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Kratak sadrzaj

SUR2A je atipi¢ni ABC protein koji sluzi kao regulatorna podjedinica sarkolemalnih ATP-
senzitivnih kalijumovih (Karp) kanala. Kod eksperimentalnih Zivotinja ustanovljeno je da porast
nivoa ovog proteina u miokardu $titi srce od razli¢itih vrsta metabolickih stresova, ukljucujuéi
ishemiju. Pove¢anje SUR2A dovodi do porasta broja kompletno formiranih Katp kanala, §to je
povezano sa ranijom aktivacijom kanala u toku ishemije, kao i poveéanjem proizvodnje ATP-a
aktivno$¢u enzima koji su fizicki povezani s podjedinicama kanala. Aktivacija Karp kanala
skraéuje akcioni potencijal $to sprecava ulazak Ca®’, dok proizvodnja ATP-a povecava
subsarkolemalni nivo ATP-a, $to osigurava energiju za vitalne procese u okolini kanala. Najnovija
otkri¢a su da SUR2A takode moze regulisati ekspresiju gena koji su vazni u kardioprotekciji.
Razmatrano je kako povecati ekspresiju SUR2A u srcu na efikasan i siguran nacin. Dva moguca
pristupa su se pokazala obecavaju¢im. Jedan je pristup genske terapije adenovirusom koji sadrzi
SUR2A koji je bio uspeSan na ¢elijskom nivou, a drugi je oralni nikotinamid, jedan od formi
vitamina B3, koji je bio efikasan u ex vivo uslovima. Na osnovu svih ovih nalaza, verujemo da
strategije zasnovane na SUR2A protiv sréane ishemije zasluzuju da se i dalje testiraju u
buducénosti. Terapija ishemijske sréane bolesti koja koristi intracelijske kardioprotektivne faktore,
ukljucuju¢i SUR2A, bila bi koristan dodatak trenutnim terapijskim strategijama ishemijske sr¢ane
bolesti i ostalih kardiovaskularnih bolesti u kojima bi povecanje sré¢ane otpornosti na stres bilo
korisno.
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Uvod

Pre nekoliko decenija otkriveno je da sréani miSi¢ ima intracelularne signalne
puteve koji, kada se aktiviraju, Stite od oSte¢enja izazvanog ishemijom-reperfuzijom.
Sposobnost sréanog misi¢a da se zastiti od agenasa koji izazivaju njegovo osStecenje
naziva se "kardioprotekcija" [1]. Prepoznato je da je terapija ishemije srca zasnovana na
unutrasnjim mehanizmima kardioprotekcije potrebna i da bi bila vazan dodatak sadasnjim
terapijskim strategijama [1]. U poslednjih desetak godina, mi smo se fokusirali na
istrazivanje signalnih puteva u srcu sa ciljem otkrivanja elemenata i1 faktora
kardioprotekcije koji bi se mogli klinicki iskoristiti. Pocetni nalazi [2] stimulisali su nas
na detaljnije istrazivanje sulfoniluree receptora (SUR2A). SUR2A je regulatorna
podjedinica sarkolemalnih ATP-senzitivnih kalijumovih (KaTtp) kanala. Ustanovili smo
da su ovi kanali kardioprotektivni i da su oni najverovatnije finalni medijatori ishemijskog
prekondicioniranja [3].

Strukturno, sarkolemalni Katp kanali se sastoje od Kir6.2, proteina koji formira
pore kanala, i SUR2A, regulatorne podjedinice. Novije studije su pokazale da se
sarkolemalni Katp kanali mogu sastojati od viSe proteina nego samo Kir6.2 i SUR2A,
ukljucujuéi Kir6.1, SUR1 i enzime koji regulisu nivo intracelijskog ATP-a i glikolize [4].
U fizioloskim uslovima Katp kanali su zatvoreni, da bi se aktivirali u ishemiji. Njihovo
otvaranje povezano je s kardioprotekcijom, ali i sa pojavom aritmija [4]. Krajem proslog
veka, otvaraci kalijumovih kanala su se smatrali obe¢avaju¢im lekovima protiv src¢ane
ishemije. Nazalost, njihova klinicka upotreba nije zazivela zbog znacajnih neZzeljenih
efekata kao sto su hipotenzija i aritmije [4]. Medutim, naSe istrazivanje poslednjih desetak
godina ukazuje na moguénost da se terapijska svojstva sarkolemalnih Katp kanala mogu
iskoristiti na mnogo bezbedniji nacin. Utvrdili smo da je nivo SUR2A ogranicavajuci
faktor u formiranju Katp kanala i da povecéanje ekspresije SUR2A povecava broj
kompletno formiranih Katp kanala §to povecava otpornost miokarda prema ishemiji [5].
Kod miseva, poveéanje nivoa SUR2A u srcu nije povezano sa sr¢anim i ekstrasrCanim
nuspojavama niti je elektri¢na aktivnost srca bila poremecena [6, 7]. U stvari, izgleda da
geneticki modifikovani miSevi koji imaju 4-10 puta povecani nivo SUR2A zive
znacajnije duze od miSeva sa fiziolo§kim nivoom SUR2A [8]. Ovi su nas nalazi podstakli
da istrazimo detaljnije kardioprotekciju posredovanu SUR2A. U poslednjih nekoliko
godina posebno smo se fokusirali na 1) mehanizam kardioprotekcije SUR2A i 2)
pronalazenje nacina za regulaciju SUR2A u srcu koji bi mogli biti klini¢ki primenjivi.

