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POPIS KRATICA

AIM - akutni infarkt miokarda

BMP - kosStani morfogenetski protein
BMS - bare metal stent

ECCM - ekstracelularni kolagenski matriks
IM - infarkt miokarda

V4 - infarcirana zona

LV - lijevi ventrikul

MMP - matriks metaloproteinaze

MR - mitralna regurgitacija

NIZ - neinfarcirana zona

NSTEMI - infarkt miokarda bez ST elevacije
PCI - perkutana koronarna intervencija
STEMI - infarkt miokarda sa ST elevacijom
TGF - transformirajuci faktor rasta
TIMMP - tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza



1.UVOD

1.1. Anatomija ljudskog i Stakorskog srca

Srce je dvostruka miSi¢na pumpa, ucinkovita, pouzdana i dugotrajna; tjera krv
kroz krvne zile koje ju onda raznose po Citavom tijelu. Ukupno viSe od 6000
litara krvi dnevno prode kroz srce i cirkulira krvotokom opskrbljujuci tkiva
prehrambenim tvarima i kisikom te izluCuju¢i otpadne tvari stani¢nog
metabolizma. Svaki je poremecaj sr€ane funkcije potencijalno smtronosan.
Odraslo ljudsko srce tezi oko 250-350 grama. Tipi¢no je veliCine Sake, visine
oko 12 cm te Sirine oko 8 a debljine oko 6 cm (1).

U sréanom radu postoje dvije faze: sistola, kada se krv izbacuje iz srca i
dijastola, kada je sr€ani miSi¢ opusten te se srce puni krvlju.

Srce se dijeli na desno srce, koje pumpa krv malog krvotoka, te lijevo srce
odgovorno za veliki krvotok. Svaka strana srca je gradena od pretklijetke i
klijetke. Krv u pretklijetke srca dolazi krvnim zilama, potom odlazi u klijetke te
iz njih ponovo u krvotok. Sam oblik srca sliCi trostranoj piramidi kojoj plohe
bez ostrih rubova prelaze jedna u drugu. Velike krvne Zile koje izlaze iz srca
tvore sr€anu krunu. Na vanjskoj strani srca klijetke i pretklijetke dijeli brazda,
Sulcus coronarius, u kojoj su smjeStene koronarne arterije. One su odgovorne
za metaboliCku opskrbu snaznog sr€anog misi¢a koji za pravilan rad ima
velike energetske zahtjeve. Srce prehranjuju dvije sr€ane arterije: desna i
ljeva koronarna arterija. Obje su grane uzlazne aorte i polaze iz zatona

aortalnog zalistka. Prolaze koronarnim Zlijebom te se u njemu i granaju.



Desna koronarna arterija ljudskog srca polazi iz desnog aortalnog zaslona.
Usmjerena je prema desnoj strani te dolazi na straznju stranu srca. Daje
ogranke za conus arteriosus, desnu pretklijetku, sinuatrijski ¢vor, za stijenku
desne Kklijetke te preko najveCeg ogranka i za miSi¢ni sloj interventrikularne
pregrade kao i za atrioventrikularni ¢vor.

Lijeva koronarna arterija ljudskog srca polazi iz lijjevog aortalnog zatona
ulijevo i straga. Dolazi na prednju stranu srca gdje se dijeli na dva veca
ogranka: prednju interventrikularnu i cirkumfleksnu arteriju.

Predniji interventrikularni ogranak lezi u prednjem interventrikularnom zlijebu i
dopire do vrha srca, zavija oko njega i dolazi na straznju stranu. Cirkumfleksni
ogranak je usmjeren lijevo i straga te se potom spusta po lateralnoj i straznjoj
stijenci. Obicno anastomozira s ograncima desne koronarne arterije (2).
Medutim, s kliniCkog stajaliSta, postoje 4 glavne koronarne arterije koje se
zovu: lijeva koronarna arterija (LCA), lijeva prednja silazna (LAD) i lijeva
kruzna (LCX) arterija (koje su sve grane lijeve koronarne arterije) te desna
koronarna arterija (RCA) (Slika 1).

Desna koronarna arterija opskrbljuje desni atrij desni ventrikul,
interventrikularni septum i sinuatrijski i atrioventrikularni €vor. Lijeva koronarna
arterija opskrbljuje veci dio lijevog srca, prednju polovicu septuma ukljuCujuci i
atrioventrikluarni snop. Na srcu razlikujemo tri sloja: endokard, epikard i

miokard.



Slika 1. Shematski prikaz koronarne cirkulacije ljudskog srca (prilagodeno iz
Gray's anatomy, 2000.)

RCA-desna koronarna arterija, LCx-lijeva kruZna arterija, LAD-lijeva prednja
silazna arterija, Ao-aorta, PA-plucna arterija

Endokard oblaze unutarnju stranu srca i odgovara endotelu krvnih Zila.
Podvostrucenja endokarda izgraduju listove arterijskih i atrioventrikularnih
zalistaka. Epikard oblaZze povrSinu srca i odgovara visceralnom listu
razlikuje od skeletnog miSi¢a. Vlakna sr€anog misi¢a granaju se i medusobno
spajaju oblikuju¢i mrezu. StaniCha mreza postavljena je u sredini vlakna.

Sr€ani miSi¢ nije voljno kontroliran nego je pod nadzorom autonomnog

e

-----

srCane mase te provodno - provodi podrzaj kroz srce i uskladuje rad svih
srcanih dijelova i €ini manje od 1 % mase srca.
Ultrastrukturalno sr€ane se stanice sastoje od sarkoleme, sarkoplazmatskog

retikuluma, sistema tubula, jezgre i mitohondrija. Miofilamenti koji Cine



kontraktiine elemente miocita rasporedeni su u snopice tj. miofibrile.
Sarkomera, temeljna funkcionalna jedinica kontraktiinog aparata sastoji se od
debelih i tankih filamenata. Debeli su filamenti gradeni od miozina dok su

tanki gradeni od aktina s tropomiozinom i troponinom (3).

Stakorsko srce tezi oko 600-800 mg. Veliine je u prosjeku oko 1,5 cm u
duZzini te do 1 cm u promjeru (4).

Desna koronarna arterija u Stakora polazi s korijena aorte te gotovo odmah
daje debeli ogranak, septalnu arteriju. Desna koronarna arterija zatim
nastavlja svoj tijek po povrsini desne klijetke zavrSavajuCi na posteriornoj
povrSini desne klijetke blizu vrSka srca. Opskrbljuje desnu Klijetku, veci dio
interventrikularnog septuma te mali dio desne strane prednje povrSine lijeve
klijetke. Lijeva koronarna arterija nakon svog ishodista iz aorte ima usmjeren
tok ulijevo po granici izmedu pretklijetke i klijetke te se podijeli na dvije grane.
Prednja interventrikularna arterija slijedeci interventrikularni Zlijeb do kraja
blizu vr8ka srca opskrbljuje predniji dio interventrikularne pregrade s granama
koje anastomoziraju sa septalnom arterijom. Drugi ogranak je cirkumfleksna
arterija s tijekom po prednjoj povrsini srca prema lijevoj strani te zavrSetkom
na straznjoj strani lijeve klijekte u blizini vrSka srca. Opskrbljuje lijevi rub i

straznju povrsinu lijevog ventrikula (5) (Slika 2).



Slika 2. Anatomski prikaz koronarne cirkulacije Stakorskog srca

LCA-cirkumfleksna arterija, LAD- lijeva prednja silazna arterija

Krvna opskrba straznje povrSine Stakorskog srca poti¢e od cirkumfleksne i
desne koronarne arterije. Treci primarni ogranak lijeve koronarne arterije nije
uCestao u Stakorskog srca, postoji kod 6 -8% zivotinja (6). Vazno je
napomenuti da prethodno opisani anatomski odnosi za pojedine vrste
odgovaraju u prosjeku za 50% jedinki dok su kod ostalih prisutne anatomske
varijacije. Zbog toga su razlike medu vrstama u nekim slu€ajevima i manje.
Brojni radovi i eksperimentalni pokusi dokazali su da je Stakorsko srce
prihvatljiv model za usporedbu s ljudskim te se redovito koristi u prou¢avanju

fiziologije i patoloSkih stanja, takoder i u primjeni novih terapijskih metoda.



1.2. Akutni infarkt miokarda

1.2.1. Definicija i podjela

Akutni koronarni sindrom je spektar klinickin simptoma uzrokovanih
naglim poremecajem krvotoka u koronarnim arterijama, koji vode do ishemije
odgovarajuceg dijela miokarda. Obuhvaca infarkt miokarda sa ST-elevacijom
na EKG-u (STEMI, engl. ST elevation myocardial infarction) infarkt miokarda
bez ST-elevacije (NSTEMI, engl. non-ST elevation myocardial infarction) te
nestabilnu anginu pektoris. STEMI je najtezi oblik akutnog koronarnog
sindroma u kojem ishemija zahvaca sva tri sloja sr€anog miSica (endokard,
miokard i epikard) te je najCeSCe posljedica potpune trombotske okluzije.
Ishemija kod infarkta miokarda bez ST-elevacije i nestabilne angine pektoris
nastaje uslijed neokluzivhog tromba i ne obuhvaca sve slojeve sr¢anog
miSica. Lokalizacija i veliCina infarkta ovise o arteriji koja je zahvacena i
postojanju kolateralnog krvotoka.

Povijesno infarkt miokarda (IM) nije bilo jednostavno definirati buduci
da ga se mozZe promatrati iz viSe perspektiva kao Sto je klinicka,
elektrokardiografska, patoloSka, epidemioloSka ili biokemijska. NajceSce se
koristila definicija Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World
Health Organization) koja zahtijeva prisustvo najmanje dvaju od tri kriterija:
simptome miokardijalne ishemije, poviSenje sr¢anih enzima u krvi te tipican

EKG s Q valovima i promjenama T valova (7).



S ciliem preciznijeg i kliniCki orijentiranog dijagnosticiranja infarkta
miokarda, 2000. godine je predstavljena nova definicija kojom se svaka
nekroza u okviru miokardijalne ishemije smatra infarktom miokarda (8).
Daljnjom je raspravom dokumentom iz 2007. godine (9) donesena
univerzalna definicija infarkta miokarda koja je prihvaéena od strane
European Society of Cardiology (ESC), the American College of Cardiology
Foundation (ACCF), The American Heart Association (AHA), The World Heart
Federation (WHF), te World Health Organization (WHO). Medutim,
zahvaljuju¢i napretku biokemije koja je omogucila neusporedivo osjetljiviju i
specificniju dijagnostiku, na posljednjoj odrzanoj radnoj skupini 2012. godine
zajedniCkom odlukom ESC, ACCF, AHA i WHF u postojecem je dokumentu
naglasena Cinjenica da biokemijski markeri mogu detektirati minimalnu
ozljedu ili nekrozu miokarda. Prema toj Trecoj univerzalnoj definiciji, termin
,=akutni infarkt miokarda“ trebalo bi koristiti kada postoje dokazi o nekrozi
miokarda kod bolesnika kojima kliniCka slika odgovara akutnoj ishemiji
miokarda. U tome slucaju, bilo koji od navedenih kriterija u Tablici 1. dovoljan

je za dijagnozu infarkta miokarda (10).



Tablica 1. Kriteriji za akutni infarkt miokarda (10)

X/
o

X/
o

Porast i/ili pad vrijednosti sr€anih biomarkera (po mogucnosti sr¢anog

troponina), s najmanje jednom vrijednosti iznad 99. percentila gornje

referentne vrijednosti, te s joS jednim od sljedecih obiljezja:

* simptomi ishemije

* novonastale (ili pretpostavljeno novonastale) znaCajne promjene ST
segmenta — T vala ili novootkriveni blok lijeve grane

* razvoj patoloskog Q vala na EKG-u

* dokaz novog gubitka vitalnog miokarda ili novog regionalnog
poremecaja gibanja stjenke srca uz pomoc¢ slikovnih metoda
dijagnostike

* pronalazak intrakoronarnog tromba angiografijom ili obdukcijom

Kardijalna smrt sa simptomima koji upucuju na ishemiju miokarda i
pretpostavljene novonastale ishemijske promjene, ili novonastali blok lijeve
grane, medutim sa smrtnim ishodom koji je nastupio prije poviSenja
vrijednosti biomarkera ili prije njihovog uzimanja

IM povezan s perkutanom koronarnom intervencijom (PCI) je definiran
porastom vrijednosti cTn (>5 puta iznad 99. percentila) kod pacijenata s
normalnim pocetnim vrijednostima (<99-og percentila) ili povecanje
vrijednosti cTn viSe od 20% ukoliko su pocetne vrijednosti bile poviSene i
stabilne su ili u padu. Uz to, potrebna je prisutnost jednog od sljedeceg:

* simptoma koji upucuju na ishemiju miokarda

* novonastale ishemi¢ne promjene na EKG-u




* angiografski nalaz koji govori u prilog proceduralnih komplikacija
* novonastali gubitak vitalnog miokarda ili novonastali poremecaj
regionalne pokretljivosti vidljiv na slikovnim metodama dijagnostike
% IM povezan s trombozom stenta otkriven koronarnom angiografijom ili
autopsijom uz prisutne znakove ishemije miokarda i s porastom i/ili padom
vrijednosti sr€anih biomarkera s najmanje jednom vrijednosti iznad 99.
percentila
% IM povezan s koronarnim arterijskim by-pass graftom (CABG) definiran je
kao poviSenje vrijednosti srCanih biomarkera (> 10 puta iznad 99.
percentila gornje referentne vrijednosti) kod pacijenata s normalnim
pocetnim vrijednostima cTn (<99. percentila). Uz to, nuzna je prisutnost
barem jednog od sljedeceqg:
* novonastali patoloSki Q valovi ili novonastali blok lijeve grane
* angiografski dokazana novonastala okluzija grafta ili nativne
koronarne arterije
* novonastali gubitak vitalnog miokarda ili novonastali poremecaj

regionalne pokretljivosti vidljiv na slikovnim metodama dijagnostike

Za potrebe hitnog zbrinjavanja, najjednostavnija je sljedeca podjela IM:
Akutni infarkt miokarda sa ST elevacijom (STEMI), akutni infarkt miokarda bez
ST elevacije (NSTEMI), Q-val IM te non Q-val IM. Navedena podjela temelji
se na elektrokardiografskom nalazu u dvama susjednim odvodima.

Daljnja podjela ovisno o klinickim, patoloskim i prognostickim

razlikama, te strategijama zbrinjavanja dijeli se na 5 tipova:




Tip 1 - Spontani IM — stanje povezano s oSteCenjem aterosklerotskog plaka,
te posljedicnim stvaranjem intraluminalnog tromba u jednoj ili viSe koronarnih
arterija Sto dovodi do smanjenog protoka krvi ili trombocitnog embolusa u
distalnijem dijelu koronarnih arterija. Tip 2. - IM kao posljedica ishemijske
neravnoteze — sluCajevi ozljede miokarda s nekrozom kod koje stanje uz
koronarnu bolest dovodi do neravnoteze izmedu ,ponude i potraznje”
miokarda za kisikom npr. spazam koronarnih krvnih Zila, embolija koronarnih
krvnih zila, tahi/bradi aritmije, anemija, zatajenje disanja, hipo tenzija, te
hipertenzija sa ili bez hipertrofije lijevog ventrikula. Tip 3. - IM koji rezultira
odumiranjem sr€anog miSi¢a prije nego su dostupni laboratorijski nalazi
biomarkera — u sluCajevima kada simptomi upucuju na ishemiju sr¢anog
miSica, te su prisutne nove promjene u EKG-u u smislu ishemije ili
novootkrivenog bloka lijeve grane, medutim vec¢ je doSlo do odumiranja
stanica miokarda, prije nego je doslo do porasta biomarkera za IM. Tip 4 i 5. -
IM povezan s nekim od pokuSaja revaskularizacije (perkutana koronarna

intervencija ili premosnica koronarne arterije) (11).
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1.2.2. Epidemiologija

Akutni infarkt miokarda veliki je javnozdravstveni problem u cijelome
svijetu, a vodeci je uzrok smrtnosti u visokoindustrijaliziranim zemljama.
Usprkos znacajnom tehnoloSkom napretku posljednjin desetlijeca, 17,3
milijuna ljudi u svijetu je 2010. godine umrlo od posljedica kardiovaskularnih
bolesti, 5to je oko 30% ukupno umrlih. Od toga je 7,3 milijuna ljudi umrlo od
koronarne bolesti srca, dakle oko 10 % ukupno umrlih (12).

Incidencija infarkta miokarda raste s godinama zivota, u razvijenim
zemljama iznosi 5/1000 godisnje, medutim ovisi o predisponirajucim faktorima
za aterosklerozu. Smatra se da postoji Sest primarnih rizi¢nih faktora za razvoj
ateroskleroze koronarnih arterija i IM. Prisustvo bilo kojega je povezano s
udvostru€enjem relativhog rizika za razvoj bolesti (13). 1. Hiperlipidemija —
poviSene vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL-a i triglicerida, kao i vrijednosti
HDL-a nize od 40 mg/dL povecavaju rizik koronarne ateroskleroze. 2.
Diabetes Mellitus — ubrzava proces ateroskleroze i negativno utjeCe na lipide
opcenito. 3. Hipertenzija — dokazano je da je rizik IM uvelike smanjen
medikamentnom kontrolom krvnog tlaka (14) 4. PuSenje — uzrokuje oSteCenje
krvnih Zila koje potice formiranje ateroskleroze, te povecava rizik IM. 5. Muski
spol — incidencija IM i ateroskleroze je ve¢a kod musSkaraca u svim dobnim
skupinama. 6. Obiteljska anamneza.

Prema podacima American Heart Association (AHA) iz 2014. godine,
(15) 15,4 milijuna Amerikanaca starijih od 20 godina boluje od koronarne
bolesti srca, Sto je 6,4% stanovniStva. Prevalencija je veCa kod muskaraca

(7,9%) u odnosu na Zene (5,1%). Zabrinjavajuca su predvidanja za 2030.
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godinu, kada se oCekuje da ¢e Cak 18% stanovniStva bolovati od koronarne
bolesti srca. Procijenjena godiSnja incidencija novih IM u SAD-u (prva
hospitalizacija ili smrt uslijed infarkta) je 620 000, dok je incidencija
rekurentnih IM 295 000. Valja uzeti u obzir da se oko 21% IM smatra ,tihima®,
dakle bez simptoma. ProsjeCna dob prvog infarkta kod muskaraca je 64,9
godina, dok je kod zena 72,3 godine. Incidencija infarkta miokarda sa ST -
elevacijom je 1997. godine iznosila 121/100 000, te je u stalnom padu (2005.
godine iznosila je 77/ 100 000.) Medutim, u istome vremenskom razdoblju
vidljiv je porast infarkta miokarda bez ST-elevacije sa 126 na 132/100 000
(16).

