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1.1. Vazinost endotela i pojava endotelne disfunkcije

Endotelne stanice oblazu cijeli vaskularni sustav i imaju metabolicku i sintetsku funkciju. Kod
odraslih osoba otprilike deset trilijuna (10%) stanica tvori dinami¢an organ od gotovo 1 kg.
Svojim autokrinim, parakrinim i endokrinim luc¢enjem one djeluju na glatke misi¢ne stanice,
trombocite i periferne leukocite (1). Endotelne stanice kontroliraju vaskularnu funkciju u
odgovoru na razne neurotransmitere, hormone i vazoaktivne ¢imbenike koji utje¢u na
vazomociju, trombozu, agregaciju trombocita i upalu (2). Endotel ima kljuénu ulogu u
odrzavanju vaskularnoga tonusa; izazivanje vazodilatacije u odgovoru na naglu promjenu
protoka (Zilni stres) jedna je od glavnih znacajki endotela. Endotel posreduje vazomotorni tonus
u odgovoru na razlic¢ite kemijske (acetilkolin, ACh) ili fizi¢ke (sila smicanja) podrazaje, putem
sintetiziranja i otpustanja razli¢itih vazoaktivnih ¢imbenika (3). To mogu biti vazodilatacijski
¢imbenici poput duSikovoga oksida (NO), prostaciklina (PGI2) i endotelnoga
hiperpolariziraju¢eg faktora (EDHF) ili vazokonstrikcijski ¢imbenici poput tromboksana
(TXAZ2) i endotelina-1 (ET-1) (4). Uravnotezena proizvodnja tih vazoaktivnih ¢imbenika
djeluje ateroprotektivno, dok oSteCeni endotel uzrokuje poremecenu proizvodnju ovih
¢imbenika. Nastala neravnoteza dovodi do endotelne disfunkcije (ED), $to je rani pokazatelj

ateroskleroze (5).

Fenotip neaktivirane endotelne stanice je antikoagulantni, protuupalni i vazodilatacijski, dok je
ED povezan s upalnim, prokoagulantnim i vazokonstrikcijskim svojstvima (6). Jedno od
glavnih obiljezja ED-a je neodgovarajuca bioraspolozivost NO-a, zbog smanjene proizvodnje
NO-a od strane NO-sintetaze (NOS) ili povecanja reaktivnih kisikovih radikala (ROS) (7,8).

1.2. Vazoaktivni ¢imbenici

1.2.1. Dusikov oksid

Dusikov oksid (NO) ima vaznu ulogu u odrzavanju bazalnoga vazodilatacijskog tonusa krvnih

zila (9). NO nastaje djelovanjem enzima NO-sintetaze (NOS) koja pretvara aminokiselinu L-
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arginin u NO. Postoje tri izoforme NOS-a: neuronska izoforma (nNOS) koja proizvodi NO koji
djeluje kao neuronski glasnik i regulira otpustanje sinapti¢kih neurotransmitera; makrofagna ili
inducibilna izoforma (iNOS) koja se izrazava samo u stanicama izlozenima upalnim

medijatorima i endotelni NOS (eNOS) koji proizvodi dusikov oksid u vaskulaturi (10-13).

Inaktivni eNOS vezan je za protein kaveolin i nalazi se u malim udubljenjima u stani¢noj
membrani - kaveolama. Kada se unutarstani¢ne razine Ca®" poveéaju, eNOS se odvaja od
kaveolina i aktivira se. Agonisti NO-a, bradikinin (BK), acetilkolin (ACh), adenozin trifosfat
(ATP), adenozin difosfat (ADP) i trombin mogu utjecati na odvajanje eNOS-a od kaveolina
otpustanjem Ca?* iz endoplazmatskoga retikuluma (14-16). Nakon §to se intracelularne zalihe
Ca?* potrose, 3alje se signal membranskim receptorima za otvaranje Ca?* kanala omoguéujuéi
izvanstani¢nome Ca?* ulazak u stanicu. Ca?* se veZe za protein kalmodulin u citoplazmi stanice,
nakon ¢ega prolazi kroz strukturne promjene koje mu omogucéuju vezanje na eNOS. eNOS
zatim pretvara L-arginin u NO. Taj mehanizam proizvodnje NO-a ovisi 0 razinama
intracelularnoga Ca?* u endoplazmatskom retikulumu, kao i Ca?* koji difundira u stanicu.
Smanjenje Ca?* uzrokuje odvajanje kompleksa kalcij-kalmodulin od eNOS-a, koji se zatim
veze s kaveolinom i postaje inaktiviran (17-19). Kratkotrajno povecanje NO-a ovisi 0
intracelularnom Ca?*, ali kada se ono smanji, aktiviraju se dodatni mehanizmi za regulaciju
proizvodnje NO-a. Takav mehanizam je i fosforilacija eNOS-a (20). Fosforilacija eNOS-a
odvija se djelovanjem protein-kinaza, kao §to su protein-kinaza A i ciklicki gvanozin-3’, 5-
monofosfat (cGMP) ovisna protein-kinaza Il (12,15,20). Sila smicanja (engl. shear stress)
inicira fosforilaciju eNOS-a djelovanjem protein-kinaze B (21). Sila smicanja proizlazi iz
povecéanoga protoka krvi u zili i moze povecati proizvodnju NO-a fosforilacijom eNOS-g, ali i
stimulacijom receptora endotelnih stanica. Konkretno, sila smicanja aktivira Ca?-om aktivirane
K* kanale na povrsini endotelnih stanica, uzrokujuéi istjecanje K* i priljev Ca?* u stanicu
(22,23). Doprinos Ca?* i fosforilacije eNOS-a proizvodnji NO-a ovisi 0 trajanju sile smicanja.
Primjerice, intracelularno otpustanje Ca?* odvija se prilikom kratkotrajne sile smicanja, dok sila
smicanja duljega trajanja (> 30 minuta) moZe iscrpiti unutarstani¢ne zalihe Ca?* pa proizvodnja
NO-a ovisi o fosforilaciji eNOS-a (24,25). Nakon sinteze NO difundira kroz endotelnu stanicu
U susjedne miSi¢ne stanice, gdje se veze na gvanilil ciklazu (sGC). Sada aktiviran enzim
povecava stopu pretvorbe gvanozin trifosfata (GTP) u cGMP, §to smanjuje kontrakciju glatkih
misic¢a (26,27). Nadalje, cGMP smanjuje oslobadanje Ca?* iz sarkoplazmatskoga retikuluma u

stanicama glatkih misiéa, a takoder pomaze vratiti Ca?* u sarkoplazmatski retikulum (28,29).
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Osim vazodilatacije, NO takoder sudjeluje u sprecavanju adhezije i agregacije trombocita,
adhezije i migracije leukocita te inhibira proliferaciju vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica
(30,31).

1.2.2. Prostaciklin i tromboksan A2

Sinergijsko djelovanje dvaju prostanoida - prostaciklina (PGI2) i tromboksana (TXA2), takoder
regulira vaskularnu funkciju. Njihovu proizvodnju kataliziraju enzimi ciklooksigenaze (COX).
Poznate su dvije izoforme COX-1 i COX-2 (32,33), COX-1 se kontinuirano izrazava u
endotelnim stanicama, dok se COX-2 izrazava samo prilikom ostecenja endotela (34,35). COX-
2 pretvara arahidonsku kiselinu u prostaglandin H2 (PGH2), koji se zatim sintetizira u PGI2 s
pomocu prostaciklin sintaze. PGI2 se veze na prostaciklinske receptore (IP) koji se nalaze i na
trombocitima i na vaskularnim glatkim miSi¢nim stanicama. Aktivacija trombocitnih IP-
receptora dovodi do inhibicije agregacije trombocita. Vezanje PGI2 na IP-receptor glatke
misiéne stanice aktivira adenilat ciklazu koja inducira sintezu ciklickoga adenozin monofosfata
(cCAMP) (36-40). cCAMP tada aktivira protein-kinazu A, $to omogucuje opustanje glatkih misica
(41,42). Vazno je napomenuti da u prisutnosti NO-a blokiranje proizvodnje PGI2 nema ucinka
na vazodilataciju. Medutim, kada je NO blokiran, rezidualna dilatacija posljedica je povecane
sinteze PGI2 (43,44), sto sugerira da PGI2 igra kompenzatornu ulogu u dilataciji krvnih zila

kada se NO smanji.

Za razliku od PGI2, TxA2 uzrokuje agregaciju trombocita i vazokonstrikciju (45). COX-1
pretvara arahidonsku kiselinu u PGH2, nakon ¢ega se sintetizira TxA2 tromboksan sintazom.
TxA2 posreduje svoje uéinke djelovanjem na tromboksan-prostanoidne (TP) receptore koji se

nalaze na trombocitima i njihova aktivacija uzrokuje agregaciju trombocita (32,34).

TP-receptor se takoder nalazi na glatkim miSi¢énim stanicama i1 ukljucen je u povecanje
unutarstani¢nih razina Ca®" u glatkim migi¢ima, $to dovodi do vazokonstrikcije (46). Ravnoteza

aktivnosti PGI2 i TxA2 pomaze u odrZzavanju homeostaze u zdravoj zili (47).

1.2.3. Endotelin-1

Endotelin (ET) je vazokonstriktor ¢iju proizvodnju i otpustanje stimuliraju upalni interleukini i

TNFa, a smanjuju NO i PGI2. ET-1 receptori nalaze se na glatkim miSi¢nim stanicama (ETA i
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ET-B2) i na endotelnim stanicama (ET-B1) (48-50). Prilikom vezanja ET-1 za ETA ili ET-B2
receptore, Ca?* kanali se otvaraju dopustajuéi izvanstaniénome Ca?* ulazak u stanicu.
Aktivacija ET-B1 receptora na endotelu uzrokuje vazodilataciju inducirajuéi otpustanje NO-a
i PGI2 (51,52).

