticku znacajnost (390.60 + 68.46
naspram 540.75 + 147.36 U/ml; 402.83 + 50.92 naspram 1276.10 + 172.34 U/ml, p<0.01) (Slike 4.6
i 4.7). Suprotno tome, ukupni sadrzaj glutationa bio je nizi u M grupi u poredenju sa kontrolnom
grupom K, sa visokom statistickom znacajnosc¢u (58.83 £ 14.75 u odnosu na 25.70 + 3.08 nmol/mg
proteina, p<0.01) (Slika 4.8). Nivo tiolnog statusa takode je bio znacajno smanjen u M grupi U
poredenju sa K grupom (387.36 + 73.92 naspram 202.64 + 28.35 umol/g proteina, p<0.01) (Slika
4.9), kao i sadrzaj karbonilnih grupa (25.84 + 6.79 u odnosu na 42.06 + 10.29 umol/g proteina,
p<0.01) (Slika 4.10). Sadrzaj nitrotirozina takode je bio smanjen u M grupi u poredenju sa
kontrolnom grupom K, ali nije bilo statisticki zna¢ajne razlike (9 = 3 naspram 7 £ 2 nmol/L) (Slika
4.11).
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Slika 4.6 Aktivnost SOD u sr¢anom tkivu pacova
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloSkom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno)
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Slika 4.7 Aktivnost GPx u sréanom tkivu pacova
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloSkom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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Slika 4.8 Sadrzaj glutationa u sr¢anom tkivu pacova
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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Tiol grupe (umol/g proteina)

Slika 4.9 Sadrzaj tiol grupa u sr¢anom tkivu pacova
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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Karbonilne grupe (umol/g proteina)

Slika 4.10 Sadrzaj karbonilnih grupa u sréanom tkivu pacova
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloSkom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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Slika 4.11 Sadrzaj nitrotirozina u sréanom tkivu pacova
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloSkom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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4.1.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije

Nivo glutationilacije ukupnih proteina procenjen je Western blot-om. Monoklonsko
glutation-antitelo kori$¢eno je za ispitivanje ukupne glutationilacije proteina. Slika 4.12 prikazuje
trake koje reaguju sa antitelom protiv glutationa u K i M grupama. Denzitometrijska analiza je
pokazala smanjeni nivo glutationilacije proteina u M grupi u poredenju sa K grupom (p = 0.063)
(Slika 4.13).

170

130

Slika 4.12 Nivo ukupne glutationilacije proteina Western blot-om

MR-marker molekularne tezine (kDA)

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno)
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Slika 4.13 Denzitometrijska analiza dobijenih blot-ova - softver ImageLab (Bio-Rad, SAD)
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg ip. jednokratno); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno)
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4.1.8 Ehokardiografska procena morfologije i funkcije srca

Otkriveni znaci sréane insuficijencije izazvane monokrotalinom pojavili su se samo nakon
dve nedelje od tretmana. Unutrasnji precnik desne komore (RVID) statisticki znac¢ajno se povecao u
poredenju sa pocetnim vrednostima kod pacova tretiranih monokrotalinom (0.21 £ 0.04 cm naspram
0.11 £ 0.01cm i 0.28 £ 0.04 cm naspram 0.11 + 0.01 c¢cm u tre¢oj i Cetvrtoj nedelji) i u poredenju sa
kontrolnom grupom (0,21 £+ 0,04 cm naspram 0,11 + 0, 01cm i 0.28 + 0.04 cm naspram 0.11 + 0.01
cm u tre¢oj i Cetvrtoj nedelji). Nije bilo promena u ejekcionoj frakciji leve komore (LVEF) u
poredenju sa pocetnim vrednostima kod pacova tretiranih monokrotalinom (85.53 + 1.42% naspram
86.56 £ 1.27% i 82.72 £ 1.43% naspram 86.56 + 1.27% u trecoj i Cetvrtoj nedelji) i kontrolne grupe
(85.53 + 1.42% naspram 86.25 + 1.70% i 82.72 + 1.43% naspram 87.76 £ 1.60% u trecoj i Cetvrtoj
nedelji) (Tabela 4.3). Slika 4.14 prikazuje tipi¢ni ehokardiogram promena morfologije srca pacova:
pre tretmana, 7 dana, 14 dana, 21 dan i 28 dana nakon tretmana.
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Tabela 4.3 Ehokardiografski parametri pacova tretiranih monokrotalinom

K
Grupe/Parametri Pocet_no W1 W2 W3 W4
stanje
IVSd  (cm) 0.15+0.01 0.15+0.01 0.15+0.01 0.16 £ 0.01 0.16 £0.01
LVIDd (cm) 0.47 £0.01 0.52+0.01 0.52+0.01 0.52+0.01 0.53+0.01
PWd (cm) 0.23+0.01 0.25+0.01 0.25+0.01 0.24£0.01 0.27 £0.03
IVSs (cm) 0.20+£0.01 0.21+0.01 0.22+0.01 0.22+0.01 0.22+0.01
LVIDs (cm) 0.24 £0.02 0.25+0.01 0.24£0.01 0.26 £ 0.02 0.25+0.01
PWs  (cm) 0.29 £ 0.01 0.30+0.01 0.30+£0.01 0.36 £0.01 0.31+£0.01
EF (%) 86.13+0.93 86.40+1.31 86.26 + 1.04 86.25+1.70 87.76 £ 1.60
FS (%) 48.12 + 2.46 50.16 £ 1.55 53.08 £ 1.48 50.98 £ 2.23 52.82 £2.04
EDV (ml) 0.34£0.03 0.34+£0.02 0.34+£0.02 0.33+£0.03 0.35+£0.02
RVID (cm) 0.12+0.01 0.12+0.01 0.12 £ 0.02 0.11+0.01 0.11+0.01
M
Grupe/Parametri Pocet_no W1 W2 W3 W4
stanje
IVSd  (cm) 0.14+0.01 0.14+0.01 0.17 £ 0.01*% 0.16 £0.01 0.16 £ 0.01
LVIDd (cm) 0.44 £0.02 0.50 £ 0.02* 0.51 +£0.02* 0.49 £ 0.02* 0.46 £ 0.01*¥
PWd (cm) 0.25+0.01 0.26 £0.01 0.25+0.01 0.25+0.01 0.26 £ 0.03
IVSs (cm) 0.21+£0.01 0.21+£0.01 0.23+£0.01* 0.23+£0.01 0.22£0.01
LVIDs (cm) 0.21+0.01 0.26 £ 0.01* 0.26 £ 0.02* 0.25 £ 0.02* 0.23+£0.01
PWs  (cm) 0.31+0.01 0.31+0.01 0.34+0.01 0.32+0.01% 0.32+0.017
EF (%) 86.56 £ 1.27 84.60 £ 2.23 83.92£3.78 85.53+ 142 82.72£1.43
FS (%) 50.76 £ 1.78 49.21 £ 2.53 49.43 £ 3.29 49.58 + 1.67 49.82 +1.88
EDV (ml) 0.30+£0.02 0.32+£0.02 0.33+£0.03 0.31+0.04 0.24 £ 0.02%**f++
RVID (cm) 0.11+0.01 0.11+0.01 0.13 £ 0.02* 0.21 £ 0.04%*++ 0.28 = 0.04%%*4++

Rezultati su prikazani kao xxSD; 1VSd (eng. interventricular septum in diastole); LVIDd (eng. left ventricular internal
diameter in diastole); PWd (eng. posterior wall in diastole); IVSs (eng. interventricular septum in systole); LVIDs (eng.
left ventricular internal diameter in systole); PWs (eng. posterior wall in systole); EF (eng. left ventricular ejection
fraction); FS (eng. Fractional shortening); EDV (eng. left ventricular end diastolic volume); RVID (eng. right
ventricular internal diameter); K-kontrolna grupa (jednokratni ip. tretman fizioloskim rastvorom); M-monokrotalinska
grupa (jednokratni ip. tretman monokrotalinom, 50 mg/kg t.m.); W (eng. week-nedelja, W1: prva nedelja; W2: druga
nedelja; W3: treca nedelja; W4: Cetvrta nedelja); *p < 0.05; **p < 0.01; ***p< 0.001 naspram pocetnog stanja u okviru
iste eksperimentalne grupe, +p < 0.05; +fp < 0.01; $++p< 0.001 naspram kontrolne grupe K
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Slika 4.14 Ehokardiogrami pacova tretiranih fizioloskim rastvorom (levi panel) i pacova tretiranih
monokrotalinom (desni panel). Crtice oznaCavaju unutra$nji pre¢nik desne komore. Primetiti
znacajnu dilataciju desne komore (povecanje prec¢nika) u trecoj i ¢etvrtoj nedelji nakon aplikacije
monokrotalina. Baseline: pocetno stanje; W1: prva nedelja; W2: druga nedelja; W3: treca nedelja;
W4: Cetvrta nedelja
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4.2 APLIKACIJA VITAMINA B6

4.2.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.15 je predstavljena dinamika promene telesnih masa pacova u grupama K, K28,
M, B6 i M+B6 kroz nedelje eksperimentalnog protokola.
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Slika 4.15 Promena telesne mase eksperimentalnih Zivotinja u grupama K, K28, M, B6 i M+B6
kroz nedelje eksperimentalnog protokola.

*p<0.05vs. K, ** p<0.01vs. K, #p<0.05vs. K28, ## p < 0.01 vs. K28, 8§ p <0.05 vs. M—Two-
Way ANOVA with Tukey posthoc test
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4.2.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.16 su prikazane vrednosti KSI eksperimentalnih zivotinja K, K28, M, B6 i M+B6
grupe. UocCava se statisticki znacajno povecanje vrednosti KSI kod Zivotinja M grupe u odnosu na
kontrolu (p<0.01). Kod Zzivotinja koje su bile tretirane vitaminom B6 Zivotinja u uslovima sréane
insuficijencije koja je izazvana aplikacijom monokrotalina vrednosti KSI su statisticki znacajno
nize u odnosu na vrednosti Zivotinja M grupe (p<0.01).
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Slika 4.16. Razlika u vrednosti KSI izmedu eksperimentalnih Zivotinja K, K28, M, B6 i M+B6
grupe

**p<0.01vs. K, ##p<0.01vs. K28, 8§ p <0.01 vs. M, $3 p < 0.01 vs. B6 — One-way ANOVA
sa Tukey posthoc testom
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4.2.3 Biohemijska analiza

Primena vitamina B6 kod monokrotalinom indukovane srcane insuficijencije nije imala
znacajan uticaj na promenu vrednosti troponina T (M+B6 grupa naspram M grupe: 171 (122-277)
naspram 199 (58-251) ng/L). Srednji nivo glukoze takode je ostao nepromenjen u odnosu na M
grupu (M+B6 grupa naspram M grupe: 7.33 + 0.78 naspram 7.33 £ 1.20 mmol/L). Markeri funkcije
bubrega (urea i kreatinin) i jetre (alanin-aminotransferaza i alkalna fosfataza) nisu se znacajno
razlikovali izmedu M+B6 i M grupa, ali je aktivnost AST povecana u grupi M+B6 (190.29 £ 30.32
U/L) u poredenju sa M grupom (352.91 + 119.57 U/L). Nivoi ukupnog holesterola i njegove
frakcije lipoproteina visoke gustine znacajno su povecani u serumima pacova koji su tretirani
vitaminom B6 nakon o$te¢enja srca izazvanog monokrotalinom (CHL = 2.18 + 0.48 mmol/L; HDL
= 1.47 = 0.29 mmol/L), u poredenju sa pacovima koji su primili samo monokrotalin bez
suplementacije vitamina B6 (CHL = 1.37 + 0.24 mmol/L; HDL = 0.84 £ 0.26 mmol/L). Nivoi
triglicerida nisu se znacajno razlikovali medu grupama. Ukupni sadrzaj proteina je ostao gotovo
nepromenjen nakon aplikacije vitamina B6, dok se nivo albumina statisti¢ki znac¢ajno smanjio kod
pacova koji su primili samo monokrotalin bez naknadne primene vitamina B6 (M+B6 grupa
naspram M grupe: 22.43 £ 1.62 naspram 29.36 + 2.87 g/L). Koncentracija mokra¢ne kiseline nije
bila znacajno promenjena izmedu grupa. Aktivnost a-amilaze u serumima pacova bila je znacajno
niza u M grupi u poredenju sa MCT+B6 grupom (3460.00 + 80.41 U/L).

U 100% uzoraka u svim ispitivanim grupama, CRP je bio ispod 2 mg/L (grani¢na detekcija),
a takode smo dobili sli¢ne rezultate za koncentraciju IL-6 (100% uzoraka bilo je ispod 1.5 pg/mL u
svim ispitivanim grupama).

