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POPIS KRATICA

AIM: Akutni infarkt miokarda

STEMI: Infarkt miokarda s ST elevacijom
NSTEMI: Infarkt miokarda bez ST elevacije
EKG: Elektrokardiogram

CK-MB: Kreatin kinaza

LDH: Laktat dehidrogenaza

PCI: Perkutana koronarna intervencija
BMP: Kostani morfogenetski protein
TGF-g: Transformirajudi factor rasta beta
EDTA: Etilendiamintetraoctena kiselina
BMPR: Receptor kostanog morfogenetskog proteina
GDF: Faktor rasta i diferencijacije

IGF: Inzulinu sli¢an factor rasta

HEK: BubreZne stanice ljudskog embrija
pX Piksel

UTK: Ukupna tkivna komponenta

FK: Fibrozna komponenta

PK: Parenhimna komponenta

UF: Udio fibroze

KBB: Kroni¢na bolest bubrega

TLD: Tolloid

SFRP: Secreted frizzled related proteins
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1. UVOD

1.1. Akutni infarkt miokarda (AIM)
1.1.1. Etiologija i patofiziologija

Akutni infarkt miokarda, zajedno sa anginom pektoris, pripada skupini akutnih
koronarnih sindroma (ACS, engl. acute myocardial syndrome) koji nastaju opstrukcijom
krvotoka u koronarnim krvnim zilama, te se kao posljedica javlja ishemija srcanog
miSic¢a. Kod infarkta miokarda sa ST-elevacijom (STEMI, engl. ST elevation myocardial
infarction) dolazi do puknuca ateroskleroti¢nog plaka i stvaranja tromba $to rezultira
trajnom okluzijom lumena koronarne arterije, dok kod infarkta miokarda bez ST-elevacije
(NSTEMI, engl. non-ST elevation myocardial infarction) okluzija nije potpuna. (Vrhovac
i sur. — 2008) Nakon AIM dolazi do sirenja nekroze iz subendokardijalnih slojeva prema
epikardijalnim. U neishemijskim segmentima miokarda zbog velike napetosti stijenke
(nastale zbog porasta tlaka i rastegnu¢a miofibrila) javlja se subendokardijalna ishemija
transmiokardnog perfuzijskog gradijenta u koronarnim arterijama. Potom nastaje
kompenzatorna hipertrofija preostalog neostecenog tkiva u kojem dolazi do promijene
oblika, veli¢ine i debljine stijenke. Oste¢eno sréano misSi¢no tkivo ne prenosi impuls
istom brzinom s$to dovodi do ventrikularnih aritmija, fibrilacija i u konacnici naglog

sréanog zatajenja. (Rumberger JA i sur — 1994)



1.1.2. Epidemiologija AIM

Akutni infarkt miokarda vode¢i je uzrok smrti u razvijenim zemljama te
predstavlja velik javno-zdravstveni problem. Vise od 500 000 ljudi godisnje u SAD-u
dozivi prvi sr¢ani udar, a njih vise od 800 000 bude primljeno zbog ponovljenog udara.
Oko 200 000 tih ljudi umre prije negoli budu primljeni u bolnicu. (Thom T i sur. — 2006)
Nacin zivota, dob i spol, genetska obiljezja i druge kardiovaskularne bolesti vodec¢i su
faktori nastanka ateroskleroti¢nih promjena na krvnim zilama i hiperkoagulabilnosti (de
Logeril M i sur — 1999). Muskarci su rizi¢nija skupina u bilo kojoj zivotnoj dobi od Zena.
Usprkos velikom napretku medicinske dijagnostike i terapije, stopa mortaliteta od
akutnog infarkta miokarda nije se uspjela znacajno smanjiti. Tijekom 2008. god. u
Hrvatskoj je umrlo 3 683 osoba od AIM-a, sto predstavlja udio od 7,1% u svim uzrocima
smrti u drzavi. Od toga je bilo 60,7% muskaraca, a 39,3% Zena. Tek zadnjih pet godina
biljezi se blagi pad u stopi smrtnosti AIM-a u Hrvatskoj. Visu stopu mortaliteta imaju
kontinentalni dijelovi Hrvatske. Te regionalne razlike stope mortaliteta ukazuju na
populacijski diverzitet, dostupnost zdravstvene skrbi i kvalitetu zivota. (Kralj V i sur. -
2010.)

