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POVZETEK  

Atrijska fibrilacija (AF) je najpogostejša kronična aritmija, za katero je značilno 

pospešeno, neredno in neusklajeno utripanje preddvorov. Pogosto jo sproţijo ektopična 

ţarišča, sčasoma pa privede do električnega in strukturnega preoblikovanja atrijev, kar še 

olajša ohranjanje motnje. Nevrotrofini so druţina nevrotrofičnih dejavnikov, ki uravnavajo 

preţivetje in diferenciacijo razvijajočih se ţivčnih celic ter vzdrţujejo njihove specifične 

povezave in funkcijo v odraslem organizmu. Vedno pomembnejša postaja njihova vloga v 

srčnoţilnem sistemu, kjer sodelujejo pri preţivetju srčnih mišičnih celic, angiogenezi in 

hipertrofiji.  

Učinki nevrotrofinov tako v srčnoţilnem sistemu kot v ţivčevju nakazujejo udeleţenost 

nevrotrofinskega sistema pri pojavu AF, zato smo ţeleli proučiti nivoje sinteze in genskega 

izraţanja nevrotrofinov in njihovih receptorjev v prisotnosti te motnje ritma. V ta namen 

smo pridobili vzorce seruma ter levega in desnega atrija 34 bolnikov z boleznimi zaklopk, 

od katerih je imelo 15 bolnikov reden srčni ritem, 19 bolnikov pa je imelo AF. Vsebnosti 

nevrotrofinov ţivčnega rastnega dejavnika (NGF), nevrotrofičnega dejavnika moţganskega 

izvora (BDNF) in nevrotrofina-3 (NT-3) smo določili z encimsko-imunskimi testi, 

izraţanje genov za NGF in NT-3 ter nevrotrofinskih receptorjev p75
NTR

, TrkA in TrkB pa 

z metodo veriţne reakcije s polimerazo v realnem času.  

Rezultati meritev so pokazali, da se serumske koncentracije nevrotrofinov v prisotnosti 

AF ne spremenijo. Bazalna vsebnost vseh treh proučevanih nevrotrofinov pri bolnikih z 

rednim ritmom je bila med levim in desnim atrijem primerljiva, izraţanje genov za NGF in 

p75
NTR

 pa je bilo značilno manjše v levem atriju. Vsebnost NGF, BDNF in NT-3 pri 

bolnikih z motnjo ritma se ni značilno razlikovala od kontrolne skupine, prav tako nismo 

opazili pomembnih razlik v izraţanju genov za NGF in NT-3. V prisotnosti AF pa se je 

močno povišalo izraţanje gena za p75
NTR

 v levem atriju ter zmanjšalo izraţanje gena za 

TrkA v desnem atriju. Značilnih sprememb v izraţanju gena za TrkB nismo zaznali.  

Zaključimo lahko, da atrijska fibrilacija ne vpliva na gensko izraţanje in sintezo 

nevrotrofinov, se pa v njeni prisotnosti spremeni izraţanje nevrotrofinskih receptorjev in s 

tem razmerje med njimi. To bi lahko pomembno spremenilo funkcijo ţivčevja in vplivalo 

na strukturno preoblikovanje tkiva atrijev človeškega srca. 
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ABSTRACT  

 

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained arrhythmia, characterized by 

rapid, irregular and uncoordinated activation of the atria. It is often triggered by ectopic 

foci and it eventually leads to atrial electric and structural remodelling, which only further 

facilitates its persistence. Neurotrophins are a family of neurotrophic factors, that regulate 

survival and differentiation of neurons during developement and maintain their specific 

connections and function in adulthood. Their role is becoming increasingly important in 

cardiovascular system, where they participate in cardiac myocyte survival, angiogenesis 

and hypertrophy. 

Since neurotrophin actions in both cardiovascular and nervous system point to the 

involvement of neurotrophic system in AF occurence, our aim was to determine the levels 

of synthesis and gene expression of neurotrophins and their receptors in the presence of  

this arrhythmia. For this purpose, we obtained serum and left and right atrial tissue samples 

from 34 patients with valvular disease. Among them, 19 suffered from AF and 15 of them 

had regular heart rhythm. We quantified nerve growth factor (NGF), brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF) and neurotrophin-3 (NT-3) levels using enzyme-linked 

immunosorbent assay. Gene expression of neurotrophins NGF and NT-3 and neurotrophic 

receptors p75
NTR

, TrkA and TrkB was determined by real-time PCR. 

As shown by the results of these measurements, serum neurotrophin levels remained 

unchanged in the presence of AF. Basal protein levels of the three studied neurotrophins 

were comparable between left and right control atrium, yet NGF and p75
NTR

 gene 

expression levels were significantly lower in left atrial tissue. When the arrhythmia group 

was compared to the control, no significant differences in atrial NGF, BDNF and NT-3 

protein levels were observed. Also we found no changes in NGF and NT-3 gene 

expression. However, in the presence of AF p75
NTR

 gene expression highly increased in 

the left atrium and TrkA gene expression in the right atrium decreased. No difference in 

TrkB gene expression was found.  

In conclusion, neurotrophin gene expression and synthesis are not influenced by atrial 

fibrillation. Nevertheless, the pattern of neurotrophin receptor gene expression is altered in 

its presence. This could notably alter the function of the nervous system and influence the 

structural remodelling of atrial tissue in human heart.  
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SEZNAM OKRAJŠAV  

 

 

ACC/AHA/ESC : American College of Cardiology / American Heart Association / 

European Society of Cardiology 

AF : atrijska fibrilacija 

Akt : serin/treonin-kinaza ali protein-kinaza B 

BDNF : nevrotrofični dejavnik moţganskega izvora  

CRP : C-reaktivni protein 

Ct : cikel praga (ang. threshold cycle) 

DAAF: desni atrij skupine z atrijsko fibrilacijo 

DAK : desni atrij kontrolne skupine 

EC : endotelna celica 

ERK : z zunajceličnim signalom regulirana kinaza (ang. extracellular signal-regulated        

kinase)  

ERP : efektivna refraktarna doba 

LAAF : levi atrij skupine z atrijsko fibrilacijo 

LAK : levi atrij kontrolne skupine 

MAPK : z mitogenom aktivirana protein-kinaza (ang. mitogen-activated protein kinase) 

NGF : ţivčni rastni dejavnik 

NGF : gen, ki kodira ţivčni rastni dejavnik   

NGFR : gen, ki kodira receptor p75 

NT : nevrotrofini 

NT-3 : nevrotrofin-3  

NT-4 : nevrotrofin-4  

NTF3 : gen, ki kodira nevrotrofin-3  

NTRK1 : gen, ki kodira tropomiozinu sorodni kinazni receptor A 

NTRK2 : gen, ki kodira tropomiozinu sorodni kinazni receptor B 

p75
NTR

 : nevrotrofinski receptor p75 

PI3K : fosfatidilinozitol 3-kinaza  

PLC-γ : fosfolipaza C γ  

PPIA : gen, ki kodira peptidilprolil izomerazo A  

SA : sinoatrialni  
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SD : standardni odklon 

SEM : standardna napaka 

Trk : tropomiozinu sorodna kinaza (ang. tropomyosin related kinase) 

TrkA : tropomiozinu sorodna kinaza A 

TrkB : tropomiozinu sorodna kinaza B 

TrkC : tropomiozinu sorodna kinaza C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  - 1 -  

1 UVOD   

 

 
Za oskrbo tkiv s kisikom, hranili in ostalimi pomembnimi snovmi je potrebno nenehno 

kroţenje krvi po organizmu, ki ga zagotavlja neprestano ritmično krčenje srca. 

Njegov osrednji del, miokard, sestavljajo srčne mišične celice in vezivno tkivo. Večino 

mase miokarda sicer tvorijo srčne mišične celice, kljub temu pa pribliţno 70% celic 

predstavljajo manjše celice, kot so ţilne gladkomišične celice, endotelne celice in 

fibroblasti (1). Specializirane srčne mišične celice sposobne spontanega ritmičnega 

proţenja akcijskih potencialov in njihovega širjenja v ostale predele oblikujejo prevodni 

sistem.

 

 

Slika 1: Zgradba srca in pot krvi skozenj. 

 

Srce je oţivčeno s simpatičnimi in parasimpatičnimi ţivčnimi vlakni, ki uravnavajo 

njegovo delovanje. Aktivnost simpatičnega ţivčevja poveča moč krčenja, srčno frekvenco 

in hitrost prevajanja. Učinki parasimpatične aktivnosti so nasprotni, kaţejo se kot negativni 

kronotropni, dromotropni in predvsem v atrijih še inotropni učinek na srčno funkcijo.  

1.1 Atrijska fibrilacija 
 

Atrijska fibrilacija (AF) je nadprekatna aritmija, kjer gre za hitro, neredno in 

neusklajeno utripanje preddvorov. Posledica migetanja atrijev je slabše polnjenje in 

neredno krčenje prekatov, kar vpliva na preskrbo tkiv s kisikom.  

Kaţe se na zelo različne načine, od popolne odsotnosti simptomov do srčne odpovedi 

(2). Krajša epizoda AF povzroča palpitacije, bolečine v prsih, omotičnost, dispnejo in 

utrujenost (3). Zaradi izgube učinkovite kontrakcije atrijev in nerednega ter prehitrega 
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ritma prekatov se lahko pojavijo akutni, ţivljenje ogroţujoči zapleti, sicer kompenziranih 

srčnih bolezni. Ker se atriji ne krčijo pravilno, kri v njih zastaja in tvorijo se strdki. Taki 

tromboemboli lahko potujejo v različne organe, a najpogosteje v moţgane, kjer povzročijo 

najbolj nezaţelen zaplet AF, moţgansko  kap (3). AF lahko poteka asimptomatsko in jo 

odkrijejo šele pri rutinskih EKG preiskavah (4).  

 

1.1.1 Mehanizmi AF 

 

Patofiziologija AF je zapletena, zato procesi, ki prispevajo k njenemu nastanku in 

napredovanju, še niso popolnoma pojasnjeni. Predlaganih je bilo veliko hipotez, trenutno 

pa prevladuje razlaga o treh glavnih mehanizmih pojava in ohranjanja AF. Ti se med seboj 

ne izključujejo, temveč lahko vplivajo na pojavljanje drug drugega. V zadnjem času 

odkrivamo dejavnike njihovega nastanka, skupne vplive in medsebojne povezave. Glavni 

mehanizmi, odgovorni za začetek ali ohranjanje AF, so hitro ektopično proţenje impulzov 

(proţena aktivnost), enokroţno ponovno vstopanje (ang. single-circuit re-entry) in 

večkroţno ponovno vstopanje (ang. multiple-circuit re-entry). 

  

Ektopično proţenje impulzov 

 

Večina prezgodnjih utripov atrijev, ki sproţijo AF, izhaja iz ektopičnih ţarišč v pljučnih 

venah. Sproţi jih lahko nenormalen, pretiran avtomatizem ali pa zgodnje ali zapoznele 

naknadne depolarizacije (5). Čeprav v normalnih pogojih ritem kontrolira sinoatrialni (SA) 

vozel, lahko avtomatizem izkazujejo tudi druge celice v srcu. Zanimivo je, da so v pljučnih 

venah našli specializirane celice ritmovnega tipa, podobne tistim v SA vozlu (5).  

Avtomatizem izven SA vozla je posledica spremenjenega ravnovesja ionskih tokov v 

mirovni, diastolični, fazi akcijskega potenciala. Ker prevladuje tok pozitivnih ionov v 

celico, se depolarizacija stopnjuje, hitreje je doseţen praţni potencial in sproţijo se 

ektopični impulzi (3).  

Naknadne depolarizacije so povezane z odstranjevanjem Ca
2+

 ionov iz citosola, po 

tistem, ko njihova koncentracija med sistolično fazo akcijskega potenciala močno naraste. 

Padec znotrajcelične koncentracije kalcija omogočata privzem Ca
2+

 ionov nazaj v 

endoplazemski retikulum in izločanje Ca
2+

 iz celice z Na
+
/Ca

2+
 izmenjevalcem. Slednji 

izmenja tri Na
+
 ione za vsak Ca

2+
 in tako ustvarja pozitivni tok ionov v celico, kar lahko 
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vodi do naknadnih depolarizacij in proţenja impulza. V stanjih, kjer sta povečani 

znotrajcelična koncentracija Ca
2+ 

ali aktivnost izmenjevalca, je nastajanje naknadnih 

depolarizacij bolj verjetno (3). 

 

Ponovno vstopanje impulza 

 

Ponovni vstop (kroţenje vzburjenja) (ang. re-entry) se pojavi zaradi nenormalnega 

širjenja impulza med različnimi predeli v tkivu (3). Obstajati mora anatomska ali 

funkcionalna pot z nevzdraţnim središčem, enosmernim blokom ali počasnim prevajanjem 

(Slika 2) (6). Ključni sta časovna uskladitev impulzov in refraktarno stanje tkiva (7). 

Ponovno vstopanje se lahko vzpostavi v eni kroţni poti, kar povzroča hitro, a redno 

krčenje, ali v večih nestabilnih kroţnicah, kar ustvari neredno, fibrilatorno aktivnost (3). 

Kroţenje vzburjenja olajšujejo skrajšana refraktarna doba atrijev, upočasnjeno prevajanje 

in povečana masa srčnega tkiva (2). 

 

Slika 2: Mehanizem ponovnega vstopanja. 

V področju 2 je prisoten enosmerni blok, kjer lahko impulz potuje le retrogradno. Akcijski 

potencial bo iz področja 1 potoval v področje 3 in retrogradno skozi področje 2. Če bo 

takrat tkivo na mestu 1 zopet vzdraţljivo, bo akcijski potencial ponovno vstopil in potoval 

skozi to področje. Na ta način se lahko vzpostavi kroţna pot impulzov, ki predstavlja vir 

akcijskih potencialov za širjenje skozi srce (7). 

 

Atrijska fibrilacija povzroča električno in strukturno preoblikovanje atrijev, kar še 

olajšuje njeno ohranjanje. Električno preoblikovanje je posledica hitrega utripanja atrijev 

in vključuje spremembe v ionskih lastnostih srčnih mišičnih celic. Skrajša se efektivna 

refraktarna doba (ERP) in upočasni se prevajanje impulza. Zaradi visoke frekvence 

proţenja akcijskih potencialov je povečano vstopanje Ca
2+

 v celico. Ta skuša breme 

zmanjšati z zaščitnimi mehanizmi, kot sta inaktivacija toka kalcijevih ionov skozi L-tip 

kanalov in manjše izraţanje te vrste kanalčkov. Tako se skrajša tudi trajanje akcijskega 
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potenciala in ERP. Počasi začne upadati tudi tok skozi natrijeve kanale, kar bi lahko 

vplivalo na manjšo hitrost prevajanja (3, 8). Zaradi teh dogodkov se kroţenje impulza laţje 

pojavi. Strukturno preoblikovanje se kaţe kot izguba srčnih mišičnih celic in naraščanje 

fibroznega tkiva (3). Lahko se zgodi ţe pred pojavom AF kot posledica drugih bolezni 

(hipertenzija, kongestivna srčna odpoved) (8). Obseg električnih in strukturnih sprememb 

ni enak v celotnem tkivu, zato je prevajanje signala manj homogeno, kar še dodatno 

olajšuje AF (2, 9).  

Za nastanek klinično zaznavne aritmije naj bi bili potrebni trije temelji; substrat, 

sproţilec in modifikator (8, 10). Sproţilec pri AF je običajno ektopična aktivnost, 

predvsem v pljučnih venah. Substrat ustvarijo spremembe v atrijih, ki so posledica 

električnega in strukturnega preoblikovanja (npr. fibroza in krajša ERP). Modifikatorji so v 

prvi vrsti avtonomni ţivčni sistem, pa tudi staranje, AF sama, pridruţene bolezni srca in 

uporaba zdravil (2, 11).  

  

Slika 3: Osnovni mehanizmi AF se med seboj prepletajo.  

Ektopična ţarišča lahko sproţijo enokroţno ali večkroţno ponovno vstopanje. Slednjega 

omogočajo tudi s povzročanjem tahikardije in preoblikovanja atrijev. Na enak način lahko 

tudi enokroţno ponovno vstopanje vodi do večkroţnega, obe vrsti kroţenja impulza pa 

podpirata ektopično proţenje, verjetno preko kopičenja Ca
2+

 v celici (2, 3). Čeprav lahko 

AF sprva ohranjajo drugi mehanizmi, sčasoma začne zaradi preoblikovanja atrijev 

prevladovati večkroţno ponovno vstopanje (9).  
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1.1.2 Epidemiologija in klasifikacija 

 

AF je najpogostejša kronična srčna aritmija v splošni populaciji, njena prevalenca pa s 

starostjo močno narašča (3, 12, 13). Medtem ko se AF redko pojavlja pri posameznikih v 

petdesetih letih (prevalenca < 1%), pa se pri populaciji osemdesetletnikov pojavlja kar v 

10% (3, 12). AF je povezana z večjim tveganjem za razvoj moţganske kapi, srčnega 

popuščanja in zapletov zaradi kroničnega jemanja zdravil, kar še povečuje njen pomen kot 

problem javnega zdravja (12, 13). 

