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POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU
NO- dusikov oksid, engl. nitric oxide
LDL- lipoprotein niske gustoce, engl. low density lipoprotein
VLDL- lipoprotein vrlo niske gustoce, engl. very low density lipoprotein
CHD- kronic¢na srcana bolest, engl. chronic heart disease
IM- infarkt miokarda

STEMI- infarkt miokarda sa podizanjem ST-spojnice, engl. ST elevation myocardial

infarction

NSTEMI- infarkt miokarda bez podizanja ST-spojnice, engl. non-ST-elevation myocardial

infarction
EKG- elektrokadiografija
PCI- perkutana koronarna intervencija, engl. percutaneous coronary intervention
CABG- aortokoronarno premostenje, engl. coronary artery bypass grafting
IR ozljeda- ishemijsko-reperfuzijska ozljeda
ROS- reaktivni kisikovi radikali, engl. reactive oxygen species
ATP-adenozin trifosfat
ADP-adenozin difosfat
AMP-adenozin monofosfat
cAMP- ciklicki adenin monofosfat

mPTP- mitohondrijska permeabilizacijska pora, engl. mitochondrial permeability

transition pore
SOD- superoksid dizmutaza, engl. superoxide dismutase
OAA-oksaloacetat
NADH-nikotin amin dinukleotid
FADH:- flavin adenin dinukleotid
ETC-transportni lanac elektrona, engl. electrone transport chain

H+-vodikov ion



SDH- sukcinat dehidrogenaza

PNC- ciklus purinskih nukleotida, engl. purine nucleotide cycle
MAS- malat/aspartat prijenos, engl. malate aspartate shuttle
RET- reverzni tok elektrona, engl. reverse electron transport
AMPK- AMP kinaza

GLUT4- glukozni transporter tip 4

EPR- elektronska paramagnetna rezonanca

FMN- flavin mononukleotid

CMH indikator- 1-hidroksi-3-metoksikarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirolidin
CM: 3-metoksikabonil-proksil nitroksid

HRP- peroksidaza podrijetla hrena, engl. horseradish peroxidase
AICAR- 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid

MitoSNO- mitohondrijski selektivni S-nitrosation, engl. mitochondria selective S-

nitrosation

TTP- lipofilni trifenil-fosfonij, engl. lipophilic triphenyl-phosphonium



1 UVOD



1.1 Ishemijska bolest srca

Ishemiju definiramo kao neadekvatni dotok krvi (i kisika) u odredeno podrucje uslijed
zacepljenja krvne zile koja ga opskrbljuje. Ishemijska srcana bolest (koronarna sréana bolest),
je naziv za oSte¢enje miokarda koje nastaje uslijed suzenja koronarnih arterija. Uzrok toga
suzenja je najceSce ateroskleroza, kronicna upalna bolest arterija (1). Aterosklerozu
karakteriziraju naslage u podrucju intime stijenke krvne zile (ispod njezina endotela), koje se
zovu ateromima. Ateromi se Sire prema lumenu i zbog toga ga suzavaju, a osim toga i mijenjaju

kvalitetu same stijenke zbog Cega ona gubi elasticitet. Oni sadrzavaju (Slika 1.):
1. Lipide;
2. Upalne stanice i1 glatke miSi¢ne stanice;

3. Matriks vezivnoga tkiva koji moze u razli¢itim stadijima svoje organizacije sadrzavati

trombe ili depozite kalcija.

Podlogu razvoju ateroskleroze ¢ini ozljeda endotela krvne zile koja dovodi do
posljedi¢ne upalne reakcije. Ovakve ozljede nastaju na podru¢jima grananja arterija gdje je tok
krvne struje turbulentan. Turbulentan tok krvi poti¢e endotelne stanice na ekspresiju adhezijskih
molekula koje vezu upalne stanice, a osim toga i inhibira proizvodnju dusi¢nog oksida (NO),
vaznog vazodilatatora s protuupalnim djelovanjem. Ekspresija adhezijskih molekula ponajvise
privlaci monocite (vrstu upalnih stanica), koji se potom smjeStaju subendotelno i1 prelaze u
makrofage, te lipide krvne struje: LDL (engl. Low density lipoprotein) i VLDL (engl. Very low
density lipoprotein) koji se tu oksidiraju. Makrofazi preuzimaju oksidirane lipide pri ¢emu
formiraju pjenusSave stanice. One dalje luce upalne citokine koji poti¢u migraciju glatkih
miSi¢nih stanica iz medije stijenke krvne Zile. Razli¢iti drugi ¢imbenici dovode do nakupljanja
vezivnog tkiva odnosno formiranja vezivnog matriksa. Rizi¢ni faktori za aterosklerozu (Secerna
bolest, dislipidemija, puSenje, hipertenzija), oksidativni stresori (superoksidni radikal) upala 1
sistemska infekcija takoder inhibiraju proizvodnju NO 1 stimuliraju ekspresiju adhezijskih
molekula, pro upalnih citokina i vazokonstriktora, na jo$ uvijek ne u potpunosti razjasnjene

nacine (2).



Ateroskleroza koronarnih krvnih zila naj¢es¢i je uzrok kronicne sréane bolesti (engl.
Chronic heart disease, CHD) (3). Rane faze CHD (suzenje do 50% promjera lumena) se
uglavnom ne ocituju klinicki, ukoliko ne dode do pojave akutne komplikacije (npr. akutnog
koronarnog sindroma). Tek danjim napredovanjem bolesti i ve€¢im suZenjem lumena ona ¢e se

poceti klinicki ocitovati kao pektoralna angina ili pak nijema ishemija.

Simptomi stabilne pektoralne angine su prisutni u stanjima fizickoga napora ili
emocionalnog stresa. Obic¢no je rije¢ o nelagodi ili boli u prsistu, Celjusti, ramenima, ledima ili
rukama. Patofizioloska pozadina tih simptoma je nemogucnost povecanja protoka krvi kroz
suzene krvne Zile u stanjima povecanih potreba (4). Povecane potrebe za kisikom u ovim su (i
ostalim sli¢énim) stanjima posljedica ubrzanja sré¢ane frekvencije, povisenja krvnog tlaka i
povecanja snage srcane kontrakcije. Adekvatna fizioloSka koronarna vazodilatacija izostaje
kada su koronarne krvne zile zahvacene aterosklerozom, i upravo zbog toga se javljaju navedeni

simptomi (5). Oni pak nestaju na primjenu nitroglicerina odnosno prilikom odmora (4).
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Slika 1. Prikaz aterosklerotskog plaka (preuzeto i prilagodeno prema : Atherosclerosis |
Description, Pathophysiology, Risk Factors, & Treatment | Britannica [Internet]. [citirano 10.

srpanj 2023.]. Dostupno na: https://www.britannica.com/science/atherosclerosis



1.2 Akutni koronarni sindrom

Prethodno je opisano kako arterije zahvacene aterosklerozom gube elasti¢nost i postaju
sve uze kako aterosklerotske naslage rastu. Ove naslage mogu biti stabilne 1 nestabilne, ovisno

o njihovoj gradi 1 sastavu.

Stabilni plakovi su stati¢ni i polagano rastu uzrokuju¢i nakon nekoliko desetljeca

stenozu ili okluziju.

Nestabilni plakovi su podlozni spontanim erozijama, fisurama ili rupturama $to vodi u
trombozu, okluziju ili infarkciju prije nego su narasle toliko da bi dovele do hemodinamski
znaajne stenoze. Vecina klinickih manifestacija koronarne sréane bolesti posljedica je

nestabilnih naslaga.

Nestabilni plakovi imaju u svome sastavu visok udio makrofaga i lipida, pokriveni su
tankom fibroznom , kapicom® i suZavaju lumen krvne Zile za manje od 50%. Kao §to moZemo
pretpostaviti iz njihova naziva, nepredvidivog su ponaSanja, pri ¢emu imaju tendenciju ka
spontanoj rupturi (2). Upravo je ruptura plaka prijelomna tocka, jer su tada moguéa dva
scenarija- u prvom se plak puni krvlju i Siri, sve viSe suzuju¢i lumen. U drugome sadrzaj
ateroma dolazi u doticaj sa strujom krvi §to aktivira sustav agregacije trombocita 1 koagulacije,
odnosno uzrokuje trombozu. U oba scenarija je dotok krvi u dio miokarda kojeg opskrbljuje ta
koronarna krvna Zila oslabljen (bilo djelomicno ili u potpunosti. Ako je protok donekle odrzan
javlja se klinicka slika nestabilne angine ili infarkta miokarda bez podizanja ST spojnice (engl.
non-ST-elevation myocardial infarction, NSTEMI), a ako je on u potpunosti prekinut infarkt
miokarda s podizanjem ST spojnice (engl. ST elevation myocardial infarction, STEMI). (Slika
2.) Tada govorimo o akutnom koronarnom sindromu, akutnoj komplikaciji koronarne sréane

bolesti (6).

Nestabilna angina ima simptome jednake onima pektoralne angine s tim da je bol jaca
ili dulje traje, javlja se u mirovanju ili se s viemenom pogorsava. Infarkt miokarda (IM) najcesce
je karakteriziran dubokom substernalnom boli, karaktera pritiska, s moguc¢im Sirenjem u donju
celjust, rame, ruku, leda. Bol moZe biti pracena zaduhom, preznojavanjem, mucéninom i
povracanjem. Ona ne popusta u mirovanju ili na nitroglicerin. Pacijenti nerijetko prije imaju
prodromalne simptome (zaduha, zamor). Smetnje su u otprilike 20% akutnih slu¢ajeva infarkta
miokarda blage, pa govorimo o nijemom infarktu, uglavnom kod pacijenata s dijabetesom 1

zena. Stariji pacijenti ceS¢e osjec¢aju zaduhu nego bol u prsistu.



S obzirom da ishemi¢no i1 nekroti¢no tkivo ima poremecenu elektricnu aktivnost,
javljaju se specificne promjene u elektrokardiografskom zapisu (obi¢no ST-T promjene,
aritmije, smetnje provodenja). Ishemi¢ne ST-T promjene ukljucuju spustanje ST—segmenta
(Cesto silaznog tijeka) ili njegovo podizanje, inverziju T—vala, visoke T—valove u hiperakutnoj
fazi infarkta. Ovisno o tome da li na elektrokardiografskom zapisu (EKG-u) nalazimo podizanje
ili spusStanje ST-spojnice infarkt miokarda dijeli se na STEMI i NSTEMI. Da bi se postavila
dijagnoza IM, potrebno je, osim klinickog pregleda i EKG-a, takoder obaviti laboratorijsku
dijagnostiku, odnosno izmjeriti sr€ane markere. Srcani markeri su srani enzimi (sréani tip
kreatin kinaze, engl. creatine kinase-myocardial band, CK-MB) 1 komponente sr¢anih stanica
(troponin I, troponin T, mioglobin). Oni se otpustaju u krv nakon o$te¢enja kardiomiocita.

Markeri najspecifi¢niji za IM su troponini (7).
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Slika 2. Razlika patologije STEMI i nestabilne angine/NSTEMI. Preuzeto 1 prilagodeno prema:
Metabolites Free Full-Text Defining Acute Coronary Syndrome through Metabolomics
[Internet]. [citirano 10. srpanj 2023.]. Dostupno na: https://www.mdpi.com/2218-
1989/11/10/685 )



1.3 Terapeutski postupci- revaskularizacija

Pocetni pristup pacijentu s akutnim koronarnim sindromom ukljucuje primjenu aspirina
(300 mg), klopidogrela, kisika i nitroglicerina. Dodatno se moze ukljuciti i morfij (za smanjenje
jake boli) te lijek iz skupine antiaritmika (ukoliko nastupe simptomatske ventikularne aritmije),
po potrebi. Daljnji pristup ovisi o tome ima li pacijent STEMI ili pak NSTEMI/nestabilnu

anginu.

Ako je rije¢ o STEMI-u, odabrani terapijski pristup je neka od metoda revaskularizacije:
perkutana koronarna intervencija (engl. Percutaneous coronary intervention, PCI),
aortokoronarno premostenje (engl. coronary artery bypass grafting, CABG) 1 fibrinoliticka
terapija. S obzirom da je PCI zlatni standard, prvi je izbor ukoliko ga se moze napraviti unutar
120 minuta od prijema pacijenta. Ukoliko to nije moguce, preostaje odraditi fibrinoliticku

terapiju (8).

PCI je invazivna nekirurS8ka procedura kod koje se opstrukcija uklanja pomocu
baloniranja zahvadenoga segmenta i postavljanja stenta koji lumen odrzava otvorenim (9).
Kateter s balonom se uvodi kroz perifernu krvnu zilu (najéesce a. femoralis ili a.brachialis) sve
do razine koronarnih arterija, pri ¢emu se njegova lokalizacija detektira iniciranjem kontrasta

(kojeg pak biljezimo dijaskopski pomocu x-zraka) (Slika 3.).