Koronarna bolest srca bila je uzrok svake Seste smrti u SAD-u 2010.
godine. Cak 50% muskaraca i 64% Zena koji umru uslijed koronarne sréane
bolesti nemaju prije toga nikakvih simptoma. Ishemijska bolest srca vodeci je
uzrok smrtnosti i u Republici Hrvatskoj. 2013. godine od te bolesti umrlo je

10.772 ljudi, $to je 21,38% umrlih (17).
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1.2.3. Patofiziologija

Ishemija miokarda naj¢eS¢e je posljedica smanjenog protoka krvi
uslijed ateroskleroze, tromba ili spazma koronarnih arterija. Od navedenih
mehanizama, najvazniji je ruptura ili erozija pokrovne ploCe aterosklerotskog
plaka. Ateroskleroza je proces kojim se formira plak u arterijama uglavnom
srednjeg i veceg promjera. Brzina procesa aterosklerotskog suzenja ovisi o
nekoliko Cimbenika kaosSto su dob, genetika, hipertenzija,
hiperkolesterolemija, ali i nacin Zivota (18). Ateroskleroticne promjene
endotela uzrokuju njegovu disfunkciju, te se smanjuje proizvodnja dusSikovog
monoksida (NO) koji sprjeCava agregaciju trombocita i vazokonstrikciju, kao i
proizvodnja prostaciklina koji sprjeCava agregaciju trombocita (19).
Disfunkcijom endotela i njegovom ozljedom, dolazi do nakupljanja monocita
koji postaju aktivirani makrofagi, te proizvodnjom metaloproteinaza vode do
razgradnje pokrovne ploCe plaka, ali i citokinima privlaCe nove makrofage
(20). Stabilnost samoga plaka ovisi o njegovim karakteristikama, te se
viskorizicnim plakovima smatraju oni kojima je jezgra bogata lipidima, koji
imaju tanak fibromuskularni pokrov, te relativno mnogo makrofaga i T limfocita
u odnosu na glatke miSicne stanice (21). Takvi plakovi s upalnom
komponentom nazivaju se vulnerabilnima jer je veCa mogucnost njihove
rupture, a znacajna je i pozitivna korelacija C-reaktivhog proteina s brojem
ruptura (22). Plak najceS¢e puca na rubovima, na mjestima gdje se spaja s
endotelom. lako ruptura moze uzrokovati simptome akutnog koronarng
sindroma, ¢ak u 99% sluCajeva nema klini¢kih simptoma (23). Nakon pucanja

plaka, intravaskularni sadrzaj dolazi u kontakt sa adhezivnim proteinima i
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izvanstaniCnim matriksom, Sto uzrokuje aktivaciju trombocita, otpustanje
proagregatornih medijatora, aktivaciju koagulacijske kaskade, te stvaranje
trombina koji dalje stimulira agregaciju trombocita i aktivaciju endotelnih
stanica. Rezultat toga je stvaranje tromba i subtotalna ili akutna okluzija
arterije. Uzrok Cinjenici da je infarkt miokarda najC eS¢i u jutarnjim satima
cirkadijalne su promjene, naime u to vrijeme su agregabilnost trombocita i
antifibrinoliticki medijatori najjaCe izrazeni.

Dvije su vrste tromba koje se mogu stvoriti. Bijeli tromb uglavhom tvore
trombociti s vrlo malo fibrina te on nepotpuno ili intermitentno zatvara
koronarnu arteriju. Upravo je on uzrokom nestabilne angine pektoris i infarkta
miokarda bez ST elevacije. Za razliku od njega, crveni tromb bogat fibrinom s
eritrocitima uzrokuje tipicni infarkt miokarda sa ST-elevacijom s potpunom
okluzijom arterije. U ovome su slucaju za razliku od infarkta miokarda bez ST-
elevacije i nestabilne angine pektoris, zahvacena sva tri sloja miokarda (24).
STEMI nastaje okluzijom koronarne arterije uzrokovane trombom koji je
nastao rupturom aterosklerotskog plaka koji nije prije znacajnije suzavao
arteriju, ili kombinacijom otprije postojeCeg aterosklerotskog suzenja i
okluzivnog tromba. Ako je proces suZenja sporiji, moguc je nastanak
kolateralne cirkulacije koja moze smanijiti ishemiju i stupanj nekroze. lako
anastomoze izmedu koronarnih arterija i dijelova iste koronarne arterije pri
fizioloSkim uvjetima nemaju vece znacCenje zbog promjera manjeg od 40 ym,
kod veCeg suzenja arterija protok kroz njih moze biti i ve¢i od onoga kroz
suzenu koronarnu arteriju.

Tezina IM ovisi o nekoliko ¢imbenika : razini okluzije koronarne krvne

zile, duljini trajanja okluzije, prisustvu ili odsutnosti kolateralne cirkulacije te
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veligini samog IM. Sto je blize polazistu arterije, veli¢ina infarkta je ve¢a. Sto
je dulje vrijeme okluzije zile, ve€a je Sansa nepovratne Stete na miokardu
distalno od okluzije. Sto je kolateralni krvotok razvijeniji, veli¢ina infarkta je
manja. Sto je veéi IM, veéa je i vjerojatnost smrtnog ishoda zbog mehanicke
komplikacije srca ili zatajenje srca (25). Infarktom je najceSCe zahvacena
ljeva klijetka, zbog vece potrebe za energijom i kisikom. Kod ishemije koja
zahvaca sva tri sloja miokarda, nekroza se Siri od endokarda prema epikardu
te je konfluentna za razliku od fokalnih nekroza koje povezujemo s infarktom
bez ST-elevacije. Vrijeme potrebno za razvoj nekroze ovisi o nekoliko
Cimbenika kao Sto su kolateralni krvotok, osjetljivost stanica na ishemiju i vrsta
same okluzije. Smatra se da vecina distalnog miokarda odumire nakon 6-8
sati okluzije koronarne arterije.

Infarkt miokarda dovodi do regionalnog poremecaja kontraktilnosti i
time do gubitka funkcije zahvacenog dijela miokarda. Ve¢ nakon dvije minute
nakon zatvaranja koronarne arterije, zbog sistoliCkog skracenja i zadebljanja
kontraktilnih elemenata, ishemi¢ni se dio miSi¢a izboCuje umjesto da se
kontrahira. Budu¢i da se prema Frank-Starlingovu zakonu u neishemiCnim
dijelovima miokarda povecava kontraktilnost, dolazi do poremecaja
hemodinamike. Istovremeno, dijastolicka disfunkcija nastaje usporenjem
izovolumne relaksacije, &ime se usporava punjenje srca krvlju. Sto je infarkt
teZi, on postaje klinicki i hemodinamski manifestan u obliku popustanja srca
kao crpke ako u procesu kontrakcije zaostaje 20-25% mase miokarda lijeve
klijetke. Gubitak funkcije vecCeg dijela moze dovesti do teSkog oblika zatajenja

srca i razvoja kardiogenog Soka.
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1.2.4 Dijagnostika

1.2.4.1. Fizikalni pregled i klini¢ka slika

Fizikalni pregled iznimno je vazan kako bi se iskljucili drugi uzroci boli u
prsiStu poput plu¢ne embolije, perikarditisa, disekcije aorte, pneumotoraksa,
pneumonije i dr. Samo na temelju simptoma, nemoguce je razlikovati infarkt
miokarda sa ST-elevacijom od onoga bez ST-elevacije. TipiCni su simptomi
infarkta miokarda retrosternalni pritisak koji se Siri u lijevu ruku, vrat ili vilicu. Ti
simptomi Cesto su popraceni znojenjem, mucninom, boli u abdomenu,
otezanim disanjem i sinkopom (26). Medutim, moZe se prezentirati i atipicnom
slikom ¢eS¢om u mladoj populaciji (25-40 godina), starijoj populaciji (iznad 75
godina), kod zZena, dijabetiCara ili pacijenata s kroni¢nim renalnim zatajenjem,
u obliku boli u epigastriju, ostre boli u prsistu, neobi¢ne zgaravice i sl. (27). U
Cak 30% pacijenata s infarktom miokarda sa ST-elevacijom, klinicka je slika
atipicna (28). Pacijenti kod kojih su simptomi prisutni u mirovanju, koji imaju
tahikardiju, hipotenziju ili sréano zatajenje imaju loSiju prognozu od onih

kojima se simptomi javljaju kod fiziCkih napora.

1.2.4.2. Elektrokardiogram (EKG)

EKG je osnovni dijagnosticki test kojega je potrebno uciniti unutar 10
minuta od prvog kontakta s pacijentom sa simptomima ishemije (29). Radi se
0 neinvazivnoj metodi gdje se na tijelo pacijenta postavljaju prilagodene
elektrode koje mjere elektricni potencijal srca. Rezultati se biljeze na ispisu
koji se kasnije detaljno analizira. Promjene u ST segmentu i T valu indikatori

su nestabilnog akutnog koronarnog sindroma (30). Broj odvoda na kojima je
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prisutna depresija ST segmenta ukazuje na opseg i tezinu ishemije te samu
prognozu (31). Vazno je naglasiti da normalan nalaz EKG-a ne iskljuCuje
mogucnost ishemije, buduci da su studije potvrdile da je kod 5% pacijenata
nakon Sto su otpusteni iz hitne sluzbe s nalazom normalnog EKG-a kasnije

utvrden akutni infarkt miokarda ili nestabilna angina (32).

1.2.4.3. Laboratorijski testovi

Stanice miokarda sadrze enzime i proteine (npr. kreatin kinazu,
troponin | i T, mioglobin) koji su povezani s odredenim funkcijama u stanici.
Nakon Sto nastupi smrti sr€ane stanice, gubitkom integriteta staniCne
membrane te tvari prelaze u krvotok, gdje se mogu detektirati biokemijskim
testovima. Najvazniji markeri ozljede miokarda su troponin T i troponin |, zbog
veCe specifiCnosti i senzitivnosti u usporedbi s drugim ranije koriStenim
markerima - kreatin kinaze i mioglobina (33). Kod pacijenata s infarktom
miokarda, porast troponina u krvi je vidljiv nakon 3-4 sata, te ostaje poviSen
do 2 tjedna. Pacijenti bez ST-elevacije na EKG-u obi¢no imaju niZzu razinu
troponina koja je detektabilna u kratem vremenskom razdoblju. Vazno je uzeti
uzorak krvi za biokemijsku obradu i nakon 6-12 sati od prijema i ako se bol u
prsiStu ponovi, buduéi da prvi negativan nalaz ne iskljuCuje ishemiju (34).
Ipak, treba uzeti u obzir da poviSenje troponina u krvi mogu uzrokovati i druga
stanja poput disecirajuce aneurizme aorte ili pluéne embolije, kroni¢nog
renalnog zatajenja ili miopatija koje je u diferencijalnoj dijagnozi potrebno

iskljuciti.
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1.2.4.4. Ultrazvuk srca i neinvazivne dijagnosti¢ke metode

Ehokardiogram ili ultrazvuk srca je nuzan u dijagnostici buduci da se
njime jednostavno moZze procijeniti sistolicka funkcija lijeve klijetke koja je
vazan prognosticki Cimbenik infarkta miokarda. Takoder, ultrazvuk je koristan i
u evaluaciji drugih stanja koja ulaze u diferencijalnu dijagnozu kao disekcija i
stenoza aorte, plu¢na embolija ili hipertroficna kardiomiopatija (35). Ultrazvuk
predstavlja takoder standardnu, neinvazivhu metodu u dijagnostici sréane
patologije. Izvodi se tako da se postavlja ultrazvuCna sonda na prsiSte te se
rezultati promatranja i mjerenja prikazuju dinamicki na ekranu u pravom
vremenu. Takoder se osim same akcije srca i standardnih parametara sréane
funkcije istim pristupom mogu mijeriti i protoci u sr¢anim Supljinama kao i u
arterijama. Ako je dostupna, magnetska rezonanca moZzZe biti korisna u
procjeni ostecenja srca (36) dok je scintigrafija miokarda od pomodéi kod

pacijenata s boli u prsiStu bez promjena na EKG-u (37).

1.2.4.5. Koronarna angiografija

Bez obzira na napredak tehnologije, zlatni standard u dijagnostici jos je
uvijek invazivna koronarna angiografija. Angiografijom se to¢no moze
lokalizirati i procijeniti stupanj stenoze, a osim definitivne dijagnoze koronarne
bolesti, omogucuje i planiranje lijeCenja. Pri tom postupku se duga uska
cjevCica katetera provede od femoralne ili brahijalne arterije u uzlaznu aortu i
potom se pod kontrolom rendgenske slike vrh katetera uvede u koronarnu
arteriju i ubrizga radioaktivni kontrast. Protok krvi kroz koronarnu arteriju
snima se na film u realnom vremenu i pritom se prou€ava mjesto i veliina

krvnog suzenja te planiraju moguce terapijske metode.
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1.2.5. Lije€enje akutnog infarkta miokarda

1.2.5.1. Infarkt miokarda sa ST-elevacijom (STEMI)

Rana mehani¢ka reperfuzija perkutanom koronarnom intervencijom
(PCI) ili fibrinolitiCkom terapijom lijeCenje je izbora unutar 12 sati od pocetka
simptoma kod pacijenata s klinickom slikom infarkta miokarda sa ST-
elevacijom koji imaju konstantno poviSeni ST-segment ili novootkriveni blok
ljeve grane (38). Reperfuzija je opcenito prihvacena i u pacijenata kod kojih je
prisutna klinicka slika ili dokaz na EKG-u da je ishemija u tijeku, ¢ak i ako su
se simptomi pojavili prije viSe od 12 sati (39). Brojne randomizirane kliniCke
studije pokazale su prednost PCl u usporedbi s bolnickom fibrinolitiCkom
terapijom (40). Primarna PCIl u lijeCenju akutnog STEMI ima nizu stopu
smrtnosti, ne-fatalnih reinfarkta i infarkta u usporedbi s fibrinolizom (41) , a
indicirana je i u pacijenata s kongestivnim sr€anim zatajenjem, plu¢nim
edemom i hemodinamskom ili elektricnom nestabilnoS¢u. Najve¢a mogucnost
za smanjenje mortaliteta i morbiditeta lezi u adekvatnoj intervenciji unutar
prva 4 sata, a 90 minuta od nastanka prvih simptoma smatra se zlatnim
standardom (42).

Upravo zbog primjene antitrombotiCkih lijekova, krvarenje je CeSce
kada se PCI izvodi tijekom akutnog koronarnog sindroma, posebno kada je u
pitanju STEMI. Kod radijalnog pristupa, tendencija krvarenja i mortalitet su
manji u usporedbi s femoralnim pristupom (43). KliniCka ispitivanja pokazuju
smanjenu potrebu za reintervencijom u 12 i 24-mjeseCnom pracenju
primjenom stentova oblozenih sirolimusom i paklitakselom u usporedbi s

,ogoljelim metalnim stentom® (BMS — bare metal stent) (44). U tijeku su i
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istraZivanja novih generacija stentova obloZenih imobiliziraju¢im antitijelima
koja hvataju cirkulirajuce endotelne progenitorne stanice, te na taj nacin
omogucuju brzu endotelizaciju i cijeljenje (45).

Fibrinoliza je vazna strategija reperfuzije, poglavito kada nije moguce
provesti PCl u preporu¢enom vremenskom okviru. Ipak, buduc¢i da je
efikasnost je veca kod ranije provedbe terapije, idealno je vrijeme unutar 30
minuta. Kod 1000 pacijenata sa STEMI, fibrinolitiCka terapija provedena
unutar 6 sati od poCetka simptoma sprjeCava 30 smrti viSe u usporedbi s
placebom. Ipak, fibrinolitiCka terapija je povezana s malim, ali svejedno
znacCajnim porastom mozdanih udara, uglavnom u obliku intrakranijalnih
krvarenja (46). Svi fibrinoliticki lijekovi imaju sli€nu vjerojatnost izazivanja
intrakranijskog krvarenja, od 0.5% do 1.5% (47). Brojne su apsolutne
kontraindikacije za primjenu fibrinolitiCke terapije: anamneza intrakranijskog
krvarenja, ishemi¢ni mozdani udar u zadnjih 6 mjeseci, ozljeda, neoplazma ili
arteriovenska malformacija u centralnom ziv€éanom sustavu, ozljeda ili trauma
glave u zadnjih 3 tjedna, gastrointestinalno krvarenje u zadnjih mjesec dana,
poznati poremecaj krvarenja, disekcija aorte, te biopsija jetre ili lumbalna
punkcija unutar posljednjin 24 sata. Relativne su kontraindikacije prolazan
ishemicni udar u posljednjih 6 mjeseci, oralna antikoagulantna terapija,
trudnoca ili 1 tiedan nakon poroda, refraktorna hipertenzija (sistolicki tlak >180
mmHg ili dijastolicki tlak >110 mmHg), uznapredovala bolest jetre, infektivni
endokarditis, aktivni ulkus, te dugo ili traumatsko ozivljavanje. Pacijenti kod
kojih nije provedena reperfuzijska terapija unutar 12 sati od pocetka
simptoma, ili kod pacijenata nakon 12 sati od poCetka simptoma, preporucuje

se dati aspirin, clopidogrel i antitrombotski lijek Sto je prije moguce (48).
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1.2.5.2. Infarkt miokarda bez ST-elevacije (NSTEMI)

Lijekovi koji umanjuju ishemiju oni su koji smanjuju potrebu miokarda
za kisikom ili povecavaju opskrbu kisikom koronarnom vazodilatacijom. {3 -
blokatori kompetitivno inhibiraju u€inke cirkuliraju¢ih katekolamina i smanjuju
potrebu miokarda za kisikom smanjenjem srcane frekvencije, krvnog tlaka i
kontraktilnosti. Nitrati uzrokuju venodilataciju, $to smanjuje opterecenje srca,
a time i njegovu potrebu za kisikom. Uz to, nitrati Sire koronarne arterije i
poveCavaju kolateralni protok. Intravenusno su efikasniji u ublazavanju
simptoma i ST depresije nego kada se daju sublingvalno (49). Kontraindicirani
su kod pacijenata koji uzimaju inhibitore fosfodiesteraze (sildenafil, vardenafil,
tadalafil) zbog moguceg pada krvnog tlaka uzrokovanog znacajnom
vazodilatacijom. Blokatori kanala kalcija su koronarni vazdilatatori, zbog ¢ega
su lijek izbora kod vazospastiCne angine, a ovisno o tipu smanjuju i

kontraktilnost i atrioventrikularnu vodljivost.

Antitrombotska terapija kljuCna je u lije€enju buduc¢i da su uzrok
arterijske tromboze upravo aktivacija i agregacija trombocita. Ta se terapija
treba primijeniti u najkratem mogucem intervalu od postavljanja dijagnoze
kako bi se smanjile komplikacije. Tri su vrste lijekova s razli€itim mehanizmom
djelovanja. Aspirin (acetilsalicilna kiselina) preko ciklooksigenaze (COX-1)
sprjeCava stvaranje tromboksana A2, Cime su trombociti trajno inhibirani.
Preporuc€uje se svim pacijentima ukoliko nema kontraindikacija poCetna doza

od 150-300 mg, te dugoro¢na od 75-100 mg dnevno, bez obzira na vrstu
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ljeCenja. Medutim, buduci da postoje i dodatni putevi agregacije, vazni su i
antagonisti P2Y12 receptora jer se povezivanjem njega s ADP-om povecava
aktivacija i agregacija trombocita. Tienopiridini (klopidogrel, prasugrel)
ireverzibilno se vezu na P2Y12 receptor, dok se noviji ticagrelor veze
reverzibilno. P2Y12 inhibitor se preporucuje dati uz aspirin Sto je prije moguce
te s terapijom nastaviti sljede¢ih 12 mjeseci ukoliko nema kontraindikacija
poput povecanog rizika krvarenja. Antagonisti GP llb/llla djeluju na ostale
putove aktivacije trombocita. Za kliniCku uporabu odobrene su tri vrste:
Abciximab koji je fragment monoklonalnog antitijela, eptifibatide kao cikliCki
peptid te tirofiban koji je peptidomimeticka molekula. Svi povecCavaju rizik
trombocitopenije (50).

