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POPIS OZNAKA I KRATICA

3-KAT - 3 -ketoacil CoA tiolaza
ADP - adenozin difosfat
ATP — adenozin trifosfat

CABG - operacija premostenja koronarnih arterija graftom, engl. coronary artery bypass

grafting

CAT - karnitin acilkarnitin translokaza

CPT]1 - karnitin palmitoil transferaza 1

CPT?2 - karnitin palmitoil transferaza 2

CTL — kontrolna skupina bolesnika, engl. Control

ESC - Europsko kardiolosko drustvo, engl. European Society of Cardiology

FABPpm - plazma membranska izoforma vezuéeg proteina masnih kiselina, engl. plasma

membrane fatty acid binding protein
FADH, - flavin adenin dinukleotid

FAT/CD36 - translokaza masnih kiselina, engl. fatty acid translocase / cluster of

differentiation 36

FATP - tkivno specifi¢ni transportni protein masnih kiselina, engl. fatty acid transport protein
FCCP - (karbonil cijanid 4-(trifluorometoksi) fenilhidrazon

GIK - Glukoza-inzulin-kalij

GLUT1, GLUTH4 - transmembranski glukozni transporteri 1 1 4

HDL - lipoprotein visoke gustoce, engl. high density lipoprotein

LAD - lijeva prednja silazna koronarna arterija, engl. left anterior descending coronary artery



LDL - lipoprotein niske gustoce, engl. low density lipoprotein

LPL — lipoprotein lipaza

LV - lijevi ventrikul, engl. left venticle

LVEF - ejekcijska frakcija lijevog ventrikula, engl. left ventricle ejection fraction
mPTP - mitohodrijska permeabilizacijsko-tranzicijska pora

NADH - nikotinamid adenin dinukleotida

PBS - fosfatni pufer, engl. phosphate buffer saline

PDH - piruvat dehidrogenaza

PET - pozitronska emisijska tomografija

PPAR - receptori aktivirani peroksisomnim proliferatorom, engl. peroxisome proliferator-

activated receptor

RCR - omjer respiratorne kontrole, engl. respiratory control ratio

RIPA — pufer, engl. radioimmunoprecipitation assay buffer

Rmax - maksimum mitohondrijske respiracije

SDS-PAGE gel - engl. sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide gel electrophoresis
SR - sarkoplazmatski retikul

SSP - sulfo-N—sukcinimidil-palmitat

SSO - sulfo-N—sukcinimidil-oleat

TAG — triacilglicerol

TMZ —[1-(2,3,4-trimetoksibenzil)-piperazin dihidroklorid], trimetazidin
UCP3 - mitohondrijski protein razdvajanja 3, engl. uncoupling protein 3

VLDL - lipoprotein vrlo male gustocée, engl. very low density lipoprotein



1. UVOD

Ishemijska bolest srca je jedan od glavnih uzroka morbiditeta 1 mortaliteta Sirom svijeta.
Zbog velike ucestalosti, znacajnom utjecaju na smanjenje kvalitete 1 trajanja zivota oboljelih,
utjecaja na radnu sposobnost i ostalih negativnih ishoda bolesti, neprestano se pokusavaju
poboljsati stari i prona¢i novi nacini lijecenja. Jedan od novijih dodataka terapiji lijeCenja
ishemijske bolesti srca je farmakolosko moduliranje sr€anog stani¢énog metabolizma, s ciljem
poboljSanja srcane funkcije. U sklopu ove doktorske disertacije, prikazat ¢e se osnove
zdravog stani¢nog sr¢anog metabolizma, metabolicke promjene koje nastaju u ishemijskoj
bolesti srca te ciljevi primjene metabolicke terapije u ovoj bolesti. Nadalje, istrazivanje
provedeno u sklopu ove disertacije predstavlja doprinos spoznaji o mehanizmu djelovanja
trimetazidina (TMZ), jednog od metabolickih modulatora koji je sve viSe u upotrebi u

lijecenju ishemijske bolesti srca.

1.1.  Energetski metabolizam u zdravom srcu

Srce je, u energetskom smislu, jedan od najzahtjevnijih organa u ljudskom tijelu (1). Kako
bi se odrzala primjerena kontraktilna funkcija, bazalni metabolicki procesi i1 ionska ravnoteza,
potrebno je neprestano obnavljanje energetski bogatog fosfata — adenozin trifosfata (ATP). U
odraslom srcu, viSe od 95% proizvodnje ATP-a se zbiva aerobnim putem — mitohondrijskom
oksidativnom fosforilacijom, ¢ime mitohondriji postaju glavne stani¢ne ,,tvornice” energije.
Bazalna koli¢ina ATP-a u srcu je niska (oko 5 pmol/g tkiva), dok je visok postotak hidrolize
istog supstrata (30 wmol/min u mirovanju), Sto ukazuje da se u fizioloskim uvjetima gotovo
sav proizvedeni ATP iskoristi za trenutne energetske potrebe stanice, dok je pohranjena
koli¢ina ATP-a zanemariva. Uzmu li se u obzir ove vrijednosti, dolazimo do izracuna da
tijekom 24 sata, zdravo srce proizvede (i potrosi) izmedu 6 i1 30 kg ATP-a (!), ovisno o
stupnju tjelesne aktivnosti. Kako bi ispunio tako visoke energetske zahtjeve, sr¢ani misi¢
koristi sve dostupne izvore za proizvodnju i stalnu obnovu ATP-a (2-5). Ipak, ukoliko se
usporedi koriStenje pojedine vrste supstrata u proizvodnji stanicne energije kroz duze
vremensko razdoblje, vidljivo je da postoji znaCajna razlika u njihovoj zastupljenosti. U

zdravom srcu odraslog ¢ovjeka, 60-90% proizvedenog ATP-a se proizvede koriste¢i masne



kiseline kao izvor za sintezu energije u procesu -oksidacije. Ostatak proizvedene energije
(10-40%) dobije se aerobnom razgradnjom ugljikohidrata. U stanju homeostaze, zanemariv je
postotak proizvedene energije iz drugih izvora (aminokiseline, laktati, ketonska tijela) i
anaerobnog puta razgradnje glukoze (do 5%) (5, 6). Omjer iskoriStavanja dvaju glavnih
supstrata — masnih kiselina i ugljikohidrata, se mijenja u svakom trenutku te ovisi o nizu
¢imbenika. Jedan od glavnih je dostupnost pojedinog supstrata. Primjerice, nakon obroka
bogatog ugljikohidratima, glavni izvor za proizvodnju energije ¢e biti razgradeni monosaharid
— glukoza. S druge strane, u slucaju vec¢e dostupnosti slobodnih masnih kiselina, one postaju

glavni izvor za proizvodnju ATP-a.

Obzirom da iskoriStavanje masnih kiselina u ve¢em udjelu doprinosi stvaranju stani¢ne
energije, na regulaciju koli¢ine njihova koriStenja, osim dostupnosti supstrata, utjece i niz
drugih ¢imbenika. Tako energetski srcani zahtjevi, dostupnost kisika, alostericka kontrola
preuzimanja 1 procesa razgradnje masnih kiselina od esterifikacije do aktivnosti vezanih za
mitohondrijski lanac prijenosa elektrona, mogu u konacnici regulirati potroS$nju tog supstrata.
Takoder, regulacija transkripcije enzima uklju¢enih u metabolizam masnih kiselina utjece
dugorocnije na izbor odredenog supstrata u srcu (3, 5, 7-9). U nastavku je pojednostavljeni
prikaz procesa dobivanja energije iz masnih kiselina i ugljikohidrata u srcu te medusobna

povezanost 1 razlike pojedinog metabolickog puta (Slika 1).

1.1.1. Metabolizam masnih Kiselina u miokardu

Masne kiseline u cirkulaciji su u svom neaktivhom obliku vezane za albumin,
triacilglicerol (TAG) iz hilomikrona ili VLDL lipoprotein (engl. very low density lipoprotein,
VLDL) (10, 11). Otpustanjem iz ovih kemijskih spojeva, slobodne masne kiseline postaju
dostupne za koriStenje sr¢anom miSi¢u. Trenutna razina dostupnih cirkuliraju¢ih slobodnih
masnih kiselina u krvi ovisi o nutritivnom statusu, regulaciji autonomnog ziv€anog sustava
(simpaticka stimulacija hormon osjetljive lipaze masnog tkiva) te prate¢im bolestima
organizma (npr. Secerna bolest, pretilost — kroni¢no povisena razina slobodnih masnih
kiselina) (12). Glavni enzim odgovoran za proces otpuStanja slobodnih masnih kiselina s
TAG-a je lipoprotein lipaza (LPL). Promjene u sintezi, aktivaciji, sekreciji, transportu i
razgradnji ovog enzima su jedna mogucénost regulacije koli¢ine metabolizma masnih kiselina

u srcu. Na primjer, u fazi gladovanja pojacana je aktivacija LPL s posljedi¢nim povecanjem



koncentracije cirkuliraju¢ih slobodnih masnih kiselina, koje postaju dostupne sr¢anom misi¢u
za preuzimanje. Sli¢na endogena aktivacija ovog enzima nastaje i u Se¢ernoj bolesti, §to kao
ukupan uc¢inak produljene izlozenosti velikoj koli¢ini masnih kiselina, koje postaju gotovo
jedini supstrat za proizvodnju energije, moze uzrokovati srcanu lipotoksi¢nost 1 razvoj
kardiomiopatije. Iz navedenog se moze zakljuciti kako je regulacija aktivnosti lipoprotein
lipaze prvi korak u cilju reguliranja koli¢ine metabolickog iskoriStavanja masnih kiselina kao

supstrata za proizvodnju energije u srcu.

Cirkuliraju¢e slobodne masne kiseline u sréanu stanicu mogu u¢i pasivnom difuzijom ili
preko proteina nosaca (glavni mehanizam u in vivo uvjetima). Tri su glavna proteina nosaca
masnih kiselina: translokaza masnih kiselina (engl. fatty acid translocase/cluster of
differentiation 36, FAT/CD36), plazma membranska izoforma vezuéeg proteina masnih
kiselina (engl. plasma membrane fatty acid binding protein, FABPpm) i tkivno specifi¢ni
transportni protein masnih kiselina (engl. fatty acid transport protein, FATP) (13, 14).
Prijenosom u citoplazmu, masne kiseline, pomoc¢u aktivnosti citoplazmatske CoA sintetaze,
postaju dugolancani esteri (dugolancani acil CoA) od kojih se oko 75% prenosi u mitohondrij,
a ostatak ulazi u unutarsr¢anu zalihu TAG-a (2, 3, 15). Tocan postotak iskoriStavanja
supstrata u mitohondriju ili pohrane u obliku tkivnog citoplazmatskog TAG ovisi o
plazmatskoj koncentraciji slobodnih masnih kiselina (12). Ulazak masnih kiselina u
mitohondrij kroz membranski dvosloj fosfolipida nije jednostavan, ve¢ je posredovan
aktivnoScu nekoliko enzima, ¢ijom se regulacijom takoder moZe mijenjati stupanj aktivnosti
metabolickog puta razgradnje masnih kiselina. Prvi enzim ovog niza je karnitin palmitoil
transferaza 1 (CPT1), koja na esterificirani acil CoA masnih kiselina pridodaje karnitin,
stvaraju¢i dugolancani acilkarnitin masnih kiselina. Ovako spojene, masne kiseline su
pogodne za vezanje na karnitin acilkarnitin translokazu (CAT), enzim odgovoran za prijenos
konjugiranih masnih kiselina preko unutraSnje mitohondrijske membrane. Unutar matriksa
mitohondrija, karnitin palmitoil transferaza 2 (CPT2) ponovno pretvara acilkarnitin u

dugolancani acil CoA, koji je prikladan oblik supstrata za ulazak u proces p-oksidacije.

Beta-oksidacija masnih kiselina je proces koji se odvija tijekom nekoliko medusobno
ovisnih kemijskih reakcija kataliziranih Cetirima enzimima: acil CoA dehidrogenazom, enoil
CoA hidratazom, L-3-hidroksiacil CoA dehidrogenazom i 3-ketoacil CoA tiolazom (3-KAT).
Svaki ciklus B-oksidacije zavrSava skrac¢ivanjem dugolancanog acil-CoA za dva ugljikova
atoma 1 proizvodnjom acetil-CoA, flavin adenin dinukleotida (FADH>) 1 nikotinamid adenin

dinukleotida (NADH). Proizvedeni spojevi mehanizmom negativne povratne sprege inhibiraju

7



aktivnost klju¢nih enzima njihova nastanka, Sto predstavlja oblik alostericke kontrole.
Najvaznija endogena regulacija B-oksidacije se postize djelovanjem acetil-CoA na enzim 3-
KAT. U stanjima niskih energetskih stani¢nih potreba, gomilanje navedenog produkta ce
inhibirati daljnju B- oksidaciju. Osim regulacije produktima, enzimi B-oksidacije su takoder u
visokom stupnju kontrolirani transkripcijom (16). Stanja koja pojacano aktiviraju B-oksidaciju
su povezana s povecanjem ekspresije i aktivnosti enzima ukljuenih u navedeni proces i
obrnuto (glavni do sada otkriveni medijatori ovog puta regulacije su PPAR a i PGC-1 a). Od
spojeva koji nastaju kao proizvod B-oksidacije, acetil-CoA ulazi u Krebsov ciklus (ciklus
limunske kiseline, trikarbonski ciklus), unutar kojega se nakon nekoliko kemijskih reakcija
proizvodi jo§ molekula NADH. Ovi elektronima bogati spojevi (NADH i FADH,) predaju
mitohondrijskom respiracijskom lancu elektrone, pri ¢emu se kao posljednji korak stvara
glavnina proizvedenog ATP-a. Detaljniji opis procesa Krebsova ciklusa 1 oksidacijske

fosforilacije se nalazi u odsjecku 1.1.3.

