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САЖЕТАК
Увод: С обзиром на доказано повећање активности ацетилхолинестеразе (AchE) унутар централног нервног система у условима хиперхомоцистеинемије, поставља се претпоставка да ли хомоцистеин може и у срчаном мишићу да регулише активност овог ензима. Повезаност метаболизма хомоцистеина, слободних радикала и гасотрансмитера у оквиру кардиоваскуларног система је још веома слабо истражена. Такође, врло је интересантно да у доступној литератури нема података о активности и евентуалној улози AchE у функцији срца, поготово у условима хиперхомоцистеинемије.
Циљ: Циљ овог истраживања је било испитивање ефеката акутне (индуковане ДЛ-хомоцистеином и ДЛ-хомоцистеин тиолактоном) и субхроничне хиперхомоцистеинемије (индуковане ДЛ-хомоцистеином) на концентрацију прооксидативних и активност антиоксидативних маркера у плазми пацова, као и на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда пацова.
Материјал и методе: Истраживање је дизајнирано као експериментална студија спроведена in vitro и ex vivo. У циљу изазивања акутне хиперхомоцистеинемије експерименталним групама је интраперитонеално администрирана једна доза ДЛ-хомоцистеина (8 mmol/kg тм) и ДЛ-хомоцистеин тиолактона (8 mmol/kg тм). Шездесет минута након апликације, животиње су се жртвовале ради прикупљања узорака крви (за мерење маркера оксидационог стреса) и узимања ткива срца у чијем хомогенату се одређивала активност AchE. Субхронична хиперхомоцистеинемија је изазвана апликацијом ДЛ-хомоцистеина (0.45 μmol/g тм. s.c., два пута дневно у интервалу од 8 сати, у периоду од четрнаест дана).
Резултати: Акутна и хронична хиперхомоцистеинемија су повезане са снижењем активности ацетилхолинестеразе у срцу пацова. Ови налази сугеришу да хомоцистеин путем дејства на AchE може да мења холинергичку контролу срчане функције односно да инхибицијом разградње ацетилхолина потенцира снажнији и дуготрајнији негативни холинергички ефекат на срце. Блокада продукције NO и СО је била повезана са снижењем активности ацетилхолинестеразе. Ова сазнања индикују да NO и СО сигнални путеви могу да имају улогу у модулацији активности овог ензима. На основу наших налаза уочава се да је овај ефекат био најизраженији у случају NO сигнализације. Редукција срчане AchE активности под утицајем хомоцистеина прелази у значајан пораст приликом апликације инхибиторa синтезе гасотрансмитера. На овај начин потенцирање холинергичких дејстава хомоцистеина у срцу не само да престаје у условима одсуства деловања гасотрансмитера, већ постаје смањено захваљујући појачаној разградњи ацетилхолина.
Закључак: Добијени резултати дају оригиналан и битан допринос у разумевању улоге ацетилхолинестеразе у функцији миокарда у условима хиперхомоцистеинемије, као и у условима смањења доступности појединих гасотрансмитера, чиме се отвара низ могућности за испитивање шире клиничке примене, имајући у виду значај хомоцистеина у настанку патолошких ентитета кардиоваскуларног система. 
Кључне речи: ацетилхолинестераза, гасотрансмитери, срце, пацов, хомоцистеин


АBSTRACT
Introduction: Considering the proven increase in activity of acetylcholinesterase (AchE) within the central nervous system under conditions of hyperchomocysteinemia, it is assumed that homocysteine can also regulate the activity of this enzyme in the heart muscle. The association of metabolism of homocysteine, free radicals and gasotransmitters within the cardiovascular system is still very poorly investigated. It is also very interesting that in the available literature there is no information regarding the activity and the possible role of AchE in the function of the heart, especially in the conditions of hyperhomocysteinaemia.
Aim: The aim of this study was to investigate the effects of acute (induced by DL-homocysteine and DL-homocysteine thiolactone) and subchronic hyperhomocysteinemia (induced by DL-homocysteine) on the concentration of prooxidative and activity of antioxidative markers in rat plasma as well as the activity of acetylcholinesterase enzymes in myocardial tissue rats.
Material and methods: The research was designed as an experimental study conducted in vitro and ex vivo. In order to induce acute hyperchomocysteinemia to experimental groups, one dose of DL-homocysteine (8 mmol / kg tm) and DL-homocysteine thiolactone (8 mmol / kg tm) was administered intraperitoneally. Sixty minutes after application, animals were sacrificed to collect blood samples (for measuring oxidative stress markers) and heart tissue was taken in whose homogenate the AchE activity was determined. Subchronic hyperchomocysteinemia was caused by the application of DL-homocysteine (0.45 μmol / g of tm.s.c., twice daily for an interval of 8 hours, for a period of fourteen days).
Results: Acute and chronic hyperchomocysteinemia were associated with a decrease in acetylcholinesterase activity in the heart of rats. These findings suggest that homocysteine can alter the cholinergic control of the cardiac function via the action on AchE, that is, by inhibiting the decomposition of acetylcholine, a stronger and longer-lasting negative cholinergic effect on the heart. Blockage of NO and CO production was associated with a decrease in acetylcholinesterase activity. These findings indicate that NO and CO signal pathways can play a role in modulation of the activity of this enzyme. Based on our findings, it can be noted that this effect was most pronounced in the case of NO signaling. Reduction of cardiac AchE activity under the influence of homocysteine transitions to a significant increase after application of gasotransmitter synthesis inhibitors. On this way, the potentiation of cholinergic effects of homocysteine in the heart not only stops under the conditions of absence of the action of the gasotransmitter, but becomes reduced due to the intensified degradation of acetylcholine.
Conclusions: The obtained results give a novel and important contribution to understanding the role of acetylcholinesterase in the function of myocardium in the conditions of hyperhomocysteinemia, as well as in the conditions of reducing the availability of specific gasotransmitters, thus opening up a range of possibilities for testing wider clinical application, bearing in mind the significance of homocysteine in the onset of pathological entities of the cardiovascular system.
Key words: acetylcholinesterase, gasotransmitters, heart, rat, homocysteine.
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1.1. ХЕМИЈСКЕ ОДЛИКЕ ХОМОЦИСТЕИНА

	У процесу разградње метионина долази до стварања његовог главног метаболита  хомоцистеина, који уједно представља и његову основну компоненту. Хемијска структура хомоцистеина је откривена средином тридесетих година прошлог века. По свом хемијском саставу хомоцистеин је у основи аминокиселина. Грађа хомоцистеина је најсличнија глутатиону и цистеину и са њима заједно представља најпрепознатљивије амино тиолно једињење, које је присутно код сисара. У организму сисара  хомоцистеин се  налази  у  два облика: 1. слободни и у облику 2. дисулфида, везаних за протеине.
	Од целокупне вредности хомоцистеина у организму сисара, на слободни  хомоцистеин отпада просечно  између 1-2%. Остала, већа количина хомоцистеина, (око 80%) се налази везан за протеине и то претежно албумине. Ако површно aнализирамо хемијску структуру амино тиолних једињења, стиче се утисак да су они готово идентични. Међутим, њихова функционална улога у организму је доста различита. Главни елемент који креира различитост ових једињења је појам ,,тиолˮ и односи се на присуство S-H групе која одређује основу препознатљивости функције ових једињења. 
	Основна функционална карактеристика тиолне групе је да омогући  укључивање хомоцистеина у веома важне метаболичке процесе. По свом молекуларном саставу цистеин и хомоцистеин представљају мале молекуле, са малом молекуларном масом, која за цистеин износи 121,2 а за хомоцистеин 135,1. Из хемијске структуре се закључује да код хомоцистеина постоји једна метиленска група више. За разлику од њих глутатион представља трипептид (γ- глутамил –цистеинилглицин), чија молекулска маса износи 307,3, а цистеин у овом једињењу представља носиоца „тио“ групе (1).
	Са физичко-хемијског аспекта, осим утицаја на рК вредност, S-H група одређује и оксидо-редукциони потенцијал. Поред ове две врло важне улоге, S-H група учествује и у формирању слободних радикала. Слободни радикали су супстанце које значајно утичу и на параметре који са биолошко-хемијског гледишта поседују способност медијације у многим, врло комплексним метаболичким активностима. Са једне стране имају важну улогу заштите ћелија и ткива сисара, док истовремено могу да представљају иницијаторе за настанак отровних једињења, која изазивају многе и различите штетне последице по те исте организме. Важно је напоменути да постоје велике сличности између тиолне (R-SH) и алкохолне (R-OH) групе. Ове сличности су логичне ако се зна да и сумпор и кисеоник  припадају истој групи периодног система. Њихове међусобне разлике су настале као последица специфичних физичко-хемијских константи, тиолне и алкохолне групе. Овако специфичан међусобни однос, тиолне (S-H) и алкохолне (O-H) групе је настао као последица саме дужине њихових веза. Алкохолна О-H веза је краћа у односу на S-H везу. Због овакве разлике у дужини веза, лако је разумети зашто је јачина кисеоник–водоник О-H везе већа у алкохолној у односу на ону која је присутна код S-H групе. Енергија дисоцијације тиолне групе у односу на алкохолну је нижа, и поред тога што је  електронегативност сумпора мања него код кисеоника. Након овог сазнања не треба да нас чуди изражена појава RS- анјона у многим биохемијским процесима (2).
       Ако се повећа рН вредност средине, онда се  истовремено повећава и дисоцијација тиолне групе. Пошто смо напоменули да је тиолна S-H веза значајно слабија у односу на О-H везу, онда је она уједно подложнија и бржој оксидацији. Ова наведена специфичност ствара велику разлику између ове две велике групе органских једињења, када је у питању изложеност дејству различитих оксидационих агенаса. Значај оксидационог процеса код свих алкохола се огледа у промени степена оксидације О-H групе најближег угљениковог атома. За разлику од оваквог процеса који смо видели код алкохола, процес оксидације  код тиола, изазива различите степене оксидације сумпора S-H групе. У нормалним физиолошким процесима, тиоли се углавно оксидишу до сулфида  (RSSR). Ако процес оксидације посматрамо искључиво са хемијског аспекта, могућност оксидације до сулфеничне (RSOH), сулфидне (R-SО2H) и сулфоничне (RSО3H) киселине је доста занемарљив. Ово се догађа због тога што је оксидација овог типа карактеристична за присуство јачих оксидационих агенаса, који се не могу одвијати у физиолошким условима (3).
	Када се говори о вредности оксидационог потенцијала биолошки значајних тиола и дисулфида, он је приближно идентичан и његова вредност се креће у распону од -0,2 до -0,4 V. У биохемијској реакцији по типу 2RS→ 2RSSR + 2e фаворизована је надградња дисулфида. Алифатични тиоли учествују у процесу спровођења многих редокс реакција, тако што међусобно реагују са великим бројем различитих биолошки активних супстанци, као што су то нпр. (цитохроми, редуковани кисеонички радикали, флавоноиди, аскорбати итд). Код набројаних реакција тиоли се преводе у одговарајуће дисулфиде, док у присуству јона метала као катализатора постоји могућност оксидације тиола. Као последица ове реакције долази до надградње нестабилног тиол радикала (RS) који се формира из одговарајућег RS¯ међупреносника, и он налази се као слободан или је везан за метални катализатoр (3). 
 Поменута биохемијска реакција тиола са халидима, захтева да буде пажљивије размотрена, због могућности његовог утицаја на биохемијске процесe, који се одвијају у пределу васкуларног система. Велика је вероватноћа да у реакцијама биолошки активних тиола са алкил и арил халидима, они учествују као супстанце које могу да замене поједине групе, тако да се као крајњи производи добијају одговарајући сулфиди (RSR¯). Можемо претпоставити да постоји још једна значајна могућност да се у овим процесима одвија и нуклеофилна адиција RS анјона на алфа и бета незасићене карбонилне групе (C=C=O), које се налазе у бета позицији. Као примере ових реакција можемо навести деловање са витамином K и норепинефрином. Када дође до међусобне хемисјке реакције тиола са двогубом везом цијаната (C=N), тада се као производ овог процеса стварају тиокарбонати (NH2-CO-SR). Сам процес одвијања ових реакција пружа могућност да се покрену адициони процеси на цикличној структури NAD, који ће касније створити предуслове који би довели до испољавања његове кофакторске улоге (3, 4). 
Поред горе наведених разлика у хемијском понашању тиола у односу на алкохоле, као пример њихове различитости можемо навести и однос тиола са карбонилном групом. Тиоли чија је тиолна група блиска амино групи, добро реагују са карболнилним материјама и дају релативно стабилан тиазолидин. Ако у биохемијским процесима дође до удаљавања SH- и NH2 групе, тада се аутоматски надгради хемимеркаптана. Упоредо са спровођењем горе поменутих реакција, одвијају се и други биохемијски важни процеси на карбоксилној групи одговарајућих киселина (RCO2H), где као коначни продукт добијају тиоестри. Као репрезентативан пример оваквих реакција, можемо навести њихову реакцију са коензимом А. У овој реакцији долази до надградње потребног RS- ацил продукта, који је одговоран за ацилацију у многим биохемијским реакцијама. У последње време је велика пажња усмерена на процес специфичног стварања хомоцистеин тиолактона, који настаје искључиво из хомоцистеина. Циклизација у овом процесу се убрзава ако се снизи вредност рН. У већем броју нових истраживања сугерише се да је овај процес врло значајан за функционисање организма у физиолошким условима (3, 4).
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Слика бр. 1. Биогени амино-тиоли


Слободан хомоцистеин    Цистин             Хомоцистин 
  NH3 + CHCH2CH2SH            NH3 + CHCH2SH        NH3 + CHCH2CH2S-S CH2CH2CHNH3
     |                                              |                                       |                     |
     COO–                                    COO–                          COO–               COO–
  
Протеински  везани хомоцистин  
  
 протеин– S-SCH2CHNH3
       |             |
      HS           COO– 

Слика бр. 2. Oблици хомоцистеина у организму


Ако хомоцистеин и њему слични биогени тиоли ступе у реакцију са азотним оксидима: азот-диоксидом (NO2), диазот-триоксидом (N2O3) и диазот-тетраоксидом (N2O4), онда ће они тежити да остваре међусобну реакцију са металним нитрозил комплексима (M-NO). Као коначни производи у оба ова случаја настају C-нитрозотиол или тионитритни (RS-NO) производи. Овако настале супстанце имају својство да снажно активирају ензим гванилат-циклазу која представља врло важан интермедијер у метаболизму ендотелијумског релаксирајућег фактора.
Само разлагање тиолактона такође доприноси да се спроведе велики број метаболичких процеса и активности  важних  метало тиол зависних ензима. Као производ ових процеса настаје успостављање NO-метал и S-метал веза, које представљају посебан  облик  кисело  отпорних  хелатних комплекса  са металним јонима (4).

1.2. МЕТАБОЛИЗАМ ХОМОЦИСТЕИНА

Ако бисмо желели да дефинишемо хомоцистеин чисто са хемијског становишта, онда га без неких већих оспоравања можемо сврстати у аминокиселину. Уколико хоћемо да хомоцистеин посматрамо чисто са биохемијског гледишта и ако уважимо правило да се појам аминокиселине представља као субјединица у синтези протеина, онда се за њега не може рећи да је права аминокиселина, јер он не учествује у наведеном процесу. Имајући ово у виду, хомоцистеин би се најпре могао назвати метаболитом есенцијалне аминокиселине метионина.
 Сам процес из којег настаје хомоцистеин представља врло сложен биохемијски пут, који је беспрекорно регулисан. Овај процес добија на свом значају тек после сагледавања чињенице да он учествује у реметилационом циклусу, који доводи до поновне синтезе и обнављања метионина. Процес метаболизма  метионина започиње његовим укључивањем у синтезу протеина, дакле самом синтезом S-аденозилметионина. S-аденозилметионин процесом декарбоксилације, учествује у синтези спермидина или представља даваоца метил групе уз издвајање аденизилхомоцистеин односно хомоцистеина. У даљем процесу метаболизма хомоцистеина овај метаболички пут бива затворен, тако што наступа фаза ресинтезе метионина, али један део бива неповратно метаболисан до цистеина (5).

У организму сисара свака ћелија је оспособљена да може обавити процес метаболисања метионина. Да би се расположива количина метионина метаболисала, процес мора да се одвија кроз две важне реакције, које се налазе у врло снажној међусобној повезаности. Прва реакција је протеинска синтеза или почетна реакција метионин-хомоцистеин-метионин циклуса. Друга реакција је надградња S-аденозилметионина. Да би се реакција трансформације метионина до S-аденозилметионина одиграла неопходно је да буде катализована ензимом метионин–аденозил–трансферазом (ЕC 2.5.1.6). Овај ензим је присутан у три изоензимске форме. Једна метионин-аденозил-трансфераза је присутна у јетри и има релативно високу вредност Км и она је позитивно модулисана аденозилметионином. Захваљујући овој ензимској форми, јетра је у могућности да успешно учаествује у контроли повишених вредности метионина у исхрани и циркулацији. Способност јетре да учествује у разградњи повишених вредности метионина у исхрани и циркулацији, омогућена је само ако у њој постоји ова ензимска форма (метионин-аденозил-трансфераза).
Приликом метаболизма метионина у јетри у њој долази до великих (скоковитих) промена концентрације аденозилметионина. Овакав буран процес разградње се не догађа у другим ткивима и органима, јер је вредност ензима метионин–аденозил-трансферазе у њима релативно уједначена. Аденозилметионин у највећем делу остаје депонован у ћелијама где је и настао (6).

[image: ]
Слика  бр. 3


Метил група из аденозилметионина се може предати у некој од  трансметилационих реакција или се може под дејством ензима аденозилметионин декарбоксилазе даље подвргава процесу декарбоксилације (ЕC 4.1.1.5). У овом процесу декарбоксилације, метил група даје пропиламинско језгро, које је неопходно за синтезу полиамина, као што је на пример путресцин. Декарбоксилацијом настали 5–метилтиоаденозин се укључује даље у кружни процес, из којег као коначни резултат настаје ресинтеза метионина. У великом броју радова је доказано да се на овај пут декарбоксилације утроши свега око 10% аденозилметионина, док се остали део употребљава за даљу синтезу  хомоцистеина (7).
Остатак од 90% аденозилметионина представља важан извор метил групе. Он се даље укључује у различите биохемијске процесе и предаје многим донорима у присуству  различитих трансфераза уз издвајање S-аденозилхомоцистеина. Један од најважнијих ензима из ове групе трансфераза је глицин-метил-трансфераза.
Највећи капацитет од свих ензима који учествује у катализацији трансметилације без обзира на хемијски састав метил донора је S-аденозилхомоцистеин и он уједно представља и најснажнијег инхибитора овог процеса. Да би се обавила нормална кинетика у трансметилационом циклусу неопходно је да овај процес буде правилно контролисан  (благовременим уклањањем S-аденозилхомоцистеина). Да би дошло до уклањања овог метаболита неопходно је да се створе предуслови за правилно функционисање три биохемијска пута (8). 
Први од ова три пута је ензимски катализован помоћу ензима аденозинхомоцистеиназе (ЕС 3.3.1.1) и он омогућава да дође до започињања метионин-хомоцистеин-метионин циклуса, из кога ће касније да настане хомоцистеин. 
Други пут којим се уклања S-аденозихомоцистеин је процес у којем се он везује за протеине унутар самих ћелија. Ако је капацитет интраћелијског везивања преоптерећен (успорен) онда се вишак S-аденозилхомоцистеина транспортује изван ћелија. Овако створени метаболити се могу депоновати и у паренхиму бубрега (9). Овај процес је катализован са два карактеристична ензима и то бетаин-хомоцистеин-метилтрансфераза и метилфолат-хомоцистеин метилтрансфераза.
У трећем путу долази до трајног уклањања хомоцистеина из организма. Било који од наведених метаболичких путева може да буде обављен у самој ћелији у којој долази до надградње хомоцистеина или може даље да се транспортује у други орган као што је јетра у којој се катаболички процеси много брже одвијају. Да би се наставио процес ресинтезе хомоцистеина, неопходно је да у организму и ткивима буде присутан ензим бетаин-хомоцистеин-метилтрансфераза (ЕС 2.1.1.5) (10).
Други ензим који учествује у катализацији трансметилационог процеса у готово свим ткивима сисара је метилфолат-хомоцистеин метилтрансфераза. Као главни метил донор у овој реаксцији се појављује 5-метилтетрахидрофолат. Незаменљиви кофактор за функионисање ензима метил-хомоцистеин метилтрансферазе је цијанкобаламин. Поменуте метилазе у процесу ресинтезе хомоцистеина имају и трећег такмаца цистатион-β-синтетазу. Овај ензим започиње уклањање хомоцистеина из метионин–хомоцистеин-метионин циклуса у транссулфурационом метаболичком путу и као његов крајњи продукт настаје цистеин. У овом процесу учествује и ензим с-цистатионаза. Оба ензима (цистатион-β-синтаза и с-цистатионаза) су зависна од пиридоксал-фосфата (11).
 

1.2.1. Заступљеност ензима укључених у метаболизам хомоцистеина по органима и ткивима

Ензими који су укључени у метаболизам хомоцистеина нису равномерно заступљени у свим органима и ткивима. Највише ових  ензима се налази у јетри. У њој је најзаступљенији изоензимски облик метионин-аденозил трансферазе са највећом вредности Км. Поред тога у јетри свих сисара најраспрострањенији ензим је бетаин-хомоцистеин метилтрансфераза. Од свеукупног броја ензима који су присутни у  организму, једини који се налази у свим органима и ткивима сисара је метилфолат-хомоцистеин-метилтрансфераза. 
Одређених ензима као што је цистатионин-β-синтаза нема у срцу, плућима, тестисима, надбубрежној жлезди и слезини. Ензим c-цистатионаза се не налази у мозгу и адипоцитима. У организму сисара транссулфурациони пут метаболизма хомоцистеина се у потпуности може обавити у само четири органа: јетри, бубрезима, малом интестинуму и панкреасу. Уједно су ово органи који имају и највећу потребу за ресинтезом глутатиона (12).
 
1.2.2. Механизми који регулишу метаболизам хомоцистеина

Да би се правилно регулисао метаболизам хомоцистеина, неопходно је да у организму дође до обезбеђивања равнотеже у брзини одвијања два метаболилка пута, чија се додирна тачка налази баш на нивоу стварања хомоцистеина. Та два пута чине, циклус ресинтезе метионина с једне и транссулфурациони пут, с друге стране. Основна улога ензима цистатион-β-синтетазе је да омогући започињање транссулфурације и да узме учешћа у процесу уклањања хомоцистеина из организма. Главна улога ензима глицин-трансферазе је да учествује у елиминацији  метил групе метионина. Да би се постигла равнотежа са овим наведеним процесима ,неопходно је да се обави  метилација хомоцистеина. Процес метилације се обавља са квантитативно најзначајнијом метилфолатхомоцистеин-метилтрансферазом, и мањим делом под дејством бетаин-хомоцистеин метилтрансферазе (13). 
Начин расподеле хомоцистеина између ова два наведена пута модулисан је помоћу два механизма. Први механизам расподеле се заснива на потенцирању различитости у афинитетима ових ензима (метилаза) за супстрат. Км вредности за обе метилазе износе 0,6 mmol/L хомоцистеина. Са друге стране, вредности Км за ензим цистатион-синтазу су сто пута веће у односу на обе метилазе. Из ових наведених података се може закључити да је конзервација метионина кроз реметилациону секвенцу значајно фаворизованији метаболички пут. Такође, на основу овог сазнања, можемо да  приметимо да ензим цистатион-синтаза може да започне коришћење хомоцистеина тек у условима када је капацитет за метилацију хомоцистеина већ засићен (преостали део).
Други регулациони  механизам се у основи заснива на карактеристикама три метаболита: аденозилметионина (АdоMet), аденозилхомоцистеина (АdоHcy) и 5-метилтетрахидрофолата (MTHF). Улoга АdоМеt-а је да инхибира синтезу МТHF-а и инактивира активност бетаин-метилтрансферазу. Повећање концентрације АdоМеt, које настаје као логична последица значајнијег уноса метионина храном фаворизује појачану активност трансулфурационог пута, што за коначни резултат има директну инхибицију метилације хомоцистеина, због спречавања синтезе довољне количине МТHF. Будући да је концентрација АdоМеt најизраженија у јетри, онда је и расподела између конкурентских метаболичких путева у њој релативно већа у односу на остале органе (14).
Независна истраживања спроведена са намером да се испита утицај АdоМеt на регулацију метаболизма хомоцистеина су потврдила и допунила наша сазнања о инхибицији глицин метил-трансферазе МТHF-ом. Резултати ових истраживања су открила још један, допунски механизам регулације метаболизма хомоцистеина. Наиме, инхибиција синтезе МТHF-а помоћу АdоМеt-а узрокује редукцију инхибиције глицин трансферазе и самим тим омогућава да се транссулфурациони пут наметне као примарни и доминантни. У случају смањења вредности АdоМеt-а очекује се супротан ефекат (15).
Утицај аденозил хомоцистеина (АdоHcy) на регулацију метаболизма хомоцистеина је у потпуној супротности са учинком АdоMet-а. С обзиром да је његово дејство занемарљиво у јетри, он има важан утицај у нехепатичним ткивима, где  му концентрација флуктуира много више од АdоMet-а (16).

