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SAZETAK

Efekti otvaraca kalijumovih kanala na izolovane bajpas graftove

bolesnika sa dijabetes melitusom tip 2

Ciljevi studije bili su da ispitamo ulogu razli¢itih kalijumovih (K) kanala u kontroli
vaskularnog tonusa i antivazokontriktornoj ulozi na bajpas graftovima dobijenim od pacijenata sa
dijabetes melitusom tip 2 (DMT?2) nakon bajpas operacije.

Preostali segmenti humane vene safene (HVS) i unutrasnje torakalne arterije (ITA) dobijeni
su od pacijenata bez i sa DMT2. U eksperimentalnom radu koristili smo sistem za izolovane organe
kojim smo ispitivali farmakoloska svojstva otvarac¢a K kanala i molekularno-bioloske tehnike kako
bismo detektovali promene u ekspresiji i lokalizaciji K kanala na ovim graftovima.

Farmakoloski eksperimenti su pokazali da pinacidil daje uporedivu relaksaciju HVS
pacijenata sa i bez DMT2. Takode, pinacidil produkuje relaksaciju dijabeticne ITA uporedivu sa
dijabeticnom HVS bez razlike u senzitivnosti. Molekularne tehnike su pokazale smanjenu ekspresiju
SUR2B subjedinice kod HVS pacijenata sa DMT2 ukazujuéi da je povecana osetljivost HVS kod
NDM pacijenata uslovljena ve¢om ekspresijom funkcionalnih Karp kanala u vaskularnom glatkom
miSi¢u. Subjedinice Kir6.x koje ulaze u sastav Katp kanala su pokazale smanjenu ekspresiju na
dijabeti¢noj ITA.

Dobijeni rezultati studije pokazali su da pinacidil ima komparabilno vazodilatatorno i
antivazokonstriktorno dejstvo na humanim bajpas graftovima kod pacijenata bez i sa DMT2. Podaci
mogu biti klini¢ki korisni pruzaju¢i dokaz da dijabetes izaziva oslabljenu dilataciju humane vene i
arterije 1 da se efekti pinacidila delimi¢no ostvaruju preko razli¢itih K kanala na glatko-miSi¢nom
sloju grafta. Takode, njima se moze analizirati opravdanost rezultata klinickih ispitivanja koji
favorizuju bajpas operaciju umesto perkutane koronarne intervencije za direktnu revaskularizaciju
srca kod pacijenata sa DMT?2.

Kljucne reci: otvaraci kalijumovih kanala, bajpas graftovi, dijabetes melitus tip 2, kalijumovi
kanali, humana vena safena, humana unutrasnja torakalna arterija, pinacidil, imunohistohemijsko
bojenje, Western blot.

Naucéna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Medicinska farmakologija
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SUMMARY

Effects of potassium channel openers on isolated bypass grafts from

patients with type 2 diabetes mellitus

The objectives of our study were to examine the role of different potassium (K) channels in
the control of vascular tone and the antivasocontrictive role on bypass grafts obtained from patients
with type 2 diabetes mellitus (T2DM) after bypass surgery.

Leftover segments of human saphenous vein (HSV) and internal thoracic artery (ITA) were
obtained from patients with and without T2DM. In our experimental work, we used an isolated organ
system to examine the pharmacological properties of K channel openers and molecular-biological
techniques to detect changes in the K channels expression and their localization in bypass grafts.

The pharmacological experiments showed that the relaxation caused by pinacidil was
comparable in HVS patients with and without T2DM. Also, pinacidil produced relaxation of diabetic
ITA comparable to diabetic HVS without difference in the sensitivity. Molecular techniques have
shown decreased expression of the SUR2B subunit in HVS T2DM patients indicated that the
increased sensitivity of HVS in patients without T2DM is due to higher expression of functional Katp
channels in the vascular smooth muscle. Significantly lower expression of the Kir6.x subunits of the
Katp channels was observed in diabetic ITA.

The obtained results of our study showed that pinacidil has a comparable vasodilatory and
antivasoconstrictory effects on human bypass grafts in patients with and without T2DM. These data
may be clinically useful since they provide evidence that diabetes causes impaired dilatation of the
human vein and artery indicated that the effects of pinacidil are partially mediated through various K
channels on the smooth muscle of the graft. They can, also, serve as an objective to justificate the
results of clinical trials that favor CABG surgery instead of percutaneous coronary intervention for
direct heart revascularization in patients with T2DM.

Key words: potassium channel openers, bypass grafts, type 2 diabetes mellitus, potassium channels,
human saphenous vein, human internal thoracic artery, pinacidil, immunohistochemical staining,
Western blot.

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Medical Pharmacology
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1. UvOD

Graftovi humane vene safene (HVS) 1 unutraSnje torakalne arterije (ITA) predstavljaju
najcesc¢e koriséeni materijal za transplantaciju u kardiovaskularnoj hirurgiji. Adekvatna struktura i
funkcija ovih graftova je od presudnog znacaja za uspeh operacije aortokoronarnog premosc¢ivanja
(CABG). Pored performansi samih graftova, smanjenju postoperativnog morbiditeta doprinosi
endotelna ocuvanost krvnih sudova pacijenata 1 njithova sposobnost prilagodavanja varijabilnom
krvnom protoku i potrebama organizma. Ipak, sve ve¢i udeo u ukupnom broju pacijenata koji podlezu
ovom zahvatu ¢ine pacijenti sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2). Kod ovih bolesnika postoji
smanjena vazorelaksacija 1 povecana sklonost ka vaskularnim komplikacijama, Sto povecava rizik od
postoperativnog spazma graftova. Sam proces relaksacije krvnih sudova ukljucuju faktore koji poticu
od endotela 1 one koje su posledica hiperpolarizacije membrane vaskularnih glatkih miSi¢a nakon
aktivacije razli¢itih kalijumovih (K) kanala. Kako je kod pacijenata sa DMT2 endotelna funkcija
kompromitovana, otvara se pitanje kvalitativne i kvantitativne analize endotel-nezavisnih
mehanizama kojima vazoaktivne supstance ostvaruju svoj povoljan uticaj na vaskularni tonus. Efekat
pomenutih supstanci se postize otvaranjem razli¢itih K kanala (otud njihov naziv — otvaraci
kalijumovih kanala (OKK)) a to posledi¢no dovodi do relaksacije vaskularne glatke misi¢ne celije.
Zahvaljujuci tome, dugi niz godina se ispitivala njihova potencijalna terapijska vrednost.

1.1. Kalijumovi kanali

Jonski kanali predstavljaju impozantnu grupu transmembranskih proteina koji su ukljuc¢eni u
Sirok dijapazon razli¢itih uloga na ¢elijskom nivou. Njihova podela je zasnovana na tipu jona koji
propustaju kroz svoju poru, a najraznovrsnija grupa su kalijumovi kanali. Kalijumovi (K) kanali su
identifikovani kako kod prokariota, tako i kod eukariota, a humani genom sadrzi preko 90 gena koji
kodiraju subjedinice kalijumovih kanala (1). Osnovnu organizacionu jedinicu K-kanala ¢ini tetramer,
¢1j1 svaki monomer sadrzi domen koji ucestvuje u formiranju pore koja prolazi kroz membranu celije
ili ¢elijske organele (Slika 1).
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Slika 1. Dendrogram stepena sli¢nosti izmedu o subjedinica (subjedinice koja formira poru
kanala) tri velike klase K-kanala. Preuzeto iz (2)

Jedna od osnovnih karakteristika K-kanala jeste P-petlja koju ¢ine dva transmembranska
heliksa i kratka petlja izmedu njih. P-petlja sadrzi aminokiselinsku sekvencu treonin-valin-glicin-
tirozin-glicin koja predstavlja selektivni filter koji je najodgovorniji za selektivno propustanje jona
odnosu na, takode jednovalentni i slican po dimenzijama, jon Na*. Pored ovih osobina, bitno je
napomenuti i da su K-kanali strogo regulisani, a interesantna karakteristika mnogih K-kanala je da
oni mogu biti inaktivisani, odnosno da ulaze u stabilna neprovodna stanja ubrzo nakon otvaranja.
Jedna vrsta inaktiviranog stanja je usko povezana sa konformacijskom promenom selektivnog filtera.

U skladu sa dana$njom klasifikacijom, svi K-kanali se na osnovu strukture i funkcije, a u
skladu sa brojem transmembranskih (TM) domena koji ulaze u sastav subjedinice koja ucestvuje u
formiranju pore, mogu razvrstati u sledece tri velike klase (Slika 2):

1. K-kanali sa 2 TM domena, ili ulazno ispravljacki K (Kir) kanali
2. K-kanali sa 4 TM domena, ili K-kanali sa 2 pore (K2P)
3. K-kanali sa 6 TM domena, ili voltazno zavisni K (Kv) kanali

Dodatno, tu su i ligand zavisni K-kanali, koji mogu imati 2 ili 6 TM domena i koji su
stimulisani razli¢itim glasnicima (mesendzerima).



uvoD

A, 2TMD-1P

out

NH; J COOH

B. 6TMD-1P

out

NH,

C. 4TMD-2P

NH, COOH

Slika 2. Struktura K-kanala na osnovu koje je izvr§ena njihova klasifikacija. Preuzeto od (3)

Svaki K-kanal, nezavisno od klase kojoj pripada, sastoji se iz subjedinice koja ucestvuje u
formiranju pore (a subjedinica), ¢ija je struktura upravo u visokom stepenu sli¢na kod svih K-kanala,
1 od regulatorne, pomo¢ne subjedinice (P) ¢ija struktura varira izmedu klasa.

1. Kanali sa 2 TM domena, ili ulazno ispravljacki K (Kir) kanali su voltazno-nezavisni kanali.
Najbolje su prouceni u cerebralnoj cirkulaciji gde imaju ulogu u odrzavanju bazalnog
vaskularnog tonusa i vazodilataciji izazvanoj protokom (4). ATP-senzitivni K-kanali (Katp
kanali) pripadaju ovoj grupi 1 predstavljaju metabolicke senzore koji povezuju elektricnu
ekscitabilnost ¢elijske membrane sa promenama u energetskom stanju celije. Oni igraju
znaCajnu ulogu u uslovima ishemije, gde ostvaruju protektivno dejstvo na miokard, a
ukljuceni su i u proces vazodilatacije i obezbedivanja adekvatnog protoka (5).

2. Kanali sa 4 TM domena ili K-kanali sa 2 pore (K2P) su, takode, voltazno-nezavisni kanali
odgovorni za odrzavanje mirovnog membranskog potencijala i pasivno provodenje jona K* u
miru. Genomske 1 funkcionalne studije su pokazale da imaju znacajne funkcije u neuronima,
bubrezima i kardiovaskularnom sistemu (6, 7).

3. Kanali sa 6 TM domena, ili voltazno zavisni K (Kv) kanali ukljuéuju dve velike podgrupe:
voltazno-zavisne (Kv) i kalcijum-senzitivne (Kca) kanale. Kv kanali mogu biti homo- ili
heterodimeri, aktiviraju se pri depolarizaciji i omogucavaju kretanje K* jona kroz ¢elijsku
membranu. Kv kanali doprinose odrZzavanju mirovnog membranskog potencijala i
vaskularnog tonusa (8). Kca kanali ispoljavaju najvaznije funkcije u regulaciji vaskularnog
tonusa (9) (Slika 3).
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Slika 3. Klasifikacija K-kanala. Preuzeto od (10)

TMD, transmembranski domen; Katp, ATP-senzitivni K-kanal; Kir, ulazno ispravljacki K-kanal,
TASK, K-kanal sa dve pore; Kv, voltazno-zavisni K-kanal; EAG, ether-a-go-go kanal; Kca, Ca?*-
senzitivni K-kanal; BKCa, Kca kanal velike provodljivosti; SKca, Kca kanal male provodljivosti

K-kanali imaju brojne, vazne uloge u organizmu, kako u ekscitabilnim tako 1 u
neekscitabilnim ¢elijama. Ucestvuju u fazi repolarizacije Celijske membrane ekscitabilnih celija,
relaksaciji glatkog miSica, oslobadanju neurotransmitera i modulaciji sinapticke transmisije, imunom
odgovoru i sekreciji hormona (npr. insulina iz beta ¢elija pankreasa). Mutacije u genima koji kodiraju
K-kanale dovode do razvoja kanalopatija kao $to je Anderson-Tawil sindrom, Barterov sindrom,
neonatalni dijabetes melitus, epilepsija, epizodi¢ne ataksije, kongenitalni LQT sindrom i periodi¢na
paraliza (11, 12). Takode, promene u funkciji K-kanala su povezane sa sr¢anom hipertrofijom,
apoptozom i onkogenezom, kao i razli¢itim neurodegenerativnim i neuromuskularnim poremecajima
(13).

1.2. Uloga i tipovi K-kanala u glatkom misi¢u krvnih sudova

K-kanali predstavljaju raznovrsnu grupu jonskih kanala koji igraju vaznu ulogu u regulaciji
vaskularnog tonusa i membranskog potencijala preko regulacije protoka K* jona. Uloga K-kanala u
regulaciji tonusa je indirektna, delujué¢i na homeostazu Ca?*. S druge strane, uloga Ca** klju¢na je u
elektri¢noj aktivnosti glatke miSi¢ne celije, od odredivanja potencijala mirovanja do aktivnosti
pejsmejker celija koje daju ritam spontanoj aktivnosti, kao 1 modulacije frekvencije akcionih
potencijala i procesa repolarizacije. Proces relaksacije krvnih sudova, iako predominantno ukljucuje
endotel krvnih sudova, delimi¢no obuhvata i mehanizme koji ne zavise od endotela, poput
hiperpolarizacije membrane glatkih miSi¢a, kao posledice aktiviranja razli¢itih K-kanala.

Do sada je identifikovano pet razli¢itih tipova K-kanala u vaskularnim glatko-misi¢nim
éelijama (VGMC): Kate, BKca, Kv, Kir i K2P (14) (Slika 4). Ekspresija Katp, BKca i Kv kanala
potvrdena je u glatkom miSicu razli¢itih krvnih sudova, kako na animalnim modelima, tako i na
humanim krvnim sudovima. Ekspresija Kir kanala do sada je potvrdena samo na krvnim sudovima
malog dijametra, arteriolama i rezistentnim malim arterijama (15, 16). K2P su do danas najmanje
istrazena grupa K-kanala, i usled nedostatka nama dostupnih farmakoloskih jedinjenja koja se koriste
u ispitivanju ovih kanala, oni nisu bili predmet razmatranja ovog rada.
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Slika 4. Uloga K-kanala u modulaciji membranskog potencijala u vaskularnim Celijama, glatkoj
misi¢noj i endotelnoj éeliji humanog krvnog suda. Preuzeto od (17)

Rezultati istrazivanja su pokazali da se aktivnost i ekspresija vaskularnih K-kanala menja
tokom vecine vaskularnih bolesti kao $to su hipertenzija, plu¢na hipertenzija, hiperholesterolemija,
ateroskleroza i dijabetes melitus (14). Izmenjena funkcija K-kanala koja je u korelaciji sa smanjenim
vaskularnim odgovorima verovatno je rezultat promene u aktivnosti i/ili ekspresiji K-kanala tokom
vaskularnih bolesti.

1.2.1. Katp kanali

Katp kanali glatkih miSi¢a imaju vaznu ulogu u kontroli vaskularnog tonusa. Ovi kanali su
prvi put identifikovani od strane Noma (18), u sréanim miocitima, a nakon toga njihova ekspresija je
potvrdena na membrani beta Celija endokrinog pankreasa, glatkim miSi¢nim celijama, celijama
skeletnih mi$i¢a, neuronima i kardiomiocitima. Ovi kanali se nalaze kako u plazma membrani ¢elija,
tako i u intracelularnim membranama mitohondrija, sarkoplazmatskog retikuluma (19), zimogenih
granula i na membrani nukleusa (20). Katp kanali su uglavnom zatvoreni pod normalnim fizioloskim
uslovima i otvoreni kao odgovor na promene u izmenjenim ¢elijskim metabolickim stanjima, kao §to
su ishemija i hipoksija. Stoga su Katp kanali oznac¢eni kao "metaboli¢ki senzor" koji metabolicki
status pretvaraju u elektri¢nu aktivnost (21). Katp kanali su heterooktamerni kompleksi koji se sastoje
od cetiri subjedinice koje formiraju poru i koje pripadaju klasi unutrasnjih ispravljajucih K-kanala
(Kir6.1 ili Kir6.2) i Cetiri sulfonil urea receptorske (SUR) subjedinice (22). Subjedinice Kir6.x su
kodirane od strane 2 razliita gena, KCNJ8 1 KCNJ11, koji dele 71% identi¢nosti u sastavu
aminokiselina (23). Kir6.x subjedinice se sastoje od dva transmembranska heliksa povezana P-
petljom koja definiSe selektivni filter kanala. Citoplazmatski ATP inhibira Kir6.x subjedinice (24).
Dok je Kir6.2 predominantna subjedinica koja formira poru Karp kanala u sréanim i ¢elijama
pankreasa, Kir6.1 je predominantna subjedinica u glatkom miSi¢nom tkivu. Poru Karp kanala
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formiraju ili ¢etiri Kir6.1 ili ¢etiri Kir6.2 subjedinice, mada postoje dokazi i da ove dve subjedinice
mogu zajedno formirati poru kanala (25). SUR subjedinice (SUR1 i SUR2) kodirane su od strane dva
razli¢ita gena, ABCC8 1 ABCC9, dok SUR2A i SUR2B subjedinice predstavljaju varijante istog,
drugopomenutog, gena Cije razlike su posledica alternativne posttranskripcione obrade (26, 27).
SUR2A i SUR2B subjedinice se medusobno razlikuju u sekvenci od 42 amino-kiseline koje doprinose
farmakoloskim razlikama uti¢u¢i na to da SUR2B ima ve¢i afinitet za OKK u poredenju sa SUR2A
(28). Deluju¢i preko SURx subjedinice, sulfonilurea inhibira Katp kanal, dok je isti aktiviran
diazoksidom (SUR1) i pinacidilom (SUR2) (29). Takode, SUR subjedinice sadrze i nukleotid
vezujué¢e domene (nucleotid binding domain — NBD; NBD1 i NBD2) sa kojima interaguje MgADP,
a u zavisnosti od energetskog statusa celije, ovo vezivanje moze savladati inhibiciju uzrokovanu
vezivanjem ATP za Kir6.x i stimulisati otvaranje kanala (30). Vezivanje MgADP za NBD2 dovodi
do otvaranja Katp kanala, odnosno MgATP mora biti hidrolizovan do MgADP da bi doslo do
aktivacije kanala (31). SUR subjedinice pokazuju izrazitu tkivno-zavisnu distribuciju.

Katp kanal na glatkom miSi¢u krvnih sudova sadrzi Cetiri Kir6.1 subjedinice i ¢etiri SUR-2B
subjedinice i samo u okviru ovog kompleksa mogu se eksprimirati na plazma membrani ¢elije glatkog
misic¢a (32) (Slika 5). Subjedinice SUR su molekularne mete za sulfonilurea klasu antidijabetickih
lekova, kao $to je glibenklamid, selektivni blokator Karp kanala, kao i za otvarace kalijumovih kanala
(OKK) (33). Takode, vrsta subjedinica prisutnih SUR subjedinica odreduje specifi¢nost i selektivnost
agonista i antagonista Katp kanala (34).
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Slika 5. Molekularna struktura vaskularnog Katp kanala. Preuzeto od (35)

U VGM su identifikovana dva glavna podtipa Kare kanala, na osnovu razlika u provodljivosti,
osetljivosti na nukleotide i farmakoloskih karakteristika (36). Jedan od njih je Katp kanal srednje
provodljivosti (50-70 pS), koji funkcionalno podseca na Kate kanale u kardiomiocitima (37), mada
njegova molekularna struktura nije do kraja ispitana. Medutim, preovladujuci podtip vaskularnog
Kate kanala je Knpp kanal niske provodljivosti (20-50 pS) (30). Ovaj Knpp kanal se ne moze spontano
aktivirati u odsustvu nukleotida i takode je inhibiran intracelijskim ATP, ali potrebne koncentracije
za njegovu inhibiciju su vece nego one koje inhibiraju Katp kanal u kardiomiocitima i B-¢elijama
pankreasa (38, 39).
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1.2.2. BKca kanali

Ca?*-senzitivni K (Kca) kanali imaju vaznu ulogu u ¢elijskoj ekscitabilnosti, registrujuci i
reaguju¢i na promene koncentracije intracelularnog [Ca®']. Kca kanali se dalje na osnovu
provodljivosti dele na kanale sa velikom (BKca, maxi K, ~200-300 pS), intermedijernom (I1Kca, ~32-
39 pS) i malom provodljivos¢u (SKca, ~4-14 pS). BKca kanale aktivira depolarizacija membrane i/ili
vezivanje Ca?* za kanal, dok su SKca i IKca kanali voltazno-nezavisni i aktiviraju se vezivanjem Ca?*
za kalmodulin koji se konstitutivno vezuje sa kanalima (40). Sve tri grupe Kca kanala nalaze se u
vaskulaturi, s tim $to su BKc, kanali predominantno eksprimirani na VGMC u znatno vec¢oj proporciji
u odnosu na ostale K-kanale (41), dok su SKca i IKca kanali prisutni na endotelnim ¢elijama krvnih
sudova. Kada se BKca kanal u VGMC aktivira omoguéen je izlazak K*, $to dovodi do
hiperpolarizacije membrane. Sa druge strane, aktivacija SKca i IKca kanala indirektno utice na
hiperpolarizaciju u VGMC endotel-zavisnim mehanizmima koji ukljuéuju stvaranje azotnog oksida
(NO). BKca (koji su jo$ poznati i kao Kcal.1 ili maxi K) kanali se sastoje od Cetiri a kanalske i Cetiri
B pomoc¢ne subjedinice (Slika 6). Smatra se da su voltazna zavisnost, otvorenost kanala i provodljivost
funkcija a subjedinice, dok se senzitivnost na Ca* pripisuje B subjedinici (42, 43), koje predstavljaju
Ca?* senzor koji se aktivira sa pove¢anjem koncentracije Ca®" unutar éelije. Subjedinica o BKca
kanala homologa je sa proteinima koji sadrze S1-S6 transmembranskih segmenata i poput Kv kanala
sadrzi domen S4 koji predstavlja voltazni senzor (17). Stoga se smatra da je BKca voltazno-zavisni
kanal kome je dodat deo sa Cetiri nove subjedinice S7-S10.

Humani genom sadrzi 8 gena koji kodiraju Kca kanale (17). I dok je subjedinica oo BKca kanala
kodirana od strane samo jednog (Slo) gena, njena fenotipska raznovrsnost postize se visokim nivoom
alternativnog splajsovanja (engl. splicing) na posttranskripcionom nivou. S druge strane, 3
subjedinice su kodirane od strane Cetiri gena Cija je ekspresija tkivno specifi¢na, a B1 subjedinica
predominantna forma u VGMC (44, 45). 1 subjedinica u interakciji sa a subjedinicom poveéava
senzitivnost kanala na napon i Ca?* (46). Teoretski, o i B subjedinice BKca kanala se nalaze u
stehiometrijskom odnosu 1:1. Medutim, studije su pokazale da postoje grupacije BKca kanala sa
manje od 4 B subjedinice. Brojni dokazi upucuju na to da stehiometrija a i f subjedinica moze biti
dinamic¢na.

BKca kanali, pod eksperimentalnim uslovima, mogu biti aktivirani promenom napona u
prisustvu ili odsustvu Ca?*. Vrednost membranskog potencijala koja je potrebna za aktivaciju BKca
kanala nema fiksne vrednosti, veé zavisi od koncentracije Ca%*. U uslovima kada je koncentracija
Ca?" niska, BKca kanali se ponasaju kao ¢isti voltazno-zavisni kanali. Ipak, poveéanje intracelularnog
Ca?" dolazi do pomeranja parametara voltazne zavisnosti ka viSe negativnim potencijalima §to
dozvoljava aktivnost kanala u fizioloSkom opsegu membranskih potencijala (-60 do -30 mV) u
relaksiranim ¢elijama (47, 48).

U VGMC, BKca kanali regulisu membranski potencijal produkcijom spontanih prolazno-
izlaznih struja (tzv. STOC struje) kao odgovor na visoko lokalizovano oslobadanje Ca®*, tzv Ca?*
iskre (engl. Ca?* sparks), kroz rijanodinske receptore (RyR) na sarkoplazmatskom retikulumu (SR)
(49). Stoga, lokalizacija BKca kanala u ¢elijskoj membrani i RyR na SR, mora biti u neposrednoj
blizini kako bi BKca kanali bili izloZeni relativno visokim nivoima Ca?* jona (> 10 uM Ca?*) (50).
Pokazano je da blokada RyR, bilo rijanodinom ili deplecijom intracelularnog Ca?* tapsigarginom,
dovodi do redukcije Ca?* iskri, a samim tim i BKca struje (51, 52). Takode, influks Ca®* kroz
voltazno-zavisne Ca-kanale L-tipa (Cav1.2) stimulise aktivnost BKca (49, 50). Otvaranje BKcakanala
omogucuje izlazak K* vode¢i do hiperpolarizacije membrane koja dovodi do zatvaranja voltazno-
zavisnih Ca-kanala L-tipa ¢ime se redukuje koncentracija Ca®* i indukuje vazorelaksacija. Nasuprot
tome, zatvaranje BKca kanala dovodi do depolarizacije membrane koja otvara voltazno-zavisne Ca-
kanale L-tipa, $to rezultira porastom Ca?* i posledi¢no vazokonstrikcijom. Uopsteno, BKca kanali u
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VGMC udestvuju u podesavanju membranskog potencijala (Vm), regulaciji vaskularnog tonusa i
kompenzatornom mehanizmu amortizovanja vazokonstrikcije (53).

BKca kanal se moze aktivirati razliCitim sintetskim OKK poput NS1619, ili njegovog
potentnijeg analoga NS11021. Ovi OKK vezujuéi se za BKca kanal uzrokuju hiperpolarizaciju,
vazodilataciju ili redukciju vazokonstrikcije (54). Benzoimidazol NS1619 aktivira BKca kanale, ali
njegovi funkcionalni efekti, takode,ukljuéuju i inhibiciju Ca?* struja i Ky kanala (55).

NH,

A N4 a-Subunit % —

B1-Subunit 5_2 {LRRC26)

Out

-a-o:::o‘ »pv seces [0 86 see Sl S0l '--.' uuuuuu " o'nnn

e IR w Y
™Maedaees = aSeaad Sas o e Ao + ftd BERAWEE alh Lo ote
NH; OO \ccc«
Ca?*-bost T RCK1
Heme binding

B

Negative feedback

Hyperpolanzation - — _

f ~
Depoladzationké\ N car }5’
*BK’J

¥ Ca‘,1 2
Plasma membrane *
R tcar
RyR

ER membrane
Ca*

Slika 6. Molekularna struktura vaskularnog BKca kanala i njegova uloga u regulaciji vaskularnog
tonusa. Preuzeto od (56)

1.2.3. Kv kanali

Kv kanali su najveca superfamilija K-kanala, podeljena na 12 subfamilija kodiranih od strane
oko 40 gena (57). Kv kanali su heteromultimeri sastavljeni od Cetiri a subjedinice koje formiraju
poru, i od pomoc¢nih B subjedinica. Prema podeli Kv kanali pripadaju kanalima sa Sest
transmembranskih domena, jer strukturno, a subjedinica ovih kanala koja ima citoplazmatski N- i C-
kraj, sadrzi Sest transmembranskih domena (S1-S6), sa porom izmedu S5 i S6 domena 1 voltaznim
senzorom u sastavu S4 domena (58). S4 domen sadrzi specifiénu aminokiselinsku sekvencu u kojoj
se lizin ili arginin pojavljuju na svakoj trecoj ili ¢etvrtoj poziciji $to daje pozitivno naelektrisanje
ovom segmentu i odgovorno je za voltazno-zavisnu aktivaciju kanala. N-kraj o subjedinica
odgovoran je za inaktivaciju ovih kanala (59) (Slika 7). Funkcionalan Kv kanal sadrzi Cetiri o
subjedinice koje mogu biti iste ili razlicite, ali koje uvek pripadaju istoj familiji. PoSto mogu biti
homao- ili heterotetrameri, biofizi¢ke osobine, fizioloska regulacija i farmakoloske osobine Kv kanala
veoma variraju. Vaskularni Kv kanali su uglavnom Kv1, Kv2 i Kv3 izoforme kanala. U VGMC,
glavne izoforme Kv kanala su Kv1.2, Kv1.5, Kv1.6, Kv2.1 i Kv3.1, ali obrazac ekspresije je zavistan
od vaskularnog odeljka. U sluaju Kv1.3 kanala u VGMC brojnih arterija i arteriola moguée je
detektovati njegovu iRNK, ali ne i sam protein (60). Istrazivanja su pokazala da je ekspresija proteina
Kv1.3 kanala karakteristiéna za proliferisuée VGMC, i da se ova proliferacija moze blokirati
upotrebom specifi¢nog blokatora Kv1.3 kanala, margatoksinom (61).
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Slika 7. Molekularna struktura o subjedinice Kv kanala. Modulatorna, [ subjedinica (nije
prikazana na slici) interaguje sa NH> krajem o subjedinice. Preuzeto od (62)

Pripadnici K7 (KCNQ) i Ky11 (HERG) familija, takode, su identifikovani u VGMC (63, 64).
Kv kanali, kako im samo ime i1 govori, ispoljavaju snaznu voltaznu zavisnost. Depolarizacija ¢elijske
membrane dovodi do njihove aktivacije 1 do povecanja hiperpolarizujucih izlaznih struja. Nastala
hiperpolarizacija VGMC inaktivira voltazno-zavisne Ca-kanale i posledi¢no smanjuje vaskularni
tonus. Prag za aktivaciju Kv kanala iznosi oko -30 mV (7, 8).

