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Introduction: Hyperhomocysteinemia has a role in the pathogenesis of various patholog-
ical states, such as cardiovascular and neurodegenerative disease and cancer. Acetylcho-
linesterase (AChE) is an enzyme that catalyzes the breakdown of acetylcholine. Carbon 
monoxide (CO) belongs to the gas transmitter family, and it has vasodilatory, anti-inflam-
matory, antiapoptotic and antioxidant effects. Considering these facts, the research of the 
relations between homocysteine and CO on AChE activity in rat cardia tissue should be 
relevant. 
Aim: The objective of this study is to examine and compare the effects of homocysteine 
and Zn PPR IX on acetylcholinesterase activity in rat cardiac tissue, separately and simul-
taneously applied.
Material and methods: AChE activity in the rat cardiac homogenate tissue was examined 
after acute homocysteine application, in a dose of 8 mmol/kg b.m i.p., as well as Zn PPR IX 
application in a dose of 30 µmol/kg b.m. i.p., separately and simultaneously. AChE activity 
was determined by Ellman method, 60 minutes after application.
Results: AChE activity was expressed as ΔA/min mg tissue, and it was (0.039±0.003) in the 
control group; (0.023±0.002) in the group where homocysteine was applied; (0.024±0.002) 
in the group where Zn PPR IX was applied; and (0.051±0.004) in the group where tested 
compounds were applied simultaneously. Homocysteine caused a statistically significant 
reduction of AChE activity compared to the control group (p = 0.007), Zn PPR IX also 
caused a statistically significant reduction of AChE activity, compared to the control group 
(p = 0.006). There was statistically relevant difference between AChE activity caused by 
homocysteine and Zn PPR IX. Simultaneously applied compounds caused statistically sig-
nificant increase of AChE activity, compared to control group (p = 0.009).
Conclusion: Examined compounds caused statistically significant decrease of AChE activ-
ity in the rat cardiac homogenate tissue compared to control group, but there is not statis-
tically significant difference between homocysteine and Zn PPR IX. Surprisingly, there is 
a statistically significant increase of AChE activity after homocysteine application and Zn 
PPR IX, simultaneously compared to control group, which is opposite to effects of these 
two compounds applied separately.     
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SAŽETAK

Uvod

Acetilholin (ACh) je jedan od najvažnijih neu-
rotransmitera koji svoju fiziološku funkciju ostvaruje i u 
centralnom i u perifernom nervnom sistemu. U perifer-
nom nervnom sistemu je glavni neurotransmiter koji regu-
liše aktivnost i simpatikusa i parasimpatikusa. Acetilholin 
preko svojih muskarinskih receptora  deluje na srce nega-
tivno inotropno, dromotropno, hronotropno i batmotro-
pno (1). Neki autori navode i da ACh štiti srce od ishe-
mijsko/reperfuzionih povreda, kao i da ima protektivno 
dejstvo u hroničnoj srčanoj insuficijenciji (2). Acetilholi-
nesteraza (EC 3.1.1.7; AChE) je enzim koji pripada fa-
miliji serin hidrolaza i katalizuje hidrolizu acetilholina u 
holinergičkoj sinapsi (3) (slika 1).

Slika 1. Hidroliza acetilholina na acetat i holin

Pored primarne uloge da hidrolizuje acetilholin u 
holinergičkim sinapsama, acetilholinesteraza ima i aktiv-
nost u hematopoeznim i nervnim ćelijama, osteoblastima, 

vaskularnim endotelnim ćelijama i leukocitima (4–6).
Hiperhomocisteinemija predstavlja povećanu kon-

centraciju homocisteina u krvi (iznad 16 µmol/l). Nastaje 
zbog polimorfizma gena koji kodiraju regulatorne enzime 
u transsulfurnom putu i metioninskom ciklusu, deficita 
vitamina B6 i B12 i folne kiseline (7) (slika 2). 

Slika 2. Metabolizam homocisteina

Homocistein se konvertuje u reaktivniji ciklični 
tioestar homocistein tiolakton (8).  Homocistein predstav-
lja faktor rizika za kardiovaskularne bolesti (ateroskleroza, 
tromboza i endotelna disfunkcija), kao i za nastanak nagle 
srčane smrti i aritmija (9–12).