 Številne analize so kot dejavnike tveganja izpostavile naraščujočo starost, hipertenzijo, 

srčno odpoved, miokardni infarkt, bolezni srčnih zaklopk, moški spol, kajenje, debelost in 

sladkorno bolezen (2). Zaradi visoke prevalence je hipertenzija odgovorna za več primerov 

AF kot katerikoli drug dejavnik tveganja (4). Čeprav se AF večinoma razvije pri 

posameznikih z ţe prisotnimi srčnimi ali drugimi boleznimi, se lahko pojavi tudi v njihovi 

odsotnosti.  

Kardiološka zdruţenja (American College of Cardiology / American Heart Association 

/ European Society of Cardiology) so opisala štiri glavne kategorije AF (Tabela I). 

Omenjajo še druge oznake bolezni. Osamljena AF (ang. lone AF) opisuje vrsto AF pri 

osebah, mlajših od 60 let, brez kliničnih ali ekokardiografskih znakov, ki bi kazali na 

srčnopljučne bolezni. Od idiopatske AF se loči po tem, da slednja označuje nastanek iz 

neznanih vzrokov ne glede na bolnikovo starost ali pridruţena srčnoţilna patološka stanja 

(14). Manjši deleţ primerov osamljene AF predstavlja druţinska oblika. Druţinska AF je 

monogenska bolezen s preteţno avtosomno dominantnim dedovanjem. Odkrite so bile 

mutacije v genih za kalijeve kanale, ki povečajo njihovo aktivnost. Na ta način je skrajšano 

trajanje akcijskega potenciala in efektivne refraktarne dobe z znanimi posledicami na pojav 

kroţenja impulza (13, 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  - 6 -  

Tabela I: Klinična klasifikacija AF po ACC/AHA/ESC smernicah (14, 16). 

Prvič odkrita  Simptomatska ali asimptomatska, spontano mine ali vztraja. 

Paroksizmalna Ponavljajoča se AF, ki spontano preneha. 

Perzistentna AF, ki spontano ne preneha, za prekinitev je potrebna uporaba 

zdravil ali elektrokonverzije; lahko gre za prvo epizodo ali 

posledico ponavljajočih epizod. 

Permanentna Dolgotrajna (ponavadi > 1 leto), kjer kardioverzija ni uspešna 

ali ni indicirana. 

 

1.1.3 Zdravljenje 

 

Trije glavni cilji terapije AF so ponovna vzpostavitev in ohranjanje sinusnega ritma, 

nadzor frekvence krčenja prekatov in preprečevanje tromboembolij (15). Ohranjanje 

sinusnega ritma pogosteje bolje odpravlja simptome, vendar je uporaba antiaritmikov 

povezana z večjo toksičnostjo nekaterih učinkovin in tveganjem pojava proaritmičnih 

učinkov (2). Antiaritmiki razredov Ia, Ic in III učinkovito ohranjajo sinusni ritem, a 

uporaba učinkovin iz prvih dveh razredov v zadnjem času upada. Najpogosteje uporabljana 

antiaritmika pri AF sta amiodaron (Cordarone, Amiokordin) in sotalol (Darob mite) iz 

razreda III (17). Vprašanje, katera strategija, ohranjanje sinusnega ritma ali nadzor 

frekvence prekatov, je bolj varna in učinkovita, je predmet številnih raziskav, trenutno pa 

se jeziček na tehtnici rahlo nagiba na stran nadzorovanja frekvence prekatov. AF ni 

prekinjena, temveč se vzdrţuje tak odgovor prekatov, ki v mirovanju ohranja srčni utrip 

pod 80 utripi/minuto (17). V ta namen se uporabljajo nedihidripiridinski zaviralci 

kalcijevih kanalčkov (verapamil, diltiazem), β-antagonisti in digoksin, ki upočasnijo 

prevajanje skozi atrioventrikularni vozel. Sočasno je potrebno antikoagulacijsko 

zdravljenje za zmanjšanje tveganja moţganske kapi (14, 17, 18). 

 Nefarmakološko zdravljenje temelji na metodah, kot so postopek Maze in njegove 

izpeljave, kateterska ablacija in vstavitev spodbujevalnika ali defibrilatorja. Z ustvarjenimi 

področji onemogočenega prevajanja se prepreči širjenje kroţenja impulza, ektopična 

ţarišča pa se izolira ali z ablacijo odstrani (2, 14). 
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1.2 Nevrotrofini 
 

Nevrotrofini, druţina proteinov iz skupine nevrotrofičnih dejavnikov, uravnavajo 

različne vidike preţivetja, razvoja in delovanja nevronov v osrednjem in perifernem 

ţivčnem sistemu. V času razvoja omogočajo preţivetje, rast in diferenciacijo ţivčnih celic 

ter sodelujejo pri sinaptogenezi. Njihova prisotnost je potrebna tudi v odraslem ţivčevju, 

kjer ohranjajo preţivetje in morfologijo nevronov ter uravnavajo delovanje sinaps in 

njihovo plastičnost. S preprečevanjem apoptoze in z vlogo pri regeneraciji ţivčnih celic so 

vpleteni tudi v patološka stanja, kot so poškodbe ţivčevja in nevrodegenerativne bolezni 

(19). 

Novejše raziskave so odkrile, da nevrotrofini učinkujejo tudi na srčnoţilni sistem. Med 

njegovim razvojem sluţijo kot ključni dejavniki pri oblikovanju srca in nastanku ţilja. 

Kasneje nadzorujejo preţivetje srčnih mišičnih celic, endotelnih in ţilnih gladkomišičnih 

celic ter uravnavajo procese angiogeneze. Ta odkritja pričajo o tem, da je pomen 

nevrotrofinov v srcu še toliko večji, kot bi jim ga pripisali le na podlagi njihove posredne 

udeleţenosti pri ţivčnem uravnavanju srčne funkcije (20).  

 Pri sesalcih se izraţajo štirje nevrotrofini: ţivčni rastni dejavnik (NGF), nevrotrofični 

dejavnik moţganskega izvora (BDNF), nevrotrofin-3 (NT-3) in nevrotrofin-4 (NT-4 oz. 

NT-4/5). Med njimi obstaja visoka stopnja homologije, delijo si podobno molekulsko maso 

(13,2-15,9 kDa), izoelektrično točko (9-10) in 50% ujemanje v aminokislinskem zaporedju 

(21). Nevrotrofini običajno nastopajo kot nekovalentno povezani homodimeri (20). Skupna 

jim je tudi strukturna značilnost, t.i. cisteinski vozel. To je zelo stabilen, zbit motiv, ki ga 

sestavljajo tri disulfidne vezi (22). 

 

1.2.1 Biosinteza nevrotrofinov  

 

Sintetizirajo in izločajo jih tarčni organi simpatičnega in senzoričnega ţivčevja in 

številni nevroni. Sproščeni nevrotrofini se veţejo na receptorje na ţivčnih končičih in 

lokalno regulirajo oţivčenost tarče ter delovanje ţivčnih končičev. Po privzemu v aksone 

potujejo do telesa ţivčne celice, kjer pospešujejo njeno preţivetje in diferenciacijo. Poleg 

retrogradnega transporta v telesa ţivčnih celic lahko delujejo tudi anterogradno, avtokrino 

in parakrino (19, 20, 23).  



 

  - 8 -  

Njihovo izraţanje je kontrolirano s celičnimi interakcijami v tkivih, ki določajo mesto in 

raven izraţanja njihovih genov. Vsakega od genov za NT uravnavajo številni promotorji. 

Čeprav je znanih veliko transkripcijskih dejavnikov, vpletenih v izraţanje NT genov, 

njihovi medsebojni vplivi še niso popolnoma pojasnjeni. Ali se NT izločajo preteţno 

konstitutivno ali po regulirani poti, se razlikuje glede na vrsto celic (19). Njihova sinteza v 

nevronih je odvisna od nevronske aktivnosti, saj izraţanje posameznih nevrotrofinov 

uravnavajo številni nevrotransmiterji. Ti so udeleţeni tudi pri sintezi nevrotrofinov v 

neţivčnih (glialnih) celicah. Na izraţanje nevrotrofinov vplivajo tudi hormoni, 

glukokortikoidi, mineralokortikoidi in citokini (19, 24, 25).  

Rezultat transkripcije in translacije so 30-35 kDa prepronevrotrofini, po odcepitvi 

preprodomene in prodomene pa nastanejo zrele oblike s pribliţno 120 aminokislinami (20, 

26). Prodomena ni vpletena le v zvijanje in regulacijo izločanja proteina, temveč imajo 

pronevrotrofini tudi biološko delovanje, ki se razlikuje od delovanja zrele oblike. 

Prodomena vpliva še na konformacijo pro-oblike in na ta način onemogoča interakcijo s 

Trk receptorji (20). Zrele oblike nastajajo s pomočjo furina in drugih konvertaz v 

Golgijevem aparatu (19). Znotrajcelična pretvorba pronevrotrofinov ni vedno popolna, 

zato celice poleg nekovalentno povezanih homodimerov zrelih nevrotrofinov izločajo tudi 

pronevrotrofine (19, 20). Izvencelične proteaze, med njimi tudi plazmin, jih nato pretvorijo 

v zrele proteine (20). Regulacija zorenja nevrotrofinov je pomembna post-transkripcijska 

kontrolna točka, ki določa obseg in specifičnost njihovih učinkov (19). Ali srčnoţilne 

celice izločajo pronevrotrofine in ali ti nanje učinkujejo, še ni znano (20). 

 

1.2.2 Receptorji za nevrotrofine 

 

Nevrotrofini izkazujejo svoje učinke preko dveh vrst receptorjev, tropomiozinu 

sorodnih kinaz (Trk) in nevrotrofinskega receptorja p75 (p75
NTR

). V druţino Trk 

receptorjev sodijo trije tirozin-kinazni receptorji (TrkA, TrkB, TrkC), na katere se z visoko 

afiniteto (Kd ≈ 10
-11

 M) specifično veţejo posamezni nevrotrofini. Receptor p75 iz 

naddruţine receptorjev tumor nekrotizirajočega faktorja aktivirajo vsi nevrotrofini, a z 

niţjo afiniteto (Kd ≈ 10
-9

 M) (19, 27, 28).  
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Trk receptorji 

 

Sprva je veljalo, da se na posamezne Trk receptorje veţejo določeni nevrotrofini; NGF 

na TrkA, BDNF in NT-4 na TrkB in NT-3 na TrkC, vendar so kasneje ugotovili, da NT-3 

lahko aktivira tudi TrkA in TrkB, a manj učinkovito (19). Na specifičnost vezave liganda 

vplivajo razlike v zunajcelični domeni receptorja, ki so posledica različnega izrezovanja 

intronov (ang. splicing). Nekatere izooblike Trk receptorjev, ki vsebujejo dodatno kratko 

aminokislinsko zaporedje, veţejo tudi druge, neprednostne NT. Razlike v izrezovanju 

vplivajo tudi na posredovanje signala, saj povzročijo nastanek izooblik brez tirozin-

kinazne domene (19, 20).  

Zunajcelično domeno receptorja sestavljajo s cisteinom bogati skupek, tri z levcinom 

bogate ponovitve, še en cisteinski skupek in dve imunoglobulinom podobni področji. 

Sledita transmembranska regija in znotrajcelična, tirozin-kinazna domena. Slednje so si pri 

posameznih receptorjih iz druţine Trk precej podobne (~ 80% homologije), medtem ko se 

zunajcelične domene bolj razlikujejo. Interakcija z nevrotrofini poteka preteţno preko 

imunoglobulinom podobnega področja (19, 20). 

Trk receptorji se nahajajo na ţivčnih in srčnih mišičnih celicah ter ţilnih endotelnih in 

gladkomišičnih celicah (20). Po vezavi nevrotrofina Trk receptor dimerizira, poteče 

transfosforilacija tirozinskih ostankov, na katere se nato veţejo intermediati v signalnih 

kaskadah. V citoplazemski domeni je prisotnih več tirozinov, ki so ključni za posredovanje 

signala (19, 20). Najpomembnejše signalne poti, ki jih aktivirajo Trk receptorji, predstavlja 

naslednja shema.  
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Slika 4: Posredovanje signala preko Trk receptorjev (19).  

Po vezavi nevrotrofina na Trk receptor se sproţijo tri glavne signalne poti. Aktivacija 

proteina Ras sproţi z mitogenom aktivirano protein (MAP) kinazno kaskado, ki spodbuja 

diferenciacijo nevronov. Preko Ras ali GAB1 aktivirana PI3K posreduje signale za 

preţivetje in rast nevronov in drugih celic. Aktivacija PLC-γ povzroči aktivacijo s Ca
2+

 in 

PKC uravnavanih poti, ki spodbujajo sinaptično plastičnost. Vsaka izmed teh signalnih 

poti uravnava tudi transkripcijo genov (19). YP – fosforiliran tirozin; PLC-γ – fosfolipaza 

C γ; IP3 – inozitol trifosfat; DAG – diacilglicerol; PKC – protein-kinaza C; GAB1 – z 

GRB2 povezan vezavni protein 1; PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza; Akt – serin/treonin-

kinaza ali protein-kinaza B; Ras – majhna GTPaza; Raf – vrsta serin/treonin specifičnih 

proteinskih kinaz; MEK – kinaza z mitogenom aktivirane protein-kinaze; Erk – z 

zunajceličnim signalom regulirana kinaza 

 

Pronevrotrofini ne aktivirajo Trk receptorjev, zato proteaze, ki pretvarjajo 

pronevrotrofine v zrele oblike, vplivajo tudi na odzivanje teh receptorjev (19). 

Posredovanje signala za preţivetje je preteţno povezano z aktivacijo Trk, medtem ko ima 

p75
NTR

, z nekaj izjemami, ključno vlogo pri apoptozi (20).  
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Receptor p75 

 

Receptor p75
NTR

 je 75 kDa velik glikoprotein, sestavljen iz štirih s cisteinom bogatih 

motivov na zunajcelični strani, transmembranske regije in citoplazemske domene smrti. Ne 

vsebuje katalitične domene, a kljub temu interagira s številnimi proteini, s pomočjo katerih 

se prenašajo signali (19, 22, 29). Preko aktivacije jedrnega faktorja κB (NF-κB) sproţi 

transkripcijo številnih genov, ki prispevajo k preţivetju celic. Z uravnavanjem aktivnosti 

GTPaz Rho vpliva na rast aksonov, aktivacija Jun kinazne poti pa je povezana z apoptozo. 

Delovanje p75
NTR

 je odvisno od celičnega mikrookolja, v katerem se receptor nahaja. 

Kadar se p75
NTR

 izraţa hkrati s Trk, se povečata afiniteta in specifičnost vezave 

nevrotrofinov na Trk (20, 27, 30). V prisotnosti koreceptorja sortilina se na p75
NTR

  z 

visoko afiniteto veţejo pronevrotrofini in sproţijo celično smrt (19, 20, 27). Receptor p75 

je prisoten v ţivčnih in drugih celicah. Na endotelnih (EC) in ţilnih gladkomišičnih celicah 

se normalno redko pojavlja, njegovo izraţanje se poveča v patoloških pogojih (20, 29, 30). 

V EC posreduje proapoptotičen učinek in onemogoča angiogenezo (29).  

 

Signalne poti, ki jih sproţita obe vrsti receptorjev, se na več mestih prepletajo. 

Aktivacija Trk na različne načine prepreči proapoptotično signalizacijo p75
NTR

. Jun 

kinazna kaskada je prekinjena zaradi inhibicije nekaterih intermediatov, kar je posledica 

aktivacije fosfatidilinozitol-3 kinazne (PI3K) signalne poti. Prepletanje signalnih poti je 

dodatno omogočeno s tvorbo multiproteinskih kompleksov, kjer določeni proteini hkrati 

interagirajo z obema receptorjema (19).     

 

1.2.3 Učinki nevrotrofinov v ţivčnem sistemu 

 

Nevrotrofini učinkujejo na različne populacije ţivčnih celic in imajo ključno vlogo pri 

razvoju in ohranjanju delovanja osrednjega in perifernega ţivčevja. Skrbijo za preţivetje, 

diferenciacijo in migracijo razvijajočih se nevronov ter rast njihovih izrastkov (22). V tem 

času ţivčne celice tekmujejo za omejene količine nevrotrofičnih dejavnikov, ki jih izločajo 

tarčna tkiva. Nevroni, ki si zagotovijo zadostno količino potrebnega nevrotrofina, 

preţivijo, ostali pa v procesu apoptoze odmrejo. Na ta način je zagotovljena tudi ustrezna 

gostota oţivčenosti tarčnega tkiva (19). Obseg izraţanja NGF v oţivčenem tkivu se v 
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grobem ujema z gostoto oţivčenosti, vendar njegovo povečano izraţanje povzroča 

simpatično hiperinervacijo, ki bi bila lahko udeleţena pri atrijski fibrilaciji (31, 32, 33, 34). 

Vpliv na preţivetje, morfologijo in diferenciacijo nevronov se v odrasli dobi nadaljuje 

in se razširi na procese sinaptične plastičnosti. Nevrotrofini uravnavajo učinkovitost 

sinaptičnega prenosa, saj lahko sproţijo presinaptično sproščanje nevrotransmiterjev (35). 

V kulturah simpatičnih nevronov in srčnih mišičnih celic NGF poveča sproščanje 

noradrenalina, BDNF pa sproščanje acetilholina (28). Tudi z uravnavanjem izraţanja 

ionskih kanalov, encimov za biosintezo nevrotransmiterjev in drugih proteinov nevrotrofini 

ohranjajo normalno delovanje ţivčevja (19).  