1.2.3. Грешке у регулацији метаболизма хомоцистеина-хиперхомоцистеинемија

Досадашња сазнања су показала да повећан унос метионина храном може да иницира одступање од физиолошке регулације метаболизма хомоцистеина односно повећање његових вредности (хиперхомоцистеинемија). У најчешће факторе који могу да утичу на настанак хиперхомоцистеинемије спадају: генетски, недовољна количина ко-фактора за ензимски катализоване реакције у метаболичком путу хомоцистеина. Након великог броја обављених научних истраживања, откривене су грешке настале у метаболизму хомоцистеина, које су очигледно биле изазване генетским променама, што се значајно одразиле на правилну синтезу ензима цистатион-синтетазу и метилентетрахидрофолат редуктазу (МТHFR). Такође су откривене грешке у синтези бетаин-хомоцистеин метилтрансферазе (BHМТ) и метионин-синтазе, али због тога што се ретко догађају слабије су и изучаване (17).
Повeћане вредности  хомоцистеина у организму-хиперхомоцистеинемија,  у основи значи повећање како слободног тако и везаног хомоцистеина, дакле ради се o повећању концентрација укупног хомоцистеина. Такође долази до повећања концентрације интрацелуларног Аденозилхомоцистеина (АdоHcy), што за последицу има инхибицију АdоМеt зависних трансметилационих реакција. Ове промене би могле да представљају главни узрок накнадних биолошких и хемијских ненормалности. Да би се боље и лакше разумела проблематика настанка и последица хиперхомоцистеинемије, неопходно је да се изврши систематизција фактора, који могу, познатим и непознатим механизмима да доведу до ове појаве. Факторе који могу да изазову настанак хиперхомоцистеинемије делимо на: генетске, физиолошке, патолошке и фармаколошки активне супстанце.
1.2.3.1. Утицај генетских фактора на настанак хиперхомоцистеинемије 

Као што смо навели раније, утицај генетских фактора на појаву настанка  хиперхомоцистеинемије је до сада доста проучен. Својом активношћу ензим метилентетрахидрофолат-редуктаза (МТHFR) омогућава конверзију 5, 10 метилентетрахидрофолата у 5-метилентетрахидрофолат, у присуству NADPH. Једињење 5-метилентетрахидрофолат је супстрат за цијанкобаламин зависну метионин синтазу. Метилентетрахидрофолат редуктаза (МТHFR) је флавин зависни ензим, који се састоји од две једнаке 77 кДа субјединице, са N-терминалним каталитичким доменом и c-терминалним регулаторним доменом.
До сада је описано око 50 случајева тешке МТHFR дефицијенције, који су били праћени тешким неуролошким и васкуларним компликацијама. Овај ген, одговоран за синтезу ензима је клониран, и описано је до сада 14 каракеристичних мутација. У најчешће мутације које доводе до појаве води ка термолабилности ензима, су познате као C677Т. Ова мутација је изазвана аланин-валин супституцијом. Оно што карактерише ову мутацију је то да се она јавља доста често али да се разликује по учесталости јављања зависно од етичке припадности. У Канади, код припадника француске популације, она се креће негде око 38%, док код припадника афричког дела америчке популације, износи једва око 10%. У другим научним студијама проценат присуства ових мутација се креће између 25-39%. Питање заступљености појаве ове мутације која доводи до појаве хиперхомоцистеинемије (квантитативна заступљеност) код хомозигота у односу на хетерозиготе није до краја одговорено (18).
           Витамин Б12 зависна метионин-синтаза (МS) присутна је у свим ћелијама и ткивима организма сисара. У односу на неке друге генетске малформације учесталост јављања грешака у синтези овог ензима дефинитивно је много мања у односу на МТHFR, али је данас она предмет научних проучавања. Хемијска  структура МS сДНК  је данас позната и она се састоји од 3798 нуклеотида, који детерминишу секвенцу од 1265 аминокиселина, укупне молекулске масе 140 кДа. Захваљујући истраживању фибробласта пацијената са МS дефицијенцијом, одређена су два типа МS дефицијентне болести. Један тип болести је познат као цблЕ, док је други познат као cblG тип. Поремећаји код cblE алтернације се односи на редукцију самог МS ензима, док се промене код cblG типа односе на промену MS апоензима (19). 
Да би дошло до укључивања у транссулфурациони пут, хомоцистеин мора бити  катализован витамин Б6 зависном цистатион-β-синтазом (CBS). Овај ензим има ограничену ткивну дистрибуцију. До сада су истраживачи успели да опишу неколико стотина случајева CBS дефицијенције. Овај облик поремећаја  је уједно  и најчешћи узрок јављања хомоцистеинурије. Хумани облик сДНК за CBS располаже са 2554 нуклеотида, који кодирају секвенцу субјединице од 551 аминокиселина молекулске масе око 63 кДа. На овом CBS гену је откривено око 40 мутација. Претпоставља се да је 0,5-1,5% сваке популације захваћено хетерозиготном формом CBS-дефицијенције. Због немогућности а једним делом и незаинтересованости научних кругова до сада је у највећем броју случајева овој дeо популације остајао неоткривен. Ензимски дефицит овог типа се због ових разлога до сада водио као асимптоматски. Код ових болесника вредности хомоцистеинемије су благо повишене. Имајући у виду чињеницу да је овај облик генетског поремећаја до сада био третиран као асимптоматски, у научним круговима су у току опсежна испитивања везана за евентуалну повећану осетљивост ових особа на хомоцистеин индуковане ноксе. Код хомозиготних форми асимптоматских болесника, вредности хомоцистеинемије се често крећу и више од 50 mmol/L, код њих је такође повећана и концентрација метионина (20).

1.2.3.2. Утицај физиолошких фактора на вредност хомоцистеина

У групу физиолошких фактора који могу да утичу на вредност хомоцистеина убрајамо следеће: старост, пол, и начин живота. Услед процеса старења, може доћи до повећања средње концентрације укупног хомоцистеина. Код особа старијих од 50 година у зависности од припадности одређеној популационој групи, може доћи до повећања вредности хомоцистеинемије просечно и до 1,9 mmol/L, него код оне која је млађа од ове критичне старосне границе. За разлику од мушке популације, где се вредност хомоцистеинемије креће око 1,6 μmmol/L, код жена ова вредност може бити још израженија и износи 2,2 μmmol/L.
Са друге стране, концентрација укупног хомоцистеина код мушкараца је за око 25% виша него код пременопаузалних жена. Тек после менопаузе ова разлика се значајно смањује па некад и потпуно нестаје. Током трудноће, због смањења концентрације циркулишућих албумина за који се везује већи део хомоцистеинa, долази до  карактеристичног смањења хомоцистеинемије. Врста и начин исхране такође спадају у врло важан елемент који може да утиче на вредност хомоцистеина. Код здравих особа, ниво серумског укупног хомоцистеина варира са уносом метионина храном. На основу великог броја истраживања можемо да запазимо да је храна животињског порекла много богатија метионином од других врста намирница. Као пример заступљености хомоцистеина у појединим намирницама навешћемо неке од њих. 
· Месо и риба - 2,7 g/100 g,
· јаја - 3,2 g/100 g,
· кравље млеко - 2,9g/100 ml,
· хумано млеко - 1,4 g/100 ml метионина.
· Воће и поврће - 0,9-1,2 g/100 g, са изузетком бресака и грожђа - 3,6/100 g  
На основу нових истраживања, која су обављена у in vitro условима није уочена међуреакција између липопротеина и хомоцистеина (21).
Општи услови и начин живота, уз излагање факторима ризика као што су пушење, алкохол, слаба физичка активност, изложеност стресу, су најчешће праћени са појавом  хиперхомоцистеинемије. 

1.2.3.3. Утицај патолошких стања на хиперхомоцистеинемију

Из великог броја научних студија може се закључити да се као најчешћи разлог појаве умерене хиперхомоцистеинемије наводи недостатак одређених група витамина. Сама улога витамина у овим стањима је неопходна да би се потпомогло испољавање катаболитичких активности ензима који су укључени у метионин-хомоцистеин-метионин циклус. Од најважнијих витамина који су укључени у овај процес можемо навести следеће; цијанкобаламин, пиридоксал фосфат, фолна киселина. После многобројних истраживања, заузет је општи закључак да су неадекватна исхрана или стање малапсорпције у којима недостају ове супстанце, саме по себи повећавају ризик од појаве  хиперхомоцистеинемије. Повишене вредности хомоцистеина у организму се могу јавити и код здравих, правилно храњених особа услед постојања негативне корелације између нивоа ових витамина и хомоцистеина. Овај однос је још израженији посебно код старијих особа, када се ради о витамину Б12 (цијанкобаламин). Сличан односe се јавља и у случају фолне киселине, посебно код старијих особа, мада су истраживања код припадника ове популације доста оскуднија у односу на резултате код припадника млађих популација. Вредност хомоцистеина представља осетљивији параметар за детекцију вредности витамина од хематолошких параметара као нпр. макро-овалоцитозе MCV (>100fL), хиперсегментације полиморфонуклеара, или директног одређивања серумског витамина Б12, плазматског или еритроцитног фолата (22).
Дијагностиковање смањених вредности цијанкобаламина се дифренцира у односу на смањену вредност фолата тако што се тражи налаз повишених вредности метилмалоничне киселине. Њена повишена вредност заједно са повишеном вредношћу  укупног хомоцистеина, дају слику  хиповитаминозе Б12.
Од три наведена витаминска кофактора (цијанкобаламин, пиридоксал фосфат, фолна киселина) утицај витамина Б6 на метаболички циклус хомоцистеина је најслабије истражен. Ако се пацијенти, који имају урођено смањење активности цистатион-β-синтазе, третирају редовно са пиридоксал-фосфатом (Б6) може доћи до смањења нивоа  хомоцистеина у крви (али не и до физиолошких вредности). Малапсорпција витамин Б6 је много ређа од претходно наведених те је и вероватноћа за утицај исте на концентрацију хомоцистеина много мања. Вредности хомоцистеина у крви се налазе у директном односу са серумским креатинином и гломелуларном филтрацијом. Код повишених вредности уреје у крви, вредност редукованог хомоцистеина није повећана док је вредност протеински везаног хомоцистеина повишена. Ако бисмо спровели суплементациону терапију фолатима дошло би до побољшања резултата, али се вредности хомоцистеинемије никада не враћају на нормалу. 
Резултати добијени после третмана витамина Б6 у основи су имали још слабији ефекат. Недовољно изражен одговор на третман фолном киселином може да се објасни присуством инхибитора фолатне коњугазе, који је недавно откривен код пацијената на хемодијализи. Да би дошло до активирања фолне киселине неопходно је да се изврши додавање глутамилног остатка неактивној форми витамина, што ће за резултат имати наградњу активног фолиполиглутамата. Дужина додатог радикала је контролисана равнотежним деловањем фолат-коњугазе, која тежи одвајању глутамилних остатака од полиглутамил-фолата, и фолил-полигамаглутамат-синтетазе која тежи додавању глутамилних остатака. Најснажнију биолошку активност имају фолилполиглутамати кратких ланаца, којих из горе поменутих разлога, код уремичних пацијената нема довољно. Примећено је и да хронична уремија, такође нарушава екстрареналну активност ензима одговорних за метаболизам хомоцистеина (23).
Поред јетре и бубрег представља значајно место у коме се обавља метаболизам  хомоцистеина. Други механизам који се намеће као фактор који може да утиче на његов метаболизам су оштећене тубуларне ћелије, које више нису у могућности да ефикасно обављају транссулфурационе процесе у катаболизму хомоцистеина. После трансплантација бубрега и срца долази до повећања хомоцистеинемије, која се налази у позитивној корелацији са количинама примењених имуносупресива циклоспорином и  кортикостероидима (24).
Поремећај нормалног метаболизма хомоцистеина може да буде присутан и код пацијената који болују од шећерне болести (Diabetes mellitus gradus I). Услед развоја болести може доћи до повишеног ризика за појаву микро и макроангиопатије, са ретинопатијом и нефропатијом, које су доста честа последица присуства ове болести. Присуство хиперхомоцистеинемије је евидентирано у пацијената код којих су дијагностиковани одмакли стадијуми ретинопатије. Код припадника ове групе, знаци  хиперхомоцистеинемије су се јавили само код оних пацијената који су поред поменуте компликације имали присутне знаке нефропатије. За разлику од њих код пацијената који нису имали, или су били присутни минимални знаци ретинопатије, нису регистроване повишене вредности хомоцистеина (25). Болесници који болују од шећерне болести (Diabetes mellitus) имају често присутне и макроангиграфске компликације уз изражену хиперхомоцистеинемију што скупа доприноси појави нефропатије. Начин на који се одвија процес убрзане појаве атеросклерозе у горе наведеним случајевима није још разјашњен. Многи истраживачи га доводе у везу са поремећеним метаболизмом  хомоцистеина на нивоу бубрега.
Велики број научних радова је обављено са циљем да се испита дејство различитих фармаколошки активних супстанци на ниво хомоцистеина у крви. Уочена је могућност да се из неколико фармаколошких група, путем различитих механизама, може извршити деловање на ниво хомоцистеинемије. У најважније супстанце које могу да утичу на њену вредност убрајамо: антифолате, азот моноксид, антагонисте витамина Б6, Л-допу, хормонску терапију, антиепилептике, деривате жучних киселина и алкохол.
Aнтифолати. Уз помоћ метотрексата, као инхибитора ензима дихидрофолат редуктазе може да дође до успоравања регенерације и одложене разградње редукованих фолата укључујући и 5-метилтетрахидрофолат. Услед овог дејства ствара се могућност обављања правилне реметилације хомоцистеина у метионин. Вредност укупног хомоцистеина у плазми представља осетљиви показатељ антифолатног дејства метотрексата који може бити повољан  код  одређених болести као што су неоплазме, псоријаза и реуматодни артритис. При дневној дози од 25 mg хиперхомоцистеинемија овог типа ће достићи свој максимум тек након два дана. Ако се примени метотрексат у дневној дози од 1-3,6 g код пацијената оболелих од канцера хиперхомоцистеинемија ће достићи свој максимум за свега  неколико сати (26).
Азот моноксид. Ако болеснике изложимо дејству азотсубоксида (N2О), као анестетичког агенса, може доћи до повећања вредности хомоцистеина. Ипитивања која су спроведена у (in vitro) условима су показала да постоје карактеристичне интереакције између азот субоксида и цијанкобаламина:

cob (l) amin  + H2О + H → cob (II) alamin  + Н2 + ОH

 	Овај интерактивни процес се одвија у условима нормалног испољавања каталитичке активности метионин-синтазе, која бива онемогућена, због везивања ослобођених ОH радикала за активно место на ензиму. Сличан механизам се одвија и у инактивацији метилмалонил-CоА, али само при дужем деловању азот-субоксида. На основу ових механизама деловања се може објаснити и нагомолавање 5-метилтетрахидрофолата, као и повећан губитак фолата урином. Када дође до повећаног нивоа укупног хомоцистеина у плазми почеће процес депоновања у ћелије (27). Услед снажног деловања азот моноксида (NО), може доћи до инактивације ензима метионин-синтазе које се испољава много снажније него што је то случај код дејства азот-субоксида. До ових резултата се дошло на основу испитивања ћелија јетре пацова. Имајући у виду вишеструки значај азот моноксида у биохемијској регулацији ове студије се настављају.
Антагонисти витамина Б6. У терапији рефрактарне псоријазе коришћен је антиметаболит Азауридин. Он је својим антагонистичким деловањем на витамин Б6, довео до појаве хиперхомоцистеинемије. Поред тога изазива и тешке промене на васкуларном систему те је његова даља употреба забрањена. Због повлачења из употребе сам механизам његовог деловања никада није до краја разјашњен (28).  
Лек Л-допа се користи у лечењу пацијената који болују од Паркинсонове болести. Својим деловањем  Л-допа, повећава вредности допамина у мозгу. Пут којим се одвија процес катаболизма је О-метиација до 3-О-метил-допе. Ензим који катализује ову реакцију је катехол-О-метилтрансфераза, а као извор метил групе користи S–аденозилметионин. Утврђено је да у овом процесу долази до смањена концентрација S-аденозилметионина и истовременог повећања концентрације S-аденозилхомоцистеина. Применом појединачних доза Л-допе, долази до развоја хиперхомоцистеинемије. Континуираном (хроничном) применом ове супстанце хиперхомоцистеинемија се одржава. Поред Л-допе, постоји одређен број једињења која представљају супстрате ензима S-аденозилтрансметилазе, чији је утицај на вредност хомоцистеинаније доста добро истражен (29).
Хормонска терапија. Тврдња појединих истраживача да вредност укупног хомоцистеина зависи од хормонског статуса је новијим сазнањима потврђена. Њихово запажање проистекло је на основу праћења вредности хомоцистеинемије код пременопаузних жена и мушкараца у односу на вредности код постменопаузних жена. Установљено је да су вредности хомоцистеина снижене код прве а повишена код друге групе. Ова запажања су касније потврђена чињеницама да су вредности хомоцистеина код трудница и жена у менопаузи на супституционој терапији биле снижене. 
Приликом примене контрацептива, на бази естрогена, само у периодима циклуса, уочено је повећање нивоа хомоцистеинемије, са повећаним лучењем хормона. У стањима када нису коришћени контрацептиви, промене у вредностима хомоцистеина нису регистроване. Механизам на основу кога би се могле објаснити ове појаве нису до краја разјашњене. На основу радова који су спровођени у овој области постоје основане индиције да естрогени могу смањити нивое кобаламина и фолата, без клиничких знакова хиповитаминоза. Примена антагониста естрогена типа тамоксифена узрокује смањење вредности укупног хомоцистеина за 30% у периоду од 6 до 12 месеци (30). 
Антиепилептици. Услед примене антиепилептика из групе фенитоина и карбамазепина тада може доћи до повећања хомоцистеинемије. Највероватнији механизам који доводи до ове појаве представља поремећај хомеостазе фолата (31).
Терапија дериватима жучних киселина (колестипола и њему сличних препарата), иницира повећање укупне вредности хомоцистеина. Ово повећање се јавља услед дефицита фолата који је најчешће узрокован поремећеном апсорпцијом (71) (32). Претерана употреба алкохола може да доведе до појаве различитих типова хиперхомоцистеинемије. Стална хиперхомоцистеинемија се јавља код тешког облика хроничног алкохолизама када је већ дошло до развоја болест јетре. Акутна алкохолисаност је најчешће праћена пролазном хиперхомоцистеинемијом која се не испољава значајним оштећењем јетре. У оба случаја настаје нарушавање метаболизма фолата који је карактеристичан за ову групу болесника. Због повећане учесталости можданих крварења, регистрованих код особа које претерано конзумирају алкохол, тренутно се спроводи већи број истраживања (33).       
За разлику од горе наведених материја, постоје фармаколошки активне супстанце које могу да смање ниво хомоцистеина. У ову групу спадају аденозин и сродна једињења и сулфхидрилне супстанце. Аденозин и њему сродна једињења су инактиватори или инхибитори ензима S–аденозилхомоцистеин-хидролазе. Овај ензим је одговоран за хидролизу S-аденозилхомоцистеина до хомоцистеина. У случајевима акумулације S-аденозилхомоцистеина корисно је користити ове супстанце као антивиралне агенсе (33).
Из групе сулфхидрилних супстанци које редукују вредности хомоцистеина испитане су диметилцистеин (D-пенициламин) (метал измењивачки агенс са применом у терапији реуматоидног артритиса), N-ацетилцистеин (муколитичко средство) и 2-меркамптоетан сулфонат (хемотерапеутски протектор). Код сва три типа ових једињења  присутна је слободна сулфхидрилна група способна да учествују у изградњи дисулфида у плазми. Ова једињења ступају у хемијску интеракцију овог типа и са хомоцистеином, што као крајњи резултат снижава концентрацију истог. Код пацијената са хомоцистеиниуријом D-пенициламин може да смањи слободан и протеин везани хомоцистеин за 50 до 90%. Супстанца 2-меркамсулфонат може да преполови вредност хомоцистеинемије код пацијената који болују од канцера. Ово смањење се постиже након спровођења третмана после свега неколико дана примене. N-ацетилцистеин такође смањује укупни хомоцистеин за 20 до 50% за разлику од слободне фракције која расте (34).


1.3. Биолошке облици и референтни интервали хомоцистеина

1.3.1. Време узорковања

Присуство есенцијалне аминокиселине, метионина у организму сисара, се обезбеђује једино путем хране која је богата протеинима. На основу ове чињенице се може закључити да унос хране која је богата протеинима утиче на ниво хомоцистеина у крви. Прва истраживања која су била везана за одређивање нивоа хомоцистеина у крви су показала да се његова вредност пре и после уноса хране значајно разликује. Мерење хомоцистеинемије 2-4 сата после доручка, који је био богат протеинима, указује на то да се вредност хомоцистеинемије значајно смањује. На основу резултата темељних студија дошло се до закључка да у року од 1-4 сата после доручка са 15 до 18 g протеина, долази до смањења вредности хомоцистеина. Ако се у току ручка унесе око 50 g протеина, тада ће након три сата вредност хомоцистеина почети благо да расте, док би концентрациони максимум наступио после 6-8 сати. Вредност хомоцистеина ће у првој половини следећег дана бити већа од оне која је измерена пре узимања ручка богатог протеинима (35).
Време полуживота хомоцистеина се креће између 3-4 сата, што говори о томе да се хомоцистеин из организма релативно споро излучује. Спора елиминација хомоцистеина из организма нам указује на могућност његове вредности 12-20 сати након оброка који је био богатог протеинима. Објашњење пада хомоцистеина после оброка се доводи у везу са сазнањем да се у периоду од неколико сати по узимању оброка елиминише хомоцистеин који је био унет претходног дана. На основу овог сазнања се препоручује, да се узорковање обави наташте, и са посебним нагласком на састав задњег оброка. Увече пре узорковања се препоручује лагани оброк. Ујутро се обавља вађење крви не дуже од 3 сата после доручка, а обавезно пре  ручка. У плазми је 80% укупног хомоцистеина везано за протеине. У лежећем положају је концентрација хомоцистеина нижа него у седећем положају. О овој чињеници морамо водити рачуна приликом стандардизованог начина вађења крви. Приликом вађења крви, ради испитивања на здравим добровољцима, запажене су смањене вредности нивоа хомоцистеина и то оних особа којима је крв узимана у лежећем положају и за 29,9% (3,5 mmol/L) у односу на оне који су се налазили у седећи положај (36).

1.3.2. Стабилност хомоцистеина у пуној крви

После вађења крви концентрација укупног хомоцистеина у серуму и плазми највише зависи од начина припреме серума и плазме. Пошто се метаболизам метионина интензивно наставља у еритроцитима после венепункције, то доводи до преласка хомоцистеина из еритроцита у екстрацелуларни простор. Да би се ово избегло неопходно је да се  после прикупљања крви, иста стави у посуду са ледом и центрифугирати у року од једног сата, ради избегавања повећања укупног хомоцистеина. Ово повећање вредности хомоцистеина је независно од његове затечене концентрације у екстрацелуларном простору. 
До сада није постигнут консензус о најбољем начину конзервације хомоцистеина. Најбољи резултати су добијени са натријум-флуоридом, лимунском киселином и 3-де-азааденозином. Доста често се спомињала примена ЕDТА која не може директно да инхибира излазак хомоцистеина из еритроцита, већ само да спречи оштећење еритроцита у току коагулације, чиме се процес успорава. Ефекат је видљив само ако се крв или плазма охладе на +4°C. Једна од познатих супстанци која такође омогућава парцијалну инхибицију изласка хомоцистеина из еритроцита је натријум-флуорид који одржава приближно константне услове при собној температури. Ако подигнемо хлађење плазме на +4°C, инхибиција изласка хомоцистеина из еритроцита је скоро потпуна. И поред ових чињеница до сада није постигнут договор око концентрација погодних за примену. У стањима лимитиране концентрације натријум-флуорида од 100 mmol/L, којом се остварује   повећана стабилност у трајању од 2 сата, приметан је излазак воде из еритроцита у екстрацелуларни простор услед осмотских промена, који је управо изазван додатком натријум-флуорида. Услед ових промена долази до значајне дилуције, која за последицу иницира излазак хомоцистеина из еритроцита. Инхибиција трансформације S-аденозил хомоцистеина у хомоцистеи обавља се дејством 3-деаденозина. У in vitro условима једињење 3-деаденозин има јачи ефекат на блокаду изласка хомоцистеина из еритроцита од натријум-флуорида. Под дејством овог једињења наступа потпуна инхибиција процеса изласка хомоцистеина у току 72 сата. 3-деаденозин не интерферира код HPLC одређивања хомоцистеина, али због компетиције са С-аденозинхомоцистеином не може да се користи код имуно-одређивања. Приликом примене лимунске киселине у концентрацији од 0,5 mol/l обезбезђује се потпуна стабилност нивоа хомоцистеина у пуној крви 6 сати на 23°C, али су механизми који то остварују до сада остали непознати. Претпоставља се да до прекида у метаболизму хомоцистеина долази због снижених рН вредности. На основу досадашњих истраживања из ове области претпоставља се да постоји блага “baseline“ интерференција код HPLC одређивања, услед којих долази до ниже вредности у односу на коришћење ЕDТА као конзерванса (37).