Osim vazoaktivnih ucinaka, ET-1 takoder uzrokuje upalu i proliferaciju stanica glatkih misica
u krvnim zilama. Vezanje ET-1 za ETA receptore aktivira makrofage, povecava interakcije
neutrofila i stijenke krvnih zila te povecava koncentracije slobodnih radikala, $to dovodi do
ED-a (53). ET-1 uzrokuje proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica vezanjem na ET-receptore ili
aktiviranje ¢imbenika rasta poput faktora rasta trombocita, §to rezultira povecanjem debljine

intime-medije stijenke krvne Zile (54-56).

1.2.4. Endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenici (EDHF)

EDHEF su vazodilatatorski ¢imbenici koji hiperpolariziraju glatke misi¢e ¢ine¢i membranski
potencijal stanice negativnijim (57). EDHF se oslobada kada se endotelne stanice aktiviraju
agonistima kao $to su BK i ACh (58). NO i PGI2 takoder mogu relaksirati krvne zile
hiperpolarizacijom glatkih misi¢nih stanica, medutim, kada su NO i PGI2 inhibirani, jo$ uvijek
dolazi do hiperpolarizacije, $to ukazuje na ukljuc¢enost trecega hiperpolariziraju¢eg Cimbenika
(59). Brojni mehanizmi ukljuceni su u izazivanje hiperpolarizacije. Iako je to¢an put jo$ uvijek

nepoznat, pozornost se do sada posebno pridavala trima mehanizmima.

Aktivacija endotelnih receptora i posljediéno povecanje razine Ca®* uzrokuje istjecanje K* iz
stanice. Glatke miSi¢ne stanice reagiraju na promjene u izvanstani¢nim razinama K* i takoder
otpustaju K* iz glatkih miSi¢nih stanica uzrokujuéi hiperpolarizaciju. Promjena membranskoga
potencijala glatkih migi¢nih stanica smanjuje unutarstani¢ne razine Ca?*, $to rezultira

relaksacijom (60,61).

Epoksieikosatrienske kiseline (EET) produkti su metabolizma arahidonske kiseline, a djeluju
poveéavajuéi istjecanje K* iz glatkih miSi¢nih stanica §to rezultira hiperpolarizacijom i
opustanjem (62-64). Medutim, u krvnim zilama gdje je aktivnost EET-a inhibirana,
hiperpolarizacija se i dalje dogada (65), Sto sugerira da drugi mehanizmi moraju biti ukljuceni

u hiperpolarizaciju glatkih misi¢nih stanica.
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Tre¢i mehanizam odnosi se na medustani¢ne kanale (engl. gap junctions) koji mogu prenijeti

signale iz glatkih miSi¢nih stanica u endotelne stanice (66).

1.3. Mehanizam protokom potaknute dilatacije (FID)

Protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilatation, FID ) fizioloski je mehanizam
koji regulira vaskularni tonus i homeostazu periferne cirkulacije. Mehanizam protokom
posredovane dilatacije proucavan je u raznim krvnim zilama (67-71) i odvija se pomocu
vazoaktivnih medijatora koje proizvodi endotel (72,73). Jedna od najvaznijih funkcija endotela
mogucnost je izazivanja vazodilatacije u odgovoru na naglu promjenu protoka koju uzrokuje
zilni stres (74). Studije na ljudima pokazale su da, osim NO-a, koji ima najvecu ulogu u
odrzavanju dilatacije, postoje i drugi ¢imbenici koji mogu kompenzirati nedostatak NO-a i
omoguciti nesmetano odvijanje FID-a (75,76). Proizvodnja NO-a potaknuta laminarnim Zilnim
stresom djelomi¢no je odgovorna za protokom potaknuto izlu¢ivanje PGI2 (73) koji je znatan
inhibitor agregacije trombocita. Vodikov peroksid (H202) takoder moze umjesto dusikova
oksida biti posrednik dilatacije ovisne o endotelu u otporni¢kim arterijama visceralnoga masnog
tkiva kod koronarne arterijske bolesti (77). Brojne studije ukazuju na to kako bi porast
oksidativnoga stresa mogao biti glavni mehanizam koji podupire razvoj vaskularne endotelne
disfunkcije. Smanjena razina protokom posredovane dilatacije jedan je od prvih znakova

razvoja kardiovaskularnih bolesti i aterosklerotskih sr¢anih bolesti (75,78,79).

Jedan od klju¢nih aspekata patogeneze kardiovaskularnih bolesti posredovane slobodnim
radikalima je endotelna disfunkcija, pri ¢emu je poremecena regulacija mikrookruzenja
vaskularne stijenke. Endotel je aktivna komponenta vaskulature, koja ima ulogu u regulaciji
vaskularnoga tonusa, aktivnosti trombocita, tromboze, upale i ateroskleroze (80). Smanjenje
vazodilatacije ovisne o endotelu uzrokovano smanjenjem bioraspolozivosti NO-a igra znacajnu
ulogu u endotelnoj disfunkciji. Stvaranje tromba tijekom akutnoga koronarnog sindroma
rezultira otpuStanjem razli¢itih vazoaktivnih tvari, kao S$to su trombin i Serotonin. U
normalnome endotelu te tvari posreduju vazodilataciju (81-83). U uvjetima endotelne
vazodilatacijske disfunkcije dolazi do vazokonstrikcije. To je potencirano prisutnoséu
endotelina, ¢ije su koncentracije poviSene koncentracije u plaku bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom. Narusena vazodilatacija kao odgovor na acetilkolin pokazatelj je
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endotelne disfunkcije i1 korelira s pove¢anom lokalnom proizvodnjom ROS-a i smanjenom

aktivnos§cu superoksid-dismutaze (78,84,85).

Disfunkcija endotelnoga vazodilatatora moze dovesti do paradoksalnih ucinaka
vazokonstrikcije. U sr¢anoj vaskulaturi to moze rezultirati anginom pektoris. Pokazalo se da
disfunkcija vazodilatatora u koronarnim Zilama tijekom povecanih metabolic¢kih potreba moze

rezultirati ishemijom, ¢ak i u odsutnosti patoloSke stenoze (84).

Ateroskleroza u koronarnim arterijama ¢ak je i u ranim stadijima povezana s disfunkcijom
endotela. Dugotrajno pusenje cigareta neovisan je ¢imbenik rizika za oslabljenu koronarnu
vazodilataciju ovisnu o endotelu, bez obzira na prisutnost ili odsutnost koronarnih
aterosklerotskih lezija. Studije na ljudima pokazale su smanjenu dilataciju ovisnu o endotelu
kod kroni¢nih pusaca (86,87). NaruSena dilatacija ovisna o endotelu kod kroni¢nih je pusaca
poboljSana antioksidansom - vitaminom C, §to ukazuje na uklju¢enost ROS-a u patogenezu.
Hipertenzija je takoder povezana s povecanim vaskularnim oksidativnim stresom na brojnim
zivotinjskim modelima hipertenzije (46,88). Smanjenje bioraspolozivosti NO-a moze biti
smanjeno putem nekoliko mehanizama, uklju¢uju¢i smanjenje izrazaja eNOS-a, nedostatak
supstrata ili kofaktora za aktivnost eNOS-a, promjene stani¢ne signalizacije eNOS-a i
povecanje razgradnje NO-a. eNOS knockout misevi skloniji su razvoju tipi¢nih aterosklerotskih

lezija kao odgovora na ozljedu stijenke zile u usporedbi s misevima divljega tipa (89).

Bioraspolozivost NOS-a vaznija je za dilataciju koronarne arterije od aktivnosti eNOS-a i
stvaranja NOS-a. Na bioraspolozivost NOS-a utjee koli¢ina prisutnoga ROS-a koja moze
transformirati NO u ONOO- i oksidirani tetrahidrobiopterin u dihidrobiopterin §to dovodi do
odvajanja eNOS-a i daljnje proizvodnje ROS-a. Pokazalo se da pojacana regulacija
tetrahidrobiopterina koji poboljSava bioraspoloZivost NOS-a poboljSava funkciju endotela 1
smanjuje proizvodnju superoksida. Suplementacija antioksidansa superoksid-dismutaze
takoder je pokazala da poboljsava vazodilataciju koronarnih arterija ovisnu o endotelu (80,90).
Utvrdeno je da lijeCenje L-argininom, prekursorom intracelularnoga NOS-a, poboljsava
vazodilataciju ovisnu o endotelu kod pacijenata sa sré¢anim rizikom. Uz to, ogranic¢enja kalorija
tijekom 3-12 mjeseci dovode do pojacanog izrazaja eNOS-a i stvaranja CGMP-a u razliitim
tkivima kod miSeva. To je poprac¢eno mitohondrijskom biogenezom, pove¢anom potroSnjom
Kisika i proizvodnjom ATP-a i pojacanim izrazajem sirtuina-1. Ti su uéinci poniSteni kod

miSeva s isklju¢enim genom eNOS (91,92).
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1.4. Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje kada je ravnoteza izmedu prooksidacijskih 1 antioksidacijskih sustava
poremecena. Oksidativni stres u endotelnim stanicama moze biti induciran izloZenoscu
¢imbenicima kao §to su 0XLDL, visoka razina glukoze u plazmi, slobodne masne kiseline,
homocistein, starenje, mokra¢na kiselina, Ang-II, fine Cestice iz zraka, arsen, trimetilamin-

noksid (metabolit ovisan o crijevnoj flori) i dr. (93-101).