 

1.2.4 Učinki nevrotrofinov v srčnoţilnem sistemu  

 

Tako kot pri razvoju ţivčevja so nevrotrofini udeleţeni tudi pri oblikovanju 

srčnoţilnega sistema. Razvijajoče celice srca in ţilja izraţajo nevrotrofine in njihove 

receptorje. BDNF spodbuja diferenciacijo v endotelne in srčne mišične celice. Če ga med 

razvojem primanjkuje, stiki med endotelnimi celicami oslabijo, kar vodi do krvavitev 

prekatne stene in manjše sposobnosti krčenja srca. Nevrotrofin-3 uravnava proliferacijo 

zarodnih srčnih mišičnih celic, njegovo pomanjkanje pa povzroči okvare srčnega pretina in 

zaklopk ter oteţi oblikovanje srca. Ker se nekatere razvojne napake pojavijo, še preden se 

v organu oblikuje ţivčevje, je verjetno, da nevrotrofini neposredno nadzorujejo razvoj 

srčnoţilnega sistema (20, 30, 36).  

Svojo vlogo pri vzdrţevanju delovanja srca in ţilja ohranijo tudi v odraslem organizmu. 

NGF je pomemben dejavnik angiogeneze, saj sodeluje pri številnih procesih, ki se tekom 

nje odvijajo. Po vezavi na TrkA signal za preţivetje in invazijo endotelnih celic posreduje 

PI3K/Akt (serin/treonin-kinaza ali protein-kinaza B) signalna pot, preko ERK1/2 pa se 

sproţita proliferacija in migracija (20, 36). S spodbujanjem teh procesov k angiogenezi 

prispeva tudi NT-3, pri čemer naj bi bila prav tako udeleţena PI3K/Akt (36). Oba 

nevrotrofina spodbujata še migracijo ţilnih gladkomišičnih celic (20, 36). Tudi BDNF 

ugodno vpliva na preţivetje endotelnih celic in angiogenezo. Nanjo verjetno učinkuje na 

dva načina: z aktivacijo TrkB receptorjev na EC, ki lokalno sproţijo nastanek novih ţilic in 

s kemotaktičnim delovanjem na progenitorske celice iz kostnega mozga (30). V srčnih 

mišičnih celicah NGF preko avtokrinega mehanizma preprečuje apoptozo, NT-3 pa je 

povezan z njihovo hipertrofijo (Slika 5) (37, 38). 



 

  - 13 -  

 

Slika 5:  Učinki nevrotrofinov na srčne mišične celice (20).  

NGF z aktivacijo TrkA preko PI3K povzroči fosforilacijo Akt. Sledijo fosforilacija 

proapoptotičnih transkripcijskih dejavnikov Foxo, njihova izločitev iz jedra in inaktivacija. 

Z G-proteinom sklopljeni receptorji (GPCR) bi lahko navzkriţno aktivirali Trk, kot se 

dogaja v ţivčnih celicah. NT-3 z aktivacijo p38 MAPK in ERK1/2 sproţi hipertrofijo (20). 

ERK1/2 – z zunajceličnim signalom regulirana kinaza 1 in 2; p38 MAPK – p38 z 

mitogenom aktivirana protein-kinaza; PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza; Akt – 

serin/treonin-kinaza oz. protein-kinaza B  

 

1.3 Vpletenost nevrotrofinov in ţivčnega sistema v AF 
 

Delovanje srca je močno odvisno od navodil ţivčnega sistema, zato je tudi njegova 

oţivčenost strogo nadzorovana. Nevrotrofini sodelujejo pri oblikovanju ţivčevja in 

vplivajo na njegove funkcionalne lastnosti. Izraţanje NT se glede na fiziološko in 

patološko stanje organizma razlikuje, vendar obseg in posledice teh sprememb pri 

posameznih boleznih srca še niso jasno opredeljeni (28). 

Zaradi bolezni gostota oţivčenosti v srcih naraste ali upade, kar lahko vodi do 

neuravnoteţene aktivacije ţivčevja in aritmij (39). Pri bolnikih s perzistentno AF so opazili 

višjo stopnjo simpatične oţivčenosti atrijev. Tudi nekatere študije na ţivalih kaţejo na to, 

da je heterogeno povečanje simpatične oţivčenosti lahko osnova za razvoj AF (34). 

Neravnovesje v aktivnosti avtonomnega ţivčnega sistema lahko povzroči pomembne 

spremembe elektrofizioloških lastnosti atrijev, ki olajšajo nastop AF. Vagalna stimulacija 

skrajša efektivno refraktarno dobo. Na drugi strani tudi povečan simpatični tonus olajšuje 

razvoj AF, saj kateholamini vplivajo na vse elektrofiziološke mehanizme njenega začetka 
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in ohranjanja (5, 8). Sproţijo lahko nihanje membranskega potenciala, značilnega za 

naknadne depolarizacije ali povečajo avtomatizem. S spreminjanjem vzdraţnosti ali 

prevajanja vplivajo na kroţenje impulza (5). Raziskovalci so s stimulacijo avtonomnega 

ţivčnega sistema izzvali proţenje impulzov v pljučnih venah (40). Na tem mestu je moţen 

vpliv nevrotrofinov, saj so ugotovili, da NGF v kulturah simpatičnih nevronov in srčnih 

mišičnih celic s presinaptičnim delovanjem na TrkA poveča sproščanje noradrenalina in 

okrepi ekscitatorni prenos (28). Poleg tega spodbuja tudi izraţanje tirozin hidroksilaze, 

encima udeleţenega pri biosintezi noradrenalina. Na drugi strani BDNF sproţi sproščanje 

acetilholina in presinaptično spodbuja inhibitorni prenos. Nevrotrofini uravnavajo tudi 

delovanje ionskih kanalov in tako vplivajo na vzdraţnost in značilnosti proţenja impulzov 

simpatičnih nevronov (28). Z učinkom na vse te procese bi spremenjena nevrotrofična 

signalizacija lahko vplivala na stopnjo simpatičnega prenosa v srcu in prispevala k pojavu 

aritmij, saj so le-te ţe povezali s spremembami v simpatičnem prenosu (28). 

Poleg vpliva na razvoj in delovanje ţivčevja bi bili lahko nevrotrofini z AF povezani 

tudi preko neposrednega učinka na srčne mišične celice. NT-3 je eden izmed dejavnikov 

hipertrofije, pri AF pa so opazili prav povečanje atrijev (38, 41). Zanimivo bi bilo proučiti, 

ali tako kot v nevronih tudi v srčnih mišičnih celicah nevrotrofini vplivajo na lastnosti 

ionskih kanalov in v kakšnem odnosu so morebitne spremembe s pojavom AF. Zaradi 

vpletenosti nevrotrofinov v številne procese, ki bi bili lahko udeleţeni pri AF, se odpira 

vprašanje, ali je raven nevrotrofinov povezana s to motnjo ritma. 
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2 NAMEN DELA   

 

V diplomskem delu bomo proučevali povezanost atrijske fibrilacije z izraţanjem in 

sintezo nevrotrofinov in njihovih receptorjev v tkivih atrijev človeškega srca. Morebitna 

vpletenost in vloga NT pri AF še ni pojasnjena, vendar učinki nevrotrofinov na ţivčne in 

srčnoţilne celice nakazujejo to moţnost. Atrijska fibrilacija je povezana z delovanjem 

ţivčevja, ţivčno funkcijo pa uravnavajo tudi nevrotrofini. Spremenjene vrednosti 

nevrotrofinov spremljajo nekatera srčna obolenja, ki hkrati predstavljajo dejavnike 

tveganja za AF, zato ţelimo ugotoviti, ali lahko spremenjeno nevrotrofinsko aktivnost 

opazimo tudi pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo (42, 43, 44). 

 

K sodelovanju v raziskavi bomo povabili bolnike, pri katerih je predviden operativni 

poseg zaradi bolezni srčnih zaklopk. Razdelili jih bomo v dve skupini: na bolnike, kjer je 

poleg bolezni zaklopk pridruţena še atrijska fibrilacija in na bolnike z rednim ritmom srca. 

Med operacijo bodo sodelujočim odvzeli vzorce levega in desnega atrija.  

 

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med ravnijo nevrotrofinov in AF, bomo z 

encimsko-imunsko metodo (ELISA) v serumskih in atrijskih vzorcih bolnikov obeh skupin 

določili koncentracije ţivčnega rastnega dejavnika, nevrotrofičnega dejavnika 

moţganskega izvora in nevrotrofina-3. Nivoje proteinov bomo primerjali s stopnjo 

izraţanja genov za nevrotrofine in njihove receptorje v tkivih atrijev. Analizo genskega 

izraţanja bodo izvedli v laboratoriju Inštituta za medicinsko genetiko Ginekološke klinike 

v Ljubljani z metodo veriţne reakcije s polimerazo v realnem času.   

 

Podatke bomo statistično obdelali in preverili, ali obstajajo razlike med skupinama. 

Predvidevamo, da se bodo koncentracije nevrotrofinov in stopnje izraţanja njihovih genov 

pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo razlikovale od vrednosti pri kontrolni skupini bolnikov.  
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3 MATERIALI IN METODE  

3.1 Materiali 

3.1.1 Priprava vzorcev 

 

 natrijev klorid (NaCl) 

 kalcijev klorid (CaCl2) 

 Triton X-100  

 natrijev azid (NaN3)  

 fenilmetil-sulfonil fluorid (PMSF)  

 N-etilmaleimid (NEM)  

 goveji serumski albumin (BSA) (vse Sigma-Aldrich, ZDA) 

 tris-(hidroksimetil)-metilamonijev klorid (Tris/Cl)  

 etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) (oboje Koch-Light Laboratories Ltd, 

Velika Britanija)  

 prečiščena voda 

 

Sestava raztopin: 

 puferna raztopina A (SSC brez BSA): 50 mM Tris/Cl pH 7,0; 200 mM NaCl; 10 

mM CaCl2; 0,1% (v/v) Triton X-100; 0,05% (ut/v) NaN3 v H2O 

 puferna raztopina B (ekstrakcijski pufer): 50 mM Tris/Cl pH 7,0; 200 mM NaCl; 10 

mM CaCl2; 0,1% (v/v) Triton X-100; 0,05% (ut/v) NaN3; 10% BSA; 10 mM 

EDTA; 10 mM PMSF; 10mM NEM v H2O 

 

3.1.2 Določanje celokupnih proteinov 

 

 Bio-Rad testni komplet za določanje proteinov (Bio-Rad Laboratories, Nemčija)  

 

3.1.3 Encimsko-imunske metode 

 

 s fosfatnim pufrom pufrana fiziološka raztopina, pH 7,4 (10x PBS) (Gibco BRL, 

Life Technologies, Velika Britanija) 

 prečiščena voda 



 

  - 17 -  

 Tween20
®
 (Promega Corporation, ZDA) 

 goveji serumski albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, ZDA) 

 s streptavidinom konjugirana hrenova peroksidaza (R&D Systems, ZDA) 

  stabilizirana raztopina peroksida (reagent A) 

 stabilizirana raztopina kromogena tetrametilbenzidina (reagent B) (oboje R&D 

Systems, ZDA) 

 ţveplova IV kislina (H2SO4) (Merck KGaA, Nemčija) 

 Trizma
®
baza (Tris[hidroksimetil]aminometan)  

 natrijev klorid (NaCl)  

 kalcijev klorid (CaCl2) 

 Triton X-100  

 saharoza  

 natrijev azid (NaN3) ( vse Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) 

 tris-(hidroksimetil)-metilamonijev klorid (Tris/Cl) (Koch-Light Laboratories Ltd, 

Velika Britanija)  

 standard NGF : rekombinantni humani beta-NGF  

 primarno protitelo proti humanemu NGF 

 sekundarno biotinilirano protitelo proti humanemu NGF  

 standard BDNF: rekombinantni humani BDNF 

 primarno protitelo proti humanemu BDNF  

 sekundarno biotinilirano protitelo proti humanemu BDNF  

 standard NT-3: rekombinantni humani NT-3  

 primarno protitelo proti humanemu NT-3 

 sekundarno biotinilirano protitelo proti humanemu NT-3  (vse R&D Systems, 

ZDA) 

 

Sestava raztopin: 

 raztopina C (PBS): 0,144 g/L KH2PO4; 9 g/L NaCl; 0,795 g/L Na2HPO4x7H2O v 

H2O, pH 7,4  

 raztopina D (pufer za spiranje): 0,05% (v/v) Tween20
®
 v PBS, pH 7,4 

 raztopina E: 1% (ut/v) BSA v PBS 
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 raztopina encima: 0,5% (v/v) s streptavidinom konjugirana hrenova peroksidaza v 

raztopini E 

 raztopina encimskega substrata: raztopini peroksida in kromogena v razmerju 1:1 

 stop raztopina: 1 M H2SO4 

 raztopina F: 1% (ut/v) BSA, 5% (ut/v) saharoza, 0,05% (ut/v) NaN3 v PBS 

 raztopina G: 50 mM Tris/Cl, 200 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 0,1% (v/v) Triton X-

100, 0,05% (ut/v) NaN3, 1% BSA v H2O 

 raztopina H: 0,1% BSA, 0,05% Tween 20
®
 v s trisom pufrani fiziološki raztopini 

pH 7,3 (20 mM Trizma
®

baza, 150 mM NaCl v H2O) 

 raztopina H: 0,1% BSA, 0,05% (v/v) Tween 20
®
, 0,02% (ut/v)

 
NaN3 v PBS 

 

3.1.4 Vzorci 

 

V raziskavo smo vključili bolnike, ki so bili v Univerzitetnem kliničnem centru 

Ljubljana operirani zaradi bolezni zaklopk. Komisija Republike Slovenije za medicinsko 

etiko je raziskavo odobrila pod številko 186/12/08 (Priloga 1). Med operacijo sta bila 

bolnikom odvzeta vzorec levega in desnega atrija. Vzorci, namenjeni določanju 

koncentracij nevrotrofinov so bili do analize zamrznjeni na -70°C,  vzorci za izraţanje 

genov pa so bili takoj po odvzemu potopljeni v RNAlater® Solution (Applied Biosystems, 

Life Technologies Corporation, ZDA) in naslednji dan zamrznjeni na -20°C. V okviru 

predoperativnih preiskav so sodelujočim odvzeli tudi vzorce krvi. Koncentracije 

nevrotrofinov smo določili v serumu. 

V raziskavi je sodelovalo 34 bolnikov, razdeljenih v dve skupini. Prvo skupino je 

sestavljalo 19 bolnikov s paroksizmalno ali kronično atrijsko fibrilacijo. V kontrolni 

skupini je bilo 15 bolnikov, ki niso imeli te motnje ritma. Bolniki z ishemično boleznijo 

srca v raziskavo niso bili vključeni.  

 

3.2 Priprava vzorcev 
 

Vzorce atrijev smo za določitev vsebnosti nevrotrofinov pripravili po protokolu, ki smo 

ga pripravili s pomočjo protokolov, opisanih v Zhang s sod. (2001) in  Miklič s sod. (2004) 

(25, 45). Pribliţno natančno smo natehtali 0,08 g tkiva in v razmerju 1:25 dodali raztopino 
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A. S homogenizatorjem Ultra Turrax T45 smo vzorce homogenizirali petkrat po 15 sekund 

pri maksimalni hitrosti. Sledila je še 10 sekundna sonikacija z ultrazvočnim razbijalcem. Iz 

homogenizata smo odvzeli vzorce za določanje proteinov. Preostalemu delu smo glede na 

volumen raztopine A dodali raztopino B (110,4 μL raztopine B za vsak mL raztopine A), 

ki je sluţila kot ekstrakcijski pufer. Vsebovala je tudi inhibitorje proteaz, ki so preprečili 

razgradnjo naših analitov. Vzorce smo vseskozi hranili na ledu. Za konec smo vzorce 

centrifugirali 30 min pri 46000g in 4°C in supernatant prenesli v Eppendorfovo epruveto. 

Tako pripravljene vzorce smo do analize hranili v zamrzovalniku pri -70°C. 

 

3.3 Določanje celokupne koncentracije proteinov  
 

Za določanje celokupne koncentracije proteinov v vzorcih smo uporabili metodo Bio-

Rad, ki temelji na Bradfordovi metodi določanja proteinov (46). Umeritveno krivuljo smo 

izdelali s pomočjo standardne raztopine govejega serumskega albumina v koncentracijah 

od 2,5 - 75 μg/mL. Slepi vzorec je predstavljala prečiščena voda. Na mikrotitrske plošče 

smo v dveh paralelkah nanesli po 160 μL slepega vzorca in standardnih raztopin ter po 8 

μL vzorcev odvzetih po homogenizaciji. Slednjim smo dodali še 152 μL prečiščene vode, 

da je bil volumen v vseh vdolbinicah enak. Nato smo dodali 40 μL barvnega reagenta, 30 

min inkubirali na sobni temperaturi in izmerili absorbanco pri 595 nm s čitalcem za 

mikrotitrske plošče (Synergy HT, BioTeck, ZDA).  

Parametre umeritvene krivulje in koncentracije celokupnih proteinov v vdolbinici smo 

izračunali z računalniškim programom GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism Software, 

ZDA). Dobljeno koncentracijo smo še preračunali glede na začetni volumen vzorca in jo 

izrazili v mg.   