1.3. Modulatori aktivnosti K-kanala

Modulatori aktivnosti K-kanala, kako im samo ime i kaze, predstavljaju grupu jedinjenja koja
uticu na funkciju K-kanala, menjajuci je, blokirajuci ili podsticu¢i aktivnost ove grupe kanala.
Razumevaju¢i ulogu ovih kanala u razli¢itim fizioloskim, ali 1 patofizioloskim procesima, otvorilo je
jedan novi pristup u medicini 1 farmaciji prepoznajuci terapeutski potencijal zasnovan na modulaciji
aktivnosti ovih kanala. Poslednjih godina, detekcija promene ekspresije K-kanala, takode, predstavlja
znacajno dijagnosti¢ko sredstvo u razli¢itim patoloskim stanjima, pre svega u onkologiji (65). Do
danas je razvijen Sirok spektar lekova i supstanci koji uti¢u na propustljivost ¢elijske membrane za
K* jone. Modulatori aktivnosti K-kanala imaju znaCajne terapeutske moguc¢nosti na polju
kardioprotekcije (66), korekcije funkcija vaskularnih (67) i ne vaskularnih misi¢a (68), neuralnog
(69), imunog (70) i endokrinog sistema (71). Modulatori K-kanala se mogu podeliti na otvarace K-
kanala (OKK) i blokatore K-kanala (BKK).

1.3.1. Otvaradi kalijumovih kanala (OKK)

OKK su egzogeni modulatori koji obuhvataju heterogenu grupu jedinjenja. Modulacija
aktivnosti K-kanala je poslednjih godina omogucila novi pristup u kardiovaskularnoj farmakologiji u
cilju terapijske primene u akutnom koronarnom sindromu, hipertenziji, insuficijenciji srca, spazmu
bajpas graftova, kao i kardioprotektivnom delovanju. Prema svojoj hemijskoj strukturi OKK se mogu
podeliti u nekoliko grupa:

¢ Cijanogvanidini, kojima pripada pinacidil i njegov analog P1075

e Benzopirani, ¢iji su najpoznatiji predstavnici kromakalim, levkromakalim, HOE 234
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Tioformamidi, predstavnik ove grupe je aprikalim

Piridini, u koje se ubraja nikorandil

Pirimidini, jedini predstavnik u ovoj grupi je minoksidil sulfat
Benzotiadiazini, ¢iji je najznacajniji predstavnik diazoksid

OKK, raznolika grupa organskih jedinjenja, repolarizuju ili hiperpolarizuju celijsku
membranu, delujuéi preko Kartp kanala. Stoga, vrlo bitan efekat OKK je posledica delovanja na Kartp
kanale na plazma membranama sréanih i glatkih misi¢nih ¢elija. OKK smanjuju moguénost otvaranja
voltazno-zavisnih Ca-kanala, L i T tipa, i inhibiraju agonistima indukovano oslobadanje Ca?" iz
intracelularnih depoa kroz inhibiciju formiranja inozitol-trifosfata (1Ps) i smanjenje efikasnosti Ca2*
kao aktivatora kontraktilnih proteina. Dodatno, OKK mogu ubrzati klirens slobodnog intracelularnog
[Ca?*] kroz Na*/Ca?" razmenu (72), dovodeéi glatke misiéne ¢elije u stanje relaksacije i redukcije
ekscitabilnosti ¢elijske membrane. Uzimajuéi u obzir da je GMC vaskulatornog sistema posebno
osetljiva na OKK oni mogu imati veliki terapeutski znacaj.

Diazoksid i minoksidil su OKK koji otvaraju Karp kanale u vaskulaturi i dovode do
vazodilatacije 1 smanjenja poviSenog krvnog pritiska (73). Ipak, klinicka upotreba oba leka je
ograni¢ena njihovim nezeljenim efektima, kao S§to su retencija tecnosti, edemi i hiperglikemija.
Nikorandil je vazodilatatorni lek koji se koristi u terapiji angine, povecavaju¢i koronarni protok krvi
usled njihove vazodilatacije.

Pinacidil, koji pripada grupi cijanogvanidina, je stari antihipertenzivni lek (74) koji se dugi
niz godina zbog izrazenih nezeljenih dejstava (perifernih edema i aritmije) viSe ne primenjuje u
kardiovaskularnoj terapiji. Danas je upotreba pinacidila ograniCena na eksperimentalne uslove.
Pinacidil je prvi put sintetisan 1970. godine, da bi tek godinama kasnije bio klasifikovan kao OKK
(75), iako su kasnija brojna istrazivanja ukazala i na njegove dodatne mehanizme dejstva nezavisne
od otvaranja kalijumovih kanala. Mehanizam delovanja pinacidila jo§ uvek nije u potpunosti utvrden,
ali brojni radovi potvrduju da je vazorelaksacija posledica otvaranja K-kanala vaskularnih glatkih
misica (75). Za razliku od nekih drugih OKK, kao npr. levkromakalima i nikorandila, mehanizam
delovanja pinacidila nije tako dobro definisan, a predloZzeni su i dodatni mehanizmi pored
hiperpolarizacije vaskularnog glatkog misi¢a (76). Vazodilataciju izazvanu pinacidilom uspe$no
blokira glibenklamid, oralni antidijabetik koji se koristi u terapiji DMT2. Dokazano je da OKK
hiperpolarisu VGMC delujuéi dominantno preko Kate kanala. Drugi blokatori K-kanala, kao $to su
iberiotoksin, apamin ili niske koncentracije TEA ne deluju na Kartp kanale (77). Sintetski analog
pinacidila koji pokazuje vecu aktivnost od njega je P1075.

1.3.2. Blokatori kalijumovih kanala (BKK)

Blokatori kalijumovih kanala (BKK) obuhvataju Sirok spektar supstanci, od najjednostavnijih
neorganskih katjona do prirodnih toksina izolovanih iz razli¢itih biljnih i Zivotinjskih vrsta.

Prvi 1 najviSe koriS¢eni BKK u eksperimentalne svrhe su kvarterne amonijum soli i
tetraetilamonijum (TEA) kao njihov najpoznatiji predstavnik. U milimolarnim koncentracijama TEA
selektivno blokira BKca kanale, dok pri ve¢im koncentracijama neselektivno blokira i druge tipove
K-kanala. U BKK se ubrajaju i aminopiridini ¢iji je najznacajniji predstavnik 4-aminopiridin (4-AP),
koji je pri niskim milimolarnim koncentracijama relativno selektivan za kasno i prolazno ispravljacke
K-kanale, a ¢ije je ciljno mesto vezivanja kod Kv kanala u pori izmedu segmenata S5-S6 subjedinice
kanala. U ve¢im koncentracijama (1 — 10 mM) ovaj blokator je relativno neselektivan, blokirajuéi i
Katp kanale i BKca kanale (78).
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Posebno su interesantni BKK koji predstavljaju prirodne toksine, a u koje se ubrajaju
iberiotoksin i1 karibdotoksin — visoko selektivni blokatori BKca kanala izolovani iz otrova Skorpije.
Zatim ovoj grupi pripada i margatoksin, toksin takode izolovan iz otrova jedne druge vrste Skorpije,
a koji ima veliku selektivnost za Kv1.3 kanal. Friksotoksin je, pak, toksin izolovan iz otrova tarantule,
koji je visoko selektivan za Kv4.2 i Kv4.3 kanale, a apamin je toksin izolovan iz pcelinjeg otrova,
visoko selektivan za SKca kanale.

Potencijal i znac¢aj blokiranja K-kanala je, takode, prepoznat u farmaceutskoj industriji i danas
postoje brojne klase lekova ¢iji mehanizam se zasniva na tom principu. Tako antiaritmici 11 grupe
blokiraju K-kanale koji ucestvuju u repolarizaciji i na taj nacin produzavaju trajanje akcionog
potencijala, suprimiraju pojavu aritmija i smanjuju normalni automatizam srcanih ¢éelija (79).
Glibenklamid, visoko selektivni blokator Katp, pripada grupi oralnih antidijabetika i svoju primenu
ima u terapiji dijabetes melitusa tip 2. Glibenklamid je derivat sulfonilureje i ciljno mesto njegovog
dejstva su P-¢elije Langerhansovih ostrvaca gde stimuliSe sekreciju insulina (80). Koncentracije
glibenklamida potrebne da se blokira Kate kanal u pankreasu (u nM) znacajno su nize od
koncentracija neophodnih za njihovu blokadu ili u krvnim sudovima (1-20 uM) (81) ili u uterusu (10
mM) (82).

1.4. Bajpas graftovi — sli¢nosti i razlike izmedu arterijskih i venskih krvnih sudova

Krvni sudovi razli¢itih organa mogu razli¢ito odgovoriti na prisustvo istih supstanci i lekova.
Pored toga razli¢iti efekti se mogu ocekivati i zavisno od toga da li je u pitanju venski ili arterijski
sistem. Anatomske i fizioloSke razlike izmedu ova dva tipa krvnih sudova najpre se uocava u tanjem
zidu vena, koje imaju i manje elastina i glatkih miSica, ali viSe kolagena i prisustvo valvula (Slika 8).
Takode, uocCava se i razlika u polozaju sarkoplazmatskog retikuluma u ¢elijama vaskularnog misica
arterija i vena, koji je pozicioniran blize plazma membrani u vaskularnim éelijama vena (83). Opisano
je i da su vene, za razliku od arterija, manje osetljive na delovanje vazodilatatornih metabolita iz
cirkulacije, i da pri tome imaju intenzivniju simpati¢ku inervaciju (84, 85).

Arteries and Veins
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Slika 8. Shematski prikaz anatomskih razlika izmedu arterija i vena. Preuzeto sa https://cheap-
library.com/

Bajpas graftovi su upravo segmenti vena i arterija koji se koriste u premoscavanju
neprohodnih delova koronarnih arterija. Za razliku od pocetnih pristupa u tretmanu bajpas graftova,
kada su posmatrani samo kao prosti provodnici, danas se svakako vise paznje posvecuje njihovom
tretmanu u cilju produzavanja njihove prohodnosti i funkcionalnosti tokom godina.

Aorto-koronarni bajpas (CABG - coronary artery bypass grafting), je hirur§ka procedura
razvijena sredinom proslog veka, koje je dramaticno promenila tretman pacijenata sa ishemijskom
tako 1 u svetu. Procena je da se godiSnje u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama obavi skoro 400 000
bajpas operacija (86), dok za Srbiju ne postoje zvani¢ni podaci. Svakako treba uzeti u obzir da se u
zapadnim zemljama uocava trend smanjenja CABG operacije, dok su iste u porastu u zemljama u
razvoju. Kardiovaskularne bolesti su vode¢i uzrok smrtnosti u Svetu, a po mortalitetu od
kardiovaskularnih bolesti Srbija se danas nalazi u samom vrhu (87). Faktori rizika za koje se
pouzdano zna da utiCu na razvoj koronarne bolesti srca su izmedu ostalog: hipertenzija,
hiperlipidemija, pusenje, dijabetes i nacin ishrane.

Single Double Triple Quadruple

Coronary Artery Bypass Graft (CABG)

Slika 9. Tipovi aorto-koronarnog bajpasa na osnovu broja upotrebljenih graftova. Preuzeto sa
https://en.wikiversity.org/wiki/WikiJournal_of Medicine/Medical_gallery of Blausen_Medical_20
14

Istorijski gledano prvi upotrebljeni graft, i to uspesno, u direktnoj revaskularizaciji miokarda
bio je graft unutrasnje torakalne (mamarne) arterije (eng. HIMA — human internal mammary artery;
lat. arteria thorasica interna; dok smo mi u radu koristili skra¢enicu ITA — internal thorasic artery).
Ipak, zbog teze preparacije, zahtevnijeg pristupa u konstrukciji anastomoza, kao i ve¢e moguénosti
za nastanak peri- i post-operativnin komplikacija, primarni graft u CABG postaje graft vene safene
(eng. HSV - human saphenous vein; lat. vena saphena magna; dok smo mi u radu koristili skra¢enicu
HVS — humana vena safena) (Slika 10). Venski graft zbog svoje duzine i jednostavne preparacije
postaje, tokom sledec¢ih godina, najupotrebljivaniji graft u bajpas operacijama. Medutim, tokom
godina veliki nedostatak HVS grafta dolazi do izrazaja, a to je smanjenje prohodnosti; 10% do ¢ak
25% HVS graftova okludira u prvih godinu dana od operacije, dok je, u najve¢em broju studija, nakon
10 godina samo 50-60% HVS graftova prohodno (88). Faktori koji su odgovorni za stenoti¢ne i
okluzivne promene na HVS graftu nastaju pre svega kao posledica izlaganja vene visokom pritisku i
pulzativnom protoku u arterijskom sistemu. Pored toga, poslednjih godina veca paznja u propadanju
HVS grafta poklonjena je stanju endotela pre same implementacije grafta. Naime, veliki broj studija
ukazao je da status endotela u ugradenom graftu predstavlja klju¢ni korak u dugovecnosti samog
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grafta. HistoloSkom i imunohistohemijskom analizom preko 600 aortokoronarnih venskih graftova
uzetih sa autopsije pacijenata koji su prethodno bili operisani na Klinici za grudnu i kardijalnu
hirurgiju u Beogradu od sedamdesetih godina do 2000. godine pokazano je da su najranije histoloske
promene u venskim graftovima ostec¢enja endotelnih celija (89). Takode, u preko 100 analiziranih
isecaka HVS pre njihovog ugradivanja kao grafta nadena su manja ili veca oStecenja endotela. Kako
je period prezivljavanja nakon operacije rastao tako su CeS¢e na analiziranim graftovima nakon
autopsije uocena zadebljanja intime venskog grafta. Zakljuak autora je bio da oste¢enje endotela
HVS nastalo tokom Zivota ili pre implementacije, tokom pripreme grafta za ugradnju, dovodi do ranih
postoperativnih komplikacija i to najées¢e tromboze lumena vene. Nasuprot tome, duzi rok trajanja
imace neoSteceni graftovi ili oni sa hiperplazijom intime kod kojih u kasnijem periodu dolazi do
komplikacija u vidu tromboze grafta ili stenoze lumena zbog hiperplazije grafta.

Internal Mammary
Artery

Plague Blockage

Coronary Artery Bypass Surgery

Slika 10. lustracija dvostrukog aorto-koronarnog bajpasa sa upotrebom vene safene i
unutrasnje torakalne arterije. Preuzeto sa

https://en.wikiversity.org/wiki/WikiJournal_of Medicine/Medical_gallery_of Blausen_Medical 20
14

Danas, arterijski bajpas graftovi imaju dominantnu poziciju u CABG. Zlatni standard
predstavlja in situ graft leve grane ITA. Vise od 90% graftova ITA su posle 10 godina prohodni, dok
manje od 4% razvije aterosklerozu, a samo 1% ima ateroskleroticne stenoze od hemodinamskog
znacaja (88). Pored ITA (koja se u anglosaksonskoj literaturi mnogo ¢eS$¢e nalazi pod nazivom
unutrasnja mamarna arterija), slede¢i arterijski graft po ucestalosti koriS¢enja je radijalna arterija.
Osim ove dve arterije, u CABG se koriste joS 1 donja epigastri¢na arterija, desna gastroepiploi¢na
arterija, kao 1 medurebarne arterije. Praksa u Srbiji po pitanju bajpas operacija predstavlja upotrebu
grafta velike vene safene, grafta unutraSnje torakalne arterije i daleko rede grafta radijalne arterije
(87).

Spazmi arterijskih i venskih graftova mogu se javiti u svim fazama pripreme grafta za
implantiranje, ali i nakon §to je graft implantiran. Dok je perioperativan spazam HVS povremena, ali
ozbiljna komplikacija, postoperativni spazam ovog grafta je daleko redi. U slu¢aju humane unutrasnje
torakalne arterije podjednaka je verovatnoca razvoja i peri- i postoperativnog spazma (87). Prijavljeno
je da inhibicija BKcakanala endogenim vazokonstriktorima tokom bajpas operacije moze da izazove
spazam (90). Arterijski graftovi, prema klasifikaciji koju su napravili He i Yang (91), mogu se
razvrstati u tri grupe. U prvoj grupi se nalaze somatske arterije (ITA i donja epigastri¢na arterija), u
drugoj visceralne arterije 1 u trecoj limbi¢ne arterije. Arterije druge i tree grupe pokazuju vecu
sklonost ka razvoju spazma u odnosu na prvu grupu. Medutim, i sami segmenti ITA se razlikuju u
odnosu na reaktivnost prema vazokonstriktorima, pa tako su ispitivanja pokazala da je distalni deo
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ITA najreaktivniji. Danas se ne preporucuje koris¢enje najdistalnijih 3-4 cm ITA pre bifurkacije usled
visoke reaktivnosti datog segmenta. Poslednjih godina sa vecom upotrebom arterijskih graftova
problem razvoja spazma grafta postaje sve ucestaliji. Zbog toga je vazno da se razumeju uzroci
razvoja vaskularnog spazma, da se poboljsa provodljivost grafta i koristi najoptimalniji vazodilatator
u cilju sprecavanja razvoja spazma. Ipak, mehanizam nastanka spazma bajpas graftova jos uvek nije
razja$njen. Smatra se da vazospazam nastaje pod uticajem brojnih, razli¢itih stimulusa koji mogu biti
fizicke ili farmakoloske prirode. Perioperativan spazam se moze javiti kao odgovor glatkih misiénih
¢elija na mehanicku stimulaciju tj. manipulaciju graftom pre i tokom same operacije, ali i kao odgovor
na promenu temperature. Razli¢ite endogene i1 egzogene vazokonstriktorne supstance su ukljucene u
razvoj peri- i postoperativnih spazama, pre svega kod arterijskih graftova (92). U cilju prevencije i
reverzije spazma arterijskih i venskih graftova ispitivano je vazodilatatorno i antivazokonstriktorno
dejstvo razli¢itih supstanci, ali do sada nije pronaden idealan vazodilatator. I dok se neki
vazodilatatori uprkos odredenim nedostacima rutinski koriste u CABG u tretmanu spazma
(papaverin, nitroglicerin, Na-nitroprusid), vec¢e nade se polazu u nove kombinacije vazodilatatora koji
se trenutno nalaze u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja (Heovi rastvori - verapamil + nitroglicerin
I nikardipin + nitroglicerin) (93).

Kalijumovi kanali u krvnim sudovima, a samim tim i u bajpas graftovima, jesu prepoznati kao
ciljno mesto tretmana spazma grafta. Nasa laboratorija za kardiovaskularnu farmakologiju intenzivno
se bavi proucavanjem uloge K-kanala u krvnim sudovima, kao i ispitivanjem OKK i njihove uloge u
reverziji 1/ili spre¢avanju razvoja spazma na razli¢itim animalnim i humanim modelima. Prethodnih
godina pokazano je in vitro da razli¢iti OKK poput levkromakalima, aprikalima, kromakalima,
pinacidila, diazoksida, nikorandila dovode do relaksacije krvnih sudova, ali vrlo ¢esto njihov efekat
zavisi od tipa krvnog suda, ali i vrste primenjenog vazokonstriktora. Dodatno, pokazano je i da neke
novootkrivene prirodne supstance, poput rezveratrola, svoj vazodilatatorni efekat ostvaruju delom
putem aktivacije K-kanala. Ukazuju¢i na vaznu ulogu K-kanala u hiperpolarizaciji s jedne strane, ali
1 na mogucu promenu u ekspresiji 1/ili funkciji K-kanala u razli¢itim patofizioloSkim stanjima,
ispitivanje OKK u reverziji i/ili spreCavanju razvoja spazma grafta mora biti ispitano u prisustvu
odnosno odsustvu razli¢itih vaskularnih bolesti.

1.5. Dijabetes melitus i KVVS

Diabetes mellitus predstavlja primarni faktor rizika za razvoj nezeljenih kardiovaskularnih
dogadaja. Insulin zavisni DMT2 ubrzava razvoj i delovanje drugih faktora rizika u nastanku i
komplikaciji kardiovaskularnih bolesti (87). Dijabetes indukuje vaskulopatije kroz endotel-zavisne i
endotel-nezavisne vaskularne disfunkcije kako u slu¢aju tip 1, tako i u slu¢aju dijabetes melitusa tip
2 (DMT2) putem razli¢itih mehanizama. Faktori rizika za razvoj DMT2 su gojaznost, pusenje,
nedostatak vezbanja, etni¢ka pripadnost, kao i HbA1C iznad 6.0%. Poslednjih godina, kako u svetu
tako i kod nas, uocen je trend porasta broja CABG kod bolesnika sa dijabetesom. Raza i sar. (94) su
u svom radu iz 2014.god objavili podatke velike studije koja je obuhvatila vise od 57 hiljada
pacijenata koji su imali bajpas operaciju u periodu od 40 godina na klinici Klivlend. Rezultati studije
su potvrdili ono S§to je veina klini¢ara ve¢ ranije konstatovala, a to je da je ishod bajpas operacije
losiji po pacijente sa dijabetesom u poredenju sa pacijentima bez dijabetesa. Takode, incidenca
pacijenata sa dijabetesom koji imaju bajpas operaciju je tokom perioda od 40 godina uvecana
petostruko. Pacijenti sa dijabetesom su osim vece intrahospitalne smrtnosti, imali 1 ve¢u incidencu
komplikacija, pre svega infekcije sternuma, mozdanog udara, bubrezne insuficijencije, kao i
prolongiranu postoperativnu hospitalizaciju. Rezultati studije su, takode, pokazali da je kod svega 8%
pacijenata bila koriS¢ena bilateralna unutrasnja torakalna arterija. Medutim, prema savremenim
studijama upotreba obe ITA se ne preporucuje u gojaznih i bolesnika sa dijabetesom, zbog povecane
verovatnoce infekcije sternuma (88).
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Rezultati multicentricnih randomizovanih klinickih studija (FREEDOM, CARDia,
SYNTAX, VA CARDS, BARI i ARTS I) i meta analiza ukazuju na prednosti CABG operacije u
odnosu na primenu stentova, sa i bez otpustaju¢ih lekova i angioplastiku, u bolesnika sa dijabetesom
(95). Mehanizmi kojima dijabetes povecava kardiovaskularne komplikacije nisu u potpunosti
rastumaceni, ali izgleda da je promena funkcije vaskularnih glatkih misi¢a jedan od ovih patoloskih
mehanizama (96). Dokazano je da je kod bolesnika sa dijabetesom smanjena vazorelaksacija, $to bi
moglo da potencira spazme bajpas graftova u ovoj populaciji. In vitro vazoreaktivne studije na
animalnim modelima su pokazale da je dijabeti¢na vaskularna disfunkcija povezana sa smanjenom
aktivno$cu K-kanala u glatkim misi¢nim ¢elijama, ukljucujuéi tu Karp kanale, Kv kanale, kao i male
SKcai BKca kanale (97).

In vitro studije pruzile su dokaz da je dijabeti¢na vaskularna disfunkcija povezana sa
smanjenom aktivno$¢éu K-kanala glatkih misi¢a (98, 99), pre svega Katp kanala (100). Mutacije u
KCNJ11 genu koji kodira subjedinicu pore pankreasnog Kate kanala, uzrok je razvoja neonatalnog
DM (101). Takode, smanjena funkcija Katp kanala primecena je u koronarnim arteriolama kod
pacijenata sa DMT2 (102). Jontem i sar. (103) potvrdili su da prisustvo DMT2 umanjuje relaksaciju
HVS nakon aplikacije OKK, kromakalima. Pored toga, pokazano je da je kolicina iRNA SUR2B
subjedinice Katp kanala smanjena u ¢elijama glatkih misic¢a izolovanih iz aorte pacova kod kojih je
prethodno doslo do razvoja dijabetesa primenom streptozotocina (104).

Svojim uticajem na intracelularne mehanizme, OKK relaksiraju vaskularne glatke miSi¢ne
¢elije 1 smanjuju ekscitabilnost njihovin membrana. Zato OKK imaju potencijalnu terapijsku
vrednost kao lekovi u lokalnoj i sistemskoj terapiji u cilju prevencije i reverzije spazma bajpas
graftova. Medutim, efekti OKK na izolovanim bajpas graftovima bolesnika sa dijabetesom su
nepoznati. Ovi nalazi bi mogli uticati na razvoj specifi¢nih reSenja za oCuvanje transplantata bajpas
graftova, kao 1 na razliito postoperativno leCenje pacijenata sa i bez DMT2. Ova tema je izuzetno
vazna kada se istakne da je u ukupnom broju pacijenata koji su bili na operaciji CABG povecan broj
pacijenata sa DMT?2. Istovremeno, rezultati razli¢itih klinickih ispitivanja preporucili su operaciju
CABG umesto perkutane koronarne intervencije za direktnu revaskularizaciju srca kao prednost za
pacijente sa DMT2 (95).

Modulacija aktivnosti K-kanala molekularnim pristupima i selektivnim razvojem lekova
moze biti novi na¢in le¢enja vaskularne disfunkcije u buduénosti. Modulatori aktivnosti K-kanala se
ne odnose samo na OKK, ve¢ se izmena njihove aktivnosti moze vrsiti i primenom blokatora K-
kanala. Danas se na trzi$tu nalaze lekovi iz grupe modulatora K-kanala koji se primenjuju u terapiji
neuroloskih i kardiovaskularnih oboljenja, kao i u terapiji dijabetesa (13, 105).

Kapituliraju¢i sve prethodno navedeno u naSem istrazivanju je postavljena sledeca Radna
hipoteza:

o OKK izazivaju vazodilataciju i/ili antivazokonstrikciju bajpas graftova aktivacijom K-kanala
na Celijskoj membrani miSi¢nih ¢elija krvnih sudova izolovanih od pacijenata bez i sa
dijabetes melitusom tip 2. Ovo dejstvo je koncentracijski-zavisno. Postoje razlike u tipovima
K-kanala koji u€estvuju u vazodilataciji i/ili antivazokonstrikciji izmedu arterijskih i venskih
bajpas graftova. OKK (pinacidil) ima i relaksantna dejstva koja ne zavise od modulacije K-
kanala. U ovim dejstvima uéestvuju i membranski Ca-kanali, kao i Na*/Ca®* pumpa.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

2. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su bili:
e ispitati vazodilatatorno i antivazokonstriktorno dejstvo OKK na segmentima krvnih sudova
bolesnika sa/bez DMT?2

e definisati tipove K-kanala uklju¢ene u vazodilatatorne i antivazokonstriktorne efekte OKK na
graftovima bolesnika sa/bez DMT?2

e utvrditi da li ispitivani OKK imaju dejstva nezavisna od aktivacije plazmamembranskih K-
kanala

e ispitati uticaj razli¢itih faktora rizika na vazodilatatorne i antivazokonstriktorne efekte OKK
na graftovima bolesnika sa/bez DMT2

e ispitati ekspresiju vaskularnih K-kanala na graftovima bolesnika sa/bez dijabetesa
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3. MATERIJAL | METODE

Doktorska disertacija uradena je na Institutu za farmakologiju, klinicku farmakologiju i
toksikologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Deo eksperimentalnog rada uraden je
u Laboratoriji za molekularnu biologiju i endokrinologiju, Instituta za nuklearne nauke “’Vinca’,
kao i na Institutu za histologiju i embriologiju ‘’Aleksandar . Kosti¢’’, Medicinskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu. Doktorska disertacija realizovana je u okviru projekta Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije, TR 31020.

U istrazivanju su kori$¢eni preostali, neimplantirani segmenti bajpas graftova — ITA i HVS,
uzeti u toku operacija aortokoronarnog bajpasa radenih na Institutu za kardiovaskularne bolesti
“Dedinje‘ u Beogradu. Neimplementirani ostaci bajpas graftova su nakon operacije stavljani u bocice
sa Krebs-Ringerovim bikarbonatnim rastvorom, koji je pre toga drzan na temperaturi od +4 °C. Nakon
zavrSene operativne procedure bocCice sa graftovima su transportovane u laboratoriju Instituta za
farmakologiju, klini¢cku farmakologiju i toksikologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu gde su istog
dana sa njima radeni farmakoloski eksperimenti, dok je deo preparata odmah zamrznut u te¢nom
azotu i ostavljen u zamrzivacu na -80 °C za potrebe molekularno-bioloskih eksperimenata. Propratne
podatke koji su nam neophodni tokom istrazivanja prikupljalo je medicinsko osoblje kroz
popunjavanje podataka u upitniku. Pitanja u upitniku odnosila su se na pol, starost, telesnu masu i
telesnu visinu, pusacki status, tip diabetes mellitusa, standardnu medikamentoznu terapiju koju je
pacijent uzimao pre operacije, dijagnostifikovanu hipertenziju i hiperlipoproteinemiju. Primerak
jednog takvog upitnika prilozen je u dodatku A. Na osnovu podataka o telesnoj tezini (TT, izrazenoj
u kg) i telesnoj visini (TV, izraZzenoj u m) izratunavan je BMI (Body Mass Index) prema standardnoj
formuli BMI = TV / TT2. Eksperimenti su bili odobreni od strane Eti¢kog komiteta Medicinskog
fakulteta u Beogradu, dozvola broj 29/VI1I-9 od 1. jula 2015.