ROS u endotelnim stanicama uglavnom potje¢e od ksantin oksidaze, NADPH oksidaze,
nevezanoga eNOS-a i disfunkcionalnih mitohondrija (102). Prekomjerne razine ROS-a
oksidiraju makromolekule kao $to su nukleinske kiseline, lipidi i1 proteini. Vazno je da u
vaskularnoj homeostazi antioksidacijski sustav, ukljucujuéi superoksid-dismutazu, katalazu,
glutation peroksidazu, tioredoksin i peroksiredoksin, dominira nad prooksidacijskim putovima
(103,104). Nedavne studije pokazale su da klasterin (105), protein toplinskoga Soka 22 (106) i
nikotinamid nukleotidna transhidrogenaza (98) inhibiraju mitohondrijsko stvaranje ROS-a i
suzbijaju endotelnu disfunkciju induciranu putem dijabetesa/Ang- Il. Inhibicija sirtuina 3,
razgradnja Nrf2, proizvodnja mitohondrijskih ROS-a i nedostatak CR6 interakcijskoga faktora
1 izazivaju prerano starenje endotelnih stanica (107). Kao regulator izrazaja gena, mikroRNA
takoder regulira funkciju endotela utjecu¢i na oksidativni stres. mikroRNA-92a potice
oksidativni stres i ubrzava endotelnu disfunkciju, dok se za miR-195-5p navodi da ¢uva
funkciju endotela (108,109). Kuosmanen i sur. (110) pokazali su da miR-21-5p, miR-100-5p i
miR-126-3p mogu posredovati u smanjenju transkripcijskoga ¢imbenika 2 povezanog s NF-E2
(Nrf2) tijekom starenja endotelnih stanica. Osim toga, smanjenje razine S-
adenozilhomocisteina, prekursora homocisteina, inhibicijom aktivnosti S-adenozilhomocistein
hidrolaze koristenjem kratke ukosnice RNA (shRNA) inducira endotelnu disfunkciju kod

miSeva putem mehanizma posredovanoga regulacijom p66shc (111).

S obzirom na vaznu ulogu oksidativnoga stresa u endotelnoj disfunkciji, otkrivanje novih
markera (npr. oksidativno modificiranih lipida i proteina) oksidativnoga stresa i primjena
antioksidansa moze predstavljati obecavajucu strategiju za prevenciju bolesti povezanih s

endotelnom disfunkcijom.

Iako su mnoge studije bile usmjerene na antioksidativne ucinke poznatih kardiovaskularnih
lijekova, razvijeni su i novi spojevi koji ciljano djeluju na oksidativni stres (112). U posljednja

dva desetljeca provedeno je nekoliko klinickih ispitivanja i meta-analiza kako bi se procijenili
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korisni uéinci antioksidansa kao $to su vitamin C, vitamin E, inhibitori ksantin oksidaze, a-

lipoi¢na kiselina, te sintetski agens NXY-059 (113-116).

Posljednjih godina svjedo¢imo razvoju aktivatora Nrf2, inhibitora NADPH oksidaze i ROS
Cistaca mitoQ (117-121) kao obecavajuéem novom pristupu antioksidansima. Osim toga,
inhibitor poli(ADP-riboza) polimeraze PJ-34 poboljsava funkciju cerebromikrovaskularnoga

endotela i poboljSava kognitivne sposobnosti kod starih miSeva smanjenjem oksidativnoga
stresa (122).

Slobodni radikali stvaraju se tijekom normalnoga stani¢nog metabolizma. Nastaju u
mitohondrijima putem oksidativne fosforilacije, u endoplazmatskom retikulumu prijenosom
elektrona u sustavu citokroma P-450, metabolizmom arahidonske kiseline u stani¢nim

membranama, u peroksisomima oksidacijom masnih kiselina te fagocitozom (123).

Slobodni radikal moze se definirati kao atom ili molekula koja sadrzi jedan ili viSe nesparenih
elektrona u valentnoj ljusci $to ih ¢ini nestabilnim i vrlo reaktivnim. Zbog svoje visoke
reaktivnosti primaju elektrone od drugih molekula kako bi postigli stabilnost. Takva oksidirana
molekula gubitkom elektrona i sama postaje slobodni radikal, zapo¢injuci kaskadu lan¢ane
reakcije koja konacno oStecuje zivu stanicu. Najvazniji slobodni radikali koji nastaju tijekom
metabolickih reakcija radikali su koji potjecu iz kisika, ROS. I reaktivni kisikovi radikali (ROS)
i reaktivni dusikovi radikali (RNS) ukljucuju slobodne radikale i druge neradikalne reaktivne
vrste (124). Primjeri radikala uklju¢uju superoksid (O2"7), kisikov radikal (O2"), hidroksilni
radikal (OH-), alkoksilni radikal (RO-), peroksilni radikal (ROO-), dusikov monoksid (NO -) i
dusikov dioksid (NO-2). Neradikalne vrste uklju¢uju vodikov peroksid (H202), hipokloritnu
kiselinu (HOCI), ozon (O3), singletni kisik ('0.), nitratnu kiselinu (HNO.), i peroksinitrit
(ONOOH) (125,126). Ove neradikalne vrste nisu slobodni radikali, ali mogu lako dovesti do

reakcija slobodnih radikala u zivim organizmima (127).

ROS/RNS imaju dvostruku ulogu kao korisni i toksi¢ni spojevi za zivi sustav. Umjerene ili
niske razine ROS/RNS-a imaju korisne ucinke, ukljucene su u razlicite fizioloske funkcije kao
§to su imunoloSka funkcija (tj. obrana od patogenih mikroorganizama), U nizu su stani¢nih
signalnih puteva, u mitogenom odgovoru i u redoks-regulaciji, ali pri viSoj koncentraciji i ROS
I RNS stvaraju oksidativni i nitrozativni stres, uzrokujuéi potencijalno oste¢enje biomolekula
(125,126). Slobodni radikali ukljuceni su u mnoga patoloska stanja, kao Sto su dijabetes,
neurodegenerativne bolesti, kardiovaskularne bolesti (KVB), rak, katarakta, astma, reumatoidni

artritis, upale, opekline, bolesti probavnoga trakta, progerije, ishemijske patologije itd. (123).
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1.5. Uloga antioksidativnih enzima

Antioksidansi su tvari koje neutraliziraju viSak slobodnih radikala, Stite stanice od njihovih
Stetnih ucinaka i doprinose prevenciji bolesti. Antioksidativni obrambeni sustav sastoji se od
antioksidativnih enzima i neenzimskih antioksidansa. Prema sastavu antioksidanse dijelimo na
enzime (superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-peroksidaza, glutation-transferaza,),
proteine (feritin, albumin, transferin, laktoferin) i male molekule (vitamin E, karotenoidi,
vitamin C, glutation, alfa-lipoi¢na kiselina, ubikinon, flavonoidi). Guttering i Halliwell
Klasificirali su antioksidanse na primarne, sekundarne i tercijarne. Primarni su ukljuceni u
prevenciju nastanka slobodnih radikala (albumin, transferin). Sekundarni uklanjaju nastale
slobodne radikale (superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-peroksidaza, glutation, vitamin C,
vitamin E, karotenoidi, flavonoidi). Tercijarni popravljaju nastala oStecenja (fosfolipaze,

proteaze, peptidaze, DNA polimeraza 1) (128,129).

Postoje tri izoforme superoksid-dismutaze (SOD): citosolni bakar/cink SOD (CuZn SOD ili
SOD-1), mangan-SOD (MnSOD ili SOD-2) smjesten u mitohondrijima i izvanstani¢ni oblik
EC-SOD ili SOD-3. SOD katalizira dismutaciju dviju molekula superoksidnoga aniona (x02)
u vodikov peroksid (H202) i molekularni kisik (O.). Izrazaj i aktivnost SOD-a zasigurno imaju
velik utjecaj na odgovor vaskularnih stanica na akutni i kroni¢ni oksidativni stres (130). SniZzena
razina Cu/Zn SOD-a uslijed poviSenih razina vaskularnoga superoksida i peroksinitrita
povecava miogeni ton, smanjuje endotelno ovisnu (NO posredovanu) dilataciju velikih arterija
i u mikrocirkulaciji te poja¢ava vazokonstrikcijski odgovor (131-133). Promjene u izrazaju
utjeCu na vaskularnu strukturu; tako nedostatak Cu/Zn-SOD-a dovodi do hipertrofije mozdanih
arteriola (134).

Zbog svoje lokalizacije u mitohondrijima, MnSOD ¢ini prvu liniju obrane od ROS-a, §to
dokazuje i studija provedena na miSevima s potpunim nedostatkom MnSOD-a, u kojoj je deficit
MnSOD-a doveo do velikih mitohondrijskih oStecenja i uginuca (135). Izrazaj EC-SOD-a u
vaskularnim stanicama moze se mijenjati u odgovoru na razne podrazaje, faktore rasta, citokine,

Ang I, NO te tijekom hipertenzije i ateroskleroze (136-142).

Glutation-peroksidaze (GPx) su skupina osam (GPx1-8) enzima vaznih za smanjenje razine
H20.. GPx su selenocistein enzimi koji koriste glutation kao redukcijsko sredstvo i zahtijevaju

selen (143,144). Glutation-peroksidaza i katalaza smanjuju razinu vodikovoga peroksida
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samostalnim djelovanjem, ali zajednickim djelovanjem ucinkovitije smanjuju njegovu
toksi¢nost (145).

Katalaza (CAT) je enzim vrlo velike aktivnosti, jedna molekula katalaze moze reducirati oko 6
milijuna molekula H>O> do vode i kisika u minuti. Najvise je zastupljena u jetri i eritrocitima
(146,147).

Povecano zanimanje za ulogu oksidativnog stresa kod niza raznih bolesti usmjerilo je pozornost
na istrazivanje lijekova koji sprjeCavaju stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS).
TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) pripada skupini nitroksidnih
spojeva koji imitiraju djelovanje superoksid dismutaze (SOD). Takoder, metabolizira i
sprjeCava nastanak ili Stetno djelovanje singlet kisika, hidroksilnog aniona, peroksidnog
radikala i drugih ROS-a te pospjesuje bioraspolozivost NO-a (148). Proucavani su u
zivotinjskim modelima povecanja ROS-a i njegovih ucinaka na endotelnu funkciju i

hipertenziju (149).

