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EFEKTI VITAMINA B6, FOLNE KISELINE I DOZIRANE FIZICKE AKTIVNOSTI NA
BIOHEMIJSKE I HISTOMORFOLOSKE PROMENE KARDIOVASKULARNOG I
DIGESTIVNOG SISTEMA PACOVA, UZROKOVANE SUBHRONICNOM
HIPERHOMOCISTEINEMIJOM

REZIME

Cilj: Istrazivanje efekata dvonedeljne primene homocisteina (Hcy) i ¢etvoronedeljne primene vitamina
B6, folne kiseline (FK) i dozirane fizi¢ke aktivnosti u uslovima hiperhomocisteinemije (HHcy) na
biohemijske biomarkere u serumu i plazmi, parametre oksidativnog stresa, aktivnosti metabolickih
enzima, aktivnosti matriks metaloproteinaza (MMP), kao i histoloske i histomorfometrijske promene
srca, aorte, jetre i kolona.

Materijal i metode: Eksperimentalni protokol je izveden u toku 28 uzastopnih dana. Muzjaci pacova
soja Wistar albino su randomizovano podeljeni u 12 grupa (10 pacova u svakoj grupi): kontrolna grupa
K-14: aplikacija fizioloskog rastvora (fizioloski rastvor 0,9% NaCl (f.r.) 0,2 mL s.c.) dva puta na dan u
razmaku od 8 sati, 14 dana; eksperimentalna grupa H-14: aplikacija Hcy (0,45 pmol/g tm. s.c.) dva puta
na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana; kontrolna grupa K-28: aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL
s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i fizioloSkog rastvora (f.r. 0,5 mL i.p.) jedan put
dnevno, 28 dana; eksperimentalna grupa H-28: aplikacija Hcy (0,45 umol/g tm. s.c.) dva puta na dan u
razmaku od 8 sati, 14 dana i fizioloskog rastvora (f.r. 0,5 mL i.p.) jedan put dnevno, 28 dana; kontrolna
grupa K-B6: aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14
dana i vitamina B6 (7 mg/kg tm. i.p.) jedan put dnevno, 28 dana; eksperimentalna grupa H-B6: aplikacija
Hcy (0,45 umol/g tm. s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i vitamina B6 (7 mg/kg tm.
i.p.) jedan put dnevno, 28 dana; kontrolna grupa K-FK: aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.)
dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i FK (5 mg/kg tm. i.p.) jedan put dnevno, 28 dana;
eksperimentalna grupa H-FK: aplikacija Hcy (0,45 umol/g tm. s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati,
14 dana i FK (5 mg/kg tm. i.p.) jedan put dnevno, 28 dana; kontrolna grupa K-B6+FK: aplikacija
fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i vitamina B6 (7
mg/kg tm. i.p.) i FK (5 mg/kg tm. i.p.) jednom dnevno, 28 dana; eksperimentalna grupa H-B6+FK:
aplikacija Hcy (0,45 umol/g tm. s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i vitamina B6 (7
mg/kg tm. i.p.) i FK (5 mg/kg tm. i.p.) jednom dnevno, 28 dana; kontrolna grupa K-FA: aplikacija
fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i tretman aerobnom
fiziCkom aktivno$¢éu (30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°), 28 dana; eksperimentalna
grupa H-FA: aplikacija Hcy (0,45 pmol/g tm. s.c.) dva puta na dan u razmaku od 8 sati, 14 dana i tretman
aerobnom fizi¢kom aktivno$¢u (30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°), 28 dana. Odredivani
su kardiovaskularni biomarkeri u serumu: koncentracija Hcy, ukupnog holesterola, lipoproteina velike
gustine (HDL), lipoproteina male gustine (LDL), trigilicerida, aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH),
koncentracija visoko senzitivnog troponina T, vitamina B12 i folata; hemostatski biomarkeri u plazmi:
koncentracija fibrinogena, D-dimera i von Wilebrandovog faktora (VWF); kao i hapato-renalno-
pankreati¢ni biomarkeri u serumu: koncentracija glukoze, ukupnih proteina, albumina, aktivnost
aspartat aminotransferaze (AST), aktivnost alanin aminotransferaze (ALT), koncentracija uree,
kreatinina, mokra¢ne kiseline, aktivnost amilaze i koncentracija C reaktivnog proteina. U tkivu srca,
jetre i kolona odredivani su parametri oksidativhog stresa: aktivnost katalaze (CAT), superoksid
dismutaze (SOD) - ukupna aktivnost i distribucija izoformi, koncentracija malondialdehida (MDA),
aktivnosti i distribucija izoformi LDH i malat dehidrogenaze (MDH), relativne aktivnosti MMP
izoformi: MMP-2 i MMP-9. Pored toga, tkivo srca, aorte, jetre i kolona kori$¢eno je za histolosku
analizu.

Rezultati: Aplikacija Hcy dovela je do razvoja HHcy, porasta serumske koncentracije LDL, vitamina
B12, glukoze, ukupnih proteina, albumina i kreatinina i serumske aktivnosti AST, porasta ukupne
aktivnosti SOD i koncentracije MDA, izazvala je porast debljine zida leve komore i debljine zida desne
komore, dovela do porasta debljine tunike medije aorte i do porasta aktivnosti MMP-9 u jetri, dovela do
smanjenja ukupne aktivnost SOD u kolonu i porasta dubine Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze
i broja celija u lamini propriji kolona. Aplikacija vitamina B6 dovela je do snizenja serumske
koncentracije Hcy i do smanjenja ukupne aktivnosti SOD i koncentracije MDA u srcu, dovela je do
smanjenja debljine zida desne komore i do sniZenja koncentracije MDA u jetri, izazvala je smanjenje



dubine Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i broja ¢elija u lamini propriji kolona. Aplikacija FK
dovela je do sniZenja serumske koncentracije Hey i do snizenja koncentracije MDA u srcu, izazvala je
smanjenje debljine zida desne komore, snizenje koncentracije MDA u jetri i dovela je do smanjenja
dubine Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i ukupne debljine zida kolona. Kombinovana
aplikacija vitamina B6 i FK dovela je do snizenja koncentracije Hcy, izazvala je snizenje serumske
koncentracije LDL, vitamina B12, albumina i kreatinina i porast glikemije, dovela je do pada ukupne
aktivnosti SOD i poviSenja koncentracije MDA u srcu, dovela je do smanjenja aktivnosti CAT u kolonu
i smanjenja dubine Liberkinovih kripti i ukupne debljine zida kolona. Tretman doziranom aerobnom
fiziCkom aktivno$éu nije znacajno uticao na sniZenja koncentracije Hcy, izazvao je snizenje
koncentracije HDL, vitamina B12, albumina i aktivnosti amilaze i poviSene koncentracije LDL u
serumu, kao i poviSene koncentracije fibrinogena i VWF u plazmi, doveo je do smanjenja ukupne
aktivnost SOD u srcu, doveo je do porasta ukupne aktivnosti LDH i MDH u srcu, i jetri, i do porasta
aktivnosti LDH u kolonu, doveo je do pada koncentracije MDA u jetri i do povecanja ukupne aktivnosti
SOD, a snizenja koncentracije MDA u kolonu, izazvao je smanjenje dubine Liberkinovih kripti i
debljine tunike medije.

Zakljudci: Samostalna primena vitamina B6 i FK tokom cetiri nedelje kod pacova sa HHcy dovodi do
znacajnih pozitivnih efekata na HHcy izmenjene biohemijske biomarkere, parametre oksidativnog
stresa, aktivnost metaboli¢kih enzima, kao i na histomorfometrijske parametre, dok se kombinovana
aplikacija vitamina B6 i FK pokazala manje efikasnom. Tretman doziranom aerobnom fizickom
aktivno$¢u nije uticao na koncentraciju Hcy, ali je u uslovima HHcy znacajno uticao na aktivnost
metaboli¢kih enzima.

Kljuéne reci: digestivni sistem, fizicka aktivnost, folna kiselina, hiperhomocisteinemija, homocistein,
kardiovaskularni sistem, metabolizam srca, oksidativni stres, pacov, vitamin B6.
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EFFECTS OF VITAMIN B6, FOLIC ACID AND DOSED PHYSICAL ACTIVITY ON
BIOCHEMICAL AND HISTOMORPHOMETRIC CHANGES IN CARDIOVASCULAR AND
DIGESTIVE SYSTEM OF RATS, CAUSED BY SUBCHRONIC
HYPERHOMOCYSTEINEMIA

ABSTRACT

Objective: Examination of the effects of a two-week application of homocysteine (Hcy) and a four-
week application of vitamins B6, folic acid (FK) and dosed physical activity under conditions of
hyperhomocysteinemia (HHcy) on biochemical biomarkers in serum and plasma, parameters of
oxidative stress, activities of metabolic enzymes, activities of matrix metalloproteinases (MMP), as well
as histological and histomorphometric changes in the heart, aorta, liver, and colon.

Materials and methods: Experimental protocol was conducted during 28 consecutive days. Male
Wistar albino rats were randomly divided into 12 groups (10 rats in each group): control group K-14:
administration of saline (physiological solution 0.9% NaCl (p.s.) 0.2 mL s.c.) twice daily at 8-hour
intervals for 14 days; experimental group H-14: administration of Hcy (0.45 umol/g b.w. s.c.) twice
daily at 8-hour intervals for 14 days; control group K-28: administration of physiological saline (0.9%
p.s. 0.2 mL s.c.) twice daily at 8-hour intervals for 14 days, and physiological saline (p.s. 0.5 mL i.p.)
once daily for 28 days; experimental group H-28: administration of Hey (0.45 pmol/g b.w. s.c.) twice
daily at 8-hour intervals for 14 days, and physiological saline (p.s. 0.5 mL i.p.) once daily for 28 days;
control group K-B6: administration of physiological saline (p.s. 0.2 mL s.c.) twice daily at 8-hour
intervals for 14 days, and vitamin B6 (7 mg/kg b.w. i.p.) once daily for 28 days; experimental group H-
B6: administration of Hey (0.45 umol/g b.w. s.c.) twice daily at 8-hour intervals for 14 days and vitamin
B6 (7 mg/kg b.w. i.p.) once daily for 28 days; control group K-FK: administration of physiological
saline (p.s. 0.2 mL s.c.) twice daily at 8-hour intervals for 14 days, and FK (5 mg/kg b.w. i.p.) once daily
for 28 days; experimental group H-FK: administration of Hcy (0.45 pmol/g b.w. s.c.) twice daily at 8-
hour intervals for 14 days, and FK (5 mg/kg b.w. i.p.) once daily for 28 days; control group K-B6+FK:
administration of physiological saline (p.s. 0.2 mL s.c.) twice daily at 8-hour intervals for 14 days, and
vitamin B6 (7 mg/kg b.w. i.p.) and FK (5 mg/kg b.w. i.p.) once daily for 28 days; experimental group
H-B6+FK: administration of Hey (0.45 pmol/g b.w. s.c.) twice daily at 8-hour intervals for 14 days, and
vitamin B6 (7 mg/kg b.w. i.p.) and FK (5 mg/kg b.w. i.p.) once daily for 28 days; control group K-FA:
administration of physiological saline (p.s. 0.2 mL s.c.) twice daily at 8-hour intervals for 14 days, and
aerobic physical activity treatment (30 min/day, speed 20 m/min, inclination 0°) for 28 days;
experimental group H-FA: administration of Hcy (0.45 umol/g b.w. s.c.) twice daily at 8-hour intervals
for 14 days, and aerobic physical activity treatment (30 min/day, speed 20 m/min, inclination 0°) for 28
days. Cardiovascular biomarkers in serum were determined: concentrations of homocysteine (Hcy), total
cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), triglycerides, activity of
lactate dehydrogenase (LDH), concentrations of high-sensitive troponin T, vitamin B12, and folates;
hemostatic biomarkers in plasma: concentrations of fibrinogen, D-dimer, and von Willebrand factor
(VWF); as well as hepato-renal-pancreatic biomarkers in serum: concentrations of glucose, total proteins,
albumin, activity of aspartate aminotransferase (AST), activity of alanine aminotransferase (ALT),
concentrations of urea, creatinine, uric acid, activity of amylase, and concentrations of C-reactive
protein. In the tissues of the heart, liver, and colon, parameters of oxidative stress were determined:
activity of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) - total activity and isoform distribution,
concentrations of malondialdehyde (MDA), activities and isoform distribution of LDH and malate
dehydrogenase (MDH), relative activities of MMP isoforms: MMP-2 and MMP-9. In addition, tissues
of the heart, aorta, liver, and colon were used for histological analysis.

Results: The application of Hcy led to the development of HHcy, an increase in the serum concentration
of LDL, vitamin B12, glucose, total protein, albumin, and creatinine, as well as an elevation in the serum
activity of AST. Additionally, it resulted in an increase in the total activity of SOD and MDA
concentration, an increase in the left ventricular wall thickness and the right ventricular wall thickness,
caused an elevation in the aortic tunica media thickness, and led to an upsurge in the MMP-9 activity in
the liver. It also resulted in a reduction in the total SOD activity in the colon, an increase in the depth of
crypts of Lieberkuhn, mucosal tunica thickness, and the number of cells in the lamina propria of the
colon. Upon application, vitamin B6 led to a decrease in serum Hcy concentration and a reduction in the



total activity of SOD and MDA concentration in the heart. it decreased the thickness of the right
ventricular wall and reduced MDA concentration in the liver. Furthermore, it caused a decrease in the
depth of crypts of Lieberkuhn, mucosal tunica thickness, and the number of cells in the lamina propria
of the colon. The FK application resulted in a decrease in serum Hcy concentration and a reduction in
MDA concentration in the heart. It decreased the right ventricular wall thickness, the MDA
concentration in the liver, and the depth of crypts of Lieberkuhn, mucosal tunica thickness, and total
colon wall thickness. The combined application of vitamins B6 and FK led to a decrease in Hcy
concentration and decreased serum concentrations of LDL, vitamin B12, albumin, and creatinine, while
increasing glycemia. It also resulted in a decrease in the total activity of SOD and an increase in MDA
concentration in the heart. Furthermore, it decreased CAT activity in the colon and reduced the depth of
crypts of Lieberkuhn and total colon wall thickness. Treatment with measured aerobic physical activity
did not significantly influence the decrease in Hcy concentration. However, it did cause a decrease in
the concentration of HDL, vitamin B12, albumin, and amylase activity, while leading to an increase in
serum LDL concentration. Additionally, there was an increase in fibrinogen and vVWF concentration in
the plasma, a reduction in the total SOD activity in the heart, an increase in the total activity of LDH
and MDH in the heart and liver, and an elevation in LDH activity in the colon. Moreover, it resulted in
a decrease in MDA concentration in the liver, an increase in the total SOD activity, and a decrease in
MDA concentration in the colon, and it caused a decrease in the depth of crypts of Lieberkuhn and the
thickness of the tunica media.

Conclusions: The stand-alone application of vitamins B6 and FK over a four-week period in rats with
HHcy has shown significant positive effects on HHcy-altered biochemical biomarkers, oxidative stress
parameters, metabolic enzyme activities, as well as on histomorphometric parameters. However, the
combined application of vitamins B6 and FK proved to be less effective. Treatment with dosed aerobic
physical activity did not influence the Hcy concentration, but, under the conditions of HHcy, it
significantly impacted the activity of metabolic enzymes.

Key words: cardiac metabolism, cardiovascular system, digestive system, folic acid, homocysteine,
hyperhomocysteinemia, oxidative stress, physical activity, rat, vitamin B6.

Research area: Medicine

Research field: Physiological sciences

UDK No:




Sadrzaj

LU LY O ] 5 PRSPPI 1
1.1. Istorijat otkri¢a sumporovitih amino Kiselina ...........ccocoveviiiiiiiiiii 2
1.2. Bioloski znacaj atoma sumpora u sumporovitim amino kiselinama...............cccccceevuvne. 2
1.3. Metabolizam sumporovitih aminokiseling ............c.ccoviiiiiiiiii e 3
1.4. Otkri¢e medicinskog znacaja hiperhomocCiSteINEMIJe.........vvverivvveiiveeiiiieiniie e 5
1.5. Etiologija hiperhOMOCISTEINEMIJE ......covieiiiiiie e 6
1.6. Efekti hiperhomocisteinemije u kardiovaskularnom SiStemu...........cccccveevvveeviieeniinnenne, 8

1.6.1. Uloga hiperhomocisteinemije u razvoju endotelne disfunkcije ............cccccevvieinee 8
1.6.3. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloSkim promenama metabolizma azot
[L10] 0T0] T [0 - N TPV PR OURUPTPURTPPRPPROTS 11
1.6.4. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloSkim promenama metabolizma vodonik
SUITIAA ...ttt 12

1.6.5. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloskim promenama metabolizma lipida.13
1.6.7. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloskim promenama stepena metilacije

molekula U CeliJama..........oooiiiiiiiii 15
1.7. Efekti hiperhomociSteiNemMIije NA JEIIU ........cooviiiiiiiieie et 16
1.8. Efekti hiperhomocisteinemije u gastrointestinalnom SIStEMU ............ccceeviveeiiieeiinnnn. 18
1.9. Bioloski zna€aj vitamina BO...........c.ooooiiiiiiiiiiiic e 19
1.10. Biolo8ki znacaj folne KiSeline ............cocoviiiiiiiiiiii e 21
1.11. Fizicka aktivnost 1 hiperhomociSteIinemija...........coovvvveiiiiirieeiiniie e 23

2. CILTJEVIISTRAZIVANIA .....ovoteeeeeeteeeeeeeeet et es sttt en st sen e 24
3. MATERIJAL I METODE ..ottt 27
3.1. EKSperimentalne ZIVOINE ......uuueeeiiiiiiiiiiiiieeeees sttt ce e e e e s s st e e e e e e s s s bbb e eaeeeesa e 28
3.2. EKSPErimentalne grUPE.......cocveeeiieeeiiie ettt e et a e taa e e e e e e e e e eneeas 28
3.3. Protokol aerobne fizi€ke aktiVNOStl.........evvieiiiiiiieiiiiii e 30
3.4. Varijable koje su pracene U StUAL]1.......uuvviiiiieiiiiiiiiiiiiiieeee st e e 31
3.4.1. Merenje biohemijskih parametara u serumu i Plazmi..........ccccceeviveeniieeiiiee i, 31
3.4.2. Merenje biohemijskih parametara u tkivu srca, jetre i kolona............cccccoevveiinnnn, 31
3.4.2.1. Odredivanje parametara oksidativnog stresa u tkivu srca, jetre i kolona......... 32
3.4.2.1.1. Odredivanje aktivnosti katalaze u tkivu srca, jetre i kolona...................... 32
3.4.2.1.2. Odredivanje aktivnosti SOD u tkivu srca, jetre i kolona ..........cccccceeeennnns 32
3.4.2.1.3. Odredivanje izoformi SOD u tkivu srca, jetre i kolona ..........cccccevvveeennnns 33
3.4.2.1.4. Merenje indeksa lipidne peroksidacije u tkivu srca, jetre i kolona............ 34

3.4.2.2. Odredivanje aktivnosti metabolickih enzima u tkivu srca, jetre i kolona ........ 35
3.4.2.2.1. Odredivanje ukupne aktivnosti LDH u tkivu srca, jetre i kolona.............. 35
3.4.2.2.2. Odredivanje LDH izoformi u tkivu srca, jetre i kolona..............cccccvenninn 36
3.4.2.2.3. Odredivanje aktivnosti malat dehidrogenaze u tkivu srca, jetre i kolona..36
3.4.2.2.4. Odredivanje MDH izoformi u tkivu srca, jetre i kolona.............cc.ocveeeee 37

3.4.2.3. Odredivanje aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu srca, jetre i kolona..38

3.4.3. Histoloska i histomorfometrijska analiza tkiva srca, aorte, jetre i kolona.............. 39
3.5. Hemikalije 1 potroSni materijal ..........c.ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiec e 40
3.6. StatistiCka analiZa..........cooiiiiiiiiiiii e 40

A REZULT AT ettt ettt ekttt e bt e e et e et e e e nteas 42
4.1. Efekti aplikacije homocisteina u odnosu na kontrolnu grupu ...........cccceveevieeeviveeeenen. 43

4.1.1. Efekti aplikacije homocisteina na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja.......... 43

4.1.2. Efekti aplikacije homocisteina na indeks sréane mase .............ccccovcveeiiiieniincnnn, 44

4.1.3. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u serumu i plazmi ........ 44

4.1.3.1. Koncentracija homoCiSteiNa U SEIUMU.........uuvieeiiivrreeeiiirreeeesiireeeesssieeeessinenas 44



4.1.3.2. Efekti aplikacije homocisteina na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u

SEIUMU T PIAZMI it 46
4.1.3.3. Efekti aplikacije homocisteina na hepato-renalno-pankreati¢éne biomarkere u
E1=] 0 01 P PP P PP PP 46
4.1.4. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u tkivu srca.................. 47

4.1.4.1. Efekti aplikacije homocisteina na parametre oksidativnog stresa u tkivu srca.47
4.1.4.2. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu srca

.................................................................................................................................. 50

4.1.4.3. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu

] (07 B TP PO PU TP PPPPPPP 53
4.1.5. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene i histomorfometrijske
PAFAMIEBIIE SICA ...ttt 55
4.1.6. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene i histomorfometrijske
PAFAMETIE BOTTE ... eeeieiieie ettt e e e e e e e e e s e bbb e e e e e e e e s e nnbbbneeeeeas 58
4.1.7. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u tkivu jetre ................. 60

4.1.7.1. Efekti aplikacije homocisteina na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre 60
4.1.7.2. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu jetre

.................................................................................................................................. 63
4.1.7.3. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu
(=1 (PR U RO TUPTOPPOURTRRTS 66
4.1.8. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene jetre..........c..cccoovvieninnnnn. 67
4.1.9. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u tkivu kolona.............. 69
4.1.9.1. Efekti aplikacije homocisteina na parametre oksidativnog stresa u tkivu kolona
.................................................................................................................................. 69
4.1.9.2. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu kolona
.................................................................................................................................. 71
4.1.9.3. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu
(0] (o] - VPR UPPTUPOUROPRTPPOTS 74
4.1.10. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene i histomorfometrijske
PArAMELIE KOIONA ... ..c.uiieiiiie ettt e et e et e et e e e e e e snaeeeeneeeas 75
4.2. Efekti aplikacije vitamina B6 u uslovima eksperimentalno izazvane
NIPErNOMOCISIEINEMIJE .....eei et e et e e e e et e e e be e e snreeesnneee s 79
4.2.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja............ 79
4.2.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na indeks Sr€ane mase.........cccccouvvivvvrrerieeneenniinnnnn 80
4.2.3. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u serumu i plazmi.......... 80
4.2.3.1 Efekti aplikacije vitamina B6 na koncentraciju homocisteina u serumu .......... 80
4.2.3.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u
SEIUMU T PIAZMI eveeiiiee ettt e et e e ae e e s ae e e aree e 81
4.2.3.3. Efekti aplikacije vitamina B6 na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u
T (] 0 O TP P U PP PPPPTPPPRPTPRPRRN 82
4.2.4. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u tkivu srca ................... 83

4.2.4.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na parametre oksidativnog stresa u tkivu srca..83
4.2.4.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu srca85
4.2.5. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene i histomorfometrijske

PAFAIMETIE SICA ..t veieieeieee e e e e e ettt et e e e e e s et e e e e e e e e s st bbb et e e e e e e e e s asbbbbbeeaaeeeaassnnbbnreeaaeas 87
4.2.6. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene i histomorfometrijske

LU L Lo o] (= OO EEP RO 90
4.2.7. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u tkivu jetre................... 92

4.2.7.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre..92



4.2.7.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu jetre

.................................................................................................................................. 94
4.2.8. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene Jetre...........cccocvevveiiiennnene. 96
4.2.9. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u tkivu kolona................ 97

4.2.9.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na parametre oksidativnog stresa u tkivu kolona

.................................................................................................................................. 97

4.2.9.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu kolona

.................................................................................................................................. 99
4.2.10. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene i histomorfometrijske
PArAMELIE KOIONA ... ..coiiiiiii ettt 100

4.3. Efekti aplikacije folne kiseline u uslovima eksperimentalno izazvane
NIPErNOMOCISIEINEMIJE ... 104
4.3.1. Efekti aplikacije folne kiseline na telesnu masu eksperimentalnih zivotinja........ 104
4.3.2. Efekti aplikacije folne kiseline na indeks sr€ane mase............ccccoovvvvvviiiieenennnnne 105
4.3.3. Efekti aplikacije folne kiseline na vrednosti biohemijskih parametara u serumu i
0] V4 1 11 RO PP PP PP PPRPP 105
4.3.3.1. Efekti aplikacije folne kiseline na koncentraciju homocisteina u serumu......105

4.3.3.2. Efekti aplikacije folne kiseline na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u

SEIUMU T PIAZIMI 1ttt 106

4.3.3.3. Efekti aplikacije folne kiseline na hepato-renalno-pankreaticne biomarkere u

SEIUIMU ..ttt ettt ettt e e e ettt e e o4 e 4okttt et e o224 ookttt et e e e e e e ekttt et e e e e e e e e n bbb n e e e e e s 107
4.3.4. Efekti aplikacije folne kiseline na biohemijske parametre u tkivu srca ............... 108

4.3.4.1. Efekti aplikacije folne kiseline na parametre oksidativnog stresa u tkivu srca

................................................................................................................................ 108

4.3.4.2. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu srca

................................................................................................................................ 110
4.3.5. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene i histomorfometrijske
PAFAIMETIE SICA .ttt et e e ettt e e e e e e sttt e e e e e e e e s s bbbttt e e e e e s st bbb e et a e e e e e annnnbbbneeeeeas 112
4.3.6. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene i histomorfometrijske
PAFAIMETIE BOTTE..... . ettieiiii ettt e e e e e ettt e e e e e s s bbb b et e e e e e s a b bbb e e eeeas 115
4.3.7. Efekti aplikacije folne kiseline na biohemijske parametre u tkivu jetre............... 117

4.3.7.1. Efekti aplikacije folne kiseline na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre

................................................................................................................................ 117

4.3.7.2. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu jetre

................................................................................................................................ 119
4.3.8. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene jetre............cccccoocvvvveennnne. 121
4.3.9. Efekti aplikacije folne kiseline na biohemijske parametre u tkivu kolona........... 122

4.3.9.1. Efekti aplikacije folne kiseline na parametre oksidativnog stresa u tkivu kolona

................................................................................................................................ 122

4.3.9.2. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu kolona

................................................................................................................................ 124
4.3.10. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloSke promene 1 histomorfometrijske
PArAMELIE KOIONA ... ..cuiiieiiiie ettt e e re e e nraae e e e 125

4.4. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline u uslovima

eksperimentalno izazvane hiperhnomOoCIStEINEMIJE ......c..eeeivieeiiie e, 129
4.4.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na telesnu masu
eksperimentalnih ZIVOtIN]a.........ccoiiiiiiiiiiiiiii i 129

4.4.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na indeks sr¢ane mase



4.4.3. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske

parametre U SErUMU i PIAZMI.......uiiiiiiiieii e 130
4.4.3.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na koncentraciju
NOMOCISTEING U SEIUMU....eiiiiieeiiiie et et e ettt ettt et et e et e et e et e e snteeeaneeas 130
4.4.3.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na kardiovaskularne
I hemostatske biomarkere u serumu i Plazmi .........ccccoviieiiiiniiii 131
4.4.3.3. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na hepato-renalno-
pankreaticne biomarkere U SETUMU ..........cocuvviiiiiieiiiiieiiee e 132

4.4.4. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske

PArAMELIE U TKIVU SICA ...ttt 133
4.4.4.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na parametre
OKSIAAtiVNOG StreSa U tKIVU SICa.......civieiieiiie ittt 133
4.4.4.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnosti
metabolickih enzima u tKiVU SICa ......cvvvviviiiiiiiiiiiiiceeeeeee e 135

4.4.5. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 1 folne kiseline na histoloske promene i

histomorfometrijske Parametre SICa .......coovveieiiiie e 137

4.4.6. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske promene i

histomorfometrijske parametre Q0re...........ooviiiriiiiiie e 140

4.4.7. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske

PAraMELre U TKIVU JEIIE .. ..eeiiiieiie et 142
4.4.7.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na parametre
0KSIdativnog StreSa U tKIVU JEIIE ......couviiiiiiiie e 142
4.4.7.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnosti
metabolickih enzima u tKivu JEtre.........oovviiiiiiii 144

4.4.8. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske promene

1= OSSPSR RSPRRSPR 146

4.4.9. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske

parametre U tKiVU KOIONA ...........ooiiiiiii et 147
4.49.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na parametre
oksidativnog stresa U tivu KOIONa ............ccocvviiiiie i 147
4.4.9.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnosti
metabolickih enzima u tkivu kolona..........ccccccviiiiiiiiii 149

4.4.10. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske promene

i histomorfometrijske parametre KOIONa.............cccvveiiiieiiiic e 150

4.5. Efekti dozirane fizicke aktivnosti u uslovima eksperimentalno izazvane

NIPErNOMOCISIEINEMIJE .....ei e e sae e e sraae e anaeas 154
4.5.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja....154
4.5.2. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na indeks sréane mase............ooevvvvvvvviienennnnnns 155

4.5.3. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u serumu i plazmi..155
4.5.3.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na koncentraciju homocisteina u serumu .155
4.5.3.2. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere

U SEIUMU T PIAZMIL...eiiiiiiie e e e e e snaa e e e 156
4.5.3.3. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u
SEIUMIU ...ttt bbb e b e bbb e b e e 157
4.5.4. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u tkivu srca ........... 158

4.5.4.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na parametre oksidativnog stresa u tkivu .158
4.5.4.2. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu srca

4.5.5. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloSke promene 1 histomorfometrijske
PAFAIMELIE SICA ..ittvtieiee e e e e e e ettt ettt e e e e e s et e e e e e e e e s st e et e e e e e e s e st bbb e eeaaaeesaannnbbbneaaeeas 162



4.5.6. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloske promene i histomorfometrijske

PAFAMETIE BONTE ... ...ttt e e e e e e e bbb e e e e e e e s e b b e e e e eeas 165
4.5.7. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u tkivu jetre........... 167
4.5.7.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre
................................................................................................................................ 167
4.5.7.2. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu jetre
................................................................................................................................ 169
4.5.8. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloske promene jetre.............cccoevverenne. 171
4.5.9. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u tkivu kolona........ 172
4.5.9.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na parametre oksidativnog stresa u tkivu
KOTON@. ... 172
4.5.9.2. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu
KOTON@. ... 174
4.5.10. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na histoloske promene i histomorfometrijske
[OF e oL (=30 (0] (o] o - SR 175
5. DISKUSIJA ekttt ettt b bttt 180
6. ZAKLIUCCT ...ttt 194

T LITERATURA et e e e e e e 199



1. UVOD




1.1. Istorijat otkri¢a sumporovitih amino kiselina

Cetiri glavne sumporovite aminokiseline koje su prisutne u biologkim organizmima su:
metionin (Met), cistein (Cys), homocistein (Hcy) i taurin (Tau). Met i Cys predstavljaju dve od
20 amino kiselina koje uéestvuju u izgradnji polipeptidnih lanaca prilikom procesa sinteze
proteina. Hcy 1 Tau se ne ugraduju u polipeptidne lance prilikom procesa sinteze proteina, ali
imaju mnogobrojne vazne fizioloske uloge u organizmima (Brosnan i Brosnan, 2006). Pored
Cetiri osnovne navedene sumporovite amino kiseline vazno je spomenuti i disulfid cistin koji
predstavlja dimer dva molekula Cys povezanih disulfidnom vezom.

Cistin je bio prva sumporovita amino kiselina koja je otkrivena. Istraziva Wallastone je
izolovao cistin iz urinarnih kalkulusa jo§ davne 1810. godine, a zatim do kraja 19. veka otkriven
je Cys i tada je smatran jedinom sumporovitom komponentom svih proteina (Johnson, 1911,
Jakubowski, 2019). Medutim eksperimentalni dokazi iz laboratorije Liebig i saradnika od
sredine 1800-ih, suprotstavljali su se ovom stanovistu i ukazivali su na to da Cys ne ¢ini sav
sumpor prisutan u proteinima (Johnson, 1911; Jakubowski, 2019). Ovo ne-cisteinsko
sumporovito jedinjenje identifikovano je kao Met od strane Mueller-a u 1923. godini (Mueller,
1923; Jakubowski, 2019). Tau je dobio ime prema reci taurus Sto na latinskom jeziku znaci bik,
jer je ova amino kiselina izolovana iz zuci bika 1827. godine (Tiedemann i Gmelin, 1827), a
nekoliko godina kasnije je izolovan 1 1z ljudske Zuci (Ronalds, 2019). 1932. godine otkriven je
i Hcy, koji je isprva sintetisan kao disulfid, homocistin, hemijskom demetilacijom Met sa
sumpornom kiselinom (Butz i du Vigneaud, 1932; Jakubowski, 2019), dok je ¢ist Hcy dobijen
3 godine kasnije redukcijom homocistina u reakciji sa natrijum-amonijakom (Riegel i du
Vigneaud, 1935; Jakubowski, 2019). Naknadne studije su razjasnile fiziolosku ulogu Hcy kao
posrednika u metabolizmu Met i Cys putem dva glavna metabolicka puta remetilacije 1 trans-
sulfuracije.

1.2. Bioloski znacaj atoma sumpora u sumporovitim amino kiselinama

Zasto priroda koristi atom sumpora u svom repertoaru amino kiselina? Izuzimajuéi Met
1 Cys ostale proteinske amino kiseline izgradene su samo od atoma ugljenika, vodonika,
kiseonika i azota. Posto i sumpor i kiseonik pripadaju istoj grupi periodnog sistema elemenata
(VIa grupa) i1 sposobni su da stvaraju slicne kovalentne veze, postavlja se pitanje zasto
metioninski i cisteinski analozi, u kojima je atom sumpora zamenjen kiseonikom, nisu sposobni
da obavljaju iste funkcije kao navedene sumporovite amino kiseline?

Jedna od kritiénih razlika izmedu atoma kiseonika i atoma sumpora je manja
elektronegativnost atoma sumpora u poredenju sa atomom kiseonikom koji predstavlja drugi
najelektronegativniji element u periodnom sistemu, posle fluora (Brosnan i Brosnan, 2006).
Manja elektronegativnost sumpora u odnosu na kiseonik znaajno utiCe na reaktivnost
sumporovitih amino kiselina 1 doprinosi njihovoj vecoj hidrofobnosti. Zamena sumpora
kiseonikom u molekulu Met rezultirala bi nastankom mnogo hidrofilnije amino kiseline.
VazZnost atoma sumpora se ogleda u tome $to veliki broj proteina formira svoju sekundarnu
strukturu na taj nacin Sto se izmedu dva molekula Cys gradi disulfidna veza, koja dovodi do
savijanja polipeptidnog lanca na ta¢no definisanim mestima, pri ¢emu protein dobija tacno
odredeni oblik koji je od presudnog znaaja za njegovu funkciju. Cys je sposoban da lako
formira disulfidne veze upravo zbog lakoée s kojom se vodonik odvaja od tiolne (sulfhidrilne)
grupe pri ¢emu se formira tionilni anjon. Serin, s druge strane, koji se razlikuje od Cys samo po
zameni atoma sumpora za atom kiseonika, ne formira lako dioksidne veze. Razlika proizlazi iz
¢injenice da su tioli mnogo jace kiseline nego alkoholi, tako da alkoholna grupa u serinu ne
disocira na fizioloSkom pH vrednostima. Sa druge strane, zamena kiseonika za sumpor u S-
adenozilmetioninu proizvela bi toliko snazan metilacioni agens da bi u ¢elijama potpuno
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neselektivno i nekontrolisano metilisao razli¢ite molekule bez potrebe za enzimskom katalizom
reakcije, $to bi moglo da ugrozi ¢elijski metabolizam i dovede do ¢elijske smrti (Brosnan i
Brosnan, 2006).

Upravo zbog navedenih hemijskih karakteristika koje im atom sumpora daje,
sumporovite aminokiseline su veoma vazne za fiziolosko funkcionisanje svih ¢elija.

1.3. Metabolizam sumporovitih aminokiselina

Sumporovite aminokiseline se unose u organizam najve¢im delom u vidu Met i Cys koji
su prisutni u proteinima namirnica. Hcy je neproteinska aminokiselina, u namirnicama se nalazi
umalim koli¢inama, a u organizmu se najve¢im delom biosintetiSe iz esencijalne amino kiseline
Met ¢iji je glavni intermedijarni produkt 1 zato se smatra semiesencijalnom amino kiselinom.
Metabolizam Hcy se odvaja kroz dva glavna metaboli¢ka puta: remetilacijski krug i trans-
sulfuracijski metabolicki put. Nakon Sto proteaze i1 peptidaze gastointestinalnog trakta razloze
proteine unete putem hrane do amino kiselina Met se apsorbuje i preko enterocita dospeva u
krvotok, a zatim se distribuira do razli¢itih ¢elija organizma (Jakubowski, 2019).

U celijama Met moze, ili da se poveze sa transportnom ribonukleinskom kiselinom
(tRNK) u reakciji koju katalizuje enzim metionil-tRNK sintetaza (MRS) i da se tako aktiviran
koristi za biosintezu proteina, ili da se putem enzima metionin S-adenoziltransferaze (MAT)
prevede u S-adenozilmetionin (SAM) i tako ude u remetilacijski metabolicki krug. SAM u
bioloskim sistemima ima ulogu donora metil grupe i u reakcijama katalizovanim razli¢itim
metil transferazama (MT) predaje metil grupu drugim molekulima (proteinima, nukleinskim
kiselinama ili manjim molekulima), pri ¢emu od njega nastaje S-adenozilhomocistein (SAH).
SAM takode ima i vaznu ulogu u formiranju propil grupa prilikom biosinteze poliamina. U
sledecoj reakciji SAH se, pod dejstvom enzima S-adenozilhomocistein hidrolaze, prevodi u
Hcy (Jakubowski, 2019) (Slika 1) .

Hcy koji je nastao iz Met ima nekoliko razli¢itih sudbina: 1. moze biti, pod dejstvom
ezima metionin sintaze (MS), ponovo metilovan grade¢i Met (metabolicki put je po ovoj
reakciji dobio ime ,,remetilacijski krug® zato sto molekul Hcy ponovo dobija metil grupu koja
je sa SAM uklonjena dejstvom enzima MT u prethodnim reakcijama), 2. moze uéi u trans-
sulfuracijski metabolicki put u kome ¢e na kraju biti konvertovan u Cys, 3. moze biti preveden
u toksi¢ni metabolit homocistein tiolakton (Hcy-T) pod dejstvom enzima MRS, 4. ili moze
nagraditi disulfidnu vezu sa bo¢nim lancem cisteina koji je inkorporiran u polipeptidni lanac
proteina. Hcy se moze takode 1 izbaciti iz ¢elije u svom molekulskom obliku, pa nakon toga
moze da u krvnoj plazmi formira disulfide vezujuéi se za proteine, Cys ili drugi molekul Hey.
Hcy-T se takode izbacuje u krvnu plazmu gde moze da se vezuje za proteina preko atoma azota,
remete¢i njihovu funkciju ili moze pod dejstvom enzima paraoksonaze 1 (PON1) da bude
ponovo konvertovan u Hey (Jakubowski, 2019) (Slika 1).

Enzim MS koristi 5-metil tetrahidrofolat (THF-CHa) kao supstrat iz koga uzima metil
grupa za metilaciju Hcy. Kofaktor MS enzima je vitamin B12. THF-CH3z je derivat folne
kiseline (FK). Nakon §to se unese ishranom, FK se pod dejstvom enzima dihidrofolat reduktaze
redukuje u tetrahidrofolat (THF), a zatim se THF prevodi u 5,10-metilen terahidrofolat (THF-
CH2) u reakciji koju katalizuje enzim serin hidroksimetiltransferaza. U slede¢oj reakciji enzim
metilen tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) prevodi THF-CH2 u THF-CHs i na taj nacin se
obnavlja supstrat za metilaciju Hcy ¢ime je omogucéeno njegovo prevodenje u Met dejstvom
enzima MS.



Pored enzima MS, Hcy moze biti metilovan i nagraditi Met i dejstvom enzima betain
homocistein metiltransferaze. Ovaj enzim prebacuje metil grupu sa betaina na Hcy, a kao
produkti reakcije nastaju Met i dimetilglicin (Jakubowski, 2019).
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Slika 1. Metabolizam sumporovitih aminokiselina. Met - metionin, SAM - S-adenozilmetionin,
X - molekul koji ulazi u reakciju metilacije, X-CHsz - metilovani molekul, SAH - S-
adenozilhomocistein, Hcy - homocistein, THF - tetrahidrofolat, THF-CH, - 5,10-metilen-
tetrahidrofolat, THF-CHz - 5-metiltetrahidrofolat, Cys - cistein, MRS - metionil-tRNK
sintetaza, MAT - metionin S-adenoziltransferaza, MT - metil transferaza, SAH-H - S-
adenozilhomocistein hidrolaza, MS - metionin sintaza, SHMT - serin hidroksimetiltransferaza,
MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza, CBS - cistationin beta sintaza, CGL - cistationin
gama liaza, BLMH - bleomicin hidrolaza, BPHL - enzim sli¢an bifenol hidrolazi (eng. biphenol
hydrolase-like enzyme), PON1 - paraoksonaza 1 (llustracija preuzeta i modifikovana iz
Jakubowski, 2019).

U trans-sulfuracijskom metaboli¢kom putu Hcy se prevodi u Cys kroz dve reakcije. Prva
reakcija podrazumeva spajanje Hcy i serina koje je katalizovano enzimom cistationin beta
sintaza (CBS), pri ¢emu nastaje cistationin. U drugoj reakciji enzim cistation gama liaza (CGL)
katalizuje razgradnju cistationina na alfa-ketobutirat i Cys. Cys je vazna sumporovita
aminokiselina jer pored toga $to se u ¢elijama koristi za sintezu proteina takode upotrebljava i
za sintezu tripeptida glutationa (GSH) koji je vazan antioksidans u organizmu kada je u svojoj
redukovanoj formi. U kontaktu sa reaktivnim oblicima kiseonika (ROS, eng. reactive oxygen
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species) glutation biva oksidovan i pritom dolazi da formiranja disulfidne veze izmedu dva
molekula GSH (GS-SG).

1.4. Otkri¢e medicinskog znacaja hiperhomocisteinemije

Fizioloska koncentracija Hcy u krvi iznosi 5 - 15 umol/L (Baszczuk i Kopczynski,
2014). HHcy oznacava patoloSko stanje u kome koncentracija Hcy u krvi prevazilazi gornju
granicu fizioloskog opsega (>15 umol/L). Na osnovu visine koncentracije Hcy u krvi, HHcy je
podeljena u tri stepena: umerena (16 - 30 umol/L), srednja (31 - 100 pumol/L) i teSka (> 100
umol/L) (Hankey i Eikelboom, 1999). Kada se meri "ukupni* Hey, vazno je izmeriti sve oblike
Hcy kako bi se dobili rezultati o statusu Hey. Medutim, samo nekoliko oblika Hey ¢ine "ukupni
Hcy" koris¢enjem standardnog komercijalnog Hey seta. Medu njima su slobodni Hey, disulfidi
Hcy 1 homocisteinilovani proteini (Slika 2). Pod fizioloSkim uslovima, manje od 1% ukupnog
Hcy je prisutno u slobodnom redukovanom obliku, oko 15% je u razli¢itim oksidovanim
oblicima u vidu disulfida (Hcy-S-S-Hcy (homocistin) i Hcy-S-S-Cys), dok najveci procenat
ukupnog Hcy, priblizno 80%, c¢ine S-homocisteinilovani i N-homocisteinilovani proteini
(Chubarov, 2021).
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Slika 2. Metaboliti homocisteina - ukupni homocistein ¢ine: slobodni homocistein, disulfidi
homocisteina i homocisteinilovani proteini (llustracija preuzeta i modifikovana iz Chubarov et
al., 2021).

Teoriju 0 znacaju Hey u procesu razvoja i napredovanja ateroskleroze postavio je 1969.
godine istraziva¢ McCully prouc¢avanjem patoloskih promena na krvnim sudovima kod dece sa
naslednim poremecajima metabolizma Hcy (McCully, 1969). Bolest homocistinurija prvi put
je prepoznata 1962. godine otkricem povecane urinarne ekskrecije Hcy kod nekoliko dece sa
mentalnom retardacijom, ubrzanim rastom i sklonosti ka razvoju arterijske i venske tromboze
(Carson i Neill, 1962). Uzrok homaocistinurije pratila je nedovoljna funkcija enzima CBS, koji
katalizuje reakciju konverzije Hcy u cistationin i koji kao kofaktor za svoju enzimsku aktivnost
koristi vitamin B6 (piridoksal fosfat) (Mudd et al., 1964). Usled deficita ovog enzima, dolazi



do nakupljanja Hcy u povisenoj koncentraciji u tkivima i telesnim tecnostima kod osoba sa
homocistinurijom. Akumulirani Hcy pod dejstvom enzima MS u remetilacijskom
metabolickom krugu se konvertuje u Met i na taj nacin postepeno dolazi i do paralelnog
nakupljanja Met u organizmu.

Zainteresovan za proucavanje uloge Hcy u patoloskim promenama krvnih sudova
istraziva¢ McCully se osvrnuo jos$ i dalje u proslost da bi u arhivi iz 1933. godine pronasao
medicinski slu¢aj osmogodisnjeg decaka koji je preminuo od komplikacija karotidne
ateroskleroze pracene trombozom i cerebrovaskularnim insultom, kome je kasnije utvrdena
dijagnoza homocistinurije na osnovu genetske povezanosti jer je od iste bolesti bolovala i
njegova necaka (McCully, 2015).

Enzimska abnormalnost u drugom slucaju homocistinurije kod dvomesecne bebe sa
upalom pluca i neadekvatnim napredovanjem uocena je zbog nedovoljne funkcije enzima MS
usled poremecaja u metabolizmu vitamina B12, Sto je dovelo do homocistinurije,
cistationinurije i metilmalonske acudurije (Mudd et al., 1969). Pregled patologije ovog slucaja,
prvog primera bolesti povezane sa metabolizmom vitamina B12 u literaturi, doveo je do otkrica
Siroko rasprostranjenih, uznapredovalo razvijenih aterosklerotskih plakova u arterijama mnogih
vitalnih organa, koji znacajno remete protok krvi i ishranu tkiva, $to je i bio uzrok zastoja u
razvoju.

Nekoliko godina kasnije otkriven je i novi slucaj pojave aterosklerotskih plakova kod
deteta sa homocistinurijom, koja je u ovom slucaju bila uzrokovana deficijencijom enzima
MTHFR, tre¢im glavnim enzimskim nedostatkom koji izaziva homocistinuriju (Kanwar et al.,
1976).

Ovakav bizarni medicinski fenomen pojave ubrzane progresivne ateroskleroze kod
dece, uzevsi u obzir da aterosklerotske promene nisu patologija tipi¢na za pedijatrijsku
populaciju, pokrenuo je nauc¢nu potrebu za rasvetljavanjem wuzroka i patofizioloSkih
mehanizama koji se nalaze u osnovi ovakvog poremecaja. Budu¢i da je visoka koncentracija
Hey u krvi bila jedina zajednicka patoloska karakteristika izmedu navedenih slucajeva
pedijatrijskih pacijenata sa razli¢itim naslednim enzimskim abnormalnostima, zakljuceno je da
Hcy moze da ima ulogu u razvoju aterosklerotskih plakova direktnim efektom na celije 1 tkiva
arterija (McCully, 1969).

Razvoj teorije 0 homocisteinu i aterosklerozi nastavljen je u smeru posmatranja efekata
Hcy na razvoj ateroskleroze kod eksperimentalnih zivotinja, prou¢avanjima abnormalnosti
ekstracelularnog matriksa izazvanih sulfacijom u tkivnim kulturama dobijenim od pacijenata
sa homocistinurijom, i dodatnim prouc¢avanima metaboli¢kih puteva Hcy, kao §to je otkrice
biohemijskog puta u kome se sumpor iz Hcy-T konvertuje u sulfat (McCully, 1975).

U narednim godinama sve viSe klini¢kih studija je proucavalo povezanost Hcy i1
ateroskleroze. Mnoge retrospektivne i prospektivne opservacione studije na ljudima su utvrdile
hiperhomocisteinemiju kao snazan nezavisni faktor rizika za aterosklerozu kod osoba koje
pritom nisu imale promene u serumskim nivoima ukupnog holesterola (HOL), lipoproteina ili
drugih tradicionalnih faktora rizika za aterosklerozu (McCully, 2005).

1.5. Etiologija hiperhomocisteinemije

Prema nacinu nastanka HHcy moze biti klasifikovana u dve kategorije: prva kategorija
podrazumeva retke, ali teske, oblike HHcy koji su uzrokovani zna¢ajnim genetskim mutacijama
enzima zaduzenih za metabolizam Hcy, dok druga kategorija predstavlja blaze, ali ¢esce oblike
HHcy, gde je prisutno samo blago povisenje koncentracije Hcy u krvi, koje proizilazi iz
kombinacije faktora sredine i manjih genetskih mutacija (Faeh et al., 2006; Todorovi¢ et al.,
2021).



