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uvoD

Kroni€no zatajenje srca nastaje kao posljedica strukturnih i funkcionalnih
oStecenja sr€anog misi¢a zbog kojih srce kao crpka vise ne mozZe zadovoljavati
metaboliCke potrebe tijela. Ovaj slozeni klini¢ki sindrom obiljeZen je promjenama na
razini cijelog kardiovaskularnog sustava, skelethog misica i neurohormonalnog
sustava (1;2). Jedan od najceScih etioloskih ¢imbenika za razvoj kroni¢nog zatajenja
srca je infarkt miokarda, nakon kojeg dolazi do remodeliranja miokarda izvan
podru€ja zahvacenog infarktom. U otprilike 20% bolesnika, te promjene dovode do
razvoja kroni€nog zatajenja srca. Istrazivanja su pokazala da je nekoliko klju€nih
faktora odgovorno za poslijeinfarktno patolosko remodeliranje u udaljenim regijama
miokarda. Medu najvaznijima se istiCu povecana proizvodnja slobodnih kisikovih
radikala, poremecaji u regulaciji kalcija i promjene energetskog metabolizma u
sr€anim stanicama (3;4). Promjene energetskog metabolizma odnose se na
energetski manjak koji se odituje smanjenom koli€¢inom ATP-a, porastom ADP-a i
oStec¢enim prometom energije putem kreatin-fosfokreatinskog sustava, a odgovorne
su za razvoj kontraktilne disfunkcije miokarda (5).

U sredistu energetskog metabolizma srca nalaze se mitohondriji koji putem
oksidativne fosforilacije osiguravaju oko 90% dnevnih potreba sréanog misi¢a za
energijom. Zna se da kod kroni¢nog zatajenja srca mitohondriji prolaze kroz
strukturno i funkcionalno remodeliranje koje uklju€uje promjenu njihove veliCine te
organizaciju kristi. Takoder dolazi do oste¢enja oksidativne fosforilacije uz promjene
supramolekularne strukture respiratornin kompleksa elektronskog transfernog lanca
koje dovodi i do smanjenja njihove aktivnosti (6-9). Ipak, promjene u aktivnosti
specificnin kompleksa elektronskog lanca vrlo su heterogene i jo$ uvijek nema

konsenzusa o tome koja je od njih kljuéna toCka tih promjena. Brojne studije su



pokazale da tjelovjezba ima povoljan ucinak na kroni¢no zatajenje srca, pa trenutne
terapijske smjernice za lijeCenje ovog stanja preporuCuju neki oblik aerobne
tielovjezbe za bolesnike sa stabilnim tijekom bolesti u NYHA kategorijama I, Il i III.
Tjelovjezba povoljno utjeCe na kvalitetu zZivota bolesnika i smanjuje smrtnost oboljelih
od kroni¢nog zatajenja srca djeluju¢i protuupalno te izazivajuci pozitivne prilagodbe
kardiovaskularnog i respiratornog sustava, skelethog misi¢a i neurohormonalnog
sustava (10;11). Tako je Istrazivanje Wisloffa i suradnika pokazalo je da dugoroCna
aerobna tjelovjezba u bolesnika s postinfarktnim kronicnim sréanim zatajenjem
dovodi do poboljSanja ejekcijske frakcije lijeve klijetke, poveéanja udarnog volumena i
volumena na kraju sistole (12). Na razini srCane stanice, tjelovjezba ublazava
patoloSke promjene u regulaciji kalcija i poboljSava kontraktilnost (13;14). Ipak, jos se
uvijek nedovoljno zna o ucincima tjelovjezbe na mitohondrijsku funkciju kod
kroni¢nog zatajenja srca. Zbog toga je cilj predlozene doktorske disertacije ispitati
uCinke aerobnog intervalnog treninga na mitohondrijsku funkciju u poslijeinfarktnom
zatajenju srca i time omoguditi bolje razumijevanje mehanizama odgovornih za
povoljne ucinke tjelovjeZzbe na kroni¢no zatajenje srca. S obzirom da su terapeutske
mogucnosti kod pacijenata s kroni¢nim zatajenjem srca joS uvijek nedovoljno
ucinkovite i prognoza bolesti je l0Sa, od iznimne su vaznosti istrazivanja koja mogu
doprinijeti razvoju novih terapijskih strategija s ciliem unapredenja kvalitete Zivota i

prezivljenja bolesnika s ovom boleScu.