1.6. Visok unos soli i vaskularna funkcija

Visok unos soli (VS) predstavlja svjetski zdravstveni problem (148,149). Nedavna je studija
pokazala da veéina populacija ima srednji unos natrija ve¢i od 100 mmol/d (2,30 g/d), a u
mnogim populacijama (osobito azijskim zemljama) ve¢i od 200 mmol/d (4,60 g/d) (150).
Prekomjeran unos soli esencijalni je ¢imbenik rizika za razvoj i progresiju hipertenzije i
cerebrovaskularne bolesti (151). Visok unos soli povezan je s poremecenom vaskularnom
funkcijom, npr. utjee na mehanizme vazodilatacije ovisne o endotelu, povetanu razinu
oksidativnoga stresa, smanjenu bioraspolozivost NO-a i osjetljivost na metabolite arahidonske
kiseline, kao §to je pokazano u studijama na zivotinjama i ljudima. Dokazano je da tjedan dana
visokoslane dijete smanjuje protokom posredovanu dilataciju brahijalne arterije, neovisno o
promjenama arterijskog tlaka u zdravih ispitanika, dok visokoslana dijeta nije narusila
acetilkolinom (ACh) i protokom induciranu dilataciju arteriola, ali je prebacila mehanizme
vazodilatacije na puteve neovisne o NO. Istrazivanja su pokazala da je vaskularna reaktivnost
mikrocirkulacije koze podlaktice u odgovoru na vaskularnu okluziju i stimulaciju acetilkolinom
(ACh) smanjena nakon tjedan dana visokoslane dijete kod zdravih ispitanika, u odsutnosti
promjena arterijskog tlaka, sastava tijela i tjelesnih tekuéina. Cavka i sur. pokazali su da je

smanjenje vaskularne reaktivnosti bilo posljedica slabljenja endotelne funkcije nakon akutnog
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unosa soli u ¢ijem su posredovanju znacajnu ulogu imali vazokonstrikcijski metaboliti COX
enzima, posebice COX-1 (152,153). Rezultati naSih ranijih studija na Sprague -Dawley
Stakorima pokazali su da je visokoslana dijeta povecala razinu oksidativnog stresa, a iako
aktivnost antioksidativnih enzima (katalaza, GPx i SOD) nije bila promijenjena, MRNA izrazaj
INOS -a i antioksidativnog enzima GPx4 u srednjoj cerebralnoj arteriji bio je smanjen.
Mehanizmi protokom posredovane dilatacije su razliciti kod niskoslane i visokoslane dijete —
dilatacija srediSnje mozdane arterije kod niskoslane skupine ovisna je o razini NO,
metabolitima ciklooksigenaza i metabolitima EETs-a podjednako dok je protokom potaknuta

dilatacija kod visokoslane dijete isklju¢ivo ovisna o razini dostupnog NO (154-156).

1.7. Bioloska svojstva TFF3 proteina

Obitelj trolisnih ¢imbenika proteina (TFF, engl. Trefoil Factor Family) sastoji se od skupine
malih proteina, ¢iji je prvi ¢lan (TFF2) otkriven osamdesetih godina dvadesetoga stoljeca (157).
TFF1 (ranije poznat kao peptid povezan s rakom dojke pS2), TFF2 (bivsi spazmoliticki
polipeptid SP) 1 TFF3 (nekadasnji intestinalni trolisni faktor ITF) tri su ¢lana obitelji trolisnih
faktora (TFF) poznate kod sisavaca. Ime obitelji ,.trefoil“ faktor proteina potje¢e od motiva u
obliku trolista djeteline koji nastaje u peptidnom lancu zbog disulfidnih veza. Dok TFF1 i TFF3
(Slika 1.1.) sadrze samo jednu trolisnu domenu, TFF2 sadrzi dvije trolisne domene. Osnovni

elementi trolisne domene su 42-43 aminokiselinska ostatka. Sest cisteinskih ostataka tvori tri

disulfidne veze, stvarajuci karakteristicnu trolisnu strukturu (158,159).

Postoji nekoliko studija koje sugeriraju da se TFF proteini mogu regulirati citokinima i
transkripcijskim ¢imbenicima (posebno NF-kB), ali postoje i podaci koji upucuju na suprotno
(160-163).

11
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COOH

Slika 1.1. Struktura TFF3 proteina

TFF3 proteini imaju tri disulfidne veze koje ¢ine strukturu sli¢nu listu djeteline (engl. trefoil).

(Izvor: izradila autorica rada)

1.8. Uloga TFF-a u zastiti i obnovi sluznice

Zbog svoje strukture, TFF proteini su izuzetno otporni na proteoliti€¢ku razgradnju u Zelucu 1
tankom crijevu (164). TFF proteini uglavnom se mogu naci kao izlu¢ene molekule u sluzi koja
prekriva epitel. Najprije su ti proteini prouc¢avani u okviru probavnoga sustava, dok je kasnije
utvrdeno da 1 u drugim epitelima stanice koje luc¢e mucine sintetiziraju i TFF proteine te da se
oni zajedno izluCuju. Izrazaj pojedinih TFF proteina razlicit je u razli¢itim tkivima. Sva tri TFF-
a izrazavaju se u zelucu i lokalizirani su na povrSinskim stanicama zeluc¢ane sluznice (165).
Njihova mRNA pronadena je u mozgu, plu¢ima, dusniku, stitnjaci, zlijezdama slinovnicama,
prostati, maternici i drugim organima (166). Geni za sva tri proteina nalaze se na dugom kraku

21. kromosoma (genomska regija 21922.3) (167).

12
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Unatoc¢ €injenici da su pronadeni u gotovo svim tkivima koja sadrze stanice koje izlucuju sluz,
TFF proteini pretezno Se izrazavaju U gastrointestinalnome traktu. S obzirom na njihovu pojavu
u mukoznom tkivu, moze se zakljuciti da bi njithovo djelovanje moglo biti povezano s
djelovanjem mucina. Ipak, izrazaj TFF2 nije tako Cest i postoji moguénost da razli¢iti TFF
proteini imaju razli¢ite uloge u zastiti epitela, $to je potkrijepljeno komplementarnim izrazajem
TFF-a u Gl traktu i istovremenom pojavom svakoga od njih s njihovim jedinstvenim tipom
mucina (MUC); TFF1 se pojavljuje s MUC5AC, TFF2 s MUCG6 i TFF3 s MUC2 (168-170),
iako se takoder javlja Zeluana i okularna kolokalizacija TFF3 s MUCS5AC (171,172).
Pretpostavlja se da se obrana sluznice pobolj$ava izravnom interakcijom TFF peptida i mucina.
Uloga TFF peptida u migraciji stanica uo¢ena je u nekoliko studija (173-176), uglavhom kao
posljedica odgovora oStecenoga epitela koji nastoji obnoviti svoj kontinuitet. U slucajevima
maloga diskontinuiteta epitela, gdje nije potrebna stani¢na proliferacija, restitucija epitela
odvija se ubrzo nakon ozljede, uz koordinaciju uklanjanja oStecenih stanica i migracije zdravih
epitelnih stanica na ozlijedeno mjesto (Slika 1.2) (177). Vaznost ucinkovite restitucije s
fizioloskoga stajalista je velika, jer se gubitak tekucine i elektrolita mora zaustaviti, a

luminalnim antigenima i bakterijama treba onemoguditi ulazak u tkivo domacina.

Stanicni
debris
N2 T\II/F ks
ucin .
R N \l/ ozljeda
. b 2 .
. . . . LR uklanjanje
. ostecenih
stanica
Stanicna 4}
adhezija migracija
N

Slika 1.2. Restitucija epitela

Nakon ozljede dolazi do uklanjanja oStecenih stanica i migracije zdravih epitelnih stanica na

ozlijedeno mjesto.

(Izvor: izradila autorica rada)
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1.9. TFF i energetski metabolizam

Utjecaj TFF3 proteina na energetski metabolizam moze se uocCiti kod miseva s isklju¢enim
genom Tff3. MiSevi s isklju¢enim genom Tff3 imaju drugaciji izrazaj miRNA povezan s
metabolickim putevima glikolize i glukoneogeneze u usporedbi s miSevima divljega tipa.
Masne promjene u jetri miSeva povezane su s promjenom izrazaja Tff3 gena (178). Istrazivanja
su pokazala da protein TFF3 sudjeluje u metabolizmu glukoze. Razine izrazaja jetrenoga TFF3
bile su nize kod pretilih (ob/ob) i pretilih miSeva izazvanih dijetom s visokim udjelom masti.
Eksperimenti koji su koristili test tolerancije na glukozu i test tolerancije na inzulin pokazali su
da prekomjerni izrazaj TFF3 posredovan adenovirusom kod dijabetickih ili pretilih miSeva
poboljsava toleranciju glukoze 1 osjetljivost na inzulin. Rezultati su takoder pokazali da su TFF3
peptidi ¢imbenik u homeostazi glukoze i osjetljivosti na inzulin. Slijedom toga, zakljuceno je
da bi navedeni peptid mogao biti dio uspjesne terapije usmjerene na metaboli¢ke poremecaje
povezane s dijabetesom melitusom tipa 2 (179). Smanjenje regulacije TFF3 uoceno je kod
bolesnika s dijabetesom mellitusom tipa 1, ali su vrijednosti modificirane lijeCenjem inzulinom.
Otkriveno je da je inzulinska signalizacija vazna za optimalni izrazaj TFF3 u stanicama
crijevnoga epitela, buduéi da podiZe unutarstani¢ne razine glukoze i posreduje u izraZaju gena
(180). Aberantni energetski metabolizam u jetri potiCe rezistenciju na inzulin, dijabetes i
nealkoholne masne bolesti jetre (181). Nedavno je pokazano da nakupljanje triglicerida u jetri
ne uzrokuje staniénu ozljedu u jetri; primarni uzroci ozljede jetre zbog povecanoga
oksidativnog stresa su slobodne masne kiseline ili njihovi metaboliti (182). Promjene u
metabolizmu lipida, posebice povecanje zasi¢enih masnih kiselina, povezane su s pove¢anim
stresom endoplazmatskoga retikuluma (ER), oksidativnim stresom i ozljedom jetre u tijeku
razvoja bolesti masne jetre (28). Sirtuin 1 (SIRT1) igra kljuénu ulogu u metabolic¢koj regulaciji,
prilagodbi i oksidativnom stresu. Djelujuci kao nuklearni metabolic¢ki senzor 1 deacetilirajuci
Sirok raspon ciljeva, dovodi do epigenetskih modifikacija histona i modulacije transkripcijskih
¢imbenika ili metabolickih enzima (183). Uz SIRT1, receptori aktivirani proliferatorom
peroksisoma (PPAR) takoder imaju vaznu ulogu u metabolizmu stanica (184). Nedostatak
TFF3 utjece na profil i nakupljanje masnih kiselina (FA) u jetri (Tablica 1.1.) (177) bez ocitoga
povecanja oksidativnoga stresa, iako se izrazaj/aktivnost pracenih enzima mijenja, kao i razina
proteina SIRT1 i PPARg. Zbog smanjene regulacije jetrenoga TFF3 kod dijabetickih/pretilih
miseva, njegove prisutnosti u cirkulaciji i njegove regulacije hranom/inzulinom, TFF3

