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Abstract

Introduction: Isoprenaline or isoproterenol (1-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-isopropylaminoet-
hanolhydrochloride; ISO), a synthetic B-adrenergic agonist, can be used to establish myo-
cardial ischemia, cardiotoxicity, necrosis and/or an experimental model of infarction in rats.
Aim: Determination of the dynamics of myocardial injury biomarkers production of aspar-
tate transaminase (AST), lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK), and high-sen-
sitive troponin T (hsTnT), with changes on electrocardiogram (ECG) parameters during the
subcutaneous aplication of ISO in male Wistar rats.

Material and methods: All animals (n = 23) were divided into two groups: control group (n =
11) treated with a saline solution, during two consecutive days (0,2 ml/kg b.m. daily, sc); and
the ISO group (n = 12) treated with isoprenaline, during two consecutive days (85 mg/kg b.m.
daily, sc). Blood was drawn from the rat tail vein in both groups, in order to determine serum
activity levels of myocardial injury biomarkers, and an ECG (n = 6) was registered prior to the
application, as well as 48h following the first dose of of saline solution or isoprenaline.
Results: In comparison to the control group, in which no significant enzyme activities ele-
vation (p > 0.05) nor ECG changes were registered, ISO group presented a significant rise of
two clinically significant biomarkers of acute myocardial injury/myocardial infarction (AMI),
CK (p = 0.05) and hsTnT (p < 0.01), as well as an ST segment elevation, with a patognomonic
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acute myocardial injury, Conclusion: Obtained results support previous studies, proving that isoprenaline represents
isoprenaline, an adequate experimental model for myocardial injury/AMI induction, and a ,,golden stan-
cardiac injury biomarkers, = dard® for evaluating potential cardioprotective effects of pharmacological and non-pharma-
ECG, cological therapeutic modalities, with the ultimate goal of lowering the degree of lesions and
rat improving post-infarction myocardium function.
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Sazetak

Uvod: Primena izoproterenola s. izoprenalina (1-(3,4-dihidroksifenil)-2-izopropilamino-
etanol-hidrohlorid, ISO), sintetskog f-adrenergi¢kog agonista, moze izazvati ishemiju,
toksi¢nost, nekrozu ili infarkt sréanog tkiva kod pacova.

Cilj: je utvrdivanje dinamike proizvodnje biomarkera o$te¢enja miokarda (aspartat tran-
saminaza, AST; laktat dehidrogenaza, LDH; kreatin kinaza, CKi visokosenzitivni tropo-
nin T, hsTnT) sa promenama na elektrokardiogramu (EKG) tokom supkutane aplikacije
ISO kod pacova muzjaka soja Vistar (Wistar).

Materijal i metode: Sve eksperimentalne Zivotinje (n = 23) podeljene su u dve grupe: kon-
trolnu grupu (n = 11) tretiranu fiziologkim rastvorom tokom dva uzastopna dana (dnevno
0,2 ml/kg t.m., sc); i ISO grupu (n = 12) tretiranu izoprenalinom tokom dva uzastopna
dana (dnevno 85 mg/kg t.m., sc). Kontrolnim i eksperimentalnim Zivotinjama je uzorko-
vana krv iz repne vene za odredivanje biomarkera o$te¢enja miokarda u serumu i registro-
van je EKG (n = 6) pre aplikovanja, kao i 48 h nakon aplikovanja prve doze fizioloskog
rastvora, odnosno izoprenalina.

Rezultati: U odnosu na kontrolnu grupu, u kojoj nije registrovano povecanje serumske
aktivnosti bilo kog biomarkera (p > 0,05), kao ni znacajnije promene na EKG zapisu,
u eksperimentalnoj ISO grupi je pokazano znacajno povecanje serumske aktivnosti dva
klini¢ki znacajna biomarkera akutnog ostecenja/akutnog infarkta miokarda (AIM), CK
(p =0,05) i hsTnT (p < 0,01), kao i prisustvo patoloskih promena na EKG zapisu u vidu
elevacije ST segmenta (> 1 mm).

Zakljucak: Dobijeni rezultati potvrduju stavove prethodnih studija da aplikacija izo-
prenalina predstavlja adekvatan model za eksperimentalnu indukciju akutnog ostec¢enja
miokarda i time ,,zlatni standard“ za ispitivanje potencijalnih kardioprotektivnih efekata
farmakoloskih i nefarmakoloskih terapijskih modaliteta u cilju smanjenja stepena lezija i

pacov

poboljsanja postinfarktne funkcije miokarda.