3.1. Farmakolos$ki eksperimenti

Izolovani segmenti krvnih sudova se seku na preparate duzine oko 3 mm i procesom
preparacije oslobadaju od okolnog vezivnog tkiva. Kroz lumen krvnih sudova provlace se dva celicna
trougla i preparat se smesta u sistem za izolovane organe (Slika 11), pri ¢emu je jedan trougao fiksiran
za staklenu cev¢icu (nosac) koja se uranja u kupatilce ispunjeno Krebs-Ringerovim bikarbonatnim
rastvorom (zapremina kupatilca je bila 10 ml), dok je drugi trougao preko konca vezan za transdjuser
(K30, Hugo Sachs, Freiburg, Nemacka) koji registruje kontrakcije krvnog suda. Transdjuser je
povezan preko pojac¢ivaca (amplifajera, model 301, Hugo Sachs, Freiburg, Nemacka) sa pisaCem
(R60, Rikadenki, Tokio, Japan) koji belezi kontrakcije. Pored pisaca, kori§cen je i softverski program
IsoLab (Elunit, Beograd, Srbija) za registraciju kontrakcija. Preparati se nakon postavljanja u sistem
za izolovane organe inkubiraju 45 min u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru na temperaturi
od 37 °C, kroz koji se propusta gasna meSavina od 95% kiseonika i 5% ugljendioksida. Tokom
perioda inkubacije preparat se ispira svezim Krebs-Ringerovim bikarbonatnim rastvorom na svakih
10 - 15 min. Pre pocetka eksperimenta preparati se postepeno zateZzu do optimalne tacke zatezanja t;.
do postizanja bazalnog tonusa, koji je iznosio 2 g za HVS 13 g za ITA. Optimalne tacke zatezanja za
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preparate su dobijene koris¢enjem rastvora 4 M KCI, procesom postepenog dodavanja po 100 uM
ovog rastvora na svakih 10 min uz postepeno zatezanje preparata dok pri odredenom opterecenju nije
doslo do odsustva porasta kontrakcije na dalje dodavanje pomenutog rastvora.
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Slika 11. Shematski prikaz sistema za izolovane organe. Slika levo preuzeta od (106), slika desno
preuzeta od (107)

Eksperimenti su radeni u serijama od 6 do 8 pojedinacnih eksperimenata. Svaka serija
eksperimenata se razlikovala u zavisnosti od tipa preparata, na¢ina kontrakcije tog preparata,
upotrebljenog OKK, kao i upotrebljenog blokatora. U zavisnosti od toga da li je radeno ispitivanje
efekata OKK na toni¢ne ili fazne kontrakcije, kontrakcije su postignute na preparatima HVS
primenom fenilefrina (FE, 100 uM), depolarisu¢im rastvorom KCI (80 mM), noradrenalinom (NOR,
10 uM) ili elektricnom stimulacijom (ES, paketi impulsa od 30 Hz na svaka 2 min supramaksimalnog
napona od 80 mV). Kontrakcije na preparatima ITA bile bi izazvane istim stimulatorima u istim
koncentracijama 1 uslovima, s tim Sto se umesto FE za postizanje tonicne kontrakcije koristio 5-
hidroksitriptamin (5-HT, serotonin, 100 uM). Takode, za izvodenje farmakoloskih eksperimenata na
ITA prikupljani su samo uzorci uzeti od pacijenata sa DMT2, a kao opsta kontrola posluzili su
eksperimentalni podaci dostupni u doktorskoj disertaciji prof. dr Ljiljane Gojkovi¢-Bukarice.

Dejstvo OKK ispitivano je samo na preparatima bez endotela, a prisustvo endotela testirano
je primenom acetilholina (Ach, 100 uM) (108). Izostanak relaksacije preparata ili blaga kontrakcija
nakon primene Ach ukazuje na odsustvo endotela, ¢ime je i bilo omoguéeno ispitivanje efekata OKK
samo na vaskularnom mi$i¢nom sloju.

OKK, pinacidil (0.01-100 pM), P1075 (0.001-100 pM) ili NS1619 (0.001-100 pM), su
dodavani kumulativno, tako $to se naredna koncentracija dodavala tek nakon Sto prode efekat
prethodne, tj. ona dostigne plato, ili nakon 10-20 minuta ako nije dobijen nikakav odgovor na datu
koncentraciju. Koncentracije OKK su eksponencijalno dodavane u kupatilca sistema za izolovane
organe. Na ovaj nain su bile konstruisane koncentracijski-zavisne krive za svaki pojedinacni
eksperiment.
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Ukljucenost razlicitih (pod)tipova K-kanala u vazodilatatorne i antivazokonstriktorne efekte
OKK se ispitivalo dodavanjem razli¢itih neselektivnih i selektivnih blokatora K-kanala. Takode,
primenom istog blokatora u razli¢itim koncentracijama ispitivana je razlika u afinitetima odredenih
(pod)tipova K-kanala na graftovima pacijenata sa ili bez DMT2.

U okviru ove disertacije ispitali smo i kalijum-nezavisna dejstva OKK u procesu
vazodilatacije HVS pacijenata sa i bez DMT2. Upotrebom depolarisuceg rastvora KC1 (80 mM), kao
i blokatora prometa intracelularnog [Ca?'] ispitivana su dejstva OKK (pinacidila) nezavisna od
aktivacije K-kanala.

3.1.1. Vazodilatatorni efekat

Ispitivanje vazodilatatornog efekta OKK je radeno na uspostavljenoj stabilnoj toni¢noj
kontrakciji postignutoj na izolovanoj HVS nakon primene 100 uM FE, a na izolovanoj ITA nakon
primene 100 uM 5-HT. Stabilna toni¢na kontrakcija je podrazumevala kontrakciju ve¢u od 300 mg,
¢iji je plato u trajanju od najmanje 10 min bio nepromenjen. Nakon uspostavljanja stabilnog tonusa,
OKK su dodavani kumulativno. Prilikom ispitivanja vazodilatatornog efekta OKK posle zavrsetka
efekta poslednje, najveée koncentracije OKK, dodavan je papaverin (PAP, 100 uM) kao opsti
vazodilatator. Efekat OKK je izrazen kao procenat od maksimalne moguce relaksacije (Emax)
postignute dodavanjem PAP. Protokol po kome su se ispitivali efekti prisustva blokatora na
mehanizam dejstva OKK podrazumevao je konstruisanje kontrolne koncentracijski-zavisne krive za
dati OKK. Upotrebom drugog segmenta preparata istog pacijenta konstruisana je druga
koncentracijski-zavisna kriva dobijena u prisustvu blokatora, koji je dodavan u kupatilce i inkubiran
10 min pre otpocinjanja iste procedure kao u sluc¢aju kontrolne krive (109).

Za ispitivanje vazodilatatornog efekta na izolovanim bajpas graftovima od OKK koris¢eni su
pinacidil, P1075, NS1619. Eksperimenti u kojima su testirani potencijalni efekti rastvaraca supstanci
koje smo koristili, tj. etanola (u slucaju P1075 i NS1619), su prethodno radeni i pokazano je da oni
nemaju nikakav uticaj, i da su njihovi retki efekti (blaga kontrakcija krvnog suda) prolazni.
Vazodilatatorni efekat je, takode, bio ispitivan primenom depolarisuc¢eg rastvora KCI1 (80 mM), dok
je u kontrolnoj krivi za ovaj tip eksperimenata toni¢na kontrakcija bila prouzrokovana upotrebom FE,
odnosno 5-HT (110).

3.1.2. Antivazokonstriktorni efekat - noradrenalin

U posebnoj seriji eksperimenata fazne kontrakcije su bile izazvane noradrenalinom (100 uM),
pri ¢emu je kontrola bila 3 uzastopne ujednacene kontrakcije kod kojih je bio dostignut priblizno isti
plato toni¢ne komponente kontrakcije za priblizno isto vreme. Izmedu svake pojedinacne fazne
kontrakcije, nakon dostizanja maksimalne amplitude fazne kontrakcije, preparat je ispiran Krebs-
Ringerovim bikarbonatnim rastvorom i inkubiran oko 40 min. Nakon uspostavljanja ujedna¢enih
kontrolnih kontrakcija, 10 min pre svake naredne koncentracije noradrenalina u kupatilce dodavana
je po jedna linearno rastuca koncentracija OKK (0.01-100 puM). Na osnovu ove serije eksperimenata
bio je izra¢unat ECro (efektivna koncentracija OKK koja dovodi do 70% relaksacije preparata) (111).
U narednim serijama eksperimenata u cilju ispitivanja uloge odredenih (pod)tipova K-kanala u
antivazokonstriktornom efektu OKK, nakon kontrolnih faznih kontrakcija u kupatilce se, 10 min pre
noradrenalina, dodavala samo jedna koncentracija OKK, i to izratunata EC7o, @ potom posle pauze
od 40 min i ispiranja, pre ponovnog dodavanja iste koncentracije OKK i NOR u kupatilce je bio
dodavan jedan od blokatora K-kanala. Racunata je redukcija kontrakcije preparata u prisustvu OKK
i OKK + blokator u odnosu na kontrolne kontrakcije pod uticajem NOR, dobijene pre primene OKK.
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3.1.3. Antivazokonstriktorni efekat - elektri¢na stimulacija

U seriji eksperimenata gde su preparati kontrahovani primenom elektri¢ne stimulacije,
segmenti izolovanih bajpas graftova su bili smesteni izmedu dve elektrode, napravljene od paladora,
uronjene u kupatilce za izolovane organe. U toku eksperimentalnog rada koris¢en je elektri¢ni
stimulator (Grass S44, Quincy, SAD). Primenjivani su paketi impulsa slede¢ih karakteristika:
frekvencije 30 Hz, vreme trajanja jednog impulsa 0.3 ms, submaksimalnog napona od 80 mV i
vremenski razmaci izmedu paketa impulsa su iznosili 120 s. Na opisani nafin se stimuliSu
adrenergicki nervni zavrseci. Ujednacena amplituda 3-4 pojedina¢ne uzastopne kontrakcije izazvane
elektricnom stimulacijom neposredno pre dodavanja OKK predstavljala je kontrolnu amplitudu
(100%). OKK je dodavan kumulativno, naredna koncentracija je dodavana nakon Sto prode efekat
prethodne ili nakon 10 minuta ako je odgovor na datu koncentraciju izostao. Na ovaj nacin su
konstruisane koncentracijski-zavisne krive, prvo bez, a zatim i u prisustvu blokatora na istom
preparatu. U svrhu ispitivanja da li su kontrakcije izazvane elektricnom stimulacijom posredovane
oslobodenim neurotransmiterom iz simpati¢kih nervnih vlakana, 20 min pre zapocinjanja elektri¢ne
stimulacije u kupatilce za izolovane organe dodavan je fentolamin. Fentolamin je neselektivni a-
adrenergicki antagonista ¢ija je uloga da onemoguci vezivanje noradrenalina oslobodenog iz
simpatickih nervnih zavrSetaka za vaskularne glatke misi¢ne celije (112).

3.2. Molekularno bioloske metode: Western blot i imunohistohemijska analiza

Koris¢enjem molekularno-bioloskih tehnika, ukljucujué¢i imunohistohemiju i Western blot
analizu, ispitivano je prisustvo razliitih (pod)tipova K-kanala upotrebom specifi¢nih antitela. Za
analizu ekspresije kanalskih proteina koristila su se specificna poliklonalna kozja antitela za Kv 1.2
(kataloski broj sc-11186), Kv 1.3 (kataloski broj sc-17241), Kv 4.2 (kataloski broj sc-11680), Kv 4.3
(kataloski broj sc-11686), Kir 6.2 (kataloski broj sc-11228), SUR 2A (kataloski broj sc-32461), SUR
2B (kataloski broj sc-5793) i SUR1 (kataloski broj sc-5789), dok je MaxiKa (kataloski broj sc-
374142) bilo monoklonalno misje antitelo, a Kir 6.1 (kataloski broj sc-20808) poliklonalno zecje
antitelo. Sva antitela su bila nabavljena od kompanije Santa Cruz Biotechnology Inc., SAD. Za
potrebe Western blota antitela su bila rastvarana u TBS, dok su u slu¢aju imunohistohemije ona bila
rastvarana u PBS. Uzorci tkiva koji su se koristili za ove analize bili su netretirani segmenti krvnih
sudova, isprani u Krebs-Ringerovom bikarbonatnom rastvoru i zamrznuti u te¢nom azotu, a potom
cuvani u zamrzivacu na -80 “C.

3.2.1. Western blot analiza

Uzorci sveze smrznutih tkiva krvnih sudova homogenizovani su u RIPA puferu (50 mmol/I
Tris/HCI, pH 7.4, 150 mmol/l NaCl, 1% Triton X-100, 0.2% Na-deoxycholate, 0.2% SDS, 1 mmol/|
EDTA,) sa proteaznim i fosfataznim inhibitorima, a dobijeni ¢elijski lizati su potom centrifugirani na
11200 obrtaja, na temperaturi od +4 °C tokom 30 min. Dobijeni supernatant, u kome se nalaze
proteini, je prebacivan u nove ependorfe. Koncentracija proteina u supernatantu je odredivana na 562
nm spektrofotometra koriste¢i BCA proteinski esej (SERVA Electrophoresis, Hejdelberg, Nemacka)
za kvantifikaciju totalnih proteina u uzorku. Pre procesa SDS-PAGE elektroforeze na 10%
poliakrilamidnom (PAA) gelu, dodavan je 2xLaemli pufer, a potom su proteini inkubirani
(denaturisani) 5 min na 95 °C. Nakon procesa elektroforeze raden je transfer razdvojenih proteina na
polivinil flouridne membrane, koje su prethodno bile blokirane sa 5% bovin serum albuminom 1.5
sat na sobnoj temperaturi. Zatim, preko no¢i membrane bi bile inkubirane na +4 °C sa pojedina¢nim
primarnim antitelima anti-Kir6.1 (rastvorenim u odnosu 1:500 / 1:1000), anti-Kir6.2 (rastvorenim u
odnosu 1:500), anti-SUR2B (rastvorenim u odnosu 1:500), anti-MaxiKa (rastvorenim u odnosu
1:1000), anti-SUR2A (rastvorenim u odnosu 1:250), anti-SURL1 (rastvorenim u odnosu 1:250), anti-

20



MATERIAL | METODE

Kv1.2 (rastvorenim u odnosu 1:500), Kv1.3 (rastvorenim u odnosu 1:500), anti-Kv4.2 (rastvorenim
u odnosu 1:500) i anti-Kv4.3 (rastvorenim u odnosu 1:500). Nakon intenzivnog ispiranja pomocu
TBST, membrane su inkubirane sa sekundarnim HRP-konjugovanim antitelom (rastvorenim u
odnosu 1:10 000) 1.5 sat na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija proteina je radena na rentgen filmu,
nakon Cega su antitela uklanjana sa membrana pomocu pufera za “skidanje* (stripovanje) (100
mmol/l B -merkaptoetanol, 2% SDS i 62.5 mmol/l Tris pH 6.7) 30min na +50 ‘C. Membrane su
potom ispirane TBST puferom i nanoSeno je specifi¢no antitelo za pB-aktin kao loading kontrola, a
potom ponovljen postupak vizuelizacija na filmu. Kvantifikacija proteina (pod)tipova K-kanala je
radena u odnosu na B-aktin (rastvorenim u odnosu 1:4000), pri ¢emu je koris¢en softver ImageJ (NIH,
SAD) za kvantitativnu analizu (113).

3.2.2. Imunohistohemijska analiza

Zamrznuti segmenti krvnih sudova su prvo fiksirani metanol + aceton u odnosu 1:1 na -20 °C,
a zatim kalupljeni kori$¢enjem Tissue-Tek® OCT Compound-a (Sakura, SAD). Uzorci su seceni na
mikrotomu (Cryostat Leica CM1850) na preseke debljine 5 um, a potom kratkotrajno fiksirani u
mesavini metanola i acetona u odnosu 1:1 u periodu od 10 min na -20 °C i ispirani potom u TBS
(Tris-buffered saline) puferu. Nakon fiksacije svi dalji koraci su radeni na sobnoj temperaturi u
vlaznoj komori, sa ispiranjima u TBS puferu izmedu svakog pojedinacnog koraka. Posle fiksacije
slajdovi (mikroskopske ploCice sa fiksiranim preparatima) su bili inkubirani u 1.5% normalnom
bloking serumu u PBS (Phosphate-buffered saline) puferu 1 sat kako bi se blokirala nespecifi¢na
mesta vezivanja. Potom su uzorci inkubirani preko no¢i sa istim antitelima kori§¢enim i za Western
blot (rastvorena u odnosu 1:50), kao i sa primarnim antitelom za CD31 (poliklonalno zecje antitelo,
Santa Cruz Biotechnology, sc-1506-R, rastvoreno u odnosu 1:100). Uzorci tkiva tretirani sa ze¢jim i
miSjim primarnim antitelima su tretirani potom komercijalnim UltraVision/DAB kitom za bojenje
(Thermo Scientific Lab Vision TL-060-HD, SAD), dok su uzorci tretirani kozjim primarnim
antitelima tretirani komercijalnim kitom Immuno Cruz™ goat ABC Staining System (sc-2023, Santa
Cruz Biotechnology Inc, SAD). Negativne kontrole su dobijene koris¢enjem iste metodologije bez
prisustva primarnog antitela. Bojenje nukleusa uzoraka je radeno Majerovim hemotoksilinom 2 min.
Plocice su bile posmatrane pod svetlosnim mikroskopom (Leica DM4000 B LED) sa digitalnom
kamerom (Leica DFC295) i koristeci softverski program Leica Application Suite (LAS, v4.4.0) (114).

3.3. Supstance i rastvori

Slede¢e supstance koris¢ene su u farmakoloSkim eksperimentima: otvaraci kalijumovih
kanala — pinacidil i njegov sintetski analog P1075, NS1619; zatim fenilefrin, serotonin, noradrenalin,
acetilholin, papaverin, glibenklamid, tetraetilamonijum, 4-aminopiridin, iberiotoksin, margatoksin,
nikl, nifedipin i fentolamin. Pinacidil je rastvaran u destilovanoj vodi uz dodatak kapi 0.1 M HClI,
dalja razblazenja su pravljena neposredno pre upotrebe u destilovanoj vodi. P1075 je rastvaran u 96%
v/v etanolu, dok su razblaZenja pravljena neposredno pre upotrebe u destilovanoj vodi. Glibenklamid
je rastvaran u 96% v/v etanolu. NS1619 i nifedipin su rastvarani u 70% v/v etanolu. U slu¢aju NS1619
dalja razblaZenja su pravljena u destilovanoj vodi. Radne koncentracije etanola u ovom slucaju nisu
bile ve¢e od 0.01% (v/v) u kupatilcu. Ostale supstance su rastvarane u destilovanoj vodi. Sve
supstance su dodavane direktno u kupatilce u zapremini od 100 pl, a date koncentracije su izraCunate
kao finalne koncentracije u odnosu na zapreminu kupatilca od 10 ml. Proizvoda¢ pinacidila je bio
Leo Pharmaceutical, Danska, dok su sve ostale kori$¢ene supstance pribavljene od Sigma-Aldrich
Inc., SAD. Eksperimenti sa NS1619 i nifedipinom su radeni u zamra¢enoj prostoriji.

Koris¢en je Krebs-Ringerov bikarbonatni rastvor slede¢eg sastava (mmol/l): 120 NaCl, 5 KClI,
1.2 MgSQg, 2.5 CaCly, 1.2 KH2PO4, 25 NaHCOz3 1 11 glukoze (pH 7.4). Depolarisuci rastvor KCl1 (80
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mM) pravljen je ekvimolarnom zamenom Na* sa K" u Zeljenoj koncentraciji (mmol/l): 45 NaCl, 80
KCI, 1.2 MgSQg, 2.5 CaCl,, 1.2 KH2PO4, 25 NaHCO3 i 11 glukoze. Pufer TBS i TBST (TBS + 0.05%
Tween-20) koris¢eni su za molekularno-bioloske metode. Pufer TBS je bio pravljen u slede¢em
sastavu: 1.211 g Tris, 8.766 g NaCl, 1 |1 dH>0 i dodavana je koncentrovana HCI za potrebe titracije
pH od 7.5 - 8. Napravljeni pufer je ¢uvan na +4 “C. TBST je pravljen dodavanjem 5% Tween-20 u
TBS, a potom ¢uvan na sobnoj temperaturi. Pufer PBS je bio komercijalno dostupan.

3.4. Statisti¢ka analiza

Amplitude faznih kontrakcija su merene od bazalnog tonusa do vrha $iljka (100%), dok su
amplitude toni¢nih kontrakcija merene od stabilnog platoa dostignutog primenom vazokonstriktora
do maksimalne relaksacije prouzrokovane papaverinom (100%).

Srednja efektivna koncentracija (ECso) odnosno koncentracija koja je prouzrokovala efekte
najblize efektima 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju racunata je za svaki pojedinaCan
eksperiment primenom linearne regresione analize. ECso izrazene su kao pD> vrednosti (pD2 = -
logECsp). Prilikom ispitivanja antivazokonstriktornog efekta racunata je EC7o, tj. koncentracija
supstance koja proizvodi 70% relaksacije od maksimuma.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + greska srednje vrednosti (SEM). U slucaju
Western blot analize stubi¢i na graficima su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
(SD). Za testiranje znacajnosti razlika kori¢éen je Studentov t-test i y test, a P vrednost manja od
0.05, 0.01 1 0.001 je smatrana statisticki znaCajnom. Sva izraCunavanja su radena u programu
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, SAD), a grafici su konstruisani u programu
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, SAD).

22



REZULTATI

4. REZULTATI

4.1. Sociodemografske i klini¢ke karakteristike bolesnika

U cilju izrade ovog istrazivanja za potrebe eksperimentalnog rada dobijeni su uzorci od
ukupno 452 pacijenta. Medutim, nisu svi uzorci i iskori§¢eni u eksperimentalnom radu usled razlicitih
nedostataka (nemoguénosti kontrahovanja krvnog suda, uspostavljanja nedovoljne amplitude
kontrakcije, kao 1 drugih nepredvidivih okolnosti u eksperimentalnom radu). Konacno, studija je
obuhvatila ukupno 247 pacijenata, 84 pacijenata bez i 163 pacijenata sa DMT2 (Tabela 1), pri ¢emu
je 61 pacijent bio insulin-zavisni, 98 insulin-nezavisni (za 4 pacijenta imali smo unetu dijagnozu
DMT?2 bez spiska lekova na osnovu kojih bismo ustanovili njihov insulinski status). Dobijeni graftovi
predstavljali su preostali materijal koji nije iskoris¢en tokom operacije. Od odredenog broja
pacijenata dobijen je samo uzorak ITA ili uzorak HVS, dok je u nekim slu¢ajevima od istog pacijenta
dobijen i uzorak HVS i ITA (Tabela 2). Klini¢cke i demografske karakteristike ovih pacijenata
prikazane su u Tabeli 3. Vrednost glikemije je merena jutro pre operacije. Opseg referentnih vrednosti
za glikemiju na Institutu za kardiovaskularne bolesti “Dedinje” je 3.9 — 6.1 mmol/L. Podaci 0 HbA1C
nam nisu bili dostupni. Terapija lekovima pacijenata prikazana je u Tabeli 4.

Tabela 1. Odnos polova medu pacijentima koji su imali bajpas operaciju, a ¢iji su graftovi
koriséeni u eksperimentalnom radu

POL NDM (%) DMT?2 (%) P
muskarci 68 (81) 125 (76,7) >0.05

Zene 16 (19) 38 (23,3) >0.05
ukupno 84 (100) 163 (100)

Tabela 2. Distribucija dobijenih uzoraka grafta

nedijabeticari (NDM)
Ukupno n =84 HVS (%) ITA (%) ﬁ
muskarci 51 (75) 12 (17,6) 5(7,4)
Zene 15 (93,7) 1(6,3) 0 (0)
dijabetic¢ari (DMT2)
Ukupno n = 163 HVS (%) ITA (%)
muskarci 71 (56,8) 22 (17,6) 32 (25,6)
Zene 19 (50) 13 (34,2) 6 (15,8)
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Tabela 3. Demografske karakteristike pacijenata, sa detaljnijim podacima o BMI (A),

pusackom statusu (B) i glikemiji (C)

NDM DMT?2 P
n =84 (%) n =163 (%)
godine (+ SD) 64,2 + 8,5 66,9+ 6 >0.05
pusacki status 15 ( 17,8) 19 (11,6) >0.05
hipertenzija 84 (100) 163 (100) >0.05
hiperlipoproteinemija 80 (95,2) 158 (96,9) >0.05
BMI (x SD) 27,5+£39 28,0 £3,9 >0.05
glikemija (£ SD, mmol/L) 6,3+ 1,7 8,7+3,1 <0.001
- (A) BMl status
BMI (WHO Klasifikacija)
. NDM DMT2

BMI kategorija BMI (n = 84) (n = 163) P
<185 pothranjen <185 0 1 >0.05
18.5-24.9 normalno 18.5-24.9 22 31 >0.05
25.0-29.9  prekomerna tezina 25.0 - 29.9 39 79 >0.05
30.0-34.9 gojaznost I stepena  30.0 - 34.9 20 29 >0.05

Nedostajuci

podaci 0 15
- (B) Pusacki status
NDM (%) DMT2 (%) P
pugal 15 (17,8) 19 (11,6) >0.05
bivsi pusac 30 (35,7) 59 (36,2) >0.05
nepusad 38 (45,2) 78 (47,8) >0.05
nedostajuéi podaci 1(1,1) 7(4,3)
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NDM (%) DMT?2 (%) P
39-6.1 52 (17,8) 29 (11,6) >0.05
6.1<n<10 26 (35,7) 64 (36,2) >0.05
n>10 4 (45,2) 42 (47,8) >0.05
nedostajuéi podaci 2(1,1) 28 (4,3)

- Opseg referentnih vrednosti za glikemiju na Institutu za kardiovaskularne bolesti “Dedinje”

je 3.9 -6.1 mmol/L

Tabela 4. Terapija lekovima pacijenata

NDM DMT2

n =84 n =163
ACE inhibitori (n, %) 53 (63,1) 115 (70,5)
B blokatori (n, %) 61 (72,6) 142 (87,1)

Ca - antagonisti (n, %) 13 (15,4) 31 (19,2)
Diuretici (n, %) 26 (31) 56 (34,3)

Statini (n, %) 43 (51,2) 53 (32,5)

Inhibitori agregacije trombocita ( n, % )* 21 (25) 40 (24,5)
Inhibitori agregacije trombocita ( n, %) 74 (88,1) 87 (53,3)
Vazodilatatori (n, %) 33 (39,3) 84 (51,5)
Antikoagulansi ( n, %) 14 (16,7) 40 (24,5)

Antidijabetici

a) oralni 1(1,2) 143 (87,7)

b) insulin 0 (0) 72 (44,2)

*bez aspirina

4.2. Poredenje vazodilatatornog efekta pinacidila na graftovima bolesnika sa razliitim
klini¢kim profilom

Na reprezentativnom uzorku pacijenata (n = 37) je testirano da li ima razlike u efektima
pinacidila u odnosu na pol kod venskog bajpas grafta dijabeti¢nih pacijenata. Ispitivane su samo
razlike u pogledu vazodilalatornog efekta pinacidila na graftovima prethodno prekontrahovanim
fenilefrinom. U slucaju HVS pacijenata sa DMT2 nije uocena razlika u efektima pinacidila u odnosu
na pol (pD2 5.64 + 0.07, n = 23 muSkaraca vs. pD2 5.79 = 0.08, n = 14 Zena, P > 0.05). Dodatno je
testirano da li ima razlike u efektima pinacidila na HVS u odnosu na to da li je pacijent ili ne, insulin-
zavisan, a u proracun su uzeti samo muskarci iz prethodne grupe (jedan pacijent nije uzet u proracun
zbog nedostatka informacije o tretmanu dijabetesa). Na datom uzorku nisu uocene razlike u efektima
pinacidila na HVS kod osoba muskog pola u zavisnosti od tretmana insulinom, odnosno oralnim
antidijabeticima (pD2 5.73 £ 0.12, n =9 vs. pD2 5.51 £ 0.08, n = 13, P > 0.05). Takode, na istoj grupi
muskaraca testirano je da li BMI iznad 30 (gojaznost I 1 II stepena, BMI od 30 do 39.9) ima uticaja
na moguce razlike u efektima pinacidila. Poredili smo muskarce koji imaju BMI iznad 30, sa onima
koji imaju BMI izmedu 25 i 30 (prekomerna tezina) i nisu uocene razlike u efektima pinacidila na
HVS izmedu ovih grupa (pD2 5.65 + 0.15, n = 8 u grupi BMI preko 30 vs. pD25.67 £ 0.09, n =12 u
grupi BMI izmedu 25 130, P > 0.05).
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Takode, iste gore pomenute parametre smo obradili i na grupi DMT2 pacijenata kod kojih
smo ispitivali vazodilalatorne efekte pinacidila na ITA prekontrahovanoj serotoninom. Na
reprezentativnom uzorku od n = 32 pacijenta, nije uocena razlika u efektima pinacidila u odnosu na
pol na ITA (pD2 5.77 + 0.1, n = 21 muskaraca vs. pD2 5.67 £ 0.1, n = 11 Zena, P > 0.05). Zatim je
testirano da li ima razlike u efektima pinacidila na ITA u odnosu na to da li je pacijent koristio insulin
ili ne, a u proracun su uzeti samo muskarci iz prethodne grupe. Na datom uzorku nisu uoc¢ene razlike
u efektima pinacidila na ITA kod osoba muskog pola u zavisnosti od tretmana insulinom, odnosno
oralnim antidijabeticima (pD2 5.84 £ 0.19, n = 8 vs. pD25.73 £ 0.13, n = 13, P > 0.05). Takode, kao
i u slucaju HSV i ovde smo testirali na istoj grupi muskaraca da li BMI iznad 30 (gojaznost | i Il
stepena, BMI od 30 do 39.9) ima uticaja na moguce razlike u efektima pinacidila. Poredili smo
muskarce koji imaju BMI iznad 30, sa onima koji imaju BMI izmedu 25 i 30 (prekomerna tezina) i
nisu uocene razlike u efektima pinacidila na ITA izmedu ovih grupa (pD2 5.69 £ 0.05, n = 5 u grupi
BMI preko 30 vs. pD2 5.58 £ 0.16, n = 10 u grupi BMI izmedu 25 i 30, P > 0.05).