CABG se namece kao bolja opcija u slucaju viSezilne koronarne sréane bolesti,
disfunkcije lijevoga ventrikula, uznapredovale opstrukcije lijeve glavne koronarne arterije, te
kod pacijenata s dijabetesom (10). Takoder preostaje kao alternativa ukoliko PCI ne poluci
uspjeh ili se razvije neka mehani¢ka komplikacija (npr. ruptura papilarnog misic¢a/septuma).
Prilikom CABG-a se medijalnom sternotomijom pristupa srcu, pri ¢emu se izdvaja lijeva a.
mammaria interna ili graft v.sapheane magnae koje se potom koriste kao premosnica.
Premosnica se povezuje sa zahva¢enom koronarnom krvnom Zilom distalno od blokade s jedne
strane, a s druge s proksimalnom aortom (11). S obzirom da je CABG zahtjevna otvorena

kirurSka metoda, znatno se rjede provodi u odnosu na Siroko rasprostranjenu PCI (Slika 3.).

Ako se pak ustanovi da je rije¢ o NSTEMI/nestabilnoj angini ukljucuje se
antikoagulantna terapija. Razli¢ite institucije imaju razlicite protokole, a Cesto je izbor bolus
nefrakcioniranog heparina s nastavkom kontinuirane intravenske infuzije heparina (12). Daljn;ji
pristup ovisi o tome pripada li pacijent skupini visokog ili niskog kardiovaskularnoga rizika,

kao 1 0 odgovoru pojedinog pacijenta na prethodno danu antikoagulantnu terapiju.



Visokorizi¢ni pacijenti i oni koji ne odgovaraju na terapiju bit ¢e upuceni na neku od

metoda revaskularizacije (13).

Aortokoronarnoe premostenje Perkutana koronarna intervencija

premosnica

Angioplastika

Plak

Kateter

Slika 3. Nacin izvodenja aortokorarnog premostenja (CABG) i perkutane koronarne intervencije
(PCI) (preuzeto i prilagodeno prema: Cleveland Clinic [Internet]. [citirano 10. srpanj 2023.].
Coronary Revascularization: Procedure Details & Risks. Dostupno na: https://my.clevelandclinic.o

1.4 Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda (IR ozljeda) nastaje kada je dotok krvi u neko tkivo
prekinut na odredeno vrijeme (minuti do sati) a potom ponovno uspostavljen. Najbolji primjer
za nju je upravo IR ozljeda miokarda nakon PCl-a ili pak CABG-a, ali ju nalazimo i u nizu
drugih primjera. Neki od njih su transplantacija organa, moZdani udar, hipovolemijski Sok 1
elektivne kirurgije (14). Da bi tkivo izloZeno ishemiji ostalo vitalno, nuZno je osigurati ponovni
dotok krvi odnosno reperfuziju. Veliki uspjeh u prezivljavanju pacijenata s IM temelji se upravo
na tehnikama reperfuzije, i zato je ona posljednjeg desetljeca postala Siroko rasprostranjena

hitna metoda zbrinjavanja ovakvih bolesnika.

No, ono §to se pocelo primjec¢ivati zahvaljujuci laboratorijskim eksperimentima je da
prilikom same reperfuzije nastaje vecina IR ozljede. Naime, tokom perioda ishemije nastaju
promjene u tkivu koje ¢ine podlogu za oStecenje tokom faze reperfuzije. Trajanje ishemije koje
je za to potrebno varira ovisno o vrsti pogodenog tkiva. Pri tome je ono §to se dogodi u prvih
nekoliko minuta nakon reperfuzije klju¢no za inicijaciju dugoro¢nog ostecenja. Tu glavnu
ulogu igraju reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) iz mitohondrija (15).
One uzrokuju oksidativno oSte¢enje mitohondrija 1 posljedicno tomu remete mehanizam
proizvodnje adenozin trifosfata (ATP-a). ROS induciraju otvaranje mitohondrijske

permeabilizacijske pore (engl. mitochondrial permeability transition pore, mPTP) (Slika 4.).
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MPTP je protein koji se formira na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani pod odredenim
uvjetima, koji povecava njenu propusnost i otvara put komponentama matriksa mitohondrija
prema van, pri ¢emu one izlaze u citoplazmu (16). To dalje inducira rupturu mitohondrija,
poremecaj njegovog membranskog potencijala, programiranu stani¢nu smrt ili nekrozu. Uslijed
nastalog oStecenja mitohondrija otpustaju se i molekularni obrasci povezani s oste¢enjem tkiva
(engl. damage-associated molecular pattern molecule, DAMPs), poput mitohondrijske DNA,
Sto inicira sterilni upalni odgovor. Nastala upala pridonosi IR ozljedi. Na zahva¢enom podrucju
kao rezultat ovih procesa dolazi do remodeliranja 1 formiranja fibroznoga oziljka zbog Cega

zahvaceni organ ne funkcionira kao prije i razvija dugoroc¢nu patologiju CHD (15).
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Slika 4. Pazofiziologija ishemijsko-reperfuzijske ozljede. (preuzeto 1 prilagodeno prema:
Protective approaches against myocardial ischemia reperfusion injury (Review) [Internet].
[citirano 13. srpanj 2023.]. Dostupno na: https://www.spandidos-
publications.com/10.3892/etm.2016.3877)
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1.5 Reaktivne kisikove vrste (ROS)

Reaktivne kisikove vrste su nestabilne molekule koje u svom sastavu imaju kisik. U
reaktivne kisikove vrste ubrajamo superoksidni anion, hidroksilni radikal, perhidroksilni
radikal 1 vodikov peroksid. One teze brzoj stabilizaciji, pa lako reagiraju s molekulama iz svoje
okoline. Tako zapoc¢inju lancanu reakciju u kojoj nastaju novi radikali. Dva se radikala mogu
medusobno i neutralizirati, no to se dogada iznimno rijetko zbog kratkog vremena poluZzivota
pojedinog radikala te niske koncentracije radikala u tkivu. Kako je mala vjerojatnost da ¢e dva
radikala reagirati jedan s drugim, oni u suvisku interferiraju s okolnom DNA, lipidima i
proteinima, Sto rezultira njihovim osSte¢enjem. Takva oStecenja nazivamo oksidacijskim
ostecenjima (17). No, ROS ne trebamo smatrati ,,loSim*“ molekulama. One imaju broje
fizioloske funkcije u organizmu, i njihov manjak ¢ini podlogu za odredene patologije (kroni¢na
granulomatozna bolest, autoimune bolesti), kao 1 njihov suviSak (kardiovaskularne i

neurodegenerativne bolesti, karcinomi).
Niske do umjerene razine ROS sudjeluju u:

1. Regulaciji stani¢nog signaliziranja (u smislu rasta, programirane stani¢ne smrti..);
2. Odbrani domacina od infektivnih mikroorganizama
(indirektno- generiranje imunoloskog odgovora,
1 direktno -uniStavanje mikroorganizama);
3. Bio sintezi odredenih tvari u organizmu (jodinacija tiroidnih hormona);

4. Slozenim sistemskim funkcijama (regulacija krvnog tlaka i kognicija).

Specifi¢nost bioloSkog djelovanja postize se ovisno o koli¢ini, trajanju i1 lokalizaciji
produkcije ROS-a. Stvaraju se u mitohondrijima za vrijeme oksidativne fosforilacije uslijed
»istjecanja“ elektrona, kao nusprodukt tokom metabolickih reakcija te putem enzima NADPH

oksidaza.

U organizmu stalno teku reakcije oksidacije i1 redukcije (redoks-reakcije). Ukoliko se
ravnoteza pomakne prema reakcijama oksidacije javlja se oksidacijski stres. On uzrokuje
oStec¢enje makromolekula 1 posljedicnu patologiju. Oksidacijom DNA dolazi do mutacija gena
(osnova Siroke palete bolesti), dok oksidacijom proteina dolazi do formiranja netopljivih
proteinskih agregata (osnova neurodegenerativnih bolesti) (18).Nastale preinake aminokiselina
1 posljedicno proteina dovode do tog da ih imunoloski sustav prepoznaje kao strane $to Cini

osnovu za razvoj autoimunih bolesti.



Zbog djelovanja na proteine/lipide LDL-a, ni on se ne prepoznaje na vlastitim
receptorima u jetri pa se nakuplja u krvnoj struji, gdje ga hvataju makrofazi. Takvi se makrofazi
se nakupljaju unutar endotela krvih Zila i postaju pjenusave stanice $to je patofizioloska osnova
razvoja ateroskleroze (17). ROS takoder sudjeluju u stvaranju napredno glikoziliranih zavr$nih
produkata (engl. advanced glycosylated endproducts, AGE) - glikoziliranih proteina i lipida
koji su ukljuceni u razvoj raznih kroni¢nih bolesti poput ateroskleroze, dijabetesa,

Alzheimerove bolesti i sl (18).

Zbog navedenih Stetnih u¢inaka oksidativnog stresa razvijeni su mehanizmi obrane od
njega, odnosno enzimi i "hvataci" koji eliminiraju ROS. To su superoksid dismutaza (engl.
Superoxide dismutase, SOD) koja katalizira reakciju izmedu superoksidnog radikala i vode pri
¢emu nastaju kisik i vodikov peroksid. Vodikov peroksid pak uklanja katalaza te razliCite
peroksidaze. Lipidne perokside (nastale oStecenjem lipida putem ROS-a) reduciraju glutation
peroksidaza i vitamin E (17). Thioredoksini reduciraju oksidirane proteine. Peroksiredoksini
reguliraju razinu peroksida induciranu citokinima. ,,Hvataci“ su uglavnom dijetetskog
podrijetla i ukljucuju vitamin C i E, uri¢nu kiselinu, polifenole i karotenoide. U cijeloj je prici
klju¢no putem navedenih mehanizama odrzavati optimalan omjer proizvodnje i razgradnje
ROS-a kako se ne bi naruSila delikatna ravnoteza izmedu primjerenog redoks stanja i

oksidativnog stresa (18).
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1.6 Mitohondriji

Mitohondriji su stani¢ne organele koje nalazimo u svim eukariotskim stanicama. Centar
su proizvodnje energije u obliku ATP-a koja je nuzna za zadovoljavanje stani¢nih potreba.
Mehanizam koji im to omogucuje je proces oksidativne fosforilacije. Osim proizvodnje
energije, mitohondriji imaju jo§ mnostvo funkcija. Ukljuceni su u druge metabolicke procese,
poput sinteze proteina, metabolizma nukleotida 1 aminokiselina, katabolizma masnih kiselina,

lipida, bio sinteze steroida, programirane stani¢ne smrti, homeostaze iona (19).

Podrijetlo mitohondrija pripada grupi alfaproteobakterija. Takva je bakterija u davnoj
proslosti uSla u eukariotsku stanicu (za koju se smatra da je poblize povezana s grupom
Archaea). Iz te je stanice ona crpila hranjive tvari (kisik i piruvat), ali je pritom nusproizvodom
svog metabolizma priskrbljivala istu. Kako se taj nusproizvod ATP, pokazao i viSe nego
kvalitetnim izvorom energije za samu stanicu, izmedu preteCe mitohondrija i eukariotske
stanice razvila se simbiotska povezanost, od koje su obje ¢lanice imale korist. Ovaj je proces
bio vrlo znacajan u samoj evoluciji eukariotskih organizama. On se razvijao postupno, kroz
tisu¢e postepenih koraka tranzicije bakterije u organelu, te ga se nikako se smije smatrati
jedinstvenim dogadajem, kao Sto se Cesto pogresno interpretira. Kompleksnost eukariotskog
genoma 1 proteoma se tokom danje evolucije povecavala, dok su se genom i proteom buduceg
mitohondrija smanjivale jer je organela inkorporirala dio vlastitog genoma u onaj domacina
(20). Stoga su mitohondriji izgradeni dijelom od proteina kodiranih vlastitim genomom, a
dijelom od onih kodiranih genomom jezgre i unesenih iz citoplazmatskoga matriksa, Sto ih Cini
jedinstvenim medu organelima. Njihova DNA kodira za neke proteine mitohondrija,

ribosomsku RNA te transportnu RNA.

Mitohondrije ¢ini unutarnja 1 vanjska membrana odijeljene medumembranskim
prostorom. Unutarnja membrana oblikuje brojne nabore (kriste) koji se proteZu u unutrasnjost
(matriks) organela i znatno je manje propusna od vanjske. Enzimi odgovorni za metabolicke
procese smjesteni su upravo na unutarnjoj membrani i u matriksu mitohondrija. U matriksu se

jos nalaze kruzna molekula mitohondrijske DNA te mnogobrojni ribosomi (21).
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Slika 5. Prikaz mitohondrija elektronskim mikroskopom. (preuzeto i prilagodeno prema: What
are mitochondria? [Internet]. Wellcome Trust Centre for Mitochondrial Research. 2016
[citirano 10. srpanj 2023.]. Dostupno na: http://www.newcastle-mitochondria.com/patient-and-
public-home-pag

1.6.1 Krebsov ciklus (ciklus limunske kiseline)

Putem ciklusa limunske kiseline omoguc¢eno je da se degradacija unesenih hranjivih
tvari- ugljikohidrata, masti i proteina prevede do uglji¢nog dioksida (CO,) i vode uz paralelno
oslobadanje kemijske energije. Krebsov ciklus je takoder vazan izvor preteca aminokiselina

(acetil koenzima a, a-ketoglutarata, sukcinil koenzima a, sukcinata, fumarata, oksalacetata).