Uvod

Izoproterenol s. izoprenalin (1-(3,4-dihidroksife-
nil)-2-izopropilaminoetanol-hidrohlorid; ISO), sintetski
p-adrenergicki agonista i potentni kardiostimulator, po-
kazuje snazno pozitivno hronotropno i inotropno dejstvo
na miokard (1). Kao neselektivni 1 i 2 stimulator (2), u
proslosti je nasao $iroku primenu u tretmanu status asth-
maticus-a, bronhijalne astme, ventrikularne bradikardije,
sréanog zastoja i glaukoma (3). Iako izoprenalin direk-
tnom stimulacijom f2 receptora indukuje vazodilataciju
koronarnih arterija, periferna vazodilatacija, koja uslovlja-
va pojavu sistemske hipotenzije, dovodi do hipoperfuzije
srca u uslovima kada pojacani sr¢ani rad zahteva poja¢anu
perfuziju (4). Ekstenzivna tahikardija u kombinaciji sa hi-
poperfuzijom uslovljava pojavu ishemije i akutni infarkt
miokarda (AIM), odnosno ishemijsku nekrozu kardiomi-
ocita (4), kao klini¢ki najvazniju nuspojavu parenteralne
aplikacije visokih doza izoprenalina (5-8). Primena izo-
prenalina se stoga smatra adekvatnim modelom indukcije
ishemijskih lezija kod eksperimentalnih Zivotinja bez kli-
nicki manifestne koronarne aterosklerozne okluzije i tzv.
ishemijske ,,povrede kardiomiocita” (engl. cardiac muscle
cell injury) (9).

Specifi¢ni mehanizmi koji leze u osnovi AIM po-
kazuju jasnu korelaciju sa endogenim procesima koji se
aktiviraju prilikom primene izoprenalina: oksidativnim
stresom (10), apoptozom (11) i inflamacijom (12), zbog
¢ega se govori i o kardiotoksi¢nosti indukovanoj izopre-
nalinom. Protektivho dejstvo endogenih antioksidanasa

(katalaze, superoksid dizmutaze i glutation peroksidaze)
u stanjima oksidativnog stresa opada (13), rezultirajuci
pojac¢anom proizvodnjom slobodnih radikala i snizenjem
antioksidativnog statusa organizma (14). Isto tako, per-
zistentna f-adrenergicka stimulacija izoprenalinom re-
zultira padom lokalnog nivoa endogenih antioksidanasa
i glutation-S-transferaze (15), formiranjem reaktivnih ki-
seoni¢nih vrsta, ,,povredom” kardiomiocita, miofibrozom
i ventrikularnom hipertrofijom (16, 17).

Cilj ove studije je utvrdivanje korelacije dinamike
biomarkera os$tecenja miokarda (ishemija, kardiotoksic-
nost, nekroza), (aspartat transaminaza, AST; laktat dehi-
drogenaza, LDH; kreatin kinaza, CK i visokosenzitivni
troponin T, hsTnT) i funkcionalnih parametara na elek-
trokardiogramu (EKG), tokom supkutane aplikacije ISO
kod pacova muzjaka soja Vistar (Wistar), u cilju uspostav-
ljanja eksperimentalnog modela akutnog o$te¢enja mio-
karda ili AIM.

Materijal i metode

Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje je vrSeno na pacovima muZjacima
soja Vistar (n = 23), prose¢ne telesne mase 200 - 400 g.
Pacovi su smestani u paru unutar transparentnih kaveza
od pleksiglasa i sa dnom obloZenim $uskom. Ambijentalni
uslovi su odrzavani na konstantnom nivou (temperatura
21 + 2 °C; vlaznost vazduha 55% + 5%; ciklus 12 h sve-
tlost - 12 h mrak, sa pocetkom perioda svetlosti u 07:30 h).
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Hrana i voda su bili dostupni ad libitum.

