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Ispitivan je utjecaj jednokratne aplikacije izoproterenola (ISP) na ukupnu
aktivnost i izoenzimsku sliku kreatin kinaze (CK) i laktat dehidrogenaze (LDH)
u serumu 3takora te korelacija tih promjena sa patohistolokim promjenama u
tkivu miokarda. Izoproterenol, apliciran u dozi od 25 mg/100 g tjelesne mase,
uzrokovao je statisticki znagajan porast ukupne aktivnosti CK i LDH u serumu
te aktivnosti kardiospecifi¢nih izoenzima CK-MB, LDH-1 i LDH-2 u vremenu
od 3est sati nakon aplikacije izoproterenola. Takoder je nadena izomorfna izo-
enzimska slika LDH &to govori u prilog nastanka kardiogenog $oka. Uz nave-
dene opisane promjene naden je i porast aktivnosti izoenzima CK-MM i LDH-5,
a §to se dade tumacditi kao sekundarna pojava kardiogenog $oka i posljedi¢nog
oste¢enja tkiva sa anaerobnim tipom metabolizma, kao Sto je jetra. Prethodni
nalazi potvrdeni su patohistolokom analizom tkiva miokarda gdje je nadena
koagulacijska nekroza sa miocitolizom te undulacije mi8i¢nih stanica srca kao
znaka kardiogenog Soka.

Kljuéne rijeci: serumski enzimi Stakora, sintetski kateholamin, toksi¢na doza.

[zoproterenol (1/3 4-dihidroksifenil-2-izopropilaminoetanol; ISP) sintetski je kateholamin
koji se zbog bronhodilatatornog djelovanja koristi u lijecenju bronhijalne astme u obliku
lingvaleta ili inhalacijom. Poznato je da kateholamini ostvaruju svoj ufjecaj u organizmu
stimuliranjem beta 1 i beta 2 adrenergickih receptora. ZabiljeZeni su brojni fatalni slucajevi
tokom primjene ISP-a (1). To se povezuje sa snaznim stimulatornim djelovanjem ovog
kateholamina na srce. Snazno pozitivno inotropno i hronotropno djelovanje ISP-a na sta-
nice sréanog misica ima za posljedicu ekscesivnu mobilizaciju i troSenje energetskih fosfata
i glikogena te povecanje teZine srca, porast razine proteina i aktiviranje fosfolipaze C (2).
Ovaj enzim kasnije uzrokuje razaranje membranskih fosfolipida, $to rezultira egzacerba-

* Opaska Urednistva: Ovaj rad tiskan je na jeziku na kojem je bio primljen, recenziran i prihvacen
za tisak.
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cijom ostecenja srca i prelaskom reverzibilnih u ireverzibilne promjene. Jos jedan od bitnih
&initelja kardiotoksi¢nosti ISP-a je i eksces kalcijumovih jona u sréanim stanicama, $to,
takoder, uzrokuje znaéajan pad koncentracije adenozintrifosfata (ATP-a) i kreatin fosfata
3).

Ekstremno tro$enje energetskih tvari dovodi do diskrepance izmedu potreba i snabdi-
jevanja sréanih stanica energijom te, na taj nadin, do relativne hipoksije. Trajanje hipoksije
prouzrokuje mnogobrojne procese koji vode definitivnom ostecenju stanica. Prema Per-
soon-Rothertu i saradnicima (4) kardiotoksi¢nost ISP-a je prvenstveno rezultat stvaranja i
$tetnog djelovanja slobodnih radikala kiseonika u toku hipoksije miokarda. Ove molekule
ili molekularni fragmenti sa nesparenim elektronom u vanjskoj orbiti veoma su reaktivni
i teZe iniciranju landanih reakcija, $to rezultira ireverzibilnim kemijskim osteenjem reak-
tivnih lipida i proteina (5). To se ostecenje sastoji u peroksidaciji membranski vezanih
nezasiéenih masnih kiselina i fosfolipida, §to vodi funkcionalnom i strukturnom oStecenju
miokarda (6). Jedan od znadajnih izvora slobodnih radikala kiseonika u toku djelovanja
ISP-a su oksidativni metaboliti kateholamina. Naime, autooksidacija hidroksilnih grupa
kateholamina koja vodi njihovom pretvaranju u kinon i nastajanju toksiénih metabolita,
vjerojatno doprinosi $tetnom djelovanju kateholamina (4). Nastali slobodni radikali kise-
onika izazivaju i o$teéenje lizozoma, sto rezultira oslobadanjem hidrolitickih enzima te
autolizom i definitivnim propadanjem stanica (7). Sinergisticki sa ovom pojavom djeluje
poremeéaj pomenutih metabolickih parametara i aktivacija fosfolipaze C.