Osnovni supstrat Krebsova ciklusa je acetil koenzim a (acetil CoA), kojeg €ini jedna
acetilna skupina vezana za koenzim a. Tijekom ciklusa dvije molekule acetil-CoA oslobadaju
svoje acetilne skupine, koje se potom spajaju s oksalacetatom (OAA) da bi generirale limunsku
kiselinu. Limunska kiselina prolazi kroz niz kemijskih reakcija, pri tome oslobadaju¢i dvije
molekule CO, nakon Cega se regenerira natrag u OAA. U ciklusu se stvara molekula gvanozin
trifosfata koja je u energetskom smislu jednaka ATP-u. Osim tog proizvode se tri molekule
reduciranog nikotin adenin dinukleotida (NADH) i jedna molekula flavin adenin dinukleotida
(FADH»)(Slika 6.). Ovi reducirani koenzimi ¢e se sluziti kao davaoci elektrona u reakcijama

oksidativne fosforilacije koja slijedi (22).
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Slika 6. Ciklus limunske kiseline. (izvor: Krebsov ciklus — Wikipedija [Internet]. [citirano 13.
srpanj 2023.]. Dostupno na: https://hr.wikipedia.org/wiki/Krebsov_ciklus)

1.6.2 Oksidativna fosforilacija

Oksidativna fosforilacija je stani¢ni proces u kojemu dolazi do redukcije kisika pri cemu
se generiraju visokoenergetske fosfatne veze u sklopu molekule ATP-a. Cini ju niz
oksidacijsko-redukcijskih reakcija koje ukljuuju transfer elektrona od NADH i FADH
(generiranih u ciklusu limunske kiseline) do kisika preko sustava proteina, lipida 1 metala u
unutras$njoj mitohondrijskoj membrani. Taj se sustav zove transportni lanac elektrona (engl.
electron transport chain, ETC). S obzirom da je u procesu oksidativne fosforilacije zavrs$ni
primalac elektrona kisik, a upravo se tokom nje generira glavnina energije za stani¢ne potrebe,

to je razlog zbog kojeg je svim eukariotskim stanicama kisik nuzan za prezivljavanje.
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Cetiri kompleksa proteina koji imaju funkciju enzima su ukljudena u transport elektrona
u ETC. Na njima se odvijaju reakcije oksidacije i redukcije, Sto omogucuje prijenos elektrona
s jednog nosaca na drugi. Ti se kompleksi oznacuju brojevima: kompleks LILII i IV. Kompleks
V (ATP sintetaza) ima drugaciji mehanizam rada od ostalih. Na kompleksu V (ATP-azi) se
generira ATP, stoga on predstavlja mjesto fosforilacije (ADP-a u ATP) u procesu oksidativne
fosforilacije. Kompleksi I, II1 i IV u svom sastavu imaju kanal koji omogucuje prolaz vodikovih

iona (H+) iz matriksa mitohondrija u medumembranski prostor.

Da bi se elektroni preusmjerili s jednog kompleksa na iduci potrebno je imati posebne
prijenosnike. To su hidrofilni citokrom c¢ (koji prolazi medumembranskim prostorom) i
hidrofobni koenzim q (koji difundira fosfolipidnim dvoslojem unutraSnje mitohondrijske

membrane)

e Koenzim ql0 se u oksidiranom stanju zove jo§ i ubikvinon (oznaka Q). Kada je
reduciran, (nakon $to preuzme elektrone s NADH i sukcinata) nosi na sebi dva iona
vodika i jedan elektronski par u formi ubikvinola (QH2). Po dolasku na kompleks III

ponovno se oksidira natrag u ubikvinon.

o Citokrom c sastavljen je od atoma zeljeza okruzenog porfirinskim prstenom. Redukcija
i oksidacija Zeljeza (izmedu Fe?*u Fe3* oksidacijskih stanja) omoguéuje mu da prenese
jedan elektron od kompleksa III prema kompleksu IV ( koji ¢e ga predati finalnom

primaocu kisiku) (23).

Prilikom prijenosa elektrona energija oksido-redukcijskih procesa pretvara se u
potencijalnu energiju gradijenta protona. Gradijent protona nastaje na na¢in da H+ prelaze iz
matriksa u medumembranski prostor (zahvaljujuci energiji oslobodenoj predajom elektrona)
kroz kanale kompleksa LIII i IV. Kompleks V iskoristit ¢e energiju pohranjenu u tako
formiranom gradijentu za prelazak H+ (kroz njen vlastiti kanal) iz podru¢ja visoke
(medumembranski prostor) koncentracije u podrucje niske (matriks) da bi iz adenozin difosfata
(ADP-a) sintetizirala ATP. (Slika 7.)(17) Dakle, gradijent protona predstavlja oblik uskladiStene
energije, a jo§ ga nazivamo 1 proto motornom silom (24). Bitno je naglasiti kako je unutarnja
membrana mitohondrija nepropusna za veéinu iona i malih molekula Sto je klju¢no za

odrzavanje samog gradijenta protona (17).
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Slika 7. Oksidativna fosforilacija. (izvor: Wikiwand [Internet]. [citirano 13. srpanj 2023.].
Wikiwand - Oksidativna fosforilacija. Dostupno na:
https://wikiwand.com/sh/Oksidativna_fosforilacija)

1.7 ROS iz mitohondrija

Kako je ve¢ navedeno, dio elektrona tokom ETC ne dode do davaoca koji mu je
predodreden (citokrom c, koenzim q, molekularni kisik), nego ,,odluta* u okolinu, reagirajuci s
kisikom u njoj, pri ¢emu nastaju ROS. Cak 2-3% kisika koji dnevno potrose mitohondriji sluzi
za generiranje ROS-a ovim putem. Upravo je ta koli¢ina ROS-a idealna za normalno
funkcioniranje mitohondrija, odnosno time i stanice. Proizvodnja ROS-a iznad ove razine
remeti balans 1 ROS preuzimaju ulogu pokretanja stani¢ne smrti na mjesto dosadasnjeg
signaliziranja. No 1 ovo djelovanje moze biti fizioloSko 1 patoloSko. Fiziolosko je ukoliko se na
taj nacin eliminiraju neZeljene stanice tkiva koje imaju joS uvijek sposobnost mitoze, a
patolosko ukoliko se eliminiraju stanice koje viSe nemaju mogucnost dijeljenja (npr.

kardiomiociti). Upravo se ovo patoloSko djelovanje ROS-a ocituje tokom reperfuzije (25).
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Provodenjem eksperimenata na misjem bubregu, jetri i srcu te na mozgu Stakora koji su
in vivo bili pogodeni ishemijom, ustanovilo se da dolazi do nakupljanja razli¢itih metabolita.
Samo tri metabolita od brojnih su bili povecani u svim tkivima- hipoksantin, ksantin i sukcinat.
Hipoksantin i ksantin su svakako ocekivani, oni su nusproizvodi razgradnje purinskih
nukleotida (engl. purine nucleotide cycle, PNC) koja se dogada uslijed akumulacije adenozin
monofosfata (AMP-a) u ishemi¢nim uvjetima. Njih razgraduje ksantin oksidoreduktaza u
citoplazmatskom matriksu i oni ne pridonose mitohondrijskom metabolizmu. Tre¢i metabolit,
sukcinat, pripadnik je ciklusa limunske kiseline i jedini je mitohondrijski biljeg ishemije.
Akumulacija sukcinata tokom razdoblja ishemije proporcionalna je njenom trajanju. U fazi
repefuzije on se ubrzano metabolizira (vra¢a se na normoksi¢ne razine unutar 5 minuta) dok se
u isto vrijeme (proporcionalno opsegu nakupljenog sukcinata) mitohondrijska proizvodnja
ROS-a povecava. No sukcinat se u razdoblju ishemije ne nakuplja zbog ubrzanog metabolizma
(ugljikohidrata i masti) odnosno odvijanja samog procesa limunske kiseline. Ishodiste njegovu

gomilanju su mehanizmi drugaciji od fizioloskih, a poticaj za njih je nakupljanje fumarata.
Fumarat raste tokom ishemije aktivacijom dva glavna metabolic¢ka puta.

e Prvi od njih je razgradnja nagomilanog AMP-a putem PNC. Tako se generira
adenilsukcinat kojeg adenilsukcinat liaza dalje razgraduje do fumarata. Da bi fumarat
usao iz citoplazme gdje se odvijaju ovi procesi u mitohondrijski matriks, prvo se mora
konvertirati do malata da bi se preko dikarboksilnog nosaca zamijenio za sukcinat. Na
ovaj se nacin sukcinat raspodjeljuje kroz Citavu stanicu. Naime, fumarat ne moze uci
izravno u matriks jer nema vlastiti nosac¢ koji bi mu to omogucio.

e Drugi metabolicki put koji pridonosi gomilanju fumarata je transaminacija aspartata u
OAA. Nju favorizira nakupljeni NADH koji ¢e predati elektrone OAA (koji pritom
prelazi u malat) kako bi se sam oksidirao. Aspartat osim deaminacijom pridonosi

gomilanju fumarata i kroz PNC.

Fumarat koji se stvara navedenim mehanizmima dalje reducira sukcinat dehidrogenaza
reverznim djelovanjem od uobicajenoga (Slika 8.). Uzrok tomu nalazimo u ¢injenici da su u
uvjetima ishemije prekomjerno reducirane komponente respiratornog lanca, pa tako i konezim
q 1 poc¢etni davalac NADH. Oni traZe nove primatelje kojima bi predali svoje elektrone u teznji
da postignu zeljeno oksidirano stanje. Maksimalno reducirani koenzim q tako predaje elektrone
sukcinat dehidrogenazi (SDH) nalaze¢i novog primaoca kojeg ima u izobilju- fumarat,

generirajuci tako sukcinat.
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Kako je sukcinat krajnji nagomilani metabolit, za ¢iju danju razgradnju nema poti¢ucih

uvjeta, njega smatramo glavnim metabolickim biljegom ishemije u tkivu (15).

Ciklus purinskih nukleotida
T AMP —P» lozin monofosfat

Adenil sukcinat

aspartat AICAR —ql L4007 BN Kompleks |

S -
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Slika 8. Nakupljanje sukcinata u mitohondrijima u fazi ishemije. (preuzeto i1 prilagodeno
prema: Chouchani ET, Pell VR, James AM, Work LM, Saeb-Parsy K, Frezza C i sur. A Unifying
Mechanism for Mitochondrial Superoxide Production during Ischemia-Reperfusion Injury. Cell
Metab. 2016;23)

1.8 Reverzni transport elektrona

Prethodno je objasnjeno kako u uvjetima ishemije komponente respiratornog lanca koje
prenose elektrone postaju prekomjerno reducirane. Razlog tomu je $to u uvjetima anoksije
nema zavrSnog primaoca elektronskog lanca - kisika. Kako onda citokrom ¢ nema kome predati
elektrone, postaje prekomjerno reduciran. Kao rezultat toga, koenzim q nema kome predati
elektrone pa i on postaje prekomjerno reduciran. Isto vrijedi i za NADH. To poti¢e sukcinat
dehidrogenazu na obrnuto djelovanje, odnosno na redukciju nagomilanog fumarata u sukcinat,
ne bi li na taj na¢in oksidirala nakupljene reducirane spojeve. S obzirom da bez energije oksido-
reduktivnog prijenosa elektrona nema ni energije koja bi omogucila kretanje H+ iz matriksa
mitohondrija u medumembranski prostor, proces oksidativne fosforilacije se zaustavlja,

odnosno bez kisika na ovaj nacin nije moguce proizvoditi ATP.
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Za vrijeme trajanja ishemije u stanici se potroSi ADP 1 adenozin monofosfat (AMP),
ishodisne molekule za proizvodnju energije ATP-a. AMP se deaminira i degradira do iozina i
hipoksantina, ili se dalje metabolizira u PNC. (15) Zbog toga u fazi reperfuzije priljev kisika
nece moci tek tako vratiti sustav na pocetno stanje. Naime, u trenutku kada je kisik ponovno
dostupan nakupljeni sukcinat se oksidira djelovanjem SDH (tece Krebsov ciklus) i pri tom
reducira bazen koenzima q. Citokrom ¢ ponovno ima dostupnog primaoca elektrona (O,). Zato
kompleksi IIT i IV mogu ponovno krenuti s radom kroz konvencionalni transport elektrona,
gradeéi protomotorni gradijent H+. No, kako kompleks V nema dostupnog supstrata (ADP)
nema niti proizvodnje ATP-a, odnosno toka H+ u suprotnom smjeru. Gradijent pritom postaje
prevelik 1 nadrasta energiju oksidoreduktivnoga prijenosa. Jedini na¢in da se nastavi transport
elektrona je da se povrat H+ uspostavi na drugom mjestu. To mjesto je kanal kompleksa I.
Preduvjet da bi do toga doslo je (uz golemu protomotornu silu) maksimalno reducirani
ubikvinol, koji ¢e s jedne strane omoguciti konvencionalni rad kompleksa III 1 IV (Sto ¢e

izgraditi golemu protomotornu silu), a s druge RET kroz kompleks I.