1.1.2. Metabolizam ugljikohidrata u miokardu

Ulazak glukoze (glavnog monosaharida koji nastaje razgradnjom ugljikohidrata) u
kardiomiocit se odvija niz koncentracijski gradijent, djelovanjem transmembranskih
glukoznih transportera GLUT1 1 GLUT4. Nakon ulaska u citoplazmu slijedi fosforilacija
glukoze u glukoza-6 fosfat posredstvom enzima heksokinaze. U stanju energetske ravnoteze,
fosforilirana glukoza se polimerizira u skladiS$ni oblik — glikogen. Ukoliko postoji potreba za
proizvodnjom energije, glukoza-6 fosfat ulazi u proces glikolize uz pomo¢ klju¢nog enzima —
fosfofruktokinaze 1. Rezultat glikolitickog puta razgradnje, koji je kataliziran pomocu
nekoliko enzima 1 alosteri¢ki kontroliran, je nastajanje piruvata. Piruvat u aerobnim uvjetima
sudjeluje u reakcijama Krebsova ciklusa i procesa oksidativne foforilacije, dok se u
anaerobnim uvjetima razgraduje do laktata. U prvom slu€aju, piruvat ulazi u mitohondrij uz
pomo¢ proteinskog nosaca. S unutarnje strane mitohondrijske membrane piruvat kemijski
reagira s enzimom piruvat dehidrogenazom (PDH). Ovaj enzim dekarboksilira piruvat, pri
¢emu nastaje acetil-CoA koji se, kao Sto je sluc¢aj 1 s acetil-CoA proizvedenom u procesu [3-
oksidacije, pridruzuje reakcijama Krebsova ciklusa. Aerobni kapacitet zdravog sréanog misica
je velik, kao i volumni udio mitohondrija u stanici, pa je proizvodnja znacajne koli¢ine laktata

u zdravom sréanom mi$i¢u odsutna. No, ukoliko u stanici vladaju anaerobni uvjeti ili ako je



zbog nekog razloga zaustavljena mitohondrijska oksidacija piruvata, citoplazmatska laktat
dehidrogenaza katalizira pretvorbu piruvata u laktat, pri ¢emu se oslobadaju dvije molekule
ATP-a. Tako u ukupnom udjelu proizvodnje stanicne energije anaerobni put razgradnje
glukoze ¢ini manji dio, smatra se da ovako proizveden ATP ima vaznu ulogu u odrzavanju
ionske homeostaze unutar sréane stanice (17-19). Glavnina energetske proizvodnje
ugljikohidrata se, ipak, ostvaruje aerobnom oksidacijom glukoze. Klju¢ni reguliraju¢i enzim
intenziteta aerobnog oksidativnog metabolizma ugljikohidrata je ranije spomenuta PDH. To je
multienzimski kompleks ¢ije su dvije sastavnice vazne za stupanj aktivnosti PDH kinaza i
PDH fosfataza (20, 21). Aktivnost enzima je regulirana stupnjem fosforilacije te razinom
enzimskih supstrata i produkata. Aktivacijom kinaze fosforilira se PDH, pri ¢emu se
zaustavlja aktivnost enzima i smanjuje intenzitet metabolickog puta iskoriStavanja
ugljikohidrata. Obrnuto, fosfataza defosforilira PDH, ¢ime nestaje inhibicije i enzim ponovno
postaje aktivan. Kinazna aktivnost je poviSena u stanjima povecane koli¢ine produkata acetil-
CoA i NADH, a smanjena kod povisene koncentracije supstrata; piruvata, slobodnog CoA i
NAD™ (1). Fosfatazna aktivnost je prvenstveno potaknuta u stanjima poveéanog ulaska kalcija

u mitohondrij u slu€aju povisene stimulacije katekolaminima (22).

1.1.3. Krebsov ciklus i oksidativna fosforilacija

Krebsov ciklus (ciklus limunske kiseline, ciklus trikarboksilnih kiselina) ima vaznu ulogu
u zavrSavanju procesa dekarboksilacije acetil-CoA nastalog katabolizmom ugljikohidrata,
masti i proteina, pri ¢emu se oslobada kemijska energija u obliku NADH. Cijeli proces se
odvija u nekoliko kemijskih reakcija. Osnovni supstrat Krebsova ciklusa je acetil-CoA. Dvije
molekule acetil-CoA se, nakon oslobadanja acetilnih skupina, spajaju s oksalacetatom
formirajuc¢i limunsku kiselinu - citrat. Slijedi niz kemijskih reakcija u kojima nastaju supstrati
koji u sljede¢em koraku postaju reaktanti. Tako citrat prelazi u izocitrat, slijedi sinteza
oksalsukcinata, a-ketoglutarata, sukcinil-CoA, sukcinata, fumarata, malata te kao zadnji korak
regeneracija oksaloctene kiseline slobodne za stupanje u novi kemijski ciklus i spajanje s
acetil-CoA (23) (Slika 1). Tijek kemijskih reakcija Krebsova ciklusa je usko povezan sa
sposobnos¢u mitohondrijskog respiracijskog lanaca za proizvodnju ATP-a u procesu koji
slijedi — oksidativnoj fosforilaciji. Koli¢ina proizvedenog ATP-a ovisi o dostupnosti kisika,

citosolnom omjeru ATP/ADP i omjeru NADH/NAD" u mitohondriju. U slu¢aju smanjene



stani¢ne potrebe za ATP-om, kad je poviSen omjer ATP/ADP te ukoliko nisu dostupni

kofaktori oksidacije FAD i NAD", nastaje snazna inhibicija oba procesa (22).

Reducirani kofaktori NADH i FADH, proizvedeni u procesu glikolize, B-oksidacije i
Krebsova ciklusa, predaju elektrone nastale oksidacijom molekula prijenosnom lancu
elektrona oksidativne fosforilacije. Prijenosni lanac elektrona ¢ine enzimski kompleksi
smjeSteni u ili vezani uz unutarnju mitohondrijsku membranu, na kojima se mogu odvijati
oksidoredukcijski procesi. Oznacavaju se rimskim brojevima I-V. U slijedu prijenosa
elektrona na molekulu kisika preko opisanih proteina, u zadnjem koraku se na kompleksu V
generira ATP, zbog Cega se ovaj enzimski kompleks dodatno naziva ATP-sintaza. Naime,
tijekom ovog procesa elektroni se prenose od molekula donora (NADH i FADH,) na
molekule primatelje (kisik) u nizu redoks reakcija pri ¢emu se stvara potencijalna kemijska

energija potrebna za stvaranje elektrokemijskog protonskog gradijenta.

Mitohondrijska sinteza ATP-a u procesu oksidativne fosforilacije je nuzno povezana s
odrzavanjem elektrokemijskog protonskog gradijenta izmedu medumembranskog prostora i
matriksa mitohondrija. Taj elektrokemijski gradijent nastaje izbacivanjem protona (najviSe
H") preko kompleksa I, II1 i IV (24, 25) koriste¢i energiju oslobodenu od predanih elektrona.
Ponovni povratak protona u matriks mitohondrija preko ATP sintaze daje energiju potrebnu

za sintezu ATP-a u reakciji fosforilacije adenozin difosfata (26, 27).

Mitohondrijski  proteini razdvajanja (engl. uncoupling proteins) su skupina
mitohondrijskih transportnih proteina koji omogucavaju alternativni put povratka protona u
matriks mitohondrija te tako elektrokemijski gradijent protona razdvajaju od povezanosti sa
sintezom ATP-a (12). Sintetizirane kemijske tvari takoder mogu oponasati ulogu
razdvajaju¢ih proteina. Jedna od njih je i FCCP (karbonil cijanid 4-(trifluorometoksi)
fenilhidrazon). Ukoliko postoji oStecenje na razini ATP sintaze, onemogucen je primjeren
tijek protona u matriks mitohondrija, zbog Cega se zaustavlja/usporava proizvodnja ATP-a.
Zbog povecane koli¢ine pozitivnog naboja u medumembranskom prostoru, kompleksi I, IIT i
IV ne mogu prebaciti nove protone za odrzavanje optimalnog elektrokemijskog gradijenta.
Zbog toga se zaustavlja normalan prijenos elektrona sa NADH i FADH,, s posljedicnim
smanjenim troSenjem molekula kisika. Kako je mjerenje tkivne potro$nje kisika jedna od
metoda procjene intenziteta metabolizma, mozZe se pogreSno zakljuciti da je odredeni

metabolicki put smanjene aktivnosti. Primjena FCCP otklanja moguénost takve pogreske.
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3-keto-acil-CoA tiolaza
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a-ketoglutarat

Slika 1. Pojednostavljen prikaz metabolizma u sr¢anoj stanici. (Za oznaku kratica pogledati

uvod.)
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1.1.4. Povezanost oksidacije masnih Kiselina i oksidacije ugljikohidrata

Opisana dva glavna metabolicka puta proizvodnje energije u srcu su medusobno
povezana. Metabolicki put razgradnje masnih kiselina je glavni regulator metabolizma
ugljikohidrata u sréanoj stanici (22). Acetil-CoA nastao procesom B-oksidacije aktivira kinazu
PDH, pri ¢emu se enzim fosforilira, a njegova aktivnosti smanjuje — smanjen je ulazak
piruvata u Krebsov ciklus. S druge strane, prevladavanje acetil-CoA nastalog razgradnjom
piruvata inhibira enzime CPT, ¢ime se smanjuje ulazak masnih kiselina u mitohondrij.
Takoder, nastaje inhibicija 3-KAT enzima B—oksidacije (28). Ova sprega izmedu metabolizma
masnih kiselina i ugljikohidrata u srcu se naziva Randleov ciklus, prema Philipu Randleu koji

ga je prvi opisao (12, 13, 29, 30).

Iako medusobno povezani, metabolicki putovi razgradnje masnih kiselina i ugljikohidrata
imaju razli¢it u¢inak na neke myjerljive stani¢ne srCane parametre. Jedan od neizravnih
pokazatelja sréane funkcije je omjer sr¢anog rada i utroska energije za taj rad (31). Kako se
visSe od 95% ATP-a potrebnog za sr€ani rad u normalnim uvjetima stvara aerobnim
oksidativnim putem, moguce je procijeniti utroSak energije u srcu mjerenjem potrosnje kisika

(32, 33).

Za analizu ucinkovitosti metabolickih putova proizvodnje energije u srcu, vazno je
poznavati tri vrijednosti: koli¢inu utroSenog supstrata, proizvedene energije 1 utroSenog kisika
u tom procesu. Potpunom oksidacijom 1 mola palmitata (jedna od zastupljenijih masnih
kiselina koju sré¢ani misi¢ koristi kako supstrat) proizvede se 105 mola ATP-a i utrosi 23 mola
molekula kisika. Oksidacija 1 mola glukoze proizvede 31 mol ATP-a, pri ¢emu se utrosi 6
mola molekula kisika (1). 1z ovih vrijednosti se moze izracunati sr¢ana ucinkovitost kao mjera
potros$nje kisika za ostvareni sr¢ani rad (28). Vidljivo je kako su, usporedujuc¢i samo koli¢inu
proizvedene energije, masne kiseline energetski bogatiji supstrat (34). No, ako usporedimo
proizvedenu energiju i koli¢inu kisika potrebnog za njezino stvaranje, metabolicki put
razgradnje glukoze je ulinkovitiji (35, 36). Naime, za istu koli¢inu proizvedenog ATP
potrebno je utroSiti oko 15% manje kisika metabolizirajuéi glukozu kao supstrat, u usporedbi
s metaboliziranjem palmitata (37). U stanjima povecanih metabolic¢kih zahtjeva, primijecen je
pomak prema veéem iskoriStavanju glukoze (22), Sto je u skladu s trenutno prihvac¢enom

spoznajom o vecoj u¢inkovitosti iskoriStavanja ugljikohidrata.
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Moguce objasnjenje smanjene u¢inkovitosti masnih kiselina u proizvodnji energije lezi u
nedavnom otkri¢u kako preko mitohondrijskog proteina razdvajanja 3 (engl. uncoupling
protein 3, UCP3) masne kiseline mogu prije¢i u intermembranski prostor gdje se vezu s
protonom nakon cega ga vracaju u matriks mitohondrija bez da se isti iskoristio za
proizvodnju ATP-a — nastaje efekt ,,curenja protona” (38, 39). lako ovi razlozi djelom
objasnjavaju opisanu problematiku, potrebno je daljnje istrazivanje razlika u uc¢inkovitosti oba

metabolicka puta.

1.2. Metabolizam sréanog misi¢a u stanju ishemijske bolesti srca

Ishemija miokarda oznacava stanje nemoguc¢nosti koronarne cirkulacije za zadovoljenjem
trenutne stani¢ne potrebe za kisikom. Osim potpunog prestanka opskrbe krvlju u stanjima
potpune ishemije, vazni su ucinci i hipoksije — nedovoljne opskrbe sr€anog misic¢a kisikom .
Prvotni ucinak ishemije/hipoksije je nedovoljna opskrba kisikom i hranjivim tvarima te
smanjeno odstranjivanje metabolickih nusproizvoda iz pogodenog dijela. U stanjima
povecanog sréanog rada, vec¢i su energetski zahtjevi za odrzavanjem primjerene srcane
kontrakcije, zbog cega je veéi 1 utroSak kisika u procesima oksidativnhog metabolizma.
Simptomi ishemijske bolesti srca ¢e ovisiti o prirodi 1 ozbiljnosti trenutne ishemicne epizode i
brzini uspostavljanja ravnoteze izmedu energetskih zahtjeva i opskrbe kisikom. Ishemijska
bolest srca obuhvaca spektar stanja koja variraju od stabilne angine pektoris, razvijenog
akutnog infarkta miokarda pa sve do ishemijskog sranog zatajenja te osim funkcijskih
promjena ukljucuje i promjene metabolizma. U zdravom srcu, kako je ranije opisano, postoji
skladan odnos izmedu metabolizma masnih kiselina i ugljikohidrata. Ishemija uzrokuje

poremecaj ravnoteze metaboliziranja supstrata oksidativnog puta.