Na reprezentativnom uzorku od n = 33 pacijenata koji su NDM testirane su razlike u
vazodilatatornim efektima pinacidila na HVS prekontrahovanoj fenilefrinom u odnosu na pol.
StatistiCka analiza je pokazala da u slucaju efekata pinacidila na HVS ne postoji razlika u odnosu na
pol (pD2 5.84 + 0.06, n = 22 muskaraca vs. pD2 5.78 + 0.1, n = 11 zena, P > 0.05). Dodatno na grupi
pacijenata muSkog pola testirano je i da li ima razlike u efektima pinacidila u odnosu na BMI, s tim
Sto je ovde testirano da li ima razlike izmedu pacijenata sa normalnom tezinom (BMI do 25) u odnosu
na one sa prekomernom telesnom tezinom (BMI izmedu 25 1 30). Analiza je pokazala da ni ovde nisu
prisutne razlike u odnosu na BMI (pD2 5.61 + 0.08, n = 7 u grupi BMI do 25 vs. pD25.84 £ 0.07, n =
10 u grupi BMI izmedu 25 130, P > 0.05). Medutim, interesantno je da je dobijena statisticka vrednost
iznosila P = 0.055, tako da bi proSirivanje ove grupe moglo da ukaze na to da gojaznost uti¢e na
razlike u efektima pinacidila na ITA kod osoba muskog pola.

Zatim smo koriste¢i isti uzorak uporedili efekte pinacidila na HVS izmedu pacijenata muskog
pola sa i bez DMT2. Statisticka analiza je pokazala da su ovde prisutne razlike u efektima pinacidila
(pD2 5.84 £ 0.06, n = 22 NDM vs. pD2 5.64 = 0.07, n = 23 DMT2, P < 0.05). Dodatna analiza je
pokazala da je ova statisticka razlika prisutna pri vrlo visokim koncentracijama pinacidila (10 - 100
uM), za koje smo i mi i druge istrazivacke grupe ukazale da imaju i K-nezavisne mehanizme dejstva
(dodatno obradeno u drugom delu rezultata). Analiza efekata pinacidila na HVS kod osoba Zenskog
pola sa i bez DMT?2 nije pokazala statistiCku znacajnost (pD2 5.78 £ 0.1, n =11 NDM vs. pD2 5.79
0.08, n =14 DMT2, P > 0.05).

Dodatno nije uo¢ena razlika u senzitivnosti pinacidila izmedu HVS 1 ITA kod osoba muskog
pola sa DMT2 (pD2 5.64 £ 0.07, n = 23 HVS vs. pD2 5.77 £ 0.1, n = 21 ITA, P > 0.05). Takode,
postojanje ovakve razlike nije prisutno ni kod osoba Zenskog pola (pD2 5.79 £ 0.08, n = 14 HVS vs.
pD2 5.67 +£0.1, n =11 ITA, P > 0.05).

Kod osoba Zzenskog pola sa i bez DMT2 nismo bili u moguénosti da napravimo
reprezentativan uzorak kako bi dodatni parametri (BMI i terapija insulinom vs. oralnim
antidijabeticima kod DMT2) mogli da budu razmatrani. Takode, mali uzorak ITA nam nije dozvolio
razmatranja efekta pinacidila kod osoba muskog pola sa i bez DMT2.
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4.3. ULOGA K-KANALA U VAZODILATATORNOM EFEKTU PINACIDILA NA
IZOLOVANOJ HUMANOJ VENI SAFENI

4.3.1. Efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Pinacidil (0.01 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao HVS bez endotela NDM
pacijenata (pD25.82 £ 0.05, n =32) isa DMT2 (pD25.85 £ 0.05, n = 29), nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike izmedu pD> vrednosti (P > 0.05), a maksimalne relaksacije (Emax) nakon primene najvece
koncentracije pinacidila bile su identi¢ne (100% obe, P > 0.05) (Slika 12). Originalni zapis je prikazan
na Slici 13a.
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Relaksacija (%)

801 O nom
-7~ DMT2

100

8 7 6 5 4
Pinacidil (-logM)
Slika 12. Relaksantni efekat pinacidila na humanoj veni safeni. Kumulativne koncentracijski-
zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM)
i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT?2), prekontrahovane sa fenilefrinom (100 uM). Tacke na grafiku

(krugovi i trouglovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje
vrednosti (SEM); (n = 32 NDM, n = 29 DMT2; n - broj segmenata).
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Slika 13. Originalni zapisi efekata pinacidila na humanoj veni safeni pacijenata sa dijabetes
melitusom tip 2. Efekat pinacidila (crni kvadrat, 0,01 - 100 uM) na segmente HVS prekontrahovane
sa fenilefrinom (Pe, 100 uM) u odsustvu (A) i u prisustvu (B) glibenklamida (Glb, 3 uM) ili sa
ratsvorom sa visokom koncentracijom jona kalijuma (KCI 80 mM, C). Prisustvo endotela testirano
je dodavanjem acetilholina (Ach, 100 uM); papaverin (Pap, 100 uM) je aplikovan kao opsti
vazodilatator. Svi originalni zapisi dobijeni su na dijabeticnim segmenata HVS.

4.3.2. Uticaj blokatora kalijumovih kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni
safeni pacijenata sa i bez DMT?2

Kako je naglaseno u Uvodu identifikovano je pet glavnih tipova K-kanala u vaskularnim
¢elijama glatkih miSi¢a, a mi smo u slede¢im eksperimentima ispitali ulogu tri od tih pet glavnih
tipova K-kanala: Katp, BKca, Kv, na efekte pinacidila koriste¢i razli¢ite selektivne i neselektivne
blokatore K-kanala.

Uticaj GLB, selektivnog blokatora Katp kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni
safeni pacijenata sa i bez DMT?2

Glibenklamid (GLB), selektivni blokator Katp kanala, u tri razli¢ite ispitivane koncentracije
(3, 10 i 30 uM), statisti¢ki znacajno inhibira koncentracijski-zavisne krive pinacidila i suprimira
maksimalnu vazodilataciju na pinacidil (Tabela 5) na HVS NDM pacijenata (Slika 14 levo), kao i na
HVS DMT?2 pacijenata (Slika 14 desno). Origlinalni zapis efekta pinacidila na HSV od DMT?2
bolesnika u prisustvu GLB je prikazan na Slici 13B.
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Slika 14. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste glibenklamida. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju
izazvanu fenilefrinom (100 puM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM,
slika levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT?2, slika desno) u prisustvu razlic¢itih koncentracija (3,
10 i 30 uM) selektivnog blokatora Kate kanala, glibenklamida (GLB). Tacke na graficima (krugovi,
trouglovi, kvadrati i rombovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku
srednje vrednosti (SEM). (n =15 - 16 za kontrole i n =5 - 7 u prisustvu GLB; n - broj segmenata).

Dok je na HVS uzetim od NDM pacijenata GLB pri nizim koncentracijama (3 uM) visoko
statisticki znacajno (P < 0.01) inhibirao efekte pinacidila kao i maksimalnu relaksaciju, isti ovi efekti
na DMT2 HVS su uoceni pri visim koncentracijama GLB (30 uM) (Tabela 5).

Tabela 5. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane vene safene u prisustvu antagoniste
glibenklamida. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata
bez i sa dijabetes melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu selektivnog blokatora za Katp
kanale, glibenklamida.

NDM DMT2

HVS

pD2 + SEM Emax £ SEM pD2 + SEM Emax £+ SEM
kontrola 5.91+0.16 98.40 +0.78 5.71 £0.07 97.60 +0.71
GLB (3 uM) 4.53 £ 0.34** 81.83 +5.23** | 5.06 + 0.22* 91.82 + 1.89*
kontrola 5.91+0.04 98.68 + 0.69 5.89+£0.20 99.63 +0.37
GLB (10 uM) 5.36 + 0.08** 93.92 + 1.52* 5.09+£0.27* 89.27 + 2.63**
kontrola 5.79+0.19 98.47 + 0.60 5.72 £0.15 98.66 + 0.64
GLB (30 uM) 4.81 £ 0.38* 82.90 + 6.03* 5.11+£0.11** 90.33 + 1.89**

*p < 0.05; **p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu
blokatora sa odgovaraju¢om pDz ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena
safena; GLB — glibenklamid; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM —
greska srednje vrednosti; pD> = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja
dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna
relaksacija izrazena u %, n = 4 - 6 za kontrole i n = 5 - 7 u prisustvu GLB; n - broj segmenata.
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Uticaj TEA, neselektivnog blokatora Kca kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Tetraetilamonijum (TEA, 1 mM), neselektivni blokator Kca kanala nije antagonizovao efekte
pinacidila na HVS od NMD (n =6) i DMT2 (n = 7) pacijenata (Slika 15 levo, Tabela 6). Upotrebom
vece koncentracije TEA (3 mM) efekat pinacidila je bio antagonizovan na HVS od DMT?2 pacijenata
(Slika 15 desno), dok ovakav efekat nije uoc¢en na HVS kod NDM pacijenata (Tabela 6).
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Slika 15. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste tetraetilamonijuma. Relaksantni efekat pinacidila na
kontrakciju izazvanu fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata
bez (NDM, slika levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno) u prisustvu razlicitih
koncentracija (1 i 3 mM) neselektivnog blokatora Kca kanala, tetraetilamonijuma (TEA). Tacke na
graficima (krugovi, trouglovi i kvadrati) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju
greSku srednje vrednosti (SEM). (n = 10 - 11 za kontrole i n = 6 - 7 u prisustvu TEA; n - broj
segmenata).

Nijedna od upotrebljenih koncentracija TEA nije suprimirala efekte pinacidila na maksimalnu
relaksaciju kod obe grupe HVS uzoraka (Tabela 6).

Tabela 6. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane vene safene u prisustvu antagonista
tetraetilamonijuma. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod
pacijenata bez i sa dijabetes melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu predominantnog
blokatora za Kca kanale, tetraetilamonijuma.

NDM DMT?2
HVS
pDZ + SEM Emax £ SEM pDz + SEM Emax £ SEM
kontrola 5.61 +£0.08 96.70 + 1.60 5.80 £ 0.17 98.18 + 1.82
TEA (1 mM) 5.53 +0.09 96.60 + 1.09 5.55+0.14 95.59 + 1.07
kontrola 5.73+0.18 95.00 + 3.06 5.98 £+ 0.11 98.38 +1.18
TEA (3 mM) 5.44 + 0.18 92.08 + 2.76 559 +0.11* 96.73+1.71

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu blokatora sa
odgovaraju¢om pD> ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena safena; TEA
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— tetraetilamonijum; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska
srednje vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do
relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija
izrazena u %; N =5 - 6 za kontrole i n = 6 - 7 u prisustvu TEA; n - broj segmenata.

Uticaj IbTx, selektivhog blokatora BKca kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Iberiotoksin (IbTx) je visoko selektivni blokator BKca (inhibitor Kca 1.X, Kca 4.X, Kca 5.X)
kanala, koji nije znac¢ajno modifikovao vazorelaksantno dejstvo pinacidila na izolovani venski krvni
sud NDM i DMT?2 pacijenata (Slika 15). Takode, nije bilo statisti¢ki znac¢ajne promene u Emax ni u
jednoj od grupa (Tabela 7).
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Slika 15. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste iberiotoksina. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju
izazvanu fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM,
slika levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT?2, slika desno) u prisustvu selektivnog blokatora BKca
kanala, iberiotoksina (IbTx, 0.1 uM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju srednje
vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 5 - 6 za kontrolein =6
u prisustvu IbTx; n - broj segmenata).

Tabela 7. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane vene safene u prisustvu antagonista
iberiotoksina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata
bez i sa dijabetes melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu visoko selektivnog blokatora za
BKca kanale, iberiotoksina.

NDM DMT?2
HVS
pDZ + SEM Emax £ SEM pDz + SEM Emax £ SEM
kontrola 598 +0.14 98.66 + 0.67 5.98 + 0.07 99.52 +0.35
IbTx (0.1 uM) 6.08 +0.12 99.53 +0.30 577 £0.11 99.17 £ 0.42

HVS — humana vena safena; IbTx — iberiotoksin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes
melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; pD2 = -10g(ECso) gde je ECso —efektivna koncentracija
agoniste koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna relaksacija izrazena u %, n =5 - 6 za kontrole i n = 6 u prisustvu IbTx; n - broj
segmenata.
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Uticaj 4-AP, nespecifi¢nog blokatora Kv kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

4—aminopiridin (4-AP), koji predominantno blokira Kv kanale, inhibira vazorelaksantno
dejstvo pinacidila na humanu izolovanu venu safenu NDM pacijenata (Slika 16 levo). Uocena
statisticki zna¢ajna inhibicija je potvrdena primenom 4-AP u dve razli¢ite koncentracije (1 i 3 mM)
kod NDM pacijenata, bez uticaja na Emax vrednosti (Tabela 8). U slucaju HVS uzete od DMT2
pacijenata vazorelaksantno dejstvo pinacidila nije bilo inhibirano primenom 4-AP ni u jednoj
koncentraciji (Slika 16 desno) i bez znacajne promene u Emax (Tabela 8).
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Slika 16. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste 4-aminopiridina. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju
izazvanu fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM,
slika levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno) u prisustvu razlicitih koncentracija (1
i 3 mM) neselektivnog blokatora Ky kanala, 4-aminopiridina (4-4P). Tacke na graficima (krugovi,
trouglovi i kvadrati) predstavijaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje
vrednosti (SEM). (n = 10 - 12 za kontrole i n = 6 u prisustvu 4-AP; n - broj segmenata).

Tabela 8. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane vene safene u prisustvu antagonista 4-
aminopiridina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata
bez i sa dijabetes melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu specificnog antagoniste za Ky
kanale, 4-aminopiridina.

NDM DMT?2
HVS
pDZ + SEM Emax £ SEM pDz + SEM Emax £ SEM
kontrola 5.96 £ 0.18 98.62 + 1.37 5.94 £ 0.15 98.90 + 0.52
4-AP (1 mM) 5.43 +0.11* 95.83 +£0.93 5.53+0.19 96.17 + 1.48
kontrola 592 +0.16 98.37 £ 0.78 5.62 +£0.12 97.55+ 1.05
4-AP (3 mM) 5.33+0.17* 94.82 +1.23 5.22 +£0.16 91.75 + 3.92

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax Vrednosti agoniste u prisustvu blokatora sa

odgovaraju¢om pD> ili Emax Vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena safena; 4-AP

— 4-aminopiridin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska

srednje vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do
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relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija
izrazena u %, n =4 - 6 za kontrole i n = 6 u prisustvu 4-AP; n - broj segmenata.

Uticaj MgTx, selektivnog blokatora Kv1.3 kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Margatoksin (MgTx), selektivni blokator Kv1.3 kanala primenjen u koncentraciji od 30 nM
ne utie na relaksaciju venskog krvnog suda koju izaziva pinacidil niti na maksimalnu efikasnost
pinacidila ni u jednoj od eksperimentalnih grupa (Slika 17, Tabela 9).
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Slika 17. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste margatoksina. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju
izazvanu fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM,
slika levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno) u prisustvu selektivnog blokatora Ky1.3
kanala, margatoksina (MgTx, 30 nM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju srednje
vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 5 - 6 za kontrolein =6
u prisustvu MgTx; n - broj segmenata).

Tabela 9. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane vene safene u prisustvu antagoniste
margatoksina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata
bez i sa dijabetes melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu specifi¢nog antagoniste za Ky
kanale, margatoksina.

NDM DMT?2
HVS
pDZ + SEM Emax £ SEM pDz + SEM Emax £ SEM
kontrola 5.85+0.18 97.96 + 0.68 5.64 £ 0.16 97.08 + 1.89
MgTx (30 nM) | 5.80 +0.07 97.88 + 0.90 5.44 + 0.27 9452 +1.95

HVS — humana vena safena; MgTx — margatoksin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes
melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; pD2 = -10g(ECso) gde je ECso —efektivna koncentracija
agoniste koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna relaksacija izrazena u %, n =5 - 6 za kontrole i n = 6 u prisustvu MgTx; n - broj
segmenata.
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44. ULOGA K-KANALA U VAZODILATATORNOM DEJSTVU PINACIDILA NA
IZOLOVANOJ HUMANOJ UNUTRASNJOJ TORAKALNOJ ARTERIJI

4.4.1. Efekat pinacidila na izolovanoj humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata sa
DMT2

Pinacidil (0.01 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao ITA bez endotela DMT2
pacijenata (pD25.86 + 0.1, n = 28, Slika 18).
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Slika 18. Relaksantni efekat pinacidila na unutrasnjoj torakalnoj arteriji. Kumulativna
koncentracijski-zavisna kriva za pinacidil dobijena na preparatima unutrasnje torakalne arterije
(ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2), prekontrahovanim sa serotoninom (100 uM).
Tacke na grafiku (krugovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku
srednje vrednosti (SEM); (n = 28 DMT2; n - broj segmenata).

4.4.2. Uticaj blokatora kalijumovih kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
unutras$njoj torakalnoj arteriji pacijenata sa DMT2

Kao i u slu¢aju HVS, na izolovanim ITA bez endotela, ispitana su tri glavna tipa K-kanala:
Katp, BKca, Kv na efekte pinacidila koristeéi razlicite selektivne i neselektivne blokatore K-kanala.
Dati efekti su ispitani samo na uzorcima ITA dobijenim od pacijenata sa DMT2.

Uticaj GLB, selektivnog blokatora Katp kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata sa DMT2

Efekat pinacidila na izolovanoj ITA DMT2 pacijenata u prisustvu selektivnog blokator Kartp
kanala, glibenklaimda, ispitivan je u prisustvu 3 razlic¢ite koncentracije GLB (3, 10 i 30 pM). | dok u
nizim koncentracijama (3 i 10 pM) ne postoji statisticki znacajna inhibicija vazorelaksacije
blokiranjem ovih kanala, pri viSoj koncentraciji (30 uM) statisticki znacajno je inhibiran efekat
pinacidila i koncentracijski-zavisna kriva u prisustvu GLB je znac¢ajno pomerena u desno (Slika 19,
Tabela 10).
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Slika 19. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
unutrasnje torakalne arterije u prisustvu antagoniste glibenklamida. Relaksantni efekat pinacidila
na kontrakciju izazvanu serotoninom (100 uM) na segmentima humane unutrasnje torakalne arterije
(ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT?2) u prisustvu razlicitih koncentracija (3, 10i 30
MM) selektivnog blokatora Katp kanala, glibenklamida (GLB). Tacke na graficima (krugovi,
trouglovi, kvadrati i rombovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku
srednje vrednosti (SEM). (n = 12 za kontrolu i n =6 - 7 u prisustvu GLB; n - broj segmenata).

Prisustvo GLB u koncentracijama od 3 1 10 uM ne utice na maksimalnu efikasnost pinacidila,
dok je u prisustvu 30 UM GLB Emax pinacidila bila visoko statisticki znac¢ajno inhibirana (Tabela
10).

Tabela 10. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane unutrasnje torakalne arterije u prisustvu
antagoniste glibenklamida. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane unutrasnje
torakalne arterije kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu
specifiénog antagoniste za Kartp kanale, glibenklamida.

DMT2
ITA pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 5.75 + 0.50 90.47 £ 9.53
GLB (3 M) 5.53 + 0.30 89.76 + 5.64
kontrola 6.08 £ 0.37 89.18 + 7.24
GLB (10pM) | 5.67 £0.10 93.45 + 2.05
kontrola 5.81 +0.10 98.03 + 1.97
GLB (30 pM) | 3.88 £ 0.36* 64.84 + 5.55%*

*p < 0.05; **p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu
blokatora sa odgovarajucom pD> ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); ITA — humana
unutrasnja torakalna arterija; GLB — glibenklamid; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska
srednje vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do
relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija
izrazena u %, n = 3 - 6 za kontrole i n = 6 - 7 u prisustvu GLB; n - broj segmenata.
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Uticaj TEA, neselektivnog blokatora Kca kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata sa DMT2

Tetraetilamonijum (TEA, 1 mM), predominantni blokator Kca kanala iako je doveo do
pomeranja koncentracijski-zavisne krive u desno (Slika 20), nije proizveo promene u efektima
pinacidila niti promene u Emax koje su statisti¢ki znacajne (Tabela 11).
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Slika 20. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
unutrasnje torakalne arterije u prisustvu antagoniste tetraetilamonijuma. Relaksantni efekat
pinacidila na kontrakciju izazvanu serotoninom (100 pM) na segmentima humane unutrasnje
torakalne arterije (ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) u prisustvu neselektivnog
blokatora Kca kanala, tetraetilamonijuma (TEA, 1 mM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi)
predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n =5
za kontrolu i n = 6 u prisustvu TEA; n - broj segmenata).

Tabela 11. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane unutrasnje torakalne arterije u prisustvu
blokatora tetraetilamonijuma. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane unutrasnje
torakalne arterije kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu
neselektivnog blokatora za Kca kanale, tetraetilamonijuma.

DMT2
ITA pD2 + SEM Emax + SEM
kontrola 5.77+£0.25 96.28 + 1.63
TEA (1 mM) 5.40+0.20 92.68 + 3.87

ITA —humana unutrasnja torakalna arterija; TEA — tetraetilamonijum; DMT2 — dijabetes melitus tip
2; SEM — greska srednje vrednosti; pD2> = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste
koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna relaksacija izrazena u %, n =5 za kontrole i n = 6 u prisustvu TEA; n - broj segmenata.

Uticaj IbTx, specifi¢nog blokatora BKca kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata sa DMT2

Iberiotoksin (IbTx, 0.1 uM) je visoko selektivni blokator BKca kanala, koji je doveo do
blagogo pomeranja koncentracijski-zavisne krive u des, ali ipak nije inhibirao vazodilatatorni efekat
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pinacidila na izolovanom arterijskom krvnom sudu od DMT?2 pacijenata (Slika 21), ne uti¢uéi ni na
znacajnu promenu u Emax (Tabela 12).
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Slika 21. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
unutrasnje torakalne arterije u prisustvu antagoniste iberiotoksina. Relaksantni efekat pinacidila
na kontrakciju izazvanu serotoninom (100 M) na segmentima humane unutrasnje torakalne arterije
(ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) u prisustvu selektivnog blokatora BKca kanala,
iberiotoksina (IbTx, 0.1 uM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavijaju srednje
vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 5 za kontroluin=6u
prisustvu IbTx; n - broj segmenata).

Tabela 12. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane unutrasnje torakalne arterije u prisustvu
blokatora iberiotoksina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane unutrasnje
torakalne arterije kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu
selektivnog blokatora za BKca kanale, iberiotoksina.

DMT2
ITA pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 551 +0.19 89.08 * 4.46
IbTX (0.1 uM) | 5.88 % 0.15 95.93 + 1.95

ITA — humana unutrasnja torakalna arterija; 1bTx — iberiotoksin; DMT2 — dijabetes melitus tip 2;
SEM — greska srednje vrednosti; pD> = -10g(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste
koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna relaksacija izrazena u %, n =5 za kontrole i n = 6 u prisustvu IbTx; n - broj segmenata.

Uticaj 4-AP, neselektivnog blokatora Ky kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata sa DMT2

4-aminopiridin (4-AP) primenjen u koncentraciji od 0.3 mM (n = 6) ne utie na relaksaciju
ITA koju izaziva pinacidil (Slika 22). Kada se 4-AP primeni u ve¢im koncentracijama (1 i 3 mM, n
= 6 po grupi), postoji statisticki znacajna razlika (P < 0.05) izmedu ECso vrednosti pinacidila u
kontrolnoj grupi eksperimenata i grupi u kojoj je prisutan 4-AP (Tabela 13). Prisustvo 4-AP je jedino
u koncentraciji od 3 mM uticao na maksimalnu efikasnost pinacidila (Tabela 13).
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Slika 22. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
unutrasnje torakalne arterije U prisustvu antagoniste 4-aminopiridina. Relaksantni efekat
pinacidila na kontrakciju izazvanu serotoninom (100 pM) na segmentima humane unutrasnje
torakalne arterije (ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) u prisustvu razlicitih
koncentracija (0.3, 1 i 3 mM) neselektivnog blokatora Ky kanala, 4-aminopiridina (4-4P). Tacke na
graficima (krugovi, trouglovi, kvadrati i rombovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije
pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 14 za kontrolu i n = 6 u prisustvu 4-AP; n - broj
segmenata).

Tabela 13. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane unutrasnje torakalne arterije u prisustvu
antagoniste 4-aminopiridina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane unutrasnje
torakalne arterije kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu
specifiénog antagoniste za Kv kanale, 4-aminopiridina.

DMT2
ITA pD2 + SEM Emax £ SEM
kontrola 5.74 £ 0.07 92.70 +3.54
4-AP (0.3mM) | 5.50 +0.08 93.10 + 1.58
kontrola 5.87+0.18 96.86 + 1.94
4-AP (1 mM) 5.39 + 0.09* 90.93 +3.01
kontrola 6.00 £ 0.16 99.36 + 0.64
4-AP (3 mM) 5.46 + 0.10* 92.73 +1.99*

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax Vrednosti agoniste u prisustvu blokatora sa
odgovaraju¢om pDz ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); ITA—humana unutrasnja torakalna
arterija; 4-AP — 4-aminopiridina; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti;
pD- = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije preparata
od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u %, n =4-5
za kontrole i n = 6 u prisustvu 4-AP; n - broj segmenata.
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Uticaj MgTXx, selektivnog blokatora Kv1.3 kanala na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj
unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata sa DMT2

Margatoksin (MgTx, 30 nM), selektivni inhibitor Kv1.3 kanala nije antagonizovao efekte
pinacidila, niti imao statisti¢ki znacajan uticaj na Emax vrednosti pinacidila (Slika 23, Tabela 14).
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Slika 23. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
unutrasnje torakalne arterije u prisustvu antagoniste margatoksina. Relaksantni efekat pinacidila
na kontrakciju izazvanu serotoninom (100 uM) na segmentima humane unutrasnje torakalne arterije
(ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) u prisustvu selektivnog blokatora Kv1.3 kanala,
margatoksina (MgTx, 30 nM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavijaju srednje
vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 7 za kontroluin = 7 u
prisustvu MgTXx; n - broj segmenata).

Tabela 14. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane unutrasnje torakalne arterije u prisustvu
antagoniste margatoksina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane unutrasnje
torakalne arterije kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu
selektivnog antagoniste za Kv1.3 kanale, margatoksina.

DMT2
ITA pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 5.60 + 0.23 88.60 * 3.88
MgTx (30 nM) | 5.68 +0.10 93.69 + 2.14

ITA — humana unutrasnja torakalna arterija; MgTx — margatoksin; DMT2 — dijabetes melitus tip 2;
SEM — greska srednje vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste
koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna relaksacija izrazena u %, n =7 za kontrole i n = 7 u prisustvu MgTXx; n - broj segmenata.
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4.5. KALIJUM-NEZAVISNI EFEKAT PINACIDILA NA 1ZOLOVANOJ HUMANOJ VENI
SAFENI PACIJENATA SA | BEZDMT?2

U slede¢im serijama eksperimenata hteli smo da detaljnije ispitamo potencijalni kalijum-
nezavisni efekat pinacidila, jer je prethodnom aplikacijom razli¢itih blokatora K-kanala uoceno da
Emax u prisustvu istih nikada nije potpuno blokirana §to bi potencijalno ukazalo na moguce druge
mehanizme dejstva pinacidila koji ne ukljuc¢uju K-kanale.

4.5.1. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma na efekat pinacidila na
izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Pinacidil (0.01 - 100 uM) dovodi do koncentracijski-zavisne relaksacije izolovane humane
vene safene bez endotela koja je prethodno bila kontrahovana pomocu rastvora koji sadrzi 80 mM
KCI u obe eksperimentalne grupe pacijenata, sa i bez DMT2 (Slika 24). Kada se efekti pinacidila
dobijeni na HVS prekontrahovanoj sa rastvorom koji sadrzi 80 mM KCI uporede sa onima koji se
dobijaju kada se toni¢na kontrakcija proizvede sa FE (kontrola, 100 uM) (Slika 24) dobijene ECso
vrednosti se visoko statisticki znacajno razlikuju i kod NDM i kod DMT2 grupe (P < 0.01 obe)
(Tabela 15). Maksimalna efikasnost pinacidila je bila statisticki zna¢ajno razli¢ita u obe grupe (P <
0.05) (Tabela 15).
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Slika 24. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma. Relaksantni efekat
pinacidila na kontrakciju izazvanu rastvorom koji sadrzi visoku koncentraciju jona kalijuma (KCI,
80 mM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM) i sa dijabetes melitusom
tip 2 (DMT2). Kontrolna kriva predstavlja relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu
fenilefrinom (kontrola, 100 uM). Tacke na graficima (krugovi, trouglovi, kvadrati i rombovi)
predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 5
za kontrolu i n = 6 u prisustvu KCI; n - broj segmenata).