Ubikvinol predaje elektrone preko kompleksa I, manjim dijelom na oksidirani nikotin
amid dinukleotid (NAD+), a ve¢im dijelom na okolni kisik, pri cemu se generira superoksid.
Uzrok tomu je Sto su razine NAD+ u ranoj fazi repefuzije niske jer se nagomilani reducirani

NADH nije stigao znacajno oksidirati.

Upravo je to proces reverznog toka elektrona (engl. reverse electron transport, RET)
(Slika 9.). Superoksid sam po sebi €ini Stetu, ali takoder potice stvaranje vodikova peroksida i
ostalih reaktivnih kisikovih vrsta. Da je upravo oksidacija sukcinata odgovorna za generiranje
ROS-a odnosno pokretanje RET-a pokazuju eksperimenti u kojima se inhibicijom nakupljanja
sukcinata (inhibitorom SDH-dimetil malonatom) eliminira generiranje ROS-a. A da se RET
odvija upravo preko kompleksa I dokazuje njegova blokada inhibitorom rotenonom koja znatno

snizava razine detektiranog ROS-a (15).
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Slika 9. Reverzni tok elektrona. (preuzeto i prilagodeno prema: Chouchani ET, Pell VR, Gaude
E, Aksentijevi¢ D, Sundier SY, Robb EL i sur. Ischaemic accumulation of succinate controls
reperfusion injury through mitochondrial ROS. Nature. 2014;515:431-35.)

1.9 Strategije prevencije reverznog transporta elektrona

Navedene spoznaje na podrucju patofiziologije IR ozljede otvaraju razne moguénosti
farmakoloSke intervencije kako bi se opseznost ove ozljede minimalizirala. U istraZivanja ovog
problema se posljednjih desetljeca ulazu veliki napori, no rezultati jos uvijek ne zadovoljavaju.
Dapace, ¢ak i uspjesi dokazani na animalnim studijama prilikom primjene u klinickim
istrazivanjima nisu pokazali znacajnu korist. Prema tome, potrebni su novi pristupi i spoznaje

koji bi omogu¢ili ublazavanje ove Siroko rasprostranjene patologije.

Teorijski, moglo bi se djelovati na svakom koraku koji omogucuje RET ili neutralizira

ROS. Za pocetak, jedna bi mogucnost bila sprijeciti nakupljanje sukcinata tokom ishemije.
To bi se postiglo:

1. Inhibicijom SDH koja reverznim mehanizmom rada u uvjetima ishemije reducira
fumarat u sukcinat, a uobic¢ajenim nacinom djelovanja tokom reperfuzije oksidira
nagomilani sukcinat (Sto je prvi korak koji pokre¢e RET). Ta se inhibicija postize
posredno dimetil malonatom, prekursorom malonata koji je kompetitivni inhibitor
SDH.;

2. Blokadom puteva koji generiraju fumarat- ciklus purinskih nukleotida 1 prijenos
malat/aspartat (engl. malate aspartate shuttle, MAS). Za to mogu posluziti
aminooksiacetat koji inhibira aspartat aminotransferazu u MAS, te aminoimidazol
karboksiamidom  ribonukleotidom (engl. 5-Aminoimidazole-4-carboxamide

ribonucleotide, AICAR) koji inhibira adenilsukcinat liazu u PNC.
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Drugi bi pristup bio inhibirati kompleks I na kojem se odvija reverzni tok elektrona Sto

se moze postici:

1. Inhibitorima kompleksa I poput rotenona i metformina. Rotenon je prirodni spoj,
koji se koristi kao insekticid 1 herbicid. Po kemijskom je sastavu kompleksni keton
koji zbog svoje izrazite lipofilnosti lako prolazi krvno-mozdanu barijeru (26).
Njegova se toksi¢nost temelji na visoko selektivnoj inhibiciji kompleksa I Sto
uzrokuje sekundarno poveéanu proizvodnju ROS-a (27).

2. Stabilizacijom kompleksa I u deaktiviranom stanju. Kompleks I prelazi u
deaktivirano stanje kada odredeno vrijeme (10ak minuta) ne ,radi“- ne oksidira
NADH ine prenosi H+. Prelazak u to stanje praéen je konformacijskom promjenom.
Pri tome se izlaZze cisteinska skupina ¢ijom se kovalentnom modifikacijom
kompleks 1 zaklju€ava u deaktiviranom stanju. Reverzibilnu modifikaciju tog
cisteinskog ostatka moguce je posti¢i thiol reaktivnim agensima; jedan od kojih je
S-nitrosation selektivan za mitohondrije (engl. Mitochondria selective S-nitrosation,
MitoSNO). Reverzibilnost je u ovom slucaju osigurana endogenim mehanizmima
redukcije thiola (poput glutationa) nakon nekoliko minuta od pocetka reperfuzije.
Time se tok elektrona na kompleksu I prevenira upravo u ono vrijeme reperfuzije
kada se generira najvise ROS-a, odnosno kada nastaju najveca oStecenja tkiva.
Nakon prolaska tog vremena, kompleks I vrac¢a se u svoju punu aktivnost dok se

sukcinat nagomilan tokom ishemije u meduvremenu ve¢ oksidirao (15).

Fokus farmakoloskog djelovanja mogao bi biti i promjena ostalih uvjeta koji
omogucavaju RET. Naime, da bi doSlo do reverznog toka elektrona osim oksidacije sukcinata
koja osigurava maksimalnu redukciju transportera (koenzima q i citokroma c) §to onda
generira golemu protomotornu silu, nuzno je da je u stanici potroSen supstrat za sintezu ATP-
a, ADP. Na temelju ovoga bi se, barem teorijski, onemogucio RET ruSenjem gradijenta H+
(koji osigurava golemu protomotornu silu) ili uvodenjem ADP-a (28). “Razbijanje* gradijenta
protona postize se ,rasprezacima“ poput 2,4-dinitrofenola (DNP) ili FCCP-a (15).
,Rasprezac¢i“ oksidativne fosforilacije prekidaju povezanost ETC i fosforilacije (ADP-a) $to
inhibira sintezu ATP-a bez da pritom djeluju na sami respiratorni lanac i ATP sintetazu.
Nemoguénost sinteze ATP-a pritom leZi u €injenici da se energija redoks reakcija ne moze
iskoristiti za fosforilaciju onda kada je ,razbijen* gradijent protona (odnosno uniStena

protomotorna sila koju su redoks reakcije generirale) (28).
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Ostala potencijalna terapijska rjeSenja djeluju nizvodno od samog generiranja ROS-a.
Njima pripadaju antioksidansi koji minimaliziraju oksidativno oStecenje. Jedan od njih, vrlo
dobro istrazen je koenzim q. Kako njegova primjena nije pokazala korist u smanjenju IR
ozljede, razvijen je mitoQ — spoj ¢ija je komponenta koenzim g, ali vece bio dostupnosti.
MitoQ ¢ini ubikvinon vezan na lipofilni trifenil-fosfonij (engl. lipophilic triphenyl-
phosphonium, TPP). S obzirom da je TTP pozitivno nabijen lipofilni kation, MitoQ se
pojacano akumulira u mitohondrijima privucen negativnim nabojem njihove unutarnje
membrane. Uspjesi zasad postoje na zivotinjskim modelima, ali u¢inak jo$ nije ispitan u
klinickoj praksi. Jos jedan primjer TTP konjugiranog antioksidansa je Mito-TEMPO, koji
djeluje kao hvatac¢ slobodnih radikala. Njegova je efikasnost zasada dokazana u smanjenju

ostecenja mitohondrijske DNA tokom ligacije femoralne arterije.

Spojevi koji imitiraju  djelovanje superoksid dismutaze poput MnTBAP,
MnTMPyP,(koji ima djelovanje MnSOD 1 katalaze), MnTPyP hvataju superoksid 1
peroksinitrit. Koktel sac¢injen od jednog od njih-MnTBAP, glutationa i katalaze pokazao se

protektivnim protiv generiranja ROS-a u IR ozljedi.

Alternativni pristupi jo$ bi mogli biti blokada otvaranja mPTP kanala (melatoninom)

ili pak ublaZzavanje upalnog odgovora induciranog oste¢enjem mitohondrija (29).

1.10 Metformin — mehanizam djelovanja

Metformin (dimetilbigvanid) je najCeS¢e prepisivani hipoglikemijski lijek koji se
koristi u terapiji dijabetesa tipa 2. Otkrice metformina ima dug povijesni tijek. Pocetak
nalazimo u razdoblju srednjovjekovne Europe gdje se francuski jorgovan (lat. Galega
officinalis), koji u svom sastavu ima gvanidin, koristio kao Siroko rasiren biljni lijek (30).
Kasnije se pokazalo kako gvanidin ima sposobnost sniZzavanja razine glukoze u krvi, no
njegova se uporaba obustavila zbog toksi¢nosti kod ljudi. S vremenom su se sintetizirali brojni
derivati gvanidina. Prvi u nizu bio je galegin (lat. Isoamylene guanidine) koji se kratko
primjenjivao 1920-tih. U to doba sintetizirala su se 1 dva sintetska digvanida, ¢ija uporaba
takoder nije opstala u duljoj primjeni (31). Sinteza prvih bigvanida zapocela je tridesetih
godina dvadesetog stoljeca (30). Kako metformin nije bio toliko potentan kao ostali bigvanidi
(fenformin 1 buformin) na njega se sve do 1970-tih nije obracalo previse paznje. Tada su dva
navedena bigvanida iskljuCena iz uporabe zbog visokog rizika razvoja nuspojave lakticne

acidoze (31).
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Zbog straha od sli¢nosti s njima metformin je jo§ neko vrijeme ostao u sjeni, sve dok
1995. nije dopusteno njegovo koriStenje u Americi. Ono je bilo potaknuto sposobnoséu
metformina da smanji inzulinsku rezistenciju i hiperglikemiju bez istovremenog utjecaja na
rast tjelesne mase 1 rizika razvoja hipoglikemije. Par godina nakon, 1998. , zapocela je 1
njegova primjena u Europi inicirana Prospektnom studijom dijabetesa u Ujedinjenom
Kraljevstvu, gdje su istaknuti njegovi dugorocni pozitivni kardiovaskularni ucinci. I tako je
metformin gotovo 60 godina nakon svog otkrica dosao na mjesto najkoriStenijeg

hipoglikemijskog lijeka Sirom svijeta (30).

Zbog ovakvoga podrijetla, za razliku od ve¢ine modernih lijekova, on nije dizajniran
kako bi djelovao na odredeni metabolicki put ili patofiziologiju bolesti. S obzirom na to da se
pokazao sigurnom i efikasnom terapijom prije nego su detaljne studije mehanizma njegovog
djelovanja bile provedene, jo$ uvijek ne znamo u potpunosti na koje sve nafine metformin

ostvaruje svoje ucinke (32).

Biodostupnost metformina je izmedu 40% i 60% i gastrointestinalna apsorpcija je
potpuna unutar 6 sati od oralnog unosa. Metformin se nakon apsorpcije brzo distribuira po
organizmu. Iz njega se izluCuje nepromijenjen putem bubrega, s poluvijekom eliminacije
izmedu 4 1 8.7 sati. Upravo to razlikuje farmakokinetiku metformina u odnosu na ostale
bigvanide koji se metaboliziraju putem jetre. Podatci o ovisnosti izmedu koncentracije lijeka u
plazmi i ostvarenih metabolickih uc¢inaka su zasad oskudni. Terapijske doze se kre¢u izmedu

0.5 do 1 mg/1 prilikom gladovanja i 1 do 2 mg/l nakon jela (33).
Metformin djeluje na sljedeca ciljna mjesta u organizmu da bi ostvario svoje ucinke:

1. Jetru, na €ijoj razini smanjuje proizvodnju glukoze u procesu glukoneogeneze;

2. Periferna tkiva, gdje dovodi do povecanog preuzimanja glukoze iz krvi $to povecava
osjetljivost na inzulin;

3. Crijeva, gdje smanjuje preuzimanje glukoze od strane enterocita te promovira
sintezu peptida nalik na glukagon, endogenog spoja koji ima anti dijabeticku
aktivnost (34);

4. Hipofizu, gdje inhibira bazalnu sekreciju odredenih hormona: hormona rasta,
adrenokortikotropnog hormona, FSH. Time oc¢ituje svoje djelovanje na povecavanje
inzulinske osjetljivosti kroz tkiva na koja ti isti hormoni ostvaruju svoje ucinke-

jetru, skeletne miSice, endotel, masno tkivo, jajnike (35).
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Kako je metformin pozitivno nabijena molekula smjesta se duz stanicne membrane i
unutarnje mitohondrijske membrane privuc¢en njihovim negativnim nabojem. U mitohondrijima
metformin blokira kompleks I transportnog lanca elektrona time onemogucujuci proizvodnju
ATP-a. Zbog cega raste omjer ADP/ATP i AMP/ATP u stanici. To aktivira AMP-kinazu
(AMPK) (34).