zanimljiv je novi kandidat za istrazivanje metabolickih stanja (185).
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Tablica 1.1. Masne kiseline u jetri miSeva s isklju¢enim genom Tff3 u odnosu na divlji tip.

Masne kiseline T3
ZASICENE

C14:0 miristinska kiselina !
C18:0 stearinska kiselina 0
C20:0 arahidna kiselina 0
MONONEZASICENE

C16:1 palmitoleinska kiselina(w-9)
C18:1 oleinska kiselina (-9)
C18:1 vakcenska kiselina (®-7)

— — —

C20:1 eikozenska (gondoi¢na kiselina) (®-9)
POLINEZASICENE

C20:2 eikosadienska kiselina (o-6)

C20:4 (AA) arahidonska kiselina (©-6)
C18:3 (ALA) alpha linolenska (®-3)

C22:6 (DHA) dokosaheksaenoi¢na (®-3)
OMIJER »-3/0-6

—_ o — > —

(povisen 7, snizen |)

(Izvor: izradila autorica rada.)

1.10. Sudjelovanje TFF3 proteina u obrani od Stetnih ¢imbenika

Misevi koji ne mogu sintetizirati dovoljno TFF3 proteina u svojoj jetri liSeni su zaStitnoga
uc¢inka TFF3 proteina u serumu nakon ishemije miokarda i mozga (186), $to posljedi¢no dovodi
do jacega ostecenja tkiva. Kod takvih miSeva uocena je znacajno veca aktivnost kaspaze 3, koja
potice apoptozu nakon ozljede mozdanoga tkiva. Buduéi da su miSevi imali manjak TFF3,
rekombinantni TFF3 davan je intravenozno i potaknuo je promjene u cerebralnoj ozljedi i
motorickoj funkciji prednjih ekstremiteta, ukazuju¢i na postojanje endokrinoga

neuroprotektivnog mehanizma koji koristi TFF3 iz jetre u eksperimentalnoj cerebralnoj
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ishemiji/reperfuzijskoj ozljedi (187). Misevi s isklju¢enim genom Tff3 imaju poteskoca s

regeneracijom sluznice gastrointestinalnoga trakta (188).

Prema provedenome istrazivanju, iako peptid TFF3 nije izrazen u netaknutome epitelu roznice,
njegov izrazaj znacajno je povisen nakon ozljede epitela. Uz to, ozljedama roznice kod miseva
s isklju¢enim genom Tff3 potrebno je mnogo vise vremena za ponovnu epitelizaciju u usporedbi
sa sli¢nim ozljedama kod miSeva divljeg tipa. U slucaju povreda roznice izazvanih alkalijama
vanjska primjena rekombinantnoga TFF3 na rane ubrzava in vivo i na modelu kombinirano in
vivo/in vitro zacjeljivanje rana i kod divljega tipa i kod miseva s isklju¢enim genom Tff3. To
dokazuje da TFF3 ima klju¢nu ulogu u mehanizmu zacjeljivanja rana roznice, $to otvara nove

mogucénosti lijeCenja rana koje tesko zacjeljuju (189).

1.11. TFF u diSnome sustavu, trudnodi i tumorigenezi

Studija koja opisuje model misje astme pokazala je da trans-diferenciraju¢e Clara stanice
specifi¢no izrazavaju TFF1 koji je pohranjen u specificnoj podskupini sekretornih granula
(190). To je dokaz da je TFF1 autokrini faktor za trans-diferencijaciju Clara stanica u vrcaste
stanice. Druga studija pokazala je da TFF igraju takvu ulogu 1 u diferencijaciji diSnih putova,
pokazujuéi indukciju sinteze TFF3 s diferencijacijom u in vivo humaniziranom trahealnom
ksenotransplantatu i in vitro modelima. Dodatno tome, egzogeni TFF3 potaknuo je
diferencijaciju cilijarnih stanica na nacin ovisan o EGF-receptoru (191). Obje studije
implicirale su da TFF moze imati vaznu ulogu u razli¢itim procesima diferencijacije diSnih

putova, Sto ih ¢ini novim ciljevima u lije€enju teSkih kroni¢nih 1 akutnih bolesti diSnih putova.

Dinamicke promjene TFF3 proteina u serumu trudnice ukazuju na njithovu vaznost u
embriogenezi (192). Dokazana je prisutnost proteina TFF3 u hrskavici fetusa miSeva tijekom
endohondralne osifikacije, dok iskljucenje Tff3 gena uzrokuje promjene histomorfoloske
strukture spongiozne kosti te poremecaje sluha, Sto ukazuje na ulogu u morfogenezi organa
(193-195).

Tff3 gen sudjeluje u proliferaciji stanica gusSterate — smanjeni izrazaj Tff3 gena dovodi do
smanjene proliferacije stanica gusSterace, dok povisen izrazaj dovodi do povecane proliferacije

stanica gusterace, bez utjecaja na njihovu funkciju (196).
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Protein TFF3 takoder je povezan s angiogenezom, $to ga ¢ini vaznim ¢imbenikom u patogenezi
tumora (197). Istrazivanja su pokazala poviSen izrazaj gena Tff3 u tumorima probavnoga
sustava i plu¢a, uznapredovalome karcinomu prostate, hepatocelularnome karcinomu i drugim
tumorima (198-201). Izrazaj Tff3 gena ima prediktivnu ulogu u tumorima dojke (202) i vrijedan
je biomarker u probiru za rak Zeluca. Stovise, serumski TFF3 mogao bi predvidjeti rak Zeluca
uc¢inkovitije od PG testa, dok bi kombinirano testiranje serumskoga PG (pepsinogen test) i

TFF3 moglo uciniti probir raka Zeluca jo$ uéinkovitijim (203).

Tff3 -/~ / C57BL / 6N misevi predstavljaju novi model za proucavanje vaskularne funkcije,
aterosklerotskih lezija i sinteze proupalnih citokina zbog promijenjenoga metabolizma lipida,
modificiranoga metabolizma arahidonske kiseline i povoljnoga omjera o-6/ ®-3 masne kiseline
u jetri. MiSevi s isklju¢enim genom Tff3 imaju povecanu koli¢inu malih lipidnih vezikula u
hepatocitima, bez uéinka na biljege oksidativnoga stresa u jetri koji su Cesto povezani s

promijenjenom homeostazom lipida u jetri (185).

Zbog svega navedenog potreba za provodenjem ovog istrazivanja proizlazi iz ogranicenog broja

dostupne literature o ulozi TFF3 peptida na vaskularnu funkciju.
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2. HIPOTEZA

Vazodilatacija kod miSeva s iskljué¢enim genom Tff3~"/C57BL/6N kod visokoslane dijete bit

¢e ocuvana u odnosu na kontrolnu skupinu miseva divljeg tipa (WT miSeva C57BL/6N).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Odrediti ulogu TFF3 peptida u vaskularnoj reaktivnosti ovisnoj o endotelu izoliranih krvnih

zila.

2. Identificirati specificne mehanizme kojima TFF3 peptid utjece na vazodilataciju potaknutu
protokom kod miseva divljeg tipa (WT miseva C57BL/6N) te kod miseva s iskljuéenim genom

Tff3~"/C57BL/6N.

3. Odrediti u¢inak visokoslane dijete na proteomiku kod miSeva divljeg tipa te kod miSeva s
isklju¢enim genom Tff3~"/C57BL/6N.

4. Odrediti uc¢inak iskljucenja gena Tff3 i visokoslane dijete na ishod eksperimentalno

izazvanog mozdanog udara.
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4.1.  Ustroj studije

Zivotinje su konzumirale komercijalno dostupnu hranu za male laboratorijske Zivotinje
(Mucedola, Italija), standardnu (0.4 % NacCl) i visokoslanu (4 % NaCl). Hranu i vodu (ili vodu
u kojoj je otopljen TEMPOL, 1 Mm) Zivotinje su uzimale prema vlastitoj potrebi tijekom sedam
dana. Nakon sedam dana dijete miSevi su izvagani te anestezirani kombinacijom ketanesta S 75
mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex
5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Misevima je prije dekapitacije izmjeren krvni tlak te je
prikupljena krv. Zatim su zivotinje dekapitirane te je izolirana karotidna arterija (funkcionalne
studije) i aorta (rtPCR, WB). Svi eksperimentalni postupci uskladeni su s europskim
smjernicama za skrb i primjenu laboratorijskih Zivotinja (direktiva 86/609) te su poduzete sve
mjere kako bi se sprijecila patnja zivotinja. Navedena istrazivanja su odobrena za provedbu od
strane Etickoga povjerenstva Medicinskoga fakulteta Osijek (2158-61-07-18-138, 2158-61-07-
19-136, 2158-61-07-20-164, 2158-61-07-21-187) te Ministarstva poljoprivrede Republike
Hrvatske (525-10/0255-19-7, 525-10/1315-20-3, 525-10/1338-21-4, 525-09/559- 22-3).