Antikoagulansi inhibiraju stvaranje i aktivaciju trombina, a u kombinaciji
s antitromboticima daju bolji terapijski odgovor nego pojedinacna individualna
terapija. Nekoliko je vrsta tih lijekova koji imaju u€inak na razliCitim toCkama
koagulacijske kaskade. Indirektnim inhibitorima koagulacije potreban je
antitrombin za potpuni ucinak. Fondaparinux indirektni je inhibitor faktora Xa,
kao i heparin niske molekulske mase (LMWH) koji je uz to i indirektni inhibitor
trombina. Direktni inhibitori faktora Xa su apixaban, rivaroxaban te
otamixaban, a trombin direktno inhibiraju bivalirudin i dabigatran (51).
Antikoagulacija se preporuCuje kod svih pacijenata kao dodatak
antitrombocitnim lijekovima, a odabir same vrste antikoagulanta temelji se na
rizicima krvarenja i ishemije kod pacijenta. Fondaparinux (2,5 mg supkutano
dnevno) ima najbolji omjer efikasnosti i sigurnosti u dozi, a ukoliko nije
dostupan, preporuCuje se enoxaparin. Heparin se primjenjuje ukoliko nisu

dostupni navedeni lijekovi.
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Koronarna revaskularizacija korisna je i kod infarkta miokarda bez ST-
elevacije jer olakSava simptome, skracCuje boravak u bolnici te daje bolju
prognozu. Indikacija i odabir same strategije (PCI ili CABG) ovise o stanju
pacijenta, Cimbenicima rizika te komorbiditetima. Primarni  kriteriji
visokoriziCnih pacijenata s indikacijom invazivne strategije relevantan su
porast ili pad troponina te dinamicke promjene ST-segmenta ili T vala, bez
obzira na simptome. Sekundarni kriteriji su postoje¢a renalna insuficijencija,
dijabetes, smanjena funkcija lijeve Kklijetke, rana postinfarktna angina te
nedavni PCl ili ve¢ ucCinjeni CABG.

Prema tome, invazivni pristup unutar 72 sata od pocCetka simptoma
preporu¢en je pacijentima s barem jednim kriterjem visokog rizika i
ponavljaju¢im simptomima. Hitna koronarna angiografija (unutar prva 2 sata)
preporucuje se pacijentima koji imaju velik rizik za ishemiju (kod ponavljajuce
angine, udruzenog sr¢anog zatajenja, teSkih ventrikularnih aritmija ili

hemodinamske nestabilnosti) (52).
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1.2.6. Komplikacije, sekundarna prevencija i prognoza

Akutni infarkt miokarda popracen je nizom komplikacija koje ukljuuju
ponovnu ishemiju, poremecaje ritma i provodenja (sinus tahikardiju i
bradikardiju, fibrilaciju atrija ili ventrikula, ekstrasistole te pojave srcanih
blokova), mehanicke komplikacije (zatajivanje lijeve Klijetke, kardiogeni Sok,
aneurizme, rupture ventrikula, interventrikularnog septuma ili papilarnog
miSica, mitralnu regurgitaciju), emboliCke komplikacije te upalne posljedice
(perikarditis).

Ponovna ishemija reokluzijom arterije zahvacene infarktom nakon
fibrinolitiCke terapije zahvaca 5-10% pacijenata do bolni¢kog otpusta te 25 do
35% pacijenata unutar jedne godine (53). Nakon perkutane koronarne
intervencije (PCI) taj broj je znatno maniji i iznosi 3% unutar 90 dana od IM
(54). Oko 90 % pacijenata s AIM razvije neku vrstu aritmije tijekom ili
neposredno nakon incidenta. U 25 % pacijenata takvi poremecaji ritma
manifestiraju se u prva 24 sata. Preuranjene kontrakcije ventrikula pogadaju
90% pacijenata s akutnim infarktom miokarda, supraventrikularne aritmije su
prisutne u njih 10%, dok je fibrilacija ventrikula prisutna u 2-4% pacijenata.
Opcenito je uCestalost aritmija ve¢a u pacijenata sa STEMI nego u pacijanta s
NSTEMI (55).

Ruptura stijenke lijevog ventrikula, ruptura interventrikularnog septuma
te razvoj mitralne regurgitacije kao komplikacije IM mogu dovesti do
kardiogenog Soka i smrti, te je terapija najkorisnija ako se zapo¢ne odmah.

Smjernice  American College of Cardiology/American Heart Association
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(ACC/AHA) iz 2004 predlazu hitnu kirurSku intervenciju za navedene akutne
koplikacije (56). Ocekivana posljedica IM je poremecaj funkcije lijevog
ventrikula, Ciji stupanj ovisi o lokalizaciji i tezini zahva¢enog miokarda. Upravo
je stupanj poremecene funkcije lijevog ventrikula najznacajniji prognosticki
pokazatelj mortaliteta nakon infarkta miokarda. Kardiogeni Sok javlja se u 6-
10% svih STEMI te je vodeci uzrok smrtnosti kod infarkta miokarda (57).
Mortalitet ovisi o stupnju poremecaja funkcije ventrikula i mitralne regurgitacije
(58).

Akutna ili subakutna ruptura stijenke lijevog ventrikula ozbiljna je i Cesto
smrtonosna komplikacija AIM. To je i naj¢eSci oblik rupture miokarda koja se
javlja u 3% oboljelih. Relativho se Cesto pronalazi kod pacijenata preminulih
od IM, u nekim veé¢im studijama pronadeno je €ak 16-24% ruptura lijevog
ventrikla na obdukciji takvih pacijenata (59). U 50% pacijenata s rupturom,
ona nastaje unutar 5 dana, a u 90% njih unutar 2 tjedna od infarkta. Cimbenici
rizika su starija zivotna dob, Zenski spol, infarkt prednje stijenke, hipertenzija,
te slabija kolateralna cirkulacija. OCituje se kardiorespiracijskim arestom s
elektromehaniCkom disocijacijom — elektricna aktivnost srca je odrzana, ali
nema mehaniCkog odgovora. Pseudoaneurizma nastaje ogranicenom
rupturom lijevog ventrikula, a njezinu vanjsku granicu €ine perikardij i tromb.
Znacajna je zbog toga Sto spontano, bez simptoma rupt urira u treCine
pacijenata. UCestalost rupture ventrikularnog septuma je 0,5 - 2% bolesnika s
akutnim sr€anim infarktom. Tipicno se javlja oko 3 do 5 dana nakon AIM ali
moze se javiti ve€ unutar 24 sata ili do Cak 2 tjedna nakon IM. Bez kirurSke
terapije smrtnost je 24% prvoga dana, 46% prvoga tjedna, a 82% unutar 2

mjeseca. Akutna mitralna regurgitacija (MR) nakon AIM ukljuCuje ishemijski
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poremecaj papilarnih misi¢a, dilataciju lijevog ventrikula ili pravu aneurizmu
ventrikula te rupturu korde ili papilarnog misic¢a. LakSa do srednje teSka MR je
prisutna u 13-45% pacijenata nakon IM (60). Ruptura papilarnog misi¢a javlja
se u 1% pacijenata, a uzrokom je smrti u 1-5% pacijenata s infarktom
miokarda.

Embolija je klinicki vidljiva u manje od 2%, dok je muralni tromb
prisutan u 20% pacijenata nakon infarkta miokarda (61). Naj¢eS¢e se ocCituje
mozdanim udarom u prvih 10 dana nakon infarkta miokarda, ali moze
uzrokovati ishemiju udova, bubrega i mezenterijalni infarkt.

Rani perikarditis javlja se 1-3 dana nakon infarkta miokarda, a
uCestalost mu je 10%, dok se kasni perikarditis javlja u 1-3% pacijenata, 2-8
tiedana nakon infarkta miokarda (62).

Buduc¢i da pacijenti nakon infarkta miokarda imaju povecan rizik daljnjih
kardiovaskularnin komplikacija, sekundarna je prevencija od iznimnog
znacCaja. lz studije OASIS-5 (63) vidljiva je vaznost sekundarne prevencije
kroz zdravu prehranu, redovitu fiziCku aktivnost i prestanak puSenja. Kod
pacijenata koji su se pridrzavali dijete i tjelovjezbe te su prestali pusiti, rizik
infarkta miokarda bio je znatno maniji od skupine pacijenata koji se nisu toga
pridrzavali. PuSenje ima znacCajan protrombotski u€inak te se prestankom
pusenja nakon infarkta miokarda smrtnost smanjuje za gotovo 50%, zbog
Cega je to najznacajnija od svih metoda sekundarne prevencije (64). Takoder,
osim promjena zivotnoga stila i kontrole Cimbenika rizika, nuzna je i
farmakoloSka terapija. Kod pacijenata sa smanjenom funkcijom lijevog
ventrikula, preporucuju se ACE inhibitori ili antagonisti adenozinskih receptora

(ACE inhibitori), kao i antagonisti aldosterona (eplerenon) koji smanjuju
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mortalitet nakon IM (65). Statini se preporuCuju kod svih pacijenata nakon
infarkta miokarda bez obzira na razinu kolesterola. StroZa kontrola vrijednosti
kolesterola u terapiji ima ucinak smanjenja rizika ponovnog infarkta kao i
smrtnog ishoda (66). Povec¢ano koristenje metoda reperfuzije i preventivna
terapija beta blokatorima, aspirinom i statinima razlog je kontinuiranog pada
stopa mortaliteta u posljednjih 30 godina (67). Smatra se da je trenutni
kratkoro€ni mortalitet nakon svih akutnih koronarnih zbivanja (STEMI,
NSTEMI i nestabilna angina) izmedu 2 i 3% (68). Kod pacijenata podvrgnutih
PCI unutar prva 2 sata od prijema u bolnicu, kratkoro¢ni mortalitet iznosi 2-4%
za NSTEMI, te 3-8% za STEMI (69). Stopa mortaliteta kroz dulji period
takoder je u padu poslijednjih 30 godina, medutim nesto su nepovoljnije kod

pacijenata s NSTEMI te iznose izmedu 5 i 9% (70).
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1.3. Kostani morfogenetski proteini

Znanstvena istrazivanja provedena krajem proSlog stolje¢a na polju
biologije koStanog tkiva i njegove strukture dovela su do otkri¢a potpuno nove
obitelji molekula. Primjenjuju¢i navedene molekule potkozno ili
intramuskularno uocCilo se da iste induciraju enhondralno stvaranje kosti na
spomenutim ektopicnim mjestima (71). Upravo zbog svoga osteoinduktivnog
djelovanja u samoj kosti, ali i ostalim tkivima, Citava ta skupina molekula
nazvana je kostani morfogenetski protein (Bone morphogenetic protein -
BMP) (72). Sposobnost induciranja nastanka koStanog tkiva samo je jedna od
brojnih uloga navedenih molekula u raznim procesima u organizmu.
Dokazana je naime i velika uloga u razvoju drugih organa i tkiva koji se
stvaraju putem mezenhimsko-epitelnih medudjelovanja (73). Navedene
molekule djeluju na razliCite vrste mezenhimalnih stanica modulirajuci njihovu
ekspresiju i potiCu¢i njihovo sazrijevanje (74). Pronadeni su takoder sli¢ni
proteini poznati pod raznim imenima npr. hrskavicni morfogenetski protein
(Cartilage derived morphogenetic proteins - CDMP’s) te faktori rasta i
diferencijacije ( Growth and differentiation factor - GDF). Svi su oni svrstani u
molekule unutar obitelji BMP koje se do danas razvrstavaju od BMP2 do
BMP16. Kostani morfogenetski proteini Cine jedinstvenu obitelj unutar
nadobitelji transformiraju¢eg Cimbenika rasta B (TGF) (Slika 3).

Vazno je napomenuti da su proteini TGFB nadobitelji identificirani u brojnim
vrstama ukljuCujuci Covjeka, miSa, vinsku musicu i vrste africke zabe Xenopus

uz izrazito veliku podudarnost aminokiselinskih slijedova izmedu samih vrsta
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(75). Tako npr. podudarnost izmedu miSeva i ljudi u aminokiselinskom slijedu
proteina BMP7 iznosi Cak 98% (76). Svi Clanovi navedene nadobitelji pa tako
dakle i BMP protein, gradeni su kao dimerne molekule povezane disulfidnom
vezom satavljene od N-terminalne signalne sekvence, prodomene i zrele
domene koja je smjeStena na karboksiterminalnom kraju. Jedinstveno
obiljezje Citave nadobitelji regija je sastavljena od sedam cisteinskih ostataka

unutar zrele domene na terminalnom kraju Ciji je polozaj strogo oCuvan unutar

vrste.
O ¢
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Slika 3: Clanovi TGFB nadobitelji (transformirajuéeg éimbenika rasta)
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TGFB molekule za razliku od BMP molekula nemaju sposobnost
osteoindukcije ali su prilicno aktivni u imunomodulaciji upalnog odgovora i
Citavoj upalnoj reakciji, takoder i u procesu fibroze. S koStanim
morfogenetskim proteinima pokazuju prosjec¢nu podudarnost aminokiselina od
oko 37% (77). Ostali Clanovi TGF obitelji se s BMP molekulama podudaraju

u sekvenci aminokiselina u vrijednostima od 16 do 31%.

1.3.1. Struktura i podjela kostanih morfogenetskih proteina

Sinteza koStanih morfogenetskih proteina odvija se unutar stanice.
Nastaju od velikih prekursornin molekula sastavljenih od hidrofobnih
sekrecijskih slijedova na aminoterminalnom kraju, osnovnog propeptidnog
podrucja te karboksiterminalnog dijela sa sedam cisteinskih ostataka (78). U
stanici kasnije proteolitickim djelovanjem dolazi do formiranja zrelog dimernog
oblika molekule povezanog disulfidnom vezom (Slika 4). U nekim slu€ajevima
nastaju i heterodimerne molekule tj. molekule sastavljene od dvaju razlicitih
BMP ili pak jednog BMP i nekog drugog ¢lana TGF B obitelji. Svi koStani
morfogenetski proteini dolaze u glikoliziranom obliku tako da koStani
morfogenetski protein -2 i -3 imaju jedno glikolizacijsko mjesto za
asparaginsku kiselinu, BMP4 dva mjesta, a BMP5, -6, -7 i tri mjesta na
odredenim podrucjima. U inicijalnim istrazivanjima otkriveno je osam razliCitih
molekula kostanog morfognetskog proteina koji su redom nazvani BMP1 do
BMP8. Kasnijom detaljnijom molekularnom analizom pronadena je sliCnost u
strukturi 6 molekula BMP i time njihova pripadnost TGF nadobitelji. Za BMP1

se ispostavilo kako ne pripada navedenoj skupini, nego da se radi o enzimu,
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prokolagen-C proteinazi. Temeljem analize slicnosti aminokiselinskog niza
samih molekula koStanog morfogenetskog proteina iste mozemo podijeliti u 3
skupine. Prva se sastoji od molekula BMP2 i -4 gdje je podudarnost slijeda
aminokiselina 92%. Drugoj skupini pripadaju BMPS, -6 , -7 i -8 Cija je
podudarnost oko 89% dok u zadnju skupinu pripada BMP3 koji nema jasnu
osteoinduktivhu aktivnost, a sa BMP7 pokazuje sliChost u oko 42%

aminokiselina.

Signalni slijed RXXR i: (IZ(IZ (IZIIT (IZ(IZ

) ()

Vezno mjesto za heparin

- > —Q
Prodomena Zrela domena

Prekursorski protein

Slika 4: Shematski prikaz proteinske strukture ¢lanova TGF-B nadobitelji.
C-cistein; S-sumpor, RxxR-mjesto odvajanja zrele domene od prodomene.

Geni za kostane morfogenetske proteine Siroko su rasprostranjeni u
Citavom ljudskom genomu kao i uostalom i za ostale Clanove TGF- (3 obitelji
(79). To je vjerojatno pridonijelo tkivno-specificnom djelovanju pojedinih
Clanova obitelji. Tako npr. gen za BMP2 nalazi se na dvadesetom
kromosomu, za BMP3 na Cetvrt om kromosomu, BMP4 na Cetrnaesto m
kromosomu, BMP5 i BMP6 na Sestom kromosomu, BMP7 na dvadesetom

kromosomu te BMP8 na prvom kromosomu. Za sve BMP molekule kao i
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uostalom za Citavu TGF 3 obitelj, karakteristicno je da se radi o pleotropnim
proteinima koji utjeCu na sve stanice (epitelne, monocite, neuralne) . Dakle,
ekspresija BMP nije nadena strogo u koStanom tkivu vec je specifiCnha za sva

tkiva (78).

1.3.2. Mehanizam djelovanja i bioloSka uloga

Sve molekule TGFPB obitelji djeluju na stanice tako Sto se vezZu na
povrsinske receptore tipa | i Il na ciljnim stanicama. Regulacija poc€inje izvan
stanica na razini aktivacije molekula iz prekursornih kompleksa te njihovim
medusobnim djelovanjem. Receptore tipa | i [l ubrajamo u transmembranske
serin/treonin kinaze. Aktivirani receptor tipa Il fosforilira receptor tipa | na
intracelularnom jukstamembranskom podrucju molekule bogatom glicinom i
serinom stvara se kompleks i nastaje posljedicni prijenos signala (80). Samo
djelovanje kostanih morfogenetskih proteina zapocCinje vezanjem za dva
razliCita tipa receptora: receptor BMP tipa |IA (BMPR-IA ili ALK-3) i tipa IB
(BMPR-IB ili ALK-6) u prisutnosti receptora BMP tipa Il (BMPR-II) (81). Osim
na receptore ALK-3 ili ALK-6, molekule BMP2, -7 i GDF5 mogu se vezati i na
aktivinski receptor tipa | (ActR-l ili ALK-2). Receptori tipa | imaju vecéi afinitet
za kostane morfogenetske proteine te prvi vezu svoje ligande i onda privlace
receptore tipa Il tvore¢i na taj naCin heteromerni kompleks. Nakon toga
receptor tipa Il koji je konstitutivno aktivna kinaza vrsi fosforilaciju receptora
tipa | (82). Aktivirani receptor tipa | odasilje signal u stanicu vrseci fosforilaciju
drugih glasnika, u ovom slugaju Smad molekula. Clanovi obitelji kostanih

morfogenetskih proteina imaju razliit afinitet vezivanja na razliCite
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kombinacije receptora tipa | i Il. KoStani morfogenetski proteind veze se
najvec¢im afinitetom za receptore ALK-3 i ALK-6, BMP7 veze se na ALK-2 i
ALK-6 s mnogo veéim afinitetom nego na ALK-3, a GDF5 pokazuje vedi
afinitet za receptor ALK-6 u odnosu na ALK-2 i ALK-3 (83). Intracelularni
prijenos signala odvija se putem Smad molekula koje imaju funkciju drugih
glasnika za molekule iz TGFB nadobitelji. Heterooligomerni Smad-kompleksi
odlaze u jezgru i neposredno ili u kompleksu s drugim proteinima utjeCu na
transkripciju specificnih gena (84). Na temelju funkcionalnih znacajki Smad
molekule mogu se podijeliti u tri skupine: molekule aktivirane receptorom (R-
Smad) 1, 2, 3, 5 i 8; zajednicki medijator ili Co-Smad 4 i inhibitorne molekule
(anti-Smads)-Smad 6 i 7. Aktivacijom receptora tipa | dolazi do fosforilacije
molekula iz skupine R-Smad. Kostani morfogenetski proteini fosforiliraju
molekule Smad 1, 5 i 8, dok TGFp fosforiliraju molekule Smad 2 i 3 (85).
Citoplazmatski homodimeri molekula Smad skupine | nakon fosforilacije
disociraju od receptora i stvaraju heterodimere s molekulama Smad 4 nakon
Cega se signal prenosi u jezgru. Buduci da je afinitet Smad molekula za DNA
malen oni ulaze u medudjelovanje s Citavim nizom koaktivatora Sto je uvjet za
aktivaciju ciljnih gena.