AMPK ima ulogu u :

1. Odgovoru na inzulin;
2. Metabolizmu masti i glukoze;

3. Balansu energije u organizmu.

Aktivacija AMPK inhibira ekspresiju gena glukoneogeneze- glukoza 6 fofataze i
fosfoenolpiruvat karboksikinaze. Osim tog AMPK fosforilira karboksilazu acetil-CoA
dovode¢i na taj na¢in do inhibicije sinteze masti i posljedi€nog povecanja njihove oksidacije te
smanjenja njihovih zaliha u jetri. Aktivirana AMPK takoder omoguéuje povecano preuzimanje
glukoze neovisno o inzulinu. To postize pove¢anom ugradnjom glukoznog transportera tipa 4
(GLUT4) u stani¢nu membranu (preko fosforilacije i time aktivacije pojacivaca GLUT4

transportera).

Rast omjera AMP/ATP inhibira fruktozu-1,6-bifosfatazu, enzim koji je komponenta
procesa glukoneogeneze. Prema tome, AMP neovisno o AMPK suprimiraju¢i glukoneogenezu
1 glikogenolizu djeluje na snizavanje glukoze u krvi. AMP pak sam po sebi blokira adenilat
ciklazu, $to dalje snizava razinu ciklickog AMP-a (cAMP), vazne glasnicke molekule koja se
pojacano. stvara u odgovoru na glukagon. Time se blokira odgovor stanice na glukagon koji

povisuje glikemiju u stanju gladovanja (34).

1.11 Opcije koriStenja metformina u lijeCenju drugih patoloskih stanja (osim dijabetesa

tipa 2)

Metformin je ve¢ dugi niz godina prvi izbor u lijeCenju dijabetesa tipa 2. Nerazjasnjeni
mehanizmi putem kojih ostvaruje hipoglikemijski uc¢inak potaknuli su opseZna istraZivanja
metformina. Saznanja do kojih se tokom njih doslo otvorila su vrata kori§tenju ovog lijeka u

Sirokoj paleti razlicitih patologija. Metformin se danas koristi u lijeenju:
1. Sindroma policisti¢nih jajnika, zbog djelovanja na povecanje inzulinske osjetljivosti;
2. Dijabetesa tipa 1, gdje omogucuje smanjenje doze inzulina;
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3. Tumorskih bolesti, u kojima se pokazao kao lijek koji inhibira prezivljavanje, rast i
metastaziranje razli¢itih vrsta tumorskih stanica. Dokazan je njegov ucinak u terapiji

karcinoma dojke, jetre, kosti, guSterace, endometrija, bubrega, pluca te debelog crijeva.

Protu-tumorske karakteristike metformina posljedica su direktnog i indirektnog utjecaja na
stani¢ni metabolizam. Direktni utjecaj je putem aktivacije AMPK, §to vodi u inhibiciju mTOR
puta (s posljedi¢nim poremecajem sinteze proteina, supresijom stani¢nog rasta i proliferacije).
Preko AMPK inducira i fosforilaciju p53, najvaznijeg tumorskog supresora u ljudskom
organizmu. Time prevenira invaziju i metastaziranje tumorskih stanica. Dodatno (ve¢ prethodno
opisanim) mehanizmom supresije kompleksa I smanjuje proizvodnju ROS-a time smanjujuci
ostecenje DNA, $to suprimira razvoj tumora. Indirektno protutumorsko djelovanje ostvaruje
utjecajem na angiogenezu, fibroblaste i makofage, dakle mijenjanjem mikrookolisa samog
tumora. Takoder indirektno djeluje 1 imuosupresijski, aktiviraju¢i imunoloSki odgovor protiv

neoplasti¢nih stanica.;

4. Jetrenih bolesti i bubreznih bolesti te pretilosti, gdje takoder utjece na stani¢ni

metabolizam inhibicijom kompleksa I i aktivacijom AMPK.;

5. Kardiovaskularnih bolesti, u kojima svoje djelovanje ostvaruje preko mehanizma
aktivacije AMPK koja dovodi do inhibicije modifikacije apolipoproteiskih ostataka
LDL-a 1 HDL-a ¢ime se inhibira poremecaj njihove funkcije, $to posljedi¢no poboljsava
transport kolesterola (36). Osim toga, metformin stimulira proizvodnju NO koji
smanjuje upalu stijenke krvne Zila (u procesu ateroskleroze) i ozljedu miokarda nakon
ishemije (37). Djeluje i na makrofage (u procesu ateroskleroze), reducirajuci
diferencijaciju monocita i inhibiraju¢i upalu, oksidativni stres 1 formaciju pjenuSavih
stanica. Samim ucinkom na makrofage moZe se opsezno povecati njegov terapijski
potencijal u stanjima poput pretilosti, ateroskleroze, demencije i starenja, a tesko je
zamisliti koliki on doista moZe biti ako se uzmu u obzir svi spomenuti i jo$ brojni drugi

mehanizmi njegova djelovanja (38).

Metformin bi mogao imati zastitni ucinak protiv razvoja neurodegenerativnih bolesti,
zbog ucinaka na supresiju pro-upalnih puteva, zaStitu mitohondrija i krvozilne funkcije te
izravnog djelovanja na neuronske mati¢ne stanice (Slika 16.)(39). Ve¢ puno puta spomenuti
uc¢inci metformina na inhibiciju kompleksa I i time smanjenje produkcije ROS-a (posljedicno
manjeg oStecenja DNA), supresiju upale 1 autofagije isti su kojima bi se mogao usporiti proces

starenja, pa se u novije vrijeme provode brojna istrazivanja i na tu temu (40).
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Iz svega navedenog mozemo zakljucCiti kako je potencijalni spektar primjene
metformina §iri od njegovih trenutnih indikacija, te kako opseg njegovog terapeutskog i
preventivnog djelovanja vjerojatno nadilazi trenutnu primjenu. Koristenje metformina s ciljem
prevencije ishemijsko- reperfuzijske ozljede tijekom revaskularizacije miokarda, §to je bio

jedan od ciljeva ovog istrazivanja, bi moglo bi biti upravo jedno od njih.
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Slika 10. Sumacijski prikaz mjesta djelovanja metformina u lijeCenju Siroke palete bolesti
(preuzeto 1 prilagodeno prema: Metformin: Is it a drug for all reasons and diseases? -

ScienceDirect [Internet]. [citirano 10. srpanj 2023.]. Dostupno na:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/ S0026049522001019?via%3Dihub#s0180
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2 CILJ ISTRAZIVANJA



2.1 Cilj istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja je bio prikazati kretanje razine slobodnih kisikovih radikala
u fazi reperfuzije miokarda koji je prethodno bio izloZen ishemiji te ustanoviti kakvo je ono u
odnosu na stupanj razvijenosti kolateralnih krvnih Zzila te u odnosu na dodatak metformina. U
dosadasnjim istrazivanjima je potvrdeno da je za nastanak ishemijsko-reperfuzijske ozljede
miokarda glavni krivac ROS, koji pritom nastaje mehanizmom reverznog transporta elektrona.
Svrha ovog istrazivanja je prikazati kako na razine ROS-a generiranog mehanizmom RET-a

utjeCe razvijenost koronarne kolateralne cirkulacije te osim toga i primjena metformina.

2.2 Hipoteze istraZivanja

1. Postupak kirurske revaskularizacije ishemi¢nog miokarda dovodi do povecanog stvaranja

ROS-a uranoj fazi reperfuzije, i to primarno kod pacijenata bez razvijene kolateralne cirkulacije

2. Porast razine ROS-a za vrijeme simulirane reperfuzije se moZe ublaZiti primjenom metformin
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3 MATERIJALI I METODE



3.1 Mjerenje reaktivnih kisikovih vrsta (superoksidnog aniona) u tkivu miokarda

3.1.1 Pacijenti

U istrazivanje kojim su prikupljeni podaci za ovu radnju je ukljuc¢eno 11 pacijenata koji
nisu imali znakove akutne sr¢ane dekompenzacije 1 kojima je ejekcijska frakcija bila ve¢a od
35%, a koji su zbog NSTEMI lijeceni CABG-om. Svi su imali subtotalnu stenozu (99%)
prednje lijeve silazne koronarne arterije $to je potvrdeno koronarnom angiografijom, zbog cega
nisu bili prikladni pacijenti za revaskularizaciju putem PCI. Istrazivanje je registrirano na
stranici www.clinicaltrials.gov 1 odobreno od strane Etickih povjerenstava Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Splitu 1 KBC-a Split. Pacijenti su potpisali pisani pristanak prije

ukljucenja u istrazivanje.

Razvoj koronarnih kolateralnih krvnih zila se procijenio koriStenjem koronarne
angiografije, a ocijenio Rentropovim sustavom (Tablica 1.). Pacijenti su primili standardnu
njegu za NSTEMI, nakon ¢ega je uslijedio operativni zahvat postavljanja sr€ane premosnice
bez upotrebe stroja za iznantjelesnu oksigenaciju krvi (tzv. ,, off pump “ CABG), tokom kojega
je metodom subepikardijalne iglene biopsije uzet malen uzorak miokarda u dva navrata - prije
postavljanja premosnice (dakle u fazi ishemije) 1 5 minuta nakon ugradnje premosnice (u fazi
reperfuzije). U podgrupi od 5 pacijenata je u fazi ishemije (prije postavljanja premosnice) uzet
dodatni uzorak tkiva za potrebe analize proizvodnje ROS-a in vitro (41).

Rentrop klasifikacija je nain na koji se procjenjuje stupanj razvijenosti kolateralne

cirkulacije. U priloZenoj tablici moZe se vidjeti nacin na koji se ona gradira ovisno o nalazu

koronarne arteriografije (42).

Rentrop klaqiﬁkaoija

0 Nema punjenja kolateralnih krvnih Zila

1 Punjenje kolateralnih krvnih Zila bez epikardijalnog punjenja ciljane arterije
2 Parcijalno epikardijalno punjenje kolateralama ciljane arterije

3 Potpuno epikardijalno punjenje kolateralama ciljane arterije

Tablica 1. Rentrop klasifikacija stupnja razvijenosti kolateralnih krvnih Zila.

29


http://www.clinicaltrials.gov/

3.1.2 Priprema uzoraka za elektronsku paramagnetnu rezonancu (EPR)

Neposredno nakon uzimanja, uzorci su uronjeni u tekuéi dusik, $to je omogucilo
kvantifikaciju ROS-a koja je bila prisutna in situ u tom trenutku. Prvo su pohranjeni na -80°C,
a potom transportirani na suhom ledu do Zavoda za fizikalnu kemiju na Institutu Ruder
Boskovi¢, gdje su napravljena mjerenja metodom elektronske paramagnetne rezonance (EPR).
Nacin na koji ova metoda mjeri ROS je da se u uzorak prvo doda indikator osjetljiv na njih - u
nasem sluc¢aju to je CMH indikator (1-hidroksi-3-metoksikarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirolidin).
Taj se indikator mijenja u reakciji s ROS-om, a nastalu promjenu biljezi EPR uredaj. CMH
detektira sljedece radikale: superoksidni ion, peroksidni radikal, peroksinitrit 1 dusicni dioksid,
ali nije u mogucnosti detektirati dusicni oksid niti vodikov peroksid. Generalno je koriStenjem
ovoga indikatora glavna posredno mjerena molekula superoksid, najvazniji radikal odgovoran

za reperfuzijsku ozljedu.

Uzoreci biopsije su pomijesani s otopinom (Krebsov Hepes pufer) u kojoj se nalazi CMH
indikator. Da bi se smrznuti uzorci inkubirali zajedno s indikatorom, prvo su narezani na sitne
uzorke u Krebsovom Hepes puferu i potom stavljeni u mikro centrifugu zajedno s dodatnih 10
nM CMH. Potom su izlozZeni vodenoj kupelji uz lagano treskanje. Nakon sat vremena, 1 ml
tako nastale otopine je uzet injekcijom i zaleden u tekuéem dusiku. Pri tome je doslo do reakcije
indikatora sa slobodnim kisikovim vrstama pri ¢emu se formirao paramagnetski CM: (3-

methoxycarbonyl-proxyl nitroxide), kojeg mjerimo EPR-om (43).