U Europi godisnje AIM dozivi 15 milijuna pacijenata (od kojih 5 milijuna ne
prezivi) $to opterecuje zdravstveni sustav s ukupnim troskom od 30 milijardi eura.
Razvoj ucinkovite i inovativne terapije zasnivane na intervenciji mehanizma nastanka
kroni¢nih posljedica (prevencija formiranja oziljkastog tkiva) jest jedna od znacajnijih

medicinskih potreba danasnjice. (Roger VL —2007)



1.1.3. Klinicka slika, dijagnostika i terapija

Tipi¢an simptom akutnog infarkta miokarda je intenzivna bol u prsima koja traje
dvadesetak minuta te se $iri u donju ¢eljust, lijevo rame i ruku. Osim jake boli u prsistu
osoba ima osjecaj nelagode, otezano disanje, pojacano znojenje i bol u gornjem dijelu
abdomena. Ukoliko se pravovremeno ne pruzi pomo¢, moze uslijediti gubitak svijesti,
fibrilacija ili zatajenje ventrikula koje zahtjeva kardiopulmonalnu reanimaciju.
Dijagnosti¢ki postupak temelji se na EKG-u, ehokardiografji, koronarografiji i
odredivanju biokemijskih pokazatelja oSteCenja miokarda. Povisen T-val na
elektrokardiogramu je vrlo rani znak, koji ne mora nuzno biti prisutan, a posljedica je
lokalizirane hiperkalijemije. Jedna od klju¢nih slika na EKG-u je progresivna ST-
elevacija popracena sa snaznom boli u prsistu, te formiranje Q-zupca. Ehokardiografija
ima najznacajniju ulogu u utvrdivanju posljedica AIM, tj. procjeni promjene morfologije
zida ventrikula i pracenje njezinog kasnijeg remodeliranja. Uz EKG klju¢nu ulogu u
ranoj dijagnostici AIM imaju kardiospecifi¢ni enzimi (slika 1), ¢ija se razina u Kkrvi
podize vrlo rano nakon pocetka infarkta. Razlikujemo vrlo specifi¢ne, kao troponin I,
troponin T i kreatin-kinaze (CK-MB) koji su prisutni skoro pa isklju¢ivo u sr¢anom
misi¢nom tkivu, pa se osloboditi mogu samo njegovim oste¢enjem, te manje specifi¢ni

mioglobin i laktat-dehidrogenaza (LDH) (Rains MG i sur — 2014).
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¢TnT - troponin T

¢Tnl - troponin I

CK-MB - kreatin kinaza
LDH - laktat dehidrogenaza

X gornja granica ref. vrijednosti

Reference interval - ,1,1
3 4 5
dan nakon AIM

-

Slika 1: Prikaz promjena razine pojedinih biomarkera u prvom tjednu nakon AIM

(Rains MG i sur — 2014)

Bolesniku s infarktom najprije treba ublaziti bol (najc¢es¢e morfijem) koja, zbog
aktivacije simpati¢kog sustava, djeluje na vazokonstrikciju i poveéanu frekvenciju rada
srca. Cilj lijeCenja infarkta jest povratak normalnog koronarnog protoka krvi sa
minimalnim gubitkom miokardijalne funkcije, Sto se najadekvatnije postize
reperfuzijskim metodama. Brzina reperfuzije znatno smanjuje ukupno osteéenje
miokarda. Najcesca reperfuzijska terapija jest perkutana koronarna intervencija (PCI) tj.
dilatacija zacepljene koronarne arteriju pomoc¢u balona, uz postavljanje stenta u lumen
zile. Alternativa perkutanoj koronarnoj intervenciji jest koristenje fibrinoliticke terapije
(alteplaza, reteplaza). PCI ili fibrinoliticka terapija moraju se provesti unutar 12 sati
nakon AIM, a ako se provedu nakon $to je proslo 12 sati, njihova uéinkovitost je upitna.

Medikamentna terapija nakon AIM ukljucuje primjenu analgetika, sedaciju bolesnika,



primjenu  kisika, redukciju tjelesne aktivnosti, prilagodbu prehrane, uvodenje
antikoagulantne terapije i antitrombocitnih lijekova, beta blokatora za smanjenje
potrosnje kisika u miokardu (uz oprez da ne dode do dekompenzacije pri primjeni), ACE
inhibitora koji imaju vazan utjecaj na sprjeCavanje remodeliranja srca itd. Vecina
medikamentne terapije primjenjuje se s ciljem redukcije Sirenja podruc¢ja nekroze u

miokard prislonjen na infarktom zahvaceni dio.

1.2 Kostani morfogenetski proteini (BMP)

1.2.1 Opcenito

Potencijal dekalcificirane kosti u poticanju koStane regeneracije prvi put je
otkriven 1889., kad je primjenjen u kombinaciji s jodom u pacijenta sa osteomijelitisom
(Ann Surg — 1889.). Primarna ideja bila je koristiti jod kao antisepticko sredstvo u
lijeCenju osteomijelitisa, dok je dekalcificirana kost sluzila kao nosa¢ za jod. Uz
oc¢ekivani povoljan u¢inak na infekciju doslo je i do formiranja nove kosti na mjestu
defekta. Cetrdeset godina kasnije Levader dokazuje da ekstrakt iz kosti injiciran u
misi¢no tkivo uzrokuje formaciju koStane mase na mjestu primjene. 1961. Sharrard i
Collins dokazuju da EDTA-dekalcificirani kostani presadak uzrokuje kostano srastanje
spinalnih nastavaka kraljezaka u djece (Sharrard i Collins — 1961). Konac¢no, 1965.
americki ortoped Urist dokazuje da potkozna primjena dekalcificiranog kostanog
matriksa u aksilarnoj regiji stakora dovodi do formacije novog kostanog tkiva (Urist MR
— 1965.). Aktivnom dijelu tog kostanog ekstrakta daje ime bone morphogenetic protein
(BMP). Reddi i Sampath dodatno razjasnjavaju mehanizam akcije, te dokazuju da je

aktivna supstanca dio kostanog matriksa i da njegovim uklanjanjem preostali matriks
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gubi potencijal stvaranja nove kosti (Sampath TK i sur — 1983). Od tada je izolirano i

karakterizirano 20 proteina koji se svrstavaju u BMP porodicu. (Rengachary SS —2002.)