Kljuéni enzimi zaduzeni za metabolizam homocisteina su MTHFR, MS i CBS
(Loscalzo et al., 2014). Mutacija gena zaduzenog za sintezu enzima CBS je najces¢i razlog za
nastanak HHcy jer CBS pretvara Hcy u cistationin. U ljudskom organizmu CBS najvecu
aktivnost ispoljava u jetri, bubrezima, misi¢ima, mozgu i jajnicima, a takode je aktivna i tokom
rane embriogeneze u nervnim i kardiovaskularnom sistemu (Que’re” et al., 1999). Kada CBS
ne funkcionise, U trans-sulfuracijskom metaboli¢kom putu nedovoljna koli¢ina homocisteina se
pretvara u cistationin, pa dolazi do nakupljanja Hcy u ¢elijama. Polimorfizam T833C u genu za
CBS pronaden je kao uzrok blage HHcy kod pripadnika razli¢itih etni¢kih grupa (Dutta et al.,
2005). Mutacije gena zaduZenih sa sintezu MTHFR i MS ispoljavaju se u vidu polimorfizama
poput MTHFR C677T i MS A2756G (Yakub etal., 2012; Qin et al., 2012). Osobe sa genotipom
MTHFR C677T su pod vec¢im rizikom od razvoja HHcy u uslovima snizenog unosa folata i
vitamina B12 putem hrane ili visokim koncentracijama olova u krvi u poredenju sa osobama
istog genotipa i normalnim laboratorijskim nalazima u krvi (Yakub et al., 2012). Deficit folata
i deficijencija vitamina B12 povecavaju mogucnost razvoja HHcy za 2,5 i 2,6 puta, kod osoba
sa genotipom C677T u poredenju sa osobom sa normalnim genotipom (Yakub et al., 2010).

Posmatranjem metaboli¢kih puteva Hcy jasno se uocava da je za odrzavanje njegove
fizioloske koncentracije neophodna adekvatna dostupnost vitamina B6, FK i vitamina B12
organizmu, kako bi enzimi koji navedene vitamine koriste kao kofaktore mogli nesmetano da
katalizuju reakcije metabolisanja Hcy. Sa druge strane, nedostatak navedenih vitamina moze
da dovede do neadekvatnog metabolisanja Hcy i njegovog nakupljanja u organizmu tj. nastanka
HHcy (Loscalzo et al., 2014). Zbog svoje hidrosolubilnosti, ovi vitamini se lako mogu izgubiti
putem urina, a ukoliko je njihov unos neadekvatan onda dolazi do njihovog nedostatka u
organizmu. Ozbiljan nedostatak kobalamina i FK (koenzimi za remetilaciju homocisteina) i
nedostatak vitamina B6 (koenzima za trans-sulfuraciju) cesti su kod starije populacije. Kao
rezultat, nivo Hcy u Kkrvi raste sa starenjem (Miller, 2003). Kod odraslih sa uravnotezenom
ishranom, deficit vitamina B12 je retkost, jer ukupno vise od 2500 pg vitamina B12 mozZe biti
uskladiSteno u jetri u vidu depo zaliha, a njegov dnevni obrt je spor (Carmel, 2008).
Malapsorpcija u crevima je glavni uzrok deficita vitamina B12. Vitamin B12 se apsorbuje kroz
sluznicu zavr$nog dela tankog creva (ileuma), a kako bi njegova apsorpcija bila adekvatna,
neophodan je unutras$nji faktor koji se stvara u Zelucu. Uzroci malapsorpcije vitamina B12
mogu biti atrofi¢ni gastritis, Kronova bolest u kojoj je inflamatornim procesom terminalni
ileum oS$tecen, kao i hirurSke resekcije Zeluca i terminalnog ileuma (Kozyraki i Cases, 2013).
Istrazivanja su pokazala takode da suplementacija 0,5-5,0 mg/dan FK ima vec¢i efekat na
snizavanje nivoa homocisteina u krvi od drugih koenzima. Paralelna suplementacija FK i
vitamina B12 ima sinergijski efekat na sniZzavanje nivoa homocisteina u krvi (Kim et al., 2018).
Nedostatak vitamina B6 direktno dovodi do akumulacije Hcy zbog indukcije nepravilne
funkcije CBS-a. Deficit vitamina B6 se lako detektuje jer se ne moze sintetisati u telu, pa usled
neadekvatnog unosa njegova serumska koncentracija biva niska u svim starosnim grupama
(Clayton, 2006).

Met iz hrane je glavni izvor Hcy. Ishrana bogata Met indukuje formiranje Hcy u
Celijama. Misevi koji su hranjeni hranom oboga¢enom Met imali su povisenu urinarnu
koncentraciju Hcy naspram miseva na uobi¢ajnom rezimu uravnotezene ishrane (Chwatko et
al., 2007). Hroni¢na bubrezna insuficijencija, hipotireoza, perniciozna anemija i maligni tumori

(Humphrey et al., 2008).



1.6. Efekti hiperhomocisteinemije u kardiovaskularnom sistemu

1.6.1. Uloga hiperhomocisteinemije u razvoju endotelne disfunkcije

Endotel predstavlja unutrasnji sloj zidova krvnih sudova i glavni je regulator njihove
homeostaze. Endotel ostvaruje razli¢ite funkcije ukljucujuéi regulaciju vaskularnog tonusa,
propustljivosti, koagulacije, fibrinolize, inflamatornog procesa i rasta ¢elija (Sena et al., 2013;
Sitia et al., 2010). Ostecenje ovih funkcija pokrece niz dogadaja koji rezultiraju nesposobnoscu
endotela da reguliSe vaskularnu relaksaciju i/ili ¢éelijsku redoks ravnotezu, S$to se naziva
endotelna disfunkcija. Sa progresijom patoloskih promena na biohemijskom nivou kasnije
dolazi do pokretanja inflamatornog procesa (Cejkova et al., 2016).

U toku inflamacije dolazi do pojacane ekspresije molekula za adheziju i hemokina, koji
posreduju u ukljuéivanju cirkuliSué¢ih monocita (Mestas et al., 2008). Nakon infiltracije u
intimu, monociti se aktiviraju i postaju makrofagi koji zatim fagocitozom unose u sebe
modifikovane lipoproteine pretvarajuci se u penaste ¢elije (Mestas et al., 2008). Pored toga,
citokini 1 faktori rasta oslobodeni od strane endotela deluju na susedne Celije, prvenstveno
fibroblaste i vaskularne glatke miocite, $to dovodi do strukturalnog remodelovanja
aterosklerotskih plakova. Sa progresijom procesa dolazi do nastanka fibromuskularnog plaka
koji moze dalje napredovati i formirati fibroznu kapu, koja prekriva lipidima bogato, nekroti¢no
jezgro plaka koja se sastoji od oksidovanih lipoproteina, HOL i ¢elijskog debrisa (Hansson et
al., 2015). U kasnijoj fazi, inflamatorno stanje endotela i apoptoza mogu doprineti strukturalnoj
nestabilnosti i pucanju plaka, pri ¢emu dolazi do oslobadanja visoko trombogenog sadrzaja
nekroti¢nog jezgra plaka u lumen krvnog suda, pokretanja reakcije hemostaze, tromboze i
formiranja krvnog ugruska sto dovodi do aterotrombotske okluzije krvnog suda (Hansson et al.,
2015).

U literaturi se navode mnogobrojni dokazi da Hcy ispoljava negativne efekte na endotel
narusavajuci njegove fizioloske funkcije. Jedan od patofizioloskih uticaja Hcy na endotel jeste
remecenje sposobnosti endotela da reguliSe vaskularni tonus. Endotelne celije odrzavaju
vaskularni tonus oslobadanjem mnogobrojnih medijatora, kao $to su azotni monoksid (NO),
prostaciklin (PGl,), endotelin-1 (ET-1) i tromboksan A2 (TXA:) (Mitchel et al., 2008).
Istrazivanja pokazuju da Hcy smanjuje biodostupnost vazodilatatora NO, a nasuprot tome Hcy
koncentracija u krvi pokazuje pozitivhu korelaciju sa koncentracijom ET-1, potentnim
vazokonstriktorom, kod osoba sa poremeéenim metabolizmom glukoze i vaskulitisom
(Gottsiter et al., 2000). Pojacana biosinteza TXA, takode je primecena kod pacijenata sa
visokim nivoom Hcy u krvi (Di Minno et al., 1993). Pored toga $to je vazokonstriktor, TXA;
indukuje proizvodnju trombocita u kostnoj srzi i pospeSuje njihovu agregaciju u toku
trombocitne reakcije (Nording et al., 2015).

Trombociti takode mogu da igraju vaznu ulogu u endotelnoj disfunkciji (putem
oslobadanja hemokina) i doprineti pucanju nestabilnog plaka. Meta-analiza o ishemijskoj
bolesti srca pokazala je da sedamnaest studija (od dvadeset i1 dve) pokazuje statisticki znac¢ajan
efekat Hcy na povecanu aktivaciju trombocita, produkciju TXA: i agregaciju trombocita (Wald
etal., 2011).

Smanjenje produkcije NO u endotelnim ¢elijama moze izazvati pove¢anu sintezu i
ekspresiju adhezionih molekula na povrsini Celijske membrane, kao S$to su intercelularni
adhezioni molekul 1 (ICAM-1), vaskularni celularni adhezioni molekul 1 (VCAM-1), E-
selektin, i molekul koji privla¢i makrofage 1 (MCP-1) (Yuyun et al., 2018). Sli¢no tome,
povecéanje oksidativnog stresa pokrenuto Hcy moze stimulisati ekspresiju citokina i molekula
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za adheziju u endotelnim ¢elijama preko puta nuklearnog faktora kapa B (NF-kB) (Barroso et
al., 2016).

Bilo direktno ili preko putem povecane produkcije ROS, Hcy je povezan sa pokretanjem
inflamatornog procesa u tkivu krvnih sudova s§to dodatno doprinosi napredovanju endotelne
disfunkcije (Barroso et al., 2016). Studije na ¢elijskim kulturama pokazale su da Hcy putem
aktivacije signalnog puta NF-«B indukuje produkciju proinflamatornih citokina MCP-1 i
interleukina (IL) 8 (Zhao et al., 2017). NF-«B je transkripcioni faktor koji stimulise produkciju
citokina, hemokina i molekula za adheziju, i tako doprinosi promeni funkcije endotelnih ¢elija
I pokretanju leukocita, $to zajedno dovodi do brzeg napredovanja procesa aterogeneze. Studije
na miSevima sa deficijencijom apolipoproteina E (apoE) i indukovanom HHcy takode su otkrile
aktivaciju NF-xB signalnog puta i porast koncentracije proinflamatornih medijatora u
aterosklerotskim lezijama (Wang et al., 2013; Hofmann et al., 2001). Na Slici 3, prikazani su
etioloski faktori vazni za nastanak HHcy, kao i patofizioloski mehanizmi kojima HHcy dovodi
do endotelne disfunkcije i promene sastava krvi.

Nepromenljivi N V Promenljivi fatori rizika
faktori rizika Hlperhomoastelnemlja * 1 unos: metionina, alkohola,

* genetski (Homocistein > 15 pmol/L kofeina, nikotina
defekti enzima * |unos: vitamina B6,
» muski pol vitamina B9 (folne kiseline)

vitamina B12

» Lekovi: holestiramin,
metformin, metotreksat,
oralni kontraceptivi

Efekti na endotelnim celijama

Efekti na sastav krvi

HCY  saH 1 > Metiltransferaza | > RNK metilacija |
Metilacija proteina |

GPX1|

Ubrzano ICAM 17
starenje celije VCAM17

ROs 1> 11 InﬂaxTnacija J

TNF-a t
-~

Oksidativni stré CGL | +CBS | S PN
: NOS |

@oksidansil «—— Hcy——— DDAH| >ADMA 1 —J/

Slika 3. Patofizioloski efekti hiperhomocisteinemije na endotelne ¢elije i sastav krvi. Hey -
homocistein, SAH - S-adenozil homocistein, RNK - ribonukleinska kiselina, DNK -
deoksiribonukleinska kiselina, GPX1 - glutation peroksidaza 1 , ICAM1 - meducelijski adhezioni
molekul 1, VCAML - vaskularni ¢elijski adhezioni molekul 1, NF-kB - nuklearni faktor kapa beta, ROS
- reaktivni oblici kiseonika, IL-1 - interleukin 1, TNF-a - faktor nekroze tumora alfa, CGL - cistationin
gama liaza, CSB - cistationin beta sintaza, HS - vodonik sulfid, NO - azot monoksid, eNOS - endotelna
azot monoksid sintaza, DDAH - dimetilarginin dimetilaminohidrolaza, ADMA - asimetri¢ni
dimetilarginin. (llustracija preuzeta i modifikovana iz Yuan et al., 2023).



1.6.2. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloskoj aktivaciji oksidativnog stresa

Veliki broj istrazivanja istie znaCajnost uloge oksidativnog stresa u endotelnoj
disfunkciji i aterosklerozi koje indukuje Hcy. Pod terminom ,,oksidativni stres se obi¢no
smatra disbalans antioksidativnog kapaciteta Celije i prooksidantnih agenasa tj. reaktivnih vrsta
kiseonika, azota i ugljenika (Birben et al., 2012). Studije na humanoj populaciji i animalnim
modelima pokazuju da HHcy moze indukovati oksidativni stres putem razli¢itih molekularnih
mehanizama, bilo modulacijom proizvodnje ROS ili narusavanjem funkcionalnosti
antioksidativnih sistema (Faverzani et al., 2017).

ROS koji nastaju u ¢elijama prilikom oksidativnog stresa ukljuc¢uju superoksidni anjon
(O2), hidroksilni radikal (*OH) i vodonik peroksid (H202). Autooksidacija Hcy izaziva
generisanje *OH i H>O> (Richard et al., 2018). Superoksidni anjoni se u ¢elijama uglavnom
generiSu putem aktivnosti nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) oksidaze, ksantin
oksidaze i mitohondrijskog elektronskog transportnog lanca (METL) (Birben et al., 2012). Hcy
povecava ekspresiju NADPH oksidaze u miSevima sa HHcy, doprinose¢i tako povecanju
proizvodnje superoksidnog anjona (Chan et al., 2018). NADPH oksidaza je kodirana NOX
familijom gena. NOX2 je predominantno eksprimirana u endotelnim ¢éelijama, i pronadena je
pozitivna korelacija izmedu koncentracije Hcy i ekspresije NOX2 u humanim endotelnim
¢elijama 1 kardiomiocitima pacova (Sipkens et al., 2013; Sipkens et al., 2011). Pored toga,
istrazivanja u celijskim kulturama i animalnim modelima pokazala su da Hcy izazvana
disfunkcija rezultira proizvodnjom superoksidnog anjona umesto NO (Kietadisorn et al., 2012;
Xie et al., 2018). Oslobadanje superoksida, moze aktivirati druge puteve proizvodnje ROS i
doprineti daljem pojacavanju oksidativnog stresa. O.~ moze biti pretvoren u H>O> dejstvom
enzima superoksid dismutaze (SOD) ili mogu reagovati sa NO pri ¢emu dolazi do formiranja
reaktivnog oblika azota (RNS) peroksinitrita. Oz i H202 su poznati aktivatori NF-xB signalnog
puta i mogu pojacati inflamatorni odgovor povezan sa HHcy. U kultivisanim endotelnim
¢elijama, Hcy je takode povezan sa pove¢anim H20,, direktno ili putem akumulacije SAH
(Austin et al., 1998; Barroso et al., 2014). *OH moze biti generisan kroz razgradnju H>O>
(Florence, 1984) i predstavlja najreaktivniji od svih ¢elijskih ROS jer veoma agresivno dovodi
do nekontrolisane oksidacije i oSteCenja proteina, lipida, ugljenih hidrata i DNK (Birben et al.,
2012). Zbog svoje visoke reaktivnosti, *OH doprinosi oksidaciji lipoproteina niske gustine
(LDL), sto je klju¢ni dogadaj u procesu ateroskleroze. Pronadena je povezanost izmedu Hcy
indukovanog generisanja *OH i oksidacije lipida u LDL u endotelnim ¢elijama (Nakano et al.,
2005).

Nekoliko studija takode istie znacaj Smanjenja aktivnosti antioksidativnih mehanizama
u oksidativhom stresu posredovanom Hcy (Waly et al., 2016; Lubos et al., 2011; Barroso et al.,
2014). Antioksidativni mehanizmi u ¢eliji su klasifikovani kao enzimski i neenzimski. Prvi
obuhvataju enzime koji neutraliSu ROS i smanjuju oksidativni stres, u koje se obrajaju SOD,
katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx), glutation-S-transferaza, tioredoksin i
peroksiredoksin, dok neenzimski antioksidansi uklju¢uju ROS ,,sakupljace®, poput glutationa,
i vitamina A, C i E (Birben et al., 2012). Visoka koncentracija Hcy u krvi je kod kardioloskih
pacijenata povezana sa smanjenim nivoom glutationa (Waly et al., 2016), klju¢nog ¢elijskog
antioksidansa, kao i sa smanjenjem vitamina B12 i E kod pacijenata sa HHcy (Faverzani et al.,
2017). Smanjene ekspresije enzima SOD, GPx i tioredoksina izmerene su takode u kulturama
endotelnih ¢elija i animalnim modelima miseva sa izazvanom HHcy (Faverzani et al., 2017,
Richard et al., 2018; Mohamed et al., 2017). Pored toga, studija hipertenzivnih pacijenata sa
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HHcy pokazala je da pacijenti sa visokim nivoima Hcy u Krvi imaju nize aktivnosti SOD i CAT
u poredenju sa pacijentima sa normalnom koncentracijom Hcy u krvi (Guo et al., 2018).

1.6.3. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloskim promenama metabolizma azot
monoksida

Povecéani oksidativni stres indukovan HHCy moze dodatno dovesti do oksidativne
inaktivacije NO i disfunkcije endotelne azot monoksid sintaze (eNOS). eNOS je zaduzena za
produkciju NO u endotelnim ¢éelijama oksidacijom L-arginina. Ova reakcija zahteva NADPH i
O, kao supstrate, a NO i citrulin nastaju kao krajnji proizvodi reakcije. Oksidativni stres
sinergisti¢ki negativno uti¢e na biodostupnost NO u krvnim sudovima i doprinosi jo§ vecoj
proizvodnji ROS, pri ¢emu se stvara patofizioloSki zaCarani krug (Karbach et al., 2014).
Metilovani analozi arginina: N-monometilarginin (L-NMMA) i asimetri¢ni dimetilarginin
(ADMA) inhibiraju eNOS koji se sintetiSu pod uticajem enzima poznatih kao protein arginin
metiltransferaze (Leiper i Vallance, 1999). Proteolizom proteina koji sadrze L-NMMA i
ADMA dolazi do njihovog oslobadanja u citosol, a zatim i do njihovog prelaska iz ¢elije u krv.
Povecanje cirkuliSu¢eg ADMA je povezano sa aterosklerotskom vaskularnom bolesc¢u
(Miyazaki et al., 1999) dok sa druge strane L-NMMA ne pokazuje znacajan aterogeni jer je
njegova koncentracija u plazmi obi¢no deset puta niza nego koncentracija ADMA (Teerlink,
2005).

Povecanje koncentracije ADMA i Hcy je povezano sa pojavom aterosklerotskih
promena, pa se pretpostavlja da Stetni efekat poviSenog Hcy na endotel moze biti posredovan
preko ADMA. Majmuni koji su jeli dijetu bogatu Met pokazali su pove¢anje u ADMA i Hcy |
smanjenje NO-zavisne dilatacije karotidne arterije (Boger et al., 2000a). In vitro studija na
kulturi endotelnih ¢elija je pokazala je da je poviSenje koncentracije Met u medijumu endotelnih
¢elija rezultovalo povecanim stvaranjem i ADMA i Hcy (Boger et al.,, 2000b). Mogucéi
mehanizam koji povezuje Hcy i ADMA predloZen je u studiji u kojoj je tretman endotelnih
¢elija sa Hcy =znaCajno potisnuo aktivnost i eNOS i izoforme 2 dimetilargininske
dimetilaminohidrolaze (DDAH) koja predstavlja glavnu izoformu DDAH u endotelnim
¢elijama (Liu, et al., 2012). Uloga enzima DDAH se ogleda u tome $to katalizuje reakciju
hidrolize L-NMMA i ADMA i na taj na¢in onemogucava njihovo inhibitorno dejstvo na eNOS
Stoga, potiskivanje ekspresije DDAH2 je objasnjenje mehanizma kojim Hcy indukuje
endotelnu disfunkciju.

Drugi analog arginina, simetri¢ni dimetilarginin (SDMA), ne inhibira aktivnost eNOS
(Leiper i Vallance, 1999), ali se takmici sa argininom za njegov katjonski amino-Kiselinski
transporter, i tako porast SDMA moze potencijalno kompromitovati intracelularnu dostupnost
arginina i produkciju NO (Closs et al. 1997). Pod uticajem oksidativnog stresa, smanjuje se
aktivnost DDAH, i nastaje pove¢anje ADMA (Ito et al., 1999), a da sa druge strane povecava
se ekspresija DDAH1 izoforme, koja se primarno eksprimira u jetri i bubregu, i time se
smanjuju nivoi ADMA i povecava se produkcija NO (Konishi et al., 2007). Misevi sa
povecanom ekspresijom DDAH pokazivali su poboljSanu endotelnu reparaciju nakon
vaskularne povrede (Tanaka et al., 2005), Sto ukazuje na zna¢aj DDAH u odrzavanju vaskularne
homeostaze.
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1.6.4. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloskim promenama metabolizma
vodonik sulfida

Dihidrogen sulfid (sulfan, vodonik sulfid, H>S) dugo je smatran za toksi¢ni gas i
ekoloski zagadiva¢ sa mirisom pokvarenog jajeta (Liu et al., 2012). U poslednjim godinama,
naucna istrazivanja su donela saznanja da se H>S proizvodi endogeno i da je signalni molekul
koji regulise nekoliko fizioloskih procesa, narocito u vaskularnom sistemu gde je ukljucen u
regulaciju endotelne homeostaze (Chen et al., 2004; Zhu et al., 2008). Dva enzima trans-
sulfuracijskog metaboli¢kog puta, CBS i CGL, uc¢estvuju u proizvodnji H2S (Fioruci et al.,
2005; Zanardo et al., 2006). Glavna uloga ovog metaboli¢kog puta je konverzija Met u Cys.
Medutim, CBS i CSE pokazuju znacajnu fleksibilnost u reakcionoj specifi¢nosti i varijabilnost
u ukljucivanju supstrata §to rezultuje mnostvom mogucéih reakcija, od kojih u nekima nastaje
kao produkt H,S (Filipovic et al., 2018). CBS i CGL su glavni enzimi u procesu vaskularne
produkcije H.S (Fioruci et al., 2005; Zanardo et al., 2006), pri cemu CBS katalizuje sintezu H>S
iz Hey i Cys, dok CGL katalizuje produkciju piruvata i tiocisteina (Jhee et al., 2000), tiocistein
se potom neenzimski razgraduje na Cys i H>S (Lowicka i Beltowski, 2007). Pod fizioloskim
okolnostima, u perifernom vaskularnom sistemu, u produkciji H2S klju¢nu ulogu ima CGL, dok
je CBS dominantni H2S-produkujué¢i enzim u cerebrovaskularnom sistemu (Nandi i Mishra,
2017).

H2S ostvaruje svoje korisne bioloSke efekte na endotelu delujuci na razlicite signalne
puteve u kojima dovodi do procesa persulfidacije, oksidativne posttranslacione modifikacije
bo¢nih lanaca Cys u persulfide (Filipovic et al., 2018). H,S ostvaruje inhibiciju vaskularne
inflamacije smanjujuci aktivnost NF-xB signalnog puta i aktivirajuéi kalijumske i kalcijumske
kanale (Fioruci et al, 2005; Zuidema et al., 2011; Antaany et al., 2014). Pored toga, H.S
smanjuje nivo ROS u endotelnim ¢elijama tako Sto ,,sakuplja* ROS i unapreduje antioksidativni
odbrambeni mehanizam (Bos et al., 2013; Yan et al., 2006; Yang et al., 2013). Nivo ekspresije
antioksidativnih enzima, CAT, SOD, GPx i glutation-S-transferaze, je regulisan pomoc¢u H,S
(Wenetal., 2013). Kao endotelni gasotransmiter, H>S uzrokuje i relaksaciju vaskularnih glatkih
miocita i tako fizioloski regulise vrednost arterijskog krvnog pritiska (Wang, 2011; Wang et
al., 2015). Takode, H»S stimulativno deluje na proces angiogeneze (Szabo i Papapetropoulos,
2011).

Poremecena biodostupnost H>S prepoznata je kao indikator progresa i prognoze
endotelne disfunkcije povezane sa HHcy. Dokazano je da smanjenje aktivnosti CBS i CGL
uzrokuje HHcy S§to rezultira iscrpljivanjem H2S, a $to vodi do pogorsanja endotelne funkcije i
naknadno do vaskularne bolesti povezane sa HHcy (Cheng et al., 2013). In vitro studija na
kulturi endotelnih ¢elija pokazala je da usled smanjene aktivnosti CBS dolazi do smanjene
proizvodnje H>S u endotelu (Pushpakumar et al., 2014). Pored toga, in vivo studija na
hipertenzivnim pacovima je pokazala da egzogeno apliciran H2S dovodi do smanjenja stepena
endotelne disfunkcije (Xue et al., 2015). Aplikacija H.S ostvaruje protektivni uticaj na
endotelne ¢elije i kod pacova sa indukovanom HHcy (Zhao et al., 2018).

U skladu sa vaznom ulogom u regulaciji endotelne homeostaza, H.S ima anti-
ateroskleroti¢na svojstva, dok nedostatak H»S, sa druge strane, ubrzava proces ateroskleroze.
Kada su miSevi sa defektnom ekspresijom enzima CGL hranjeni aterogenom dijetom, pokazalo
se da imaju nizu aortnu proizvodnju HzS i da razvijaju veci broj aortnih aterosklerotskih plakova
nego misevi sa normalnom funkcijom CGL (Yang et al., 2008). Istrazivanje na miSevima sa
deficijentnom aktivnos¢u CGL, Kkoji su pritom bili na rezimu aterogene dijete pokazalo je
povecano eksprimiranje ICAM-1 u endotelu aorte (Mani, et al., 2013). Nasuprot tome, H>S je
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ispoljio anti-aterogeni efekat i inhibirao ekspresiju ICAM-1 u aorti miseva bez apoE. U drugoj
studiji egzogeni H.S je doveo do smanjenja vaskularne inflamacije i oksidativnog stresa i
usporio je formiranje aterosklerotskih plakova kod miseva bez apoE (Liu et al., 2013).

Navedene studije ukazuju na znacaj povezanosti metabolizma Hcy i metabolizma HoS i
pojasnjavaju patofizioloske mehanizme kojima neadekvatna sinteza H»S u stanju HHcy moze
da utice na nastanak i progresiju endotelne disfunkcije.

1.6.5. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloSkim promenama metabolizma lipida

SAM predstavlja glavni supstrat u reakcijama metilacija sa koga enzimi metiltransferaze
uzimaju metil grupu i prebacuju je na druge molekule. Neadekvatna funkcija enzima ukljué¢enih
u rematilacijski metabolicki put moze da dovede do nakupljanja SAH ¢ime se smanjuje
SAM/SAH odnos te dolazi do poremecaja metilacije molekula. Neravnoteza u metilaciji koja
je posredovana akumulacijom SAH moze, poremetiti epigenetske mehanizme koji regulisu
ekspresiju klju¢nih molekula ukljucenih u odrzavanje ¢elijske redoks ravnoteze (Barosso et al.,
2014; Barosso et al., 2016). Studija na humanim endotelnim c¢elijama, je pokazala da
hipometilacija posredovana akumulacijom SAH doprinosi smanjenju ekspresije GPx-1, koja je
centralni antioksidativni enzim u endotelu (Barosso et al., 2014).

Nakon ostec¢enja endotela aterogeni lipoproteini poput LDL ulaze u intimu gde dolazi
do njihove oksidacije (Ox-LDL) i nakupljanja u ekstracelularnom prostoru intime. Vremenom
makrofagi fagocituju Ox-LDL putem posebnog receptora transformisuéi se u penaste celije koje
¢ine centralnu komponentu aterosklerotskog plaka (Rader et al., 2008). Kao §to je prethodno
pomenuto, jedna od najpouzdanijih veza izmedu HHcy i vaskularne bolesti je oksidativni stres.
ROS generisani u HHcy mogu doprineti oksidaciji LDL cestica i promovisati njihovu
akumulaciju u aterosklerotskim plakovima (Kumar et al., 2017; Griffiths et al., 2006). Hcy
osloboden iz metioninom opterecenih endotelnih ¢elija potencira nitraciju proteina u LDL
Cesticama (Griffiths et al., 2006). Nitracija LDL indukovana Hcy takode je povezana sa
pove¢anom migracijom monocita u aterosklerotski plak (Griffiths et al., 2006). Sli¢no nitraciji
i druge posttranslacione modifikacije LDL su povezane sa njihovom olakSanom fagocitozom
od strane makrofaga. Modifikacije LDL uklju¢uju oksidaciju, nitraciju, acetilaciju, glikaciju,
metilaciju, itd. Studija na duplim ,,knock out” miSevima koji su imali nedostatak i apoE i CGL
pokazala je da su visoki nivoi Hcy povezani sa povetanim unosom acetilovanog-LDL u
makrofage (Wang et al., 2003). Za razliku od drugih modifikacija, metilacija LDL izaziva
smanjeno prepoznavanje ovako modifikovane LDL cestice od strane LDL receptora
(Weisgraber et al., 1978). Medutim, sa druge strane, smanjena metilacija LDL, usled
nakupljanja SAH koje je izazvano HHcy, moze doprineti povecanoj fagocitozi LDL od strane
aktiviranih makrofaga u aterosklerotskim plakovima (Wang et al., 2003).

Za razliku od LDL, plazmatske koncentracije lipoproteina velike gustine (HDL) su
inverzno povezane sa aterosklerotskom bolesti (Rader i Daugherty, 2008). HDL je glavni
lipoprotein ukljucen u uklanjanje viska HOL iz perifernih tkiva. HDL dostavlja HOL jetri da
bi bio redistribuiran u druga tkiva ili uklonjen iz tela (Maerques et al., 2018). Osim $§to
promovise modifikaciju LDL Ccestica i time favorizuje aterogenezu, Hcy je povezan i sa
promenama metabolizma HDL. Kod miseva sa HHcy izmerena je smanjene koncentracija HDL
u krvi, kao posledica smanjene proizvodnje HDL (Namekata et al., 2004).
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1.6.6. Patofizioloski efekti homocistein tiolaktona u kardiovaskularnom sistemu

Tokom biosinteze proteina, Hcy moze greSkom biti iskoriS¢en od strane metionil-tRNK
sintetaze za generisanje Hcy-T, cikli¢énog tionoestra, koji reaguje sa proteinima formirajuci
amidske veze sa amino grupama lizinskih ostataka (Jakubowski, 2022). Koncentracija Hcy-T
u plazmi pacijenata sa koronarnom boles¢u je takode negativno korelirala sa koncentracijom
HDL (Liao et al., 2006). Nastajanje N-homocisteinilovanih proteina sa promenjenom
strukturom i biohemijskim svojstvima predlozeno je kao dodatni mehanizam koji doprinosi
razvoju vaskularne patologije povezane sa HHcy. Studija na endotelnim ¢elijama je pokazala
da se Hcy dodat u medijum prevodi u Hcy-T, i da je stepen konverzije proporcionalan
koncentraciji Hcy (Jakubowski, 2001), dok suprotno navedenom, suplementacija FK inhibira
biosintezu Hcy-T (Jakubowski et al., 2000).

Citotoksi¢nost Hcy-T jasno je dokazana na kulturi endotelnih ¢elija gde je u medijumu
indukovana apoptozu koja je pokazala dozno zavisan efekat u odnosu na koncentraciju Hcy-T
(Mercie et al., 2000). Hcy-T inhibira aktivnost tirozin kinaze insulinskog receptora, time
inhibirajué¢i fosforilaciju fosfatidilinozitol 3-kinaze i sintezu glikogena (Najib i Sanchez-
Margalet, 2005) sto je jedno od objasnjenja mehanizma povezanosti HHcy, hiperinsulinemije i
razvoja kardiovaskularnih bolesti (Low Wang et al., 2016). Nasuprot tome, istraZivanje
Mutavdzin i saradnika je pokazalo da ¢etvoronedeljna suplementacija FK, koja je ukljuéena u
metabolizam Hcy ostvaruje protektivni antidijabetogeni efekat na streptozotocin indukovanom
dijabetesu melitusu kod pacova (Mutavdzin et al., 2019b). Pored toga, fibrinogen, klju¢ni
protein u procesu koagulacije, moze da bude modifikovan od strane Hcy-T i na taj nacin
pokrene pro-trombotske promene u strukturi i stabilnosti fibrinskog ugruska (Genound et al.,
2018).

Pokazano je da je izrazena proteinska N-homocisteinilacija prisutna kod pacijenata sa
ponovljenim venskim tromboembolizmom i da se nalazi u osnovi pojacanog inflamatornog
odgovora povezanog sa ovim stanjem (Szlauer et al., 2015). Urinarna koncentracija Hcy-T je
prepoznata kao novi pokazatelj rizika za nastanak akutnog infarkta miokarda, nezavisno od
prisustva tradicionalnih faktora rizika (Borowczyk et al., 2018), dok je koncentracija Hcy-T u
plazmi pozitivno povezana sa rizikom od koronarne bolesti (Yang et al., 2006).

Kako je ranije napomenuto enzim paraoksonaza ima ulogu u konverziji Hcy-T nazad u
Hcy. Polimorfizam gena za PON2 povezan je sa akumulacijom Hcy-T (Yang et al., 2006) (Slika
4). Sli¢éno tome, polimorfizam gena za PON1 dovodi do povisenje urinarne koncentracije Hcy-
T (Perfa-Kajan et al., 2018). Studija na pacijentima sa tipom 2 dijabetesa melitusa dokazala je
negativnu korelaciju izmedu aktivnosti homocistein tiolaktonaze i debljine tunike intime
karotidnih arterija (Kosaka et al., 2005). Stoga, metabolicka konverzija Hcy u HTL i proteinska
N-homocisteinilacija od strane Hcy-T igraju vaznu ulogu u oSte¢enju krvnih sudova izazvanom
HHcy. Pored uloge u konverziji Hcy-T u Hcy, PON je enzim ukljuéen i u proces antioksidativne
zastite, pokazuje posrednu ulogu u regulaciji inflamatornog odgovora i inhibiciji agregacije
trombocita (Arab et al., 2022), stoga i ovim navedenim mehanizmima ucestvuje u odrzavanju
homeostaze krvnih sudova, pa je njegova odgovarajuca ekspresija vazna za sprecavanje razvoja
patoloskih promena u kardiovaskularnom sistemu. HDL predstavlja nosa¢ PON1 enzima, pa
smanjenje koncentracije HDL u krvi dovodi do smanjene aktivnosti PONI i posledi¢ne
smanjene razgradnje Hcy-T, njegovog nakupljanja u organizmu i povecanog izazivanja stetnih
efekata (Arab et al., 2022). Tretman sa atorvastatinom moze da umanji abnormalnosti sistolne
funkcije i poboljsa kontraktilnost sréanog misic¢a pri eksperimentalno izazvanoj HHcy (Nikolic
Turnic et al., 2018). Podaci iz literature ukazuju na znacajnu ulogu ®-3 masnih kiselina u
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smanjenju koncentracije Hcy, kao i da upotreba statina treba da bude praé¢ena suplementacijom
®-3 masnih kiselina za kako bi se postigao bolji efekat (Nikolic Turnic et al., 2019).

Homocistein 1

l * —— Mutacija gena

R za PON
Homocistein tiolakton 7

Antioksidativni
enzimi §

Lipidna peroksidacija Monocit

R

Ostecenje
endotela

X

Makrofagi fagocituju | .
Ox-LDL s

Makrofag

Penasta celija

Slika 4. Pokretanje procesa ateroskleroze usled mutacije gena za enzim paraoksonazu. PON —
paraoksonaza, LDL — lipoprotein male gustine, Ox-LDL je oksidovani lipoprotein male gustine,
LDL-r — receptor za lipoprotein male gustine, HDL - lipoprotein velike gustine, ROS —
reaktivni oblici kiseonika (llustracija preuzeta i modifikovana iz Arab et al., 2022).

1.6.7. Uloga hiperhomocisteinemije u patofizioloskim promenama stepena metilacije
molekula u ¢elijama

Metabolizam Hcy igra odlu¢ujuc¢u ulogu u regulaciji procesa metilacije unutar ¢elija. U
remetilacijskom metaboli¢kom putu reakcija hidrolize molekula SAH u Hcy i adenozin je
reverzibilna, a njena usmerenost ka sintezi SAH je termodinamicki povoljnija. Medutim, pod
normalnim fizioloskim uslovima ova reakcija tece u pravcu hidrolize SAH zbog brze razgradnje
Hcy i adenozina metabolickom konverzijom u druga jedinjenja, kao i usled njihovog
izbacivanja iz ¢elije (Ueland et al., 1982). Ukoliko pak dode do neadekvatnog odvijanja reakcija
remetilacijskog i trans-sulfuracijskog puta usled neadekvatne enzimske funkcionalnosti i
nastanka HHcy, nakupljanje Hcy dovodi do pomeranja reakcije u smeru sinteze SAH, sto je
dokazano brojnim studijama na humanoj populaciji, Zivotinjskim modelima i celijskim
kulturama (Esse et al., 2013; Choumenkovitch et al., 2002; Castro et al., 2003). Posto je SAH
potentan endogeni inhibitor celijskih metiltransferaza, nakupljanje Hcy sa posledicnim
nagomilavanjem SAH dovodi do hipometilacijkog statusa u ¢elijama §to moze da ima znacajan
uticaj na Celijsku homeostazu.

Metilacija DNK je klju¢ni mehanizam za epigenetsku regulaciju ekspresije gena i zato
SAH-om uzrokovana hipometilacija moze dovesti do poremecene metilacije DNK i
neadekvatnih obrazaca ekspresije gena. Dokazano je da izlozenost ¢elija Hcy izaziva
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hipometilaciju CpG nukleotida u pojacivacu gena H19 u humanim vaskularnim glatkim
miocitima kultivisanim in vitro (Li et al., 2009). Nedostatak CBS enzima kod miseva I
sledstveno nakupljanje Hcy u organizmu takode je dovelo do povecane ekspresije H19 gena
(Delvin et al., 2005). Mnogobrojne genetske studije pokazale su da poremeéen proces metilacije
izazvan nakupljanjem Hcy ili SAH dovodi do promene ekspresije gena koji su pod kontrolom
cis-regulatornih elemenata. Posebno vazno je ista¢i da su ovakve promene genske ekspresije
prisutne kod gena koji su zaduzeni za regulaciju Celijskog ciklusa kao $to su gen za ciklin A'i
BNIP3 gen (Jamaluddin et al., 2007; Naushad et al., 2012). Jasno je da je precizna ekspresija
navedenih gena od klju¢nog znacaja za fiziolosku regulaciju ¢elijskog ciklusa i ¢elijske deobe
i da bi u slucaju neadekvatne kontrole ove regulacije postojao rizik za nastanak tumora.
Poremecéena genska ekspresija primecena je i u genu za trombocitni faktor rasta (Han et al.,
2014), genu za LDL receptor (Adaikalakoteswari et al., 2015), kao i u genu za ekstracelularnu
izoformu enzima SOD (Laukkanen et al., 1999). Pored toga, promene u genskoj ekspresiji
izazvane neadekvatnom metilacijom DNK otkrivene su i u genima za citokine ukljucene u
vaskularni inflamatorni odgovor kao §to su IL1B, IL6, IL8 i ICAM1 (Tekpli et al., 2013;
Barroso et al., 2016), a takode i promoteru gena koji kodira reverznu transkriptazu humane
telomeraze (Zhang et al., 2015) $to moze da uti¢e na duzinu telomera i proces Celijskog starenja.

Poremecaj metabolizma Hcy moze da dovede i do neadekvatne metilacije molekula
RNK, a ne samo DNK. Nakupljanje SAH u kulturi humanih endotelnih ¢elija moze da izazove
smanjenu metilaciju transportne RNK koja nosi selenocistein, §to dovodi do izmenjene
ekspresije selenoproteina, naro¢ito GPx-1 koji je jedan od glavnih enzima ukljuc¢enih u proces
antioksidativne zastite (Barroso et al., 2014).

Dokazano je da poremecaj metabolizma Hcy takode uti¢e na metilaciju proteina u toku
posttranslacione obrade. Na ovaj nacin moze biti izazvana promena funkcije mnogobrojnih
proteina koji su uklju¢eni u vazne bioloske procese u ¢eliji kao §to je kontrola transkripcije,
popravka DNK, obrada RNK, odrzavanje duzine telomera i ¢elijski signalni putevi (Bedfort i
Clarke, 2009; Lanouette et al., 2014). Dokazano je da intracelularna akumulacija SAH u
endotelnim ¢elijama izaziva hipometilaciju bo¢nih lanaca arginina u proteinima (Esse et al.,
2013). Podaci iz literature pokazuju da Hcy moze da dovede i do smanjenja metilacije
karboksilnih grupa u proteinu p21 koji je vazan za ¢elijski rast (Wang et al., 1997). U miokardu
mladunaca pacova ¢ije su majke bile na rezimu ishrane osiromasene molekulima metil donora
primecena je smanjena metilacija bo¢nih lanaca arginina u PGC-1a koaktivatoru transkripcije
koji regulise ekspresiju gena za proteine ukljucene u energetski metabolizam (Garcia et al,
2011). Poremecaj metabolizma Hcy moze da dovede do promena u stepenu metilacija histona,
¢ime se menja gustina pakovanja DNK u hromatinu, a time i epigenetska regulacija ekspresije
gena. Koli¢ina Met u hepatocitima je bila u korelaciji sa nivoima metilacije lizina na histonu
H3 i promenom ekspresiji gena. SAH smanjuje metilaciju lizina u histonu H3 i aktivira
proinflamatorni NF-kB put, $to pospesuje ekspresiju adhezionih molekula i inflamatornih
citokina i na taj nacin se podstic¢e proces aterogeneze (Barroso et al., 2016).

1.7. Efekti hiperhomocisteinemije na jetru

Poremecaji u metabolizmu Hcy mogu da dovedu do povecane osetljivosti tkiva jetre za
razvoj alkoholne bolesti jetre, virusnog hepatitisa, hepatocelularnog karcinoma (HCC), fibroze
i ciroze jetre (Li et al., 2020).

Promene u metabolizmu Hcy igraju klju¢nu ulogu u razvoju osteéenja jetre uzrokovanog
alkoholom (Kharbanda, 2013). Dugoro¢na konzumacija etanola rezultira povisenim nivoima
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Hcy i SAH. Povecanje nivoa SAH dovodi do povecane osetljivosti hepatocita citotoksi¢ne
inflamatorne efekte faktora nekroze tumora a (Watson et al., 2014). Nakupljanje Hcy dovodi
zaustavljanja reakcije hidrolize SAH (Esse et al., 2013) usled ¢ega se smanjuje SAM/SAH
odnos. Smanjenje SAM u ¢elijama dovodi do hipometilacijkog statusa. Neravnoteza u
metilaciji koja je posredovana narusenim SAM/SAH odnosom moze da izazove razvoj steatoze
i inhibiciju aktivnosti proteazoma, Sto ¢ini prepoznatljiva obelezja oSteCenja tkiva jetre
izazvanog alkoholom (Ganesan et al., 2016). Etanol ometa funkciju vise enzima u hepatocitima
ukljucuju¢i MAT, betain-homocistein S-metiltransferazu i razli¢ite MT (Auta et al., 2017).
Poremecena funkcija navedenih enzima dovodi do otezane remetilacije Hcy usled Cega nastaje
njegovo nakupljanje u hepatocitima i smanjene odbrane od oksidativnog stresa usled pada
koncentracije redukovanog glutationa (Halsted, 2013) Povisenje nivoa SAH i hipometilacija
DNK mogu uticati na ekspresiju/aktivnost kaspaze-8, sto korelira sa pojaanom apoptozom
hepatocita u alkoholnoj bolesti jetre (Hao et al., 2017).

Eksperimenti na zivotinjama su pokazali da je smanjenje nivoa SAM povezano sa
fibrozom jetre (Guo et al., 2016). Na etanol-lipopolisaharidnom modelu fibroze jetre pacova
pokazano je da aplikacija SAM, sa posledi¢énim povecanjem SAM/SAH odnosa moze da
inhibira oksidativni stres i aktivaciju hepati¢nih zvezdastih ¢elija, ¢ime se znafajno smanjuje
oStecenje jetre i fibroza (Karra et al., 2008).

Studija na misevima koji su imali neadekvatnu funkciju enzima MAT, ¢ija je glavna
patoloska karakteristika posledi¢an hroni¢ni nedostatak SAM, pokazala je da se u jetri ovih
zivotinja razvija makrovezikularna steatoza, infiltracija mononukleara u periportnom prostoru
i HCC (Pascale et al., 2019). Nedovoljna koncentracija SAM izaziva hipometilaciju DNK,
genomske nestabilnosti i abnormalnu signalnu transdukciju, ukljucujuéi prekomernu ekspresiju
c-MYC protoonkogena i poremec¢aj RAS/ERK signalnog puta (Frau et al., 2013). Smanjenje
nivoa SAM dovodi do proliferacije ¢elija HCC, povecanog preZivljavanja tumorskih celija i
neoangiogeneze u tumoru (Frau et al., 2013). Egzogeni SAM moze inhibirati razvoj HCC
vracanjem normalnog rezima metilacije DNK (Lozano-Rosas et al., 2020). U drugoj studiji,
intravenska infuzija SAM tokom 24 dana nije uticala na velicinu HCC, §to moze biti posledica
kompenzatorne indukcije glicin N-metiltransferaze i sprecavanja akumulacije SAM (Pascale et
al., 2019).

Istrazivanja pokazuju da poremecaji u metabolizmu Hey mogu da dovedu i do povecane
osetljivosti jetre na viruse hepatitisa. Nakon administracije SAM, antiviralni efekat interferona
se pojacava (Duong et al., 2004). Aplikacija SAM poboljsava ranu antiviralnu reakciju
peginterferona i ribavirina (Feld et al., 2011). SAM moze smanyjiti ekspresiju hepatitis C virusa
u hepatocitima modulacijom aktivnosti antioksidativnih enzima, sintezom redukovanog
glutationa i promenom odnosa aktivnosti izoforme 1A i 2A enzima MAT (Liu et al., 2018).
Odnos MAT1A/MAT2A je dobar pokazatelj verovatnoce prezivljavanja pacijenata obolelih
HCC sa udruzenom hepatitis C virusnom infekcijom (Liu et al., 2018). SAM moze izbalansirati
odnos MAT1A/MAT2A, §to moze smanyjiti ili ¢ak spreciti dalji razvoj bolesti. 1z rezultata
navedenih studija jasno je uocljivo da usled nakupljanja Hcy u hepatocitima i sledstvenog
smanjenja SAM/SAH odnosa dolazi do umanjenja svih korisnih efekata koje SAM ostvaruje u
tkivu jetre.
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1.8. Efekti hiperhomocisteinemije u gastrointestinalnom sistemu

Povezanost povisenje koncentracije Hey i inflamatornih bolesti creva (IBC) prvi put je
primecena od strane Lambert i saradnika. Ova grupa istazivaca je detektovala da pacijenti
oboleli od Kronove bolesti imaju statisticki znac¢ajno povisenu koncentraciju Hcy u krvi u
poredenju sa zdravim kontrolama (Lambert et al., 1996). Ovaj nalaz probudio je medicinski
interes za proucavanjem uloge Hcy u patogenezi IBC. Meta-analiza koja je kod osoba sa IBC
ispitivala rizik za nastanak HHcy i koncentraciju Hcy u plazmi pokazala je da je prosec¢na
koncentracija Hcy u plazmi bila statisticki zna¢ajno povisena kod osoba obolelih od IBC u
poredenju sa kontrolama (Oussalah et al., 2011). Takode u istoj studiji prose¢na koncentracija
Hcy u plazmi nije pokazala znacajne razlike kod pacijenata sa Kronovom bole$¢u u odnosu na
osobe obolele od ulceroznog kolitisa. Pored navedenih nalaza dokazano je i da je rizik od
razvoja HHcy znacajno visi kod pacijenata sa IBC u poredenju sa kontrolama. Uzrok HHcy kod
pacijenata sa IBC je uglavnom pripisan niskom statusu vitamina B6 (Saibeni et al., 2003), FK
(Kallel et al., 2011) i vitamina B12 (Erzin et al., 2008). Povezanost mutacije gena za enzim
MTHEFR i rizika za razvoj IBC se razlikuje u razli¢itim studijama. Meta-analiza (Oussalah et
al., 2011) navodi da je MTHFR 677TT genotip povezan sa ve¢im rizikom za nastanak IBC kod
pacijenata sa niskom koncentracijom folata u plazmi, a kako je pomenuto ranije, mutacije gena
za MTHFR dovode do nastanka HHcy. Druga meta-analiza (Zintzaras et al., 2010) nije pronasla
vezu izmedu MTHFR C677T polimorfizma i rizika za nastanak IBC. Literaturni podaci ukazuju
da je HHcy kod pacijenata sa IBC takode povezana sa: muskim polom, starijom dobi,
smanjenom koncentracijom vitamina B12 u serumu i tezim stadijumom bolesti (Romagnuolo
etal., 2001).