1.3.3. Стабилност хомоцистеина у серуму и плазми

Ниво хомоцистеина у серуму и плазми је врло стабилан. Стабилност хомоцистеина на собној температури износи 4 дана, на 0-2°C неколико недеља, а на -20° C неколико година. Узастопно замрзавање и одмрзавање плазме или серума не утиче значајно на његову концентрацију. Приликом вађења крви коришћењем повеске (у просеку око 3 минута) наступа процес венске стазе, који изазива повећање хомоцистеинемије од 2,8%. На основу великог броја досадашњих студија, утврђена варијација код укупног хомоцистеина износи 7-9,4% (38).
 
1.3.4. Референтне вредности хомоцистеина

На основу различитих извора интер-самостална варијација у здравој популацији износи 24 до 34%. До сада није постигнут консензус око тога која је горња граница референтних вредности за укупни хомоцистеин. Код здравих особа распон концентрације се  креће од 5-15 mmol/L, при чему је диструбуција померена према горњим вредностима. Гранична референтна вредност се нажалост битно разликује у зависности од лабораторије у којој се анализа спроводи. Ове наведене варијације нису само последица коришћења различитих метода одређивања или различитог начина вађења крви, већ настају и због различитог квалитета стандардног узорка. Примећено је да дистрибуција вредности хомоцистеина у плазми и серуму постаје правилнија након третирања одговарајућим витаминима (Б комплекса) који су одговорни за правилан метаболизам хомоцистеина.
Ову разноликост података можемо илустровати следећим примерима. Велико и темељно испитивање које је за циљ имало да утврди утицај хомоцистеина на појаву каротидне стенозе показало је да горња граница референтних вредности износи  14 μmol/L. Ипак има и података да се толерантним могу сматрати вредности укупног хомоцистеина од 15,8 mmol/L (за условно здраву групу особа без провере нивоа карактеристичних витамина, односно без суплементације истих). Услед свега горе  наведеног као и због разноврсности фактора који утичу на ниво хомоцистеинемије, референтне вредности хомоцистеина морају бити одређене појединачно за сваку популацију (39).

1.4. УЛОГА ХОМОЦИСТЕИНА У ПАТОГЕНЕЗИ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ

Резултати великог броја експериментaлних студија указују на могућност постојања повезности између хиперхомоцистеинемије и повећане склоности за појаву атерогенезе. Услед присуства повишених вредности хомоцистеина, у организму могу да се развију значајне патолошке промене, које захватају значајан део васкуларног система. Патолошке промене које су настале као последица хиперхомоцистеинемије се битно разликују од истог типа лезија које су узроковане недостатком витамина Ц. Промене које настају на крвним судовима, услед дефицита витамина Ц, су последица смањења оксидативног метаболизма хомоцистеина. Због недостатака дехидроаскорбата, који је неопходан у процесу успоравања оксидације хомоцистеина у хомоцистеинску киселину, долази до ремећења нормалног тока трансформације хомоцистеина у хомоцистеинску киселину. Да би дошло до конверзије фосфоаденозинфосфосулфата, у сулфатне естре, који играју врло важну улогу у синтези сулфатизованих протеогликана конективног ткива, неопходно је присуство прекурсора хомоцистеинске киселине (40).
Такоће хомоцистеинска киселина има значајну улогу у модулацији деловања хормона раста и активност на N-метил-D аспартата (NMDА). Из напред наведеног се може закључити да недовољно присуство адекватне количине аскорбинске киселине описаним механизмом, може да доведе до повећања кртости конективног ткива и смањења   кохезионости ендотелних ћелија у зидовима крвних судова (41).
На тај начин повећано присуство хомоцистеинске киселина би могло представљати погодан услов за нормалан процес сулфатизовања протеогликана. Услед нормализације овог процеса аутоматски би дошло и до одржавања нормалног интегритета васкуларног зида. На основу експерименталних радова потврђено је да синтеза сулфатизованих протеогликана нијe успорена, иако је концентрација хомоцистеина повећана, због тога што се уместо фибриларне форме ствара глобуларна форма сулфатизованих протеогликана. Приликом извођења in vitro огледа у стањима вештачки изазване хиперхомоцистеинемије, културе нормалних ендотелних ћелија, почињу да синтетишу измењену форму сулфатизованих протеогликана. Приликом спровођења овог истраживања, примећено је да се на овај процес надовезује повећано присуство хомоцистеин тиолактона, који се у стањима хиперхомоцистеинемије значајно повећава. Претпоставља се да хомоцистеин тиолактон поспешује акумулацију сулфат-богатих протеогликана у облику до сада већ регистрованог метахроматичног материјала.
Ако бисмо желели ово стање да посматрамо са хемијског аспекта, појачана сулфатна естерификација праћена појавом глобуларних сулфатизованих протеогликана се може  довести у везу са интереакцијом негативно наелектрисаних протеогликанских остатака. Ови протеогликански остаци даље успостављају јонске везе са својим епсилон-амино групама. Настала једињења изазивају конформационе промене, које у крајњој линији доводе до успостављања кватернерне структуре глобуларног типа. Јони калцијума заједно са насталим кватернерним амонијум групама серумских липопротеина, испољавају велики афинитет сулфатним групама протеогликана и улазе у састав атеросклеротичног плака. Будући дс је код њих присутан ја електростатички набој, протеогликани могу да закоче нормалну регулацију миоинтималних ћелија, што ће за крајњи резултат имати минималну пролиферацију атероматозне плоче (42).
Бројни литературни подаци указују на деструктивно деловање повишених нивоа хомоцистеина на сам колаген. Претпоставља се да су у овај процес деструкције  укључена два механизма. У првом механизму се тврди да постоји поновна појачана сулфатација протеогликана, која доводи до повећане продукције колагених влакана. Други механизам деструкције се односи на реакцију хомоцистеина и алдехидних група проколагена у форму тиазолидина.  Појачана продукција тиазолидина у основи ће да доведе до стварања абнормалног колагена, јер је онемогућена изградња нормалних попречних веза, између колагених влакана (crosslinks).
На основу спроведених патолошких истраживања, на телима умрлих особа које су боловоале од тешких облика хомоцистеинурије на зидовима артерија откривена су  велика  оштећења ендотела. Ове промене су биле најизраженије на туници интими са њеном упадљивом хиперплазијом, вакуолизацијом и фиброзом. Примећено је присуство великог броја тромботичних промена, које су затварале облитерисан лумен крвних судова (43).
Поред процеса сулфатизације протеогликана који у крајњој линији доводи до  нарушавања интегритета ендотела, на основу најновијих сазнања постоји и дирекно токсично дејство хомоцистеина. Експериментално изазвана хиперхомоцистеинемија код нехуманих примата ће довести до деендотелизације и задебљања интиме. Код људи орални метионин тест оптерећења може да изазове десквамацију ендотелних ћелија, која се доказује циркулационим ендотелемијом. Сматра се да цитотоксични ефекат хомоцистеина у ендотелу може да буде посредован повећаном продукцијом слободних радикала и смањеном активношћу антиоксидационог система заштите (44). 
Током процеса аутооксидације хомоцистеина два електрона се преносе на молекул кисеоника. Супероксид (О2-) настао у процесу аутооксидације и тиол радикал представљају интермедијере у овој оксидоредукцији, где се као крајњи продукт појављује водоник-пероксид. Непосредно токсично дејство супероксид радикала произилази из његове склоности да оксидује липопротеине мале густине (LDL), односно потпомаже    повећано преузимање LDL честица од стране „scavenger“ ћелија. Овај механизам представља главни предуслов за настанак пенастих (foam) ћелија. Захваљујући дејству азот моноксида, као „релаксирајућег фактора“, кога производи ендотел, може се значајно супримирати ендотелна цитотоксичност хомоцистеина. Реакција хомоцистеинa и азот-моноксидa за резултат има стварање S-нитрозохомоцистеинa. Оба једињења (S-нитрозохомоцистеин и S-нитрозоцистеин), испољавају снажна вазодилататорна и антиагрегацијска својства. У стањима узнапредовалог оштећења ендотела  крвним судовима је на располагању све мањи број ендотелних ћелије које су у могућности  да стварају азот моноксид. Овако настало стање ће створити услове за повећање цитотоксичног ефекта хомоцистеина у функцији времена (45).
Код особа које болују од хомозиготне хомоцистеинурије јављају се рани знаци, венских и артеријских тромбоза. Ова доказана појава атеротромботичких промена настаје као последица утицаја хомоцистеина на промену баланса између прокоагулантних и антикоагулантних фактора. Поред ових ефеката овде можемо навести још нека од  карактеристичних дејстава хомоцистеина као што су: селективна инхибиција деловања и секреције тромбомодулина, редукција активације протеина Ц и активација протеолизног активатора фактора V. До сада још није у потпуности разјашњен утицај хомоцистеина на фон Вилебрандов фактор и фактор VII. У значајном број радова је регистрована смањена активност антитромбина III, посебно код пацијената са хиперхомоцистеинемијом. Услед продужене инкубације хомоцистеина in vitro, доказано је његово смањено везивање за своје рецепторе и смањена протеолитичка активност ткивног активатора плазминогена (46, 47).



1.4.1. Утицај хомоцистеина на појаву коронарне болести

Седамдесетих година прошлог века је уочена чешћа појава коронарне болести код пацијенета којима је регистрован поремећај метаболизма хомоцистеина. Ипак, још увек нема директних патолошких и анатомских налаза о променама у васкуларном систему код особа које имају више или мање изражену хиперхомоцистеинемију (48).
Интересовање за ову проблематику почело је значајно да расте деведесетих година прошлог века. Тих година су почели су да се објављују и први радови који су указивали на корелацију повећаног нивоа хомоцистеина и учесталости коронарне болести (1992. и 1993. године) (49).
На основу ових радова и многобројних мета-анализа из 1995. године, које су спроведене на око 4000 особа, хомоцистеин је означан као један од 200 фактора ризика за  настанак коронарне болести. Ово је закључено и поред спорадичних негативних налаза по овом питању. На основу оног што смо претходно изнели може се с правом поставити питање, какав је међусобан однос удела појединих фактора ризика за настанак нежељених последица, у организму, конкретно у овом случају, коронарне болести. Сигурно је да у те најважније факторе ризика спадају; хипертензија, пушење и липидни статус. Та сазнања указују на позитивну корелацију између укупног холестерола, HDL, LDL холестерола и укупне вредности хомоцистеинемије. Такође се по први пут  спомиње могућност утицаја хомоцистеина као независног фактора ризика за настанак кардиоваскуларних болести (93) (50). Издвајање утицаја хиперхомоцистеинемије у односу на хипертензију би представљао значајан проблем. Разлог овоме лежи у чињеници да постоји изузетно изражена позитивна корелација између ова два фактора ризика (51).
Што се тиче утицаја пушења на ниво хомоцистеина сазнања су доста оскудна. Оно што је познато је да само пушење са собом носи опасност смањеног уноса многих нутритивних састојака. Овде се превасходно мисли на његов утицај на витаминске кофакторе метаболизма хомоцистеина, који иначе могу проузроковати појаву хиперхомоцистеинемије .



1.5. ОКСИДАЦИОНИ СТРЕС И АНТИОКСИДАЦИОНА ЗАШТИТА 
1.5.1. Слободни радикали
	Слободни радикали су атоми, молекули или јони који садрже барем један неспарени електрон у спољном електронском омотачу, због чега су они врло реактивни, нестабилни и имају висок енергетски потецијал. Један или више неспарених електрона значе слободну и врло нестабилну валенцу, због чега се слободни радикали вежу за молекуле са којима долазе у контакт, посебно за протеине, липиде и њима богате биомолекулске структуре. Притом долази до бурне ланчане реакције и бројних оштећења ћелија које на тај начин брже старе и улазе у дегенеративне процесе (52). У живим организмима, ниво слободних радикала и осталих реактивних врста контролисан је од стране комплексног система антиоксидативне одбране који смањује оштећење биомолекула.
	Неспарени електрон се може налазити на атомима различитих елемената, па се слободни радикали могу поделити на: реактивне врсте кисеоника (ROS - reactive oxygen species), реактивне врсте азота (RNS - reactive nitrogen species), реактивне врсте хлора (RCS - reactive chlorine species), реактивне врсте брома (RBS - reactive bromine species) и реактивне врсте сумпора (RSS- reactive sulphur species) (53).
	Радикали који потичу од кисеоника представљају најзначајнију класу слободних радикалских врста у живим системима. Термин реактивне кисеоничне врсте (ROS) се често користи у научној литератури и није само заједнички термин који обухвата радикалске кисеоничне врсте, већ и нерадикалске кисеоничне форме као што су водоник-пероксид, синглетни кисеоник и хипохлорна киселина. Поред реактивних кисеоничних врста, реактивне азотне врсте су такође значајне за биолошке системе. Реактивне кисеоничне врсте (ROS), као и реактивне азотне врсте (RNS), продукују се константно у нормалном ћелијском метаболизму. Познато је да и ROS, као и RNS имају двоструку улогу у биолошким системима, тј. да у исто време могу бити штетни и корисни за људски организам (54). Један од парадокса живота је да је О2, молекул који је неопходан за живот, уједно и најтоксичнији природни полутант. Неопходан је за респирацију и енергетски метаболизам.
	Кисеоник брзо реагује са прелазним металима, радикалима, ензимима који катализују редукцију кисеоника и врло лако може да се побуди апсорпцијом енергије, при чему настају његови реактивни облици. Извори настанка реактивних кисеоничних врста могу бити ендогеног (ксантин-оксидаза, оксидазе, макрофаге, цитохром П-450 изоензими, флавоензими и др.) или егзогеног порекла (етанол, дувански дим, лекови, пестициди, УВ, радиоактивно зрачење и др.).
	Од реактивних облика кисеоника најзначајнији су активирани (синглетни) и редуковани облици (супероксид ањон радикал, хидроксил радикал водоник пероксид) (55).
	Синглетни (активирани) облици О2 настају у фотохемијским или термичким реакцијама премештањем једног неспареног електрона из развезујуће π* орбитале молекула кисеоника, имају висок садржај енергије и веома лако могу започети слободнорадикалске реакције у организму. Ови облици кисеоника могу да реагују са великом бројем биомолекула (токофероли, аскорбинска киселина, билирубин, ДНК, холестерол, β-каротен, триптофан, метионин, цистеин, NADH и полинезасићене масне киселине). Од биолошког значаја су реакције синглет кисеоника са масним киселинама, као и оне у којима настају диоксани (53).
	Супероксид ањон радикал (О2·-) настаје једноелектронском редукцијом молекула кисеоника или једноелектронском оксидацијом H2О2 на различите начине:
- приликом проласка О2 кроз електрон-транспортни ланац митохондрија, услед „шалтовања“ електрона на нивоу NADH дехидрогеназе и коензима Q;
- под утицајем ензима који директно продукују супероксид радикал оксидујући различите супстанце (ксантин оксидаза, алдехид оксидаза, пероксидаза, триптофан диоксигеназа, индоламин диоксигеназа, моноаминооксидазе, диаминооксидазе, уриказа) (56, 57);
- „пропуштањем“ електрона са NADPH цитохром П-450-редуктазе на кисеоник у ендоплазматичном ретикулуму ћелија јетре (58);
- реакцијом кисеоника са јонима прелазних метала од стране ћелија фагоцита (неутрофили, м)оноцити, макрофаги, еозинофили) под утицајем ензима NADPH оксидазе (59);
- оксидацијом неких неутралних органских молекула, који имају лако одлазеће водоникове атоме (нпр. допамин, адреналин, рибофлавин, триптофан) у процесу познатом као аутооксидација;
- у току деградације оксихемоглобина, при чему настају О2.- и неактивни метхемоглобин;
- реакцијом кисеоника са електронима насталим у фотосистему током процеса фотосинтезе.
	По хемијским особинама супероксид ањон радикал представља слабу киселину, а правац реактивности зависи да ли се реакција одвија у воденој средини или у органском медијуму где је стабилнији. Овај радикал ретко сам изазива већа оштећења ћелија јер не пролази кроз липиде ћелијске мембране. Међутим, брзо дисмутира, при чему настају веома реактивни ОH. и H2О, који лако дифундују и до других ткива оштећујући их. Више од 90% кисеоника утрошеног у процесу ‚‚респираторне експлозије“ у фагоцитима, трансформише у супероксид ањон радикал.
	Хидроксил радикал ОH. је најактивнији и најтоксичнији редуковани облик кисеоника. Настаје током хемијских реакција у присуству редукованих облика прелазних метала или О2.- у Фентоновој (H2О2 + Fе2+ → ОH-+ ОH- + Fе3+) и Хабер-Wеисовој реакцији (О2.- + Fе3+→ О2 + Fе2+; Fе2+ + H2О2 → Fе3+ + ОH. + HО¯); током фотохемијских реакција разлагања воде дејством јонизујућег зрачења; хомолитичким раскидањем О-О везе под дејством топлотне енергије, а може настати и реакцијом воде и озона у алкалној средини. Овај радикал изазива велика оштећења унутар малог радијуса од места продукције, кратког је полуживота и неспецифично напада и оштећује све ћелијске биомолекуле, иницирајући при томе ланчане, слободнорадикалске процесе и узрокујући разне ћелијске и метаболичке поремећаје (55).
	Водоник пероксид (H2О2) није радикал, али врло лако пролази кроз ћелијску мембрану и на тај начин брзо стиже до ткива. Настаје двоелектронском редукцијом молекуларног кисеоника (2H+ + О2 + 2е- → H2О2), једноелектронском редукцијом супероксид ањон радикала (О2.- + е- + 2H+ → H2О2) или реакцијом дисмутације супероксидног радикала (О2.- + О2.- + 2H+ → H2О2 + О2), као и редукцијом косупстрата различитих ензима. Иако може директно да оксидише интраћелијске биомолекуле, његова токсичност је првенствено последица могућности интеракције са О2.- у присуству метала са променљивом валенцом (Fе2+/3+, Cu+/2+), при чему настаје високореактивни ОH. (60).
	Од реактивних врста азота (RNS) издваја се азот-моноксид радикал (NО.), који је један од најпроучаванијих молекула уопште. Због својих изузетних особина, NО. је 1992. године проглашен молекулом године у научном часопису Science Magazine (Koshland, 1992). То је мали, краткоживећи (свега неколико секунди) молекул садржи један неспарени електрон у 2πy* развезујућој орбитали. Примарно се синтетише у ендотелним ћелијама, али и у неутрофилима, макрофагама, Купферовим ћелијама, надбубрежној жлезди, као и у нервним ћелијама. Веома је реактиван и има улогу сигналног молекула у разним физиолошким процесима, укључујући неуротрансимисију, регулацију крвног притиска, релаксацију глатке мускулатуре, регулацију имуног система и антимикробну активност (61).
	NО. настаје у биолошким ткивима при конверзији Л-аргинина у Л-цитрулин под дејством азот моноксид синтазе (три изоензима) уз одговарајућу количину кисеоника (61). Са супероксид ањон радикалом, гради високо токсични пероксинитритни (ОNОО-) који се у киселој средини може трансформисати у пероксинитритну киселину (ОNООH), а даље у ОH. радикал, при чему долази до индукције оксидативног стреса. Због тога је токсичност NО. радикала последица његове способности да продукује ОH. радикал. Под дејством ОNООH долази до оксидације SH-група протеина, липидне пероксидације, иницирања ланчаних реакција у ДНК ланцу, као и до прекида ДНК ланца. Пошто су NО. и О2 липофилни молекули, примарно место оксидације NО. је липидни двослој мембране. С обзиром на редуковани садржај H2О у хидрофобном окружењу, главни продукт оксидације NО. са О2 је N2О3 чији је примарни ефекат нитрозовање тј. нитрозативни стрес. Нитрозовањем амина настају нитрозамини, који су потенцијални канцерогени, док нитрозовањем SH група у протеинима, настају S-нитрозотиоли, при чему може да дође или до инхибиције ензимске активности или до модулације сигналне трансдукције. N2О3 може да доведе до дезаминације азотних база у ДНК, чиме се мења структура ДНК и долази до мутација. Ћелије имуног система генеришу NО. и као такав је укључен у неспецифичне одбрамбене механизме.