1.2.2. Struktura, funkcije i klinicka primjena BMPa

BMP molekule po strukturi su vodotopljivi proteini, relativno niske molekularne
mase, ¢ija se difuzija unutar tjelesnih tekucina odvija vrlo lako. Pripadaju TGF-B
nadobitelji, velikoj skupini proteinskih faktora rasta koja je svoje ime dobila zahvaljujuci
moguénosti  aktivacije kultiviranih  fibroblasta (Vukicevic S i sur — 1995).
Aminokiselinska sekvenca BMP molekula smatra se visoko o¢uvanom tokom evolucije,
te je procjena njene starosti bez znacajnijih promjena oko 600 milijuna godina. Zbog te
oCuvanosti, primjena ljudskih rekombinantnih BMP molekula dovodi do izrazenog
ucinka i U nizih zivotnih oblika, ukljuéujuci i vinske musice (Rengachary SS —2002.).

Po svojoj funkciji BMP molekule odgovaraju citokinima i metabologenima,
bitnima u indukciji i odrzavanju metabolizma i homeostaze. Trenutno su jedini poznati
faktori rasta s mogucnosti pretvorbe vezivnog tkiva u osteoprogenitorne stanice
(Martinovic S i sur — 2006).

Pojednostavljeni mehanizam djelovanja jest vezanje proteina na BMPR tip 11 2.
Slijedi njihovo spajanje u heterotetramerski kompleks, te kinaza tip 2 receptora fosforilira
tip 1 receptor, koji pak fosforilacijom pokreée Smad signalizacijsku kaskadu, kona¢no
dovodeci do transkripcije i translacije BMP gena te odgovaraju¢eg ucinka tih proteina u
organizmu. (Sieber C i sur — 2009; Liu A i sur — 2005). Uloga BMP molekula, unato¢
imenu, nije ogranic¢ena samo na kostano i hrskavi¢no tkivo. Dokazane su brojne funkcije

u razvoju ociju, pluca, bubrega, jetre i zivéanog sustava te regenerativni porencijal kod
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osteCenja kosti, hrskavica, tetiva, ligamenata, jetre i bubrega (Simic P i Vukicevic S —
2006; Vukicevic S i sur — 1994; Simic P i Vukicevic S — 2005) Od 2002. na trzistu su
dostupne naprave za poboljSanje kostanog cijeljenja bazirane na BMP-2 i BMP-7 u
odredenim klinickim indikacijama (Govender S i sur — 2002; Bishop GB i Einhorn TA —

2007; Courvoisier Ai sur — 2014).

1.2.3. BMP1

BMP1 ne dijeli homologiju aminokiselinske sekvence s ostalim molekulama BMP
i nije ¢lan obitelji TGF-B, ve¢ pripada skupini Astacin metaloendoproteinaza (Kessler E i
sur — 1996). Inicijalno je otkriven zbog svoje uloge u razvoju i regeneraciji kosti i
hrskavica zbog ¢ega je i svrstan u BMP (Wozney JM i sur — 1988; Ge G i Greenspan DS
— 2006). Gen za BMP1 nalazi se na kromosomu 8p21. Njegov aminokiselinski slijed
pokazuje da na aminoterminalnom kraju postoji hidrofobno podrucje koje upucuje na to
da je rije¢ o sekrecijskom ¢imbeniku. BMP1 se sintetizira kao inaktivni proenzim i
mjesto odcjepljivanja prodomene definira se kao mjesto aktivacije BMP1. Aktivna
proteaza se moze izolirati iz medija stani¢ne kulture humanih stanica 1 tetiva organskih
kultura.(Janitz M i sur — 1998) Karakteristicno je da BMP1 podlijeZe alternativnom
prekrajanju. N-terminalni kraj svih BMP1 izoformi ostaje konstantan, dok se varijacije
prekrajanja pronalaze na C-terminalnom kraju. Pronadena je nekolicina izoformi nastala
prekrajanjem, no dokaz svih izoformi na razini proteina jos nije potvrden. (Janitz M i sur
— 1998). Izoforma BMP1-3 pronadena je u serumu zdravih ljudi te onih sa kroni¢cnom
bubreznom bolesti (Grgurevié L i sur — 2011). Po funkciji BMP1 spada u skupinu cink-

metaloproteinaza (Tolloid like metaloproteinaze), s ciljnim mjestom djelovanja na C-