Pored pomenutih patoloskih promjena, izoproterenol uvjetuje i promjenu kvantitativ-
nog i kvalitativnog sastava citoplazmatskih i mitohondrijalnih enzima u pogodenim di-
jelovima srca (8). Poradi toga smo kao cilj naseg rada postavili da utvrdimo utjecaj izo-
proterenola na ukupnu aktivnost i izoenzimsku sliku kreatin kinaze (CK; E.C. 27.3.2) i
laktat dehidrogenaze (LDH; E.C. 1.1.1.27) u serumu Stakora, kao i korelaciju nadenih
promjena sa patohistoloskom slikom srca u datim eksperimentalnim uvjetima.

MATERIJAL I METODE

U pokusima je koriSteno 35 albino Stakora soja Wistar, muskoga spola, tjelesne mase
250-300 grama. Sve Zivotinje su drZane pod identiénim uvjetima mikroklime i fotoperio-
di¢nosti, a uzimanje hrane i vode bilo je na slobodnom rezimu. Pod istim uvjetima je
dr7ana i kontrolna skupina Zivotinja. Izoproterenol (SERVA, Njemacka) apliciran je po-
kusnim Zivotinjama intraperitonealno u jednokratnoj dozi od 25 mg/100 g tjelesne mase.
Prethodno je supstancija rastvarana u 172 mmol/L natrijum kloridu. Uzorci krvi uzimani
su iz repne vene §takora uz uporabu heparina kao antikoagulansa. Vremenski, krv je
uzimana neposredno prije apliciranja ISP-a, a zatim 3, 6 i 24 sata nakon apliciranja. Uzorci
su centrifugirani na 14.600 obrtaja/min, nakon ega su dobiveni serumi odmah aplicirani
za analizu ukupne aktivnosti CK i LDH te separiranje njihovih izoenzima. U toku pokusa
odabrano je nekoliko Zivotinja koje su Zrtvovane dekapitiranjem u razlicitim vremenskim
intervalima tokom 24 sata nakon aplikacije ISP-a, a u cilju ekstirpacije srca. Nakon toga,
krvni sudovi srca su isprani retrogradnom perfuzijom fizioloske otopine kroz aortu, dok
su organi odmah fiksirani u 10%-tnom formalinu i pripremljeni za izradu patohistoloskih
preparata. Ukupna aktivnost enzima CK i LDH odredivana je UV-spektrofotometrijskom
metodom na analizatoru Technicon RA-1000, uz koristenje reagencija firme Radonja, Sisak,
u Institutu za klini¢ku biohemiju, Sarajevo. Vrijednosti su bile izraZene u ukat/L. Elek-
troforetska separacija izoenzima CK i LDH vrSena je na trakama celuloza acetata uz ko-
ri$tenje barbituratnog pufera (pH=9,2), pri naponu od 200 V u trajanju 30 minuta. Nakon
toga je izviseno vizueliziranje izoenzima, a dobiveni elferogrami su denzitometrijski ana-
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lizirani na multipolarnom denzitometru firme Chemetron. Pri tome su se uz denzitomet-
rijsku krivulju dobivale i relativne aktivnosti izoenzima CK i LDH. Iz tih vrijednosti i
ukupne aktivnosti enzima izra¢unata je njihova apsolutna aktivnost.

Uzorei tkiva miokarda pokusnih Zivotinja su nakon fiksiranja dehidrirani uporabom
alkoholne serije, nakon cega je vrSeno fiksiranje za kalupljenje u parafinu. Pravljeni su
rezovi debljine 3-5 mikrometra, a bojenje preparata je vrSeno standardnom metodom
hematoksilin—eozinom (HE). Promjene su registrirane fotomikroskopom Zeiss.

Rezultati su obradeni metodama deskriptivne analize, a znacajnost razlika upotrebom
parametrijskog t-testa (znaajnost razlika na nivou povjerenja 95%, tj. P<0,05). Analize
dobivenih enzimatskih aktivnosti uzete su samo kod Zivotinja koje su preZivjele do kraja
pokusnog perioda. Rezultati su prezentirani u vidu slika, sa jasno naznadenim signifikan-
tnim promjenama u odnosu na kontrolne vrijednosti. PatohistoloSke promjene tkiva srca
Stakora prikazane su u obliku originalnih fotografija uz prilozeni detaljan opis nadenih
promjena.