Ovo istrazivanje je sprovedeno u skladu sa etickim
principima u radu sa oglednim Zivotinjama, kao i u skladu
sa odlukama Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivre-
de, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije (br. 323-07-
01339/2017-05/04 od 8.11.2017. godine) i Eticke komisije
za zastitu dobrobiti oglednih Zivotinja Medicinskog fa-
kulteta Univerziteta u Beogradu (br. 4195/2 od 10.8.2017.
godine).

Eksperimentalni protokol

Sve eksperimentalne Zivotinje (n = 23) podeljene su
u dve grupe. Kontrolna grupa (n = 11, K) tretirana je fi-
zioloskim rastvorom tokom dva uzastopna dana (dnevno
0,9% NacCl 0,2 ml/kg t.m., sc). ISO grupa (n = 12) treti-
rana je izoprenalinom (Isoprenaline hydrochloride, Sigma-
Aldrich) tokom dva uzastopna dana (dnevno 85 mg/kg
t.m., sc). Zivotinjama je uzorkovana krv iz repne vene u
cilju odredivanja biomarkera ostec¢enja srca i registrovan
je EKG pre aplikovanja izoprenalina, kao i 48 h nakon
aplikovanja prve doze izoprenalina. Zivotinje su Zrtvovane
24 h nakon aplikovanja druge doze izoprenalina, a njiho-
va srca su izolovana. U cilju odredivanja kardiotelesnog
indeksa, svim Zivotinjama je merena telesna masa nepo-
sredno pre zrtvovanja, a masa srca nakon njegove izolacije.
Kardiotelesni indeks predstavlja odnos mase srca [mg] i
telesne mase [g]. U serumu dobijenom iz krvi odredene su
vrednosti nespecifi¢nih i specifi¢nih biomarkera akutnog
oSte¢enja miokarda ili infarkta: AST, LDH, CK i hsTnT.

Odredivanje aktivnosti aspartat transaminaze

Serumska aktivnost AST merena je upotrebom ko-
mercijalno dostupnih setova (Nanjing Jiancheng Biological
Company, Nanjing, China) (18).

Odredivanje aktivnosti laktat dehidrogenaze

Serumska aktivnost LDH odredena je spektrofoto-
metrijski, merenjem smanjenja apsorbance na talasnoj du-
zini od 340 nm, tokom oksidacije NADH. Jedinica aktiv-
nosti (U) LDH katalie transformaciju 1 pmol NADH u
minuti u eksperimentalnim uslovima (19).

Odredivanje aktivnosti kreatin kinaze

Serumska aktivnost CK merena je spektrofotome-
trijski na 340 nm, upotrebom komercijalno dospunog seta
(Randox Laboratories, USA), prema metodi Lamprehta i
saradnika (Lamprecht et al) (1974). Jedinica aktivnosti CK
izoenzima definisana je kao koli¢ina enzima koja katalise
transfer 1 mol fosfata sa fosfokreatina na adenozin-difosfat
u minuti na pH 7,4 i temperaturi 30 °C (20).

Odredivanje visokosenzitivnog troponina T

Visokosenzitivni troponin T je kvantifikovan upo-
trebom visokosenzitivhog imunoeseja (engl. immunoa-
ssay), baziranog na elektrohemiluminiscentnoj tehnologiji
(ECLIA), kori$¢enjem Cobas e411 analizatora (Roche
Diagnostics, Penzberg, Germany) (21). Granica slepe probe
(engl. The Limit of the Blank, LoB) (22), ovog eseja iznosi

3 ng/L. Gornja granica (engl. The Upper Range Limit, URL),
definisana kao 99. percentil zdrave populacije, iznosi 14
ng/L (21).

Elektrokardiografija

Elektrokardiogram je registrovan pre i 48 h nakon
aplikovanja prve doze fizioloskog rastvora, odnosno izo-
prenalina. Petnaest minuta pre merenja i.p. primenjeni su
anestetici u niskim dozama (acepromazin, 2,5 mg/kg +
ketamin, 0,01 mg/kg), a potom su pacovi postavljani u
leze¢i polozaj i EKG zapis je registrovan upotrebom stan-
dardnog elektrokardiografa (CardioTouch 6.11.30, Bionet
Co., Ltd.). U cilju registrovanja EKG-a iglene elektrode su
zakacene za kozu Zivotinja (23). Brzina papira je podeSena
na 25 mm/s, a standardizacija voltaze na 20 mm/mV.
Uporedivanje promena na EKG zapisima kontrolne i ISO
grupe radeno je u drugom standardnom odvodu.