Pored IBC mnogobrojne studije ukazuju na uticaj HHcy u nastanku polipa, adenoma i
karcinoma debelog creva (Stojanovi¢ et al., 2015). Pokazano je da Hcy podstice rast malignih
¢elija karcinoma debelog creva u kulturi i da se Hcy indukovan efekat podsticanja rasta
umanjuje prilikom tretmana FK (Akoglu et al., 2004). Mnogobrojne studije koje su istrazivale
potencijalnu ulogu statusa homocisteina u patogenezi karcinoma debelog creva prijavile su
kontroverzne rezultate. U studiji slu¢aja i kontrole, koncentracija ukupnog Hcy bila je znacajno
visa kod ljudi obolelih od karcinoma debelog creva poredeno sa kontrolama (Ferroni et al.,
2012). Univarijantna analiza pokazala je da koncentracija Hcy znacajno pozitivno korelira sa
koncentracijom interleukina-6 i faktorom nekroze tumora a, i kod pacijenata sa karcinomom
debelog creva, kao i kod pacijentkinja sa karcinomom dojke. Nezavisna pozitivna korelacija
faktora nekroze tumora a. sa ukupnim Hcy kod pacijenata sa navedenim malignitetima, ukazuje
na to da inflamatorni odgovor moze biti udruzen sa povisenjem koncentracije Hcy u Krvi.
Ostecenje tkiva izazvano Hcy prilikom progresije karcinoma udruzeno je i sa promenom
ekspresije adhezionih molekula, citokina i hemokina (Ferroni et al., 2012). Studija (Battistelli
et al., 2006) pokazuje da pacijenti sa nemetastatskim karcinomom debelog creva, koji su bili
pogodni za hirursko lecenje, imaju statisti¢ki znacajno visu koncentraciju Hcy u krvi nego
zdravi pojedinci kao i da porast koncentracije Hcy prisutan kod nosilaca C/C i C/T genotipa
C677TMTHFR mutacije. Ista studija ukazuje na to da navedena mutacija moze biti povezana
sa brzinom metionin-zavisne proliferacije malignih ¢elija karcinoma debelog creva i moze
delovati kao potencirajuci faktor za razvoj karcinomom indukovane trombofilije. Isto tako, TT
genotip MTHFR uvecava rizik od nastanka karcinoma debelog creva u starijoj populaciji zbog
poremecaja metabolizma FK (Shannon et al., 2002). Odredene studije pak pokazuju da C677T
ima zastitni efekat na razvoj karcinoma debelog creva u populaciji sa malom varijabilno$cu
alela i optimalnim unosom FK (Delgado-Plasencia et al., 2013).

Visoka koncentracija Hcy duplo povecava verovatnocu za incijalnu pojavu i za
recidiviranje adenoma debelog creva (Bobe et al., 2010). Randomizovana klinicka studija koja
je ispitivala uticaj FK i/ili aspirina u prevenciji kolorektalnih adenoma, nije registrovala
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povezanosti izmedu koncentracije ukupnog Hcy u plazmi i rizika od povratka adenoma u
grupama koje su primale placebo naspram grupa koje su bile na rezimu suplementacije FK
(Levine et al., 2010).

1.9. Bioloski znac¢aj vitamina B6

Vitamin B6 je veoma vazan molekul neophodan za optimalno odrzavanje zdravlja i
fiziolosko funkcionisanje organizma. Naziv ,,vitamin B6* je zajednicki za grupu Sest hemijskih
jedinjenja rastvorljivih u vodi: piridoksal, piridoksamin i piridoksin, kao i njihovi 5’-fosfatni
analozi. Najaktivnija forma vitamina B6, je piridoksal fosfat. U ovom obliku vitamin B6 se u
organizmu koristi kao kofaktor za preko 150 razli¢itih reakcija (Hellmann i Mooney, 2010).
Buduci da je vitamin B6 prisutan u toliko mnogo reakcija u telu, nije iznenadujuce Sto njegov
nedostatak ima znacajne klini¢ke implikacije. Preporu¢eni dnevni unos vitamina B6 za odrasle
prema WHO je 1,3-1,7 mg dnevno, a prema podacima Sluzbe za poljoprivredna istrazivanja
Ministarstva poljoprivrede Sjedinjenih Americkih Drzava 2 mg dnevno (Slika 5). Vitamin B6
je vazan za metabolizam i eukariotskih i prokariotskih ¢elija, medutim, visi organizmi nisu u
stanju da ga proizvedu, stoga moraju da ga unose ishranom iz namirnica koje sadrze vitamin
B6 proizveden od strane bakterija i gljivica. Ipak, ljudski organizma poseduje specifi¢ne enzime
piridoksal kinaze, tako da je sposoban da neaktivne oblike vitamina B6 fosforiliSe u aktivni
oblik (DiSalvo et al., 2011). Vitamin B6 je ukljucen u reakcije metabolizma, ugljenih hidrata,
lipida, aminokiselina i nukleinskih kiselina. Najvazniji biohemijski procesi u kojima vitamin
B6 ucestvuje kao kofaktor su: razgradnja glikogena enzimom glikogen fosforilazom,
metabolizam aminokiselina. U navedenim metaboli¢kim reakcijama, vitamin B6 uéestvuje u
procesu transaminacije i dekarboksilacije kao koenzim. Vitamin B6 je vazan i u reakcijama
koje su katalizovane enzimima sintazama i racemazama.

Kljuéni metabolicki putevi u ¢ijoj regulaciju u¢estvuje vitamin B6 i ¢ije promene usled
deficita vitamina B6 mogu da utiCu na zdravlje ljudi jesu metabolizam Hcy, metabolizam
sfingozin fosfata, katabolizam triptofana i delovanje transkripcionog faktora NF-kB (Salata et
al., 2012; Desbarats, 2020). Vitamin B6 ostvaruje uticaj na renin-angiotenzin sistem i proces
hemostaze, osigurava homeostazu endotela, i reguliSe agregaciju trombocita. Takode, ovaj
vitamin je bitan za regulaciju enzima serin hidroksimetiltransferaza (SHMT) izoforme 2, koji
je ukljucen u metabolizam folata.

SHMT2 takode reguliSe produkciju interferona tipa 1 (Walden et al., 2019; Snell i
Brooks, 2015), u ¢emu se ogleda bitna uloga vitamina B6 i u antivirusnoj zastiti. Vitamin B6
ima vaznu ulogu u metabolizmu Hcy u trans-sulfuracijskom metabolickom putu gde kao
kofaktor enzima CBS i CGL omogucéava konverziju Hcy u Cys. Nedostatak vitamina B6
rezultuje neadekvatnom funkcionalno$¢u trans-sulfuracijskog puta, $to kao posledicu izaziva
nakupljanje Hcy u organizmu i ozbiljne posledice po kardiovaskularni i digestivni sistem
(Ganguly i Alam, 2015; Keshteli et al., 2015).
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Slika 5. Hemijski oblici vitamina B6 i prirodne namirnice bogate vitaminom B6. PDU —
preporuceni dnevni unos, B6 — vitamin B6, PPO — piridoksin 5’-fosfat oksidaza, PK — piridoksal
kinaza, FOS — fosfataza (llustracija preuzeta i modifikovana iz Mascolo et al., 2020; podaci
preuzeti sa zvanickog sajta Sluzbe za poljoprivredna istrazivanja Ministarstva poljoprivrede
Sjedinjenih Americkih Drzava).

Podaci iz literature pokazuju da vitamin B6 ostvaruje smanjenje inflamatornog procesa
u organizmu uticajem na aktivnost inflamazoma posebno njihove komponente, NLRP3
senzornog proteina (Zhang et al., 2016).Vitamin B6 ima ulogu i u proliferaciji T limfocita kao
i u sintezi brojnih interleukina, dok suprotno, njegov nedostatak dovodi do neadekvatne
regulacije razli¢itih faza u imunskom odgovoru ukljué¢ujuci Smanjenu sintezu antitela, snizenu
produkciju IL-2, a povisenu produkciju IL-4 (Qian et al., 2017). Hroni¢na inflamacija u tkivima
moze dovesti do pokretanja procesa maligne alteracije, a vitamin B6 ima ulogu u modulaciji
imunskog odgovora i ucestvuje kao kofaktor za kriti¢ne enzime u putevima metil metabolizma.
Vitamin B6 igra klju¢nu ulogu u kinureninskom putu kao kofaktor enzima kinureninaze. Ovaj
metaboli¢ki put proizvodi anti-inflamatorne molekule kao $to su kinurenini (Salata et al., 2012).
Istrazivanja pokazuju da optimizovana aktivnost kinureninaza sa svojim kofaktorom vitaminom
B6 moze inhibirati progresiju kancera in vivo (Zhang at al., 2016). Krajnji metabolit
Kinureninskog metabolickog puta, 8-hidroksikvinolinska kiselina ima antiproliferativne i
antimigracione efekte na Celije karcinoma debelog creva (Zhang at al., 2016).

Deficit vitamina B6 kod ljudi takode je povezan sa razvojem ateroskleroze, mozdanim
udarom i trombozom (Mocellin et al., 2017; Friso et al., 2001). Suplementacija vitamina B6 se
pokazala korisnom za smanjenje rizika od razvoja kardiovaskularnih bolesti kod muskaraca, ali
da takva veza nije postojala kod zena (Jeon i Park, 2019).
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1.10. BioloSki znacaj folne kiseline

FK je hidrosolubilan vitamin, a njeno ime vodi poreklo od reci folium §to na latinskom
jeziku znaci list. FK je poznata i kao vitamin B9. Molekulska struktura FK sadrzi tri razlicite
jedinice: ostatak glutaminske kiseline, pteroil grupu i para-aminobenzoevu kiselinu (Gazzali et
al., 2016). FK se u prirodi nalazi u redukovanom obliku u vidu folata (Shelke i Keith, 2011).
Ljudski organizam ne poseduje enzime pomocu kojih bi mogao da sintetise FK tako da njena
dostupnost organizmu zavisi od adekvatnog unosa namirnica koje prirodno poseduju FK u
vecoj koli¢ini (Slika 6), namirnica obogacenih FK, ili putem suplementacijskih preparata. FK
se apsorbuje iz digestivnog trakta aktivnim transportom preko visoko afinitetnog transportera
za folat u duodenumu i jejunumu. U hrani, folati se pojavljuju kao poliglutamati, koji se mogu
apsorbovati u crevima nakon enzimske konverzije u folatne monoglutamate (Milman, 2012;
Bernstein et al., 1970). FK u ¢elijama mora biti podvrgnuta dvostepenoj enzimskoj reakciji pre
nego Sto postane aktivan koenzim THF (Scaglione i Panzavolta, 2014). Nakon toga, THF se
konvertuje u 5,10- metilentetrahidrofolat i redukuje se pomo¢u MTHFR u 5-metil
tetrahidrofolat, koji je ukljué¢en u remetilaciju Hcy u Met, donirajuéi preostalu metil grupu u
reakciji koju katalizuje enzim MS.

FK je esencijalan vitamin za proces sinteze nukleotida i proliferaciju celija kao i za
remetilaciju Hcy u Met i ukljucena je u metilacioni ciklus (Enderami et al., 2018). Optimalni
unos FK tokom trudnoée kljucan je za fiziolosko razvijanje neuralne cevi ploda (Scaglione i
Panzavolta, 2014). S druge strane, deficit FK je povezan sa nekoliko patoloskih stanja poput
anemije, kardiovaskularnih bolesti, a ¢esto je prisutan deficit FK i medu pacijentima koji pate
od inflamatornih bolesti creva (Pan et al., 2017). Nedostatak FK moze biti rezultat nedovoljnog
unosa, vece potraznje, malapsorpcije ili primene odredenih lekova i moze dovesti do pove¢anog
rizika od brojnih bolesti, kao $to su kardiovaskularne bolesti i tumori. Nedostatak FK moze
rezultirati HHcy i poremecajima sinteze proteina i DNK (Karakoyun et al., 2019). FK ucestvuje
u jednougljeni¢cnom (1C) metabolizmu, jer se 1C jedinice prenose na THF i esencijalne su za
sintezu DNK. SAM je metil donator za biolosku metilaciju, uklju¢uju¢i metilaciju DNK, RNK
i proteina. Niska koncentracija FK tokom ¢elijske deobe inhibira konverziju deoksiuridin
monofosfata u deoksitimidin monofosfat prilikom sinteze DNK. Nedostatak FK moze dovesti
do genomske hipometilacije (Duthie et al., 2002). Dokazano je da metilacija citozina u DNK
sekvenci igra vaznu ulogu u genskoj ekspresiji (Otani et al., 2005). Hipometilacija uzrokovana
nedostatkom FK moze dovesti do indukcije protoonkogena, koji podsticu kancerogenezu
(Duthie et al., 2002).
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1. Mlada zelena soja 2. Soéivo

6 O< _OH é 100 g sadrzi ¢ :% 100 g sadrzi
T 311 ng FK=78% PDU || T _L5Y 181 ng FK =45% PDU
0. i N7 o)
N 10 [: [ |} N 3.A 4. Spanaé
1 N H N . Asparagus . Spana¢é
ol \]A'l“ H( =J\°" ™ o
s z H E O
H,N” N7 °N

‘ =
S 100 g sadrzi 4{/‘ 100 g sadrzi

o |:
=i -~ ra\ 149 pg FK = 37% PDU <” 146 ng FK = 37% PDU
2-amino- Para 0~ "OH
4-hidroksi- aminobenzoeva Poliglutamat 5. Zelena salata 6. Brokoli
pteridin kiselina 3

100 g sadrzi
108 pg FK = 27% PDU

&) 100 g sadrzi
136 pg FK = 34% PDU
U prirodnim izvorima folna kiselina se |

nalazi u obliku poliglutamata TAvekata 8. Ma"go

‘ 100 g sadrzi 6 100 g sadrzi
Q 81 ug FK =20% PDU < 43ugFK=11%PDU

L

Slika 6. Hemijska formula folne kiseline i prirodne namirnice bogate folnom kiselinom. PDU
— preporuceni dnevni unos (llustracija preuzeta i modifikovana iz Ly et al., 2012; podaci
preuzeti sa zvanicnog sajta Sluzbe za poljoprivredna istrazivanja Ministarstva poljoprivrede
Sjedinjenih Americkih Drzava).

Folna kiselina je osnovna za pravilan razvoj trudnoce, jer njen nedostatak povecava rizik
od defekata neuralne cevi kod dece, dok njena suplementacija tokom trudno¢e smanjuje rizik
od sr¢anih poremecaja (Shelke i Keith, 2011). Zapravo, povecana potreba ploda za FK tokom
gestacije moze dovesti do smanjenja njegove koncentracije U krvi majke. Klju¢no je da folna
kiselina ucestvuje u sintezi proteina i amino kiselina, kao i u celijskoj proliferaciji, Sto je
posebno vazno u prvih nekoliko nedelja gestacije. Suplementacija FK, mozZe smanjiti rizik od
preeklampsije kod trudnica (Liu et al., 2018). Suplementacija FK (400 ug/dan) tokom pet
nedelja znaCajno povecava nivoe folata u serumu kod trudnica (Kondo et al., 2011).
Trudnicama, ili Zenama koje pokuSavaju da zatrudne, preporuCuje se da zapocnu sa
suplementacijom 12 nedelja pre trudnoce 1 da je nastave tokom cele trudnoce, kao i tokom
postporodajnog perioda i dojenja.

FK je vazna i za eritropoezu, stoga njen nedostatak moze dovesti do makrocitne anemije
usled apoptoze eritroblasta (Ghishan i Kiela, 2017). Suplementacija FK je preporucena i za
pusace, osobe koje se leCe aspirinom, pacijente koji pate od bolesti bubrega, osoba sa HHcy,
kao i kod pacijenata sa bolestima koje bi mogle da uzrokuju malapsorpciju FK, na primer,
inflamatorne bolesti creva (Likis, 2016). Zeleno lisnato povrce, oraSasti plodovi i mahunasto
povrce su bogati prirodni izvori FK (Likis, 2016). Bioraspolozivost folata iz prirodnih izvora je
procenjena na priblizno 50%, §to je polovina u odnosu na sintetske folate u suplementima ¢ija
je bioraspolozivost izmedu 85-100% (Shelke i Keith, 2011), a pored toga uzimanje
suplemenata FK vremenski blizu uz obrok smanjuje bioraspolozivost FK. Dnevne potrebe za
folnom kiselinom zavise od zdravstevnog stanja osobe. Folna kiselina, sli¢no kao i drugi
vitamini rastvorljivi u vodi, ne akumulira se u ljudskom telu i retko je poznata kao uzrok
toksi¢nih efekata (Shelke i Keith, 2011).
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1.11. Fizi¢ka aktivnost i hiperhomocisteinemija

Fizicka aktivnost je jedan od vaznih faktora u prevenciji kardiovaskularnih rizika.
Medutim, pitanje da li fizicka aktivnost i vezbanje imaju efekat na koncentraciju Hcy i dalje
ostaje nejasno s obzirom da razlicite studije daju razlicite rezultate koji su Cesto kontradiktorni
(Maroto-Sanchez et al., 2013; Joubert et al., 2006). Prilikom ispitivanja povezanosti fizicke
aktivnosti i Hey razlicite studije su se fokusirale na razli¢ite faktore kao na primer: uticaj
zivotnog stila, ishrane, nivoa fizicke aktivnosti, kardiovaskularne kondicije, hroni¢nog ili
akutnog efekta vezbanja, a takode je ispitivanje vrSeno i na raznovrsnim populacijama, na
zivotinjama 1li razli¢itim grupama ljudi: sedentarni, stariji, sportisti, gojazni, Zene ili deca.
Uzevsi u obzir veliku varijabilnost u metodologiji razli¢itih studija veoma je teSko posti¢i
saglasnost i doneti univerzalni zakljucak (Maroto-Sanchez et al., 2016).

Pojedine studije su dokazale da nakon perioda treninga dolazi do smanjenja
koncentracije Hcy u krvi (Randeva et al., 2002; Choi et al., 2014) ili da je niska koncentracija
Hcy bila povezana sa visokim nivoima fizicke aktivnosti i boljom kardiorespiratornom
kondicijom (Kuo et al., 2005; Ruiz et al., 2007). Za razliku od navedenih rezultata, druge studije
su pokazale da nakon akutnog vezbanja, perioda treninga ili nakon odredenog sportskog
takmicenja dolazi do porasta koncentracija Hcy u krvi (Duncan et al., 2004; Herrmann et al.,
2003; Konig et al., 2003). Ta¢an mehanizam kojim vezbanje uti¢e na koncentracije Hey i dalje
je nepoznat. Stoga je vazno razlikovati vrstu vezbanja i treninga, kao i njihove intenzitete 1
trajanja, kako bismo dublje razumeli osnovne mehanizme varijacija koncentracije Hcy u krvi
usled vezbanja. Odredene eksperimentalne studije su ispitale efekte akutnog vezbanja na
koncentraciju Hcy, variraju¢i stepen intenziteta, trajanja i tipa vezbanja. Vecéina pregledanih
Clanaka iz ove kategorije pronasla je povisenje koncentracije Hcy u krvi odmah nakon akutnog
vezbanja. Rezultati jedne studije pokazuju povisenje koncentracije Hcy u krvi nakon 1 i 24 sata
triatlonskog takmicenja (Konig et al., 2003), dok se u drugoj studiji isti ovakav odgovor postize
nakon razli¢itth modaliteta aerobnih vezbi (Herrmann et al., 2003). Navedene studije
pretpostavljaju da intenzitet i trajanje vezbanja mogu uticati na koncentraciju. Suprotno tome,
druge studije koje ukljuCuju razliCite intenzitete vezbanja pokazale su da je poviSenje
koncentracije Hcy nezavisno od stepena aktivnosti ili vrste aktivnosti (Iglesias-Gutierrez et al.,
2012; Venta et al., 2009).

| u okviru studija koje analiziraju efekte hroni¢nih vezbanja na koncentracije ukupnog
Hcy u krvi, tesko je posti¢i saglasnost zbog raznovrsnosti tipova vezbanja i programa treninga.
Odredena istrazivanja su pokazala pad koncentracije Hcy u krvi nakon aerobnih treninga
(Randeva et al., 2002; Choi et al., 2014), i nakon treninga koji ukljucuje vezbe sa otporom
(Vincent et al., 2003; Vincent et al., 2006). Nasuprot navedenih nalaza, druge studije su prijavile
povisenje koncentracije Hcy. Dve studije su detektovale povisene koncentracije Hcy, medutim
dobijene vrednosti su bile unutar opsega fizioloskih referentnih vrednosti (< 15 pmol/L) (Guzel
et al., 2012; Molina-Lopez et al., 2013). U studiji Okura i saradnika primeceni su razli¢ite
promene koncentracije Hcy u zavisnosti od pocetne koncentracije Hey (Okura et al., 2006).
Porast koncentracije Hcy je izmeren nakon treninga kod ispitanika sa fizioloskim pocetnim
koncentracijama Hcy dok je suprotan efekat uocen kod ispitanika sa HHcy na pocetku treninga,
kod kojih je nakon programa vezbanja doslo do snizenja koncentracije Hey (Okura et al., 2006).

Nasuprot rezultatima koji pokazuju pozitivhu i negativnu korelaciju vezbanja sa
koncentracijom Hcy, druge studije ukazuju da trening ne menja koncentracije Hcy (Boreham
et al., 2005).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA




3.

Ciljevi ovog istrazivanja su bili:

Odrediti koncentraciju Hcy u serumu pacova kojima je svakodnevno tokom 14 uzastopnih
dana davan Hcy potkozno (eksperimentalne grupe), kao i pacovima u kontrolnim grupama, i
dokazati razvijenu HHcy kod pacova u eksperimentalnim grupama.

Ispitivanje efekata subhronicne HHcy izazvane potkoznim davanjem Hcy tokom 14
uzastopnih dana na:

a.
b.
C.

telesnu masu zivotinja kroz nedelje eksperimentalnog protokola

indeks sr¢ane mase (ISM)

kardiovaskularne biomarkere u serumu: koncentracija Hcy, HOL, LDL, HDL,
triglicerida (TG), aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH), koncentracija visoko
senzitivnog troponina T (hs-TnT), vitamina B12 i folata

hemostatske biomarkere u plazmi: fibrinogen, D-dimer i vonWilebrand-ov faktor
(VWF)

hepato-renalno-pankreati¢éne biomarkere: koncentracija glukoze, ukupnih proteina,
albumina, aktivnost aspartat aminotransferaze (AST), aktivnost alanin
aminotransferaze (ALT), koncentracija uree, kreatinina, mokra¢ne kiseline, aktivnost
amilaze, koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP)

parametre oksidativnog stresa u homogenatima tkiva srca, jetre i kolona pacova: CAT,
SOD - ukupna aktivnost enzima, distribucija izoformi SOD i stepen lipidne
peroksidacije - koncentracija malondialdehida (MDA)

aktivnosti metaboli¢kih enzima LDH i MDH (ukupna aktivnost i distribucija
odgovarajucih izoformi) u homogenatima tkiva srca, jetre i kolona pacova

aktivnosti matriks metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9 u homogenatima tkiva srca,
jetre i kolona pacova

prisustvo histoloskih promena i na histomorfometrijske parametre na mikroskopskim
ise¢cima tkiva pacova:

« srce: ishemijske promene, proliferacija vezivnog tkiva, debljina zida leve komore,
debljina zida desne komore, debljina interventrikularnog septuma, transverzalni
dijametar kardiomiocita

« aorta: prisustvo aterosklerotskin  promena i remodelovanja  aorte
histomorfometrijskom analizom (debljina tunike medije, rastojanje izmedu
elasti¢nih lamina, broj elasti¢nih lamina)

 jetra: prisustvo polja nekroze, promena arhitektonike hepati¢nog lobulusa,
proliferacija vezivnog tkiva, masna promena jetre, edem

« kolon: dubina Liberkinovih kripti, debljina tunike mukoze, debljina lamine
muskularis mukoze, ukupna debljina zida debelog creva, broj ¢elija u lamini
propriji na 0,1 mm?

Ispitivanje efekata intraperitonealnog davanja vitamina B6, FK, kombinovane aplikacije
vitamina B6 i FK, kao i efekata dozirane aerobne fizi¢ke aktivnosti kod pacova u kontrolnoj
grupi i u uslovima subhroni¢ne HHcy izazvane potkoznim davanjem Hcy tokom 14 uzastonih
dana na:

a.
b.
C.

telesnu masu Zivotinja kroz nedelje eksperimentalnog protokola

ISM

kardiovaskularne biomarkere u serumu: koncentracija Hcy, HOL, LDL, HDL, TG,
LDH, hs-TnT, vitamina B12 i folata
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hemostatske biomarkere u plazmi: fibrinogen, D-dimer i VWF
hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere: koncentracija glukoze, ukupnih proteina,
albumina, aktivnost AST, aktivnost ALT, koncentracija uree, kreatinina, mokra¢ne
Kiseline, aktivnost amilaze, koncentracija CRP

parametre oksidativnog stresa u homogenatima tkiva srca, jetre i kolona pacova: CAT,
SOD - ukupna aktivnost enzima i stepen lipidne peroksidacije - koncentracija MDA
aktivnosti metabolickih enzima LDH i MDH u homogenatima tkiva srca, jetre i kolona
pacova

. prisustvo histoloskih i na histomorfometrijske parametre na mikroskopskim iseccima
tkiva pacova:

srce: ishemijske promene, proliferacija vezivnog tkiva, debljina zida leve komore,
debljina zida desne komore, debljina interventrikularnog septuma, transverzalni
dijametar kardiomiocita.

aorta:  prisustvo  aterosklerotskin  promena i  remodelovanja  aorte
histomorfometrijskom analizom (debljina tunike medije, rastojanje izmedu elasti¢nih
lamina, broj elasti¢nih lamina).

jetra: prisustvo polja nekroze, promena arhitektonike hepaticnog lobulusa,
proliferacija vezivnog tkiva, masna promena jetre, edem.

kolon: dubina Liberkinovih kripti, debljina tunike mukoze, debljina lamine muskularis
mukoze, ukupna debljina zida debelog creva, broj ¢elija u lamini propriji na 0,1 mm?,
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3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Kao eksperimentalne Zivotinje u istrazivanju su kori§¢eni pacovi soja Wistar albino,
muzjaci ¢ija je telesna masa na pocetku eksperimentalnog protokola iznosila priblizno 160 g i
Cija je starost bila 15-20 dana. Pacovi su nabavljeni iz vivarijuma Vojnomedicinske akademije
u Beogradu. Pacovi su ¢uvani u paru u kavezima napravljenim od providnog pleksiglasa. Dno
kaveza je bilo oblozeno Suskom, a hrana i voda su pacovima bile slobodno dostupne (ad
libitum). Pacovi su se nalazili u stalno regulisanim ambijentalnim uslovima (temperatura
prostorije = 21 + 2 °C; vlaznost vazduha = 55 £ 5 %). Ciklus svetlo-tama je regulisan na 12
¢asova sa pocetkom izloZenosti svetlu od 07:30 ¢asova). Pacovi su se adaptirali na ambijentalne
uslove u trajanju od 3 uzastopna dana, nakon Cega je zapoCet eksperimentalni protokol.
Istrazivanje je odobreno od strane Eticke komisije za dobrobit eksperimentalnih Zivotinja,
Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, Uprava za veterinu, Republika Srbija
(reSenje broj: 323-07-02523/2018-05). Svi postupci u toku izvidenja eksperimenta bili su u
skladu sa eti¢kim principima i propisanim zakonom o dobrobiti Zivotinja (EU direktiva za
zastitu ki¢menjaka koji se koriste u eksperimentalne i druge nau¢ne svrhe 86/609/EES).

3.2. Eksperimentalne grupe
Pacovi su podeljeni u 12 grupa (Slika 7) i bili su tretirani prema slede¢em rezimu:

1. Kontrolna grupa (n=10) - aplikacija fizioloskog rastvora (f.r.) 0,2 mL s.c. 2x/dan u
razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana (K-14)

2. Eksperimentalna grupa (n=10) - aplikacija D,L-homocisteina (0,45 pumol/g tm. s.c.)
2x/dan u razmaku od 8 casova, tokom 14 uzastopnih dana (H-14) (Pavlikova et al.,
2011).

3. Kontrolna grupa (n=10) - aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) 2x/dan u
razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i fizioloSkog rastvora (f.r. 0,5mL i.p.)
jedan put dnevno tokom 28 uzastopnih dana (K-28).

4. Eksperimentalna grupa (n=10) - aplikacija D,L-homocisteina (0,45 pmol/g tm. s.c.)
2x/dan u razmaku od 8 ¢asova, tokom uzastopnih 14 dana i fizioloSkog rastvora (f.r. 0,5
mL i.p.) jedan put dnevno tokom 28 uzastopnih dana (H-28).

5. Kontrolna grupa (n=10) - aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) 2x/dan u
razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i vitamina B6 (7 mg/kg tm. i.p.) jedan
put dnevno tokom 28 uzastopnih dana (K-B6).

6. Eksperimentalna grupa (n=10) - aplikacija D,L-homocisteina (0,45 pmol/g tm. s.c.)
2x/dan u razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i vitamina B6 (7 mg/kg tm.
i.p.) jedan put dnevno tokom 28 uzastopnih dana (H-B6).

7. Kontrolna grupa (n=10) - aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) 2x/dan u
razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i folne kiseline (5 mg/kg tm. i.p.) jedan
put dnevno tokom 28 uzastopnih dana (K-FK).

8. Eksperimentalna grupa (n=10) - aplikacija D,L-homocisteina (0,45 pmol/g tm. s.c.)
2x/dan u razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i folne kiseline (5 mg/kg tm.
i.p.) jedan put dnevno tokom 28 uzastopnih dana (H-FK).

9. Kontrolna grupa (n=10) - aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) 2x/dan u
razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i vitamina B6 (7 mg/kg tm. i.p.) i folne
kiseline (5 mg/kg tm. i.p.) jednom dnevno tokom 28 uzastopnih dana (K-B6+FK).

10. Eksperimentalna grupa (n=10) - aplikacija D,L-homocisteina (0,45 pumol/g tm. s.c.)
2x/dan u razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 uzastopnih dana i vitamina B6 (7 mg/kg tm.
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1.p.) i folne kiseline (5 mg/kg tm. i.p.) jednom dnevno tokom 28 uzastopnih dana (H-
B6+FK).

11. Kontrolna grupa (n=10) - aplikacija fizioloskog rastvora (f.r. 0,2 mL s.c.) 2x/dan u
razmaku od 8 casova, tokom 14 uzastopnih dana + tretman aerobnom fizickom
aktivno$c¢u tokom 28 uzastopnih dana (K-FA).

12. Eksperimentalna grupa (n=10) - aplikacija D,L-homocisteina (0,45 umol/g tm. s.c.)
2x/dan u razmaku od 8 ¢asova, tokom 14 dana + tretman aerobnom fizi¢kom aktivno$éu
tokom 28 uzastopnih dana (H-FA).

Dnevne potrebe pacova za unosom FK iznose priblizno 2 mg/kg, prema preporukama
National Research Council Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition iz 1995. god.
Ishrana koja sadrzi 8 mg/kg folne kiseline smatra se umerenom suplementacijom, Sto je
ekvivalentno dnevnom unosu izmedu 1 i 6 mg FK u humanoj populaciji. Navedene doze su u
skladu sa preporu¢enim dnevnim dozama za ljude (Partearroyo et al., 2016). U nasem
istrazivanju, upotrebljena je dnevnu dozu FK 5 mg/kg.

Preporuka za unos vitamina B6 kad pacova u toku jednog dana varira izmedu 6 i 7
mg/kg, prema preporukama National Research Council Subcommittee on Laboratory Animal
Nutrition iz 1995. god. Utvrdeno je da minimalni nivo od 1 mg/kg vitamina B6 sprecava
posledice nedostatka ovog vitamina, koje uklju¢uju depresiju rasta (Coburn, 1994). U naSem
istrazivanju, namera je bila da se ispita da li dodatna primena vitamina B6, u preporucenoj dozi
od 7 mg/kg, izaziva pozitivne efekte na zdravlje, kontrolnih pacova i pacova sa eksperimentalno
indukovanom HHcy.

Griipa PotkoZna Intraperitonealna ili Aerobni tredmil in\'m'anjc Uzorkovanje krvi i organa:
I aplikacija supstanci (s.c.) aplikacija supstanci (i.p.) trening giljotinom (srce, aorta, jetra i kolon)
. =
- NaCl(0,9 %) 14 dana * ﬁ
K-1 4 & 0,2 mL/dan s.c. B _— I w ]
(n=10) 14 dana (2x/dan - 8h interval) e
Homocistein {4 dana T ,} ﬁ
. 0,45 pmol/g t.m./dan s.c. - —l l & ' p
Il'l 4 14 dana (2x/dan - 8h interval) . -
(n=10) - - "
? NaCl1(0,9 %) NaCl1(0.9 %) 28 dana —_— f ﬁ ’
K-28 & 0.2 mL/dan s.c. + 02mL/dan i.p. g l ) !
(n=10) ‘ 14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan)
Homocistein NaCl(0,9 %) 28 dana T )f‘ ﬁ
H-28 < 045pmol/g tm./dans.c. T 0.2mL/dani.p. ; —*l () " ’
(n=10) . 14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan) L
=
- o Vitamin B6 28 dana f
Ns ,9 %
> . NaC 1(01 0) + 7 mg/kg t.m. i.p. | Q
K-B6 0,2 mL/dans.c.a 2/kg ; o |
i s 3 28 dana (1x/dan) | |
(n=10) 14 dana (2x/dan - 8h interval) - L
Homocistein Vitamin B6 . 28 dana f Q
H-I ‘ 0,45 pmol/g t.m./dans.c + 7mg/kg l.m: Ly é l o |
= ;6 14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan) =
(n=10)
L
7 NaC1(0.9 %) Folna kiselina 28 dana W 8
K FK & 0,2 mL/dans.c. a +: 5 mg/kg t.m. i.p. 2 1 l &) '
( & 10) , 14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan) -
n=
» Homocistein 4t Folnakiselina 28 dana T f‘ ﬁ
'I FK g 0,45 pmol/g t.m./dans.c. 5 mg/kg t.m. i.p. y l &N [ | ?
14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan) -
(n=10) 4
- L
. NaCl1(0.9 %) 4 Folnakiselina 28 dana ﬁ I )?{ ﬁ
K-B6+FK 0,2 mL/dan s.c.a 5 mg/kg t.m. ip. : _'l o |
== ; 14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan)
(n=10) - »
" Homocistein ] Folna kiselina 28 dana f
H-B6+FK ° 0,45 pmol/g t.m./dans.c. 5 mg/kg t.m. i.p. s ' l o |
14 dana (2x/dan - 8h interval) 28 dana (1x/dan)
(n=10) Avrobii trediniliteci = (
= g Acrobni tredmil trening 28 dana f"
y NaCl1(0,9 %) ] Dujina trajanja: 30 min/dan ———» | = —1 @ |
K—FA = 0,2 mL/dans.c. (k :')_ Ge ] Brzina trake: 20 m/min -
(n=10) 14 dana (2x/dan - 8h interval) = Nagib trake: 0° 5 = ﬁ
” Homocistein Aerobni tredmil trening 28 dana —_— )f. \ | ’
H-FA < 0,45 pmol/g t.m./dans.c. DuZina trajanja: 30 min/dan - l s

(n=10) 14 dana ("\ dan - 8h interv: 'll) @ ® = ] Brzina trake: 20 m/min

Nagib trake: 0°

Slika 7. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola
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3.3. Protokol aerobne fizi¢ke aktivnosti

Protokol dozirane aerobne fizicke aktivnosti izveden je na tredmilu za male
eksperimentalne zivotinje (EIUnit, Beograd, Srbija). Na jednom kraju trake za tréanje nalazile
su se elektrode koje proizvode elektrosok jacine 0,2 mA, ¢ime su pacovi stimulisani da trce
unapred. Sa druge strane, na pocetku trake, nalazila se pozitivna stimulacija u vidu zatamnjenog
prostora. Zivotinja, sa ciljem da izbegne elektri¢ni nadrazaj na krajnjoj strani trake, tréi ka
suprotnoj, zatamnjenoj strani (Slika 8). Kompjuterskim programom (eTreadSoft, ElUnit,
Beograd, Srbija) je unapred definisan protokol rada trake. Nagib trake se podesava manuelno i
iznosio je 0°. Svi pacovi iz treniranih grupa (K-FA i H-FA) navikavani su na tredmil i u¢eni da
trée tokom 3 vezana. Tokom perioda navikavanja brzina kretanja trake iznosila je 10 m/min, a
duZina treninga 10 min. Pacovi koji su odbijali da trce ili su tréale ispodprose¢no su eliminisani
iz studije.

Nakon adaptacije zivotinje iz treniranih grupa (K-FA i H-FA) podvrgnute su
kontinuiranom aerobnom tredmil treningu tokom 28 vezanih dana. Duzina treninga je iznosila
30 min/dan (subhroni¢ni trening) a brzina tredmil trake je bila podesena na 20 m/min. Podaci
iz literature pokazuju da se pri navedenoj brzini trake od 20 m/min postize ravnoteza u brzini
stvaranja i uklanjanja, tj. postize se stabilizacija koncentracije laktata u krvi pacova (Manchado
et al., 2005), stoga trening pod ovakvim uslova predstavlja aerobni trenig.

Zatamnjen deo prostora -
A pozitivna stimulacija Elektrode, I = 0.2 mA

EUnit - Animal Treadmill for Rats Gragh potspeed ey prm Onine ]

ﬂ
8
§

.

. .
e RO (| 00 L
Ostaoce (R s

BRRRR | RRRRR ) RRRRR|HOINY

[Remove J[ femeve ][ Remeve [ femere ]

Time | Time 2 Time 3 Time 4

Outance ! Dwstance?  Ontance3  Dwstanced Description
a0 oo)m @l fm a9 1

Slika 8. Tredmil aparat za male eksperimentalne Zivotinje (A) i kompjuterski program
eTreadSoft za upravljanje tredmil aparatom za male eksperimentalne zivotinje (B).
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Posle 14. dana tretmana izvrseno je zrtvovanje zivotinja u grupama K-14 i H-14, a nakon
28. dana tretmana zrtvovanje zivotinja iz ostalih grupa giljotinom za male eksperimentalne
zivotinje. Nakon dekapitacije prikupljeni su uzorci krvi, a potom je izvrSeno i hirursko
izolovanje srca, aorte, jetre i debelog creva. Izmerena je masa srca i izra¢unata vrednost ISM
prema formuli: ISM = (masa srca (g)/ telesna masa pacova (g)).

3.4. Varijable koje su pracene u studiji

U studiji je analiziran uticaj eksperimentalnih tretmana na biohemijske promene u
serumu, plazmi, kao i u tkivu srca, jetre i kolona. Takode analizirane su i histoloske i
histomorfometrijske promene srcu, aorti, jetri i kolonu pacova.

3.4.1. Merenje biohemijskih parametara u serumu i plazmi

Na pocetku eksperimenta punkcijom repne vene uzorkovana je krv Zivotinjama iz K-14,
H-14, K-28 i H-28 grupe radi odredivanja bazalnih koncentracija Hcy u serumu.
Hiperhomocisteinemijom smatrane su vrednosti Hcy u serumu vise od 15 pmol/L.

Nakon zrtvovanja zivotinja krv za merenje laboratorijskih parametara u serumu i plazmi
prikupljana je u specijalne epruvete postupkom iskrvarenja Zivotinje. Nakon uzorkovanja,
plazma (antikoagulans Na-citrat) i serum su ostavljeni 15 min na sobnoj temperaturi, a potom
centrifugirani (15 minuta na brzini od 3000 obrtaja/min), nakon ¢ega je pristupljeno analizi. Od
parametara mereni su: kardiovaskularni biomarkeri u serumu: koncentracija Hcy, HOL, LDL,
HDL, TG, aktivnost LDH, koncentracija hs-TnT, vitamina B12 i folata; hemostatski biomarkeri
u plazmi: fibrinogen, D-dimer i VWF; hepato-renalno-pankreati¢ni biomarkeri: koncentracija
glukoze, ukupnih proteina, albumina, aktivnost AST, aktivnost ALT, koncentracija uree,
kreatinina, mokrac¢ne kiseline, aktivnost amilaze, koncentracija CRP. Navedeni parametri su
mereni na automatskom biohemijskom analizatoru (Dimension Xpand, Siemens)
spektrofotometrijski ili pomocu komercijalnih kitova (SiemensHealthcare Diagnostics Ltd.
Frimley, Camberley, UK).

3.4.2. Merenje biohemijskih parametara u tkivu srca, jetre i kolona

Za potrebe analize biohemijskih parametara u tkivima srca, jetre i kolona navedena tkiva
su homogenizovana u puferu koji sadrzi Tris-Cl, C = 20 mmol/L, pH = 7,5; 250 mmol/L
saharoze; Triton X-100, C = 1%; inhibitor proteaza fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), C =1
mmol/L i inhibitor proteaza leupeptin, C =1 pg/mL (Rouet-Benzineb et al., 1999). Tkivo i pufer
su pomesSani u odnosu 1:10, a zatim je tkivo homogenizovano na ledu, ako bi se hladenjem
sprecila denaturacija proteina. Za homogenizaciju tkiva upotrebljen je homogenizer (Witeg
Labortechnik GmbH, Verthajm, Nemacka). Homogenati tkiva su centrifugirani na brzini 20000
obrtaja/min na temperaturi +4 °C tokom 10 minuta. Supernatant je predstavljao celokupni
Celijski lizat u kome su mereni biohemijski parametri. Ovako pripremljeni uzorci su ¢uvani na
-20°C do vrienja analiza.

U homogenatima tkiva parametri su odredivani spektrofotometrijski upotrebom
spektrofotometra UV-2600 (Shimadzu, Kjoto, Japan).

Najpre je u svim homogenatima tkiva izmerena koncentracija proteina metodom po
Bradfordu (Bradford, 1976) tako sto je pomesan 1 mL Bradfordovog reagensa (Sigma-Aldrich,
Darmstat, Nemacka) sa 0,2 mL homogenata tkiva. Uzorci su odstojali na sobnoj temperaturi u
trajanju od 15 minuta, a sledstveno je na spektrofotometru ocitana apsorbanca na talasnoj duzini
595 nm. Umesto homogenata tkiva, slepa proba je sadrzala destilovanu vodu u istoj koli¢ini.
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Jednacina standardne krive pomocéu koje je ocitavana koncentracija proteina u uzorcima
dobijena je upotrebom rastvora govedeg serumskog albumina poznatih koncentracija i glasila
je: A=nxC +y (A - apsorbanca rastvora, n — nagib krive, C — koncentracija rastvora, y —
odsecak na y osi).

Kao pokazatelji oksidativnog statusa u homogenatima tkiva odredivani su sledeci
parametri: spektrofotometrijski aktivnost CAT, spektrofotometrijski ukupna aktivnost SOD kao
i distribucija SOD izoformi metodom nativne gel elektroforeze, spektrofotometrijski
koncentracija MDA kao pokazatelja lipidne peroksidacije.

Od metabolickih enzima spektrofotometrijski je merena ukupna aktivnost enzima LDH
i MDH, a nativnom gel elektroforezom detektovana je distribucija odgovarajucih izoformi LDH
i MDH.

Elektroforetskom tehnikom SDS-PAGE detektovane su aktivnosti MMP-2 i MMP-9
kao pokazatelji remodelovanja tkiva.

Za denzitometrijsku analizu izoformi enzima, izdvojenih na elektroforetskim plo¢ama,
koriS¢en je program (ImageJ 1.48v software, National Institutes of Health, Betesda, SAD).

3.4.2.1. Odredivanje parametara oksidativnog stresa u tkivu srca, jetre i kolona
3.4.2.1.1. Odredivanje aktivnosti katalaze u tkivu srca, jetre i kolona

Aktivnost katalaze u uzorcima homogenata tkiva merena je spektrofotometrijskom
metodom u c¢ijoj osnovi je merenje izmene apsorbance reakcione smeSe na 260 nm usled
razlaganja H>Oz u reakcionoj smesi (Beers i Sizer, 1952) (Slika 9). Reakciona smesa je sadrzala
1 mL 0,18% rastvora H20», koji je rastvoren u fosfatnom puferu (f.p.): C = 0,05 mol/L, pH =
7,0; 2 mL f.p. C = 0,05 mol/l, pH =7,0; i 200 uL homogenata tkiva. Vrednosti su predstavljene
kao jedinica enzimske aktivnosti (U) po miligramu proteina, pri ¢emu U predstavlja koli¢inu
katalaze koja ubrzava reakciju razgradnje 1 umol H202 u minutu, u ovako zadatim hemijskim
uslovima.

Spektrofotometrijsko merenje aktivnosti katalaze

Reagens i pufer Uzorak Slepa proba Spektrofotometar

H,0,,C=0.18 % aad ad —

Rastvoren u fosfatnom puferu :

C=10,05 mol/L, pH=7,0

Fosfatni pufer Ljy L...j“ s/ \“-\ y

= = L

€ =0,05 mol/L, pH=7.0 1,0, | mL 1,0, | mL AA )= 260 nm
Pufer 2 mL Pufer 2,2 mL
Homogenat tkiva 0,2 mL

Slika 9. Spektrofotometrijsko merenje aktivnosti katalaze.
3.4.2.1.2. Odredivanje aktivnosti SOD u tkivu srca, jetre i kolona

Ukupna aktivnost SOD je merena u uzorcima homogenata tkiva spektrofotometrijskom
metodom po Misra i Fridovich (Misra i Fridovich, 1972) (Slika 10). U osnovi ove metode je
merenje izmene apsorbance na 360 nm do koga dolazi usled sposobnosti SOD da u alkalnim
uslovima, pH = 10,2, vrsi inhibiciju spontane reakcije pri kojoj se adrenalin oksiduje u
adrenohrom. Reakciona smesa je sadrzala 0,1 mL adrenalina, C = 0,18 g/L (koji je rastvoren u
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HCL, C = 0,1 mol/L); 1,8 mL Tris-Cl pufera, C = 50 mmol/L, pH = 10,2; i 100 uL homogenata
tkiva. Vrednosti su predstavljene kao jedinica enzimske aktivnosti (U) po miligramu proteina
reakcije, pri ¢emu je U jednaka promeni apsorbance reakcione smese za 0,001 u minutu, u
ovako zadatim hemijskim uslovima.

Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti superoksid dismutaze

Reagens i pufer Uzorak Slepa proba Spektrofotometar
-y - g o |

Adrenalin, C=0,18 g/L ' R

rastvoren u HCL, C = 0,1 mol/L :

Tris-Cl pufer || | \'\" . j
C =50 mmol/L, pH = 10,2 1 (g < y

N o e ]
Adrenalin 0,1 mL Adrenalin 0,1 mL. AA A =360 nm

Pufer 1,8 mL Pufer 1,9 mL
Homogenat tkiva 0,1 mL

Slika 10. Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti superoksid dismutaze.
3.4.2.1.3. Odredivanje izoformi SOD u tkivu srca, jetre i kolona

Izoforme SOD su razdvojene tehnikom nativne poliakrilamid gel elektroforeze u 7,5 %
gelu (Flohe i Otting, 1984) (Slika 11). Najpre su uzorci pomesani sa puferom za vezivanje tkiva
(eng. tissue binding buffer, TBB) koji sadrzi Tris-Cl 2,5 mL, C = 0,5 mol/L, pH = 6,8; glicerol
2 mL; bromfenol plavo 2 mg i destilovanu vodu do ukupne zapremine 10 mL. Uzorci su
pomesani sa TBB u odnosu 1 : 1. Zatim je na gel, u svaki bunarci¢, naneseno po 5 uL
pripremljenog uzorka. Elektroforetsko razdvajanje izoformi SOD je vrseno na +4 °C u puferu
koji sadrzi Tris-Cl, C = 3,02 g/L i glicin, C = 14,4 g/L, pH = 8,3 pri struji konstantnog
intenziteta 50 mA i napona 150V, tokom 90 minuta. Nakon zavrSene elektroforeze gelovi su
isprani u destilovanoj vodi, nakon ¢ega su inkubirani u odsustvu svetlosti tokom 20 minuta u
25 mL rastvora koji u 100 mL f.p. pH = 7,8, sadrzi 0,098 mmol/L nitro blue tetrazolium (NBT)
i 0,03 mmol/L riboflavina. Nakon toga gelovi su potopljeni u rastvor koji sadrzi 50 mL vode,
0,5 mL N,N,N,N-tetrametiletilendiamina (TEMED) u odsustvu svetlosti, tokom 30 minuta,
odnosno do pojave obezbojenih traka SOD aktivnosti. Gelovi su zatim isprani jo§ jednom
destilovanom vodom i vizuelizovani su na dnevnom svetlu. Pojedine izoforme SOD su zatim
semikvantitativno analizirane denzitometrijski i izrazene su procentualno odnosu na ukupnu
aktivnost SOD (relativna aktivnost).
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Elektroforetska detekcija izoformi superoksid dismutaze

10 pL SuL v \
S Vizuelizacija

f
4 a
l Tris-CL, C = 3,02 g/L
Tank °" o je u H,0
Az

Glicin, C= 14,4 g/L Ispiran

- pufer pH=83 A
L k f——g

10°uL —— Ispiranje .
Y| === Inkubacija 1. rastvor s Inkubacija 2. rastvor
°/ HO " \BT 0,008 mmolL TEMED 0,5 mL
= Riboflavin 0,03 mmol/L H,0 50 mL
Ao QL N\ u fosfatnom puferu, C = 0,2 t=30 min
Homogenat d ‘

el ) mol/L, pH =7,8 ®
| t=20 min
7 Tank za (;lektrofor; 7 ®

Slika 11. Elektroforetska detekcija izoformi superoksid dismutaze.
3.4.2.1.4. Merenje indeksa lipidne peroksidacije u tkivu srca, jetre i kolona

Merenje koncentracije MDA u homogenatima tkiva primenom eseja reaktivnih
supstanci tiobarbiturne kiseline, eng. thiobarbituric acid reactive substances assay - TBARS)
(Ohkawa et al., 1979) predstavlja pokazatelj indeksa peroksidacije lipida (Slika 12). U epruveti
je pomesano 10 uL. homogenata tkiva i 10 uLL 10 % rastvora natrijum dodecil sulfata (SDS), a
potom je dodato 980 pL reagensa ,,.X“ koji sadrzi tiobarbiturnu kiselinu C = 7 mmol/L koja je
raastvorena u 20% rastvoru sircetne kiseline i vodeni rastvor NaOH C =1 mol/L u odnosu 1:1.
Smesa je inkubirana na 100°C tokom 30 min, a onda je reakcija zaustavljena hladenjem uzoraka
na ledu 10 minuta. Nakon hladenja uzorci su centrifugirani na brzini 4000 obrtaja/min, 5
minuta, da bi denaturisani proteini izdvojili kao talog. Supernatant je sipan u kivete, i o¢itana
mu je apsorbanca na talasnoj duzini 532 nm. Koncentracija MDA u tkivnim homogenatima
izraCunata je koriS¢enjem Lambert-Beer-ovog zakona. Koli¢nik apsorbance i molarnog
ekstinkcionog koeficijenta (x = 1,56 * 10° mol*cm™) obojenog proizvoda reakcije, predstavljao
je koncentraciju MDA koja je izrazena u jedinicama umol po mg proteina.
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Spektrofotometrijsko merenje koncentracije malondialdehida

10 uL 10 uLL 980 pL
Reagens X: Vodeno kupatilo
Tiobarbiturna kiselina, C = 7 mmol/L
M /" rastvorena u 20% CH;COOH
e . = +
‘ - NaOH, C =1 mol/L
— “«=—=' uodnosu l:1
Homogenat SDS 10%
| t°=100°C
t=30 min
Led Centrifugiranje Spektrofotometar

Supernatant
prebacen u kivetu A A=532nm

t=10 min
2 = 4000 obrtaja/min

Slika 12. Spektrofotometrijsko merenje koncentracije malondialdehida.
3.4.2.2. Odredivanje aktivnosti metabolickih enzima u tkivu srca, jetre i kolona
3.4.2.2.1. Odredivanje ukupne aktivnosti LDH u tkivu srca, jetre i kolona

Ukupna aktivnost LDH je odredivana u homogenatima tkiva spektrofotometrijski
merenjem smanjivanja vrednosti apsorbance na talasnoj duzini 340 nm prilikom oksidacije
NADH (Hollaar i van der Laarse, 1979) (Slika 13). Inkubaciona smesa je sadrzala: 2,9 mL f.p.,
C=0,1 mol/L, pH =7,0; 0,1 mL Na-piruvata, C =23 mmol/L rastvorenog u destilovanoj vodi;
0,05 mL NADH, C =14 mmol/L rastvorenog u destilovanoj vodi i 0,01 mL homogenata tkiva.
Pracéena je promena apsorbance tokom prva 3 minuta reakcije na 25 °C na talasnoj duzini 340
nm.1 U predstavlja koli¢inu enzima LDH koja ubrzava reakciju transformacije 1 umol NADH
u minuti u ovako zadatim hemijskim uslovima. Vrednosti su predstavljene kao jedinica
enzimske aktivnosti (mU) po miligramu proteina.

Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti laktat dehidrogenaze

Reagensi i pufer Uzorak Slepa proba Spektrofotometar

Na-piruvat, C =23 mmol/L
rastvoren u H,O

F

NADH, C = 14 mmol/L

rastvoren u H,O
_ Na-piruvat 0,1 mL Na-piruvat 0,1 mL AA XA =340 nm
gojfgtf]n P“f;f S NADH 0,05 mL NADH 0,05 mL
= U1 Moy, pti =7, Pufer 2,9 mL Pufer 2,91 mL

Homogenat tkiva 0,01 mL

Slika 13. Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti laktat dehidrogenaze
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3.4.2.2.2. Odredivanje LDH izoformi u tkivu srca, jetre i kolona

Odredivanje LDH izoformi vrSeno je direktnom elektroforezom prema metodi
(Cunningham et al., 1965) (Slika 14). Nativna poliakriamid gel elektroforeza je izvedena na 7,5
% nativnom poliakrilamidnom gelu. Najpre su uzorci pripremljeni tako $§to je 10 pL
homogenata tkiva pomesano sa 10 uL TBB. U ,,bunarci¢e* gela za elektroforezu naneto je po
5 pL pripremljenih uzoraka. Elektroforetsko razdvajanje izoformi LDH je vrseno na +4 °C u
puferu koji sadrzi Tris-Cl, C = 3,02 g/L i glicin, C = 14,4 g/L, pH = 8,3 pri struji konstantnog
intenziteta 50 mA i napona 150 V, tokom 90 minuta. Nakon zavrSene elektroforeze gelovi su
isprani u destilovanoj vodi i nakon toga inkubirani u odsustvu svetlosti tokom 30 minuta u
rastvoru koji je sadrzao: 0,2 g Li-laktata; 15 mg NAD"; 0,5 mg PMS i 10 mg NBT u 20 mL
TRIS-glicin pufera, C = 0,1 mol/L, pH = 8,3. Po zavrSetku inkubacije pojavile su se plavicaste
trake izoformi koje su nastale usled prebojavanja formazanom, nastalim u procesu redukcije
NBT uz PMS koji ima ulogu da prenese elektrone na koenzim NAD". Pojedine izoforme LDH
su zatim analizirane semikvantitativno denzitometrijski i izraZzene su procentualno odnosu na
ukupnu aktivnost LDH (relativna aktivnost).

Elektroforetska detekcija izoformi laktat dehidrogenaze

/ \ Vizuelizacija

¥ 3

£ Ispiranje i cuvanje

— u CH,COOH
Tank Tl‘l_S—.CL C=3,02 g/L C=0,01 mol/L
Glicin, C= 14,4 g/L ©=44°C

9 pufer .py-g;3

Ispiranje I
=l [nkubacija u rastvoru

B0 pilaktat 02¢g
NAD+ 0,015 g
6)[ i\ PMS 0,5 mg
Homogenat (] P ) NBT 0,01 g
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Slika 14. Elektroforetska detekcija izoformi laktat dehidrogenaze
3.4.2.2.3. Odredivanje aktivnosti malat dehidrogenaze u tkivu srca, jetre i kolona

Ukupna aktivnost MDH je odredivana u homogenatima tkiva spektrofotometrijski
merenjem smanjivanja vrednosti apsorbance na talasnoj duzini 340 nm prilikom oksidacije
NADH (Frieden i Fernandez-Sousa, 1975) (Slika 15). Inkubaciona smesa je sadrzala: 2,9 mL
f.p., C = 0,1 mol/L, pH = 7,5; 0,1 mL Naz-oksalacetata, C = 15 mmol/L rastvorenog u
destilovanoj vodi; 0,05 mL NADH, C = 14 mmol/L rastvorenog u destilovanoj vodi i 0,01 mL
homogenata tkiva. Pracena je promena apsorbance tokom prva 3 minuta reakcije na 25 °C na
talasnoj duzini 340 nm. 1 U je ona koli¢ina enzima MDH koja katalizuje transformaciju 1 pmol
NADH u minutu u ovako zadatim hemijskim uslovima. Vrednosti su predstavljene kao jedinica
enzimske aktivnosti (mU) po miligramu proteina.
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Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti malat dehidrogenaze

Reagensi i pufer Uzorak Slepa proba Spektrofotometar

~1

Na-oksalacetat, C = 15 mmol/L s |
rastvoren u H,O

NADH, C = 14 mmol/L

rastvoren u H,O I '
= 3
. Nay-oksalacetat 0,1 mI.  Naj-oksalacetat 0,1 mL.  AA 3 =340 nm
Fosfatni pufer NADH 0,05 mL NADH 0,05 mL

C=0,1 molL, pH=75 Pufer 2,9 mL Pufer 2,91 mL

Homogenat tkiva 0,01 mL

Slika 15. Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti malat dehidrogenaze.

3.4.2.2.4. Odredivanje MDH izoformi u tkivu srca, jetre i kolona

Odredivanje MDH izoformi vr$eno je direktnom elektroforezom na nativhom 7,5 %
poliakrilamidnom gelu (Yoshimura et al., 1970) (Slika 16). Najpre su uzorci pripremljeni tako
§to je 10 uLL homogenata tkiva pomeSano sa 10 uLL TBB. U ,bunarci¢e* gela za elektroforezu
naneto je po 5 uL pripremljenih uzoraka. Elektroforetsko razdvajanje izoformi LDH je vrSeno
na +4 °C u puferu koji sadrzi Tris-Cl, C = 3,02 g/L i glicin, C = 14,4 g/L, pH = 8,3 pri struji
konstantnog intenziteta 50 mA i napona 150 V, tokom 90 minuta. Nakon zavrsene elektroforeze
gelovi su isprani u destilovanoj vodi, posle ¢ega su inkubirani u odsustvu svetlosti tokom 30
minuta u rastvoru koji sadrzi: 10 mL rastvora natrijum maleata, C = 0,01 mol/L, pH = 6,9; 10
mL f.p., C=0,2 mol/L, pH =7,1, 15 mg NAD+; 0,5 mg PMS i 10 mg NBT. Nakon inkubacije,
prikazale su se tamno plavicaste trake aktivnosti izoformi MDH koje su nastale kao posledica
prebojavanja formazanom, nastalim usled redukcije NBT u prisustvu PMS koji prenosi
elektrone na koenzim NAD+. Pojedine izoforme MDH su zatim analizirane semikvantitativno
denzitometrijski i izrazene su procentualno odnosu na ukupnu aktivnost LDH (relativna
aktivnost).

Elektroforetska detekcija izoformi malat dehidrogenaze

10 pL SuL { \
gy Vizuelizacija
S - T

Tank Tri.s-.Cl. C=3,02 g/l Inkubacija u H,0
Glicin, C= 14,4 g/L t= 10 min

pufer ,g-g3 ®
J

UG Ispiranje I

==l [nkubacija u rastvoru

——
HZO N e -
a,-maleat 10 mL, C = 0,01 mol/L, pH = 6,9
Fosfatni pufer 10 mL, C = 0,2 mol/L, pH=7,1
®, NAD+ 0,015 g
\ >
Homogenat /A & 1 hf; PMS 0,5 mg
\ | NBT 0,01 g
t=10 min

TBB

10 uL

(o]

(o]
r=+4°C [of
t=90min |
(o}

© 000 0O

Tank za elektroforezu

Slika 16. Elektroforetska detekcija izoformi malat dehidrogenaze.
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3.4.2.3. Odredivanje aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu srca, jetre i kolona

Prisustvo i enzimska aktivnost MMP u homogenatima tkiva odredena je metodom
zimografije na poliakrilamid gelovima u kojima je kopolimerizovan Zelatin (denaturisani
kolagen) (La Rocca et al., 2004; Gopcevic et al., 2017) (Slika 17). Metoda je zasnovana na ulozi
MMP da razgraduju zelatin. U uzorcima razdvajanje proteina vrseno je poludenaturiSsu¢om SDS
poliakrilamidnom elektroforezom (eng. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) u gelu koji je u sebi imao polimerizovan 0,1 % zelatin - supstrat
za MMP (Kleiner i Stetler-Stevenson, 1994). Nakon elektroforetskog razdvajanja gelovi su bili
inkubirani u rastvoru za renaturaciju MMP, i tom prilikom renaturisane MMP su hidrolizovale
supstrat u gelu, tako da su zone njihove aktivnosti uoc¢ene kao polja smanjenog intenziteta boje.

Najpre su uzorci pripremljeni tako $to su homogenati tkiva (10 pL) razblazeni 10 puta
u rastvoru saharoze, C = 200 g/L (90 uL) i inkubirani na 37 °C tokom 40 minuta. Zatim je 25
ulL ovako aktiviranog uzorka pomesano sa 25 uL. TBB. TBB za SDS-PAGE zimografiju je
sadrzao: 2,5 mL Tris-Cl C = 0,5 mol/L pH = 6,8; 4 mL SDS C = 10%; 2 mL glicerola; 2 mg
bromfenol plavo i destilovanu vodu do 10 mL. U bunar¢ice gela za elektroforezu naneto je po
25 pL pripremljenih uzoraka. Elektroforetsko razdvajanje izoformi LDH je vrSeno na +4 °C u
puferu koji sadrzi TRIS-CI C = 3,02 g/L, glicin C = 14,4 g/L, SDS C = 2¢/L, pH = 8,3 pri struji
konstantnog intenziteta 50 mA i napona 150 V, tokom 90 minuta.

Nakon procesa ekeltroforeze gel je opran u rastvoru Triton X-100, C = 0,25 g/L, uz
mesanje 45 minuta kako bi SDS iz gela bio uklonjen. U slede¢em koraku, gel je dva puta po 20
min na +4 °C opran u destilovanoj vodi da bi uklonio i Triton X-100. Zatim je gel inkubiran 24
h u puferu za renaturaciju i pokretanje enzimskog testa koji se sadrzao: glicin C = 0,1 mol/L;
Tris-Cl C = 50 mmol/L; CaCl, C =5 mmol/L; ZnCl, C = 1 umol/L i NaCl C = 0,5 mol/L, pri
pH = 8,3 na 37 °C, uz mesanje na brzini 50 obrtaja/min. Nakon inkubacije, gelovi su 3h bojeni
bojom CBB G-250 (eng. comassie brilliant blue G-250) C = 0,05 % (w/v) u smes$i metanol :
siréetna kiselina : voda, u razmeri 2,5 : 1 : 6,5. Potom su gelovi obezbojavani u rastvoru Kkoji
sadrzi metanol 4 % i sir¢etnu kiselinu 8 %. Kako bi se postigla bolja senzitivnost, gelovi su jos
dopunski obezbojavani tokom 1 sata u rastvoru Triton X-100 1 %, nakon Cega su se prikazale
svetle zone, koje oznacavaju mesta aktivnosti MMP.

Pojedine izoforme MMP su zatim analizirane kvantitativno denzitometrijski. Stepen
aktivnosti MMP je kvantifikovan merenjem povrsine ispod denzitometrijskih krivih u
pikselima (px), a dobijene vrednosti su zatim normalizovane u odnosu na koncentraciju proteina
u uzorcima i predstavljene su jedinicom (px/mg proteina).
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Elektroforetsko odredivanje aktivnosti matriks metaloproteinaza

10 IJL 90 ”L._{ e i! \'adf?no kupatilo 25 IJL ( 25 j.lL \
1:1
—

Homogenat Saharoza Razblazeni t"=37°C Razblazeni TBB
y t=40 min uzorak
- 10x

Pufer za renaturaciju i — s— Bojenje

enzimski test CBEB G-250
Tris-Cl, C = 50 mmolL C=0,05% (vv)
Glicin, C=0.1 mol'L u smeéi
. Tris-CL, C=3.02 gL CaCl,, C iS mm.oLL metanol : siréef:laa_kjs?]jna - voda
Glicin, C=14.4 gL ZnCl,, C=1 _umo].-L 25:1:65
SDS.C=2¢L NaCl, C :_0,) mol/L l
| pH=83 pH= 8;3
= t°:_3_"r C Obezbojavanje
o ° t= %4}1_ metanol 4%
A @ | uz mesanje siréetna kiselina 8 %
(1 L_ =5 do pojave svetlih traka MMP
L i aktivnost
: | m=—pp Ispiranje u Triton X-100 ====p Ispiranje u H,0 X 2
Tank za elektroforezu €=025 S"’L t=20min
t=45 min (Uklanjanje Triton X-100) L. e .
v - Pov ecanje senzitivnostl
uz medanje

. Triton X-100 1%
(Uklanjanje SDS) t=1h

!

Vizuelizacija

Slika 17. Elektroforetska detekcija izoformi matriks metaloproteinaza - SDS PAGE tehnika.
3.4.3. Histoloska i histomorfometrijska analiza tkiva srca, aorte, jetre i kolona

Za potrebe histoloske analize uzorci tkiva srca, aorte, jetre i kolona su radi fiksacije
tkiva odlagani u posude sa 4 % neutralno puferisanim formaldehidom u toku najmanje 24 h na
sobnoj temperaturi.

Srca pacova su adekvatno orijentisana i ise¢ena na poprecne rezove debele 3 mm, dok
je tkivo descendentne aorte izdeljeno je na fragmente od 1 cm, tkivo jetre na komadice
dimenzija 1 cm x 1 cm x 3 mm, tkivo kolona je podeljeno na segmente duzine 1 cm. Uzorci
tkiva su potom dehidratisani povec¢avaju¢im koncentracijama alkohola, prosvetljeni u ksilolu u
aparaturi za procesuiranje tkiva (Leica TP 1020 Automatic Tissue Processor). Sledstveno su
uzorci ukalupljeni u parafinu upotrebom aparata (Tissue Tech Il Tissue Embedding Center,
Hatfield, SAD). Mikrotomom (Leica RM2235, Leica, Bec, Austrija) uzorci su iseeni na isecke
debljine 3 um. Potom su isecci bojeni hematoksilinom i eozin/floksinom (HE). HE bojenje
omoguc¢ava morfolosku analizu promena na srcu, aorti, jetri i kolonu, kao i histomorfometrijsku
analizu.

Preparati su posmatrani na mikroskopu Olimpus BX 41 (Tokio, Japan) koji u sebi sadrzi
Olympus C5060-4DU “wide zoom” (Tokio, Japan) kameru. Histomorfometrijska merenja su
uradena u programu ImageJ 1.48v software, National Institutes of Health, Betesda, SAD.

U histoloSkim preparatima srca posmatrano je potencijalno prisustvo ishemijskih
promena i proliferacije vezivnog tkiva. Histomorfometrijska analiza srca obuhvatala je merenje
debljine zida leve komore, debljine zida desne komore, debljinu interventrikularnog septuma,
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kao i transverzalni dijametar kardiomiocita u nivou jedra. Navedeni parametari su izmereni po
10 puta na svakom histoloskom preparatu srca.

U histoloskim preparatima aorte posmatrano je potencijalno prisustvo aterosklerotskih
promena i remodelovanja aorte. Histomorfometrijska analiza aorte obuhvatala je merenje:
debljine tunike medije, rastojanja izmedu elasti¢nih lamina, kao i broja elasti¢nih lamina u zidu
aorte. Navedeni parametri su izmereni po 10 puta na svakom histoloskom preparatu aorte.

U histoloskim preparatima jetre posmatrano potencijalno prisustvo polja nekroze,
promene arhitektonike hepati¢nog lobulusa, proliferacije vezivnog tkiva, masne promene jetre
i edema.

U histoloskim preparatima kolona posmatrano je potencijalno prisustvo znakova
zapaljenskih bolesti creva: kriptitisi, kriptni apscesi, zone erozija i ulceracija, kao i potencijalne
tumorske promene epitela. Histomorfometrijska analiza kolona obuhvatala je merenje: dubine
Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze, debljine lamine muskularis mukoze, ukupne
debljine zida debelog creva, kao i broja ¢elija u lamini propriji na 0,1 mm? koji je odreden
brojanjem prisutnih ¢elija u poligonu odredene povrsine, a zatim je proporcijom odreden broj
¢elija na definisanoj povrsini od 0,1 mm? Navedeni parametri su izmereni po 10 puta na
svakom histoloSkom preparatu kolona.

3.5. Hemikalije i potroSni materijal

Homocistein za izazivanje hiperhomocisteinemije nabavljen je od Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, (Sneldorf, Nemacka), a za tretman pacova vitamin B6 (piridoksin) (Sigma-
Aldrich Corporation, Sent Luis, SAD) i folna kiselina (Sigma-Aldrich Corporation, Sent Luis,
SAD). Hemikalije koje su koris¢ene za kvantifikaciju biohemijskih parametara su nabavljene
od Sigma-Aldrich Corporation (Sent Luis, SAD). Potrosni laboratorijski materijal je nabavljen
od Eppendorf (Hamburg, Nemacka).

3.6. Statisticka analiza

Za statisticku analizu 1 izradu grafikona koriS¢en je program SPSS v.23.0. Statisticka
analiza 1 graficki prikaz promene telesnih masa eksperimentalnih Zivotinja kroz nedelje
eksperimentalnog protokola uradeni su programu GraphPad Prism v.9.0.0.

Ispitivanje normalnosti raspodele numeri¢kih obeleZja posmatranja testirano je Shapiro-
Wilk testom, s obzirom da se unutar grupa nalazi manje od 50 jedinica posmatranja (n = 10 po
grupi). Smatrano je da podaci imaju normalnu raspodelu ukoliko je vrednost testa bila p > 0,05.

Od metoda analiticke statistike za poredenje znacajnosti razlike numerickih obelezja sa
normalnom raspodelom, prilikom ispitivanja znacajnosti razlike izmedu dve grupe Koriséen je
T test za nevezane uzorke.

Za ispitivanje znacajnosti razlike izmedu viSe od dve grupe za parametre koji su
pokazali normalnu raspodelu, prvo je iskoriS¢en Levene test za ispitivanje homogenosti
varijansi. Ukoliko je vrednost Levene testa bila p > 0,05 za ispitivanje znacéajnosti razlike
izmedu grupa koris¢ena je analiza varijanse (One-way ANOVA test) pra¢ena Tukey post hoc
testom, a ukoliko je vrednost Levene testa bila p <0,05 kori$¢ena je Welch ANOVA test pracen
Games-Howell post hoc testom.

Ukoliko je odredeni parametar pokazao odstupanje od normalne raspodele, za
ispitivanje znacajnosti razlike izmedu dve grupe koris¢en je Mann-Whitney U test, dok je
prilikom ispitivanja znacajnosti razlike izmedu vise od dve grupe koris¢en Kruskal-Wallis test
prac¢en Dunn post hoc testom.
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Za statisticku analizu uticaja vremena i grupe na promenu telesnih masa zivotinja kroz
nedelje eksperimentalnog ciklusa koridéen je Two-way ANOVA model sa Sidak post hoc
testom.

Za sve testove analiticke statistike vrednost p < 0,05 smatrana se statisticki znacajnom,
a vrednost p < 0,01 visoko statisticki znac¢ajnom.

Ukoliko je parametar pokazao normalnu raspodelu numeric¢ke vrednosti su prikazane
kao srednja vrednost &+ standardna devijacija, a ukoliko je parametar odstupao od normalne
raspodele numericke vrednosti su prikazane kao medijana (25. percentil - 75. percentil).

Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno ili graficki. Za graficki prikaz parametara koji
su pokazali normalnu raspodelu koris¢eni su stubicasti grafikoni, a za parametre koji odstupaju
od normalne raspodele box-plot grafikoni.
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4. REZULTATI




4.1. Efekti aplikacije homocisteina u odnosu na kontrolnu grupu

Sve zivotinje su prezivele eksperimentalne tretmane, medutim jedna Zivotinja iz grupe
H-14 (obelezena nazivom: H-14 8) je iskljuCena iz istrazivanja zbog razvijanja tromboze repne
vene nakon venepunkcije koja je bila pracena gangrenom repa i loSim opstim stanjem, kako bi
se izbegao potencijalni uticaj stanja Zivotinje na dalju analizu uzoraka krvi i organa.

4.1.1. Efekti aplikacije homocisteina na telesnu masu eksperimentalnih zivotinja

Na Grafikonu 1 prikazana je dinamika promene telesnih masa eksperimentalnih
Zivotinja. Model Two-way ANOVA ponovljenih merenja i Sidakov post hoc test za ispitivanje
znacajnost razlike u telesnim masama izmedu grupa u razli¢itim vremenskim tackama ispitani
su posebno za poredenja K-14 sa H-14 grupom i K-28 sa H-28 grupom. Modelom Two-Way
ANOVA ponovljenih merenja detektovano je da generalno u toku eksperimentalnog protokola
vreme znacajan faktor za promenu vrednosti telesne mase, p < 0,01, ali ne 1 grupa
eksperimentalnih zivotinja p > 0,05. Statisti¢ki znacajn0 niza vrednost mase zivotinja uoc¢ava
se jedino u 4. nedelji eksperimentalnog protokola u H-28 grupi u poredenju sa K-28 grupom, p
<0,05.

o K-14
4504 * H-14
& K-28
H-28
S 350
(401
<
=
(4]
[
3
L 250
150
0 1 2 3 4

Nedelja

Grafikon 1. Efekti aplikacije homocisteina na telesnu masu eksperimentalnih zivotinja kroz
nedelje eksperimentalnog protokola. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom -
Sidakov post hoc test.
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4.1.2. Efekti aplikacije homocisteina na indeks sr¢ane mase

Vrednosti ISM se nisu statisti¢ki znacajno razlikovane izmedu K-14 (0,305 + 0,026 g/g)
i H-14 grupe (0,300 = 0,015 g/g), kao ni izmedu K-28 (0,502 = 0,071 g/g) i H-28 grupe (0,485
+ 0,040 g/g) (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Efekti aplikacije homocisteina na indeks sréane mase. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c.
tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test
za nevezane uzorke.

4.1.3. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u serumu i plazmi
4.1.3.1. Koncentracija homocisteina u serumu

Na pocetku eksperimentalnog protokola punkcijom repne vene eksperimentalnim
Zivotinja je uzorkovana krv za odredivanje bazalnih vrednosti Hecy u serumu. U kontrolnim
grupama K-14 i K-28 kao i u eksperimentalnim grupama H-14 i H-28 na pocetku eksperimenta
vrednosti Hcy u serumu su bile ispod 15 umol/L, tj. Zivotinje nisu imale hiperhomocisteinemiju
na pocetku eksperimenta. Takode, ne uocava se statisticki znac¢ajna razlika u koncentraciji Hcy
izmedu K-14 (8,4 = 2,9 umol/L) i H-14 grupe (9,3 + 3,9 umol/L), kao i izmedu K-28 (7,3 + 3,1
umol/L) i H-28 grupe (8,7 + 2,2 umol/L) (Grafikon 3A).

Na kraju eksperimentalnog protokola, nakon Zrtvovanja, u uzorcima seruma
koncentracije homocisteina u grupama koje su tretirane homocisteinom subkutano bile su iznad
15 umol/L, tj. postignuto je stanje hiperhomocisteinemije. Koncentracija Hey bila je znacajno
povisena H-14 grupi (19,6 = 8,2 umol/L) u odnosu na K-14 grupu (13,6 + 3,8 umol/L). Isto
tako, koncentracija Hcy je bila statisticki znacajno povisena u H-28 grupi (21,2 + 4,0 umol/L)
u poredenju sa K-28 grupom (12,7 + 1,8 umol/L) (Grafikon 3B).
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Grafikon 3. Koncentracija homocisteina u serumu na pocetku eksperimentalnog protokola (A)
i na kraju eksperimentalnog protokola (B). K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. ## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom

- T test za nevezane uzorke.

[
H-14

45

K-28

H-28




4.1.3.2. Efekti aplikacije homocisteina na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere
u serumu i plazmi

U Tabeli 1 predstavljene su vrednosti kardiovaskularnih i hemostatskih biomarkera u
serumu i plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Koncentracija LDL u serumu bila je statisticki
znacajno povisena u H-28 grupi (0,26 £ 0,10 mmol/L) u odnosu na K-28 grupu (0,16 + 0,09
mmol/L), p < 0,05. Sa druge strane izmerene su statisticki visoko znacajno nize koncentracije
TG u serumu pacova u H-28 grupi (0,57 + 0,10 mmol/L) u poredenju sa K-28 grupom (0,77 +
0,17 mmol/L), p < 0,01. Koncentracija vitamina B12 u serumu pacova bila je statisticki
znacajno poviSena u H-14 grupi (243,1 + 50,7 pg/mL) u odnosu na K-14 grupu (193,5 + 46,2
pg/mL), p < 0,05, kao i u H-28 (627,2 + 81,3 pg/mL) grupi u poredenju sa K-28 grupom (460,2
+ 50,0 pg/mL).

Tabela 1. Efekti aplikacije homocisteina na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u
serumu i plazmi

Parametar K-14 H-14 K-28 H-28
Hey (umol/L)a, s 13,6 +3,8 19,6 +82* 12,7+18 21,2 +4,0 ##
HOL (mmol/L)a, s 0,88 +0,26 1,05+0,27 1,75+0,25 1,80 +0,24
HDL (mmol/L)a, s 0,45+0,11 0,49+0,11 1,26 0,17 1,30+£0,17
LDL (mmol/L)a, s 0,31+0,12 0,43 +0,14 0,16 + 0,09 0,26 +0,10 #
TG (mmol/L)a, s 0,26 +£0,10 0,28 +0,12 0,77+ 0,17 0,57 +0,10 ##
LDH (U/L)a, s 2101 =791 2151 + 805 3546 + 1305 3323 £ 666
hs-TnT (ng/L)b, s 12,5 (8,5 - 15,7) 15,0 (10,5 - 18,5) 22,0 (16,0 - 53,0) 215 (13,7 - 39,2)

Vitamin B12 (pg/mL)a, s 193,5+46,2 243,1 £50,7 * 460,2 + 50,0 627,2 + 81,3 ##
Folat (ng/mL)b, s 19,5 (19,0 - 20,0) 20,0 (19,8 - 20,0) 19,2 (19,0 - 20,0) 20,0 (20,0 - 20,0)
Fibrinogen (g/L)b, p 0,5(0,5-0,5) 0,6 (0,6 - 0,6) 1,8 (1,6-2,3) 1,8(1,6-1,9)
D-dimer (mg/L)b, p 2,62 (1,34 - 3,80) 1,42 (0,71 - 2,23) 0,17 (0,17 - 0,17) 0,17 (0,17 - 0,17)
VWF (%)b, p 6,0 (47-82) 6,0 (5,0 - 13,5) 155,0 (122,2 - 167,5) 151,0 (144,5 - 166,5)

Hcy - homocistein, HOL - ukupni holesterol, HDL - lipoprotein visoke gustine, LDL -
lipoprotein niske gustine, TG - trigliceridi, LDH - laktat dehidrogenaza, hs-TnT - visoko
senzitivni troponin T, VWF - vonWilebrand-ov faktor, s - vrednost merena u serumu, p -
vrednost merena u plazmi. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. a - * p < 0,05 u poredenju sa K-14 grupom, # p < 0,05 u
poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom - T test za nevezane
uzorke. b - p > 0,05 - Mann-Whitney U test.

4.1.3.3. Efekti aplikacije homocisteina na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u
serumu

U Tabeli 2 predstavljene su vrednosti hepato-renalno-pankreati¢nih biomarkera u
serumu eksperimentalnih Zivotinja. Koncentracija glukoze u serumu bila je statisticki znacajno
povisena u H-28 (5,89 (5,67 - 6,13) mmol/L) grupi u poredenju sa K-28 grupom (5,19 (4,64 -
5,80) mmol/L), p < 0,05. Izmerene vrednosti ukupne koncentracije proteina bile su statisticki
visoko znacajno vise u H-28 grupi (68,5 (65,5 - 71,0) g/L) u odnosu na K-28 grupu (64,0 (62,5
- 65,5) g/L), p <0,01. Isto tako, koncentracija albumina je bila zna¢ajno visa u serumu pacova
H-28 grupe (48,0 (45,7 - 49,5) g/L) u poredenju sa serumima pacova K-28 grupe (44,0 (42,7 -
45,2) g/L), p <0,01. Aktivnost AST u serumu je bila statisti¢ki znac¢ajno visa u H-14 grupi (123
(116 - 125) U/L) u odnosu na K-14 grupu (105 (91 - 110) U/L), p < 0,05, ali se nije znac¢ajno
razlikovala izmedu K-28 i H-28 grupe.
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Tabela 2. Efekti aplikacije homocisteina hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u serumu

Parametar

K-14

H-14

K-28

H-28

Glukoza (mmol/L)a
Ukupni proteini (g/L)a
Albumin (g/L)a

AST (U/L)a

2,40 (2,10 - 2,75)

29,5 (24,0 - 33,0)

15,0 (12,3 - 15,7)
105 (91 - 110)

3,00 (2,20 - 3,55)
42,0 (26,0 - 45,0)
21,0 (13,0 - 22,0)
123 (116 - 125) *

5,19 (4,64 - 5,80)

64,0 (62,5 - 655)

44,0 (42,7 - 45,2)
227 (186 - 244)

589 (5,67 - 6,13) #

68,5 (65,5 - 71,0) ##

48,0 (45,7 - 49,5) ##
223 (181 - 241)

ALT (U/L)a 26 (20-34) 35 (30-36) 65,2 +13,7 62,9+9,2
Urea (mmol/L)b 58+1,8 59+14 72+12 83+1,1
Kreatinin (umol /L)b 22,5+48 27,1463 353425 402 +3,7 ##
Mokraéna kiselina (umol/mL)b 60,0 +0,0 68,0+17,9 86,2 +12,7 79,0+ 12,1
Amilaza (U/mL)a 845 (791 - 1002) 1063 (598 - 1146) 3471 (2912 - 3671) 3499 (3334 - 4203)
CRP < 0,06 mg/L 10 (100 %) 9 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %)

AST - aspartat aminotransferaza, ALT - alanin aminotransferaza, CRP - C reaktivni protein. K-
14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. a - * p < 0,05 u poredenju sa K-14 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa K-28
grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Mann-Whitney U test. b - ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom - T test za nevezane uzorke.

4.1.4. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u tkivu srca
4.1.4.1. Efekti aplikacije homocisteina na parametre oksidativnog stresa u tkivu srca

Aktivnost katalaze u homogenatima tkiva srca se nije statisticki znacajno razlikovala
izmedu K-14 (0,618 = 0,130 U/mg proteina) 1 H-14 grupe (0,561 + 0,126 U/mg proteina), kao
ni izmedu K-28 (1,046 + 0,385 U/mg proteina) i H-28 grupe (0,753 + 0,553 U/mg proteina)
(Grafikon 4).

Ukupna aktivnost superoksid dismutaze nije pokazala statisticki znacajnu razliku
izmedu K-14 (3,331 £ 2,049 U/mg proteina) i H-14 grupe (2,620 + 0,524 U/mg proteina). Sa
druge strane zivotinje koje su nakon dvonedeljne aplikacije homocisteina ostale u zivotu jo$
dve nedelje (H-28: 18,052 + 2,398 U/mg proteina) imale su statisticki visoko znacajno vece
aktivnosti superoksid dismutaze u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom (K-28: 7,116 +
2,187 U/mg proteina) (Grafikon 5).

Nativnom gel elektroforezom detektovane su dve izoforme SOD u homogenatima tkiva
srca: mangan-superoksid dismutaza (Mn-SOD) i bakar/cink-superoksid dismutaza (Cu/Zn-
SOD) (Slika 18). Denzitometrijskom analizom izmerena je njihova relativna aktivnost i
izrazena je procentualno u odnosu na ukupnu aktivnost. Nije detektovana statisticki znacajna
razlika u relativnim aktivnostima SOD izoformi izmedu K-14 (Mn-SOD 70,9% i Cu/Zn-SOD
29,1%) i H-14 grupe (Mn-SOD 63,5% i Cu/Zn-SOD 36,5%), kao ni izmedu K-28 (Mn-SOD
67,1% i Cu/Zn-SOD 32,9%) i H-28 grupe (Mn-SOD 63,9% i Cu/Zn-SOD 36,1%) (Grafikon
6).

Koncentracija MDA u homogenatima tkiva srca nije se statisticki znacajno razlikovala
izmedu K-14 (5,561 + 0,653 pmol/mg proteina) i H-14 grupe (5,444 + 0,914 pmol/mg
proteina), medutim, u H-28 grupi prisutno je statisti¢ki visoko znacajno povisene koncentracije
MDA u tkivu srca (11,116 + 2,437 pumol/mg proteina) u odnosu na K-28 grupu (4,143 + 0,454
pmol/mg proteina), p < 0,01 (Grafikon 7).
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Grafikon 4. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnost katalaze u tkivu srca. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 5. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u tkivu
srca. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom
28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. ## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom - T test za nevezane uzorke.
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Slika 18. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju razli¢itih izoformi superoksid dismutaze
u tkivu srca - reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 6. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost razlicitih izoformi superoksid
dismutaze u tkivu srca - denzitometrijska analiza zimograma. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c.
tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test
za nevezane uzorke.
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Grafikon 7. Efekti aplikacije homocisteina na koncentraciju malondialdehida u tkivu srca. K-
14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. ## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom - T test za nevezane uzorke.

4.1.4.2. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu srca

Ukupna aktivnost laktat dehidrogenaze u homogenatima tkiva srca nije pokazala
statisticki znacajnu razliku izmedu K-14 (6,402 + 0,759 mU/mg proteina) i H-14 grupe (6,142
+ 0,321 mU/mg proteina). Takode, statisticki znacajna razlika nije postignuta ni izmedu K-28
(4,647 = 1,015 mU/mg proteina) i H-28 grupe (4,585 + 0,430 mU/mg proteina) U vrednostima
aktivnosti LDH (Grafikon 8).

Nativnom gel elektroforezom detektovane su Cetiri izoforme LDH u homogenatima
tkiva srca: LDH1, LDH2, LDH3 i LDH4 (Slika 19). Denzitometrijskom analizom izmerena je
njihova relativna aktivnost i izraZzena je procentualno u odnosu na ukupnu aktivnost. Nije
detektovana statisticki znacajna razlika u relativnim aktivnostima LDH izoformi izmedu K-14
(LDH1 16,3%, LDH2 32,1%, LDH3 42,6%, LDH4 9,0%) i H-14 grupe (LDH1 17,3%, LDH2
30,4%, LDH3 43,7%, LDH4 8,6%), kao ni izmedu K-28 (LDH1 15,5%, LDH2 30,1%, LDH3
45,0%, LDH4 9,4%) i H-28 grupe (LDH1 13,9%, LDH2 30,5%, LDH3 44,6%, LDH4 11,0%)
(Grafikon 9).

Ukupna aktivnost malat dehidrogenaze u homogenatima tkiva srca nije pokazala
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu K-14 (6,307 £ 0,779 mU/mg proteina) i H-14 grupe (5,721
+ 0,425 mU/mg proteina). Isto tako, statisti¢ki znaCajna razlika nije postignuta ni izmedu K-28
(3,844 £+ 0,958 mU/mg proteina) i H-28 grupe (4,038 + 1,027 mU/mg proteina) u vrednostima
aktivnosti MDH (Grafikon 10).

Nativnom gel elektroforezom detektovane su tri izoforme enzima MDH u
homogenatima tkiva srca: peroksizomalna (pMDH), mitohondrijalna (mMDH) i citosolna
(cMDH) (Slika 20). Denzitometrijskom analizom izmerena je njihova relativna aktivnost i
izrazena je procentualno u odnosu na ukupnu aktivnost. Nije detektovana statisti¢ki znacajna
razlika u relativnim aktivnostima MDH izoformi izmedu K-14 (pMDH 13,7%, mMDH 70,8%,
cMDH 15,5%) i H-14 grupe (pMDH 12,2%, mMDH 70,8%, cMDH 17,0%) u tkivu srca. Isto
tako, nije prisutna znacajna razlika u relativnim aktivnostima MDH izoformi izmedu K-28
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(pMDH 15,7%, mMDH 70,6%, cMDH 13,7%) i H-28 grupe (pMDH 16,4%, mMDH 71,2%,
CMDH 12,4%) (Grafikon 11).
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Grafikon 8. Efekti aplikacije homocisteina na ukupna aktivnost laktat dehidrogenaze u tkivu
srca. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom
28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Slika 19. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju razli¢itih izoformi laktat dehidrogenaze
u tkivu srca - reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 9. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost razli¢itih izoformi laktat
dehidrogenaze u tkivu srca - denzitometrijska analiza zimograma. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c.
tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test
za nevezane uzorke.
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Grafikon 10. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima malat dehidrogenaze
u tkivu srca. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Slika 20. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju razli¢itih izoformi laktat dehidrogenaze
u tkivu srca - reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 11. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost razli¢itih izoformi malat
dehidrogenaze u tkivu srca - denzitometrijska analiza zimograma. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c.
tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test
za nevezane uzorke.

4.1.4.3. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu
srca

SDS-PAGE zimografskom tehnikom u homogenatima tkiva srca detektovana je samo
aktivnost MMP-9 (Slika 21) i to u pojedinim uzorcima (K-14: 5/5, H-14: 5/5, K-28: 3/5, H-28:
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5/5). Denzitometrijskom analizom izmerene relativne aktivnost MMP-9 u tkivu srca u grupama
iznosile su: K-14: 6,3 (3,4 - 10,8) px/mg proteina, H-14: 5,4 (3,7 - 8,9) px/mg proteina, K-28:
0,9 (0,0 - 16,2) px/mg proteina i H-28: 8,4 (5,5 - 17,3) px/mg proteina. Nije detektovana
statisticki znacajna razlika u relativnoj aktivnosti MMP-9 izmedu K-14 i H-14 grupe, kao ni
izmedu K-28 i H-28 grupe (Grafikon 34).
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Slika 21. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju matriks metaloproteinaza u tkivu srca -
reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 12. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost matriks metaloproteinaze-9
u tkivu srca. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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4.1.5. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre srca

Na slici 22 prikazani su reprezentativni histoloski uzorci tkiva srca na malom i velikom
uveli¢anju (Slika 22). U svim ispitivanim grupama primecuje se pravilan raspored vlakna
miokarda, a kardiomiociti su zadrzali fiziolosku morfologiju.
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Slika 22. Popre¢ni presek srca - hematoksilin/eozin bojenje (A: uveli¢anje x50, B: uveli¢anje
x400). K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom
28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana.

Debljina zida leve komore se nije statistiCki znaCajno razlikovala izmedu K-14
(1436,332 +£191,322 um) i H-14 grupe (1526,087 + 336,076 um). Sa druge strane u H-28 grupi
debljina zida leve komore (2307,074 + 133,123 um) bila je statisticki zna¢ajno povecana u
poredenju sa K-28 grupu (2110,814 + 62,286 um), p < 0,05 (Grafikon 13).

Debljina desne leve komore se nije statisticki znacajno razlikovala izmedu K-14
(603,880 + 174,622 um) i H-14 grupe (784,863 + 324,157 um). Medutim u H-28 grupi debljina
zida leve komore (1025,889 + 146,921 um) bila je statisticki znacajno povecana u poredenju sa
K-28 grupu (790,223 + 45,292 um), p < 0,01 (Grafikon 14).

Debljina interventrikularnog septuma u K-14 grupi je iznosila 1384,300 (1222,606 -
1528,751) um, a u H-14 grupi 1365,622 (1150,605 - 1496,107) um. Izmedu ove dve grupe nije
primecena statisti¢ki znacajna razlika. Debljina interventrikularnog septuma je bila najveca u
H-28 grupi 2067,526 (1752,482 - 2144,291) um, ali bez dostizanja statisti¢ki znacajne razlike
u odnosu na K-28 grupu 1632,364 (1537,572 - 1772,182) um (Grafikon 15).

Transverzalni dijametar kardiomiocita se nije statisti¢ki zna¢ajno razlikovao izmedu K-
14 (18,330 (17,707 - 19,083) um) i H-14 grupe (19,209 (18,072 - 21,011) um), kao ni izmedu
K-28 (19,328 (18,169 - 20,963) um) i H-28 grupe (22,328 (20,310 - 22,622) um) (Grafikon
16).
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Grafikon 13. Efekti aplikacije homocisteina na debljinu zida leve komore. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
# p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 14. Efekti aplikacije homocisteina na debljinu zida leve komore. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 15. Efekti aplikacije homocisteina na debljinu interventrikularnog septuma. K-14: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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Grafikon 16. Efekti aplikacije homocisteina na transverzalni dijametar kardiomiocita. K-14: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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4.1.6. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre aorte

Histomorfometrijska analiza tkiva aorte pokazala je statisticki znac¢ajni porast debljine
tunike medije u H-14 grupi (104,627 + 5,227 um) u odnosu na K-14 grupu (80,511 + 8,249
um), p < 0,01. Debljina tunike medije se nije statisticki znacajno razlikovala izmedu K-28
(124,327 + 6,324 pm) i H-28 grupe (125,077 + 3,165 um) (Grafikon 17).

Uzorci tkiva aorte se nisu statisti¢ki znacajno razlikovali u broju elasti¢nih lamina (EL)
u tunici mediji medu ispitivanim grupama: K-14: 9 (8-10) EL, H-14 10 (9-11) EL, K-28 10 (9-
11) EL, H-28 10 (9-11) EL (Grafikon 18).

Rastojanje izmedu elasticnih lamina se takode nije statisticki znacajno razlikovalo
izmedu K-14 (10,706 + 6,324 um) i H-14 grupe (9,859 + 1,037 pum), kao ni izmedu K-28
(10,170 £ 1,518 um) i H-28 grupe (10,566 + 0,661 um) (Grafikon 19).

K-14 H-14

H-28

> S

'w’}z’z"mé
Slika 23. Poprecni presek aorte, hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x200. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 17. Efekti aplikacije homocisteina na debljinu tunike medije aorte. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
** p <0,01 uporedenju sa K-14 grupom - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 18. Efekti aplikacije homocisteina na rastojanje izmedu elasti¢nih lamina u zidu aorte.
K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 19. Efekti aplikacije homocisteina na broj elasti¢nih lamina u zidu. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - Mann-Whitney U test.

4.1.7. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u tkivu jetre
4.1.7.1. Efekti aplikacije homocisteina na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre

Aktivnost katalaze u homogenatima tkiva jetre u se nije znacajno razlikovala izmedu K-
14 grupe (1,283 (0,893 - 1,744) U/mg proteina), i H-14 grupe (1,096 (0,922 - 1,432) U/mg
proteina). Isto tako vrednost aktivnosti katalaze izmedu grupe K-28 (0,346 (0,230 - 0,752)
U/mg proteina) i grupe H-28 (0,756 (0,539 - 1,320) U/mg proteina) nije pokazala statisti¢ki
znacajnu razliku (Grafikon 20).

Ukupna aktivnost superoksid dismutaze u homogenatima tkiva jetre se nije znacajno
razlikovala izmedu K-14 grupe (8,091 £+ 0,206 U/mg proteina) u odnosu na H-14 grupu (8,107
+ 0,365 U/mg proteina). Takode vrednost aktivnosti superoksid dismutaze u K-28 grupi (9,209
+ 2,030 U/mg proteina) se nije statisticki znacajno razlikovala u odnosu na H-28 grupu (9,713
+ 1,849 U/mg proteina) (Grafikon 21).

Nativnom gel elektroforezom detektovane su dve izoforme SOD u homogenatima tkiva
jetre: Mn-SOD i Cu/Zn-SOD (Slika 24). Denzitometrijskom analizom izmerena je njihova
relativna aktivnost 1 izraZena je procentualno u odnosu na ukupnu aktivnost. Nije detektovana
statisticki znacajna razlika u relativnim aktivnostima SOD izoformi izmedu K-14 (Mn-SOD
93,2% i Cu/Zn-SOD 6,8%) i H-14 grupe (Mn-SOD 92,4% i Cu/Zn-SOD 7,6%), kao ni izmedu
K-28 (Mn-SOD 92,1% i Cu/Zn-SOD 7,9%) i H-28 grupe (Mn-SOD 93,0% i Cu/Zn-SOD 7,0%)
(Grafikon 22).

Koncentracija malondialdehida u homogenatima tkiva jetre se nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu K-14 (1,312 + 0,523 pmol/mg proteina) i H-14 grupe (1,161 + 0,308
pumol/mg proteina). Takode koncentracija MDA u tkivu jetre se nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu K-28 grupe (8,120 + 0,844 umol/mg proteina) i H-28 grupe (9,404 + 1,234
pumol/mg proteina) (Grafikon 23).
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Grafikon 20. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnost katalaze u tkivu jetre. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - Mann-Whitney U test.

10—

i
-
Hl
—
—

Jetra - SOD (U/mg proteina)

Grafikon 21. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u tkivu
jetre. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom
28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Slika 24. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju razli¢itih izoformi superoksid dismutaze
u tkivu jetre - reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 22. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost razli¢itih izoformi
superoksid dismutaze u tkivu jetre - denzitometrijska analiza zimogrami. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 23. Efekti aplikacije homocisteina na koncentraciju malondialdehida u tkivu jetre. K-
14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.

4.1.7.2. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu jetre

Ukupna aktivnost enzima LDH u homogenatima tkiva jetre nije pokazala statisticki
znacajnu razliku izmedu K-14 (4,644 + 1,012 mU/mg proteina) i H-14 grupe (4,583 + 0,429
mU/mg proteina), kao ni izmedu K-28 (5,126 + 1,120 mU/mg proteina) i H-28 grupe (5,263 +
0,781 mU/mg proteina) (Grafikon 24).

Nativnom gel elektroforezom detektovane su tri izoforme LDH u homogenatima tkiva
jetre: LDH1, LDH2 i LDH3 (Slika 25). Denzitometrijskom analizom izmerena je njihova
relativna aktivnost i izraZzena je procentualno u odnosu na ukupnu aktivnost. Nije detektovana
statisticki znacajna razlika u relativnim aktivnostima LDH izoformi izmedu K-14
(LDH116,4%, LDH2 40,4%, LDH3 43,2%) i H-14 grupe (LDH113,1%, LDH2 26,6%, LDH3
60,3%), kao ni izmedu K-28 (LDH116,7%, LDH2 37,1%, LDH3 46,2%) i H-28 grupe
(LDH114,2%, LDH2 38,0%, LDH3 47,8%). Primecen je blagi porast relativne aktivnost LDH3
izoforme u grupama tretiranim homocisteinom, ali bez dostizanja statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolne grupe (Grafikon 25).

Ukupna aktivnost enzima MDH u homogenatima tkiva jetre nije pokazala statisticki
znacajnu razliku izmedu K-14 (25,935 (24,339 - 30,925) mU/mg proteina) grupe i H-14 grupe
(26,853 (23,618 - 31,041) mU/mg proteina). Statisti¢ki znacajna razliku u ukupnoj aktivnosti
MDH u tkivu jetre nije detektovana ni izmedu K-28 (20,975 (15,496 - 21,482) mU/mg proteina)
i H-28 grupe (19,415 (16,997 - 22,185) mU/mg proteina) (Grafikon 26).