Kako je kisik nezamjenjiv ¢imbenik u aerobnim stanicnim metabolickim procesima,
hipoksija uzrokuje brz pad u proizvodnji ATP-a. Aktivacijom simpati¢kog ziv€anog sustava
tijekom akutne ishemije pojacava se aktivnost tkivne lipaze i smanjuje izlu€ivanje inzulina iz
gusterace, s posljedicnim porastom koncentracije cirkuliraju¢ih slobodnih masnih kiselina.
Tako u razdoblju ishemije, masne kiseline miokardu postaju dostupniji izvor energije (40, 41).
S druge strane, nastaje preusmjeravanje razgradnje piruvata prema laktatu i porast udjela
anaerobnog puta u proizvodnji energije (42). lako se ovim nacinom proizvede ograni¢ena

koli¢ina ATP-a, vazna za preZivljene stanice u ishemi¢nim uvjetima, kao Stetna posljedica
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nastaje unutarstani¢ni porast koncentracije laktata i H' iona, §to uzrokuje daljnju ionsku
neravnotezu s posljedi¢nim slabljenjem kontraktilne funkcije. Zbog toga, iako anaerobni put
pocetno stvori odredenu koli¢inu ATP-a, ista se poveéano tro$i na ponovno uspostavljanje

ionske ravnoteze.

Zaustavljanjem oksidacijske fosforilacije na mitohondrijskom prijenosnom lancu
elektrona nastaje akumulacija reduciraju¢ih molekula NADH i FADH, (43). Ovi spojevi
inhibiraju aktivnost nekoliko enzima [p—oksidacije, pri ¢emu dolazi do gomilanja
intermedijarnih spojeva masnih kiselina u razli¢itim stani¢nim odjeljcima, uklju¢ujuéi matriks
mitohondrija i sam citosol stanice. Akumulacija acil karnitina i acil-CoA estera potice
razaranje mitohondrijskih krista i formaciju amorfnih unutarmitohondrijskih denziteta, s

promjenama mitohondrijske funkcije koja moze potrajati i nakon reperfuzije (44).

U razdoblju reperfuzije takoder je zabiljeZen porast u iskoriStavanju masnih kiselina kao
supstrata za proizvodnju energije (45, 46). No, dominacija ovog metabolickog puta u
razdoblju ponovno uspostavljene krvne opskrbe doprinosi daljnjem razdvajanju glukoznog
metabolizma, s ve¢im udjelom glikolitickog puta, §to ponovno uzrokuje stani¢ni ionski

nesklad i razvoj stani¢ne acidoze.

Smanjena proizvodnja ATP-a tijekom ishemije uzrokuje inhibiciju Na'/K'-ATP-aze,
vaznog proteina u odrzavanju membranskog potencijala mirovanja (47). Posljedica je porast
unutarstaniéne koncentracije natrija. Smanjena aktivnost Ca**-ATP-aze, koja je odgovorna za
povrat kalcija u sarkoplazmatski retikul (SR) nakon kontrakcije, uzrokuje slabljenje
kontraktilne funkcije (48). Unutarstani¢na acidoza utjeCe na Kkontraktilnu funkciju
djelovanjem na vezna mjesta za kalcij kontraktilnih vlakana. Sve navedeno, ne samo u
razdoblju ishemije, ve¢ i u razdoblju reperfuzije, uzrokuje slabljenje kontraktilnosti stanice,
mitohondrijsku disfunkciju, aktivaciju o kalciju ovisnih proteaza i poticanje programirane
staniéne smrti. Sve navedeno je razlog slabe moguc¢nosti oporavka sréane funkcije i

ucinkovitosti (12).

Iz opisanog se moze zakljuciti kako odabir masnih kiselina kao metabolickog supstrata u
razdoblju hipoksije/ishemije 1 nakon reperfuzije mozZe doprinijeti oStecenju sr€ane funkcije te
se prvenstveno smatra Stetnim prilagodnim stani¢énim mehanizmom. Stoga novi pristup
lijecenju ishemijske bolesti srca ukljucuje metabolicku manipulaciju opisanim negativnim

sréanim procesima.
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1.3. Modulacija metabolizma u terapiji ishemijske bolesti srca

U patoloskim uvjetima poput sr¢anog zatajenja ili ishemijske bolesti srca, promjene u
sréanom energetskom metabolizmu doprinose daljnjem slabljenju sréane funkcije i
ucinkovitosti. Sve je vise dokaza kako se terapijskim moduliranjem sréanog metabolizma

moze doprinijeti oCuvanju funkcije sr¢anog misica (1).

Modulacija sr¢anog energetskog metabolizma, koja posebno ukljucuje preusmjeravanje
izbora supstrata od koriStenja masnih kiselina prema ve¢em iskoriStavanju glukoze kao
oksidativnog goriva, je novi terapijski pristup osmisljen u svrhu ocuvanja sréane funkcije i
ucinkovitosti u raznim oblicima ishemijske sréane bolesti i sr¢anog zatajenja. Farmakoloske
tvari koji djelomi¢no inhibiraju metabolizam masnih kiselina u sréanom miSi¢u i poticu
iskoristavanje glukoze kao goriva od nedavno su postali srediSte novog terapijskog pristupa
(6, 49-55). Navedena promjena se moze ostvariti djelovanjem na metabolicke procese na vise
razina. Neki od do sada proizvedenih farmakoloskih pripravaka su ve¢ u klinickoj upotrebi,
dok se drugi za sad Kkoriste samo u istrazivacke svrhe. Glavne razine djelovanja na
metabolizam ukljucuju mijenjanje dostupnost cirkuliraju¢ih slobodnih masnih kiselina,
inhibiciju stani¢nog 1 mitohondrijskog preuzimanja masnih kiselina te moduliranje procesa —

oksidacije izravno ili neizravno poticuci oksidaciju piruvata.

1.3.1. Mijenjanje dostupnosti cirkulirajuéih energetskih supstrata

Kako je u uvodnom dijelu naznaceno, sréani odabir i preuzimanje odredene vrste hranjive
tvari koja ¢e se iskoristiti za dobivanje energije u kardiomiocitima je prvenstveno odreden
njenom dostupnos¢u. Nekoliko je do sada istrazenih 1 klinicki primijenjenih sredstava za

manipuliranje ovim korakom stani¢nog metabolizma.

Glukoza-inzulin-kalij (GIK) infuzija je jedan od prvih pokuSaja vanjskog oblikovanja
stani¢nog metabolizma. Ve¢om dostupnoséu glukoze u odnosu na krvnu koncentraciju
slobodnih masnih kiselina potice se metabolicki put razgradnje ugljikohidrata (56).
Nedostatak ovog pristupa je u tome $to hiperglikemija uzrokuje pogorsanje ishemijske ozljede
sr¢anog miSi¢a poticanjem apoptoze i oslobadanjem slobodnih kisikovih radikala (57, 58).

Takoder, hiperglikemija ima proupalni i protrombotski ucinak (59). Gledano u cjelini, ovi
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neZzeljeni prate¢i ucinci hiperglikemije mogu biti posebno Stetni u uvjetima akutne ishemije te
moguca korist od smanjenja iskoriStavanja cirkuliraju¢im masnih kiselina nije veca od
mogucéeg ostecenja svim navedenim mehanizmima. Nekoliko klini¢kih randomiziranih
istrazivanja nije pronaSlo koristan ucinak GIK infuzije u stanjima ishemije miokarda.
Takoder, pojedine klinicke studije su bile prekinute ranije od planiranog zbog uocene vece

smrtnosti u GIK skupini (60-62).

PPAR (receptori aktivirani peroksisomnim proliferatorom) su skupina hormonalnih
receptora u stani¢noj jezgri koji imaju znacajan utjecaj na metabolizam lipida, posebno na
regulaciju B—oksidacije i pohrane masnih kiselina — ukljuceni su u lipogenezu i procese
razgradnje masti. Postoje tri izoforme PPAR receptora: a, y, 1 p/6. PPAR a potice
izvansréanu B-oksidaciju i smanjuje razinu cirkuliraju¢ih slobodnih masnih kiselina §to utjece
na smanjenje sr¢ane B-oksidacije. Farmakoloski ligandi ove skupine receptora su fibrati
(gemfibrozil, klofibrat i fenobibrat). Ligandi PPAR vy receptora su tiazolindindioni, lijekovi
koji se koriste u antidijabeti¢koj terapiji (pioglitazon, troglitazon, roziglitazon). Ovi lijekovi
aktivacijom PPARY receptora smanjuju cirkuliraju¢u razinu TAG i slobodnih masnih kiselina
te potiCu preuzimanje glukoze i glukoznu oksidaciju u srcu (63, 64). Teoretski su ovo
prikladni lijekovi u metabolickoj modulaciji, no u nedavnim klini¢kim istrazivanjima se
pokazala povecana ucestalost akutnog infarkta miokarda i pove¢ana smrtnost kod pacijenata
koji su primjenjivali ligande PPARY receptora, Sto zahtjeva daljnja istraZivanja prije sustavne
primjene u metabolickoj terapiji (65, 66). PPAR B/d ligandi takoder poticu izvansréanu
oksidaciju masnih kiselina u skeletnim misi¢ima i masnom tkivu (67), Sto smanjuje sréanu [3-

oksidaciju s mogucim pozitivnom u¢inkom.

Nikotinska Kkiselina smanjuje razinu cirkuliraju¢ih lipoproteina vrlo male gustoce
(VLDL) i lipoproteina niske gustoce (engl. low density lipoprotein, LDL) te povisuje
koncentraciju lipoproteina visoke gustoe (engl. high density lipoprotein, HDL). Takoder
sudjeluje u stabilizaciji aterosklerotskog plaka s pozitivnim ucinkom na bolesnike s
ishemijskom bolesti srca. Nikotinskom kiselinom se mozZe mijenjati energetski metabolizam
zaustavljanjem lipolize u masnom tkivu te prate¢im smanjenjem dostupnih cirkuliraju¢ih

slobodnim masnih kiselina srcu (68).

B-adrenoreceptorski agonisti (propranolol) ostvaruju pozitivne ucinke smanjivanjem

sr€anih energetskih zahtjeva — negativno inotropnim 1 negativnim kronotropnim uc¢inkom.
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Takoder umanjuju stupanj katekolaminima potaknute lipolize uz smanjenje dostupnost

slobodnih masnih kiselina (69).

1.3.2. Tvari koje utjeu na preuzimanje masnih kiselina u srcu

Sulfo-N-sukcinilmidil esteri dugolanc¢anih masnih kiselina: sulfo-N—sukcinimidil-palmitat
(SSP) i sulfo-N—sukcinimidil-oleat (SSO) su inhibitori FAT/CD36 proteina odgovornog za
stanicno preuzimanje masnih kiselina (70). KoriStenjem ovih tvari nastaje zaustavljanje
procesa B-oksidacije (71). Za sada se navedeni spojevi koriste samo eksperimentalno te se Sira

klini¢ka primjena jos ne ocekuje.

1.3.3. Zaustavljanje mitohondrijskog preuzimanja masnih Kkiselina

Lijekovi ove skupine prvenstveno inhibiraju CPT1 - glavni reguliraju¢i enzim
mitohondrijskog preuzimanja masnih kiselina. Nekoliko je farmakoloskih pripravaka

koriStenih za ovu namjenu: perheksilin, etomoksir i oksfenicin (12).

Etomoksir je ireverzibilni inhibitor CPT1 koji uzrokuje prevladavanje ugljikohidratnog
puta oksidacije zaustavljanjem ulaska masnih kiselina u mitohondrij. Mala klinicka studija
primijenjena na petnaest pacijenata NYHA klase II pokazala je poboljSanje u ejekcijskoj
klini¢ka studija je zabiljezila porast jetrenih enzima u pacijenata koji su Koristili etomoksir,
Sto je moglo nastati zbog ireverzibilne inhibicije CPT1 (73). Lijek je jo§ u klinickim

ispitivanjima.

Perheksilin je lijek koji se 70-ih godina proSlog stolje¢a koristio u lijeCenju angine
pektoris, no povucen je iz klinicke upotrebe nekoliko godina nakon pocetka primjene zbog
hepatotoksi¢nosti i1 periferne neuropatije. Ove nuspojave su nastale zbog ireverzibilne
inhibicije CPT1 enzima lijekom. Novija istraZivanja su pokazala kako je sr¢ana forma CPT1
proteina osjetljivija na puno nize doze lijeka od onih koje su se upotrebljavale, zbog cega je
otvorena mogucnost ponovne primjene nizih doza perheksilina kod ishemijske bolesti srca

(74).
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1.3.4. Inhibiranje mitohondrijske P - oksidacije masnih kiselina

1.3.4.1. Ranolazin

Ranolazin je antianginalni lijek odobren u SAD-u za lijeCenje stabilne angine pektoris
(75). Pokazano je kako lijek inhibira B-oksidaciju masnih kiselina u Stakorskom src¢anom i
skeletnom mi$i¢u, §to je praceno razmjernim porastom oksidacije glukoze (povezano s
indirektnom aktivacijom PDH) (76, 77). lako nema izravnih dokaza o mehanizmu djelovanja
kod ljudi, klinicke studije su pokazale kako ranolazin znacajno smanjuje razinu HbAlc
proteina (78), Sto bi govorilo u prilog povecanom iskoriStavanju glukoze. Takoder, ranolazin
sudjeluje u ocuvanju mitohondrijske strukture, smanjuje nepovoljni unutarstani¢ni omjer
kalcija te smanjuje ucestalost reperfuzijske ventrikularne fibrilacije (79). Ranolazin smanjuje
konac¢nu veli¢inu infarkta nakon akutnog koronarnog sindroma (80). Sli¢no kao 1 mehanizam
djelovanja TMZ, smanjenje oksidacije masnih kiselina i pratee povecanje oksidacije
ugljikohidrata dovodi do proizvodnje vece koli¢ine ATP-a za istu koli¢inu utroSenog kisika.
Dodatno, Stedi se proizvedena energija koja bi se utroSila za ispravljanje unutarstani¢nog
ionskog nesklada. Takoder, pokazano je kako povoljan ucinak na srce nastao primjenom
ranolazina nije jedino vezan za moduliranje izbora supstrata u metabolizmu, ve¢ 1 za druge
alternativne mehanizme djelovanja, poput inhibiranja kasne struje natrija u stanici i prevencije

nepovoljnog unutarstanicnog porasta razine kalcija (81, 82).