Statisti¢ka analiza

Statisticka znacajnost je odredena kori$¢enjem pro-
grama EZR (R version 3.6.1). Unutar grupa su poredene
statisticke znacajnosti razlika vrednosti biomarkera oste-
¢enja miokarda u serumu neposredno pre primene, kao i
48 h nakon aplikovanja prve doze izoprenalina, odnosno
tizioloskog rastvora. Ukoliko su podaci pokazali normalnu
raspodelu, kao statisticki test primenjen je Studentov t-test
za zavisne uzorke (engl. Paired t-test). U suprotnom je pri-
menjen Vilkoksonov (Wilcoxon) test ekvivalentnih parova
(engl. Wilcoxon’s signed rank test). Izmedu grupa su pore-
dene i statisticke znacajnosti razlika biomarkera ostecenja
miokarda u serumu, tj. ISO i kontrolne grupe, neposredno
pre primene i 48 h nakon prve doze izoprenalina, odnosno
tizioloskog rastvora. Ukoliko su podaci pokazali normalnu
raspodelu, primenjen je Studentov t-test za nezavisne
uzorke (engl. Two-sample t-test). U suprotnom je prime-
njen Men-Vitnijev (Mann-Whitney) test sume rangova
(engl. Mann-Whitney U test). Statisticki znacajnom se
smatrala vrednost p < 0,05. Rezultati su predstavljeni nu-
mericki, tabelarno i graficki, kao srednje vrednosti + SEM.
Analizirani su ritam, frekvencija rada srca i prisustvo zna-
¢ajne elevacije ST segmenta (> 1 mm) u EKG zapisima
kontrolne i ISO grupe.

Rezultati

Kardiotelesni indeks

U poredenju sa kontrolnom grupom, ISO grupa nije
pokazala statisticki znacajno povecanje vrednosti sréane i
telesne mase, a samim tim ni kardiotelesnog indeksa, ¢ija
je prosec¢na vrednost u kontrolnoj grupi iznosila 3,82 +
0,18 mg/g, a u ISO grupi 4,48 + 0,17 mg/g (tabela 1).

Aspartat transaminaza

U kontrolnoj i ISO grupi nije pokazano statistic-
ki znacajno povecanje serumskih vrednosti AST 48 h
nakon sc. aplikacije prve doze izoprenalina (p > 0,05).
Poredenjem vrednosti AST pre aplikovanja prve doze ISO
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(126,03 + 4,57 U/L), odnosno fizioloskog rastvora (138,23
+ 10,92 U/L) izmedu dve testirane grupe nije dobijena sta-
tisticki znacajna razlika (p > 0,05). Statisticki se znacajno
nisu razlikovale ni vrednosti AST u ISO (208,92 + 57,87) i
kontrolnoj grupi (204,18 + 18,40 U/L) dobijene dva dana
nakon aplikovanja prve doze ISO, odnosno fizioloskog ra-
stvora (p > 0,05) (grafikon 1A).

Tabela 1. Prosecna telesna masa, sréana masa i kardiote-
lesni indeks u kontrolnoj (K) i ISO grupi

Grupe
Parametri (srednja vrednost + SEM) p
vrednost
K | 150
de)lesna Masd - 3400+19,0  4035+585  >0,05
Masa srca 1301,0 + 106,1 1776,5+325,5 > 0,05
(mg)
Kardiotelesni 5 o), 018 4384017 > 0,05
indeks (mg/g)

Tabela 2. Serumska aktivnost aspartat transaminaze
(AST), laktat dehidrogenaze (LDH), kreatin kinaze (CK)
i visokosenzitivnog troponina T (hsTnT) u kontrolnoj
grupi pre i 48 h nakon primene prve doze fizioloskog ra-
stvora

K
Parametri (srednja vrednost + SEM) p
vrednost
Pre Posle 48 h

AST (U/L) 138,23 + 10,92 204,18 + 18,40 > 0,05
LDH (U/L) 2255,33 + 430,31 3907,86 + 464,55 > 0,05
CK (U/L) 1501,67 + 249,03 1809,88 +216,34 > 0,05
hsTnT 23,74 + 6,67 19,17 + 4,19 > 0,05
(ng/L)