Endogeni ugljen-monoksid (CO) ima važnu fizi-
ološku ulogu u homeostazi kardiovaskularnog i nervnog 

Uvod: Hiperhomocisteinemija ima ulogu u patogenezi raznih oboljenja, kao što su kar-
diovaskularna, neurodegenerativna oboljenja i kancer. Acetilholinesteraza (AchE) je enzim 
koji katalizuje hidrolizu acetilholina u holinergičkoj sinapsi. Ugljen-monoksid pripada fa-
miliji gasotransmitera i ima vazodilatatornu, antiinflamatornu, antiapoptoznu i antioksi-
dativnu ulogu. Uzimajući sve navedeno u obzir, smatrali smo da je od interesa, što je i cilj 
ovog rada, da ispitamo ulogu homocisteina i ugljen-monoksida na aktivnost enzima AChE 
u srcu pacova.
Cilj: Cilj  rada  je  b i o  da  se  uporede  efekti  homocisteina i cink-protoporfirina IX (Zn 
PPR IX - inhibitor enzima hemoksigenaze tipa 1), aplikovanih pojedinačno i simultano na 
aktivnost  acetilholinesteraze u tkivu srca pacova.
Materijal i metode: U eksperimentu je određivana aktivnost AChE u homogenatu 
srca pacova pri akutnoj aplikaciji, homocisteina u koncentraciji od 8 mmol/kg t.m. i.p. i Zn 
PPR IX u koncentraciji 30 µmol/kg t.m. i.p., pojedinačno i simultano. Aktivnost AChE je 
određivana metodom po Elmanu, 60 minuta posle aplikacije.
Rezultati: Aktivnost AChE je izražena kao AChE ΔA/min mg tkiva i iznosila je 0,039 ± 
0,003 u kontrolnoj grupi; 0,023 ± 0,002 u grupi tretiranoj homocisteinom; 0,024±0,002 u 
grupi tretiranoj Zn PPR IX i 0,051±0,004 u grupi tretiranoj homocisteinom i Zn PPR IX.  
Homocistein je izazvao značajno statističko smanjenje aktivnosti AChE u odnosu na kon-
trolnu grupu (p = 0,007). Statistički značajno smanjenje aktivnosti AChE u odnosu na kon-
trolnu grupu izazvao je i Zn PPR IX (p = 0,006). Nije utvrđena statistička značajnost između 
smanjenja aktivnosti AChE izazvane homocisteinom ili Zn PPR IX. Simultano aplikovane 
obe supstance izazvale su statistički značajno povećanje aktivnosti AChE u odnosu na kon-
trolnu grupu (p = 0,009).    
Zaključak: Ispitivane supstance statistički značajno smanjuju aktivnost acetilholinesteraze 
u homogenatu srca pacova u odnosu na kontrolnu grupu, ali nema statistički značajne razli-
ke između aktivnosti AChE postignute homocisteinom ili Zn PPR IX. Iznenađujuće, dolazi 
do povećane aktivnosti AChE nakon simultane aplikacije homocisteina i Zn PPR IX u od-
nosu na kontrolnu grupu, što je u suprotnosti sa efektima ovih supstanci datih pojedinačno.
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ugljen-monoksid
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sistema. On, pored toga, deluje i antioksidativno, antiin-
flamatorno i antiapoptotički (13, 14). Ugljen-monoksid 
nastaje dejstvom mikrozomalnog enzima hemoksigenaze 
(E.C. 1:14:99:3, HO) (slika 3). 

Slika 3.  Sinteza ugljen-monoksida

Hemoksigenaza katalizuje razgradnju hema na bi-
liverdin, gvožđe i ugljen-monoksid. Hemoksigenaza ima 
tri izoenzima: hemoksigenazu 1 (HO-1), hemoksigenazu 
2 (HO-2) i hemoksigenazu 3 (HO-3). Hemoksigenaza 1 je 
inducibilni enzim, dok su HO-2 i HO-3 konstitutivni (15). 
Povećana ili smanjena ekspresija HO prisutna je kao je-
dan od patofizioloških mehanizama u mnogim bolestima, 
kao što su Alchajmerova i Parkinsonova bolest, povišen 
krvni pritisak, hipertrofija srca, hronična srčana insufici-
jencija itd. Aktivnost hemoksigenaze može da se inhibira 
cink-protoporfirinom IX (Zn PPR IX), te primenom ovog 
inhibitora može da se ispita endogena uloga ugljen-mo-
noksida (14, 16, 17). U literaturi je malo podataka koji 
ispituju uticaj homocisteina na aktivnost AChE u srcu, a 
još je manje podataka o ulozi ugljen-monoksida na aktiv-
nost AChE u srcu.