Mehanizam kardioprotekcije posredovan SUR2A

Prve izvorne studije o transgenim misevima pokazale su da povecana ekspresija
SUR2A dovodi do povecanog broja kompletno-formiranih Katp kanala, §to rezultira
ranijom aktivacijom sarkolemalnih Katp kanala za vreme ishemije [5, 9]. Vreme
aktivacije Katp kanala kao odgovor na ishemiju u ¢elijama sa pove¢anom ekspresijom



SUR2A je odgovaralo vremenu aktivacije ovih kanala koje se vida u ishemijskom
prekondicioniranju [3, 5]. Mehanizam ove promena u vremenu aktivacije kanala kad ih
ima vise jos uvek nije jasan. Aktivacija Katp kanala skracuje trajanje akcionog potencijala
Sto sprecava otvaranje Ca’" kanala i ulazak Ca?*. Kako je intracelijsko povecanje Ca**
glavni uzrok Celijske smrti za vreme ishemije, prevencija ulaska Ca?" je kardioprotektivna
[4]. Medutim, neke studije upucuju da bi mogli biti ukljuceni dodatni mehanizmi koji su
nezavisni od aktivnosti kanala [9-11]. Konkretno, sarkolemalni Katp kanali katalisu
produkciju ATP [9]. Izgleda da se enzimi koji proizvode ATP (kreatin kinaza i jos neki
glikoliticki enzimi) fizicki vezuju za podjedinice Katp kanala i veéi broj kanala u
sarkolemi rezultira ve¢om prisutnos¢u ovih enzima i ve¢om produkcijom ATP-a [4, 9-
11]. U toku ishemije, ATP proizveden sarkolemalnim Katp kanalima odrzava nivo ATP-
a u subsarkolemalnom prostoru osiguravajuéi prisustvo energije tamo gde je ona
najpotrebnija za jonsku homeostazu [4, 9-11]. Pokazalo se da povecanje ekspresije
SUR2A u srcanim ¢elijama povecava subsarkolemalni nivo ATP-a $to povecava
rezistenciju ¢elija prema ishemiji nezavisno od aktivnosti kanala [9-11]. Pre par godina
smo otkrili i jedan neocekivani efekt SUR2A koji bi mogao imati znacajne posledice na
¢elijsku otpornost na stres. U eksperimentima koji su izvedeni na embrionalnim srcima
misa, pokazano je da povecana ekspresija SUR2A moze prebaciti sréane ¢elije u manje
diferencirano stanje [12]. Izgleda da SUR2A inhibiSe vazan enzim koji ucestvuje u
procesu cCelijske diferencijacije, ERK1/2 (ekstracelijske kinaze regulisane signalom 1/2).
Koliko je ovaj efekt SUR2A znacajan za kardioprotekciju je jo§ uvek nejasno i da li
SUR2A ima slic¢an efekt na terminalno diferencirane celije tek treba ispitati. Medutim,
¢injenica da SUR2A inhibise ERK pokazuje da je to realna moguénost. Prema tome, moze
se re¢i da u ovom trenutku postoje 3 moguca mehanizma uklju¢ena u SUR2A-izazvanoj
kardioprotekciji koja se medusobno ne iskljucuju i verovatno su isprepleteni:

1. Aktivacija Katp kanala dovodi do skra¢ivanja akcionog membranskog
potencijala i spre¢avanja ulaska Ca?",

2. Proizvodnja ATP-a koja rezultira veCom energijom za energetski-zavisne
procese u subsarkolemalnom prostoru.

3. Inhibicija ERK1/2 signalne kaskade s razli¢itim kardioprotektivnim
posledicama.

Malo je verovatno da je proizvodnja ATP povezana sa aktivacijom Karp kanala jer
je ATP inhibitor kanala, dok su kanali aktivniji u toku ishemije u ¢elijama koje
imaju vise SUR2A; izgleda da je aktivacija tih kanala verovatno posredovana
proizvodima glikolize koji mogu da otvore kanal i u prisustvu visoke koncentracije
ATP-a[9-11; 13-15]. Dali je ERK signalna kaskada na bilo koji na¢in povezana sa
promenama u broju i aktivnosti Katp kanala, tek treba da se utvrdi.