3.1.3 Koncept elektronske paramagnetne rezonance

Koncept EPR analogan je nuklearnoj magnetnoj rezonanci, s tom razlikom da su spinovi
koju se ekscitiraju u ovom slucaju oni elektrona, a ne atomske jezgre. U toj metodi detektiraju
se tranzicije izmedu energetskih stanja nesparenih elektrona u primijenjenom magnetnom polju.
Svaki elektron ima svoj spin §to mu daje magnetni moment. Zbog tog magnetnog momenta on
ima sposobnost ponasati se poput malenog magneta. U prisustvu vanjskog magnetnog polja,
magnetni moment elektrona poredat ¢e se ili paralelno ili anti paralelno u odnosu na vanjsko
polje, pri ¢emu svaki od ta dva polozaja ima specificnu energiju. Razlika izmedu te dvije
energije ovisi o jacini vanjskog magnetnog polja. Pri primjeni dodatnog (elektro)magnetnog
polja koje oscilira u dovoljno visokoj frekvenciji (Cija energija odgovara energiji prvog
primijenjenog magnetnog polja), elektroni mogu mijenjati smjer svog spina. Kako je njih vise
bilo u spinu nizeg energetskog stanja (a sada prelaze u spin viSeg energetskog stanja) dolazi do

neto apsorpcije energije koja se pritom biljezi i pretvara u spektar.
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Magnetni moment elektrona puno je ve¢i u odnosu na onaj jezgre pri izlaganju
identi¢nim jaCinama vanjskog magnetnog polja. Razlog za to se krije u znacajno vecoj masi
jezgre u odnosu na elektron, pa je potrebna puno veca elektromagnetna frekvencija da bi

postigla rezonanciju sa spinom elektrona (44).

S obzirom da je podrijetlo signala EPR nespareni elektron, zaklju¢ujemo da bi se njome
mogli lako detektirati slobodni kisikovi radikali. Ali, kako su oni iznimno reaktivni i kratkog
zivotnog vijeka, u uzorak je potrebno dodati neSto s ¢ime ¢e oni reagirati i formirati stabilni
produkt. Pri tome je naravno nuzno da i taj produkt ima nespareni elektron. U ovom slucaju za
tu je svrhu korisSten CMH indikator. On u prisutnosti ROS-a biva oksidiran pri ¢emu nastaje

dusi¢ni radikal kojeg detektira EPR (45).

Preciznost kvantitativnog EPR-a postize se briznim kontroliranjem uzorka, njegova
poloZzaja, volumena i veli¢ine te koriStenjem epruvete s homogenom debljinom stijenke. Ovim
pristupom osiguravano je da se udio radikala koji oksidiraju CMH u smrznutim uzorcima

egzaktno mjeri (43).

3.2 Mjerenje proizvodnje superoksida u uvjetima simulirane reperfuzije in vitro.

Stvaranje superoksidnih radikala u mitohondrijskom respiracijskom lancu je mjereno u
iduc¢em istraZivanju na uzorcima ljudskog miokarda (lijevog ventrikula) dobivenim za vrijeme
kardiokirurSke operacije postavljanja aorto-koronarnog premostenja, kao $to je ranije opisano.
Uzorci dobiveni biopsijom iz manje skupine pacijenata (n=5) su odmah uronjeni u
kardioplegi¢nu otopinu (sastava: 2.77 mM CaK:EGTA, 7.23 mM K>EGTA, 6.56 mM MgCI2,
5.7 mM NaATP, 15 mM fosfokreatina, 20 mM imidazola, 20 mM taurina, 0.5 mM DTT-a i 50
mM K-metanosulfonata, pH 7.1 na 0°C), te unutar 15 minuta dopremljeni u Laboratorij za
stani¢nu fiziologiju na Medicinskom fakultetu u Splitu, gdje je potom uslijedilo mjerenje

mitohondrijskih funkcija, ukljucujuéi stvaranje superoksida.

Uzorci miokarda su prvo pregledani pod povecalom te su odstranjeni eventualno
prisutni dijelovi masti ili veziva. Slijedilo je vaganje uzoraka (prosjecna masa 4-6 mg), a potom
priprema uzoraka za eksperiment, uz pomo¢ uredaja za homogenizaciju tkiva. Homogenat je
pripremljen u posebno prilagodenoj otopini C¢iji je sastav optimiziran za mjerenje
mitohondrijske respiracije 1 proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva u in vitro uvjetima u

metabolickoj komori (sastav otopine: 0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 60 mM laktobionicke
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kiseline, 20 mM taurina, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 110 mM saharoze i 1g/l BSA).

Ovakvu otopinu nazivamo respiracijskom otopinom.

Pripremljen homogenat lijevog ventrikula u respiracijskoj otopini prebacen je u
eksperimentalnu komoricu, te je uz mijeSanje stavljen na temperaturu od 30°C, uz dodatak
metabolickih supstrata. Takoder, u homogenat su dodane komponente Amplex Red

detekcijskog sustava, kojima je omoguéena procjena stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva.

Metabolicka komora (proizvoda¢ Oroboros, Innsbruck, Austrija) je uredaj koji
omogucuje, u kontroliranim temperaturnim uvjetima, procjenu raznih parametara
mitohondrijske funkcije, ovisno o koriStenim senzorima koji su uronjeni u eksperimentalnu
komoricu (Slika 11.). U ovom ispitivanju smo koristili fluorescentne senzore, kojima se
procjenjuje emisija fluorescentnog spoja. Kako bismo na ovaj nacin detektirali razinu stvorenog
ROS-a, dodajemo indikator (Amplex Red) koji je osjetljiv na reaktivne vrste kisika, odnosno
vodikov peroksid. Nakon vezanja vodikovog peroksida i1 indikatora formira se produkt,
rezorufin. Upravo rezorufin ima fluorescencijsku sposobnost, koju detektiramo u sustavu i iz

koje dalje racunamo razinu proizvedenog peroksida.

Slika 11. Oroboros uredaj. (izvor: 1. O2k-FluoRespirometer - Bioblast [Internet]. [citirano 13.
srpanj 2023.]. Dostupno na: https://wiki.oroboros.at/index.php/O2k-FluoRespirometer)
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3.2.1 Metoda Amplex Red sustava

Amplex Red je reagens za detekciju vodikova peroksida ili aktivnosti peroksidaze. U
prisutnosti peroksidaze podrijetla hrena (engl. horseradish peroxidase, HRP), Amplex Red
reagira s vodikovim peroksidom u omjeru 1:1 da bi nastao rezorufin. Ono §to je u pozadini te
reakcije je da vodikov peroksid preuzima elektron indikatoru (Amplex Red) da bi presao u
vodu, pri ¢emu sami indikator prelazi u rezorufin (46) (Slika 12.). Kako rezorufin mozemo
detektirati zahvaljujuéi njegovoj sposobnosti fluorescencije, preko njega posrednim putem
izraCunavamo udio ROS-a u tkivu. Rezorufin se ekscitira sa svjetlos¢u valne duljine 525 nm da
bi emitirao onu od 585 nm. Emitiranu svjetlost biljezi fluorescentni detektor i ona je glavna
varijabla koju koristimo (47). Proporcionalno, §to je vise peroksida u tkivu, to je viSe rezorufina.
A §to je viSe rezorufina to je viSe emitirane svjetlosti, koju hvata detektor. S obzirom da je za
reperfuzijsku ozljedu glavni krivac superoksid, a njega ovom metodom ne mjerimo izravno, u
sustav se dodaje 1 superoksid dismutaza. Na taj je nacin osigurano da se sav superoksid u

kardiomiocitima preveo u peroksid, kojeg detektiramo na prethodno objasnjen nacin.
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Slika 12. Interakcija Amplex Red indikatora s vodikovim peroksidom. (izvor: Karakuzu O,
Cruz MR, Liu Y, Garsin DA. Amplex Red Assay for Measuring Hydrogen Peroxide Production
from Caenorhabditis elegans. Bio Protoc. 2019;9:¢3409.)

Homogenatu miokarda dodano je 2.5 uM Amplex Red indikatora, 1 U/ml enzima HRP
1 5 U/ml enzima superoksid dismutaze. Dinamika proizvodnje rezorufina je procijenjena
mjerenjem emisije na 585 nm (nakon ekscitacije s 525 nm), uz pomo¢ fluorescentnog senzora

(Oroboros instruments).
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Kvantifikacija ROS-a proizvedenog u mitohondrijskom lancu je omogucena
prethodnom kalibracijom signala rezorufina uz pomo¢ egzogeno dodanog H>O; (0.1 uM).
3.2.2 Okolnosti mjerenja ROS-a putem Oroboros instrumenta.

Mitohondrijski ROS na ovaj se na¢in mjerio u 3 razli¢ita scenarija.

Prvo je mjeren za vrijeme oksidativne fosforilacije; u prisutnosti metaboli¢kih supstrata:
piruvata (5 mM), malata (0.5 mM), glutamata (5 mM), sukcinata (10 mM), ADP-a (2.5 mM) i
kisika.

Nakon toga, tkivo i mitohondriji su in vitro izloZeni uvjetima koji oponasaju poslije-
ishemijsku reperfuziju. To su uvjeti u kojima dominira visoka koncentracija sukcinata (supstrat
kompleksa II respiracijskog lanca) i visok elektrokemijski gradijent za H" na unutarnjoj
mitohondrijskoj membrani, uz dostupnost kisika. Oni uzrokuju retrogradni tok elektrona u
respiracijskom lancu, odnosno od reduciranog koenzima Q (QH3, ubikvinol) prema kompleksu

I, §to pogoduje stvaranju vecih koli¢ina superoksidnog aniona.

U tre¢em je scenariju proizvodnja ROS-a mjerena za vrijeme simulirane reperfuzije u

prisutnosti metformina (1 mM), koji je dodan direktno u eksperimentalnu komoricu.

3.3 Statisticka obrada

Usporedba razine stvorenih reaktivnih kisikovih spojeva izmedu razdoblja ishemije 1
reperfuzije u uzorcima miokarda je napravljena koristenjem Wilcoxonovog testa
ekvivalentnih parova. Usporedba dinamike stvaranja H>O» u uzorcima miokarda izlozenim
uvjetima normoksije 1 simulirane reperfuzije (s 1 bez prisutnosti metformina) u metabolickoj
komori napravljena je koriStenjem Friedmanovog testa uz Dunnovu post-hoc analizu.
StatistiCka analiza napravljena je koriStenjem programa GraphPad Prism 9. Svi podaci su
izraZeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Za svaki statisticki test, P < 0.05 je

smatran znacajnom razlikom.
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4 REZULTATI



4.1 Stvaranje ROS u ranoj fazi reperfuzije nakon postavljanja aorto-koronarne

premosnice

Pacijenti ukljuceni u istrazivanje u kojem se razina ROS-a mjerila putem EPR- a su
dominantno imali ocuvanu sr¢anu sistolicku funkciju 1 klinicke karakteristike tipi¢ne za
NSTEMI : stariju zivotnu dob (64 + 8 godina), viSezZilnu bolest (82%) , komorbiditete:
dislipidemiju (64%), hipertenziju (64%) i dijabetes (27%). Kada su svi pacijenti ukljuceni u
statisticku analizu nije pronadena statisticki znacajna razlika u porastu stvaranja ROS-a. (Slika
13.) No, pri analizi samo one skupine pacijenata koji nemaju razvijene kolateralne krvne zile
(Rentrop ocjena = 0) ustanovljeno je da je reperfuzija dovela do 56% porasta razine ROS-a
(Slika 13.). S druge strane, kod pacijenata koji imaju razvijene kolateralne krvne zile (Rentrop

ocjena > 2) nisu utvrdene promjene razine ROS-a (Slika 13.).
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Slika 13. Prikaz razine ROS-a u miokardu u tokom izvodenja CABG-a mjeren metodom EPR-
a. Razine ROS-a su mjerene prije (faza ishemije, ISCH) i 5 minuta nakon postavljanja
premosnice (faza reperfuzije, REP) u svih pacijenata (gore lijevo, n=11), kod pacijenata bez
kolateralnih krvnih Zzila (gore desno, Rentrop = 0; n = 6); i u pacijenata s razvijenim
kolateralnim krvnim zilama (dolje lijevo, Rentrop > 2, n = 5). Desni stupci prikazuju razliku u
razini ROS izmedu reperfuzije i ishemije (REP — ISCH). Razine ROS-a su proporcionalne

razini paramagnetskog CMe ¢ije su koncentracije izrazene u pumol/l po 1 mg tkiva.

4.2 Stvaranje ROS za vrijeme oksidativne fosforilacije i u uvjetima simulirane

reperfuzije

Procjena stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta, primarno superoksida, je takoder
napravljena in vitro. U tu svrhu, tkivo lijevog ventrikularnog miokarda (dobivenog biopsijom
za vrijeme kardiokirur§ke operacije) je uronjeno u otopinu u eksperimentalnu metabolicku
komoricu, te je u kontroliranim uvjetima mjereno stvaranje ROS-a uz pomo¢ posebnog

fluorescentnog indikatora Amplex Red.