Vrednosti fibrinogena bile su ispod 1.8 g/L u svim uzorcima u grupi K i K28 i u 75%
uzoraka u grupi M i grupi M+B6. Vrednost von Willebrand-ovog faktora bila je zna¢ajno ve¢a u M
grupi (227.65 = 41.01 %) u poredenju sa K grupom (156.00 + 37.19 %), a tretman vitaminom B6
prouzrokovalo je smanjenje koncentracije VWF kod pacova sa sr¢anom insuficijencijom izazvanom
monokrotalinom (36.87 = 26.01 %) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 Biohemijski parametri u serumu / plazmi eksperimentalnih zivotinja

Grupe/ parametri K K28 M B6 M+B6

vhsTnT (ng/L) 17 (16-25) 25 (19-37) 199 (58-251)* 12 (8-18) 171 (122-277) "
°Hcy (umol/L) 8.36 £2.48 10.19 + 3.87 8.01+1.08 7.21+1.05 7.68 +2.26
°GLUC (mmol/L) 6.19 £ 0.63 7.17 £0.58 733+£120* 588+0.31# 733+£0.78"
°CHL (mmol/L) 1.38+0.15 1.45+0.23 1.37+0.24 1.35+0.13 2.18+0.481"
°HDL (mmol/L) 1.21+0.13 0.64 £0.09 0.84+0.26* 112+011# 1.47+0291"
°TGL (mmol/L) 0.89 £ 0.16 0.77£0.17 0.95+0.33 0.91+0.21 1.18+0.30
°AST (U/L) 343.20 + 76.03 222.80 £49.56 35291 +119.57 331.00 + 36.26 # 190.29 £30.32 "
°ALT (U/L) 129.20 + 25.47 69.50 +8.77 76.27 +28.34 12140 £1333#  61.14+1191"
°ALP (U/L) 49790 + 71.15 347.80+70.38  391.55 + 156.74* 540.40 +119.90# 346.00 + 80.41"
°TP (g/L) 62.20 +2.35 60.60 + 1.96 52.55 +5.39* 58.20 + 2.97 52.43+2.82"
°ALB (g/L) 36.40+0.84 30.40 +1.58 29.36 + 2.87* 3430+1.34# 2243+162¢0
°UA (umol/L) 74.40 +14.28 77.20+14.11 85.45 + 22.96 62.25+11.68 73.14 + 20.05
°a-AMY (U/L) 3560.75 +580.49 3097.4 +386.83 2530.00 + 657.01* 3856.90 £952.10  3460.00 +80.41 1"
¥IL6 < 1.5 (pg/mL) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)

*CRP <2 (mg/L) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
*Fibrinogen < 1.8 (/L) 7 (87.5%) 8 (100%) 6 (75 %) 3 (37.5%) 6 (75%)
*D-dimer < 0.5 (mg/L) 8 (100%) 2 (25%) 8 (100%) 6 (75 %) 7 (87.5%)
*WWF (%) 156.00 + 37.19 15.40 £ 0.89 227.65 +41.01* 130.52 £31.34#  36.87+26.01 "
°UREA (mmol/L) 13.66 + 1.96 9.90 £ 0.54 18.27 £6.97 12.30 £ 2.18 22.77+8.56 °
°CREA (umol/L) 43.90 + 2.56 29.00+1.76 47.18 £ 1443 38.10 +2.92 55.71+£5.09"

hsTnT (eng. troponin T-troponin T), Hcy (eng. homocysteine—homocistein), GLUC (eng. glucose-glukoza), CHL (eng. total
cholesterol-ukupni holesterol), HDL (eng. high density lipoprotein—lipoprotein visoke gustine), TGL (eng. triglycerides—trigliceridi),
AST (eng. aspartate-aminotransferase—aspartat-aminotransferaze), ALT (eng. alanine-aminotransferase—alanin-aminotransferaze),
ALP (eng. alkaline phosphatase—alkalna fofataza), TP (eng. total proteins—ukupni proteinia), ALB (eng. albumin—albumin), UA
(eng. uric acid-mokraé¢na kiselina), a-AMY (eng. a-amylase—a-amilaza ), IL-6 (eng. interleukin 6-interleukin 6), CRP (eng. C-
reactive protein—C reaktivni protein), VWF (eng. von Willebrand Factor—von Willebrand-ov faktor), UREA (eng. urea-urea), CREA
(eng. creatinine—kreatinin);

v- rezultati su prikazani u percentilima; °- rezultati su prikazani kao x+SD; ¥ - rezultati su prikazani kao n (%);

*— P <0.05 naspram grupe K; #- P < 0.05 naspram grupe K28, & — P <0.05 naspram grupe M, "~ — P < 0.05 naspram grupe B6;

51



4.2.4 Histomorfometrijska analiza

Zabelezen je trend ka debljem zidu desne komore u grupi M+B6 u poredenju sa grupom M
(1000.71 £ 292.25 naspram 1229.63 + 231.80 um). Debljina interventrikularnog septuma bila je
znacajno veéa u grupi M+B6 u poredenju sa grupom M (2194.91 + 410.28 naspram 1651.02 +
293.95 um, p <0.05). Prosetna dimenzija kardiomiocita zida leve komore nije se znacajno
razlikovala izmedu grupa M+B6 i M (25.21 + 2.83 naspram 21.20 + 1.55 pum). Nije bilo razlika
izmedu grupa B6 1 K u svim analiziranim histomorfometrijskim parametrima, ali je prosecna
dimenzija kardiomiocita zida leve komore bila zna¢ajno niza u grupi B6 u poredenju sa grupom
K28 (17.62 + 1.43 naspram 22.50 = 1.90 um, p <0.05). Rezultati su prikazani u Tabeli 4.5 i na Slici
4.17.

Tabela 4.5 Histomorfometrijski i imunohistohemijski parametri srca pacova

Grupe/Parametri K K28 M B6 M+B6

Debljina zida LK 1950.80+227.33 2363.81 +346.21 1676.26 £ 208.07  1943.37 £96.36  2259.30 + 382.00 &
(um = SD)

Debljina zida DK 73155+ 131.26 835.48 + 144.63 1229.63 + 231.80* 707.58 +100.63 1000.71 + 292.25
(um = SD)

Debljina IVS 1848.82+144.96 2112.61+296.05 1651.02 + 293.95 1762.42 +79.28 2194.91 +410.28 ©
(um = SD)

Dimenzije 17.99 +£1.90 22.50+1.90 21.20 £ 1.55* 1762 +1.43 # 25.21+2.83"
kardiomiocita  zida

LK (um £ SD)

Ki67 (DK) (%£SD) 1.00+£0.82 1.25+1.26 23.00 £ 6.38 1.60 £ 0.89 17.50 + 10.60
Ki67 (LK) (%+SD) 0.75+0.50 1.00 £0.82 16.50 + 2.10 1.00+0.71 5.00 +4.24
PCNA(DK) (%+SD) 0.20+0.48 0.20 +0.45 7.20+1.48 0.40 + 0.55 6.3+1.41
PCNA(LK) (%+SD) 0+0 0.20 +0.45 2.60 +0.89 0.20 + 0.45 6.6 £0.78

LK-leva komora; DK—desna komora; IVS—interventrikularni septum; SD-standardna devijacija * — P < 0.05 naspram grupe K, #- P
< 0.05 naspram grupe K28,
a — P < 0.05 naspram grupe M, " — P < 0.05 naspram grupe B6
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M + BG 2mm BG 2mm K28 _2mm_

Slika 4.17 Poprec¢ni presek srca pacova uz prikaz desne i leve komore razlic¢itih eksperimentalnih
grupa (hematoksilin/eozin bojenje; K-jednokratni ip. tretman fizioloSkim rastvorom; K28-fizioloski
rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip., monokrotalin; B6-vitamin B6 ip.,
svakodnevno tokom 28 dana; M+B6-jednokratno ip. monokrotalin i vitamin B6 ip., svakodnevno
tokom 28 dana)
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4.2.5 Imunohistohemijska analiza

Pozitivnost Ki67 u zidu desne komore nakon intraperitonealne aplikacije vitamina B6 je
smanjena u poredenju sa M grupom (M+B6 naspram M: 17.50 £ 10.60 naspram 23.00 £ 6.38%).
Smanjenje pozitivnosti Ki67 zabelezeno je i u zidu leve komore nakon primene vitamina B6
(M+B6 naspram M: 5.00 £ 4.24 naspram 16.50 + 2.10%). Pozitivnost PCNA u zidu desne komore
nakon intraperitonealne aplikacije B6 smanjena je u poredenju sa M grupom (M+B6 naspram M:
6.3 £ 1.41 naspram 7.20 + 1.48%), dok je primeceno povecanje u zidu leve komore (M+B6
naspram M: 6.6 = 0.78 naspram 2.60 + 0.89%). Rezultati su predstavljeni u Tabeli 4.5 i na Slikama
4.1814.19.

MEBE T B6 £ K28

Slika 4.18 Imunohistohemijska ekspresija Ki67 u desnoj komori (K-jednokratni ip. tretman
fizioloskim rastvorom; K28-fizioloski rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip.,
monokrotalin; B6-vitamin B6 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+B6-jednokratno ip.
monokrotalin i vitamin B6 ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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Slika 4.19 Imunohistohemijska ekspresija PCNA u desnoj komori (K-jednokratni i.p. tretman
fizioloskim rastvorom; K28-fizioloski rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip.,
monokrotalin; B6-vitamin B6 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+B6-jednokratno ip.
monokrotalin i vitamin B6 ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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4.2.6 Analiza parametara oksidativnog stresa

Antioksidativni odbrambeni sistem, ukljucuju¢i GSH, kao snazni antioksidans i kljucni
antioksidativni enzimi SOD i GPx, zajedno sa parametrima oksidativnog oStecenja proteina, kao Sto
su tiol grupe, karbonilne grupe i nitrotirozin, procenjeni su u svim testiranim grupama. Nakon
primene vitamina B6, aktivnost SOD-a je blago smanjena u grupi M+B6 u poredenju sa M grupom
(495.00 £ 96.42 naspram 480.60 + 53.43 U/ml) (Slika 4.20), dok je aktivnost GPx-a visoko
statisticki znacajno smanjena u grupi M + B6 u poredenju sa M grupom (197.27 £+ 29.90 naspram
317.60 + 151.48 U/ml, p<0.01) (Slika 4.21). Vrednosti ukupnog GSH imale su trend porasta u
M+B6 grupi u poredenju sa M grupom (33.23 + 3.06 naspram 70.62 + 11.44 nmol/mg proteina)
(Slika 4.22). Intraperitonealna aplikacija vitamina B6 sa monokrotalin indukovanom SI veoma je
povecala sadrzaj tiol grupa u poredenju sa M grupom (211.71 + 38.96 naspram 308.45 + 39.24
umol/g proteina) (Slika 4.23). Sadrzaj RCD i nitrotirozina pokazao je sli¢an trend u poredenju sa M
grupom, ali bez postizanja statistiCke znacajnosti (26.99 = 13.68 naspram 18.22 + 5.40 umol/g
proteina i 5.13 £ 0.35 naspram 5.23 £ 0.82 nmol/L, redom) (Slike 4.24 i 4.25).
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Slika 4.20 Aktivnost SOD u sr¢anom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloskom rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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Slika 4.21 Aktivnost GPx u sr¢anom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloSki rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloSkom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * *— P < 0.01 naspram grupe K, & a—P
< 0.01 naspram grupe M

57



Glutation (nmol/mg proteina)

Slika 4.22 Sadrzaj glutationa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fiziolo§kom rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); ##— P < 0.01 naspram grupe K,

" — P < 0.05 naspram grupe B6
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Tiol grupe (umol/g proteina)

Slika 4.23 Sadrzaj tiol grupa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloSki rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloSkom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloskom rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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Karbonilne grupe (umol/g proteina)

&Y

%@6

Slika 4.24 Sadrzaj karbonilnih grupa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); #— P < 0.01 naspram grupe K
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Slika 4.25 Sadrzaj nitrotirozina u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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4.2.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije

Nivo glutationilacije ukupnih proteina procenjen je Western blot-om u pet grupa uzoraka (K,
K28, M, B6 i M+B6). Monoklonsko antitelo protiv glutationa kori§¢eno je za ispitivanje ukupne
glutationilacije proteina. Slika 4.26 prikazuje trake koje reaguju sa antitelom protiv glutationa u pet
ispitivanih grupa uzoraka (K, K28, M, B6 i M+B6). Ukupni nivo glutationilacije je blago smanjen u
grupi M+B6 u poredenju sa grupom M bez statisticki znacajne vrednosti (p=0.686) (Slika 4.27).
Denzitometrijska analiza je takode pokazala smanjen nivo glutationilacije proteina u grupi M+B6 u
poredenju sa grupom B6 sa grani¢nim znacajem (p=0.057). Nije bilo statisticki znac¢ajne promene
kada su uporedene grupe K28 1 B6.

MR K K28 M B6 M+B6
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Slika 4.26 Nivo ukupne glutationilacije proteina Western blot-om

MR-marker molekularne tezine (kDA)

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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Slika 4.27 Denzitometrijska analiza dobijenih blot-ova - softver ImageLab (Bio-Rad, SAD)
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 mil/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg u fizioloskom rastvoru 1 ml/kg t.m.
ip. jednokratno); B6 (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloskom rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+B6 (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg
t.m. u fiziolo§kom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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4.3 APLIKACIJA FOLNE KISELINE (VITAMINA B9)

4.3.1 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.28 je predstavljena dinamika promene telesnih masa pacova u grupama K, K28,
M, FK i M+FK kroz nedelje eksperimentalnog protokola.
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Slika 4.28 Promena telesne mase eksperimentalnih Zivotinja u grupama K, K28, M, FK i M+FK
kroz nedelje eksperimentalnog protokola.