Tabela 3. Serumska aktivnost aspartat transaminaze
(AST), laktat dehidrogenaze (LDH), kreatin kinaze (CK)
i visokosenzitivnog troponina T (hsTnT) u grupi eksperi-
mentalnih Zivotinja tretiranih izoprenalinom (ISO) pre i
48 h nakon primene prve doze izoprenalina

I1SO
Parametri (srednja vrednost + SEM) p
vrednost
Pre Posle 48 h

AST (U/L) 126,03 £ 4,57 208,92 + 57,87 > 0,05
LDH (U/L) 3328,58 +291,21 3365,17 + 310,50 > 0,05
CK (U/L) 1540,83 + 129,15 3008,58 + 898,03 =0,05
hsTnT 21,78+2,01 992,81 +34608  <0,01
(ng/L)

Tabela 4. Serumska aktivnost aspartat transaminaze
(AST), laktat dehidrogenaze (LDH), kreatin kinaze (CK)
i visokosenzitivnog troponina T (hsTnT) u kontrolnoj (K)
i grupi eksperimentalnih Zivotinja tretiranih izoprenali-
nom (ISO) pre primene prve doze fizioloskog rastvora,
odnosno izoprenalina

Grupe
Parametri (srednja vrednost + SEM) p
vrednost
K ISO

AST (U/L) 138,23 +£ 10,92 126,03 + 4,57 > 0,05
LDH (U/L) 2255,33 + 430,31 3328,58 + 291,21 > 0,05
CK (U/L) 1540,83 + 129,15 1540,83 + 129,15 > 0,05
hsTnT 1501,67 + 249,03 21,78 + 2,01 > 0,05
(ng/L)

Tabela 5. Serumska aktivnost aspartat transaminaze
(AST), laktat dehidrogenaze (LDH), kreatin kinaze (CK) i
visokosenzitivnog troponina T (hsTnT) u kontrolnoj (K) i
grupi eksperimentalnih Zivotinja tretiranih izoprenalinom
(ISO) 48 h nakon primene prve doze fizioloskog rastvora,
odnosno izoprenalina

. Grupe (srednja vrednost + SEM) P
Parametri
vrednost
K ISO
AST (U/L) 204,18 + 18,40 208,92 + 57,87 > 0,05
LDH (U/L) 3907,86 + 464,55 3365,17 +310,50 > 0,05
CK (U/L) 1809,88 + 216,34 3008,58 + 898,03 > 0,05
hsTnT 19,17 +4,19 992,81 +346,08  <0,01
(ng/L)
Laktat dehidrogenaza

U kontrolnoj i ISO grupi nije pokazano statisticki
znacajno povecanje serumskih vrednosti LDH 48 h nakon
aplikovanja prve doze izoprenalina (p > 0,05). Poredenjem
aktivnosti LDH pre aplikacije prve doze ISO (3328,58
+ 291,21 U/L), odnosno fizioloskog rastvora (2255,33 +
430,31 U/L) izmedu dve grupe nije dobijena statisticki
znacajna razlika (p > 0,05), kao ni poredenjem aktivno-
sti LDH u ISO (3365,17 + 310,50 U/L) i kontrolnoj grupi
(3907,86 + 464,55 U/L) dobijenih dva dana nakon aplika-
cije prve doze ISO, odnosno fizioloskog rastvora (p > 0,05)
(grafikon 1B).

Kreatin kinaza

U kontrolnoj grupi nije pokazano statisticki zna-
¢ajno povecanje serumskih vrednosti CK 48 h nakon
aplikacije prve doze izoprenalina (p > 0,05). Nasuprot
tome, postoji statisticki znacajno povecanje CK vredno-
sti (3008,58 + 898,03 U/L) u ISO grupi (p = 0,05), gde je
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o$tecenja miokarda tokom akutnog tretmana izoprenalinom kod

prose¢na serumska vrednost CK nakon 48 h bila ¢ak 95%
veca u odnosu na vrednost pre aplikovanja ISO (1540,83 +
129,15 U/L). Poredenjem aktivnosti CK pre aplikacije i 48
h nakon aplikacije prve doze ISO, odnosno fizioloskog ra-
stvora, izmedu dve testirane grupe nije dobijena statisticki
znacajna razlika (p > 0,05) (grafikon 1C).