1.3.4.2. Trimetazidin

Trimetazidin [1-(2,3,4-trimetoksibenzil)-piperazin dihidroklorid] je antiishemijski srcani
metabolicki modulator (55) koji ima antianginalni u¢inak usporediv s propranololom. Sr¢ana
frekvencija, umnoZzak frekvencije i tlaka u mirovanju, kao i na vrhuncu tjelovjezbe, ostaju
nepromijenjeni uz koriStenje lijeka, stoga TMZ ima povoljan hemodinamski antiishemijski

ucinak (83, 84).

Lijek je proizvela francuska farmaceutska tvrtka Servier te je u klini¢koj upotrebi od
1965. Trimetazidin je isprva bio namijenjen za lijecenje vrtoglavice i tinitusa, no naknadno se

ustanovio 1 njegov antianginalni ucinak. Lijek je trenutno u upotrebi u Europi i vise od 90
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zemalja Sirom svijeta (85). Unato¢ relativno dugoj primjeni i danas je dosta proturjecnosti oko
njegove klini¢ke ucinkovitosti (zbog ¢ega TMZ joS nije odobrila ameri¢ka Agencija za hranu 1
lijekove, engl. the Food and Drug Administration, FDA) i mehanizma djelovanja. S obzirom
na trajanje klinicke primjene lijeka u antianginalne svrhe, malo je objavljenih klini¢kih studija

koje su potvrdile povoljne klini¢ki mjerljive uinke.

Studije o klini¢koj ucinkovitosti

Prva klinicka randomizirana studija - ,,Combination treatment in stabile effort angina
using trimetazidine and metoprolol: results od a randomized, double, blind, multicentre study
(TRIMPOL II). TRIMetazidine in POLand.”, provedena na 426 pacijenta je pokazala kako
dodatak TMZ metoprololu kroz 12 tjedana znacajno poboljsava toleranciju napora i smanjuje

klinicke simptome bez negativnog utjecaja na hemodinamiku (86).

Dvostruko slijepa, randomizirana, placebo-kontrolirana studija — Sellier i sur. na uzorku
od 223 pacijenta je pokazala kako dodatak TMZ atenololu kroz 8 tjedana znacajno poboljSava
pokazatelje podnoSenja napora, ukupno trajanje tjelovjezbe tijekom ergometrije, ukupan

sr¢ani rad 1 subjektivno stanje pacijenta (87).

Najve¢a randomizirana, placebo kontrolirana, dvostruko slijepa studija — ,.Efficacy of
trimetazidine on functional capacity in symptomatic patients with stabile exertional angina —
the VASCO-angina study”, provedena na 1962 pacijenta, je testirala u¢inak TMZ u usporedbi
s placebom kod simptomatskih i asimptomatskih bolesnika s ishemijskom bolesti srca.
Analiziraju¢i ove dvije skupine, istraziva¢i nisu pronaSli ucinak primjene lijeka na
ergometrijske pokazatelje kao niti poboljSanje bolesnikova subjektivnog stanja. No,
analiziraju¢i podgrupu simptomatskih bolesnika (n=1574), post hoc analiza je pokazala kako
primjena TMZ znacajno produljuje trajanje tjelovjezbe i odgada pojavu anginalnih smetnji

tijekom opterecenja (88).

Nekoliko manjih klini¢kih studija je pokazalo ucinkovitost TMZ u stanjima angine
pektoris, akutnog infarkta miokarda te srcanog zatajenja. Klinicki mjerljiv antiishemijski
u¢inak TMZ ukljucuje produzeno vrijeme do trenutka snizavanja ST spojnice u EKG do
vrijednosti od 1 mm tijekom ergometrije uz smanjenje ucestalosti koristenja kratkodjelujucih

nitrata (49). U stanjima akutnog infarkta miokarda, kardioprotektivnost TMZ se ocituje u
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smanjenju broja reperfuzijskih aritmija i brzem povratu ST elevacije (89, 90). Dodatak TMZ
standardnoj terapiji poboljSava NYHA klasu, dijastolicki volumen lijevog ventrikula (LV,
eng. left venticle) 1 ejekcijsku frakciju u oboljelih od sréanog zatajenja i ishemijske
kardiomiopatije (91, 92), kao i u stanju idiopatske dilatativne kardiomiopatije (55).
Trimetazidin pridodan B-blokatorima smanjuje naporom potaknutu ishemiju sr¢anog misica.
Kod dijabeticara, primjena TMZ je poboljsala status glikemije i razinu HbAlc proteina uz

povecanje preuzimanja glukoze iz krvi (93).

Farmakodinamika i farmakokinetika lijeka

Trimetazidin je povoljnog farmakodinamskog i farmakokinetickog profila. Nakon per os
aplikacije, lijek se brzo apsorbira, postizu¢i vr$nu plamatsku koncentraciju nakon dva sata
(primjenom 20 mg lijeka maksimalna koncentracija u plazmi je oko 55 pg/l). Vrijeme
postizanja stabilne plazmatske koncentracije lijeka nakon viSestrukog uzimanja je izmedu 24-
36 sati te je koncentracija stabilna tijekom vremena koriStenja TMZ. Volumen distribucije
iznosi 4,8 1/kg uz podjednaku raspodjelu u svim organima. Afinitet vezanja za plazmatske
proteine je slab, 16% u in vitro uvjetima. Glavnina lijeka se odstranjuje bubreznim
izlu€ivanjem, dok se ostatak izluci jetrom. Poluvrijeme odstranjivanja iznosi Sest sati (94).
Nuspojave TMZ su dispepsija, mucnina, glavobolja i poremecaji pokreta (95). Lijek je
kontraindiciran kod bolesnika oboljelih od Parkinsonove bolesti 1 diskinezija te kod znacajnog

oStecenja bubrezne funkcije.

Klinic¢ke indikacije primjene trimetazidina

Prema smjernicama lijeCenja stabilne angine pektoris Europskog kardioloskog drustva
(ESC) iz 2013., (95) lijekovi koji smanjuju sréanu frekvenciju poput B-blokatora su prva
terapijska linija. Dihidropiridinski blokatori kalcijevih kanala, dugodjelujuéi nitrati, nikorandil
1 metabolicki agenti poput TMZ ili ranolazina se preporucuju koristiti kao druga linija
terapije: zasebno kod nepodnoSenja terapije prve linije lijekova ili kao njihova dopuna (slika

2).
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Slika 2. Preuzeto iz smjernica za lijeCenje angine pektoris Europskog kardioloskog drustva iz

2013. (95)

Prema ESC smjernicama, TMZ je svrstan u IIb klasu preporuke, $to oznacava da dokazi o
korisnosti/u¢inkovitosti lijeka nisu Cvrsto etablirani, no dozvoljeno ga je primjenjivati u
klinickoj praksi. Razina dokaza B oznacava da su podaci na kojima se temelji u¢inkovitost
lijeka prikupljeni iz pojedinacnih randomiziranih klini¢kih studija ili ve¢ih nerandomiziranih

studija (95).

Mehanizam djelovanja trimetazidina

Najvise proturjecnosti oko TMZ potaknulo je pitanje mehanizma djelovanja lijeka. Prema
Siroko prihva¢enom misljenju u medicinskoj zajednici, TMZ je metabolicki modulator koji
kompetitivno inhibira 3-KAT enzim B-oksidacije (53, 96). Smanjivanjem oksidacije masnih
kiselina nastaje razmjerno povecanje oksidacije ugljikohidrata (9, 96). Izbor ucinkovitijeg
metabolickog puta proizvodnje energije u stanju ograni¢ene dostupnosti kisika pridonosi
boljem podnosenju hipoksi¢nih/ishemi¢nih uvjeta. Takoder, prate¢im smanjenjem proizvoda
anaerobnog puta metabolizma glukoze smanjuje se unutarstani¢na proizvodnja vodikovih iona

nastala zbog neuskladenosti glikolize i glukozne oksidacije.

Prvo istrazivanje koje je potaknulo razvoj teorije o metabolickom ucinku TMZ je ono

Fantinija i sur. (97) iz 1994., u kojemu je primije¢eno kako tijekom hipoksije sr¢anog misic¢a
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TMZ smanjuje oksidaciju palmitoilkarnitina. Inhibitorni u¢inak TMZ na oksidaciju masnih
kiselina je dalje potvrden u studijama o ishemiji/reperfuziji na izoliranom Stakorskom srcu;
ishemijom izazvan porast razine acil karnitina (pokazatelj stupnja B-oksidacije) je bio
znacajno manji uz dodatak TMZ, uz povoljniju unutarstani¢nu razinu pH tijekom ishemije
(98). Takoder, koriste¢i drugi model - podvezivanje lijeve prednje silazne koronarne arterije
(engl. left anterior descending coronary artery, LAD) na pse¢em srcu, Mody i sur. su
pokazali kako primjena TMZ povecava iskoriStavanje glukoze, §to je bilo mjereno
pozitronskom emisijskom tomografijom (PET) (99). Mogu¢ izravni ucinak na CPT1 je
iskljucen u istrazivanju Kennedya i Horowitza, zbog slabe inhibicije enzima trimetazidinom

(100).

Najévrs¢i dokaz mehanizma djelovanja TMZ je iznio Kantor i sur. u istrazivanju na
izoliranom S$takorskom srcu, u kojem je pokazao kako primjena TMZ smanjuje sréanu
oksidaciju masnih kiselina, §to je bilo praceno znacajnim smanjenjem aktivnosti dugolanc¢ane
izoforme 3-KAT enzima mitohondrijske B-oksidacije (96). Nedugo nakon objavljivanja tog
istrazivanja, skupina autora predvodena Maclnnesom iznosi negativnu studiju u kojoj autori
nisu uspjeli pronaéi inhibitorni u¢inak TMZ na 3-KAT u Stakorskim mitohondrijima, kao niti
inhibiciju bilo koje enzimske sastavnice PB-oksidacije u proteinima izoliranim iz humanih
sr€anim stani¢nim linijama (101). ObjaSnjenje nezamjecivanja inhibicije lijekom iznosi
Lopaschuk i sur. u radu koji je uslijedio kao odgovor na Maclnnesovo istrazivanje. Prema toj
skupini autora, u negativnoj studiji je koriStena previsoka koncentracija supstrata, zbog cega

se nije niti mogla zamijetiti kompetitivna inhibicija 3-KAT enzima samim lijekom (53).

Nastavila su se daljnja mehanicisticka istraZzivanja TMZ s raznolikim, ponekad 1
suprotnim rezultatima o promjeni razli€itih stani¢nih funkcija. Tako je istraZivanje Saeedi i
sur. pokazalo da primjena TMZ smanjuje glikolizu te uzrokuje vrlo male promjene
oksidativnog metabolizma (102). Drugo je istrazivanje pokazalo kako primjena jedne doze
TMZ uzrokuje povecanje preuzimanja radioaktivno obiljezene glukoze u Stakorskom mozgu
(103). Dodatak TMZ perfuzatu prije ishemije je znafajno smanjilo neutrofilima izazvanu
sr¢anu reperfuzijsku ozljedu (104). Mogu¢ ucinak lijeka na moduliranje otvaranja
mitohodrijske permeabilizacijsko-tranzicijske pore (mPTP) je istrazio Arguad i sur. (105).
Pokazali su kako koriStenje TMZ na ze¢jem modelu smanjuje otvaranje mPTP, smanjuje
kona¢nu povrSinu infarktne zone, uz niZe biljege apoptoze nakon ishemije/reperfuzije.
Nekoliko je istrazivanja pratilo promjene u ionskoj neravnoteZi u raznim stanjima srca te

utjecaj TMZ na njih. Tako je pokazano da TMZ smanjuje patoloski stupanj unutarstani¢ne
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acidoze te poremecaje u koncentraciji natrija i kalcija tijekom ishemije i naknadne reperfuzije,
zbog Cega se poboljSava oporavak postishemicne sréane funkcije (106-108). TMZ takoder
utjede na reguliranje koncentracije stani¢nog kalcija djelovanjem na aktivnost Ca**-ATP-aze
sarkoplazmatskog retikula (109), ¢ime se smanjuje potreba za ATP-om u ispravljanju
neravnoteZe kalcija nakon ishemije. U nedavno objavljenoj studiji, Zhanga i sur. su pokazali
kako rana primjena TMZ usporava razvoj dijabeticke kardiomiopatije (zivotinjski model,

Stakor) ublazavanjem fibroze, snizavanjem apoptoze te poticanjem autofagije (110).

Raznolikost mogucih ciljeva na koje TMZ djeluje ukazuje na potrebu za nastavkom

istrazivanja zbog razumijevanja to¢nog mehanizma djelovanja lijeka.

1.3.5. Poticanje oksidacije glukoze

Za razliku od neizravnog poticanja glukozne oksidacije TMZ i ranolazinom, dikloroacetat
potice aktivnost mitohondrijske PDH izravnom inhibicijom kinazne aktivnosti (12). Iako su
klinicke studije s primjenom dikloroacetata malobrojne, pokazano je da primjena lijeka
povisuje udarni volumen lijevog ventrikula, poboljSava sréanu ucinkovitost i povecava

iskoristavanje laktata (111).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI RADA

Hipoteza postavljena na pocetku istrazivanja provedenog u svrhu ove doktorske
disertacije glasi: Trimetazidin, primijenjen akutno ili kronicno, inhibira mitohondrijsku
oksidaciju masnih kiselina, sto je praceno razmjernim povecanjem oksidacije ugljikohidrata u
srcanom tkivu pacijenata oboljelih od ishemijske bolesti srca i pratecim promjenama u

ekspresiji proteina koji sudjeluju u navedenim procesima.