Tabela 15. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma na efekat pinacidila na
izolovanim preparatima humane vene safene. Efekat pinacidila na relaksaciju segmenata humane
vene safene pacijenata bez i sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i prisustvu rastvora sa
visokom koncentracijom K*.
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NDM DMT?2
HVS
pDZ + SEM Emax £ SEM pDz + SEM Emax £ SEM
kontrola 5.81 + 0.07 98.72 + 1.09 5.60 +0.15 94.84 + 1.80
KCI (80 mM) 476 £0.17** 88.25 + 3.94* 4,37 +£0.93** 80.63 + 8.10*

*p < 0.05; **p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD: ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu
blokatora sa odgovaraju¢om pD> ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena
safena; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje
vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije
preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u
%; n =5 za kontrole i n = 6 u prisustvu visoke koncentracije KCI; n - broj segmenata.

4.5.2. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa nifedipinom
na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Kombinacija nifedipina (NIF, 1 uM), blokatora voltazno-zavisninh Ca-kanala L-tipa, sa
rastvorom koji sadrzi visoku koncentraciju jona kalijuma (KCl, 80 mM) je visoko statisticki znac¢ajno
inhibirao efekte pinacidila (p < 0.01) kod obe grupe pacijenata bez uticaja na Emax (Slika 25, Tabela
16).
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Slika 25. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa
blokatorom nifedipinom. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu rastvorom koji sadrzi
visoku koncentraciju jona kalijuma (KCI, 80 mM) u kombinaciji sa blokatorom voltazno-zavisnih Ca-
kanala L-tipa, nifedipinom (NIF), na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM,
slika levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno). Kontrolna kriva predstavlja relaksantni
efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu fenilefrinom (100 uM). Tacke na graficima (krugovi i
trouglovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti
(SEM). (n = 5 za kontrolu i n = 6 u prisustvu KCI + NIF; n - broj segmenata).

Tabela 16. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa
blokatorom nifedipinom na efekat pinacidila na izolovanim preparatima humane vene safene.
Efekat pinacidila na relaksaciju segmenata humane vene safene pacijenata bez i sa dijabetes
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melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma
u kombinaciji sa antagonistom voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa, nifedipinom.

NDM DMT?2
HVS
pD; + SEM Emax + SEM pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 562 +0.11 95.88 + 2.14 579+ 0.16 98.66 + 0.99
KCI (80 mM) + | 4.80+0.09%*  96.37 +0.71 4.92 +0.10%* 9427 +1.91
NIF (1 pM)

**p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu blokatora
sa odgovarajucom pD2 ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena safena;
NIF — nifedipin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje
vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECs — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije
preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u
%; n =5 za kontrole i n = 6 u prisustvu visoke koncentracije KCI + NIF; n - broj segmenata.

4.5.3. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa niklom na
efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa i bez DMT?2

Kombinacija nikla (300 pM), inhibitora natrijum/kalcijum (Na*/Ca?*) pumpe, sa rastvorom
koji sadrzi visoku koncentraciju jona kalijuma (KCI, 80 mM) je visoko statisti¢ki zna¢ajno inhibirao
efekte pinacidila (P < 0.01) kod obe grupe pacijenata bez uticaja na Emax (Slika 26, Tabela 17).
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Slika 26. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa
antagonistom niklom. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu rastvorom koji sadrzi
visoku koncentraciju jona kalijuma (KCI, 80 mM) u kombinaciji sa inhibitorom natrijum/kalcijum
(Na*/Ca?*) pumpe, niklom, na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM, slika
levo) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno). Kontrolna kriva predstavlja relaksantni
efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu fenilefrinom (100 uM). Tacke na graficima (krugovi i
trouglovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti
(SEM). (n =5 - 6 za kontrolu i n = 6 u prisustvu KCI + nikl; n - broj segmenata).
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Tabela 17. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa
blokatorom niklom na efekat pinacidila na izolovanim preparatima humane vene safene. Efekat
pinacidila na relaksaciju segmenata humane vene safene pacijenata bez i sa dijabetes melitusom tip
2 u odsustvu (kontrola) i prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji
sa inhibitorom natrijum/kalcijum (Na*/Ca®*) pumpe, niklom.

NDM DMT?2
HVS
pD; + SEM Emax + SEM pD; + SEM Emax = SEM
kontrola 5.88+£0.11 98.87 £ 0.78 5.87 £ 0.09 98.66 £ 0.99
KCI (80 mM) + | 5.04 + 0.07** 93.87 + 1.60* 4.93 + 0.07** 94.27 + 1.91*
nikl (300 puM)

*p < 0.05; **p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD: ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu
blokatora sa odgovaraju¢om pD> ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena
safena; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje
vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije
preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u
%; n =5 - 6 za kontrole i n = 6 u prisustvu visoke koncentracije KCI + nikl; n - broj segmenata.

4.5.4. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa nifedipinom
i niklom na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Kombinacija nifedipina (NIF, 1 uM), blokatora voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa i nikla
(300 pM), inhibitora natrijum/kalcijum (Na*/Ca®") pumpe, sa rastvorom koji sadrzi visoku
koncentraciju jona kalijuma (KCI, 80 mM) je statisticki zna¢ajno inhibirao efekte pinacidila (P <
0.05) (Slika 27, Tabela 18).
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Slika 27. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa
blokatorima nifedipinom i niklom. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu rastvorom
koji sadrzi visoku koncentraciju jona kalijuma (KCI, 80 mM) u kombinaciji sa blokatorom voltazno-
zavisnih Ca-kanala L-tipa, nifedipinom (NIF), i inhibitorom natrijum/kalcijum (Na*/Ca?*) pumpe,
niklom, na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM, slika levo) i sa dijabetes
melitusom tip 2 (DMT2, slika desno). Kontrolna kriva predstavlja relaksantni efekat pinacidila na
kontrakciju izazvanu fenilefrinom (100 uM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju
srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 4 za kontrolu i n
= 5- 6 u prisustvu KCI + NIF + nikl; n - broj segmenata).
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Tabela 18. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma u kombinaciji sa
blokatorima nifedipinom i niklom na efekat pinacidila na izolovanim preparatima humane
vene safene. Efekat pinacidila na relaksaciju segmenata humane vene safene pacijenata bez i sa
dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu (kontrola) i prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom KCI
u kombinaciji sa antagonistom voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa, nifedipinom i inhibitorom
natrijum/kalcijum (Na*/Ca?*) pumpe, niklom.

NDM DMT?2
HVS
pD; + SEM Emax + SEM pD; + SEM Emax = SEM
kontrola 5.68 +£0.08 97.27 £1.28 5.65 £ 0.04 99.40 £+ 0.60
KCI (80 mM) + | 4.89 + 0.15* 95.26 + 1.96 4.88 +0.11* 96.38 + 0.76*
NIF (1 pM) +
nikl (300 puM)

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu blokatora sa
odgovaraju¢om pD2 ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena safena; NIF
— nifedipin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje
vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije
preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u
%; n=4zakontrole in =5 - 6 u prisustvu visoke koncentracije KCI + NIF + nikl; n - broj segmenata.

4.5.5. Uticaj nifedipina, blokatora voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa na efekat pinacidila na
izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa i bez DMT2

Blokator voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa, nifedipin (NIF, 1 uM), doveo je do pomeranja
koncentracijski-zavisnih kriva pinacidila u desno kod obe grupe pacijenata (Slika 28). Ovo pomeranje
je bilo statisti¢ki znacajno na HVS NDM pacijenata (P < 0.05). Ni u jednoj od grupa promene u Emax
vrednostima nisu bile znacajne (Tabela 19).
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Slika 28. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu blokatora nifedipina. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu
fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM, slika levo) i
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno) u prisustvu blokatora voltazno-zavisnih Ca-kanala
L-tipa, nifedipina (NIF, 1 uM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju srednje
vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 6 za kontrole i n = 6 u
prisustvu NIF; n - broj segmenata).
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Tabela 19. Uticaj pinacidila na relaksaciju humane vene safene u prisustvu blokatora
nifedipina. Efekat pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata bez
i sa dijabetes melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu antagoniste voltazno-zavisnh Ca-
kanala L-tipa, nifedipina.

NDM DMT?2
HVS
pD; + SEM Emax + SEM pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 5.82 + 0.09 98.22 +0.74 5.61+0.14 94.95 + 2.67
NIF (1 pM) 5.17 +0.24* 94.70 + 2.12 5.10 + 0.23 91.12 + 2.96

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu blokatora sa
odgovaraju¢om pD2 ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena safena; NIF
— nifedipin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje
vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije
preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u
%; n = 6 za kontrole i n = 6 u prisustvu NIF; n - broj segmenata.

4.5.6. Uticaj nikla, inhibitora Na*/Ca?* pumpe na efekat pinacidila na izolovanoj humanoj veni
safeni pacijenata sa i bez DMT?2

Prisustvo nikla, inhibitora Na*/Ca?" pumpe, ispitano sa dve razli¢ite koncentracije od 30 i 300
MM nije antagonizovalo efekte pinacidila na toniénu kontrakciju izolovane HVS pacijenata sa i bez
DMT2 (Slika 29), niti je suprimiralo maksimalni relaksantni odgovor na pinacidil ni u jednoj od grupa
(Tabela 20).
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Slika 29. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu blokatora nikla. Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu
fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM, slika levo) i
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2, slika desno) u prisustvu razlicitih koncentracija inhibitora
natrijum/kalcijum (Na*/Ca?*) pumpe, niklom (30 i 300 uM). Tacke na graficima (krugovi, trouglovi
i kvadrati) predstavijaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti
(SEM). (n =10 - 12 za kontrole i n = 6 u prisustvu nikla; n - broj segmenata).

Tabela 20. Uticaj pinacidila na humane vene safene u prisustvu antagoniste nikla. Efekat
pinacidila na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata bez i sa dijabetes
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melitusa tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu inhibitora natrijum/kalcijum (Na*/Ca%") pumpe,
nikla.

NDM DMT2

HVS
pD; + SEM Emax = SEM pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 5.5 + 0.13 95.88 + 2.63 5.63 £ 0.14 96.62 * 1.63
nikl (30 pM) | 5.34+0.20 95.40 + 1.69 5.42 £0.15 95.32 + 1.52
kontrola 5.62 + 0.16 93.42 + 2.81 5.55 £ 0.15 94.10 * 2.62
nikl (300 uM) | 5.27 +0.11 94.60 + 2.09 5.19 + 0.24 93.03 + 3.42

HVS — humana vena safena; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM —
greska srednje vrednosti; pD> = -l0og(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja
dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna
relaksacija izrazena u %, n =5 - 6 za kontrole i n = 6 u prisustvu nikla; n - broj segmenata.
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4.6. KALIJUM-NEZAVISNI EFEKAT PINACIDILA NA 1ZOLOVANOJ HUMANOJ
UNUTRASNJOJ TORAKALNOJ ARTERIJI PACIJENATA SA DMT2

Kalijum-nezavisni efekat pinacidila na toni¢énu kontrakciju izolovane humane unutrasnje
torakalne arterije pacijenata sa DMT2

Pinacidil (0.01 — 100 uM) dovodi do koncentracijski-zavisne relaksacije humane unutrasnje
torakalne arterije pacijenata sa DMT2 bez endotela koja je prethodno bila prekontrahovana pomocu
rastvora sa visokom koncentracijom K* (Slika 30). Efekti pinacidila i maksimalna relaksacija su
statisti¢ki znacajno inhibirani u prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma (P <

0.05), u poredenju sa kontrolnom krivom gde je toni¢na kontrakcija izazvana serotoninom (5-HT,
100 uM) (Tabela 21).
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Slika 30. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
unutrasnje torakalne arterije u prisustvu rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma.
Relaksantni efekat pinacidila na kontrakciju izazvanu rastvorom koji sadrzi visoku koncentraciju
jona kalijuma (KCI, 80 mM) na segmentima humane unutrasnje torakalne arterije (ITA) pacijenata
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2). Kontrolna kriva pradstavlja relaksantni efekat pinacidila na
kontrakciju izazvanu serotoninom (100 uM). Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju
srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 3 za kontrolu i n
= 7 u prisustvu KCI; n - broj segmenata).

Tabela 21. Uticaj rastvora sa visokom koncentracijom jona kalijuma na efekat pinacidila na
izolovanim preparatima humane unutrasnje torakalne arterije. Efekat pinacidila na relaksaciju
segmenata humane unutrasnje torakalne arterije pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u prisustvu
rastvora sa visokom koncentracijom KCI.

DMT2
ITA pD2 + SEM Emax + SEM
kontrola 5.46 +0.16 92.67+2.14

KCI (80 mM) 2.98 + 0.56* 55.81 + 7.48*

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax Vrednosti agoniste u prisustvu blokatora sa
odgovaraju¢om pDz ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); ITA—humana unutrasnja torakalna
arterija; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; pD> = -log(ECso) gde je
ECso — efektivna koncentracija agoniste koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na
maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna relaksacija izrazena u %, n = 3 za kontrole in =7 u
prisustvu visoke koncentracije KCI; n - broj segmenata.
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4.7. EFEKAT P1075 NA 1IZOLOVANOJ HUMANOJ VENI SAFENI PACIJENATASA I BEZ
DMT2

P1075 (0.001 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao HVS NDM pacijenata (n = 11)
i pacijenata sa DMT2 (n = 15). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu pD> vrednosti (6.47
0.40 za NDM vs. 6.34 £ 0.27 za DMT2, P > 0.05), a maksimalne relaksacije (Emax) nakon primene
najvece koncentracije P1075 bile su priblizne (66.40 £+ 3.30% za NDM vs. 74.96 + 4.06% za DMT?2,
P > 0.05). Primena glibenklamida (GLB), selektivnog blokatora Karr kanala, u koncentraciji od 10
uM, statisticki znacajno inhibira koncentracijski-zavisne krive P1075 (P < 0.05 kod HVS NDM vs.
P < 0.01 kod HVS DMT2). Maksimalna vazodilatacija P1075 na HVS NDM pacijenata nije bila
suprimirana, dok je Emax na HVS DMT2 pacijenata bio statisticki znacajno inhibiran (Slika 31,
Tabela 22).
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Slika 31. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za P1075 dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste glibenklamida. Relaksantni efekat P1075 na kontrakciju
izazvanu fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata bez (NDM) i
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) u prisustvu selektivnog blokatora Kartp kanala, glibenklamida
(GLB, 10 uM). Tacke na graficima (krugovi, trouglovi, kvadrati i rombovi) predstavljaju srednje
vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 11 - 15 za kontrole in =
5 - 7 u prisustvu GLB; n - broj segmenata).

Tabela 22. Uticaj P1075 na relaksaciju humane vene safene u prisustvu antagoniste
glibenklamida. Efekat P1075 na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata bez
i sa dijabetes melitusa tip 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu selektivnog blokatora za Katp kanale,
glibenklamida.

NDM DMT?2
HVS
pDZ + SEM Emax £ SEM pDz + SEM Emax £ SEM
kontrola 6.09 £ 0.38 64.80 + 4.58 6.45 + 0.40 78.20 + 7.06
GLB (10 uMm) 3.02 + 0.99* 48.88 + 9.65 3.76 £ 0.63** 53.66 + 5.72*

*p < 0.05; **p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu
blokatora sa odgovaraju¢om pDz ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena
safena; GLB — glibenklamid; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM —
greska srednje vrednosti; pD> = -l0g(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija agoniste koja
dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax — maksimalna
relaksacija izrazena u %, n =5 - 6 za kontrole i n = 5 - 7 u prisustvu GLB; n - broj segmenata.
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4.8. EFEKAT NS1619 NA IZOLOVANOJ HUMANOJ VENI SAFENI PACIJENATA SA
DMT2

NS1619 (0.001 - 100 pM), selektivni otvarac BKca kanala je koncentracijski-zavisno
relaksirao HVS pacijenata sa DMT2. Primena iberiotoksina (IbTx), selektivnog blokatora BKca
kanala, u koncentraciji od 0.1 uM, nije statisticki znacajno (P > 0.05) inhibirala koncentracijski-
zavisnu krivu NS1619 niti je uticala na maksimalnu vazodilataciju primenom NS1619 u koncentraciji
0d 100 uM (Tabela 23) na HVS DMT?2 pacijenata (Slika 32).
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Slika 32. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za NS1619 dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste iberiotoksina. Relaksantni efekat NS1619 na kontrakciju
izazvanu fenilefrinom (100 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata sa dijabetes
melitusom tip 2 (DMT2) u prisustvu selektivnog blokatora BKca kanala, iberiotoksina (1IbTx, 0.1 uM).
Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju
greSku srednje vrednosti (SEM). (n = 6 za kontrole i n = 7 u prisustvu IbTx; n - broj segmenata).

Tabela 23. Uticaj NS1619 na humane vene safene u prisustvu antagonista iberiotoksina. Efekat
NS1619 na prekontrahovane segmente humane vene safene kod pacijenata sa dijabetes melitusom
tipa 2 u odsustvu (kontrola) i u prisustvu visoko selektivnog blokatora za BKca kanale, iberiotoksina.

DMT2
HVS pD; + SEM Emax + SEM
kontrola 3.98 +0.95 60.03 £ 6.95
IbTx (0.1 uM) | 6.13 0,51 66.64 + 3.80

HVS — humana vena safena; IbTx — iberiotoksin; NDM — bez dijabetes melitusa; DMT2 — dijabetes
melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; pD2 = -log(ECso) gde je ECso —efektivna koncentracija
agoniste koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna relaksacija izrazena u %, n = 6 za kontrole i n = 7 u prisustvu IbTx; n - broj segmenata.
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4.9. ULOGA K-KANALA U ANTIVAZOKONTRIKTORNOM DEJSTVU PINACIDILA NA
IZOLOVANOJ HUMANOJ VENI SAFENI

49.1. Efekat pinacidila na kontrakciju humane vene safene pacijenata sa DMT?2
prouzrokovanu elektri¢nom stimulacijom

Pinacidil (0.01 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao HVS bez endotela pacijenata
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) kod kojih je kontrakcija bila neurogene prirode indukovana
elektricnom stimulacijom (Slika 33). Dobijena pD. vrednosti je iznosila 6.27 + 0.11. a maksimalna
inhibicija kontrakcija (Emax) nakon primene najve¢e koncentracije pinacidila je iznosila 99.61 +
0.39%. Originalni zapis eksperimenta dat je na Slici 34.
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Slika 33. Antivazokontriktorni efekat pinacidila na kontrakcije izazvane elektricnom stimulacijom
humane vene safene. Kumulativha koncentracijski-zavisna kriva za pinacidil dobijena na
preparatima humane vene safene (HVS) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2), gde su
kontrakcije bile izazvane elektricnom stimulacijom (ES, 30 Hz). Tacke na grafiku (krugovi)
predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 17
DMT2; n - broj segmenata).

Slika 34. Originalni eksperimentalni zapis. Antivazokonstriktorni efekat pinacidila (0.01 — 10
MM) na kontrakcije prouzrokovane elektricnom stimulacijom (30 Hz) na preparatima humane
vene safene pacijenata sa DMT2. Na slici je dat prikaz kontrolne krive.
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4.9.2. Uticaj blokatora kalijumovih kanala na efekat pinacidila na elektri¢énu stimulaciju
humane vene safene pacijenata sa DMT2

Efekat pinacidila na izolovanoj HVS DMT2 pacijenata kod kojih su kontrakcije izazvane
elektricnom stimulacijom (ES) ispitivan je u prisustvu selektivnog blokatora Kare kanala,
glibenklamida (10 uM), zatim u prisustvu neselektivnog blokatora Kca kanala, tetraetilamonijuma (1
mM), kao i u prisustvu neselektivnog blokatora Kv kanala, 4-aminopiridina (1 mM). U pogledu Emax
vrednosti prisustvo blokatora nije uticalo na inhibiciju antivazokonstriktornog efekta pinacidila na
ES-kontrakcije. Medutim, prisustvo GLB je statisticki znacajno inhibiralo antivazokonstriktorni
efekat pinacidila kada su razmatrane pD2 vrednosti, dok je u slu¢aju 4-AP antivazokonstriktorni
efekat pinacidila bio potenciran (Slika 35, Tabela 24).
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Slika 35. Kumulativne koncentracijski-zavisne krive za pinacidil dobijene na preparatima humane
vene safene u prisustvu antagoniste glibenklamida (gore levo), tetraetilamonijuma (gore desno) i
4-aminopiridina (dole sredina). Efekat pinacidila na inhibiciju kontrakcija izazvanih elektricnom
stimulacijom (30 Hz) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata sa dijabetes melitusom
tip 2 (DMT2) u prisustvu razlicitih blokatora: selektivnog blokatora Katp kanala, glibenklamida
(GLB, 10 uM, slika gore levo), neselektivnog blokatora Kca kanala, tetraetilamonijuma (TEA, 1 mM,
slika gore desno), i neselektivnog blokatora Kv kanala, 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM, slika dole
sredina). Efekti su izrazeni kao procenat inhibicije kontrolne kontrakcije koje su uzete kao 100%.
Tacke na graficima (krugovi i trouglovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju
gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 4 -6 za kontrole i n = 4 - 6 u prisustvu blokatora; n - broj
segmenata).
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Tabela 24. Uticaj pinacidila na humanu venu safenu u prisustvu razlifitih antagonista:
glibenklamida, tetraetilamonijuma i 4-aminopiridina. Efekat pinacidila na elektricnom
stimulacijom kontrahovane segmente humane vene safene pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u
odsustvu (kontrola) i u prisustvu specificnog antagoniste Karp kanala, glibenklamida; nespecifi¢nog
antagoniste Kca kanala, tetraetilamonijuma; nespecificnog antagoniste Kv kanala, 4-aminopiridina.

DMT2
HVS pD; + SEM Emax = SEM
kontrola 6.52 + 0.06 100.0 + 0.00
GLB (10 uM) | 4.77+0.26**  88.40 + 4.66
kontrola 6.24 £ 0.16 98.88 +1.12
TEA (1 mM) 5.86 + 0.35 96.32 + 2.34
kontrola 6.05+0.12 100.0 + 0.00
4-AP (1 mM) 6.38 + 0.09 100.0 + 0.00

**p < 0.01; p vrednost se odnosi na poredenje pD- ili Emax vrednosti agoniste u prisustvu blokatora
sa odgovaraju¢om pD2 ili Emax vrednosti samog agoniste (kontrole); HVS — humana vena safena;
GLB - glibenklamid; TEA — tetraetilamonijum; 4-AP — 4-aminopiridina; DMT2 — dijabetes melitus
tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; pD>» = -log(ECso) gde je ECso — efektivna koncentracija
agoniste koja dovodi do relaksacije preparata od 50% u odnosu na maksimalnu relaksaciju; Emax —
maksimalna inhibicija kontrakcije izrazena u %, n = 4 - 6 za kontrole i n =4 - 6 u prisustvu blokatora;
n - broj segmenata.

4.9.3. Efekat pinacidila na kontrakciju humane vene safene pacijenata sa DMT2
prouzrokovanu egzogenim noradrenalinom

Pinacidil (0.01 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao HVS bez endotela pacijenata
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) kod kojih je kontrakcija bila indukovana egzogenim
noradrenalinom (10 uM) (Slika 36). Dobijena pD2 vrednosti je iznosila 4.92 + 0.31, a maksimalna
inhibicija kontrakcije (Emax) nakon primene najveée koncentracije pinacidila je iznosila 81.97 +
5.98%. Na osnovu ove serije eksperimenata izra¢unata je EC7o vrednost (30 uM) koja je koris¢ena u
sledecoj seriji eksperimenata gde je ispitivan uticaj razli¢itih blokatora K-kanala na noradrenalinske
kontrakcije. Originalni prikaz ovog tipa eksperimenta dat je na Slici 37.
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Slika 36. Antivazokontriktorni efekat pinacidila na kontrakcije izazvane egzogenim
noradrenalinom na preparatima humane vene safene. Kumulativna koncentracijski-zavisna kriva
za pinacidil dobijena na preparatima humane vene safene (HVS) pacijenata sa dijabetes melitusom
tip 2 (DMT2), gde su kontrakcije bile izazvane egzogenim noradrenalinom (NOR, 10 uM). Efekti su
izrazeni kao procenat inhibicije kontrolne kontrakcije koje su uzete kao 100%. Tacke na grafiku
(krugovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti
(SEM). (n =7 DMT2; n - broj segmenata).

(1 | /], e
\j / --.JJ ,J L\ f/ L/—f\// 5 minutes
\\/

Slika 37. Originalni eksperimentalni zapis. Antivazokonstriktorni efekat pinacidila (30 pm,
kvadrat) na noradrenalinske (NA, 10 um, trougao) kontrakcije u prisustvu neselektivnog blokatora
Kv kanala, 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM, krug) na preparatima humane vene safene pacijenata
sa DMT2.

4.9.4. Uticaj blokatora kalijumovih kanala na efekat pinacidila na noradrenalinske kontrakcije
humane vene safene pacijenata sa DMT2

Da bismo ispitali ulogu K-kanala u efektima pinacidila na inhibiciju kontrakcije izazvane
egzogenim noradrenalinom na izolovanoj HVS DMT2 pacijenata koriS¢ena je samo jedna
koncentracija pinacidila (30 puM) koja je u kontrolnim eksperimentima dovodila do inhibicije
kontrakcija od 70% (EC7o). Uticaj razli¢itih K-kanala ispitivan je u prisustvu slede¢ih blokatora:
selektivnog blokatora Katp kanala, glibenklamida (10 pM), zatim u prisustvu neselektivnog blokatora
Kca kanala, tetraetilamonijuma (1 mM), kao i u prisustvu neselektivhog blokatora Kv kanala, 4-
aminopiridina (1 mM). U slucaju sva tri blokatora njihovo prisustvo je uticalo na efekte pinacidila
dovode¢i do statisticki znaCajnog smanjenja inhibicije kontrakcija izazvanih noradrenalinom. U
prisustvu GLB i TEA znacajnost je iznosila P < 0.001, dok je u prisustvu 4-AP to bilo P < 0.05 (Slika
38, Tabela 25).
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Slika 38. Uticaj razli¢itih blokatora K-kanala na kontrakcije izazvane primenom egzogenog
noradrenalina (10 uM) na preparatima humane vene safene u prisustvu pinacidila (30 puM).
Efekat jedne koncentracije pinacidila (30 puM) na inhibiciju kontrakcije izazvane egzogenim
noradrenalinom (NOR, 10 uM) na segmentima humane vene safene (HVS) pacijenata sa dijabetes
melitusom tip 2 (DMT?2) u odsustvu, a zatim i u prisustvu razlicitih blokatora: selektivnog blokatora
Katp kanala, glibenklamida (GLB, 10 uM), neselektivnog blokatora Kca kanala, tetraetilamonijuma
(TEA, 1 mM), i neselektivnog blokatora Kv kanala, 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM). Efekti su izraZeni
kao % promene kontrolne kontrakcije izazvane noradrenalinom (NOR, 10 uM), koje su uzete kao
100%. Visina stubi¢a oznacava srednju vrednost (osim kontrolnog stubica koji je uvek 100%), a
vertikalne linije na stubi¢ima pokazuju gresSku srednje vrednosti (SEM). (n = 5 - 6 DMT2; n - broj
segmenata). *p < 0.05; **p < 0.001

Tabela 25. Promene kontrakcije izazvane egzogenim noradrenalinom na humanoj veni safeni
u prisustvu razli¢itih antagonista: glibenklamida, tetraetilamonijuma i 4-aminopiridina u
prisustvu pinacidila. Efekat jedne koncentracije pinacidila (30 M) na egzogenim noradrenalinom
kontrahovane segmente humane vene safene pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu i u
prisustvu specificnog antagoniste Karp kanala, glibenklamida; nespecifi¢nog antagoniste Kca kanala,
tetraetilamonijuma; nespecifi¢nog antagoniste Kv kanala, 4-aminopiridina.
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HVS DMT2 Noradrenalinska kontrakcija
(% promene kontrakcije)
+ SEM
kontrola 100
PIN (30 uM) 71.64 £4.92
PIN (30 uM) + GLB (10 uM) | 12.88 £ 3.41**
kontrola 100
PIN (30 uM) 62.36 + 3.69
PIN (30 uM) + TEA (1 mM) | 44.48 £ 5.32**
kontrola 100
PIN (30 uM) 67.63 £ 5.90
PIN (30 uM) + 4-AP (1 mM) | 62.80 £6.27*

*p < 0.05; **p < 0.001; p vrednost se odnosi na poredenje % promene kontrakcije agoniste u
prisustvu blokatora sa odgovarajucim % promene kontrakcije samog agoniste; HVS — humana vena
safena; PIN — pinacidil; GLB - glibenklamid; TEA — tetraetilamonijum; 4-AP — 4-aminopiridina;
DMT2 — dijabetes melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; n = 5 - 6 za PIN i PIN + blokator;
n - broj segmenata.