Postoji i negativna regulacija aktivnosti molekula BMP-a koja je vidljiva
duz Citavog BMP/Smad signalnog puta. Brojni antagonisti i pseudoreceptori
inhibiraju njihovu aktivnost u ekstracelularnom prostoru od kojih su neki npr.
Chordin, Noggin, Follistatin i sl. (86). Chordin se vezuje s velikim afinitetom za
molekule BMP2 i -4 i sprjeCava njihovu interakciju s receptorima. Pokazalo se
da u Xenopusu Frizzled srodni protein-Sizzled protein, djeluje kao inhibitor

signalnog puta BMP, inhibirajuCi proteolizu i inaktivaciju Chordina.
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Degradacija Chordina zbiva se posredovanjem BMP1/Tolloid obitelji
metaloproteinaza. Protein Sizzled onemogucava cijepanje Chordina putem
metaloproteinaza, tako da gubitak proteina Sizzled rezultira pojaCanom
degradacijom Chordina. Noggin se veze na molekule BMP-a s velikim
afinitetom i blokira njihovu interakciju s receptorima, a na sliCan nacin djeluju i
Clanovi DAN obitelji. Folistatin sprijeCava vezivanje aktivina na njegove
receptore i neutralizira njegovu aktivnost, a takoder veze i molekule BMP.

Na intracelularnoj razini djelovanje BMP moze se inhibirati na nekoliko razina.
Molekule Smad -6 i -7 djeluju kao inhibitorne Smad molekule, od kojih Smad-
7 neselektivno inhibira prijenos signala molekula TGF@, BMP i aktivina, dok
Smad-6 selektivno inhibira BMP put. Oni to ostvaruju onemogucujuci
interakciju R-Smadova s transmembranskim TGFBR/BMP receptorima tipa |,
aktivacijom Smurf-1 i -2 molekula Cijim djelovanjem dolazi do degradaci je
TGFB/BMP receptora, zatim djeluju¢i kompetitivno na Smad-4 kao
transkripcijski korepresori.

Tijekom embriogeneze kosStani morfogenetski proteini djeluju kao signalne
molekule u pravilnom razvoju brojnih tkiva i organa preko mezenhimalno-
epitelnih interakcija (87).

Njihov je utjecaj dokazan kod razvoja muskuloskeletnog i Zziv€anog sustava,
srca, bubrega, jetre, koze, ocCiju i zubi (88). KoStani morfogenetski proteini
djeluju na ekspresiju brojnih gena i to na neke izravno (kolagen tipa a), a na
druge neizravno (osteokalcin). Ciljni geni na koje djeluju koStani
morfogenetski proteini mogu se podijeliti prema strukturi i funkciji na:

1. Komponente ekstracelularnog matriksa (kolagen la1 i la2, osteokalcin,

osteopontin, koStani sijeloprotein)
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2. Decoy-receptore (osteoprotegrin)

3. Enzime (alkalna fosfataza)

4. Faktore rasta (CTGF i Indijski hedgehog)

5. Inhibitore BMP-a (BMP i aktivin membranski inhibitor-BAMBI, Smad-6 i -7)
6. Tranksripcijske regulatore (Msx, DIx5, 1d1, 1d2, 1d3, JunB, Cbfa1) (89).
Njihova se uloga najbolje o€ituje u slu€aju inaktivacije pojedinih gena, tako
npr. inaktivacijom kolagenih gena (najceS¢e COL1A1) razvija se bolest
Osteogenesis imperfecta, nedostatak osteokalcina oCituje se osteoporozom,
nedostatak osteopontina otezanom fibrinogenezom kolagena i usporenim
cijelienjem rana (90). Manjak alkalne fosfataze dovodi do metaboliCkih i
skeletalnih defekata a manjak CTGF otezava proliferaciju hondrocita,
akumulaciju ekstracelularnog matriksa i angiogenezu u zonama rasta te tako
dovodi do poremecaja u strukturi skeleta (91). Nedostatak hedgehog faktora
otezava proliferaciju i diferencijaciju hondrocita Sto dovodi do smanjenog
rasta. Manjak Smad6 dovodi do kardiovaskularnih malformacija (92). Potpuna
inaktivacija gena za |d1-ld3 nespojiva je sa zivot om i dovodi do tesSkih
neuralnih i hematopoetskih poremecaja (93).

Nakon rodenja koStani morfogenetski proteini sudjeluju u homeostazi i
regeneraciji adultnih tkiva. KoStani morfogenteski proteini kao pleiotropni
regulatori djeluju u svim vaznim koracima tkivne regeneracije: kemotaksiji
stanica progenitora, mitozi, diferencijaciji i proliferaciji stanica. Molekule BMP
takoder stimuliraju stvaranje izvanstani€nog matriksa. Upravo zbog toga
postoji ve¢ duze vrijeme ideja o primjeni BMP u poticanju tkivne regeneracije
unato€ nedovoljnim informacijama o svim procesima i djelovanjima samih

molekula. Mnogobrojne pak studije na animalnim modelima osteoporoze,
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bubreznog zatajenja, ishemicne bolesti srca, jetrenih bolesti te nekih tumora
pokazuju njihovu ulogu u poticanju regeneracije tkiva (94).

Osteoinduktivna aktivnost molekula BMP2,-4,-5,-6,-7 i GDF5 dovela je nakon
brojnih pretklinickih studija i do kliniCke aplikacije BMP2 i BMP7 u lijeCenju
fraktura kostiju (95). Upravo navedena pretkliniCka istrazivanja pokazala su
mogucnost reparacije ozlijedenih zglobnih hrskavica. Velike kolic¢ine BMP7
pronadene su i u bubregu, mokraénom mjehuru, nadbubreznim Zlijezdama,
mozgu i kalvarijskoj kosti u odraslog misa (96).

Istrazivanja na embrijima miSa su pokazala su nazo¢nost molekule BMP7 u
brojnim organima u razli€itoj koncentraciji ovisno o danu nakon zaceca.
Ekspresija glasnicke RNA BMP7 molekule bila je najviSa 13-og dana
embrionalnog razvoja, $to je u skladu s njegovom ulogom u nefrogenezi (97).
Protektivha uloga BMP7 dokazan je na Stakorskom modelu u razvoju lezije
miokarda u uvjetima ishemije i reperfuzije (98). Preventivha primjena BMP7
smanjuje oStecenje cerebralnog korteksa izazvano ishemijskim inzultom u
Stakora (99). Primjena BMP7 nakon mozanog infarkta dovodi do znacajno
brzeg i veCeg oporavka kognitivnih i motornih funkcija. ProuCavala se i uloga
BMP u razvoju tumora. UoCeno je da se delecija Smad4 molekule u
signalnom putu moze nacéi u preko 50% karcinoma gusteraCe i 20%
kolorektalnih karcinoma (100). Brojne molekule BMP obitelji pokazuju
alteriranu ekspresiju kod raznih malignih tumora, npr. pronadena je povecana
ekspresija BMP2, -4, -5, -6, Smad-2, -3, -5 i BAMBI u kolorektalnom
karcinomu (101). PovecCana ekspresija BAMBI molekula pronadena je i kod
hepatocelularnog karcinoma (102). U slabo diferenciranom tipu karcinoma

Zeluca bila je povecana ekspresija BMP2 i -4 Sto govori u prilog mogucnosti
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koriStenja navedenih molekula kao potencijalnih bioloskih markera za
navedenu bolest (103). Supresivno djelovanje BMP2 dokazano je i u stanicnoj
kulturi karcinoma dojke. U kozZnim je pak karcinomima povecana ekspresija
inhibitornog Smad-7, Cija se uloga u patogenezi karcinoma tumaci time da se
na taj nacin inhibira signalni put TGFB, a poveCava se signalni put
epidermalnog faktora rasta (EGF) (104). Novija istrazivanja BMP9 i BMP10
ukazuju na njihovu kljuénu ulogu u signalnom putu angiogeneze.
Inaktivacijom navedenih molekula u miSeva eksperimentalno su se dokazale
sr¢ane malformacije nespojive sa zivotom kao i poremecaji u vaskularizaciji i
sazrijevanju limfocita. Time se jasno pokazala njihova uloga u sazrijevanju i
razvoju endotelnih stanica krvi i limfnog sustava.

Na osnovi prethodno iznesenih podataka jasno je da kosStani morfogenetski
proteini imaju vrlo vaznu ulogu tijekom embriogeneze i organogeneze, u
regeneraciji i homeostazi adultnih tkiva te su uklju€eni u razne patofizioloSke
procese. Upravo u tome i po€iva potencijalna moguénost terapijske primjene
Citave obitelji koStanih morfogenetskih proteina kao i svake molekule

pojedinacno ili pak u raznim kombinacijama.
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1.3.3. Kostani morfogenetski protein 1 (BMP1)

BMP1 je otkriven poput ostalih molekula kostanog morfogenetskog
proteina kao sastojak proCiS¢enoga demineraliziranoga osteoinduktivhog
ekstrakta kosti goveda. Kao i ostale molekule kostanih morfogenetskih
proteina dijeli afinitet prema heparinu (105).

BMP1 ne dijeli homologiju aminokiselinske sekvence s ostalim molekulama
BMP te stoga nije autentiCan ¢lan TGF-[3 obitelji (106). Postojanje hidrofobnog
podru¢ja na aminoterminalnom kraju aminokiselinskog slijeda upucuje da se
radi o sekrecijskom CcCimbeniku. Daljnjim istrazivanjima same molekule
utvrdeno je da se radi o enzimu identicnome prokolagen-C-proteinazi (PCP-1)
izrazito znaCajnom u pravilnoj sintezi i procesiranju kolagena unutar
izvanstanicnog matriksa Cija je ujedno i kljuéna uloga u dorzo -ventralnom
embrionalnom razvoju kraljeSnjaka (107).

Kostani morfogenetski protein-1 je sekretorna, glikolizirana cink ovisna
metaloproteinaza iz astacinske obitelji metaloproteinaza (108). Astacin je
probavni enzim slatkovodnog raka Astacus astacus Cija amino kiselinska
sekvenca pokazuje 35% podudarnosti sa sekvencom BMP1 (109). Sve
proteinaze iz astacinske obitelji imaju N- i C-terminalnu domenu izmedu kojih
se nalazi aktivho mjesto (110). Identificirano je viSe od 20 Clanova obitelji.
Jedinstveno obiljeZje astacinskih metaloproteinaza vezanje je cinka s 3
histidina, molekulom vode i tirozinom. Kod zrele molekule BMP1 na N-
terminalnu prodomenu nastavlja se proteazna domena ukljuena u razne

protein-protein interakcije. C-terminalni dio iza navedenih sadrzi EGF
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(epidermal growth factor) slicne i CUB (complement-Uegf-BMP1) domene.
Vecina poznatih ¢lanova astacinske obitelji posjeduje jednu ili viSe kopija
epidermalnog Cimbenika rasta (EGF) te domene CUB. To su nekatalitiCke,
interakcijske domene. EGF slicne domene sastoje se od otprilike 40
aminokiselina i imaju 6 visoko konzerviranih cisteinskih ostataka. CUB
domene sastoje se od 110 aminokiselinskih ostataka.

Molekule TGFp i proteinaza BMP1 sintetiziraju se kao prekursorske molekule
s terminalnim prodomenama -NH- koje se odcjepljuju sa subtilizinom slicnom
proprotein konvertazom. Ona u oba slu€aja odcjepljuje -COOH terminalni
bioloski aktivan oblik molekule. Svi triptiCki peptidi BMP 2-7 nastaju iz koStane
morfogenetske frakcije koja odgovara sekvenci unutar -COOH terminalne
bioloSki aktivhe domene dalje od mjesta cijepanja proproteinske konvertaze.
Nasuprot tome svi triptiCki peptidi BMP1 nastaju od koStano morfogenetske
frakcije koStanog ekstrakta koji odgovara sekvenci unutar -NH, terminalne
prodomenske regije proteina.

Nekoliko proteina s pretpostavlienom ulogom u razvoju pokazali su

homologiju s molekulom BMP1 (Slika 5).
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Slika 5. Izoenzimi BMP1

Tako je pronaden i Drosophila tolloid (TLD), produkt gena nuznog za dorzo-
ventralno oblikovanje u ranoj embriogenezi Drosophile koji je imao slicnu
strukturu domena i 41% podudarnost u aminokiselinskom slijedu s BMP1
(111). TLD se razlikuje od BMP1 u C-terminalnom kraju gdje se nalaze dva

EGF podrucja (BMP1 ima jednu) i pet CUB domena (BMP1 ima najCeSce tri).
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U sisavaca postoje 4 BMP1/TLD srodne metaloproteinaze. Gen za BMP1
kodira drugu i treCu proteinazu dobivenu u procesu cijepanja mRNA Cija je
struktura u osnovi identicha BMP1 te je nazvan mammalian Tolloid (mTLD).
Jos dvije molekule srodnih proteinaza kodirane su razliCitim genima i nazvane
mammalian Tolloid-like 1 i 2 (mTLL-1 i mTLL-2). Zanimljivo je napomenuti da
je struktura BMP1 saCuvana nepromijenjenom tijekom milijuna godina i bila je
prisutna u preteCama nematoda i kraljeSnjaka (112). C. elegans ima samo
959 stanica i 40 astacin slicnih gena koje odgovaraju strukturi BMP1
vjerojatno potrebnih za brojne funkcije ukljuCujuci digestiju hrane, pokrivanju,
obradi peptida, morfogenezi i formaciji oblika. Tijekom vremena 40 gena iz C.
elegans postupno su evoluirali u mammalian BMP1/Tolloid gene. Gen za
BMP1 smjesten je na 8 kromosomu i obuhvaca 26 eksona (113). Ekspresijom
gena nastaje mRNA koju pak kasnije ovisno o tkivu nastanka procesuiraju
razliiti enzimi. Taj tkivno specificni postranskripcijski proces utjeCe na vrstu
BMP1 izoforme koja ¢e na kraju nastati kao rezultat genskog transkirpta. Do
danas je poznato 7 vrsta izoformi BMP1 proteina: BMP1 (BMP1-1), BMP1/His

(BMP1-2), Tid (BMP1-3), BMP1-4, BMP1-5, BMP1-6 i BMP1-7 (Slika 6).

41



BMP1

_ﬂ-

lider proregija  Astacin-like CUB1 CUBZ EGF1CUB3 EGF2 703-730aa
metaloproteaza

BMP1-3

ﬁ—

EGF2 CUB4 CUBS 977-986aa

BMP1-4
245-302aa
BMP1-5
589-622aa
BMP1-7
703-823aa

Slika 6. Izoforme BMP1 proteina
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Njihova ekspresija prisutna je u razlicitim tkivima. Sve dijele istu N-terminalnu
domenu ali se razlikuju u svojoj C-terminalnoj domeni u broju komplement
Uegf-BMP1 (CUB) domena i domena epidermalnog faktora rasta (EGF) te
prisutnosti razliCitih varijanti specificnih domena. Razlika u broju i rasporedu
CUB i EGF domena odreduje specificnost supstrata svake pojedine izoforme.
Tako i dolazi do toga da pojedine izoforme viSe djeluju na aktivaciju ¢lanova
BMP obitelji a druge npr. u cijepanju kolagena. Uloga pojedinih izoformi nije
joS do kraja poznata iako je uoCena ekspresija pojedinih izoformi BMP1 u
razliCitim tkivima/organima kao i u razli€itim njihovim patoloskim stanjima
(114).

BMP1/TId - povezane metaloproteinaze djeluju na proteoliticko sazrijevanje
veceg dijela izvanstaniCnih proteina odgovornih za formiranje izvanstani¢nog
matriksa. Tijekom tkivne morfogeneze BMP1 cijepa latentne peptide
izvanstani€nog matriksa ukljuCujuci tip I-1ll i VII prokolagena, probiglikane,
leucinom bogate proteoglikane, proteine SIBLING, enzim lizil oksidaze,
prolamin-5 i anti-angiogenetski faktor iz bazalne membrane - proteoglikan
perlekan (115). Lizil oksidaza je enzim nuzan za formiranje kovalentnih veza
izmedu fibrila kolagena i elastina, dok je laminin 5 glavha komponenta
bazalne membrane koze. Kolagen tipa I, Il, lll glavna je fibrozna komponenta
matriksa kraljeSnjaka te je njihovo pravilno odlaganje kljucno za normainu
morfogenezu. Sintetiziraju se kao prokolagenski prekursori koji se moraju
pocijepati kako bi se dobio zreli monomer sposoban za stvaranje fibrila. Uloga
i vaznost BMP1 molekula najbolje je vidljiva u knock-out zivotinja za navedeni
gen. MiSevi kod kojih je BMP1 gen inaktiviran radaju se mrtvi ili umiru ubrzo

nakon rodenja zbog nezatvaranja ventralnog zida i hernijacije crijeva
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vjerojatno zbog poremecenog razvoja ekstracelularnog matriksa i krivog
razvoja dorzoventralne strukture. Vezano za gubitak funkcije prokolagen C
proteinaze navedeni miSevi imaju i abnormalna kolagenska vlakna (116).
Izoenzimi BMP molekula takoder pokazuju znacCajnu ulogu. U miSeva
ekspresija mTLL-1 limitirana je na kardiovaskularni sustav do 10 dana nakon
zacCeca i u ranoj fazi sudjeluje sa sr€ano specificnim transkripcijskim faktorom
Nkx-2.5 koji vjerojatno sudjeluje u vodenju mTLL-1 ekspresije u tom tkivu
(117). Nakon desetog dana od zaCe¢a mTLL-1 izrazava puno Siru ekspresiju,
ali miSevi s inaktivnim mTLL-1 umiru otprilike oko 13.5 dana nakon zaceca
vjerojatno od deficita ograniCenog na kardiovaskularni sustav. U ljudi su
uocCeni razliCiti polimorfizmi u kodiranim sekvencama mTLL-1 gena i to kod
bolesnika s atrijalnim septalnim defektom time ukazujuéi na njihovu ulogu u
srastanju i formiranju srca (118).

Unato€ brojnim istrazivanjima molekule BMP1, i dalje postoje nepoznanice u
njegovoj aktivaciji i mjestu cijepanja supstrata. BMP1 sintetizira se kao
inaktivni proenzim i mjesto odcjepljivanja prodomene se definira kao mjesto
aktivacije BMP1. Aktivha proteaza uspjela se izolirati iz medija stanic¢ne
kulture humanih stanica i tetiva organskih kultura. Pretpostavlja se da
prodomena sudjeluje u odrzavanju BMP1/TIld slicnih proteaza u latentnoj
formi. Ekspresija rekombinantnog BMP1 proteina bez prodomene pokazuje
da njezin nedostatak ne ometa sekreciju ali i ne izbacuje ulogu prodomene u
sekreciji molekule BMP1 i regulaciji mjesta njegove aktivnosti (119).
Prodomena vjerojatno odrzava BMP1 u inaktivnoj formi do mjesta svoje
aktivacije gdje se onda njezinim odcjepljivanjem oslobada aktivni oblik

molekule BMP1. Odcjepljivanje prodomene od molekule BMP1 stoga je

44



klju€na za njegovu aktivnost. BMP1 sli¢ne proteinaze ukljuCene su u aktivaciju
nekih od ¢lanova nadobitelji TGFB koji ukljuCuju faktore rasta i diferencijacije
(GDFs) 8 i 11, TGFB-1 i BMP2 i -4 djelujuci na izvanstaniCne antagoniste.
BMP2 i -4 aktiviraju se cijepanjem izvanstanicnog antagonista Chordina
putem BMP1 proteinaze (120).