Kontrolna skupina Zivotinja je tretirana po istom radnom protokolu, izuzev $to im je
aplicirana samo fizioloska otopina.

REZULTATI

Odmah po primitku ISP-a, nakon svega 1-2 minuta, uoeni su znaci prostracije sa
nakostrije$eno$éu dlake, intenzivnom tahipnejom te prestankom svakog kretanja. Zivotinje
su prestale uzimati vodu i hranu stanovito vrijeme, kroz par sati, nakon ¢ega bi se pocele
oporavljati, kretati se i uzimati vodu i hranu. Jedan pak broj Zivotinja je polijegao, defeciro
i urinirao i potom egzitirao, tako da smo odredili stopu smrtnosti koja je iznosila 20%, $to
je znagajan dokaz toksi¢nosti ISP-a datog u ovoj dozi.

Rezultati pokazuju da aplikacija ISP-a u datim eksperimentalnim uvjetima izaziva porast
ukupne aktivnosti enzima CK i LDH. Povecanje aktivnosti je najizrazitije nakon tri prva
sata po aplikaciji ISP-a (slike 1. i 2). Ukupna aktivnost CK raste i nakon ovog vremenskog
perioda te dostiZe maksimalnu aktivnost u Sestom satu nakon aplikacije ISP-a (slika 1).
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Slika 1. Ukupna aktivnost enzima CK u serumu $takora prije i nakon aplikacije ISP-a

13




Ljubuncic, P. et al: Toksinost izoproterenola za miokard u eksperimentalnim uvjetima. Arh hig rada toksikol,
vol. 43 (1992) br. 1, str. 11-20

8 3 (] 12 24
vrijeme u satima
— ukupna LDH

* p < 8,85 u odnosu na poetne vrigjednosti

Slika 2. Ukupna aktivnost enzima LDH_u serumu stakora prije i nakon aplikacije ISP-a
(X+SD)

Aktivnost LDH, pak, spram aktivnosti CK je najvisa u tredem satu od aplikacije ISP-a
(slika 2). Statisticka analiza je pokazala da je porast enzimatske aktivnosti signifikantan u
svim pomenutim slucajevima.

U izoenzimskoj slici ispitivanih enzima seruma Stakora moZe se uociti statisticki signi-
fikantan porast aktivnosti tzv. sréanospecificnih izoenzima (CK-MB, LDH-1i LDH-2) tokom
prva tri sata eksperimentalnog perioda (slike 3. i 4). Izmedu tredeg i Sestog sata njihova
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* p<0,05 u odnosu na poletne vrijednosti

Slika 3. Aktivnost izoenzima CK-MB i CK-MM u serumu Stakora prije i nakon aplikacije
[SP-a (X)
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Slika 4. Aktivnost izoenzima LDH u serumu $takora prije i nakon aplikacije ISP-a )

aktivnost znatno opada, $to je naroéito izraZeno kod izoenzima LDH-1i LDH-2. U periodu
24 sata nakon aplikacije ISP-a ove vrijednosti se vraéaju na nivo priblizno slian nivou
kontrolnih vrijednosti. Ovaj tip promjena se moZe zamijetiti i kod izoenzima LDH-3 (sli-
ka 4). :

Pored opisanih promjena aktivnosti izoenzima CK-MB, u izoenzimskoj slici serumske
CK tokom prva tri sata moze se uoiti i vrlo blagi porast izoenzima CK-MM koji nije bio
statisticki signifikantan (slika 3). Medutim, u Sestom satu pokusnog perioda naden je
znatan porast njegove aktivnosti, za oko dva puta veéi u odnosu na kontrolnu vrijednost
CK-MM, ¢iju je pak signifikantnost pokazala statisticka analiza rezultata. Nakon tog pe-
rioda, aktivnost CK-MM postepeno opada do 24-og sata, kada su zabiljeZene vrijednosti
bliske kontrolnim. Sto se ti¢e tredeg izoenzima kreatin kinaze (CK-BB), njegova aktivnost
u serumu $takora bila je nemjerljiva u svim promatranim vremenskim periodima pri prim-
jeni opisanih metoda mjerenja. Aplikacija ISP-a utice i na aktivnost izoenzima LDH-4 i
LDH-5, ali je tip promjena drugaciji od prethodno opisanih. ZapaZa se tendencija laganog
pada aktivnosti izoenzima LDH-4 u prva tri sata, dok se u slijedeéem vremenskom intervalu
izmedu treéeg i Sestog sata biljeZi nagli skok sa maksimalnom aktivno$éu (slika 4). Potom
aktivnost LDH-4 postepeno opada te se 24 sata nakon aplikacije ISP-a uoc¢ava nesto manja
aktivnost ovog izoenzima u odnosu na kontrolne vrijednosti. S druge strane, na istom
grafickom prikazu moZemo uociti stalan rast aktivnosti izoenzima LDH-5. Taj je rast blazi
u prva tri sata, a nakon toga je dosta izraZen te se u Sestom satu biljezi maksimalna
aktivnost izoenzima LDH-5. Iako nakon toga perioda aktivnost opada, u zadnjem vremenu
mjerenja (24 sata) jos se uvijek biljeZe znatno vece vrijednosti spram kontrolnih.