4.9.5. Efekat pinacidila na kontrakciju humane unutrasnje torakalne arterije pacijenata sa
DMT2 prouzrokovanu egzogenim noradrenalinom

Pinacidil (0.01 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao ITA bez endotela pacijenata
sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) kod kojih je kontrakcija bila indukovana egzogenim
noradrenalinom (10 pM, Slika 39). Dobijena pD. vrednosti je iznosila 4.31 + 0.34, a maksimalna
inhibicija kontrakcije (Emax) nakon primene najvece koncentracije pinacidila je iznosila 66.85 +
5.71%. Na osnovu ove serije eksperimenata izracunata je EC7o vrednost (100 uM) koja je koris¢ena
u sledecoj seriji eksperimenata gde je ispitivan uticaj razli¢itih blokatora K-kanala na noradrenalinske
kontrakcije (original zapis ovog tipa eksperimenta dat je na Slici 40).
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Slika 39. Antivazokontriktorni efekat pinacidila na kontrakcije izazvane egzogenim
noradrenalinom na preparatima humane unutrasnje torakalne arterije. Kumulativna
koncentracijski-zavisna kriva za pinacidil dobijena na preparatima humane unutrasnje torakalne
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arterije (ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2), gde su kontrakcije bile izazvane
egzogenim noradrenalinom (NOR, 10 uM). Efekti su izrazeni kao procenat inhibicije kontrolne
kontrakcije koje su uzete kao 100%. Tacke na grafiku (krugovi) predstavljaju srednje vrednosti, a
vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti (SEM). (n = 8 DMT2; n - broj segmenata).
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Slika 40. Originalni eksperimentalni zapis. Antivazokonstriktorni efekat pinacidila (30 pm,
kvadrat) na noradrenalinske (NA, 10 um, trougao) kontrakcije u prisustvu neselektivnog blokatora
Kv kanala, 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM, krug) na preparatima humane unutrasnje torakalne
arterije pacijenata sa DMT2.

4.9.6. Uticaj blokatora kalijumovih kanala na efekat pinacidila na noradrenalinske kontrakcije
humane unutrasnje torakalne arterije pacijenata sa DMT2

Da bi ispitali ulogu K-kanala u efektima pinacidila na inhibiciju kontrakcije izazvane
egzogenim noradrenalinom na izolovanoj ITA DMT2 pacijenata korisS¢ena je samo jedna
koncentracija pinacidila (100 puM) koja je u kontrolnim eksperimentima dovodila do inhibicije
kontrakcija od 70% (EC7o). Uticaj razli¢itih K-kanala ispitivan je u prisustvu slede¢ih blokatora:
selektivnog blokatora Kare kanala, glibenklamida (10 pM), zatim u prisustvu neselektivnog blokatora
Kca kanala, tetraetilamonijuma (1 mM), kao i u prisustvu neselektivnog blokatora Kv kanala, 4-
aminopiridina (1 mM). U slucaju blokatora GLB i TEA njihovo prisustvo je uticalo na efekte
pinacidila dovode¢i do statisticki znacajnog smanjenja inhibicije kontrakcija izazvanih
noradrenalinom (P < 0.05), dok je ovaj efekat izostao u prisustvu 4-AP (Slika 41, Tabela 26).
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Slika 41. Uticaj razli¢itih blokatora K-kanala na kontrakcije izazvane primenom egzogenog
noradrenalina (10 pM) na preparatima humane unutranje torakalne arterije u prisustvu
pinacidila (100 uM). Efekat jedne koncentracije pinacidila (100 uM) na inhibiciju kontrakcije
izazvane egzogenim noradrenalinom (NOR, 10 uM) na segmentima humane unutrasnje torakalne
arterije (ITA) pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2) u odsustvu, a zatim i u prisustvu
razlicitih blokatora: selektivnog blokatora Katp kanala, glibenklamida (GLB, 10 uM), neselektivnog
blokatora Kca kanala, tetraetilamonijuma (TEA, 1 mM), i neselektivnog blokatora Kv kanala, 4-
aminopiridina (4-4AP, 1 mM). Efekti su izrazeni kao % promene kontrolne kontrakcije izazvane
noradrenalinom (NOR, 10 uM), koje su uzete kao 100%. Visina stubic¢a oznacava srednju vrednost
(osim kontrolnog stubica koji je uvek 100%), a vertikalne linije na stubi¢ima pokazuju gresku srednje
vrednosti (SEM). (n = 6 DMT2; n - broj segmenata). *p < 0.05;

Tabela 26. Promene kontrakcije izazvane egzogenim noradrenalinom na humanoj unutrasnjoj
torakalnoj arteriji u prisustvu razli¢itih antagonista: glibenklamida, tetraetilamonijuma i 4-
aminopiridina u prisustvu pinacidila. Efekat jedne koncentracije pinacidila (100 uM) na
egzogenim noradrenalinom kontrahovane segmente humane unutrasnje torakalne arterije pacijenata
sa dijabetes melitusom tip 2 u odsustvu i u prisustvu specifiénog antagoniste Karp kanala,
glibenklamida; nespecifi¢nog antagoniste Kca kanala, tetraetilamonijuma; nespecifi¢nog antagoniste
Kv kanala, 4-aminopiridina.
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ITA DMT2 Noradrenalinska kontrakcija
(% promene kontrakcije)
+ SEM

kontrola 100

PIN (100 pM) 81.27 + 3.44

PIN (100 pM) + GLB (10 pM) | 62.18 + 6.62*

kontrola 100

PIN (100 pM) 65.70 £ 4.80

PIN (100 pM) + TEA (1 mM) | 57.05 + 3.56*

kontrola 100

PIN (100 uM) 73.57 £9.36

PIN (100 uM) + 4-AP (1 mM) | 70-65+8.51

*p < 0.05; p vrednost se odnosi na poredenje % promene kontrakcije agoniste u prisustvu blokatora
sa odgovarajué¢im % promene kontrakcije samog agoniste; HVS — humana vena safena; PIN —
pinacidil; GLB - glibenklamid; TEA — tetraetilamonijum; 4-AP — 4-aminopiridina; DMT2 — dijabetes
melitus tip 2; SEM — greska srednje vrednosti; n = 6 za PIN i PIN + blokator; n - broj segmenata.

4.9.7. Uporedna analiza efekata pinacidila na neurogene i noradrenalinske kontrakcije na
izolovanoj humanoj veni safeni pacijenata sa DMT2

Uporedivanjem antivazokontriktornog efekta pinacidila na neurogene i noradrenalinske
kontrakcije na preparatima humane vene safene pacijenata sa DMT2 uocava se da je pinacidil u oba
slucaja dozno-zavisno inhibirao ove kontrakcije (Slika 42). Pinacidil je statisticki znac¢ajno snaznije
inhibirao kontrakcije izazvane elektricnom stimulacijom u poredenju sa egzogenim noradrenalinom
(NOR: pD2=4.92 £ 0.31; ES: pD2 = 6.27 £ 0.11; P < 0.001).
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Slika 42. Antivazokontriktorni efekat pinacidila na Kkontrakcije izazvane egzogenim
noradrenalinom i elektricnom stimulacijom na preparatima humane vene safene. Kumulativna
koncentracijski-zavisna kriva za pinacidil dobijena na preparatima humane vene safene (HVS)
pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2), gde su kontrakcije bile izazvane egzogenim
noradrenalinom (NOR, 10 uM) i elektricnom stimulacijom (ES, 30 Hz). Efekti su izrazeni kao
procenat inhibicije kontrolne kontrakcije koje su uzete kao 100%. Tacke na grafiku (krugovi i
trouglovi) predstavljaju srednje vrednosti, a vertikalne linije pokazuju gresku srednje vrednosti
(SEM). (n=7DMT2za NOR i n =17 DMT2 za ES; n - broj segmenata).
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4.10. EKSPRESIJA RAZLICITIH (POD)TIPOVA K-KANALA NA HUMANIM BAJPAS
GRAFTOVIMA PACIJENATA SA/BEZ DIJABETES MELITUSA TIP 2

Da bismo ispitali lokalizaciju razli¢itih subjedinica K-kanala na bajpas graftovima, izvrsili
smo imunohistohemijsku analizu na preparatima prethodno smrznutog tkiva. Imunohistohemijskim
bojenjem i Western blot analizom detektovali smo prisutnost razli¢itih subjedinica Katp kanala
(Kir6.1, Kir6.2 i SUR2B), dok su oc¢ekivano izostale detekcije preostalih SUR subjedinica (SURI i
SUR2A). Takode, istim metodama detektovali smo i lokalizovali o subjedinicu BKca kanala
(MaxiKa) na humanim krvnim sudovima pacijenata sa i bez DMT2.

Dostupnim antitelima za Kv kanale (Kvl1.2, Kv1.3, Kv4.2 i Kv4.3) nismo uspeli
imunohistohemijskim bojenjem, ali ni Western blotom da detektujemo nijedan od ovih kanala na
bajpas preparatima pacijenata sa/bez DMT2.

4.10.1. Identifikacija subjedinica K-kanala na humanoj veni safeni pacijenata sa/bez dijabetes
melitusa tip 2 imunohistohemijskim bojenjem

Analiza subjedinica Katp kanala na HVS pokazala je da Kir6.1 subjedinica ima snaznu
difuznu ekspresiju na ¢elijama glatkih misi¢a vaskularnog zida HVS NDM i DMT2 pacijenata (Slika
43). Endotelne c¢elije su, takode, pokazale ekspresiju Kir6.1 subjedinice, koja je bila izrazenija na
HVS NDM pacijenata (43A i 43B). Subjedinica SUR2B pokazala je slabu ekspresiju u obe grupe
pacijenata, a nedostajala je ekspresija na endotelnim celijama (43C i 43D). CD31 je korisc¢en za
potvrdivanje prisustva sa¢uvanih endotelnih ¢elija (43E i 43F). Ovaj univerzalni endotelni marker
nije podjednako eksprimiran na HVS kod DMT2 pacijenata, dok je endotel HVS NDM pacijenata
pokazao ujednaceniju ekspresiju. Kir6.2 subjedinica nije detektovana imunohistohemijskih bojenjem
na uzorcima HVS ni kod T2DM ni kod NDM pacijenata.

Imunohistohemijska analiza subjedinice BKca kanala, MaxiKa, na uzorcima HVS pacijenata
sa/bez DMT?2 ukazala je na izrazenu i podjednaku ekspresiju ove subjedinice na ¢elijama glatkih
misica vaskularnog zida HVS obe grupe pacijenata (Slika 44).
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Slika 44. Ekspresija MaxiKa antigena na humanoj veni safeni. Ekspresija MaxiKo antigena na
humanoj veni safeni (HVS) pacijenata bez (NDM) i sa dijabetes melitusom tipa 2 (DMT?2)
imunohistohemijskim bojenjem. Ekspresija MaxiKa (smede obojenje) na ¢elijama glatkih misica (A,
B); negativne kontrole (C, D). Na svim fotografijama jedra su obojena hematoksilinom (plava boja).
Originalno uvecanje 100x (A-D).

CD31

Negative
control

Slika 43. Ekspresija razli¢itih antigena na humanoj veni safeni. Ekspresija razli¢itih antigena na
humanoj veni safeni (HVS) pacijenata bez (NDM) i sa dijabetes melitusom tipa 2 (T2DM)
imunohistohemijskim bojenjem. Ekspresija Kir6.1 (smede obojenje) na ¢elijama glatkih misica i
endotela (A, B); ekspresija SUR2B (smede obojenje) na ¢elijama glatkih misi¢a (C, D), ekspresija
CD31 (smede obojenje), univerzalni marker membrane endotelne ¢elije (E, F), negativne kontrole
(G, H). Na svim fotografijama jedra su obojena hematoksilinom (plava boja). Originalno uvecanje
100x (A-D), 200x (E-F), 50x (G-H).
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4.10.2. ldentifikacija subjedinica K-kanala na humanoj unutras$njoj torakalnoj arteriji
pacijenata sa/bez dijabetes melitusa tip 2 imunohistohemijskim bojenjem

Lokalizacija proteina SUR2B, Kir6.1 i Kir6.2 koji su subjedinice Katp kanala analizirana je i
na preparatima ITA pacijenata sa/lbez DMT2. Imunohistohemijskim bojenjem detektovana je snazna
difuzna ekspresija Kir6.1 subjedinice na celijama glatkih miSica vaskularnog zida ITA NDM
pacijenata, dok je ekspresija iste subjedinice na preparatima UTA DMT2 pacijenata bila slabije
izrazena. Detekcija Kir6.2 subjedinice nije bila moguca dostupnim antitelom, kao i u slucaju HVS,
dok istom metodom nismo uspeli da lokalizujemo SUR2B subjedinicu.

Imunohistohemijska analiza MaxiKo subjedinice BKca kanala na uzorcima ITA pacijenata
sa/bez DMT?2 ukazala je na izrazenu i podjednaku ekspresiju ove subjedinice na ¢elijama glatkih
misica vaskularnog zida ITA obe grupe pacijenata (Slika 45).

NDM

KIR 6.1

MAXI-Ka

Slika 45. Ekspresija razli¢itih antigena na humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji. Ekspresija
razli¢itih antigena na humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji (ITA) pacijenata bez (NDM) 1 sa
dijabetes melitusom tipa 2 (T2DM) imunohistohemijskim bojenjem. Ekspresija Kir6.1 (smede
obojenje) na celijama glatkih misi¢a i endotela (A, B); ekspresija MaxiKa (smede obojenje) na
¢elijama glatkih misi¢a (C, D). Na svim fotografijama jedra su obojena hematoksilinom (plava boja).
Originalno uvec¢anje 100x (A-D).

4.10.3. Ekspresija subjedinica K-kanala na humanoj veni safeni pacijenata sa/bez dijabetes
melitusa tip 2 Western blot analizom

Western blot analizom detektovali smo sva tri tipa vaskularnih Karp subjedinica (Kir6.1,
Kir6.2 i SUR2B) na HVS NDM i DMT2 pacijenata. Dok je razlika u ekspresiji Kir6.1 i Kir6.2
subjedinice izmedu NDM i DMT2 uzoraka izostala, ekspresija SUR2B subjedinice je u preparatima
HVS DMT2 pacijenata statisti¢ki zna¢ajno smanjena (P < 0.05, n = 6) (Slika 46).
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Slika 46. Ekspresija proteina subjedinica Karp kanala na humanoj veni safeni. Ekspresija
proteina Kir6.1, SUR2B i Kir6.2 subjedinice Katp kanala na humanoj veni safeni (HVS) pacijenata
bez (NDM) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2). Na slici su prikazane srednje vrednosti £ SD za 6
pacijenata po grupi, reprezentativni imunoblotovi pokazuju uzorke razli¢itih pacijenata. Vrednosti su
normalizovane u odnosu na ekspresiju proteina B-aktina. t-test je koriS¢en za procenu statisticke
znacajnosti razlika izmedu grupa. *P <0.05

Nasuprot tome, Western blot-om detektovana MaxiKa, subjedinica BKca kanala, na HVS nije
pokazivala razliku u ekspresiji izmedu NDM i DMT?2 pacijenata (P > 0.05, n = 6) (Slika 47).
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Slika 47. Ekspresija proteina MaxiKao, subjedinice BKca kanala, na humanoj veni safeni.
Ekspresija kanalske subjedinice MaxiKa BKca kanala na humanoj veni safeni (HVS) pacijenata bez
(NDM) i sa dijabetes melitusom tipa 2 (DMT2). Na slici su prikazane srednje vrednosti = SD za 6
pacijenata po grupi, reprezentativni imunoblotovi pokazuju uzorke razli¢itih pacijenata. Vrednosti su
normalizovane u odnosu na ekspresiju proteina B-aktina. t-test je koriS¢en za procenu statisticke
znacajnosti razlika izmedu grupa.

4.10.4. Ekspresija subjedinica K-kanala na humanoj unutrasnjoj torakalnoj arteriji pacijenata
sa/bez dijabetes melitusa tip 2 Western blot analizom

Detekcija sve 3 subjedinice Karp kanala (Kir6.1, Kir6.2 i SUR2) na preparatima ITA Western
blot metodom potvrdena je kod obe grupe pacijenata. Ekspresija SUR2B subjedinice nije pokazivala
da postoji razlika izmedu ove dve grupe preparata (P > 0.05, n = 6) (Slika 48B). Medutim, uo¢ena je
razlika u ekspresiji Kir6.1 1 Kir6.2 subjedinice izmedu NDM i DMT2 uzoraka, gde je u slucaju Kir6.1
subjedinice ona bila statisticki znac¢ajno viSe eksprimirana na ITA NDM preparata (P < 0.05) (Slika
48A), dok je Kir6.2 subjedinica bila statisticki zna¢ajno vise eksprimirana na ITA DMT2 preparata
(P < 0.05) (Slika 48C).
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Slika 48. Ekspresija proteina subjedinica Karp kanala na humanoj unutrasnjoj torakalnoj
arteriji. Ekspresija proteina Kir6.1, SUR2B i Kir6.2 subjedinica Katp kanala na humanoj unutrasnjoj
torakalnoj arteriji (ITA) pacijenata bez (NDM) i sa dijabetes melitusom tip 2 (DMT2). Na slici su
prikazane srednje vrednosti £ SD za 6 pacijenata po grupi, reprezentativni imunoblotovi pokazuju
uzorke razli¢itih pacijenata. Vrednosti su normalizovane u odnosu na ekspresiju proteina [3-aktina. t-
test je koriS¢en za procenu statistiCke znacajnosti razlika izmedu grupa. *P < 0.05

Detekcija MaxiKoa, subjedinice BKca kanala, na ITA ukazala je na odsustvo razlike u
ekspresiji izmedu NDM i DMT?2 pacijenata (P > 0.05, n = 6) (Slika 49).
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Slika 49. Ekspresija proteina MaxiKo, subjedinice BKca kanala, na humanoj unutrasnjoj
torakalnoj arteriji. Ekspresija kanalske subjedinice MaxiKo BKca kanala na humanoj unutrasnjoj
torakalnoj arteriji (ITA) pacijenata bez (NDM) i sa dijabetes melitusom tipa 2 (DMT2). Na slici su
prikazane srednje vrednosti £ SD za 6 pacijenata po grupi, reprezentativni imunoblotovi pokazuju
uzorke razli¢itih pacijenata. VVrednosti su normalizovane u odnosu na ekspresiju proteina p-aktina. t-
test je koriS¢en za procenu statistiCke znacajnosti razlika izmedu grupa.
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5. DISKUSIJA

Prema naSem dosadasnjem Saznanju, u ovom istrazivanju su, po prvi put, opisani efekti
otvaraca K-kanala, pinacidila, na krvnim sudovima (bajpas graftovima) pacijenata sa DMT?2.
Dodatno, molekularnom analizom subjedinica Karp kanala je pokazano da je ekspresija subjedinice
SUR2B ovog kanala, statisticki zna¢ajno niza u venskim graftovima kod DMT2 pacijenata. Nasuprot
tome, dijabeti¢ni arterijski graftovi su pokazali smanjenu ekspresiju Kir6.1 subjedinice Katp kanala
u vaskularnom glatkom misi¢u u poredenju sa nedijabeti¢nim graftovima.

Krvni sudovi dobijeni od pacijenata podvrgnutim bajpas operaciji podeljeni su u dve grupe:
DMT?2 i NDM, u zavisnosti od potvrdene dijagnoze dijabetesa. U obe grupe bilo je viSe pacijenata
muskog pola, dok su osobe zenskog pola ¢inile oko 20-25%. Ovakvi podaci su u skladu sa drugim
retrospektivnim studijama (115, 116). U obe grupe, DMT2 i NDM, uocena je homogenost u glavnim
karakteristikama tipi¢nim za pacijente sa ve¢im rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Na taj
nacin definisan je profil rizika za bajpas operaciju. Brojne studije poslednjih godina bavile su se
promenom profila rizika tokom vremena kod pacijenata koji su bili podvrgnuti bajpas operaciji.
Uocen je trend porasta broja sve starijih pacijenata, a time i pove¢anog komorbiditeta i ukupnog KVS
rizika (117). U na$oj studiji prose¢na starost u grupi NDM je bila 64,1 + 0,9 godina za muskarce i
68,2 £ 2,2 za Zene, dok je u DMT2 grupi prosek godina za muskarce bio 64,8 + 0,7 a za Zene 68,1 £
1,0. U obe grupe Zene su u proseku bile starije od muskaraca, dok je u grupi NDM ta vrednost bila
statisticki znacajna (P < 0.05). U pogledu profila rizika na globalnom nivou postoji i trend u
povecanju BMI i prevalence dijabetesa, a neke zemlje, poput SAD, prijavljuju i smanjenje procenata
pusaCa (Sto se povezuje sa progresivnom kampanjom protiv puSenja u SAD) (117). Pomalo
neocekivan rezultat, dobijen u ovoj studiji, je nesto vec¢i procenat pusaca medu NDM pacijentima u
poredenju sa DMT2 grupom (17,8% vs. 11,6%). Srednja vrednost BMI bila je priblizno ista u obe
grupe i pokazuje da su najces¢e u pitanju pacijenti sa prekomernom telesnom tezinom. Povecana
prevalenca dijabetesa moze se objasniti i povecanjem broja obolelih od DMT2, ali 1 preporukom da
se takvi pacijenti pre podvrgavaju bajpas operaciji nego perkutanoj koronarnoj intervenciji (PCI —
percutaneous coronary intervention).

U pogledu razlika u glikemiji, izmerene jutro pre operacije, postojala je znacajna statisticka
razlika (P < 0.001) izmedu dijabeti¢nih i nedijabeti¢nih pacijenata. Dok je najveci broj NDM
pacijenata imao normalne vrednosti glikemije, najveci broj dijabetiara imao je vrednosti iznad gornje
granice (> 6.1 mmol/l). U nekoliko klinic¢kih ispitivanja pokazano je da rana kontrola glikemije kod
pacijenata sa DMT2 ima povoljan uticaj na kardiovaskularne funkcije, dok se to ne primec¢uje kod
pacijenata sa dugom istorijom dijabetesa sa loSom kontrolom glikemije (118). U nasSoj studiji nismo
prikupili informaciju o datumu pocetka dijagnoze DMT2, ali je na osnovu nivoa Secera U Krvi
izmerene ujutru pre CABG operacije prime¢eno da i medu NDM pacijentima postoje povecane
vrednosti glikemije, $to mozda ukazuje na neprepoznatu intoleranciju na glukozu ili DMT2.

Na osnovu svih prikupljenih podataka vezanih za farmakoterapiju, pacijenti sa DMT2 su
uzimali u proseku nesto viSe od jednog leka u poredenju sa NDM pacijentima (6,06 lekova vs. 4,83
lekova). Ovakvi rezultati su u potpunosti ocekivani. Medutim, ukoliko se uporedi terapija u obe
grupe, izuzimajuéi lekove za DMT?2, tada uo¢ena razlika izostaje i broj propisanih lekova u obe grupe
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postaje priblizno isti. Medu procentima propisanih lekova nije bilo znacajnih razlika. Nesto veci
procenti zabeleZeni su kod DMT2 pacijenata. Veca razlika u procentima je uoc¢ena u slucaju statina
kod NDM pacijenata (51,2% kod NDM vs 32,5% kod DMT2), a kod DMT2 pacijenata kod
vazodilatatora i 3-blokatora (39,3% kod NDM vs 51,5% kod DMT?2 za vazodilatatore; 72,6% kod
NDM vs 87,1% kod DMT?2 za B-blokatore). Medu grupama nije bilo razlika u pogledu propisivanja
inhibitora agregacije trombocita. Medutim, kada je u ovo poredenje dodat podatak i za aspirin,
pokazano je da su inhibitori agregacije trombocita u daleko ve¢em procentu propisivani pacijentima
koji su NDM tj. da je sam aspirin kao predstavnik ove grupe daleko CeSée propisivan NDM
pacijentima (88,1% kod NDM vs 53,3% kod DMT2). Ipak, postojanje razlika u propisivanju terapije
izmedu pacijenata bez i sa DMT2, koji su zatim bili podvrgnuti bajpas operaciji, ukljucuje zakljucke
koji su limitirani ograni¢enjem naseg istrazivanja, a to je relativno mali uzorak pacijenata.

Razmatrajuci vazodilatatorne efekte pinacidila u odnosu na odredene karakteristike poput
pola, BMI, dijagnoze dijabetesa i terapije dijabetesa (insulinom ili oralnim antidijabeticima), vrlo
interesantno je postojanje razlike u efektima pinacidila na HVS izmedu NMD 1 DMT?2 kod pacijenata
muskog pola. Ovo nas navodi na zakljuc¢ak da prisustvo dijabetesa dovodi do promene u efektima
pinacidila kod osoba muskog pola, odnosno da je HVS kod NDM pacijenata osetljivija na dejstvo
pinacidila (ECso 1,44x10° NDM vs. 2,29x10° DMT2). Ovi rezultati su u skladu sa nalazom da su
Katp kanali kao ciljno mesto delovanja pinacidila manje eksprimirani kod DMT2 pacijenata usled
smanjene ekspresije SUR2B subjedinice o cemu ¢e u daljem tekstu diskusije biti viSe re¢i. Takode,
interesantno je i opaZanje da gojaznost moze biti jedan od faktora koji dovodi do razlika u
vazodilatatornim efektima pinacidila na HVS kod NDM pacijenata muskog pola. U nasem ispitivanju
nisu uocene razlike u efektima pinacidila na HVS izmedu polova ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.
Neke studije su ranije pokazale da su efekti pinacidila izrazeniji kod osoba Zenskog pola i to pripisali
dejstvu hormona (119, 120). Medutim, takva istraZivanja su radena na srcu zivotinja, a Katp kanali
eksprimirani na srcu imaju drugaciju varijantu regulatorne SUR subjedinice (SUR2A) u odnosu na
onu prisutnu na krvnim sudovima (SUR2B). SUR subjedinica je ujedno i mesto vezivanja pinacidila,
a u pomenutim istrazivanjima SUR subjedinica je bila vise eksprimirana na srcu Zenki morskog
praseta u odnosu na srca muzjaka. Dodatna istrazivanja koja bi ukljucila ve¢u grupu pacijenata dala
bi preciznije podatke u pogledu ovih parametara.

Dugi niz godina provlaci se pitanje da li GLB i1 njemu sli¢ni antidijabeti¢ni lekovi pored
efekata na B ¢elije pankreasa deluju i na ostale Kartp kanale prisutne na sré¢anim, skeletno-misi¢nim i
glatko-mi$i¢nim ¢elijama krvnih sudova u telu ¢oveka. Ovo pitanje dobija na vaznosti ako se uzme u
obzir da je leCenje DMT?2 ,,kratko-deluju¢im® inhibitorima Katp kanala postalo trend u terapeutskoj
praksi. Teorijski, ovi lekovi (pogotovo druga generacija derivata sulfonilureje u koju spadaju
glibenklamid i glimepirid), mogla bi imati ve¢i afinitet za Katp kanale sa SUR2 subjedinicom. Naime,
druga generacija ovih lekova se vezuje 1000 puta ve¢im afinitetom za SUR1 subjedinicu u poredenju
sa prvom generacijom lekova na bazi sulfonilureje (tolbutamid i gliklazid), ali ima i veéi afinitet za
vezivanje za SUR2 subjedinicu (121). Razlog za povecani afinitet lezi u dugom aromati¢nom lancu
lekova druge generacije koji omogucava da se oni vezu na SURI subjedinici na mesto za vezivanje
sa visokim afinitetom, ali istovremeno se vezuju i za mesto za vezivanje sa niskim afinitetom (121).
Nasuprot tome, lekovi prve generacije se vezuju samo za mesto sa visokim afinitetom. Supstitucija
serina sa tirozinom koja se upravo deSava u SUR2 subjedinici u poredenju sa SUR1 subjedinicom u
okviru mesta za vezivanje sa visokim afinitetom, ukida ovo mesto vezivanja, tako da SUR2 sadrzi
samo mesto za vezivanje sa niskim afinitetom, a za to mesto se mogu vezati samo lekovi druge
generacije (122, 123). Ipak, sveobuhvatna prospektivna studija dijabetesa u Velikoj Britaniji nije
pokazala povecan rizik od mikro- ili makro vaskularnih dogadaja koji se mogu pripisati terapiji
glibenklamidom (124).

Nedavno je pokazano da neki antidijabeti¢ni lekovi (npr. roziglitazon, fenformin), osim svoje
uloge u smanjenju nivoa glukoze u krvi, deluju i kao inhibitori vaskularnihn Karp kanala. Ovi
antidijabeti¢ni lekovi nisu kategorisani u porodicu sulfonilureje i mogu potencijalno smanyjiti
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koronarni odgovor na cirkuliSsu¢e vazodilatatore i metabolicki stres (35). Poznavanje razlika u
ekspresiji 1 funkciji Katp kanala u bajpas graftovima moglo bi nas dovesti do razli¢itog
postoperativnog lecenja pacijenata sa i bez DMT2.