1.5.2. Оксидациони стрес 

	Појам оксидациони стрес указује на стање у којем долази до озбиљног поремећаја између продукције реактивних врста и система заштите, а може бити последица:
- смањења антиоксиданата или када неки токсични агенси негативно утичу на овај систем (нпр.висока концнтрација ксенобиотика смањује GSH).
- повећања продукције ROS/RNS услед бројних токсина и спољних штетних утицаја или од стране ћелија имуног система (код хроничних инфламаторних болести).
	Оксидсациони стрес може изазвати оштећење свих важних ћелијских биомолекула као што су ДНК, протеини и липиди. Међутим, није разјашњено која је прва мета напада због тога што се механизми настанка оксидативног оштећења преплићу. Рађена су нека истраживања где се водоник-пероксид уводио у многе ћелије сисара и раскидање ДНК ланца је наступило пре него што је детектована липидна пероксидација или оштећење протеина (55). Процењује се да се у молекулу ДНК сваке људске ћелије свакодневно догоди око 10000 оксидационих удара. Овај податак упућује на чињеницу да је Оксидациони  стрес присутан и код здравих и код болесних особа (62). Познато је да ОH. радикал реагује са свим компонентама ДНК молекула, оштећујући и пуринске и пиримидинске базе и раскидајући све везе унутар ланца. Највише истражено оштећење ДНК је формирање 8-хидроксигуанина (8-H-G). Уколико ДНК систем репарације не реагује одмах, долази до погрешног упаривања база током репликације, при чему може доћи до мутагенезе, канцерогенезе и старење (54). Оксидативно оштећења протеина ин виво може утицати на функцију рецептора, ензима, транспортних протеина, чак и напродукцију нових антигена који би учествовали у имуно одговору.
	Продукти оксидативног оштећења протеина могу да допринесу секундарном оштећењу других биомолекула, као на пример инактивацији ДНК полимеразе (63). Крајеви ланаца свих аминокиселинских остатака и протеина су погодни за оксидацију од стране ROS/RNS (64). Оксидацијом цистинских остатака може доћи до формирања мешовитих дисулфида између тиолних група протеина и тиола мале молекулске масе (нпр. глутатиона). Реактивне врсте нападају аминокиселинске остатке хистидина, аргинина, лизина и пролина, при чему настају карбонилне функције које могу послужити за мерење оксидативног оштећења (65). 
	Липидна пероксидација (ЛП) представља оксидативно оштећење које захвата ћелијске мембране, липопротеине и друге молекуле који садрже липиде, под утицајем оксидативног стреса. Најчешће мете оксидативног напада су липиди ћелијских мембрана (фосфолипиди, гликолипиди и холестерол), али и неки протеини, односно ензими (66). Последица липидне пероксидације су промене у активности мембранских ензима, транспорту јона, пермеабилности ћелијске мембране, што доводи до поремећаја функције саме ћелије и бројних патогених стања организма. Она је један од најпроучаванијих процеса оксидативног оштећења ћелијских мембрана. Сам процес липидне пероксидације састоји се из три фазе:
а) Иницијација полинезасићене киселине: LH →  L. + H.. Реакција започиње уклањањем H атома из метил групе (-CH2-) која се налази у α-положају од места двоструке везе у угљоводоничном ланцу незасићене масне киселине при чему настаје слободни алкил радикал L..
б) Пропагација: долази до интрамолекулског премештања двоструке везе, алкил радикал L. прелази у коњуговани диен који са кисеоником гради перокси радикал LОО.. Он продужава реакцију, одузимајући H атом суседне метиленске групе незасићене масне киселине и настаје хидропероксид (LООH) и нови алкил радикал (L.) (53). LООH може циклизацијом прећи у петочлани циклични алкил ендопероксид који даље реагује са кисеоником, а разградњом настају бројни секундарни продукти оксидације. Разградњом LООH и L. расте број слободних радикала и тако се процес наставља.
	Иако је LООH при физиолошким условима стабилан, у присуству јона прелазних метала брзо се разграђује (реакцијама сличним Фентоновој) редокс механизмом дајући нове слободне радикале:
Fе3+ + LООH → Fе2+ + LОО. + H+
Fе2+ + LООH → Фе2+ + LО. + ОH.
ц) Терминација: представља завршетак реакције оксидације. Међусобним интеракцијама слободни радикали граде терцијарне продукте оксидације, димере и полимере који су стабилни и неактивни.
L. + L. → L -  L
LОО. + L. → LООL
2LОО. → LООL + О2
LО. + LО. → LООL 
LО. + L. → LОL
	Распадањем ових интермедијера (алкил радикали, перокси- и алкокси- радикали, липидни хидропероксиди) настају секундарни производи липидне пероксидације: кратколанчани испарљиви угљоводоници, алдехиди (67). Најтоксичнијим облицима липидне пероксидације сматрају се малонилалдехид (МДА) и 4-хидрокси-2(транс)-ноненал (4-HNЕ).
	Малонилдиалдехид (МДА) као један од крајњих производа липидне пероксидације, може реаговати са тиолним и амино групама ензима и потпуно их инхибирати, док продукт 4-HNЕ може инхибирати биосинтезу протеина. Пероксидација може бити завршена реакцијама између поменутих интермедијера и антиоксиданата (витамин Е, биљни полифеноли, глутатион и др.). До данас постоји много метода за одређивање продуката насталих у ЛП (MDА, 4-HNЕ, коњуговани диени, хидропероксиди). Међутим, највише се користе спектофотометријске методе које се базирају на реакцији ових продуката и тиобарбитурне киселине (ТBА). До пероксидације липида може доћи и директном реакцијом синглет кисеоника са липидима у мембранама. Сматра се да извесна количина синглет кисеоника настаје и у току пероксидације липида што изазива даљу деструкцију мембрана. Пероксидацију липида у микрозомима могу започети и остале кисеоничне врсте (преферил Fе3+ - О2- и ферил FеОH3+ радикал) које настају у реакцији сличној Фентоновој (68).
	Оксидациони  стрес изазван утицајем реактивних врста се повећава током животног циклуса човека, при чему долази до старење, кардиоваскуларних, неуродегеративних, хроничних болести и канцера. На основу Херманове „слободнорадикалске теорије старења“, све више бива прихватљиво да се продукција слободних радикала и оксидативно оштећење повећавају старењем организма (69). Теорија слободних радикала подржава хипотезу о „брзини живљена“ према којој дужина животног века зависи од брзине метаболизма, а то потврђује да оксидативно оштећење ДНК, липида и протеина расте старењем (70). У западним земљама срчани удар је један од главних разлога смртности људи. Многа научна истраживања указују да је инфаркт повезан са слободним радикалима који потичу од ксантин-оксидазе, циклооксигеназе, инфламаторних ћелија и из митохондрија (71). Митохондријални транспорт електрона се мења за време исхемије и реперфузије, што такође представља један од извора слободнорадикалских врста (72). Доказано је да се у току исхемијског инфаркта повећава оксидативно оштећење ДНК, а и појава липидне пероксидације је забележена код оваквих пацијената (73). Мождани удар је такође повезан са оксидационим стресом. Повећана продукција слободнорадикалских врста чини мозак прихватљивијим за исте, јер је он способан да троши значајну количину кисеоника, сиромашан је антиоксидантним системом заштите, а богат прооксидантним молекулима и садржи високу концентрацију липида подложних брзој оксидацији (74).
	Настанак и развој атеросклерозе зависи од равнотеже између проинфламаторних, антиинфламаторних и антиоксидантних механизама заштите. Слободни радикали играју важну улогу у патологији васкуларних обољења, тако што доводе до оксидације ЛДЛ-а и до стварања плакова (75). Оксидација ЛДЛ-а доводи до ендотелијалне дисфункције, што може резултовати расту и смрћу ћелије и томе изазвати вазоконстрикцију. Многе студије указују на повезаност између продукције слободних радикала и разних неуродегеративних болести као што су Алзхеимерова, Паркинсонова, Хунтингтонова болест и друге. 
	Алзхеимерова болест спаде у најраспрострањеније из ове групе болести и повезана је са старењем и оксидацијом протеина и липида. Оксидативно оштећење игра значајну улогу у накупљању β-амилоида (који може да изазове „cross-linking“) и других цитоскелетних протеина (76). Липидна пероксидација је такође измерена у мозгу људи оболелих од Алзхеимерове болести и детектован је повећан ниво 4-хидрокси-2-ноненал глутатион коњугата (77). Код оваквих болесника јавља се оштећење ДНК лимфоцита, а забележена је и оксидативна модификација протеина фронталног кортекса (78). Такође, уочено је да оксидацијом допамина настају потенцијално токсични семихинони и да убрзан метаболизма допамин моноамин оксидазе  може индуковати формирање водоник-пероксида, супероксид ањон- и хидроксил-радикала, што представља основу у развоју Паркинсонове болести. Даља истраживања показују да је оксидациони стрес одговоран за губитак нигралних допаминских рецептора (79).
	Постоје многи научни докази да слободни радикали учествују у развоју инсулин резистенције, дисфункције β-ћелија, смањењу толеранције на глукозу и диабетес мелиттус-а другог типа. Хипергликемија може индуковати оксидациони стрес који се повећава старењем, преко неколико механизама, укључујући аутооксидацију глукозе, формирање „advanced glutathione product“ (AGP) и активацију пута полиола. Други циркуларни фактори који су повишени у диабетесу, као што су слободне масне киселине и лептин, такође доприносе повећању ROS-а. Забележено је значајно повећање АGP старењем. Акумулација АGP доводи до повећања микроваскуларних лезија, која се јавља код дијабетичне ретинопатије, а такође је и одговорна за кардиоваскуларне компликације виђене код дијабетичара (80). Оштећење изазвано ROS доводи до примарног глаукома отвореног угла, који води неповратном слепилу (81).

1.5.3. АНТИОКСИДАЦИОНА ЗАШТИТА

	„Антиоксиданс” је често коришћен термин у литератури и, иако се о њему већ пола века интезивно расправља, још увек га је тешко јасно дефинисати. Научници који се баве исхраном људи, користе овај термин код инхибиције липидне пероксидације, процеса који узрокује ужеглост намирница. Кустоси музеја га користе у превенцији органског артефекта. Они који раде са полимерима користе антиоксиданс за контролу полимеризације у производњи гума, пластике, као и за заштиту пластике од УВ зрака. Дакле, сви ови научници имају њихово виђење антиоксиданаса и знају за шта би требали да буду добри у њиховој области. Међутим, код живих организама ситуација је нешто сложенија. Када се реактивне врсте формирају in vivo, онда у игру улазе многи системи одбране. Њихов значај зависи које су све врсте формиране, где су формиране и који су циљни биомолекули чије се оштећење мери. 
	Антиоксиданс је свака супстанца која када је присутна у малој концентрацији, у односу на оксидабилни супстрат, значајно успорава или спречава оксидацију тог супстрата. Термин „оксидабилни супстрат” обухвата сваку врсту молекула нађеног in vivo. Нема универзалног „најбољег” антиоксиданса, различити антиоксиданси су потребни да заштите ћелију од разних биомолекула in vivo (53). Антиоксидациона заштита представља динамичку равнотежу дејстава ендогених антиоксиданаса (ензима антиоксидативне заштите и неензимских антиоксиданаса) и продукције ROS-а. Антиоксиданси делују као „хватачи“ слободних радикала, комплексирају јоне метала, спречавајући њихову каталитичку функцију у процесима разградње липидних водоник-пероксида и настанка слободних радикала, разграђују хидропероксиде липида, спречавају дејство синглетних кисеоника, инхибирају неке ензиме, итд. 
	Са функционалног аспекта антиоксидациона заштита организма обухвата 2 нивоа деловања:
1. Системи антиоксидативне заштите који спречавају ендогено стварање слободних радикала.
2. Ангажовање система у условима нормалног и појачаног стварања слободних радикала.
	Према природи и начину деловања антиоксиданти се деле на:
а) ензимске (примарна линија одбране): супероксид-дизмутазе, каталаза, ксантин-оксидаза, пероксидазе, глутатион-пероксидаза, глутатион-радуктаза, глутатион-С-трансфераза
б) неензимске (секундарна линија одбране):
- липосолубилне (витамин А, витамин Е, β-каротени, коензим Q, флавоноиди и други феноли, итд.). Делују у липидној фази ћелијске мембране и мембрана субцелуларних органела, као и унутар серумских липопротеина.
- хидросолубилне (витамин C, мокраћна киселина, церулоплазмин, глутатион, трансферин, и др.). Делују у воденој фази, остварујући интеракцију са липосолубилним антиоксидантима на граничној површини мембрана.
ц) ензимске антиоксиданти који учествују у репарацији насталог оксидативног оштећења липида, протеина, угљених хидрата и нуклеинских киселина. У ову групу ензима спадају: фосфолипаза А2, различити протеински ензими, гликозилазе, ДНК-лигазе, ДНК-полимеразе и др (82).

1.5.3.1. Ензимска антиоксидациона заштита

	Супероксид-дисмутаза (SOD) катализује дисмутацију супероксидних радикала (О2 .-) у водоник-пероксид и О2, при чему се један О2.- оксидује у О2, а други редукује у H2О2: 
Прокариоти садрже гвожђе зависну (FеSOD) и манган зависну SOD (MnSOD). Код еукариота укључујући и човека присутне су три изоформе SOD:
- бакар, цинк зависна SOD (Cu, ZnSOD): бакар који улази у активни центар ензима одговоран је за реакцију дисмутације, при чему се овај метал у току катализоване реакције мења своју валенцу, примајући и отпуштајући електроне манган зависна SOD (MnSOD): локализована је у матриксу митохондрија, мада се примарно синтетише у цитосолу. Не налази се у еритроцитима ни у бактеријским ћелијама;
- екстрацелуларна SOD (ecSOD): присустна је у међућелијском простору и екстрацелуларној течности (плазма, лимфа, синовија, ликвор, асцит). Синтетишу је фибробласти, глијалне ћелије, макрофаги, хондроцити и ендотелијалне ћелије (83). 
	Каталаза (CАТ) катализује разградњу токсичног H2О2 до воде и молекулског кисеоника. Овај ензим садржи већи број аеробних бактерија и неке анаеробне. Присутна је такође у свим ткивима сисара, а високом активношћу се истиче у јетри и еритроцитима, док је у мозгу, срцу и скелетним мишићима карактеристична мала активност. У ћелијама су локализовани претежно у пероксизомима (чини 40% протеина) и митохондријама. Каталаза по структури припада групи хемохромопротеида (садржи четири фери-протопорфиринска прстена који улазе у активни центар ензима). Посебан допринос у процени значаја каталазе у детоксикацији ткива од водоник-пероксида представљају резултати добијени испитивањем особа са потпуним одсуством каталазе (акаталазија). Ова наследна ензимопатија је често пропраћена гингивитисом, стоматитисом и појачаном осетљивошћу еритроцита на јонизовано зрачење (84).
	Глутатион-пероксидаза (GSH-Px) катализује реакцију редукције водоник пероксида или органских хидропероксида (ДНК пероксиди, липидни пероксиди) у присуству редукованог глутатиона: 2GSH + H2О2 (RООH)→GSSG + (RОH) + H2О.
	Класична селен зависна GSH-Px, изолована из различитих органа (еритроцити, плућа, јетра), представља хомотетрамер, где свака субјединица садржи један атом селена у форми селеноцистеина. Подложна је оксидативној модификацији и инактивацији од стране оксиданаса, посебно водоник-пероксида (85).
	Глутатион-редуктаза (GSHR) је флавопротеин који катализује трансформацију оксидативног глутатиона (GSSG) у редуковани (GSH) у присуству NADPH као коензима, као и редукцију других дисулфида који настају реакцијом глутатиона и једињења која садрже –SH групе (коензим H, цистеин, SH-протеини и др.). Налази се у цитосолу и митохондријама. Најважнија улога овог ензима је одржавање физиолошког нивоа редукованог глутатиона, чиме се обезбеђује неопходна количина GSH за деловање GSPx и глутатион-С-трансферазе (85).

1.6. АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗА (AChE)
1.6.1. Структура и механизам дејства
	Ацетилхолинстераза (AChE) - права холинестераза, холинска естераза I, је ензим који катализује следећу хемијску реакцију
ацетилхолин + H2О →{\displaystyle \rightleftharpoons } холин + ацетат
	Ацетилхолинестераза (AChE) је хидролаза која разлаже холинске естре. Има врло високу каталитичку активност – свака AChE разлаже око 25.000 молекула ацетилхолина (ACh) у секунди (односно 6 x 105 молекула ацетилхолина током једног минута), што се приближава граници дозвољене дифузије ензимске подлоге. Активно место AChE се састоји од 2 подединице – ањонске и естарске. Механизам деловања AChE је расветљен након анализе кристалне структуре ензима. У ањонској подјединици налазе се позитивни квартарни амини ацетилхолина, као и друге катјонске подлоге и инхибитори. У ањонским местима, катјонске подлоге нису везане негативно наелектрисаним аминокиселинама, али интеракцијом 14 ароматичних остатка, те линије рачве воде до активног места. Свих 14 аминокиселина у ароматичној рачви су, у различитим врстама, високо конзервиране. Међу ароматичним аминокиселинама, триптофан 84 је критичан и његова супституција аланином резултује у 3000-пута смањеној реактивности. Усек рачве продире на пола пута кроз ензим и дуг је око 20 ангстрема. Активно место се налази 4 ангстрема од дна молекула (86). Естарска подлокација, која хидролизује ацетилколин на ацетат и холин, садржи каталитичке тријаде од три аминокиселине: 200 серина, 440 хистидина и 327 глутамата. У хидролизној реакцији, карбоксилни естар доводи до формирања ацил-ензима и слободног холина. Ацилирани ензим затим пролази кроз нуклеофилни третман молекула воде, уз помоћ 440 хистидинских група, ослобађајући сирћетну киселину, уз регенерацију слободног ензима.

1.6.2. Физиолошки значај ацетилхолинестеразе 
	AChE се доминантно налазе у неуромишићној спојници и холинергичким синапсама у мозгу где имају превасходну сврху завршавања синаптичке неуротрансмисије. У току неуротрансмисије АСh се ослобађа у синаптичку пукотину и везује за холинергичке рецепторе на постсинаптичкој мембрани преносећи сигнал из неурона. AChE која се налази на постсинаптичкој мембрани завршава трансмисију сигнала разграђујући (хидролизирајући) АСh. AchE има два активна места-ањонско и естарско. При интеракцији Ach и AchE долази до хидролизе Ach, ацетиловања естарског места AchE и ослобађање холина. Ацетилована AchE затим реагује с водом, ствара се сир}етна киселина и слободна AchE. Тако ослобођени холин се поново преузима од стране пресинаптичког нерва и користи са поновну синтезу ацетилхолина комбиновањем са ацетил–СоА уз помоћ ензима холин ацетилтрансферазе (87, 88).
	Поред AchE, холинестеразама припада и бутирилхолинестераза (неспецифична холинестераза, ВchE). Разлика између ацетилхолинестеразе и бутирилхолинестеразе установљена је на основу њиховог различитог афинитета према појединим естрима холина. Брзина којом ацетилхолинестераза разлаже естре холина опада са продужењем угљоводоничног ланца: ацетилхолин, пропионилхолин, бутирилхолин, док код бутирилхолинестеразе брзина хидролизе опада обрнутим редом. Такође, за разлику од бутирилхолинестеразе, ацетилхолинестераза разлаже ацетил-ß-метилхолин, али не и бензоилхолин. Насупрот ацетилхолинестеразе, јасна физиолошка функција бутирилхолинестеразе још увек није позната. Међутим, познато је из клиничке праксе да код генетски узрокованог или сте-ченог дефицита бутирилхолинестеразе, примена деполаризујушег мишићног релаксанта суксаметонијума доводи до пролонгиране, по живот опасне, нервно-мишићне парализе (89, 90).

1.6.3. Терапијски значај ацетилхолинестеразе
	Да би холинергични неурони добили још један импулс, ACh мора да буде отпуштен са ацетилхолинских рецептора. Ово се догађа само када је концентрација ACh у синаптичкој пукотини врло ниска. Инхибиција ензима AChЕ доводи до акумулације ACh у синаптичкој пукотина, што узрокује сметње у деловању неуротрансмитера. Неповратна инхибиција AChЕ може довести до мишићне парализе, конвулзије, бронхоспазма и смрти услед асфиксије. Органофосфати, естери фосфорне киселине, су класа иреверзибилних инхибитора AChЕ. Иреверзибилни инхибитори AChЕ се користе као инсектициди (нпр. малатион) и нервни гасовити бојни отрови (нпр. сарин и соман). Карбамати су инхибитори AChЕ који је хидролизирају сатима; користе се лечење глаукома (нпр, физостигмин). Реверзибилни инхибитори заузимају естарско место за кратко време (секунде до минута) и користе се за лечење низа болести централног нервног система. Тетрахидроаминоакридин (ТХА) се користи за побољшање когнитивне функције у Алцхајмеровој болести. Екселон се такође користи у терапији Алцхајмерове болести и деменцији Левијевог тела. Пиридостигмин бромид се користи за лечење миастеније гравис (91). Главни активни састојак канабиса, тетрахидроканабинол, делује као компетитивни инхибитор ацетилхолинестеразе (91). Краткорочни реверзибилни инхибитори AChE као што су суривастигмин, донепезил и галантамин се користе у лечењу неурокогнитивне дисфункције у Алцхајмеровој деменцији, а ривастигмин и у лечењу деменције у Паркинсоновој болести, или другим облицима деменције (92, 93). 
	Одређивање активности ацетилхолинестеразе се користи у токсикологији, у циљу испитивања да ли је особа била изложена органофосфатним пестицидима. У пренаталној дијагностици, мерењем активности изоензима ацетилхолинестеразе у амнионској течности (потиче из мозга или кичмене мождине фетуса) могуће је открити дефект неуралне тубе. Повећана активност ацетилхолинестеразе и повишена концентрација алфа-фетопротеина у амнионској течности потврда су дефекта неуралне тубе код фетуса. Техником електрофорезе на полиакриламидном гелу, могуће је раздвојити изоензиме ацетилхолинестеразе у амнионској течности. Електроферограм амнионске течности нормалног фетуса има само једну фракцију, док су у случају дефекта неуралне тубе присутне две фракције. Амнионске течности које садрже две фракције се поново анализирају уз додатак инхибитора ацетилхолинестеразе. Тест је позитиван ако постоје две фракције на гелу и ако је бржа фракција инхибирана након додатка инхибитора (89, 92, 93).

1.6.4. Улога ацетилхолинестеразе у функцији миокарда
	Прва интересовања о улози ацетилхолинестеразе у раду срчаног мишића су се појавила четрдесетих година прошлог века под претпоставком да парасимпатичка контрола миокарда посредством ацетилхолина мора да обухвати активност и ацетилхолинестеразе (94). Истраживања на говеђем срцу су показала да се овај ензим доминантно налази у спроводном систему срца и да је у свим аспектима сличан са AChE у нервном ткиву (94). Њихова количина у Пуркињеовим влакним је готово једнака као у нервном ткиву (94). Касније студије на хуманом срцу су забележиле присуство ацетилхолинестеразе у региону аурикула (95). Уопштено је прихваћено мишљење да у свим наведним деловима срца има улогу у хидролизи ацетилхолина (95) чиме директно утиче на процесе синаптичке трансмисије. Поред тога, истакнут је значај овог ензима у патогенези атријалне фибрилације (95). 
	Новије студије су показале да је AChE присутан и у контрактилном ткиву срца сисара, с тим што је већа концентрација овог ензима у коморама (96). Клинички значај ових експерименталних истраживања постаје значајнији последњих година. Наиме, фармакотерапијски приступ овом ензиму доноси нову димензију његове улоге у кардиоваскуларној патофизиологији. У том смислу, указано је да инхибиција AChE пиридостигмином, може да помогне у ублажавању тахикардије у синдрому посттуралне тахикардије (97). Осим тога, студије које су примењивале пиридостигмин или донепезил су сугерисале да блокада разградње ацетихолина остварује анти-инфламаторни ефекат и тиме смањује повишене вредности крвног притиска код хипертензивних пацова (98). 
	Сумарно посматрано, акумулирани подаци недвосмислено истичу све значајнију улогу овог ензима у (пато)физиологији миокарда и сигурно представља веома актуелан терпијски објекат за велики број надолазећих фармаколошких агенаса. И поред тога остала су бројна отворена питања која још више истичу оправданост интересовања за ову научну проблематику.

1.7. ФИЗИОЛОШКЕ ОДЛИКЕ ГАСОТРАНСМИТЕРА

1.7.1. Опште одлике

	Гасотрансмитери су ендогени сигнални молекули који по хемијским карактеристикама припадају гасовима. Физиолошки најважнији ефекат имају азот моноксид (NО), угљен моноксид (CО) и водоник сулфид (H2S). Сви они остварују своја дејства другачије од класичних сигналних молекула у људском телу. Запажање да гас може да се понаша као сигнални молекул датира из 1981. године испитивањем ефеката NО анлгезије на хроничан бол код мушкараца (99, 100). 
	Критеријуми по којима гасови могу да се сврстају у категорију сигналних молекула су следећи (101): 1)  мала величина молекула гаса, 2) слободна дифузија кроз ћелијске мембране, (ендокрини, паракрини и аутокрини ефекат), 3) ендогена синтеза подложна контролним механизмима, 4) прецизно дефинисани и специфични ефекти у физиолошки релевантним концентрацијама, 5) замена функција егзогено примењеним аналогом гаса, 6) ћелијски ефекти морају имати специфичне ћелијске и молекуларне циљеве.
	У 2011. години је формирана Европска асоцијација за гасотрансмитере (European Network on Гasotransmitters, ENOG). Циљ ове асоцијације је да омогући боље разумевање биолошког значаја и улоге ових гасова у здрављу и болестима. 

1.7.2. Азот моноксид (NO)

	Азот моноксид (NО) је физиолошки најзначајнији гасотрансмитер. Robert-a Furchгott је показао да ацетилхолин стимулише ендотел да синтетише високо дифузибилну супстанцу, која је најпре названа - релаксирајући фактор кога секретује ендотел (endothelial-derived relaxing factor, EDRF), за кога је касније доказано да је гас – NО (102-104). Поред тога, показано да NО може да функционише као медијатор бројних (пато)физиолошких просеца (105). 
	У избору часописа Science, 1992. године NО је изабран за `молекул године`. Такође је основано удружење за азот моноксид (Nitric Oxide Society) и њихов званични часопис (Nitric Oxide: Bioloгy and Chemistry). 1998. године, Ferid Murad, Robert Furchгott, и Louis Iгnarro су поделили Нобелу Награду за Физиологију и Медицину за откриће NО-a. NО синтетише породица ензима под називом азот моноксид синтазе (Nitric oxide synthases, NOSs), из полу-есенцијалне амино киселине L-аргинина. До данас су откривене четири изоформе NOS: ендотелна NOS (еNOS), неуронална (nNOS)), индуцибилна NOS (iNOS) (106) и бактеријска NOS (bNOS) (107). 
	еNOS (NOS3) производи NО у ендотелу крвних судова, док nNOS (NOS1) производи NО у централном и периферном нервном систему (106). Конститутувне NOS су зависне од Cа2+-калмодулин система, за разлику од iNOS (NOS2), која учествује у имунском и инфламаторном одговору (макрофаги), и нарочито је активна у стању оксидационог стреса (107). припадају строго контролисаним ензимским врстама. Оксидационе функције NOSs се одвијају посредством FAD (флавин аденин динуклотида), FMN (флавин мононуклеотида), и BH4 (тетрахидробиоптерина), који се могу фосфорилисати бројним серин-киназама (108). 
	NО је неизоставни медијатор многобројних процеса у кардиоваскуларном, нервном и имунском систему. Његова фундаментална функција у КВС је вазодилатација, посредством које је овај гасотрансмитер укључен у регулисање екстрацелуларног волумена течности, крвног притиска и ерекције (109). 	Вазодилатација настаје стварањем NО од стране eNOS у ендотелу крвног суда, под утицајем ацетил-холина, цитокина и shear stress-а. NО затим дифундије у глатке васкуларне мишићне ћелије, где у реакцији са солубилном гуанилил-циклазом (sGC), ствара cGMP-a. Солубилни cGMP потом активира протеин киназу G (PKG), која изазива фосфорилизацију протеина укључених у регулацију Cа2+, активност јонских канала и актинских и миозинских филамената, сумарно доводи до релаксације глатког мишића ендотела (109). 
	Поред тога NО учествује у редокс сигнализацији између нервних ћелија централног и периферног нервнос система. Будући да је у гасовитом стању и да дифундује кроз мембране, NО може да преноси информацију и на неуроне који нису у синаптичким везама. Ипак с обзиром да му је време полу-живота кратко, његова активност је временски ограничена. NO-cGMP сигнални пут је укључен у процесе учења и памћења стимулацијом сигналне трансдукције типа продужене потенцијације (110).
	NО-а је значајан не-адренергички и не-холинергички неуротрансмитер различитих делова гастроинтестиналног тракта (ГИТ), а његов доминанатни ефекат се огледа у релаксацији глатких мишића ГИТ-а (111). 
	Директни ефекти NО-а на срце су предмет све чешћих испитивања. Претпоставља се да NО редукује контрактилну моћ миокарда и фреквенцу и да има значајно место у патогенези коронарне артеријске болести(112).
	Показано је да NО може да утиче и на ћелијксе процесе укључен у стварање енергије, молекуласком компетицијом са О2- за цитохром C оксидазу (113).
	Поред тога је NО изузетно реактиван према једињењима која садрже слободну SH групу. Наиме, показано је да NО може да изврши нитрозилацију бројних SH протеина (114). Нитрозилацијом аргиназа, NО повећава афинитет овог ензима за аргинин више пута, чиме доприноси повећаној разградњи ове аминоксиселине чиме смањује своју биорaспoложивост (115). Интересантно је да је повећана активност аргиназе пронађена код старих пацова са ендотелном дисфункцијом (115), што потврђује значај овог процеса.  
	NО такође може директно да утиче на биосинтезу D-серина, који је ко-агонист глутамату за NMDA рецепторе (116). Нитрозилацијом серин рацемазе NО смањује активност. 
	Нитрозилација рианодинских рецептора (RyR), мења динамику Cа2+ поготово током систоле срчаног циклуса, што изазива поремећај ћелијске надражљивости и доводи до појаве аритмија (117). 
	Нитрозилација микротубул-везаног протеина-1B (MAP1B) се среће у неуролошким поремећајима, као што је `фрагилни X синдром` (118). Осим тога, активацијом iNOS долази до синтезе NО који нитолизацијом гликoлитичког GAPDH ензима, индукује апоптозу (119). Нитолизација металопротеиназа изазива програмирану ћелијску смрт неурона, која се среће код исхемије мозга (120). Такође, посредством нитрозилације CОX-2 ензима, NО узима учешће у запаљенским процесима (121). Наиме, током запаљења, азот моноксид кога производи iNOS, повећава активност ових ензима, чиме стимулише производњу простагландина и тиме имунску реакцију (121). 