U svrhu uspjesnog testiranja postavljene hipoteze, istrazivanje provedeno u sklopu

predloZzene doktorske disertacije je podijeljeno u dva cilja:

Cilj 1: Ispitivanje ucinka kroni¢ne terapije TMZ (in vivo) na metabolizam

mitohondrijskih supstrata.

a. Izravno mjerenje mitohondrijskog koriStenja masnih kiselina i ugljikohidrata u
biopsijskim uzorcima lijevog ventikula bolesnika koji su u kroni¢noj terapiji
koristili TMZ te usporedba s bolesnicima koji ga nisu koristili

b. Ispitivanje ekspresije 1 aktivnosti kljunih enzima mitohondrijske oksidacije
supstrata

c. Ispitivanje ekspresije vaznih mitohondrijskih funkcionalnih proteina

Cilj 2: Ispitivanje akutnog ucinka TMZ primijenjenog in vitro na oksidaciju

mitohondrijskih supstrata.

a. Izravno mjerenje mitohondrijskog koristenja masnih kiselina u sréanom tkivu sa
1 bez in vitro primijenjenog TMZ

b. Izravno mjerenje mitohondrijskog metabolizma masnih kiselina uz in vitro
primjenu razli¢itith doza TMZ

c. Izravno mjerenje metabolizma masnih kiselina sa ili bez in vitro dodatka TMZ,

uz primjenu razli¢itih koncentracija masnih kiselina
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. Dizajn studije:

Ispitanici:
N=46

Cimbenici uklju¢enja:

Stabilna koronarna arterijska bolest

Elektivna ugradnja sr¢anih premosnica
Cimbenici iskljuéenja:

Hitni bolesnici

LVEF < 30%

Prate¢i operativni postupak na srcu

Drugo tesko pratece bolesno stanje

TMZ skupina: CTL skupina:
N=21 N=25

operativnog zahvata koristili TMZ u u redovnoj terapiji

! 1

! 1

! 1

! 1

: :

1 1 -
1 Bolesnici koji su najmanje 30 dana prije ' i Bolesnici koji nikada nisu koristili TMZ
[} \ H
: :

! 1

i redovnoj terapiji !

1

vV
Operativni zahvat (CABG):

. off pump”
Biopsija lijevog ventrikula

2-3 cilindra duljine 20 x 1 mm

1 .
1
vy

Priprema tkiva i izvodenje eksperimenata

kojima smo ispitali postavljenu hipotezu i

zadane ciljeve
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3.2. Ispitanici

U studiju su ukljuceni bolesnici oboljeli od ishemijske bolesti srca planirani za
operativno lije€enje ugradnjom sréanih premosnica (engl. coronary artery bypass grafting,
CABG) u Klinickom bolnickom centru Split. Hitni bolesnici, bolesnici ¢ija je sistolicka
ejekcijska frakcija bila niza od 30%, bolesnici kojima se u istoj operaciji planirala izvesti i
zamjena srcanih zalistaka te bolesnici s ozbiljnim bubreznim, jetrenim ili pluénim bolestima
su bili isklju€eni iz studije. Bolesnici s kriterijima ukljucenja i bez kriterija iskljucenja koji su
pristali na sudjelovanje u istrazivanju potpisavsi informirani pristanak, su bili ukljuceni u
daljnji postupak. Ovisno o koristenju terapije TMZ prije operacije, bolesnici su svrstani u
dvije skupine:

a. Trimetazidinska skupina — bolesnici koji su najmanje 30 dana prije operacije imali

uklju¢en TMZ u redovnu medikamentnu terapiju (2x35mg), (95).
b. Kontrolna skupina (CTL) — bolesnici koji nikada nisu bili izlozeni lijeku prije

operativnog zahvata.

3.3. Kirurski postupak uzimanja biopsije lijevog ventrikula

Operativni zahvat se izveo na Odjelu za kardiokirurgiju Klinickog bolni¢kog centra Split,
¢ije je Eticko povjerenstvo izdalo dozvolu 1 Odobrenje za provodenje ove studije. Na kraju
operativnog zahvata premostenja koronarnih arterija venskim ili arterijskim graftom,
izvedenoga bez koriStenja kardiopulmonalnog premostenja i kardioplegije (engl.,, off pump”),
kirurg je standardnom biopsijskom iglom uzeo dva do tri cilindricna biopsijska uzorka iz
anteroseptalnog dijela lijevog ventrikula (prosjecna duljina biopsijskog cilindra je iznosila
20x1 mm). Uzorak tkiva je zatim uronjen u prethodno pripremljenu hladnu (4 °C)
prezervacijsku otopinu (Otopina S, izrazeno u mmol/l: 2.77 CaK,EGTA, 7.23 K,EGTA, 6.56
MgCl,, 5.7 Na,ATP, 15 fosfokreatin, 20 imidazol, 20 taurin, 0.5 ditiotreitol, 50 K-
metanesulfonat, pH 7.1 pri 0 °C; slobodan Ca®* 100 nmol/l) u kojoj se uzorak na ledu
premjestio u laboratorij kroz 15 minuta. Dostavljeni biopsijski uzorci su se dalje obradili u
Laboratoriju za stani¢nu fiziologiju Zavoda za integrativnu fiziologiju Medicinskog fakulteta
u Splitu. Jedan dio tkiva smo odmah zamrznuli u tekuéem duSiku i kasnije koristili za
mjerenje enzimske aktivnosti i ekspresije proteina, dok se ostatak koristio za mjerenja

mitohondrijske respiracije. Postupak uzimanja biopsije je izveden od strane iskusnog kirurga
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koji je imao iskustva s navedenim postupkom, pri ¢emu je rizik komplikacija za bolesnika bio
malen. Navedeni postupak se izvodi i u drugim centrima te je siguran za bolesnika (112-114).
Bolesnici su bili obavijeSteni o cijelom postupku tijekom predoperativnog razgovora i

potpisivanja informiranog pristanka.

3.4. Eksperimentalne procedure za mjerenje mitohondrijske oksidacije supstrata

3.4.1. Priprema tkiva za mjerenje mitohondrijske respiracije

Dobivene biopsijske uzorke smo uz pomo¢ lupe disecirali na ledu u Otopini S. Tako
pripremljene smo ih premjestili u otopinu koja je sadrzavala detergent saponin (50 pg/ml) i
permeabilizirali tijekom 30 minuta na 4 °C (115). Uslijedilo je desetominutno ispiranje tkiva
od saponina u Otopini S. Deset minuta prije respiracijskih mjerenja, tkivo smo premjestili u
respiracijsku otopinu (Otopina R, izrazeno u mmol/l: 2.77 CaK,EGTA, 7.23 K,EGTA, 1.38
MgCl,, 3 K;HPO4, 20 imidazol, 20 taurin, 0.5 ditiotreitol, 90 K-metanesulfonat, 10 Na-
metanesulfonat, 0.2% albumin govedeg seruma, pH 7.1; 100 nmol/l slobodnog Ca®*, 1 mmol/l
slobodnog Mg2+), nakon ¢ega je smjeSteno u 2-mililitarsku respiracijsku komoricu ispunjenju

istom otopinom s ciljem mjerenja mitohondrijske oksidacije supstrata.

3.4.2. Mjerenje potrosnje kisika u mitohondrijima

PotroSnja kisika u mitohondrijima, kao mjera mitohondrijske oksidacije pojedinih
supstrata, odnosno intenziteta metabolizma pojedinog metaboli¢kog puta, se mjerila na 30 °C
koriste¢i ,,Clarkovu elektrodu” (Oxygraph, Hansatech Instruments, Norfolk, UK). Oksidacija
masnih kiselina u pripremljenim biopsijskim uzorcima je mjerena u prisutnosti
palmitoilkarnitina kao glavnog supstrata (40 pmol/l uz dodatak 5 mmol/l malata), dok je
oksidacija ugljikohidrata mjerena opskrbljuju¢i mitohondrije piruvatom (10 mmol/l) i
malatom (5 mmol/l). Tkivnu potrosnju kisika smo myjerili u prisutnosti samo supstrata (Faza 2
respiracije) te nakon dodavanja 2.5 mmol/l adenozin difosfata (ADP), u svrhu poticanja tzv.

Faze 3 respiracije. Dodavanjem u sustav trifluorokarbonilcianid fenilhidrazona (FCCP, 1
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umol/l), razdvojena je mitohondrijska potrosnja kisika od proizvodnje ATP-a, ¢ime su se
otklonila moguéa ogranicenja od strane fosforilirajueg aparata u prethodno napravljenim
mjerenjima (Uvod — 1.1.3.). Mitohondrijski omjer respiratorne kontrole (engl. respiratory
control ratio, RCR), pokazatelj sprege izmedu fosforilacije ADP-a i potrosnje kisika, se
izracunao za svaki pojedini metabolicki supstrat kao omjer Faze 3/Faza 2 respiracije. Razina
dostupnog kisika tijekom cijelog protokola snimanja odrzavala se iznad 210 pmol/l, kako bi
se u vlaknima izbjeglo difuzijsko ograni¢enje kisikom (116). Koli¢ina potrosnje kisika u
vlaknima je izrazena u pmolO,/s/ miligramu vlaznog tkiva. S obzirom na moguce razlike u
sadrzaju mitohondrija u biopsijskim uzorcima (ponekad moguce i u srcu istog bolesnika),
oksidacija razli¢itih metabolickih supstrata je izracunata u odnosu na maksimum
mitohondrijske respiracije (Rmax), koja se postigla dodavanjem u sustav i ugljikohidrata i

masne kiseline, uz prisutan glutamat (10 mmol/l) i sukcinat (15 mmol/l).

3.4.3. Mjerenje aktivnosti citrat sintaze

Prethodno zamrznuto tkivo smo homogenizirali uz pomo¢ tkivnog homogenizatora,
volumena 0.2 ml (Micro tissue grinder, Wheaton, Millville, NJ, USA) u hladnoj otopini
fosfatnog pufera (engl. phosphate buffer saline, PBS), uz dodatak proteaznih inhibitora
(P8340, Sigma-Aldrich).

Proteine smo izdvojili koriste¢i 15% detergentsku otopinu Lauril maltozida (ab109858,
Abcam, Cambridge, UK), a njihovu koncentraciju smo odredili proteinskim testom po Lowry-
u (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Aktivnost citrat sintaze smo mjerili pomoc¢u komercijalno
dostupnog seta (CS0720, Sigma-Aldrich) pri temperaturi od 30 °C, u reakcijskoj otopini koja
je sadrzavala 15 pg tkivnih proteina. Dodavanjem 10 mmol/l oksaloctene kiseline aktivirao se
enzim, nakon ¢ega smo apsorbanciju mjerili spektrofotometrom na 412 nm (DU 800,
Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). Nakon oduzimanja pozadinske apsorbancije,
enzimsku aktivnost smo izracunali koriste¢i ekstincijski koeficijent (13.6 (mmol/l/cm) te
dobivenu vrijednost izrazili u medunarodnim jedinicama (engl. International Units, U)

aktivnosti citrat sintaze po miligramu tkivnih proteina (U/mg).

28



3.4.4. Mjerenje aktivnosti piruvat dehidrogenaze

Tkivo lijevog ventrikula smo homogenizirali u PBS-u koriste¢i tkivni homogenizator uz
dodatak koktela proteaznih inhibitora (P8340), 20 mmol/l natrijeva fluorida (fosfatazni
inhibitor) i 1% apiraze (sustav za uklanjanje ATP-a, 400 U/ml) u omjeru tezine prema
volumenu 1/10. Nakon homogenizacije i proteinske ekstrakcije za mjerenje aktivnosti piruvat
dehidrogenaze smo koristili komercijalno dostupni set (AAMTO008-1KIT, Merck-Millipore,
Darmstadt, Germany). Apsorbancija otopine s dodatkom 40 pg proteina se mjerila na 450 nm
koriste¢i mikrocita¢ (EL808 Ultra Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT,
USA) pri temperaturi od 30 °C. Endogenu aktivnost piruvat dehidrogenaze smo izrazili kao
mjeru promjene apsorbancije (mOD/min/mg proteina), takoder nakon oduzimanja

pozadinskog signala.

3.4.5. Mjerenje ekspresije proteina (Western blot)

Smrznuto tkivo lijevog ventrikula smo homogenizirali uz pomo¢ tkivnog homogenizatora
u modificiranom RIPA puferu (engl. radioimmunoprecipitation assay buffer), uz dodatak
proteaznih i fosfataznih inhibitora. Proteini homogenata lijevog ventrikula su zatim razdvojeni
na 10% SDS-PAGE gelu (engl. sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide gel
electrophoresis). Nakon elektroforeze proteina i transfera, nitroceluloznu membranu smo
inkubirali s mjeSavinom protutijela na cetiri podjedinice piruvat dehidrogenaze (ab110416,
Abcam, Cambridge, UK) i1 mjeSavinom protutijela na strukturne komponente pet
mitohondrijskih respiratornih kompleksa (Mitoprofile Total OXPHOS antibody cocktail
MS601, MitoSciences, Eugene, OR, USA). Nakon inkubacije s odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelom 1 supstratom za kemiluminiscenciju (Supersignal West Pico, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, SAD) vizualizirali smo i snimili specifi¢an signal koristeci
Chemidoc slikovni sustav (Bio-Rad). Za kontrolu kvalitete postupka smo koristili B-aktin
(,,kontrola punjenja”). Analizom gustofe pojedinih signala na dobivenim snimkama smo
usporedili TMZ s CTL skupinom (normalizirano prema uzorku standarda 1 kontroli punjenja)

koriste¢i Image Lab 3.0 software.
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3.4.6. Statisticki postupci

Koriste¢i dostupne statisticke alate, izracunali smo kako ¢e uz snagu istrazivanja od 80%,
a=0.05 1 B=0.2, uzorak od 21 ispitanika po grupi omoguciti otkrivanje 15% razlike u
intenzitetu metabolizma masnih kiselina, koju smo odredili pretrazivanjem dostupne literature
(117). Pearsonov hi-kvadrat test smo Koristili za usporedivanje kategorijskih varijabli (dob,
spol, koristenje lijekova, komorbiditeti) izmedu trimetazidinske 1 kontrolne skupine bolesnika.
Nezavisni Studentov t-test smo Koristili za usporedivanje metrickih vrijednosti razine
metabolizma izmedu TMZ i CTL skupine bolesnika, dok smo zavisni Studentov t-test koristili
za usporedivanje razlika u metrickim varijablama unutar iste skupine bolesnika u mjerenju sa
i bez in vitro primijenjenog trimetazidina. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina sa
standardnom devijacijom. Za statisticku analizu smo Kkoristili aplikaciju Statistica 8.0 uz

vrijednost P<0.05 kao granicu statisticke znacajnosti.
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4. REZULTATI

4.1. Opca zapazanja

Anamnesticki 1 klini¢ki podaci sakupljeni prije operativhog zahvata (CABG) se nisu
znacajnije razlikovali izmedu CTL 1 TMZ skupine (Tablica 1). Svim bolesnicima koji su bili u
ukljuceni u studiju je uspjeSno izveden operativni zahvat bez komplikacija povezanih s

biopsijom lijevog ventrikula.