Visokosenzitivni troponin T

U kontrolnoj grupi nije pokazano statisticki znacaj-
no povecanje serumskih vrednosti hsTnT 48 h nakon apli-
kacije prve doze izoprenalina (p > 0,05). Nasuprot tome,
zabeleZeno je izrazito povecanje vrednosti hsTnT (992,81 +
346,08 ng/L) u ISO grupi (p = 0,0005), gde je prose¢na se-
rumska vrednost hsTnT nakon 48 h bila ¢ak 46 puta veéa u
odnosu na vrednost pre aplikacije ISO (21,78 + 2,01 ng/L).
Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti
hsTnT pre primene prve doze ISO, odnosno fizioloskog
rastvora u ISO i kontrolnoj grupi (p > 0,05); ISO grupa,
medutim, pokazuje 52 puta vecu serumsku koncentraciju
hsTnT dva dana nakon aplikacije ISO u odnosu na kon-
trolnu grupu (p = 0,0009) (grafikon 1D).

'y
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Kontrola
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50004
4000+
30004
2000+
10004
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Elektrokardiogratija

Pacovi iz kontrolne grupe su imali normalan EKG
zapis sa regularnim sinusnim ritmom od 450 + 11 otkucaj/
min, dok su EKG zapisi pacova tretiranih izoprenalinom
pokazali 100% ucestalost znacajnih elevacija ST segmenta
(> Imm) (p < 0,01), ali i nizu frekvenciju (401 + 15,3 otku-
caja/min) u odnosu na kontrolnu grupu.

Diskusija

Prose¢ne vrednosti sr¢ane mase, telesne mase i kar-
diotelesnog indeksa bile su vise u ISO grupi, medutim, bez
postojanja statisticke znacajnosti. Verovatno da period od
dva dana izmedu aplikacije prve doze izoprenalina i 7r-
tvovanja eksperimentalnih Zivotinja nije bio dovoljan za
razvoj adekvatne sr¢ane hipertrofije koju indukuje sc. apli-
kacija izoprenalina (16, 17).

Biomarkeri ostecenja miokarda, AST, LDH, CK i
hsTnT, ¢ija je aktivnost merena 48 h nakon aplikacije prve
doze fizioloskog rastvora, odnosno izoprenalina, pred-
stavljaju senzitivne i visokospecifi¢ne klinicke markere za

B
-
=)
-y
()
—
Kontrola ISO
D »e
15001 ) T
)
= 10004
=
= 500
z 5
G L Ll Ll 1)
J & 2 &
Q‘ QO—'\\ Q«v QQ’}V
Kontrola ISO

Grafikon 1. A. Serumska aktivnost aspartat transaminaze (AST) u kontrolnoj i grupi eksperimentalnih Zivotinja treti-
ranih izoprenalinom (ISO) pre i 48 h nakon primene prve doze fizioloskog rastvora, odnosno izoprenalina; B. Serum-
ska aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH) u kontrolnoj i grupi eksperimentalnih Zivotinja tretiranih izoprenalinom
(ISO) pre i 48 h nakon primene prve doze fizioloskog rastvora, odnosno izoprenalina; C. Serumska aktivnost kreatin
kinaze (CK) u kontrolnoj i grupi eksperimentalnih zivotinja tretiranih izoprenalinom (ISO) pre i 48 h nakon primene
prve doze fizioloskog rastvora, odnosno izoprenalina * p < 0,05; D. Serumska aktivnost visokosenzitivhog troponina T
(hsTnT) u kontrolnoj i grupi eksperimentalnih Zivotinja tretiranih izoprenalinom (ISO) pre i 48 h nakon primene prve

doze fizioloskog rastvora, odnosno izoprenalina ** p < 0,01.
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dokazivanje prisustva i odredivanje opsega ishemijskih
lezija, odnosno nekroze u AIM (24, 25). U ovoj studiji ni-
smo procenjivali izoenzimske aktivnosti ve¢ ukupne ak-
tivnosti sr¢anih enzima, zbog ¢ega je nemoguce sa sigur-
no$cu tvrditi da li je srce, ili neko drugo izoprenalinom
zahvaceno tkivo primarni izvor izoenzima u serumu. U
izoenzimskoj slici ispitivanih enzima seruma razliciti
autori su uocili porast aktivnosti tzv. ,sréano specific¢-
nih enzima“ (CK-MB, LDH-1 i LDH-2) tokom prva dva
(26) ili tri sata (27) nakon sc aplikacije izoprenalina (28,
29). Povecanje aktivnosti ,,sr¢ano specificnog“ izoenzima
LDH-3 ukazuje da izoprenalin indukuje o$te¢enje papi-
larnih misica, pre svega levog papilarnog misica, koji ima
znacajan sadrzaj LDH-3 i najvedi sadrzaj M-subjedinice
LDH u srcu (30).