1.7.3. Специфичне карактеристике угљен моноксида (CO)

	CO je дуго година био повезиван само са негативним дејствима на људски организам првенствено због добро познатих штетних дејстава његовог егозгеног уноса. Ипак, спознајом да овај гас може да буде ендогено синтетисан у малим концентрацијама и да остварује неуротрансмитерску функцију настаје прави заокрет у медицинској доктрини (122). Истраживања у последњих двадесетак година су показала да CО представља све важнији сигнални молекул са бројним функцијама које се још увек истражују и које су јако блиске NО-у (123).
	CО се у организму ствара из хема током процеса разградње хемоглобина, под утицајем ензима хем-оксигеназе 1 и 2 (HО 1, 2). НО могу поседују индуцибилну (НО 1) и конститутивну форму (НО 2). HО 1 разграђује хем до биливердина, продукујући на тај начин CО. Доказано је да HО 1 продукцијом CО испољава антиинфламаторно дејство путем блокирања синтезе про-инфламаторних, и стимулацијом производње анти-инфламаторних цитокина (124).
	CО има вазодилататорна својства а може имати и друга корисна дејства у кардиоваскуларном систему (125). Инхибицијом пролиферације глатких мишића, спречава формирање атеросклеротских плакова (125). Осим тога, CО побољшава ендотелну дисфункцију, путем смањења вазоконстрикције и контролом активности индуцибилног фактора хипоксије 1α (HIF 1α) (126).  
	Са друге стране, конститутивни НО 2 активира калцијум-калмодулин систем (127, 128). Поред сличности, СО има и бројне функције које су супротне од NО-а. У том смислу, НО 2 је смештен у ендотелу крвних судова, и синтетише СО који индукује вазодилатацију. Међутим, механизми ове вазодилатације још увек нису довољно испитани (129). НО 2 се такође налази у многим неуронским мрежама (130) и у мијентеричном плексусу ГИТ-а, где учествује у нон-адренергичкој и нон-холинергичкој сигнализацији (131).
	Сигнални путеви СО-а су недовољно познати. Сматра се да СО делује преко гуанилил-циклазе (sGC), узрокује стварање cGMP-а и последичну релаксацију глатких мишића (132, 133). Други начин остваривања ефеката СО-а подразумева његово везивање за хем групу путем кога овај гас може да утиче на процес транскрипције (134). 
	pAS протеин 2 (NPAS2) пронађени у неуронима представљају важан транскрипциони фактор. Истраживања су сугерисала да СО, везивањем за хем групу NPAS2, може да спречи везивање ДНK за NPAS2 и тиме онемогући процес транскрипције (135).

1.7.4. Специфичне карактеристике водоник сулфида (H2S)

	Слично као и у случају СО, сви ефекти водоник сулфида на људски оргназим су посматрани кроз призму његових штетних егзогених дејстава, док се ендогеним ефектима овог гаса веома мало знало. Негативна дејства H2S су пре свега повезивана са централним нервним системом. Молекулски механизма путем кога H2S остварује своје ефекте подразумева инихбицију ћелијског дисања (136).
	У новије време је међутим откривено да се H2S може синтетисати и у органзиму транс-сулфурацијом амино киселина L-цистеина и/или хомоцистеина, дејством три ензима: цистатион-γ-лиазе (СSЕ), цистатион-β-синтазе (СВТ) и 3-меркаптопируват сулфуртрансферазе (3МSТ) (137). Повезаност хомоцистеина и H2S током продукције овог гаса је била једна од линија водиља овог истраживања са циљем прецизнијег објашњења њихове комплексне интеракције. 
	СSЕ је мајоритетно активан у аорти, плућној артерији и мезентеричној артерији (138), док СВТ своју активност oстварује у неуронима (139). У јетри и бубрезима, оба ензима синергистички суделују делују у производњи овог гаса (140). 
	Трансмитерска дејства H2S-а могу да буду веома блиска СО-у и NО-у. У том смисли, већина студија је показала да овај гас остварује изразито вазодилататорно дејство, а потврда тога је и постојање СSЕ у ендотелу крвних судова (141). Ипак, има и података да H2S може довести до констрикције васкуларних глатких мишића (141). Због тога се претпоставља да дејство H2S-а на вазомоцију зависе од његове концентрације, на коју може значајно да утиче процес оксидације овог гаса (141).	
	Механизам вазодилататорног дејства H2S-а није са сигурношћу познат. Иако се у први мах сматрало да активира осовину sGC-cGMP (142), данас је доминантна хипотеза да H2S изазива релаксацију васкуларних глатких мишића стимулацијом ATP-зависних калијумових канала (143). Поред тога, многе ефекте H2S остварује путем  сулфхидрације која изазива активацију протеина (144).
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II
ХИПОТЕЗЕ И ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА

2.1. ХИПОТЕЗE СТУДИЈЕ

1. Повишене вредности хомоцистеина и хомоцистеин тиолактона повећавају липидну пероксидацију (MDA) и/или узорукују смањену активност антиоксидационих ензима заштите (SOD, CAT и GPx) и тиме изазивају системску појаву оксидационог стреса у плазми пацова.

2. Акутна  и субхронична хиперхомоцистеинемија могу утицати на активност ензима ацетилхолинестеразе AchE у срчаном мишићу пацова, самостално и/или у садејству са различитим гасотрансмитерима од којих су најзначајнији NO, H2S и CO.

2.2. ЦИЉЕВИ СТУДИЈЕ

2.2.1. Генерални циљ

	Евалуација ефеката акутне (индуковане DL-хомоцистеином и DL-хомоцистеин тиолактоном) и субхроничне хиперхомоцистеинемије (индуковане DL-хомоцистеином) на концентрацију прооксидативних и активност антиоксидативних маркера у плазми пацова, као и на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда пацова.

2.2.2. Специфични циљеви

1. 	Испитати утицај акутне и субхроничне хиперхомоцистеинемије на редокс равнотежу пацова преко одређивања различитих параметара оксидативног стреса: малонилдиалдехида (MDA), каталазе (CAT), супероксид дизмутазе (SOD) и глутатион пероксидазе (GPx).
2. 	Испитати ефекат инхибиције синтезе гасних молекула (NO, H2S и CO) на параметре оксидационог стреса у плазми и активност ацетилхолинестеразе у срцу пацова у току акутне хиперхомоцистеинемије. 
ХИПОТЕЗЕ И ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА
3.   Испитати утицај субхроничне хиперхомоцистеинемије на концентрацију прооксидативних и активност антиоксидативних маркера у плазми пацова, као и на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда пацова.	
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МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ















3.1. МАТЕРИЈАЛ

За припрему пуфера и перфузионих раствора коришћени су комерцијални реагенси pro analysis квалитета произвођача Sigma–Aldrich Chemie GmbH, (Немачка).
У истраживању су употребљени комерцијални реагенси pro analysis квалитета поменутог произвођача - Sigma–Aldrich Chemie GmbH, (Немачка): 
а) DL-хомоцистеин (DL Hcy), Mr 135.18; 
б) DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорид (DL Hcy tlhc), Mr 153.63; 
в) N(ω)-нитро-L-аргинин метил естaр (L-NAME), неселективни инхибитор NOS, Mr 269.69; 
г) цинкпротопорфирин IX ((Zn)PPR IX), селективни инхибитор HO 1, Mr 626.03;
д) DL-пропаргилглицин (DL PAG), селективни инхибитор CSE, Mr 113.11.
Поред оба облика хомоцистеина употреба осталих супстанци је имала следећу намену:
а) L-NAME - неселективни инхибитор NOS, за инхибицију синтезе азот моноксида (NO)
б) ZnPPR IX - селективни инхибитор хемоксигеназе 1 (HO 1), за инхибицију синтезе угљен моноксида (СO)
в) DL PAG - селективни инхибитор цистатион γ лиазе CSE, за инхибицију синтезе водоник сулфида (H2S)
За аналитичко одређивање параметара оксидационог статуса, коришћени су комерцијални реагенси pro analysis квалитета произвођача Sigma–Aldrich Chemie GmbH, (Немачка).

3.2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ПРОТОКОЛ

Студија припада експерименталним истраживањима in vitrо.
Истраживање је спроведено у лабораторији за кардиоваскуларну физиологију  Института за медицинску физиологију `Рихард Буриан` Медицинског Факултета у Београду. 
Истраживање је обухватило 140 пацова, Вистар албино соја, мушког пола, старости 10 недеља и телесне масе 250±30г. Животиње су се чувале у строго контролисаним условима (температура ваздуха 22±1 °С, релативна влажност ваздуха 50%, циклус светлост:тама 12:12 часова, са почетком светлог периода у 9 часова), и са слободним приступом води и стандардној храни. Све експерименталне процедуре су спроведене у складу sа прописаним актима (EU Directive for the Protection of the Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes 86/609/ЕЕС) и принципима етичности. 
Експериментални протокол је одобрен од стране Етичког одбора за добробит експерименталних животиња Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу.
Истраживање је било подељено у  једанаест (11) група (10 животиња у групи): 
Акутна серија експеримената (акутна хиперхомоцистеинемија): 
1) контролна група - апликација физиолошког раствора (1 ml 0.9% NaCl, pH 7.4, i.p.), 
2) експериментална група - апликација DL-хомоцистеина (8 mmol/kg тм, i.p.), 
3) експериментална група - апликација DL -хомоцистеин тиолактона (8 mmol/kg тм, i.p.), 
4) експериментална група - апликација L-NAME (10 mg/kg тм, i.p.),
5) експериментална група - апликација цинкпротопорфирина IX (30 mol/kg тм, i.p.),
6) експериментална група – апликација DL-пропаргилглицина (50 mg//kg тм, i.p.),
7) експериментална група – коапликација DL-хомоцистеина (8 mmol/kg тм, i.p.) и L-NAME (10 mg/kg тм, i.p.),
8) експериментална група – коапликација DL-хомоцистеина (8 mmol/kg тм, i.p.) и цинкпротопорфирина IX (30 mol/kg тм, i.p.),
9) експериментална група – коапликација DL-хомоцистеина (8 mmol/kg тм, i.p.) и DL-пропаргилглицина (50 mg//kg тм, i.p.),

Субхронична серија експеримената (субхронична хиперхомоцистеинемија): 
10) експериментална група – апликација физиолошког раствора (0.45 μmol/g тм. s.c., два пута дневно у интервалу од 8 сати, у периоду од четрнаест дана) 
11) експериментална група – апликација DL-хомоцистеина (0.45 μmol/g тм. s.c., два пута дневно у интервалу од 8 сати, у периоду од четрнаест дана) 
	У циљу изазивања акутне хиперхомоцистеинемије поменутим експерименталним групама је интраперитонеално администрирана једна доза DL-хомоцистеина (8 mmol/kg тм) и DL-хомоцистеин тиолактона (8 mmol/kg тм). Шездесет (60) минута након апликације, животиње су жртвоване ради прикупљања узорака крви (за мерење маркера оксидационог стреса) и узимања ткива срца у чијем хомогенату је одређивана активност ацетилхолинестеразе (AchE). 
	Субхронична хиперхомоцистеинемија је изазвана апликацијом DL-хомоцистеина (0.45 μmol/g тм. s.c., два пута дневно у интервалу од 8 сати, у периоду од четрнаест дана) (145).

3.3. БИОХЕМИЈСКЕ АНАЛИЗЕ

	Узорци крви пацова, ради анализе биохемијских параметара су сакупљани у у вакумске епрувете са цитратом, а основна обрада узорака се састојала се од одвајања еритроцита од плазме центрифугирањем (10 min на 5000 rpm, 4°C). Исталожени еритроцити су ресуспендовани и три пута испрани физиолошким раствором уз центрифугирање 10 min на 5000 rpm, а затим замрзнути на  -20°C до анализе. 
	У прикупљеним узорцима крви спектрофотометријским методама су одређивани: 
1. специфична активност ацетилхолинестеразе (AchE)
2.  параметри оксидационог стреса:
     а)   ниво малонилдиалдехида (MDA) као индикатора липидне пероксидације,      
     б)  активност каталазе (CAT), 
     в)  активност супероксид дизмутазе (SOD)
     г)  активност глутатион пероксидазе (GPx). 
Мерење је спроведено на спектрофотометру Analytic Jena Specord S 600. Наведени параметри оксидационог стреса су се одређивали у контролним условима, затим у акутној серији експеримената, и након субхроничне апликације DL-хомоцистеина. У циљу потврде постојања хиперхомоцистеинемије, у групи која је подвргнута субхроничној апликацији DL-хомоцистеина се поред поменутих маркера мерила и концетрација укупног хомоцистеина у плазми HPLC (engl. high-performance liquid chromatography) методом (146).

	



3.3.1. Oдређивање активности ацетилхолинестеразе (AchE)

Специфична активност ацетилхолинестеразе (AchE) у ткивном хомогенату срца је одређивана in vitrо методом по Ellman-у (147). Метода се заснива на реакцији бојеног реагенса (5,5-дитио-бис-2-нитробензоева киселина, DTNB) са производом хидролизе тиохолинског супстрата, ацетилхолин-јодида (AchI), тиохолином, при чему настаје једињење 5-тио-2-нитро-бензоат-жуте боје, чији је интезитет сразмеран специфичној активности AchE. Одговарајућа заперимина хомогената испитиваног ткива се разблажује адекватном запремином фосфатнг пуфера pH=8 (40 µl хомогената ткива срца у 580 µl фосфатног пуфера) и преинкубирана на температури 37 °С, 10 минута. Након преинкубације се додаје 20 µl бојеног реагенса DTNB и 10 µl супстрата AchE, сукцесивно, и припремљена смеса се инкубира на температури 37 °С, 5 минута. Ензимска реакција се зауставља додавањем 50 µl натријум-додецил-сулфата (SDS). Промена апсорбанце се мери колориметријски на 420 nm таласне дужине. Активност AchE се изражава као ΔА/мин х mg протеина. 

3.3.2. Oдређивање концентрације продуката липидне пероксидације (MDA)

Jeдан од продуката липидне пероксидације малонилдиалдехид (MDA) је одређиван у реакцији са тиобарбиутартном киселином (ТВА) (148). Најпре се 500 ml 25% HCl и 500 ml 1% тиобарбиутартне киселине (у 50 mM NaOH) дода у 500 ml узорка плазме. Настала смеша се потом загрева 10 минута у воденом купатилу и затим оставља на собној температури. Потом се дода 3 ml n-butanol-а, меша 30 секунди и центрифугира (10 минута на 2000 × g). Садржај малонилдиалдехида се одређује спектрофотометријски мерењем абсорбанце горњег слоја узорка који се одвојио на на таласној дужини од 532 nm. Слепа проба садржи 50 mM NaOH уместо тиобарбитуратне киселине и припрема се за сваки узорак појединачно. Вредност MDA се изражава у nmol по MDA/ml плазме.

3.3.3. Oдређивање активности каталазе (СAТ)

Активност каталазе се заснива на методи по Beutler-у која се базира на деградацији Н2О2 (149). У 50 µl плазме се дода у 2.975 ml 50 mM фосфатног пуфера (у 0.4 mM EDTA). Ензимска реакција се иницира додавањем 30 µl Н2О2. Смањење абсорбанце услед разградње Н2О2 се бележи на таласној дужини од 240 nm. Активност каталазе се изражава у U/ml плазме. Једна јединица ензимске активности (U) се дефинише као 1 µl потрошеног Н2О2 у једном минуту.

3.3.4. Oдређивање активности супероксид дизмутазе (SOD)

Активност укупне супероксид дисмутазе (SOD) је мерена према методи Misre Fridovic-a (150). 10-30 μl плазме се дода у 3 ml 0.5 M EDTA-натријум карбонатног пуфера (pH 10.2). Ензимска реакција започиње додавањем 100 ml адреналина (30 mM у 0.1 M HCl).  Активност супероксид дисмутазе је мерена на абсорбанци таласне дужине од 480 nm. Једна јединица ензимске активности (U) се дефинише као количина ензима која инхибира проценат оксидације адреналина за 50%. Активност супероксид дисмутазе се изражава у U/ml плазме.

3.3.5. Oдређивање активности глутатион пероксидазе (GPx)

Процедура мерења активности глутатион пероксидазе започиње припремањем реакционе смеше која садржи 8.9 ml фосфатног пуфера, 50 μl 200 mM редукованог глутатиона (GSH), 1 mg β-NADPH и100 ml 100 units/ml глутатион редукатазе из пекарског квасца (Saccharomyces cerevisiae). рН реакционе смеше је подешена на 7 додавањем 50 mM NaH2PO4 и 0.40 mM EDTA. Потом се помеша 3 ml реакционог коктела и 0.3 ml плазме и дода 50 ml 0.042% H2O2 како би се започело са ензимском реакцијом. Снижење абсорбанце (λ = 340 nm) у интервалима од 5 секунди се бележи током 4-5 минута. Активност GPx се изражава као ΔA/min/ml плазме (151). 
	Све биохемијске анализе су спроведене у лабораторији за кардиоваскуларну физиологију Института за медицинску физиологију `Рихард Буриан` Медицинског Факултета у Београду. Мерење је вршено на спектрофотометру Analytic Jena Specord S 600.
Прорачун укупног узорка је заснован на резултатима претходно публикованe студије da Cunha-е и сарадника (152) у којој је праћен утицај акутне хиперхомоцистеинемије на параметре коагулационог система и маркере оксидационог стреса пацова. За прорачун је коришћен т-тест за везани узорак, двоструко, уз претпоставку алфа грешке од 0.05 и снаге студије 0.8 (бета грешка 0.2) и уз коришћење одговарајућег рачунарског програма (153).
	Узимањем у обзир резултата ове студије, укупан број експерименталних животиња је прорачунат на 110 (по 10 у свакој групи). Имајући у виду могућност искључења неких експерименталних животиња из завршне анализе (комплијанса – некомплетни подаци), укупни студијски узорак је утврђен на најмање 140 експерименталних животиња (по 10 у свакој групи).

3.4. Статистичка обрада података

Статистичка обрада података је извршена у статистичком пакету SPSS 18.0 for Windows. За опис параметара од значаја, у зависности од њихове природе, коришћени су: фреквенција, проценти, узорачка средња вредност, узорачка медијана, узорачка стандардна девијација, ранг и 95% интервали поверења. За испитивање нормалности расподеле коришћени су тестови Kolmogorov Smirnov и Shapiro Wilk, и графици: хистограм и normal QQ plot. За тестирање разлика између параметара, у зависности од њихове природе, коришћени су Студентов т-тест, Mann-Whitney тест, Фишеров тест апсолутне вероватноће, једнофакторска или двофакторска анализа варијансе. 
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4.1. АКУТНА СЕРИЈА ЕКСПЕРИМЕНАТА

4.1.1. Aкутни ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда срца пацова и параметре оксидационог стреса у плазми

Табела 1. Регистроване вредности ацетилхолинестеразе (AChE) у ткиву миокарда пацова и параметара оксидационог стреса у плазми након акутне апликације DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона (Х±SD; Х – средња вредност, SD – стандардна девијација)

	X±SD
	AChE
(ΔA/min/mg ткива)
	MDA
(nmol/ml плазме)
	CAT
(U)
	CAT
(U/ml плазме)
	GPx
(U/ml плазме)
	SOD
(U/ml плазме)

	Контрола
	0.039±0.003
	15.37±1.41
	0.82±0.10
	16.40±2.11
	1.09±0.14
	25.31±0.96

	Hcy
	0.023±0.002
	6.09±0.85
	1.32±0.21
	26.49±4.22
	1.76±0.28
	30.41±0.71

	DL-Hcy TLHC
	0.021±0.002
	8.86±1.84
	2.57±0.33
	51.51±6.79
	3.26±0.31
	21.35±1.98






Табела 2. Резултати статистичке значајности приликом поређења између група (*p<0,05; **p<0,01)

	Независни Т-тест
	AChE
	MDA
	CAT
	CAT
у плазми
	GPx
	SOD

	Контрола / Hcy
	**
	**
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05
	**

	Контрола / DL-Hcy TLHC
	**
	*
	**
	**
	**
	p>0,05

	Hcy / DL-Hcy TLHC
	p>0,05
	p>0,05
	*
	*
	**
	**





Графикон 1. Ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на активност ацетилхолинестеразе (АChЕ) у ткиву миокарда пацова 
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Након апликације DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона дошло je до статистички значајног снижења активности АChЕ у ткиву срца третираних пацова у односу на контролну групу.


Графикон 2. Ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на вредности малонилдиалдехида (МDА) као реагујуће супстанце тиобарбитурне киселине (TBARS) у плазми пацова
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Након апликације DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона дошло je до статистички значајног снижења вредности МDА у плазми третираних пацова у односу на контролну групу. 



Графикон 3. Ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на вредности каталазе у урину (CAT/U) пацова
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	Активност каталазе у урину (CAT/U) статистички значајно је повећана у групи пацова третираних DL-хомоцистеин тиолактоном у односу на контролну групу, као и у односу на групу пацова третираних DL-хомоцистеином.



Графикон 4. Ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на вредности каталазе у плазми (CAT/плазми) пацова
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Активност каталазе у плазми (CAT/плазма) статистички значајно је повећана у групи пацова третираних DL-хомоцистеин тиолактоном у односу на контролну групу, као и у односу на групу пацова третираних DL-хомоцистеином.




Графикон 5. Ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на вредности глутатион пероксидазе (GPх) у плазми пацова



[image: ]

Активност глутатион пероксидазе (GPх) у плазми статистички значајно је повећана у групи пацова третираних DL-хомоцистеин тиолактоном у односу на контролну групу, као и у односу на групу пацова третираних DL-хомоцистеином.




Графикон 6. Ефекти DL-хомоцистеина и DL-хомоцистеин тиолактона на вредности супероксид дисмутазе (SOD) у плазми пацова
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Активност SOD у плазми статистички значајно је повећана у групи пацова третираних DL-хомоцистеином у односу на друге две групе пацова (контролну и групу пацова третираних DL-хомоцистеин тиолактоном).