terminalnom kraju prokolagena I, Il i Il sto pridonosi formiranju zrelih kolagenskih
vlakana (Grgurevi¢ L i sur — 2011). Stoga je BMP1 neizostavni faktor u formiranju
ekstracelularnog matriksa. (Hopkins DR i sur — 2007; Vadon-Le Goff S i sur — 2015). Za
BMP1-3 smatra se da sudjeluje u aktivaciji TGF-p sli¢nih molekula, te vjerojatno cijepa i
druge substrate. (Hopkins DR i sur — 2007)BMP1 sudjeluje i u embrioloskom razvoju
dorzo-ventralne osi (Suzuki N i sur — 1996). U razvoju dorzo-ventralne osi vrlo vaznu
ulogu za diferencijaciju stanica predstavlja koncentracija Chordina, koja se smanjuje u
smjeru dorzalno-ventralno (Lee HX i sur — 2006). BMP1, uz ostale 3 TLD-like
metaloproteinaze (mTLD, mTLL1 i mTLL227), ima ulogu u razgradnji Chordina.
Njihova koncentracija progresivno se smanjuje od ventralno prema dorzalno (Kobayashi
K i sur — 2009). Mehanizam djelovanja istrazen je na HEK293 stanicama i dokazano je
da, osim klasi¢ne enzimske prerade prekursora kolagena, dovodi do porasta ekspresije
gena za kolagen tipa 1, Tgf-p1, p21, BMP-4 i kaspaze-9, smanjenja ekspresije gena Bmp-
6 i Bmp-7 i znacajne regulacije na visu razinu transkripcije Bmp-4 gena. (Grgurevié¢ L i
sur — 2011). Zbog izrazite vaznosti u formiranju ekstracelularnog matriksa i zbog
dokazanog sudjelovanja u patofiziologiji kroni¢ne bubrezne bolesti, BMP1-3 istice Se kao
protein koji ¢e u buducnosti biti tema brojnih istrazivanja i potencijalni novi cilj terapija

bolesti povezanih s opseznom fibrozom tkiva.

2. OPCI CILJ RADA

Op¢i cilj rada je pokazati vaznost neutralizacije BMP1-3 proteina u prevenciji,
odnosno smanjenju nekroze i posljedi¢énog formiranja oziljkastog tkiva na podrucju

oste¢enja miokarda nakon akutnog infarkta.



3. SPECIFICNI CILJEVI RADA

Specifi¢ni ciljevi rada su:

1. Odrediti utjecaj primjene BMP1-3 neutralizirajuceg protutijela na akutnu ozljedu
miokarda mjerenjem razine troponina T, CK-MB i LDH u serumu nakon

indukcije akutnog infarkta miokarda.

2. Morfometrijski usporediti koli¢inu kolagena nakon indukcije akutnog infarkta
miokarda u skupini tretiranoj BMP1-3 neutraliziraju¢im protutijelom i kontrolnoj

skupini.

3. Pokazati sposobnost BMP1-3 monoklonskog protutijela u sprije¢avanju kroni¢nih

posljedica AMI, tj. smanjenog nakupljanja vezivnog tkiva u podrucju ozljede.

4. HIPOTEZA

Primjena BMP1-3 neutraliziraju¢eg protutijela smanjit ¢e opseg nekroze miokarda

i nastajanje oziljkastog tkiva nakon indukcije akutnog infarkta miokarda.



5. MATERIJALI | METODE

5.1. Pokusne Zivotinje

Roditeljski parovi stakora uvezeni su 2. srpnja 2007.god. iz Italije (,,Harlan*) za
potrebe daljnjeg vlastitog uzgoja. Zivotinje su bile smjestene pod kontroliranim
zdravstvenim uvjetima u prostorima nastamba za laboratorijske zivotinje Laboratorija za
mineralizirana tkiva. U eksperimentalne svrhe koristeni su Stakori starosti 3 do 6 mjeseci
te su oba spola bila jednakomjerno zastupljena. Dvadeset Stakora podjeljeno je u
kontrolnu i terapijsku skupinu u omjeru 1:1. Koristeni su spolno zreli muzjaci tjelesne

mase od 330 do 350 grama i spolno zrele Zenke od 240 do 260 grama.

5.2. Zivetinjski model i protokol

Infarkt miokarda u Stakora inducira se subkutanom primjenom
isoproterenola (neselektivni B agonist) u dozi izraCunatoj prema tezini Stakora, koja
odgovara koncentraciji 150 mg/kg/dan, razrjedenoj u 2 mL fizioloske otopine (0,9%
NaCl). lIsoproterenol je apliciran u tretiranoj i kontrolnoj skupini Zzivotinja u dva
uzastopna dana, s razmakom od 24 sata izmedu primjena (Lobo Filho HG i sur. — 2011).
Tretiranoj skupini zivotinja aplicirana su BMP1-3 monoklonska protutijela intravenski u
koncentraciji 15 ug/kg u periodu od 14 dana prema protokolu (slika 2). Kontrolnoj
skupini stakora aplicirana je fizioloska otopina intravenski u periodu od 14 dana.