U ovoj eksperimentalnoj studiji, pacovi tretirani
izoprenalinom pokazali su znacajno povecanje serum-
skog nivoa CK (p =0,05) i hsTnT (p < 0,05), kao i vise vred-
nosti hsTnT dva dana nakon sc aplikacije prve doze ISO u
odnosu na kontrolnu grupu, $to je u saglasnosti sa rani-
jim studijama (23, 27, 31, 32). Povisene CK i hsTnT vred-
nosti ipak ukazuju na tesko oste¢enje miokarda (verovat-
no ishemijsko) i prekid integriteta membrane kardiomi-
ocita, §to dozvoljava ,,curenje” nefunkcionalnih enzima u
serum (23). Prethodne studije ukazuju na najintenzivniji
porast serumske vrednosti CK tri sata nakon sc aplikacije
izoprenalina. Ukupna vrednost CK raste i nakon ovog pe-
rioda, a dostize maksimalnu vrednost nakon Sest sati (27),
$to sugerise da je za odredivanje serumskih vrednosti naj-
pouzdanije uzorkovati krv iz repne vene $est sati nakon
sc aplikacije izoprenalina.

ISO grupa nije pokazala statisticki znacajno po-
vecanje aktivnosti AST i LDH u serumu (p > 0,05) 48 h
nakon sc. aplikacije prve doze, $to nije u saglasnosti sa
prethodnim studijama (23, 27, 31, 32), koje navode da
sc. aplikacija izoprenalina uslovljava formiranje tzv. ,,sr-
¢ane izoenzimske slike CK i LDH® (27), tj. porast ukupne
vrednosti CK i LDH u serumu. Aktivnost LDH dostize
najvise vrednosti tri sata nakon aplikacije ISO. Izmedu
treCeg i Sestog sata aktivnost izoenzima LDH znatno
opada, $to je narocito izrazeno kod izoenzima LDH-1 i
LDH-2. Dvadeset Cetiri sata nakon sc aplikacije ISO ove
vrednosti se vra¢aju na nivo priblizno jednak kontrolnim
vrednostima (27), §to objasnjava zasto u nasoj studiji nije
registrovan statisticki znacajan porast ukupne serum-
ske vrednosti LDH 48 h nakon sc aplikacije prve doze
izoprenalina.

Da posmatranje samo ukupnih vrednosti biomar-
kera sr¢anog o$tecenja nije adekvatno za preciznu loka-
lizaciju ishemijskog o$tecenja u pacovima ukazuju na-
lazi ranijih studija, koji u periodu od 3 do 6 sati nakon
sc. aplikacije izoprenalina beleze porast izoenzima CK-
MM, LDH-4 i LDH-5, $to sugeri$e da izoprenalin delu-
je Stetno i na druga tkiva, kao $to je jetra (27). Time je
najadekvatnije posmatrati kompletnu izoenzimsku sliku
LDH nakon 6 sati, kada je aktivnost svih LDH izoenzi-
ma znacajno veca u odnosu na kontrolne vrednosti. Ovaj
fenomen se oznacava kao ,izomorfna izoenzimska slika

serumske LDH® i moze biti posledica opste hipoksije or-
ganizma (27). Navedeno stanje se javlja u toku infarkta
ili ishemijskog o$tecenja srca, koji se neretko komplikuju
kardiogenim $okom (33), ¢ije bi prisustvo potvrdila pato-
histoloska analiza miokarda sa uocljivim ,,undulacijama®
kardiomiocita (27). Medutim, na osnovu iskustva drugih
autora, poznato je da se $tetno delovanje izoprenalina is-
poljava prvenstveno na srcu (9, 27, 34-36), na $ta najvise
ukazuju rezultati o uticaju izoprenalina na izoenzimsku
sliku serumske CK i LDH.