*p<0.05vs. K, ** p<0.0lvs. K, ## p <0.01 vs. K28, 8§ p < 0.01 vs. M — Two-Way ANOVA
with Tukey posthoc test
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4.3.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.29 su prikazane vrednosti KSI eksperimentalnih Zivotinja K, K28, M, FK i M+FK
grupe. UocCava se statisticki znacajno povecanje vrednosti KSI kod Zivotinja M grupe u odnosu na
kontrolu (p < 0.01). Kod zivotinja koje su bile tretirane folnom kiselinom Zzivotinja u uslovima
sr¢ane insufucijencije koja je izazvana aplikacijom monokrotalina vrednosti KSI su statisticki
znacajno nize u odnosu na vrednosti zivotinja M grupe (p < 0.01).
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Slika 4.29 Razlika u vrednosti KSI izmedu eksperimentalnih Zivotinja K, K28, M, FK i M+FK
grupe

**p<0.01vs. K, ##p<0.01vs. K28, 88 p <0.01 vs. M, $$ p < 0.01 vs. FK — One-way ANOVA
sa Tukey posthoc testom
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4.3.3 Biohemijska analiza

Troponin T je bio znacajno visi u M+FK grupi u poredenju sa FK grupom (139 (94-161)
naspram 29 (18-40) ng/L, p<0.05). Nije bilo razlike u nivoima Hcy izmedu M+FK i M grupe.
Uocena je tendencija smanjenja nivoa glukoze nakon primene folne kiseline (M+FK naspram M:
6.91 + 1.65 naspram 7.33 = 1.20 mmol/L). Ukupni holesterol je bio zna¢ajno visi u M+FK grupi u
poredenju sa M grupom (2.04 £+ 1.20 naspram 1.37 £+ 0.24 mmol/L, p<0.05) i FK grupom (2.04 +
1.20 naspram 1.38 + 0.12 mmol/L, p<0.05), dok nije bilo razlike u ostalim parametrima lipidnog
profila (HDL i TGL) medu ovim grupama.

Markeri bubrezne i jetrine funkcije nisu se razlikovali izmedu M+FK i M grupe (UREA,
CREA, AST, ALT), dok je ALP aktivnost bila znacajno niza u M+FK u poredenju sa M i FK
grupama (195.14 £ 64.51 naspram 391.55 + 156.74 U/L, 195.14 + 64.51 naspram 400.70 £ 67.17
U/L, redom, p<0.05). Vrednost TP znacajno se smanjila u M+FK grupi u poredenju sa FK grupom
(50.29 £ 4.35 naspram 60.40 + 2.68 g/L, p<0.05), dok je nivo ALB znacajno opao u odnosu na FK
grupu, ali i u odnosu na M grupu (23.00 = 3.46 naspram 33.60 + 1.07 g/L, 23.00 + 3.46 naspram
29.36 + 2.87 g/L, redom, p<0.05). Nakon primene folne kiseline koncentracija UA se nije znacajno
promenila u odnosu na M grupu. Nivo VWF znacajno se smanjio u grupi M+FK u odnosu na M
grupu (150.39 * 89.72 naspram 227,65 + 41,01%, p<0.05), ali je znacajno porastao u poredenju sa
FK grupom (150.39 + 89.72 naspram 14.00 + 0.00%, p<0.05).

Srednja aktivnost a-amilaze bila je znacajno niza u grupi M+FK u poredenju sa FK grupom
(1930.00 = 1206.50 naspram 3087.90 + 426.55 U/L, p<0.05). Inflamatorni markeri, IL-6, CRP i
fibrinogen bili su ispod granice detekcije, kao i D-dimer (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6 Biohemijski parametri u serumu/plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Grupe/ K K28 M FK M+FK
parametri

¥ hsTnT (ng/L) 17 (16-25) 25 (19-37) 199 (58-251)* 29 (18-40) 139(94-161)
°Hey (umol/L) 8.36 +2.48 10.19 + 3.87 8.01+1.08 11.80 + 1.85 734+3.18"
°GLUC (mmol/L) 6.19+0.63 7.17+0.58 7.33+120% 7.10+0.38 6.91+ 1.65
°CHL (mmol/L) 1.38+0.15 1.45+0.23 1.37+0.24 1.38+0.12 2.04+1200"
°HDL (mmol/L) 1.21+£0.13 0.64 +£0.09 0.84+0.26 * 0.57 £0.04 0.95+1.00
°TGL (mmol/L) 0.89 +£0.16 0.77 £0.17 0.95+0.33 0.88 £0.22 1.06 +0.32
°AST (U/L) 343.20 £ 76.03 222.80 £ 49.56 352.91 +£119.57 203.50 £ 25.33 485.14 = 777.90
°ALT (U/L) 129.20 + 25.47 69.50 £ 8.77 76.27 £ 28.34 73.10+£8.91 119.43 +189.28
°ALP (U/L) 497.90 £ 71.15 347.80 = 70.38 391.55 + 156.74* 400.70 £ 67.17 195.14 + 64.51"
°TP (g/L) 62.20 + 2.35 60.60 + 1.96 52.55 + 5.39*% 60.40 + 2.68 50.29 +4.35"
°ALB (g/L) 36.40 + 0.84 30.40 + 1.58 29.36 +2.87* 33.60 £ 1.07# 23.00+3.461"
°UA (umol/L) 74.40 + 14.28 77.20 £ 14.11 85.45 + 22.96 70.80 +12.78 88.86 + 25.65
°a-AMY (U/L) 3560.75 + 580.49 3097.4 + 386.83 2530.00 + 657.01*  3087.90 + 426.55 1930.00 + 1206.5
L6 < 15 8(100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
(pg/mL)

¥CRP < 2 (mg/L) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
*Fibrinogen < 1.8 6 (75%) 8 (100%) 6 (75 %) 8 (100%) 7 (87.5%)

(/L)

¥D-dimer < 05 8(100%) 2 (25%) 8 (100%) 0 (0 %) 7 (87.5%)
(mg/L)

W (%) 156.00 + 37.19 15.40 + 0.89 227.65 + 41.01 14.00 +0.00 150.39 + 89.720 "
°UREA (mmol/L) 13.66 +1.96 9.90 + 0.54 18.27 +6.97 9.55 +0.97 22.06 + 14.54
°CREA (umol/L)  43.90 + 2.56 29.00 £ 1.76 47.18 +14.43 33.60 £3.20 42.43+21.45

hsTnT (eng. troponin T-troponin T), Hcy (eng. homocysteine—homocistein), GLUC (eng. glucose-glukoza), CHL (eng. total
cholesterol-ukupni holesterol), HDL (eng. high density lipoprotein—lipoprotein visoke gustine), TGL (eng. triglycerides—trigliceridi),
AST (eng. aspartate-aminotransferase—aspartat-aminotransferaze), ALT (eng. alanine-aminotransferase—alanin-aminotransferaze),
ALP (eng. alkaline phosphatase—alkalna fofataza), TP (eng. total proteins—ukupni proteinia), ALB (eng. albumin—albumin), UA
(eng. uric acid-mokraé¢na kiselina), a-AMY (eng. a-amylase—a-amilaza ), IL-6 (eng. interleukin 6-interleukin 6), CRP (eng. C-
reactive protein—C reaktivni protein), VWF (eng. von Willebrand Factor—von Willebrand-ov faktor), UREA (eng. urea-urea), CREA

(eng. creatinine—kreatinin);

v- rezultati su izrazeni u percentilima; °- rezultati su prikazani kao x+SD; ¥ -rezultati su prikazani kao n (%); * — P < 0.05 naspram

grupe K, # P < 0.05 naspram grupe K28, & — P < (.05 naspram grupe M, " — P < 0.05 naspram grupe FK
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4.3.4 Histomorfometrijska analiza

Postojao je trend ka debljem zidu DK u grupi M+FK u poredenju sa M grupom (1075.77
355.29 naspram 1229.63 + 231.80 um). Debljina interventrikularnog septuma bila je zna¢ajno veca
U M+FK grupi u poredenju sa M grupom (2261.46 + 205.85 naspram 1651.02 + 293.95 pm,
p<0.05). Prosec¢na dimenzija kardiomiocita slobodnog zida LK nije se znacajno razlikovala izmedu
M+FK i M grupe (23.62 = 2.15 naspram 21.20 £ 1.55 um). Nije bilo razlike izmedu FK i K28
grupe u svim analiziranim histomorfometrijskim parametrima. Rezultati su prikazani u Tabeli 4.7 i

na Slici 4.30.

Tabela 4.7 Histomorfometrijski i imunohistihemijski parametri srca pacova

Grupe/Parametri K K28 M FK M+FK
Debljina zida LK 1950.80 2363.81 2366.60 = 2222.78 +
(Um + SD) 227.33 346.21 1676.26 + 208.07 210.33 536.35
L 1229.63 =
Debljina zida DK | 731.55 +131.26 . 880.76 1075.77
(1m + SD) 835.48 + 144.63 231.80 10440 355 9
Debljina IVS 1848.82+144.96 2172.36 = 2261.46 +
(um + SD) 2112.61+296.05 | 1651.02 +293.95 23410 205.85 o
Dimenzija
kard'omﬂcl’(c'ta Zida | 1799+ 190 22.50 +1.90 21.20 + 1.55* 2220+ 1.14 23.62+2.15
(um £ SD)
Ki67 (DK) (%+SD) 1.00+0.82 1.25+1.26 23.00 + 6.38 1.35+ 5.34 9.00+1.23
Ki67 (LK) (%=SD) 0.75+0.50 1.00+0.82 16.50 + 2.10 1.55+6.61 9.00+0.52
PCNA(DK) (%=SD) 0.20+0.48 0.20+0.45 7.20+1.48 0.40+0.55 5.33+1.53
PCNA(LK) (%=SD) 0+0 0.20+0.45 2.60 +0.89 0.20+0.45 3.00+1.00

LK-leva komora; DK—desna komora; 1VS—interventrikularni septum; SD-standardna devijacija * — P < 0.05 naspram

grupe K, # P < 0.05 naspram grupe K28,
g — P < (.05 naspram grupe M, "~ — P < 0.05 naspram grupe FK
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Slika 4.30 Popre¢ni presek srca pacova uz prikaz desne i leve komore razli¢itih eksperimentalnih
grupa (hematoksilin/eozin bojenje; K-jednokratni ip. tretman fizioloSkim rastvorom; K28-fizioloski
rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip., monokrotalin; FK-vitamin B9 ip.,
svakodnevno tokom 28 dana; M+FK- jednokratno ip. monokrotalin i vitamin B9 ip., svakodnevno
tokom 28 dana)
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4.3.5 Imunohistohemijska analiza

Pozitivnost Ki67 u zidu desne komore znacajno se smanjila nakon primene folne kiseline
(M+FK u odnosu na M, 9.00 £ 1.23 naspram 23.00 + 6.38%, p<0.05). Pozitivnost PCNA u zidu
desne komore nakon intraperitonealne aplikacije FK smanjena je u poredenju sa M grupom (M+FK
naspram M: 5.33 + 1.53 naspram 7.20 *+ 1.48%), dok je u zidu leve komore primecen blagi porast
nakon aplikacije FK u poredenju sa M grupom (M+FK naspram M: 3.00 £ 1.00 naspram 2.60 +
0.89%). Rezultati su prikazani u Tabeli 4.7 i na Slikama 4.31 i 4.32.

MERR L S B Sl

Slika 4.31 Imunohistohemijska ekspresija Ki67 u desnoj komori (K-jednokratni ip. tretman
fizioloskim rastvorom; K28-fizioloski rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip.,
monokrotalin; FK-vitamin B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+FK-jednokratno ip.
monokrotalin i vitamin B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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Slika 4.32 Imunohistohemijska ekspresija PCNA u desnoj komori (K-jednokratni ip. tretman
fizioloskim rastvorom; K28-fizioloski rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip.,
monokrotalin; FK-vitamin B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+FK-jednokratno ip.
monokrotalin i vitamin B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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4.3.6 Analiza parametara oksidativnog stresa

Aktivnost SOD-a znacajno smanjena nakon aplikacije folne kiseline (M+FA naspram M:
540.75 £ 147.36 naspram 406.5 + 36.37 U/mL, p<0.05) (Slika 4.33), dok je GPx aktivnost pokazala
trend porasta u poredenju sa M grupom (1409.81 + 388.87 naspram 1276.09 + 172.34 U/mL) (Slika
4.234). Vrednosti ukupnog glutationa nakon primene folne Kiseline smanjene su u poredenju sa M
grupom (17.40 £ 3.50 naspram 25.70 £ 3.08 mmol/mg proteina), kao i u FK grupi u poredenju sa
K28 grupom (29.90 + 4.87 naspram 70.62 + 11.44 mmol/mg proteina) (Slika 4.35). Primena folne
kiseline izazvala je dalje smanjenje sadrzaja tiolnih grupa u poredenju sa M grupom bez znacajne
razlike (144.72 + 31.81 naspram 202.64 + 28.34 umol/g proteina), ali je doslo do statisti¢ki
znacajnog pada u poredenju sa FK grupom (144.72 + 31.82 naspram 267.46 + 36.06 pmol/g
proteina, p<0.05) (Slika 4.36). Sadrzaj reaktivnih karbonilnih derivata i nitrotirozina pokazao je
slican trend u poredenju sa M grupom, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti (13.57 + 14.46
naspram 25.84 + 6.79 umol/g proteina, 5.17 + 0.14 naspram 6.92 + 2.52 nmol/L) (Slike 4.37 i 4.38).