4.2.  Ispitivane skupine

Istrazivanje je provedeno na miSevima muskoga spola u dobi od 8 do 10 tjedana starosti. Misevi

su bili podijeljeni u osam skupina:

1) Niskoslana (NS) skupina miseva divljega tipa (WT misevi C57BL/6N) konzumirala je
standardnu hranu za miSeve (0,4 % NaCl-a) i obi¢nu pitku vodu sedam dana; WT NS

2) Niskoslana (NS) skupina miseva s iskljué¢enim genom Tff37/C57BL/6N konzumirala je
standardnu hranu za miSeve (0,4 % NaCl-a) i obi¢nu pitku vodu sedam dana; TFF3 NS

3) Visokoslana (VS) skupina miseva divljeg tipa (WT misevi C57BL/6N) konzumirala je hranu
s visokim udjelom soli (4 % NaCl-a) i obi¢nu pitku vodu sedam dana; WT VS

4) Visokoslana (VS) skupina miseva s iskljué¢enim genom Tff3~/C57BL/6N konzumirala je
hranu s visokim udjelom soli (4 % NaCl-a) i obi¢nu pitku vodu sedam dana; TFF3 VS

20



4. MATERIJALI | METODE

5) Niskoslana (NS) skupina miSeva divljeg tipa (WT misevi C57BL/6N) konzumirala je
standardnu hranu za miSeve (0,4 % NaCl-a) i vodu s otopljenim TEMPOL-om sedam dana ;
WT NS + TEMPOL

6) Niskoslana (NS) skupina miseva s isklju¢enim genom Tff37"/C57BL/6N konzumirala je
standardnu hranu za miSeve (0,4 % NaCl-a) i vodu s otopljenim TEMPOL-om sedam dana;
TFF3 NS + TEMPOL

7) Visokoslana (VS) skupina miseva divljeg tipa (WT miSevi C57BL/6N) konzumirala je hranu
s visokim udjelom soli (4 % NaCl-a) i vodu s otopljenim TEMPOL-om sedam dana; WT VS +
TEMPOL

8) Visokoslana (VS) skupina miseva s isklju¢enim genom Tff37/C57BL/6N konzumirala je
hranu s visokim udjelom soli (4 % NaCl-a) i vodu s otopljenim TEMPOL-om sedam dana;
TFF3 VS + TEMPOL

U svakoj skupini bilo je po deset miseva.

4.3. Mijerenje krvnoga tlaka

Misevi su anestezirani ketamin kloridom (100 mg/kg) 1 midazolamom (5 mg/kg) i prebaceni na
grijaC. Neinvazivna metoda za mjerenje krvnoga tlaka miSa provedena je postavljanjem
okluzivne manzete koja nakon napuhavanja zaustavlja protok krvi na bazu repa. Kako je
okluzivna manzeta polako ispuhivana, za pracenje krvnoga tlaka koristena je manzeta (VPR)

postavljena distalno od okluzivne manzete.

Kada je tjelesna temperatura zZivotinje dosegnula 38,5 °C zapoceti su ciklusi mjerenja. Cijeli set
(20 ciklusa) traje oko 15 min. Za pouzdano konaéno ocitanje krvnoga tlaka mora biti valjano

najmanje deset ciklusa (204—-206).

4.4. Skupljanje uzoraka mijesane krvi

Nakon mjerenja krvnoga tlaka prikupljeni su mijesani uzorci krvi u epruvetu bez

antikoagulansa kako bismo dobili uzorak seruma. Krv je centrifugirana 10 min/3500 rpm te je
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serum pohranjen u hladnjaku na -80 °C do upotrebe u svrhu odredivanja pojedinih biokemijskih
parametara, antioksidativnih enzima (GPx), oksidiranih lipoproteina niske gustoce (oxLDL),
naprednih oksidiranih proteinskih produkata (AOPP) i koncentracije IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-
4, , IL-6 i CRP-a. Razine ukupnoga kolesterola u serumu, lipoproteina visoke gusto¢e (HDL),
lipoproteina niske gustoc¢e (LDL), triglicerida (TG), glukoze, aspartat transaminaze (AST),
alanin transaminaze (ALT), ureje, ukupnih proteina (TP), mokraéne kiselina, alkalne fosfataze
i C-reaktivnoga proteina (CRP) odredene su u laboratoriju pomoc¢u Architect c8000 instrumenta
(Abbot).

4.5.  Funkcionalna studija - protokom potaknuta dilatacija karotidne arterije

Nakon dekapitacije pomocu mikrokirur§koga pribora i operacijskoga mikroskopa izolirana je
karotidna arterija te je postavljena izmedu staklenih mikropipeta (vanjskoga promjera ~ 150-
250 pm) smjestenih u komorici koja je ispunjena toplom (37°C) fiziolo§kom slanom otopinom
(PSS, pH = 7,4 + 0,05) sastava (u mM / I): 119 NaCl (Kemika, Hrvatska), 4,7 KCI (Kemika,
Hrvatska) , 1,17 CaCl..6MgSOs (Merck), 1,18 NaH.PO4 (Kemika, Hrvatska), 24 NaHCOs3;
(Merck), 0,026 EDTA (Sigma-Aldrich) i 55 glukoze (Kemika, Hrvatska). Sustav je
kontinuirano oksigeniran smjesom plinova s 21 % O3, 5 % CO: i balans N2. Krajevi karotidne
arterije pric¢vrs¢eni su tankim Savom (10-0O nylon Black) za pipete. Nakon postavljanja u
komoricu arterija je inkubirana 60 minuta pri tlaku A80 mmHg (P1 80 mmHg, P2 0 mmHg).
Zila je cijelo vrijeme snimana infracrvenom kamerom uz prikaz slike na monitoru. Promjena
promjera krvne zile mjerena je pomocu softvera Pressure Myograph System Model 110P
MyoView Version 1.2.0 DMT (Danish Myo Technology) (154,155,207,208). Kao bazi¢ni
odgovor mjeren je unutarnji promjer zile nakon inkubacije, a zatim nakon protokom-
posredovane promjene promjera, koja se postize razli¢itim gradijentima tlaka, A100, A120, A
140, A160, A180 mmHg. Za procjenu endotelno ovisne vazodilatacije koristen je acetilkolin
(ACh, Fluka). Protokom potaknuta dilatacija krvnih zila mjerena je u odsutnosti i prisutnosti:
a) inhibitora NO sintaze (NOS), No-nitro-L-arginin metil estera (L-NAME, Sigma-Aldrich);
b) inhibitora ciklooksigenaze, indometacina (INDO, Sigma-Aldrich); c) selektivnoga inhibitora
CYP450 epoksidaze, MS-PPOH (donacija John R. Falck, University of Texas Southwestern
Medical Center, Dallas, TX; d) NO donora, natrijeva nitroprusida (SNP, Sigma-Aldrich); e)
agonista i antagonista kalijevih kanala osjetljivin na kalcij (KCa?", NS-1619; iberiotoksin,

Biosynth); ATP-osjetljivih kalijevih kanala (KATP, cromakalim; glibenclamide, Sigma-
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Aldrich) 1 TRPV4 (GSK1016790A i RN-1734, Sigma-Aldrich) i f) "hvatac¢a" superoksidnih
radikala, TEMPOL-a (Sigma-Aldrich). Na kraju pokusa karotidna arterija je perfundirana s

otopinom PSS-a bez iona kalcija kako bi se utvrdio maksimalni promjer krvne Zile.

4.6. lzazivanje ishemijskoga oSte¢enja mozga

Za izazivanje ishemijskoga osStecenja mozga miSa koriStena je unilateralna intraluminalna
okluzija srednje mozdane arterije, tj. MCAO metoda (engl. middle cerebral artery occlusion
method) u trajanju od 60 minuta. (209,210). Prije zahvata misu je intraperitonealno (i. p.)
primijenjena fizioloska otopina u volumenu od 0,2 ml i subkutano (s.c.) 0,03 mg/kg buprenorfin
(Buprenovet, Bayer, Germany) za analgeziju. Zivotinje su anestezirane postavljanjem u
indukcijsku komoru s 4 % izoflurana (Isoflurane, Abbott, UK) te odrZzavane pod anestezijom
mjeSavinom 1,5-2 % izoflurana i kisika koriStenjem vaporizatora. Mi§ je tijekom cijeloga
zahvata poloZen na grijanu podlogu koja odrzava tjelesnu temperaturu na 37,0 °C, ¢ime se
izbjegava moguca hipotermija misa.

Nakon asepticke pripreme kirur§koga mjesta napravljen je mali rez na desnome temporalnom
misic¢u u rostralnome dijelu temporalnoga podrucja, dorzalno u odnosu na retroorbitalni sinus.
Potom je postavljena kalibrirana laserska sonda promjera 1 mm (Moor Instruments, Millwey,
Devon, UK) kako bi se pratile promjene cerebralnoga krvotoka MCA na laserskom dopler
perfuzijskom monitoru (Moor Instruments, Millwey, Devon, UK) nakon postavljanja filamenta.
Izveden je zasjek u podrucju vrata, odmaknuto meko tkivo i Zlijezde slinovnice te su izloZene
lijeva zajedniCka karotidna arterija te vanjska i unutra$nja karotidna arterija rasijecanjem od
okolnoga tkiva i zivaca. Okluzija srednje mozdane arterije provedena je uvodenjem kirur§koga
konca oblozenoga silikonom (monofilament), debljine 6-0 (Doccol Corporation, Sharon, MA,
SAD) prvo u lijevu unutra$nju karotidnu arteriju te nakon njezinoga grananja u srednju
mozdanu arteriju.