Klinicki primenjive strategije za povec¢anje SUR2A u srcu

U ranim studijama smo pokazali da povecanje SUR2A moze biti izazvano in vitro
estrogenom kao i blagom hipoksijom [16, 17]. Novija istrazivanja su pokazala da nivo
kiseonika in vivo takode reguliSe SUR2A u srcu [8, 18-20]. Medutim, ni estrogeni ni
hipoksija nisu idealni za klini¢ku upotrebu jer mogu biti povezani sa mnogim nezeljenim
dejstvima nezavisno od SUR2A efekta. Zbog toga smo nastavili sa trazenjem bolje
strategije kojom bi se regulisao SUR2A. Najdirektniji pristup bi bio genska terapija.
Genska terapija se zasniva na uvodenju specificnog gena u somatske celije kako bi se
postigao terapijski efekt. Izgleda da su doskorasnji problemi u vezi efikasnosti uvodenja
gena, nezeljenim dejstvima vektora i dugovecnoscu ekspresije gena uglavnom reseni i da
je genska terapije u terapiji kardiovaskularnih bolesti obecavaju¢a i klinicki odrziva
strategija [21]. Novije vrste virusnih vektora su razvijene kako bi se osigurala dugotrajna
ekspresija gena u srcu nakon jedne epizode njihove aplikacije [21]. Mi smo pokazali da
je uvodenje adenovirusa koji sadrzi SUR2A povecalo nivo SUR2A proteina, broj
funkcionalnih Katp kanala i otpornost sranih celije na stres [9]. Takode, kreirali smo
SUR2A u lentivirusnom vektoru, koji je omogucio dugotrajnu ekpresiju SUR2A
[neobljaveni rezultat]. Svi nasi ekperimenti su bili izvedeni na H9¢2 embrionalnim
¢elijama srca pacova, jer je bilo tehnicki teSko uvesti SUR2A u sréani misi¢. Postoje
mnoge metode za uvodenje gena u srce, ali joS nije jasno koja metoda bi bila najbolja za
uvodenje SUR2A. Pre izvesnog vremena, opisana je obecavaju¢a metoda unoSenja gena
u srce primenom koronarne retrogradne injekcije koja koristi neinvazivnu kateterizaciju.
Ova metodologija pruza Siroko rasprostranjenu i ujednacenu ekspresiju gena u celom
srcanom tkivu komora i izgleda da je efikasna i bezbedna metoda za prenos gena na celo
srce [22]. Na bazi svega navedenog, sasvim je moguce, ako se lentovirus-SUR2A (LV-
SUR2A) uvede u srce putem retrovenske injekcije u koronarni sinus kateterizacijom [kao
Sto je opisano u referenci 22], da se moze napraviti sr¢ani fenotip sa trajno povecanom
otpornosc¢u srca na razliite tipove metabolickih stresova, ukljucujuéi i ishemiju.

Druga moguca klinicka strategija je manje invazivna i temelji se na regulaciji
intracelijskog odnosa NADH/NAD®. Pre nekog vremena smo otkrili da hroni¢na
hipoksija menja intracelularni odnos NADH/NAD™, §to je izgleda glavni okida¢ povecane
produkcije SUR2A [17]. Zbog toga smo ispitali efekte raznih tretmana koji menjaju
NADH/NAD" odnos na ekpresiju SUR2A i sr¢anu otpornost na stres. Ishrana bogata
nikotinamidom moze da promeni NADH/NAD" odnos [23]. Nikotinamid je amidna
forma vitamina B3 (nijacin) i dobija se ili sintezom u telu ili se unosi kroz hranu.
Nikotinska kiselina je drugi oblik vitamina B3 i to je oblik koji se obi¢no nalazi u
multivitaminskim preparatima. PosSto nikotinamid nema vaskularne i anti-lipidne efekte
[24], odlucili smo se da testiramo ovaj oblik vitamina B3. PronaSli smo da oralni
nikotinamid znacajno smanjuje veli¢inu infarkta indukovanog ishemijom-reperfuzijom
ex vivo, povecava fizicku izdrzljivost i povecava prezivljavanje celija u hipoksiji i 3-