U funkciji i ulozi pojedinih izomorfi BMP1 proteina pokazala se klju¢na razlika
u C-terminalnom kraju molekule. Kod izoforme BMP1-2 zadnja domena na C-
terminalnom kraju molekule zamijenjena je s dugom histidin bogatom
domenom te se joS naziva i BMP1/His. |1zoforma BMP1-4 razlikuje se od
ostalih po tome Sto je proteazna domena prekinuta s dodatnim egzonom.
Pretpostavlja se da takav oblik moze vezati ciljnu molekulu, ali ju nemoze i
cijepati. Prema tome, uloga takve molekule bila bi inhibitor enzimske funkcije.
U ostalim izoformama BMP1 proteoliticka domena je netaknuta a modifikacije
obuhvacaju C-terminalnu regiju odgovornu za protein-protein interakciju.
Hipoteza da svaka od navedenih izoformi molekule BMP1 djeluje kao
samostalna proteaza sa svojom jedinstvenom funkcijom temelji se na njihovim
razliCitim ekspresijskim izrazajima. BMP1-5 pokazuje ekspresiju 20% u
placenti te 50% u bubregu. BMP1-4 1% u placenti te 9% u ovariju (114).
Jedinstvena struktura gena BMP1, njegova smanjena koli€ina ekspresije,
uloga u morfogenezi i njegova filogenetska oCuvanost Cini taj enzim izglednim
kandidatom u regulaciji tkivne morfogeneze.

Zrela molekula BMP1-3 od osnovne se molekule razlikuje u dviema dodatnim
CUB domenama ( CUB 4 i 5). Razlika u gradi je vjerojatno vezana za
organospecificno i tkivnospecificno djelovanje pojedinih molekula. Tako je

molekula BMP1-3 dokazana u plazmi bolesnika od pojedinih bolesti u vecoj
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razini u odnosu na zdrave pojedince. Spomenute bolesti ukljuCuju kroni¢no
bubrezno zatajenje kao i akutni kosStani prijelom. Dokazano je da uslijed
koStanog prijeloma dolazi do povecanja cirkulirajueg BMP1-3 u sklopu
sistemskog odgovora i njegove aktivacije, kao i ostalih BMP1 izoformi, u
sintezi izvanstanicnog matriksa (121). Tako je in vivo na Stakorskom modelu
prikazan utjecaj povecanja koli¢ine BMP1-3 na uspjesno cijeljenje kosti dok je
primjena specificnih protutijela na BMP1-3 prolongirala vrijeme kostanog
oporavka. U ze€jem modelu prijeloma ulne lokalnom primjenom BMP1-3
dokazalo se ubrzano cijeljenje i pregradnja kosti. Uloga BMP1-3 se pokazala
kljucnom u diferencijaciji osteoblasta te kostanoj formaciji (121). Za uredno
cijelienje kosti potrebna je normalna medusobna interakcija izmedu faktora
rasta, proteinaza ukljuCenih u sintezu kolagena te koStanih stanica. Svako
narusSavanje ravnoteze u odnosu navedenih ¢imbenika pridonosi otezanom ili
nedovoljnom cijeljenju i remodeliranju koStanog matriksa.

Dodatna istrazivanja koja pokazuju ulogu BMP1-3 molekule provedena su na
Stakorskom modelu kronicne bubrezne bolesti. Dokazala su da BMP1-3
molekula postoji u cirkuliraju¢em obliku u plazmi te da je poviSena u bolesnih
zivotinja kod kojih je ekperimetalno izazvano oSteCenje bubreznog parenhima.
Primjena BMP1-3 specifiCnih protutijela smanjila je nastanak fibroze u
bubrezima te sprijecila pogor$anje bolesti. Zivotinje kod kojih nije primijenjena
terapija protutijelima protiv spomenute izoforme BMP su razvile znacajnu
renalnu fibrozu uz posljediCan potpuni gubitak renalne funkcije te smrt
zivotinja (122). Navedeno iztrazivanje potvrdilo je takoder da aktivni dio
molekule BMP1-3 ne sadrzi prodomenu. Odvajanje iste je potrebno kako bi

BMP1-3 molekula iz latentne faze presla u aktivhu. Nadalje, pokazalo se da
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dodavanjem BMP1-3 molekule u nekoliko razliCitih omjera u cirkulaciju
susljedno tome pogorsava fibrozu i ishod bolesti. Podatci govore u prilog tome
da je cirkulirajuci oblik BMP1-3 molekule bitan Cimbenik u regulaciji i sintezi
izvanstaninog matriksa Sto dovodi posljedi¢no do razvoja fibroze kao temelja

niza bolesti.

47



1.4. Remodeliranje miokarda nakon infarkta, izvanstaniéni matriks i

fibroza

Remodeliranje lijevog ventrikula nakon infarkta znacajno pridonosi njegovoj
dilataciji, zatajenju i kasnije smrti. Ukoliko je smrt nastupila naglo miokard je
obi¢no normalna izgleda. Prve makroskopske promjene vide se tek nakon 24
sata od nastanka okluzije korornarne arterije. Tijekom drugog dana podrucje
infarkta djeluje bljede od okolnog miokarda. Tri do pet dana kasnije podrucje
infarkta djeluje Zuckasto ili pjegasto pri Cemu se vide zone svjetlijeg miokarda.
Potkraj prvog tjedna infarkt je obi¢no sivozuckaste boje, mekSi od okolnog
miokarda te djeluje uleknuto. Tijekom drugog tjedna infarkt djeluje pjegasto,
sadrZi crvene zone pojacane prokrvljenosti i siva podrucja fibroze. Koncem
treCeg tjedna infarkt postaje homogeno crvenkastosiv i sve viSe sli€i rani u
cijeljenju. Poslije Sest tjedana p odrucje zacijeljenog infarkta je sive boje i
nalikuje na vezivni oZiljak (123).

Mikroskopski promjene u podrucju infarkta sliCe promjenama koje se vide
tijekom cijeljenja rane. Nakon prvotnog oStecenja nekroticno tkivo infiltriraju
neutrofilni leukociti koje ubrzo zamijene makrofagi. Makrofagi luCe citokine i
Cimbenike rasta koji stimuliraju urastanje angioblasta i fibroblasta i stvaranje
granulacijskog tkiva. S vremenom se granulacijsko tkivo pretvori u vezivni
oziljak. Tijekom prvog dana promjene su suptilne i infarkt se teSko moze
patohistoloski verificirati. Miokardijalne stanice se intenzivnije boje eozinom a
karakteristicne popreCne pruge su slabo vidljive ili su u potpunosti nestale.
Tijekom drugog dana nekroza srcanih miocita i kapilara je jasnije vidljiva a
popracena je infiltracijom neutrofilnih leukocita. Miociti su zrnate ili svijetle

citoplazme a jezgre im se raspadaju. Cijelo je podruCje edematozno a krv
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izlazi iz nekroti¢nih kapilara i prozima podrucje infarkta. Tijekom treCeg dana
miociti se pocinju raspadati a neki od leukocita pocCinju odumirati Sto se
mikroskopski vidi kao piknoza i karioreksa njihovih jezgara. Od Cetvrtog do
Sestog dana neutrofilni se leukociti postupno nadomjestaju makrofagima.
Potkraj prvog tjedna u podruCje nekroze pocinju urastati fibroblasti i
angioblasti i cijelo se podruje postupno pretvori u granulacijsko tkivo.
Tijekom drugog tjedna granulacijsko tkivo nadomjeSta oSteceni dio miokarda
pri Cemu makrofagi fagocitiraju fragmentirana miokardijalna vlakna a

angioblasti tvore brojne krvne Zile. Od drugog do Cetvrtog tjedna u

granulacijskom tkivu dolazi do sve jaCeg odlaganja kolagena. Od Cetvrtog do
Sestog tjedna krvne Zile i makrofagi se povlace a fibroblasti proizvode sve viSe
medustanicne tvari tako da se krajem Sestog tjedna infarkt pretvori u vezivni

oziljak. (Tablica 2.)

Tablica 2: Faze cijeljenja i remodeliranja poslije IM

Stadiji/Vrijeme Patofizioloski proces

Vrlo rano (=prva 24 sata) Akutni razvoj i zavrSetak IM; edem, 1 glikozaminoglikana;
nekroza, apoptoza; akutna upala, neutrofilno predominatna;
aktivacija citokina, T MMP-a; pojac¢ana degradacija ECCM-a

Rano (=unutar 2 tjedna) Rano cijeljenje IM, prije postizanja platoa kolagena; kroni¢na
upala s najve¢om vrijednosti makrofaga nakon ~48 sati,
mononuklearne stanice; predominacija fibroblasta nakon ~1
tjedan; 1 Miofibroblasta; povec¢ana P4H aktivnost nakon ~5
dana, 1TGFB, CTGF; odlaganje kolagena u I1Z, peterostruko ili
vise

Kasno (=3-6 tjedana) Kasno cijeljenje I do formiranje oziljka nakon platoa kolagena;
malo stani¢ne inflitracije; Miofibroblasti

Vrlo kasno (=1.5 mjeseci do 1 Kasno cijeljenje I1Z i fibroza NIZ, s kontinuiranim
godina ili viSe) remodeliranjem ECCM-a; Miofibroblasti
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Gotovo 75% stanica u zdravom srcu Cine nemiociti. Od njih su najbrojniji
fibroblasti koji pak €ine 90 -95% stanicne mase nemiocita (124). Stanice
miokarda su podrzane matriksom koji je graden od makromolekulske mreze
vlakana u pravilnoj trodimenzionalnoj organizaciji koja uveliko odreduje
strukturu i funkciju srca (125). Fibroblasti i miofibroblasti proizvode vecinu
makromolekula matriksa ukljuCujuci kolagen — glavni strukturalni protein. 85%
ukupnog kolagena je tip | karakteristiCan po debljim nitima. One pojaCavaju
snagu i pruzaju otpor rastezanju i deformaciji dok oko 11% ostalog kolagena
jest tip Il koji je karakteristiCan po tanjim nitima koje pridonose elasti¢nosti.
Sinteza kolagena je slozeni enzimatski proces koji uklju€uje brojne ¢imbenike
(126).

Ekstracelularni kolagenski matriks (ECCM) je kompleks nekoliko proteina koji
umrezeni okruzuju stanice i €ine znacajan udio svakog tkiva te umnogome
odreduju njegovu konzistenciju. ECCM regulira proliferaciju, kretanje i
diferencijaciju stanica koje zive u njemu, sadrzi susptrate koji omogucuju
stanicnu adheziju i migraciju te sluzi kao rezervoar faktora rasta. ECCM je u
stalnoj mijeni, osobito tijekom morfogeneze, cijeljenja, kroni¢ne fibroze,
tumorske invazije ili metastaziranja. Sintetiziraju ga mezenhimalne stanice
(npr. fibroblasti) i obicno je u obliku ve¢ spomenutoga amorfnoga
trodimenzionalnog gela. Sastoji se od fibrilarnog i nefibrilarnog kolagena.

Tri su osnovne komponente ECCM: 1) vlaknasto strukturirani proteini kao
kolagen i elastin koji osiguravaju snagu i elasticni odgovor tkiva, 2) vodeno
hidratantni gel: proteoglikani i hijaluronani koji daju konzistenciju i djeluju kao
lubrikatori i 3) adhezivni glikoproteini koji povezuju elemente matriksa s

drugim stanicama.
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Kolagen tvore tri odvojena polipeptidna lanca formirana u trostruku uzvojnicu:
postoji 30-tak vrsta od kojih su neki karakteristiCni za odredenu vrstu stanica
ili tkiva. Vlaknasti kolagen Cini glavninu vezivnog tkiva tijekom cijeljenja te u
oziljiku (tip I i Ill). Elastin grade elastiCna vlakna zasluzna za vracanje u
poCetnu strukturu. Graden je od centralne srzi oko koje se nalazi mreza
vlaknastih glikoproteina. Proteoglikani i hijaluronani osiguravaju lubrikaciju i
elasticnost. Sastoje se od dugih mukopolisaharida, glikozaminoglikana i
mukopolisaharida. Adhezivni glikoproteini su strukturalno razliCite molekule
koje sudjeluju u medustaninim vezama, povezuju stanice s ekstracelularnim
matriksom te povezuju komponente ekstracelularnog matriksa (127).

Esktracelularni kolagenski matriks je stoga puno viSe od specifitnog ispuna
izmedu stanica. Funkcije su mu razli€ite i ukljuCuju: mehani¢ku potporu za
organizaciju stanica, njihovu pokretljivost i odrzavanje polarnosti. Nadalje
ECCM Kkontrolira stanicnu proliferaciju vezanjem faktora rasta i njihovom
signalizacijom. Nadalje ima veliki potencijal za obnovu tkiva gdje regenracija
ovisi o oCuvanosti integriteta ECCM. Ukoliko je on oSteCen regeneracija nije
moguca i cijeljenje ¢e biti mogu¢e samo stvaranjem ozilka. Ako nisu
zadovoljeni uvjeti za regeneraciju, dogada se ili cijeljenje oziljkom ili
kombinacija regeneracije malog broja stanica uz dominantnu reparaciju i
fibrozu. Fibroza je postupni proces koji zapoc€inje tijekom ranih faza upale, a
ukljuCuje: angiogenezu (formiranje novih krvnih zila), migraciju i proliferaciju
fibroblasta i odlaganje vezivnog tkiva uz upalni infiltrat (granulacijsko tkivo) te
sazrijevanje i reorganizaciju vezivnog tkiva (remodeliranje) i stvaranje

vezivnog oziljka. (Tablica 3.)
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Tablica 3. Glavne sastavnice ECCM i njihova uloga

Komponenta Funkcija

Fibrili Kolagena (tipovi I ili III) Strukturalna potpora, zadrzati oblik
Prijenos sile

Tenzilna snaga (tip I), otpornost (tip III)

Elastin Otpornost, rastezljivost stijenke krvne Zile rastezljivost i
relaksacija sréane stijenke

Stanice
Fibroblasti Stvaraju fibrile kolagena konverzija u miofibroblaste
nakon ozljede
Makrofazi Fagocitoza; upalni odgovor; monociti
Plazma stanice Imunoloski odgovor
Ostale stanice Endotelne stanice, glatke miSi¢ne stanice, periciti,
neuroni
Zelatinozni matriks (osnovna Viskozna tekuéina nalik gelu, oplahuje stanicu i fibrile
supstanca)
Hidrofilini glikozaminoglikan Difuznija hranjivih tvari, metabolita, faktora rasta,
citokina, lijekove itd.
Glikoproteni Prehrana miocita, lubrikacija
Integrini (receptori matriksa) Interakcija miociti - fibroblasti; remodelacija matriksa
Fibronektini i laminini Prvenstveno nekolageni ahezivni fibrozni proteini

Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila iz postojecih. Ona je kriti¢ni
proces u cijeljenju i omogucuje stvaranje kolaterala koje $tite od ishemijskih
oStecenja. Obuhvaca niz Cimbenika rasta, medusobnu staniCnu interakciju te
interakciju stanica s ECCM i tkivnim enzimima kao i kontrolne mehanizme
povratne sprege. Od svih induktora angiogeneze najvaznija je hipoksija a
slijede je PDGF, TGFa, TGFB. Proteini ECCM sudjeluju u navedenom
procesu preko receptora na endotelnim stanicama. Matriks metaloproteinaze

(MMP) omogucuju degradiranje ECCM i formiranje vaskularnih cijevi (128).
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Novija istrazivanja ukazuju da je upravo remodeliranje ECCM, njegova
sinteza i razgradnja, klju€an proces u remodeliranju miokarda, najviSe lijevog
ventrikula, poslije infarkta miokarda (129). Dokazano je da poremecaj u
sintezi ECCM pojacava fibrozu lijevog ventrikula (LV) dovodeci tako do
njegove dilatacije te kasnije rupture (130). Povezano s nakupljanjem ECCM
dolazi do poremecaja i dijastolicke funkcije te nastajanja kronicne
kardiomiopatije. Razlike u samoj infarciranoj zoni i neinfarciranoj zoni ovisne
su o veliCini samog infarkta te susljedno tome i jacini upalnog odgovora.
Kljutnom molekulom Citavog ciklusa fibroze svakako se pokazala matriks
metaloproteinaza (MMP) kao i tkivni inhibitori matriks metaloproteinaze
(TIMMP) (131). Fibroblasti i njihova aktivacija u upalnom odgovoru na
ishemijski dogadaj glavni su rezervoar navedenih enzima. Pravilna ravnoteza
izmedu MMP koje razgraduju ECCM i endogenih TIMMP koji isti taj proces
zaustavljaju odrzavaju proces remodeliranja urednim. Svaka neravnoteza
navedenih ¢imbenika dovodi do poremecaja. MMP kao vazne kolagenaze su
visoko specificne i primarno cijepaju kolagen na odredenim mjestima time
razgradujuci strukturalnu cjelovitost minimalnom koli¢inom proteolize. Jednom
kada se MMP vezu za vlakna kolagena i pocnu s djelovanjem mogu tako
nastaviti dok Citav kolagen nije razgraden osim ako nisu zaustavljene TIMMP
Cime se aktivira ujedno glavni inhibitorni mehanizam nekontroliranje
razgradnje (132). Njihova genska ekspresija kontrolirana je na transkripcijskoj
razini (133). Fibrotski efekt molekula TGFB obitelji nije stoga prouzroCen
pretjeranim nakupljanjem ECCM ve¢ naruSsenim odnosom MMP/TIMMP.
BMP1 takoder pretstavlja jednu od kljuénih molekula u funkciji

metaloproteinaza u nastanku fibroze. Njezina jasna uloga u procesu fibroze i
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utjecaj antagonista na smanjenje iste detaljnije je opisana u prethodnom
poglavlju. S obzirom na to da se upalni odgovor kao reakciju tkiva na
ishemijski dogadaj ne moze znatnije utjecati otvorila se mogucnost da se
djelovanjem na razne molekule u kaskadnom slijedu dogadaja i stanicne
modulatore u navedenom procesu zaustavi daljnja fibroza te tako smaniji
funkcionalno oStecCenje srca. Upravo tu leze temelji uspjeSne antifibroticke
terapije.

Nedavno je na animalnom modelu AIM testiran u€inak secreted frizzled
related protein 2 (sFRP2) na fibrozu u procesu cijeljenja (134). sFRP2 ima
sposobnost modulacije  pregradnje ECCM djeluju¢i pozitivno na
metaloproteinaze, tj. BMP1 koje cijepaju prokolagen u zrela kolagena vlakna.
Autori su pokazali da miSevi s homozigotnim nul alelom za sFRP2 stvaraju
manje oziljkastog tkiva nakon AIM te imaju oCuvanu sr€anu funkciju. Stoga
predlazu koriStenje antagonista sFRP2 za kontrolu stvaranja fibroticnog tkiva

u srcu za vrijeme cijeljenja nakon AIM (Slika 7).
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Slika 7. Shema djelovanja antifibroticnog agensa

Nakon ovog otkrica objavljeni su kontradiktorni podatci koji pokazuju da
sFRP2 u visokoj koncentraciji inhibira in vitro procesiranje prokolagena
pomo¢u BMP1 (135). U zivotinjskom modelu AIM nakon primjene sFRP2
dokazano je smanjeno odlaganje kolagenih vlakana. Ehokardiografska
analiza nakon 4 tjedna potvrdila je povoljan uCinak sFRP2 na sprjeCavanje
stanjenja prednje sréane stijenke i posljedi¢no poboljSanu ejekcijsku frakciju.

Zbog suprotnih rezultata ovih dvaju istrazivanja ostaje nerazjasnjena uloga
sFRP2 u cijeljenju nakon AIM. No oba rada imaju cilj modulacijom sFRP2
smanjiti razinu BMP1, Sto jednoznacno potvrduje njegovo djelovanje na

fibroticni put.
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2. HIPOTEZA

Fibrogeneza je vodeci patofizioloSki proces u Citavom nizu bolesti koje
kao posljedicu imaju kroni€an tijek ili smrtni ishod.