STRATEGIJA PRETRAZIVANJA LITERATURE

Vezano uz rad na svojoj doktorskoj disertaciji, bazu biomedicinske literature
PubMed sam pretrazivala u viSe navrata, zadnji put 20. lipnja 2013. godine. Nisam
koristila ograniCenja za vrstu publikacije, a jezik publikacija sam ogranicila na
engleski. Trazila sam radove koji bilo gdje u tekstu sadrze neki od pojmova/sloZenica
(ili njihov Mesh ekvivalent) ,mitochondria®, u kombinaciji s pojmovima ,heart failure®,
,coronary artery disease“ ,ischemic heart disease” i ,exercise training“. Takvih je
referenci u PubMed-u bilo 3060. Pretrazivacki sam algoritam zatim ogranicila na
Clanke dostupne u cijelosti u kojima se klju¢ne rije€i pretrazivanja pojavljuju u naslovu
ili sazetku publikacije. OgraniCenjem pretraZivackog algoritma nadeno je 279
publikacija. Naknadnim prouavanjem naslova ili sazetaka te vrste publikacija
kona¢no sam ukljuCila 73 reference. Najvaznijih 25 referenci navodim u pregledu
literature, a ostatak, citiran u odgovaraju¢im kontekstima, navodim u dodatku

literaturnog pregleda.

PROBLEMATIKA ISTRAZIVANJA

Nakon infarkta miokarda, sr€ani miSi¢ izvan pogodenog podrucja prolazi kroz
proces patoloskog remodeliranja koji ¢esto u konaénici dovodi do kroni¢nog zatajenja
srca. Ovaj proces pogada razne dijelove sréane stanice, ukljuCujuci i mitohondrije
(15-17). Buduci da mitohondriji imaju srediSnju ulogu u energetskom metabolizmu
kardiomiocita, za pretpostaviti je da poremecaj njihove funkcije dovodi do daljnjeg
pogorsanja sréane funkcije (18). Studije su pokazale da aerobna tjelovjezba ima
povoljne u€inke kod pacijenata sa sr€anim zatajenjem. Ustanovljeno je da tjelovjezba
zaustavlja napredovanje patoloskog remodeliranja, a prema nekim studijama dovodi

Cak i do poboljSanja oSteCene sr€ane funkcije (19;20). Ipak, joS uvijek nisu poznati



ucinci tjelovjezbe na mitohondrijsku funkciju u kardiomiocitima nakon infarkta

miokarda.

HIPOTEZA

Hipoteza istrazivanja je da aerobni intervalni trening kod Zivotinja s
postinfarktnim zatajenjem srca smanjuje patolosko remodeliranje u sréanom misSicu i
ublazava propadanje mitohondrijske funkcije. Navedena hipoteza Ce biti testirana

kroz nekoliko jasno definiranih ciljeva.

CILJEVI ISTRAZIVANJA
U svrhu uspjednog testiranja postavljene hipoteze, istrazivanje provedeno u
sklopu predlozene doktorske disertacije Ce biti podijeljeno na tri cilja:
Cilj 1: Koristenje prikladnog Zivotinjskog modela
a. Stvaranje pouzdanog Zivotinjskog modela zatajenja srca na kojem ¢e se
vidjeti patoloSke promjene karakteristithe za poslijeinfarktno
remodeliranje
b. Eksperimentalni model aerobne tjelovjezbe koji ¢e imati mijerljive
kardiovaskularne ucinke u Zivotinja s poslijeinfarktnim zatajenjem srca
Cilj 2: Ispitivanje ucinka tjelovjezbe na sr€anu morfologiju i funkcionalne
parametre kod poslijeinfarktnog zatajenja srca
Cilj 3: Ispitivanje uloge mitohondrija u ucincima koje tjelovjezba ima na

patoloSko remodeliranje srca nakon infarkta miokarda



USTROJ ISTRAZIVANJA

Istrazivanje predlozeno u svrhu izrade ove doktorske disertacije se moze
klasificirati kao prospektivho eksperimentalno istrazivanje. Na Zivotinjskom modelu ¢e
se ispitati i usporediti ucinci intervencije na testnu i kontrolnu skupinu. Kao
eksperimentalne Zivotinje ¢e se koristiti Stakori, dok Ce intervencija Ciji ¢e se ucinci

ispitivati biti tjelovjeZzba. Svi dobiveni podaci ¢e biti evaluirani i usporedeni

primjerenim statistiCkim testovima.