SOD (U/ml)
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Slika 4.33. Aktivnost SOD u sr¢anom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip.
28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru fizioloskog rastvora 1 ml/kg
t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);
M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/kg ip. u
fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * — P < 0.05 naspram grupe K, & — P < 0.05 naspram
grupe M
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Slika 4.34 Aktivnost GPx u sr¢anom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5Smg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/kg ip. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);

**_P <0.01 naspram grupe K, " " — P < 0.01 naspram grupe FK
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Glutation (nmol/mg of proteina)

Slika 4.35 Sadrzaj glutationa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloSkog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m.
ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/kg ip. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);

**_ P <0.01 naspram grupe K, ## P < 0.01 naspram grupe K28
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Tiol grupe (umol/g proteina)

Slika 4.36 Sadrzaj tiol grupa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5Smg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m.
ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/kg ip. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);

**_P <0.01 naspram grupe K, " " — P < 0.01 naspram grupe FK
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Karbonilne grupe (umol/g proteina)

Slika 4.37 Sadrzaj karbonilnih grupa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m.
ip. jedan dan 1 vitamin B9 7mg/kg ip. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana);

**_ P <0.01 naspram grupe K
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Slika 4.38 Sadrzaj nitrotirozina u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m.
ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/kg ip. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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4.3.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije

Nivo ukupne glutationalacije proteina procenjen je Western blot-om u pet grupa uzoraka (K,
K28, M, FK, M+FK). Monoklonsko antitelo, glutation-antitelo, koriS¢eno je za ispitivanje ukupne
glutationalacije proteina. Slika 4.39 prikazuje pojaseve koji reaguju sa antitelom protiv glutationa u
pet ispitivanih grupa uzoraka (K, K28, M, FK, M+FK). Ukupni nivo glutationalacije je porastao u
M+FK grupi u poredenju sa M grupom, iako nije zabelezena statisticki znacajna razlika (p = 0.200)
(Slika 4.40). Denzitometrijska analiza je takode pokazala smanjene nivoe glutationalacije proteina u
M+FK group u poredenju sa FK grupom koja ima grani¢ni znacaj (p = 0.057). Nije bilo statisticki
znacajne razlike kada su uporedene K28 i FK grupe, niti izmedu K28 i M+FK grupe.
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Slika 4.39 Nivo ukupne glutationilacije proteina Western blot-om

MR-marker molekularne tezine (kDA)

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 mil/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloskom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/Kkg ip. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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Slika 4.40 Denzitometrijska analiza dobijenih blot-ova - softver ImageLab (Bio-Rad, SAD)
K-kontrola (fizioloSki rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); FK (vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m.
ip. jedan dan i vitamin B9 7mg/kg ip. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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44 UDRUZENA APLIKACIJA VITAMINA B6 | B9 (FOLNE KISELINE)

441 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.41 je predstavljena dinamika promene telesnih masa pacova u grupama K, K28,
M, B6+FK i M+B6+FK kroz nedelje eksperimentalnog protokola.
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Slika 4.41 Promena telesne mase eksperimentalnih zivotinja u grupama K, K28, M, B6+FK i
M+B6+FK kroz nedelje eksperimentalnog protokola.

*p<0.05vs. K, **p<0.01vs. K, #p<0.05vs. K28, ## p <0.01 vs. K28, § p <0.05 vs. M,

88 p<0.01vs. M, $p<0.05vs. B6+FK — Two-Way ANOVA with Tukey posthoc test
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4.4.2 Razlika u vrednosti kardiosomatskog indeksa izmedu eksperimentalnih zivotinja

Na Slici 4.42 su prikazane vrednosti KSI eksperimentalnih zivotinja K, K28, M, B6+FK i
M+B6+FK grupe. Uocava se statisticki znac¢ajno povecanje vrednosti KSI kod zivotinja M grupe u
odnosu na kontrolu (p < 0.01). Kod zivotinja koje su bile tretirane vitaminom B6 i folnom
kiselinom zivotinja u uslovima sréane insufucijencije koja je izazvana aplikacijom monokrotalina
vrednosti KSI su statisticki znacajno nize u odnosu na vrednosti zivotinja M grupe (p < 0.01).
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Slika 4.42 Razlika u vrednosti KSI izmedu eksperimentalnih zivotinja K, K28, M, B6+FK i

M+B6+FK grupe

**p < 0.01vs. K, ##p<0.01vs. K28, 8§ p < 0.01 vs. M, $$ p < 0.01 vs. B6+FK — One-way
ANOVA sa Tukey posthoc testom
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4.4.3 Biohemijska analiza

Troponin T ostao je poviSen nakon istovremene primene vitamina B6 i folne kiseline (B9),
mada sa nizim stepenom (163 (119-369) ng/L naspram 199 (58-251) ng/L). Nije bilo razlike u
nivou Hey izmedu grupa, ¢ak ni u grupi u kojoj je izvrSena koaplikacija vitamina B6 i folne kiseline
(M+B6+FK grupi). Ukupni holesterol i trigliceridi bili su znacajno visi u M+B6+FK grupi u
poredenju sa M (2.46 = 1.32 naspram 1.37 = 0.24 mmol/L, 1.61 £+ 1.15 naspram 0.95 £ 0.33
mmol/L, redom) i B6 + FK grupe (2.46 = 1.32 naspram 1.67 + 0.23 mmol/L, 1.61 + 1.15 naspram
0.91 + 0.2 mmol/L, redom). Nivoi parametara bubrezne funkcije (UA, UREA, CREA), kao i
funkcije jetre (AST i ALT) nisu se razlikovali izmedu testiranih grupa. Sadrzaj alkalne fosfataze bio
je znacajno nizi u M+B6+FK u poredenju sa M i B6+FK grupama (227.00 £ 65.33 naspram 391.55
+ 156.74 U/L, 227.00 + 65.33 naspram 434.90 + 80.24 U/L, redom, p<0.05). Srednji nivoi a-
amilaze bili su znacajno visi u M+B6+FK grupi u poredenju sa M i B6+FK grupom (3036.75 =
459.92 naspram 2530.00 £ 657.01 U/L, 3036.75 + 459.92 naspram 1673.00 £ 226.58 U/L, redom,
p<0.05). Vrednost nivao ukupnih proteina (TP) znacajno je smanjena u M+B6+FK grupi u
poredenju sa B6 + FK grupom (53.50 + 5.40 naspram 59.70 £ 2.11 g/L, p<0.05). Vrednosti CRP-a i
IL-6 bile su ispod 2 mg/L, odnosno 1.5 pg/mL, u svim uzorcima u M+B6+FK grupi, kao i u svim
testiranim grupama. Sadrzaj fibrinogena bio je u 50% uzoraka u M+B6+FK grupi ispod 1.8 g/L, a
vrednost faktora von Willebrand znac¢ajno se smanjila u M+B6+FK grupi u poredenju sa M grupom
(141.84 £ 115.84 naspram 227.65 £ 41.01 %) (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 Biohemijski parametri u serumu/plazmi eksperimentalnih zivotinja

Grupe/ K K28 M B6+FK M+B6+FK
parametri
v hsTnT (ng/L) 17 (16-25) 25 (19-37) 199 (58-251)* 24 (19-26) 163 (119-369) *
°Hcy (umol/L) 8.36 + 2.48 10.19 + 3.87 8.01+1.08 10.73 £ 1.96 7.08 £ 2.69
°GLUC 6.19 +0.63 7.17+0.58 7.33 £1.20* 7.39+0.70 6.92 +0.71
(mmol/L)
°UREA 13.66 + 1.96 9.90 + 0.54 18.27 +6.97 9.66 +0.71 23.20+ 12.08
(mmol/L)
°CREA (umol/L) 4390 + 256 29.00 +1.76 47.18 + 14.43 45.80 +2.30 56.88 + 20.29
°CHL (mmol/L)  1.380.15 1.45+0.23 1.37£0.24 1.67 £0.23 246+ 1320
°HDL (mmol/L)  1.21£0.13 0.64 +0.09 0.84 + 0.26* 0.84+0.11 1.14+0.75
°TGL (mmol/L)  0.890.16 0.77 £0.17 0.95+0.33 0.91+0.26 1.61+1.15"
°AST (U/L) 343.20+£76.03 222.80+4956 352.91+119.57  220.70+33.24  325.00 + 398.93
°ALT (U/L) 129.20 +25.47  69.50 + 8.77 76.27 + 28.34 75.30 £ 5.72 56.50 + 41.62
°ALP (U/L) 497.90 £ 71.15  347.80+70.38 39155+ 156.74* 434,90 £80.24  227.00 + 6533
°TP (g/L) 62.20 +2.35 60.60 + 1.96 52.55 + 5.39% 59.70 +2.11 53.50 +5.40 "
°ALB (g/L) 36.40 + 0.84 30.40 + 1.58 29.36 + 2.87* 34.90 £ 1.20 24.00 + 3.96
°UA (pumol/L) 7440+14.28  7720+14.11  85.45+22.96 65.60 + 9.82 78.25 + 24.85
°a-AMY (U/L) 3560.75 + 3097.4 + 2530.00 + 1673.00 + 3036.75 + 459.92
580.49 386.83 657.01* 226.58 o

¥IL-6 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
< 1.5 (pg/mL)
¥CRP 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
<2 (mg/L)
¥Fibrinogen 8 (100%) 8 (100%) 6 (75%) 8 (100%) 4 (50%)
< 1.8 (g/L)
“WWF(%) 156.00 £37.19  15.40 + 0.89 227.65+41.01*  14.00 £ 0.00 141.84 £ 115.84"

hsTnT (eng. troponin T-troponin T), Hey (eng. homocysteine-homocistein), GLUC (eng. glucose-glukoza), CHL (eng. total cholesterol-ukupni holesterol), HDL (eng.
high density lipoprotein-lipoprotein visoke gustine), TGL (eng. triglycerides—trigliceridi), AST (eng. aspartate-aminotransferase—aspartat-aminotransferaze), ALT (eng.
alanine-aminotransferase—alanin-aminotransferaze), ALP (eng. alkaline phosphatase—-alkalna fofataza), TP (eng. total proteins—ukupni proteinia), ALB (eng. albumin—
albumin), UA (eng. uric acid—mokra¢na kiselina), a-AMY (eng. a-amylase—a-amilaza ), IL 6 (eng. interleukin 6-interleukin 6), CRP (eng. C- reactive protein-C reaktivni
protein), VWF (eng. von Willebrand Factor — von Willebrand-ov faktor), UREA (eng. urea-urea), CREA (eng. creatinine—kreatinin);
v- rezultati su izraZeni u percentilima; °- rezultati su prikazani kao x+SD; ¥ -rezultati su prikazani kao n (%); * — P < 0.05 naspram grupe K,
#- P < 0.05 naspram grupe K28, & — P < 0.05 naspram grupe M, " — P < 0.05 naspram grupe B6+FK
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4.4.4 Histomorfometrijska analiza

Debljina zida leve komore bila je znacajno veca u M+B6+FK grupi u poredenju sa M
grupom (2453.48 + 237.89 pum u odnosu na 1676.26 + 208.07 um, p<0.05). Postojao je trend ka
debljem interventrikularnom septumu u M+B6+FK grupi u poredenju sa M grupom (2163.97 +
580.50 um u odnosu na 1651.02 + 293.95 um) i K28 grupom (2163.97 + 580.50 um u odnosu na
2112.61 + 296.05 pm), ali nije dostigao statisticki znacaj. Prose¢na dimenzija kardiomiocita
slobodnog zida leve komore nije se znacajno razlikovala izmedu M+B6+FK i M grupe (21.73
2.50 um nasuprot 21.20 £ 1.55 pm). Nisu postojale razlike izmedu B6+FK i K28 grupe u svim
analiziranim histomorfometrijskim parametrima, ali debljina zida desne komore bila je znacajno
veca u M+B6+FK grupi u poredenju sa B6+FK grupom (1346.06 + 304.01 naspram 914.70 *
134.42 pm, p<0.05). Rezultati su prikazani u Tabeli 4.9 i na Slici 4.43.