Nativnom gel elektroforezom detektovana je samo jedna izoforma enzima MDH u
homogenatima tkiva jetre: mitohondrijalna MDH (Slika 26).
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Grafikon 24. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima laktat dehidrogenaze
u tkivu jetre. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana. p < 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Slika 25. Reprezentativni zimogrami izoformi enzima laktat dehidrogenaze u homogenatima
tkiva jetre. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 25. Efekti aplikacije homocisteina na relativnih aktivnosti izoformi enzima laktat
dehidrogenaze u homogenatima tkiva jetre - Denzitometrijska analiza zimograma. K-14: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
LDH1: p > 0,05 - T test za nevezane uzorke, LDH2 i LDH3: p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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Grafikon 26. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima malat dehidrogenaze
u tkivu jetre. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
I.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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Slika 26. Reprezentativni zimogrami enzima malat dehidrogenaze u homogenatima tkiva jetre.
K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana.

4.1.7.3. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu
jetre

SDS-PAGE zimografskom tehnikom u homogenatima tkiva jetre detektovane su
aktivnost MMP-9 i MMP-2 (Slika 27), s tim $to je u K-14 grupi detektovana jedino aktivnost
MMP-2. Denzitometrijskom analizom izmerene relativne aktivnost MMP-9 u tkivu jetre u
grupama iznosile su: K-14: (0,0 - 0,0) px/mg proteina, H-14: 1,3 (1,2 - 1,6) px/mg proteina, K-
28: 3,2 (2,2 - 3,5) px/mg proteina i H-28: 3,1 (2,9 - 3,7) px/mg proteina. Relativne aktivnosti
MMP-2 u grupama su iznosile: K-14: 1,3 (1,0 -1,4) px/mg proteina, H-14: 1,3 (1,2 - 1,3) px/mg
proteina, K-28: 0,9 (0,7 - 16,1) px/mg proteina i H-28: 13,1 (3,8 - 15,6) px/mg proteina
Statisticki znacajna razlika u aktivnosti izoforma MMP uocena je jedino u aktivnosti MMP-9
izmedu K-14 i H-14 grupe, p < 0,01 (Grafikon 34).
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Slika 27. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju matriks metaloproteinaza u tkivu jetre -
reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 27. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnost matriks metaloproteinaze-9 (A) i
matriks metaloproteinaze-2 (B) u tkivu jetre. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-
14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c.
tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-14
grupom - Mann-Whitney U test.

4.1.8. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene jetre

Histoloska analiza tkiva jetre u grupama K-14, H-14, K-28 i H-28 pokazuje fizioloski
radijalni raspored jetrinih gredica prema centralnoj veni (Slika 28). Jetrini lobulusi su o¢uvane
arhitektonike. Ne primecuje se prosirenje sinusoidnih kapilara izmedu gredica hepatocita i
njihova orijentacija je pravilna. Portni prostori sadrze ogranke a. hepaticae propriae, v. portae i
interlobularnih zucnih kanali¢a i ocuvane su grade. Hepatociti sadrze jedno do dva pravilna,
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okrugla, euhromatska jedra u kojima se uo¢ava formirano jedarce, kao i eozinofilnu citoplazmu
sa pojedinim bazofilnim zonama koje odgovaraju endoplazmatskom retikulumu. Ne uocava se
mikro i makro vezikularna masna promena hepatocita. Nije uocljiva fibroza, niti ciroza. Ne
uocCava se zastoj zu¢i. U uzorcima jetre unutar H-14 grupe se u odredenim hepatocitima
primecuje blago smanjenje depoa glikogena i blaga hiperplazija Kupferovih Celija.

A

K-14

H-14

K-28

H-28

Slika 28. Fotomikrografije preparata tkiva jetre - hematoksilin/eozin bojenje: A - centar
lobulusa, uveli¢anje x100, B - centar lobulusa, uveli¢anje x200, C - centar acinusa - portni
prostor, uveli¢anje x200. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45
pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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4.1.9. Efekti aplikacije homocisteina na biohemijske parametre u tkivu kolona
4.1.9.1. Efekti aplikacije homocisteina na parametre oksidativnog stresa u tkivu kolona

Aktivnost CAT u homogenatima tkiva kolona nije pokazala statisticki znacajnu razliku
izmedu K-14 (1,467 + 0,501 U/mg proteina) i H-14 grupe (1,955 + 0,293 U/mg proteina).
Takode statisticki znacajna razlika nije detektovana u aktivnosti CAT tkivu kolona izmedu K-
28 (1,895 + 0,421 U/mg proteina) i H-28 grupe (2,012 + 0,834 U/mg proteina) (Grafikon 28).

Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva kolona bila je statisti¢ki znacajno snizena
u H-14 grupi (6,114 (5,590 - 6,391) U/mg proteina) u poredenju sa K-14 grupom (6,577 (6,464
- 7,093) U/mg proteina), p < 0,05. Isti trend promene aktivnosti SOD primecuje se i u H-28
grupi (3,667 (2,243 - 5,778) U/mg proteina) u odnosu na K-28 grupu (8,208 (7,481 - 8,458)
U/mg proteina), p < 0,05 (Grafikon 29).

Nativnom elektroforezom detektovana je samo jedna izoforma SOD u homogenatima
tkiva kolona, Mn-SOD (Slika 29).

Koncentracija MDA u homogenatima tkiva kolona nije pokazala statisti¢ki znacajnu
razliku medu ispitivanim grupama. Koncentracija je bila blago povisena u H-14 grupi (4,717 +
1,653 umol/mg proteina) u odnosu na K-14 grupu (5,354 + 0,798 umol/mg proteina), ali bez
dostizanja statisticke znacajnosti, p > 0,05. Koncentracija MDA u K-28 grupi iznosila je 9,904
+ 2,056 umol/mg proteina, a u H-28 grupi 15,766 + 6,893 umol/mg proteina (Grafikon 30).

—
s

Kolon - CAT (U/mg proteina)

Grafikon 28. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima Kkatalaze u
homogenatima tkiva kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 29. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima superoksid dismutaze
u homogenatima tkiva kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-14 grupom, # p < 0,05 u
poredenju sa K-28 grupom - Mann-Whitney U test.

- I I I I

K-14 H-14 K-28 H-28

Slika 29. Reprezentativni zimogrami enzima superoksid dismutaze u homogenatima tkiva
kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana.

70



]
LN
L

2
o
|

—
h
|

3
—

I
1

Lh
|

Kolon - MDA (umol/mg proteina)

T

1

0 I 1 I |
K-14 H-14 K-28 H-28

Grafikon 30. Efekti aplikacije homocisteina na koncentraciju malondialdehida u homogenatima
tkiva kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pumol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.

4.1.9.2. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti metabolic¢kih enzima u tkivu
kolona

Ukupna aktivnost LDH u homogenatima tkiva kolona se nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu K-14 (1,730 + 0,241 mU/mg proteina) i H-14 grupe (1,827 = 0,320 mU/mg
proteina), kao ni izmedu K-28 (1,158 + 0,560 mU/mg proteina) i H-28 grupe (0,971 + 0,545
mU/mg proteina) (Grafikon 31).

Nativnom gel elektroforezom detektovane su Cetiri izoforme LDH u homogenatima
tkiva srca: LDH1, LDH2, LDH3 i LDH4 (Slika 30). Denzitometrijskom analizom izmerena je
njihova relativna aktivnost i izrazena je procentualno u odnosu na ukupnu aktivnost. Relativne
aktivnost LDH izoformi u grupama su iznosile: K-14 (LDH1 1,0%, LDH2 8,6%, LDH3 48,0%,
LDH4 42,4%), H-14 grupe (LDH1 1,5%, LDH2 8,9%, LDH3 40,1%, LDH4 48,5%), K-28
(LDH1 1,2%, LDH2 9,2%, LDH3 51,0%, LDH4 38,6%) i H-28 grupa (LDH1 1,3%, LDH2
11,5%, LDH3 46,2%, LDH4 41,0%). Detektovana je statisti¢ki znacajna razlika u aktivnosti
LDH 3 izoforme izmedu K-14 i H-14 grupe, p < 0,05. Grupe K-28 i H-28 nisu medusobno
pokazale statisticki znacajnu razliku u stepenu aktivnosti izoformi LDH (Grafikon 32).

Ukupna aktivnost malat dehidrogenaze u homogenatima tkiva kolona nije pokazala
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu K-14 (6,462 (5,686 - 6,866) mU/mg proteina) i H-14 grupe
(5,908 (5,404 - 14,838) mU/mg proteina). Isto tako, statisticki znacajna razlika nije postignuta
ni izmedu K-28 (7,089 (3,745 - 12,760) mU/mg proteina) i H-28 grupe (7,076 (3,534 - 11,681)
mU/mg proteina) u vrednostima aktivnosti MDH (Grafikon 33).

Nativnom gel elektroforezom u homogenatima tkiva kolona detektovana je samo jedna
izoforma malat dehidrogenaze - mMMDH (Slika 31).
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Grafikon 31. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima laktat dehidrogenaze
u homogenatima tkiva kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Slika 30. Reprezentativni zimogrami enzima laktat dehidrogenaze u homogenatima tkiva
kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 32. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost izoformi enzima laktat
dehidrogenaze u homogenatima tkiva kolona - denzitometrijska analiza zimograma. K-14: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
* p < 0,05 u poredenju sa K-14 grupom - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 33. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu aktivnost enzima malat dehidrogenaze
u homogenatima tkiva kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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Slika 31. Reprezentativni zimogrami enzima malat dehidrogenaze u homogenatima tkiva
kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana.

4.1.9.3. Efekti aplikacije homocisteina na aktivnosti matriks metaloproteinaza u tkivu
kolona

SDS-PAGE zimografskom tehnikom u homogenatima tkiva kolona detektovana je samo
aktivnost MMP-2 (Slika 32) i to u pojedinim uzorcima (K-14: 2/5, H-14: 2/5, K-28: 2/5, H-28:
4/5). Denzitometrijskom analizom izmerene relativne aktivnost MMP-2 u tkivu kolona u
grupama iznosile su: K-14: 0,0 (0,0 - 10,5) px/mg proteina, H-14: 0,0 (0,0 - 1,8) px/mg proteina,
K-28: 0,0 (0,0 - 6,4) px/mg proteina i H-28: 1,7 (8,6 - 14,9) px/mg proteina. Nije detektovana
statisti¢ki znacCajna razlika u relativnoj aktivnosti MMP-2 izmedu K-14 i H-14 grupe, kao ni
izmedu K-28 i H-28 grupe (Grafikon 34).

K-14 H-14 K-28 H-28

Slika 32. Efekti aplikacije homocisteina na ekspresiju matriks metaloproteinaza u tkivu kolona
- reprezentativni zimogrami. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 34. Efekti aplikacije homocisteina na relativnu aktivnost matriks metaloproteinaze-2
u tkivu kolona. K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Mann-Whitney U test.

4.1.10. Efekti aplikacije homocisteina na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre kolona

U svim ispitivanim grupama mikroskopski isecci kolona pokazuju normalnu
arhitektoniku, bez znakova za inflamatorne bolesti creva, nisu uocljivi znaci kriptitisa niti
kriptni apscesi. U zidu kolona nisu uo¢ljive erozije i ulceracije. Uzroci ne pokazuju tumorske
izmene epitela (Slika 33).

Dubina Liberkinovih kripti pokazuje statisticki visoko znacajno povisene vrednosti u
H-14 grupi (384,733 + 18,485 um) u poredenju sa K-14 grupom (330,919 £+ 16,899 um), p <
0,01. Isti trend promene primecuje se i u H-28 grupi (402,866 + 10,052 pum) u odnosu na K-28
grupu (374,928 + 12,409 pm), p < 0,01 (Grafikon 35).

Debljina celokupne tunike mukoze je takode bila povecana u H-14 grupi (393,241 +
10,512 pm) u odnosu na K-14 grupu (341,514 + 26,292 um), p < 0,01, kao i u H-28 grupi
(433,687 = 8,172 um) u poredenju sa K-28 grupom (410,385 + 3,697 um), p < 0,01 (Grafikon
36).

Debljina lamine muskularis mukoze nije pokazala statisticki znacajnu razliku prilikom
poredenja K-14 grupe (17,831 + 1,488 um) sa H-14 grupom (19,544 + 2,123 pum) niti u
poredenju K-28 grupe (20,249 + 1,066 um) sa H-28 grupom (20,375 + 1,214 um) (Grafikon
37).

Ukupna debljina zida kolona se nije statisticki znacajno razlikovala izmedu K-14
(741,904 (710,377 - 775,496) um) i H-14 grupe (777,393 (752,564 - 805,560) um), kao ni
izmedu K-28 (773,601 (770,357 - 850,423) um) i H-28 grupe (797,841 (778,022 - 850,423)
um) (Grafikon 38).

Broj éelija u lamini propriji prera¢unat na povrsinu od 0,1 mm? je statisticki visoko
znacajno veéi u H-14 grupi (1251 £ 59 éelija na 0,1mm?) u odnosu na K-14 grupu (1007 £ 69
éelija na 0,1mm?), p < 0,01. Isti trend se primecuje i u H-28 grupi (1161 + 76 éelija na 0,1mm?)
u odnosu na K-28 grupu (977 + 78 ¢elija na 0,1mm?), p < 0,01 (Grafikon 39).
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Slika 33. Poprec¢ni presek kolona - hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x100. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 35. Efekti aplikacije homocisteina na dubinu Liberkinovih kripti kolona. K-14: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
** p < 0,01 u poredenju sa K-14 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom - T test za
nevezane uzorke.
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Grafikon 36. Efekti aplikacije homocisteina na debljinu tunike mukoze kolona. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
** p < 0,01 uporedenju sa K-14 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom - T test za
nevezane uzorke.
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Grafikon 37. Efekti aplikacije homocisteina na debljinu lamine muskularis mukoze kolona. K-
14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. p > 0,05 - T test za nevezane uzorke.
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Grafikon 38. Efekti aplikacije homocisteina na ukupnu debljinu zida kolona. K-14: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - Mann-Whitney U test.
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Grafikon 39. Efekti aplikacije homocisteina na broj ¢elija u lamini propriji kolona na 0,1 mm?,
K-14: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana, H-14: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana, K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-14 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa K-28
grupom - T test za nevezane uzorke.
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4.2. Efekti aplikacije vitamina B6 u uslovima eksperimentalno izazvane
hiperhomocisteinemije

4.2.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na telesnu masu eksperimentalnih zivotinja

Nakon prve nedelje eksperimenta mase zivotinja u H-B6 grupi bile su statisticki
znacajno nize u odnosu na kontrolnu grupu K-28, p < 0,05. U drugoj nedelji eksperimenta obe
grupe tretirane vitaminom B6, pokazuju statisticki znacajno vise vrednosti telesnih masa u
poredenju sa H-28 grupom, p < 0,05. U poslednjoj nedelji eksperimenta, obe grupe tretirane
homocisteinom imaju znacajno nize telesne mase zivotinja u poredenju sa K-28 grupom (p <
0,05 poredeno sa H-28 i p < 0,01 poredeno sa H-B6). Grupe tretirane Hcy se takode i
medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju u vrednostima mase zivotinja na kraju eksperimenta,
sa nizim vrednostima u H-B6 grupi u odnosu na H-28 grupu, p < 0,05 (Grafikon 40).
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Grafikon 40. Efekti aplikacije vitamina B6 na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja kroz
nedelje eksperimentalnog protokola. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01
u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju
sa H-28 grupom, §§ p < 0,01 u poredenju sa K-B6 grupom - Sidakov post hoc test.
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4.2.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na indeks sré¢ane mase

Vrednost ISM je statisti¢ki znacajno niza u H-B6 grupi (0,422 + 0,062 g/g) u poredenju
sa K-28 grupom, p < 0,05. Vrednost ISM u K-B6 grupi (0,451 + 0,038 g/g) se nije statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na ostale grupe (Grafikon 41).
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Grafikon 41. Efekti aplikacije vitamina B6 na indeks sréane mase. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c.
tokom 14 dana +f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom
14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan
s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28
grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.

4.2.3. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u serumu i plazmi
4.2.3.1 Efekti aplikacije vitamina B6 na koncentraciju homocisteina u serumu

Koncentracija Hcy u serumu na kraju eksperimenta u grupi koja je tretirana
homocisteinom i vitaminom B6 ima vrednosti nize od 15 pumol/L (H-B6: 11,6 + 3,1 umol/L).
Drugim recima, i pored potkoznog davanja Hcy Zivotinjama u toku 2 nedelje, usled paralelne
i.p. aplikacije vitamina B6, hiperhomocisteinemija nije postignuta. Izmerene vrednosti Hcy u
H-B6 grupi su statisticki visoko znacajno nize u poredenju sa H-28 grupom (21,2 + 4,0 umol/L),
p < 0,01. Vrednosti Hcy u serumu u K-B6 grupi (10,7 = 1,3 umol/L) su o¢ekivano zna¢ajno
niZe u odnosu na H-28 grupu, p <0,01, ali takode i u odnosu na K-28 grupu (12,7 + 1,8 umol/L),
p < 0,05 (Grafikon 42).
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Grafikon 42. Efekti aplikacije vitamina B6 na serumsku koncentraciju homocisteina. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p <
0,05 u poredenju sa K-28 grupom; ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom; ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.

4.2.3.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u
serumu i plazmi

Statisticki znaCajna razlika u izmerenim vrednostima kardiovaskularnih biomarkera
primecena je jedino u koncentraciji vitamina B12 ¢ije su vrednosti bile visoko znacajno nize u
K-B6 (417,2 £ 59,2 pg/mL), p < 0,01 1 H-B6 grupi (391,9 £+ 55,4 pg/mL), p < 0,01 u poredenju
sa H-28 grupom (627,2 = 81,3 pg/mL) (Tabela 3).
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Tabela 3. Efekti aplikacije vitamina B6 kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u serumu

i plazmi
Parametar K-28 H-28 K-B6 H-B6
Hey (umol/L)a, s 127+138 212+4,0* 10,7 = 1,3* ## 11,6 +3,0 ##

HOL (mmol/L)b, s

HDL (mmol/L)b, s

LDL (mmol/L)c, s

TG (mmol/L)c, s

LDH (U/L)c, s

hs-TnT (ng/L)b, s
Vitamin B12 (pg/mL)c, s
Folat (ng/mL)b, s
Fibrinogen (g/L)b, p

1,76 (154 - 1,93)
1,25 (1,12 - 1,40)
0,16+ 0,09
0,77+0,17
3546 + 1305
22,0 (16,0 - 53,0)
460,2 +50,0
19,2 (19,0 - 20,0)
1,8 (16-23)

1,81 (1,58 - 2,00)
1,29 (1,15 - 1,42)
0,26 +0,10
0,57 +0,10
3323+ 666
21,5 (13,7 - 39.2)
6272+ 81,3 **
20,0 (20,0 - 20,0)
1,8(16-19)

2,16 (1,70 - 2,21)
1,52 (1,20 - 1,64)
0,199 0,121
0,754 +0,218
2971 £732
15,0 (13,7 - 20,5)
4172 59,2 ##
20,0 (19,2 - 20,0)
2,0(1,8-26)

1,85 (1,76 - 2,01)
1,39 (1,31 - 1,45)
0,219 + 0,096
0,628 0,218
2728 + 708
16,5 (14,7 - 22,0)
391,9 + 55,4 ##
19,3 (18,9 - 20,0)
1,7(16-23)

D-dimer (mg/L)b, p
VWF (%) b, p

0,17 (0,17 -0,17)
155,0 (122,2 - 167,5)

0,17 (0,17 - 0,17)
1510 (1445 - 166,5)

0,17 (0,17 - 0,84)
78,0 (29,0 - 157,0)

0,17 (0,17 - 0,35)
155,0 (16,5 - 189,0)

Hcy - homocistein, HOL - ukupni holesterol, HDL - lipoprotein visoke gustine, LDL -
lipoprotein niske gustine, TG - trigliceridi, LDH - laktat dehidrogenaza, hs-TnT - visoko
senzitivni troponin T, VWF - vonWilebrand-ov faktor, s - vrednost merena u serumu, p -
vrednost merena u plazmi. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. a - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u
poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa
Games-Howell post hoc testom, b - p > 0,05 - Kruskal-Wallis test, ¢ - ** p < 0,01 u poredenju
sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey
post hoc testom.

4.2.3.3. Efekti aplikacije vitamina B6 na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u
serumu

Koncentracija glukoze je bila statisticki znacajno visa u K-B6 grupi (6,27 = 7,17
mmol/L), p < 0,01 i H-B6 grupi (6,83 £+ 0,70 mmol/L), p < 0,01 u odnosu na K-28 grupu (5,20
+ 0,68 mmol/L). U H-B6 grupi koncentracija glukoze je takode visoko znacajno visa i u odnosu
na H-28 grupu (5,76 = 0,55 mmol/L), p < 0,01. Koncentracija ukupnih proteina bila je statisticki
znacajno visa U grupama tretiranim vitaminom B6, K-B6: 64,1 £2,1 g/L, p<0,01 i H-B6: 64,2
+2,4 g/L, p<0,05 u odnosu na H-28 grupu. Takode izmerene koncentracije albumina imale su
vise vrednosti u H-28 grupi (48,0 (45,7 - 49,5) g/L) u odnosu na K-B6 (44,0 (43,0 - 44,7) g/L),
p < 0,01 i H-B6 grupu (43,0 (42,5 - 44,0) g/L), p < 0,01. Aktivnost AST u serumu je bila
statisti¢ki znacajno niza u H-B6 grupi (176 (166 - 181) U/L) u poredenju sa K-28 (227 (186 -
244) U/L), p < 0,01 i H-28 grupom (223 (181 - 241)), p < 0,05. Koncentracija kreatinina je bila
znacajno niza u obe grupe tretirane vitaminom B6 (K-B6: 31,5 (30,2 - 33,7) umol /L, p < 0,01
i H-B6: 31,0 (30,0 - 32,0) umol /L, p < 0,01) u odnosu na H-28 grupu (41,0 (37,2 - 44,0) umol
/L). Koncentracija mokraéne kiseline u serumu je bila statisticki znacajno niza u H-B6 grupi
(70,2 + 14,2 umol /L) u odnosu na K-28 grupu (86,2 + 12,7 pumol /L), p < 0,05. Izmerene
vrednosti aktivnosti amilaze u serumu bile su znacajno nize u H-B6 grupi (2908 (2773 - 3174)
U/mL) u poredenju sa H-28 grupom (3499 (3334 - 4203) U/mL), p < 0,05 (Tabela 4).
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Tabela 4. Efekti aplikacije vitamina B6 hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u serumu

Parametar K-28 H-28 K-B6 H-B6
Glukoza (mmol/L)a 5,20+ 0,68 5,76+ 0,55 6,27 +£7,17 ** 6,83 +£ 0,70 **, ##
Ukupni proteini (g/L)a 63,7+3,1 68,2 3,1 ** 64,1 £2,1## 64224 #
Albumin (g/L)b 44,0 (42,7-452) 48,0 (45,7 - 495) * 44,0 (43,0 - 44.7) ## 43,0 (42,5 - 44,0) ##
AST (U/L)b 227 (186 - 244) 223 (181 - 241) 197 (189 - 208) 176 (166 - 181) **, #
ALT (U/L)a 652 + 13,7 62,9492 594+ 10,4 61,4+9,0
Urea (mmol/L)a 72+1,2 83+1,1 74+0,7 74+09
Kreatinin (umol /L)b 35,0(34,0-357) 41,0 (37,2 - 44,0) 31,5(30,2 - 33,7) ## 31,0 (30,0 - 32,0) ##
Mokracéna kiselina (umol/mL)a 86,2+ 12,7 79,0+ 12,1 83,6 12,1 70,2+ 142 *
Amilaza (U/mL)b 3471 (2912 - 3671) 3499 (3334 - 4203) 3348 (2829 - 4369) 2908 (2773 - 3174) #
CRP < 0,06 mg/L 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %)

AST - aspartat aminotransferaza, ALT - alanin aminotransferaza, CRP - C reaktivni protein. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. a - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, # p
< 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way
ANOVA test sa Tukey post hoc testom. b - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01
u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju
sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.

4.2.4. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u tkivu srca
4.2.4.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na parametre oksidativnog stresa u tkivu srca

Aktivnost katalaze u homogenatima tkiva srca nije pokazala statisticki znacajnu razliku
usled tretmana vitaminom B6 u odnosu na K-28 i H-28 grupu (Grafikon 43).

Medutim u grupama tretiranim vitaminom B6 aktivnost SOD u homogenatima tkiva
srca (K-B6: 8,720 + 0,652 U/mg proteina, p < 0,01 i H-B6- 8,731 + 0,680 U/mg proteina)
pokazuje vrednosti priblizne vrednostima u kontrolnoj grupi, a statisticki znacajno nize u
odnosu na H-28 grupu (18,052 + 2,398 U/mg proteina) (Grafikon 44).

Koncentracija MDA u homogenatima tkiva srca u H-B6 grupi (6,196 + 0,944 umol/mg
proteina) pokazuje statisticki zna¢ajno nize vrednosti u poredenju sa H-28 grupom (11,116 +
2,437 umol/mg proteina), p < 0,05. lako su vrednosti koncentracije MDA u srcu u H-B6 bile
znacajno nize u odnosu na H-28 grupu, ipak njihova vrednost je visa u poredenju sa obe
kontrolne grupe (K-28: 4,143 + 0,454 pumol/mg proteina, p < 0,05 i K-B6: 4,042 + 0,597
umol/mg proteina, p < 0,05) (Grafikon 45).
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Grafikon 43. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost katalaze u homogenatima tkiva srca.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 44. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost superoksid dismutaze u homogenatima
tkiva srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom -
One-way ANOVA test.
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Grafikon 45. Efekti aplikacije vitamina B6 na koncentracija malondialdehida u homogenatima
tkiva srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i1.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, # p
< 0,05 u poredenju sa H-28 grupom ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom, § p < 0,05 u
poredenju sa K-B6 grupom - Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.

4.2.4.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu srca

Aktivnost LDH u homogenatima tkiva srca u H-B6 grupi (6,630 + 0,364 mU/mg
proteina) je statisticki visoko znac¢ajna u poredenju sa H-28 grupom (4,585 + 0,430 mU/mg
proteina, p < 0,01) i kontrolnim grupama K-28 (4,648 + 1,105 mU/mg proteina), p < 0,01 i K-
B6 (5,123 £ 0,266 mU/mg proteina), p < 0,01 (Grafikon 46).

Aktivnost MDH u homogenatima tkiva srca nije, usled tretmana vitaminom B6,
pokazala statisticki znacajnu razliku medu ispitivanim grupama (Grafikon 47).
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Grafikon 46. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost laktat dehidrogenaze u homogenatima
tkiva srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom,
§§ p < 0,01 u poredenju sa K-B6 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 47. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost malat dehidrogenaze u homogenatima
tkiva srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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4.2.5. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre srca

Na slici 34 prikazane su reprezentativne fotomikrografije uzoraka tkiva srca na malom
i velikom uveli¢anju (Slika 34). U svim ispitivanim grupama primecuje se pravilan raspored
vlakna miokarda, a kardiomiociti su zadrzali fiziolosku morfologiju, nisu uoc¢ena polja nekroze
niti zone proliferacije vezivnog tkiva.

A K-28 H-28 K-B6 H-B6

Slika 34. Popre¢ni presek srca - hematoksilin/eozin bojenje (A: uveli¢anje x50, B: uvelianje
x400). K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana.

Debljina zida leve komore nije pokazala statisticki znac¢ajnu promenu usled tretmana
vitaminom B6 (K-B6: 2146,559 + 153,176 um, H-B6: 2193,774 + 117,271 um) u poredenju sa
H-28 (2307,074 + 133,123 um) i K-28 grupom (2110,814 + 62,286 um) (Grafikon 47).

U H-B6 grupi uocava se statisticki znac¢ajno smanjenje debljine zida desne komore
(766,221 + 70,250 pm) u odnosu na H-28 grupu (1025,389 + 146,921 um). H-B6 grupa se nije
statisticki znacajno razlikovala u debljini zida desne komore u odnosu na obe kontrolne grupe
K-28 (790,223 + 45,292 um) i K-B6 (766,221 + 70,250 um) (Grafikon 48).

Debljina interventrikularnog septuma u H-B6 grupi (1574,035 (1460,828 - 1594,046)
um), je bila priblizna vrednostima u kontrolnim grupama K-28 (1632,364 (1537,572 -
1772,182) um) i K-B6 (1623,487 (1472,669 - 1743,128) um), niza u odnosu na H-28 grupu
(2067,526 (1752,482 - 2144,291) um), ali bez dostizanja statisticki znacajne razlike (Grafikon
45) (Grafikon 49).

Slican trend medu grupama primecuje se i u vrednostima transverzalnog dijametra
kardiomiocita (Grafikon 46). U grupama tretiranim vitaminom B6 (K-B6: 19,477 (18,804 -
21,984) um, H-B6: 19,639 (19,116 - 21,455) um) transverzalni dijametar kardiomiocita ne
dostize statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na K-28 (19,328 (18,169 - 20,963) um) i H-28
grupu (22,328 (20,310 - 22,622) um) (Grafikon 50).
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Grafikon 47. Efekti aplikacije vitamina B6 na debljinu zida leve komore. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- One-way ANOVA test.
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Grafikon 48. Efekti aplikacije vitamina B6 na debljinu zida desne komore. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p <
0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA
test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 49. Efekti aplikacije vitamina B6 na debljinu interventrikularnog septuma. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- Kruskal-Wallis test.

£ 254

3

‘g = T

@]

v = =

-

g

D= 15

=

2 10

=

N

DL

=

2 5

<

F

0 | | | I

K-28 H-28 K-B6 H-B6

Grafikon 50. Efekti aplikacije vitamina B6 na transverzalni dijametar kardiomiocita. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- Kruskal-Wallis test.
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4.2.6. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre aorte

Histomorfometrijska analiza pokazuje da se ne uocava statisticki znacajna razlika u
debljini tunike medije aorte usled tretmana vitaminom B6 (K-B6: 123,882 + 10,922 um, H-B6:
126,800 + 10,723 um) u odnosu na K-28 (124,327 + 6,324 um) i H-28 grupu (125,077 + 3,165
um) (Grafikon 51).

Takode, rastojanje izmedu elasti¢nih lamina se ne razlikuje statisticki znac¢ajno izmedu
grupa tretiranih vitaminom B6 (K-B6: 10,895 £+ 1,109 um, H-B6: 11,134 £+ 0,905 um) u odnosu
na K-28 (10,170 = 1,518 pm) i H-28 grupu (10,566 + 0,661 um) (Grafikon 52)

Isto tako, broj elasti¢nih lamina u zidu aorte se ne razlikuje statisticki znacajno u
grupama tretiranim vitaminom B6 (K-B6: 10(9-10) EL, H-B6 10 (9-11) EL) u poredenju sa K-
28 (10 (9-11) EL) i H-28 grupom (10 (9-11) EL) (Grafikon 53).

Slika 35. Poprecni presek aorte, hematoksilin/eozin bojenje, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 51. Efekti aplikacije vitamina B6 na debljinu tunike medije aorte. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- One-way ANOVA test.
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Grafikon 52. Efekti aplikacije vitamina B6 na rastojanje izmedu elasti¢nih lamina u zidu aorte.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 53. Efekti aplikacije vitamina B6 na broj elasti¢nih lamina u zidu aorte. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- Kruskal-Wallis test.

4.2.7. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u tkivu jetre
4.2.7.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre

Tretman vitaminom B6 nije pokazao statisti¢ki znac¢ajan uticaj na aktivnost katalaze (K-
B6: 0,315 (0,280 - 0,697) U/mg proteina, H-B6: 0,390 (0,369 - 0,615) U/mg proteina) u
homogenatima tkiva jetre u poredenju sa K-28 (0,346 (0,230 - 0,752) U/mg proteina) i H-28
grupom (0,756 (0,539 - 1,320) U/mg proteina) (Grafikon 54).

Ukupna aktivnost SOD se takode nije statisti¢ki zna¢ajno razlikovala u grupama koje
su tretirane vitaminom B6 (K-B6: 10,141 + 1,005 U/mg proteina, H-B6: 9,014 + 1,315 U/mg
proteina) u odnosu na K-28 (9,209 + 2,030 U/mg proteina) i H-28 grupu (9,713 + 1,849 U/mg
proteina) (Grafikon 55).

Medutim, tretman vitaminom B6 doveo je do statisticki visoko znacajnog sniZenja
koncentracije MDA u homogenatima tkiva jetre (K-B6: 5,740 £ 1,054 umol/mg proteina, p <
0,01 i H-B6: 5,150 £+ 1,022 pmol/mg proteina) u poredenju sa H-28 grupom (9,404 + 1,234
umol/mg proteina). Takode, koncentracija MDA u grupama tretiranim vitaminom B6 bila je
statisticki znacajno niza i u poredenju sa kontrolom K-28 (8,120 + 0,844 pmol/mg proteina),
K-B6 p < 0,05, H-B6 p < 0,01 (Grafikon 56).
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Grafikon 54. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost katalaze u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- Kruskal-Wallis test.
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Grafikon 55. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost superoksid dismutaze u tkivu jetre. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 56. Efekti aplikacije vitamina B6 na koncentraciju malondialdehida u tkivu jetre. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.

4.2.7.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu jetre

Aktivnost enzima LDH u homogenatima tkiva jetre nije pokazala statisticki znacajno
razlikovanje u grupama tretiranim vitaminom B6 (K-B6: 5,564 + 0,596 mU/mg proteina, H-
B6: 4,869 + 1,325 mU/mg proteina) u poredenju sa K-28 (5,126 + 1,120 mU/mg proteina) i H-
28 grupom (5,263 + 0,781 mU/mg proteina) (Grafikon 57).

Sli¢no tako ni na aktivnost enzima MDH u homogenatima tkiva jetre tretman vitaminom
B6 nije pokazao statisti¢ki zna¢ajan uticaj (K-B6: 18,073 (17,498 - 23,511) mU/mg proteina,
H-B6: 18,956 (13,408 - 22,992) mU/mg proteina) poredeno sa K-28 (20,975 (15,496 - 21,482)
mU/mg proteina) i H-28 grupom (19,415 (16,997 - 22,185) mU/mg proteina) (Grafikon 58).
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Grafikon 57. Efekti aplikacije vitamina B6 na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u tkivu
jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 58. Efekti aplikacije vitamina B6 na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u tkivu
jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.
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4.2.8. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloSke promene jetre

Histoloska analiza tkiva jetre u grupama tretiranim vitaminom B6 pokazuje fizioloski
radijalni raspored jetrinih gredica prema centralnoj veni. Jetrini lobulusi su ocuvane
arhitektonike (Slika 36). Ne primecuje se proSirenje sinusoidnih kapilara izmedu gredica
hepatocita i njihova orijentacija je pravilna. Portni prostori sadrze ogranke a. hepaticae propriae,
v. portae i interlobularnih zuénih kanali¢a i o¢uvane su grade. Hepatociti sadrze jedno do dva
pravilna, okrugla, euhromatska jedra u kojima se uocava formirano jedarce, kao i eozinofilnu
citoplazmu sa pojedinim bazofilnim zonama koje odgovaraju endoplazmatskom retikulumu.
Ne uocava se mikro i makro vezikularna masna promena hepatocita. Nije uocljiva fibroza, niti
ciroza. Ne uocava se zastoj zuéi.

A

K-28

H-28

K-B6

H-B6

Slika 36. Fotomikrografije preparata tkiva jetre - hematoksilin/eozin bojenje: A - centar
lobulusa, uveli¢anje x100, B - centar lobulusa, uveli¢anje x200, C - centar acinusa - portni
prostor, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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4.2.9. Efekti aplikacije vitamina B6 na biohemijske parametre u tkivu kolona
4.2.9.1. Efekti aplikacije vitamina B6 na parametre oksidativnog stresa u tkivu kolona

Aktivnost enzima katalaze u homogenatima tkiva kolona nije pokazala statisticki
znacajnu razliku u grupama tretiranim vitaminom B6 (K-B6: 2,334 + 0,5334 U/mg proteina,
H-B6: 1,339 + 0,409 U/mg proteina)u poredenju sa K-28 (1,895 + 0,421 U/mg proteina) i H-
28 grupom (2,012 + 0,834 U/mg proteina) (Grafikon 59).

Aplikacija vitamina B6 nije dovela do statisticki znac¢ajne promene aktivnosti SOD u
tretiranim grupama (K-B6: 6,491 (5,940 - 8,370) U/mg proteina, H-B6: 8,713 (4,905 - 9,605)
U/mg proteina) u poredenju sa K-28 (8,208 (7,481 - 8,458) U/mg proteina) i H-28 grupom
((3,667 (2,243 - 5,778) U/mg proteina) (Grafikon 60).

Ne uocava se statistiCki znacajna razlika u koncentraciji MDA u grupama tretiranim
vitaminom B6 (K-B6: 8,343 + 1,898 pumol/mg proteina, H-B6: 11,980 + 6,469 umol/mg
proteina) u odnosu na K-28 (9,904 + 2,056 umol/mg proteina) i H-28 grupu (15,766 + 6,893
umol/mg proteina) (Grafikon 61).
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Grafikon 59. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnost katalaze u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- One-way ANOVA test.
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Grafikon 60. Efekti aplikacije vitamina B6 na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.
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Grafikon 61. Efekti aplikacije vitamina B6 na koncentraciju malondialdehida u tkivu kolona.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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4.2.9.2. Efekti aplikacije vitamina B6 na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu
kolona

Aktivnost LDH se nije statisticki znacajno razlikovala u grupama tretiranim vitaminom
B6 (K-B6: 1,246 + 0,281 mU/mg proteina, H-B6: 1,581 + 0,338 mU/mg proteina) u odnosu na
K-28 (1,158 £ 0,560 mU/mg proteina) i H-28 grupu (0,971 + 0,545 mU/mg proteina) (Grafikon
62).

Tretman vitaminom B6 takode nije statisticki zna¢ajno uticao ni na aktivnost MDH u
tkivu kolona (K-B6: 5,991 + 3,770 mU/mg proteina, H-B6: 3,445 + 0,507 mU/mg proteina)
poredeno sa K-28 (8,020 + 5,072 mU/mg proteina) i H-28 grupom (7,501 + 4,941 mU/mg
proteina) (Grafikon 63).
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Grafikon 62. Efekti aplikacije vitamina B6 na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 63. Efekti aplikacije vitamina B6 na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana,
H-B6: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom
28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.

4.2.10. Efekti aplikacije vitamina B6 na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre kolona

U svim ispitivanim grupama mikroskopski isecci kolona pokazuju normalnu
arhitektoniku, bez znakova za inflamatorne bolesti creva, nisu uocljivi znaci kriptitisa niti
kriptni apscesi. U zidu kolona nisu uo¢ljive erozije i ulceracije. Uzroci ne pokazuju tumorske
izmene epitela (Slika 37).

Dubina Liberkinovih kripti je statisticki znac¢ajno niza u grupama tretiranim vitaminom
B6 (K-B6: 375,885 + 18,563 um, p < 0,05, H-B6: 368,131 + 13,627 um, p < 0,01) u poredenju
sa H-28 grupom (402,866 + 10,052 um) (Grafikon 64).

Takode debljina tunike mukoze je statisticki znacajno niza u grupama tretiranim
vitaminom B6 (K-B6: 408,462 + 7,160 um, p < 0,01, H-B6: 409,601 + 11,550 pum, p < 0,05)
naspram H-28 grupe (433,687 + 8,172 um) (Grafikon 65).

Sa druge strane, tretman vitaminom B6 nije doveo da statisticki znafajne promene
debljine lamine muskularis mukoze u poredenju sa H-28 grupom (Grafikon 66).

Isto tako ukupna debljina zida kolona ne razlikuje se statisticki znac¢ajno u grupama
tretiranim vitaminom B6 u odnosu na H-28 grupu (Grafikon 67).

Medutim, u obe grupe tretirane vitaminom B6 izmeren je statisti¢ki visoko znacajno
manji broj ¢elija u lamini propriji (K-B6: 954 £ 79 éelijana 0,1 mm?, p < 0,01, H-B6: 943 + 70
éelija na 0,1 mm?) u poredenju sa H-28 grupom (1161 + 76 éelija na 0,1 mm?) (Grafikon 70).
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Slika 37. Poprec¢ni presek kolona - hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x100. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 64. Efekti aplikacije vitamina B6 na dubinu Liberkinovih kripti kolona. K-28 K-28:
f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein
0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p <
0,05 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom — One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 65. Efekti aplikacije vitamina B6 na debljinu tunike mukoze kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p <
0,01 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom — Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.
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Grafikon 66. Efekti aplikacije vitamina B6 na debljinu lamine muskularis mukoze kolona. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 67. Efekti aplikacije vitamina B6 na ukupnu debljinu zida kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05
- Kruskal-Wallis test.
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Grafikon 68. Efekti aplikacije vitamina B6 na broj ¢elija u lamini propriji kolona na 0,1 mm?,
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom — One-
way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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4.3. Efekti aplikacije folne kiseline u uslovima eksperimentalno izazvane
hiperhomocisteinemije

4.3.1. Efekti aplikacije folne kiseline na telesnu masu eksperimentalnih zivotinja

Nakon druge nedelje eksperimenta mase zivotinja koje su bile tretirane folnom
kiselinom (K-FK i H-FK) bile su statisti¢ki znacajno vise u odnosu na H-28 grupu, p < 0,01.
Zivotinje u H-B6 grupi su u drugoj nedelji imale statisticki visoko zna¢ajno vece telesne mase
i u odnosu na kontrolu K-28, p < 0,01. Medutim na kraju eksperimentalnog protokola mase
zivotinja u K-28 grupi bile su statisticki znac¢ajno vise u odnosu na H-28 grupu, p < 0,05 i
statisticki visoko znacajno viSe u odnosu na obe grupe tretirane folnom kiselinom, p < 0,01.
Kroz sve nedelje eksperimentalnog protokola zivotinje u K-FK i zivotinje iz H-FK grupe nisu
medusobno imale statisti¢ki znacajno razli¢ite telesne mase (Grafikon 69).
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Grafikon 69. Efekti aplikacije folne kiseline na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja kroz
nedelje eksperimentalnog protokola. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg
tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK
5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p <0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p <0,01 u poredenju
sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28
grupom - Sidakov post hoc test.

104



4.3.2. Efekti aplikacije folne kiseline na indeks sr¢ane mase

Vrednost ISM se nije statisti¢ki znacajno razlikovala kod zivotinja tretiranih folnom
kiselinom u odnosu na H-28 i K-28 grupu (Grafikon 70).
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Grafikon 70. Efekti aplikacije folne kiseline na indeks sr¢ane mase. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan
s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan
s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Welch ANOVA
test.

4.3.3. Efekti aplikacije folne kiseline na vrednosti biohemijskih parametara u serumu i
plazmi

4.3.3.1. Efekti aplikacije folne kiseline na koncentraciju homocisteina u serumu

Koncentracija Hey u serumu bila je statisti¢ki visoko znacajno niza u H-FK grupi (10,3
+ 2,3 umol/L) u odnosu na H-28 grupu (21,2 £ 4,0 umol/L), p < 0,01. U K-FK grupi
koncentracija Hcy u serumu iznosila je 13,5 + 3,9 umol/L. U obe grupe tretirane folnom
kiselinom na kraju eksperimentalnog protokola prosecne vrednosti serumske koncentracije
homocisteina iznosile su ispod 15 umol/L. Nije prisutna statisticki znacajna razlika u serumskoj
koncentraciji Hey izmedu grupa tretiranih folnom kiselinom i kontrolne K-28 grupe (Grafikon
71).
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Grafikon 71. Efekti aplikacije folne kiseline na serumsku koncentraciju homocisteina. K-28:
f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p < 0,01
u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom — One-way ANOVA
test sa Tukey post hoc testom.

4.3.3.2. Efekti aplikacije folne kiseline na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere
u serumu i plazmi

Izmerene koncentracije HOL bile su statisticki znacajno vise u H-FK grupi (2,03 £0,18
mmol/L), p < 0,05 u odnosu na kontrolu K-28 (1,75 + 0,25 mmol/L), ali ova statisticka
znacajnost nije od velikog biolo§kog znacaja s obzirom da je koncentracija HOL u H-FK grupi
jos uvek u referenthom opsegu normalnih vrednosti (do 5,2 mmol/L). Sli¢an trend primecuje
se i u pogledu koncentracije LDL u serumu koja je u obe grupe tretirane folnom kiselinom bila
statisti¢ki znacajno visa (K-FK: 0,30 = 0,10 mmol/L, p < 0,01, H-FK: 0,30 + 0,06 mmol/L, p <
0,01) u poredenju sa kontrolom K-28 (0,16 + 0,09 mmol/L), ali i u ovom sluc¢aju u svim
grupama su vrednosti bile ispod gornje granice referentnog opsega (do 3,4 mmol/L).
Koncentracija HDL je bila znac¢ajno visa u H-FK grupi (1,45 + 0,13 mmol/L) u poredenju sa
K-28 grupom (1,45 + 0,13 mmol/L). Koncentracija TG u serumu je pak bila statisticki znacajno
niZa u obe grupe tretirane folnom kiselinom (K-FK: 0,60 + 0,10 mmol/L, p < 0,05, H-FK: 0,60
+ 0,13 mmol/L, p < 0,05) u poredenju sa kontrolom K-28 (0,77 + 0,17 mmol/L), ali se nisu
razlikovale znac¢ajno u odnosu na H-28 grupu (0,57 £+ 0,10 mmol/L). Koncentracija vitamina
B12 bila je visoko znacajno niza u grupi K-FK (433,4 + 74,6 pg/mL, p < 0,01) i grupi H-FK
(385,7 £ 57,4 pg/mL, p < 0,01) u odnosu na H-28 grupu (627,2 + 81,3 pg/mL). vWF je bio
znacajno snizen u K-FK (128,0 (89,7 — 144,2) %, p < 0,05) i H-FK grupi (131,0 (111,5 — 144,0)
%, p < 0,05) u poredenju sa H-28 grupom (151,0 (144,5 - 166,5) %) (Tabela 5).
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Tabela 5. Efekti aplikacije folne kiseline na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u

serumu i plazmi

Parametar K-28 H-28 K-FK H-FK
Hey (umol/L)a, s 12,7+18 21,2 +4,0 ** 13,5+ 3,9 ## 10,3 +2,3 ##
HOL (mmol/L)a, s 1,75+ 0,25 1,80 + 0,24 1,98 + 1,89 2,03+£0,18*
HDL (mmol/L)a, s 1,26 £0,17 1,30+0,17 1,41 +£0,12 1,45+0,13 *
LDL (mmol/L)a, s 0,16 +£0,09 0,26 0,10 0,30 + 0,10 ** 0,30 + 0,06 **
TG (mmol/L)a, s 0,77 0,17 0,57 +0,10 ** 0,60+ 0,10 * 0,60 +0,13 *
LDH (U/L)b, s 3546 + 1305 3323 + 666 2925+ 512 2904 +316
hs-TnT (ng/L)c, s 22,0 (16,0 - 53,0) 21,5 (13,7 - 39,2) 15,5 (14,0 — 22,2) 19,0 (14,0 — 27,5)
Vitamin B12 (pg/mL)a, s 460,2 +50,0 6272+ 81,3 ** 4334 + 74,6 ## 385,7 + 57,4 ##
Folat (ng/mL)c, s 19,2 (19,0 - 20,0) 20,0 (20,0 - 20,0) 20,0 (20,0 - 20,0) 20,0 (20,0 - 20,0)
Fibrinogen (g/L)a, p 1,9+04 1,8+0,1 2,3+£0,5 2,2+0,5
D-dimer < 0,17 mg/L 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %)
VWF (%)c, p 155,0 (122,2 - 167,5) 151,0 (1445 - 166,5) 128,0 (89,7 —1442) # 131,0 (111,5-144,0) #

Hcy - homocistein, HOL - ukupni holesterol, HDL - lipoprotein visoke gustine, LDL -
lipoprotein niske gustine, TG - trigliceridi, LDH - laktat dehidrogenaza, hs-TnT - visoko
senzitivni troponin T, VWF - vonWilebrand-ov faktor, s - vrednost merena u serumu, p -
vrednost merena u plazmi. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p.
tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg
tm. i.p. tokom 28 dana. a — * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa
K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post
hoc testom. b - p > 0,05 — Welch ANOVA test. ¢ - # p < 0,05 u poredenju sa H-28 — Kruskal-
Wallis test sa Dunn post hoc testom.