Za obavljanje pokusa izdana je dozvola od strane Ministarstva poljoprivrede,

Uprave veterinarstva, URBROJ: 525-10/0255-13-2.
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Slika 2: Prikaz protokola izvodenja pokusa
5.3. Uvjeti smjestaja laboratorijskih zivotinja

Laboratorijske Zivotinje Se smjeStaju, uzgajaju i 0 njima se vodi odgovarajuca
skrb u prijavljenom i odobrenom objektu Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu,
Salata 3, pod identifikacijskim brojem HR-POK-001.

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. Zivotinje
su bile pod veterinarsko-zdravstvenim nadzorom sa dnevno vodenom evidencijom
mikroklimatskih parametara. Kontrola hrane, stelje i laboratorijske opreme bila je
primjerena vrsti Zivotinja na kojima je proveden pokus.

Eksperimenti su se izvodili pod nadzorom odgovorne osobe doktora veterinarske
medicine, voditelja pokusa koji je planirao i izradio protokol pokusa te osposobljenog i
educiranog tehnickog osoblja, koje radi u nastambi za laboratorijske Zivotinje. Stvoreni
su svi uvjeti za minimalnu bol i patnju tijekom izvodenja pokusa, stoga zivotinje nisu

trpjele jaku niti dugotrajnu bol.
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5.4. Proizvodnja i primjena monoklonskih protutijela

U pokusu je koristeno BMP1-3 monoklonsko protutijelo. Navedeno protutijelo
proizvedeno je tehnikom dobivanja hibrida stanica B-limfocita i mijelomskih stanica
sposobnih neprekinuto proizvoditi BMP1-3 protutijelo, koju su 1975.god. opisali Kohler i
Milstein (Kohler G i Milstein C — 1975). U¢inkovitost monoklonskih BMP1-3 protutijela
testirana je sukladno hipotezi te su tako kreirani svi preduvjeti za daljnji razvitak

ispitivanih protutijela kao novih antifibroti¢nih lijekova.

5.5. Mjerenje plazmatske koncentracije specifi¢nih sréanih

enzima

Ostecenje | nekroza stanica misi¢nog tkiva srca pratila su se mjerenjem razine
triju specificna enzima u plazmi: sréano specificne kreatinin kinaze (CK-MB), laktat
dehidrogenaze (LDH) i troponina T. Uzorci krvi vadili su se iz repne vene stakora. Krv je
sakupljana u heparinizirane epruvete te potom centrifugirana 15 minuta na 2000g. Pri
odredivanju koncentracije enzima upotrebljavani su komercijalno dostupni kitovi (Sigma-

Aldrich).

5.6. Patohistoloska evaluacija miokarda i histomorfometrija

Nakon zrtvovanja, Stakorska srca su bila fiksirana u 4% paraformaldehidu te su
uklopljena u parafinske blokove. Rezovi su bojani Sirius red bojanjem. Na taj se nacin
pratila dinamika oziljka, u razli¢itim vremenskim periodima tijekom prvih mjesec dana,

kad su remodeliranje miokarda i stvaranje oziljka najaktivniji.
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Morfometrijska analiza radena je u programu Image]J. KoriSten je
,» Ireshold Colour* algoritam autora G. Landini, dostupan na:
[http://www.mecourse.com/landinig/software/software.htmi].

Priprema mikroskopskih slika ukljuc¢ivala je izolaciju struktura poput stijenki
krvnih zila, njihovih lumena, te prazan prostor nastao prilikom izrade histoloskih
preparata. Ti prazni prostori oznaceni Su crnom bojom te na taj nacin nisu ulazili u
spektar boja bitan za analizu. Prvi korak analize bio je konvertiranje slika iz RGB spektra
boja u CIE LAB spektar. Slijedilo je oznacavanje povrSine ukupne tkivne komponente
(UTK) pomocu algoritma, te mjerenje njene vrijednosti izrazene u pikselima (px). UTK
nije sadrzavala ranije eliminirane sadrzaje oznacene crnom bojom. UTK se sastoji od
dvije komponente, fibrozne (FK) i parenhimne (PK). Algoritam, pomoc¢u unaprijed
odredenog spektra boja, oznacava povrsinu fibrozne komponente, mjeri je te izrazava u
pikselima. Zavrsno, inverzijom oznacavanja povrSine fibrozne komponente dobiva se
vrijednost povrsine parenhimne komponente (Hadi AM i sur. — 2011). Udio fibroze (UF)
izraCunava se za svaku sliku prema formuli:

FK (px)

HE e = Rt

Slika 3: Formula za izracun udjela fibroze na histoloSkom preparatu
5.7. Statisticka analiza

Rezultati za varijable koje slijede normalnu distribuciju prikazani su kao srednje
vrijednosti + standardna devijacija, a za varijable koje ne slijede normalnu distribuciju

kao medijan uz interkvartilni raspon (25.-75. percentila). Za analizu kontinuiranuh
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varijabli normalne distribucije i homogenosti varijanci koriStena je analiza varijance
(ANOVA) te Studentov t-test. U slucaju nezadovoljenja uvjeta normalne distribucije

primjenjeni su neparametarski testovi (Mann-Whitney U test). Statisticki znacajnim

smatraju se rezultati u kojima je vjerojatnost pogreske (p vrijednost) manja od 0.05.