4.1.2. Aкутни ефекти инхибитора синтезе гасотрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG) на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда срца пацова и параметре оксидационог стреса у плазми

Табела 3. Регистроване вредности ацетилхолинестеразе (AChE) у ткиву миокарда пацова и параметара оксидационог стреса у плазми након акутне апликације инхибитора синтезе гасотрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG) (Х±SD; Х – средња вредност, SD – стандардна девијација)

	X±SD
	AChE
(ΔA/min/mg ткива)
	MDA
(nmol/ml плазме)
	CAT
(U)
	CAT
(U/ml плазме)
	GPx
(U/ml плазме)
	SOD
(U/ml плазме)

	Контрола
	0.039±0.003
	15.37±1.41
	0.82±0.10
	16.40±2.11
	1.09±0.14
	25.31±0.96

	L-NAME
	0.019±0.002
	5.63±0.85
	2.58±0.17
	50.59±3.58
	3.37±0.23
	31.07±0.40

	PPR IX
	0.024±0.002
	17.30±4.74
	3.37±0.10
	67.54±2.08
	4.50±0.13
	26.46±2.65

	DL-PAG
	0.032±0.002
	5.28±1.37
	5.93±0.60
	118.69±12.13
	7.91±0.80
	30.25±0.54





Табела 4. Резултати статистичке значајности приликом поређења између група (*p<0,05; **p<0,01)

	Независни Т-тест
	AChE
	MDA
	CAT
	CAT
у плазми
	GPX
	SOD

	Контрола / L-NAME
	**
	**
	**
	**
	**
	**

	Контрола / PPR IX
	**
	p>0,05
	**
	**
	**
	p>0,05

	Контрола / DL-PAG
	p>0,05
	**
	**
	**
	**
	**

	L-NAME / PPR IX
	p>0,05
	p>0,05
	**
	**
	**
	p>0,05

	L-NAME / DL-PAG
	**
	p>0,05
	**
	**
	**
	p>0,05

	PPR IX / DL-PAG
	*
	*
	**
	**
	**
	p>0,05







Графикон 7. Ефекти инхибитора синтезе гасотрансмитера на активност ацетилхолинестеразе (АChЕ) у ткиву миокарда пацова
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У ткиву миокарда пацова, након апликације L-NAME и PPR IX дошло је до статистички значајног снижења АChЕ у односу на контролну групу и групу којој је апликован DL-PAG.



Графикон 8. Ефекти инхибитора синтезе гасотрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG) на активност липидне пероксидације (МDА) у плазми пацова
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Након апликације L-NAME и DL-PAG дошло je до статистички значајног снижења МDА у плазми у односу на контролну групу и групу пацова третираних PPR IX. 


Графикон 9. Ефекти инхибитора синтезе гасотрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG) на активност каталазе у урину (CAT/U) пацова
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	Након апликације свих испитиваних инхибитора синтезе гасотрансмитера дошло је до статистички значајног повећања активности каталазе у урину у односу на контролну групу пацова. Такође, забележене су и статистички значајне разлике у вредностима овог параметра између испитиваних група при чему су највише вредности биле након апликације DL-PAG, а најниже након апликације L-NAME.



Графикон 10. Ефекти инхибитора синтезе гасотрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG) на активност каталазе у плазми (CAT/плазми) пацова
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Након апликације свих испитиваних инхибитора синтезе гасотрансмитера дошло је до статистички значајног повећања активности каталазе у плазми у односу на контролну групу пацова. Такође, забележене су и статистички значајне разлике у вредностима овог параметра између испитиваних група, при чему су највише вредности биле након апликације DL-PAG, а најниже након апликације L-NAME.



Графикон 11. Ефекти инхибитора синтезе гасотрансмитера на вредности глутатион пероксидазе (GPх) у плазми пацова
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Сви испитивани инхибитори синтезе гастротрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG) довели су до статистички значајног повећања глутатион пероксидазе у односу на контролну групу пацова. Такође, статистички значајне разлике забележене су и приликом поређења испитиваних група, при чему су највише вредности биле након апликације DL-PAG, а најниже након апликације L-NAME.



Графикон 12. Ефекти L-NAME, PPR IX и DL-PAG на вредности супероксид дисмутазе (SOD) у плазми пацова
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Након апликације L-NAME и DL-PAG дошло je до статистички значајног повећања вредности SOD у плазми, у односу на контролну групу пацова. 


4.1.3. Aкутни ефекти комбиноване примене DL-хомоцистеина и инхибитора синтезе гасотрансмитера на активност ензима ацетилхлинестеразе у ткиву миокарда срца пацова и параметре оксидационог стреса у плазми

Табела 5. Регистроване вредности ацетилхолинестеразе (АChЕ) у ткиву миокарда и параметара оксидационог стреса у плазми пацова након комбиноване акутне апликације DL-хомоцистеина и инхибитора синтезе гасотрансмитера (Х±SD; Х – средња вредност, SD – стандардна девијација)

	X±SD
	AChE
(ΔA/min/mg ткива)
	MDA
(nmol/ml плазме)
	CAT
(U)
	CAT
(U/ml плазме)
	GPx
(U/ml плазме)
	SOD
(U/ml плазме)

	Контрола
	0.039±0.003
	15.37±1.41
	0.82±0.10
	16.40±2.11
	1.09±0.14
	25.31±0.96

	Hcy
	0.023±0.002
	6.09±0.85
	1.32±0.21
	26.49±4.22
	1.76±0.28
	30.41±0.71

	Hcy+DL-PAG
	0.041±0.004
	9.90±0.94
	5.47±1.12
	109.58±22.43
	6.37±0.72
	32.66±1.20

	Hcy+L-NAME
	0.042±0.003
	4.10±0.74
	6.39±0.95
	127.87±19.17
	7.60±0.77
	32.98±0.94

	Hcy+PPR IX
	0.051±0.001
	4.28±0.59
	9.05±0.83
	181.19±16.64
	12.59±0.69
	33.36±0.43




Табела 6. Резултати статистичке значајности приликом поређења између група (*p<0,05; **p<0,01)

	Независни Т-тест
	AChE
	MDA
	CAT
	CAT
у плазми
	GPX
	SOD

	Контрола / Hcy+DL-PAG
	p>0,05
	*
	**
	**
	**
	**

	Контрола / Hcy+L-NAME
	p>0,05
	**
	**
	**
	**
	**

	Контрола / Hcy+PPR IX
	**
	**
	**
	**
	**
	**

	Hcy / Hcy+DL-PAG
	**
	*
	**
	**
	**
	p>0,05

	Hcy / Hcy+L-NAME
	**
	p>0,05
	**
	**
	**
	p>0,05

	Hcy / Hcy+PPR IX
	**
	p>0,05
	**
	**
	**
	**

	Hcy+DL-PAG / Hcy+L-NAME
	p>0,05
	**
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05

	Hcy+DL-PAG / Hcy+PPR IX
	p>0,05
	**
	*
	*
	**
	p>0,05

	Hcy+L-NAME / Hcy+PPR IX
	*
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05
	**
	p>0,05




Графикон 13. Ефекти комбиноване примене Hcy и DL PAG, Hcy и L-NAME, Hcy и PPR IX на активност ацетилхолинестеразе (АChЕ) у ткиву миокарда срца пацова 
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Након комбиноване примене DL-хомоцистеина и инхибитора синтезе гасотрансмитера дошло је до статистички значајног повећања активности АChЕ у односу на групу пацова којој је апликован само DL-хомоцистеин. Такође, вредности АChЕ биле су значајно повишене у групи пацова којој је апликована комбинација Hcy+PPR IX у односу на контролну групу, али и у односу на групу којој је апликована комбинација Hcy+L-NAME.




Графикон 14. Ефекти комбиноване примене Hcy и DL PAG, Hcy и L-NAME, Hcy и PPR IX на активност липидне пероксидације (МDА/плазма ) у плазми пацова
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Након комбиноване апликације DL-хомоцистеина и инхибитора синтезе гасотрансмитера, у свим испитиваним групама је дошло до статистички значајног снижења вредности липидне пероксидације у плазми пацова у односу на контролну групу. Свакако, треба напоменути и да су значајно више вредности овог параметра забележене у групи пацова којој је апликована комбинација Hcy+DL PAG у односу на преостале испитиване комбинације (Hcy + L-NAME и Hcy +PPR IX), као и у односу на групу пацова третираних само DL-хомоцистеином.





Графикон 15. Ефекти комбиноване примене Hcy и DL PAG, Hcy и L-NAME, Hcy и PPR IX на активност каталазе у урину (CAT/U) пацова
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Вредности каталезе у урину пацова биле су статистички више у групама које су третиране комбинацијом Hcy+DL PAG, Hcy+L-NAME, Hcy+PPR IX у односу на контролну групу пацова, као и у односу на групу којој је апликован само Hcy. Значајно већа активност овог параметра такође је забележена у Hcy+PPR IX групи пацова у односу на Hcy+DL-PAG.






Графикон 16. Ефекти комбиноване примене Hcy и DL PAG, Hcy и L-NAME, Hcy и PPR IX на активност каталазе у плазми (CAT/плазма) пацова
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Комбинованом применом Hcy+DL PAG, Hcy+L-NAME, Hcy+PPR IX дошло је до значајног повећања активности САТ/U у поређењу са контролном и групом пацова којој је примењиван DL-хомоцистеин. Такође, значајно већа активност забележена је у групи Hcy+PPR IX у односу на Hcy+DL PAG групу пацова.




Графикон 17. Ефекти комбиноване примене Hcy и DL PAG, Hcy и L-NAME, Hcy и PPR IX на активност глутатион пероксидазе у плазми (GPx/плазми) пацова
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Активност глутатион пероксидазе у плазми пацова била је статистички већа у групама третираних Hcy+DL PAG, Hcy+L-NAME, Hcy+PPR IX у односу на контролну групу пацова, као и у односу на групу којој је апликован само Hcy. Значајно већа активност овог параметра такође је забележена у Hcy+PPR IX групи пацова у односу на Hcy+DL-PAG.




Графикон 18. Ефекти комбиноване примене Hcy и DL PAG, Hcy и L-NAME, Hcy и PPR IX на активност супероксид дисмутазе у плазми (SOD/плазма) пацова
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Комбинованом применом Hсy+DL PAG, Hcy+L-NAME, Hcy+PPR IX дошло је до значајног повећања супероксид дисмутазе у односу на контролну групу пацова. Значајно више вредности овог антиоксидационог ензима забележене комбинованом применом Hcy и PPR IX у односу на групу пацова којој је примењиван само Hcy.









4.2. СУБХРОНИЧНА СЕРИЈА ЕКСПЕРИМЕНАТА

4.2.1. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије на активност ензима ацетилхлинестеразе у ткиву миокарда срца пацова и параметара оксидационог стреса у плазми

Табела 7. Регистроване вредности ацетилхолинестеразе (АChЕ) и параметара оксидационог стреса у плазми пацова након изазивања субхроничне хиперхомоцистеинемије

	X±SD
	AChE
(ΔA/min/mg ткива)
	MDA
(nmol/ml плазме)
	CAT
(U)
	CAT
(U/ml плазме)
	GPx
(U/ml плазме)
	SOD
(U/ml плазме)

	Контрола
	0.057±0.002
	12.56±1.38
	6.61±0.51
	132.22±10.37
	8.81±0.69
	30.09±0.82

	Метионин
	0.046±0.004
	15.03±1.39
	8.17±1.06
	163.53±21.23
	10.90±1.41
	29.92±0.44




	
Табела 8. Резултати статистичке значајности приликом поређења између група (*p<0,05; **p<0,01)

	Независни Т-тест
	AChE
	MDA
	CAT
	CAT
у плазми
	GPX
	SOD

	Контрола / Метионин
	*
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05
	p>0,05













Графикон 19. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије (метионина) на активност ацетилхолинестеразе (АChЕ) у ткиву миокарда пацова
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Субхронична хиперхомоцистеинемија довела је до статистички значајно снижене активности АChЕ у ткиву срца пацова у односу на контролну групу.

Графикон 20. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије (метионина) на активност липидне пероксидације у плазми (МDА/плазма) пацова
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Након изазивања субхроничне хиперхомоцистеинемије код пацова, није дошло до статистички значајних разлика у активности липидне пероксидације у односу на контролну групу пацова. 

Графикон 21. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије (метионина) на активност каталазе у урину (CAT/U) пацова
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Активност каталзе у урину пацова којима је метионином изазвана субхронична хиперхомоцистеинемија статистички се не разликује у односу на контролну групу пацова.

Графикон 22. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије (метионина) на активност каталазе у плазми (CAT/плазма) пацова
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Активност каталзе у плазми код групе пацова са субхроничном хиперхомоцистеинемијом није значајно промењена у односу на контролну групу.

Графикон 23. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије (метионина) на активност глутатион пероксидазе у плазми (GPx/плазми) пацова
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Апликација метионина није довела до статистички значајних промена у вредности глутатион пероксидазе у плазми у односу на контролну групу пацова.

Графикон 24. Ефекти субхроничне хиперхомоцистеинемије (метионина) на активност супероксид дисмутазе у плазми (SOD/плазма) пацова
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	Субхронична хиперхомоцистеинемија није довела до значајних разлика активности SOD у плазми у поређењу са контролном групом.
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5.1. ЕФЕКТИ АКУТНЕ И СУБХРОНИЧНЕ ХИПЕРХОМОЦИСТЕИНЕМИЈЕ НА АКТИВНОСТ ЕНЗИМА АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗЕ У СРЧАНОМ МИШИЋУ ПАЦОВА

	Садашње истраживање је усмерено ка утврђивању ефеката акутне и субхроничне хиперхомоцистеинемије на редокс равнотежу и активност ацетилхолинестеразе миокарда пацова са посебним акцентом на могући значај гасотрансмитера у добијеним ефектима. У складу са тим, задатак ове студије је био да испита утицај акутно и субхронично повишених вредности хомоцистеина на оксидациони статус и активност ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда. Поред тога, желели смо да утврдимо улогу сигналних гасовитих молекула (NO, H2S и CO) у поменутим ефектима хомоцистеина, са циљем разумевања комплексне интеракције ових молекула која се годинама уназад наслућује као неизбежна и значајна у потпуном сагледавању дејства хомоцистеина на различите органске системе сисара.
	Као што је напоменуто један од мајоритетних циљева студије је био утврђивање утицаја акутне и субхроничне хиперхомоцистеинемије на активност ензима ацетилхолинестеразе (АChE) у срчаном мишићу пацова. 	
	Ацетилхолинестераза припада групи серин протеаза и један је од најефикаснијих познатих ензима код сисара, јер се зна да један молекул ацетилхолинестеразе у току једног минута може да хидролизује 6 x 105 молекула ацетилхолина (154). Физиолошка улога овог ензима, остварена у првом реду хидролизом ацетилхолина, је представљена прекидом агонистичког деловања ацетилхолина на мускаринске и никотинске рецепторе. Активни центар ацетилхолинестеразе чине ањонско и естарско место који су дефинисани одређеном аминокиселинском секвенцом, при чему ањонско место учествује у правилној оријентацији супстрата, тј, ацетилхолина. После формирања реверзибилног комплекса, долази до реакције између ацетил групе ацетилхолина и хидроксилне групе серина.
	Ацетилхолинестераза постоји у неколико изоформи (AchET, AchER и AchEH), без обзира што је код сисара продукт само једног гена, захваљујући различитим посттранслационим модификацијама и удруживању са структурним протеинима. Поред каталитичке улоге везане за ацетилхолин, показано је да овај ензим може имати и друге неензимске функције, укључујући трофичке утицаје, ефекте на ћелијску пролиферацију и диференцијацију, као и одговор на различите стимулусе, укључујући стрес. С обзиром да је ацетилхолинестераза одговорна за хидролизу ацетилхолина у холинергичким синапсама, дејство ацетилхолина у синаптичким пукотинама зависи од активности овог ензима (155).  
	За разлику од можданог ткива, присуство и улога ацетилхолинестеразе у срцу сисара је много мање изучавана и позната. Експерименталне хистохемијске и биохемијске студије су утврдиле присуство ацетилхолинестеразе у ткиву срца сисара. Ове студије су откриле да је концентрација  АchE већа у преткоморама у односу на коморе што може бити важно у вагусној контроли спроводног система срца (156). Са друге стране присуство ацетилхолинестеразе у вентрикулумима потврђује негативан инотропни ефекат холинергичког нервног система. Концентрација овог ензима у ткиву срца сисара је нарочито велика у региону СА чвора десне преткоморе и базе десне коморе. Осим тога, заступљеност АchE у десној преткомори је много већа него у левој.  Оваква локализација ацетилхолинестеразе је у корелацији са негативним хронотропним и дромотропним утицајем вагуса. 
	Већина сазнања о утицају хиперхомоцистеинемије на активност холинестераза је добијена на основу малобројних in vitro студијама које су проучавале ову проблематику у ткиву мозга. У in vitro условима је показано да хиперхомоцистеинемија изазива смањену активност ацетилхолинестеразе (157). Сугерисано је да је добијена инхибиција ацетилхолинестеразе посредована оксидационим стресом (158). 
	Друго истраживање је показало да метионин нема ефекта, док хомоцистеин инхибира активност бутирлихолинестеразе (159). Остварена инхибиција је била по типу компетитивне инхибиције. Ин виво и ин витро студијом, Scherer и сарадници су указали да акутна хиперхомоцистеинемија инхибира активност холинестераза у серуму људи и пацова (160). Резултати домаћих аутора су сугерисали да акутна апликација хомоцистеин тиолактона у дози од 5,5 mmol/kg изазива значајно смањење активности ацетилхолинестеразе у хомогенату ткива срца, без статистички значајних ефеката на активност овог ензима у крви пацова (161). Тиме је назначена улога метаболита хомоцистеина, хомоцистеин тиолактона, као медијатора ових ефеката. 
	Резултати садашње студије су у сагласности са литературним подацима и показују да и акутна и субхронична хиперхомоцистеинемија изазива снижење активности ацетилхолинестеразе у срцу пацова. Такође, уочљиво је да као и у претходним анализама, не постоји разлика у добијеним ефектима између форми хомоцистеина у случају акутно повишених вредности хомоцистеина. Ови налази сугеришу да хомоцистеин путем дејства на АchE може да мења холинергичку контролу срчане функције односно да инхибицијом разградње ацетилхолина стимулише снажнији и дуготрајнији негативни холинергички ефекат на срце (негативни хронотропни, дромотропни и инотпрони). На овај начин се може дати допринос у објашњењу штетних функционалних дејстава које хомоцистеин испољава на миокард (161). У том смислу, сазнања ове студије могу да буду од интереса за будућа базична истраживања из ове области, али и изванредна основа за велике клиничке студије које су неопходне како би садашња тема добила примењену димензију.