Tabela 4.9 Histomorfometrijski i imunohistinemijski parametri srca pacova

Grupe/Parametri K K28 M B6+FK M+B6+FK
Debljina zida LK 1950.80 + 2363.81 + 1676.26 +
(U £ SD) 59733 o 508.07 2446.7692+368.95 | 2453.48+237.890
Debljina zida DK | 731.55 + 131.26 1229.63 + 1346.06 + 304.01
(um & SD) 835.48 + 144.63 531 80" 914.70 + 134.42 ;
Debljina IVS 1651.02 + 2163.97+580.50
(um D) 1848.82+144.96 | 2112.61+296.05 50505 2075.65 + 388.79 §
Dimenzija
kard'omﬂcl’(c'ta zida | 47994190 2250+1.90 | 21.20+1.55* 22.51+1.88 21.73 + 2.50
(um £ SD)
Ki67 (DK) (%zSD) 1.00 £ 0.82 1.25+ 1.26 23.00 * 6.38 7.40 + 1.40 30.75 + 7.89
Ki67 (LK) (%+SD) 0.75 + 0.50 1.00 +0.82 16.50 + 2.10 5.40 + 0.89 21.25 + 2.99
PCNA(DK) (%+SD) |  0.20 + 0.48 0.20 + 0.45 7.20 + 1.48 6.60 + 1.14 9.25 + 1.50
PCNA(LK) (%£SD) 0+0 0.20 + 0.45 2.60 + 0.89 2.00 +1.22 3.25+1.26

LK-leva komora; DK—desna komora; 1VS—interventrikularni septum; SD-standardna devijacija * — P < 0.05 naspram
grupe K, # P < 0.05 naspram grupe K28,
a — P < (.05 naspram grupe M, "~ — P < 0.05 naspram grupe B6+FK
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M+B6+FK

Slika 4.43 Poprec¢ni presek srca pacova uz prikaz desne i leve komore razli¢itih eksperimentalnih
grupa (hematoksilin/eozin bojenje; K-jednokratni ip. tretman fizioloSkim rastvorom; K28-fizioloski
rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip., monokrotalin; B6+FK-vitamini B6 i
B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+B6+FK-jednokratno ip. monokrotalin i vitamini B6 i B9
ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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4.4.5 Imunohistohemijska analiza

Pozitivnost Ki67 u zidu desne komore ima znacajan trend povecanja nakon zajednicke
primene vitamina B6 i folne kiseline (M+B6+FK grupa u odnosu na M grupu, 30.75 = 7.89
naspram 23.00 + 6.38%), kao i u zidu leve komore (M+B6+FK grupa u odnosu na M grupu, 21.25
+ 2.99 naspram 16.50 = 2.10%). Sli¢an trend je registrovan 1 u slucaju pozitivnosti PCNA kako u
zidu desne tako i u zidu leve komore (M+B6+FK grupa u odnosu na M grupu, 9.25 £ 1.50 naspram
7.20 £ 1.48%, 3.25 = 1.26 naspram 2.60 + 0.89%). Rezultati su prikazani u Tabeli 4.9 i na Slikama
4.4414.45.

M+B6+FK . BG+FK . K28

Slika 4.44 Imunohistohemijska ekspresija Ki67 u desnoj komori (K-jednokratni ip. tretman
fizioloSkim rastvorom; K28-fizioloski rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip.,
monokrotalin; B6+FK-vitamini B6 i B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+B6+FK-jednokratno
ip. monokrotalin i vitamini B6 i B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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Slika 4.45 Imunohistohemijska ekspresija PCNA u desnoj komori (K-jednokratni ip. tretman
fizioloSkim rastvorom; K28-fizioloski rastvor ip., svakodnevno tokom 28 dana; M-jednokratno ip.,

monokrotalin; B6+FK-vitamini B6 i B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana; M+B6+FK-jednokratno
ip. monokrotalin i vitamini B6 i B9 ip., svakodnevno tokom 28 dana)
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4.4.6 Analiza parametara oksidativnog stresa

Posle primene vitamina B6 i folne kiseline, aktivnost SOD se zna¢ajno smanjila u poredenju
sa M i B6+FK grupom (372 + 37.07 naspram 540.75 + 147.36 U/ml, p<0.01; 372 £ 37.07 naspram
486.60 + 64.147 U/ml, p<0.05) (Slika 4.46). GPx aktivnost pokazala je sli¢an trend u poredenju sa
M grupom, ali bez dostizanja statistiCke znacajnosti, dok su u poredenju sa B6+FK grupom
vrednosti bile visoko statisticki znacajno vece (1094.21 + 285.08 u poredenju sa 1276.09 + 172.34
U/ml; 1094.21 + 285.08 naspram 226.53 + 56.02 U/ml, P<0.01) (Slika 4.47). Vrednosti ukupnog
glutationa nakon primene vitamina B6 i FK statisticki su znacajno smanjene u poredenju sa M
grupom (15.00 £ 4.64 u odnosu na 25.70 £ 3.08 mmol/mg proteina, p<0.05), a takode je doslo do
statisti¢ki znacajnog pada u B6+FK grupi u poredenju sa K28 grupom (30.76 + 5.98 naspram 70.62
+ 11.44 mmol/mg proteina, p<0.01) (Slika 4.48). Istovremena primena vitamina B6 i folne kiseline
indukuje dalje smanjenje sadrzaja tiolnih grupa, ali ne i veliku statisticki znacajnu razliku u
poredenju sa M grupom, ali statisticki je znacajno smanjena B6+FK grupa u poredenju sa K28
grupom (143.43 £ 49.82 naspram 202.64 + 28.35 pmol/g proteina; 143.43 + 49.82 u odnosu na
387.35 £ 73.92 umol/g proteina; 137.77 £ 63.84 naspram 308.45 + 39.24 umol/g proteina, p<0.05)
(Slika 4.49). Sadrzaj reaktivnih karbonilnih derivata i nitrotirozina pokazao je sliCan trend u
poredenju sa M grupom, ali bez dostizanja statistickog znacaja (16.32 £+ 6.32 naspram 25.84 + 6.79
pmol/g proteina i 5 £ 0.21 naspram 7 £ 2 nmol/L) (Slike 4.50 i 4.51).

800+

SOD (U/ml)
S

Slika 4.46 Aktivnost SOD u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. 28 dana);
M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru fizioloSkog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno);
B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 5mg/kg t.m. u
fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. jednokratno i vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 5mg/kg t.m. u
fiziolo§kom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * — P < 0.05 naspram grupe K, @ a— P < 0.01 naspram grupe M,

" —P < 0.05 naspram grupe B6+FK
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Slika 4.47 Aktivnost GPx u sr¢anom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloSki rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 Smg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. jednokratno
1 vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 5Smg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * *— P < 0.01 naspram grupe K,

" " — P < 0.01 naspram gruspe B6+FK
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Glutation (nmol/mg proteina)

Slika 4.48 Sadrzaj glutationa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 Smg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno
1 vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 5Smg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * *— P < 0.01 naspram grupe K,

##— P < 0.01 naspram grupe K28, " — P < 0.05 naspram grupe B6+FK
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Tiol grupe (umol/g proteina)

Slika 4.49 Sadrzaj tiol grupa u sr¢anom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno
1 vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 S5mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * *— P < 0.01 naspram grupe K, #- P <0.05
naspram grupe K28
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Karbonilne grupe (umol/g proteina)

Slika 4.50 Sadrzaj karbonilnih grupa u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 5mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno
1 vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 5Smg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana); * *— P < 0.01 naspram grupe K
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Slika 4.51 Sadrzaj nitrotirozina u sréanom tkivu pacova

K-kontrola (fizioloSki rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloSki rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 Smg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50 mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru Iml/kg t.m. ip.
jednokratno 1 vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9
Smg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)

93



4.4.7 Determinacija ukupne S-glutationilacije

Nivo ukupne glutationalacije proteina procenjen je Western blot-om u pet grupa uzoraka (K,
K28, M, B6+FK, M+B6+FK). Za ispitivanje ukupne glutationalacije proteina koris¢eno je
monoklonsko glutation-antitelo. Slika 4.52 prikazuje pojaseve koji reaguju sa antitelom protiv
glutationa u pet ispitivanih grupa uzoraka (K, K28, M, B6+FK, M+B6+FK). Ukupan nivo
glutationalacije se pove¢ao u M+B6+FK grupi u poredenju sa M grupom (p = 0.001) (Slika 4.53).
Denzitometrijska analiza je takode pokazala smanjene nivoe glutationalacije proteina u M+B6+FK
grupi u poredenju sa B6+FK grupom koja ima grani¢ni znacaj (p = 0.064). Nije bilo statisticki
znacajne razlike kada su uporedene K28 i B6+FK grupe.
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Slika 4.52 Nivo ukupne glutationilacije proteina Western blot-om

MR-marker molekularne tezine (kDA)

K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloskom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 Smg/kg t.m. u fiziolo§kom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno
i vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 5mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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Slika 4.53 Denzitometrijska analiza dobijenih blot-ova - softver ImageLab (Bio-Rad, SAD)
K-kontrola (fizioloski rastvor 1 ml/kg t.m. ip. jednokratno); K28-kontrola (fizioloski rastvor 1
ml/kg t.m. ip. 28 dana); M-monokrotalinska grupa (M 50 mg/kg t.m. u fizioloskom rastvoru
fizioloskog rastvora 1 ml/kg ip. jednokratno); B6+FK (vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom
rastvor 1ml/kg t.m. ip. tokom 28 dana i vitamin B9 Smg/kg t.m. u fiziolo§kom rastvoru 1ml/kg t.m.
ip. tokom 28 dana); M+B6+FK (M 50mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg t.m. ip. jednokratno
I vitamin B6 7mg/kg t.m. u fizioloSkom rastvoru 1ml/kg ip. tokom 28 dana vitamin B9 5mg/kg t.m.
u fizioloskom rastvoru Iml/kg t.m. ip. tokom 28 dana)
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5. DISKUSIJA

U ovoj studiji ispitivan je uticaj ¢etvoronedeljne intraperitonealne pojedinaéne ili udruzene
aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na kardiometabolicke biomarkere i parametre oksidativnog
stresa, kao 1 na histomorfometrijske i imunohistohemijske promene na modelu sr¢ane insuficijencije
kod pacova indukovane monokrotalinom. Brojni podaci iz literature ukazuju na to da
eksperimentalno indukovana sr¢ana insuficijencija, izazivanjem pluéne arterijske hipertenzije, $to
se postize primenom makrocikli¢nog pirolizidin alkaloida-monokrotalina, dovodi do promena
vaskularnog zida, povecanja pluénog vaskularnog otpora, hipertrofije desnog srca i oksidativnog
stresa (Gomez-Arroyo et al., 2012; Jakovljevic Uzelac et al., 2020).

Najcesce koris¢eni animalni modeli za pluénu arterijsku hipertenziju 1 posledi¢nu
insuficijenciju desnog srca su hroni¢ni hipoksi¢ni model i monokrotalinski model. Mnogi istrazivaci
favorizuju monokrotalinski model zbog vrlo jednostavnog, a time i tehnicki privlathog animalnog
modela. Monokrotalin pirol (MCTP) mora biti aktiviran do reaktivnog bifunkcionalnog jedinjenja u
jetri, vaskulotoksi¢nog, $to dovodi do vaskularnih oSte¢enja. Odgovor na monokrotalin je razlicit
medu razli¢itim animalnim vrstama i sojevima, $to je uzrokovano i razlikama u metabolizmu
citohroma P-450 u jetri (Huxtable, 1990; Campian et al., 2006). Ta¢an mehanizam PAH izazvanog
monokrotalinom nije poznat, ali mnogi istrazivaci pretpostavljaju da on izaziva direktno osteenje
pluénog endotela Sto dovodi do povecanja pluénog vaskularnog otpora (PVR), $to desna komora
kompenzuje hipertrofijom i na kraju otkazuje. U ovom istrazivanju kori§¢ena je ehokardiografska
procena radi potvrde monokrotalinskog animalnog modela. Ovaj relativno kratak vremenski
interval pracenja, od 28 dana, nije mogao obezbediti razvoj bilo kakvog uticaja desne komore na
smanjenje lumena leve komore, odnosno na promene parametara vezanih za levu komoru.