Nakon 60 minuta okluzije zivotinje su ponovno anestezirane 1 reperfuzija je pokrenuta
uklanjanjem filamenta. Uspje$no postignutom okluzijom smatra se kada je kod Zivotinja
mozdani protok <20 % nakon okluzije i neposredno prije izvlacenja katetera. Lijeva zajednicka
karotidna arterija bila je trajno vezana. Nakon operacije zivotinje su lije¢ene buprenorfinom
kako bi se postiglo postkirur§ko ublaZzavanje bola. Hrana je omekSavana vodom kako oStecenje
vratnih misiéa potrebnih za Zvakanje ne bi dovelo do kaheksije. Zivotinje su vagane prije i 24
h nakon operacije.
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4.7.  Procjena neuroloskoga oSteéenja

MisSevi su podvrgnuti procjeni neuroloskoga ostec¢enja, modificiranom metodom koja je opisana
u literaturi (211-213). Ocjena neuroloskoga deficita provedena je prije i 24 sata nakon MCAO-
a pomocu ljestvice od pet stupnjeva.

Procjenjivani parametri bodovani su sljede¢im vrijednostima:

0 bodova - normalna motori¢ka funkcija

1 bod - miSevi koji su pokazivali slabost (nemogucnost ispruzanja) prednjih udova te
okretanje torza prema ipsilateralnoj strani pri pridrzavanju misa za rep

2 boda - kruZenje miSeva tijelom prema o$tecenoj strani pri kretanju unutar kaveza

3 boda - nemogucnost podnosenja teZine na ostecenoj strani prilikom pridrzavanju misa za rep

4 boda - nedostatak spontane lokomotorne aktivnosti

4.8. HistomorfoloSka analiza aorte

Aorte miseva s isklju¢enim genom Tff3 i WT miSeva na NS i VS dijeti fiksirane su u 4 %
paraformaldehidu, uklopljene u parafinske blokove te izrezane na dijelove debljine 6 pm
mikrotomom (Leica SM 2000R, Leica, Wetzlar, Njemacka). Rezovi su deparafinirani i obojeni
orcein bojom za prikaz elasti¢nih vlakana i picrosirius crvenom bojom za prikaz kolagenih
vlakana. Koristeno je 1 % orceina u 70 % etanolu, rezovi su drzani u otopini 3 h, diferencijacija
je u¢injena u 1 % HCI u 70 % etanola tijekom 5 minuta, a za pozadinsko bojenje koriStena je
zasi¢ena pikrinska kiselina u 96 %-tnome etanolu. Metoda za prikaz kolagenih vlakana
izvedena je prema Puchtleru (214). Rezovi su pregledani pod Zeiss Axioskop 2 FS MOT
mikroskopom (Zeiss, Oberkochen, Njemacka), fotografije su snimljene digitalnim
fotoaparatom Olympus DP70 (Olympus, Tokyo, Japan) pod 10x objektivom. Digitalne slike
obradene su u programu FIJI (F1JI is Just Image J) (215,216). Za obje tehnike bojenja alat za
prag boje uspjesno je koristen za izradu crno-bijelih maski koje sadrze elastin ili kolagen.
Nadalje, digitalne slike obradene su u programu Gimp (GNU Image Manipulation Program,
GIMP tim, GIMP 2.10.10, www.gimp.org) kako bi se stvorile maske oznacene bojama koje
oznacavaju razliCite slojeve i strukture aorte koje treba analizirati. Crno-bijele maske i maske u
boji otvorene su i analizirane u FIJI programu. Udio elasti¢nih vlakana i udio kolagenih vlakana

u tkivu stijenke aorte izracunati su iz povrsine elastina ili kolagena podijeljene s povr§inom

24



4. MATERIJALI | METODE

tkiva aortalne stijenke i1 izraZene kao %. Debljina medije 1 adventicije izraZzene su kao %

debljine stijenke aorte. Prebrojane su elasti¢ne lamele i izmjerena je povrSina lumena.

4.9. Odredivanje razine duSikovoga oksida i superoksida in situ metodom

fluorescencije

Razina stvaranja duSikovoga oksida procijenjena je pomocu DAF-2DA (4,5-
diaminofluorescein, Santa Cruz Biotechnology) boje. Za odredivanje stvaranja superoksida
koristena je DHE (Dihydroethidium, Santa Cruz Biotechnology) boja (20uM) (154,208,217).
Nakon 30 min bazi¢ne inkubacije uslijedila je inkubacija zile s fluorescentnom bojom, 45 min
pri 37 °C u HEPES otopini (pH 7,4; sastav:137 mM NaCl (Kemika, Hrvatska); 5,4 mM KClI
(Kemika, Hrvatska); 4,2 mM NaHCOs3 (Merck); 3 mM Na:HPO4 (Kemika, Hrvatska) ; 0,4 mM
KH2PO4 (Kemika, Hrvatska); 0,5 mM MgCl, x 6H20 (Kemika, Hrvatska); 0,8 mM
MgSOsx7H20 (Kemika, Hrvatska); 10 mM glukoza (Kemika, Hrvatska); 20 mM HEPES
(Sigma-Aldrich) i 1,2 mM CaCl, x H20 (Merk)). Tubice su zasti¢ene od djelovanja svjetlosti
aluminijskom folijom i drzane su u CO2 inkubatoru na konstantnoj temperaturi 37 °C. Nakon
45 minuta inkubacije zile su isprane svjezim HEPES puferom tri puta te nakon toga slikane na
ZeissAxioskop MOT2 mikroskopu, pomoc¢u Olympus DP70 kamere. Slike su procesuirane i
analizirane ImageJ softverom. Intenzitet boje odreden je pomoc¢u Imagel programa (National
Institute of Health).

4.10. Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima (GPx) u serumu

Aktivnost antioksidativnoga enzima GPx u serumu mjerila se pomocu standardiziranoga
protokola spektrofotometrijskom metodom, pomoc¢u Lambda 25UV-Vis spektrofotometra
(155,217,218). Metoda mjerenja aktivnosti GPx zasnovana je na principu oksidacije
reduciranoga oblika glutationa (GSH), koju provodi H>O> pri ¢emu nastaje oksidirani glutation
disulfid (GSSG). GSSG se zatim regenerira u prisutnosti glutation-reduktaze (GR), a reakcija
je ovisna 0 NADPH kao reducensu (donoru elektrona). Prati se pad apsorbancije pri valnoj
duljini od 340 nm, do kojega dolazi zbog oksidacije i smanjenja koncentracije NADPH,

odnosno otpustanja elektrona i nastanka NADP™.
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4.11. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina u serumu koriStena je metoda po Bradfordu (1967).
Postupak se temelji na nespecifiénom vezanju anionskoga oblika boje Coomassie briljant plavo
G-250 (CBB G-250) za proteine u kiselom mediju, uslijed ¢ega dolazi do stvaranja kompleksa
protein — boja. Zatim je na spektrofotometru izmjeren intenzitet obojenja otopine pri valnoj
duljini 595 nm. Za standardizaciju je koriSten albumin govedeg seruma (BSA, Sigma-Aldrich)
u podrudju koncentracija 0.01 —0.15 mg x mLL. Iz vrijednosti izmjerenih apsorbancija poznatih
koncentracija BSA dobiva se standardna krivulja iz koje se potom odreduje koncentracija

proteina u serumu.

4.12. Mijerenje biljega oksidativnoga stresa (oxLDL i AOPP) spektrofotometrijskim

metodama

Oksidirani lipoprotein niske gusto¢e (oxLDL) i napredni oksidirani proteinski produkti (AOPP)
mjereni su u uzorcima seruma komercijalno dostupnim kitovima u Laboratoriju za molekularnu
I klini¢ku imunologiju (Advanced oxidation protein products (AOPP), MyBioSource, USA;
Oxidized Low- Density Lipoprotein (oxLDL), Aviva Systems Biology, USA).

4.13. Relativni izrazaj gena odreden PCR metodom u stvarnom vremenu

U zasebnoj skupini pokusa iz uzoraka misjih aorti odreden je genski izrazaj antioksidativnih
enzima (Cu/Zn SOD, GPx1 i katalaze) i vaznih biljega upale (IL-6, TNF alfa i IL-17A)
metodom rtPCR na uredaju Bio Rad CFX96. Uzorci su smrznuti u teku¢em dusiku i do daljnje
obrade pohranjeni na -80 °C. Ukupna RNA ekstrahirana je pomo¢u TRI Reagent (Molecular
Research Center, INC), prema uputama proizvodaca. Koncentracija i ¢isto¢a RNA provjerena
je pomoc¢u NanoDrop (Thermo Scientific). Upotrebom Deoxyribonuclease kita (Sigma) ukupna
RNA dodatno je proc¢is¢ena od gDNA. Reverzna transkripcija u¢injena je pomoc¢u High
Capacity cDNA Reverse Transcription kita (Applied Biosystems), prema uputama proizvodaca
na MyCycler thermal cycler (BioRad). Izrazaj je odredena uporabom jedinstveno dizajniranih

(,,custom made*) primera na Primer Express (Applied Biosystems) sustavu uporabom ABsolute
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QPCR SYBR Green low ROX master mix-a (Thermo scientific). Izrazaj gena izrazen je preko
dva ,,housekeeping gena“ - HPRT i 18S.

4.14. OQOdredivanje koncentracije IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, , IL-6 i CRP-a u serumu

Koncentracije IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, , IL-6 i CRP-a u serumu izmjerene su pomocu kita
(Invitrogen ProcartaPlex kits, Thermo Fisher Scientific i panela za multipleks kvantifikaciju
proteina koriStenjem Luminex 200 instrumenta prema uputama proizvodaca. Mjerenja su
provedena u Laboratoriju za molekularnu i HLA dijagnostiku KBC-a Osijek. Kvantifikacija je
provedena pomocu softvera ProcartaPlex Analyst i izrazena kao koncentracija u pikogramima

po mililitru.