Tablica 1. Anamnesticki i klini¢ki podaci bolesnika

CTL (n=25) Mz -
(n=21) vrijednost

Zenski spol; n (%) 5 (20) 5(24) 0.76
Dob; prosjek £ SD 66 £ 8.2 67+6.6 0.73
Euroscore II; prosjek £SD 271+2.1 253+ 1.7 0.76
LV EF >50%; n (%) 22 (88) 18 (86) 0.82
LAD okluzija >70 %; n (%) 19 (76) 16 (76) 0.74
Broj tjednih anginalnih napada; prosjek

+SD 23+0.9 2.1+1.1 0.67
Tjedno koristenje NTG; prosjek £SD 1.9+0.7 1.8+0.6 0.75
Komorbiditet; n (%)

Prethodni akutni koronarni sindrom 13 (52) 11 (52) 0.98
Angina pektoris 7 (28) 7 (33) 0.70
Prethodni infarkt miokarda 5 (20) 5(24) 0.76
Hipertenzija 16 (64) 12 (57) 0.64
Bolest perifernih arterija 14 4(19) 0.10
Seéerna bolest 6 (24) 7 (33) 0.71
KOPB 2 (8) 1(5) 0.66
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Medikamentna terapija; n (%)

Statini 17 (68) 18 (86) 0.16
Antagonisti kalcijskih kanala 4 (16) 2 (10) 0.52
Beta blokatori 19 (76) 16 (76) 0.99
ACE/ATII inhibitori 16 (64) 12 (57) 0.64
Diuretici 11 (44) 6 (29) 0.28
Acetilsalicilna Kiselina 22 (88) 18 (86) 0.82
Klopidogrel 14 (56) 11 (52) 0.81
Organski nitrati 7 (28) 4(19) 0.48
Metformin 4 (16) 4 (19) 0.91
Sulfonilurea 4 (16) 1(5) 0.22
Inzulin 2(8) 2 (10) 0.86
LWMH 5(20) 6 (29) 0.50
Omega-3 masne kiseline 4 (16) 5(24) 0.51

Biokemijski cimbenici; prosjek £ SD

Preoperativni troponin C(ng/ml) 1.16 £ 3.63 0.04 +£0.05 0.21
Postoperativni troponin C* (ng/ml) 3.44 +£5.65 1.04 £ 0.87 0.09
HbAlc 0.06 £ 0.01 0.09 +0.12 0.35
CK-MB (UN) 9.62+11.12 9.81 £4.82 0.95

*Mjereno 24 sata nakon zavrSetka operacije.
Vrijednosti su izrazene kao n (%); prosjek + SD.

CTL = kontrolna skupina bolesnika koji nisu nikada bili izloZeni trimetazidinu; TMZ =
bolesnici koji su koristili trimetazidin u redovnoj terapiji; LV EF = ejekcijska frakcija lijevog
ventrikula; LAD okluzija = postotak okluzije lumena prednje lijeve silazne grane koronarne
arterije; NTG = nitroglicerin; KOPB = kroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; ACE = angiotenzin
konvertiraju¢i enzim; ATII = angiotenzin II receptor; LWMH = niskomolekularni heparin
(engl. low molecular weight heparin); HbAlc = glikozilirani hemoglobin; CK-MB = MB tip

kreatin kinaze.
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4.2. Utjecaj kronicne terapije trimetazidinom na mitohondrijsku oksidaciju

masnih Kiselina i ugljikohidrata

Enzimska aktivnost citrat sintaze, pokazatelja mitohondrijskog sadrzaja u tkivu, nije se
razlikovala izmedu dvije skupine bolesnika (Slika 3A). Takoder, izravnim mjerenjem ADP-
om potaknute respiracije u lijevom ventrikulu nije zapaZena znaajna razlika u oksidaciji
palmitoilkarnitina (40 umol/l) izmedu dvije skupine bolesnika (Slika 3B). Sli¢no smo zapazili
nakon dodavanja FCCP-a (Slika 3B). Mjerenjem oksidacije piruvata, specificnog supstrata
ugljikohidratnog metabolizma, takoder nismo pronasli bitnu razliku izmedu CTL i TMZ
skupine bolesnika (Slika 3C). Dodatak FCCP-a je u jednakoj mjeri povecao stupanj potrosnje
kisika u obje skupine. Takoder, nismo pronasli razliku izmedu skupina u vrijednostima RCR
palmitoilom ili piruvatom potaknute respiracije (umetnuti dijelovi slika 3B 1 3C), kao niti u

omjeru oksidacije ugljikohidrata i masnih kiselina (Slika 3D).
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Slika 3. Mitohondrijska oksidacija masnih kiselina i piruvata u bolesnika koji su u terapiji

koristili trimetazidin (TMZ) i onih kontrolne skupine koji nisu bili izloZeni lijeku (CTL). (A)
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Aktivnost citrat sintaze, markera mitohondrijskog sadrzaja. (B) Mitohondrijska respiracija
samog tkiva (tkivo), u prisutnosti palmitoilkarnitina (Pc, 40 umol/l) te nakon dodavanja
saturiraju¢e koli¢ine ADP-a (2.5 mmol/l) i FCCP-a (1 pmol/l). (C) Mitohondrijska oksidacija
piruvata, specificnog supstrata ugljikohidratnog metabolizma. Nisu uocCene razlike izmedu
bolesnika na kroni¢noj terapiji trimetazidinom i kontrolne skupine. Omjer respiratorne
kontrole (RCR) je prikazan u umetnutim grafikonima. (D) Omjer mitohondrijske oksidacije
ugljikohidrata i masnih kiselina snimljen u jednakim eksperimentalnim uvjetima se nije
razlikovao izmedu CTL 1 TMZ skupine. M, malat; n=21 u TMZ skupini i n=25 u CTL
skupini. *P<0.05 u odnosu na respiraciju nakon dodatka supstrata u obje eksperimentalne

skupine. U, medunarodna jedinica (engl. International Unit).

Stupanj oksidacije ugljikohidrata 1 masnih kiselina mjeren u odnosu na maksimalnu
mitohondrijski respiraciju (Rmax, potaknutu dodavanjem obaju supstrata u sustav — masnih
kiselina i ugljikohidrata, uz glutamat (10 umol/l) i sukcinat (15 pmol/l) (116)) je prikazan na
Slici 4. ADP-om potaknuta oksidacija palmitoila prikazana u odnosu na maksimalnu
mitohondrijsku respiraciju, koja se dodatno povecala dodatkom FCCP-a, nije se razlikovala
izmedu CTL 1 TMZ skupine. Takoder, nije bilo znaCajne razlike u oksidaciji piruvata

prikazano u odnosu na Rmax (Slika 4B).
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Slika 4. Mitohondrijska oksidacija masnih kiselina i piruvata prikazana u odnosu na
maksimalnu mitohondrijsku respiraciju. Maksimalna potroSnja kisika se postigla dodajuci
glutamat (G) 1 sukcinat (S) u sustav za mjerenje oksidacije. Vrijednosti oksidacije masnih
kiselina (A) i oksidacije piruvata (B) se nisu razlikovale izmedu TMZ 1 CTL skupine. Strelice
oznacavaju slijed dodavanja pojedinog supstrata tijekom protokola snimanja. M, malat; Pc,
palmitoilkarnitin; P, piruvat; n=21 u TMZ skupini 1 N=25 u kontrolnoj skupini. ¥*P<0.05 u

odnosu na respiraciju nakon dodatka supstrata u obje eksperimentalne skupine.

Kako su Secerna bolest i kroni¢no srano zatajenje ¢imbenici koji takoder mogu
samostalno izmijeniti srcani stanicni metabolizam (12), odvojeno smo analizirali

mitohondrijsku oksidaciju supstrata kod bolesnika bez Secerne bolesti 1 s ofuvanom
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sistoliCkom funkcijom (LVEF>50%, n=9 u TMZ skupini 1 n=14 u CTL skupini). Takoder,

nismo pronasli razlike izmedu dvije skupine bolesnika, u odnosu na koristenje TMZ (Slika 5).
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Slika S. Mitohondrijska oksidacija supstrata u tkivu bolesnika ofuvane srcane sistolicke

funkcije koji nisu oboljeli od Secerne bolesti. Kako bismo iskljucili mogucéi uc€inak src¢anog

zatajenja 1 Sec¢erne bolesti na tumacenje dobivenih rezultata, napravili smo dodatnu analizu

podskupine bolesnika koji nisu oboljeli od Se¢erne bolesti i s ejekcijskom frakcijom lijevog

ventrikula ve¢om od 50%. (A) Mitohondrijska respiracija u samom tkivu (tkivo), u prisutnosti

palmitoilkarnitina (Pc, 40 pmol/l) te nakon dodavanja ADP-a (2.5 mmol/l) i FCCP-a (1

pmol/1). (B) Mitohondrijska oksidacija piruvata (P). M, malat; G, glutamat; S, sukcinat; n=9 u
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TMZ skupini i n=14 u CTL skupini. *P<0.05 u odnosu na respiraciju nakon dodatka supstrata

u obje eksperimentalne skupine.

4.3. Uclinak kroni¢ne terapije trimetazidinom na aktivnost i ekspresiju piruvat

dehidrogenaze

S ciljem dodatnog ispitivanja predlozenog mehanizma djelovanja TMZ na srcani
metabolizam, analizirali smo aktivnost PDH, klju¢nog enzima regulacije ugljikohidratnog
metabolizma u mitohondriju. O¢uvanje endogenog (prisutnog in vivo) stupnja fosforilacije
PDH, kao glavnog pokazatelja stupnja aktivnosti enzima, smo postigli zamrzavanjem tkiva
odmah nakon biopsije, uz naknadni dodatak fosforilacijskih i fosfataznih inhibitora u
eksperimentalnu otopinu. U naSim mjerenjima, nismo pronasli znacajnu razliku u aktivnosti
PDH u miSicu lijevog ventrikula izmedu CTL 1 TMZ skupine bolesnika (Slika 6A). Nadalje,
mjerenjem ekspresije odredenih podjedinica PDH kompleksa u sr¢anom tkivu nismo pronasli

razliku izmedu dvije skupine (Slika 6B i 6C).
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Slika 6. Ucinak terapije TMZ na aktivnost i ekspresiju sréane piruvat dehidrogenaze (PDH).
(A) Aktivnost PDH, klju¢nog regulatornog enzima ugljikohidratnog metabolizma je prikazana
kao stupanj promjene absorbancije na 450 nm (OD) normalizirane prema tkivnoj masi. (B)
Slika reprezentativnog SDS-PAGE blota izloZenog monoklonalnom misjem koktelu antitijela
usmjerenth na E1 (a 1 PB), E2 1 E3 podjedinice PDH kompleksa. (C) Intenzitet
kemiluminiscencije je izrazen u odnosu na prosjek kontrolne grupe (nakon normalizacije
prema kontroli punjenja), koja je postavljena na 100% (za svaku podjedinicu). n=21 u TMZ i
n=25 u CTL skupini.
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4.4. Ucinak akutne in vitro primjene trimetazidina na supstratnu oksidaciju

Kako bismo isklju¢ili moguénost da je izostanak ucinka lijeka u prvoj skupini
eksperimenata posljedica ispiranja TMZ iz tkiva u tijeku procesa pripreme za mjerenja,
napravili smo dodatna ispitivanja mitohondrijske supstratne oksidacije uz akutno, in vitro,
izlaganje permeabiliziranih vlakana miokarda trimetazidinu. U tu smo svrhu izlozili tkivo
lijeku (10 umol/l) trideset minuta prije mjerenja oksidacije supstrata. Kao $to je prikazano na
slikama 7A i 7B, nije bilo razlike u mitohondrijskoj oksidaciji palmitoilkarnitina (40 umol/l),
neovisno o dodatku TMZ u eksperimentalnu otopinu (n=46). Dodatak 4-pentenoic¢ne kiseline
(100 umol/l), poznatog inhibitora B-oksidacije (96), koju smo koristili kao pozitivnu kontrolu
(n=6), uzrokovao je smanjenje stupnja oksidacije palmitoilkarnitina (Slika 7C). Takoder smo
ispitali dvije dodatne koncentracije TMZ (1 1 100 pmol/l), pod istim eksperimentalnim
uvjetima, koriste¢i sr¢ano tkivo Sestero bolesnika ocuvane sistolicke funkcije i bez Secerne
bolesti, koji nikada nisu bili izloZeni lijeku. Ponovno, in vitro dodatak TMZ nije imao utjecaj

na mitohondrijsku oksidaciju masnih kiselina i ugljikohidrata (Slika 7D).
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Slika 7. Uc¢inak in vitro dodanog trimetazidina (TMZ) na sr¢anu oksidaciju masnih kiselina.