ISHOD ISTRAZIVANJA

Na temelju prethodnih istrazivanja, za ocCekivati je da ¢e i na$§ model
poslijeinfarktnog zatajenja srca u Stakora pokazati patoloSke promjene karakteristi¢ne
za poslijeinfarktno remodeliranje (21-24). O¢ekujemo da se aerobnim intervalnim
treningom postignu mjerljivi kardiovaskularni u€inci koji ¢e se oc€itovati u promjenama
sr€ane morfologije i funkcionalnih parametara u smislu poboljSanja (25). To znaci da
bi aerobni intervalni trening u Stakora s poslijeinfarktnim zatajenjem srca trebao
ublaziti patoloSko remodeliranje, saCuvati kontraktilnu funkciju lijevog ventrikula i
smanjiti dilataciju komora. Takoder ocekujemo ostecenje funkcije sréanih
mitohondrija kod sedentarnih Zivotinja sa sr€anim zatajenjem, za koje vjerujemo da

Ce biti zna€ajno ublazeno kod zivotinja izlozenih tjelovjezbi.

METODE ISTRAZIVANJA
STAKORSKI MODEL ZATAJENJA SRCA
Kirurski postupak induciranja infarkta miokarda
Odrasle Zenke Sprague-Dawley Stakora (tezine od 230 do 290 g) ce bhiti
anestezirane mjeSavinom ketamina i xylazina intramuskularno. Djelovanje anestezije

Ce biti ispitano provjerom kornealnog refleksa i refleksa povla¢enja Sape. Nakon toga,



anestezirana ¢e Zivotinja biti intubirana i podvrgnuta kirurSkom zahvatu kojim ¢e se
inducirati infarkt miokarda. Kroz transabdominalnu i transdijafragmalnu inciziju
pristupit ¢e se srcu Zivotinje i zatim pod kontrolom mikroskopa neresorptivnim Savom
podvezati lijeva koronarna arterija. Kontrolna skupina Zivotinja, odnosno Sham
skupina, ¢e biti Stakori jednake dobi i tezine koji ¢e proc¢i jednaku kirurSku proceduru

izuzev podvezivanja koronarne arterije.

Ehokardiografska procjena sréane funkcije

Za procjenu src¢ane funkcije Stakora prije i poslije kirurS8kog postupka koristit ¢e
se transtorakalna ehokardiografija (Vivid 3, General Electric, Milwaukee, WI, USA) sa
sondom od 12-MHz. Ehokardiografska procjena bit ¢e ucinjena prije kirurskog
zahvata te u vremenskim razdobljima od 4 i 12 tjedana nakon kirurS§kog zahvata
odnosno indukcije infarkta miokarda. Postupak ¢e biti proveden nakon uvodenja
Stakora u anesteziju koristeCi inhalacijski izofluran. Snimanje ¢e se obaviti u dvije
parasternalne dvodimenzionalne projekcije po kratkoj osi srca na razini papilarnih
miSi¢a, a mjerit ¢e se promijer lijevog ventrikula u dijastoli i sistoli (LVDd i LVDs) te
debljine prednje i stjenke srca u dijastoli i sistoli (AWTd i AWTsSPWTd i PWTSs). Iz
navedenih ¢e se parametara izraCunati frakcijsko skracenje lijevog ventrikula(FS%)
prema slijedecoj formuli: FS = [(LVDd - LVDs) / LVDd] x 100.