Farmakoloskim eksperimentima smo pokazali da pinacidil proizvodi uporedive
vazodilatatorne efekte na venskim graftovima poreklom od NDM i DMT?2 pacijenata (pD2 vrednosti
su bile 5,82 prema 5,85, respektivno). Ranije, Muller-Schweinitze i sar. (125) su registrovali sli¢nu
pD2 vrednost za pinacidil na HVS kod pacijenata koji su NDM (5,75), kao i na humanoj ITA (5,77)
(109). Zanimljivo, na$i rezultati sugeriSu da dijabetes nema znaCajan uticaj na senzitivnost i
maksimalnu relaksaciju HVS izazvanu pinacidilom. Zimmermann i sar. (126) dali su jedno od
mogucih objasnjenja za ovaj nalaz. Pokazali su da uklanjanje endotela ili inhibicija NO-sintaze u
cerebralnim arterijama pacova ukida razlike u osetljivosti otvara¢a Karp kanala izmedu kontrolne 1
dijabetine arterije. U naSim farmakoloskim eksperimentima potvrdili smo nedostatak
funkcionalnosti endotela nakon primene acetilholina, pa su svi proizvedeni efekti pinacidila nezavisni
od endotela. Trenutno dostupni podaci o efektima dijabetesa na reaktivnost glatkih misi¢a su vrlo
ograniceni jer je vec¢ina studija do sada bila usmerena na mehanizme smanjene relaksacije zavisne od
endotela. Bitno je naglasiti da su studije ukazale na ve¢ prisutnu manjkavost grafta HVS nevezano
od prisustva dijabetesa jer je IHH analizom ovih graftova pre implementacije potvrdeno ostecenje
endotela nastalo usled preparisanja, ispiranja lumena i rastezanja (89). Stoga, pored endotela, kod
dijabetesa je takode vrlo vazno istraziti i promene funkcije vaskularnog glatkog misi¢a. U studiji sa
kromakalimom, takode OKK, koncentracijski-zavisne krive su kod dijabeti¢nih HVS bile pomerene
u desno i postojala je statisti¢ki znacajna razlika u osetljivosti na kromakalim izmedu NDM i DMT?2
segmenata HVS (pD- 6.85 + 0.08 za NDM i pD> 6.61 £ 0.04, P < 0.05), dok je i Emax bio statisticki
znacajno smanjen kod dijabeti¢nih HVS. Ovakvi rezultati ukazuju da je kromakalim manje potentan
na dijabeti¢noj veni (103). U istoj studiji nau¢nici su ispitali i da li interakcije sa lekovima na bazi
sulfonilureje tokom terapije imaju uticaja na dobijene rezultate, jer su ranije prijavljene ovakve
interakcije. Uporedivana je vazorelaksacija izazvana kromakalimom na HVS kod dijabeti¢ara le¢enih
sulfonilurejom (n = 6) u odnosu na pacijente koji su bili leceni ne-sulfonilurea lekovima (n = 5).
Njihov zakljucak je da je dilatacija izazvana kromakalimom u istom stepenu smanjena u svim
dijabeti¢énim venama $to sugeriSe da je ekvilibracioni period u kupatilcu dovoljan za ispiranje leka sa
SUR mesta (ukoliko je to vezivanje i bilo prisutno). Shodno tome, svi dobijeni rezultati ukazuju da
derivati sulfonilureje nemaju uticaja na relaksaciju izazvanu kromakalimom na venskim segmentima
kod dijabeticara.

Brojna istrazivanja pokazala su da pinacidil prouzrokuje relaksaciju razli¢itih zivotinjskih i
humanih krvnih sudova prekontrahovanim raznovrsnim vazokonstriktorima (110, 127-129). lako je
u brojnim animalnim modelima otkrivena povecana kontraktilnost krvnih sudova receptor zavisnim-
i nezavisnim mehanizmima (130-132), mi smo u nasoj studiji koristili FE kao vazokonstriktor (u
slu¢aju HVS) za koji je 1 u drugim radovima potvrdeno da izaziva priblizno iste amplitude kontrakcije
na segmentima HVS kod NDM i DMT2 pacijenata (103).

Efekti vazodilatacije na krvnim sudovima pod uticajem pinacidila su prevashodno posledica
otvaranja Karp kanala na plazma membranama celija glatkih misica (133). Karp kanali su
heterooktamerni kompleksi sa Cetiri subjedinice koje formiraju poru, a koje pripadaju klasi ulazno-
ispravljackih K-kanala (Kir6.1 ili Kir6.2) i Cetiri regulatorne SUR subjedinice (22). Katp kanal
eksprimiran na glatkom miSi¢u krvnih sudova sadrzi Cetiri Kir6.1 subjedinice 1 ¢etiri SUR2B
subjedinice 1 samo unutar ovog kompleksa moze se funkcionalno eksprimirati na plazma membrani
¢elije glatkog misic¢a (32). Subjedinice SUR su molekularne mete za anti-dijabeti¢ne lekove na bazi
sulfonilureje, poput GLB, selektivnog blokatora Katp kanala, kao i za OKK (33). Subjedinica SUR
odreduje specifi¢nost i selektivnost agonista i antagonista Katp kanala (34).
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Prema rezultatima dobijenim sa GLB, ¢ini se da Katp kanali imaju vaznu ulogu u relaksaciji
HVS izazvanoj pinacidilom. GLB (3, 10 i 30 pM) je suprimirao i osetljivost HVS na pinacidil i
njegovu maksimalnu relaksaciju u obe eksperimentalne grupe. Medutim, supresija efekta pinacidila
I njegove maksimalne relaksacije od strane GLB bila je izraZenija kod segmenata HVS dobijenih od
NDM pacijenata, tj. snazniji efekti su postignuti upotrebom nizih koncentracija GLB. Pove¢anjem
koncentracije GLB (30 uM) efekti supresije pinacidila i maksimalne relaksacije su bili intenzivniji
kod DMT2 uzoraka HVS. Postoje podaci da GLB primenjen u visokim koncentracijama (> 10 puM)
pored blokade Katp kanala na plazma membrani ¢éelija, ima i dodatne intracelularne efekte ukljucujucéi
blokadu Kare kanala na mitohondrijama i modulaciju prometa intracelularnog Ca?* (134).

Da bi se dodatno ispitao razlicit, smanjen efekat GLB na blokadu Katp kanala glatkih miSi¢a
HVS kod DMT2 pacijenata primenjene su metode molekularne biologije. Ispitivane su i moguce
razlike u ekspresiji Katp kanala izmedu grupa. Potvrdeno je prisustvo regulatorne subjedinice SUR2B
na HVS obe grupe pacijenata, ali, iznenadujuce, subjedinica SUR2B bila je statisticki znacajno manje
prisutna u graftovima DMT?2 pacijenata. Na modelu humane pupcane arterije, Li i sar. (135) uocili su
smanjenu ekspresiju Katp kanala i smanjenu relaksaciju izazvanu pinacidilom kod pacijentkinja sa
gestacijskim dijabetes melitusom. Zanimljivo, Kartp-povezani signalni putevi su ostali nepromenjeni.
Nasi eksperimentalni podaci su u korelaciji sa ovim nalazima, jer je inhibicija pinacidilom izazvane
relaksacije i smanjenje ekspresije SUR2B subjedinice na HVS kod DMT?2 pacijenata, takode, uocena.
Moguce objasnjenje za smanjene ekspresije SUR2B subjedinice pruza studija sa metiglioksalom
(MGO) na vaskularnoj glatko-misi¢noj ¢elijskoj liniji dijabeti¢ara. Ovde autori sugeriSu da MGO,
visoko reaktivno jedinjenje, koje se preterano proizvodi tokom produzene hiperglikemije, dovodi do
nestabilnosti IRNK koja kodira subjedinice Karp kanala §to snazno doprinosi dijabeti¢nim
vaskularnim komplikacijama (136). Pretpostavlja se da izlozenost MGO-u povecava ekspresiju miR-
9a-3p, koja potom smanjuje (eng. downregulate) koli¢inu iRNK za SUR2B subjedinicu, ugrozavajuci
funkciju Katp kanala (137). Kako su obe subjedinice potrebne za funkcionalne Kartp kanale glatkih
miSi¢a, manje izraZzena supresija efekta pinacidila od strane GLB na HVS kod DMT?2 pacijenata
verovatno je posledica smanjene ekspresije funkcionalnih Karp kanala. Istovremeno, uporediva
relaksacija koju indukuje pinacidil u obe eksperimentalne grupe moze se objasniti dodatnim
mehanizmima nezavisnim od delovanja preko Katp kanala.

Na osnovu nasih rezultata IHH bojenja, Kir6.1 subjedinica pokazuje snaznu ekspresiju na
glatkom misic¢u i endotelnim celijama vaskularnog zida HVS. WB analiza je potvrdila ove nalaze.
Nije uocena razlika u ekspresiji Kir6.1 subjedinice u venskim segmentima poreklom od NDM i
DMT?2 pacijenata. Brojna istrazivanja pokazuju da su vaskularni Karp kanali sa¢injeni od Kir6.1 i
SUR2B subjedinice (138-140), dok Kir6.2 subjedinica koja je kvantifikovana WB-om moze biti
poreklom od endotela. Naime, objavljeno je da su detektovani heteromerni endotelni Katp kanali
sastavljeni od Kir6.1 / Kir6.2 subjedinice koja formira poru u kombinaciji sa SUR2B subjedinicom
(141). Medutim, THH bojenjem venskih segmenata anti-Kir6.2 antitelom na HVS nismo uspeli da
dobijemo potvrdu ovog nalaza. 1zostanak pozitivnog bojenja primenom ovog tipa antitela u nasem
istrazivanju nije neo¢ekivan, jer su o istom rezultatu ranije izvestili Yoshida i sar. (141).

SUR2A i SUR2B se razlikuju u samo 42 aminokiseline u C-terminusu, uzrokovane
alternativnim spajanjem egzona (142). Dok je SUR2B subjedinica karakteristicna za glatke miSi¢ne
¢elije krvnih sudova, SUR2A se nalazi na kardiomiocitama. Pokazano je da SUR2B ima ve¢i afinitet
prema OKK u poredenju sa SUR2A, §to je povezano sa razlikom u vezivanju sa Mg-nukleotidima
izmedu ove dve SUR2 izoforme (143). Ovakvi nalazi podstiCu dalja istrazivanja vezana za
sistematsku primenu OKK kao modulatora aktivnosti bajpas graftova, a koji ne bi imali efekat na
sr¢ani misic.

Cinjenica da GLB nije ponistio relaksirajuci efekat pinacidila na HVS prekontrahovanoj FE
ukazuje da pinacidil poseduje dodatne mehanizme delovanja nezavisne od Katp kanala. Sli¢no tome,
ovakav nalaz je ranije prijavljen u razlic¢itim eksperimentalnim modelima (72, 144, 145), a i u nasoj
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laboratoriji na uzorcima humane ITA (109) i radijalne arterije (110), kao i na uterusu pacova (82).
Dodatni efekti pinacidila, nezavisni od Katp kanala, ukljucuju interakciju sa K-kanalima kao sto su
Kv i Kca kanali ili Na*/Ca?* pumpom i voltazno-zavisnim Ca-kanalima L-tipa (72, 110).

Jedan od tipova K-kanala koji su pokazali razli¢itu ekspresiju na vaskularnom zidu
dijabeti¢nih zivotinja jesu Kca kanali, tj. njihova podgrupa- BKca kanali. Ekspresija BKca kanala
primecena je u razli¢itim tkivima kod zivotinja i ljudi. Glavna uloga BKca kanala, poznatih i kao
MaxiK-kanali, je regulacija vaskularnog tonusa krvnih sudova (146). BKca kanali su tetrameri
sastavljeni od dva tipa subjedinica: a subjedinica koje formiraju poru udruzenih sa pomoc¢nim
subjedinicama, gde je p1 glavni oblik koji se nalazi u vaskularnom glatkom misi¢u (146). Dok a-
subjedinica formiraju¢i poru ima ulogu u provodenju jona,  subjedinica doprinosi biofizickim i
farmakoloskim svojstvima ovih kanala (147). U nekoliko studija ukazano je da oslabljena funkcija
BKca kanala kod dijabetesa nastaje od smanjene ekspresije i funkcije 1 subjedinica (148-150). U
sluaju spontano-, kao i angiotenzin Il-, hipertenzivnih pacova uocena smanjena aktivnost BKca
kanala u VGMC bila je povezana sa smanjenom ekspresijom p subjedinice ovog kanala (151, 152).
S druge strane, kod pacova sa pulmonalnom hipertenzijom uoCena je smanjena ekspresija o
subjedinice BKca kanala (153). Ranije je objavljeno da bi pinacidil mogao da ostvaruje svoje efekte
na VGMC ne samo putem Kare kanala, veé i preko BKc, kanala (154).

U obe eksperimentalne grupe u nasem istrazivanju TEA, predominantni blokator Kca kanala,
nije uticao na vazodilatatorne efekte pinacidila na HVS u koncentraciji od 1mM. Medutim,
povecanjem koncentracije TEA na 3 mM uocena je statisticki znaCajna razlika u senzitivnosti na
pinacidil kod pacijenata sa DMT2, bez uticaja na maksimalnu relaksaciju u obe grupe. Ovakvi efekti
TEA mogu se obrazloZiti njegovim potencijalnim delovanjem 1 na Kv kanala. Naime, pokazano je da
se u visokim koncentracijama, pored Kca kanala, TEA neselektivno vezuje i za Kv kanale. Tako je
uo¢eno da su u pulmonalnim arterijskim VGMC pacova, prisutne dve populacije Kv kanala- 4-AP
senzitivni (1Cso; 232 uM), koji su skoro potpuno neosetljivi na TEA, i TEA senzitivni (ICso; 2,6 mM),
koji su relativno neosetljivi na 4-AP (155). Takode, potrebno je napomenuti da BKca kanali nisu
koncentracijama od 0,1 - 1 mM (157). Medutim, u naSem istrazivanju IbTx, koji je visoko selektivan
za BKca kanal, nije statisticki znac¢ajno modifikovao vazorelaksaciju izazvanu pinacidilom ni u jednoj
eksperimentalnoj grupi. Dodatno, molekularno-bioloska ispitivanja o subjedinice ovih kanala,
pokazala su njenu jasnu lokalizaciju u obe grupe u glatko-misicnom sloju krvnog suda, dok
kvantitativne razlike u ekspresiji o subjedinice izmedu grupa nisu primecene.

U svrhu ispitivanja uloge Kv kanala u procesima vazodilatacije koristili smo neselektivni
blokator ovih kanala 4-AP, koji je u niskim milimolarnim koncentracijama, relativno selektivan za
ovaj tip kanala (157), a ima veoma mali afinitet za Kca kanale (78). Primenom niskomolarnih
koncentracija 4-AP (1 i 3 mM) na preparatima HVS pokazali smo da ovi kanali inhibiraju efekat
pinacidila samo na preparatima HVS kod NDM pacijenata. Prethodna istrazivanja na animalnim
modelima dijabetesa tip 1 pokazala su smanjenu ekspresiju i funkciju vaskularnih Kv kanala (158-
160). Mehanizmi koji su se nalazili u osnovi efekta smanjenja funkcije/ekspresije Kv kanala
ukljucivali su nitriranje Kv kanala (161), reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. ROS) (162) i/ili protein
kinaza C (PKC)- zavisne puteve (163). Da bismo ispitali koji podtip K-kanala je uklju¢en u ove efekte
primenili smo specifi¢ni blokator Kv1.3 kanala, margatoksin. I dok je u ve¢ini radova margatoksin
oznacen kao visokoselektivni blokator samo Kv1.3 kanala, u 8iroj literaturi se mogu naci podaci da
pored Kv1.3 ovaj toksin, izolovan iz otrova Skorpiona, selektivno blokira i Kv1.1 i Kv1.2 kanale.
Prethodno, prisustvo Kv1.3 kanala detektovano je i na endotelnim i na VGMC. Kako nasa tkiva
krvnih sudova nisu imala funkcionalni endotel moze se smatrati da je potencijalna blokada ovih
kanala primenom margatoksina isklju¢ivo vezana za VGMC i samim tim za Kv1.3 kanale. Primena
margatoksina isklju¢ila je ulogu Kvl.3 kanala u vazorelaksantnim efektima pinacidila, jer
margatoksin nije antagonizovao relaksaciju ni u jednoj od grupa. Ovo ostavlja prostora da je neki od
drugih Kv kanala ukljucen u ove procese, ali upucuje i na potencijalnu razliku u ekspresiji ovih kanala
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na VGMC HVS izmedu NDM i DMT?2 pacijenata, kao i na ulogu dijabetesa u uogenoj razlici.
Dostupnim antitelima kojima smo testirali Kv1.2, Kv1.3, Kv4.2 i Kv4.3 kanale nismo dobili ni IHH
ni WB analizom rezultate, tako da nismo mogli ni da potvrdimo ni da opovrgnemo ovakve
pretpostavke, ostavljajuci prostora za dalja istrazivanja eventualno primenom ovih ali i antitela drugih
proizvodaca.

Upotrebom P1075, koji je sintetski potentni analog pinacidila i visoko selektivni otvara¢ Katp
kanala (164), na HVS pacijenata sa i bez DMT2 dobijena je koncentracijski-zavisna relaksacija
krvnog suda. IzraZenija osetljivost na P1075 u poredenju sa pinacidilom, koja je primeéena u naSem
istrazivanju, u skladu je sa ranije publikovanim rezultatima na humanim bajpas graftovima radenim
u nasoj laboratoriji (112). U nasem radu, P1075 je bio 3 do 4 puta potentniji u odnosu na pinacidil
kod obe grupe pacijenata, iako je HVS DMT?2 pacijenata bila nesto senzitivnija na efekte P1075.
Zanimljivo je da je samo primena najnize koncentracije P1075 dovela do statisticki znacajne razlike
izmedu grupa pacijenata, pri ¢emu je NDM grupa bila senzitivnija na vrlo niske koncentracije P1075.
Dodatno, pokazali smo da su maksimalne reakcije visoko selektivnog otvaraca Katp kanala P1075 i
pinacidila izrazito razli¢ite u obe grupe pacijenata (maksimalni odgovor ~ 70% za P1075 nasuprot
100% za pinacidil). Ovakav nalaz je u skladu sa pretpostavkom koju ¢emo u nastavku diskusije vise
razmatrati, a to je da pinacidil ima i dodatne K-nezavisne mehanizme dejstva. Primenom visoko
selektivnog blokatora Katp kanala, GLB, statisticki znacajno je inhibirana koncentracijski-zavisna
P1075 kriva, ukazuju¢i da se mehanizam dejstva P1075 dominantno odvija putem Karte kanala.
Medutim, maksimalna relaksacija primenom P1075 u prisustvu GLB-a nije bila inhibirana kod NDM
pacijenata. Moguce objasnjenje ovog nalaza moze se na¢i u Cinjenici da su ranije istaknuti rezultati
koji ukazuju da i P1075, iako visokoselektivan otvara¢ Katp kanala, jedan deo svojih efekata ostvaruje
i kroz Katp-nezavisne mehanizme dejstva, koji ukljucuju druge K-kanale, poput Kv i Kv1.3 kanala
na renalnoj arteriji pacova (165).

NS1619 je specifiéni aktivator BKca kanala u glatkim misi¢ima (166, 167). U naSim
eksperimentima NS1619 (0.001 - 100 uM) je koncentracijski-zavisno relaksirao HVS DMT2
pacijenata, medutim senzitivnost dijabeticne HVS na NS1619 je bila vrlo niska (ECso 0.1 mM).
Dodatno, maksimalna relaksacija je bila tek oko 60%. Interesantno, primena visoko selektivnog
blokatora BKca kanala, IbTx ne samo da nije imala efekta nego je i potencirala vazorelaksantne efekte
NS1619, nasuprot vec¢ini radova koji pokazuju da IbTx efikasno blokira BKca kanale (168). Takode,
pokazano je da NS1619 osim aktivacije BKca kanala, inhibitorno deluje na Kv kanale, ali i na Ca?*
struje kroz voltazno-zavisne Ca-kanale L-tipa (169).

U cilju ispitivanja efekata pinacidila koji su nezavisni od K-kanala uradena je posebna serija
eksperimenata gde je koris¢en modifikovani Kreb-Ringerov bikarbonatni rastvor u kojem je finalna
koncentracija K* bila 80 mM. Naime, intracelularna koncentracija K* u VGMC je oko 150 mM, a
ekstracelularna oko 3-5 mM. Stoga, zamenom standardnog Krebs-Ringerovog rastvora sa
modifikovanim, stvoreni su uslovi visoke ekstracelularne koncentracije K™ koja potom dovodi do
kompletne eliminacije elektrohemijskog gradijenta za jon K, depolarizacije ¢elijske membrane i
otvaranja voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa (170, 171). Promena hemijskog gradijenta za K*
smanjuje efekat supstanci koje aktiviraju K-kanale (172), kao sto su OKK. Dodatno, ovako
modifikovani rastvor ujedno predstavlja i eksperimentalni model za vaskularni spazam.

Aplikacija pinacidila u koncentraciji vecoj od > 1 uM, dovela je do relaksacije HVS kod
pacijenata sa i bez DMT2, u prisustvu rastvora visoke koncentracije K*, ¢ime je potvrdeno da
pinacidil ima dodatne mehanizme delovanja nezavisne od K-kanala. Teoretski, kada je krvni sud
kontrahovan depolarizacionim rastvorom K*, zbog veceg potencijala membrane, repolarizacija ili
hiperpolarizacija izazvana OKK moze biti teza u poredenju s drugim vazokonstriktorima koji manje
uti¢u na potencijal membrane (173-175).
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U naSim eksperimentima, i u slu¢aju DMT2 i NDM, pinacidil je dovodio do relaksacije HVS
prekontrahovane sa rastvorom sa visokom koncentracijom K* (P < 0.01), pri ¢emu je koncentracijski-
zavisna kriva bila znafajno pomerena udesno u poredenju sa koncentracijski-zavisnom krivom
dobijenom kada je HVS bila prekontrahovana FE. Razlika izmedu Emax je, takode, bila statisticki
znacajna (P < 0.05). Ovakvi rezultati prijavljeni su i ranije na razli¢itim modelima (82, 109, 110).
Sli¢ni rezultati su pokazani kako na razli¢itim animalnim, tako i na humanim krvnim sudovima,
ukljuujuéi humanu kruralnu venu (144, 176, 177). Pri tome, u nasoj studiji dodatni mehanizmi
pinacidila su bili zastupljeni u obe grupe bez znacajnih razlika izmedu njih kako u senzitivnosti, tako
i u maksimalnim relaksacijama. Mehanizmi kojima pinacidil ostvaruje svoje K-nezavisne efekte nisu
jo§ uvek dovoljno razjasnjeni. Ranije je pokazano da pinacidil ne stimuliSe influks Ca?* u
endoplazmati¢ni retikulum niti inhibira ulazak Ca®* u éeliju kao jedan od moguéih mehanizama
dejstva nezavisnih od K-kanala (72). Stoga, da bi se dodatno smanjio i uticaj voltazno-zavisnih Ca-
kanala L-tipa, zajedno sa rastvorom sa visokom koncentracijom K* dodavan je nifedipin,
visokoselektivni blokator voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa. Interesantno, u tom slu¢aju pinacidil
je proizvodio jednako znacajnu relaksaciju kod obe grupe preparata (P < 0.01), ali je izostala razlika
u Emax vrednostima u poredenju sa kontrolnom krivom kontrahovanom FE (P > 0.05). Ovo mozda
ukazuje da blokada voltazno-zavisnih Ca-kanala L-tipa potencira efekte visokih doza pinacidila u
uslovima visoke ekstracelularne koncentracije K*. Dodatni eksperimenti u kojima je uz rastvor sa
visokom koncentracijom K* dodat nikl (300 uM), dali su sli¢ne statisticke vrednosti za pD; i Emax
kao u slucaju prisustva samo rastvora sa visokom koncentracijom K*. Naposletku, kombinacija
rastvora visokomolarnog K* sa nifedipinom i niklom, smanjila je efekat K-nezavisnih mehanizama
dejstva pinacidila. U poredenju sa kontrolnom krivom i dalje je bila prisutna statistiCka znacajnost u
obe grupe, samo manja (P < 0.05), dok je u slu¢aju Emax statisti¢ki znacajna inhibicija bila prisutna
samo kod DMT2. Dobijeni rezultati otezali su precizniju identifikaciju K-nezavisnih dejstava
pinacidila, a temeljnom pretragom literature nisu pronadene studije koje bi olakSale njihovo
tumacenje.

Primenom razli¢itih inhibitora jonskih kanala uz rastvor sa visokom koncentracijom K*
ispitivane su potencijalne razlike u funkciji nekih drugih jonskih kanala izmedu DMT2 1 NDM
pacijenata. Farmakoloski eksperimenti sa dve razli¢ite koncentracije nikla (30 1 300 uM) potvrdile su
nam pretpostavke da Na*/Ca?* pumpa (NCX) na HVS nema bitnu ulogu u K-nezavisnim efektima
pinacidila. Na dijabeti¢nim i nedijabeti¢nim segmentima HV'S, koncentracijski-zavisne krive su bile
blago pomerene u desno. Razmena Na*/Ca?* jedinstveno i direktno povezuje metabolizam Na* i Ca®*
i bitan je regulator citoplazmatskog Ca?*. Postoje dve klase NCX kanala, oni koji kotransportuju K*
sa Ca?" i oni koji to ne ¢ine (178). Dominantna pumpa u arterijskim miocitima je K-nezavisni NCX,
mada je otkriven i NCX koji kotransportuje K* sa Ca?* (179). Do danas su potvrdene 3 NCX izoforme
(NCKS1 do NCKS3) kod sisara, od kojih je svaka proizvod razli¢itog gena (180). NCKSI,
eksprimiran je u miocitima i ima viSe razli¢itih varijanti od kojih je NCKS1.3 glavna u GMC (181).
Nasi rezultati stoje nasuprot istrazivanjima efekata pinacidila na humanoj radijalnoj arteriji gde je
pokazano da Na*/Ca?* pumpa ima bitnu ulogu u njegovom K-nezavisnom mehanizmu dejstva (110).
U istom radu je pokazano da voltazno-zavisni Ca-kanali L-tipa ne doprinose ovim efektima.
Interesantno, nasa istrazivanja pokazala su statisticku znacajnost (P < 0.05) u inhibiciji efekata
vazorelaksacije pinacidilom kod nedijabeti¢ne vene kada je u kupatilce dodat nifedipin. Dobijene
razlike pre svega mogu ukazati na razli¢itu distribuciju Na*/Ca?* pumpe i voltazno-zavisnih Ca-
kanala L-tipa izmedu arterijskih i venskih krvnih sudova. Dodatno, ranija istrazivanja sugerisu da
postoji vazna razlika izmedu arterija i vena u smislu regulacije influksa Ca®* tokom kontrakcije. Ta
razlika predstavlja potencijalne terapijske ciljeve za lecenje vaskularnih bolesti, kao $to je npr.
hipertenzija (182).

OKK su vazodilatatori koji aktiviraju Katp kanale na plazma membrani (pmKate), ali i Katp
kanale na mitohondrijama (mtKare). U kardiomiocitima diazoksid je efikasniji u aktivaciji mtKare
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kanala, dok pinacidil podjednako aktivira oba tipa Karp kanala (183). Pored toga, pokazano je da
OKK regulisu dijametar arterija putem SUR-zavisnih i SUR-nezavisnih puteva (184). Tako
diazoksidom-izazvana vazodilatacija nastupa nezavisno od tipa SUR subjedinice, dok pinacidil za
svoje efekte zahteva prisustvo SUR2B subjedinice. Takode, Karp detektovani u vaskularnom
endotelu mezenteri¢nih arterija nisu doprinosili vazodilataciji posle primene pinacidila i diazoksida,
imajuéi u vidu da su ovi OKK podjednako dovodili do dilatacije i u slu¢aju intaktnog i u slucaju
uklonjenog endotela (184). U nasim eksperimentima GLB nije doveo do inhibicija vazodilatacije
dijabeti¢ne ITA (u nizim koncentracijama; 0.3 i 10 uM). Tek je primena GLB u visokoj koncentraciji
(30 puM) antagonizovala efekte pinacidila (P < 0.05), znacajno uti¢uc¢i i na Emax (Emax = 64,84 +
5,55%, P < 0.01). Kada je HVS ispitivana, GLB antagonizam najvece koriS¢ene koncentracije
pinacidila (100 uM), je bio izrazen u manjoj meriu poredenju sa ovim dobijenim na ITA. Interesantno
da je kod ITA GLB, po prvi put prouzrokovao znacajnu inhibiciju maksimalne relaksacije
proizvedenu pinacidilom, a da se dobijena vrednost Emax moze uporediti samo sa vrednostima
dobijenim primenom rastvora sa visokom koncentracijom K* (Emax = 55,81 * 7,48%). Moguce je
da ovaj rezultat ukazuje da pinacidil manjim delom svoje vazodilatatorne efekte na ITA ostvaruje
kroz Karp-nezavisne mehanizme dejstva. Patoloske izmene Karp kanala su ranije uocene i
okarakterisane u slucajevima dijabetesa, ishemije 1 hipertenzije, pokazujuci izmenjenu funkciju Karp
kanala i smanjenu gensku ekspresiju u razliitim arterijama (185-187). Ipak, interesantno je
istrazivanje na endotel nezavisnim segmentima aorte izolovanim iz Wistar 1 spontano hipertenzivnih
sojeva pacova (188). Dok je smanjena ekspresija Kir6.1 i SUR2B subjedinice detektovana kod
spontano hipertenzivnih pacova, vazodilatatorni odgovor aorte na pinacidil i kromakalim je bio sli¢an
kod oba soja. U nasem istrazivanju potvrdena je statistiCki znac¢ajno smanjena ekspresija Kir6.1
subjedinice na preparatima ITA kod DMT2 pacijenata.