Primena mikronutrijenata mogla bi da optimizuje ukupni metabolizam insuficijentnog srca i
modulira molekularne mehanizme odgovorne za progresiju sréane slabosti, uklju¢ujuci hipertrofiju,
oksidativni stress, inflamaciju, disfunkciju endotela, fibrozu, angiogenezu i apoptozu. Sa druge
strane, neadekvatna suplementacija mogla bi biti povezana sa nezeljenim efektima. Supstance poput
folne kiseline, vitamina B6, B12 i C, L-arginina, albumina i magnezijuma mogu imati odredenu
ulogu, ali i terapijske efekte u SI. Neke studije su pokazale da vitamin B6 ima antioksidativni efekat
inhibirajuci stvaranje superoksidnog radikala, smanjujuci peroksidaciju lipida (Cabrini et al., 1998;
Maranesi et al., 2004; Selvam i Ravichandran, 1991). Ova zapazanja zajednicki sugeri$u da primena
vitamina B6 moze modulirati kardiovaskularni rizik svojim antioksidativnim efektom. Nedostatak
vitamina B6 povecava peroksidaciju lipida i smanjuje antioksidativnu odbranu, pa se stoga moze
povezati sa aterogenezom (Chambers, 2000). Mnoga zapazanja isticu vaznost vitamina B6 kao
znacajnog, nezavisnog faktora rizika za kardiovaskularne bolesti, a u nekim (Robinson et al., 1998),
ali ne u svim studijama kontrole sluc¢aja, nedostatak vitamina B6 je oCigledno povezan sa veéim
rizikom od kardiovaskularnih bolesti (Friso et al., 2004; Robinson et al, 1998), iako su klinicka
ispitivanja  svedoCila o neefikasnosti suplementacije vitaminom B6 na ponavljanje
kardiovaskularnih dogadaja (Wilmink et al., 2004; Albert et al., 2008; Toole et al., 2004). Studija
HOPE 2 (Lonn et al., 2006), studija NORVIT (Bonaa et al., 2006) i studija VITRO (den Heijer et
al., 2007) dosledno su pokazale da suplementacija vitaminom B6 nije efikasna u prevenciji
ponavljanja kardiovaskularnih dogadaja, ukljucujuéi bolest koronarnih arterija, mozdani udar i
duboku vensku trombozu. Dalje, takode je predloZzeno da dodatak vitamina B6 moZe imati zaStitne
efekte u primarnoj prevenciji, ali ne i u sekundarnoj (Jayedi i Zargar, 2018). Kroz nasu studiju
registrovali smo i analizirali rezultate u vezi sa potencijalnim uticajem vitamina B6 i utvrdili efekte
subhroni¢ne intraperitonealne aplikacije vitamina B6 na kardiometaboli¢ke biomarkere i parametre
oksidativnog stresa, kao i efekte na histomorfometrijske i imunohistohemijske promene u
monokrotalinom-indukovanoj sréanoj insuficijenciji.

Visok nivo homocisteina u plazmi podsti¢e hroni¢no sistemsko zapaljenje kroz indukciju
oksidativnog stresa u razli¢itim vrstama tkiva i naknadna unutaréelijska 1 vancelijska oStecenja
(Kolling et al., 2011; Matté et al., 2009; Li et al., 2015). Taj odnos (izmedu Hcy i hroni¢ne upale)
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nije samo jednosmerana interakcija. Steele et al. (2013) pokazali su u in vitro eksperimentima
efekte koji zavise od koncentracije. Pro-inflamatorni citokini (interleukin-1b (IL-1b) i TNF-alfa)
modifikovali su redoks-stanje ¢elija i povecali vancelijsku koncentraciju Hey. Dalje, Ulvik et al.
(2014) pokazali su da je sistemsko zapaljenje povecalo katabolizam vitamina B6 1 unosenje u ¢eliju,
a rezultiralo smanjenim koncentracijama vitamina B6 u plazmi. Nedostatak vitamina B grupe
(prvenstveno folata, vitamina B6 1 B12) mozZe rezultirati hiperhomocisteinemijom, zbog ometanja
Hcy detoksifikacije, dovodi do oksidativne neravnoteze i prekomerne produkcije ROS-a (kao $to su
peroksidi i slobodni radikali). Slobodni radikali su izazvali oSte¢enje baza DNK, raskidanje lanca
DNK i ubrzali skra¢ivanje telomera (Fan et al., 2017). Neke studije koje opisuju vezu izmedu Hcey i
skrac¢ivanja telomera su u suprotnosti. Odredeni broj njih je nasao obrnutu vezu izmedu duZine
telomera i Hcy (Richards et al. 2008, Rane et al. 2015, Shin i Baik 2016), a drugi nisu (Liu et al.,
2013; Milne et al., 2015; Nomura et al., 2017). Dodatno, vitamin B6 je bio snazni prediktor smrtnih
ishoda. Ispitanici sa najvi§im koncentracijama vitamina B6 imali su 59% manji rizik da umru tokom
pracenja. Pokazano je da su ispitanici sa najveCom duzinom telomere leukocita korigovane
uzrastom (LTL) imali vecu srednju koncentraciju vitamina B6 i istovremeno nizu koncentraciju
Hcy u plazmi. Posle tretmana vitaminom B6 primetili smo pozitivho dejstvo ove primene na
parametre oksidativnog stresa. Naime, povecanje ukupnog sadrzaja glutationa i tiolne grupe u
poredenju sa monokrotalinskim tretmanom podrazumeva njegov znacajni efekat u smanjenju
oksidativnog stresa. Pored toga, nakon primene vitamina B6, aktivnost superoksid dismutaze je
samo neznatno smanjena, dok je aktivnost glutation peroksidaze znacajno smanjena. Ovi podaci
mogu biti bioloski verodostojni, imajuéi u vidu sposobnost vitamina B6 da neutraliSe superoksidni
anjon (Mahfouz i Kummerov, 2004). Stavise, ovaj efekat relativno nepromenjene aktivnosti SOD-a
I smanjene GPx-a moze dovesti do povecanja koncentracije vodonik-peroksida, koji je nedavno
prepoznat kao vazan signalni molekul. Kako SOD Kkatalizuje konverziju superoksid anjona (O2™) u
vodonik-peroksid (H202) i elementarni kiseonik O, kao takav, smatra se izuzetno vaznim
antioksidansom u aerobnim ¢elijama. Akumulacija ROS-a, ukljucujuci slobodni radikal superoksida
(02), moze ostetiti membrane lipida, proteine i DNK. Pored toga, vrste ROS-a mogu biti vazan
odlucujuéi faktor sa superoksidnim anjonom koji dovodi do rasta éelija, a vodonik peroksid do
¢elijske smrti. Konkretno, adaptivni porast GPx aktivnosti koji je primecen nakon tretmana
monokrotalinom, prekinut je aplikacijom vitamina B6, dok je aktivnost SOD-a ostala gotovo ista.
Podaci iz literature sugeriSu da vitamin B6 ima sposobnost da neutraliSe superoksidni anjon, §to
moze da ponisti adaptivnu regulaciju SOD-a, GPx-a, ukupnog GSH, sadrZaja tiolnih i karbinilnih
grupa, $to dodatno potencira duboke oksidativne modifikacije klju¢nih makromolekula (Mahfouz 1
Kummerov, 2009). lako vitamin B6 deluje antioksidativno i anti-inflamatorno (Lotto et al., 2011;
Joshi et al., 2001) i koristi se u primarnoj prevenciji koronarne bolesti srca, otkrili smo zna¢ajno
zadebljanje precnika zida leve komore i interventrikularnog septuma u M+B6 grupi. Ovi rezultati su
u saglasnosti sa rezultatima nase prethodne studije (Jakovljevi¢ Uzelac et al., 2020), pa bi to moglo
biti posledica direktnog uticaja suplementacije ili sekundarnog remodelovanja miokarda.
Aktuelne studije ukazuju da suplementacija vitaminom B6 nije efikasna u spreavanju recidiva
kardiovaskularnih bolesti. Ipak, jo§ uvek je potrebno utvrditi da li je suplementacija vitaminom B6
efikasna za primarnu prevenciju kardiovaskularnih bolesti. S obzirom na to da je vitamin B6
dostupan kroz mnogo razli¢itih fizioloskih oblika i u kombinaciji sa drugim nutrijentima i ostalim
vitaminima B grupe koji su ukljuceni u sloZeni metabolizam vitamina B6, postavlja se pitanje da li
je suplementacija jednom visokom dozom vitamina B6 efikasna kao dovoljan unos ovog vitamina.
Potrebno je viSe studija kako bi se pronasSla optimalna doza i odgovaraju¢a kombinacija oblika
vitamina B6 koji povecavaju efikasnost i smanjuju nezeljene efekte, ¢ak i na osnovu genetske
osetljivosti i uzimajuéi u obzir druge faktore zivotne sredine, kako bi se adekvatno procenila uloga
kako vitamina B6, ali i ostalih vitamina B grupe, u primarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti.
U ovoj studiji utvrdeni su poremecaji redoks regulacije koji su rezultirali oksidativnim
stresom U sréanom tkivu nakon primene monokrotalina. StaviSe, ustanovili smo porast
koncentracije mokra¢ne kiseline u plazmi, verovatno nastao kao posledica sistemskog oksidativnog
stresa. Neke epidemioloske studije otkrile su da visoki nivoi mokraéne kiseline snazno koreliraju sa
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povecanim kardiovaskularnim rizikom, ali osnovni mehanizmi jo$ nisu ustanovljeni (Doehner et al.,
2007). Kao S§to je ve¢ poznato, mokracna kiselina predstavlja surogat marker aktivnosti ksantin
oksidaze, jedan od kljucnih enzimskih izvora reaktivnih vrsta kiseonika. Primeceno je da inhibicija
ksantin oksidaze alopurinolom smanjuje proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika i nivo oksidativnog
stresa, nezavisno od njegovih efekata na mokrac¢nu kiselinu (Farquharson et al., 2002; George et al.,
2006). Oksidativni stres ima klju¢nu ulogu u patogenezi 1 napredovanju sréane insuficijencije.
Proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) mogla bi uticati na vitalne celijske molekule i
signalne puteve cCelija ukljuenih u celijsku smrt, oSte¢enje mitohondrijalne DNK (mtDNA),
mitohondrijsku disfunkciju, proliferaciju fibroblasta, oSte¢enu kontraktilnost i sr¢anu hipertrofiju.
Sve ove promene konacno dovode do remodelovanja miokarda i srcane disfunkcije. U mnogim
studijama je pokazano da je desna komora znatno slabija u antioksidativnim mehanizmima odbrane
u odnosu na levu komoru. Stoga je desna komora podloznija ve¢im o$te¢enjima od oksidativnog
stresa u odnosu na levu komoru (Reddy i Bernstein, 2015; Schreckenberg et al., 2015; Borchi et al.,
2010). Schreckenberg et al. (2015) otkrili su da je desna komora izloZena vecem oSte¢enju od
oksidativnog stresa, kao S$to je otkriveno bojenjem dihidroetidijuma za superoksid i merenjima
peroksinitrita. Kvantifikacija nitrotirozina indirektno pokazuje proizvodnju peroksinitrita i
oksidativnog oSteCenja u endotelnim celijama (Baez et al., 2018). Utvrdeni su i razli¢iti nivoi
superoksida izmedu dve komore, §to moze biti uzrokovano razli¢itom ekspresijom mangan-
superoksid-dizmutaze. Ta studija je pokazala da u uslovima nedostatka azot-monoksida desna
komora nema sposobnost da pojacano reguliSe mangan-superoksid-dizmutazu, kao i da se
specificna oksidacija proteina moze desiti u SU5416/ovalbumin-induciranom modelu pluéne
hipertenzije izazvanom otkazivanjem desne komore. Ukupna karbonilacija proteina nije promenjena
u desnoj komori pacova sa pluénom arterijskom hipertenzijom u poredenju sa kontrolama (Wang et
al., 2017), takode primec¢enim u nasoj studiji.

Primena folne kiseline u zdravoj populaciji pokazala je da je veé¢i unos folata koristan za
smanjenje rizika od koronarne bolesti (Alfthan et al., 2003; Tucker et al., 1996; Medrano et al.,
2000). Folna kiselina (vitamin B9) je neophodna za pravilno funkcionisanje endotela (Chambers,
2000). Takode, primeceno je da dvomesecna suplementacija folata kod zdravih ispitanika nije
smanjila nivo NT-pro BNP-a (Herrmann et al., 2007). Posle tretmana folnom kiselinom primetili
smo negativne efekte ove primene na oksidativni stres. Naime, u grupi M+FK smanjen je nivo
tiolnih grupa, ukupnog glutationa i karbonilnih grupa u odnosu na M grupu. Adaptivni porast
aktivnosti SOD-a koji je primeéen nakon tretmana monokrotalinom prekinut je primenom folne
kiseline, dok je aktivnost GPx-a bila gotovo ista. Hunaiti i Saleh su primetili smanjenje aktivnosti
SOD-a kod trudnica nakon suplementacije vitaminima (Hunaiti i Saleh, 1996). U nasim nalazima
folna kiselina moze imati ,,Stetne* efekte na ve¢ oSteceno srce, iako mehanizmi odgovorni za ove
efekte i dalje nisu poznati. S-glutationilacija proteina, kao postranslaciona modifikacija, uklju¢ena
je u kriticne signalne mehanizme kod kardiovaskularnih bolesti. ReguliSe kontrakciju miocita,
oksidativnu fosforilaciju, sintezu proteina, vazodilataciju, glikoliticki metabolizam i odgovor na
insulin. S-glutationilacija proteina se odigrava reverzibilnom interakcijom tripeptida glutationa sa
proteinskim tiolom stvaranjem disulfidne veze. Usled oksidativnog stresa, veliki broj mehanizama
odgovoran je za pojavu S-glutationilacije (Zweier et al., 2011). S-glutationilacija uti¢e ili na
fosfataze i/ili kinaze i taj odnos izmedu glutationilacije i fosforilacije moze biti presudan za pravilno
funkcionisanje sr¢anih proteina. Poremecaji u statusu glutationilacionih proteina mogu doprineti
etiologiji mnogih kardiovaskularnih bolesti, poput infarkta miokarda, sr¢ane hipertrofije i
ateroskleroze (Pastore i Piemonte, 2013). Sr¢ani proteini se mogu modulisati pomocéu S-
glutationilacije. Promene eNOS-a mogu dovesti do hipertenzije uzrokujuéi gubitak relaksacije
zavisne od endotela. Glavni regulator signalizacije faktora rasta u vaskulaturi p21Ras, modulisan S-
glutationilacijom moZe da izazove hipertrofiju indukovanu angiotenzinom II u vaskularnim
¢elijama glatkih misi¢a (Adachi et al., 2004). U ovom istrazivanju nisu registrovane znacajne
promene u statusu glutationilacije srcanih proteina. Medutim, primeceni trend povecanja ukupne
glutationilacije nakon primene folne kiseline u kontrolnoj i grupi u kojoj je indukovana srcana
insuficijencija ukazuje na njen efekat, na redoks signalizaciju i regulaciju.
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U ovoj studiji utvrdeno je da je broj miocita zapravo povecan nakon indukcije srcane
insuficijencije aplikacijom monokrotalina, $to je potvrdeno prisustvom Ki67 i PCNA pozitivnih
kardiomiocita. Protein Ki67 prisutan je tokom svih aktivnih faza ¢elijskog ciklusa (G1, S, G2 i
mitoze), ali odsustvuje u GO fazi (Scholzen et al., 2000), sto dovodi do ¢injenice da Ki67 moze biti
marker proliferacije, ali ne mora nuzno rezultirati dupliranjem c¢elija (Novoyatleva et al., 2010;
Tamamori-Adachi et al., 2008). Kajstura et al. (1998) pokazali su proliferaciju miocita kod sréane
insuficijencije. Primetili su da u miokardu odraslog coveka nije doslo do diferencijacije
subpopulacije miocita koji su ponovo usli u ¢elijski ciklus. Neke studije su pokazale da kod sréane
insuficijencije moze zapoceti Celijski ciklus (povecana ekspresija Ki-67 antigena), ali ne i nuzno
dovrsiti, i jo§ uvek nije poznato da li ove promene imaju bilo kakvu prognosti¢ku ulogu. U 0vO0j
studiji proliferacija kardiomiocita je smanjena primenom vitamina B grupe nakon 4 nedelje
tretmana i pokazala je pozitivnu korelaciju sa debljinom zida desne komore.