(A) Mitohondrijska oksidacija palmitoilkarnitina (Pc, 40 pmol/l) snimljena uz postupni
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dodatak ADP-a i FCCP-a je bila sli¢nih vrijednosti neovisno o prisutnost TMZ (10 umol/l) u
respiracijskoj otopini. Postupnim dodavanjem ostalih supstrata nastao je slian porast u
stupnju oksidacije (n=46). (B) Stupanj respiracije prikazan u odnosu na maksimalnu
mitohondrijsku respiraciju. U dva odvojena dodatna testiranja (n=6 pacijenata u svakom
eksperimentu), oksidacija masnih kiselina je mjerena u prisutnosti inhibitora f—oksidacije, 4-
pentenoi¢ne kiseline (C) i uz dodatak dviju dodatnih koncentracija TMZ (D). Pc40,
palmitoilkarnitin 40 pmol/l; M, malat; P, piruvat; G, glutamat; S, sukcinat; *P<0.05 u odnosu
na respiraciju nakon dodatka supstrata u obje eksperimentalne skupine. **P<0.05 u odnosu na

respiraciju bez TMZ i uz dodatak lijeka u respiracijski medij in vitro.

Teoretski, detergent saponin, kojega smo koristili u postupku pripreme sréanih
miSi¢nih vlakana za eksperimente, mogao je interferirati s u¢inkom TMZ na enzim 3-KAT.
Stoga smo, u dodatnoj skupini eksperimenata, mjerili oksidaciju palmitoilkarnitina u
homogenatu sréanog tkiva (¢ime smo izbjegli koriStenje saponina) i to u grupi od 6 bolesnika
koji ranije nisu bili izloZzeni TMZ, koji su imali ocuvanu sistoli¢ku funkciju te nisu bolovali
od Secerne bolesti. Koriste¢i ovaj pristup, nismo zamijetili znac¢ajnu razliku u mitohondrijskoj

oksidaciji masnih kiselina uz dodatak TMZ (koncentracije 1, 101 100 pmol/l) (Slika 8).
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Slika 8. Mitohondrijska oksidacija masnih kiselina snimljena u sr€anim homogenatima.
Mogu¢i ucinak saponina koriStenog tijekom permeabilizacije vlakana na stupanj oksidacije
palmitoilkarnitina (Pc, 40 pmol/l) je izbjegnut drugacijom pripremom tkiva. Stupanj
mitohondrijske respiracije mjeren nakon dodatka ADP-a i FCCP nije bio znacajno

promijenjen, neovisno o koristenoj koncentraciji TMZ. M, malat; n=6 bolesnika.

Prema istrazivanju Lopaschuka 1 sur., inhibicija f—oksidacije trimetazidinom ovisi o
koncentraciji dostupnog supstrata (53). Stoga smo proveli dodatna mjerenja na tkivu Sestero
pacijenata koji su imali o¢uvanu sr¢anu sistoli¢ku funkciju, bez Se¢erne bolesti i koji nisu bili
ranije izlozeni lijeku. Koristili smo nekoliko razli¢itih nizih koncentracija palmitoilkarnitina
(od 1 do 15 pumol/l). Trimetazidin dodan in vitro nije snizio stupanj oksidacije masnih
kiselina, neovisno o njihovoj koncentraciji u sustavu za mjerenje (Slika 9). Za razliku od
TMZ, dodatak 4-pentenoicne kiseline (100 pmol/l) (pozitivna kontrola) je statisticki znacajno

inhibirao B—oksidaciju palmitoilkarnitina.
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Slika 9. Ispitivanje ucinka trimetazidina (TMZ) primijenjenog u in vitro uvjetima na

oksidaciju masnih kiselina u sr€anim stanicama koriste¢i razli¢ite manje koncentracije
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palmitoilkarnitina (1-15 pmol/l). Mitohondrijska oksidacija masnih kiselina je mjerena u
prisutnosti ADP-a i FCCP-a. Nije bilo promjena u stupnju oksidacije uz akutno primijenjen
TMZ (10 pmol/l) uz bilo koju testiranu koncentraciju supstrata — palmitoilkarnitina (Pc). M,
malat; n=6. Postupno povecavanje koncentracije Pc uzrokovalo je znacajan porast u potrosnji
kisika unutar iste eksperimentalne skupine (P<0.05), *P<0.05 u odnosu na oksidaciju masnih

kiselina bez TMZ u respiracijskom mediju i uz primjenu TMZ in vitro.
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5. RASPRAVA

Provedenom studijom smo pokazali kako TMZ ne utjece na oksidaciju masnih kiselina
niti ugljikohidrata u lijevom ventrikulu bolesnika oboljelih od ishemijske bolesti srca
lijeCenih, izmedu ostalog, 1 operativnom metodom (CABG). Usporedbom mitohondrijskog
iskoriStavanja supstrata u srcu CTL i TMZ skupine bolesnika, nismo pronasli u¢inak kroni¢ne
terapije TMZ. Iz toga zakljucujemo da lijek ne uzrokuje promjenu mitohondrijskog
bioenergetskog ustroja. Stovise, akutnim izlaganjem sréanog tkiva trimetazidinu u in vitro
uvjetima (¢ime se izbjegao potencijalni ucinak ispiranja lijeka), takoder se nije pronasao
utjecaj lijeka na mitohondrijsku supstratnu oksidaciju. Navedeni rezultati studije su suprotni
od ranije objavljenih podataka o mehanizmu djelovanja TMZ. Naime, prema opéeprihvacenoj
hipotezi o mehanizmu djelovanja lijeka, pozitivan klini¢ki u¢inak TMZ je povezan sa sr€anim
metabolickim preusmjeravanjem od metaboliziranja masnih kiselina prema ucinkovitijem
metabolickom putu iskoriStavanja glukoze. Vazno je istaknuti kako je predlozeni mehanizam
djelovanja lijeka utemeljen na neizravnim mjerenjima ili studijama izvedenim na
zivotinjskom modelu (53, 96). Stoga je prednost ove studije Sto je hipoteza o u¢inku TMZ na
metabolizam ispitana u sr¢anom tkivu ciljane populacije, bolesnicima oboljelim od ishemijske

bolesti srca, kojima je terapija trimetazidinom prvenstveno propisana.

Kako je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu (29), djelomicna inhibicija oksidacije masnih
kiselina uzrokuje razmjerno povecanje aktivnosti ugljikohidratnog metabolickog puta, §to je
prema rezultatima istraZivanja Kantora (96) i Lopaschucka (53) osnovni mehanizam
djelovanja TMZ koji je odgovoran za povoljne klini¢ke ucinke. Usporedbom sréane
oksidacije supstrata kod bolesnika oboljelih od ishemijske bolesti srca koji su kroni¢no u
terapiji koristili TMZ s onim bolesnicima koji nikada nisu bili izloZeni lijeku, htjeli smo
istraziti potic¢e li TMZ u srcu metabolicko reprogramiranje. Ukoliko je ta pretpostavka toc¢na,
ucinci izazvani trimetazidinom bi trebali biti prisutni neovisno o moguéem ispiranju lijeka iz
sr¢anog tkiva u razdoblju izmedu uzimanja biopsije i mjerenja. Nasi rezultati su pokazali kako
kroni¢na primjena TMZ nije utjecala na oksidaciju masnih kiselina (palmitoilkarnitina) niti na
oksidaciju ugljikohidrata (piruvat). Dodatno, endogena aktivnost i ekspresija PDH, glavnog
enzima regulacije metabolizma ugljikohidrata, takoder nije bila izmijenjena kroni¢nom
terapijom trimetazidinom. Dobiveni rezultati dodatno podupiru podatke prikupljene

mjerenjem mitohondrijske oksidacije, budu¢i da je nekoliko studija pokazalo kako je
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povecano preuzimanje i oksidacija glukoze u mitohondrijima pra¢ena povisenom aktivnosti

PDH (118).

Rezultati ove studije se razlikuju od onih objavljenih u istrazivanju Kantora i sur. u kojoj
su autori pronasli povecanje aktivne forme PDH u izoliranom S$takorskom srcu izlozenom
TMZ (96). Suprotno tome, prema istrazivanju Fantini i sur. (takoder na Stakorskom modelu),
oksidacija piruvata nije bila poviSena u izoliranim sr¢anim mitohondrijima TMZ izlozenih
Stakora, kao niti nakon in vitro dodavanja lijeka. U istom istrazivanju su autori uocili
smanjenje oksidacije palmitoilkarnitina (97). U naSem istrazivanju, akutna in vitro primjena
TMZ (10 pmol/l - koncentracija temeljena na prethodnim mehanicisti¢kim istrazivanjima (96,
101)) nije uzrokovala inhibiciju mitohondrijske P—oksidacije. Sliéne smo rezultate dobili
mjerenjem oksidacije masnih kiselina u prisutnosti dviju dodatnih koncentracija TMZ
(testirano u podgrupi bolesnika (1 i 100 umol/1)). Ovi se rezultati ne slazu s rezultatima nekih
istrazivackih skupina koje su pokazale kako akutna primjena TMZ smanjuje/zaustavlja
mitohondrijsku respiraciju masnih kiselina. Primjerice, dodatak TMZ respiracijskoj otopini
(istrazivanje provedeno na izoliranim sréanim mitohondrijima Wistar Stakora), uzrokovalo je
40%-tno smanjenje oksidacije palmitoilkarnitina (97). U istrazivanju Dedkove i sur. (117),
premda je kardioprotektivni ucinak TMZ prvenstveno pripisan nemetabolickim ucincima
lijeka, autori su pronasli 15%-tno smanjenje oksidacije masnih kiselina u permeabiliziranim

zeCjim sréanim stanicama in vitro izlozenim TMZ koncentracije 1 pmol/l.

Eksperimentalni pristup kojeg smo koristili u naSem istraZivanju za ispitivanje
mitohondrijske oksidacije supstrata — mjerenje mitohondrijske respiracije u sr¢anim vlaknima
premeabiliziranim saponinom, ima mnoge prednosti pred analizom na izoliranim
mitohondrijima. Ovom je metodom pripreme tkiva o€uvana prirodna cjelovitost stani¢nog
sustava kakva je prisutna u stvarnim in vivo uvjetima (115). Neke od mogu¢ih metodoloSkih
manjkavosti, poput razlika u mitohondrijskom sadrZaju u biopsijskim uzorcima, su uklonjeni
normaliziranjem dobivenih oksidacijskih vrijednosti u odnosu na maksimalnu mitohondrijsku
respiraciju (112). Stovise, aktivnost enzima markera mitohondrijskog sadrzaja — citrat sintaze,
mjerena u podruc¢ju odakle je biopsijski uzorak uzet, nije se razlikovala izmedu CTL i TMZ
skupine. Dodatno, skupina respirometrijskih mjerenja je provedena i u homogenatu lijevog
ventrikula (umjesto u vlaknima permeabiliziranim saponinom) te se rezultati nisu znacajno
razlikovali od prethodnih mjerenja. Takoder, niti u ovoj skupini eksperimenata, nije pronaden
inhibitorni u¢inak TMZ na oksidaciju masnih kiselina. Kona¢no, ispitali smo osjetljivost

naSeg eksperimentalnog sustava za otkrivanje malih, znacajnih promjena u oksidaciji masnih
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kiselina postupnim povecanjem koncentracije palmitoilkarnitina te Kkoriste¢i pozitivhu
kontrolu. Pokazali smo kako je koriSteni sustav za mjerenje osjetljiv za biljezenje malih

promjena nastalih primjenom lijeka na oksidaciju supstrata (97, 117).

Posebnost eksperimentalnog pristupa koristenog u ovoj studiji je eksperimentalni model.
Naime, sva mjerenja su provedena na ljudskom sréanom tkivu lijevog ventrikula te moguce
razlike medu bioloSkim vrstama mogu ponuditi objaSnjenje dobivenim razlikama u
rezultatima. Zaista, Maclnnes i sur. (101) takoder nisu opazili u¢inak akutne primjene TMZ
na B-oksidaciju u humanoj stani¢noj kulturi (Girardi stanice). Autori su podatke dopunili
izravnim mjerenjem aktivnosti dugolan¢ane 3-KAT izolirane iz rekombiniranog humanog
trifunkcionalnog enzima, $to je prema mehanicistiCkim studijama predloZeni ciljni enzim
djelovanja lijeka. Nije zapaZen inhibitorni u¢inak primjene razlicitih koncentracija TMZ na
enzim. Glavna zamjerka MacIlnnesovoj studiji je bila da su u istrazivanju koristili vrlo visoke
koncentracije supstrata za 3-KAT enzim (53). U istrazivanju koje je uslijedilo, Lopaschuk i
sur. su pokazali (ponovno koriste¢i animalni model) kako postupno dodavanje supstrata u
koncentraciji viSoj od 15 pumol/l moze nadi¢i inhibitorni ufinak TMZ na -oksidaciju,
zakljucujuéi kako je ucinak TMZ ostvaren kompetitivnom inhibicijom dugolan¢ane 3-KAT.
Koriste¢i manje koncentracije supstrata (2.5 — 10 umol/l), autori su opisali snizenu aktivnosti
enzima u prisutnosti TMZ u sustavu za mjerenje. Kako bismo jo$ dopunili nase rezultate,
uzimajuci u obzir rezultate prethodnih studija, osmislili smo dodatnu skupinu eksperimenata u
kojima smo vlakna lijjevog ventrikula izloZili razli¢itim niZim koncentracijama supstrata
(palmitoilkarnitin, 1-15 pmol/l). No, ponovno, nismo pronasli uc¢inak in vitro primijenjenog

TMZ na mitohondrijsku oksidaciju masnih kiselina.