5.2. ЕФЕКТИ АКУТНЕ И СУБХРОНИЧНЕ ХИПЕРХОМОЦИСТЕИНЕМИЈЕ НА ОКСИДАЦИОНИ СТАТУС ПАЦОВА

	Један од главних циљева студије је био да испита оксидациони статус  пацова у условима акутне и субхроничне хиперхомоцистеинемије. Као што је већ поменуто подаци о утицају повишених вредности хомоцистеина на развој системског оксидациони стреса како у анималним тако и хуманим моделима су неусаглашени. Ипак, већина истраживача се слаже да хомоцистеин узрокује оксидативни стрес преко више механизама: 
1. повећаном продукцијом слободних реактивних радикала, 
2. атенуацијом антикосидативних система, 
3. директним цитотоксичним деловањем на ендотел и проинфламаторним деловањем. 
	У стању хиперхомоцистеинемије слободне реактивне врсте настају услед аутооксидације хомоцистеина, продукције Н2О2 у катаболизму хомоцистеина (162). Хомоцистеин COOHCH(CH2СН2СН)NH2 као слободна аминокиселина може бити у редукованом (као тиол SH) или оксидованом облику (као симетрични дисулфид хомоцистин RSSR). У плазми доминира тиолни, тј. редуковани облик хомоцистеина који лако подлеже оксидацији, при чему два редукована молекула дају дисулфид, два водоникова јона (H+) и два електорона (2е–) (162): 2RSH = RSSR + 2H+ + 2е–
	У присуству јона метала и кисеоника може доћи до аутооксидације хомоцистеина при чему настају супероксидни и хидроксилни ањони, водоник-пероксид и тиолни слободни радикали као нпр. хомоцистеин тионолактон (циклизовани облик хомоцистеина). Тиоли у присуству јона гвожђа иницирају липидну пероксидацију, продукцију хидроксилног радикала и оксидативно модификованих протеина. Хидроксил радикали (ОH−, ОH•) и супероксидни анјон (О2•−), под дејством суперосид дисмутазе или спонтано, конвертују се у H2О2 (163). Ефекти наведеног процеса су фаворизовани ихибишућим деловањем хомоцистеина на експресију глутатион пероксидазе (GРx-1) антиоксидативног ензима који редукује водоник-пероксид до воде. Регулација оксидације сумпорних аминокиселина важна је за заштиту интегритета ћелије. Наведени радикали могу редуковати Cu2+ церулоплазмина у Cu+, што доводи до оксидације LDL јер изостаје протективни ефекат Cu2+. Хиперхомоцистинемија (> 100 μmol/l) стимулише оксидацију LDL-а преко оксидације Cu2+ церулоплазмина (163).
	Резултати наше студије показују да су акутно повишене вредности обе форме хомоцистеина (основног и тиолактон облика) повезане са нижим степеном липидне пероксидације мембране. Са друге стране, субхронична хиперхомоцистеинемија узрокована метионином је изазвала (иако несигинификантан) повећан степен липидног оштећења.
	Липидна пероксидација настаје реакцијом слободних радикала и полинезасићених масних киселина при чему настаје липопероксил слободни радикал који напада суседну слободну масну киселину и тиме започне ланчану реакцију на нивоу целе ћелијске мембране (163). Липидну пероксидацију најчешће узрокује хидроксил радикал (ОН•), иако и други радикали могу да покрену процес пероксидације. Овакво оштећење ћелијске мембране се одвија кроз три нивоа: иницијација, пропагација и терминација. Реакција молекуларног кисеоника са полинезасићеним масним киселинама (ПУФА) је спински немогућа. Због тога пероксидација започиње механизмом који укључује слободне радикале чиме се премошћује спинска препрека између кисеоника и ПУФА-е. Пероксидација липидног двослоја започиње дејством реактивних кисеоничних радикала на ПУФА путем издвајања атома Н+ из метиленске групе. Најчешћи слободни радикали који моду да оксидују ПУФА мембране поред OH• су HO2•, RO• и RO2• (163).
	У аеробним условима коњуговани диени могу да се спооје са О2, и формирају пероксилне радикале LОО• који даље елиминишу Н• из других ПУФА, при чему долази до настанка липидних хидропероксида (укључујући цикличке пероксиде) - фаза пропагације. 	Супероксид анјон радикал (О2•−) је негативног набоја и нема способност уласка у унутрашњост ћелијске мембране (изузетак је улазак анјонским каналима, али на свом путу не реагује са ПУФА), што објашњава његово неучествовање у липидној пероксидацији. Интензивна липидна пероксидација мембрана доводи до губитка њене флуидности, снижавања вредности мембранског потенцијала, повећања пермеабилности за Н+ и друге јоне, и у крајњем дезинтеграције ћелије (163).
	Липидни пероксиди стварају многобројне разградне продукте – од алдехида, кетона, угљенводоника (етана, етена, пентана), епоксида, до активних радикала. Малондиалдехид (MDA) који је одређиван у овој студији се сматра поузданим показатаљем пероксидације. MDA постоји у различитим облицима и у физиолошким условима се налази у облику енолатног јона који реагује са протеинима, показујући изразити афинитет према лизинском аминокиселинском остатку. Гуанин у молекулу DNK такође може бити циљно место напада малондиалдехида што изазива мутагене промене. У организму MDA се метаболише до малонатне киселине која је компетитивни инхибитор митохондријске сукцинат дехидрогеназе (163). 
	Из претходног излагања и на основу резултата наше студије се уочава следеће:
1. дуже трајање хиперхомоцистеинемије је повезано са већим степеном липидног оштећења; 2. могуће је да због акутног карактера повећања хомоцистеина није било времена за пораст концентрације оних слободних радикала који би се укључили у интеракцију са ПУФА и изазвали њихову пероксидацију. Поред тога, мањи степен липидног оштећења у условима акутне хиперхомоцистеинемије указује и да је активност антиоксидационих ензима заштите јача на почетку односно да се током дуже експозиције повишеним вредностима хомоцистеина она исцрпљује (што је и показала већина ензима у нашем истраживању у оба случаја).
	Недавни резултати наше истраживачке групе су показали да хронична хиперхомоцистеинемија поготово тешког степена ( > 60 μmol/L) узрокује значајно повећање липидне пероксидације код пацова третираних метионинском дијетом (са или без витамина Б комплекса) током 4 недеље  (164). Међутим, приликом нашег претходног истраживања у коме су различите форме хоммоцистеина акутно апликоване у сам срчани мишић забележили смо да и основни и тиолактон облик хомоцистеина нису изазвале липидну пероксидацију мембрана кардиомиоцита (165). 
	Резултати других аутора су такође слични. У једној од претходно публикованих студија пацови су третирани хомоцистеином током тридесет дана у дози од 1 mg/kg. Запажено је да хронична хиперхомоцистеинемија индукује значајно повећање системске липидне пероксидације (166) што је у складу са горе наведеним закључцима.
	Други сегмент праћења оксидационог статуса пацова у садашњем истраживању се огледао у одређивању плазма активности антиоксидационих ензима заштите супероксид дизмутазе, каталазе и глутатион пероксидазе (SOD, CAT и GPx). Однос хомоцистеина и ензимских компоненти антиоксидационе заштите је недовољно изучаван док су информације инконзистентне. 
	Преовладава мишљење да хомоцистеин може да утиче на ендогени антиоксидациони ензимски систем заштите путем два механизма који се често преклапају: 1. директна инхибиција синтезе и активности већине интраћелијских антиоксидационих ензима; 2. повећаном продукцијом слободних реактивних радикала који исрцпљују антиоксидациону активност. 
	Директно негативно дејство хомоцистеина на продукцију и активност антиоксидационих ензима се најлакше испољава (и најбоље је проучена) на примеру глутатионског циклуса односно глутатион пероксидазе. Хомоцистеин улази у интеракцију са глутатионом током свог метаболизма тј. транссулфурацијског пута. Поремећаји одвијања овог пута изазивају смањену продукцију глутатиона из цистеина. Поред тога, експериментални подаци су указали да хомоцистеин може да супримира експресију глутатион пероксидазе (GPx-1) директним дејством на процес транслације (167).
	Исцрпљивање антиоксидационих механизама заштите може настати у случају прекомерног генерисања слободних радикала под утицајем хомоцистеина. Биохемијска основа повећане продукције про-оксиданаса током хиперхомоцистеинемије се налази у објашњењу да хомоцистеин подлеже аутоксидацији. Токсичност хомоцистеина је последица ковалетног везивања хомоцистеина за протеине које је праћено модификацијом њихове функције. Тај процес се зове хомоцистеинилација и представља посттранслациону модификацију протеина. Степен протеинске хомоцистеинилације је пропорционалан повећаном нивоу хомоцистеина у плазми. S-хомоцистеинилација је процес везивања хомоцистеина помоћу слободне тиол групе за другу слободну тиол групу која је заправо Cys остатак у протеинском молекулу при чему се формира дисулфидна веза, што значајно утиче на тиол-зависни редокс статус протеина. аутооксидацијом хомоцистеина настају кисеонична једињења: супероксид анјон радикал (О2–), хидроксилни радикал (ОH.) и водоник пероксид (H2O2). Настали супероксид и тиол радикал су интермедијери у овој оксидоредукцији, са крајњим производом, водоник-пероксидом (167, 168).
	Осим тога, сматра се да хомоцистеин индукује повећано стварање бројних оксидаза (нарочито NADPH оксидаза) у коронарном ендотелу, које су богат васкуларни извор О2–. Ова ROS, као изузетно токсична и реактивна, лако ступа у интеракцију са NО, што узрокује стварање још токсичнијег ОNОО- (који са своје стране оштећује ендотел) и тако смањује биорасположивост NО (167, 168).
	Главне компоненте ензимског антиоксидационог система заштите чине каталаза (CAT), супероксид дизмутаза (SOD) и глутатион пероксидаза (GPx). Супероксид дисмутазa представља главну линију одбране од токсичности коју ствара кисеоник у живим ћелијама. SOD је металопротеин који катализује конверзију супероксид ањон радикала у молекулски кисеоник и водоник-пероксид. Постоје четири врсте ovog eнзима у зависности од метала који се налази у центру: 1. SOD која садржи гвожђе - FeSOD, 2. SOD која садржи манган - MnSOD, 3. SOD која садржи бакар и цинк - CuZnSOD и екстрацелуларна EC SOD. У ћелијама су заступљене CuZnSOD (у цитоплазми) и MnSOD (у митохондријама). У еритроцитима је присутна CuZnSOD која има функцију да уклони супероксид настао аутооксидацијом оксихемоголобина. У ендотелу, овај ензим игра веома важну улогу у заштити NО од деструкције од стране супероксида, чиме спречава и настанак ОNОО- (169).
	Каталаза катализује редукцију водоник пероксида у воду и молекулски кисеоник. Каталаза може да оксидује H-донора уз утрошак једног молекула водоник пероксида. Да ли ће каталаза катализовати брзу (каталазну) или спору (пероксидазну) реакцију, зависи од брзине настајање водоник пероксида као и од концентрације донора водоника (170, 171). 
	САТ је кључни ензим у еритроцитима одговоран за уклањање како егзогеног Н2О2 (нпр. пореклом из дисфукционалног ендотела, ћелија укључених у инфламацију), тако и ендогеног Н2О2 (произведеног кроз аутооксидацију оксихемоглобина). Околно ткиво може остварити ефекат на каталазну активност у еритроцитима кроз појачану емисију NО, који је инхибитор овог ензима (170, 171).
	Глутатион редокс циклус представља главни пут редукције органских хидропероксида у коме централно место заузима ензим глутатион пероксидаза. Овај ензим је присутан је у свим ћелијама сисара. Постоји неколико облика овог ензима: 1. селен-зависна глутатион пероксидаза (SеGSH-Px), која редукује Н2О2 до воде и органских хидропероксида уз присуство GSH као другог супстрата; 2. селен-независна форма која користи само органске хидропероксиде као супстрат и припада фамилији ензима глутатион-С-трансфераза (GST), која катализује реакцију коњугације GSH са разним органским једињењима, као и ензим фосфолипидхидроксипероксид глутатион пероксидаза (PH GSH-Px), која реагује само са фосфолипидним хидропероксидима (172, 173).
	У еритроцитима GSH-Px има специфичну улогу да заштити ћелиску мембрану пре свега, али и хемоглобин од оксидативних оштећења. Она уклања Н2О2 који улази кроз мембрану (егзогени), као и Н2О2 који настаје кроз аутооксидацију хемоглобина везаног за мембрану. Такође, за заштиту мембране је есенцијална способност GSH-Px да уклања липидне хидропероксиде, чиме се зауставља ланчана реакција липидне пероксидације (172, 173).
	У нашој студији смо уочили да акутно примењени основни облик хомоцистеина изазива несигнификатно повећање активности САТ и GPx, док тиолактон евидентно и снажно стимулише појачану мобилност оба поменута ензима. Поред тога, ови налази потврђују претходно наведене литературне информације о повезаности хомоцистеина и ензима глутатионског циклуса односно ензима који имају заједнички субстрат као и GPx – САТ. Са друге стране, субхронична хиперхомоцистеинемија је изазвала такође промене у  активности свих испитиваних ензима антиоксидационе заштите али без статистичке потврде. Очигледно да је као и у случају липидне пероксидације дужина експозиције повишеним вредностима хомоцистеина била одлучујућа у разлици међу добијеним резултатима. Ови резултати могу бити последица постигнуте антиоксидационе компензације тј. засићења или исцрпљења њене активности у односу на акутну хиперхомоцистенемију.
	Налази наше претходне студије у којој је пацовима индукована умерена и тешка хронична хиперхомоцистеинемија четворонедељном метионинском дијетом (са или без присуства витамина Б комплекса) сугеришу да високе вредности хомоцистеина у дужем временском периоду узрокују снижење активности антиоксидационих ензима (SOD, CAT, GSH) (174). 
	Сазнања других студија корелирају са претпостављеном динамиком дејства хомоцистеинау односу на дужину експозиције његовим повишеним вредностима. Тако су Akgullu и сарадници између осталог испитивали утицај хроничне хиперхомоцистеинемије након четворонедељног третмана метионином на активност SOD и CAT у срчаном мишићу пацова. Запажено је да хронично повишена концентрација овог тиола индукује значајно снижење активности поменутих ензима у срцу пацова (175). На овај начин су још једном потврђени литературни подаци који су доказали да хомоцистеин (у високој концентрацији и током пролонгираног дејства) може да инхибира синтезу и активност антиоксидационих ензима. 
	У том смислу, може се запазити да се акутни одговор антиоксидационог ензимског система заштите на хиперхомоцистенемију огледа у порасту активности већине антиоксидационих ензима, док током дужег временског интервала повишени хомоцистеин остварује негативни ефекат на генезу и активност поменутих ензима.
5.3. АКУТНИ ЕФЕКТИ ИНХИБИТОРА СИНТЕЗЕ ГАСОТРАНСМИТЕРА (L-NAME, PPR IX И DL-PAG) НА АКТИВНОСТ ЕНЗИМА АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗЕ У ТКИВУ МИОКАРДА СРЦА ПАЦОВА 

	Циљ овог дела студије је био да истражимо интеракцију гасовитих сигналних молекула (NO, CO и H2S) и ацетилхолинестеразе односно да утврдимо потенцијални утицај ових сигналних гасова на активност AChE у срцу пацова. У том смислу, спроведена је акутна интраперитонеална апликација инхибитора сваког од гасотрансмитера (L-NAME, PPR IX и DL-PAG)  како би смо испитали ефекте њихове ендогене производње тј. активност ацетилхолинестеразе у условима одсутства ових молекула.
	Узајамно дејство гасотрансмитера је недовољно познато и завређује пажњу с обзиром да је током последње две деценије примећен њихов све већи значај у одржавању кардиоваскуларне хомеостазе.
	У васкуларној мрежи СО изазива вазодилатацију (176), активирајући исти систем секундарних гласника (sGC-cGMP), као и NO (176). NO селективно индукује експресију НО 1 гена и последичну продукцију СО у крвним судовима (177). Способност NO да стимулише генерисање СО-а, представља потенцијални алтернативни механизам којим NO активира sGC и изазива релаксацију васкулaрних глатких мишића. СО директно инхибира активност iNOS, чиме ограничава претерану синтезу NO-а, који укључујући се у реакције са слободним радикалима потенцира оксидациона оштећења (177). 
	У in vitro условима је показано да НО инхибира активност NOS и смањују нивое cGMP у присуству NO-а (178). Сматра се да СО смањује активност cGMP везивањем за sGC, чиме доводи до конформационе промене овог ензима и ремети његову спрегу са NO. Што се тиче директне инхибиције активности NOS од стране НО, претпоставља се да је НО способан да се веже за хем групу NOS-а и тако да му редукује активност, а самим тим и продукцију NO-а (179). Ова сазнања сугеришу да СО може се понаша као инхибиторни модулатор NO-cGMP сигналног система. 
	Са друге стране, показано је да NO двојако делује на активност НО, и инхибиторно и стимулаторно (180). Потенцијално објашњење овог наизлгед парадокса може да се пронађе у чињеници да NO као врста слободног радикала, везивањем за цистеинске остатке, индукује НО-1 експресију, док измештањем О2- из хем групе, инактивира НО (178). Поред тога, забележено је да NO донори селективно повећавају експресију тРНК за НО 1 у васкуларним глатким мишићима пацова (177). Механизам којим NO повећава експресију НО-1 још увек није довољно прецизан, али се претпоставља да укључује cGMP сигнални пут (177). 
	Студије на културама ћелија су такође показале да егзогено унети СО блокира повећање cGMP активности који је претходно узроковао NO (178), док инхибитори ендогеног СО супротно томе, повећавају cGMP активност индуковану од стране NO. Поређења ради, Nω-nitro-L-arгinine (L-NАМЕ), неселективни инхибитор NOS, инхибира вазодилатацију изазвану СО нa in vivo анималним моделима. Каснија апликација NО донора, натријум нитропрусида, поново успоставља СО вазодилатацију (181). Ови налази нам указују да NО може бити веома значајан у остваривању васкуларних ефеката СО. 
	NO такође може да ступи у интеракцију и са H2S сигналним системом. Тако на пример, вaзодилататорни ефекти H2S у васкуларним глатким мишићима могу бити делимично зависни од NO. То су доказале студије на аорти анималних модела у којима је апликацијом L-NАМЕ, смањен вазодилататорни потенцијал H2S (182). Интересантно да се до сличних сазнања дошло и скидањем ендотелног слоја са аортних прстена (182). Ова сазнања сугеришу да H2S стимулише производњу NO, што последично утиче на вазорелаксативна својства H2S. Иста истраживања су показала да применом селективног инхибитора sGC, долази до повећања вазодилататорног потенцијала H2S, указујући да H2S не мора обавезно своје ефекте да остварује преко sG (182). 
	У другим испитивањима можемо пронаћи да L-NАМЕ не утиче на васкуларна својства H2S-а, док комбинација H2S и NO донора узрокује значајно већу инхибицију васкуларне констрикције у односу на њихову самосталну примену (183) што показује да одређена синергија ова два система ипак постоји.
	Подаци о улози H2S у васкуларним ефектима NO су такође контрадикторни. Док једне студије показују да H2S повећава вазорелаксацију изазвану NO (184), у друга наводе пак супротне резултате (185). Контрадикторне податке о овој интеркацији је тешко објаснити. Наиме, уколико H2S повећава концентрацију cGMP, онда би то могло да објасни смањење ефеката NO, који делује преко овог сигналног пута. Са друге стране, ако H2S изазива вазодилатацију независно од NO, то би могло да образложи повећање NO зависне вазорелаксације под утицајем H2S. Даља истраживања су свакако потребна ради разјашњења који од ових механизама је доминантан и у којим условима.
	Истраживања са L-цистеином (H2S донором) су показала да H2S инхибира пораст концентрације cGMP индукован од стране NО, док суперокид дизмутаза (SOD) може да редукује овај инхибиторни ефекат L-цистеина (186). То значи да инхибиторни ефекат L-цистеина делом настаје као последица његове аутооксидације SOD-ом, а делом услед директне интеракције SH група са NО.
	Студије на аорти пацова су забележиле да NО, на дозно зависан начин, повећава активност CBS и CSE тиме продукцију H2S (183). Сматра се да механизам којим NО остварује овај ефекат укључује нисходну регулацију cGMP (стимулацијом GMP-зависних киназа) или директном нитролизацијом CBS и CSE. NО такође може да узрокује повећање тРНК за CSE, на начин који још увек није прецизно утврђен, али је могуће да се одвија путем NF-κB сигналног система. Још један од начина којим NО може да повећа продукцију H2S подразумева пораст преузимања L-цистина кога индукује NО у ендотелним ћелијама (187). 
	За сада се најмање зна о међусобном дејству CO и H2S система. У доступним базама података се може пронаћи само неколико студија које проучавају ову проблематику. Већина информација о интеракција ова два система се односи на дешавања у васкуларним глатким мишићима. Студије на васкуларним глатким мишићима су показале да интеракција између CO и H2S заиста постоји. Најпре је уочено да CO може да утиче на H2S/CSE сигнaлани пут. Наиме, примећено је да након примене Zn протопорфирина (ZnPP), специфицног инхибитора HО, концентрација H2S у васкуларном глаткoм мишићу нагло расте (188). Ови налази указују да ендогено продуковани CO може да редукује синтезу H2S под физиолошким условима. Механизам којим CO остварује овај ефекат још увек није познат. Једна од хипотеза је да ендогени CO смањује експресију CSE у васкуларном мишићу и тиме производњу H2S-а (188). На тај начин, изгледа да CO изазива нисходну регулацију H2S.
	Са друге стране, очигледно је да и H2S може да делује на CO сигнални систем. Показано је да апликација пропаргилглицина (PAG), специфичног инхибитора CSE, повећава ослобађање CO-а у васкуларном глатком мишићу (188). Поред тога, егзогени H2S узрокује смањење нивоа карбоксихемоглобина (HbCO) у глаткој мишићној ћелији (188). 	Ови резултати несумњиво указују да H2S редукује продукцију CO у физиолошким условима. На тај начин, идентично претходном односу, H2S доводи до нисходне регулације CO. Механизам путем кога H2S остварује свој ефекат је такође још увек нејасан. Међутим, кaо једно од потенцијалних објашњења се наводи инхибиција експресије HО 1 у васкуларним глатким мишићним ћелијама. На основу овога можемо увидети да оба гасотрансмитера доводе до смањењa у синтези другог и за оба се као могући механизми сугеришу инхибиција ензима који су укључену у њихову продукцију. С обзиром на скромне податке којима располажемо још увек са сигурношћу не можемо донети ни један закључак о међусобним односима ова два сигнална система, за чије разумевање је потребно спровести нова и методолошки комплекснија истраживања.
	Утицај гасних неуротрансмитера на функцију ацетилхолинестеразе је веома мало проучаван док су добијени подаци неусаглашени. Највише сазнања из ове тематике потиче из повезаности AchE и NО сингалног пута. До сада је познато да NО сигнални систем и AchE/Ach систем могу да остваре интеракцију. Тако је доказано да донор азот  моноксид (спермин NONO-ат) изазива инхибицију кортикалне AchE активности (189). Поред тога, у мишићним ткивима апликација NО донорима (S-нитрозо-N-ацетил-DL-пенициламин, SNAP) такође изазива супресију AchE активности (190). 
	Други аутори су указали да активација NMDA рецептора од стране глутамата и глицина путем инфлукса јона калцијума стимулише NОS на нивоу неуромускуларне спојнице. На овај начин продуковани азот моноксид потом може да модулира синаптичку активност AchE у смислу парцијалне инхибиције (191).	
	Интересантан је податак да AchE посредством AC/cAMP/PKC сигнализације може да мења излазак NО из ћелије и самим тим да ремети његове биолошке ефекте у физиолошким и патофизилошким стањима (192).
	Наши резултати показују да је блокада продукције NО и СО гасотрансмитера повезана са снижењем активности ацетилхолинестеразе. Ова сазнања индикују да за разлику од H2S, NО и СО сигнални путеви могу да имају улогу у модулацији активности овог ензима. На основу наших налаза се уочава да је овај ефекат био најизраженији у случају NО сигнализације.








5.4. АКУТНИ ЕФЕКТИ ИНХИБИТОРА СИНТЕЗЕ ГАСОТРАНСМИТЕРА (L-NAME, PPR IX И DL-PAG) НА ПАРАМЕТРЕ ОКСИДАЦИОНОГ СТРЕСА У ПЛАЗМИ ПАЦОВА

	Интеракција гасотрансмитера и слободних радикала може да буде од великог значаја у разумевању молекулских догађаја који учествују у одржавању физиолошких функција срца и крвних судова али и претходе развоју многих патофизиолошких процеса у кардиоваскуларном систему сисара. Управо зато смо желели да испитамо на који начин спречавање синтезе ових сигналних гасова може да модулира ослобађање испитиваних биомаркера оксидационог стреса у плазми пацова.
	Узајамно дејство NО са слободним радикалима је добро познато и неколико пута поменуто у претходном делу текста. Обзиром да се о повезаности остала два гасотрансмитера и слободних радикала мало зна, покушаћемо да мало детаљније анализирамо њихове односе. За разлику од NО-а који се лако везује за слободне радикале и ствара још штетније продукте (ОNОО-), CО може да поседује и цитопротективна својства. У појединим студијама постоји повезаност између повећане продукције CО и смањеног ћелијског оштећења слободним радикалима (193). CО такође може имати улогу у заштити од оксидационих оштећења приликом акутне фазе инфламације (194). 
	Показано је да повећање активности HО 1 може бити повезано са побољшањем антиоксидационе заштите усмерене против ОNОО- (195) и супресије адхезије леукоцита за ендотелне ћелије (196). Антиоксидациона својства HО 1 се пре свега приписују настанку билирубина, који се ствара заједно са CО током процеса разградње хема. Повећана продукција билирубина под утицајем хиперекспресије HО 1 знатно побољшава резистeнтност ћелија на оксидациона оштећења (197). Истраживања in vitro су указала да овај пигмент спречава ћелијска оштећења од стране H2О2 и ОНОО- (198). Обзиром да је оксидациони стрес укључен у патогенезу бројних васкуларних поремeћаја ова својства HО 1 могу бити изузетно корисна у одржавању физиолошке морфологије и функције ендотела.
	Претпоставља се да потенцијални механизам путем кога HО 1 остварује своја антиоксидациона својства подразумева супродстављање повећаној производњи NО и RNS (199). HО детектује повишене концетрације RNS и, на још увек непознат начин, их неутралише. То су потврдиле студије на културама ћелија аорте у којима је примећено да акумулирање NО и RNS узрокује пораст експресије и активности HО 1 (200). 
	Ипак, механизам којим NО утиче на HO 1 систем није још увек у потпуности расветљен. На основу претходних сазнања је предложено да интеракција NО са О2•– као и конверија NО у NО+ или NO– могу бити кључни догађаји у повећању експресије гена за HО 1 (201). 
	Са друге стране, о корелацији H2S и слободних радикала се најмање зна. Иако H2S није слободни радикал, слично као и •NО, у воденом раствору се понаша као редукујући агенс, што значи да би требало да поседује антиоксидациона својства. Међутим, постоје подаци да у присуству H2О2, H2S продукује тиолне слободне радикале SH• и S• (202). Ови подаци указују да се H2S синтетише локално у високим концетрацијама и да испољава цитотоксични ефекат, слично као и NО. Показано је такође да H2S може да утиче на јетрине ензиме укључене у метаболизам ксенобиотика (203), чиме последично утиче и на имунски систем. Ово може бити нарочито изражено у стањима повећане продукције ROS и RNS (204). То даље сугерише да H2S може да делује и као инфламаторни медијатор, иако о томе још нема публикованих резултата. 
	Очигледно да повезаност гасотрансмитерских система и слободних радикала свакако постоји. Евидентне су и разлике у ефектима гасотрансмитера на оксидациони стрес. Док CО систем изгледа да делује антиоксидаионо, остала два система лако ступају у реакције са слободним радикалима и делују супротно.
	Садашњи резултати сугеришу да је акутна блокада ендогене продукције NO и H2S повезана са смањењем липидне пероксидације. Снижено оштећење ћелијске мембране се може објаснити снажним порастом активности испитиваних ензима антиоксидационе заштите који је примећен у условима ове блокаде. На тај начин очигледно је да током супресије синтезе гасотрансмитера настаје повећана ензимска заштита од оксидационог стреса. Будући да се најјачи ефекат постиже инхибицијом синтезе H2S, чини се да сигнални пут овог гасотрансмитера има доминантну улогу у модулацији активности антиоксидационог система заштите. Ови налази показују да приликом одсуства дејства сигналних гасова настаје појачана мобилност ензимских антиоксиданаса. 
	У ранијем истраживању наше истраживачке групе су изолована срца пацова акутно третирана инхибиторима синтезе сва три гасотрансмитера. Забележено је да инхибиција синтезе CО изазвала смањење вредности индекса липидне пероксидације што је у корелацији са садашњим резултатима. За разлику од тога, блокада продукције H2S није изазвала битније промене у вредностима овог параметра (205). 
	Gao-а и сарадници су користећи модел исхемијско-реперфузионог оштећења на срцима пацова са стрептозоцином-изазваним дијабетесом, испитивали утицај егзогеног (NaHS) и ендогеног H2S (DL PAG) на развој оксидационог стреса током исхемије и реперфузије миокарда. Они су показали да H2S донор, NaHS, смањује липидну пероксидацију (206).
	Са друге стране, Xu је са својом истраживачком групом између осталог проучавао утицај хроничне блокаде (L-NAME) или стимулације производње NО-а (L-аргинин) на синтезу SOD-a и САТ у коморном миокарду пацова. У истраживању је закључено да инхибиција продукције азот моноксида може бити повезана са смањеном продукцијом оба ензима, док је примена L-аргинина остала без ефекта (207). Супротно овим сазнањима, Uzun и коаутори су нешто раније показали да примена L-NAME-а изазива велики пораст активности антиоксидационих ензима (SOD, CAT и GSH) (208). Ипак они су применили L-NAME у 50 пута већој дози од оне у претходној студији, а ензими су одређивани у ткиву јетре (208). 
	Недавно истраживање на ткиву миокарда пацова је указало да H2S сингални пут може да буде од значаја у контролисању локалног оксидационог статуса. Тако је донор поменутог гасотрансмитера NaHS након хроничне примене подигао активност SOD, CAT и GSH а снизио концентрацију MDA (209). За разлику од услова примене егзогеног H2S, након хроничне блокаде ендогене продукције овог сигналног молекула (хидроксиламин) добијен је потпуно супротан ефекат у смислу потенцирања оксидационог оштећења срца услед повећаног ослобађања про-оксиданаса и/или пада активности антиоксиданаса (209). 
	Без обзира на разлике у налазима свих наведених студија (које потичу пре свега од другачијег дизајна) јасно је да сигнални гасовити молекули могу да утичу на оксидациону хомеостазу у срцу сисара и да делују на оба фактора овог динамичког еквилибријума: про- и анти-оксидансе.