Proces fibrogeneze odvija se usporednim stvaranjem izvanstani¢nog
matriksa | njegovom razgradnjom putem metaloproteinaza. KosStani
morfogenetski protein BMP1-3 predstavlja srediSnju molekulu u tom procesu i
njegova neutralizacija specificnim protutijelima stoga bi reducirala formiranje
oziljkastog tkiva u sr€anom miSicu. Smanjeno nakupljanje fibroznog tkiva
imalo bi pozitivan terapijski u€inak na kasnije prezivljenje Zivotinja i sr€anu

funkciju kao i korekciju biokemijskih i histoloSkih pokazatelja infarkta.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1) Analizirati laboratorijske vrijednosti enzima specificnih za miokard u krvi
kao i tkivno-patohistoloSke promjene miokarda u eksperimetalno izazvanom

infarktu miokarda kod Stakora.

2) Istraziti utjecaj primjene protutijela na molekulu kostanog morfogenetskog
proteina BMP1-3 kao klju¢ne molekule u procesu fibroze. Pratiti razvoj fibroze
kao posljedice infarkta miokarda te njezino moguce smanjenje ili

zaustavljanje.

3) Procijeniti ulogu kostanog morfogenetskog proteina BMP1-3 i specificnog
protutijela u produljenom preZzivljavanju zivotinja nakon eksperimetalno
izazvanog infarkta miokarda kao i kasnije funkcioniranje sr€anog miSica

procijenom UZV funkcije miokarda i laboratorijskih vrijednosti enzima.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Stakorski model infarkta miokarda

Koristio se lijevi parasternalni rez za pristup na prsni koS Zivotinje u
razini Cetvrtog i petog medurebrenog prostora. Kroz Cetv rti medurebreni
prostor pristupilo se na srce, identificirala se lijeva anteriorna silazna arterija
(LAD) koja se podvezala 6-0 kirurSkim Savom otprilike 3 mm od njezina
izlaziSta. UspjesSnost ligacije provjerila se vizualnim pregledom lijeve Klijetke.
Prsni ko$, veliki prsni miSi¢ i koza zatvarali su se po slojevima Savima debljine
2-0.

Kao anestezija tijekom operacije koristila se Rompun (Xylapan 0,6
ml/kg i.p.) i Ketamin (Narketan 0,8 ml/kg i.p.). Tijekom anestezije i

postoperativno Zivotinje su se drzale na toplom, kako ne bi razvile hipotermiju.

4.2. Pokusne zivotinje

U pokusu su se Koristili Stakori stari 3 do 6 mjeseci. Roditeljski parovi
Stakora uvezeni su 2. srpnja 2007. iz ltalije (,Harlan“) za potrebe daljnjeg
vlastitog uzgoja pod kontroliranim zdravstvenim nadzorom u prostorima
nastambe za laboratorijske Zivotinje Laboratorija za mineralizirana tkiva.
Koristili su se spolno zreli muzjaci tjelesne mase od 330 do 350 grama i
spolno zrele zenke od 240 do 260 grama. Spolovi su u pokusima bili

jednakomjerno zastupljeni.
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4.3. Uvjeti smjestaja laboratorijskih zivotinja tijekom pokusa

Mikroklimatski parametri u nastambi: temperatura 20-24 C, relativna
vlaga zraka u prostorijama 40-70%, ciklusi svjetla i tame 12/12 sati i razina
buke do 60 Db. Sve su zivotinje bile pod veterinarsko zdravstvenim nadzorom
s dnevno vodenom evidencijom mikroklimatskih parametara. Kontrola hrane,
stelje i laboratorijske opreme primjerena je vrsti Zivotinja na kojima je
proveden pokus, renomiranih proizvodaca.

Laboratorijske Zivotinje inaCe se smijeStaju, uzgajaju i 0 njima se vodi
odgovarajuca skrb u registriranom i odobrenom objektu Medicinskog fakulteta
Sveutilista u Zagrebu, Salata 3, pod identifikacijskim brojem HR-POK-001.

Eksperimenti su se izvodili pod nadzorom odgovorne osobe doktora
veterinarske medicine, voditelja pokusa koji je planirao i izradio protokol
pokusa te osposobljenog i educiranog tehni¢kog osoblja koje radi u nastambi
za laboratorijske zivotinje. Kako su bili stvoreni svi preduvjeti za minimalnu bol
i patnju tijekom provodenja pokusa, laboratorijske Zivotinje nisu trpjele jaku niti

dugotrajnu bol.
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4.4. Proizvodnja i primjena monoklonskih protutijela

Koristeno je monoklonsko BMP1-3 protutijelo dobiveno tehnikom koju
su opisali 1975. Kohler i Milstein. Opisana je tehnika dobivanja stanica koje su
hibridi B-limfocita i mijelomskih stanica, a koje su sposobne kontinuirano
proizvoditi odabrano protutijelo. Ucinkovitost monoklonskih protutijela testirali
smo sukladno hipotezi i tako stvorili preduvjete za daljnji razvoj tih protutijela

kao novih antifibroticnih lijekova.

4.5. Mjerenje plazmatske koncentracije specificnih sréanih enzima
Nekroza i oSteCenje stanica miokarda pratila se mjerenjem razine
specificnih enzima u plazmi: troponina-t (ug/ml), sr€ano specificne kreatinin
kinaze (CK-MB) (ug/ml) te laktatiCne dehidrogenaze (LDH) (U/L). Uzorci krvi
uzimali su se iz repne vene Zivotinje, prikupljaju¢i krv u hepariniziranim
epruvetama te centrifugirani 15 minuta na 2000g. Za odredivanje
koncentracije enzima koristili su se komercijalno dostupni kitovi (Sigma-
Aldrich). U obzir su uzete poznate vrijednosti serumskih raspona pojedinih

enzima.
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4.6. Ehokardiografska evaluacija sréane funkcije

Prije zapocCete ehokardiografske analize Zivotinje su bile blago
anestezirane ketaminom i rompunom. UCcCinjen je transtorakalni ultrazvuk
sektorskom sondom koriste¢i aparat Aloka-Hitachi, Svicarska, pri éemu se
sluzilo analizama u M-modu i B-modu. U M-modu analizirali su se sljedeci
parametri: unutrasnje dimenzije lijevog ventrikula u sistoli i dijastoli (LVIDs i
LVIDd), debljina intraventrikulskog septuma u sistoli i dijastoli (IVSs i IVSd),
debljina straznje stijenke lijeve klijetke u sistoli i dijastoli (LVPWs i LVPWA). Iz
ovih mjerenja odredena je ejekcijska frakcija (EF), frakcija skracenja (FS),
udarni volumen (SV) te volumen na kraju sistole i dijastole (EDV i ESV) (Slika
8). Svi navedeni parametri standardni su pokazatelj urednog rada srca kao i

njegovog odstupanja bez obzira na etiologiju.
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Slika 8: prikaz mjerenih sréanih UZV parametara
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4.7. Patohistoloska evaluacija miokarda

Nakon zrtvovanja Stakorska su se srca fiksirala u 4% paraformaldehidu
tijekom 24 sata te su potom uklapana u parafinske blokove. Prema protokolu
parafinski su blokovi rezani na debljinu od 6uym. Rezovi su bojani hemalaun-
eozin bojenjem kako bi se utvrdila toCna morfologija tkiva i dodatno sirius red
bojenjem koje specificno boji kolagena vlakna. Na taj nacin pratila se
dinamika oziljka u razliitim vremenskim razdobljima tijekom prvih mjesec
dana, toCnije nakon 7 i 30 dana, kada se smatra da se najintenzivnije
remodelira miokarda i stvara oziljak. Analizu smo Koristili samo kao potvrdu

infarkta miokarda bez dodatne histomorfometrijske usporedbe uzoraka.

4.8. Statisticka analiza

Svi podatci prezentirani su kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Utjecaj terapije specificnim protutijelima protiv izoforme BMP 1-3 na
vremensku dinamiku enzima odredila se analizom varijance za ponovljena
mjerenja, a na srcani miSi¢ odredila se pomocu analize varijance (ANOVA) s
posljedicnim Dunnet-ovim t-testom. Rezultati se smatraju statistiCki znacajnim

kada je vjerojatnost pogreske (P) bila manja od 0,05.
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4.9. Prikaz redoslijeda istrazivanja

Ovim pokusom pratio se terapijski u€inak monoklonskog protutijela
protiv. BMP1-3 u $takorskom modelu infarkta miokarda . Zivotinje su
podijeljene u 3 grupe, po 10 Zivotinja u svako;j:

1) sham (operirane Zivotinje bez izazvanog AIM koje ne primaju
terapiju)

2) AIM (izazvan AIM, bez terapije)

3) BMP1-3Ab (izazvan AIM, terapija s BMP1-3 protutijelom)

Kao $to je prethodno opisano Stakorima se podvezivanjem koronarne
arterije izazvao AIM. Skupina tretirana s BMP1-3 Ab pocela je isti dan primati
protutijela u dozi 15 pg/kg koja se u prethodnim istrazivanjima pokazala
najucinkovitijom. Ostale skupine nisu primale nikakvu terapiju. Krv se svim
zivotinjama vadila tijekom prvih deset dana pokusa te jedan dan
preoperativno. 1z uzorka krvi odredivala se vrijednost sr€anih enzima.
Ehokardiografska mjerenja radena su 21. i 45. dan. Stakori su Zrtvovani 45.

dan te je uCinjena patohistoloSka analiza prema ranije opisanom protokolu.

ehokardiografija
sréant enzimi u krvt I
I 1
dan O 7 10 21 45

LAD ligacta histoloska
analiza
I
terapya - BMP1-3 Ab
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5. REZULTATI

5.1 Promjena vrijednosti sréanih enzima i ultrazvuénih parametara u

zivotinja nakon eksperimentalno izazvanog akutnog infarkta miokarda

U Tablici 4. te na Grafikonu 1. prikazane su plazmatske koncentracije
CK-MB u Zivotinja s eksperimentalno izazvanim IM-om te u onih u kojih je
provedena sham procedura u viSe vremenskih toCaka tijekom 10 dana nakon
zahvata. Iz iste tablice i grafikona vidljivo je da postoji znaCajno (>3x)
povecanje prosjeCne plazmatske koncentracije CK-MB u Zivotinja s AIM (sa
204.7£56.5 nakon 24h na 623.8+190.3 petog dana) uz znaCajan pad
vrijednosti (1/2 maksimuma) desetog dana (318.3£197.7) nakon provedenog
zahvata. |z Tablice 4. te Grafikona 1. takoder je vidljivo da vremenska
dinamika plazmatske koncentracije CK-MB u Zivotinja sa sham za hvatom
pokazuje zna€ajno maniji otklon vrijednosti od pocetnih uz blago povecanje 5.
i 7. dana nakon zahvata (s 258.2+37.7 na 338.2+205.2, odnosno
289.2+133.1). Koncentracije CK-MB izmjerene 2., 5. i 7. dana nakon zahvata
u AIM zivotinja statisticki su znaCajno bile vise (P=0.011, P=0.044, P=0.023,
susljedno) od koncentracija CK-MB izmjerenih na iste dane u sham.

U Tablici 5. prikazane su vrijednosti sr€anih parametara mjerenih UZV-
om (unutrasnje dimenzije lijevog ventrikula u sistoli i dijastoli (LVIDs i LVIDd),
debljina intraventrikulskog septuma u sistoli i dijastoli (IVSs i IVSd), debljina
straznje stijenke lijeve klijetke u sistoli i dijastoli (LVPWs i LVPWd) te
ejekcijska frakcija (EF) i frakcija skracenja (FS) u zivotinja s eksperimentalno

izazvanim AlIM-om te onih iz sham skupine. Iz Tablice 5. je vidljivo da su
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izmjerene usporedive dimenzije 1VSd (sham prema AIM; 1.300£0.256 mm
prema 1.313+0.227 mm, P=0.873), LVIDd (sham prema AIM; 5.328+0.0995
mm prema 5.883+1.146 mm, P=0.139), LVPWd (sham prema AIM,;
1.737+0.441 mm prema 1.837+0.343 mm, P=0.456) i IVSs (sham prema AlM;
2.325+0.329 mm prema 2.136+0.604 mm, P=0.274) medu skupinama te vece
dimenzije LVIDs (sham prema AIM; 2.771+£0.751 mm prema 3.454+0.832
mm, P=0.016; Grafikon 2.) i LVPWs (sham prema AIM; 2.732+0.509 mm
prema 3.543+1.738 mm, P=0.084) u AIM skupini te statistiCki znacajno manja
EF (sham prema AIM; 84.506+5.476 % prema 77.282+7.170 %, P=0.002;
Grafikon 3.) i FS (sham prema AIM; 48.521+5.769 % prema 41.404+6.993 %,

P=0.003; Grafikon 4.) u AIM skupini.
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Tablica 4. Usporedba plazmatskih koncentracija CK-MB u Zivotinja s

eksperimentalno izazvanim AIM-om
tocaka tijekom 7 dana nakon zahvata

te sham skupine u vise vremenskih

AlM
Dani 1 2 5 7
Al 140 467 925 426
A2 135 482 710 808
A3 264 358 543 420
A4 209 256 349 980
A5 219 432 596 423
A6 261 311 620 590
Aritmeticka sredina | 204.7 384.3 623.8 607.8
Standardna devijacija | 56.5 90.8 190.3 237.2
SHAM
Dani 1 2 5 7
S1 232 243 219 339
S2 254 198 166 120
S3 290 313 683 273
S4 213 204 358 480
S5 302 256 265 234
Aritmeticka sredina | 258.2 242.8 338.2 289.2
Standardna devijacija | 37.7 46.4 205.2 133.1
P-vrijednost™ 0.095 0.011 0.044 0.023

*na osnovi Student t-testa za usporedbu medu skupinama

====|nfarkt miokarda
=l=Sham

CK-MB (pg/mL)

Dan

Grafikon 1. Usporedba plazmatskih koncentracija CK-MB (ug/mL) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM-om s onima iz sham skupine u vise
vremenskih to¢aka tijekom 7 dana nakon zahvata;

*P<0.05 za sve usporedbe u odnosu na sham skupinu (Student t-test)
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Tablica 5. Usporedba vrijednosti sr¢anih parametara mjerenih UZV-om

(unutrasnje dimenzije lijevog ventrikula u sistoli i dijastoli (LVIDs i LVIDA),

debljina intraventrikulskog septuma u sistoli i dijastoli (IVSs i IVSd), debljina
straznje stijenke lijeve klijetke u sistoli i dijastoli (LVPWs i LVPWA) te
ejekcijska frakcija (EF) i frakcija skracenja (FS) u Zivotinja s eksperimentalno

izazvanim AIM-om sa sham skupinom Zivotinja

SHAM IVSd LVIDd LVPWd IVSs LVIDs LVPWs EF FS
(mm) (mm) (mm)| (mm) (mm) (mm)| (%)| (%)

1 sl 0.6 5 0.9 1.7 2.4 2.5| 87.4| 514
2 s2 1.3 6 2.3 2.9 3 2.3| 86.1 50
3 s3 1.4 5 2.1 2.3 2.7 2.4 82.9| 459
4 sl 1.3 3.77 1.37 2.37 2.03 2.1| 85.9|49.43
5 s2 1.2 4.1 1.23 2.07 2.13 2.2|85.17|48.37
6 s3 1.27 5.5 1.53 2.1 2.7 2.87| 86.43|50.47
7 s4 1.2 4.1 1.33 2.1 2.07 2.17| 86.03|49.47
8 s5 1.33 5.17 1.93 2.56 2.2 2.97(91.27| 57.6
9 L1 1.1 4.1 1.5 1.7 1.9 19| 89.3| 53.8
10 L3 1.3 5.8 2.1 2.5 2.9 3.1 86.8| 50.8
11 L4 1.3 5.2 1.9 2.4 2.4 3.3| 88.7| 53.2
12 S1 1.1 5 1.7 2.4 2.3 29| 88.4| 52.7
13 S2 1.7 6.4 2.2 2.5 4.1 3.1| 71.8| 36.1
14 S3 1.5 6.6 2.5 2.3 4.1 3| 73.8| 37.8
15 S4 1.6 6.8 1.4 2.7 3.5 3.3| 84.3 48
16 S5 1.6 6.7 1.8 2.6 3.9 3.6| 77.8| 413
AS 84.50|48.52

1.3 5.328 1.737 2.325 2.771 2.732 6 1

SD 0.256 0.995 0.441 0.329 0.751 0.509| 5.476|5.769
AIM IVSd LVIDd LVPWd IVSs LVIDs LVPWs EF FS
(mm) (mm) (mm)| (mm) (mm) (mm)| (%)| (%)

17 Al 1.5 7.8 2.1 2.9 4.7 3 75 39.1
18 A3 1.4 6.8 1.8 2.5 3.9 3.3| 79.7| 43.1
19 A4 1.1 6.4 2.3 2.7 2.9 3.6 89.1| 54.2
20 A5 1.7 6.9 1.9 2.6 4.3 2.8| 73.6| 37.7
21 A6 1.5 7.1 2.6 2.8 4.5 3.3| 73.3| 37.5
22 D1 1.3 7 2.2 1.5 4.2 3.7| 76.2 40
23 D2 1.1 6.2 1.5 2.1 4 2.7\ 71.5| 35.9
24 D5 1.3 7.1 2 2.4 4.4 3.4| 739 38
25 D6 1.8 7 1.9 3 4 3.3| 78.8| 42.3
26 cl 1 4.8 2 0.9 3.5 3| 60.5| 27.8
27 c2 0.9 5.4 1.5 1.1 3.5 2.7\ 71.7| 35.8
28 c3 1.1 6.2 1.7 1.3 3.8 10| 74.2 38
29 cl4 1.33 5.53 2.1 2.23 2.87 2.7| 84.63|48.27
30 cl6 1.3 4.97 1.67 2.23 2.4 2.4|87.47|51.57
31 cl7 1.13 4.13 1.27 1.9 2.33 1.97 80| 42.87
32 c18 1.33 4.6 1.63 1.87 2.9 4.97| 72.7|36.43
33 c19 1.43 4.27 1.73 2.03 2.4 2.5(80.83]|43.67
34 c20 1.4 4.6 1.73 2.56 2 2.9(90.33]| 56.07
35 c21 1.33 4.97 1.27 1.97 3.03 49| 74.9| 384
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AS 77.28|41.40
1.313 5.883 1.837 2.136 3.454 3.534 2 4
SD 0.227 1.146 0.343 0.604 0.832 1.738( 7.170| 6.993

p-
vrijednost* 0.873 0.139 0.456 0.274 0.016 0.084|0.002|0.003

AS — aritmeticka sredina, SD — standardna devijacija,
*na osnovi Student t-testa za usporedbu medu skupinama

—

LVIDs

B [nfarkt miokarda

B Sham

*P=0.016 u odnosu na sham skupinu (Student t-test)

Grafikon 2. Usporedba vrijednosti unutradnje dimenzije lijevog ventrikula u
sistoli (LVIDs) u Zivotinja s eksperimentalno izazvanim AIM-om i onih iz sham

skupine
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*P=0.002 u odnosu na sham skupinu (Student t-test)

Grafikon 3. Usporedba ejekcijske frakcije (EF, %) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM-om s onima iz sham skupine
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*P=0.003 u odnosu na sham skupinu (Student t-test)

Grafikon 4. Usporedba frakcije skracenja (FS, %) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM-om s onima iz sham skupine
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Navedeni rezultati laboratorijskin vrijednosti enzima kao i UzZV
izmjereni parametri srCane funkcije govore u prilog jasnih znakova infarkta
miokarda u Zivotinja u kojih je podvezivanjem koronarne arterije
eksperimentalno izveden infarkt.