Vazno je naglasiti kako svrha naSeg istraZivanja nije bila vrednovanje klinickog ucinka
lijeka, buduéi da na§ eksperimentalni pristup nije ukljucivao prospektivno mjerenje sréane
funkcije prije 1 nakon terapije TMZ. Kardioprotektivni uc€inak lijeka je pokazan u brojnim
studijama (86, 88, 119). Rezultati naSeg istrazivanja o izostanku ucfinka TMZ na
mitohondrijsku supstratnu oksidaciju takoder neizravno podupiru rezultate nekih klinickih
istrazivanja. Primjerice, primjena TMZ se pokazala ucinkovitom u odredenim sréanim
bolestima u kojima glavna patofizioloska podloga ne uklju¢uje ishemiju. Prema tim
istrazivanjima, glavni poremecaj u stani¢noj fiziologiji kojega primjena TMZ ispravlja je
povecanje ucinkovitosti proizvodnje ATP-a boljim uskladivanjem glikolize s glukoznom
oksidacijom (120-122). Druga klinicka studija je pokazala poboljSanje src¢ane funkcije nakon

tromjese¢ne terapije TMZ kod bolesnika oboljelih od idiopatske dilatativne kardiomiopatije
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(55). Koriste¢i PET, autori su zamijetili samo 10%-tno smanjenje u sréanom preuzimanju
masnih kiselina, zbog ¢ega zakljuCuju kako je povoljan klini¢ki u¢inak TMZ vjerojatnije

posljedica mehanizama neovisnih o energetskom moduliranju u srcu.

Za ranolazin, jo§ jedan antianginalni lijek iz skupine metabolickih modulatora, se takoder
isprva smatralo kako povoljni klini¢ki ucinci nastaju inhibicijom B-oksidacije (76). No,
nedavne studije su pokazale kako ranolazin inhibira kasnu struju natrija (82), $to je mnogo
povoljniji mehanizam djelovanja u stanici (prevencija preopterecenja stanica kalcijem koja
nastaje zbog citosolnog porasta u koncentraciji natrija (80, 82)). Vazno je istaknuti kako su
moguci Stetni ucinci terapije koja inhibira oksidaciju masnih kiselina u srcu povecana
akumulacija lipida u stanici (123), Sto moZe uzrokovati patoloSko remodeliranje i daljnje
slabljenje srcane funkcije (124). Opisana Stetnost najvjerojatnije nadilazi moguée povoljne

ucinke koje lijek moze ostvariti na sréani energetski metabolizam.

Provedeno je nekoliko istrazivanja o moguéim drugim mehanizmima djelovanja
trimetazidina. Koriste¢i zivotinjski model sréanog zatajenja (zec, izolirane sréane stanice),
zapazen je zaStitni u¢inak TMZ koji je pripisan smanjenju aktiviranja mPTP i manjom
proizvodnjom slobodnih kisikovih radikala preko utjecaja na aktivnost kompleksa II i
mitohondrijske NOS. Dodatno, u istom istrazivanju, primjena drugog 3-KAT inhibitora - 4-
bromotigli¢ne kiseline, nije imala kardioprotektivni uc¢inak (117). Smanjenje stvaranja
slobodnih kisikovih radikala je takoder opazeno u studijama Iskesena i sur. (125), Liu i sur.
(126) te Dehine i sur. (127). Povoljan ucinak lijeka (oCuvanje mitohondrijske strukture i
kardioprotekcija) je zabiljezen ve¢ cCetiri dana od pocetka per os primjene lijeka u modelu

akutne ishemije (Zivotinjski model - svinja).

Mogu¢i alternativni mehanizam ucinka TMZ ukljucuje ve¢ spomenuto djelovanje na
mPTP (105). U istraZivanju Argaud i sur. je pokazano kako primjena TMZ prije postupka
ishemije/reperfuzije (model - NZW kuni¢) smanjuje ucestalost otvaranja mPTP nakon
provedenog postupka. Nadalje, Tritto i sur. (104) su pokazali kako je trimetazidinom
potaknuto ocuvanje kontraktilne funkcije u izoliranom Stakorskom srcu tijekom
ishemije/reperfuzije povezano s inhibicijom aktivacije neutrofila, dok su Chen 1 sur. (128).
pokazali inhibiciju makrofazima posredovanog proupalnog odgovora u miSeva tretiranih TMZ
prije endotoksinom izazvane kardiomiopatije. Iz svega navedenog, moZzemo zakljuciti kako
TMZ vjerojatno djeluje i preko drugih, izvanmitohondrijskih, ¢ak i1 izvansr€anih mehanizama,

Sto su predlozile 1 nedavne studije o u¢inku TMZ na endotelnu funkciju (129) i ukupnu
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tjelesnu osjetljivost na inzulin (55). Neki od ovih ucinaka neovisnih o metabolickoj

modulaciji su u skladu s klini¢kim poboljSanjem povezanim s primjenom lijeka.

Ogranicenja studije

Nekoliko je ograni¢enja provedene studije na koje je vazno ukazati. Bolesnici oboljeli
od ishemijske bolesti srca su i dalje raznovrsna skupina unutar koje se izdvajaju razlike u
komorbiditetima i koriStenim lijekovima. Usporedbom razli¢itih klini¢kih 1 biokemijskih
¢imbenika izmedu dviju skupina bolesnika koje smo ukljucili u ovu studiju (Tablica 1),
pokazali smo kako su skupine dobro uskladene. Bitno je kod tumacenja rezultata znati kako
neke od pratec¢ih bolesti (poput Se¢erne bolesti i sr¢anog zatajenja), mogu neovisno utjecati na
sr€ani metabolizam (12, 22). Kako bismo iskljucili moguénost da je mogu¢i ucinak TMZ
terapije prikriven metabolickom modulacijom uzrokovanom navedenim bolestima, napravili
smo odvojenu analizu svih mjerenja, iskljucujuci bolesnike sa Se¢ernom bolesti i sistolickom

disfunkcijom.

Osnovna metoda ispitivanja mitohondrijskog metabolizma masnih kiselina i
ugljikohidrata je bilo izravno mjerenje potro$nje kisika u mitohondrijima opskrbljenim
supstratom tipicnim za pojedini metabolicki put. U stanju kroni¢ne ishemijske bolesti srca
nastaje oSte¢enje mitohondrija. Jedno od mogucih mjesta oStecenja je fosforilacijski aparat
(112). Kako je u stanjima smanjene aktivnosti ATP sintaze ili adenin nukleotid translokatora
usporen tok elektrona preko mitohondrijskog prijenosnog lanca, nastaje smanjeno
iskoriStavanje kisika (vrijednost koju smo biljeZili sustavom za mjerenje), Sto bi moglo
uzrokovati pogreSno tumacenje rezultata. Zbog toga smo u protokol snimanja mitohondrijske
respiracije ukljucili FCCP, koji odvaja povezanost mitohondrijske potrosnje kisika 1 stvaranje
ATP, ¢ime smo otklonili mogu¢i inhibitorni ucinak oSte¢enja fosforilacijskog aparata.
Nadalje, razlike u ekspresiji proteina respiracijskog lanca elektrona bi takoder mogle utjecati
na dobivene rezultate. Kako bismo otklonili 1 ovu mogucnost, napravili smo Western blot
analizu reprezentativnih podjedinica svih pet kompleksa respiracijskog lanca te ona, takoder,

nije pokazala razlike izmedu dviju ispitivanih skupina (Slika 10).
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Slika 10. Ekspresija proteinskih podjedinica kompleksa respiracijskog lanca elektrona (ETC)
u bolesnika koji su koristili trimetazidin u terapiji (TMZ) i kontrolne skupine bolesnika
(CTL). (A) Slika reprezentativnog Western blota pokazuje signale koji odgovaraju odredenim
podjedinicama mitohondrijskih respiratornih kompleksa I, II, III, IV 1 V. (B) Prosjek
intenziteta kemiluminiscencije normaliziran prema kontroli punjenja i izrazen u odnosu na
prosjek CTL skupine koji je postavljen na 100% (za svaku podjedinicu). Kroni¢na primjena
lijeka u terapiji nije izmijenila izraZaj podjedinica ETC. N=21 u TMZ skupini i 25 bolesnika u

kontrolnoj skupini.

Jo§ jedan moguci metodoloski problem je moguénost ispiranja lijeka tijekom pripreme
tkiva bolesnika koji su u redovnoj terapiji koristili TMZ. Postoje mnogi primjeri dugotrajnijih
ucinaka lijeka koji nastaju njegovom kroni¢nom primjenom i postoje neovisno o mogucem
ispiranju: kardioprotekcija u farmakoloSkom prekondicioniranju (npr. hlapljivi anestetici €iji

se ucinak biljezi i nakon eliminacije lijeka - prvi te ¢ak i drugi period prekondicioniranja se
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biljezi nakon otprilike 24 sata) (130). Kako bismo otklonili i ovu moguéu zamjerku, u

dodatnim eksperimentima smo mjerili u¢inak uz akutnu in vitro primjenu TMZ.

Na kraju, vazno je istaknuti kako je biopsija miokarda izvedena tijekom postupka ,,off-
pump” operacijskog pristupa, zbog Cega su otklonjeni moguci metaboli¢ki ucinci sréane
ishemije te razli¢ite kardioplegijske intervencije koje se koriste tijekom operativnog pristupa

izvedenog uz koristenje uredaja za kardio-pulmonarno premostenje.
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6. ZAKLJUCCI

Uzimajuéi u obzir rezultate naseg istrazivanja, nismo pronasli dokaze akutnog ili
kroni¢nog uc¢inka TMZ na sr¢anu oksidaciju masnih kiselina 1 ugljikohidrata, Sto se smatra
glavnim mehanizmom odgovornim za antianginalni ucinak lijeka. U skladu sa sve vecim
brojem klinickih studija koje povezuju povoljne klinicke u€inke primjene TMZ u skupini
bolesnika oboljelih od ishemijske bolesti srca, ali i drugih, s ishemijom nepovezanih, stanja,
studija provedena u sklopu ove doktorske disertacije je ukazala na potrebu za daljnjim
translacijskim istrazivanjima kojima ¢e se odrediti toCan unutarstanicni mehanizam

odgovoran za kardioprotektivni u¢inak lijeka.
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7. SAZETAK

Pozadina istrazivanja: Metabolicki modulator trimetazidin (TMZ) je antianginalni lijek
koji se koristi u lijeCenju stabilne bolesti koronarnih arterija (engl. coronary artery disease,
CAD). Prema pretpostavljenom mehanizmu djelovanja lijeka, povoljan klini¢ki u€inak se
ostvaruje izmjenom sréanog metabolizma: preusmjeravanjem mitohondrijskog iskoristavanja
supstrata ka vec¢em koristenju ugljikohidrata, zbog ¢ega se povecava ucinkovitost proizvodnje
ATP-a. Nekoliko nedavno objavljenih studija provedenih uglavnom na Zivotinjskim
modelima su preispitale to¢nost predlozenog mehanizma djelovanja lijeka. Cilj provedenog
istrazivanja je bio dobiti izravan uvid u u¢inak TMZ na mitohondrijsku oksidaciju supstrata u

lijevom vemtrikulu bolesnika oboljelih od CAD.

Eksperimentalni pristup: Mitohondrijska oksidacija masnih kiselina (palmitoilkarnitin) 1
ugljikohidrata (piruvat) je mjerena u permeabiliziranim vlaknima lijevog ventrikula
dobivenim biopsijom tijekom operativnog premostenja koronarnih arterija (engl. coronary
artery bypass grafting, CABG) kod bolesnika oboljelih od CAD koji su koristili TMZ (TMZ

skupina) ili ga nisu imali u redovnoj terapiji — kontrolna skupina.

Glavni rezultati: Nije zabiljezena razlika izmedu dviju skupina u oksidaciji
palmitoilkarnitina i piruvata, kao niti u omjeru oksidacije ugljikohidrata i masnih kiselina.
Aktivnost i ekspresija piruvat dehidrogenaze, glavnog regulirajueg enzima ugljikohidratnog
metabolizma, se nije razlikovala medu skupinama. Konac¢no, izlaganje src¢anog tkiva u in vitro
uvjetima razli¢itim koncentracijama TMZ takoder nije imalo znacajan utjecaj na stupanj

oksidacije masnih kiselina.

Zakljucdak: koriste¢i sréano tkivo ciljane populacije CAD bolesnika nismo pronasli
uc¢inak TMZ primijenjenog kroni¢no in vivo niti akutno in vitro na oksidaciju masnih kiselina
i ugljikohidrata, iz ¢ega zakljucujemo kako su povoljni klini¢ki uc¢inci TMZ prvenstveno

posljedica drugih, jo$ nedovoljno poznatih mehanizama.
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8. SUMMARY

Background and purpose: Trimetazidine, known as a metabolic modulator, is an anti-
anginal drug used for treatment of stable coronary artery disease (CAD). It is proposed to act
via modulation of cardiac metabolism: shifting the mitochondrial substrate utilization towards
carbohydrates, thus increasing the efficiency of adenosine triphosphate production. This
mechanism was recently challenged, however using indirect approaches and animal models,
making the conclusions of these studies questionable. The goal of the current study was to
directly assess the effect of trimetazidine on mitochondrial substrate oxidation in left

ventricular myocardium from CAD patients.

Experimental approach: Mitochondrial fatty acid (palmitoylcarnitine) and carbohydrate
(pyruvate) oxidation was measured in permeabilized left ventricular fibres obtained during
coronary artery bypass grafting surgery from CAD patients, which either had trimetazidine

included in their therapy (TMZ group) or not (Control).

Key results: There was no difference found between the two groups in either oxidation of
palmitoylcarnitine or pyruvate, as well as in the ratio of carbohydrate-to-fatty acid oxidation.
Activity and expression of pyruvate dehydrogenase, the key regulator of carbohydrate
metabolism, was also not different. Lastly, the acute in vitro exposure of myocardial tissue to

different concentrations of trimetazidine did not affect myocardial oxidation of fatty acid.

Conclusion and implications: Using myocardial tissue from a target CAD patient
population, we found no effect of trimetazidine (applied chronically in vivo or acutely in
vitro) on cardiac fatty acid and carbohydrate oxidation, suggesting that clinical effects of
trimetazidine are unlikely due to its metabolic effects, but rather to yet unidentified

intracardiac mechanism.
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