 

3.4 Encimsko-imunska metoda za kvantitativno določevanje 

nevrotrofinov 
 

Nivoje nevrotrofinov v vzorcih atrijev in seruma smo določili s pomočjo encimsko-

imunskih metod (ELISA), ki so jih razvili v Laboratoriju za molekularno in celično 

farmakologijo in so opisane v Miklič s sod. (2004) in Mele s sod. (2010) (25, 47). 

Uporabili smo parne sisteme protiteles in standarde proizvajalca R&D Systems, ZDA, ki 

so omogočili specifično in kvantitativno določitev NGF, BDNF in NT-3 proteinov v 
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vzorcih. Metode so bile ovrednotene s predstavitvijo reprezentativne umeritvene krivulje, 

oceno občutljivosti, meje zaznavnosti, kvantitativne določitve, specifičnosti, statistično 

analizo ponovljivosti znotraj testa in ponovljivosti med testi ter izkoristka z metodo 

standardnega dodatka (25, 47). Princip metode predstavlja Slika 6. 

 

Vezava primarnega 
protitelesa na ploščo.

Nanos vzorca in 
vezava antigena.

Vezava detekcijskega
 protitelesa na antigen.

Vezava z encimom 
označenega protitelesa.

Dodatek kromogenega
substrata in nastanek
obarvanega produkta.

 

Slika 6: Princip direktnega ELISA testa. 

 

3.4.1 Postopek določanja NGF (NGF ELISA) 

 

Vse uporabljene pufre smo pred začetkom dela prenesli na sobno temperaturo. 

Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (Nunc, Danska) smo za analizo pripravili tako, da 

smo v vdolbinice odpipetirali po 100 μL raztopine primarnega protitelesa v raztopini C s 

koncentracijo 0,4 μg/mL, ploščo prekrili s samolepilnim pokrovom in jo inkubirali čez noč 

pri sobni temperaturi. Na dan analize smo z ročnim spiralcem (Nunc-Immunowash 12, 

Danska) iz vdolbinic izsesali raztopino primarnega (lovilnega) protitelesa in jih trikrat 

sprali z raztopino D (puferna raztopina za spiranje). V vdolbinice smo nato odpipetirali po 

300 μL raztopine E in s pokrovom prekrito ploščo 1 uro inkubirali pri sobni temperaturi, da 

so molekule govejega serumskega albumina zasedle nespecifična vezavna mesta na 

primarnem protitelesu. Zatem smo raztopino E odstranili, ploščo trikrat sprali z raztopino 

D in jo osušili.  

Pripravili smo slepi vzorec in raztopine standarda NGF (1,9 - 250 pg NGF/mL) v 

raztopini E. Na ploščo smo v dveh paralelkah nanesli po 100 μL standardov, vzorce levega 

in desnega atrija ter seruma in njegove redčitve. Po 90 minutni inkubaciji pri 37°C smo 

plošče sprali z raztopino D, jih osušili in nanje odpipetirali po 100 μL sekundarnega 
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(detekcijskega) protitelesa (200 ng/mL). Ploščo smo inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi, 

jo trikrat sprali in osušili. Pripravili smo raztopino encima (s streptavidinom konjugirana 

hrenova peroksidaza) v raztopini E s koncentracijo 1,25 mg/mL. V vsako vdolbinico smo 

nanesli 100 μL pripravljene raztopine in ploščo 20 min inkubirali pri sobni temperaturi ter 

zaščiteno pred svetlobo. Ploščo smo spet trikrat sprali in osušili. Raztopino encimskega 

substrata smo tik pred uporabo pripravili tako, da smo v enakem razmerju zmešali 

raztopini peroksida in kromogena. V vsako vdolbinico smo je odpipetirali po 100 μL. 

Ploščo smo inkubirali na sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo 20 - 30 minut, dokler 

se ni razvila dovolj intenzivna barva. Brez spiranja smo v vdolbinice dodali še po 50 μL 1 

M H2SO4, in prekinili nadaljnji potek barvne reakcije.  

Absorbanco standardov in vzorcev smo spektrofotometrično določili s čitalcem za 

mikrotitrske plošče (Synergy HT, BioTeck, ZDA) pri valovni dolţini 450 nm in izvedli 

korekcijo pri 540 in 570 nm, da bi omejili vpliv optičnih nepravilnosti mikrotitrskih plošč.  

Iz umeritvene krivulje smo s programom GraphPad Prism 4.0 izračunali koncentracijo 

NGF v vdolbinici in jo preračunali na začetni volumen vzorca (dodani volumen raztopine 

A). Količino nevrotrofina smo izrazili glede na celokupno količino proteinov, kot pg 

nevrotrofina/mg proteinov.   

      

3.4.2 Postopek določanja BDNF (BDNF ELISA) 

 

Postopek za kvantitativno določitev BDNF proteina v preiskovanih vzorcih je bil enak, 

kot je opisano za določitev NGF, le da smo uporabili protitelesa proti BDNF. Na 

mikrotitrsko ploščo smo nanesli po 100 μL raztopine primarnega protitelesa proti BDNF, 

raztopljenega v raztopini C s koncentracijo 2 μg/mL. Standarde BDNF smo v raztopini G 

pripravili v  koncentracijah od 5,85 do 375 pg BDNF/mL. Prav tako smo v raztopini G 

razredčili še vzorce seruma v razmerju 1:10. Po inkubaciji standarov in vzorcev smo na 

mikrotitrske plošče nanesli po 100 μL raztopine sekundarnega protitelesa proti BDNF v 

raztopini H  s koncentracijo 100 ng/mL. Ploščo smo inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi, 

jo nato trikrat sprali in osušili. Zadnje stopnje postopka, tj. vezavo encima, dodatek 

raztopine substrata, prekinitev poteka barvne reakcije in merjenje absorbance smo izvedli 

tako, kot je opisano pri postopku za določanje NGF. Količino BDNF smo izračunali s 

pomočjo programa GraphPad Prism 4.0, na enak način kot smo to storili pri NGF.   
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3.4.3 Postopek določanja NT-3 (NT-3 ELISA) 

 

Tudi NT-3 protein smo v preiskovanih vzorcih kvantitativno določili po enakem 

postopku kot NGF, le da smo uporabili protitelesa proti NT-3. Pripravili smo raztopino 

primarnega protitelesa proti NT-3 v raztopini C s koncentracijo 1 μg/mL in jo nanesli na 

ploščo (po 100 μL). Standarde NT-3 smo raztopili v raztopini G v  koncentracijah od 5,85 

do 375 pg NT-3/mL. Serumov tokrat nismo redčili, saj v vzorcih nismo pričakovali visokih 

vrednosti NT-3. Po inkubaciji standarov in vzorcev smo na mikrotitrske plošče nanesli po 

100 μL raztopine sekundarnega protitelesa proti NT-3 v raztopini H s koncentracijo 200 

ng/mL. Sledila je še dveurna inkubacija pri sobni temperaturi, trikratno spiranje in 

osušitev. Zadnje stopnje postopka smo izvedli tako, kot je opisano pri postopku za 

določanje NGF. S pomočjo programa GraphPad Prism 4.0 smo tudi količino NT-3 

izračunali na enak način, kot je bil uporabljen pri NGF.   

 

3.4.5 Obdelava in analiza podatkov 

 

Koncentracije celokupnih celičnih proteinov in vrednosti proteinov NGF, BDNF in NT-

3 v homogenatih atrijev in v serumu smo izračunali iz umeritvenih krivulj ustreznih metod 

s pomočjo računalniškega programa GraphPad Prism verzija 4.0 za Windows okolje 

(GraphPad Prism Software, ZDA). Rezultati so predstavljeni s srednjo vrednostjo in 

standardno napako (x ± SEM). Podatke smo statistično obdelali s programom GraphPad 

Prism 5.0. Primerjali smo vrednosti nevrotrofinov v levem in desnem atriju pri kontrolni 

skupini in vrednosti v posameznem atriju in serumu med skupinama. Porazdelitev 

podatkov smo analizirali z D'Agostino-Pearsonovim testom normalnosti. V primeru, da so 

vrednosti v obeh primerjanih skupinah ustrezale normalni porazdelitvi, smo primerjavo 

izvedli s Studentovim t-testom za neodvisna vzorca. Kadar se je porazdelitev v eni ali v 

obeh skupinah značilno razlikovala od normalne, smo uporabili Mann-Whitneyev test. Za 

raven statistične značilnosti smo izbrali standardno vrednost vsaj 95 % intervala zaupanja 

(p < 0.05).  
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3.5 Izraţanje genov 
 

Podatke o izraţanju genov smo pridobli v sodelovanju z Jasmino Ţivo Černe, mag. 

farm. z Inštituta za medicinsko genetiko Ginekološke klinike Univerzitetnega kliničnega 

centra Ljubljana, kjer so analizo vzorcev tudi izvedli. V vzorcih levega in desnega atrija so 

z metodo veriţne reakcije s polimerazo v realnem času proučili izraţanje genov za 

nevrotrofina NGF (NGF) in nevrotrofin-3 (NTF3) ter za nevrotrofinske receptorje p75
NTR

 

(NGFR), TrkA (NTRK1), TrkB (NTRK2).  

 

3.5.1 Princip metode 

 

Veriţna reakcija s polimerazo v realnem času je zelo občutljiva metoda, ki omogoča 

eksponentno pomnoţevanje odsekov DNA s hkratnim merjenjem količine produkta v 

vzorcu. S predhodnjim postopkom reverzne transkripcije pa je metoda široko uporabna 

tudi pri določanju izraţanja genov.  

Molekule mRNA so slabše stabilne in zelo občutljive na delovanje RNaz, zato jih po 

izolaciji iz tkiva pred nadaljno analizo s pomočjo reverzne transkriptaze prepišemo v 

komplementarno DNA zaporedje. Izvedba PCR poteka s cikličnim spreminjanjem 

temperature in ponavljanjem treh korakov, ki jih v grobem sestavljajo denaturacija dvojne 

vijačnice, prileganje začetnih oligonukleotidov na enojne verige in sinteza 

komplementarne verige s termostabilno DNA polimerazo. Določevanje količine produkta 

tekom reakcije je v našem primeru omogočila uporaba TaqMan
®
 sond. Gre za specifične 

oligonukleotide, ki se prilegajo na proučevano zaporedje DNA in imajo na 5'-koncu 

vezano reportersko barvilo, na 3'- koncu pa nefluorescentni dušilec. Dokler je sonda 

nedotaknjena, dušilec preprečuje fluorescenco barvila. Pri podaljševanju novo nastale 

verige, DNA polimeraza naleti na sondo, hibridizirano na matrično zaporedje, in 

reportersko barvilo odcepi. Ker se razdalja med barvilom in dušilcem poveča, slednji 

flourescence ne duši več in to zaznamo kot njen porast. 
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3.5.2 Postopek izolacije molekul RNA  

 

Za izolacijo mRNA iz tkiva atrijev so uporabili komplet RNAqueous®-4PCR Kit 

(Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, ZDA) (48). Izolacija je potekala po 

naslednjih korakih: 

Vzorcu (75 mg) so dodali 700 μl lizirajoče raztopine, ki vsebuje gvanidinijev tiocianat za 

lizo celičnih membran in inaktivacijo ribonukleaz ter ga homogenizirali s 

homogenizatorjem TissueLyser LT (Roche Diagnostics GmbH, Nemčija). Dodali so enak 

volumen 64% etanola in raztopino prenesli na filtrirno kolono. Med centrifugiranjem je 

raztopina stekla skozi filter in molekule mRNA so se vezale na membrano. Na enak način 

je sledilo spiranje, najprej s 700 μl raztopine 1 in zatem dvakrat s 500 μl raztopine 2/3. 

Molekule RNA so eluirali s 70 μl elucijske raztopine, ogrete na 80 °C (48).  

 

3.5.3 Postopek sinteze komplementarne DNA 

 

Molekule mRNA so v cDNA prepisali s pomočjo kompleta High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, ZDA) 

(49). V vdolbinice na mikrotitrski plošči so najprej nanesli raztopino, ki je vsebovala pufer, 

mešanico deoksinukleotidov (dNTP), oligonukleotidne začetnike, reverzno transkriptazo 

MultiScribe
TM

, RNazni inhibitor
 

in vodo brez nukleaz, nato pa še vzorce mRNA. 

Transkripcija je potekala pod pogoji, kot so navedeni v protokolu proizvajalca (49). 

 

3.5.4 Postopek analize izraţanja genov 

 

Izraţanje genov so analizirali z uporabo TaqMan® Gene Expression Assay (Applied 

Biosystems, Life Technologies Corporation, ZDA) (50). Na ploščo s 384 vdolbinicami so 

nanesli po 10 μl reakcijske mešanice, ki je vsebovala: 

-  oligonukleotidne začetnike in sonde: ustrezen TaqMan® Gene Expression Assay 

(Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, ZDA),  

-  primerno redčeno raztopino cDNA in  

-  mešanico DNA polimeraze, reakcijskega pufra, deoksinukleotidov in MgCl2: 

LightCycler
®

 480 Probes Master (Roche Diagnostics GmbH, Nemčija). 



 

  - 25 -  

Endogeno kontrolo je predstavljal hišni gen za peptidilprolil izomerazo A (PPIA) (51). 

Analiza je potekala v napravi LightCycler
®

 480 System (Roche Diagnostics GmbH, 

Nemčija).  

 

3.5.5 Obdelava in analiza podatkov 

 

Rezultate RT-PCR analize smo obdelali z metodo relativne kvantifikacije, imenovane 

tudi metoda 2
-ΔΔC

T, ki izraţanje proučevanega gena opiše normalizirano na notranji 

kontrolni gen in relativno na izbrano referenčno skupino (52). Dobljene vrednosti Ct 

(število ciklov, pri katerem fluorescenca doseţe praţno vrednost) za proučevani gen smo 

normalizirali na vrednosti Ct endogenega kontrolnega gena in jih izrazili kot ΔCt.  

Notranjo kontrolo je predstavljal hišni gen PPIA (51). Izraţanje gena smo nato izrazili še 

relativno glede na referenčno skupino, kot 2
-ΔΔCt

, kjer ΔΔCt predstavlja razliko med 

vrednostmi ΔCt za izbrani in referenčni vzorec. Izraţanje genov pri osebah z rednim 

ritmom smo izrazili relativno glede na desni atrij te skupine. Pri določanju genskega 

izraţanja v levem in desnem atriju oseb z AF smo za referenčno skupino izbrali 

odgovarjajoči atrij kontrolne skupine. Rezultate smo predstavili s srednjo vrednostjo in 

standardno napako (x ± SEM) in jih statistično obdelali s pomočjo programa GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad Prism Software, ZDA). Za primerjavo skupin smo uporabili 

Studentov t-test in kot statistično pomemben rezultat izbrali vrednosti p < 0,05. Primerjali 

smo izraţanje genov med atrijema v kontrolni skupini in izraţanje v posameznem atriju 

med skupinama. 
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4 REZULTATI 

 

4.1 Predstavitev preiskovancev 
 

V pričujoči raziskavi je sodelovalo 34 bolnikov, ki smo jih razdelili v dve skupini. V 

kontrolno skupino smo vključili 15 bolnikov z rednim ritmom,  v skupino z motnjo ritma 

(z atrijsko fibrilacijo - AF) pa smo uvrstili 19 bolnikov. Podatke o njihovem spolu in 

starosti podajamo v Tabeli II.  

 

 

Tabela II: Demografski podatki o preiskovancih. 

Skupina 
Spol 

Starost v letih ± SD 
Moški Ţenske 

Kontrola (K) 10 5 65 ± 14 

Atrijska fibrilacija (AF) 10 9 73 ± 9 

 

 

V okviru predoperativnih priprav so bolnikom odvzeli kri in izvedli laboratorijske 

preiskave nekaterih elektrolitov, neproteinskih dušikovih spojin, označevalcev vnetja in 

krvnega sladkorja. Rezultate smo statistično obdelali in jih v obliki povprečnih vrednosti in 

standardnih odklonov (SD) predstavljamo v Tabeli III. Statistično značilnost razlike med 

vzorci bolnikov z rednim ritmom in bolnikov z atrijsko fibrilacijo smo preverili s 

Studentovim t-testom. 

 

Povprečne vrednosti večine preiskav so v mejah referenčnih vrednosti (53), navzgor 

odstopajo povprečne vrednosti sečnine pri skupini z AF, klorida in glukoze pri obeh 

skupinah ter C-reaktivnega proteina pri kontrolni skupini. Statistično značilno razliko (p = 

0,02) med skupinama smo ugotovili pri koncentraciji sečnine, saj je le-ta pri bolnikih v 

kontrolni skupini dosegla vrednost 5,89  1,94 mmol/L, pri bolnikih z motnjo ritma pa 

8,04  2,47 mmol/L. Pri rezultatih ostalih laboratorijskih preiskav nismo ugotovili 

statistično pomembnih razlik med preiskovanima skupinama (Tabela III). 
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Tabela III: Rezultati predoperativnih laboratorijskih preiskav s statistično primerjavo 

skupin.  