5.5. AКУТНИ ЕФЕКТИ КОМБИНОВАНЕ ПРИМЕНЕ DL-ХОМОЦИСТЕИНА И ИНХИБИТОРА СИНТЕЗЕ ГАСОТРАНСМИТЕРА НА АКТИВНОСТ ЕНЗИМА АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗЕ У ТКИВУ МИОКАРДА СРЦА ПАЦОВА 

	Ради утврђивања улоге гасотрансмитера у ефектима које хомоцистеин остварује на активност ацетилхолинестеразе у срцу пацова, DL-хомоцистеин је акутно апликован са инхибиторима сваког од три испитивана сигнална гасовита молекула (L-NAME, PPR IX и DL-PAG). Утицај интеракције хомоцистеина и NO, СО и H2S, је мало изучаван и тиме познат, поготово на нивоу срчаног мишића. 
	У доступним базама података готово да нема релевантних студија које су проучавале активност AchE приликом комбинације акутну или хроничну хиперхомоцистеинемију са блокадом синтезе неког од гасторансмитера. Ова чињеница свакако потврђује оригиналност садашње студије али и отежава коментарисање резултата у смислу међусобне компарације. Једно од ретких истраживање које је имало сличан дизајн су спровели Kumar и коаутори. Они су показали да хронична хиперхомоцистеинемија изазива снижење активности ацетилхолинестеразе у ткиву мозга пацова (210). 
	Од свих гасотрансмитера азот моноксид најлакше реагује са хомоцистеином и то у условима повишене концентрације овог тиола. Доказано је да хиперхомоцистеинемија негативно делује на азот моноксид синтазу (NOS) и тиме умањује производњу NO-а. Редукцијом биорасположивости азот моноксида стимулишу се процеси који за последицу имају развој ендотелне дисфункције (210). Поред овог дејства хомоцистеин може директно да снизи концентрацију азот моноксида путем реакције тиолних група са овим гасом (210). 
	У садашњој студији смо забележили да је приликом блокаде синтезе сва три гасотрансмитера хомоцистеин значајно повећао активност ацетилхолинестеразе у односу на услове када је био апликован per se. Најевидентији пораст активности овог ензима је уочен у случају одсуства дејства СО. Ови резултати сугеришу да сигнални гасови могу да мењају ефекте хомоцистеина на холинергичку контролу унутар срца. Поред тога, изгледа да угљен моноксид може да буде најважнији гасотрансмитер који има улогу у модулацији дејстава хомоцистеина на срчану активност AchE.


 
	Као што је већ напоменуто, осим азот моноксида, водоник сулфид предтавља други гасотрансмитер са којим хомоцистеин може бити повезан и то управо током свог метаболизма када транссулфурацијским путем из цистеина настаје водоник сулфид. Због тога је у овом истраживању коришћен PPR IX као инхибитор ензима цистатион гама лиазе (cystathionine γ-lyase (GCL) који заједно са цистатион бета синтазом и 3-меркаптопируват сулфтрансферазом у транссулфурацијском путу продукују Н2S. 
	У литератури се наилази на истраживање у коме је испитивана улога егзогеног водоник сулфида (NaHS) у ефектима хомоцистеина на ацетилхолинестеразну активност у можданом ткиву миша (211). Хомоцистеин и донор водоник сулфида су апликовани у дози од 0.5μm/μl и 30μM/kg/дан током седам дана. Аутори су показали да је овако изазвана хиперхомоцистеинемија узроковала повећану мождану активност AchE, док примена Н2S није успела да промени овај ефекат хомоцистеина односно да утиче на остварено дејство овог тиола.
	Сумарно посматрано, налази садашње студије указују да редукција срчане AchE активности под утицајем хомоцистеина прелази у значајн пораст приликом заједничке апликације са инхибиторима Н2S али и осталих испитиваних гасотрансмитера. Ова сазнања индикују да потенцирање холинергичких дејстава хомоцистеина у срцу не само да престаје у условима одсуства деловања гасотрансмитера, већ постаје неутралисано односно смањено захваљујући појачаној разградњи ацетилхолина.
	На овај начин је још једном потврђена улога гасотрансмитера у ефектима хомоцистеина на срце. На основу наших сазнања можемо да претпоставимо да ендогено продуковани сигнални гаосовити молекули не представљају заштитни фактор у негативним дејствима које повишени хомоцистеин остварује на срце пацова. 









5.6. AКУТНИ ЕФЕКТИ КОМБИНОВАНЕ ПРИМЕНЕ DL-ХОМОЦИСТЕИНА И ИНХИБИТОРА СИНТЕЗЕ ГАСОТРАНСМИТЕРА НА ПАРАМЕТРЕ ОКСИДАЦИОНОГ СТРЕСА У ПЛАЗМИ ПАЦОВА 

	Последњи задатак овог истраживања је био утврђивање улоге гасотрансмитера у дејствима акутно повишеног хомоцистеина на редокс равнотежу пацова. Као и у претходном случају, од интереса је било испитивање ендогено синтетисаних сигналних молекула због чега су примењени инхибитори њихове продукције (L-NAME, PPR IX и DL-PAG). 
	Интеракција про-оксидационих маркера, сигналних гасовитих молекула и хомоцистеина, у оквиру срчаног ткива је још увек недовољно истражена. Ова међусобна дејства су још увек најбоље проучена на нивоу васкуларног ендотела. Претпоставља се да негативни ефекат на ендотел крвних судова хомоцистеина остварује кроз генерисање супероксид анјон радикала (О2-) и водоник пероксида (H2О2). Након генерисања О2- да реагује са NO и да формира један од најтоксичнијих ROS - пероксинитрит (ОNOO-) (212).  С обзиром да се приликом продукције ОNOO- троши NO, редукује се његова концентрација што у крајњем изазива ендотелну дисфункцију (213). Поред тога, токсични облик хомоцистеина - тиолактон може да блокира активност iNOS у нервном систему (214).
	Повезаност H2S са ROS је позната тек однедавно. Истраживања су показала да овај сигнални гас може да има неуропротеткивна дејства од оксидационог оштећења (215). путем интеракције са различитим RNS и са ОNOO- (216). Такође, недавно је уочено да овај гасотрансмитер штити различита ткива од оксидационих оштећења током исхемијско/реперфузионе повреде (216). Анти-оксидациони ефекат H2S постиже на два начина: 1. блокадом транспорта електрона у респираторном ланцу митохондрија, 2. повећањем активности SOD (216).  
	Мали је број студија које су успеле да испитају међусобни утицај СО и оксидационог стреса у условима хиперхомоцистеинемије. Показано је да хомоцистеин има способност да изазове повећано стварање ROS у ендоплазматском ретикулуму (ЕР) ендотелних ћелија умбиликалне вене, што у крајњем доводи до апоптозе ових ћелија (217). Егзогена апликација поменутог гасотрансмитера, међутим, спречава експресију тзв. CHOP протеина чиме зауставља развој ендоплазматског оксидационог стреса и цео апоптотички процес (217).
	Познато је да хомоцистеин ван ћелије може да подлегне процесу ауто-оксидације стимулише пордукцију различитих ROS (О2-, H2O2, ОH.) (218), тако да функционише као екстрацелулaрни оксиданс. 	Ипак, постоје докази да овај тиол и у ћелијама такође може да изазове стварање ROS активацијом мембранских NADPH оксидаза. Појачан активност овог ензима што узрокује веће стварање О2-, (219). 
	Са друге стране, ендотелна NOS (еNOS), може да буде значајан генератор продукције ROS. NOS функционише као катализатор транспорта електрона са H-терминалног везујућег места NADPH донора редукујућег домена, на С-терминалну простетичку хем групу оксидујућег домена. Неопходан кофактор за транспорт електрона од стране NOS је тетрахидробиоптерин (BH4). Гвожђе из хем групе и BH4 катализују реакцију кисеоника са L-аргинином, као последица чега настаје NО (220). 
	Један од начина на који настаје О2- је поремећај поменутог транспорта електрона и њихово усмеравање ка директној редукцији молекуларног кисеоника. Дефицијентна количина BH4 и/или L-аргинина могу да буду одговорни за поремећену синтезу NО и појачану производњу О2-. Пероксинитрит може да оксидује BH4, што мења редокс стање eNOS, који почиње са производњом О2-. Када нема довољно L-аргинина, NOSs као субстрат користи молекуларни кисеоник чиме се стимулише производња О2- (220).	Промену активности азот моноксид синтазе и последичну продукцију О2-. може да изазове и хомоцистеин. Оксидација BH4 коју стимулише хомоцистеин узрокује поремећај активности eNOS који са своје стране опет генерише појчану производњу слободних радикала (221). Други механизам путем кога хомоцистеин утиче на eNOS да продукује О2- подразумева оксидацију протеинских транспортера што редукује улазак L-аргинина у ћелије (222). Следећи механизам деловања хомоцистеина на NOS представља инхибицију диметиларгинин диметил-аминохидролазе (DDAH) од стране овог тиола. DDAH блокира разградњу ADMA-у која је ендогени инхибитор NOS. Након тога због повећане концентрације ADMA може да се веже за L-аргинин везујућа места NOSs, чиме се снижава синтеза азот моноксида (223). Иако азот моноксид углавном остварује корисна дејства у кардиоваскуларном систему, приликом повећане концентрације О2-, овај гасотрансмитер заједно са њим ствара поменути ОNОО-, који наставља оксидациона оштећења (223). Интереференцијом са NFκβ сигналним путем хомоцистеин повећава експресију iNOS и тиме синтезу NO у васкуларним глатким мишићимa. Овако настали NO ипак не делује протективно и учествује у процесима који стимулишу генерисање слободних радикала (224). 	
Због својих каркатеристика и могућности интеракције са SH групама хомоцистеина, азот моноксид може да утиче на дејства овог тиола. Повећано ослобађање NO представља заштитни одговор ендотелних ћелија који је усмерен против хомоцистеина. Азот моноксид је у стању да се веже за хомоцистеин и измени његов механизам дејства. Настали C-нитрозо-хомоцистеин поседује снажни релаксантни ефекат на глатке мишиће крвних судова (220). 
	Мали је број истраживања која су се бавила проблематиком улоге NOS у дејствима хомоцистеина на оксидациони статус у кардиоваскуларном систему. У једној од студија је проучаван значај NOS у оксидационим оштећењима ендотелних ћелија које је индуковао хомоцистеин. Забележено је да L-хомоцистеин изазива пораст липидне пероксидације и повећану продукцију О2-, док вредности H2O2 нису биле промењене. Ов ефекти су били неутралисани апликацијом L-NAME-а, што је ауторе навело на претпоставку да NOS може даима улогу у прооксидационим механизмима хомоцистеина (225).
	Резултати садашње студије су показали да инхибиција синтезе NO-а није променила ефекте акутне хиперхомоцистеинмије на липидну пероксидацију срца пацова. У условима одсуства деловања азот моноксида повишени хомоцистеин се повезује са још нижим степеном липидне пероксидације у односу на контролне услове. Осим тога, у случају блокаде функције NO система, акутно повишени хомоцистеин још јаче повећава активност свих антиоксидационих ензима заштите (SOD-а не значајно). Ова сазнања сугеришу да у случају престанка дејства NO акутно повишени хомоцистеин наставља да још интензивније испољава своје ефекте, што сугерише да сигнални пут овог гасотрансмитера може да има улогу у ефектима хомоцистеина на редокс равнотежу срца пацова. 
	Студија Живковића и коаутора сугерише да акутна примена више облика хомоцистеина (DL-Hcy, L-Hcy, DL- Hcy TLHC) са L-NAME-ом узрокује смањену продукцију про-оксиданата у изолованом срцу пацова и тиме липидну пероксидацију (205).
	Као што је претходно поменуто интеракција хомоцистеина и угљен моноксида је најмање позната. Једно од истраживања које се бавило овом тематиком је испитивало дејство угљен моноксида на интраћелијски оксидациони стрес културе ендотелних ћелија који је индуковао хомоцистеин (50 μmol/l) (217). Аутори су закључили да егзогени угљен моноксид услед стимулације активности HО 1 изазива генезу ћелијског СО што је у наставку спречило унутарћелијска оксидациона оштећења изазавана хомоцистеином. На овај начин ћелија не покреће отпочињање програмиране ћелијске смрти чиме се објашњава заштитни утицај СО (217).
	NADPH оксидаза представља ензим ћелијске мембране који дејством многобројних фактора може да произведе велике количине слободних радикала, нарочито О2- (226). Стимулуси за појачану активност NADPH оксидаза могу да буду управо хомоцистеин и угљен моноксид (226, 219). Ово нас наводи на претпоставку да NADPH оксидаза може да буде синергистички активирана уколико постоје повишене концентрације хомоцистеина и СО. Последица овако удружене стимулације NADPH оксидазе је снажна производња ROS. С обзиром на сва сазнања изгледа да HО/СО сигнални систем може да има значај у дејствима хомоцистеина на редокс равнотежу. 
	Налази нашег претходног истраживања су показали да акутна хиперхомоцистеинемија у условима одсуства СО није мењала вредности TBARS-а у изолованом срцу пацова (205). Такође смо уочили да је приликом инхибиције синтезе CО, продукција већине про-оксидационих маркера била снижена, што истиче његова потенцијална про-оксидациона својства.
	Резултати садашње студије су показали да приликом блокаде функције HО 1/СО сигналног система, акутна хиперхомоцистеинемија још више снижава липидну пероксидацију са једне стране, док са друге стране снажније мобилише активност ензима антиоксидационе заштите. На тај начин, изгледа да у одсуству деловања углен моноксида акутно повишени хомоцистеин испољава још јача дејства на редокс равнотежу пацова.
	Као и у претходним случајевима, резултати међусобно корелирају односно смањење липидне пероксидације се може објаснити повећаном активношћу антиоксидационог система заштите и обрнуто.
	На крају како је метаболичка повезаност водоник сулфида и хомоцистеина већ доказана, очекује се да и овај гас може да модулира дејства хомоцистеина на редокс равнотежу у срцу сисара. Осим тога, забележено је да  ендотелне ћелије могу да продукују CBS и CSE ензиме који синтетишу H2S из хомоцистеина (227). Ова синтеза је нарочито изражена у условима хиперхомоцистеинемије што представља заштитни механизам путем кога се ендотел супротставља оксидационим оштећењима под утицајем повишеног хомоцистеина (227).


	Резултати нашег ранијег истраживања су показали да заједничка админитрација DL Hcy и DL PAG узрокује пораст концентрације TBARS. Такође, H2S не доприноси развоју оксидационог стреса у миокарду и коронарној циркулацији, већ изгледа да поседује одређени антиоксидациони капацитет (205). 
	На основу налаза ове студије се уочава да је за разлику од претходна два случаја, акутно примењени хомоцистеин је у условима блокаде синтезе водоник сулфида изазвао пораст липидне пероксидације у односу на његову самосталну примену која ипак није прешла контролне вредности. У том смислу, излгеда да одсуство дејства H2S може да мења ефекте хомоцистеина на начин супротан од NO и CO. За разлику од овога, утицај акутне хомоцистеинемије на испитиване антиоксидационе ензиме је приликом блокаде CSE/H2S сигналног пута била такође још израженији (у односу на његов ефекат per se) у смислу веће активности ових ензима. 
	Сумарно посматрано ова сазнања сугеришу да сва три сигнална молекула могу да имају улогу у ефектима хомоцистеина на редокс равнотежу пацова. Поред тога, уколико узмемо у обзир величину промене ефекта примећује се да блокада НО 1/СО сигналног пута у нашем експерименталном протоколу може да има најизраженију улогу у оствареним дејствима хомоцистеина.
	
ДИСКУСИЈА




VI
ЗАКЉУЧЦИ    

На основу свега изложеног у овој студији можемо извести следеће закључке:
1. Aкутна и субхронична хиперхомоцистеинемија су биле повезане са снижењем активности ацетилхолинестеразе у срцу пацова. Ови налази сугеришу да хомоцистеин путем дејства на АchE може да мења холинергичку контролу срчане функције односно да инхибицијом разградње ацетилхолина потенцира снажнији и дуготрајнији негативни холинергички ефекат на срце.
2. Акутно повишене вредности обе форме хомоцистеина (основног и тиолактон облика) нису изазвале оштећења ћелијских мембрана већ су повезане са нижим степеном липидне пероксидације. 
3. Субхронична хиперхомоцистеинемија узрокована метионином је изазвала несигинификантно повећан степен липидног оштећења.
4. Акутно примењени основни облик хомоцистеина изазива несигнификатно повећање активности САТ и GPx, док токсични тиолактон облик евидентно и снажно стимулише појачану мобилност оба поменута ензима.
5. Блокада продукције NО и СО гасотрансмитера је била повезана са снижењем активности ацетилхолинестеразе. Ова сазнања индикују NО и СО сигнални путеви могу да имају улогу у модулацији активности овог ензима. На основу наших налаза се уочава да је овај ефекат био најизраженији у случају NО сигнализације.
6. Акутна блокада синтезе NO и H2S је повезана са смањењем липидне пероксидације и повећањем активности испитиваних ензима антиоксидационе заштите. На тај начин очигледно је да током супресије синтезе гасотрансмитера настаје повећана ензимска заштита од оксидационог стреса. Будући да се најјачи ефекат постиже инхибицијом синтезе H2S, чини се да сигнални пут овог гасотрансмитера има доминантну улогу у модулацији активности антиоксидационог система заштите. 
7. Редукција срчане AchE активности под утицајем хомоцистеина прелази у значајн пораст приликом заједничке апликације са инхибиторима производње гасотрансмитера. Ова сазнања индикују да потенцирање холинергичких дејстава хомоцистеина у срцу не само да престаје у условима одсуства деловања гасотрансмитера, већ постаје смањено захваљујући појачаној разградњи ацетилхолина.
8. У условима одсуства деловања азот моноксида повишени хомоцистеин се повезује са још нижим степеном липидне пероксидације у односу на контролне услове. Осим тога, у случају блокаде функције NO система, акутно повишени хомоцистеин још јаче повећава активност свих антиоксидационих ензима заштите (SOD-а не значајно).
9. Приликом блокаде функције HО 1/СО сигналног система, акутна хиперхомоцистеинемија још више снижава липидну пероксидацију са једне стране, док са друге стране снажније мобилише активност ензима антиоксидационе заштите. На тај начин, изгледа да у одсуству деловања углен моноксида акутно повишени хомоцистеин испољава израженија дејства на редокс равнотежу пацова.
10. Акутно примењени хомоцистеин је у условима блокаде синтезе водоник сулфида изазвао пораст липидне пероксидације у односу на његову самосталну примену. У том смислу, изгледа да одсуство дејства H2S може да мења ефекте хомоцистеина на начин супротан од NO и CO. За разлику од овога, утицај акутне хомоцистеинемије на испитиване антиоксидационе ензиме је приликом блокаде CSE/H2S сигналног пута била такође још израженији (у односу на његов ефекат per se) у смислу веће активности ових ензима.
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Увод: С обзиром на доказано повећање активности ацетилхолинестеразе (AchE) унутар централног нервног система у условима хиперхомоцистеинемије, поставља се претпоставка да ли хомоцистеин може и у срчаном мишићу да регулише активност овог ензима. Повезаност метаболизма хомоцистеина, слободних радикала и гасотрансмитера у оквиру кардиоваскуларног система је још веома слабо истражена. Такође, врло је интересантно да у доступној литератури нема података о активности и евентуалној улози AchE у функцији срца, поготово у условима хиперхомоцистеинемије.
Циљ: Циљ овог истраживања је било испитивање ефеката акутне (индуковане ДЛ-хомоцистеином и ДЛ-хомоцистеин тиолактоном) и субхроничне хиперхомоцистеинемије (индуковане ДЛ-хомоцистеином) на концентрацију прооксидативних и активност антиоксидативних маркера у плазми пацова, као и на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда пацова.
Материјал и методе: Истраживање је дизајнирано као експериментална студија спроведена in vitro и ex vivo. У циљу изазивања акутне хиперхомоцистеинемије експерименталним групама је интраперитонеално администрирана једна доза ДЛ-хомоцистеина (8 mmol/kg тм) и ДЛ-хомоцистеин тиолактона (8 mmol/kg тм). Шездесет минута након апликације, животиње су се жртвовале ради прикупљања узорака крви (за мерење маркера оксидационог стреса) и узимања ткива срца у чијем хомогенату се одређивала активност AchE. Субхронична хиперхомоцистеинемија је изазвана апликацијом ДЛ-хомоцистеина (0.45 μmol/g тм. s.c., два пута дневно у интервалу од 8 сати, у периоду од четрнаест дана).
Резултати: Акутна и хронична хиперхомоцистеинемија су повезане са снижењем активности ацетилхолинестеразе у срцу пацова. Ови налази сугеришу да хомоцистеин путем дејства на AchE може да мења холинергичку контролу срчане функције односно да инхибицијом разградње ацетилхолина потенцира снажнији и дуготрајнији негативни холинергички ефекат на срце. Блокада продукције NO и СО је била повезана са снижењем активности ацетилхолинестеразе. Ова сазнања индикују да NO и СО сигнални путеви могу да имају улогу у модулацији активности овог ензима. На основу наших налаза уочава се да је овај ефекат био најизраженији у случају NO сигнализације. Редукција срчане AchE активности под утицајем хомоцистеина прелази у значајан пораст приликом апликације инхибиторa синтезе гасотрансмитера. На овај начин потенцирање холинергичких дејстава хомоцистеина у срцу не само да престаје у условима одсуства деловања гасотрансмитера, већ постаје смањено захваљујући појачаној разградњи ацетилхолина.
Закључак: Добијени резултати дају оригиналан и битан допринос у разумевању улоге ацетилхолинестеразе у функцији миокарда у условима хиперхомоцистеинемије, као и у условима смањења доступности појединих гасотрансмитера, чиме се отвара низ могућности за испитивање шире клиничке примене, имајући у виду значај хомоцистеина у настанку патолошких ентитета кардиоваскуларног система. 
Кључне речи: ацетилхолинестераза, гасотрансмитери, срце, пацов, хомоцистеин
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Abstract – AB:

Introduction: Considering the proven increase in activity of acetylcholinesterase (AchE) within the central nervous system under conditions of hyperchomocysteinemia, it is assumed that homocysteine can also regulate the activity of this enzyme in the heart muscle. The association of metabolism of homocysteine, free radicals and gasotransmitters within the cardiovascular system is still very poorly investigated. It is also very interesting that in the available literature there is no information regarding the activity and the possible role of AchE in the function of the heart, especially in the conditions of hyperhomocysteinaemia.
Aim: The aim of this study was to investigate the effects of acute (induced by DL-homocysteine and DL-homocysteine thiolactone) and subchronic hyperhomocysteinemia (induced by DL-homocysteine) on the concentration of prooxidative and activity of antioxidative markers in rat plasma as well as the activity of acetylcholinesterase enzymes in myocardial tissue rats.
Material and methods: The research was designed as an experimental study conducted in vitro and ex vivo. In order to induce acute hyperchomocysteinemia to experimental groups, one dose of DL-homocysteine (8 mmol / kg tm) and DL-homocysteine thiolactone (8 mmol / kg tm) was administered intraperitoneally. Sixty minutes after application, animals were sacrificed to collect blood samples (for measuring oxidative stress markers) and heart tissue was taken in whose homogenate the AchE activity was determined. Subchronic hyperchomocysteinemia was caused by the application of DL-homocysteine (0.45 μmol / g of tm.s.c., twice daily for an interval of 8 hours, for a period of fourteen days).
Results: Acute and chronic hyperchomocysteinemia were associated with a decrease in acetylcholinesterase activity in the heart of rats. These findings suggest that homocysteine can alter the cholinergic control of the cardiac function via the action on AchE, that is, by inhibiting the decomposition of acetylcholine, a stronger and longer-lasting negative cholinergic effect on the heart. Blockage of NO and CO production was associated with a decrease in acetylcholinesterase activity. These findings indicate that NO and CO signal pathways can play a role in modulation of the activity of this enzyme. Based on our findings, it can be noted that this effect was most pronounced in the case of NO signaling. Reduction of cardiac AchE activity under the influence of homocysteine transitions to a significant increase after application of gasotransmitter synthesis inhibitors. On this way, the potentiation of cholinergic effects of homocysteine in the heart not only stops under the conditions of absence of the action of the gasotransmitter, but becomes reduced due to the intensified degradation of acetylcholine.
Conclusions: The obtained results give a novel and important contribution to understanding the role of acetylcholinesterase in the function of myocardium in the conditions of hyperhomocysteinemia, as well as in the conditions of reducing the availability of specific gasotransmitters, thus opening up a range of possibilities for testing wider clinical application, bearing in mind the significance of homocysteine in the onset of pathological entities of the cardiovascular system.
Key words: acetylcholinesterase, gasotransmitters, heart, rat, homocysteine.



Accepted by the Scientic Board on – ASB: 24th December 2014.

Defended on – DE:

Thesis defended board (Degree/name/surname/title/faculty) – DB:

1. Full Professor Vladimir Jakovljevic, M.D, Ph.D, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, scientific field Physiology, chairman; 
2. Full Professor Dragan Djuric, M.D, Ph.D, Medical faculty, University of Belgrade, scientific field Physiology, member;
3. Assistant Professor Ivan Srejovic, M.D, Ph.D, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, scientific field Physiology, member.
















[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
  











[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
[image: ]
image3.png

image4.png

image5.png

image6.png

image7.png

image8.png

image9.png

image10.png

image11.png

image12.png

image13.png

image14.png

image15.png

image16.png

image17.png

image18.png

image19.png

image20.png

image21.jpeg

image22.jpeg

image23.jpeg

image24.jpeg

image25.jpeg

image26.jpeg

image27.emf

image28.emf

image29.emf

image30.emf

image31.emf

image32.emf

image33.emf

image34.emf

image35.emf

image36.emf

image37.emf

image38.emf

image39.emf

image40.emf

image41.emf

image42.emf

image1.png

image2.png