| pored antioksidativnog i anti-inflamatornog dejstva vitamina B6 i folne Kkiseline,
ustanovili smo znaCajno zadebljanje zida leve komore 1 istu tendenciju u debljini
interventrikularnog septuma u M+B6+FK grupama. Razlog tome moze biti direktan uticaj ovih
supstanci u srcu ili sekundarno remodelovanje srca. Vec€ina studija koje ukljucuju primenu vitamina
B6 i folne kiseline radena je u zdravoj populaciji, bez postojecih kardiovaskularnih bolesti. Dobro je
poznato da je veci unos vitamina B grupe i folata koristan 1 povezan je sa nizim rizikom od sréanih
bolesti (Alfthan et al., 2003). Medutim, nekoliko studija nije otkrilo smanjenje rizika od koronarne
bolesti (Bazzano et al., 2006; Clarke et al., 2010; Li et al., 2016; Miller et al., 2010). Dodatno,
studija radena na osobama Zenskog pola, ukazuje da dugotrajno kombinovano leCenje folnom
kiselinom, vitaminom B6 i vitaminom B12 ne menja biomarkere inflamacije i endotelne disfunkcije
(Christen et al., 2018). Smatra se da suplementi vitamina B6 i folne kiseline imaju ,,dva lica“, gde
se benefiti mogu uociti u fazi prevencije, a kada ve¢ dode do pojave bolesti, efekat je oslabljen.
Pretpostavlja se da je suplementacija vitaminima B grupe efikasna kod pacijenata bez
kardiovaskularnih dogadaja, dok je neefikasna kod pacijenata koji su ih ve¢ imali (Lotto et al.,
2011). U ovoj studiji vitamin B6 i folna kiselina su aplikovani nakon indukcije sréane
insuficijencije monokrotalinom, $to potvrduje Cinjenicu da mogu imati ,Stetne efekte” na vec
osteceno srce. OVO istrazivanje je pokazalo da pacovi u modelu sréane insuficijencije izazvanom
monokrotalinom pokazuju oksidativni stres na osnovu smanjenog nivoa proteinskih tiol grupa,
ukupnog sadrzaja glutationa i karbonilnih grupa, §to je praeno povecanjem aktivnosti SOD i1 GPx.
Oksidativni stres predstavlja patolosko stanje u kome se ravnoteza stvaranja i detoksikacije
oksidanata usmerava prema pro-oksidantnom stanju, antioksidativna odbrana je ,preplavljena“ i
akumuliraju se reaktivne vrste. U patofiziologiji sr¢ane insuficijencije sugerisano je da oksidativni
stres moze biti posledica povecanog nivoa cirkuliSu¢ih neurohormona, naruSenog redoks balansa, 1
hemodinamskog poremecaja, zajedno sa inflamacijom i smanjenom distribucijom kiseonika. S
druge strane, poremeceni redoks balans u sr¢anoj insuficijenciji moze doprineti daljem oSteCenju
sr¢ane funkcije, bilo oksidativnim oStecenjem vitalnih ¢elijskih molekula, bilo uticajem na ¢elijsku
signalizaciju koja je ukljuCena u apoptozu. Negativna strana reaktivnih kiseoni¢nih vrsta ogleda se
kroz aktivaciju Sirokog spektra signalnih puteva povezanih sa celijskom smrcéu, proliferacijom
srcanih fibroblasta, aktivacijom matri¢nih metaloproteinaza, oste¢enjem mtDNK, disfunkcijom
mitohondrija, 1 sr€anom hipertrofijom, $to sve na kraju dovodi do neprilagodenog remodelovanja
miokarda i sréane disfunkcije.

Superoksid dizmutaza (SOD) i glutation peroksidaza (GPx) deluju na medusobno
podrzavaju¢i naéin da bi uklonili viSak superoksida, H2O2 i drugih lipidnih peroksida. Posle
kombinovanog tretmana sa vitaminom B6 i folnom kiselinom, primetili smo negativne efekte ove
primene na oksidativni stres. Naime, sadrzaj tiolne grupe bio je dvostruko nizi nego u M grupi, dok
je ukupan glutation takode smanjen. SadrzZaj nitrotirozina modifikovan je istim trendom. Stvaranje
nitrotirozina predstavlja specificnu modifikaciju proteina posredovanu peroksinitritima i smatra se
biomarkerom za endogenu aktivnost peroksinitrita. Nasi rezultati su u korelaciji sa rezultatima
Baez-a et al. (2018). MozZe se pretpostaviti da je faktor koji doprinosi poja¢avanju oksidativnog
stresa nakon zajednicke primene smanjena aktivnost SOD-a. Konkretno, adaptivni porast aktivnosti
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SOD-a koji je primeéen nakon tretmana monokrotalinom, prekinut je primenom vitamina B6 i folne
kiseline, dok je GPx ostao isti. S obzirom na nalaze da u srcanoj insuficijenciji izazvanoj
monokrotalinom, nakon aplikacije vitamin B6 i folna kiselina imaju i nepozeljne efekte, ovi
rezultati su bioloski verodostojni, iako odgovorni mehanizmi ostaju nepoznati. Cini se da se
aktivnosti antioksidativnih enzima u sréanoj insuficijenciji izazvanoj monokrotalinom razlikuju u
odnosu na ¢elijski tip, a rezultati razli¢itih studija bili su suprotni. Dakle, Mohammadi et al. (2012),
otkrili su da su vancelijski nivoi superoksid dismutaze i glutation peroksidaze, kod pacova tretiranih
monokrotalinom, znaCajno smanjeni cetiri nedelje nakon tretmana. Sli¢na regulacija
antioksidativnih enzima u sréanoj insuficijenciji izazvanoj monokrotalinom takode je pronadena u
misi¢nom tkivu soleus-a (SOL-oksidativni i spori trzaji miSi¢a) (Bertaglia et al., 2011). S druge
strane, istrazivanje Picharda et al. (1999), koji su merili aktivnosti antioksidativnih enzima 3 nedelje
nakon primene monokrotalina, nisu pokazali razliku izmedu kontrolne grupe i grupe tretirane
monokrotalinom. Stavige, Farahmand et al. (2004), a u skladu sa nasim rezultatima, pokazali su
znacajan porast aktivnosti antioksidativnih enzima u sr¢anom tkivu, pracen povecanjem debljine
zida septuma 2 nedelje nakon primene monokrotalina. Sr¢ani misi¢ nije jedino misi¢no tkivo koje u
pocetku reaguje povecanjem aktivnosti ovih enzima nakon monokrotalinskog tretmana. Dakle, u
modelu pluéne arterijske hipertenzije i posledi¢ne sréane insuficijencije kod pacova indukovane sa
60 mg/kg monokrotalina, ekspresija proteina SOD2 i katalaze (CAT) je znacajno povecana u
miSi¢ima dijafragme. Kada se uzmu u obzir svi ovi podaci, oni ukazuju na slozenu regulaciju
transkripcije antioksidativnih enzima nakon monokrotalinskog tretmana, koju treba dalje istraziti.
Ekspresija za tkivo specifi¢nih izoformi antioksidativnih enzima dalje doprinosi heterogenosti kao
odgovor na monokrotalin. U drugim studijama pokazano je da stadijumske patobiolos$ke promene
igraju ulogu u toku razvoja insuficijencije leve komore, gde je predlozen dvofazni odgovor na
oksidativni stres. Naime, u stadijumu hipertrofije leve komore primecen je znacajan porast
aktivnosti antioksidativnih enzima usled njihove reaktivne regulacije kao odgovor na oksidativni
stres, dok je fazu ,neuspeha“ karakterisao pad aktivnosti antioksidativnih enzima i posledi¢no
povecéanje biomarkera oksidativne aktivnosti. Zanimljivo je da je u pomenutoj studiji Farahmand et
al. (2004), pocetna regulacija aktivnosti antioksidativnih enzima nakon primene monokrotalina
pracena njihovim smanjenjem i pojacanom peroksidacijom lipida 6 nedelja nakon tretmana,
sugeriSuci da sli¢an dvofazni obrazac promena moze takode postojati u razvoju insuficijencije desne
komore, barem u monokrotalinskom modelu.

Preostaje da se kroz nova istraZivanja ispita tacna korelacija izmedu nivoa odgovarajucih
primenjenih suplemenata u plazmi i teZine sr¢ane insuficijencije, kao 1 do koje mere bi ovi nutritivni
faktori mogli da imaju pozitivan u€inak na sréanu insuficijenciju.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

[1] Nakon aplikacije monokrotalina (M) u odnosu na kontrolnu grupu (K)

Tretman monokrotalinom pracen je znacajnim porastom troponina T, glukoze, faktora
von Willebrand, zatim znacajnim smanjenjem HDL, ukupnih proteina i albumina, kao i
znaajnim smanjenjem aktivnosti a-amilaze, ali i oéuvanom funkcijom bubrega i jetre
Pokazana je hipertrofija zida desne komore

Prisutno je znacajno povecanje Ki67 i PCNA pozitivnosti u zidu desne komore
Aplikacijom monokrotalina povecava se aktivnost oba antioksidantna enzima, SOD i
GPx, koji su u slucaju GPx dostigli visoku statisticku znacajnost

Suprotno tome, ukupni sadrzaj glutationa bio je nizi u M grupi u poredenju sa
kontrolnom grupom K, sa visokom statisti¢kom znac¢ajno$c¢u

Nivo tiolnog statusa takode je bio znacajno smanjen u M grupi u poredenju sa K
grupom, kao i sadrzaj karbonilnih grupa

Sadrzaj nitrotirozina takode je bio smanjen u M grupi u poredenju sa kontrolnom
grupom K, ali nije bilo statisticki znacajne razlike

Denzitometrijska analiza je pokazala smanjeni nivo glutationilacije proteina u M grupi u
poredenju sa K grupom

Nakon dve nedelje od tretmana unutrasnji pre¢nik desne komore (RVID) statisticki
znacajno se povecao u poredenju sa pocetnim vrednostima kod pacova tretiranih
monokrotalinom i u poredenju sa kontrolnom grupom; nije bilo promena u ejekcionoj
frakciji leve komore (LVEF) u poredenju sa po¢etnim vrednostima kod pacova tretiranih
monokrotalinom i u poredenju sa kontrolnom grupom

[2] Nakon aplikacije vitamina B6 kod monokrotalinom indukovane sréane insuficijencije

Prisutan je trend smanjenja troponina T, znacajno smanjenje AST, albumina i von
Willebrand-ovog faktora, porast aktivnosti a-amilaze, kao i pove¢anje CHL i HDL
Prisutno je znacajno zadebljanje zida leve komore i interventrikularnog septuma, i trend
smanjenja debljine zida desne komore

Smanjena je Ki67 i PCNA pozitivnost u zidu desne komore

Aktivnost SOD-a je blago smanjena u grupi M+B6 u poredenju sa M grupom, dok je
aktivnost GPx-a visoko statisticki znac¢ajno smanjena u grupi M+B6 u poredenju sa M
grupom