4.3.3.3. Efekti aplikacije folne kiseline na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u
serumu

Koncentracija glukoze bila je statisti¢ki znac¢ajno povisena u H-FK grupi (6,60 (6,40 —
7,30) mmol/L) u poredenju sa K-28 (5,19 (4,64 - 5,80) mmol/L), p < 0,01 i H-28 grupom (5,89
(5,67 - 6,13) mmol/L), p <0,01. Takode koncentracija glukoze bila je visa i u K-FK grupi (6,10
(5,90 - 6,50) mmol/L) u poredenju sa K-28 grupom, p < 0,05. Koncentracija albumina je bila
niZa u obe grupe tretirane folnom kiselinom (K-FK: 43,0 + 1,6 g/L, p < 0,01, H-FK: 43,6 + 2,7
g/L, p <0,01) u poredenju sa H-28 grupom (48,1 + 2,3 g/L). Aktivnost AST u serumu je bila
snizena u obe grupe tretirane folnom kiselinom, ali je statisti¢ki znacajna razlika prisutna jedino
u K-FK grupi (168 (154 - 197) U/L) u odnosu na K-28 (227 (186 - 244) U/L, p < 0,05) i H-28
grupu (223 (181 - 241) U/L, p < 0,05). Koncentracija kreatinina je bila statisti¢ki visoko
znacajno niza u H-FK grupi (35,0 (34,0 — 36,0) umol /L, p < 0,01) u odnosu na H-28 grupu
(41,0 (37,2 - 44,0) umol /L). Serumska aktivnost amilaze je bila statisticki visoko znac¢ajno niza
u H-FK grupi (2571 (2366 - 2691) U/mL) u odnosu na H-28 grupu (3499 (3334 - 4203) U/mL,
p < 0,01), i znacajno niza u odnosu na kontrolu K-28 (3471 (2912 - 3671) U/mL, p < 0,05)
(Tabela 6).
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Tabela 6. Efekti aplikacije folne kiseline na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere u serumu

Parametar K-28 H-28 K-FK H-FK
Glukoza (mmol/L)a 5,19 (4,64 - 5,80) 5,89 (5,67 - 6,13) 6,10 (5,90 — 6,50) * 6,60 (6,40 — 7,30) **, ##
Ukupni proteini (g/L)b 63,7+3,1 682+3,1* 66,7+2,2 652+0,9
Albumin (g/L)c 439+1,7 48,1 £2,3 ** 43,0 £ 1,6 ## 43,6 2,7 #
AST (U/L)a 227 (186 - 244) 223 (181 - 241) 168 (154 - 197) *, # 177 (161 - 193)
ALT (U/L)a 64 (51 -79) 63 (56 - 70) 57 (53 - 63) 56 (46 - 75)

Urea (mmol/L)a 7,5(6,8-8,0) 8,4(71-9,2) 7,8(7,2-9,6) 7,7(6,8-84)
Kreatinin (umol /L)a 35,0 (34,0-357) 41,0 (37,2-44,0) * 37,5(34,0-41,0) 35,0 (34,0 - 36,0) ##
Mokracéna kiselina (umol/mL)c 86,2+ 12,7 79,0+ 12,1 879+11,9 76,2+ 12,1
Amilaza (U/mL)a 3471 (2912 - 3671) 3499 (3334 - 4203) 2936 (2360 - 3191) 2571 (2366 - 2691) *, ##
CRP < 0,6 mg/L 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %)

AST - aspartat aminotransferaza, ALT - alanin aminotransferaza, CRP - C reaktivni protein. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
a-*p<0,05uporedenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05
u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa
Dunn post hoc testom. b - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom - Welch ANOVA test sa
Games-Howell post hoc testom. ¢ - ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.

4.3.4. Efekti aplikacije folne kiseline na biohemijske parametre u tkivu srca
4.3.4.1. Efekti aplikacije folne kiseline na parametre oksidativnog stresa u tkivu srca

Aplikacija FK nije dovela do statisticki znaCajne promene aktivnost katalaze u
homogenatima tkiva srca u tretiranim grupama odnosu na H-28 i K-28 grupu (Grafikon 72).

Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva srca je bila statisti¢ki visoko znacajno
visa u obe grupe tretirane folnom kiselinom (K-FK: 14,801 + 1,306 U/mg proteina, p < 0,01,
H-FK: 13,772 + 3,358 U/mg proteina, p < 0,01), u poredenju sa kontrolom K-28 (7,116 + 2,187
U/mg proteina), ali, iako su vrednosti bile blago niZe, nisu se razlikovale statisti¢ki znacajno u
odnosu na H-28 grupu (18,052 + 2,398 U/mg proteina) (Grafikon 73).

Koncentracija MDA u homogenatima tkiva srca bila je znac¢ajno poviSena u obe grupe
tretirane folnom kiselinom (K-FK: 23,532 + 2,414 umol/mg proteina, H-FK: 17,541 + 5,650
umol/mg proteina) u odnosu na K-28 (4,143 + 0,454 pmol/mg proteina) (p < 0,01 ip <0,01) i
kao i u odnosu na H-28 (11,116 + 2,437 umol/mg proteina) (p < 0,01 i p < 0,05) (Grafikon 74).
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Grafikon 72. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnost katalaze u tkivu srca. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 — Kruskal-
Wallis test.
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Grafikon 73. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u tkivu
srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
** p < 0,01 uporedenju sa K-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 74. Efekti aplikacije folne kiseline na koncentraciju malondialdehida u tkivu srca. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
* p <0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u
poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test
sa Tukey post hoc testom.

4.3.4.2. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu srca

Nije prisutna statisticki znac¢ajna razlika ukupne aktivnosti LDH u homogenatima tkiva
srca u grupama tretiranim folnom kiselinom u poredenju sa K-28 i H-28 grupom, p > 0,05
(Grafikon 75).

Takode ni ukupna aktivnost MDH u homogenatima tkiva srca nije pokazala statisticki
znacajnu razliku usled tretmana folnom kiselinom u poredenju sa K-28 i H-28 grupom p > 0,05
(Grafikon 76).
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Grafikon 75. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u tkivu
srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 76. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u tkivu
srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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4.3.5. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre srca

Na slici 38 prikazane su reprezentativne fotomikrografije uzoraka tkiva srca na malom
i velikom uveli¢anju (Slika 38). U svim ispitivanim grupama primecuje se pravilan raspored
vlakna miokarda, a kardiomiociti su zadrzali fizioloSku morfologiju. Nisu uoc¢ena polja nekroze
niti zone proliferacije vezivnog tkiva.

Debljina zida leve komore se nije znacajno promenila u grupama koje su bile pod
tretmanom folnom kiselinom u poredenju sa K-28 i H-28 grupom, p > 0,05 (Grafikon 77).

Medutim, debljina zida desne komore je statisticki znacajno niza u obe grupe tretirane
folnom kiselinom (K-FK: 739,093 (688,881 - 821,252) um, p < 0,05, H-FK: 733,034 (719,708
- 796,458) um, p < 0,05) u poredenju sa H-28 grupom (1086,397 (885,725 - 1134,521) um)
(Grafikon 78).

Debljina interventrikularnog septuma ne pokazuje statisticki znacajnu razliku usled
tretmana folnom kiselinom u odnosu na H-28 i K-28 grupu, p > 0,05 (Grafikon 79), kao ni
transverzalni dijametar kardiomiocita, p > 0,05 (Grafikon 80).

K-28 - H-28 K-FK H-FK

Slika 38. Poprec¢ni presek srca - hematoksilin/eozin bojenje (A: uvelicanje x50, B: uveli¢anje
x400). K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.

112



2500

- T

g T 1 +

i ——— J_

2 2000

S

3

-

© 1500

2

(1]

=

N 1000

©

3=A

3

A 500

0 | | | |

K-28 H-28 K-FK H-FK

Grafikon 77. Efekti aplikacije folne kiseline na debljinu zida leve komore. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Welch
ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.
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Grafikon 78. Efekti aplikacije folne kiseline na debljinu zida desne komore. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. # p < 0,05 u
poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 79. Efekti aplikacije folne kiseline na debljinu interventrikularnog septuma. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.
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Grafikon 80. Efekti aplikacije folne Kiseline na transverzalni dijametar kardiomiocita. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.
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4.3.6. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre aorte

Histomorfometrijska analiza tkiva aorte pokazuje da ne postoji statisticki znacajna
razlika u debljini tunike medije u grupama koje su tretirane folnom kiselinom u poredenju sa
H-28 i K-28 grupom, p > 0,05 (Grafikon 81).

Isto tako ispitivane grupe se nisu statisticki znacajno razlikovane ni u rastojanju izmedu
elasti¢nih lamina u zidu aorte, p > 0,05 (Grafikon 82), kao ni u njihovom broju, p > 0,05
(Grafikon 83).

s
oSN =

Slika 39. Poprec¢ni presek aorte, hematoksilin/eozin bojenje, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 81. Efekti aplikacije folne kiseline na debljinu tunike medije aorte. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-
way ANOVA test.
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Grafikon 82. Efekti aplikacije folne kiseline na rastojanje izmedu elasti¢nih lamina u zidu aorte.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 83. Efekti aplikacije folne kiseline na broj elasti¢nih lamina u zidu aorte. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.

4.3.7. Efekti aplikacije folne kiseline na biohemijske parametre u tkivu jetre

4.3.7.1. Efekti aplikacije folne kiseline na parametre oksidativnog stresa u tkivu jetre

Aplikacija FK nije dovela do statisti¢ki znaCajne promene aktivnosti katalaze u
homogenatima tkiva jetre u odnosu na H-28 i K-28 grupu, p > 0,05 (Grafikon 84).

Isto tako, ni ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva jetre se nije znacajno
promenila usled tretmana folnom kiselinom u poredenju sa H-28 i K-28 grupom, p > 0,05
(Grafikon 85).

Sa druge strane, tretman folnom kiselinom doveo je do statisticki visoko znacajnog
snizenja koncentracije MDA u homogenatima tkiva jetre u obe tretirane grupe (K-FK: 4,798 +
0,843 umol/mg proteina, p < 0,01, H-FK: 5,995 + 1,803 pmol/mg proteina, p < 0,01) u odnosu
na H-28 grupu (9,404 + 1,234 pmol/mg proteina). Takode samostalni tretman folnom kiselinom
je u K-FK grupi doveo do visoko znacajnog sniZenja koncentracije MDA u poredenju sa
kontrolom K-28 (8,120 + 0,844 umol/mg proteina), p < 0,01 (Grafikon 86).
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Grafikon 84. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnost katalaze u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.
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Grafikon 85. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u tkivu
jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 86. Efekti aplikacije folne kiseline na koncentraciju malondialdehida u tkivu jetre. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
** p <0,01 uporedenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way
ANOVA test sa Tukey post hoc testom.

4.3.7.2. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu jetre

Tretman folnom kiselinom doveo je do statisticki visoko zna¢ajnog snizenja ukupne
aktivnosti LDH u homogenatima tkiva jetre u obe tretirane grupe (K-FK: 3,092 + 0,578 mU/mg
proteina, p < 0,01, H-FK: 3,460 + 0,374 mU/mg proteina, p < 0,01) u poredenju sa H-28 grupom
(5,263 + 0,781 mU/mg proteina). Takode snizenje aktivnosti LDH u tkivu jetre u grupama
tretiranim folnom kiselinom prisutno je i u odnosu na kontrolu K-28 (5,216 + 1,120 mU/mg
proteina), p < 0,01 naspram K-FK i p < 0,05 naspram H-FK (Grafikon 87).

Sa druge strane, aplikacija FK nije statisticki zna¢ajno uticala na promenu aktivnosti
MDH u homogenatima tkiva jetre, p > 0,05 (Grafikon 88).
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Grafikon 87. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u tkivu
jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
*p < 0,05 uporedenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01
u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 88. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u tkivu
jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.
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4.3.8. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene jetre

Histoloska analiza tkiva jetre u grupama tretiranim folnom kiselinom pokazuje
fizioloski radijalni raspored jetrinih gredica prema centralnoj veni. Jetrini lobulusi su o¢uvane
arhitektonike (Slika 40). Ne primecuje se proSirenje sinusoidnih kapilara izmedu gredica
hepatocita i njihova orijentacija je pravilna. Portni prostori sadrze ogranke a. hepaticae propriae,
v. portae i interlobularnih zuénih kanali¢a i o¢uvane su grade. Hepatociti sadrze jedno do dva
pravilna, okrugla, euhromatska jedra u kojima se uocava formirano jedarce, kao i eozinofilnu
citoplazmu sa pojedinim bazofilnim zonama koje odgovaraju endoplazmatskom retikulumu.
Ne uocava se mikro i makro vezikularna masna promena hepatocita. Nije uocljiva fibroza, niti
ciroza. Ne uocava se zastoj zuéi.

A B C

K-28

H-28

K-FK

H-FK

Slika 40. Fotomikrografije preparata tkiva jetre - hematoksilin/eozin bojenje: A - centar
lobulusa, uveli¢anje x100, B - centar lobulusa, uveli¢anje x200, C - centar acinusa - portni
prostor, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p.
tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg
tm. i.p. tokom 28 dana.
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4.3.9. Efekti aplikacije folne kiseline na biohemijske parametre u tkivu kolona

4.3.9.1. Efekti aplikacije folne kiseline na parametre oksidativnog stresa u tkivu
kolona

Aktivnost katalaze u homogenatima tkiva kolona bila je statisti¢ki visoko znacajno
povisena u K-FK grupi (6,643 + 3,757 U/mg proteina) u odnosu na K-28 (1,895 = 0,421 U/mg
proteina), p < 0,05 i H-28 grupi (2,012 £+ 0,834 U/mg proteina), p < 0,05. Sa druge strane,
povecanje aktivnosti katalaze u tkivu kolona nije prisutno u grupi kojoj je pored FK aplikovan
i homocistein (H-FK), p > 0,05 (Grafikon 89).

Tretman folnom kiselinom nije statisti¢ki znaCajno uticao na aktivnost superoksid
dismutaze (p > 0,05) (Grafikon 90) i koncentraciju malondialdehida (p > 0,05) u homogenatima
tkiva kolona, u odnosu na K-28 i H-28 grupu (Grafikon 91).

Kolon - CAT (U/mg proteina)

Grafikon 89. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnost katalaze u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u
poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa
Games-Howell post hoc testom.
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Grafikon 90. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-
FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 91. Efekti aplikacije folne kiseline na koncentraciju malondialdehida u tkivu kolona.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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4.3.9.2. Efekti aplikacije folne kiseline na aktivnosti metabolickih enzima u tkivu
kolona

Aplikacija FK nije ostvarila statisticki znacajan uticaj na promenu aktivnosti
metaboli¢kih enzima LDH (p > 0,05) (Grafikon 92) i MDH (p > 0,05) (Grafikon 93) u
homogenatima tkiva kolona u odnosu na K-28 i H-28 grupu.
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Grafikon 92. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-
FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.
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Grafikon 93. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-
FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28
dana. p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.

4.3.10. Efekti aplikacije folne kiseline na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre kolona

U grupama tretiranim folnom kiselinom (K-FK i H-FK) mikroskopski isec¢ci kolona
pokazuju normalnu arhitektoniku, bez znakova za inflamatorne bolesti creva, nisu uocljivi znaci
kriptitisa niti kriptni apscesi. U zidu kolona nisu uocljive erozije i ulceracije. Uzroci ne
pokazuju tumorske izmene epitela (Slika 41).

Dubina Liberkinovih kripti kolona je statisti¢ki visoko znac¢ajno manja u grupama
tretiranim folnom kiselinom (K-FK: 360,259 + 22,331 um, p < 0,01, H-FK: 352,618 + 11,123
um) u poredenju sa H-28 grupom (402,866 + 10,052 um) (Grafikon 94).

Debljina tunike mukoze kolona bila je zna¢ajno manja u H-FK grupi (383,638 = 8,170
um) u odnosu na K-28 grupu (410,385 + 3,697 um), p < 0,01, H-28 grupu (433,687 + 8,172
um), p < 0,01, kao i u odnosu na K-FK grupu (401,570 + 11,651 um), p < 0,05 (Grafikon 95).

Debljina lamine muskularis mukoze kolona je statisticki znacajno veca u H-FK grupi
(22,717 £ 0,609 um)u odnosu na K-28 (20,249 + 1,066 um), p < 0,05 i H-28 grupu (20,375 +
1,214 um), p < 0,05 (Grafikon 96).

Ukupna debljina zida kolona je statistiCki znac¢ajno manja u H-FK grupi (735,559
(663,230 - 748,468) um) u poredenju sa H-28 grupom ((797,841 (778,022 - 850,423) um), p <
0,05 (Grafikon 97).

Broj ¢elija u lamini propriji kolona se nije statisticki znacajno razlikovao izmedu H-FK
i H-28 grupe. Broja ¢elija u lamini propriji kolona jedino je nizi u K-FK grupi (997 + 35 ¢elija
na 0,1 mm?) u odnosu na H-28 grupu (1160 + 76 ¢elija na 0,1 mm2), p < 0,05 (Grafikon 98).
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Slika 41. Poprec¢ni presek kolona - hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x100. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 94. Efekti aplikacije folne kiseline na dubinu Liberkinovih kripti kolona. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u
poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test
sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 95. Efekti aplikacije folne kiseline na debljinu tunike mukoze kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p < 0,01 u
poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom, § p < 0,05 u poredenju
sa K-FK grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 96. Efekti aplikacije folne kiseline na debljinu lamine muskularis mukoze kolona. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
* p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom - One-way
ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 97. Efekti aplikacije folne kiseline na ukupnu debljinu zida kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. # p < 0,05 u
poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 98. Efekti aplikacije folne kiseline na broj ¢elija u lamini propriji kolona na 0,1 mm?.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-FK:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
* p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom - One-way
ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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4.4. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 1 folne kiseline u uslovima
eksperimentalno izazvane hiperhomocisteinemije

4.4.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na telesnu masu
eksperimentalnih Zivotinja

Statisti¢ki znacajna razlika u masama zivotinja unutar razli¢itih grupa prisutna je u
poslednjoj nedelji eksperimentalnog ciklusa, grupe koje su tretirane homocisteinom (H-28, p <
0,051 H-B6+FK p < 0,01) imaju manju telesnu masu u odnosu na zivotinje kontrolne grupe K-
28. Kroz sve nedelje eksperimentalnog protokola Zivotinje u K-B6+FK i zivotinje iz H-B6+FK
grupe nisu medusobno imale statisticki znac¢ajno razlicite telesne mase (Grafikon 99).
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Grafikon 99. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na telesnu
masu eksperimentalnih Zivotinja kroz nedelje eksperimentalnog protokola. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-
B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju
sa K-28 grupom - Sidakov post hoc test.
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4.4.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na indeks srcane
mase

Zivotinje tretirane kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK nisu se statisti¢ki
znacajno razlikovale u vrednosti ISM u odnosu na zivotinje K-28 i H-28 grupe, p > 0,05
(Grafikon 100).
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Grafikon 100. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na indeks sréane
mase. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p.
tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.

4.4.3. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske
parametre u serumu i plazmi

4.4.3.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na koncentraciju
homocisteina u serumu

Koncentracija homocisteina u serumu je imala statisti¢ki visoko zna¢ajno niZe vrednosti
u obe grupe poje su tretirane kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK (K-B6+FK: 6,6 +
2,3 umol/L, p < 0,01, H-B6+FK: 8,5 + 5,9 umol/L, p < 0,01) u odnosu na H-28 grupu (21,2 +
4,0 umol/L). Takode, kontrolna grupa K-B6+FK imala je statisticki visoko znacajno niZe
serumske koncentracije homocisteina u poredenju sa K-28 kontrolom koja je bila tretirana samo
fizioloskim rastvorom (12,7 + 1,8 pumol/L), p < 0,01. Grupe K-B6+FK i H-B6+FK se
medusobno nisu statisticki znacajno razlikovane u vrednostima serumske koncentracije
homocisteina (Grafikon 101).
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Grafikon 101. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na serumsku
koncentraciju homocisteina. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p < 0,01 u

poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa
Games-Howell post hoc testom.

4.4.3.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na kardiovaskularne
i hemostatske biomarkere u serumu i plazmi

Koncentracija LDL u serumu bila je statisti¢ki visoko znacajno niza u H-B6+FK grupi
(0,09 £ 0,07 mmol/L) u odnosu na H-28 grupu (0,26 £ 0,10 mmol/L), p < 0,01, kao i u K-
B6+FK grupi (0,13 £ 0,09 mmol/L) u odnosu na H-28 grupu, p < 0,01. Koncentracija vitamina
B12 je bila statisti¢ki visoko zna¢ajno niza U obe grupe tretirane kombinovanom aplikacijom
vitamina B6 i FK (K-B6+FK: 486,4 + 68,2 pg/mL, p < 0,01, H-B6+FK: 463,5 + 66,1 pg/mL,
p < 0,01) u poredenju sa H-28 grupom (627,2 + 81,3 pg/mL) (Tabela 7).
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Tabela 7. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na kardiovaskularne i
hemostatske biomarkere u serumu i plazmi

Parametar

K-28

H-28

K-B6+FK

H-B6+FK

Hey (umol/L)a, s

HOL (mmol/L)b, s

HDL (mmol/L)b, s

LDL (mmol/L)c, s

TG (mmol/L)c, s

LDH (U/L)a, s

hs-TnT (ng/L)b, s
Vitamin B12 (pg/mL)c, s
Folat (ng/mL)b, s
Fibrinogen (g/L)a, p

12,718
1,76 (1,54 - 1,93)
1,25 (1,12 - 1,40)
0,16+0,09
0,77+0,17
3546 + 1305
22,0 (16,0 - 53,0)
460,2 + 50,0
19,2 (19,0 - 20,0)
19+04

21240
1,81 (1,58 - 2,00)
1,29 (1,15 - 1,42)
0,26 +0,10
0,57 +0,10
3323 + 666
21,5 (13,7 - 39,2)
6272 £ 81,3 **
20,0 (20,0 - 20,0)
1,840,1

6,623, ##
1,56 (1,24 - 1,68)
1,20 (1,02 - 1,36)
0,13 + 0,09 ##
0,69 +0,29
3257 + 666
24,0 (17,2 - 38.7)
4864 + 68,2 ##
20,0 (20,0 - 20,0)
19402

8,5+ 5.0 ##
1,58 (1,49 - 2,07)
1,27 (1,24 - 1,64)

0,09 + 0,07 ##

0,76 + 0,20

2865 + 604
15,5 (14,0 - 61,2)
463,5 + 66,1 ##
20,0 (20,0 - 20,0)

1,7402

D-dimer < 0,17 mg/L p 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %)
VWF (%)b, p 1550 (122,2 - 167,5) 151,0 (1445 - 166,5) 151,0 (1452 - 151,0) 151,0 (1447 - 151,0)

Hcy - homocistein, HOL - ukupni holesterol, HDL - lipoprotein visoke gustine, LDL -
lipoprotein niske gustine, TG - trigliceridi, LDH - laktat dehidrogenaza, hs-TnT - visoko
senzitivni troponin T, VWF - vonWilebrand-ov faktor, s - vrednost merena u serumu, p -
vrednost merena u plazmi. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. a - ** p < 0,01 u
poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa
Games-Howell post hoc testom, b - p < 0,05 - Kruskal-Wallis test, ¢ - ** p < 0,01 u poredenju
sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey
post hoc testom.

4.4.3.3. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na hepato-renalno-
pankreati¢ne biomarkere u serumu

Koncentracija glukoze je bila statisticki visoko znacajno visa U obe grupe tretirane
kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK (K-B6+FK: 6,35 (6,05 - 6,85) mmol/L, p < 0,01,
H-B6+FK: 6,50 (6,35 - 6,80) mmol/L, p < 0,01) u poredenju sa kontrolom K-28 (5,19 (4,64 -
5,80) mmol/L). Koncentracija glukoze je takode bila zna¢ajno visa i u H-B6+FK grupi u
poredenju sa H-28 grupom (5,89 (5,67 - 6,13) mmol/L), p < 0,05. Koncentracija ukupnih
proteina je bila povisena u H-B6+FK grupi (66,8 + 2,0 g/L) u poredenju sa K-28 grupom (63,7
+ 3,1 g/L), p < 0,05, ali znacajno niza u K-B6+FK grupi (64,9 + 2,1 g/L) u odnosu na H-28
grupu (68,2 £ 3,1 g/L), p < 0,05. Koncentracija albumina je bila znac¢ajno niza u H-B6+FK
grupi (45,7 £ 1,6 g/L) u odnosu na H-28 grupu (48,1 + 2,3 g/L), p < 0,05, kao i visoko znac¢ajno
niza u K-B6+FK grupi (44,9 = 1,7 g/L) u odnosu na H-28 grupu, p < 0,01. Koncentracija uree
u serumu je bila zna¢ajno poviSena u obe grupe tretirane kombinovanom aplikacijom vitamina
B6 i FK (K-B6+FK: 10,7 (9,3 - 10,9) mmol/L, p < 0,01, H-B6+FK: 9,1 (8,4 - 9,9) mmol/L, p <
0,05) u poredenju sa kontrolom K-28 (7,5 (6,8 - 8,0) mmol/L). Takode u K-B6+FK grupi
serumska koncentracija uree je bila visa i u odnosu na H-28 grupu (8,4 (7,1 - 9,2) mmol/L), p
< 0,05. Koncentracija kreatinina je bila niza u K-B6+FK (35,7 + 3,8 umol/L, p < 0,05) i H-
B6+FK grupi (33,5 + 2,7 umol/L, p < 0,01) u odnosu na H-28 grupu (40,2 = 3,7 pmol/L).
Koncentracija mokraéne kiseline u serumu je bila statisticki znacajno niza u H-B6+FK grupi
(62,5 (60,5 - 79,5) umol/mL) u poredenju sa kontrolom K-28 (87,5 (78,7 - 97,2) umol/mL), p
< 0,05 (Tabela 8).

132



Tabela 8. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na hepato-renalno-

pankreati¢ne biomarkere u serumu

Parametar

K-28

H-28

K-B6+FK

H-B6+FK

Glukoza (mmol/L)a

Ukupni proteini (g/L)b
Albumin (g/L)b

AST (U/L)b

ALT (U/L)c

Urea (mmol/L)a

Kreatinin (umol /L)b
Mokracna kiselina (pmol/mL)a

5,19 (4,64 - 5,80)
63,7+3,1
439+1,7
204+47

65,2+ 13,7
75 (6,8 - 8,0)
353424
87,5 (78,7 - 97,2)

589 (5,67 - 6,13)
68,2 3,1 **
48,1 £2,3 **

218436
62,9492
84(7,1-92)
40,2 3,7 **
75,5 (68,7 - 90,0)

6,35 (6,05 - 6,85) **
649+2,1#
449 £ 1,7 ##
220 +41
64,7+5,2
10,7 (9,3 - 10,9) ** #
35,7+3,8#
71,5 (60,7 - 78,7)

6,50 (6,35 - 6,80) **, #
66,8 +2,0%
457+16#

214 £ 46
63,8+79
91(84-99)*
33,5+2,7 ##
62,5 (60,5 - 79,5) *

Amilaza (U/mL)a
CRP < 0,06 mg/L

3471 (2912 - 3671)
10 (100 %)

3499 (3334 - 4203)
10 (100 %)

3393 (2869 - 4083)
10 (100 %)

3449 (3209 - 3884)
10 (100 %)

AST - aspartat aminotransferaza, ALT - alanin aminotransferaza, CRP - C reaktivni protein. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p.
tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. a - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom,
** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-
Wallis test sa Dunn post hoc testom, b - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u
poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa
H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom, ¢ - p > 0,05 - Welch ANOVA
test.

4.4.4. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske
parametre u tkivu srca

4.4.4.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na parametre
oksidativnog stresa u tkivu srca

Aktivnost katalaze u homogenatima tkiva srca se nije statisti¢ki znacajno razlikovala u
K-B6+FK (1,550 + 0,652 U/mg proteina) i H-B6+FK grupi (0,731 + 0,766 U/mg proteina) u
odnosu na H-28 i K-28 grupu (Grafikon 102).

Ukupna aktivnost SOD je u grupama tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina
B6 i FK (K-B6+FK: 14,207 + 1,804 U/mg proteina, p < 0,05, H-B6+Fk: 10,103 = 1,891 U/mg
proteina, p < 0,01), bila statisticki znacajno niza u poredenju sa H-28 grupom (18,052 + 2,398
U/mg proteina) (Grafikon 103).

Koncentracija MDA je bila statisticki visoko znacajno visa u K-B6+FK (18,997 (17,810
- 25,891) umol/mg proteina, p < 0,01) i H-B6+FK grupi (19,223 (17,029 - 21,814) umol/mg
proteina, p < 0,01) u odnosu na kontrolu K-28 (4,254 (6,679 - 4,551) umol/mg proteina)
(Grafikon 104).
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Grafikon 102. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnost katalaze
u tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit.
B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 103. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
superoksid dismutaze u tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. **
p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, # - p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom, § p < 0,05 u poredenju sa K-B6+FK grupom - One-way ANOVA
test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 104. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na koncentraciju
malondialdehida u tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p < 0,01 u
poredenju sa K-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.

4.4.4.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnosti
metabolickih enzima u tkivu srca

Ukupna aktivnost LDH u homogenatima tkiva srca nije se statisticki znacajno
razlikovala u grupama tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK u poredenju sa
K-28 i H-28 grupom. Najniza vrednost ukupne aktivnosti LDH u srcu primecuje se u H-B6+FK
grupi ali bez dostizanja statisti¢ke znac¢ajnosti (Grafikon 105).

Ukupna aktivnost MDH u homogenatima tkiva srca je bila statisticki visoko zna¢ajno
visa u K-B6+FK grupi (7,032 + 0,893 mU/mg proteina) u odnosu na K-28 (3,884 + 0,958
mU/mg proteina), p < 0,01 i H-28 grupu (4,039 + 1,026 mU/mg proteina), p <0,01. U H-B6+FK
(4,689 + 1,013 mU/mg proteina) grupi primecuje se statisticki visoko znacajno niza ukupna
aktivnost MDH u tkivu srca u poredenju sa K-B6+FK grupom, p < 0,01 (Grafikon 106).
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Grafikon 105. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
laktat dehidrogenaze u tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way
ANOVA test.
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Grafikon 106. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
malat dehidrogenaze u tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p < 0,01 u
poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom, §§ p < 0,01 u poredenju
sa K-B6+FK grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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4.4.5. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske
promene i histomorfometrijske parametre srca

Na slici 42 prikazane su reprezentativne fotomikrografije uzoraka tkiva srca na malom
i velikom uvelianju. U svim ispitivanim grupama primecuje se pravilan raspored vlakna
miokarda, a kardiomiociti su zadrzali fiziolosku morfologiju (Slika 42). Nisu uocena polja
nekroze niti zone proliferacije vezivnog tkiva.

Debljina zida leve komore pokazuje statisticki znacajno visu vrednost u H-B6+FK
(2510,894 + 205,858 um) grupi u poredenju sa kontrolom K-28 (2110,814 + 62,286 um), p <
0,05 (Grafikon 107).

Debljina zida desne komore bila je statisti¢ki visoko zna¢ajno niza u K-B6+FK (777,082
+ 59,444 um), p < 0,01 i H-B6+FK grupi (756,628 + 51,717 um), p < 0,01 u poredenju sa H-
28 grupom (2307,074 + 133,123 um) (Grafikon 108).

Debljina interventrikularnog septuma (Grafikon 109) i transverzalni dijametar
kardiomiocita (Grafikon 110) se nisu statisticki zna¢ajno razlikovali u grupama koje su tretirane
kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i fole kiseline u poredenju sa K-28 i H-28 grupom.
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Slika 42. Poprec¢ni presek srca - hematoksilin/eozin bojenje (A: uvelicanje x50, B: uveli¢anje
x400). K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p.
tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 107. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na debljinu zida leve
komore. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit.
B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom
- Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.
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Grafikon 108. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na debljinu zida
desne komore. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. ** p <0,01 u poredenju sa K-
28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa Games-Howell
post hoc testom.
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Grafikon 109. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na debljinu
interventrikularnog septuma. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.
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Grafikon 110. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na transverzalni
dijametar kardiomiocita. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.
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4.4.6. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske promene
I histomorfometrijske parametre aorte

Histomorfometrijska analiza tkiva aorte pokazuje da ne postoji statisticki znacajna
razlika u debljini tunike medije u grupama koje su tretirane kombinovanom aplikacijom
vitamina B6 i FK u poredenju sa H-28 i K-28 grupom, p > 0,05 (Grafikon 111).

Isto tako ispitivane grupe se nisu statisticki znacajno razlikovane ni u rastojanju izmedu
elasti¢nih lamina u zidu aorte, p > 0,05 (Grafikon 112), kao ni u njihovom broju, p > 0,05
(Grafikon 113).

Slika 43. Popreéni presek aorte, hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x200. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-
B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 111. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na debljinu tunike
medije aorte. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit.
B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 112. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na rastojanje izmedu
elasti¢nih lamina u zidu aorte. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way
ANOVA test.
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Grafikon 113. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na broj elasti¢nih
lamina u zidu aorte. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom
28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.

4.4.7. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske
parametre u tkivu jetre

4.4.7.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na parametre
oksidativnog stresa u tkivu jetre

Aktivnost katalaze u homogenatima tkiva jetre je bila statisticki znac¢ajno niza u H-
B6+FK grupi (0,260 (0,184 - 0,373) U/mg proteina) u poredenju sa H-28 grupom (0,756 (0,539
- 1,320) U/mg proteina), p < 0,05 (Grafikon 114).

Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva jetre nije pokazala statisticki znacajnu
razliku u grupama koje su tretirane kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK u odnosu na
K-28 i H-28 grupu (Grafikon 115).

Koncentracija malondialdehida u homogenatima tkiva jetre bila je niza u K-B6+FK
grupi (5,872 + 1,667 umol/mg proteina) u poredenju sa H-28 grupom (9,404 + 1,234 pmol/mg
proteina), p < 0,05, ali ne i u H-B6+FK grupi (Grafikon 116).
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Grafikon 114. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnost katalaze
u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit.
B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom
- Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 115. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
superoksid dismutaze u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p >
0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 116. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na koncentraciju
malondialdehida u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. # p < 0,05 u
poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.

4.4.7.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnosti
metabolickih enzima u tkivu jetre

Ukupna aktivnost LDH u homogenatima tkiva jetre je bila statisticki znacajno niza u K-
B6+FK grupi (3,687 + 0,264 mU/mg proteina) u poredenju sa K-28 (5,216 + 1,120 mU/mg
proteina), p < 0,05 i H-28 grupom (5,263 + 0,781 mU/mg proteina), p < 0,05 (Grafikon 117).
Ukupna aktivnost LDH u tkivu jetre u H-B6+FK grupi je imala niZe vrednosti u odnosu na K-
28 i H-28 ali bez dostizanja statisticke znacajnosti.

Ukupna aktivnost MDH se nije statisticki znacajno razlikovala u K-B6+FK i H-B6+FK
grupi u odnosu na K-28 i H-28 grupu (Grafikon 118).
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Grafikon 117. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
laktat dehidrogenaze u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u
poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa
Tukey post hoc testom.
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Grafikon 118. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
malat dehidrogenaze u tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan
i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-
Wallis test.
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4.4.8. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske
promene jetre

Histoloska analiza tkiva jetre u grupama tretiranim kombinovanom aplikacijom
vitamina B6 i FK pokazuje fizioloski radijalni raspored jetrinih gredica prema centralnoj veni.
Jetrini lobulusi su o¢uvane arhitektonike (Slika 44). Ne primecéuje se prosirenje sinusoidnih
kapilara izmedu gredica hepatocita i njihova orijentacija je pravilna. Portni prostori sadrze
ogranke a. hepaticae propriae, v. portae i interlobularnih zu¢nih kanali¢a i ocuvane su grade.
Hepatociti sadrze jedno do dva pravilna, okrugla, euhromatska jedra u kojima se uocava
formirano jedarce, kao i eozinofilnu citoplazmu sa pojedinim bazofilnim zonama koje
odgovaraju endoplazmatskom retikulumu. Ne uocava se mikro i makro vezikularna masna
promena hepatocita. Nije uocljiva fibroza, niti ciroza. Ne uocava se zastoj zuci.

A B C

K-28

H-28

K-B6+FK b

H-B6+FK

Slika 44. Fotomikrografije preparata tkiva jetre - hematoksilin/eozin bojenje: A - centar
lobulusa, uveli¢anje x100, B - centar lobulusa, uveli¢anje x200, C - centar acinusa - portni
prostor, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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4.4.9. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na biohemijske
parametre u tkivu kolona

4.4.9.1. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na parametre
oksidativnog stresa u tkivu kolona

Aktivnost CAT u homogenatima tkiva kolona je bila statisticki znacajno niza u H-
B6+FK grupi (0,791 £ 0,423 U/mg proteina) u poredenju sa K-B6+FK grupom (2,283 + 1,207
U/mg proteina), p < 0,05 (Grafikon 119).

Kombinovana aplikacija vitamina B6 i FK nije dovela do statisticki znaajne promene
ukupne aktivnosti SOD u homogenatima tkiva kolona u tretiranim grupama u poredenju sa K-
28 i H-28 grupom (Grafikon 120).

Isto tako, koncentracija MDA u homogenatima tkiva kolona se nije statisti¢ki znacajno
razlikovala u K-B6+FK i H-B6+FK grupama u odnosu na K-28 i H-28 grupe (Grafikon 121).
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Grafikon 119. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnost katalaze
u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. § p < 0,05 u poredenju sa K-
B6+FK grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 120. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
superoksid dismutaze u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p
< 0,05 u poredenju sa K-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 121. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
superoksid dismutaze u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pumol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p >
0,05 - Kruskal-Wallis test.
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4.4.9.2. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na aktivnosti
metabolickih enzima u tkivu kolona

Ukupna aktivnost LDH u homogenatima tkiva kolona nije pokazala statisticki znacajnu
razliku u K-B6+FK i H-B6+FK grupi u odnosu na K-28 i H-28 grupu (Grafikon 122).

Takode, statisticki znacajna razlika se ne primecuje ni u ukupnoj aktivnosti MDH u
homogenatima tkiva kolona u grupama tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i
FK u poredenju sa K-28 i H-28 grupom (Grafikon 123).
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Grafikon 122. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
laktat dehidrogenaze u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p >
0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 123. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu aktivnost
malat dehidrogenaze u tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6
7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g
t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p >
0,05 - One-way ANOVA test.

4.4.10. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na histoloske
promene i histomorfometrijske parametre kolona

U grupama tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK (K-B6+FK i H-
B6+FK) mikroskopski isecci kolona pokazuju normalnu arhitektoniku, bez znakova za
inflamatorne bolesti creva, nisu uocljivi znaci kriptitisa niti kriptni apscesi. U zidu kolona nisu
uodljive erozije i ulceracije. Uzroci ne pokazuju tumorske izmene epitela (Slika 45).

Dubina Liberkinovih kripti bila je statisti¢ki zna¢ajno manja u K-B6+FK grupi (362,994
+ 31,820 um) u odnosu na H-28 grupu (402,866 + 10,052 pm), p < 0,05 1 statisti¢ki visoko
znacajno manja u H-B6+FK grupi (346,834 + 21,518 um) u odnosu na H-28 grupu, p < 0,01
(Grafikon 124).

Debljina tunike mukoze kolona bila je znacajno manja u K-B6+FK grupi (397,131 +
16,022 pm) u odnosu na H-28 grupu (433,687 + 8,172 um), p < 0,05 (Grafikon 125).

Debljina lamine muskularis mukoze kolona se nije statisticki zna¢ajno razlikovala u K-
B6+FK i H-B6+FK grupama u poredenju sa K-28 i H-28 grupom. (Grafikon 126).

Ukupna debljina zida kolona je statisticki znac¢ajno manja u H-B6+FK grupi (674,963
(668,658 - 755,182) um) u poredenju sa H-28 grupom ((797,841 (778,022 - 850,423) um), p <
0,05 i K-28 grupom (773,601 (770,357 - 850,423) um), p < 0,05 (Grafikon 127).

Broj ¢elija u lamini propriji kolona se nije statisticki znacajno razlikovao U grupama
tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK u poredenju sa K-28 i H-28 grupom
(Grafikon 128).
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Slika 45. Popreé¢ni presek kolona - hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x100. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-
B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. 1 FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana.
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Grafikon 124. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na dubinu
Liberkinovih kripti kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. # p < 0,05 u
poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test
sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 125. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na debljinu tunike
mukoze kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5
mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14
dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. # p < 0,05 u poredenju sa H-
28 grupom - Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.
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Grafikon 126. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na debljinu lamine
muskularis mukoze kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way
ANOVA test.
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Grafikon 127. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na ukupnu debljinu
zida kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm.
i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit.
B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom,
# p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 128. Efekti kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na broj ¢elija u lamini
propriji kolona na 0,1 mm?. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-B6+FK: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg
tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana, H-B6+FK: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + vit. B6 7 mg/kg tm. i FK 5 mg/kg tm. i.p. tokom 28 dana. * p < 0,05 u
poredenju sa K-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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4.5. Efekti dozirane fizicke aktivnosti u wuslovima eksperimentalno izazvane
hiperhomocisteinemije

4.5.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na telesnu masu eksperimentalnih zivotinja

Na pocetku eksperimentalnog protokola mase pacova su bile statisti¢ki znacajno vise u
fizi¢ki aktivnim grupama u poredenju sa K-28 i H-28 grupom, p < 0,01. Posle prve nedelje
tretmana uocava se jedino statisticki znac¢ajno visa vrednost telesne mase u K-FA grupi u
odnosu na H-28 grupu, p < 0,05. U drugoj nedelji eksperimentalnog protokola fizicki aktivne
zivotinje su imale visoko zna¢ajno vecu telesnu masu u poredenju sa Zivotinjama iz H-28 grupe,
p < 0,01, a telesne mase Zivotinja u K-FA grupi bile su statisticki zna¢ajno vise i u odnosu na
K-28 grupu, p < 0,01. U tre¢oj nedelji zivotinje grupe K-FA imale su statisticki znacajno vecu
masu u poredenju sa zivotinjama iz K-28 grupe, p < 0,05 i H-28 grupe, p < 0,05. U poslednjoj
nedelji eksperimenta zivotinje iz obe grupe tretirane homocisteinom imale su statisticki manju
masu u odnosu na kontrolnu grupu K-28 (H-28 p < 0,05, H-FA p < 0,01). Kroz sve nedelje
eksperimentalnog protokola Zivotinje u K-FA 1 Zivotinje iz H-FA grupe nisu medusobno imale
statisti¢ki znacajno razliCite telesne mase (Grafikon 129).
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Grafikon 129. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja
kroz nedelje eksperimentalnog protokola. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana +
f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni
tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan,
brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom,
** p <0,01 uporedenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ** p < 0,01
u poredenju sa H-28 grupom - Sidakov post hoc test.
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4.5.2. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na indeks sréane mase

Vrednost ISM bila je statisticki visoko znacajno niza u fizi¢ki aktivnim grupama (K-
FA: 0,345 + 0,035 g/g, H-FA: 0,354 + 0,303 g/g) u odnosu na H-28 grupu (0,485 + 0,040 g/g),
p < 0,01, kao i u odnosu na K-28 grupu (0,502 + 0,071 g/g), p < 0,01 (Grafikon 130).
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Grafikon 130. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na indeks sréane mase. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. **
p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom -Welch
ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.

4.5.3. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u serumu i plazmi

4.5.3.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na koncentraciju homocisteina u serumu

Tretman aerobnom fizickom aktivno$¢éu nije doveo da znacajnijih promena
koncentracije homocisteina u serumu. Ne uoCava se statistiCki znaajna razlika izmedu
serumske koncentracije homocisteina u H-FA (18,5 = 5,1 umol/L) i H-28 grupi (21,2 + 4,0
umol/L). U grupi H-FA vrednosti homocisteina u serumu su statisticki zna¢ajno vise u odnosu
na obe kontrolne grupe (K-28: 12,7 + 1,8 umol/L, p < 0,05, K-FA: 12,9+ 2,3 umol/L, p < 0,05)
(Grafikon 131).
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Grafikon 131. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na koncentraciju homocisteina. K-28:
f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. **
p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom -Welch
ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.

4.5.3.2. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na kardiovaskularne i hemostatske
biomarkere u serumu i plazmi

Koncentracija HDL u serumu je bila statisticki visoko zna¢ajno niza u obe fizi¢ki
aktivne grupe (K-FA: 0,66 £ 0,05 mmol/L, H-FA: 0,65 = 0,06 mmol/L) u odnosu na K-28 grupu
(1,26 £ 0,17 mmol/L), p < 0,01, kao i u odnosu na H-28 grupu (1,30 = 0,17 mmol/L), p <0,01.
Koncentracija LDL u serumu je bila statisti¢ki visoko znacajno visa u obe fizicki aktivne grupe
(K-FA: 0,72 + 0,08 mmol/L, H-FA: 0,80 + 0,14 mmol/L) u odnosu na K-28 grupu (0,16 + 0,09
mmol/L), p < 0,01, kao i u odnosu na H-28 grupu (0,26 + 0,10 mmol/L), p < 0,01. Serumska
koncentracija TG je bila niza u fizicki aktivnim grupama (K-FA: 0,51 + 0,13 mmol/L, H-FA:
0,43 £ 0,15 mmol/L) u poredenju sa K-28 grupom (0,77 £+ 0,17 mmol/L), p < 0,01, ali se nije
statisticki znacajno razlikovala u poredenju sa H-28 grupom.

Fizicki aktivne grupe su imale znac¢ajno viSu koncentraciju vitamina B12 u serumu (K-
FA: 432,9 (374,3 - 549,3) pg/mL, p < 0,05, H-FA: 419,1 (336,6 - 455,2) pg/mL, p < 0,01) u
odnosu na H-28 grupu (605,5 (569,0 - 670,2) pg/mL).

Koncentracija fibrinogena u plazmi u K-FA grupi (2,7 (2,5 - 2,9) g/L) bila je visa u
odnosu na H-28 grupu (1,8 (1,6 - 1,9) g/L), p < 0,05, a u H-FA grupi je koncentracija
fibrinogena u plazmi (2,9 (2,4 - 3,1) g/L) bila visa u odnosu na K-28 (1,8 (1,6 - 2,3) g/L), p <
0,05 i H-28 grupu, p < 0,01. Koncentracija VWF je bila visa u fizicki aktivnim grupama (K-FA:
191,0 (185,7 - 213,2) %, H-FA: 193,5 (178,5 - 242,7)) u poredenju sa K-28 grupom (155,0
(122,2 - 167,5) %), p < 0,05 i H-28 grupom (151,0 (144,5 - 166,5)), p < 0,05 (Tabela 9).
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Tabela 9. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na kardiovaskularne i hemostatske biomarkere u
serumu i plazmi

Parametar K-28 H-28 K-FA H-FA
Hcy (umol/L)a, s 127+18 21,2 +4,0 ** 129+2,3 18,5+5,1
HOL (mmol/L)b, s 1,75+0,25 1,80 £ 0,24 1,61+0,13 1,64 +0,15
HDL (mmol/L)a, s 1,26 +0,17 1,30+0,17 0,66 + 0,05 **, ## 0,65+ 0,06 **, ##
LDL (mmol/L)b, s 0,16 0,09 0,26 £0,10 0,72+ 0,08 **, ## 0,80 + 0,14 **, ##
TG (mmol/L)b, s 0,77 0,17 0,57+0,10 * 0,51+0,13** 0,43 +0,15**
LDH (U/L)a, s 3546 = 1305 3323 + 666 3928 + 481 3692 + 782
hs-TnT (ng/L)c, s 22,0 (16,0 - 53,0) 21,5(13,7-39,2) 215(17,7-32,7) 37,0 (18,0 - 48,2)
Vitamin B12 (pg/mL)c, s 461,5 (410,0 - 488,7) 605,5 (569,0 - 670,2) * 432,9 (374,3 - 549,3) # 419,1 (336,6 - 455,2) ##
Folat > 18 ng/mL s 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
Fibrinogen (g/L)c, p 1,8 (1,6 -2,3) 1,8(1,6-1,9) 27(25-29)# 2,9(2,4-31)* ##
D-dimer < 0,2 mg/L p 10 (100%) 10 (100%) 9 (90%) 10 (100%)
VWF (%)c, p 155,0 (122,2 - 167,5) 151,0 (144,5 - 166,5) 191,0 (185,7 - 213,2) *, # 193,5 (178,5 - 242,7) *, #

Hcy - homocistein, HOL - ukupni holesterol, HDL - lipoprotein visoke gustine, LDL -
lipoprotein niske gustine, TG - trigliceridi, LDH - laktat dehidrogenaza, hs-TnT - visoko
senzitivni troponin T, VWF - vonWilebrand-ov faktor, s - vrednost merena u serumu, p -
vrednost merena u plazmi. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil
trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. a - ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p <
0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom, b -
*p < 0,05 uporedenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01
u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom, ¢ - * p < 0,05
u poredenju sa K-28 grupom # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju
sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.

4.5.3.3. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na hepato-renalno-pankreati¢ne biomarkere
u serumu

Koncentracija albumina u serumu je bila statisticki visoko znacajno niza u obe fizicki
aktivne grupe (K-FA: 32,4 £ 1,2 g/L, H-FA: 31,3 + 2.4 g/L) u odnosu na K-28 grupu (43,9 +
1,7 g/L) p < 0,01, kao i u odnosu na H-28 grupu (48,1 + 2,3 g/L) p < 0,01. Serumska
koncentracija kreatinina je bila visoko znacajno visa u K-FA (42,0 + 2,4 umol/L, p <0,01) i H-
FA grupi (42,0 = 1,6 umol/L, p < 0,01) u poredenju sa K-28 grupom (35,3 £+ 2,4 umol/L).
Koncentracija mokraéne kiseline je bila niza u K-FA grupi (70,0 (60,0 - 72,5) umol/mL) u
poredenju sa kontrolom K-28 (87,5 (78,7 - 97,2) umol/mL), p < 0,05. Aktivnost amilaze u
serumu je bila statisti¢ki visoko znacajno niza u obe fizicki aktivne grupe (K-FA: 1661 (1517 -
1932) U/mL, H-FA: 1553 (1341 - 1802) U/mL) u poredenju sa K-28 (3471 (2912 - 3671)
U/mL), p < 0,01 i H-28 grupom (3499 (3334 - 4203) u/mL), p <0,01.
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Tabela 10. Efekti dozirane fizicke

serumu

aktivnosti na hepato-renalno-pankreaticne biomarkere u

Parametar

K-28

H-28

K-FA

H-FA

Glukoza (mmol/L)a

Ukupni proteini (g/L)a
Albumin (g/L)b

AST (U/L)b

ALT (U/L)a

Urea (mmol/L)a

Kreatinin (umol/L)b
Mokracna kiselina (pmol/mL)a

5,19 (4,64 - 5,80)
64,0 (62,5 - 65,5)
439+1,7
204+47
64 (51 - 79)
7,5 (6,8 - 8,0)
353424
87,5 (78,7 - 97,2)

589 (5,67 - 6,13)
68,5 (65,5 - 71,0)
48,1 £2,3 %*
218 £36
63 (56 - 70)
84(7,1-92)
40,2 £3,7
75,5 (68,7 - 90,0)

5,60 (527 - 6,30)
62,0 (62,0 - 62,7)
32,4+ 1,2 %, #
214+24
52 (47 - 58)
89(67-93)
42,0+£2,4 **
70,0 (60,0 - 72,5) *

5,60 (5,42 - 6,35)
61.5 (59,2 - 62,0)
31,3 12,4 % #
220 +40
57 (53 - 59)
83(7,5-94)
42,0+1,6%**
70,0 (60,0 - 80,0)

Amilaza (U/mL)a
CRP <1mg/L

3471 (2912 - 3671)
10 (100%)

3499 (3334 - 4203)
10 (100%)

1661 (1517 - 1932) **, ##
10 (100%)

1553 (1341 - 1802) **, ##
10 (100%)

AST - aspartat aminotransferaza, ALT - alanin aminotransferaza, CRP - C reaktivni protein. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. a - * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28
grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom,
b - ** p <0,01 uporedenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-
way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.