6. REZULTATI

6.1. BMP1-3 monoklonsko protutijelo smanjuje nekrozu srca

nakon AIM

Izmjerene su koncentracije tri specificna enzima u plazmi kroz 10 dana u
kontrolnoj i tretiranoj skupini zivotinja. Prije induciranja infarkta, nultog dana, razina
enzima troponin T, CK-MB i LDH bila je niska u kontrolnoj i tretiranoj skupini. Prvog
dana nakon induciranja infarkta povisila se razina svih izmjerenih enzima u obje skupine
zivotinja ukazuju¢i na ishemiju miokarda. Koncentracija troponina T porasla je na 7,34
U/L u kontrolnoj skupini i na 5,02 U/L u tretiranoj (slika 4). Razina CK-MB u kontrolnoj
skupini prvi dan je iznosila 416,16 U/L, dok je u tretiranoj skupini bila 340,61 U/L (slika
5). Naposljetku, koncentracija LDH u kontrolnoj skupini je bila 361,39 U/L, a u tretiranoj
310,69 U/L (slika 6). Uocena je signifikantna razlika izmedu koncentracija svih triju
enzima u tretiranoj i kontrolnoj skupini odmah prvog dana nakon induciranja infarkta.
Provedeni t test statisticke znacajnosti pokazuje kako je koncentracija enzima CK-MB i
troponina izmedu tretirane i kontrolne skupine ve¢ prvog dana bila signifikantna,
odnosno tretirana skupina imala je znacajno nizu razinu navedenih enzima. Drugi dan

nakon induciranja infarkta razina troponina T se smanjuje na 3,74 U/L u kontrolnoj
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skupini te u tretiranoj skupini na 2,09 U/L. Koncentracije enzima LDH i CK-MB
nastavljaju rasti te razina kontrolne i tretirane skupine ponovno ukazuju na signifikantnu
razliku izmedu te dvije skupine. Tre¢ega dana razine koncentracije LDH i CK-MB
dosezu svoj maksimum, a razina troponina T smanjuje se prema nuli, to¢nije pada na 0,11
U/L u tretiranoj skupini i na 0,24 U/L u kontrolnoj. Trecega dana je ponovno dokazana
statisticka znacajnost izmedu razina enzima CK-MB i LDH kontrolne i tretirane skupine.
Sedmog dana koncentracija LDH u tretiranoj skupini je bila 279,18 U/L, a u kontrolnoj
338,19 UI/L, sto i dalje ukazuje na znacajnu razliku izmedu tretirane i kontrolne skupine
Zivotinja.

Dobiveni rezultati promjena razina enzima jasno ukazuju na signifikantnu razliku

izmedu $takora koji su primili BMP1-3 i stakora kontrolne skupine.

—— BMP 1-3 Pt

control

troponin T

0 1 2 3 5 7 10

* P<0,05 vs control; Mann Whitney

Slika 4: Grafic¢ki prikaz koncentracije troponina T po danima
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Slika 5: Graficki prikaz koncentracije CK-MB po danima

550+ ——— BMP 1-3 Pt

control

500

450-

400 |

350

LDH (U/L)

300

250
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* P<0,05 vs control; Mann Whitney

Slika 6: Grafic¢ki prikaz koncentracije LDH po danima
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6.2. BMP1-3 monoklonsko protutijelo smanjuje oziljkavanje

nakon AIM

Kako bi se procijenila u¢inkovitost terapije BMP1-3 monoklonskim protutijelom
u smanjenju oziljkastog tkiva nakon AIM, kontrolne i tretirane Zivotinje zrtvovane su 30
dana nakon AIM. lIzolirana srca Zivotinja obradena su histoloski, te su rezovi podvrgnuti
histomorfometrijskoj analizi kako bi se to¢no utvrdio udio kolagena u ukupnom tkivu
srca. Zivotinje tretirane BMP1-3 monoklonskim protutijelom prosje¢no imaju znacajno
manji udio kolagena u tkivu srca (8,88%) u odnosu na kontrolne zivotinje (23,66%) (slika
7A, 7B). Maksimalna dobivene vrijednost udjela kolagena u tretiranoj skupini iznosi
18,19%, dok je u kontrolnoj skupini to 42,14% (slika 7C). Minimalne vrijednosti udjela
kolagena u tretiranoj skupini iznosi 3,26%, a u kontrolnoj skupini 3,4%. Pri minimalnim
vrijednostima se ne uocava velika razlika u udjelu kolagena, dok se je pri maksimalnim
izmjerenim vrijednostima ona znacajna.