adrenergicnom stresu [25, 26]. Maksimalni efekt je dobijen kada je dnevni unos bio 2 mg
nikotinamida [25]. Kardioprotektivni efekt nikotinamida je bio blokiran selektivnim
inhibitorom sarkolemalnih Katp kanala [25], i nije bio mogu¢ kod genetski modifikovanh
miSeva koji nisu mogli formirati Karp kanale [26]. Maksimalno efikasna
kardioprotektivna doza kod miSeva koju smo koristili je doza koja je ekvivalentna 500
mg/dan nikotinamida kod ljudi (ekvivalentna doza za ¢oveka je izracunata prema ref. 27).
Nikotinamid ima veliki potencijal kao terapija bazirana na SUR2A jer je to jedan od
najsigurnijih lekova u klinickoj praksi. Ne treba ga mesati s nikotinskom kiselinom, koja
ima daleko viSe neZeljenih efekata od nikotinamida [24]. Poznato je da nikotinska kiselina
povecava nivo HDL holesterola, za koji se pretpostavlja da smanjuje rizik od
kardiovaskularnih bolesti. Medutim, u nedavnoj studiji The Atherothrombosis
Intervention in Metabolic Syndrome with Low HDL/High Triglycerides: Impact on
Global Health Outcomes (AIM-HIGH), oblik nikotinske kiseline sa sporim oslobadanjem
ne samo da nije imao povoljne efekte na kardiovaskularni sistem ve¢ je i povecao rizik
mozdanog udara zbog Cega je i studija prekinuta [28]. Vazno je naglasiti da za razliku od
nikotinske kiseline nikotinamid ima drugaciji farmakoloski profil i da nije supstanca koja
se koristila u AIM-HIGH studiji i da se ni slican, vaskularni, efekt nikotinamida ne bi
oc¢ekivao [24]. Kardioprotekcija izazvana nikotinamidom do sada nije testirana in vivo.
Trenutna terapijska primena nikotinamida ograniena je na leCenje akni vulgaris,
dijabetes-a melitusa i raka glave i vrata (usne duplje, nosa, grkljana i zdrela), koji su svi
u dozama vec¢im od 500 mg/dan [24]. Smatra se da je hroni¢ni unos nikotinamida ispod
3000 mg/dan bezbedan i bez znacajnih nezeljenih dejstava [29]. Stoga je verovatno da bi
hroni¢na upotreba nikotinamida od 500 mg/dan bila bezbedna. S obzirim da su
kontraindikacije i interakcije lekova sa nikotinamidom retke, gotovo svaki bolesnik koji
boluje od ishemijske bolesti srca bi mogao koristiti nikotinamid. Ove godine smo pronasli
da jos jedan lek koji moduliSe NADH/NAD?, anti-tuberkulotik pirazinamid, ima, bar na
¢elijskom nivou, efekat na SUR2A koji je slican efektu nikotinamida [30]. Za razliku od
nikotinamida, pirazinamid izaziva znacCajna neZeljena dejstva, kao Sto su hepatitis,
anoreksija, nefritis i mnoge druge [31], Sto ¢ini ovaj lek manje pogodnim za terapijsku
upotrebu od nikotinamida.

Zakljucci i perspektive

Povecanje ekspresije SUR2A povecava otpornost srca prema razli¢itim vrstama
metabolickih = stresova, ukljucuju¢i ishemiju i ishemiju-reperfuziju u razliitim
zivotinjskim eksperimentalnim modelima. Genska terapija i nikotinamid su dva nac¢ina
povecanja SUR2A u miokardu koji mogu biti klinicki primenljivi. Potrebno je uraditi vise
istrazivanja na zivotinjama kako bi se u potpunosti utvrdio mehanizam SUR2A-
indukovane kardioprotekcije i objasnio efekt in vivo. Takav bi rad postavio osnovu za
klinicka ispitivanja koja bi testirala klinicku vrednost terapije koja se zasniva na regulaciji
SUR2A.
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Abstract

SURR2A is an atypical ABC protein serving as a regulatory subunit of ATP-sensitive K"
(Katp) channels. In experimental animals, it has been found that an increase in myocardial level
of'this protein protects the heart against different types of metabolic stresses, including ischaemia.
Increase in SUR2A leads to increase in number of fully-assembled Karp channels, which is
associated with earlier channel activation during ischaemia as well as increased production of
ATP by enzymes that are physically associated with the channel subunits. Activation of Karp
channels shortens action membrane potential to prevent Ca’*" influx while ATP production
increases subsarcolemmal ATP levels providing energy for vital energy-dependent processes at
this localisation. The most recent findings are that SUR2A might also regulate expression of genes
that are important in cardioprotection. How to increase SUR2A expression in an efficient and safe
manner has been considered. Two possible approaches have been found to be promising. One is
gene therapy approach with adenovirus containing SUR2A which was successful at the cellular
level and the other was oral nicotinamide, a form of vitamin B3, which was efficient under ex
vivo conditions. Based on all these findings, we believe that SUR2A-based strategies against heart
ischaemia deserve to be further elucidated and tested. A therapy of ischaemic heart disease
exploiting endogenous cardioprotective factors, including SUR2A, would be an excellent adjunct
to current therapeutic strategies of ischaemic heart disease and other cardiovascular diseases
where increase in cardiac resistance to stress would be beneficial.
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