4.5.4. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u tkivu srca
4.5.4.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na parametre oksidativnog stresa u tkivu

Aktivnost CAT u homogenatima tkiva srca se nije statisticki znacajno razlikovala usled
tretmana aerobnog tredmil treninga u odnosu na K-28 i H-28 grupu, p > 0,05 (Grafikon 132).

Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva srca bila je statisticki znacajno niza u H-
FA grupi (3,668 + 1,666 U/mg proteina) u poredenju sa H-28 grupom (18,052 + 2,398 U/mg
proteina), p < 0,01, kao i u odnosu na K-28 grupu (7,116 + 2,187 U/mg proteina), p < 0,05.
Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva srca bila je visoko zna¢ajno niza u K-FA grupi
(2,083 + 0,440 U/mg proteina) naspram K-28, p <0,01 i H-28 grupe, p < 0,01 (Grafikon 133).

Koncentracija MDA u homogenatima tkiva srca je bila statisti¢ki znac¢ajno niza u H-FA
(8,404 (7,643-10,300) umol/mg protein) grupi u poredenju sa K-28 grupom (4,254 (3,679 -
4,551) umol/mg protein), p < 0,05 (Grafikon 134).
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Grafikon 132. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na aktivnost katalaze u tkivu srca. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
< 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 133. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u
tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28
grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom - One-way ANOVA test.
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Grafikon 134. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na koncentraciju malondialdehida u tkivu srca.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28
grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.

4.5.4.2. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu
Srca

Ukupna aktivnost LDH u homogenatima tkiva srca bila je statisticki visoko znac¢ajno
visa u H-FA grupi (10,040 + 1,154 mU/mg proteina) u poredenju sa K-28 (4,647 + 1,015
mU/mg proteina), p < 0,01, H-28 (4,585 + 0,430 mU/mg proteina), p < 0,01 i K-FA grupom
(5,708 + 0,468 mU/mg proteina), p < 0,01 (Grafikon 135).

Ukupna aktivnost MDH u homogenatima tkiva srca bila je statisti¢ki visoko znacajno
visa u H-FA grupi (8,425 + 2,815 mU/mg proteina) u poredenju sa K-28 (3,844 + 0,958 mU/mg
proteina), p < 0,01, H-28 (4,038 £+ 1,027 mU/mg proteina), p < 0,01 i K-FA grupom (5,308 +
0,440 mU/mg proteina), p < 0,05 (Grafikon 136).
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Grafikon 135. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u
tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28
grupom, §§ p < 0,01 u poredenju sa K-FA grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc
testom.
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Grafikon 136. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u
tkivu srca. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28
grupom, § p < 0,05 u poredenju sa K-FA grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc
testom.
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4.5.5. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre srca

Na slici 46 prikazane su reprezentativne fotomikrografije uzoraka tkiva srca na malom
i velikom uveli¢anju (Slika 46). U svim ispitivanim grupama primecuje se pravilan raspored
vlakna miokarda, a kardiomiociti su zadrzali fiziolosku morfologiju. Nisu uocena polja nekroze
niti zone proliferacije vezivnog tkiva.

Debljina zida leve komore se nije statisticki znacajno razlikovala u grupama tretiranim
doziranom fizickom aktivnos$¢u u poredenju sa K-28 i H-28 grupom (Grafikon 137).

Debljina zida desne komore bila je blago povecana u fizicki aktivnoj (H-FA) i u pasivnoj
grupi (H-28) koje su bile tretirane homocisteinom naspram kontrolnih grupa, ali bez dostizanja
statistiCke znacajnosti (Grafikon 138).

Debljina interventrikularnog septuma bila je statisti¢ki znacajno veéa u H-FA grupi
(2683,771 (2222,992 - 2715,505 um)) u poredenju sa kontrolom K-28 (1632,364 (1537,572 -
1772,182) um), p < 0,05 (Grafikon 139).

Debljina transverzalnog dijametra kardiomiocita bila je statisticki znacajno veca u H-
FA grupi (23,525 (21,192 - 24,215) um) u odnosu na K-28 grupu (19,328 (18,169 - 20,963)
um), p < 0,05 (Grafikon 140).
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Slika 46. Poprecni presek srca - hematoksilin/eozin bojenje (A: uvelianje x50, B: uvelicanje
x400). K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana.
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Grafikon 137. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na debljinu zida leve komore. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
> 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 138. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na debljinu zida desne komore. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
> 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 139. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na debljinu interventrikularnog septuma. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc
testom.
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Grafikon 140. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na transverzalni dijametar kardiomiocita. K-
28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc
testom.
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4.5.6. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloske promene i1 histomorfometrijske
parametre aorte

U histoloskim iseccima aorte u H-FA grupi primeéeno je prisustvo aterosklerotskih
plakova (Slika 47). Histomorfometrijska analiza tkiva aorte pokazuje da ne postoji statisticki
znacajna razlika u debljini tunike medije aorte u grupama koje su tretirane doziranom fizickom
aktivnos$cu u poredenju sa H-28 i K-28 grupom, p > 0,05 (Grafikon 141).

Isto tako ispitivane grupe se nisu statisticki znacajno razlikovane ni u rastojanju izmedu
elasti¢nih lamina u zidu aorte, p > 0,05 (Grafikon 142), kao ni broju elasti¢nih lamina u zidu
aorte, p > 0,05 (Grafikon 143).

K-28 . g H-28

Slika 47. Popre¢ni presek aorte, hematoksilin/eozin bojenje, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. *
- aterosklerotski plak.
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Grafikon 141. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na debljinu tunike medije aorte. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
> 0,05 - Welch ANOVA.
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Grafikon 142. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na rastojanje izmedu elasti¢nih lamina u zidu
aorte. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA.
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Grafikon 143. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na broj elasti¢nih lamina u zidu aorte. K-28:
f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
> 0,05 - Kruskal-Wallis test.

4.5.7. Efekti dozirane fiziCke aktivnosti na biohemijske parametre u tkivu jetre

4.5.7.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na parametre oksidativnog stresa u tkivu
jetre

Aktivnost CAT u homogenatima tkiva jetre nije pokazala statisticki znacajnu razliku
usled tretmana doziranom fizickom aktivno$¢u u poredenju sa K-28 i H-28 grupom, p > 0,05
(Grafikon 144).

Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva jetre se takode nije statisti¢ki znac¢ajno
razlikovala u fizicki aktivnim grupama u odnosu na K-28 i H-28 grupu, p > 0,05 (Grafikon
145).

Sa druge strane, koncentracija MDA u homogenatima tkiva jetre je u obe fizi¢ki aktivne
grupe (K-FA: 4,038 + 0,598 umol/mg proteina, H-FA: 6,195 + 0,942 umol/mg proteina) bila
je statisticki visoko znacajno niza u odnosu na H-28 grupu (9,404 + 1,234 umol/mg proteina),
p <0,01. Takode u K-FA grupi koncentracija MDA u tkivu jetre je bila visoko znacajno niza i
u odnosu na kontrolu K-28 (8,120 + 0,844 umol/mg proteina), p < 0,01, a u H-FA grupi
znacajno niza naspram kontrole K-28, p < 0,05. Koncentracija MDA u jetri je bila visa u H-FA
grupi u poredenju sa K-FA grupom, p < 0,05 (Grafikon 146).
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Grafikon 144. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na aktivnost katalaze u tkivu jetre. K-28: fur.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
> 0,05 - Kruskal-Wallis test.
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Grafikon 145. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u
tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 146. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na koncentraciju malondialdehida u tkivu jetre.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28
grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom, § p < 0,05 u poredenju sa K-FA grupom -
One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.

4.5.7.2. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu
jetre

Ukupna aktivnost LDH bila je statisti¢ki znac¢ajno povisena u H-FA grupi (6,629 + 0,365
mU/mg proteina) u poredenju sa K-28 (5,126 + 1,120 mU/mg proteina) p < 0,05, H-28 (5,263
+ 0,781 mU/mg proteina) p < 0,05 i K-FA grupom (5,121 £+ 0,266 mU/mg proteina) p < 0,05
(Grafikon 147).

Ukupna aktivnost MDH u homogenatima tkiva jetre bila je statisticki visoko znac¢ajno
povisena u H-FA grupi (32,886 (31,142 - 35,046) mU/mg proteina) u odnosu na K-28 (20,975
(15,496 - 21,482) mU/mg proteina), p < 0,01 i H-28 grupu (19,415 (16,997 - 22,185) mU/mg
proteina), p < 0,01 (Grafikon 148).

169



*H#§
) |
1 | T
(o]
= I
j
o L L -
=
G
an
&
—
s 2
B
R
0 I | | |
K-28 H-28 K-FA H-FA

Grafikon 147. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u
tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom,
§ p < 0,05 u poredenju sa K-FA grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 148. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u
tkivu jetre. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u poredenju sa H-28
grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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4.5.8. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloske promene jetre

Histoloska analiza tkiva jetre u K-FA i H-FA grupi pokazuje fizioloski radijalni
raspored jetrinih gredica prema centralnoj veni. Jetrini lobulusi su ocuvane arhitektonike. Ne
primecuje se proSirenje sinusoidnih kapilara izmedu gredica hepatocita i njihova orijentacija je
pravilna. Portni prostori sadrze ogranke a. hepaticae propriae, v. portae i interlobularnih Zu¢nih
kanali¢a i ocuvane su grade. Hepatociti sadrze jedno do dva pravilna, okrugla, euhromatska
jedra u kojima se uocava formirano jedarce, kao i eozinofilnu citoplazmu sa pojedinim
bazofilnim zonama koje odgovaraju endoplazmatskom retikulumu. Ne uoc¢ava se mikro i makro
vezikularna masna promena hepatocita. Nije uocljiva fibroza, niti ciroza (Slika 48).

A B C

K-28

H-28

K-FA

H-FA

Slika 48. Fotomikrografije preparata tkiva jetre - hematoksilin/eozin bojenje: A - centar
lobulusa, uveli¢anje x100, B - centar lobulusa, uveli¢anje x200, C - centar acinusa - portni
prostor, uveli¢anje x200. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p.
tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5
mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil
trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein
0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana.
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4.5.9. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na biohemijske parametre u tkivu kolona

4.5.9.1. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na parametre oksidativnog stresa u tkivu
kolona

Aktivnost CAT u homogenatima tkiva kolona se nije statisticki znacajno razlikovala u
fizicki aktivnim grupama u poredenju sa grupom K-28 i H-28, p > 0,05 (Grafikon 149).

Ukupna aktivnost SOD u homogenatima tkiva kolona, bila je statisticki visoko znacajno
veca u H-FA grupi (10,022 (8,441 - 11,190) U/mg proteina) u odnosu na H-28 grupu (3,667
(2,243 - 5,778) U/mg proteina) p < 0,01 i statisti¢ki zna¢ajno veéa u odnosu na K-FA grupu
(5,006 (4,986 - 5,441) U/mg proteina) p < 0,05 (Grafikon 150).

Koncentracija MDA u homogenatima tkiva kolona bila je statisti¢ki zna¢ajno niza u H-
FA grupi (5,568 + 0,872 umol/mg proteina) u poredenju sa K-28 (9,904 + 2,056 umol/mg
proteina), p < 0,05, ali statisti¢ki visoko znacajno visa u poredenju sa K-FA grupom (3,080 +
0,887 umol/mg proteina), p < 0,01. U K-FA grupi koncentracija MDA u tkivu kolona bila je
statisti¢ki znacajno niza i u poredenju sa H-28 grupom (15,766 + 6,893 pmol/mg proteina), p
< 0,05 i K-28 grupom, p < 0,01 (Grafikon 151).
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Grafikon 149. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na aktivnost katalaze u tkivu kolona. K-28: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. p
> 0,05 - Welch ANOVA test.
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Grafikon 150. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost superoksid dismutaze u
tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. ## p < 0,01 u poredenju sa H-28 grupom, § p < 0,05 u poredenju sa K-FA
grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 151. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na koncentraciju malondialdehida u tkivu
kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-
28: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fir. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28
grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom, §§ p < 0,01 u poredenju sa K-FA grupom -
Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.
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4.5.9.2. Efekti dozirane fizi¢ke aktivnosti na aktivnosti metaboli¢kih enzima u tkivu
kolona

Ukupna aktivnost LDH u homogenatima tkiva kolona bila je statisti¢ki znacajno
povisena u H-FA grupi (2,675 + 1,364 mU/mg proteina) u poredenju sa K-28 (1,158 + 0,560
mU/mg proteina), p < 0,05, H-28 (0,971 + 0,545 mU/mg proteina), p < 0,05 i K-FA grupom
(1,198 + 0,217 mU/mg proteina), p < 0,05 (Grafikon 152).

Ukupna aktivnost MDH u homogenatima tkiva kolona se nije statisticki znacajno
razlikovala u fizi¢ki aktivnim grupama u odnosu na K-28 i H-28 grupu, vrednost je bila visa u
H-FA grupi u odnosu na K-FA grupu, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti, p > 0,05
(Grafikon 153).
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Grafikon 152. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost laktat dehidrogenaze u
tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom,
§ p < 0,05 u poredenju sa K-FA grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 153. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na ukupnu aktivnost malat dehidrogenaze u
tkivu kolona. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
H-28: homocistein 0,45 pumol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28
dana, K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina
trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. p > 0,05 - Kruskal-Wallis test.

4.5.10. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na histoloske promene i histomorfometrijske
parametre kolona

U fizicki aktivnim grupama mikroskopski isecci kolona pokazuju normalnu
arhitektoniku, bez znakova za inflamatorne bolesti creva, nisu uocljivi znaci kriptitisa niti
kriptni apscesi. U zidu kolona nisu uocljive erozije i ulceracije. Uzroci ne pokazuju tumorske
izmene epitela (Slika 49).

Dubina Liberkinovih kripti bila je statisticki visoko znafajno niza u H-FA grupi
(330,669 + 21,801 um) u poredenju sa K-28 (402,866 + 10,052 um), p < 0,01 i H-28 grupom
(374,928 £12,409 um), p < 0,01, ali statisticki znac¢ajno visa u odnosu na K-FA grupu (301,075
+ 12,343 um), p < 0,05. U K-FA grupi je dubina Liberkinovih kripti bila statisticki visoko
znacajno niza u odnosu na K-28, p< 0,01 i H-28 grupu, p< 0,01 (Grafikon 154).

Debljina tunike mukoze kolona je bila statisti¢ki znac¢ajno niza u H-FA grupi (348,995
+ 29,844 um) u poredenju sa K-28 grupom (410,385 + 3,697 um), p < 0,05 i visoko znacajno
niza u poredenju sa H-28 grupom (433,687 + 8,172 um), p < 0,01. Isto tako debljina tunike
mukoze je bila statisticki visoko znacajno niza u K-FA grupi (328,007 + 18,216 um) u odnosu
na K-28, p < 0,01 i H-28 grupu, p < 0,01 (Grafikon 155).

Debljina lamine muskularis mukoze se nije statisti¢ki znacajno razlikovala u fizicki
aktivnim grupama u poredenju sa K-28 i H-28 grupom, p > 0,05 (Grafikon 156).

Ukupna debljina zida kolona bila je statisticki znacajno niza jedino u K-FA grupi
(720,304 (676,672 - 741,495) um) u odnosu na H-28 grupu (797,841 (778,022 - 850,423) um),
p < 0,05 (Grafikon 157).
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Broj ¢elija u lamini propriji kolona na povrsini 0,1 mm? bio je statisti¢ki zna¢ajno nizi
u K-FA grupi (1011 £ 40 éelija na 0,1 mm?) u poredenju sa H-28 grupom (1161 + 76 ¢elija na
0,1mm?), p < 0,05, dok je u H-FA grupi (1169 + 110 ¢elija na 0,1mm?) bio statisticki zna¢ajno
visi u poredenju sa i sa aktivnom i sa pasivnom kontrolnom grupom: K-FA, p < 0,05, (K-28:
977 + 78 ¢elija na 0,1mm?), p < 0,05 (Grafikon 158).

Slika 49. Poprec¢ni presek kolona - hematoksilin/eozin bojenje, uvelicanje x100. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana.
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Grafikon 154. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na dubinu Liberkinovih kripti kolona. K-28:
f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein
0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. *
p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom, § p < 0,05 u poredenju sa K-FA grupom - One-way ANOVA test
sa Tukey post hoc testom.
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Grafikon 155. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na dubinu Liberkinovih kripti kolona. K-28:
f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein
0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + fr. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r.
0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. *
p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, ** p < 0,01 u poredenju sa K-28 grupom, ## p < 0,01 u
poredenju sa H-28 grupom - Welch ANOVA test sa Games-Howell post hoc testom.
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Grafikon 156. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na debljinu lamine muskularis mukoze kolona.
K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. p > 0,05 - One-way ANOVA test.
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Grafikon 157. Efekti dozirane fizicke aktivnosti ukupnu debljinu zida kolona. K-28: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28: homocistein 0,45
umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, K-FA: f.r. 0,2
mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min,
nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana
+ aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana. #
p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom - Kruskal-Wallis test sa Dunn post hoc testom.
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Grafikon 158. Efekti dozirane fizicke aktivnosti na broj ¢elija u lamini propriji kolona na 0,1
mm?. K-28: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana, H-28:
homocistein 0,45 pmol/g t.m./2x/dan s.c. tokom 14 dana + f.r. 0,5 mL/dan 1.p. tokom 28 dana,
K-FA: f.r. 0,2 mL/2x/dan s.c. tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake
20 m/min, nagib trake 0° tokom 28 dana, H-FA: homocistein 0,45 umol/g t.m./2x/dan s.c.
tokom 14 dana + aerobni tredmil trening 30 min/dan, brzina trake 20 m/min, nagib trake 0°
tokom 28 dana. * p < 0,05 u poredenju sa K-28 grupom, # p < 0,05 u poredenju sa H-28 grupom,
§ p < 0,05 u poredenju sa K-FA grupom - One-way ANOVA test sa Tukey post hoc testom.
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5. DISKUSIJA




Ova studija je ispitivala potencijalno korisne efekte intraperitonealne aplikacije
vitamina B6 i FK, kao i uticaj aerobne dozirane fizicke aktivnosti na kardiovaskularni (srce i
aorta) i digestivni sistem (jetra i debelo crevo) pacova u uslovima subhroni¢nog opterecenja
Hcy, dvonedeljnom potkoznom aplikacijom Hcy. Ispitivane su promene kardiovaskularnih,
hemostatskih i hepato-renalno-pankreati¢nih parametara u serumu i plazmi, kao i biohemijske
promene u homogenatima tkiva (parametri oksidativnog stresa, aktivnosti metaboli¢kih enzima
i aktivnosti matriks metaloproteinaza), kao i histomorfometrijske promene u tkivu srca, aorte,
jetre i kolona.

Podaci iz literature ukazuju na to da HHcy moze putem mnogobrojnih patofizioloskih
mehanizama dovesti do narusavanja homeostaze u kardiovaskularnom i digestivnom sistemu.
Model izazivanja HHcy izveden je po uzoru na studiju Pavlikove i saradnika (Pavlikova et al.,
2011) gde je Hcy aplikovan potkozno u periodu od dve nedelje dva puta dnevno u intervalu od
8h u dozi 0,45 pmol/g tm.

Dvonedeljna aplikacija Hcy je izazvala znacajno povisenje koncentracije Hcy u serumu
u H-28 grupi u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu K-28 (p < 0,01), kao i u H-14 grupi u
odnosu na K-14 grupu (p < 0,05). Aplikacija vitamina B6 kod pacova koji su bili tretirani sa
Hcy izazvala je statisticki visoko znafajno smanjenje porasta Hcy u serumu u poredenju sa
pacovima koji su bili tretirani samo sa Hcy. Takode, kontrolna grupa koja je bila tretirana
vitaminom B6 imala je niZzu serumsku koncentraciju Hey u poredenju sa kontrolom K-28 koja
je primala samo fizioloski rastvor. Dobijeni rezultati su u skladu sa funkcijom vitamina B6 koji
predstavlja kofaktor za enzime trans-sulfuracijskog puta: CBS i CGL u kome dolazi do
konverzije Hcy u Cys (Jakubowski, 2019), pri ¢emu se smanjuje koli¢ina Hey u organizmu.
Podaci iz literature pokazuju da usled neadekvatne funkcije CGS ili CGL moze do¢i do
nakupljanja Hcy u ¢elijama (McCully, 2005; Djuric et al., 2018). Takode pacovi koji su u ovoj
studiji bili tretirani sa FK i Hcy na kraju eksperimentalnog protokola imali su koncentraciju
Hcy u serumu statisti¢ki visoko znacajno nizu u odnosu na pacove koji su bili tretirani samo
subkutanom aplikacijom Hcy. Pored toga vrednosti Hcy u serumu pacova tretiranih sa Hcy i
FK bile su ispod granice za HHcy: 15 umol/L (Hankey i Eikelboom, 1999; Chubarov, 2021).
FK je vitamin koji ima ulogu u remetilacijskom metabolickom krugu u kome dolazi do
prebacivanja metil grupe sa THF na Hcy pri ¢emu nastaje Met. Ovu reakciju katalizuje enzim
MTHFR koji je znacajan za snizavanje koncentracije Hcy u organizmu. IstraZivanja pokazuju
da usled mutacije gena za MTHFR dolazi do poveéanog rizika od razvoja HHcy u uslovima
snizenog unosa FK putem hrane (Yakub et al., 2012). Deficit FK pove¢ava moguénost razvoja
HHcy kod osoba sa genotipom C677T enzima MTFHR u poredenju sa osobama sa koje imaju
normalan genotip (Yakub et al., 2010). Pacovi koji su bili tretirani kombinovanom aplikacijom
vitamina B6 i FK i paralelnim davanjem Hcy subkutano imali su statisticki visoko zna¢ajno
nize koncentracije Hcy u serumu o odnosu na pacove koji su primali samo Hcy. Isto tako,
kontrolna grupa pacova koji su bili na tretmanu kombinovane intraperitonealne aplikacije
vitamina B6 i FK imala je statisti¢ki visoko znacajno nize koncentracije Hcy u serumu u
poredenju sa kontrolom K-28 koja je primala samo fizioloski rastvor. Dobijeni rezultati su u
skladu sa ranije navedenim ulogama vitamina B6 i FK kao kofaktora enzima ukljuc¢enih u
metaboli¢ke puteve remetilacije i trans-sulfuracije (Jakubowski, 2019). Pacovi koji su bili na
tretmanu aerobnog tredmil treninga u toku cetiri nedelje 1 kojima je subkutano aplikovan Hey
nisu imali statisti¢ki znacajno nize koncentracije Hey u serumu u poredenju sa pacovima koji
su primali samo Hcy. Kada je u pitanju uticaj fizicke aktivnosti na koncentraciju Hey u krvi
rezultati studija su veoma varijabilni. Rezultati ove studije su u skladu sa studijom Boreham i
saradnika (Boreham et al., 2005) ¢iji rezultati pokazuju da trening ne menja koncentracije Hcy.
Dobijeni nalazi su suprotni nalazima studija koje pokazuju da fizicka aktivnost moze da snizi
koncentraciju Hcy u krvi. Studija Choi i saradnika pokazala je da nakon perioda treninga dolazi
do snizenja koncentracije Hcy u krvi, dok su studije Kuo i saradnika i Ruiz i saradnika pokazale
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da je koncentracija Hcy bila u negativnoj korelaciji sa visokim nivoima fizicke aktivnosti i
boljom kardiorespiratornom kondicijom (Kuo et al., 2005; Ruiz et al., 2007). Pojedine studije
navode potpuno suprotne rezultate, da u toku fizicke aktivnosti dolazi do povisenja
koncentracije Hcy u krvi (Konig et al., 2003; Herrmann et al., 2003). Nasi rezultati nisu u skladu
sa ovakvim nalazima, fizicki aktivna kontrola (K-FA) nema statisticki znacajno razli¢itu
koncentraciju Hey u serumu u poredenju sa sedentarnom kontrolom K-28. U eksperimentalnoj
studiji Ili¢ i saradnika (Ilic et al., 2021) kod pacova sa infarktom miokarda izazvanim
izoprenalinom uocavaju se Vvisoke koncentracije Hcy iznad 15 umol/L, dok tretman 4’-
hlordiazepamom dovodi do zna¢ajnog snizenja koncentracije Hcy kod pacova sa infarktom
miokarda izazvanim aplikacijom izoprenalina u odnosu na pacove tretirane samo
izoprenalinom.

Kod pacova grupe H-28 izmerene su statisticki visoko znacajno vise koncentracije LDL
i statisticki visoko znacajno nize koncentracije TG u serumu u odnosu na kontrolu K-28;
medutim vrednosti su bile u granicama fizioloskog referentnog opsega. U grupama tretiranim
vitaminom B6 svi parametri lipidnog statusa (HOL, LDL, HDL 1 TG) nisu se statisticki
znacajno razlikovali u poredenju sa K-28 i H-28 grupom. HOL i HDL u serumu bili su poviSeni
kod pacova H-FK grupe u poredenju sa kontrolom K-28, dok je koncentracija LDL bila visa u
H-FK i u K-FK grupi u odnosu na kontrolu K-28, a koncentracija TG niza u H-FK i u K-FK
grupi u odnosu na K-28. U studiji Mutavdzin i saradnika (Mutavdzin et al., 2019a) tretman FK
doveo je do statisticki znacajnog snizenja serumske koncentracije HDL i porasta koncentracije
LDL i TG u poredenju sa kontrolnom grupom. U studiji Jakovljevic Uzelac i saradnika
(Jakovljevic Uzelac et al., 2020b) tretman folnom kiselinom nije izazvao znacajne promene
lipidnog statusa u odnosu na kontrolnu grupu. Kombinovana aplikacija vitamina B6 i folne
kiseline dovela je do statisticki znaCajnog snizenja serumske koncentracije LDL u obe tretirane
grupe (K-B6+FK i H-B6+FK) u odnosu na H-28 grupu. U studiji koja je ispitivala uticaj
kombinovane aplikacije vitamina B6 i FK na monokrotalinskom modelu insuficijencije desnog
srca, kombinovana aplikacija navedenih vitamina nije dovela do znacajnih promena lipidnog
statusa u odnosu na kontrolnu grupu (Jakovljevic Uzelac et al., 2020a). Kod pacova koje su bili
na rezimu aerobne fizicke aktivnosti, izmerene koncentracije TG u serumu su bile statisticki
visoko znacajno nize u odnosu na kontrolu K-28, §to je u skladu sa metabolickom potroSnjom
masnih rezervi lipolizom i beta oksidacijom masnih kiselina u toku aerobnog metabolizma.
Poviseni nivoi Hey, IL-6, CRP i fibrinogena u plazmi detektovani su kod pacijenata sa visokim
klinickim SYNTAX skorom preko 33 (Puri¢ et al., 2021). Rezultati iste studije su pokazali da
HHcy i inflamatorni biomarkeri mogu predvideti ozbiljnije i opseznije oblike koronarne
arterijske bolesti kod pacijenata sa stabilnom anginom pektoris (Puri¢ et al., 2021).

Koncentracija vitamina B12 u serumu bila je statisti¢ki znacajno viSa u obe grupe
tretirane sa Hcy H-14 i H-28 u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama K-14 i K-28. U
metabolizmu Hcy vitamin B12 ima ulogu kofaktora za enzim MS (Jakubowski, 2019). Vitamin
B12 je hidrosolubilni vitamin i u hepatocitima se nalaze njegove rezerve (Guéant et al., 2022),
pa je moguce da je doslo do njegovog oslobadanja iz jetre u krvotok kod pacova koji su tretirani
sa Hcy kako bi se kompenzatorno povecanom aktivno$¢u enzima MS vrSila veca konverzija
Hcy u Met. Kod pacova koji su bili na tretmanu vitaminom B6 (K-B6 i H-B6) i ¢ije su
koncentracije Hcy bile ispod 15 pmol/L, koncentracija vitamina B12 u serumu je bila statistic¢ki
znacajno niZa u poredenju sa H-28 grupom i nije se statisti¢ki znacajno razlikovala u odnosu
na kontrolu K-28. Sli¢ni rezultati zapazeni su i kod pacova koji su bili na tretmanu FK, kao i
kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK. Medutim, kod pacova koji su bili fizicki aktivni
I tretirani sa Hcy, i imali koncentraciju Hecy visu od 15 pmol/L, serumska koncentracija
vitamina B12 nije bila statisticki zna¢ajno povisena u odnosu na kontrolu K-28, a bila je visoko
znacajno niza u poredenju sa H-28 grupom.
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Koncentracija glukoze u krvi bila je statisticki znacajno visa u H-28 grupi u odnosu na
K-28 grupu, dok se H-14 i K-14 grupe nisu znacajno razlikovale u vrednostima koncentracije
glukoze. Obe grupe tretirane vitaminom B6 imale su statisti¢ki znacajno vise koncentracije
glukoze u krvi u poredenju sa kontrolnom grupom, a u H-B6 grupi je prisutna i statisticka
znacajnost u odnosu na H-28 grupu. Sli¢an trend je prisutan i u grupama tretiranim sa FK i u
grupama tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK. U studiji u kojoj je ispitivan
uticaj FK u na streptozotocinskom modelu dijabetesa melitusa (Mutavdzin et al., 2019b) pacovi
koji su primali samo FK nisu imali statisticki znacajno razli¢itu koncentraciju glukoze u krvi u
odnosu na kontrolu. Medutim, prema rezultatima ove studije tretman sa FK kod pacova kod
kojih je streptozotocinom izazvan dijabetes melitus doveo je do statisticki visoko znacajno
nizeg porasta koncentracije glukoze u krvi u poredenju sa grupom pacova koji su tretirani samo
streptozotocinom. Ovakvi rezultati ukazuju na antidijabetogeni efekat FK kod pacova koji veé
imaju razvijenu hiperglikemiju. Pacovi koji su unutar grupa koje su bile na rezimu dozirane
aerobne fizicke aktivnosti nisu imali statisticki znacajno razli¢itu koncentraciju glukoze u krvi
u odnosu na pacove iz K-28 i H-28 grupe.

Aplikacija Hcy u H-28 grupi dovela je do statisticki zna¢ajnog povisenja koncentracije
glukoze, ukupnih proteina i albumina u serumu u odnosu na K-28 grupu, dok je sa druge strane
koncentracija ukupnih proteina i albumina bila niza u grupama tretiranim vitaminom B6 u
poredenju sa H-28 grupom. Grupe koje su bile tretirane FK imale su jedino niZzu koncentraciju
albumina u serumu u odnosu na H-28 grupu, a sli¢ni rezultati zabelezeni su i u grupama
tretiranim kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK. Obe fizi¢ki aktivne grupe K-FA i H-
FA imale su nizu koncentraciju albumina u serumu u odnosu na sedentarne grupe K-28 i H-28.

Aktivnosti aminotransferaza, ALT i AST, merene su kako bi se procenila funkcija jetre.
U H-14 grupi serumska aktivnost AST bila je znacajno povisena u poredenju sa K-14 grupom
(Todorovic et al., 2021). Mnoge studije su pokazale da povisena koncentracija Met u krvi moze
uticati na funkciju i izazvati oStecenja u perifernim tkivima (Mudd et al., 2011). Moguce
objasnjenje za ove nalaze lezi u konverziji metionina u Hcy u ciklusu remetilacije i njegovom
efektu na povecéanje oksidativnog stresa. Yamada i saradnici (Yamada et al., 2012) su izvestili
da opterecenje metioninom u ishrani menja metabolizam lipida u hepatocitima, izaziva
oksidativni stres 1 indukuje oStec¢enje hepatocita. Tretman pacova sa Met takode moze dovesti
do morfoloskih promena u tkivu jetre kao $to su retke fokalne nekroze hepatocita i periportalna
mononuklearna infiltracija (Stojanovi¢ et al., 2018). Unutar H-B6 grupe serumska aktivnost
AST bila je statisticki znacajno niza u odnosu na H-28 grupu, Sto bi moglo da ukazuje na
protektivni uticaj vitamina B6 na tkivo jetre. Sa druge strane, kod pacova tretiranih sa FK i
kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK nije bila prisutna statisti¢ki znacajna razlika u
serumskoj aktivnosti AST i ALT u odnosu na H-28 grupu. Isti trend je prisutan i kod pacova
koji su bili na rezimu dozirane fizicke aktivnosti.

Podaci iz literature prepoznaju da HHcy takode moZe uticati na bubreznu funkciju. U
viSe studija prijavljeno je da nivoi Hey u krvi direktno koreliraju sa nivoima kreatinina u serumu
i velicinom glomerularne filtracije (Foucher et al., 2010; Dong et al., 2012; Merti et al., 2011).
Hroni¢na uremija takode oStecuje ekstrarenalnu aktivnost enzima odgovornih za metabolizam
Hcy (Jacobsen et al., 1994). U ovom istrazivanju, koncentracija kreatinina bila je statisticki
visoko znacajno povisena u H-28 grupi u odnosu na K-28 grupu. Sa druge strane, unutar H-B6
grupe pacovi su imali statisti¢ki visoko znacajno nizu serumsku koncentraciju kreatinina u
poredenju sa H-28 grupom. Isti trend je prisutan i kod pacova H-FK grupe i H-B6+FK grupe u
¢ijem serumu je koncentracija kreatinina bila statisticki visoko zna¢ajno niza u odnosu na H-28
grupu. Kod fizic¢ki aktivnih pacova koncentracija kreatinina je bila visa u obe aktivne grupe u
odnosu na kontrolu K-28, ali se nije statisticki znacajno razlikovala u odnosu na H-28 grupu.
Podaci iz literature ukazuju na to da optere¢enje Met moZe da uti¢e na hemostatske parametre
dovode¢i do snizavanja aktivnosti vVWF (Kosti¢ et al., 2019).
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Kako bi se procenio stepen oksidativnog stresa i kapacitet antioksidativne zastite, u ovoj
studiji, u tkivu srca, jetre i kolona merene su spektrofotometrijski aktivnosti enzima CAT, SOD
i koncentracija MDA kao pokazatelja lipidne peroksidacije i elektroforetski su odredivane
izoforme enzima SOD. Nekoliko studija je pokazalo da je oksidativni stres pri HHcy povezan
sa izmenjenim sistemom antioksidativne odbrane. U fizioloskim uslovima ROS koje nastaju u
METL su uglavnom eliminisani antioksidansima, medutim, oslabljena antioksidativna odbrana
je povezana sa povisenim nivoima ROS i oksidativnim stresom (Tan et al., 2018). Kljué¢ni
enzimi koji ¢ine sistem antioksidativne odbrane ukljuc¢uju CAT, SOD, GPx. Mitohondrijalni
SOD (MnSOD ili SOD2) neutralise superoksidne anjone generisane u METL stvarajué¢i H20-
i O2. Vodonik-peroksid uklanjaju enzimi, katalaza i GPx. Rezultati ove studije pokazuju da je
u tkivu srca doslo do statisti¢ki znac¢ajnog poveéanja aktivnosti SOD u H-28 grupi u odnosu na
kontrolu K-28. Relativne aktivnosti Mn-SOD i Cu/Zn-SOD se nije statisti¢ki znacajno
razlikovala izmedu K-28 i H-28 grupe u tkivu srca. Porast aktivnosti SOD u grupi tretiranoj sa
Hcy mogao bi da se objasni kao kompenzatorno povecanje aktivnosti antioksidativnog enzima
sa ciljem povecanog uklanjanja superoksidnog anjona u uslovima povecanog oksidativnog
stresa. Aplikacija Hey nije dovela do statisticki znacajne razlike aktivnosti CAT u tkivu srca u
poredenju sa kontrolom. Medutim tretman Sa Hcy je doveo do visoko znacajnog povisenja
stepena lipidne peroksidacije u srcu u odnosu na kontrolu. Podaci iz literature pokazuju da je
hroni¢éna HHcy kod miSeva bila povezana sa pove¢anom aktivnos$cu citosolne izoforme SOD
Cu/Zn-SOD i CAT u putamenu i substanciji nigri (Bhattacharjee et al., 2016). Sli¢no tome,
hroni¢na blaga HHcy dovela je do povecanja aktivnosti CAT, SOD i GPx u amigdalama i
prefrontalnom korteksu pacova (Dos Santos et al., 2019). Pokazano je da je aktivnost Mn-SOD
ostala nepromenjena u korteksu i hipokampusu pacova hroni¢no tretiranih sa Hcy (Kumar et
al., 2020). Studije koje su ispitivale uticaj Hcy na tkivo srca daju delimi¢no razlicite rezultate:
relativna aktivnost Mn-SOD izoforme i aktivnost CAT bile su sniZzene u grupama tretiranim sa
Hcy (Chang et al., 2008; Longoni et al., 2017), dok je aktivnost GPx bila povisena (Longoni et
al., 2017). Ukupna antioksidativna zastita je bila znacajno oslabljena u H9C2 embrionalnim
sréanim ¢elijama pacova tretiranim sa Hcy (Aminzadeh et al., 2018). Dokumentovani su padovi
u antioksidativnoj odbrani indukovani aplikacijom Hcy u modelu endotelne disfunkcije
izazvane aplikacijom Hcy-T (Wu et al., 2015). U naSoj studiji u tkivu jetre pacova nije
primecena znacajna promena aktivnosti CAT, ukupne aktivnosti SOD 1 koncentracije MDA
kod pacova H-28 grupe u odnosu na kontrolu K-28. Takode u H-28 grupi nije doSlo ni do
promena u relativnoj aktivnosti SOD izoformi u odnosu na odgovarajuéu kontrolu. U
homogenatima tkiva kolona aplikacija Hcy je dovela do statisti¢ki znac¢ajnog snizenja ukupne
aktivnosti SOD u H-14 grupi u poredenju sa K-14 grupom, ako i u H-28 grupi u odnosu na K-
28 grupu. Koncentracije MDA u tkivu kolona u H-28 grupi pokazuje povecanje koje nije
dostiglo statisti¢ku znacajnost kada se poredi sa kontrolom K-28. U homogenatima tkiva kolona
prisutna je samo ekspresija Mn-SOD izoforme. Rezultati studije koja je ispitivala uticaj
aplikacije Hcy-T na oksidativni stres u organima digestivnog sistema (Stojanovi¢ at al., 2016)
pokazuju statisti¢ki visoko zna¢ajno snizenje aktivnosti CAT u organima digestivnog sistema
(duodenum, ileum, kolon i jetra) u grupi tretiranih sa Hcy-T u odnosu na kontrolu. Isto tako u
istoj studiji Hcy-T je doveo do statisticki visoko znaCajnog povecanja stepena lipidne
peroksidacije u navedenim organima (Stojanovi¢ at al., 2016). Koaplikacija Hcy-T i blokatora
N-metil-D-aspartat receptora MK-801 moze da dovede do povisenja lipidne peroksidacije
(Srejovic et al., 2015).

Aplikacija vitamina B6 nije znac¢ajno uticala na aktivnost CAT u tkivu srca, ali je dovela
do statisti¢ki znacajnog snizenja ukupne aktivnosti SOD u H-B6 grupi u odnosu na H-28 grupu.
Stepen lipidne peroksidacije u tkivu srca je bio statisticki znacajno nizi u H-B6 grupi u
poredenju sa H-28 grupom. Sa druge strane, H-B6 grupa je imala statisticki znacajno visu
koncentraciju MDA u tkivu srca u poredenju sa kontrolama K-28 i K-B6, uzevsi u obzir da je
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grupa H-B6 bila tretirana sa Hcy. U tkivu jetre aplikacija vitamina B6 nije znacajno uticala na
aktivnost CAT i ukupnu aktivnost SOD, medutim uocava se statisticki visoko znacajno snizenje
stepena lipidne peroksidacije u H-B6 grupi u odnosu na H-28 grupu. Takode stepen lipidne
peroksidacije je bio nizi u obe grupe tretirane vitaminom B6 u odnosu na kontrolu K-28. Uzevsi
u obzir ulogu vitamina B6 kao kofaktora enzima u trans-sulfuracijskom metabolickom putu,
moguce je da je poveéana dostupnost vitamina B6 izazvala povecanu konverziju Hcy u Cys i
time snizenje Stetnog uticaja Hcy. Trans-sulfuracijski metaboli¢ki put ne samo da snizava
koncentraciju Hcy ve¢ dovodi po proizvodnje Cys glavne funkcionalne aminokiseline u
tripeptidu glutationu, koji predstavlja jedan od klju¢nih celijskih antioksidanasa. Jetra je
centralni organ u organizmu u kome se najve¢im delom obavlja metabolizam Hcy i glutationa
(Lauterburg et al., 1984). Studije na prasi¢ima u kojoj je lipopolisaharidom izvrSena aktivacija
makrofaga i inflamatorna reakcija pokazala je da tretman sa Cys moze da uti¢e protektivno na
¢elije povecavajuéi aktivnosti CAT, SOD, koncentraciju ukupnog glutationa, kao i odnosa
redukovanog i oksidovanog glutationa u digestivnom sistemu prasi¢a (Song et al., 2016).
Studija koja je ispitivala efekte optereCenja sa Met na tkivo jetre pacova pokazala je da
aplikacija Met dovodi do statistiCki zna¢ajnog porasta koncentracije MDA u tkivu jetre, a
znacajnog snizenja aktivnosti SOD i GPx u odnosu na kontrolnu grupu (Stojanovi¢ et al., 2018).
U naSoj studiji aplikacija vitamina B6 nije dovela do statisti¢ki znacajne promene aktivnosti
CAT i SOD, kao i stepena lipidne peroksidacije u tkivu kolona u H-B6 grupi u odnosu na H-28
grupu. Prema rezultatima studije Zivkovi¢ i saradnika (Zivkovic et al., 2012) L-Hcy-T moze da
dovede do kardiotoksi¢nih efekata i slabljenja kontraktilne sposobnosti srca, ali i do smanjenja
oslobadanja superoksidnih anjona. Takode DL-Hcy-T moze da izazove slabljenje
kontraktilnosti srca, ali snizenja stepena lipidne peroksidacije (Zivkovic et al., 2013).

U ovoj studiji aplikacija FK nije izazvala staticki znacajnu promenu aktivnosti CAT u
tkivu srca, dok je aktivnost SOD bila povec¢ana u grupi H-FK u odnosu na kontrolu K-28, ali se
nije znaajno razlikovala u odnosu na H-28 grupu. Aplikacija FK dovela je do statisticki
znacajnog porasta koncentracije MDA u srcu u obe tretirane grupe (K-FK i H-FK) u poredenju
sa K-28 i H-28 grupom. U tkivu jetre aktivnost CAT i SOD se nije statisticki znacajno
razlikovala u grupama tretiranim sa FK u odnosu na H-28 i K-28 grupu. Medutim, aplikacija
FK je dovela do statisti¢ki visoko znaCajnog snizenja stepena lipidne peroksidacije u obe
tretirane grupe u odnosu na H-28 grupu. Kontrola koja je bila tretirana sa FK pokazala je nizi
stepen lipidne peroksidacije u tkivu jetre i u odnosu na kontrolu K-28 koja je primala samo
fizioloski rastvor. Aplikacija FK je u tkivu kolona dovela do statisticki znacajnog porasta
aktivnosti CAT u odnosu na H-28 i K-28 grupu, dok na ukupnu aktivnost SOD i koncentraciju
MDA nije imala znacajan uticaj. U studiji Mutavdzin i saradnika (Mutavdzin et al., 2019a)
pokazano je da aplikacija folne kiseline u modelu dijabetesa melitusa ostvaruje protektivne
efekte na tkivo srca dovodeci do sniZzavanja aktivnosti enzima CAT i SOD u odnosu na pacove
koji su imali razvijen dijabetes melitus, a nisu primali suplementaciju FK. Smatra se da je
aktivnost navedenih enzima bila niza zbog smanjene produkcije vodonik peroksida i
superoksidnih anjona u tkivu srca usled tretmana sa FK. Studija (Stanhewicz i Kenney, 2017)
navodi smanjenje produkcije superoksidnih anjona u reakciji enzima NO sintaze usled tretmana
sa FK. Rezultati studije (Djuric et al., 2007) navode da je na izolovanom srcu pacova, aplikacija
FK dovela do povecanja koronarnog protoka i smanjenja produkcije superoksidnih anjona.
Medutim u istoj studiji doslo je do povecanja indeksa lipidne peroksidacije usled aplikacije FK.
Aplikacija L-NAME, koji je inhibitor enzima NO sintaze dovela je do suprotnih efekata ili je
umanjila efekte delovanja FK, na osnovu ¢ega se moze izvesti zaklju¢ak da su efekti delovanja
FK u kardiovaskularnom sistemu posredovani sa NO.

Kombinovana aplikacija vitamina B i FK dovela je do snizenja ukupne aktivnosti SOD
u tkivu srca u obe tretirane grupe u poredenju sa grupom H-28, dok sa druge strane nije ostvarila
znaajan uticaj na aktivnost enzima CAT. Suprotno ocekivanom protektivnom uticaju,
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kombinovana aplikacija vitamina B6 i FK izazvala je porast lipidne peroksidacije u srcu u obe
tretirane grupe. U tkivu jetre u H-B6+FK grupi aktivnost CAT je bila znacajno niza nego u H-
28 grupi, dok se aktivnost SOD i koncentracija MDA u tkivu jetre nije znacajno razlikovala u
grupama tretiranim vitaminom B6 i FK u odnosu na H-28 grupu. U tkivu kolona se uo¢ava da
je aktivnost CAT bila najniza u H-B6+FK grupi ali bez dostizanja statisticke znacajnosti u
poredenju sa H-28 grupom, dok se aktivnost SOD i koncentracija MDA nisu statisti¢ki
znacajno razlikovali u poredenju sa H-28 grupom. U studiji u kojoj je ispitivan uticaj
kombinovane aplikacije vitamina B6 i folne kiseline na modelu insuficijencije desnog srca
izazvane monokrotalinom, pokazano je da koaplikacija navedenih vitamina kod pacova koji su
tretirani monokrotalinom dovodi do snizenja aktivnosti SOD, dok na GPx nema znacajan uticaj
(Jakovljevic Uzelac et al., 2020a). Sli¢no snizenje aktivnosti SOD uoceno je kod trudnica
prilikom suplementacije vitaminima (Hunaiti i Saleh, 1996).

Tretman doziranom aerobnom fizickom aktivnoséu u uslovima opterecenja sa Hcy nije
statisticki zna¢ajno uticao na aktivnost CAT, niti na koncentraciju MDA u tkivu srca u odnosu
na H-28 grupu. Koncentracija MDA je bila povisena u obe grupe tretirane sa Hcy (H-28 i H-
FA) u odnosu na kontrolu K-28. Sa druge strane aktivnost SOD bila je statisti¢ki znacajno niza
u obe fizicki aktivne grupe u poredenju sa H-28 i K-28 grupom. U tkivu jetre acrobna fizicka
aktivnost nije pokazala znacCajan uticaj na aktivnosti CAT i SOD, ali se u tkivu jetre pokazala
kao protektivna statisti¢ki znacajno snizavajuci stepen lipidne peroksidacije u obe aktivne grupe
u odnosu na sedentarne grupe K-28 i H-28. Ipak, aktivna grupa koja je bila opterecena
subkutanom aplikacijom Hcy imala je znacajno Vvisu koncentraciju MDA u tkivu jetre u odnosu
na fizicki aktivnu kontrolu. Sli¢ni rezultati uo€avaju se u tkivu kolona gde je fizicka aktivnost
dovela do znaCajnog snizenja koncentracije MDA u odnosu na kontrolu K-28, ali je
koncentracija MDA bila ipak znacajno visa u H-FA grupi u poredenju sa K-FA grupom. U H-
FA grupi primecena je statisticki znacajno veca aktivnost SOD u tkivu kolona u odnosu na H-
28 1 K-FA grupu, dok sa druge strane tretman acrobnom fizi¢kom aktivno$¢u nije imao znacajan
uticaj na aktivnost CAT u tkivu kolona. Nekoliko studija pokazalo je da fizi¢ka aktivnost moze
da ima znacajan uticaj u modulaciji oksidativnog stresa. Nizi stepen oksidativnog stresa uoc¢en
je kod sportista u odnosu na kontrolne ispitanike, kako u mirovanju tako i neposredno nakon
vezbanja (Pingitore et al., 2015). Koncentracija MDA i karbonilne grupe u proteinima bili su
nizi kod utreniranih u poredenju sa neutreniranim ispitanicima, dok je aktivnost SOD bila visa
kod sportista u poredenju sa sedentarnim ispitanicima (Vassalle et al., 2002; Ortenblad et al.,
1997). S druge strane, aktivnosti CAT i GPX, bile su vise kod sportista u poredenju sa
sedentarnim ispitanicima (Dékany et al., 2006). Zanimljivo je napomenuti da dobro utrenirani
ispitanici takode mogu biti otporniji na nagla optere¢enja organizma oksidativnim stresom koje
izaziva akutno vezbanje visokog intenziteta, Sto je potvrdeno na animalnim modelima i
studijama na ljudima (Radak et al., 2008). Akutno iscrpljuju¢e vezbanje povisilo je
koncentraciju MDA u eritrocitima kod sedentarnih, ali ne i kod utreniranih pacova, i shizio je
aktivnost eritrocitne SOD kod sedentarnih pacova, dok je povecalo aktivnost ovog enzima kod
utreniranih pacova (Oztasan et al., 2004).