Cilj ovog rada je da se ispita uticaj homocisteina i 
ugljen-monoksida, inhibicijom njegove sinteze, zajedno i 
pojedinačno, na aktivnost AChE u srcu pacova. 

Materijal i metode

Pri eksperimentalnom radu poštovan je Pravilnik 
za  rad sa eksperimentalnim životinjama Medicinskog 
fakulteta Univerziteta u Beogradu. U eksperimentu su 
korišćeni odrasli mužjaci, Vistar (Wistar) albino pacovi, 
telesne mase 250 ± 50 g, odgajani u vivarijumu Instituta 
za medicinsku fiziologiju Medicinskog fakulteta u Be-
ogradu. Životinje se čuvaju u kontrolisanim laboratorij-
skim uslovima (temperatura vazduha 22 ± 1 C, relativna 
vlažnost vazduha 50%, ciklus svetlost:tama 12:12h, poče-
tak svetlosti 9h) i sa slobodnim pristupom vodi i standar-
dnoj hrani. Pacovi su podeljeni u 4 eksperimentalne grupe 
(ukupno 20, u svakoj grupi po 5 pacova).
1. Kontrolnoj grupi (K) aplikovan je fiziološki rastvor (1ml 
0,9% NaCl, ph 7,4, i.p.).
2. Eksperimentalnoj grupi (E1) aplikovan je D,L-homoci-
stein u koncentraciji 8mmol/kg t.m. i.p.
3. Eksperimentalnoj grupi (E2) aplikovan je Zn PPR IX u 
koncentraciji 30 µmol/kg t.m. i.p. 
4. Eksperimentalnoj grupi (E3) aplikovani su D,L-homo-

cistein u koncentraciji 8 mmol/kg t.m. i.p. i ZnPP-IX u 
koncentraciji 30 µmol/kg t.m. i.p. 

Šezdeset minuta nakon ubrizgavanja supstance ži-
votinje su žrtvovane dekapitacijom pomoću giljotine, a za-
tim im je uzeto srce, koje je homogenizovano u fosfatnom 
puferu pH 8,00 (1 ml pufera/200 mg tkiva srca). U ovako 
pripremljenom homogenatu srca određivana je aktivnost 
AChE.

Određivanje specifične aktivnosti acetilholinesteraze 
u tkivu srca

Određivanje aktivnosti AChE u homogenatu 
srca rađeno je metodom po Elmanu (Ellman) (18). Me-
toda je zasnovana na reakciji bojenog reagensa 5,5’-di-
tio-bis-(2-nitrobenzoeva kiselina) (DTNB), sa proizvo-
dom hidrolize tioholinskog supstrata, acetiltioholin-jo-
dida (AChJ) i tioholinom, pri čemu nastaje jedinjenje 
5-tio-2-nitro-benzoat žute boje, čiji je intenzitet sraz-
meran specifičnoj aktivnosti enzima AChE. Prvo je 40 
µl homogenata tkiva srca razblaženo sa 580 µl fosfat-
nog pufera pH 8,0 i preinkubirano na temperaturi 37 
C 10 minuta. Nakon preinkubacije je sukcesivno dodato 
20 µl bojenog reagensa DTNB i 10 µl supstrata AchJ. Pri-
premljena smesa je inkubirana na temperaturi 37 C, 5 
minuta. Enzimska reakcija je zaustavljana dodavanjem 50 
µl natrijum-dodecil-sulfata (SDS). Promena apsorbance 
je merena spektrofotometrijski na 420 nm talasne duži-
ne. Specifična aktivnost enzima AChE je izražena kao ΔA/
min*mg tkiva. Korišćen je Gilford model 240 spektrofo-
tometar.

Korišćene supstance

Za realizaciju eksperimenta su korišćene sledeće 
supstance: DL homocistein, Zn PPR IX, DTNB, AChI i 
SDS, koje su nabavljene od Sigma Chemicals, Sent Lo-
uis, SAD. Supstance, korišćene u eksperimentu, bile su pro 
analysis kvaliteta.

Statistička obrada

Za procenu statističke značajnosti razlike u aktiv-
nosti enzima AChE između analiziranih grupa korišćen 
je t-test za nezavisne uzorke. Statistički značajnim su 
smatrane vrednosti p < 0,05, a statistički veoma značajnim 
vrednosti p < 0,01. Rezultati su prikazani kao aritmetič-
ka sredina grupe podataka (X) ± standardna greška (SE). 
Statistički podaci analizirani su računarskim programom 
„R“.