Pokazano je da OKK dovode do relaksacije razliCitih tipova glatke muskulature krvnih sudova
i preko aktivacije BKca kanala (189). Jedna od studija je ukazala da perivaskularno masno tkivo ITA
oslobada relaksantni faktor koji svoj efekat ostvaruje uz uc¢e$é¢e BKca kanala glatkih misi¢a (190). U
nasoj studiji koriS¢ena je samo koncentracija TEA od 1 mM, za koju je pokazano da osim Sto blago
pomera koncentracijski-zavisnu krivu pinacidila u desno, nema =znacajniji uticaj u blokadi
vazorelaksantnog efekta pinacidila. Relativna neosetljivost na TEA u saglasnosti je sa ranijim
pretpostavkama da OKK aktiviraju Karte (191, 192) ili Kv kanale (157). WB analiza je potvrdila
odsustvo kvantitativne razlike u ekspresiji a subjedinice BKca kanala izmedu uzoraka ITA uzetih od
pacijenata sa i bez DMT2. IHH analiza je pokazala snaznu ekspresiju a subjedinice BKca kanala u
VGM sloju, ali i u endotelu ITA. Velika gustina BKca kanala na ITA moZe delimi¢no da objasni redu
pojavu spazma ovog grafta u poredenju sa graftom radijalne arterije (193). U istom istrazivanju
elektrofizioloskim eksperimentima je registrovano da TEA i IbTx (primenjeni u istim
koncentracijama kao i u naSim farmakoloskim eksperimentima) znacajno smanjuju voltazom-
aktivirane K* struje u ITA, pri ¢emu IbTx ima veéi blokirajuci efekat. Ipak, na mezenterinim
arterijama je potvrdeno da IbTx ne menja pinacidilom-indukovanu vazodilataciju (184), sto je u
korelaciji sa nasim podacima dobijenim na dijabeti¢noj ITA. Pokazano je da IbTx, kao i TEA u
koncentracijama od 7 mM nemaju uticaj na Karp kanale (77).

Vise studija je ranije ukazalo na povecanje funkcionalne ekspresije BKca kanala u VGMC
tokom hipertenzije (194-196). Biohemijske i molekularno-bioloske studije istrazivale su da li je
porast funkcije BKca kanala u arterijama tokom hipertenzije posledica poviSene ekspresije
subjedinice kanala koja formira poru. Imunoblot analizom detektovana o subjedinica u aorti
spontano-hipertenzivnih pacova je bila 2-3 puta vise eksprimirana u poredenju sa normotenzivnim
pacovima (196). Medutim, izmedu ova dva soja pacova nije uo¢ena razlika u genskoj ekspresiji ove
subjedinice, ve¢ je pretpostavljeno da razlike u funkcionalnoj ekspresiji BKca kanala poticu od post-
transkripcione razlike 1 stabilnosti proteina a subjedinice 1/ili pomo¢ne regulatorne B subjedinice. U
nasem istrazivanju ekspresija o subjedinice BKca kanala detektovana je u VGM sloju i endotelu ITA
kod obe grupe pacijenata, dok WB analiza nije pokazala kvantitativne razlike u ekspresiji izmedu
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grupa. Ipak, vazno je naglasiti da su u nasSoj studiji, nezavisno od prisustva dijabetesa skoro svi
pacijenti imali hipertenziju, $to potencijalno moze da utie na odsustvo razlike izmedu grupa.

Primenom 4-AP ispitali smo ulogu Kv kanala u procesima vazorelaksacije na ITA poreklom
od pacijenata sa dijabetesom. U nasim eksperimentima primena 4-AP u koncentraciji od 0.3 mM nije
antagonizovala efekte pinacidila, dok je pri koncentraciji od 1 i 3 mM postignuta statisticki znacajna
inhibicija vazorelaksacije, a koncentracija od 3 mM je izazvala i signifikatnu inhibiciju maksimalne
postignute relaksacije. Ovi rezultati su u skladu sa ranije dobijenim rezultatima na ITA bez endotela
nakon primene rezveratrola, potencijalinog OKK (197). Ipak nasuprot rezultatima koji su tada
potvrdili ulogu Kv1.3 kanala u relaksantnim efektima rezveratrola, u slu¢aju pinacidila pokazano je
primenom margatoksina da Kv1.3 kanal nije imao ulogu u vazodilatatornom efektu. Ipak, studija
radena na mezenteri¢nim arterijalnim GMC izolovanim iz dijabeti¢nog i nedijabeti¢nog soja pacova
ukazala je na razliku u ekspresiji ve¢ine Kv kanala (198). Ekspresija Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4, Kv1.5,
Kvl.6, Kv2.1, Kv3.2, Kv4.1, Kv4.3, Kv5.1, Kv6.2, Kv8.1, Kv9.3, 1 Kv10.1 kanala bila je veca na
izolovanim dijabeti¢nim GMC. Medutim, studija je pokazala da bez obzira na ovu razliku u ekspresiji
kanala, u ranoj fazi dijabetesa detektuje se i1 razlika u amplitudi Kv kanala, koja potom i§¢ezava u
hroni¢noj fazi. Primenom IHH 1 WB analiza koriste¢i nama dostupna antitela nismo bili u moguc¢nosti
da potvrdimo ove rezultate niti da ukaZzemo na eventualnu ulogu 1/ili razliku u nekim drugim Kv
kanalima.

Elektricna stimulacija (ES) dovodi do aktivacije perivaskularnih nervnih zavrSetaka koji
oslobadajuci razli¢ite neurotransmitere i ko-transmitere (noradrenalin (NOR), ATP i neuropeptid Y),
dovode do kontrakcije krvnog suda (199). Aplikacija tetrodotoksina, koji sprecava provodenje
nervnog impulsa blokadom Na-kanala u nervnim ¢elijama, dovodi do potpune inhibicije kontrakcija
HVS izazvanih ES, potvrduju¢i neurogenu prirodu ovih kontrakcija. Pored toga, mnogo ranije je
pokazano da ES ne prouzrokuje nikakav odgovor segmenata umbilikalne arterije i vene koje nemaju
inervaciju, dok NOR i 5-HT prouzrokuju kontrakcije ovih krvnih sudova (200, 201). 1z vezikula
simpatickog nervnog zavrsetka zajedno se oslobadaju NOR i ATP, ispoljavajuc¢i aditivno dejstvo na
vaskularni tonus. Medutim, udeo ATP-a u ovoj kontrakciji je manji od 15%. Suramin (antagonist P2x
receptora) i fentolamin (antagonist a-adrenoceptora) znacajno smanjuju kontrakcije do kojih dovodi
ES (202).

Pinacidil dovodi do endotel-nezavisne inhibicije kontrakcija HVS dijabetiara prouzrokovane
ES. Ova inhibicija kontrakcija je koncentracijski zavisna i aplikovanje najvece koncentracije
pinacidila (100 puM) dovodilo je do potpune inhibicije kontrakcija (Emax = 100%). Interesantno,
aplikacija i 10 puta manje koncentracije pinacidila (10 puM) izaziva preko 90% vazorelaksacije,
ukazuju¢i na povecanu reaktivnost i senzitivnost neurogene kontrakcije dijabeticnih HVS na pinacidil
pri ES. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim na veni porti kuni¢a primenom
levkromakalima (128), kao i na HVS primenom kromakalima (203).

U cilju ispitivanja uloge pojedinih grupa kalijumovih kanala u antivazokonstriktornom efektu
pinacidila kod HVS dijabeticara, koristili smo razli¢ite blokatore ovih kanala.

GLB, TEA, i 4-AP su koris¢eni u cilju ispitivanja uloge K-kanala u inhibitornom efektu
pinacidila na kontrakcije koje su izazvane ES. Sasvim ocekivano GLB je blokirao Katp kanale na
VGMC segmenata HVS onemoguéavajuéi da pinacidil ostvari hiperpolarizaciju VGMC i na taj na¢in
podstakao neurogenu kontrakciju. Ovaj nalaz je u skladu sa primenom GLB (1 uM) na veni porti
kuni¢a gde je antagonizovana inhibicija neurogenih i NOR kontrakcija bila prouzrokovana
levkromakalimom (128). S druge strane, interesantni su rezultati dobijeni posle primene 4-AP koji je
umanjio inhibitorno delovanje pinacidila na istom tipu kontrakcija, povecavajuci senzitivnost
preparata na pinacidil (pD2 pinacidila 6.05 £ 0.12 vs. pD; pinacidila u prisustvu 4-AP 6.38 + 0.09, P
=0.059). Dobijena P vrednost pak ukazuje na neophodnost prosSirenja grupe ispitivanih segmenata (u
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nasem slucaju je bilo n = 6) kako bi dobijena statisticka vrednost potvrdila ili opovrgla znacajnost.
Osim toga, treba uzeti u obzir da se Kv kanali otvaraju usled depolarizacije plazma membrane u
VGMC, tj. ovi kanali se aktiviraju promenom napona membrane. U navedenim eksperimentima Kv
kanali su bili blokirani $to je spreéilo njihovu aktivaciju, kako postsinapticki na VGMC, tako i
presinapticki na nivou nervnog zavrSetka. Blokiranje Kv kanala na nervnim zavrSecima pak moze
uticati na smanjeno oslobadanje NOR pod uticajem ES. Takode, detekcija K-kanala na nervnim
zavrSecima ostavlja mogucénost da OKK ostvare svoje efekte delujuéi presinapticki. Pokazano je i da
sam pinacidil inhibira oslobadanje NOR iz elektri¢ki stimulisanih neurona vas deferens pacova (204).
U istom istrazivanju primena TEA u visokoj koncentraciji (10 pM) je antagonizovala efekat
pinacidila (204). Manja koncentracija TEA (1 pM, selektivnija za BKca kanale) primenjena u nasim
eksperimentima, nije antagonizovala inhibiciju ES kontrakcija prouzrokovanu pinacidilom.
Antagonizovanje efekata primenom TEA u visokomolarnoj koncentraciji se moze tumaditi
potencijalnim neselektivnim blokiranjem ne samo Kca kanala ve¢ i drugih K-kanala (npr. Kv kanala)
(155). Pokazano je da inhibitorni efekat pinacidila na oslobadanje NOR iz neurogenih kontrakcija
biva ponisSten posle primene visoke koncentracije KCl rastvora (75 mM) ukazujuéi da se dati efekat
ostvaruje kroz K-kanale. Takode, demonstrirano je da pinacidil i kromakalim izazivaju
hiperpolarizaciju membrane neurona i smanjuju oslobadanje neurotransmitera (205). Kako je i ranije
uo¢eno da OKK mogu svoje efekte ostvariti i presinapticki i postsinaptic¢ki, nasi eksperimenti ne
mogu direktno ukazati 1 razgraniCiti mogucnost prisustva jednih 1 drugih efekata pinacidila. Stoga je
uradena kontrola sa spolja dodatim NOR koji deluje predominantno preko postsinaptickih a receptora
na membrani VGMC (168).

Visestruki pokuSaji ES dijabeticne ITA nisu dali ocekivane rezultate. Kontrakcija ITA je
izostala kako primenom niskih frekvencija (30 Hz) i standardnog napona od 80 mV, tako i pri
pokusaju primene veéih frekvencija (50 i 100 Hz). Tek retki preparati ITA dali su slabe neurogene
kontrakcije pri primeni izuzetno visoke frekvencije (200 Hz). Iz navedenih razloga ovi eksperimenti
su odbaceni. Dobijeni rezultati mozda ukazuju na slabije izrazenu neurogenu kontrolu kod ITA,
nasuprot HVS ili slabiju perivaskularnu inervaciju. ITA je inervisana simpatickim nervnim
zavriecima za koje je pokazano da ne dolaze u direktan kontakt sa VGMC i da su lokalizovani u
adventiciji Sto moze objasniti slabiju sklonost ka razvoju spazma u poredenju sa drugim tipovima
arterija, poput radijalne (206). Ipak, kod ITA je pokazano da je ES, tj. sama kontrakcija indukovana
stimulacijom simpatickog nervnog sistema posredstvom aktivacije al-adrenoreceptora (207), $to
ostavlja 1 moguc¢nost da dolazi do promene (smanjenja) u ekspresiji/funkciji ovih receptora na
dijabeticnoj ITA.

Kao kontrola ES kontrakciji, dejstva pinacidila su ispitivana i na kontrakciji prouzrokovanoj
spolja dodatim NOR (168). Izmenjena vaskularna reaktivnost na razne vazoaktivne agense uocena je
u brojnim studijama na eksperimentalnim zivotinjskim modelima dijabetes melitusa. Utvrdena je
povecana kontraktilnost krvnih sudova kod dijabetesa kako mehanizmima zavisnim od receptora,
tako i receptor-nezavisnim mehanizmima. Kod ITA bez endotela utvrdeno je da su kontraktilni
odgovori 1 osetljivost na NOR povecani u sluc¢aju pacijenata sa DMT2. Nasuprot tome, kod HSV nije
bilo takvih promena, bez obzira na prisustvo ili odsustvo endotela, u poredenju sa nedijabetiénim
venama (103). Na ITA je pokazano da su predominantno eksprimirani al adrenoreceptori, koji su
ciljno mesto vezivanja noradrenalina (207, 208).

Pinacidil je koncentracijski-zavisno inhibirao NOR-indukovane kontrakcije na bajpas
graftovima, $to je u skladu sa prethodnim istraZivanjima na animalnim i humanim krvnim sudovima
(177, 209). U nasem istrazivanju antivazokontriktornih efekata pinacidila na kontrakcije izazvane
NOR na HVS dijabeticara uocen je slabiji efekat pinacidila na inhibiciju NOR-kontrakcija u
poredenju sa neurogenim kontrakcijama izazvanim ES. Ovi nalazi su u skladu sa ispitivanjem istih
efekata pinacidila na humanoj radijalnoj arteriji (127). Veca osetljivost neurogene kontrakcije HVS
na inhibitorni efekat pinacidila nego NOR-kontrakcije, sugeriSe da inhibicija oslobadanja razlicitih
neurotransmitera moze da bude vrlo vazna u sprecavanju spazma grafta. Dok je kod ES kontrakcija
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HVS, koncentracija pinacidila od 10 pM izazivala vise od 90% inhibicije kontrakcija, a 100 uM
pinacidila i potpunu inhibiciju, u slu¢aju NOR-kontrakcije primena najveée koncentracije pinacidila
(100 pM) dovela je tek do inhibicije kontrakcije od oko 80%. Ispituju¢i dalje samo jednu
koncentraciju pinacidila (IC70 = 30 uM) koja je dovodila do snazne inhibicije NOR-kontrakcija,
razmatrali smo ulogu K-kanala u tom efektu. Interesantno, svi primenjeni antagonisti K-kanala: GLB,
TEA i4-AP, su uticali na antivazokontriktorni efekat pinacidila na fazne kontrakcije koje je izazivao
NOR. Ovaj rezultat bi mogao da ukaze da K-kanali imaju bitnu ulogu u inhibitornom efektu pinacidila
na NOR kontrakcije, $to je izuzetno vazno ako se uzme u obzir da je NOR jedan od najvaznijih
endogenih cirkuliSu¢ih vazokontriktora. Upravo su endogeni cirkuliSu¢i vazokontriktori jedan od
glavnih faktora koji dovodi do peri- i postoperativnog spazma bajpas grafta (210). Takode, ¢injenica
da vece koncentracije pinacidila kompletno inhibiraju neurogenu kontrakciju HVS usmeravaju nas
ka ideji da pinacidil inhibira ES-kontrakcije ispitivanog krvnog suda na vise razli¢itih mesta, ali
ostavlja prostor i za razmatranje mogucnosti da pinacidil deluje i na K-kanale u nervnom zavrSetku
(204).

Kod ITA, primena najveée koncentracije pinacidila (100 uM) dovodila je tek do 65-70%
inhibicije kontrakcije, ukazujuci na manju osetljivost faznih kontrakcija izazvanih NOR na pinacidil.
U ovom slabom antivazokonstriktornom efektu pinacidila mogucée je da svoju ulogu imaju Katp i Kca
kanali, dok je izostao efekat kroz Kv kanale. Ranije je i na humanoj radijalnoj arteriji demonstrirano
da na fazne kontrakcije izazvane NOR pinacidil utice delujuci na Katp i Kca kanale, dok Kv kanali
nisu bili ukljuceni u ove efekte (127). U tim istrazivanjima kori$¢ena je 10 puta manja koncentracija
pinacidila koja je dovodila tek do oko 25-30% inhibicije kontrakcije. Upotreba P1075 koji je potentni
analog pinacidila, takode, na ITA je potvrdila da je antivazokonstriktorni efekat P1075 na NOR-
indukovane kontrakcije posredovan Kare kanalima na VGMC (112).
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1. Pinacidil ima vazodilatatorno i antivazokonstriktorno dejstvo na ispitivanim humanim
bajpas graftovima. Prisustvo dijabetesa uti¢e na razlike u relaksantnim efektima pinacidila na
HVS kod osoba muskog pola. Takode, gojaznost moze biti jedan od faktora koji dovodi do
razlika u vazodilatornim efektima pinacidila na HVS NDM pacijenata muskog pola. Nije bila
prisutna razlika u relaksantnim efektima pinacidila izmedu polova, a nije uoceno ni postojanje
razlike u zavisnosti od toga da li je pacijent insulin-zavisan ili uzima samo oralne
antidijabetike.

2. Vazodilatatorni i antivazokonstriktorni efekti pinacidila se delimi¢no ostvaruju
interakcijom sa K-kanalima. Pinacidil ostvaruje uporedivu relaksaciju HVS pacijenata sa i bez
DMT?2. Takode, pinacidil prouzrokuje relaksaciju dijabeticne ITA uporedivu sa dijabeticnom
HVS, bez razlike u senzitivnosti. Drugi OKK, P1075, kao i NS1619, na koncentracijski-
zavisan nacin relaksiraju HVS deluju¢i na Katp, 0dnosno BKca kanale. P1075 mozda ima i
dodatne mehanizme dejstva koji su nezavisni od Karp kanala.

3. Pinacidil stvara uporedivu relaksaciju HVS posredovanu Katp kanalima kod
pacijenata i sa i bez DMT2. Veca osetljivost na GLB HVS kod pacijenata sa NDM verovatno
je povezana sa vecom ekspresijom funkcionalnih Katp kanala u vaskularnom glatkom misicu
(SUR2B / Kir6.1). Ovo moze implicirati da prisustvo dijabetesa smanjuje nivo ekspresije
SUR2B subjedinice. Potvrda ovih nalaza na Siroj grupi segmenata HVS je potrebna, kao 1
detaljna analiza koja bi ukljuéila i podelu segmenata HV'S u zavisnosti od tipa antidijabetika
(oralni vs. insulin) koris¢enih za tretman DMT?2.

4, Kod ITA dijabeti¢nih pacijenata, pinacidil izaziva relaksaciju predominantno
interagujuci sa Kv kanalima, i to Kv1.0 — Kv4.0. Ulogu u ovoj relaksaciji nema Kv1.3 kanal
niti BKca kanal. Dodatno, kao potvrda izostanka vazorelaksantnog efekta pinacidila na
dijabeticnim ITA detektovana je znaajno manja ekspresija Kir6.1 subjedinice, u poredenju
sa uzorcima ITA pacijenata bez dijabetesa. Takode, pored uocene smanjene ekspresije Kir6.1
subjedinice bila je smanjena i ekspresija Kir6.2 subjedinice, ali kod NDM pacijenata.
Potrebno je dodatnim farmakoloSkim eksperimentima na $iroj grupi ITA pacijenata bez
dijabetesa potvrditi ovaj rezultat.

5. Antivazokonstriktorni mehanizmi delovanja pinacidila na fazne kontrakcije izazvane
egzogenim noradrenalinom su posredovani K-kanalima na ispitivanim bajpas graftovima.
Kod HVS dijabeti¢nih pacijenata u mehanizme delovanja pinacidila su ukljucene sve tri
ispitivane grupe K-kanala: Katp, KV i Kca, dok je kod ITA dijabeti¢nih bolesnika, potvrdena
uloga Katp i Kca kanala. Kada je u pitanju antivazokonstriktorni efekat, uocena je manja
senzitivnost na pinacidil kod arterijskog grafta u poredenju sa graftom vene. Kada su fazne
kontrakcije bile prouzrokovane elektricnom stimulacijom kod HVS bolesnika sa DMT2,
potvrdena je iskljucivo uloga Katp kanala. Elektricna stimulacija dijabeti¢ne ITA nije bila
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moguca. Dodatni eksperimenti na nedijabeticnim graftovima bi ukazali na potencijalne
slicnosti/razlike u efektima medu nedijabeti¢nim i dijabeti¢nim krvnim sudovima.

Pinacidil svoje vazodilatatorne efekte na bajpas graftovima ostvaruje delom kroz K-
kanale potvrdujuci da svoj pun efekat ostvaruje i kroz mehanizme nezavisne od K-kanala.
Potvrdeno je da primena pinacidila u koncentracijama vi§im od 1 uM u prisustvu rastvora sa
visoko molarnom koncentracijom K jona relaksira bajpas graftove mehanizmima nezavisnim
od K-kanala. U slu¢aju HVS mozemo isklju¢iti ulogu Na*/Ca?* pumpe u ovim efektima.
Potencijalnu ulogu u K-nezavisnim efektima pinacidila imaju voltazno-zavisni Ca-kanali L-
tipa, posebno kod nedijabeti¢éne HVS, ukazujuci na neophodnost daljih ispitivanja kako bi se
potvrdila/opovrgla potencijalna razlika u ekspresiji ovih kanala izmedu HVS pacijenata sa i
bez DMT2.

Dobijeni rezultati nase studije mogu biti klini¢ki korisni pruzajuci dokaz da dijabetes
izaziva oslabljenu dilataciju humane vene, ali i arterije interakcijom sa Karp kanalima.
Ovakva smanjena vazodilatacija, moze se povezati 1 sa vaskularnim komplikacijama
izazvanim dijabetesom, kao $to su vazospazam ili hipertenzija. Shodno tome, kako se
segmenti velike vene safene i unutra$nje torakalne arterije koriste kao graftovi u bajpas
operaciji, dobijeni rezultati, takode, ukazuju na to da izmenjena dilatacija koja se odvija
posredstvom Katp moze igrati bitnu ulogu u odabiru/definisanju karakteristika grafta kod
pacijenata sa DMT2. Time bismo mogli preciznije da predvidimo funkcionalnost odabranog
grafta i nekoliko godina nakon operacije.
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SPISAK SKRACENICA KOJE SU KORISCENE U TEKSTU

4-AP - 4-aminopirimidin

5-HT — 5-hidroksitriptamin, serotonin
Ach — acetilholin

ACE — angiotensin konvertujuci enzim
ATP — adenozin-trifosfat

BCA — bicinhoninska kiselina

BKca — kalcijum-zavisni kalijumovi kanali velike provodljivosti
BKK - blokatori kalijumovi kanala
BMI — indeks telesne tezine

°C — celzijus

Ca?" - joni kalcijuma

Ca-kanali — kalcijumovi kanali

CABG - aorto-koronarni bajpas
CaCls - kalcijum-hlorid

COX - ciklooksigenaza

DAG - diacilglicerol

dH20 — destilovana voda

DMSO - dimetilsulfoksid

DMT2 — diabetes mellitus tip 2

EAG - ether-a-go-go

ECso — srednja efektivna koncentracija
ECro — efektivna koncetracija koja dovodi do relaksacije od 70%
ES — elektri¢na stimulacija

FE — fenilefrin

g —gram

GLB — glibenklamid

GMC - glatko-misiéna ¢elija

h — ¢as

HCI — hlorovodoni¢na kiselina

HRP — peroksidaza rena

HVS — humana vena safena

Hz — herc



IbTx — iberiotoksin

ICso — polovina maksimalne inhibitorne koncentracije
IC70 — koncentracija koja dovodi do inhibicije od 70%
IHH — imunohistohemija

IKca kanali — kalcijum senzitivni kalijumovi kanali srednje provodljivosti
IPs — inozitol-1,4,5-trifosfat

IRNK — informaciona ribonukleinska kiselina
ITA — unutrasnja torakalna arterija

L — litar

K-kanali — kalijumovi kanali

K* joni — joni kalijuma

K2P — kalijumovi kanali sa 2 pore

Katp kanali — ATP senzitivni kalijumovi kanali
Kca kanali — kalcijum senzitivni kalijumovi kanali
KCI — kalijum hlorid

KH2PO, — kalijum dihidrogen fosfat

Kir kanali — ulazno ispravljacki kalijumovi kanali
Kv kanali — voltazno-zavisni kalijumovi kanali
KVS — kardiovaskularni sistem

M — mol

MGO — metilglioksal

MgSOs — magnezijum sulfat

MgTx — margatoksin

min — minut

ml — mililitar

Na* - jon natrijuma

NaCl — natrijum hlorid

NaHCOs — natrijum hidrogen karbonat

NCX - Na*/Ca?* pumpa

NDM - bez (non) diabetes mellitusa

NIF - nifedipin

NOR — noradrenalin

OKK — otvarac/i kalijumovih kanala

PAA — poliakrilamid



PAP — papaverin

PBS — fosfatni pufer

PCI — perkutana koronarna intervencija
pD.— negativni logaritam od EC50

Pl — fosfatidilinozitol

RIPA — radioimunoprecipitacioni esej

PKC — protein kinaza C

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

RyR - rijanodinski receptori

SD - standardna devijacija

SDS — natrijum dodecil sulfat

SEM — greska srednje vrednosti

SKca — kalcijum senzitivni kalijumovi kanali male provodljivosti
SR — sarkoplazmatski retikulum

STOC struje — spontano prolazno-izlazne struje
SUR - sulfonilurea receptorska subjedinica
TBS — Tris pufer

TBST — Tris pufer sa dodatkom Tweena
TEA — tetraetilamonijum hlorid

TM domen — transmembranski domen

TT —telesna tezina

TV —telesna visina

WB — Western blot

V —volt

VGM - vaskularni glatki misic¢

VGMC - vaskularna glatko-migi¢na éelija
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5. Dijabetes tip: I

7. Hipertenzija: DA
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I gimnaziju, prirodno-matematicki smer, zavrsila je u Lazarevcu. Diplomirala je 2011. na Bioloskom
fakultetu, Univerziteta u Beogradu, na studijskoj grupi Molekularna biologija i fiziologija, smeru
Primenjena genetika. Eskperimentalni deo svog diplomskog rada odradila je na Stomatoloskom
fakultetu, u Laboratoriji za humanu molekularnu genetiku ¢iji je rukovodilac prof. dr Jelena Milasin.
Dana 16.03.2011. godine odbranila je diplomski rad pod nazivom: "Analiza polimorfizama Pro47Ser
1 PIN Ins16bp p53 u keratocistiénim odontogenim tumorima" sa ocenom 10 i proseénom ocenom sa

studija 9,14.

Jovana Rajkovi¢ je od 1.11.2013. godine zaposlena na Institutu za farmakologiju, klinicku
farmakologiju i toksikologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu u svojstvu istrazivaca-saradnika u
okviru nacionalnog projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije
,»Razvoj tehnologije proizvodnje crvenog vina i dijetetskih proizvoda iz vina bogatih bioloski

aktivnim polifenolima sa kardioprotektivnim dejstvima‘® TR 31020 (ciklus 2011-2020. god.), ¢iji je
rukovodilac prof. dr Ljiljana Gojkovi¢ — Bukarica.

Doktorske studije upisala je na Medicinskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, na smeru
Medicinska farmakologija, Skolske 2013/2014. godine.

Svoj naucno-istrazivacki rad je izlagala na viSe inostranih i domacih kongresa, za ¢ije ucesce je
nekoliko puta bila nosilac travel grantova. U viSe navrata boravila je na Institutu za fiziologiju,
Univerziteta u Tibingenu, Nemacka u okviru saradnje sa ¢lanom projekta TR31020. Kao ¢lan
Humboltovog bilateralnog projekta tokom ciklusa 2018.-2019. godine boravila je u dva navrata na
stru¢nom usavrSavanju na Max Planck Institutu za eksperimentalnu medicinu u Getingenu, Nemacka.
Tokom pandemije korona virusom 2020. god. bila je volonter u HUO-Y AN nacionalnoj laboratoriji
za molekularnu detekciju infektivnih agenasa u Klini¢kom centru Srbije, u Beogradu.

Zivi, radi 1 uziva u Beogradu sa muzem i mackom.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana Jovana Rajkovié¢

broj upisa MF-04/13

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Efekti otvarada kalijumovih kanala na izolovane bajpas graftove bolesnika sa dijabetes melitusom tip 2

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo koje diplome
prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam kr3io/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 17.06.2020.
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske
verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Jovana Rajkovié¢
Broj upisa MF-04/13
Studijski program Medicinska farmakologija

Naslov rada Efekti otvara¢a kalijumovih kanala na izolovane bajpas graftove bolesnika sa dijabetes
melitusom tip 2

Mentor prof. dr Ljiljana Gojkovi¢-Bukarica
Potpisani Jovana Rajkovi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam predao/la za
objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu. '

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora nauka, kao 5to su
ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom katalogu i u
publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, Jovana Rajkovié
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Prilog 3.

Izjava o koriscenju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovié* da u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Efekti otvaraéa kalijumovih kanala na izolovane bajpas graftove bolesnika sa dijabetes melitusom tip 2

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu da koriste svi
koji postuju odredbe sadrZane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam
se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 17.06.2020.
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