Prema ehokardiografskom mijerenju prije kirurSkog zahvata procjenjivat ¢e se
eventualne promjene u ehokardiografskim parametrima nakon kirurS§kog zahvata.
Cetiri tiedna nakon kirur§kog zahvata procijenit ¢e se opseznost induciranog infarkta
(u operiranih Stakora) te kontraktilna sposobnost srca prije nego $to Zivotinje udu u
slijedecCu eksperimentalnu fazu. U nastavak studije biti ¢e uklju€eni Stakori s visokim

stupnjem osteéenja sr€ane funkcije i razvijenim zatajenjem srca, $to e se procijeniti



prema vrijednosti frakcijskog skracenja lijevog ventrikula manjoj od 35% (FS<35%).
Ovi su kriteriji ukljuéenja odabrani koristeCi veC objavljenje studije u kojima je
napravljena korelacija izmedu ehokardiografskih vrijednosti frakcijskog skracenja i
invazivno mjerenih vrijednosti tlakova unutar lijevog ventrikula kod zatajenja srca na
istom Zivotinjskom modelu. Na temelju navedenih kriterija ukljuCenja, Zivotinje s
infarktom miokarda i poslijeinfarktnim zatajenjem srca bit ¢e randomizirane u dvije
skupine:

1. Trenirana skupina Stakora s infarktom miokarda

2. Sedentarna skupina Stakora s infarktom miokarda

Trenirana ¢e skupina Stakora biti podvrgnuta aerobnom intervalnom treningu

tjekom 8 tjedana po unaprijed zadanom protokolu treninga (detaljno opisan u
nastavku). Sedentarna skupina ce tijekom istog razdoblja obavljati samo uobicajene
dnevne aktivnosti u kavezu. Nakon zavrSetka treninga odnosno sedentarnog
razdoblja od 8 tjedana (12 tjedana nakon kirurSkog zahvata) bit ¢e ponovno
napravljena ehokardiografska evaluacija sréane funkcije Stakora nakon ¢ega ¢e sve
Zivotinje biti Zrtvovane u slijedecih 3 do 6 dana. Sva ¢e ehokardiografska mjerenja biti
provedena bez prethodnog znanja o pripadnosti Stakora pojedinoj eksperimentalnoj
grupi kako bi se osigurala nepristranost u mjerenjima.
Konacno ¢e se analizirati 3 eksperimentalne grupe Stakora:

1. Trenirana skupina Stakora s infarktom miokarda (IM-trenirani)

2. Sedentarna skupina Stakora s infarktom miokarda (IM-sedentarni)

3. Kontrolna skupina stakora — Sham Stakori



EKSPERIMENTALNE PROCEDURE ZA MJERENJE MITOHONDRIJSKE
FUNKCIJE
Izolacija mitohondrija

Stakori ¢e biti anestezirani pomoéu intramuskularne injekcije mjesavine
ketamina i xylazina (90 mg/kg and 8 mg/kg), a potom Ce im srca biti izvadena i
pohranjena u izolacijsku otopinu na ledu. Mitohondriji ¢e biti izolirani postupkom
diferencijalnog centrifugiranja iz dijela lijevog ventrikula koji nije bio pogoden
infarktnom, odnosno iz dijela koji ¢e ostati nakon ekscizije oziljno promijenjenog dijela

sréanog misica.

Mijerenje aktivnosti citrat sintaze
Enzimska aktivnost citrat sintaze mijerit ¢e se spektrofotometrijski (412 nm,
25°C) iz preparata izoliranih mitohondrija koriste¢i komercijalno dostupan set Sigma-

Aldrich (CS0720).

Mijerenje potrosnje kisika u mitohondrijima

PotroSnja kisika u mitohondrijima mijerit ¢e se na 30°C koristeéi Clarkovu
elektrodu (Oxygraph, Hansatech Instruments, Norfolk, UK). Takozvana Faza 2
respiracije ¢e biti mjeren u prisutnosti piruvata i malata, substrata za kompleks |
respiratornog lanca elektrona te sukcinata kao substrata za kompleks Il respiratornog
lanca. Respiracija ¢e zatim biti mjerena uz stimulaciju ADP-om (250 umol/l, State 3)
kako bi mjerili Fazu 3 mitohondrijske respiracije(). Nakon $to cijela koli¢ina dodanog

ADP-a bude pretvorena u ATP, slijedi faza 4 respiracije.