Specifi¢na kvalitativna vizualna analiza histoloskih preparata potvrduje rezultate
dobivene kvantitativnim testom. Miokard Zzivotinja tretiranih BMP1-3 protutijelom ima
pravilniju strukturu i veci broj oCuvanih vlakana src¢anih misi¢a. Takoder, globalno je
smanjen broj nekvalitetnog vezivnog tkiva, dok su lokalne nakupine veziva manje i
pomijesane sa zdravim tkivom, sto implicira manje posljedice na funkciju miokarda.

Ukupni rezultati pokazuju da se primjenom BMP1-3 neutralizirajuceg protutijela
u 2 tjedna nakon indukcije akutnog infarkta miokarda dugorocno smanjuje koli¢ina
vezivnog tkiva u odnosu na kontrolnu skupinu, povecavajué¢i na taj nacin koli¢inu

funkcionalnog dijela srca i tako pridonosi odrzavanju pravilnog rada srca nakon AlM,
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smanjujuc¢i moguénost potencijalno fatalnin komplikacija (stvaranje tromba, aneurizma,

ruptura i sl.).
A) B)
BMP1-3 Pt kolagen(% control  kolagen(%
1 18,19 11 3,4
2 5,42 12 38,9
3 11,08 13 27,88
4 7,62 15 20,09
5. 4,39 16 9,45 < P=0,011 vs control
6 4,4 17 2328 £
7 8,2 18 17,67
8 17,34 19 42,14
10 3,26 20 30,12
AVERAGE 8,877778| |AVERAGE 23,65889
STDEV  5,578129] |STDEV 12,7204

control BMP1-3 Pt

C)
BMP1-3 Pt control

Slika 7: A) Tabli¢ni prikaz pojedinih izmjerenih vrijednosti kolagena u tretiranih Zivotinja
1 kontrolne skupine te izracun prosjecne vrijednosti i standardne devijacije
B) Graficki prikaz prosjecne vrijednosti udjela kolagena u preparatu kontrolnih skupina i
tretirane skupine Zivotinja
C) Histoloski prikaz na poveéanju 100x preparata s maksimalnim udjelom kolagena iz

tretirane i kontrolne skupine
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7. RASPRAVA

Prethodna istrazivanja zivotinja S kroni¢nom bolesti bubrega (KBB) otkrila su
klju¢nu ulogu BMP1-3 u fibroznom putu. Tretman BMP1-3 proteinom povecao je
koli¢inu fibroznog tkiva u bubrezima Zivotinja s KBB te smanjio njihovo prezZivljenje.
Naprotiv, inhibicija BMP1-3 specifi¢cnim protutijelom smanjuje prekomjerno stvaranje
oziljkastog tkiva koje nastaje kao posljedica aktivacije mehanizma popravka ostecenog
bubreznog tkiva, S§to izravno poboljsava bubreznu funkciju i povecava vrijeme
prezivljenja (Grgurevic L i sur — 2011). Ovi podaci u skladu su s nasim rezultatima
ucinka BMP1-3 protutijela u Stakora s AIM, gdje je histoloski i histomorfometrijski
potvrdena smanjena razina kolagena nakon tretmana u odnosu na kontrolnu skupinu.

Prije dvadesetak godina otkrivena je skupina malih proteina nazvana secreted
frizzled related proteins (SFRP) za koju je pokazano da ima vazan utjecaj na embrionalni
i fetalni razvoj skeleta (Hoang B i sur — 1996). Kasnije je otkrivena povezanost sFRP i
BMP1, gdje se sFRP1 ponasa kao inhibitor BMP1 kod dorzalno-ventralne signalizacije u
razvoju (Ploper D i sur — 2011). Nedavno su konstruirani sSFRP2-/- miSevi koji stvaraju
manju kolic¢inu oziljkastog tkiva nakon AIM (Kobayashi K i sur — 2009). To potvrduje
inicijalnu hipotezu o sFRP2 kao agonistu BMP1, tako da njegova neutralizacija u
zivotinje dovodi i do smanjene razine BMP1 a samim time i reduciranjem fibroze te
poboljsanjem funkcije srca. Medutim, ubrzo su He i suradnici pokazali da egzogeno
primijenjen sSFRP2 inhibira BMP1 i na taj nac¢in ¢uva srce od prekomjerne fibroze nakon
AIM, sto se prvotno ¢ini kontradiktornim u odnosu na prethodna istrazivanja (He W i sur
— 2010). U ponovljenim eksperimentima s visokom dozom sFRP2 u miseva nakon AIM

ustanovljen je njegov agonisticki efekt. Suprotni ucinci SFRP na BMP1 objasnjeni su
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dakle razli¢itim dozama te se on pri maloj dozi ponasa kao antagonist, a pri velikoj kao
agonist BMP1. Kao §to je nedavno sumirano, oba rada potvrduju inhibiciju BMP1 kao
kljucan korak u smanjenju udjela fibroznog tkiva i ocuvanju ejekcijske frakcije nakon
AlM, sto potvrduje rezultate nasih eksperimenata (Jugdutt Bl — 2009).