Preiskava 

Referenčne 

vrednosti 

(53) 

Kontrolna 

skupina 

Atrijska 

fibrilacija 
K : AF 

povprečna 

vrednost 
SD 

povprečna 

vrednost 
SD 

p 

vrednost
§
  

S-glukoza [mmol/L] 3,6 - 6,1 7,54 2,02 7,40 2,78 0,92 

S-sečnina [mmol/L] 2,8 - 7,5 5,98 1,94 8,04 2,47 0,02 

S-kreatinin [µmol/L] 44 - 97 74,8 30,02 89,56 24,95 0,20 

S-kalij [mmol/L] 3,8 - 5,5 4,28 0,37 4,36 0,41 0,61 

S-natrij [mmol/L] 135 - 145 143,18 2,36 142,69 2,41 0,60 

S-klorid [mmol/L] 95 - 105 110,45 5,73 109,63 6,78 0,73 

S-CRP [mg/L] do 5 7,43 11,72 4,00 2,89 0,47 

Kri-Levkociti [10
9
/L] 4,0 - 10,0 8,62 3,56 7,60 2,38 0,43 

K – kontrola; AF – atrijska fibrilacija; SD – standardni odklon; S – serum; 
§
Studentov t-test  

 

4.2 Vrednosti nevrotrofinov v serumu in tkivih atrijev človeškega 

srca 
 

V prvem delu študije smo proučevali nivoje nevrotrofinov (NT) v vzorcih seruma in 

tkivih atrijev človeškega srca bolnikov obeh skupin. S pomočjo encimsko-imunske metode 

(ELISA) smo izmerili koncentracije ţivčnega rastnega dejavnika (NGF), nevrotrofičnega 

dejavnika moţganskega izvora (BDNF)  in nevrotrofina-3 (NT-3) v serumu ter vsebnost 

vseh treh nevrotrofinov v levem in desnem atriju bolnikov z rednim ritmom in bolnikov z 

atrijsko fibrilacijo. Rezultate smo statistično obdelali, za primerjavo skupin pa smo 

odvisno od porazdelitve podatkov uporabili Studentov t-test neodvisnih vzorcev ali Mann-

Whitneyev test. 

 

4.2.1 Serumske koncentracije nevrotrofinov 

 

Podatki v literaturi kaţejo, da se serumski nivoji nevrotrofinov v primeru nekaterih 

bolezenskih stanj ali motenj pomembno spremenijo (44, 54, 55). S proučevanjem nivojev 

nevrotrofinov v serumih bolnikov z rednim ritmom in tistih z motnjo ritma ter njihovo 
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primerjavo smo ţeleli ugotoviti, ali to velja tudi za AF, saj bi v slednjem primeru zaradi 

dostopnosti vzorca serumske koncentracije nevrotrofinov lahko sluţile kot napovedni 

dejavnik.  

 

Serumska koncentracija NGF 

 

Nivoji NGF, izmerjeni v serumskih vzorcih kontrolne skupine, so se nahajali v širokem 

koncentracijskem območju, od 0 do 592,7 pg/mL, vendar so bile vse vrednosti, z izjemo 

najvišje, niţje od 150 pg/mL (Slika 7). Opazili smo tudi, da je bila pri 25% bolnikov raven 

serumskega NGF niţja od meje detekcije ELISE (< 1,5 pg NGF/mL). Povprečna vrednost 

vseh meritev v kontrolni skupini je znašala 84,4 ± 48,1 pg/mL. Mediana vrednost NGF v 

kontrolni skupini je znašala 23,9 pg/mL (s spodnjo kvartilo 1,5 in z zgornjo kvartilo 90,4 

pg/mL). Tudi v skupini bolnikov z AF je bil razpon izmerjenih koncentracij NGF širok, z 

vrednostmi v območju od 0 - 495,1 pg/mL, povprečna vrednost pa je znašala 117, 9 ± 44,7 

pg/mL (Slika 7). Mediana koncentracije NGF v skupini bolnikov z AF je bila niţja od 

kontrolne skupine in je znašala 11,7 pg/mL (s spodnjim kvartilom 5,5 in z zgornjim 

kvartilom 239,6 pg/mL).  
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Slika 7: Serumske koncentracije ţivčnega rastnega dejavnika (NGF). 

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. K - kontrolna skupina; AF - skupina z atrijsko fibrilacijo; *Mann-Whitneyev test 
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Statistična analiza podatkov je pokazala, da se merjene koncentracije NGF v obeh 

proučevanih skupinah bolnikov značilno razlikujejo od normalne porazdelitve 

(D'Agostino-Pearsonov test normalnosti; p < 0,0001). Skupini smo zato primerjali z 

neparametričnim Mann-Whitneyevim testom, ki je pokazal, da se serumski nivoji NGF pri 

bolnikih z atrijsko fibrilacijo ne razlikujejo značilno od nivojev NGF pri bolnikih z rednim 

ritmom (p = 0,496).   

 

Serumska koncentracija BDNF 

 

Izmerjene koncentracije serumskega BDNF so bile v naši raziskavi veliko višje od 

koncentracij ostalih dveh proučevanih nevrotrofinov. Vrednosti BDNF v serumu bolnikov 

z rednim ritmom so se gibale med 846,4 in 7432,7 pg/mL. Povprečna vrednost serumskega 

BDNF v kontrolni skupini je tako znašala 4349,8 ± 668,4 pg/mL (Slika 8). Razpon 

serumskih koncentracij BDNF v skupini bolnikov z AF je bil nekoliko oţji, z mejnima 

vrednostima 2715,6 in 7860,7 pg/mL ter s povprečno vrednostjo 5130,2 ± 476,0 pg/mL 

(Slika 8).  
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Slika 8: Serumske koncentracije nevrotrofičnega dejavnika moţganskega izvora (BDNF). 

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. K - kontrolna skupina; AF - skupina z atrijsko fibrilacijo; 
§
Studentov t test 
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Statistična analiza podatkov je pokazala, da so merjene koncentracije BDNF v obeh 

proučevanih skupinah bolnikov normalno porazdeljene (D'Agostino-Pearsonov test 

normalnosti; p > 0,3).  Skupini smo primerjali s parametričnim Studentovim t testom, ki je 

pokazal, da se serumski nivoji BDNF pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo ne razlikujejo 

značilno od nivojev BDNF pri bolnikih z rednim ritmom (p = 0,346) (Slika 8).   

 

Serumska koncentracija NT-3 

 

 Rezultati merjenja serumskega NT-3 so pokazali, da so bile koncentracije tega 

nevrotrofina pri številnih preiskovancih zelo nizke. V kontrolni skupini smo sicer izmerili 

vrednosti NT-3 v območju od 0 – 343,9 pg/mL, a je bila večina izmerjenih koncentracij 

niţja od 50 pg/mL (povprečna vrednost: 38,2 ± 28,1 pg/mL) (Slika 9). Podobno smo 

opazili tudi pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo, kjer sta bili najniţja in najvišja meritev 0 in 

501,9 pg/mL (povprečna vrednost: 63,9 ± 39,9 pg/mL).  
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Slika 9: Serumske koncentracije nevrotrofina-3 (NT-3). 

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. K - kontrolna skupina; AF - skupina z atrijsko fibrilacijo; *Mann-Whitneyev test 

 

V kontrolni skupini je bila pri 41,7% bolnikov raven serumskega NT-3 niţja od meje 

detekcije ELISE (< 2,9 pg/mL), v skupini bolnikov z AF pa je bil deleţ takih vzorcev še 

višji in je znašal 61,5%. Mediana koncentracije NT-3 v kontrolni skupini je znašala 5,3 
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pg/mL (s spodnjim kvartilom 0 in z zgornjim kvartilom 25,0 pg/mL), v skupini bolnikov z 

AF pa je bila 0 pg/mL (z zgornjim kvartilom 52,4 pg/mL) (Slika 9). Skupini smo primerjali 

z neparametričnim Mann-Whitneyevim testom, ki je pokazal, da se serumski nivoji NT-3 

pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo ne razlikujejo značilno od nivojev NT-3 pri bolnikih z 

rednim ritmom (p = 0,908) (Slika 9). 

 

4.2.2 Vsebnost nevrotrofinov v tkivih atrijev človeškega srca 

 

V okviru raziskave smo določali vsebnost nevrotrofinov tudi v tkivih atrijev človeškega 

srca. V literaturi ni podatkov o koncentraciji nevrotrofinov v atrijih, poleg tega pa smo 

ţeleli pridobiti vpogled v morebiten vpliv motnje ritma srca na vrednosti NT, saj raven 

določene snovi v serumu ne odraţa nujno stanja v posameznem tkivu. Pri bolnikih v 

kontrolni skupini in bolnikih z AF smo v vzorcih levega in desnega atrija določili vsebnost 

nevrotrofinov ter opravili primerjave znotraj posamezne skupine in med njima.  

 

Bazalni nivoji nevrotrofinov v tkivih atrijev  

 

Naše meritve so potrdile prisotnost vseh treh nevrotrofinov v homogenatih človeških 

atrijev v merljivih koncentracijah. NGF smo izmerili v koncentracijskem območju od 7,5 

do 335,5 pg/mg proteinov v levem atriju (povprečna vrednost: 99,1 ± 26,3 pg/mg 

proteinov) in od 12,4 do 177,3 pg/mg proteinov v desnem atriju bolnikov iz kontrolne 

skupine (povprečna vrednost: 82,7 ± 16,5 pg/mg proteinov) (Slika 10). Izmerjeni nivoji 

BDNF so se v levem atriju gibali med 30,6 in 623,7 pg/mg proteinov (povprečna vrednost: 

190,0 ± 53,2 pg/mg proteinov), v desnem atriju pa med 27,8 in 289,0 pg/mg proteinov 

(povprečna vrednost: 135,0 ± 24,0 pg/mg proteinov (Slika 10). Koncentracije NT-3 so se v 

levem atriju gibale v območju od 0 do 463,9 pg/mg proteinov (povprečna vrednost: 99,6 ± 

37,6 pg/mg proteinov) in od 0 do 208,5 pg/mg proteinov v desnem atriju kontrolne skupine 

bolnikov (povprečna vrednost: 77,8 ± 21,9 pg/mg proteinov) (Slika 10). Vzorca levega 

atrija, kjer smo v primeru vseh treh nevrotrofinov izmerili najvišjo ter drugo najvišjo 

vrednost, sta pripadala istima dvema osebama. 
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Slika 10: Bazalne vrednosti nevrotrofinov v atrijih bolnikov kontrolne skupine.  

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. LAK - levi atrij kontrolne skupine; DAK – desni atrij kontrolne skupine; *Mann-

Whitneyev test  

 

Statistična analiza podatkov je pokazala, da se merjene koncentracije nevrotrofinov v 

levem atriju bolnikov v kontrolni skupini značilno razlikujejo od normalne porazdelitve 

(D'Agostino-Pearsonov test normalnosti; p = 0,007 - 0,047), medtem ko so vrednosti v 

desnem atriju normalno porazdeljene (D'Agostino-Pearsonov test normalnosti; p = 0,534 – 

0,757).  Opazili smo, da so nivoji proučevanih nevrotrofinov v desnem atriju niţji, vendar 

razlika med levim in desnim atrijem ni statistično značilna (Mann-Whitneyev test, p 

vrednosti podane v tabeli na Sliki 10).  
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Nivoji nevrotrofinov v tkivih atrijev človeškega srca po atrijski fibrilaciji 

 

 V homogenatih atrijev bolnikov z AF smo izmerili NGF v koncentracijskem območju 

od 4,7 do 258,6 pg/mg proteinov v levem atriju (povprečna vrednost: 105,7 ± 19,2 pg/mg 

proteinov) in od 10,2 do 225,0 pg/mg proteinov v desnem atriju (povprečna vrednost: 

103,6 ± 16,0 pg/mg proteinov) (Slika 11). Raven NGF v desnem atriju je bila pri bolnikih z 

motnjo ritma 25,3% višja kot pri bolnikih v kontrolni skupini, vendar razlika ni bila 

statistično pomembna. V levem atriju se nivoji NGF niso razlikovali od vrednosti pri 

bolnikih v kontrolni skupini (tabela na Sliki 11). 
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p vrednost 0,385* 0,585* 

 

Slika 11: Primerjava vsebnosti NGF v atrijih bolnikov z rednim ritmom in bolnikov z 

atrijsko fibrilacijo.  

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. DAK – desni atrij kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko 

fibrilacijo; LAK – levi atrij kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko 

fibrilacijo;  *Mann-Whitneyev test  
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Koncentracije BDNF smo v vzorcih bolnikov z motnjo ritma izmerili v območju od 

31,4 do 373,3 pg/mg proteinov v levem atriju (povprečna vrednost: 167,1 ± 28,7 pg/mg 

proteinov) in od 24,9 do 339,5 pg/mg proteinov v desnem atriju (povprečna vrednost: 

164,9 ± 24,8 pg/mg proteinov) (Slika 12). Tako kot pri NGF smo tudi tu opazili 22,1% 

višji nivo BDNF v desnem atriju po atrijski fibrilaciji, a razlika ni bila značilna (tabela na 

Sliki 12). Prav tako ni bil statistično pomemben 12,1% padec nivojev BDNF v levem atriju 

po AF glede na vrednosti v kontrolnem atriju (tabela na Sliki 12).  
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Slika 12: Primerjava vsebnosti BDNF v atrijih bolnikov z rednim ritmom in bolnikov z 

atrijsko fibrilacijo.  

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. DAK – desni atrij kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko 

fibrilacijo; LAK – levi atrij kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko 

fibrilacijo; 
§
Studentov t test; *Mann-Whitneyev test  
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Raven NT-3 v homogenatu levega atrija bolnikov z motnjo ritma je bila v območju med 

0 in 157,2 pg/mg proteinov (povprečna vrednost: 52,8 ± 14,3 pg/mg proteinov), v 

homogenatih desnega atrija pa v koncentracijskem območju med 0 in 280,3 pg/mg 

proteinov (povprečna vrednost 64,3 ± 17,5 pg/mg proteinov) (Slika 13). Rezultati so tako 

pokazali 17,3% padec vrednosti NT-3 v desnem atriju po atrijski fibrilaciji in kar 46,9% 

padec vsebnosti NT-3 v levem atriju po atrijski fibrilaciji v primerjavi s kontrolnimi atriji, 

vendar  statistične značilnosti teh razlik nismo mogli potrditi (tabela na Sliki 13). 
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Slika 13: Primerjava vsebnosti NT-3 v atrijih bolnikov z rednim ritmom in bolnikov z 

atrijsko fibrilacijo.  

Točke predstavljajo vrednosti meritve posameznega vzorca, oznake pa povprečno vrednost 

± SEM. DAK – desni atrij kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko 

fibrilacijo; LAK – levi atrij kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko 

fibrilacijo; *Mann-Whitneyev test  

  

 

Rezultati prvega dela raziskave so pokazali, da motnja ritma nima pomembnega vpliva 

na bazalne vrednosti nevrotrofinov v serumu, saj v nobenem primeru nismo opazili 

statistično značilne razlike v primerjavi z bolniki z rednim ritmom. Prav tako se v 

prisotnosti atrijske fibrilacije ne spremeni vsebnost nevrotrofinov v tkivih atrijev 

človeškega srca.  
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4.3 Izraţanje genov 
 

V literaturi ni podatkov o izraţanju nevrotrofinov in njihovih receptorjev v tkivih atrijev 

človeškega srca, poleg tega tudi ni jasen morebiten vpliv motnje ritma srca na izraţanje 

nevrotrofinskega sistema. V drugem delu raziskave smo zato v vzorcih levega in desnega 

atrija obeh proučevanih skupin z metodo veriţne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem 

času proučevali nivoje izraţanja genov za NGF in NT-3 ter za nevrotrofinske receptorje 

p75
NTR

, TrkA in TrkB. Rezultate smo statistično obdelali, za primerjavo skupin pa smo 

uporabili Studentov t-test neodvisnih vzorcev.  

 

4.3.1 Izraţanje nevrotrofinov in receptorjev v kontrolni skupini  

 

Naše meritve so potrdile izraţanje genov, ki kodirajo nekatere nevrotrofine in 

nevrotrofinske receptorje v človeških atrijih. Rezultate meritev v atrijih bolnikov z rednim 

ritmom predstavljamo relativno glede na izbrano referenčno skupino, t.j. desni atrij.  

 

Kvantitativna analiza je pokazala statistično pomemben (p < 0,001), 46,8% niţji nivo 

relativnega izraţanja gena za NGF v levem atriju glede na desni atrij (Slika 14). Tudi 

izraţanje gena za NT-3 je bilo za 19,1% niţje v levem atriju, vendar razlika med atrijema, 

tako kot pri vsebnosti proteina (Slika 10), ni bila značilna (Slika 14). Primerjava ravni 

izraţanja obeh genov v levem ali desnem atriju bolnikov z rednim ritmom je pokazala 

statistično pomembno razliko (p < 0,001) med nivoji NGF mRNA in NT-3 mRNA v 

posameznem atriju (Slika 15). Zanimivo je, da te razlike ni bilo opaziti pri bazalni 

vrednosti proteinov v kontrolnih atrijih (Slika 10), kar kaţe na pomembne razlike v 

regulaciji transkripcije in translacije  obeh nevrotrofinov. 
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Slika 14: Izraţanje gena za NGF in NT-3 v atrijih bolnikov z rednim ritmom. 

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja NGF mRNA in NT-3 mRNA glede na nivoje 

PPIA mRNA v posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. 