Mijerenje proizvodnje ATP-a u mitohondrijima
Proizvodnja ATP-a u mitohondrijima cCe biti mjerena u prisutnosti razliCitih
supstrata koriste¢i metodu kemiluminiscencije pomoc¢u luciferina i luciferaze

krijesnica (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, SAD).

Mijerenje aktivnosti kompleksa | respiratornog lanca elektrona (NADH: ubikvinon
oksidoreduktaza)

Prethodno zamrznuti mitohondriji bit ¢e odmrznuti i zatim solubilizirani na ledu s
1% kolicnom kiselinom u MSM/EDTA puferu. Enzimska aktivhost kompleksa |
respiratornog lanca elektrona mjerit ce se pomocu metode absorbancije NADH-a u
reakciji redukcije osjetljivoj na rotenon Kkoriste¢i decilubikvinon kao primatelja.
Reakcijska mjeSavina koja sadrzava 20 ug/ml proteina mitohondrija bit ¢e zagrijana
na 30°C i potom prebacena u prthodno zagrijanu kivetu u spektrofotometar (DU 800,
Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). Reakcija ¢e biti pokrenuta dodatkom
decilubikvinona (0.075 mmol/l) nakon ¢ega ¢e se mijeriti promjena u apsorbanciji
NADH na 30°C (regulirano pomocu Peltier kontrole temperature) na 340 nm

(ekstinkcijski koeficijent= 6.22 (mmol/l)*cm™).

Western blotting

Tkivo lijevog ventrikula ¢e biti homogenizirano u modificiranom RIPA puferu uz
dodatak proteaznih i fosfataznih inhibitora i koriste¢i Ultra-Turrax T25 (Proteini
homogenata srca bit e zatim razdvojeni na SDS-PAGE 12% (postotnom) gelu.
Nakon elektroforeze i transfera, nitrocelulozna membrana bit ¢e inkubirana s

protutijelima protiv citrat sintaze (ab96600, Abcam, Cambridge, UK), atrijskog



natriuretskog polipeptida (AB2232, Merck Millipore, Darmstadt, Germany),
peroksisomskim proliferatorom-aktiviran receptor-y koaktivatora-1a (PGC-1q),
(ST1202, Merck Millipore) i koktelom protutijela na strukturne komponente Cetiriju od
pet mitohondrijskih respiratornih kompleksa (Mitoprofile Total OXPHOS antibody
cocktail MS601, MitoSciences, Eugene, OR, USA) Nakon inkubacije s adekvatnim
sekundarnim protutijelom i supstratom za kemiluminiscenciju (Supersignal West Pico,
Pierce Biotechnology, Rockford, IL, SAD) blotovi ¢ée biti vizualizirani i snimljeni
koristeCi Chemidoc slikovni sustav (Bio-Rad). B-aktin ¢e sluZziti kao kontrola (load
kontrola). Analizom gustocCe linija na snimkama usporedit ¢e se trenirana sa
sedentarnom skupinom Stakora s infarktom miokarda (normalizirano prema uzorku
standarda i kontroli punjenja - loadanja) koristeCi Image Lab 3.0 software, a zatim ¢e

se rezultati izraziti na Sham skupinu.

Mijerenje oksidacije proteina
Karbonilacija proteina mjerit ce se pomocu OxyBlot kita za detekciju oksidacije

proteina (S7150, Merck Millipore) prema uputama proizvodaca.

Statisticki postupci

Svi dobiveni podaci ¢e biti prikazani kao aritmetiCka sredina sa standardnom
devijacijom. Razlike izmedu trenirane i sedentarne skupine Stakora s infarktom
miokarda te kontrolne skupine Stakora — Sham Stakori bit e testirane Kruskal-Wallis
testom wuz a posteriori usporedbu Mann-Whitney testom. Razlike u
ehokardiografskim parametrima izmedu Stakora s infarktom miokarda i kontrolne
skupine Stakora — Sham 4 tjedna nakon kirurSkog zahvata testirat ée se Mann-

Whitney testom za nezavisne uzorke. Razlike u ehokardiografskim parametrima 4 i



12 tjedana nakon kirurSkog zahvata unutar iste grupe bit Ce ispitana Wilcoxonovim
testom za uparene uzorke. StatistiCka analiza svih podataka ¢e se napraviti koristeci
aplikaciju MedCalc (Mariakerke, Belgium) uz vrijednost P<0,05 kao granicu

statistiCcke znacCajnosti.