Za razliku od KBB nase se istrazivanje bavi akutnom indikacijom, to¢nije AIM te
smo stoga procijenili i u¢inak BMP1-3 protutijela na rano ostecenje tkiva, mjerenjem
specificnih markera, prvenstveno troponina T. Kako je navedeno, tretman BMP1-3
monoklonskim protutijelom smanjio je inicijalnu ozljedu nakon AIM te time dodatno
pridodao smanjenju nakupljanja manje vrijednog tkiva nakon procesa reparacije i
remodeliranja. Dok je u¢inak neutralizacije BMP1-3 na proces nakupljanja oziljka jasan,
njegov akutni povoljan efekt nije objasnjen te stoga mora biti predmet buducih

istrazivanja koje ¢e razjasniti tocan mehanizam akcije novog monoklonskog protutijela.
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8. ZAKLJUCAK

U ovom radu pokazano je da monoklonsko protutijelo na BMP1-3 enzim reducira
stvaranje oziljkastog tkiva nakon infarkta miokarda u S$takora. Analizom serumskih
markera sr¢anog o$te¢enja utvrden je i povoljan ucinak protutijela na ranu ozljedu

miokarda $to dodatno pridonosi ocuvanju funkcionalnog kapaciteta srca. (slika 8)

BMP1-3 Pt preparati
5 6

1 2 3 4 7 8 10
¥
| 6.81 546 6.95 7.03 2,51 413 495 479 2,51
troponin T (1. dan)
control preparati
11 12 13 15 16 17 18 19 20
| 2.97 4.54 7.32 12.4 8.85 3.84 5.8 11.54 5.7

troponin T (1. dan)

Slika 8: Prikaz histoloskih preparata miokarda i vrijednosti troponina T izmjerenog 1. dan

nakon indukcije infarkta za sve Zivotinje ukljuc¢ene u pokus
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10. SAZETAK

Mihovil Plecko, Nia Naletili¢

Uc¢inci BMP1-3 neutralizirajuceg protutijela na akutni infarkt

miokarda u Stakora

BMP1-3 protein u organizmu ima funkciju enzima prokolagenaze i bitan je
¢imbenik u stvaranju oziljkastog tkiva. Kako bi ispitali utjecaj BMP1-3 neutralizirajuceg
protutijela na opseg stvaranja oziljkastog tkiva, u dvije skupine od 10 stakora (kontrolna i
tretirana) induciran je akutni infarkt miokarda uz pomo¢ neselektivnhog B-agonista
isoproterenola. BMP1-3 protutijela primjenjivana su u periodu od 14 dana u tretiranoj
skupini, dok je u kontrolnoj primjenjivana fizioloska otopina. U prvom tjednu izvodenja
pokusa svim zivotinjama Svakodnevo su odredivane koncentracije biokemijskih markera
sréanog oStecenja — troponin T, CK-MB i LDH. Trideset dana od indukcije AIM Zivotinje
su zrtvovane i uinjena je histoloska i histomorfometrijska analiza. Analizom troponina T,
CK-MB i LDH dokazana je statisti¢ki znac¢ajno manja koncentracija za sva 3 parametra u
tretiranoj skupini nego u kontrolnoj, sto dokazuje smanjeno akutno os$tecenje sré¢anih
stanica, za sada jo$ nepoznatog mehanizmom. Histomorfometrijskom analizom dokazan
je statisticki znacajno manji udio oziljkastog tkiva nakon AIM u srcima Zzivotinja

tretiranih BMP1-3 neutraliziraju¢im protutijelom.

Kljuéne rijec¢i: BMP1-3 protutijelo; akutni infarkt miokarda; biokemijski markeri

sréanog oStecenja; oziljkasto tkivo nakon AlM,;
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11. SUMMARY

Mihovil Plecko, Nia Naletili¢

Impact of the BMP1-3 neutralising antibody on acute myocardial

infarction in rats

BMP1-3 protein functions as the enzyme procollagenase and it is an important
factor in forming scar tissue. Acute myocardial infarction was induced in two groups of
ten rats (control group and treated group) by using nonselective 3 — agonists of
isoproterenol to test the effect of BMP1-3 neutralising antibody on the scope of tissue
scarring. For a period of 14 days BMP1-3 antibodies were administered in the treated
group and the control group was administered with saline solution. In the first week of
the experiment in all animals was determined the concentration of biochemical markers
of myocardial necrosis — troponin T, CK — MB and LDH . Thirty days after the induction
of AIM animals were sacrificed and underwent histological and histomorphometric
analysis. The analysis of troponin T, CK — MB and LDH demonstrated significantly
lower concentrations for all three parameters in the treated group than in the control,
proving reduced acute damage of the heart cells, which is an unidentified mechanism.
Histomorphometric analysis demonstrated a significantly lower proportion of scar tissue

after AMI in the hearts of animals treated with neutralising antibody BMP1-3.

Keywords : BMP1-3 antibody ; acute myocardial infarction ; biochemical markers of

cardiac damage ; scar tissue after AMI ;
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