Rezultati

Specifična aktivnost enzima AChE u homogenatu 
tkiva srca pacova tretiranih fiziološkim rastvorom bila je 
0,039 ± 0,003, a tretiranih D,L-homocisteinom u koncen-
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traciji 8 mmol/kg t.m. bila je 0,023 ± 0,002. Dobijeni re-
zultati pokazuju da D,L-homocistein pri  ispitivanoj kon-
centraciji dovodi do statistički veoma značajne inhibicije 
aktivnosti AChE  (p = 0,009) od 41% u odnosu na kontrol-
nu vrednost (grafikon 1).

Grafikon 1. Specifična aktivnost enzima AChE (ΔA/min*mg 
tkiva) u homogenatu srca pacova kontrolne grupe, grupe tre-
tirane D,L-homocisteinom, grupe tretirane Zn PPR IX i grupe 
tretirane simultano D,L-homocisteinom i Zn PPR IX. Rezultati 
su prikazani kao aritmetička sredina grupe merenja (X) ± stan-
dardna greška (SE) (**p < 0,01 u poređenju sa kontrolnom gru-
pom; ##p < 0,01 u poređenju sa grupom tretiranom simultano 
D,L-homocisteinom i Zn PPR IX). 

Specifična aktivnost enzima AChE u homogenatu 
tkiva srca pacova tretiranih Zn PPR IX (30 µmol/kg t.m.) 
iznosila je 0,024 ± 0,002. Dobijena razlika u aktivnosti en-
zima u odsustvu (kontrola) i prisustvu Zn PPR IX sta-
tistički je visokoznačajna (p = 0,006). Cink-protoporfirin 
IX, pri ispitivanoj koncentraciji, izaziva smanjenje speci-
fične aktivnosti ispitivanog enzima za 32% u odnosu na 
kontrolnu vrednost (grafikon 1).

D,L-homocistein (8 mmol/kg t.m.) izazvao je sma-
njenje specifične aktivnosti AChE za 4% u odnosu na Zn 
PPR IX (30 µmol/kg t.m.). Ovo smanjenje aktivnosti aceti-
lholinesteraze nije statistički značajno (p = 0,73) (grafikon 
1).

Specifična aktivnost enzima AChE u homogenatu 
tkiva srca pacova tretiranih D,L-homocisteinom (8 mmol/
kg t.m.) i Zn PPR IX (30 µmol/kg t.m.) iznosila je 0,051 
± 0,004. Na grafikonu 1 prikazana je aktivnost AChE srca 
pacova tretiranih simultano D,L-homocisteinom i Zn PPR 
IX. 

Dobijeni rezultati pokazuju da aktivnost AChE 
nakon tretmana D,L-homocisteinom iznosi 45% od aktiv-
nosti u grupi tretiranoj  D,L-homocisteinom i Zn PPR IX. 
Ovo smanjenje aktivnosti acetilholinesteraze statistički je 
veoma značajno (p = 0,0001). Specifična aktivnost AChE 
nakon aplikovanja Zn PPR IX  iznosi 47% u odnosu na 
specifičnu aktivnost AChE izmerene nakon simultanog 
aplikovanja D,L-homocisteina i Zn PPR IX. Ovo smanje-
nje aktivnosti acetilholinesteraze statistički je veoma zna-
čajno (p = 0,0001).

U grupi koja je simultano tretirana  D,L-homoci-
steinom (8 mmol/kg t.m.) i Zn PPR IX (30 µmol/kg t.m.) 

izazvano je povećanje specifične aktivnosti AChE za 23% 
u odnosu na kontrolnu grupu. Ovo smanjenje aktivno-
sti acetilholinesteraze statistički je veoma značajno (p = 
0,009) (grafikon 1).

Diskusija

Homocistein je doveo do statistički značajnog 
smanjenja aktivnosti AChE u homogenatu tkiva srca pa-
cova u odnosu na kontrolnu grupu (p = 0,009). Ovo je 
u skladu sa podacima koji su pronađeni u literaturi (19-
21). Homocistein ostvaruje ovaj efekat direktno ili preko 
svog metabolita, homocistein tiolaktona, i to ireverzibil-
nom inhibicijom AChE i/ili preko slobodnih radikala koje 
proizvodi (19–21). Živković i autori navode da je dejstvo 
homocisteina na aktivnost AChE jedan od mogućih pato-
fizioloških mehanizama za nastanak bradikardije i aritmi-
je (22). Ova grupa autora takođe navodi da homocistein 
tiolakton dovodi do smanjenja srčane kontraktilnosti (23). 
Dobijeni rezultati govore u prilog činjenici da smanjena 
aktivnost AChE može da izazove smanjenje srčane kon-
traktilnosti i nastanak aritmija, verovatno smanjenom 
razgradnjom i povećanjem koncentracije parasimpatič-
kog neurotransmitera acetilholina, koji ostvaruje poznate 
efekte na srce (negativno inotropno, hronotropno dromo-
tropno i batmotropno dejstvo).