Na slikama 5. i 6. prikazano je tkivo srca $takora prije aplikacije ISP-a. MozZe se uociti
ofuvano normalno tkivo srca Stakora sa jasno izraZenim jedrima i popre¢nom prugavoséu.
Prve patohistologki vidljive promjene sréanog tkiva mogu se opaziti Sest sati nakon apli-
ciranja [SP-a. Promjene su bile u vidu izraZenog edema intersticijuma, gubitka jedara i
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Slika 5. Pregledni snimak tkiva stakora prije aplikacije ISP-a (normalni izgled sréanih stanica
sa ofuvanim jedrom, izraZena popretna prugavost — HE, 163 x)

popreéne ispruganosti te izraZzene acidofilije. Sve to ukazuje na razvoj koagulacijske nek-
roze sréanog tkiva Stakora (slika 7). Ove promjene se zadrzavaju i 24 sata poslije aplikacije
ISP-a. Tada moZemo uociti da se, pored opisanih promjena, javlja i izraZena resorptivna
stani¢na reakcija (slika 8), kao i undulacije sréanih misi¢nih stanica (slika 9). U kontrolnoj
skupini Zivotinja nisu nadene nikakve promjene ispitivanih biohemijskih parametara, niti
bilo kakve patoloske promjene izgleda sréanog tkiva Stakora.

Slika 6. Normalan izgled tkiva miokarda Stakora — detalj (HE, 400 x)
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Slika 7. Miokard $takora 6 sati nakon aplikacije ISP-a (gubitak !opreéne ispruganosti, edem,

iS¢ezavanje jedara i acidofilija — HE, 163 x)

Slika 8. Miokard §takora 24 sata nakon aplikacije ISP-a (jako izraZena stanicna resorptivna
reakcija — HE, 163 X)
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Slika 9. Miokard Stakora 24 sata nakon aplikacije ISP-a (mjestimi¢ne undulacije sréanih
misicnih stanica — HE, 163 x)

DISKUSIJA

Nadena povecana aktivnost enzima kreatin kinaze u prvih $est sati te laktat dehidro-
genaze tokom prva tri sata nakon aplikacije ISP-a u serumu pokusne grupe Zivotinja
ukazuje da toksiéna doza ovog sintetskog kateholamina uzrokuje u organizmu odredene
patofizioloske procese koji rezultiraju ostecenjem i smréu stanica. Nalaz je u skladu sa
radom Preusa i saradnika (9) koji su utvrdili porast aktivnosti serumskih enzima kod stakora
ve¢ dva sata nakon aplikacije ISP-a. Medutim, na osnovu ovih biokemijskih parametara
ne moZe se sasma pouzdano rei koji.su organi ili tkivo zahvadeni pomenutim patofizi-
oloSkim procesima. S obzirom na to da je ISP &isti agonista beta-adrenergickih receptora,
moZe se pretpostaviti da je primarno mjesto njegovog djelovanja stani¢éna membrana na
kojoj su locirani beta-adrenergicki receptori za koje se selektivno vezuje. Na osnovu ove
¢injenice te iskustva drugih autora (10-13), poznato je da se $tetno djelovanje ISP-a ispoljava
prvenstveno na srcu. Na to ukazuju i nasi rezultati o utjecaju ISP-a na izoenzimsku sliku
serumske CK i LDH kod pokusnih Zivotinja.