DAK – desni atrij kontrolne skupine; LAK – levi atrij kontrolne skupine 

 

 

NGF NT-3

0.0

0.5

1.0

1.5 p < 0,001

Desni atrij

R
az

m
er

je
 N

T
 m

R
N

A
/P

P
IA

 m
R

N
A

v
 d

es
n
em

 a
tr

iju

NGF NT-3

0.0

0.5

1.0

1.5 p < 0,001

Levi atrij

R
az

m
er

je
 N

T
 m

R
N

A
/P

P
IA

 m
R

N
A

v
 l
ev

em
 a

tr
iju

 

Slika 15: Primerjava izraţanja genov za NGF in NT-3 v atrijih kontrolne skupine.  

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja NGF mRNA in NT-3 mRNA glede na nivoje 

PPIA mRNA v posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. 

Meritve so prikazane relativno glede na izraţanje gena za NGF. 
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Kvantitativna analiza izraţanja nevrotrofinskega receptorja p75
NTR

 je pokazala 

statistično značilno (p < 0,001), desetkrat niţjo vrednost v levem atriju kontrolne skupine 

glede na desni atrij (Slika 16).  
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Slika 16: Izraţanje gena za p75
NTR

 v atrijih bolnikov z rednim ritmom.  

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja p75
NTR

 mRNA glede na nivoje PPIA mRNA 

v posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. DAK – desni atrij 

kontrolne skupine; LAK – levi atrij kontrolne skupine  
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Gen za receptor TrkA se je v manjši meri izraţal v levem atriju, kjer je bilo izraţanje za 

tretjino (34,6%) niţje kot v desnem atriju, vendar je statistična primerjava pokazala, da 

razlika ni bila značilna (Slika 17). V nasprotju z ostalimi proučevanimi geni se je NTRK2, 

gen, ki kodira TrkB, obseţneje izraţal v levem atriju. Izraţanje je bilo za 30,7% višje od 

tistega v desnem atriju, a tudi v tem primeru nismo ugotovili statistično pomembne razlike 

med atrijema (Slika 17). 
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Slika 17: Izraţanje genov za TrkA in TrkB v atrijih bolnikov z rednim ritmom. 

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja TrkA mRNA in TrkB mRNA glede na 

nivoje PPIA mRNA v posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± 

SEM. DAK – desni atrij kontrolne skupine; LAK – levi atrij kontrolne skupine  
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4.3.2 Izraţanje nevrotrofinov in receptorjev v atrijih bolnikov z atrijsko   

fibrilacijo 

 

Rezultate izraţanja genov v levem in desnem atriju bolnikov z AF smo predstavili 

relativno glede na odgovarjajoči atrij kontrolne skupine in preverili, ali se izraţanje v 

posameznem atriju v prisotnosti atrijske fibrilacije spremeni.  

 

Gen za NGF se je v desnem atriju bolnikov z AF izraţal v enakem obsegu kot pri 

bolnikih z rednim ritmom, izraţanje v levem atriju pa je bilo v prisotnosti motnje ritma za 

desetino višje, vendar razlika ni bila statistično pomembna (Slika 18). 
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Slika 18: Izraţanje gena za NGF v atrijih bolnikov z AF v primerjavi s kontrolno skupino. 

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja NGF mRNA glede na nivoje PPIA mRNA v 

posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. DAK – desni atrij 

kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko fibrilacijo; LAK – levi atrij 

kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko fibrilacijo  
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Izraţanje NTF3, gena, ki kodira NT-3, je bilo pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo v desnem 

atriju enako kot pri bolnikih z rednim ritmom, medtem ko smo v levem atriju opazili 

32,9% višje izraţanje kot v kontrolni skupini. Statistična analiza je pokazala, da razlika ni 

bila statistično pomembna (Slika 19).  
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Slika 19: Izraţanje gena za NT-3 v atrijih oseb z AF v primerjavi s kontrolno skupino. 

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja NT-3 mRNA glede na nivoje PPIA mRNA v 

posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. DAK – desni atrij 

kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko fibrilacijo; LAK – levi atrij 

kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko fibrilacijo  
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V desnem atriju bolnikov z atrijsko fibrilacijo smo določili manjše izraţanje 

nevrotrofinskega receptorja p75
NTR

 kot pri bolnikih z rednim ritmom, vendar razlika med 

skupinama ni bila statistično pomembna (Slika 20). Nasprotno pa smo v levem atriju 

opazili statistično pomembno (p < 0,001), 6,5-kratno povečanje izraţanje gena v 

pristonosti AF. Pri dveh bolnikih se je p75
NTR

 izraţal skoraj 15-krat močneje kot pri 

bolnikih iz kontrolne skupine (Slika 20).   
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Slika 20: Izraţanje gena za p75
NTR

 v atrijih bolnikov z AF v primerjavi s kontrolno 

skupino.  

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja p75
NTR

 mRNA glede na nivoje PPIA mRNA 

v posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. DAK – desni atrij 

kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko fibrilacijo; LAK – levi atrij 

kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko fibrilacijo  
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Izraţanje NTRK1, gena, ki kodira TrkA, v desnem atriju bolnikov z AF je bilo za 39,0% 

manjše kot pri bolnikih z rednim ritmom (Slika 21). Rezultat statistične primerjave je na 

meji značilnosti (p = 0,061), zato ne moremo z gotovostjo trditi, da je razlika med 

skupinama  statistično pomembna. Izraţanje gena za TrkA v levem atriju se med 

skupinama ni značilno razlikovalo, smo pa opazili, da se je NTRK1 v nekaterih vzorcih 

izraţal tudi do devetkrat močneje, kot je bilo povprečje v skupini (Slika 21). 
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Slika 21: Izraţanje gena za TrkA v atrijih oseb z AF v primerjavi s kontrolno skupino.  

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanje TrkA mRNA glede na nivoje PPIA mRNA v 

posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. DAK – desni atrij 

kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko fibrilacijo; LAK – levi atrij 

kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko fibrilacijo  
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Izraţanje NTRK2, gena, ki kodira TrkB, je bilo v desnem atriju bolnikov z AF 44,1% 

višje kot pri kontrolni skupini (Slika 22). V levem atriju je bilo izraţanje podobno v obeh 

skupinah, srednji vrednosti sta se razlikovali za manj kot 7% v prid kontrolni skupini. V 

nobenem primeru razlika ni bila statistično značilna (Slika 22).  
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Slika 22: Izraţanje gena za TrkB v atrijih oseb z AF v primerjavi s kontrolno skupino. 

Točke predstavljajo relativne nivoje izraţanja TrkB mRNA glede na nivoje PPIA mRNA v 

posameznem vzorcu, oznake predstavljajo povprečno vrednost ± SEM. DAK – desni atrij 

kontrolne skupine; DAAF – desni atrij skupine z atrijsko fibrilacijo; LAK – levi atrij 

kontrolne skupine; LAAF – levi atrij skupine z atrijsko fibrilacijo  

 

Pri proučevanju genskega izraţanja nekaterih nevrotrofinov in nevrotrofinskih 

receptorjev smo ugotovili, da je izraţanje NGF in p75
NTR

 pri bolnikih z rednim ritmom 

značilno višje v desnem atriju. Motnja ritma močno vpliva na izraţanje nizkoafinitetnega 

nevrotrofinskega receptorja p75
NTR

 v levem atriju, saj se njegovo izraţanje močno poveča. 

Na meji statistične značilnosti obstaja tudi moţnost, da se v prisotnosti AF zmanjša raven 

izraţanja NTRK1 v desnem atriju. Ostali nivoji izraţanja proučevanih nevrotrofinov in 

receptorjev se v prisotnosti motnje ritma ne spremenijo. 
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5 RAZPRAVA  

 

Električni signali se v avtonomnem ţivčevju srca prevajajo od desnega atrija (iz 

ritmovnika) najprej v ostale dele atrijev, preko AV vozla pa nato v prekate v točno 

določenih časovnih intervalih. Regulacija avtonomnega ţivčevja v srcu je verjetno sorodna 

regulaciji ostalih ţivčnih poti. Ţivčni sistem natančno uravnava delovanje srca, zato je 

oţivčenost srca strogo kontrolirana. Pri tem sodelujejo nevrotrofini, ki preko uravnavanja 

različnih procesov nevronske aktivnosti določajo stopnjo simpatičnega prenosa v srcu (28). 

V srcih, ki jih je prizadela bolezen, se gostota oţivčenosti spremeni, kar lahko vodi do 

neuravnoteţene aktivacije ţivčevja in aritmij (39). Glede na fiziološko in patološko stanje 

organizma se spreminja tudi izraţanje nevrotrofinov in njihovih receptorjev (20, 28). 

Obseg in posledice teh sprememb pri posameznih boleznih srca še niso raziskane. 

 

V pričujočem delu smo proučevali moţno vlogo izraţanja nevrotrofinov v srcu pri 

motnji ritma srca, t.j. atrijski fibrilaciji (AF). Z uporabo encimsko-imunske metode in 

veriţne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem času smo v serumu in tkivih atrijev 

človeškega srca ugotovili, da prisotnost AF značilno ne vpliva na serumske koncentracije 

nevrotrofinov, prav tako tudi nima pomembnega vpliva na nivoje izraţanja in na vsebnost 

nevrotrofinov v atrijih. Motnja ritma srca pa je povezana z izraţanjem nekaterih 

nevrotrofinskih receptorjev, saj se v njeni prisotnosti značilno poviša izraţanje gena za 

p75
NTR

 v levem atriju, na meji značilnosti pa je tudi zniţanje ravni izraţanja gena za TrkA 

v desnem atriju.  

 

V raziskavo vključene bolnike smo razdelili dve skupini, v kontrolno skupino z bolniki 

z rednim ritmom ter v skupino z AF. Naši rezultati so omejeni z dejstvom, da kontrolne 

skupine niso sestavljali zdravi ljudje, ker atrijskega tkiva zaradi etičnih razlogov ne 

moremo dobiti, pač pa bolniki, predvideni za operacijo zaradi bolezni srčnih zaklopk. To 

nam je onemogočilo pravi vpogled v normalno aktivnost nevrotrofinskega sistema v 

zdravem srcu. 
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5.1 Serumske koncentracije nevrotrofinov 
 

Podatki v literaturi kaţejo, da se serumski nivoji nevrotrofinov v primeru nekaterih 

bolezenskih stanj ali motenj pomembno spremenijo (44, 54, 55). Določevanje in 

proučevanje teh nivojev je bilo za različne raziskovalne skupine zanimivo predvsem pri 

študiju vloge nevrotrofinov pri različnih vnetnih in nevrodegenerativnih boleznih ter 

duševnih motnjah (54, 56, 57, 58). Raziskav, ki bi se ukvarjale z nivoji nevrotrofinov pri 

srčnoţilnih boleznih, je malo, medtem ko serumske koncentracije nevrotrofinov v 

prisotnosti AF pred začetkom naše raziskave še niso bile znane.   

 

Povprečna serumska vrednost NGF, ki smo jo izmerili v skupini bolnikov z rednim 

ritmom, je znašala 84,4 ± 48,1 pg/mL. Koncentracije NGF niso sledile normalni 

porazdelitvi, zato smo povprečno vrednost izrazili tudi v obliki mediane, ki je v tej skupini 

znašala 23,9 pg/mL (interkvartilni razpon 1,5 - 90,4 pg/mL). Naši rezultati so primerljivi z 

rezultati več študij (Glej Lang s sod. 2003 ; Hubold s sod., 2009), med drugim z 

objavljenimi rezultati Lang s sod., kjer so serumske koncentracije NGF proučevali na 

večjem številu zdravih oseb (n > 100) in določili srednjo vrednost 71,37 ± 335 pg/mL (56, 

59). Tudi nemški raziskovalci so opazili nenormalno porazdelitev serumskih koncentracij 

NGF ter jo predstavili z mediano 19,68 pg/mL (interkvartilni razpon 11,06 - 41,74 pg/mL) 

(56). Primerjava obeh median kaţe, da so serumski nivoji NGF pri naših bolnikih v 

kontrolni skupini kljub prisotnim boleznim zaklopk v skladu z nivoji NGF zdravih oseb.    

 

Serumske  koncentracije NGF, ki smo jih izmerili v naši študiji, se raztezjo v širokem 

območju, od 0 pg/mL do nekaj 100 pg/mL, kar priča o precejšnji fiziološki variabilnosti. O 

njej poročajo tudi v ţe omenjeni raziskavi, kjer so opazili še, da je bila pri 10% vzorcev 

koncentracija NGF višja od 164,16 pg/mL (56). Podoben deleţ visokih koncentracij smo 

zabeleţili tudi mi, saj je bilo v kontrolni skupini 8,3% vrednosti višjih od 150 pg/mL. 

Visoka fiziološka variabilnost in nenormalna porazdelitev vrednosti sta verjetni razlog za 

razlike v povprečnih serumskih vrednosti NGF, ki so obljavljene v literaturi. V manjših 

kontrolnih skupinah (do 25 prostovoljcev) so namreč določili serumske koncentracije NGF 

v širokem območju; 3,8 ± 1,7 pg/mL, 57,3 ± 96,6 pg/mL, 66 ± 18 pg/mL,  110,4 ± 152,1 

pg/mL in 170,34 ± 50,8 pg/mL (56, 60).   
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V skupini z AF je bila povprečna vrednost (117, 9 ± 44,7 pg/mL) za 39,7% višja kot v 

kontrolni skupini, mediana pa z 11,7 pg/mL (interkvartilni razpon 5,5 - 239,6 pg/mL) za 

51% niţja od mediane v kontrolni skupini. Tudi v tej skupini so se vrednosti nahajale v 

širokem koncentracijskem območju, vendar je bila porazdelitev izrazito dvodelna, saj je 

bilo 61,5% vrednosti niţjih od 33 pg/mL, ostale pa so bile višje od 170 pg/mL. Tudi v tem 

primeru je to verjetno posledica fiziološke variabilnosti, vendar je mogoč tudi vpliv drugih 

dejavnikov, ki so jim bili podvrţeni proučevani bolniki. Zniţanje nivoja NGF v plazmi so 

opazili pri kongestivni srčni odpovedi in akutnem koronarnem sindromu (43, 61), njegova 

raven v obtoku pa naraste pri vnetnem odgovoru, različnih avtoimunskih, alergijskih in 

metabolnih boleznih ter izpostavljenosti stresu (55, 60, 62, 63, 64). Mogoče je, da je bilo 

pri posameznem bolniku prisotno katero od teh stanj, vendar zaradi pomanjkanja 

informacij o celotnem zdravstvenem stanju sodelujočih tega ne moremo potrditi.  

 

Povprečne serumske vrednosti BDNF, ki smo jih izmerili v naši raziskavi, so bile 

občutno višje kot serumske vrednosti NGF in NT-3. V skupini bolnikov z rednim ritmom 

smo določili 4349,8 ± 668,4 pg BDNF/mL, v skupini z atrijsko fibrilacijo pa 5130,2 ± 

476,0 pg BDNF/mL) (Slika 8). Podatki v literaturi kaţejo, da se serumske vrednosti BDNF 

nahajajo  v konc. območju od ~1 ng/mL pa do ~30 ng/mL (60, 65, 66). Tako je serumska 

koncentracija BDNF, ki je bila določena v skupini zdravih moških, znašala 5,76 ± 0,68 

ng/mL (59). V raziskavi, ki je vključevala preko tisoč starejših oseb, so izmerili povprečno 

vrednost 7,79 ± 3,32 ng/mL, vendar so pri pripravi vzorcev uporabili postopek, ki je 

povečal količino zaznanega BDNF (54). Podoben nivo (7,17 ± 2,68 ng/mL) so določili tudi 

drugi raziskovalci (67), ki ob tem za primerljivost rezultatov med študijami poudarjajo 

pomen priprave serumskih vzorcev. BDNF je namreč prisoten tudi v trombocitih in se med 

strjevanjem krvi iz njih sprošča (54, 58, 68), zato predvsem temperatura in čas strjevanja 

krvi določata količino iz trombocitov sproščenega BDNF in s tem serumsko koncentracijo 

(67). V naši raziskavi smo analizirali ţe pripravljene serumske vzorce in na potek 

koagulacije nismo imeli vpliva, vendar ujemanje naših rezultatov z omenjenimi študijami 

potrjuje, da so bili naši vzorci ustrezno pripravljeni.   

 

Na nivo BDNF v obtoku vplivajo tako ţivljenjske navade (fizična aktivnost, prehrana) 

kot bolezenska stanja. Niţjo raven serumskega BDNF so določili pri depresiji in drugih 

duševnih motnjah ter pri različnih nevrodegenerativnih boleznih (54, 65, 67). Znano je, da 
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je raven BDNF povezana tudi s srčnoţilnimi in metabolnimi boleznimi (44, 54, 66). 

Medtem ko so zniţanje koncentracije BDNF v serumu opazili pri akutnem koronarnem 

sindromu (60), so višje plazemske koncentracije BDNF povezali z dejavniki tveganja za 

srčnoţilne bolezni, kot so povišani diastolični krvni pritisk in plazemski lipidi, vendar še ni 

znano ali povišan BDNF prispeva k patogenezi ali gre za adaptivni odgovor na razvoj 

bolezni (69). V naši raziskavi smo v obeh skupinah izmerili vrednosti, ki se skladajo z 

vrednostmi, ki jih navaja literatura. Ker v celotno zdravstveno stanje in morebitne 

pridruţene bolezni sodelujočih nismo imeli vpogleda, ni mogoče reči, ali so bile zgoraj 

omenjene povezave z drugimi bolezenskimi stanji prisotne tudi v našem primeru. Jasno je, 

da so imeli vsi pacienti tako napredovale bolezni zaklopk, da je bila potrebna operacija, in 

zato je pri njih smiselno pričakovati prisotnost različnih srčnoţilnih dejavnikov tveganja. 