Do značajnog smanjenja aktivnosti AChE u ho-
mogenatu tkiva srca pacova došlo je i posle aplikacije 
inhibitora sinteze ugljen-monoksida (Zn PPR IX). U lite-
raturi ne postoje podaci o dejstvu ugljen-monoksida na 
aktivnost acetilholinesteraze, tako da je, prema našem sa-
znanju, ovo prvo zapažanje u tom pravcu. U literaturi se 
takođe navodi da ugljen-monoksid dovodi do negativnog 
inotropnog efekta na srce pacova (24). Jedan od pretpo-
stavljenih mehanizama bi mogao da uključuje acetilholin, 
odnosno modulaciju njegove koncentracije ili odgovaraju-
ćih receptora. Posle uvrđenog smanjenja aktivnosti AchE, 
izazvanog inhibicijom sinteze ugljen-monoksida u tkivu 
srca u našim eksperimentima očigledno je, međutim, da 
prethodna hipoteza ne može da bude prihvaćena. Homo-
cistein, koji smanjuje aktivnost AChE za 41% u poređenju 
sa kontrolnom grupom, dovodi do relativno većeg sma-
njenja aktivnosti od Zn PPR IX, koji smanjuje aktivnost 
AChE za 32% u poređenju sa kontrolnom grupom, iako 
nije registrovana statistička značajnost. 

Živković i autori navode da kombinacija homoci-
stein tiolaktona i Zn PPR IX dovodi do negativnog inotro-
pnog i hronotropnog dejstva na izolovanom srcu pacova 
(23). U našim eksperimentima, kombinacija homocisteina 
i Zn PPR IX  dovela je do povećane aktivnosti AChE u 
odnosu na kontrolnu grupu (povećanje je iznosilo 23%). 
Ovaj rezultat je iznenađujuć jer je u suprotnosti sa poje-
dinačnim delovanjem navedenih supstanci na aktivnost 
AChE. Aktivnost AChE je povećana za 55% u odnosu na 
grupu tretiranu homocisteinom, a 39% u odnosu na gru-
pu tretiranu Zn PPR IX. Ovaj rezultat ukazuje na to da je 
razlog verovatno specifična interakcija između homociste-
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22. Živković S. Efekti D,L-homocistein tiolaktona na razvoj 
aritmija i aktivnost enzima acetilholinesteraze u srcu 
pacova. Med Podml. 2011;62(1-2):39–46. 

23. Živković V, Jakovljević V, Pechanova O, Srejović I, 
Joksimović J, Selaković D, et al. Effects of DL-homocysteine 
thiolactone on cardiac contractility, coronary flow, and 
oxidative stress markers in the isolated rat heart: The role of 
different gasotransmitters. Biomed Res Int. 2013;2013:9-9. 

24. Abramochkin D, Haertdinov N, Porokhnya M, Zefirov 
A, Sitdikova G. Carbon monoxide affects electrical and 
contractile activity of rat myocardium. J Biomed Sci. 
2011;18(1):40. 

ina i Zn PPR IX, odnosno formiranje izmenjene hemijske 
strukture ili hemijskih veza, što može da utiče na modula-
ciju aktivnosti AChE. 

Akutno davanje D,L-homocisteina (8 mmol/kg 
t.m.) i Zn PPR IX (30 µmol/kg t.m.)   statistički značajno 
smanjuje aktivnost AChE srca pacova u odnosu na kon-
trolnu grupu, ali nema statistički značajne razlike između 
aktivnosti AChE postignute D,L-homocisteinom i Zn PPR 
IX. Iznenađujuće, prilikom aplikacije ove dve supstance 
zajedno dolazi do povećanja aktivnosti AChE i ovo po-
većanje je statistički veoma značajno, što će biti predmet 
naših daljih istraživanja.

 Napomena

Rezultati prikazani u ovom radu deo su projekta osnov-
nih istraživanja br. 175043 Ministarstva za prosvetu, nauku i teh-
nološki razvoj Republike Srbije, kojim rukovodi prof. dr Dragan 
M. Đurić sa Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
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