Istrazivanja pokazuju da su znaajna povecanja u generisanju mitohondrijalnih ROS
takode uocena u korteksu velikog mozga i hipokampusu pacova koji su bili hroni¢no tretirani
sa Hcy (Folbergrova et al., 2007; Kumar et al., 2020; Kumar et al., 2018). Istrazivanja na
izolovanim mitohondrijama su pokazala da Hcy povecava produkciju ROS u bubrezima, dok
je produkcija ROS u srcu i mozgu bila smanjena (Gomez et al., 2011). Medutim postoje i studije
koje su dale drugacije rezultate. Rezultati Zhang i saradnika pokazuju da akutni tretman
neuralnih Celija sa visokom koncentracijom Hcy, inhibitorno deluje na mitohondrijalnu
respiraciju i smanjuje produkciju ROS u mitohondrijama (Zhang et al., 2016). Sa druge strane,
odredene studije navode da Hey nije ostvario znacajan uticaj na parametre oksidativnog stresa.
Produkcija ROS i oksidativna oSte¢enja su ostala nepromenjena u mozgu i srcu pacova sa
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hroni¢énom blagom HHcy (Timkova et al., 2016; Dos Santos et al., 2019). Kao $to je ranije
pomenuto, postoji nekoliko potencijalnih mehanizama koji objasnjavaju kako Hcy moze da
utice na produkciju ROS, ukljucuju¢i auto-oksidaciju Hcy, izmenjenu gensku ekspresiju i
postranslacione modifikacije prooksidativnih/antioksidativnih enzima. U prisustvu prelaznih
metala koji se ponasSaju kao katalizatori, Hcy moze generisati superoksidne radikale i H20:
putem spore auto-oksidacije (Hogg et al., 1999). Poveéana produkcija H.O> kroz auto-
oksidaciju Hcy u prisustvu bakra je dovela do osteCenja kultivisanih endotelnih celija
(Starkebaum et al., 1986). U mitohondrijama kardiomiocita, generisanje superoksidnih radikala
i H20- je indukovano odmah nakon inicijacije mitohondrijalne respiracije sukcinatom kao
supstratom (Chang et al., 2004). Ovaj nalaz sugeriSe da Hcy pospeSuje povecanu produkciju
superoksida u reakcijama METL. Pod fizioloskim uslovima, oslobadanje superoksida u ovim
reakcijama je slabo i u fizioloSkoj meri aktivira redoks signalne puteve, §to rezultira aktivacijom
sistema antioksidativne odbrane i zanemarljivim stepenom oksidativnog stresa. Medutim,
neravnoteza u reakcijama METL koju izlozenost Hcy izaziva, moze povisiti koncentraciju
mitohondrijalnih ROS i oksidativni stres. Nakupljanje ROS dalje pojacava disfunkciju METL
i vodi u zacarani krug generisanja ROS. Jedan od verovatnih mehanizama koji leze u osnovi
promena aktivnosti kompleksa METL i povecanog ,.curenja“ ROS u uslovima HHcy je
postranslaciona modifikacija proteina. Ekspresija enzima antioksidanasa regulisana je putem
Keapl-Nrf2 signalnog puta, koji je glavni regulator ¢elijske redoks homeostaze. Pri povecanoj
proizvodnji ROS, Nrf2 se oslobada Keapl-posredovane degradacije i ulazi u jedro gde aktivira
transkripciju gena koji kodiraju antioksidantne enzime (Holmstrom et al., 2016). Nrf2
signalizacija takode igra ulogu u mitohondrijalnoj homeostazi, i patofizioloske promene u Nrf2
putu mogu da dovedu do poremecaja funkcije mitohondrija (Holmstrém et al., 2016; Kaidery
et al., 2019). Smanjena ekspresija Nrf2 izazvana sa Hcy paralelno sa smanjenom ekspresijom i
aktivno$¢u antioksidativnih enzima i pove¢anom produkcijom ROS je dokumentovana u
nekoliko studija (Tan et al., 2013; Wu et al., 2019a). Akutni tretman sa Hcy moze da dovede
do aktivacije osovine Nrf2-GPx, dok hroni¢éna HHcy uzrokuje znacajno smanjenje Nrf2 i
aktivnosti GPx (Wu et al., 2019b). Hcy aktivira Nrf2 kroz oksidaciju njegovog inhibitornog
proteina Keapl, dok se inhibicija puta Nrf2 u hroni¢noj HHcy objasnjava izmenjenom
metilacijom DNK (Wu et al., 2019b). 1z navedenih rezultata se uoCava da promene u
antioksidantnim i prooksidativnim enzimima mogu doprineti Hcy-posredovanom oksidativnom
stresu i mitohondrijskoj disfunkciji. Gubitak aktivnosti antioksidativnih enzima izazvan sa Hcy
moze proizilaziti takode i iz promenjene sinteze enzima zbog promena u ekspresiji gena. SAH
se pokazao kao potentan inhibitor transmetilacionih reakcija zavisnih od SAM jer dovodi do
smanjenja SAM/SAH odnosa. Pokazano je da u HHcy dolazi do paralelnog povisenja
koncentracije SAH u ¢elijama i Smanjenja kapaciteta metilacije, $to rezultira hipometilacijom
DNK (Mandaviya et al., 2014). Hipometilacija DNK i modifikacije histona posredovane
povisenjem koncentracije Hcy, naruSavaju epigenetsku kontrolu ekspresije gena i mogu
doprineti patogenezi razli¢itih bolesti povezanih sa HHcy.

Podaci iz literature pokazuju da opterecenje sa Hcy moze da vrsi uticaj na promenu
aktivnosti enzima koji su ukljuceni u reakcije energetskog metabolizma. Analiziranjem uticaja
HHcy kod ljudi i na animalnim modelima studija Cueto i saradnika navodi da 15 nuklearnih
gena za proteine METL pokazuje smanjenu ekspresiju u uslovima HHcy (Cueto et al., 2018).
Medu identifikovanim genima, jedanaest je bilo za kompleks | METL, jedan za kompleks IV
METL i dva za kompleks V METL. Posto 4 od 11 gena kompleksa I METL, ¢iju je ekspresiju
Hcy smanjio, kodiraju osnovne podjedinice koje su neophodne za njegovu aktivnost, autori
sugeriSu da disfunkcija kompleksa I zbog promena u ekspresiji gena moZe igrati primarnu ulogu
u promenama energetskog metabolizma izazvanih sa Hey. Ova studija je takode pokazala da su
srce i mozak organi koja su posebno osetljivi na uticaj HHcy na energetski metabolizam.
Neravnoteza medu kompleksima METL mozZe rezultirati pove¢anim oslobadanjem ROS i

187



oksidativnim oSte¢enjem. Znacajni dokazi o mitohondrijskom oksidativnom oSte¢enju
povezanim sa HHcy su dobijeni u razli¢itim tkivima u raznim eksperimentalnim okolnostima.
Mitohondrijska DNK (mtDNK) je dvostruka, kruzna DNK u ¢ijem sastavu se nalaze geni za
kodiranje 13 mitohondrijskih proteina, koji predstavljaju subjedinice kompleksa I, 11, IV i V
METL. Za razliku od jedarne DNK, mtDNK nije zasti¢ena histonskim proteinima i ima manje
efikasne sisteme popravke i stoga je podloznija oksidativnim o$teéenjima i mutacijama.
Proteini predstavljaju primarne target molekule za ROS. Modifikacije proteina, kao $to su
oksidacija sulfhidrilnih grupa, nitracija tirozina i formiranje karbonilnih grupa, usled HHcy u
tkivu srca, mozga i krvnih sudova prijavljene su od strane vise studija (Longoni et al., 2017;
Folbergrova et al., 2010; Perez-De-Arce et al., 2005). Navedene modifikacije proteina
rezultiraju njihovim strukturalnim promenama i gubitkom funkcije, Sto za posledicu ima
narusavanje homeostaze energetskog metabolizma.

U ovoj studiji procena energetskog metabolizma vrSena je spektrofotometrijskim
merenjem ukupne aktivnosti enzima LDH 1 MDH kao 1 elektroforetskim odredivanjem
ekspresije njihovih izoformi i denzitometrijskom kvantifikacijom relativnih aktivnosti izoformi
LDH i MDH u tkivu srca, jetre i kolona. Aplikacija Hey nije pokazala znacajni uticaj na ukupne
aktivnosti LDH i MDH. U tkivu srca detektovane su 4 izoforme LDH: LDH1, LDH2, LDH3 i
LDH4 i 3 izoforme MDH: pMDH, mMDH i1 ¢cMDH. Nije detektovana statisticki znacajna
razlika u relativnim aktivnostima LDH i MDH u tkivu srca usled tretmana sa Hcy. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i u tkivu jetre, gde se ukupne aktivnosti LDH i MDH nisu razlikovale u
grupama tretiranim sa Hcy u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama. U tkivu jetre aktivnosti
su pokazale samo 3 izoforme LDH: LDHI1, LDH2 1 LDH3 1 izoforme se nisu medusobno
razlikovale u relativnoj aktivnosti. U tkivu jetre detektovana je aktivnost jedino mMDH
izoforme. U tkivu kolona tretman sa Hcy takode nije doveo do statisti¢ki znac¢ajnih promenama
ukupnih aktivnosti LDH i MDH u poredenju sa kontrolama. U tkivu kolona aktivnosti su
ispoljile 4 izoforme LDH i denzitometrijskim odredivanjem relativnih aktivnosti primecuje se
statistiCki znacajno snizene aktivnosti izoforme LDH3, na ra¢un povecanja LDH4 u grupi H-
14 u odnosu na K-14 grupu. Rezultati studije Ostapiv i saradnika (Ostapiv et al., 2015) navode
da ovakva promena odnosa izoformi LDH ukazuje da u tkivu vladaju hipoksi¢ni uslovi. MDH
je u tkivu kolona kao i u tkivu jetre pokazala aktivnost samo mMDH izoforme.

Tretman vitaminom B6 u uslovima opterec¢enja sa Hcy doveo je do statisticki znac¢ajnog
porasta aktivnosti LDH u srcu u odnosu na H-28 grupu, ali nije pokazao znacajan uticaj na
aktivnost MDH. Sa druge strane u tkivu jetre i kolona aplikacija vitamina B6 nije dovela do
znacCajnih promena aktivnosti enzima LDH 1 MDH.

Tretman FK u uslovima optereé¢enja Hey nije znacajno uticao na aktivnosti LDH i MDH
u tkivu srca i kolona, ali je u tkivu jetre doveo do statisticki znacajnog sniZenja aktivnosti LDH
u obe tretirane grupe (K-FK i H-FK) u odnosu na H-28 grupu i kontrolu K-28. U studiji
Mutavdzin i saradnika (Mutavdzin et al., 2019a) aplikacija FK nije znacajno uticala na aktivnost
LDH u tkivu srca pacova, §to je u skladu sa nasim rezultatima. U istoj studiji samostalno
primenjena FK nije dovela do znacajnih promena aktivnosti MDH u srcu, medutim kod pacova
sa izazvanim dijabetesom melitusom FK je dovela do statisticki znacajnog snizenja aktivnosti
MDH u tkivu srca u odnosu na kontrolne i pacove sa dijabetesom koji nisu primali FK.

Kombinovana aplikacija vitamina B6 i FK je u ovoj studiji dovela do poviSenja
aktivnosti MDH u tkivu srca jedino kada je samostalno primenjena, ali u uslovima opterecenja
Hcy ne dolazi do navedenih promena MDH aktivnosti. Sa druge strane u tkivu srca aktivnost
LDH se nije promenila pri kombinovanoj aplikaciji vitamina B6 i FK.

Cetvoronedeljni aerobni tredmil trening je u uslovima HHcy doveo do statisti¢ki
znacajnog povecanja aktivnosti LDH i MDH u tkivu srca u odnosu na H-28 i K-28 grupu. Iste
promene se uocavaju i u tkivu jetre, dok je u tkivu kolona doslo do porasta aktivnosti LDH, ali
aktivnost MDH nije pokazala znacajne promene u odnosu na H-28 i K-28 grupu. Vazno je istaci
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da je tredmil trening Kkoji je primenjen u ovoj studiji, prema podacima iz literature (Manchado
et al., 2005), odgovarao aerobnom treningu, jer se pri brzini trake od 20 m/min postize
ravnotezna tacka u kojoj je brzina proizvodnje laktata jednaka brzini njegovog uklanjanja, tj.
postize se maksimalna stabilizacija koncentracije laktata u krvi pacova. Takode, bitno je
naglasiti da promene aktivnosti metaboli¢kih enzima nisu bile znacajne u fizicki aktivnoj
kontroli, medutim kada su pacovi bili aktivni u uslovima optereéenja sa Hcy doslo je do
promena aktivnosti metabolickih enzima (Todorovic et al., 2021).

Istrazivacki podaci navode da optereCenje sa Hcy moze uticati na aktivnost enzima
ukljucenih u energetski metabolizam. Eksperimentalna studija na pacovima koju su sproveli
Kolling i saradnici istrazivala je efekat hroni¢ne HHcy na aktivnosti enzima Krebsovog ciklusa
(Kolling et al., 2013). Prema rezultatima ove studije, Hcy samostalno nije izazvao promenu u
aktivnosti enzima ukljucenih u Krebsov ciklus: citrat sintetaze, izocitrat dehidrogenaze 1 MDH.
Medutim, u kombinaciji sa primenom kreatina, aplikacija Hcy je izazvala promenu aktivnosti
citrat sintetaze 1 izocitrat dehidrogenaze. Sinteza kreatinina 1 Hcy su najverovatnije metabolicki
povezane, te su Wyss i saradnici (Wyss et al., 2000) pokazali da je endogena sinteza kreatinina
najvazniji faktor u odrzavanju ravnoteze izmedu metilacije i stvaranja Hcy u ¢elijama. kao i da
je suplementacija kreatinina mogla da koriguje disbalans energetskog metabolizma usled
HHcy. Moguce je da u skladu sa navedenim rezultatima i u naSoj studiji, aplikacija Hcy
samostalno nije dovela do promene aktivnosti enzima uklju¢enih u energetski metabolizam u
poredenju sa kontrolnom grupom, ali pod uslovima fizicke aktivnosti, Hcy moze uticati na
promenu aktivnosti ovih enzima. Klju¢ne metabolicke reakcije uklju¢ene u produkciju energije,
kao $to su Krebsov ciklus i reakcije METL, odvijaju se u mitohondrijama. Mnoge studije su
potvrdile da HHcy moze uticati na mitohondrijsku respiraciju menjanjem aktivnosti enzima
ukljucenih u ove reakcije. In vitro i in vivo studije su pokazale da Hcy moze sniziti aktivnost
kompleksa Il, 1111 IV METL i smanjiti produkciju energije u sréanom tkivu (Chang et al., 2008;
Timkova et al.,, 2016; Longoni et al.,, 2017). Aktivnost sukcinat dehidrogenaze, enzima
Krebsovog ciklusu koji je vezan za unutra$nju membranu mitohondrija, smanjena je u sréanom
tkivu nakon akutne primene Hcy na ise¢cima srca tokom 1 h (Chang et al., 2008). S druge
strane, hroni¢na primena Hcy je dovela do povecane aktivnosti sukcinat dehidrogenaze u srcu
pacova (Longoni et al., 2017). Timkova i saradnici opisali su adaptivnu ,,up regulaciju* izocitrat
dehidrogenaze u sréanom tkivu pacova sa blagom HHcy (Timkova et al., 2016).

Uzimajuéi u obzir sve ove efekte HHcy na komponente METL, promene u aktivnostima
enzima ukljucenih u energetski metabolizam mogu se objasniti kao kompenzatorni mehanizam
koji ima za cilj odrzavanje produkcije ATP na adekvatnom nivou, §to bi moglo biti moguce
objasnjenje za povecanje aktivnosti mMDH u HPA grupi u ovoj studiji. Zanimljivo je da je
ukupna aktivnost LDH takode povec¢ana u HPA grupi iako je model fizicke aktivnosti koris¢en
u ovoj studiji model koji je dokazano aktivira aerobni metabolizam, a konverzija piruvata u
laktat katalizovana sa LDH je reakcija anaerobnog metabolizma. Mozemo pretpostaviti da je
povecana ukupna aktivnost LDH u HFA grupi mogla biti kompenzatorni odgovor koji
usmerava energetski metabolizam prema anaerobnim reakcijama zbog prethodno pomenutih
efekata HHcy na respiratorni lanac u mitohondrijama. Ta¢an mehanizam ovih metabolic¢kih
efekata Hcy treba istraziti u novim studijama koje se fokusiraju na merenje aktivnosti drugih
enzima aerobnog metabolizma pod istim uslovima. Ako imamo na umu da je LDH poznat kao
biohemijski marker oStecenja tkiva, njegovo povecanje moze se objasniti, barem delimic¢no,
stresom izazvanim Hcy. Takode, povecana potreba za kiseonikom tokom ¢etvoronedeljnog
perioda aerobnog treninga potencijalno je povezana sa pojacanom produkcijom ROS,
doprinose¢i ostecenju sréanog tkiva i povisuju LDH aktivnosti. Slicno naSim rezultatima,
povisene vrednosti LDH su zabelezene tokom ishemijsko-reperfuzione povrede, mada su ovi
efekti bili ublazeni visoko-intenzivnim intervalnim treningom prvog i sedmog dana nakon
vezbanja (Rahimi et al., 2015). Iako postoji Siroko rasprostranjeno uverenje da fizicka aktivnost
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ima povoljne efekte na sr¢ano tkivo, ¢ini se da su i trajanje 1 intenzitet vezbanja vazni faktori u
postizanju potencijalno kardioprotektivnih efekata fizicke aktivnosti (Kavazis et al., 2009),
posebno u nefizioloSkim uslovima kao sto je optereéenje sa Hcy, koje moze da uti¢e na promenu
aktivnosti metaboli¢kih enzima.

Za procenu uticaja optereéenja Hcy na remodelovanje tkiva srca, jetre i kolona u
homogenatima organa detektovane su aktivnosti enzima MMP SDS-PAGE elektroforetskom
tehnikom. u tkivu srca detektovana je izoforma MMP-9 i denzitometrijskom analizom nije
uocCena statisticki znacajna razlika u relativnoj aktivnosti MMP-9 u grupama tretiranim Hcy u
poredenju sa odgovaraju¢im kontrolnim grupama. U tkivu jetre detektovane su dve izoforme
MMP: MMP-9 i MMP-2. Denzitometrijskom analizom primecen je statisticki visoko znacajni
porast aktivnosti MMP-9 u tkivu jetre u H-14 grupi u odnosu na K-14 grupu. Medutim sli¢na
promena aktivnosti nije prisutna kada se poredi H-28 grupa sa K-28 grupom. Takode u tkivu
jetre tretman Hcy nije doveo do znacajnih promena aktivnosti MMP-2. U tkivu kolona
detektovana je samo izoforma MMP-2. Relativna aktivnost MMP-2 u tkivu kolona je bila
najveca u H-28 grupi, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti u poredenju sa kontrolom.
Istrazivacki podaci ukazuju na to da Hcy moze da indukuje formiranje ROS i dovede do
aktivacije MMP. Hcy moze da stimuliSe akumulaciju mastocita i sintezu intersticijumskog
kolagena u tkivu srca, $to dovodi do perivaskularne fibroze i poremecaja odnosa kolagen/elastin
(Perta-Kajan et al., 2008). Opisane histoloske promene su 0d velikog funkcionalnog znacaja jer
mogu da poremete kontraktilnu sposobnost miokarda (Perta-Kajan et al., 2008). Kao krajnji
ishod, navedene promene u tkivu srca oslabljuju kontraktilnu efikasnost sréanog miSica
dovodeci do sréane insuficijencije. Povecana aktivnost MMP mozZe izazvati ostecenje funkcije
jonskih kanala i uzrokovati poremecaje u provodenju impulsa izmedu kardiomiocita, $to
posledi¢no dovodi do razvoja aritmija (Moshal et al., 2007). Podaci iz literature navode da su
MMP slabo aktivne u intaktnom miokardu, ali da tokom HHcy njihova aktivnost raste (Tyagi
et al., 1998). U naSoj studiji tretman sa Hcy nije doveo do zna¢ajnih promena aktivnosti MMP
u tkivu srca i kolona, ali je u tkivu jetre detektovan porast aktivnosti izoforme MMP-9 u grupi
kojoj je aplikovan Hey subkutano u toku dve nedelje. Potrebno je uraditi dodatna istrazivanja
koja bi ispitivala efekat razli¢itih doza Hcy i razli¢ite duzine tretmana optereéenja sa Hcy kako
bi se detaljnije ispitala dinamika uticaja Hcy na aktivnost MMP u razli¢itim tkivima.

Na histoloskim preparatima tkiva srca ne uo¢avaju se znaci ishemije, i raspored vlakana
miokarda je pravilan u grupama tretiranim sa Hcy. Histomorfometrijska analiza tkiva srca
pokazala je da tretman Hcy doveo do statisticki znacajnog porasta debljine zida leve i desne
komore u H-28 grupi u poredenju sa K-28, ali se takve promene ne uocavaju u H-14 grupi.
Debljina interventrikularnog septuma i transverzalni dijametar kardiomiocita su ostali
nepromenjeni usled tretmana Hcy.

U grupi koja je bila tretirana vitaminom B6 i Hcy ne uocava se porast debljine zida leve
i desne komore. Debljina zida desne komore bila je statisticki visoko znac¢ajno niza u H-B6
grupi u odnosu na H-28 grupu, dok izmedu H-B6 i kontrolnih grupa nije uoena statisticki
znacajna razlika.

Sli¢no efektu vitamina B6 i tretman sa FK je sprecio povecéanje debljine zida desne
komore koje je prisutno u grupi H-28. Debljina zida desne komore je statisti¢ki zna¢ajno niza
u H-FK grupi u odnosu na H-28 grupu.

Kombinovana aplikacija vitamina B6 i folne kiseline je dovela do sli¢nih rezultata. U
H-B6+FK grupi debljina zida desne komore je statisticki visoko znacajno niza nego u H-28
grupi, a ne razlikuje se znac¢ajno u odnosu na kontrolnu grupu.

U grupama koje su bile fizicki aktivne primecen je statisticki blag porast debljine
interventrikularnog septuma i transverzalnog dijametra kardiomiocita, ali se ne uocavaju
znacajne promene debljine zida leve i desne komore.
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Histoloska analiza tkiva aorte pokazala je da je tretman sa Hcy doveo do statisticki
visoko znaéajnog porasta debljine tunike medije u H-14 grupi u odnosu na K-14 grupu,
medutim takva promena nije uoCena u H-28 grupi. Tretman sa vitaminom B6, FK ili
kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK, nije doveo do znacajnijih promena u histoloskoj
arhitektonici tkiva aorte. Medutim, u grupi koja je bila fizicki aktivna u uslovima izazvane
HHcy, primecuje se pojava aterosklerotskog plaka (Todorovic et al., 2023).

Prema dosadadnji saznanjima, HHcy je snazno povezana sa procesom remodelovanja
miokardnog tkiva. HHcy moze da dovede do hipertrofije kardiomiocita i apoptoze usled
povecane aktivacije kaspaze 3 (Chaouad et al., 2019). Akumulacija kolagenih vlakana je
posledica neravnoteze u aktivnosti matriks metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9, i tkivnih
inhibitora matriks metaloproteinaza (TIMP) TIMP1 i TIMP2 (Chaouad et al., 2019). Faktor
transformacije rasta beta (TGF-p) se smatra glavnim posrednikom u procesu miokardne
fibroze. Imunohistohemijske tehnike koriste¢i indirektnu avidin-biotin-peroksidazu metodu
amplifikacije otkrile su povecano prisustvo kolagena I i kolagena III u intersticijumu, naroc€ito
u perivaskularnim delovima, zatim povecanu ekspresiju TGF-, MMP-9 i TIMP2, i smanjenu
imunoekspresiju MMP-2 i TIMPI1. Takode, intenzivno imunohistohemijsko prebojavanje
kaspaze 3 je detektovano u kardiomiocitima i fibroblastima sr¢anog tkiva (Chaouad et al.,
2019). Akutno indukovana HHcy kod zdravih ispitanika smanjuje aortnu distenzibilnost i
pogorsava funkcionalnost miokarda leve komore, kako je pokazano Tei indeksom, Kkoji se
izraCunava kada se zbir trajanja izovolumetrijske relaksacije i izovolumetrijske kontrakcije deli
vremenom ejekcije. Ovo istraZivanje pruza podatke koji ukazuju na funkcionalne promene
usled procesa strukturalnog remodelovanja (Eleftheriadou et al., 2013). Mehanizam
remodelovanja srcanog tkiva u HHcy se objasnjava i promenama u metabolizmu NO koje
doprinose oksidativnom stresu i povecavaju aktivaciju MMP, §to dovodi do vaskularnog
remodelovanja u koronarnoj cirkulaciji (Steed i Tyagi, 2011; Carnicer et al., 2007). Posledice
navedenih promena su nesrazmerna asimetri¢na dilatacija i hipertrofija leve komore (Alter et
al., 2010; Joseph et al., 2003). HHcy moze da izazove remodelovanje sr¢anog tkiva, i da bude
povezana sa izrazenijom intersticijalnom i perivaskularnom fibrozom, optere¢enje sa Met bez
vitamin B kompleksa moze da izazove znacajne negativne efekte povezane sa HHcy (Jeremic
etal., 2018).

Aplikacija Hcy nije dovela do znacajnih histoloSkih promena u tkivu jetre. Hepatociti
su zadrzali fizioloSki radijalni raspored prema centralnoj veni u vidu jetrinih gredica. Jetrini
lobulusi su ocuvane arhitektonike. Ne primecuje se prosirenje sinusoidnih kapilara izmedu
gredica hepatocita i njihova orijentacija je pravilna. Hepatociti sadrze jedno do dva pravilna,
okrugla, euhromatska jedra u kojima se uoc¢ava formirano jedarce, kao i eozinofilnu citoplazmu
sa pojedinim bazofilnim zonama koje odgovaraju endoplazmatskom retikulumu. Ne uocava se
mikro- i makrovezikularna masna promena hepatocita. Nije uocljiva fibroza, niti ciroza. Ne
uocava se zastoj zuci. Jedino je u uzorcima jetre unutar H-14 grupe odredenim hepatocitima
primeceno blago smanjenje depoa glikogena 1 blaga hiperplazija Kupferovih ¢elija.

Takode, tretman sa vitaminom B6, FK ili kombinovanom aplikacijom vitamina B6 i FK,
kao ni tretman doziranom aerobnom fizickom aktivnos¢u nisu doveli do znacajnijih promena u
histoloskoj arhitektonici tkiva jetre.

Istrazivacki podaci pokazuju da Hcy moZe da dovede do znacajnih histoloskih promena
u tkivu jetre, iako u naSoj studiji takvi nalazi nisu zabeleZeni. Povisenje koncentracije SAH i
hipometilacija DNK mogu ozbiljno uticati na ekspresiju kaspaze-8, usled ¢ega moze do¢i do
povecane apoptoze hepatocita (Hao et al., 2017). Usled nakupljanja Hey u ¢elijama dolazi do
smanjenja konverzije SAH u Hcy, pa nastaje i nakupljanje SAH i smanjenje SAM/SAH odnosa.
Smanjenje nivoa SAM moze uzrokovati fibrozu jetre (Guo et al., 2016). Hroni¢ni nedostatak
SAM, doveo je do razvoja makrovezikularne masne promene, infiltracije mononukleara u
periportnom prostoru i HCC kod eksperimentalnih pacova (Pascale et al., 2019).
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Histoloskom analizom tkiva kolona nisu primeéeni znakovi IBC, znaci kriptitisa, niti
kriptni apscesi, nisu uocljive erozije i ulceracije, niti tumorske izmene epitela u grupama koje
su tretirane sa Hcy. Aplikacija Hcy dovela je do statisticki znaajnog porasta dubine
Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i broja ¢elija u lamini propriji u odnosu na kontrolu,
dok debljina lamine muskularis mukoze i ukupna debljina zida kolona nisu pokazale statisti¢ki
znacajnu razliku.

Usled tretmana vitaminom B6 doslo je do statisticki znacajnog smanjenja dubine
Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i broja ¢elija u lamini propriji kolona u H-B6 u
odnosu na H-28 grupu. Sli¢ni rezultati prisutni su i u grupi H-FK, gde su dubina Liberkinovih
kripti i1 debljine tunike mukoze kolona imale znacajno nize vrednosti u poredenju sa H-28
grupom. Medutim, u H-FK grupi se ne primecuje statisticki znacajna razlika u broju ¢elija u
lamini propriji kolona u odnosu na H-28, ali je zato ukupna debljina zida kolona statisticki
znacajno snizena i debljina lamine muskularis mukoze kolona znacajno povec¢ana u odnosu na
H-28 grupu. Kombinovana aplikacija vitamina B6 i FK dovela je do znafajnog smanjenja
dubine Liberkinovih kripti i ukupne debljine zida kolona u H-B6+FK grupi u odnosu na H-28
grupu, ali nije znacajno uticala na debljinu tunike mukoze, debljinu lamine muskularis mukoze
i broj cCelija u lamini propriji kolona. U H-FA grupi u odnosu na H-28 grupu dubina
Liberkinovih kripti i debljina tunike mukoze kolona bile su statisti¢ki znacajno snizene, dok se
debljina lamine muskularis mukoze, ukupna debljina zida i broj ¢elija u lamini propriji kolona
nisu statisti¢ki znacajno razlikovali.

Povezanost povisene koncentracije Hey i IBC prvi put je referisana jos 1996 godine kad
je uoceno da pacijenti oboleli od Kronove bolesti imaju statisti¢ki znacajno visu koncentraciju
Hcy u krvi u poredenju sa zdravim ispitanicima (Lambert et al., 1996). Uzrok HHcy kod
pacijenata sa IBC je uglavnom pripisan nizoj koncentraciji vitamina B6 (Saibeni et al., 2003),
FK (Kallel et al., 2011) i vitamina B12 (Erzin et al., 2008). U nasoj studiji nisu uoceni znakovi
IBC kod pacova koji su tretirani sa Hcy, prisutne su jedino promene u histomorfometrijskim
parametrima. Studija na svinjama koja je posmatrala histoloSke promene u zidu jejunuma,
ileuma i kolona u uslovima nedostatka sumporovitih amino kiselina detektovala je smanjenje
visine i povrsine crevnih resica, dubine kripti, kao i smanjenje broja peharastih ¢elija u tkivu
jejunuma i ileuma (Bauchart-Thevret et al., 2009). Ki67 marker proliferacije ¢elija pokazao je
manju ekspresiju u jejunumu i kolonu u eksperimentalnoj grupi u poredenju sa kontrolnom.
Rezultati navedene studije pokazuju da nedostatak sumporovitih amino kiselina dovodi do
inhibicije rasta epitela i smanjenja morfometrijskih parametara u digestivnom traktu. S druge
strane, nasi rezultati pokazuju, da je opterecenje sa Hcy dovelo do povecanja broja celija u
lamini propriji, Sto moze ukazivati na pocetne pro-inflamatorne efekte, mada znaci
uznapredovalog inflamatornog ostecenja tkiva nisu prisutni. Nasuprot tome, primena vitamina
B6, preokrenula je efekte Hcy i dovela do smanjenja broja ¢elija u H-B6 grupi ¢ak i pored
primene Hcy. Dobijeni rezultati su u skladu sa fizioloSkom ulogom vitamina B6 kao kofaktora
enzima CBS i CGL, koji u trans-sulfuracijskom metabolickom putu dovode do konverzije Hcy
u Met i time do snizenja njegove koncentracije. Takode dobijeni rezultati su u skladu sa
nalazima studije (Saibeni et al., 2003) koja pokazuje da je kod pacijenata sa IBC snizena
koncentracija vitamina B6. Zhu i saradnici su u svojoj studiji na modelu kolitisa izazvanog
aplikacijom natrijum dekstran sulfata kod pacova, posmatrali efekte HHcy i zakljucili da HHcy
(indukovana oralnim unosom Met) potencira zapaljenske promene u tkivu kolona pacova (Zhu
et al., 2015). Istrazivacki podaci ukazuju na to da SAM moze ostvariti povoljne efekte u
smanjenju rizika za nastanak karcinoma debelog creva indukovanog zapaljenskim procesom
kod miseva (Li et al., 2012).

Iz mnogobrojnih istrazivanja, kao 1 iz rezultata ove studije, vidi se da su efekti Hcy u
nivou kardiovaskularnog i digestivnog sistema mnogobrojni i da HHcy moze da ostvari uticaj
na promenu homeostaze razli¢itim mehanizmima. HHcy dovodi do znacajnih promena
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parametara oksidativnog stresa, parametara energetskog metabolizma, ostvaruje uticaj na
remodelovanje tkiva i dovodi do histoloskih promena u razli¢itim organima. Tretman sa
vitaminom B6 i/ili FK, kao i doziranom aerobnom aktivno$¢u, moze delimi¢no da uti¢e na
efekte koje HHcy ostvaruje u organizmu. Stoga, kako bismo preciznije razumeli uticaj Hcy na
organizam i ulogu navedenih vitamina u njegovom metabolizmu, neophodno je uraditi dodatna
istrazivanja koja bi ispitala efekte aplikacije razli¢itih doza Hcy, vitamina B6 i FK, razli¢itu
duzinu njihove aplikacije, kao i razli¢it intenzitet, duzinu i vrstu fizicke aktivnost na organizam
u uslovima eksperimentalno indukovane subhroni¢éne HHcy i posmatrati promene koje se
javljaju na genetskom, biohemijskom, histoloskom nivou, kao i funkcionalne promene na nivou
razli¢itih sistema organa i organizma kao celine.
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6. ZAKLJUCCI




Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeéi zakljuccei:

(1) Nakon subhroni¢ne aplikacije Hcy u trajanju od 14 dana odnosu na kontrolnu grupu

Aplikacija Hey:

dovela je do razvoja HHcy, serumske vrednosti Hcy su iznosile iznad 15 umol/L i bile

su znacajno povecane U odnosu na kontrolu,

nije znacajno uticala na vrednost ISM,

dovela je do znacajnog porasta serumske koncentracije LDL, vitamina B12, glukoze,

ukupnih proteina, albumina i kreatinina i serumske aktivnosti AST i snizenja serumske

koncentracije TG.

u tkivu srca:

— Je dovela do porasta ukupne aktivnosti SOD i koncentracije MDA, ali nije zna¢ajno
uticala na aktivnost CAT i relativne aktivnosti izoformi Mn-SOD i Cu/Zn-SOD,

— nije izazvala znacajne promene ukupne aktivnosti LDH, kao ni relativnih aktivnosti
LDH izoformi LDH1, LDH2, LDH3 i LDH4 i nije izazvala znacajnu promenu
ukupne aktivnosti MDH, kao ni relativnih aktivnosti pMDH, mMDH i cMDH,

— dovela je do ekspresije MMP-9, ali ne do znacajnih promena MMP-9 aktivnosti u
odnosu na kontrolu,

— izazvala je znacajan porast debljine zida leve komore i debljine zida desne komore,
ali nije znaCajno promenila debljinu interventrikularnog septuma i transverzalni
dijametar kardiomiocita.

u tkivu aorte:

— Jedovela do porasta debljine tunike medije, ali ne i do promene broja EL i rastojanja
izmedu EL.

u tkivu jetre:

— nije dovela do znac¢ajnih promena aktivnosti CAT, SOD, relativnih aktivnost Mn-
SOD i CU/Zn-SOD, kao i koncentracije MDA,

— nije dovela do znacajnih promena ukupne aktivnosti LDH, kao i relativnih aktivnosti
izoformi LDH1, LDH2 i LDH3, a takode nije znacajno uticala na ukupnu aktivnost
MDH i dovela je do ekspresije samo mMDH izoforme,

— dovela je do zna¢ajnog porasta aktivnosti MMP-9 izoforme, ali nije znacajno uticala
na aktivnost MMP-2 izoforme,

— nije znacajno uticala na histoloske karakteristike.

u tkivu kolona:

— je dovela do znacajnog smanjenja ukupne aktivnosti SOD, ali nije znacajno uticala
na aktivnost CAT i koncentraciju MDA, dovela je do ekspresije samo Mn-SOD
izoforme,

— nije znacajno uticala na ukupnu aktivnost LDH i ukupnu aktivnost MDH, izazvala
je porast relativne aktivnosti LDH3 izoforme i dovela je do ekspresije samo Mn-
SOD izoforme,

— je dovela do ekspresije samo MMP-2 izoforme i nije zna¢ajno uticala na aktivnost
MMP-2,

— je izazvala porast dubine Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i broja ¢éelija
u lamini propriji, ali nije ostvarila znacajan uticaj na debljinu lamine muskularis
mukoze i ukupnu debljinu zida kolona.
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(I1) Nakon aplikacije vitamina B6 u trajanju od 28 dana u uslovima subhroni¢no
indukovane hiperhomocisteinemije

Aplikacija vitamina B6 u uslovima indukovane HHcy:

dovela je do znacajnog snizenja serumske koncentracije Hey,

izazvala je smanjenje ISM,

dovela je do snizenja serumske koncentracije vitamina B12, ukupnih proteina,

albumina, kreatinina, mokrac¢ne kiseline i serumske aktivnosti amilaze i do porasta

glikemije.

u tkivu srca:

— je dovela do znacajnog smanjenja ukupne aktivnosti SOD i koncentracije MDA, ali
nije znacajno uticala na aktivnost CAT,

— je izazvala porast ukupne aktivnosti LDH, ali bez znacajnih promena aktivnosti
MDH,

— je dovela do znacajnog smanjenja debljine zida desne komore, ali nije znacajno
uticala na debljinu zida leve komore, debljinu interventrikularnog septuma i
transverzalni dijametar kardiomiocita.

u tkivu aorte:

— nije dovela do znacajnih promena debljine tunike medije, broja EL i rastojanja
izmedu EL.

u tkivu jetre:

— Jje dovela do znacajnog sniZenja koncentracije MDA, ali nije znacajno uticala na
aktivnost CAT i SOD,

— nije ostvarila znacajan uticaj na ukupnu aktivnost LDH i MDH,

— nije dovela do znac¢ajnih promena u histoloskim karakteristikama.

u tkivu kolona:

— nije dovela do znac¢ajnih promena aktivnosti CAT, SOD i koncentracije MDA,

— nije pokazala znaCajan uticaj na ukupnu aktivnost metabolickih enzima LDH 1
MDH,

— je izazvala smanjenje dubine Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i broja
¢elija u lamini propriji, ali nije ostvarila znaCajan uticaj na debljinu lamine
muskularis mukoze i ukupnu debljinu zida kolona.

(111) Nakon aplikacije folne kiseline u trajanju od 28 dana u uslovima subhroni¢no
indukovane hiperhomocisteinemije

Aplikacija FK u uslovima indukovane HHcy:

dovela je do zna¢ajnog sniZzenja serumske koncentracije Hey,

nije znacajno uticala na vrednost ISM,

dovela je do porasta koncentracije HOL, HDL, LDL, TG, glikemije i pada koncentracije

vitamina B12, vVWF, albumina, kreatinina i aktivnosti amilaze.

u tkivu srca:

— jedovela do snizenja koncentracije MDA, neznatne promene aktivnosti CAT i SOD
u odnosu na grupu tretiranu Hey 0,45 pmol/g t.m. 2x/dan s.c. tokom 14 dana i f.r.
0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana (H-28),

— nije dovela do znac¢ajnih promena ukupne aktivnosti LDH i MDH,
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— izazvala je smanjenje debljine zida desne komore, ali nije znacajno uticala na
debljinu zida leve komore, debljinu interventrikularnog septuma i transverzalni
dijametar kardiomiocita.

u tkivu aorte:

— nije dovela do znacajnih promena debljine tunike medije, broja EL i rastojanja
izmedu EL.

u tkivu jetre:

— izazvala je snizenje koncentracije MDA, ali nije znacajno uticala na aktivnost CAT
i SOD,

— dovela je do smanjenja ukupne aktivnosti LDH, ali nije zna¢ajno uticala na ukupnu
aktivnost MDH,

— nije dovela do znac¢ajnih promena u histoloskim karakteristikama.

u tkivu kolona:

— nije dovela do znac¢ajnih promena aktivnosti CAT 1 SOD 1 koncentracije MDA,

— nije znacajno uticala na ukupnu aktivnost LDH i MDH,

— dovela je do smanjenja dubine Liberkinovih kripti, debljine tunike mukoze i ukupne
debljine zida kolona, izazvala je povecanje debljine lamine muskularis mukoze 1
nije ostvarila zna¢ajne promene broja ¢elija u lamini propriji.

(1V) Nakon kombinovane aplikacije vitamina B6 i FK u trajanju od 28 dana u uslovima
subhroni¢no indukovane hiperhomocisteinemije

Kombinovana aplikacija vitamina B6 i FK u uslovima indukovane HHcy:

dovela je do znac¢ajnog sniZzenja koncentracije Hcy u serumu,

nije znacajno uticala na vrednost ISM,

izazvala je snizenje serumske koncentracije LDL, vitamina B12, albumina i kreatinina

i porast glikemije.

u tkivu srca:

— dovela je do pada ukupne aktivnosti SOD i povisenja koncentracije MDA, ali nije
znacajno uticala na aktivnost CAT,

— nije izazvala znacajne promene ukupne aktivnosti LDH i MDH,

— dovela je do smanjenja debljine zida desne komore u odnosu na grupu tretiranu Hey
0,45 pmol/g t.m. 2x/dan s.c. tokom 14 danai f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana (H-
28), a povecanja debljine zida leve komore u odnosu na kontrolu i nije znac¢ajno
uticala na debljinu interventrikularnog septuma i transverzalnog dijametra
kardiomiocita.

u tkivu aorte:

— nije dovela do znacajnih promena debljine tunike medije, broja EL i rastojanja
izmedu EL.

u tkivu jetre:

— dovela je do smanjenja aktivnosti CAT, ali nije znacajno uticala na ukupnu aktivnost
SOD i koncentraciju MDA,

— nije dovela do znac¢ajnih promena ukupne aktivnosti LDH i MDH,

— nije dovela do zna€ajnih promena u histoloskim karakteristikama.

u tkivu kolona:

— izazvala je smanjenje aktivnosti CAT u odnosu na grupu tretiranu f.r. 0,2 mL 2x/dan
s.c. tokom 14 dana i kombinovanom aplikacijom vitamina B6 (7mg/kg t.m./dan i.p.)
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I FK (5 mg/kg t.m./dan i.p.) tokom 28 dana (K-B6+FK), ali nije zna¢ajno uticala na
ukupnu aktivnost SOD i koncentraciju MDA,

— nije dovela do znac¢ajnih promena ukupne aktivnosti LDH i MDH,

— dovela je do smanjenja dubine Liberkinovih kripti i ukupne debljine zida kolona, ali
nije ostvarila znacajne promene debljine tunike mukoze, debljine lamine muskularis
mukoze i broja ¢elija u lamini propriji.

(V) Nakon dozirane aerobne fizicke aktivnosti u trajanju od 28 dana u uslovima
subhroni¢no indukovane hiperhomocisteinemije

Tretman doziranom aerobnom fizickom aktivnosc¢u u uslovima indukovane HHcy:

e nije znacajno uticao na snizenje koncentracije Hcy u serumu u odnosu na grupu tretiranu
Hcy 0,45 pmol/g t.m. 2x/dan s.c. tokom 14 dana i f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana
(H-28),

e doveo je do smanjenja vrednosti ISM,

e izazvao je snizenje koncentracije HDL, vitamina B12, albumina i aktivnosti amilaze i
povisenja koncentracije LDL u serumu, kao i povisenja koncentracije fibrinogena i vVWF
u plazmi.

e U tkivu srca:

— doveo je do smanjenja ukupne aktivnost SOD, nije znacajno uticao na aktivnost
CAT i povisio je koncentraciju MDA u odnosu na kontrolu,

— doveo je do statisticki visoko znacajnog porasta ukupne aktivnosti LDH i MDH,

— nije doveo do znadajnih promena debljine zida leve i desne komore, medutim
izazvao je porast debljine interventrikularnog septuma i transverzalnog dijametra
kardiomiocita u odnosu na kontrolu, ali ne i u odnosu na grupu tretiranu Hcy 0,45
umol/g t.m. 2x/dan s.c. tokom 14 dana i f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana (H-28).

e U tkivu aorte:

— indukovao je proces stvaranja aterosklerotskog plaka, ali nije pokazao znacajan
uticaj na histomorfometrijske parametre: debljinu tunike medije, broj EL i rastojanje
izmedu EL.

e utkivu jetre:

— doveo je do znacajnog pada koncentracije MDA, ali nije znacajno uticao na
aktivnosti CAT i SOD,

— doveo je do znacajnog porasta ukupne aktivnost LDH i MDH,

— nije doveo do znacajnih promena u histoloskim karakteristikama.

e U tkivu kolona:

— doveo je do povecanja ukupne aktivnosti SOD, snizenja koncentracije MDA i
neznatnog uticaja na aktivnost CAT,

— izazvao je znaCajan porast ukupne aktivnosti LDH, ali nije doveo do promena
ukupne aktivnosti MDH,

— izazvao je znacajno smanjenje dubine Liberkinovih kripti 1 debljine tunike medije,
nije ostvario znacajan uticaj na debljinu lamine muskularis mukoze i ukupne
debljine zida kolona, a doveo je do porasta broja ¢elija u lamini propriji u odnosu na
kontrolnu grupu, ali ne i u odnosu na grupu tretiranu Hey 0,45 pmol/g t.m. 2x/dan
s.c. tokom 14 dana i f.r. 0,5 mL/dan i.p. tokom 28 dana (H-28).
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Spisak skracenica koriS¢enih u tekstu

*OH - hidroksilni radikal

1C - jednougljeni¢ni

ADMA - asimetri¢ni dimetilarginin

ALT - alanin aminotransferaza

apoE - apolipoprotein E

AST - aspartat aminotransferaza

CAT - katalaza

CBB G-250 - comassie brilliant blue G-250
CBS - cistationin beta sintaza

CGL - cistationin gama liaza

CRP - C reaktivni protein

Cys - cistein

DDAH - dimetilargininska
dimetilaminohidrolaza

eNOS - endotelna azot monoksid sintaza
ET-1 - endotelin-1

FK - folna kiselina

f.p. - fosfatni pufer

f.r. - fiziolo$ki rastvor

GPx - glutation peroksidaza

GSH - redukovani glutation

GS-SG - oksidovani glutation

H>0O; - vodonik peroksid

H.S - vodonik sulfid

HCC - hepatocelularni karcinom

Hcy - homocistein

Hcy-S-S-Cys - homocistein-cistein disulfid
Hcy-S-S-Hcy - homocistin

Hcy-T - homocistein tiolakton

HE - hematoksilin i eozin/floksin

HHcy - hiperhomocisteinemija

HOL - ukupni holesterol

hs-TnT - visoko senzitivni troponin T

IBC - inflamatorna bolest creva

ICAM-1 - intercelularni adhezioni molekul 1
IL - interleukin

ISM - indeks sréane mase

LDH - laktat dehidrogenaza

LDL - lipoprotein niske gustine

L-NMMA - N-monometilarginin

MAT - metionin S-adenoziltransferaza
MCP-1 - molekul koji privla¢i makrofage 1
MDA - malondialdehid

Met - metionin

METL - mitohondrijski elektronski transportni
lanac

MMP - matriks metaloproteinaza

MRS - metionil-tRNK sintetaza

MS - metionin sintaza

MT - metil transferaza

MTHFR - metilen tetrahidrofolat reduktaza
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat

NBT - nitro blue tetrazolium

NF-xB - nuklearni faktor kapa B

NO - azot monoksid

O, - superoksidni anjon

Ox-LDL - oksidovani lipoprotein niske gustine
PGI; - prostaciklin

PMSF - fenilmetilsulfonil fluorid

PON - paraoksonaza

RNS - reaktivni oblici azota

ROS - reaktivni oblici kiseonika

SAH - S-adenozilhomocistein

SAM - S-adenozilmetionin

SDMA - simetri¢ni dimetilarginin

SDS - natrijum dodecil sulfat

SHMT - serin hidroksimetiltransferaza
SOD - superoksid dismutaza

Tau - taurin

TBARS - esej reaktivnih supstanci tiobarbiturne
kiseline

TBB - pufer za vezivanje tkiva

TEMED - N,N,N,N-tetrametiletilendiamin
TG - trigliceridi

TGF-p - faktor transformacije rasta beta TXA2
- tromboksan A;

THF - tetrahidrofolat

THF-CH; - 5,10-metilen terahidrofolat
THF-CHs - 5-metil tetrahidrofolat

TIMP - tkivni inhibitor matriks
metaloproteinaze

tRNK - transportna ribonukleinska kiselina
U - jedinica enzimske aktivnosti

VCAM-1 - vaskularni celularni adhezioni
molekul 1

vit. B6 - vitamin B6

VWF - von Willebrand-ov faktor

w/V - masa po zapremini
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