Laboratorijske vrijednosti enzima koreliraju s vrijednostima u ljudskoj
populaciji. PoviSene vrijednosti specificnin enzima za srce u zZivotinja s
operativno izazvanim IM ukazuju na znacajno oSteCenje stanica miokarda.
UZV vrijednosti mjerenih parametara, ponajvise EF i FS, ukazuju na znatan
pad tih vrijednosti u operiranih zivotinja. Dobiveni rezultati govore u prilog
tezem funkcionalnom oSte¢enju Cime se potvrduju posljedice infarkta
miokarda.

UCinjena histoloSka analiza srca jasno je pokazala da je kod svih operiranih

zZivotinja u kojih je podvezana koronarna arterija doslo i do infarkta miokarda .
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5.2. Promjena vrijednosti sréanih enzima i ultrazvuénih parametara uz
primjenu specificnih BMP1-3 protutijela nakon eksperimentalno

izazvanog akutnog infarkta miokarda

U Tablici 6. te na Grafikonu 5. prikazane su plazmatske koncentracije
CK-MB u zZivotinja s eksperimentalno izazvanim AIM i skupine sham zivotinja
te u tretiranih protutijelima koStanih morfogenetskih proteina BMP1-3
(terapija) tijekom 7 dana nakon zahvata u viSe vremenskih to¢aka (nakon 1, 2,
5 i 7 dana). 1z Tablice 6. (te Grafikona 5.) vidljiva je statistiCki znaCajno
razliCita vremenska dinamika plazmatskih koncentracija CK-MB medu
ispitivanim skupinama zivotinja (P=0.003, Anova za ponovljena mjerenja). 1z
iste tablice i grafikona takoder je vidljivo da nakon pocetnog porasta
koncentraciie CK-MB u zivotinja tretiranih protutijelima  koStanih
morfogenetskih proteina nakon eksperimentalno izazvanog AIM (1 dan;
698.8+237.1, P=0.004 prema AIM, P=0.001 prema sham) dolazi do
postepenog pada koncentracije CK-MB koja je nakon 2 dana usporediva s
koncentracijom u AIM skupini (567.8+100.2 prema 486.9+134.5, P=0.196)
iako statistiCki znacajno viSa od zivotinja u sham skupini (567.8£100.2 prema
242.8+46.4, P<0.001). Od 5. do 7. dana biljezi se pad koncentracije CK-MB u
Zivotinja tretiranih protutijelima kostanih morfogenetskih proteina (terapija) na
razini usporedivu sa sham skupinom (5. dan, 301+£278.7 prema 338.2+205.2,
P=0.797; 7. dan, 257.6£79.6 prema 289.2+133.1, P=0.765), a grani¢no te
statisticki znacajno nize koncentracije u odnosu na AIM skupinu (5. dan,
301+278.7 prema 504.4+213, P=0.098; 7. dan, 257.6x79.6 prema

486.5+191.3, P=0.015).
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Tablica 6. Usporedba plazmatskih koncentracija CK-MB (ug/mL) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM, u sham skupine te u tretiranih protutijelima
koStanih morfogenetskih proteina BMP1-3 (terapija) tijekom 7 dana nakon
zahvata u vise vremenskih toCaka

Dani / CK-MB ug/mL

No Oznaka Grupa 1 2 = =
1 S1 sham 232| 243| 219| 339
2 S2 sham 254| 198| 166| 120
3 S3 sham 290| 313| 683| 273
4 S4 sham 213| 204| 358| 480
5 S5 sham 302| 256| 265| 234

Aritmeticka sredina 258.2| 242.8(338.2(289.2

Standardna devijacija 37.7| 46.4(205.2|1133.1
6 Al AIM 140| 467| 925| 426
7 A2 AIM 135| 482| 710| 808
8 A3 AIM 264| 358| 543| 420
9 A4 AIM 209| 256| 349| 980
10 A5 AIM 219| 432| 596| 423
11 A6 AIM 261 311| 620| 590
12 nrll AIM 253 631 278
13 nr12 AIM 838 589 169
14 nr 14 AIM 323 734 255
15 nr 16 AIM 422| 533 146
16 1 AIM 712 649| 611| 420
17 2 AIM 636| 333| 441| 237
18 3 AIM 437| 478| 661| 487
19 4 AIM 565| 562| 411| 430
20 5 AIM 587| 590| 470| 401
21 6 AIM 382| 634| 450| 452
22 7 AIM 402| 612| 153| 372
23 8 AIM 512| 652| 121| 365

Aritmeticka sredina 390.1| 486.9(504.4(486.5

Standardna devijacija 190.7| 134.5| 213|191.3
24 nr 2 terapija 215| 345 84
25 nr3 terapija 508| 563 101
26 nr5 terapija 333 390 103
27 nr 6 terapija 379 517 199
28 nr 7 terapija 402| 366 182
29 nr 8 terapija 452| 429 204
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30 nr 9 terapija 348| 483 126
31 A terapija 792| 507 750 298
32 B terapija 631| 667 380| 360
33 G terapija 929| 423| 112| 263
34 F terapija 822 621| 62| 150
35 H terapija 320f 621 201| 217
Aritmeticka sredina 698.8| 567.8| 301(257.6
Standardna devijacija 237.1| 100.2|278.7| 79.6
P-vrijednost medu skupinama 0.003]<0.001{0.162(0.018
P-vrijednost za usporedbu terapija i kontrola|0.004| 0.196|0.098|0.015
P-vrijednost za usporedbu terapija i sham |0.001|<0.001]0.797|0.765
P-vrijednost$ 0.003

§ - na osnovi analize varijance za ponovljena mjerenja za usporedbu vremenskog

slijeda medu skupinama
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Grafikon 5. Usporedba plazmatskih koncentracija CK-MB (ug/mL) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM-om, u sham skupine te u ftretiranih
protutijelima koStanih morfogenetskih proteina (terapija) tijekom 7 dana nakon
zahvata u vise vremenskih toCaka;

P=0.003 za usporedbu medu skupinama za vremenski slijed, analiza
varijance za ponovljena mjerenja
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U Tablici 7. te na Grafikonu 6. prikazane su plazmatske koncentracije
LDH u zivotinja s eksperimentalno izazvanim AIM-om te u tretiranih
protutijelima koStanih morfogenetskih proteina BMP1-3 (terapija) prije te
tijekom 7 dana nakon zahvata u viSe vremenskih toCaka (nakon 1, 2, 3, 517
dana). Iz Tablice 7 (te Grafikona 6.) vidljiva je statisticki znaCajno razliCita
vremenska dinamika plazmatskih koncentracija LDH medu ispitivanim
skupinama zivotinja (P=0.022, anova za ponovljena mjerenja) uz prosjecno
nize vrijednosti LDH u skupini Zivot inja tretiranih protutijelima koStanih
morfogenetskih proteina (terapija) nakon zahvata uz statistiCki znacCajno nize
koncentracija LDH 2. i 7. dana nakon zahvata (2. dan, 810.5+461.8 prema

378.1+207.5, P=0.026; 7. dan, 489.5+392.7 prema 167.8+120.6, P=0.028).
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Tablica 7. Usporedba plazmatskih koncentracija LDH (U/L) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM-om te u tretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapijska skupina) prije te tijjekom 7 dana nakon
zahvata u viSe vremenskih toCaka

Dani/ LDH (U/L)

No Oznaka| Grupa 0 1 2 3 s -
1 nrll AIM 184 331 176 449 168
2 nr12 AIM 256 258 449 348 55
3 nr 14 AIM 274 522 592 614 201
4 nr 16 AIM 133 409 258 553 89
5 1 AIM 457 923| 1012 1112 525/ 1054
6 2 AIM 334 839| 1100{ 1059 931 977
7 3 AIM 79| 1937| 1389 643 586 955
8 4 AIM 240| 1427| 1600| 1307 729 994
9 5 AIM 97 57 767 707 962 419
10 6 AIM 313 354 365 301 723 231
11 7 AIM 291 562 788 446 543 489
12 8 AIM 362 428| 1230 4272 511 242
Aritmeticka sredina 251.7| 670.6| 810.5| 663.4| 688.8| 489.5
Standardna devijacija 112.6| 538.6| 461.8| 326.3| 179.8| 392.7

13 A| terapija 457 626 345| 2288| 1090 415
14 B| terapija 334 517 479 373 294 228
15 G| terapija 79 716 208| 1590 724 246
16 F| terapija 240 789 619 107 60 55
17 H| terapija 97 406 792| 1471 321 350
18 nr 2| terapija 117 198 116 379 39
19 nr 3| terapija 102 236 170 321 72
20 nr5| terapija 232 441 413 323 83
21 nr 6| terapija 244 239 128 281 141
22 nr 7| terapija 192 403 472 419 103
23 nr 8| terapija 271 291 521 357 97
24 nr 9| terapija 116 334 382 428 184
Aritmeticka sredina 206.8 433| 387.1| 694.8| 497.8| 167.8
Standardna devijacija 113.6| 194.1| 207.5| 687.7| 408.1| 120.6
P-vrijednost* 0.272| 0.260| 0.026| 0.194| 0.341| 0.028

P-vrijednost$ 0.022

§ - izracunato na temelju analize varijance za ponovljena mjerenja, * - post-hoc

analiza
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Grafikon 6. Usporedba plazmatskih koncentracija LDH (U/L) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM te u ftretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapijska skupina) prije te tijjekom 7 dana nakon
zahvata u vise vremenskih toCaka; P=0.022 za usporedbu medu skupinama
za vremenski slijed, analiza varijance za ponovijena mjerenja

U Tablici 8. te na Grafikonu 7. prikazane su plazmatske koncentracije
troponina-t u Zivotinja s eksperimentalno izazvanim AIM te u tretiranih
protutijelima koStanih morfogenetskih proteina BMP1-3 (terapija) prije te
tijekom 10 dana nakon zahvata u viSe vremenskih to¢aka (nakon 1, 2, 3, 5, 7 i
10 dana). Iz iste tablice i grafikona je vidljiva statistiCki znaCajno razliita
vremenska dinamika plazmatskih koncentracija troponina-t medu ispitivanim
skupinama zivotinja (P=0.006, anova za ponovljena mjerenja) uz prosjecno
nize vrijednosti troponina-t u skupini zivotinja tretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapija) nakon zahvata uz statistiCki granicno nize
koncentracije troponina-t 1. i 3. dana nakon zahvata (1. dan, 5.016+1.754
prema 7.34+3.351, P=0.089; 3. dan, 0.1111£0.0431 prema 0.2433+0.1883,

P=0.071).
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Tablica 8. Usporedba plazmatskih koncentracija troponina-t ug/mL u Zivotinja
S eksperimentalno izazvanim AIM-om te u tretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapija) prije te tijekom 10 dana nakon zahvata u
viSe vremenskih toCaka

AIM dan0 | dan1 dan 2 dan 3 dan 5 dan 7 dan 10
rat 11 0.008 | 2.97 1.32 0.05 0.05 0.01 0.01
rat 12 0.009 | 4.54 2.75 0.17 0.07 0.1 0.07
rat 13 0.008 | 7.32 2.19 0.15 0.06 0.11 0.02
rat 15 0012 | 12.4 6.13 0.33 0.12 0.04 0.03
rat 16 0.007 | 8.85 2.24 0.17 0.06 0.04 0.02
rat 17 0.007 | 3.84 0.97 0.05 0.02 0.01 0.05
rat 18 0.009 |89 5.8 0.4 0.07 0.05 0.03
rat 19 0.011 | 11.54 8.36 0.64 0.09 0.06 0.02
rat 20 0.007 | 5.7 3.91 0.23 0.09 0.03 0.05
Aritmeticka sredina | 0.0087 | 7.34 3.7411 | 0.2433 | 0.07 0.05 0.0333
Standardna devijacija | 0.0018 | 3.3510 | 2.5122 | 0.1883 | 0.0283 | 0.0354 | 0.0194
Terapija dan0 | dan1 dan 2 dan 3 dan 5 dan 7 dan 10
rat 1 0.007 6.81 3.14 0.21 0.13 0.02 0.08
rat 2 0.008 5.46 2.02 0.09 0.1 0.04 0.02
rat 3 0.012 6.95 3.01 0.15 0.05 0.03 0.06
rat 4 0.007 7.03 4.24 0.1 0.11 0.03 0.04
rat5 0.009 2.51 0.68 0.08 0.02 0.02 0.14
rat 6 0.009 4.13 1.38 0.07 0.05 0.04 0.02
rat 7 0.008 4.95 1.65 0.1 0.08 0.08 0.03
rat 8 0.011 4.79 1.78 0.1 0.12 0.02 0.16
rat 10 0.007 2.51 0.92 0.1 0.08 0.02 0.02
Aritmeti¢ka sredina | 0.0087 | 5.0156 | 2.0911 | 0.1111 | 0.0822 | 0.0333 | 0.0633
Standardna devijacija | 0.0018 | 1.7540 1.1579 | 0.0431 | 0.0367 | 0.0194 | 0.0534
P-vrijednost* 1 0.089 0.100 0.071 0.441 0.238 0.144
P-vrijednost§ 0.006
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Grafikon 7. Usporedba plazmatskih koncentracija troponina-t u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim AIM-om te u tretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapijska skupina) prije te tijekom 10 dana nakon
zahvata u vise vremenskih toCaka;

P=0.006 za usporedbu medu skupinama za vremenski slijed, analiza
varijance za ponovljena mjerenja

U Tablici 9. te na Grafikonu 8. i 9. prikazane su vrijednosti sr€anih
parametara mjerenih UZV-om (unutrasnje dimenzije lijevog ventrikula u sistoli
i dijastoli (LVIDs i LVIDd), debljina intraventrikulskog septuma u sistoli i
dijastoli (IVSs i IVSd), debljina straznje stijenke lijeve klijetke u sistoli i dijastoli
(LVPWs i LVPWAJ) te ejekcijska frakcija (EF) i frakcijsko skracenje (FS) u
Zivotinja s eksperimentalno izazvanim AIM tretiranih protutijelima koStanih
morfogenetskih proteina (terapija) uz usporedbu s netretiranim Zivotinjama
(AIM) te sham skupinom. Iz Tablica 4. i 9. vidljivo je da su za unutrasnje
dimenzije lijevog ventrikula u sistoli i dijastoli (LVIDs i LVIDd), debljinu
intraventrikulskog septuma u sistoli i dijastoli (IVSs i IVSd), debljina straznje
stijenke lijeve klijetke u sistoli i dijastoli (LVPWs i LVPWd) utvrdene
usporedive veliCine navedenih parametara medu ispitivanim skupinama

zivotinja (P=0.738, P=0.334, P=0.199, P=0.088, P=0.078, P=0.110; ANOVA;
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susljedno). Iz istih tablica te Grafikona 8. i 9. takoder je vidljivo kako je
utvrdena statisticki znacCajna razlika veliCine ejekcijske frakcije (EF) i
frakcijskog skracenja (FS) medu ispitivanim skupinama zivotinja (P=0.009,
P=0.005, ANOVA) i to na nacCin da su EF i FS bile statistiCki znaCajno snizene
u AIM skupini zivotinja u odnosu na zivotinje u sham skupini (P=0.002,

P=0.003) te terapijskoj skupini (P=0.015, P=0.006) dok su vrijednosti bile

usporedive za terapijsku i sham skupinu (P=0.896, P=0.904).

Tablica 9. Vrijednosti sréanih parametara mjerenih UZV-om (unutraSnje
dimenzije lijevog ventrikula u sistoli i dijastoli (LVIDs i LVIDd), debljina
intraventrikulskog septuma u sistoli i dijastoli (IVSs i IVSd), debljina straznje
stijenke lijeve klijetke u sistoli i dijastoli (LVPWs i LVPWAd) te ejekcijska
frakcija (EF) i frakcijsko skracenje (FS) u zZivotinia s eksperimentalno
izazvanim IM-om ftretiranih protutijelima koStanih morfogenetskih proteina
(terapija) te usporedba s nelijeCenim Zivotinjama (AIM) te sham skupinom

Terapija IVSd LVIDd LVPWd IVSs LVIDs LVPWs EF FS
(mm) (mm) (mm)| (mm) (mm) (mm)| ()| (%)
1 tl 1.3 7 1.5 2.6 3.6 3| 84.3| 48.1
2 t2 1.5 5.4 1.9 2.9 2.5 2.7\ 88.6] 53.1
3 t3 1.3 5.4 2 2.4 2.5 3.1 89| 53.7
4 t4 1.4 5.7 1.2 29 2.5 2.4 90.8| 56.5
5 t5 1.37 4.73 1.57 2.47 2.27 4.67(87.67|51.73
6 t6 1.27 4.33 1.13 2.27 1.97 2.2(89.77|54.73
7 t7 1.53 4.6 1.47 2.5 2.1 2.5 89.3|53.87
8 t8 1.4 5.43 1.67 2.1 2.83 3.1| 84.3|47.73
9 t9 1.47 5.4 1.77 2.83 2.5 2.6(88.93| 53.6
10 Al 1.3 5.4 1.5 2.8 2.9 24| 84.2| 47.5
11 B1 1.3 5.6 1.6 2.1 3.4 2.3| 75.8| 39.3
12 F1 1.2 8.5 1.8 2.3 6.3 2.9 57| 26.3
AS 84.13|48.84
1.362 5.624 1.593 2.514 2.948 2.823 9 7
SD 0.101 1.125 0.260 0.294 1.161 0.660(9.476| 8.496
ANOVA
P-vrijednost* 0.738 0.334 0.199 0.088 0.078 0.110( 0.009]0.005
P-vrijednost§
prema
kontroli NP NP NP NP NP NP 0.015]0.006
P-vrijednost§
prema sham NP NP NP NP NP NP 0.896|0.904

*- na osnovi analize varijance (ANOVA) za usporedbu medu skupinama; § - post-

hoc analiza
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*P=0.006 za usporedbu terapije s kontrolom — post-hoc analiza, P=0.904 za
usporedbu terapije sa sham skupinom — post-hoc analiza

Grafikon 8. Usporedba ejekcijske frakcije (EF, %) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim IM-om, tretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapijska skupina) te sham skupinom; P=0.009
medu skupinama (ANOVA)
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B Infarkt miokarda
30
B Sham
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FS

*P=0.015 za usporedbu terapije s kontrolom — post-hoc analiza, P=0.896 za
usporedbu terapije sa sham skupinom — post-hoc analiza

Grafikon 9. Usporedba frakcijskog skracenja (FS, %) u Zivotinja s
eksperimentalno izazvanim IM-om, tretiranih protutijelima kostanih
morfogenetskih proteina (terapijska skupina) te sham skupinom; P=0.005
medu skupinama (ANOVA)
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Rezultati dobiveni usporedujudi tri skupine zivotinja (sham skupinu, Zivotinje s
izazvanim IM te zivotinje s izazvanim IM uz primjenu specificnih protutijela na
BMP1-3) govore o jasnoj ulozi molekule BMP1-3 u oStecenju srca kao
posljedici remodeliranja uslijed fibroze. Naime, rezultati za zivotinje s
izazvanim IM bez terapije govore u prilog znatnijeg sr€anog oStecenja.
PoviSene vrijednosti CK-MB, LDH i troponina-t od kojih zadnja dva gotovo i ne
postoje u cirkulaciji zdravih jedinki jasno ukazuju na znakove propadanja
stanica sr€anog misica. UZV parametri mjereni standardnim postupkom za tu
metodu samo potvrduju funkcionalno oStecenje.