Tokom prva tri sata nakon aplikacije ISP-a moZe se uogiti formiranje tzv. »sréane« izo-
enzimske slike CK i LDH. Poveéana aktivnost izoenzima CK-MB te LDH-1 i LDH-2 sa
visokim stepenom sigurnosti ukazuje na ostecenje srca, s obzirom na visoki stupanj os-
jetljivosti i specifiénosti ovih biokemijskih parametara (14, 15). T je potvrdila i patohisto-
loSka analiza tkiva miokarda $takora. Prvih pet sati pokusnog perioda nije bilo jasno vidlji-
vih patohistoloskih promjena. Tek Sestog sata nam je patohistoloki nalaz pokazao promjene
u vidu i¢ezavanja jedara i popreéne ispruganosti, acidofilije te zgudnjavanja citoplazme
sréanih stanica, kao znakova razvoja koagulacijske nekroze. Prema Baroldiu (16), ovaj tip
nekroze predstavlja jedan od tipova osteéenja srca kod humanog infarkta miokarda uslijed
ishemije. Na miokardijalno podrijetlo povecane aktivnosti ispitivanih enzima u serumu
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ukazuju i navedeni rezultati aktivnosti izoenzima LDH-3. Naime, njegova aktivnost raste
tokom prva tri sata pokusnog perioda kada su zabiljeZene i maksimalne vrijednosti, a
signifikantno vede aktivnosti su nadene i $est sati nakon aplikacije ISP-a. Ovo nam sugerira
da ISP uzrokuje oStecenje papilarnih misi¢a srca Stakora, s obzirom na to da lijevi papilarni
misi¢ ima veéi sadrzaj aktivnosti izoenzima LDH-3, kao i najveéi sadrzaj M subjedinice
LDH u srcu (17). Ovaj sadrzaj izoenzima i subjedinica LDH su potvrdili i radovi Lina i
saradnika (18) te Sylvena i saradnika (19). Pored toga, nase pretpostavke o porijeklu poveéane
aktivnosti pomenutih izoenzima CK i LDH u serumu $takora su u skladu sa radom Ciplea
i Bocka (20) koji su utvrdili da apliciranje ISP-a kod Stakora dovodi do oSteéenja prvenstveno
subendokardnih dijjelova srca, naro¢ito lijevog i prema apeksu te papilarnih misica.

Nasuprot prethodno navedenim rezultatima, u periodu 3-6 sati nakon apliciranja ISP-a
nadeno je poveéanje aktivnosti izoenzima CK-MM, LDH-4 i LDH-5, §to bi ukazivalo da
ISP djeluje Stetno i na tzv. anaerobna tkiva, kao $to je jetra naprimjer. Medutim, ukoliko
promatramo izoenzimsku sliku LDH u Sestom satu pokusnog perioda u cjelini, moZemo
uoditi da je aktivnost svih izoenzima signifikantno veéa u odnosu na kontrolni elferogram
serumskih izoenzima LDH. Ovaj tip se nazivlje izomorfna izoenzimska slika serumske
LDH i moZe se nadi kao posljedica opste hipoksije organizma. To se stanje javlja u toku
infarkta ili ishemi¢nog o$tecenja srca koji su komplicirani kardiogenim Sokom (21). Znakove
kardiogenog $oka potvrdila je provedena patohistoloska analiza tkiva miokarda $takora,
s obzirom na to da smo, uz znakove koagulacijske nekroze, pronasli i undulacije sréanih
misiénih stanica, karakteristicne za ovu pojavu.

Na osnovu utvrdenih nalaza te vremenskog redoslijeda promjena ispitivanih bioke-
mijskih parametara i bibliografskih podataka, moZemo zakljuciti da primjena visoke doze
ISP-a u datim pokusnim uvjetima, kod $takora primarno djeluje u smislu osteéenja srca.
Ostale promjene bi mogle biti sekundarne, a njihova rasirenost bi mogla ovisiti od stepena
ostedenja srca, odnosno stepena i trajanja opste hipoksije organizma kardijalnog podrijetla.
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Summary

THE TOXICITY OF ISOPROTERENOL TO MYOCARDIAL TISSUE IN EXPERIMENTAL
CONDITIONS

The effect of toxic doses of isoproterenol (ISP) on total activities and isoenzyme patterns of creatine
kinase SCK) and lactate dehydrogenase (LDH) in rat sera was investigated and correlated with his-
topathological changes in the myocardial tissue. A single dose of 25 mg ISP per 100 g body weight
caused a statistically important ‘elevation of CK and LDH total activities and of the activities of
cardiospecific isoenzymes CK-MB, LDH-1 and LDH-2 six hours after intraperitoneal administration.
The isomorphic LDH isoenzyme pattern, which was also observed, was taken to be a proof of the
ISP-induced cardiogenic shock. The increase in the activitK of CK-MM and LDH-5 isoenzymes could
be explained as a secondary consequence of cardiogenic shock and of the consecutive damage of the
tissue with anaerobic metabolism such as liver. The findings were confirmed by a histopathological
analysis showing the development of coagulative necrosis and myocytolysis as well as undulations
of heart muscle cells as a sign of cardiogenic shock.
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