Vrednosti ukupnog GSH imale su trend porasta u M+B6 grupi u poredenju sa M grupom
Intraperitonealna aplikacija vitamina B6 sa monokrotalinom indukovanom SI veoma je
povecala sadrZaj tiol grupa u poredenju sa M grupom

Sadrzaj RCD 1 nitrotirozina pokazao je sli¢an trend u poredenju sa M grupom, ali bez
postizanja statisticke znacajnosti

Ukupni nivo glutationilacije je blago smanjen u grupi M+B6 u poredenju sa grupom M
bez statisticki znacajne vrednosti. Denzitometrijska analiza je takode pokazala smanjen
nivo glutationilacije proteina u grupi M+B6 u poredenju sa grupom B6 sa grani¢nim
znafajem
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[3] Nakon aplikacije folne kiseline kod monokrotalinom indukovane sr¢ane insuficijencije

Prisutan je trend smanjenja troponina T, znacajno smanjenje albumina i von Willebrand-
ovog faktora, kao i povec¢anje CHL, ali i znacajno smanjenje aktivnosti enzima ALP
Prisutno je znacajno zadebljanje interventrikularnog septuma, i trend smanjenja debljine
zida desne komore

Smanjena je Ki67 i PCNA pozitivnost u zidu desne komore

Aktivnost SOD-a znacajno je smanjena, dok je GPx aktivnost pokazala trend porasta u
poredenju sa M grupom

Vrednosti ukupnog glutationa nakon primene folne kiseline smanjene su u poredenju sa
M grupom

Primena folne kiseline izazvala je trend smanjenja sadrzaja tiolnih grupa u poredenju sa
M grupom bez znacajne razlike

Sadrzaj reaktivnih karbonilnih derivata i nitrotirozina pokazao je slican trend smanjenja
vrednosti u poredenju sa M grupom, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti

Ukupni nivo glutationilacije je porastao u M+FK grupi u poredenju sa M grupom, iako
nije zabelezena statisticki znacajna razlika

[4] Nakon udruzene aplikacije vitamina B6 i folne kiseline kod monokrotalinom
indukovane srcéane insuficijencije

Prisutan je trend smanjenja troponina T i von Willebrand-ovog faktora, kao i zna¢ajno
povecanje CHL i TGL, dok je aktivnost enzima ALP zna¢ajno smanjena, a aktivnost o-
amilaze je znacajno povecana

Prisutno je znacajno zadebljanje zida leve komore i interventrikularnog septuma, i trend
zadebljanja zida desne komore bez dostizanja statistiCke znacajnosti

Povecana je Ki67 i PCNA pozitivnost u zidu desne komore

Posle primene vitamina B6 1 folne kiseline, aktivhost SOD se znaajno smanjila u
poredenju sa M grupom. GPx aktivnost pokazala je slican trend u poredenju sa M
grupom, ali bez dostizanja statisti¢ke znacajnosti

Vrednosti ukupnog glutationa statisticki su zna¢ajno smanjene u poredenju sa M grupom
Istovremena primena vitamina B6 i folne kiseline indukovala je smanjenje sadrzaja
tiolnih grupa, ali ne 1 statisti¢ki znacajnu razliku u poredenju sa M grupom

Sadrzaj reaktivnih karbonilnih derivata i nitrotirozina pokazao je sli¢an trend Smanjenja
vrednosti u poredenju sa M grupom, ali bez dostizanja statistickog znacaja

Ukupan nivo glutationilacije se pove¢ao u M+B6+FK grupi u poredenju sa M grupom.
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GSH
GSH
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GSSG
H20:>
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Hcy
HDL-C

SPISAK SKRACENICA

Adrenalin

a-amilaza

Americki koledz za kardiologiju (eng. American College of Cardiology)
Antidiuretski hormon

Americko udruzenje za srce (eng. American Heart Association)
Albumin

Alkalna fosfataza

Alanin aminotransferaza

Analiza varijanse

Atrijalni natriuretski peptid

Aspartat aminotransferaza
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Arginin vazopresin

Telesna masa (eng. body weight)

Mozdani natriuretski peptid

Govedi serumski albumin (eng. bovine serum albumin)
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Ciklooksigenaza 1
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Kortikotropin oslobadaju¢i factor

C-reaktivni protein
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Deoksiribonukleinska kiselina

Dinitrofenilhidrazin

Dopamin

Doksorubicin

5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoicne kiseline)

Zapremina leve komore na kraju dijastole (eng. left ventricular end diastolic
volume)

Endotelna azot-monoksid sintaza (eNOS, eng. endothelial nitric oxide synthase)
Zapremina leve komore na kraju sistole (eng. end systolic volume)
Etanol

Vitamin B9 - Folna kiselina

Folna kiselina (eng. folic acid)

Kombinacija folne kiseline i vitamina B6

Frakciono skraéenje leve komore (eng. left ventricular fractional shortening)
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Glutatiil radikal

Ukupni glutation
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Oksidovani glutation

Diglutatiil anjon radikal
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HFpEF
HFrEF
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HOO
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IIR
IL-1
IL-6
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LVEF
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M+B6
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NO

NO,
NTD
NT-proBNP
NYHA
Oy

OH-
8-OHdG
ONOO-
PAH
PWd
PW

R.

RIPA
RNK
RO

Src¢ana insuficijencija sa frakcijom izbacivanja srednjeg dometa (eng. heart failure
with mid-range ejection fraction)

Sréana insuficijencija sa o¢uvanom frakcijom izbacivanja (eng. heart failure with
preserved ejection fraction)

Sréana insuficijencija sa smanjenom frakcijom izbacivanja (eng. heart failure with
reduced ejection fraction)

Faktor-1a induciran hipoksijom

Hidroksiperoksilni radikal

Troponin T

Ishemija / reperfuzija

Interleukin-1

Interleukin-6

Infarkt miokarda

Izoproterenol

Interventrikularni septum

Pre¢nik medukomorne pregrade u dijastoli (eng. interventriculal septum at diastole)
Pre¢nik medukomorne pregrade u sistoli (eng. interventriculal septum in systole)
Kardiosomatski indeks

Leva anteriorna descendentna arterija

Leva komora

Ejekciona frakcija leve komore (eng. left ventricular ejection fraction)

Frakcija izbacivanja leve komore (eng. left ventricle ejection fraction)

Unutrasnji prec¢nik leve komore u dijastoli (eng. left ventricular diastolic internal
diameter)

Unutrasnji pre¢nik leve komore u sistoli (eng. left ventricular systolic internal
diameter)

Monokrotalin i vitamin B6

Monokrotalin i folna kiselina

Monokrotalin, vitamin B6 i folna kiselina

Monokrotalin

Monokrotalin pirol

Masne kiseline

Matriksne metaloproteinaze

Minutni volumen

Noradrenalin

Nuklearni faktor-kappa B

Azot-monoksid, azot (I1) oksid

Azot (IV) oksid

Ostecenje nervne cevi (eng. neural tube damage)

N-terminalni pro-BNP

Njujorsko udruzenje za srce

Superoksid anjon

Hidroksil radikal

8-hidroksi-2'deoksiguanozin

Peroksinitrit

Plu¢na arterijska hipertenzija

Debljina sr¢anog zadnjeg zida u dijastoli (eng. posterior wall thickness at diastole)
Debljina zadnjeg sr¢anog zida u sistoli (eng. posterior wall thickness at systole)
Alkil radikal

eng. Radio-Immunoprecipitation Assay

Ribonukleinska kiselina

Alkoksil radikal



ROO
ROS
RS
RS
RVID
SI
SOD
sV
TA
TBS
TC
TG
t.m.
TNF-o
TP
UA
UREA

Peroksilni radikal

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (eng. reactive oxygen species)
Reaktivne vrste (eng. reactive species)

Tiil radikal

Unutra$nji pre¢nik desne komore (eng. right ventricular internal diameter)
Sréana insuficijencija

Superoksid dizmutaza

Udarni volumen (eng. stroke volume)

Krvni pritisak

eng. Tris buffer saline

Ukupni holesterol

Trigliceridi

Telesna masa

Faktor nekroze tumora-o (eng. tumor necrosis factor-o)
Ukupni protein

Mokra¢na kiselina

Urea
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obpasay usjase o aymopcmay

H3sjaBa 0 ayTOpCTBY

MMe 1 npesume ayTopa JOPJ/H#)( HLOBLEBIH ij/)A(’é
Bpoj unpexca FN-05 /14

HsjaBbyjem
Jla je JOKTOPCKA JUCepTaliyja noJi HacJ0BOM
VTUKAD BUTAMUHA 66 LI DONHE KUCEAUHE HA OYIKULOHIE,

BUOXEMUICKE U UMYHOXUCTO XEMUICKE KAPAK TEPU CTURE _KAPDUOBACKYINPHOI™ |
CUCTEMA npru)oBA CA CPYMIOM  urivbdU WU IEHBMIOM  USHEBAHON MOHOKPO AN et

e pe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Pajia;

e Jia Jucepranuja y UeJIMHU HY y JieJIOBMMa HUje 6MJIa MpeJIodKeHa 3a CTULakbe Jpyre
JUIIOMe IpeMa CTYAUjCKUM IporpaMuMa ApyruX BUCOKOIIKOJICKHUX YCTaHOBA,;

e Jla Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBEJEHH U

e Jla HHCaM KpIIKO/J1a ayTOpCKa PpaBa U KOPUCTHO/J1a MHTEJEKTYaIHY CBOjUHY APYTHX
JIUIA.

IoTnuc ayropa

ol Josiclost G, (/35/2@%

Y Beorpapgy, AL’- U5 ?VUZ/)
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0bpasay usjage o uCmMogemMHoOCMU WMAMNAHE U e/IeKMPOHCKe gep3uje 00OKmMopckoz pada

HM3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOr
paja

MMe u npesuMe ayTopa JO?)M#} JMZO%'DGBME }@@ A’%
Bpoj unpekca FN ‘05//)4
CTyamjckn nporpam _ UL 0NNOWKE HAYKE

Hacuios paga _Y U Ust BUTAMUHY 66 U ONHE KULENYE HA @YK YUOHA HE’ @%ﬁ%zg’g
ORI e e
Ry Y T A Sk

MeHTOD

UsjaBbyjeM Ja je IITaMInaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOI paZia HUCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3UjU KOjy caM Ipejao/sa paju MOXpamMBama y JIUTHUTAJHOM pPeno3UTOpPHjyMy
YHuBepsutera y Beorpapay.

Jlo3aBo/baBaM Jia ce o6jaBe MOjU JIMYHU NOJALM Be3aHW 3a JOOHjarhe aKaJeMCKOI Ha3HBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy KMe U Ipe3uMe, TOAMHA U MeCTo pohera U JaTyM oJj6paHe paja.

OBU JIMYHM NOJALM MOIY Ce 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTPAaHHI|aMa JUTHTAIHE GUOIHOTEKE, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIOTy U y IyO/IMKanujaMa YHUBep3uTeTa y beorpaay.

IMoTnuc ayropa

Y Beorpany, _14.05 2021

Tl Juutnelul: Jieny
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o6pasay usjase o kopuwihery

U3sjaBa 0 kopumhemy

OpnamhyjeM YHMBep3uTeTcKy 6u6/1HOTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh“ ga y Jlururananu
penosuTopujyMm YHuBepsuTeTa y beorpazy yHece Mojy JOKTOPCKY J[AMCEpTalHjy IOJ
HaCJI0BOM:

YIUUAD PUTAHUHA B6 W SCNHE KUCENUHE HA OYHK YUOHANHE B OXEMUI CkE U
UMYHOXUCTO XEMUICKE Kfp TEPUCTUKE  KAPDUOPACKYNAPHor CLCTEMA NABOGA CA
CPYPato M UATTOUYUIEHIWUION U3 MBioM MOt KPOTANUHOM

KOja je MOje ayTOpPCKO JieJIo.

JucepTanujy ca CBUM IpUI03UMa Ipefao/na caM y eJeKTPOHCKOM $opMaTy MOroJHOM 3a
TPajHO apXUBUPALE.

Mojy moxTopcky aucepTanujy noxpameHy y JJUruTalHOM peNo3UTOPHjyMy YHUBEp3UTETA Y
Beorpazy u foCTynHy y OTBOPEHOM IPUCTYIYy MOI'Y Jja KOPUCTE CBU KOjH TOIITY]y OApesoe
cajgpxxaHe y ofabpanoM tuny jauneHne KpeatuBHe 3ajegnune (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OAJIy4HO/J1a.

1. AytopcTtso (CC BY)

2. AytopcTBo - HekoMepuujaano (CC BY-NC)

3. AyropcTBo - HeKoMepIHjalHo — 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjaIHO — AeJUTH 1o UcTUM yenoBuMa (CC BY-NC-SA)
@AyTopCTBo - 6e3 npepaja (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO - AesuTH noj uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(Mos1Mo [ja 3a0KPY’KUTE CaMO jeJiHY O, IIeCT MOHYHEeHUX JIUIEHIIH.
Kparak onuc JuleHIY je cacTaBHU €0 OBE U3jaBe).

IloTnuc ayropa

Y Beorpany, 14.09 2021.

Fobusra UZM@M@# S
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