Zanimljivo je da laboratorijske vrijednosti specificnih sr€anih enzima u
zivotinja u kojih je izazvan IM a primali su terapiju specificnim protutijelima na
BMP1-3 takoder pokazuju otklon od normalnih vrijednosti ali da je on puno
manji u odnosu na Zivotinje bez terapije. Isto govori kako je evidentno doslo
do oStecenja stanica miokarda ali da je vjerojatno proces njihove degradacije i
remodeliranja u sklopu fibroznog procesa znatno maniji.

Najzanimljivije su vrijednosti EF i FS kao UZV parametara funkcije srca
gdje se u operiranih zZivotinja koje su primale terapiju i Zivotinja iz sham
skupine ne nalazi statistiCki znaCajnog odstupanja. Za razliku od onih s
izazvanim IM bez terapije gdje su mjerene vrijednosti znatho manje. Isto
ukazuje da je funkcija srca unato€ izazvanom infarktu sliCha u prvim dvjema
skupinama tj. da je utjecaj terapije protutijelima znaCajan faktor u smanjenju
oStecenja miokarda uslijed remodeliranja nakon IM.

HistoloSki su u svih operiranih Zivotinja nadeni znaci infarkta miokarda.
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6. RASPRAVA

Akutni infarkt miokarda (AIM) jedan je od vodecih uzroka smrtnosti u
razvijenim zemljama i jedan od glavnih problema javnoga zdravstva opcenito.
NajceSCe nastaje zbog okluzije koronarne arterije  uzrokovane
aterosklerozom. Nedostatna opskrba srcanih stanica krvlju neizbjezivo dovodi
do njihove smrti i razgradnje (19,20). Na mjestu infarkta, zbog inicijalnog
upalnog odgovora, u daljnjim fazama dolazi do remodeliranja tkiva te nastaje
fibrozni oziljak u Cijoj je podlozi promjena u ekstracelularnom matriksu
(ECCM) kao osnovnoj strukturalnoj jedinici. Posljedica toga je pogorSanje
srCane funkcije, Sto bez medicinske intervencije uglavhom vodi zatajivanju
srca povecavajuci tako morbiditet i mortalitet tih bolesnika (23,24).

OcCuvanje funkcije sr€ane pumpe nakon AIM, a samim time i
prezivljenje, ovisi izravno o brzini reperfuzije nakon opstrukcije koronarne
arterije (39). Moderna terapija u prvom redu podrazumjeva hitnu perkutanu
angioplastiku s postavljanjem stenta, a alternativno fibrinolizu ili kardiokirurSku
revaskularizaciju (41,42). Ostali lijekovi koji se primjenjuju nakon AIM,
ukljuCuju ACE inhibitore, beta-blokatore ili antagoniste kalcijevih kanala. Svi
oni djeluju na smanjenje volumnog opterecenja srca te time i na smanjenje
energetskih potreba i zaustavljanje pogorSanja posljedica AIM. Takoder se
primjenjuju lijekovi koji smanjuju ili preveniraju aterosklerozu, poput statina i
fibrata (50,51).

Unatoc€ Cinjenici da se trenutacno u svijetu provodi oko petstotinjak
klini¢kih studija koje se bave kardiovaskularnom patologijom, od kojih se oko

tri stotine njih bavi konkretno lijekovima a joS nekih stotinu pedeset mogucim
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terapeutskim ucincima raznih molekula, nema nijednog registriranog klinickog
pokusa kojem je cilj prevencija ili smanjenje fibroze (53). Dodatno, u klini¢koj
medicini ne postoji nijedan odobreni lijek koji sprjeCava nakupljanje
ozilikastoga tkiva u parenhimatoznim ili miSicnim organima kao posljedica
ozljede i/ili upale.

BMP1 je metaloproteinaza koja omogucuje stvaranje zrelih monomera
glavnih vlaknastih kolagena I-lll te tako sudjeluje u regulaciji strukture
izvanstanicnog matriksa (106). Stanice srca stvaraju i razliCito reagiraju na
molekule izvanstanicnog matriksa koji osigurava mehanicCku, elektriCnu i
kemijsku homeostazu srca. Kao posljedica infarkta srca miociti u infarciranoj
zoni nekrotiziraju, u okolnom tkivu parcijalno podlijezu apoptozi, prokrvljenost
se smanjuje, da bi se nakon ukljuenja mehanizama popravka razmnozili
fibroblasti te stvorili povec¢anu koli€inu kolagena i oziljkastog tkiva. Stvaranje
manje vrijednoga tkiva u stijenci miokarda uzrokom je slabljenja srcane
funkcije pa bi usporavanje procesa oziljkavanja, uz povecano prezivljenje
normalnog miokarda omogucilo oCuvanje funkcije srca (25).

U istrazivanju u ovoj disertaciji oslanjamo se na znanja i podatke
prikupljene viSegodisSnjim istrazivanjima uloga izoformi BMP1 kao i tehnologije
terapeutske primjene monoklonskih protutijela u novim indikacijskim
podruc¢jima. Specificnosti inovacije koju predlaze ovaj rad u mogucoj
terapijskoj primjeni sastoje se od: novog pristupa smanjenju posljedica
akutnog infarkta miokarda preko inhibicije proteina BMP1-3 i njegova
signalnog puta specificnim monoklonskim protutijelima ¢ime bi se sprijecilo ili
moglo smanijiti infarcirano podrucje i oziljkasto remodeliranje u sranom

miSicu i tako poboljsati funkcija srca. Dosadasniji rezultati istrazivanja uloge
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BMP1-3 govore u prilog njegove bitne uloge u fibrogenezi. Dokazano je da u
krvi postoje cirkuliraju¢i oblici BMP1-3 (122). Upravo taj cirkuliraju¢i protein
ima veliko znaCenje u regulaciji i modeliranju ekstracelularnog matriksa.
Njegova pojacCana aktivnost dovodi do fibroze. Dokazano je da povecanje
kolicine BMP1-3 u krvi pridonosi povecanju renalne fibroze u bubregu i
posljedi¢no razvoju kronicne renalne bolesti (122). Analogno tome, primjena
BMP1-3 neutralizirajuceg protutijela u bolesnih Zivotinja smanijila je fib rozu,
saCuvala renalnu funkciju te povecala preZivljenje. ZakljuCuje se stoga da
inhibicija cirkulirajuceg BMP 1-3 smanjuje pogorSanje osnovne bolesti i
predstavlja cilj u lije€enju kroni¢ne bubrezne bolesti.

Dodatna istrazivanja s BMP1-3 pokazala su njegovu prisutnost u
slu€ajevima kostanog prijeloma na ekstremitetima. Dokazana je klju¢na uloga
BMP1-3 u cijeljenju kostanih prijeloma femura Stakora i ulne kuni¢a (121). U
navedenom istrazivanju je inhibicija BMP1-3 dovela do usporenog i oteZzanog
cijelienja kosti. Stimulacija koStane formacije primjenom BMP1-3 na mjestu
prijeloma dovela je do premostenja defekta, primarno preko stimulacije
diferencijacije osteoblasta. Sve navedeno navodi na zaklju€ak kako je uloga
proteina BMP1-3 u procesu fibroze u tijelu vazna ako ne i klju¢na. Time smo
se rukovodili i pri postavljanju hipoteze za ovo istrazivanje.

Kako je u serumu ljudi s akutnim infarktom srca pronadena poviSena
razina izoforme BMP 1-3 (123), u naSem istrazivanju na Stakorima s akutnim
infarktom srca pokusali smo dokazati ucinkovitost monoklonskog protutijela
na protein BMP1-3.

Inhibicija BMP1-3, kao vazne molekule u fibrinogenezi, vjerojatno

izravno utjeCe na veli€inu ozZiljka i njegov sastav te prijeCi prekomjerno
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nakupljanje vezivnog tkiva. Kao Sto smo ve¢ spomenuli, sastav ECCM i
koli¢ina svih njegovih komponenti izravno utjeCe na ponaSanje oziljka, na
njegovu mogucnost za remodeliranje, pa tako i na promjenu sastava s
regeneriranim misi¢nim tkivom (126).

Da bismo ostvarili postavljene ciljeve istrazivanja, bilo je prije svega
potrebno uspostaviti dobar eksperimentalni model infarkta miokarda. Odlucili
smo se na prethodno opisan i adekvatno validiran model ligacije koronarne
arterije. Planiranje operacija, tretiranje Zivotinja i uzimanje krvi u svrhu analize
te kontrola ultrazvu€nih parametara i PHD analiza provedeni su u skladu s
jasnim ve¢ opisanim protokolom wuz opseznu dokumentaciju. Daljnja
patohistoloSka analiza pokazala je kako je u svih operiranih Zivotinja
eksperimentalno izazvan infarkt. U ovom istrazivanju nismo se bauvili
slozenom molekularnom razinom uloge proteina BMP1-3 budu¢i da
dosadasnja istrazivanja upucuju na dvojake ucinke u signalnom slijedu preko
pojedinih proteina koji pak imaju modulacijske uCinke na metaloproteinaze
kao Sto je BMP1 (134). Iz njih je jedino jasno dokazana direktna uloga BMP1
u pregradnji ECCM u sréanom miSicu poslije infarkta, a potom na poboljSanu
funkciju srca. Takoder je dokazano da izrazito visoke koncentracije navedenih
modulirajucih proteina mogu zaustaviti djelovanje BMP1 (135).

Vode¢i se tim Cinjenicama, primijenili smo standardnu koncentraciju
monoklonskog protutijela radi inaktivacije proteina BMP1-3.

Razvojem specifiCnih Zivotinjskih modela i slijedom navedenih rezultata
s modulacijom proteina koji imaju ulogu u aktivaciji BMP1-3, nastavili smo
istraZivanja terapeutskog potencijala protutijela na izoforme BMP1-3. Pritom

smo dodatno utvrdili da novoproizvedena monoklonska protutijela
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primijenjena u zivotinjskim modelima akutnog infarkta miokarda (podvezivanje
koronarne arterije) bitho smanjuju specificne enzime srca, indikatore
oStecenja sr€anog tkiva. Ehokardiografska analiza pokazala je da su 21. i 45.
dan nakon podvezivanja koronarne arterije ejekcijska frakcija (EF) i frakcija
skracenja (FS) u Stakora tretiranih s navedenim protutijelom za 40% bolje od
funkcije zivotinja s AIM koje nisu primale terapiju protutijelima.

Iz navedenih rezultata proizlazi da je inhibiranje aktivnosti cirkuliraju¢eg
BMP1-3 dovelo do poboljSanja funkcionalnog kapaciteta srca. UoCili smo
smanjenu Stetu od okluzije koronarne arterije na miokard te buduéeg upalnog
odgovora na hipoksiju i posljedicno remodeliranje izvanstanicnog matriksa u
cijelienju sr€anog misi¢a upravo primjenom protutijela na BMP1-3. UzevsSi u
obzir hipotezu da je BMP1-3 jedna od srediSnjih molekula u fazi nastanka
fibroze, nedvojbeno je dokazano da njegovo suprimiranje moze imati znatan
utjecaj na cijeljenje organa i njihovu funkciju.

U skladu s dosadasnjim istrazivanjima nase rezultate mozemo tumaciti
kao jasan pokazatelj smjera daljnjih istrazivanja u pokuSaju inhibicije
djelovanja molekule BMP1-3. Dokazano je da svako povecanje koncentracije
tog proteina izravno utjeCe na remodeliranje ECCM bez obzira na organ kojim
se istrazivanje bavi.

Istrazivanje svake molekule ili procesa u fibroznom odgovoru ciljanjem
na specificne molekule na tom putu moze bitno promijeniti patofizioloski
proces fibroze ili znatno umanjiti njezine posljedice. Upravo navedene
molekule predstavljaju novu terapijsku mogucnost za bolesnike s AIM, svojom
dvojakom ulogom: povecavajucCi prezivljenje miocita nakon AIM te

sprjeCavanjem posljedica.
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Ihibicija specificnim monoklonskim protutijelom molekula klju¢nih u
procesu fibrogeneze dovestcée do smanjen ja fibroze i njezina Stetnog
utjecaja. Buduci da izoforme BMP-a postoje u raznim organima te da su
odredene izoforme i specificne za pojedini organ, daljnja istraZivanja u
inaktivaciji i inhibiciji njihova djelovanja specificnim protutijelima zasigurno

imaju buducnost.
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7. ZAKLJUCAK

1. Postavljeni model infarkta miokarda u Stakora zadovljavajuci je i pouzdan
eksperimentalni model. Laboratorijske vrijednosti specificnih sr¢anih enzima,
ultrazvu€no mjereni parametri te histoloSka analiza jasno upucuju na razvoj

infarkta kod svih Zivotinja kao posljedicu okluzije koronarne arterije.

2. Laboratorijske vrijednosti specificnih sr€anih enzima te izmjereni ultrazvucni
parametri funkcije srca u zivotinja koje su primile 15 pg/kg specificnog
protutijela na molekulu BMP1-3, pokazuju znacCajno manje oSteCenje
miokarda poslije AIM kao i uredniju sr€anu funkciju usporedivu s onom u

zdravih zivotinja.

3. UCcinci protutijela BMP 1-3 na razvoj fibroze i oziljka joS su jasniji kad
zivotinje lijeCene protutijelima usporedimo sa zivotinjama s izazvanim AIM bez
terapije. Te zivotinje pokazuju znatan otklon od urednih laboratorijskih
vrijednosti sr€anih enzima te znatno loSija sr€ana funkcija na osnovi mjerenja

ultrazvucnih parametara.

4. Ciljno djelovanje protutijelima na molekulu BMP1-3 jasno dokazuje njezino

veliko znaCenje u procesu fibroze i remodeliranja miokarda te njezin daljnji

utjecaj na funkciju srca.

88



8. SAZETAK

Infarkt miokarda vodeéi je uzrok smrti u muSkaraca iZena te
predstavlja jedan od najznacajnijih zdravstvenih problema razvijenog svijeta.
Nekroza miokarda dogada se zbog neravnoteze izmedu potrebe miokarda za
kisikom i opskrbe koju osigurava koronarna cirkulacija. Sr€ano zatajenje
nakon infarkta miokarda uobicajeno je klinicko stanje s visokom smrtnoScu.

Opisana je uska povezanost izmedu srCanog zatajenja i procesa
remodeliranja miokarda. Glavni ciljevi postojeCe terapije jesu brza tromboliza,
opskrba kisikom, redukcija sr€anog rada i kontrola boli. Postoji velika potreba
za novom, snaznom antifibroticnom terapijom.

Kostani morfogenetski proteini (BMP) skupina su molekula otkrivena
prvenstveno u kostanom, ali i u drugim tkivima. lzoforme BMP1 otkrivene su u
zdravih dobrovoljaca i bolesnika s raznim morbiditetima. U Stakora s
kroni¢nim bubreznim zatajenjem BMP1-3 potiCe renalnu fibrozu, dok terapija s
neutraliziraju¢im BMP1-3 protutijelom reducira fibrozu bubrega. BMP1
izoforme takoder su otkrivene u krvi pacijenata s akutnim infarktom miokarda.

Uspjeli smo dokazati uspjeSnost inhibicije BMP1-3 specifiCnim
protutijelom, kao kljuéne molekule u procesu fibroze u modelu akutnog
sr€anog infarkta u Stakora. Rezultati su pokazali smanjenje veliine sr¢anog
miSica zahvacene fibroznim promjenama, smanjene posljedice remodeliranja
miokarda kao i zna€ajno poboljSanje funkcije srca.

U evaluaciji terapije koristili smo analizu sr€anih enzima u serumu,
ehokardiografsku obradu funkcije srca i histoloSku analizu preparata sr¢anog

miSica nakon podvezivanja koronarne arterije i poCetka terapije.

Klju€ne rijecCi: infarkt miokarda, kostani morfogenetski proteini, fibroza
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9. SUMMARY

Bone morphogenetic protein impact on myocardial remodelling in acute
myocard infarction rat model

Bruno Cvjeti¢anin, 2015.

Myocardial infarction (MI) is the leading cause of death in both men
and women and represents one of the most severe health problem in a
modern world. Myocardial necrosis is caused by critical imbalance between
the coronary oxygen supply and the demand of the myocardium. Heart failure
after Ml is a common clinical syndrome with high mortality.

Left ventricular remodeling after Ml involves expansion of the infarcted
area, ventricular dilatation and thinning of the ventricular wall. The main goals
of standard therapy are rapid thrombolysis, optimization of oxygen, reduction
of cardiac workload and pain control. There is great need for novel, powerful
antifibrotic therapy.

Bone morphogenetic proteins (BMP) are molecules discovered in
bones and other different tissues. BMP1 isoforms were discovered in healthy
humans and in patients with numerous diseases. In rats with chronic kidney
disease administration of BMP1-3 increased renal fibrosis, while therapy with
BMP1-3 neutralizing antibody reduced renal fibrosis. BMP1 isoforms were
also identified in patients with acute myocardial infarction.

We succeeded in performing the inhibition of the BMP1-3 isoforme
with specific antibody as a key role molecule in fibrose process in an acute
myocardial infarction in rats. Our results confirmed high efficiency in reducing
the area of the heart muscle affected by fibrous changes, noted reduced
effect of heart remodeling as well as a significant improvement in heart
function.

We evaluated the therapy by using the measurement of cardiac
enzyme levels, echocardiographic analysis of cardiac function and
histological analysis of the heart muscle after coronary artery ligation and
initiation of the therapy.

Keywords: myocardial infarction, bone morphogenetic protein, fibrosis
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11. ZIVOTOPIS

Roden sam 3. kolovoza 1975. godine. Medicinski fakultet SveuciliSta u
Zagrebu upisujem 1994. Diplomirao sam 2000. godine a doktorski znanstveni
poslijediplomski studij upisao sam 2002. godine. ZavrSio sam specijalizaciju iz
opce kirurgije 2007. godine te subspecijalizaciju iz plasticno-rekonstruktivne i
estetske kirurgije 2010. Od 2011. stalno sam zaposlen kao subspecijalist na
Zavodu za plasti¢no-rekonstruktivnu kirurgiju i kirurgiju dojke, Klinike za
kirurgiju, KBC Zagreb.

U lijeto 2005. godine dobio sam znanstvenu stipendiju Republike
Francuske za istrazivanje te sam proveo 3 mjeseca u znanstveno-
istrazivaCkom laboratoriju u Institutu Necker-Enfants Malades u Parizu pod
vodstvom akademika Miroslava Radmana.

Od 2012. pridruzeni sam €lan istrazivackog tima u Laboratoriju za
mineralizirana tkiva Zavoda za anatomiju Medicinskoga fakulteta pod
vodstvom akademika Slobodana VukiCevica.

Tijekom usavrSavanja iz plasticno-rekonstruktivne kirurgije boravio sam
kao gost lije€nik u Univerisitatsklinik Zurich te Dreifaltigskeit Klinik kod Koelna.

Kao djelatnik Zavoda za plastiChu kirurgiju sudjelovao sam u
organizaciji nekoliko radionica s medunarodnim sudjelovanjem "Croatian
Breast Academy" koje su se odrzale u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb.

Uc€esnik sam brojnih stranih i domacih kongresa i simpozija iz podrucja
plastiCno-rekonstruktivne i estetske kirurgije kao i iz op¢e kirurgije, aktivho s
usmenim izlaganjima, posterima i kongresnim sazetcima te kao slusac.

Sudjelovao sam u objavljivanju 8 znanstvenih radova, kao prvi autor ili
koautor, objavljenim u €a sopisima indeksiranim u ,Current Contentsu” te u
objavljivanju nekoliko radova u drugdje indeksiranim ¢asopisima.

Clan sam Hrvatkoga lijeéni¢kog zbora, Hrvatskoga kirurskoga drustva
te Hrvatskoga drustva za plasticnu, rekonstruktivnu i estetsku kirurgiju.

Govorim engleski, njemacki, talijanski i francuski jezik.
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