Ali so ti vplivali na povišanje nivojev tudi pri naših bolnikih, bi lahko v prihodnje preverili 

z analizo vzorcev zdravih oseb. 

 

Raziskav, ki bi proučevale serumske koncentracije NT-3, ni veliko in nivoji tega 

nevrotrofina pri večjem številu zdravih oseb še niso znani. Območje, v katerem se 

vrednosti običajno nahajajo, je tako teţje določiti, saj se rezultati manjših raziskav ponekod 

zelo razlikujejo.  

 

Pri našem delu smo v večini vzorcev določili precej nizke serumske koncentracije NT-

3. Večina izmerjenih koncentracij je bila niţja od 60 pg/mL, višjo vrednost smo izmerili le 

pri enem bolniku (8,3%) iz kontrolne skupine in pri dveh bolnikih (15,4%) z atrijsko 

fibrilacijo. V prvi skupini je imelo raven NT-3 pod mejo detekcije encimsko-imunskega 

testa 41,7% bolnikov, v skupini z AF pa je bilo takih vzorcev kar 61,5%. Koncentracije v 

nobeni skupini niso bile normalno porazdeljene, zato smo za predstavitev srednje vrednosti 

meritev uporabili še mediano, ki je znašala 5,3 pg/mL (interkvartilni razpon 0 - 25,0 

pg/mL) v kontrolni skupini in 0 pg/mL (z zgornjim kvartilom 52,4 pg/mL) v skupini 

bolnikov z AF. Sprva smo predvidevali, da je precejšnje število rezultatov pod mejo 

detekcije povezano s dejstvom, da so naš vzorec predstavljale bolne osebe, vendar smo 

kasneje podobne rezultate zasledili tudi v literaturi. Raziskovalci v manjših kontrolnih 

skupinah zdravih oseb NT-3 v serumu praktično niso zaznali oz. so bile vrednosti, kot je 

mogoče razbrati iz grafične predstavitve podatkov, zelo blizu 0 (57, 63, 70).   
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Presenetljivo je, da so v dveh drugih študijah, prav tako v zdravih kontrolnih skupinah 

izmerili zelo visoke nivoje NT-3 v obtoku (1,3 ± 2,3 ng/mL in 2,9593 ± 2,555 ng/mL) (55, 

60). Čemu gre pripisati to razliko, zaenkrat še ni jasno. Pri osebah s stabilno angino 

pectoris in osebah z bolečinami v prsih brez zoţitve koronarnih arterij so določili 

plazemske koncentracije NT-3 v območju od 365 – 606 pg/mL (44). Pri našem delu je bila 

blizu tem vrednostim le najvišja koncentracija v posamezni skupini, ki je znašala 343,9 

pg/mL pri bolnikih brez motnje ritma in 501,9 pg/mL pri bolnikih z AF. Kako posamezne 

srčnoţilne bolezni vplivajo na raven NT-3 v krvi, še ni znano, so pa opazili njegovo 

povišanje pri nekaterih vnetnih boleznih in psihiatričnih motnjah (70).  

 

Statistična primerjava nivojev nevrotrofinov med bolniki z atrijsko fibrilacijo in bolniki 

z rednim ritmom je pokazala, da med njimi značilne razlike ni (p(NGF) = 0,496; p(BDNF) = 

0,346; p(NT-3) = 0,908). Viri nevrotrofinov v serumu so različni in na njihovo raven lahko 

vplivajo številni dejavniki, vendar naši rezultati kaţejo, da AF ni med njimi. Moţnost, da 

vpliv AF sicer obstaja, a ni dovolj obseţen, da bi se izrazil tudi v serumu, izključujejo 

rezultati analize atrijev, kjer pomembne spremembe v nivojih NT prav tako nismo odkrili.  

 

Kontrolne skupine v našem primeru niso predstavljale zdrave osebe, temveč bolniki, pri 

katerih je bila predvidena operacija zaradi bolezni zaklopk, kar je morda vplivalo na našo 

zmoţnost zaznavanja razlik. V prihodnje bi lahko proučili raven NT v serumu 

krvodajalcev in na ta način enostavno opravili primerjavo s skupino zdravih oseb. Na 

podlagi naših rezultatov zaenkrat ne moremo trditi, da je serumska koncentracija 

nevrotrofinov kazalec atrijske fibrilacije. 

 

5.2 Vsebnost in izraţanje nevrotrofinov in njihovih receptorjev v 

tkivih atrijev človeškega srca 
 

V nasprotju z nivoji nevrotrofinov v telesnih tekočinah človeka, ki so v literaturi dobro 

opisani, je raziskav, ki so se ukvarjale z določevanjem nivojev izraţanja nevrotrofinov in 

njihovih receptorjev v srčnih tkivih, malo. S proučevanjem nevrotrofinske aktivnosti 

atrijev v prisotnosti atrijske fibrilacije tako dobimo boljši vpogled v poznavanje fiziološke 

in patofiziološke vloge nevrotrofinov v tkivih človeškega srca. 
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5.2.1 Vsebnost in izraţanje nevrotrofinov v tkivih atrijev človeškega srca 

 

Bazalni nivoji nevrotrofinov in njihovih genov v tkivih atrijev človeškega srca 

 

Bazalne vrednosti vseh treh nevrotrofinskih proteinov, ki smo jih izmerili v kontrolni 

skupini preiskovanih bolnikov, se med levim in desnim atrijem človeškega srca ne 

razlikujejo (Slika 10). Pri vseh treh je bila vsebnost v homogenatu desnega atrija za 15 - 

30% niţja kot v homogenatu levega atrija, vendar v nobenem primeru razlika ni bila 

statistično značilna.  

 

V nasprotju z nivojem proteina se je gen za NGF v značilno (p < 0,001) manjšem 

obsegu  izraţal v levem atriju, kjer je bila raven njegovega izraţanja kar za 46,8% niţja kot 

v desnem atriju (Slika 14). Glede na to, da je oţivčenost levega atrija visoka, saj je klinično 

le levi atrij razlog za pojav atrijske fibrilacije (3), bi v levem atriju pričakovali višje nivoje 

NGF kot v desnem, saj je znano, da se stopnja njegovega izraţanja ujema z gostoto 

oţivčenosti (32). Naše ugotovitve so delno primerljive z rezultati pravkar objavljene 

študije Saygili s sod. (2011), kjer so proučevali nivoje izraţanja in NGF proteina na srčnih 

mišičnih celicah (miocitih) podgane različnih starosti. Ugotovili so, da je koncentracija 

NGF v miocitih desnega atrija mladih (6-8 tednov) in starejših (20-24 mesecev) podgan 

niţja v primerjavi z miociti levega atrija enako starih ţivali, medtem ko se nivoji izraţanja 

NGF med levim in desnim atrijem srca različno starih ţivali ne razlikujejo (71). Za kritično 

primerjavo rezultatov moramo upoštevati dejstvo, da so v tej raziskavi proučevali izolirane 

srčne mišične celice podgan, medtem ko smo pri našem delu analizirali homogenate 

človeških atrijev, ki so vsebovali celice (miocite) avrikla ob vstopu “vene cavae”. Na 

podlagi naših rezultatov ne moremo ugotoviti, ali je razlika v izraţanju NGF med atrijema 

normalno stanje ali posledica morebitnih patoloških sprememb, saj smo imeli v kontrolni 

skupini bolnike brez aritmij. Raziskave namreč kaţejo, da se izraţanje NGF poveča v 

bliţini tistega dela srca, ki ga je prizadel infarkt in zmanjša pri kongestivni odpovedi srca, 

ki sta pogosto povezana z boleznimi zaklopk (42, 43, 72).  

 

Izraţanje gena za NT-3 se med atrijema ni pomembno razlikovalo, čeprav je bilo v 

levem atriju 19,1% niţje kot v desnem atriju (Slika 14). Opazili smo, da je bilo izraţanje 

gena za NT-3 v obeh atrijih značilno niţje od izraţanje gena za NGF (p < 0,001) (Slika 
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15), česar na ravni proteina nismo potrdili (Slika 10). Omenjeni rezultat kaţe na različne, 

zaenkrat malo poznane mehanizme uravnavanja transkripcije in translacije obeh 

nevrotrofinov v srcu. Znano je, da vazokonstriktorni peptid endotelin-1 v srčnih mišičnih 

celicah spodbuja izraţanje NGF (73) in zmanjša izraţanje NT-3 (38). Uravnavanje 

izraţanja nevrotrofinov je tudi celično specifično, saj npr. endotelin-1 ne vpliva na sintezo 

NGF v srčnih fibroblastih (71, 73).  

 

Nivoji nevrotrofinov in njihovih genov v tkivih atrijev človeškega srca v prisotnosti 

atrijske fibrilacije 

 

Bazalne nivoje nevrotrofinov smo primerjali z vrednostmi nevrotrofinov v prisotnosti 

atrijske fibrilacije. Vsebnost NGF v levem atriju je bila primerljiva s kontrolno skupino, v 

desnem atriju pa je bila za 25,3% višja (Slika 11). Izraţanje gena se v obeh atrijih med 

skupinama ni razlikovalo za več kot desetino (Slika 18). Čeprav v skupini bolnikov z 

atrijsko fibrilacijo značilnih sprememb v nivojih NGF nismo opazili ne na ravni proteina 

ne pri izraţanju gena, njegove vpletenosti v procese atrijske fibrilacije ne moremo 

izključiti. Študija na atrijskih srčnih mišičnih celicah podgan je pokazala, da nivo NGF 

proteina s starostjo poraste in morda predstavlja refleksni odgovor na s starostjo povezano 

naraščanje apoptoze v srcu (71). S preprečevanjem apoptoze v srčnih mišičnih celicah 

NGF lahko ugodno vpliva na manjši razvoj fibroze, ki je pri bolnikih z AF pogosto 

prisotna in to motnjo vzdrţuje (8, 37). Znano je, da se pojavnost atrijske fibrilacije močno 

poveča s starostjo (12). NGF na atrijsko fibrilacijo vpliva s svojim delovanjem na ţivčevje, 

saj ugotavljajo, da razvoj te motnje ritma poleg električnega in strukturnega preoblikovanja 

atrijev povzroča tudi preoblikovanje avtonomnega ţivčevja (3, 8, 74). Povečana 

heterogenost simpatične oţivčenosti s povzročanjem neenakomernih elektrofizioloških 

lastnosti atrijev lahko spodbuja AF. Heterogena oţivčenost je prostorsko povezana z 

neenakomerno refraktarnostjo tkiva, simpatična denervacija atrijev pa poveča razpršenost 

refraktarnosti, kar povzroči fibrilacijo atrijev (74, 75, 76). Študija na bolnikih z 

perzistentno atrijsko fibrilacijo je pokazala heterogeno povečanje simpatične oţivčenosti 

atrijev (34), vendar razlik v izraţanju NGF v primerjavi s skupino z rednim ritmom v tej 

raziskavi, tako kot pri našem delu, ni bilo. Vendar pa je znano, da povečano izraţanje NGF 

povzroča prekomerno simpatično oţivčenost (33, 77). Študija na miših, ki prekomerno 

izraţajo NGF, je pokazala podaljšano trajanje akcijskega potenciala v srčnih mišičnih 
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celicah prekatov (77). Podaljšanje efektivne refraktarne dobe ni ugodno za nastanek AF, 

vendar se lahko aritmija razvije zaradi neenakomerne repolarizacije in ponovnega 

vstopanja impulza. Prav tako lahko podaljšani akcijski potenciali vodijo do nastanka 

naknadnih depolarizacij in ektopičnega proţenja impulza (77). Čeprav so ti mehanizmi pri 

AF lahko prisotni, pa moţnosti, da potekajo v večji meri, nasprotujejo naše ugotovitve in 

ugotovitve drugih raziskovalcev (34), da atrijska fibrilacija ne vpliva na nivo NGF v tkivih 

atrijev človeškega srca. 

 

Vsebnost BDNF je bila v desnem atriju bolnikov z AF za 22,1% višja in v levem atriju 

za 12,1% niţja kot pri bolnikih v kontrolni skupini, vendar razlika ni bila značilna (Slika 

12). V nadaljevanju študije bo potrebno proučiti izraţanje gena za BDNF, saj so ugotovili, 

da je v ţivčnih celicah njegovo izraţanje uravnavano tudi s tokom kalcijevih ionov skozi 

L-tip kalcijevih kanalov (19). Pri dolgotrajni AF se srčna mišična celica na obremenitev s 

kalcijem zaradi hitrega proţenja akcijskih potencialov odzove prav z zmanjšanjem 

izraţanja te vrste kalcijevih kanalov (3). BDNF bi lahko pri AF sodeloval s povzročanjem 

oksidativnega stresa, ki pri tej motnji spremeni elektrofiziološke lastnosti srčnih mišičnih 

celic in prispeva k preoblikovanju atrijev (78, 79). Ugotovili so, da je glavni vir 

superoksidnih anionov v atrijskih srčnih mišičnih celicah človeka NAD(P)H oksidaza in da 

se njena aktivnost pri AF poveča (79). BDNF v gladkih mišičnih celicah koronarnih arterij 

in v ţivčnih celicah moţganske skorje z aktivacijo NAD(P)H oksidaze povečuje nastajanje 

superoksidnih anionov, vendar še ni znano, ali enako deluje tudi v srčnih mišičnih celicah 

(44, 80). Naši rezultati pomembnih sprememb v nivojih BDNF pri AF niso odkrili, zato 

povezanost med BDNF, oksidativnim stresom in AF brez nadaljnjih raziskav ostaja le 

hipoteza.  

 

Vsebnost NT-3 se v prisotnosti AF ni značilno spremenila, čeprav je bila v desnem 

atriju za 17,3%, v levem pa kar za 46,9% niţja kot v skupini bolnikov z rednim ritmom 

(Slika 13). Prav tako je na enaki ravni ostalo izraţanje njegovega gena v desnem atriju. V 

nasprotju s padcem vsebnosti proteina se je izraţanje v levem atriju v prisotnosti AF za 

32,9% povišalo, a tudi ta razlika ni bila značilna. NT-3 preko aktivacije svojega 

specifičnega TrkC receptorja vodi do hipertrofije srčnih mišičnih celic, a se njegovo 

izraţanje v modelu hipertrofiranega srca nepričakovano zmanjša, verjetno z namenom 

zaščite (38). Ker je ena izmed posledic dolgotrajne AF preoblikovanje atrijev, za katerega 
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je značilna tudi hipertrofija celic, bi lahko pri bolnikih z AF pričakovali manjše izraţanje 

NT-3 (8, 41). V levem atriju smo sicer opazili skoraj polovični padec vsebnosti in hkrati 

nepričakovano za tretjino višje izraţanje gena glede na kontrolno skupino, vendar je 

statistična analiza pokazala, da spremembe niso značilne. Ker lahko hipertrofija spremlja 

tudi bolezni zaklopk, je mogoče, da bi morebitne spremembe v nivojih NT-3 opazili šele v 

primerjavi s skupino preiskovancev brez bolezni srca. 

 

Naši rezultati kaţejo, da se nivoji nevrotrofinov v tkivih atrijev človeškega srca pod 

vplivom atrijske fibrilacije ne spremenijo značilno, zato na podlagi njihovih vrednosti ne 

moremo predvideti prisotnosti te motnje ritma. Nevrotrofinom pripisujemo zaščitno vlogo, 

vendar je njihovo delovanje lahko tudi neţeleno in povezano s procesi heterogene 

oţivčenosti, oksidativnega stresa in hipertrofije (33, 38, 44). Ti procesi so pomembni 

dejavniki pri razvoju atrijske fibrilacije, vendar ne spremljajo samo te motnje, temveč so 

skupni številnim patološkim spremembam v srcu. To je verjetno tudi razlog, da v naši 

raziskavi nismo opazili več razlik, saj so tudi kontrolno skupino predstavljali bolniki z 

boleznimi srca.  

 

5.2.2 Izraţanje nevrotrofinskih receptorjev v tkivih atrijev človeškega srca 

 

Bazalni nivoji izraţanja nevrotrofinskih receptorjev v tkivih atrijev človeškega srca 

 

Pri bolnikih z rednim ritmom sta se gena receptorjev p75
NTR 

in TrkA v manjši meri 

izraţala v levem atriju. Desetkratna razlika med atrijema je bila zelo značilna v primeru 

p75
NTR

 (p < 0,001) (Slika 16), tretjinski padec izraţanja gena za TrkA v levem atriju pa ni 

bil značilen (p = 0,160) (Slika 17). Niţji nivo izraţanja gena za p75
NTR

 v homogenatu 

levega atrija se sklada z manjšim izraţanjem gena za NGF v tem delu srca (Slika 14). 

p75
NTR 

je nespecifični receptor vseh nevrotrofinov, ki z interakcijami s Trk receptorji tvori 

visokoafinitetno vezavno mesto, preko katerega nevrotrofinske molekule spodbujajo 

preţivetje in funkcijo tarčne celice (20). Z omejenim izraţanjem tega receptorja se atrijsko 

tkivo prilagaja niţjim nivojem NGF in specifičnega receptorja TrkA, s tem skrbi za 

ravnovesje med receptorjema in omejuje pretirano aktivacijo p75
NTR

, ki s proapoptotskim 

delovanjem nasprotuje spodbudnemu vplivu nevrotrofinov. Manjše izraţanje genov za 

p75
NTR

 in NGF, ki smo ga opazili v naši študiji, je morda posledica izrazito spremenjenega 
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delovanja levega atrija zaradi prisotnih bolezni aortne in mitralne zaklopke, ki so v 

kontrolni skupini bolnikov prevladovale. To moţnost bomo v nadaljevanju še proučevali, 

saj sta študiji drugih raziskovalcev na modelu kongestivne srčne odpovedi pokazali izrazit 

padec izraţanja TrkA in NGF v prekatih pasjega srca (72) in v srcu podgane (43). 