Elektrokardiogram predstavlja znacajan dijagno-
sticki pokazatelj patoloskih abnormalnosti miokarda (37).
Svi pacovi tretirani izoprenalinom pokazali su elevaciju
ST segmenta (> 1 mm) i neocekivanu redukciju sréane
frekvencije, dok aritmije nisu registrovane. Navedene
abnormalnosti potvrduju prisustvo sréanog ostecenja, tj.
AIM, analogno rezultatima prethodnih studija (38, 39).
Patognomoni¢ne promene u ST segmentu ukazuju na gu-
bitak integriteta i funkcije kardiomiocita. Dodatno, oce-
kivali smo da ¢e eksperimentalna grupa pokazati tahikar-
diju koja, usled nemogu¢nosti zadovoljavanja povecane
potrebe za kiseonikom, vodi ubrzanoj nekrozi kardiomi-
ocita (9, 38, 40-42). Studije, medutim, beleze slucajeve u
kojima je neinvazivna aplikacija izoprenalina indukovala
tzv. ,paradoksalnu bradikardiju® i time redukovala srca-
nu frekvenciju kod pacijenata sa AV blokom, najverovat-
nije usled aktivacije neurovagalnog refleksa sa hipervaga-
tonijom, koja se javlja nakon f-adrenergicke stimulacije
(43). Pokazano je i da nishodna regulacija f3-receptora,
koja dovodi do izostanka adekvatnog odgovora nakon
stimulacije, moze biti uslovljena starosnom dobi (44), po-
lom (45), hroni¢nom uremijom (46), ali i izoprenalinom
indukovanim remodelovanjem miokarda, koje se zapaza
u okviru sréane insuficijencije, ventrikularne aritmije ili
naprasne sréane smrti (47).

I pored znacajnih rezultata, ova studija ima i svojih
ogranicenja jer tokom ISO indukovanih efekata nije do-
kazana periferna vazodilatacija koja bi teorijski dovela do
kompenzatornog povecanja sréane frekvencije. Bududi
da tahikardija kod pacova nije registrovana, smatramo
da se periferna vazodilatacija u primenjenoj dozi i naci-
nu aplikacije izoprenalina verovatno nije javila. U pret-
hodnim studijama, gde je ISO aplikovan u znacajno visoj
dozi (dnevno 250 mg/kg tm) intraperitonealno, javilo se
povecanje sréane frekvencije (27). Postepen razvoj pato-
loskih lezija u akutnom infarktu miokarda najpouzdanije
je pratiti kroz profil biomarkera sréanog ostecenja, $to je
u prethodnim studijama izvedeno pracenjem promena
serumskog nivoa izoenzima specifi¢nih za miokardno
tkivo (27). Dodatno, potrebno je ovaj rad dopuniti $irim
biohemijskim analizama da bi se sagledali eventualni
efekti izoprenalina na druge organe, ali i patohistoloskom
analizom na srcu. U ovoj studiji je standardizacija volta-
ze bila verovatno veca od potrebne, §to je, u nedostatku
odgovarajuceg softvera i pojacivaca elektri¢nog signala,
onemogucilo precizniju analizu EKG zapisa, pre svega
sa aspekta trajanja promene QT intervala (48), ali i ST
segmenta.
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Zakljucak

U odnosu na kontrolnu grupu, u kojoj nije regi-

strovano povecanje bilo kog ispitivanog biomarkera AIM
u serumu, niti znacajnije promene na EKG zapisu, u ISO
grupi je pokazano znacajno povecanje serumske aktivnosti
dva klini¢ki znacajna biomarkera AIM, CK i hsTnT, kao i
prisustvo patognomonicne elevacije ST segmenta na EKG
zapisu. Dobijeni rezultati potvrduju stavove prethodnih
studija, da aplikacija izoprenalina predstavlja adekvatan
model za eksperimentalnu indukciju ostecenja miokarda
ili AIM, i time ,zlatni standard® za ispitivanje potencijal-
nih kardioprotektivnih efekata farmakologkih (49) i nefar-
makoloskih terapijskih modaliteta, u cilju smanjenja ste-
pena ishemijskih lezija i pobolj$anja postinfarktne funkci-
je miokarda (18).
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