Nakon stavljanja uzorka miokarda u komoricu, sustav je stabiliziran na 30°C te je tkivo
izlozeno metaboli¢kim supstratima na nacin kojim se in vitro potaknuo proces oksidativne
fosforilacije ili su se oponasali uvjeti kojima je miokard (i njegovi mitohondriji) izloZen za

vrijeme reperfuzije nakon prethodnog perioda ishemije.

Oksidativna fosforilacija se normalno odvija u prisutnosti elektronskih donora NADH i
FADH2, koji uglavnom nastaju u ciklusu limunske kiseline iz metaboli¢kih supstrata, poput
piruvata, malata, glutamata 1 sukcinata. Uz reducirane spojeve, za proces oksidativne
fosforilacije je neophodan ADP (uz slobodni fostat), kao 1 dostupnost kisika. Za vrijeme tog
procesa, tijek elektrona koji potjecu od reduciranih spojeva se odvija respiracijskim lancem
posredstvom enzimatskih kompleksa, uz molekularni kisik kao zavr$ni elektronski primalac iz
kojega nastaju molekule vode. Ipak, manja koli¢ina elektrona prijevremeno napusti
respiracijski lanac, pritom cesto uzrokujuéi nepotpunu redukciju molekule kisika 1 nastanak

reaktivnih kisikovih spojeva.

U naSim eksperimentima, stvaranje ROS-a za vrijeme oksidativne fosforilacije je

mjereno in vitro u uzorcima miokarda pacijenata.
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Pri tom su kardiomiocitima bili dostupni metabolicki supstrati: piruvat, malat, glutamat,
sukcinat; zatim komponente potrebne za stvaranje visokoenergetskih fosfatnih spojeva (ADP i
HPO4*) te dovoljne koli¢ine molekularnog kisika. Superoksidni anion koji se pritom stvara se
konvertira u vodikov peroksid (H20: ) djelovanjem endogenog i egzogeno dodanog enzima
superoksid dismutaze, a H>O> se moze kvantificirati uz pomo¢ fluorescentnog indikatora
Amplex Red (kao $to je opisano u Materijalima i metodama). Kao sto je vidljivo na Slici 15. za
vrijeme oksidativne fosforilacije, dinamika stvaranja ROS je relativno niska (0,082 + 0,009

pmol H>O»/s/mg tkiva).

Nakon oksidativne fosforilacije, tkivo miokarda je in vitro izlozeno metabolickim
uvjetima simulirane reperfuzije, od kojih su glavni visokoreducirani ubikvinol i visok protonski
gradijent preko unutarnje mitohondrijske membrane. U tim uvjetima, proizvodnja ROS-a je
znacajno povecana (na 0,553 + 0,135 pmol O,/s/mg tkiva). U slucaju izlaganja tkiva istim
uvjetima simulirane reperfuzije, ali u prisutnosti metformina, proizvodnja ROS je bila znacajno

niza (0,308 + 0,098 pmol 0,/s/mg) (Slika 14.).
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Slika 14. Prikaz razine stvorenog ROS-a za vrijeme oksidativne fosforilacije, simulirane
reperfuzije te simulirane reperfuzije uz dodatak metformina. Iz tablice je vidljivo znatno
poviSenje razine ROS-a u uvjetima simulirane reperfuzije, koje se smanjuje dodatkom
metformina u metaboli¢ku komoru. *P<0,05 u odnosu na oksidativnu fosforilaciju, #P<0,05 u

odnosu na oksidativnu fosforilaciju 1 Reperfuziju.
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5 RASPRAVA



Kao $to je ve¢ opisano u Uvodu, rane terapijske intervencije tehnikama reperfuzije
znacajno poboljSavaju ishode pacijenata s akutnim koronarnim sindromom. No, usprkos tome
Sto se obustavljanjem ishemije ,,spasava“ zahvaceni miokard od nekroze koja bi nastupila
ukoliko se ne bi interveniralo reperfuzijskim metodama, tokom same reperfuzije nastaje
dodatno ostecenje miokarda. Za reperfuzijsko se osteCenje smatra da doprinosi konacnoj
veli€ini infarciranoga tkiva do ¢ak 50% ukupne veli¢ine. Njegovi su glavni inicijatori reaktivne
kisikove vrste. Zbog toga strategije smanjenja reperfuzijske ozljede imaju upravo ROS u svom

fokusu.

Iako se ovom problematikom bave mnogostruka istrazivanja ve¢ dugi niz godina, i u
njima su se dokazali uspjesi na zivotinjskim i stani¢nim uzorcima, njihova translacija u klini¢ku

praksu predstavlja za sada nepremostiv izazov.

Ova studija je bila prva u kojoj se putem EPR myjerila promjena ROS-a u ljudskom
miokardu tokom ishemije i reperfuzije. U njoj je zakljueno da porast ROS-a prilikom
revaskularizacije metodom CABG-a u pacijenata sa NSTEMI postoji u onih pacijenata bez
razvijenih koronarnih kolateralnih krvnih Zila. No, u pacijenata s razvijenim kolateralnim
krvnim Zzilama nema znacajnog porasta u stvaranju ROS-a. Time je potvrdena vaznost
postojanja kolateralne cirkulacije za smanjenje nastale reperfuzijske ozljede zbog Cega ce
najvecu korist od intervencija kojima se smanjuje njen opseg imati upravo oni pacijenti koji

nemaju razvijene kolateralne krvne zile.

Vrlo je vjerojatno da bi porast ROS-a bio jo§ i veci uslijed revaskularizacije nakon
STEMI. Naime, pacijenti sa STEMI su glavna ciljna skupina kod koje se kardioprotektivni
ucinak ostvaruje koronarnom revaskularizacijom. No, s obzirom da ovim pacijentima nije
moguce do¢i do uzorka miokarda jer je metoda terapijskog izbora kod njih PCI, ovu teoriju nije

moguce egzaktno dokazati.

Prilikom izvodenja pokusa na srcima Stakora u kojima se takoder koristio EPR da b1 se
analizirao vremenski slijed kretanja razine ROS-a ustanovljeno je da se vrhunac proizvodnje
doseze u prvim minutama reperfuzije. Moguce je stoga, da smo u ovom istrazivanju detektirali

tek kasnije niZe razine ROS-a, odnosno puno nize od onih koje su prisutne u ranijim fazama

(41).
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Inhibicijsko djelovanje metformina na kompleks I dokazano je jo§ 2000-tih godina. No,
taj je u¢inak metformina zasada ostvariv samo koristenjem supra-farmakoloskih (milimolarnih)
koncentracija u laboratorijskim eksperimentima (48). Medutim, primijeéeno je da se on moze
posti¢i 1 pri manjim dozama na uzorcima intaktnih stanica (mikromolarne koncentracije), dok

su na izoliranim mitohondrijima potrebne doze znatno vece.

Prisutne su dvije hipoteze o tome zaSto su doze metformina potrebne za inhibiciju
kompleksa I na razini stanice nize nego one potrebne za isti ucinak na izoliranim

mitohondrijima.

1. Prva hipoteza predlaze da metformin inhibira kompleks I indirektno aktivirajuci jos

nepoznate signalne puteve in vivo;

2. Po drugoj se teoriji metformin akumulira u mitohondrijima privu¢en njihovim

negativnim membranskim potencijalom gdje direktno vrsi inhibiciju kompleksa I.

Dva istrazivanja koja su pokusala dokazati akumulaciju metformina u mitohondrijima
u tome nisu uspjela. Stovise, pokazala se potpuna odsutnost lijeka u mitohondrijima, iako je
kompleks I svejedno bio inhibiran. Prema tome, ili su u spomenutim istrazivanjima napravljene
tehnicke pogreske ili je doista nemoguce eksperimentalno pokazati utjecaj metformina in vivo

pri primjeni mikromolarnih koncentracija lijeka.

U istrazivanju koje je prikazano u ovom radu takoder su se koristile supra-terapijske
(milimolarne) doze metformina. Dakle, upitno je da li su dobiveni rezultati relevantni u
klini¢koj praksi gdje se primjenjuju manje (mikromolarne) doze lijeka. S obzirom da se u ovom
istrazivanju radilo na uzorcima samih mitohondrija, koji su oslobodeni iz stanica procesom
homogenizacije uzorka, vjerojatno je da bi potrebne doze za ostvarenje istog ucinka na
staniénim uzorcima bile manje. Jednako tako, manje doze metformina vjerojatno bi imale

jednak ucinak pri primjeni u klini¢koj praksi.

Izlaganjem izoliranih mitohondrija metforminu pokazano je kako se njegov utjecaj na
produkciju ROS-a razlikuje ovisno o supstratu koji je dostupan kompleksu I. Pa tako prilikom
oksidacije malata/piruvata (u konvencionalnom transportu elektrona) od strane kompleksa I
rastu razine stvorenog ROS-a u prisutnosti metformina, a pri oksidaciji sukcinata one padaju.
Kako je u IR ozljedi dostupni supstrat sukcinat, metformin se namece kao terapijska opcija za

ublazavanje IR ozljede, odnosno inhibiciju RET-a.
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Ovdje se ocituju njegove sliCnosti s rotenonom, koji povecava proizvodnju ROS-a u

konvencionalnom ETC-u, a smanjuje ju tokom RET-a (49).

Kompleks I je veliki protein sastavljen od 45 podjedinica. Ima hidrofobni dio koji je
ugraden u unutarnju mitohondrijsku membranu a ukljucen u prijenos H+, te hidrofilni dio koji
je smjesten u matriksu mitohondrija a ¢ija je funkcija prijenos elektrona s NADH do ubikvinona
kroz niz redoks reakcija. Metformin djeluje kao ne kompetitivni inhibitor prijenosa elektrona
na kompleksu I, ali samo onda kada se kompleks I nalazi u deaktiviranom stanju. Osim toga on
je blagi pokreta¢ deaktivne tranzicije kompleksa I, odnosno pri visokim koncentracijama lijeka

povecana je stopa spontane deaktivacije kompleksa I (48).

Ve¢ je dugo poznato da deaktivna forma kompleksa I nije sposobna provoditi RET.
Naime, redoks karakteristike ovog konformacijskog oblika su vrlo sli¢ne onima u kojima je
aktivi oblik inhibiran rotenonom. Dakle, dektivirano stanje kompleksa I je manje aktivno u
generiranju ROS-a u odnosu na aktivno. Upravo je zato generiranje ROS-a u razdoblju ishemije
zanemarivo. Prema tome mogli bismo zakljuciti kako bi se prelaskom kompleksa I u deaktivno
stanje stanice mogle zastiti od ozljede posredovane ROS-om. To se doista i dogada spontano u
odredenim stanjima, jedan od kojih je perinatalna hipoksi¢no-ishemicna ozljeda mozga.
Proucavanjem Zivotinjskog modela perinatalne hipoksi¢no-ishemi¢ne ozljede mozga
primijeceno je da se udio deaktivne forme kompleksa I znac¢ajno povecava u uzorku. Ova se
tranzicija kompleksa [ smatra intrinzicnim zas$titnim mehanizam putem kojega se nezreli mozak

Stiti od ozljede inicirane RET-om, odnosno uzrokovane ROS-om (50).

Dokazano je da povecana razina ROS-a doprinosi, barem u odredenom dijelu, sréanom
remodeliranju 1 razvoju CHD nakon IM. S obzirom da je obujam oStecenih kardiomiocita
(veli¢ina infarkta) glavni ¢imbenik koji u okolnom miokardu potiCe proces sréanog
remodeliranja, utjecajem na smanjenje IR ozljede u akutnoj fazi (a time konacne veli¢ine

nastalog oziljka) postiZe se terapijski cilj poboljSanja dugoro¢nog prezivljenja nakon IM.

Kako je ve¢ prethodno objasnjeno, odsutnost kisika u razdoblju ishemije zaustavlja
proces oksidativne fosforilacije (i ETC 1 fosforilaciju ADP-a). Protonski se gradijent ne moze
odrzati kada nema kisika i sinteze ATP-a, pa kompleks V pocinje raditi u suprotnom smjeru od
fizioloskog, odnosno hidrolizirati ATP da bi odrzalo mitohondrijski membranski potencijal.
Nedostatak energije ATP-a u stanicama uzrokuje poremecaj ionskog transporta koji o njemu
ovisi. Pritom dolazi do nakupljanja iona kalcija u citoplazmatskom matriksu i1 matriksu

mitohondrija.
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Uz nakupljanje kalcija, ostali uvjeti koji su tada prisutni u stanici: povisSen NADH,
nedostatak adeninskih nukleotida, gubitak mitohondrijskog membranskog potencijala i
povecana proizvodnja ROS-a, favoriziraju otvaranje mPTP. Njihovo otvaranje dalje dovodi do
kolapsa mitohondrijskog membranskog potencijala te otpustanja NAD+ 1 kalcija u
citoplazmatski matriks te oticanja i rupture mitohondrija. Zajedno s otpustanjem proapoptotskih
¢imbenika poput citokroma c, to ¢e neizbjezno voditi u stani¢nu smrt (29). Metformin inhibira
navedeno otvaranje mPTP na razini intaktnih stanica. Time vjerojatno prevenira usmjeravanje

permeabilne tranzicije prema stani¢noj smrti (51).