 

Nivoji izraţanja gena za TrkB se med levim in desnim atrijem človeškega srca ne 

razlikujejo (p = 0,117) (Slika 17), opazili pa smo, da se 30,7% višji nivo v levem atriju 

sklada z 28,9% višjo vsebnostjo BDNF proteina v levem atriju bolnikov v kontrolni 

skupini. Znano je, da so nivoji TrkB receptorja višji v oţilju kot v srcu, saj se TrkB v ţilnih 

gladkomišičnih celicah nahaja v precejšnjem obsegu (38). Njegovo izraţanje se ob 

poškodbi ţile poveča, visok nivo pa so zaznali tudi v aterosklerotičnih lezijah, kjer ob 

vezavi BDNF sproţi migracijo ţilnih gladkomišičnih celic in tako prispeva k razvoju 

ateroskleroze (20, 81). V nadaljevanju študije bo potrebno proučiti še izraţanje gena za 

receptor TrkC, na katerega se veţe NT-3, saj poročajo, da je izraţanje tega receptorja 

izmed vseh treh visokoafinitetnih nevrotrofinskih receptorjev v srcu najvišje (38). 

 

Nivoji izraţanja nevrotrofinskih receptorjev v tkivih atrijev človeškega srca v 

prisotnosti atrijske fibrilacije 

 

Bazalne nivoje izraţanja nevrotrofinskih receptorjev smo v nadaljevanju študije 

primerjali z nivoji njihovega izraţanja v prisotnosti atrijske fibrilacije. Izraţanje gena za 

p75
NTR 

se v desnem atriju med skupinama ni razlikovalo, smo pa opazili zelo značilno, 6,5-

kratno povišanje izraţanja v levem atriju bolnikov z atrijsko fibrilacijo (Slika 20). Pri vseh 

bolnikih v tej skupini je bilo izraţanje gena za p75
NTR 

več kot trikrat višje od povprečja v 

kontrolni skupini, pri dveh osebah (18,2%) je bila razlika celo več kot 13-kratna. Niţji nivo 

izraţanja v levem atriju kontrolne skupine in velik porast v prisotnosti AF sta v skladu z 

opaţanji, da se p75
NTR 

v normalnih pogojih izraţa v manjši meri, bolj obseţno pa v 

patoloških stanjih (npr. ob ishemiji, aterosklerozi, diabetesu, poškodbi tkiva) (20, 29, 30). 

 

Aktivacija receptorjev p75
NTR

 pogosto nasprotuje učinkom, ki jih nevrotrofini 

posredujejo preko Trk receptorjev. Znano je, da p75
NTR

 preprečuje angiogenezo tako, da v 

endotelnih celicah sproţa apoptozo in oteţuje njihovo proliferacijo, migracijo in adhezijo, 

medtem ko aktivacija Trk receptorjev te procese spodbuja (20, 29). Podobno je tudi v 
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ţilnih gladkomišičnih celicah, kjer Trk spodbujajo njihovo migracijo, p75
NTR

 pa povzroča 

apoptozo in na ta način sodeluje tudi pri oblikovanju aterosklerotičnih lezij (20, 82). Višja 

raven p75
NTR

, ki smo jo opazili pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo, bi lahko prispevala k 

aktivaciji apoptotskih poti in večji izgubi srčnih mišičnih celic, ki je značilna za AF in ki 

prispeva k strukturnemu preoblikovanju atrijev ter olajšanemu ohranjanju motnje ritma. 

Prav tako pa je mogoče, da povečano izraţanje p75
NTR

 ni dovolj za proţenje apoptoze, saj 

je delovanje tega receptorja močno odvisno od prisotnosti specifičnih ligandov in 

koreceptorjev (20, 83, 84). Apoptotske poti učinkovito aktivira vezava pronevrotrofinov na 

p75
NTR

, precej manj pa vezava zrelih oblik nevrotrofinov (84). Ni jasno, kako to vpliva na 

stopnjo apoptoze pri atrijski fibrilaciji, saj prisotnost pro-oblik v srčnoţilnih celicah še ni 

bila opisana (20).  

 

Pri razvoju AF je pomemben tudi porast fibroznega tkiva (8). Študije na modelih 

poškodbe ţivčnega in pljučnega tkiva so pokazale, da je p75
NTR

 udeleţen pri razvoju 

fibroze, kjer na različne načine preprečuje razgradnjo fibrina in sodeluje pri brazgotinjenju 

tkiva, vendar najverjetneje ti učinki niso odvisni od nevrotrofične signalizacije (83). 

Moţno je torej, da je receptor p75
NTR

 z atrijsko fibrilacijo povezan še na nek drug, zaenkrat 

neznan način, kar pa bo potrebno potrditi s proučevanjem mehanizmov, ki sodelujejo pri 

razvoju fibroze v srcu. 

 

Udeleţenost p75
NTR

 pri procesih AF bi lahko temeljila tudi na njegovih učinkih v 

ţivčnih celicah. Pri odraslih miših z izbitim genom za p75
NTR

 so v desnem atriju opazili 

zmanjšano gostoto simpatične oţivčenosti, ki je bila hkrati neenakomerno porazdeljena 

(85). To je oslabilo simpatični prenos in oteţilo avtonomno uravnavanje srčnega ritma 

(85). Ker p75
NTR

 tudi v ţivčnih celicah igra dvojno vlogo pri posredovanju preţivetja ali 

celične smrti, kar zavisi od celičnega mikrookolja, ni mogoče sklepati, če povišan nivo 

izraţanja p75
NTR

, ki smo ga določili v naši študiji, sovpada z gostoto simpatične 

oţivčenosti srca (84). Bolj se ponuja moţnost, da p75
NTR

 prav z različnim delovanjem na 

posamezne ţivčne celice prispeva k heterogenosti oţivčenosti, ki bi lahko spodbujala AF. 

Za uravnavanje delovanja simpatičnega sistema v srcu je pomembna raven aktivacije 

receptorjev p75
NTR

 in TrkA (28). Ker v simpatičnih ţivčnih celicah nevrotrofini preko 

TrkA posredujejo sproščanje noradrenalina in aktivacija p75
NTR

 poveča sproščanje 

acetilholina, sta stopnja vzdraţenosti in fiziološki učinek simpatičnega prenosa odvisna 



 

  - 56 -  

tudi od razmerja aktivnosti obeh receptorjev (28, 86). Večje izraţanje p75
NTR

 pri naših 

bolnikih z AF bi lahko napovedovalo bolj izrazit inhibitorni prenos med simpatičnimi 

ţivčnimi celicami in srčnimi mišičnimi celicami, s čimer se poruši ravnoteţje med 

simpatičnim in parasimpatičnim sistemom (86). Prav neravnovesje med njima je 

odgovorno za nastanek AF (8, 87, 88). Študije kaţejo, da infuzija acetilholina v bliţino 

sinoatrialnega vozla sproţi AF in da vagalna stimulacija skrajša efektivno refraktarno dobo 

na prostorsko neenakomeren način in tako omogoča ponovno vstopanje impulza pri AF (9, 

88). Dokazi o vlogi acetilholina pri AF in p75
NTR

 pri uravnavanju njegovega sproščanja 

nam odkrivajo še eno morebitno povezavo med p75
NTR

 in AF, ki bi jo bilo potrebno, tako 

kot ostala naša predvidevanja, še natančneje preveriti.  

 

Izraţanje gena za TrkB se v levem atriju med skupinama ni razlikovalo. V desnem atriju 

bolnikov z AF je bilo kar za 44,1% višje kot pri osebah z rednim ritmom, vendar nam 

značilnosti razlike ni uspelo potrditi. V kakšni povezavi je ta rezultat z izraţanjem gena za 

BDNF, ne moremo predvidevati, saj nam ti podatki niso bili na voljo, smo pa na ravni 

proteina opazili, da je bila v tem atriju višja tudi vsebnost, a prav tako z neznačilno 22,1% 

razliko. V okviru študije na glodalcih so opazili, da izraţanje TrkB v srcu s starostjo 

naraste (89). S starostjo povezane spremembe BDNF/TrkB signalnih poti povečajo vnetje, 

povečajo poškodbo miokarda po infarktu in lahko prispevajo k resni srčnoţilni 

patofiziologiji pri starejših ljudeh (89). Hkrati so številne raziskave vnetje povezale z AF in 

pokazale, da bi le-to lahko s spodbujanjem strukturnega preoblikovanja atrijev sodelovalo 

tako pri nastanku kot pri ohranjanju te motnje ritma (8, 90). Prepletenost BDNF, TrkB, 

vnetja in AF se tako ponuja kot novo izhodišče za nadaljnje proučevanje. 

 

Z opredelitvijo genskega izraţanja receptorjev za nevrotrofine smo pokazali, da se raven 

bazalnega izraţanja genov za TrkA in TrkB med atrijema pomembno ne razlikuje. Manjše 

izraţanje gena za p75
NTR

 v levem atriju bi lahko predstavljalo odgovor organizma na 

sočasno zmanjšano izraţanje gena za NGF v tem delu srca. Ugotovili smo še, da se v 

prisotnosti atrijske fibrilacije močno poveča izraţanje gena za p75
NTR

 v levem atriju, 

mejno značilno pa se zniţa tudi izraţanje gena za TrkA v desnem atriju človeškega srca. Ti 

rezultati nakazujejo, da se pri AF razmerje med posameznimi nevrotrofinskimi receptorji 

spremeni, kar bi lahko vplivalo na obseg učinkov nevrotrofinov in tako prispevalo k 

patološkim procesom pri AF.  
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5.3 Omejitve 
 

 

Ena pomembnejših omejitev naše študije je majhno število vzorcev, saj smo v raziskavo 

vključili le 34 bolnikov. Kljub temu, da so se povprečne vrednosti med izbranima 

skupinama ponekod razlikovale tudi za 40% in več, nam statistične značilnosti teh razlik ni 

uspelo potrditi, kar je lahko posledica majhnega vzorca in precejšnje variabilnosti 

podatkov. Naši rezultati so omejeni tudi z dejstvom, da kontrolne skupine niso sestavljali 

zdravi ljudje, ker atrijskega tkiva zaradi etičnih razlogov ne moremo dobiti, temveč 

bolniki, predvideni za operacijo zaradi bolezni srčnih zaklopk. To nam je onemogočilo 

pravi vpogled v normalno aktivnost nevrotrofinskega sistema v zdravem srcu. Ker številne 

srčnoţilne bolezni povezujejo podobne patološke poti, je mogoče, da je bila prisotnost 

nevrotrofinov spremenjena tudi ţe v kontrolni skupini in so bile razlike, ki bi jih v 

primerjavi z zdravimi osebami sicer zaznali, prikrite. K podrobnejšemu razumevanju bi 

prispevali še podatki o izraţanju gena za BDNF in gena za receptor TrkC, vendar nam te 

informacije ţal niso bile na voljo. Podobno so vsa naša predvidevanja o vlogi receptorjev 

za NT v prisotnosti AF temeljila le na rezultatih genskega izraţanja, pri čemer same 

vsebnosti proteina v atrijih nismo poznali. Izraţanje je uravnavano tudi po transkripciji 

gena, zato ni jasno, v kakšni meri so se receptorji dejansko pojavljali v tkivu. V primeru, 

da se nivoji izraţanja gena ne odraţajo v ravni proteina, bi to imelo pomembne posledice 

za naša predvidevanja. 
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6 SKLEP   

 

V pričujoči nalogi smo ţeleli ugotoviti, ali prisotnost atrijske fibrilacije vpliva na raven 

nevrotrofinov in njihovih receptorjev v tkivih atrijev človeškega srca. Pri bolnikih z rednim 

srčnim ritmom in bolnikih z atrijsko fibrilacijo smo v vzorcih seruma ter levega in desnega 

atrija z encimsko-imunsko metodo izmerili nivoje nevrotrofinov NGF, BDNF in NT-3. V 

tkivih atrijev smo s pomočjo veriţne reakcije s polimerazo v realnem času določili nivoje 

izraţanja genov za NGF in NT-3 ter genov za nevrotrofinske receptorje p75
NTR

, TrkA in 

TrkB. 

Izmerjene vrednosti serumskih koncentracij nevrotrofinov so pokazale, da med 

posamezniki znotraj skupine obstaja precejšnja variabilnost, a so bili naši rezultati 

primerljivi z rezultati drugih študij. Raven nevrotrofinov v krvnem obtoku je sicer odvisna 

od številnih fizioloških in patoloških dejavnikov, vendar smo ugotovili, da prisotnost 

atrijske fibrilacije nanjo ne vpliva. Merjenje serumskih koncentracij tako ne more sluţiti 

kot napovedni dejavnik, saj se le-te niso značilno razlikovale od vrednosti pri bolnikih z 

rednim ritmom. Naša opaţanja bi bilo smiselno potrditi še z analizo serumskih vzorcev ali 

zbira plazme (ang. pooled plasma) krvodajalcev, saj smo pri našem delu v kontrolno 

skupino vključili bolnike z boleznimi zaklopk in ne zdravih  prostovoljcev.  

V nadaljevanju raziskave smo proučili raven nevrotrofinov in njihovih receptorjev v 

tkivih atrijev človeškega srca, ki pred začetkom naše raziskave še niso bile znane. Potrdili 

smo prisotnost vseh treh nevrotrofinov v homogenatih človeških atrijev v merljivih 

koncentracijah. Njihova bazalna raven se med atrijema ni razlikovala. Opazili smo, da se je 

gen za NGF v značilno manjšem obsegu izraţal v levem atriju, s čimer se je ujemalo tudi 

manjše izraţanje gena za nizkoafinitetni nevrotrofinski receptor p75. Predvidevamo, da se 

atrijsko tkivo na ta način odzove na zmanjšano izraţanje NGF in TrkA ter tako vzdrţuje 

ravnovesje med receptorji in omejuje obseg proapototskih učinkov zaradi prekomerne 

aktivacije p75
NTR

. Hkrati je mogoče tudi, da je manjše izraţanje genov v levem atriju 

povezano s spremenjenim delovanjem levega atrija, ki je posledica v tej skupini 

prevladujočih bolezni aortne in mitralne zaklopke, čemur bi se lahko v prihodnje še 

posvetili.  

Kljub temu, da nevrotrofini sodelujejo v procesih prekomerne oţivčenosti, 

oksidativnega stresa in hipertrofije, ki so vpleteni v razvoj atrijske fibrilacije, sprememb v 



 

  - 59 -  

njihovem genskem izraţanju ali razlik na ravni proteina v prisotnosti te motnje nismo 

opazili. Pomembne rezultate je prineslo proučevanje nevrotrofinskih receptorjev, saj smo 

ugotovili, da se v prisotnosti AF izraţanje gena za p75
NTR

 v levem atriju močno poveča in 

ob tem zmanjša (mejno značilno) izraţanje gena za TrkA v desnem atriju. Zaradi različnih 

vlog, ki jih receptor p75 opravlja, ne moremo jasno zaključiti, kakšne so posledice teh 

sprememb. V stanju povišanega izraţanja p75
NTR

 se procesi apoptoze in fibroze morda 

odvijajo v večjem obsegu. Prav tako bi povišanje lahko vplivalo na pojav neenakomerne 

oţivčenosti in na stopnjo simpatičnega prenosa ter s tem na ravnoteţje med simpatičnim in 

parasimpatičnim sistemom. Receptor p75 bi torej lahko k nastanku AF prispeval na dva 

načina, tj. s preoblikovanjem atrijev kot tudi s spreminjanjem funkcije ţivčevja. 

V raziskavi smo meritve opravili na manjšem številu vzorcev, kar bi se lahko skupaj z 

znatno variabilnostjo podatkov odraţalo v naši zmoţnosti potrjevanja razlik med 

skupinama. Poleg tega so tudi kontrolno skupino predstavljali bolniki z boleznimi zaklopk, 

s čimer nam je bil onemogočen vpogled v normalno nevrotrofično aktivnost v srcu. Čeprav 

začetnih predvidevanj o spremenjenem izraţanju nevrotrofinov pri osebah z AF nismo 

potrdili, smo pokazali, da se v njeni prisotnosti spremeni razmerje med nevrotrofinskimi 

receptorji. Zaenkrat še ni jasno, ali to prispeva k vzroku motnje ritma ali je njena posledica, 

vendar je mogoče, da tako neravnovesje vpliva na različne procese, ki so povezani z 

atrijsko fibrilacijo. 
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Priloga 1: Odobritev Komisije za medicinsko etiko. 

 

 