ORGANIZACIJA ISTRAZIVANJA

Istrazivanje ¢e se provesti u Laboratoriju za stani¢nu fiziologiju Zavoda za
integrativnu fiziologiju Medicinskog fakulteta u Splitu i Department of Circulation and
Medical Imaging, Norwegian University of Science and Technology, Trondheim,
Norveska. Pristupnica ¢e samostalno obaviti planirane eksperimente uz pomoc
mentorice prof.dr.sc. Jasne Marinovi¢, istraZzivata sa Zavoda za integrativhu
fiziologiju i tehnickog osoblja. Eksperimente u NorveSkoj ¢e koordinirati, uz
pristupnicu, prof.dr.sc. Ulrik Wisloff. U radu s eksperimentalnim Zivotinjama tehnicku
podrSku ¢e nam pruziti Nastamba za eksperimentalne Zivotinje SveuciliSta u Splitu. U
svrhu kontrole kvalitete i pouzdanosti analize i interpretacije dobivenih podataka, sve

aspekte istrazivanja ¢e nadgledati mentorica, prof.dr.sc. Jasna Marinovié.

ULOGA PRISTUPNICE U ISTRAZIVANJU

Pristupnica je sudjelovala u formiranju hipoteze, dizajniranju eksperimenata i
definiranju metodologije predloZenog istrazivanja. Pristupnica ¢e savladati sve
eksperimentalne tehnike i planirane c¢e eksperimente, ukljuCujuéi izradu
eksperimentalnog Zivotinjskog modela koji ¢e se koristiti u ovoj studiji, izvoditi
samostalno. Nakon zavrSenih eksperimenata, radit ¢e na statistickoj obradi i
interpretaciji prikupljenih podataka. Takoder ¢e sudjelovati u pisanju znanstvenog

Clanka (znanstvenih ¢lanaka) i drugih publikacija koje ¢ée proizaci iz ove studije. Uz



navedeno, planirano je da pristupnica prezentira dobivene podatke na
medunarodnom znanstvenom skupu, gdje ¢e imati priliku raspraviti znacaj svog rada

s drugim istrazivacima koji se bave slicnom problematikom.

OCEKIVANI ZNANSTVENI DOPRINOS

Istrazivanja predlozena u sklopu izrade ove doktorske disertacije bi trebala
doprinijeti naSem znanju o patofiziologiji vrlo Ceste kliniCke problematike i sugerirati
nove terapeutske mogucnosti. U zadnjih je desetak godina postalo jasno da
tielovjeZba nije kontraindicirana kod pacijenata sa sr€anim zatajenjem, ve¢ naprotiv
ima povoljne ucinke. Medutim, istraZivadi su dosad razjasnili tek mali dio zastitnog
mehanizma tjelovjezbe. Takoder, uloga mitohondrija u progresiji sréanog zatajenja
jos nije potpuno rasvijetljena, dok je utjecaj tjelovjeZzbe na mitohondrije u bolesnom
miokardu jo§ umnogome nepoznat. Stoga je glavni je cilj predlozene studije utvrditi
kako tjelovjezba djeluje na sréanu funkciju kod poslijeinfarktnog zatajenja srca te koja
je uloga mitohondrija u tim procesima. Ispitivanje mitohondrijske funkcije u
patoloSkom remodeliranju kod poslijeinfarktnog zatajenja srca te ucinak tjelovjezbe
na mitohondrijske parametre ¢e pridonijeti znanju o staniCnim mehanizmima koji
sudjeluju u tim procesima. Bolje razumijevanje tih procesa dugoro¢no ¢e pomoci u
provodenju dodatnih istraZivanja, a s cillem razvoja boljih metoda prevencije i

lijeCenja bolesnika s poslijeinfarktnim zatajenjem srca.
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