Iz navedenog se moze zakljuciti kako bi se primjenom metformina neposredno nakon
podvrgavanja pacijenta nekoj od metoda revaskularizacije mogla ublaziti reperfuzijska ozljeda

inhibicijom RET-a i posljedicno smanjiti obujam nastalog oSte¢enja miokarda.

Uzorci ljudskog miokarda dobiveni biopsijom nakon postavljanja premosnice su uzeti
samo u jednoj vremenskoj tocki, i to 5 minuta nakon pocetka reperfuzije, ¢ime je onemoguceno
ispitivanje dinamike stvaranja ROS-a u ovoj fazi. Takoder, otvara se mogu¢nost kako je veéina
skoka ROS-a do tog trenutka ve¢ zavrsila, Sto je moglo utjecati na zakljucke nase studije. Ipak,
vecina literature se slaze kako je upravo u razdoblju od 5-10 minuta od pocetka reperfuzije
proizvodnja ROS-a na vrhuncu, §to je, uz nemoguénost visestrukih biopsija ljudskog srca kako
se ne bi negativno utjecalo na tijek lijecenja, razlog zaSto smo odabrali upravo ovu vremensku
tocku. Takoder, s obzirom na kratak zivotni vijek ROS-a u tkivu, postoji mogucnost kako nije
detektirana njihova ukupna koli¢ina, jer je jedan dio tih spojeva i§¢ezao od biopsije do trenutka
smrzavanja tkiva u teku¢em duSiku. Svjesni toga, vrijeme od biopsije do uranjanja tkiva u dusik,
Sto je uradeno ve¢ u operacijskoj sali, je skraeno na najve¢u mogucu mjeru, uigranom
suradnjom kirurga, sestre instrumentarke i istrazivaca. U slu¢aju svih biopsija, to je vrijeme bilo
standardizirano, kako bi utjecaj protoka vremena bio ujednacen kod svih uzoraka. U
eksperimentima mjerenja ROS-a u metabolickoj komorici, faza reperufuzije je oponaSana in
vitro koriStenjem blokatora ATP-sintaze, oligomicina, dok je in vivo taj enzim u reperfuziji
smanjeno aktivan zbog niske razine ADP-a u tkivu, kao posljedice prethodne ishemije. Iako
postoji mogucénost kako prisutan ADP ima odredeni utjecaj na proizvodnju ROS-a, glavni
parametri koji dovode do reperfuzijskog porasta ROS-a; visoka koncentracija ubikvinola i visok
protonski gradijent preko unutarnje membrane mitohondrija su bili prisutni in vitro, kao §to su

1 in vivo, zbog Cega smatramo kako je na§ model vjerodostojan.
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6 ZAKLJUCCI



Kardiovaskularne bolesti su vodeé¢i uzrok smrti u svijetu. Koronarna sréana bolest se
komplikacijama koronarne sréane bolesti (akutnom koronarnom sindromu) su metode

revaskularizacije.

Da bi se sprijeila nekroza kardiomiocita u periodu ishemije, nuzno je uspostaviti
ponovni dotok krvi u pogodeno podrucje. Medutim, prilikom revaskularizacije tkiva koje je
prethodno bilo izloZzeno ishemiji dolazi do dodatnih oSte¢enja. Ukupno oStecenje tkiva koje je
nastalo ovim putem nazivamo ishemijsko-reperfuzijskim osteéenjem. Glavni krivcem za

njegov nastanak smatraju se reaktivne kisikove vrste.
Na temelju dobivenih rezultata u nasem istrazivanju mozemo zakljuciti:

1. Prilikom reperfuzije ishemi¢nog tkiva miokarda dolazi do porasta proizvodnje ROS-a, $to je
potvrdeno izlaganjem ventrikularnog misi¢a uvjetima simulirane reperfuzije in vitro. Ove
uvjete obiljezava visoko reducirani ubikvinol 1 visoki protonski gradijent preko unutarnje

mitohondrijske membrane.
2. ROS se u fazi reperfuzije generira mehanizmom reverznog toka elektrona.

3. Porast proizvodnje ROS-a u uvjetima simulirane reperfuzije se smanjuje primjenom 1 mM

metformina.

4. Kod pacijenata podvrgnutih aortokoronarnom premoStenju (jednoj od metoda
revaskularizacije) dolazi do znacajnog porasta ROS-a u fazi reperfuzije, i to kod skupine
pacijenata koja nema razvijene kolateralne krvne zile. Prema tome, ovakvi bi pacijenti bili
ciljana skupina za farmakoloSke intervencije kojima je cilj blokirati proizvodnju ROS-a

(odnosno reverzni tok elektrona) u fazi reperfuzije.

5. Prema tome, otvara se mogucénost koriStenja inhibitora kopleksa 1 respiracijskog lanca (poput
metformina) u svrhu smanjenja ili sprje€avanja razvoja reperfuzijske ozljede, primjerice prije

podvrgavanja pacijenata nekoj od revaskularizacijskih metoda.
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8 SAZETAK



Cilj istrazivanja: Ispitati stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva u ljudskom miokardu nakon

terapijskog postavljanja aorto-koronarne premosnice i mogucénosti njihovog smanjenja.

Materijali i metode: U svrhu usporedbe razine proizvedenih reaktivnih kisikovih vrsta kod
skupine pacijenata koji imaju razvijene koronarne kolateralne krvne zile i skupine koji ih
nemaju, uzeti su uzorci od ukupno 11 pacijenata. Tijekom izvodenja operativnhog zahvata
postavljanja sr¢ane premosnice bez upotrebe stroja za izvantjelesnu oksigenaciju krvi (tzv. off-
pump CABG metoda) sakupljeni su uzorci tkiva subepikardijalnog miokarda lijevog ventrikula
metodom iglene biopsije u dva navrata - prije postavljanja premosnice (dakle u fazi ishemije) i
5 minuta nakon ugradnje premosnice (u fazi reperfuzije). Razvoj koronarnih kolateralnih krvnih
zila se procijenio koriStenjem koronarne angiografije, a ocijenio Rentropovim sustavom.
Neposredno nakon uzimanja, uzorci su uronjeni u tekuci dusik, $to je omogucilo kvantifikaciju
ROS-a koja je bila prisutna in situ u tom trenutku. Potom su napravljena mjerenja metodom
elektronske paramagnetne rezonance (EPR). Da bi se putem EPR-a izmjerila razina ROS-a u
uzorak se dodaje CMH indikator (1-hidroksi-3-metoksikarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirolidin)
koji se mijenja u reakciji s ROS-om, pri ¢emu nastaje stabilni paramagnetski CMe (3-
metoksikarbonil-proksil nitroksid) kojeg detektira EPR uredaj. U podgrupi od 5 pacijenata u
fazi ishemije (prije postavljanja premosnice) je uzet dodatni uzorak tkiva za potrebe analize
proizvodnje ROS-a in vitro. Ti su uzorci odmah uronjeni u kardioplegi¢nu otopinu te
dopremljeni u laboratorij gdje su se pripremili za eksperiment u uredaju za homogenizaciju
tkiva (u koji je dodana 1 respiracijska otopina). Tako pripremljeni homogenat je prebacen u
eksperimentalnu komoricu (uredaja za mjerenje mitohondrijskih funkcija) uz dodatak
metabolickih supstrata i Amplex Red-a (detekcijskog sustava koji omogucuje procjenu
stvaranja ROS-a). Amplex Red veZze vodikov peroksid pri ¢emu se formira produkt rezorufin
koji ima fluorescencijsku sposobnost koju detektiramo u sustavu 1 iz koje raunamo razinu

proizvedenog peroksida.

Rezultati: Metodom EPR-a izmjerena je razina ROS-a na temelju proporcionalnosti
paramagnetnom CMe. Kada su svi pacijenti ukljuceni u statistiCku analizu nije pronadena
statisticki znacajna razlika u porastu stvaranja ROS-a. No, pri analizi skupine pacijenata koji
nemaju razvijene kolateralne krvne Zile (Rentrop ocjena = 0) ustanovljeno je da je reperfuzija
dovela do 56% porasta razine ROS-a, P < 0.05. S druge strane, kod pacijenata koji imaju
razvijene kolateralne krvne zile (Rentrop ocjena > 2) nisu utvrdene promjene razine ROS-a. U
metaboli¢koj komori za mjerenje mitohondrijske funkcije prvo je izmjerena dinamika stvaranja

ROS-a za vrijeme oksidativne fosforilacije, koja se pokazala relativno niskom.
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Potom je tkivo miokarda izloZeno metaboliCkim uvjetima simulirane reperfuzije (od kojih su
glavni visokoreducirani ubikvinol i visok protonski gradijent preko unutarnje mitohondrijske
membrane) tijekom koje je proizvodnja ROS-a bila znacajno poveéana. Kada se uzorak izlozio
istim uvjetima simulirane reperfuzije, ali u prisutnosti metformina, proizvodnja ROS-a je bila

znacajno niza.

Zakljuccei: Prilikom reperfuzije ishemi¢nog tkiva dolazi do porasta proizvodnje ROS-a
mehanizmom reverznog toka elektrona. Porast proizvodnje ROS-a u uvjetima simulirane
reperfuzije se smanjuje primjenom metformina. Kod pacijenata podvrgnutih aortokoronarnom
premostenju dolazi do znacajnog porasta ROS-a u fazi reperfuzije kod one skupine koja nema
razvijene kolateralne krvne Zile. Prema tome, otvara se mogucnost koristenja metformina u
svrhu profilakse razvoja reperfuzijske ozljede, idealno prije podvrgavanja pacijenata nekoj od
revaskularizacijskih metoda, od ¢ega ¢e najvecu korist imati oni pacijenti koji nemaju razvijenu

koronarnu kolateralnu cirkulaciju.
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9 SUMMARY



Research aim: Investigate the generation of reactive oxygen species in human myocardium
after its revascularization by coronary artery bypass graft surgery and probe the possibilites of

their reduction.

Materials and methods: In order to compair the level of reactive oxygen species produced in
the group of patients with developed coronary artery collaterals and the group without them,
samples were taken from a total of 11 patients. During the performance of the oft-pump CABG,
tissue samples of the subepicardial myocardium of the left ventricle were collected by the
needle biopsy method on two occasions - before the installation of the bypass (thus in the phase
of ischemia) and 5 minutes later after installation of the bypass (in the reperfusion phase). The
development of coronary collateralls was assessed using coronary angiography, and evaluated
by the Rentrop system. Immediately after collection, the samples were immersed in liquid
nitrogen, which allowed the quantification of ROS present in situ at that time. Measurements
were then made using the electron paramagnetic resonance (EPR) method. In order to measure
the level of ROS via EPR, a CMH indicator (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine) was added to the sample, which changes in the reaction with ROS,
resulting in stable paramagnetic CMe (3-methoxycarbonyl-proxyl nitroxide) detected by EPR
device. In a subgroup of 5 patients in the phase of ischemia (before bypass placement), an
additional tissue sample was taken for the analysis of ROS production in vitro. These samples
were immediately immersed in the cardioplegic solution and delivered to the laboratory where
they were prepared for the experiment in the tissue homogenization device (to which the
respiratory solution was added). The homogenate thus prepared was transferred to an
experimental chamber (in a device for measuring mitochondrial functions) with the addition of
metabolic substrates and the Amplex Red (a detection system that enables the assessment of
ROS formation). Amplex Red binds hydrogen peroxide, forming the product resorufin, which
has a fluorescence ability that we detect in the system and from which we calculate the level of

produced peroxide.

Results: Using the EPR method, the level of ROS was measured based on proportionality with
paramagnetic CMe. There was no difference in ROS between ischemia and reperfusion when
all patients were pooled together. However, in group of patients with no collaterals (Rentrop =
0), reperfusion induced 56% increase in ROS (P < 0.05). In patients with developed collaterals
(Rentrop > 2), no change in ROS levels was found. In the metabolic chamber for measuring
mitochondrial function, the dynamics of ROS generation during oxidative phosphorylation was

first measured, which turned out to be relatively low.

56



The myocardial tissue was then exposed to the metabolic conditions of simulated reperfusion
(the main ones being highly reduced ubiquinol and a high proton gradient across the inner
mitochondrial membrane) during which ROS production was significantly increased. When the
sample was exposed to the same conditions of simulated reperfusion, but in the presence of

metformin, ROS production was significantly lower.

Conclusions: During reperfusion of ischemic tissue, there is an increase in the production of
ROS by the mechanism of reverse electron transfer. The increase in ROS production under
conditions of simulated reperfusion is reduced by the administration of metformin. In patients
undergoing CABG, there is a significant increase in ROS in the reperfusion phase in the group
that does not have developed collateral blood vessels. Therefore, the possibility of using
metformin for the purpose of prophylaxis of the development of reperfusion injury opens up,
ideally before subjecting patients to revascularization methods, from which those patients who

do not have developed coronary collateral circulation will benefit the most.
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