4.15. Relativni izrazaj proteina

Odreden je relativni izrazaj proteina COX-1, COX-2 CYP2C9, CYP2J2, iINOS i eNOS, ionskih
kanala (KCa, TRPV4) u izoliranim miS§jim aortama. Pulirana su po dva uzorka. Protokol
ekstrakcije i homogenizacije proteina uspostavljen je u laboratoriju Medicinskoga fakulteta
Osijek (154,208,219,220). Tkivo je homogenizirano u teku¢em dusiku na ledu s ULTRA-
TURRAX homogenizatorom (IKA, Njemacka) pomocu pufera za homogenizaciju (koji sadrzi
10 mmol / LTris baze, 1 mmol / L EDTA, 0,4 % SDS (Acros Organics, SAD), koktel inhibitora
proteaze (4uL / 100 uL, Sigma-Aldrich)) i centrifugirano na 15000 g, 30 min, i 4 °C. Bio-Rad
Mini PROTEAN tetra Cell and Criterion blotter koriSten je za SDS-PAGE elektroforezu (100V)
I za prijenos (200mA, 2 sata ) na PVDF membrane te inkubiran s primarnim antitijelom preko
no¢i na 4 °C (COX-1-HRP mouse MonoAB, Santa Cruz Biotechnology, USA, #sc-19998,
1:500; COX-2-HRP mouse MonoAB, Santa Cruz Biotechnology, USA, #sc-376861, 1:500;
INOS rabbit PolyAB, Novus Biological, USA, #NB300-605, 1:500; eNOS rabbit PolyAB,
Novus Biological, USA, #NB300-500, 1:1000; CYP2C9 rabbit PolyAB, MyBioSource, USA,
#MBS9126586, 1:1000; CYP2j2 rabbit PolyAB, MyBioSource, USA, #MBS9604129, 1:1000;
TRPV4 rabbit PolyAB, Thermo Fisher Scientific, USA, #OSR00136W, 1:500; KCNMB1
rabbit PolyAB, Thermo Fisher Scientific, USA, #PA1-924, 1:500). Sljede¢ega dana membrana

je inkubirana odgovaraju¢im sekundarnim antitijelom oznacenim peroksidazom hrena (HRP)
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(goat anti-rabbit HRP, Abcam, UK, #ab205718, 1:7500). Detekcija kemiluminiscencije
pomoc¢u Pierce ECL Western Blotting supstrata izvrSena je prema uputama proizvodaca, a
signal je zabiljezen na Bio-Rad ChemiDoc Imager. Detektirani izrazaj proteina obraden je i
analiziran softverom ImageJ (National Institutes of Health) prema uputama programera
softvera. Razine izrazaja proteina normalizirane su na izrazaj B-aktina (B-actin-HRP, mouse
MonoAb, Abcam, UK, #ab49900, 1:30000) i izrazene kao relativne razine proteina.

4.16. Izrazaj mRNA jetre odreden PCR metodom u stvarnom vremenu

Zaizolaciju RNA iz uzoraka tkiva jetre miseva s isklju¢enim genom Tff3 i WT kontrola na NS
I VS dijeti kori$ten je RNeasy Mini Kit (Qiagen). Izolirana RNA prevedena je u cDNA pomocu
High-Capacity cDNA Reverse Transcription seta kemikalija (Applied Biosystems) prema
uputama proizvodaca. Kvantitativna reverzna transkripcijska polimerazna lancana reakcija
(QRT-PCR) provedena je koristenjem boje SYBR Green | (Invitrogen) na PCR uredaju
(StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Barcelona, Spanjolska) prema
sljede¢im postavkama: inicijacija 95°C kroz 3 min 40 ciklusa, denaturacija 95 °C kroz 1 min,
temperatura za vezivanje pocetnica kroz 30 s te elongacija 72 °C kroz 30 s. Popis specifi¢nih
pocetnica (Applied Biosystems) optimiziranih uvjeta za PCR navedeni su u Tablici 2. Nastali
produkti analizirani su programom krivulje taljenja (engl. melting curve). Izrazaj gena
analiziran je na osnovi AACt metode pomoc¢u REST© programa (Quiagen). Kao referentni geni
(tzv. “housekeeping geni”) koristeni su B-aktin i B2-mikroglobulin. Promjene su prikazane kao

log2. Oligonukleotidi koristeni za Q-PCR analizu navedeni su u Tablici 4.1.
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Tablica 4.1. Oligonukleotidi koristeni za Q-PCR analizu.

.. . Optimizirani PCR uvijeti
Pocetnica slijed
Gen No. N (temperature vezanja
Naprijed (5'-3") natrag (5'-3") Lo
pocetnica /MgClz)
ER stress markeri
CCACTCCAGAGCATTCCTTTAG
ATF4 NM_009716.3 59 °C; 3,5 mM
CTCCTTTACACATGGAGGGATTAG
GAGACTGCTGAGGCGTATTT
BIP NM_001163434.1 58 °C; 3,5 mM
CAGCATCTTTGGTTGCTTGTC
TTGAGCCTAACACGTCGATTAT
CHOP NM_007837.4 58 °C; 3 mM
CACTTCCTTCTGGAACACTCTC
TGAAAGCATGTGAGGGTAGTG
EDEM NM_138677.2 61 °C; 3,5 mM
- GAGAGAAGGGAAGACAGGATAGA
AAGAATGAAGGAAAAACAGGACAAAA
GRP94 NM_011631.1 58 °C; 3 mM
CAAATGGAGAAGATTCCGCC
GAGTCCGCAGCAGGTG
sXBP1 NM_008934.4 56 °C; 3 mM
- GTGTCAGAGTCCATGGGA
Citokini
GTGTCAACCACTGTGCTAGT
CXCL1 NM_008176.3 61 °C; 3,5 mM
CACACATGTCCTCACCCTAATAC
CCTTACACCTACCAGAGTGATTT
ILla NM_010554.4 65 °C; 3 mM
CCTTACACCTACCAGAGTGATTT
ATGGGCAACCACTTACCTATTT
IL1B NM_008361.4 64 °C; 3 mM
GTTCTAGAGAGTGCTGCCTAATG
GATAAGCTGGAGTCACAGAAGG
IL6 NM_031168.2 59 °C; 3,5 mM
TTGCCGAGTAGATCTCAAAGTG
CCTGGATCGGAACCAAATGA
MCP1 NM_011333.3 62 °C; 3 mM
- CGGGTCAACTTCACATTCAAAG
CTTTAGGAAGGACCTGGGTTG
TGFa NM_031199.4 66 °C; 3 mM
GTGTGTCCAGGCTCCAAATA
GTCTCAGAATGAGGCTGGATAAG
TNFa NM_013693.3 63 °C; 2,5 mM
CATTGCACCTCAGGGAAGAA
Markeri oksidativnoga stresa
NM_008969.4 GTGCCAGAACCAGGGTGTCT
COX1 58 °C 3 mM
GTAGCCCGTGCGAGTACAATC
GGTTCGAGCCCAATTTTACA
GPX1 NM_008160.6 58 °C 2,5 mM
CATTCCGCAGGAAGGTAAAG
ACTCCTTGGGTCAGCACTGG
NOX2 NM_007807.5 62 °C 3 mM
GTTCCTGTCCAGTTGTCTTCG
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‘. . Optimizirani PCR uvjeti
Pocetnica slijed
Gen No. (temperature vezanja
Naprijed (5'-3") natrag (5'-3") Lo
pocetnica /MgClz)
NM_011434.2 GCCTTCTGCTCGAAGTGGAT
SOD1 59°C3,5mM
GGAAGCATGGCGATGAAAGC
NM_011435.3 TGGCTGATGGTTGTACCCTG
SOD3 60 °C 2,5 mM
TGAGAAGATAGGCGACACGC
Housekeeping Geni
GCAAGCAGGAGTACGATGAG
ActB NM_007393.5 61 °C; 3,5mM
CCATGCCAATGTTGTCTCTT
CCTGCAGAGTTAAGCATGACAGT
B2M NM_009735.3 60 °C; 3mM
TCATGATGCTTGATCACATGTCT

ATF4, Aktiviraju¢i transkripcijski faktor 4; BIP, endoplazmatski retikulum Chaperone BiP; CHOP,
DNK-inducibilan transkript 3; GRP94, Protein toplinskoga soka 90 Beta ¢lan obitelji 1; sXBP1, spojeni
X-box Binding Protein 1; CXCL1, C-X-C kemokinski ligand 1; IL1a, interleukin 1 alfa; IL1p,
Interleukin 1 Beta; IL6, Interleukin 6; MCP1, monocitni kemoatraktantni protein-1; TGFa, Alfa faktor
rasta tumora; TNFa, faktor nekroze tumora alfa; COX1, ciklooksigenaza 1; GPX1, glutation
peroksidaza 1; NOX2, NADPH oksidaza 2, SOD1, Superoksid dismutaza 1; SOD3, superoksid
dismutaza 3; ActB, Actin Beta; B2M, Beta-2-mikroglobulin.

4.17. Analiza izrazaja jetrenih proteina aktivacije elF2a

Uzorci jetre misSeva WT i TFF3 na NS 1 VS dijeti homogenizirani su koriStenjem RIPA pufera
(50 mM TRIS HCL, pH8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % NP40, 1 % natrijevoga
deoksiholata, 0,1 % SDS ) dopunjenoga inhibitorima fosfataze i proteaze (Roche), obradeni
ultrazvukom (3x30 sekundi) i centrifugirani na 16,000 x g tijekom 20 minuta. Supernatant je
sakupljen te je BCA protein assay kit (Pierce, Thermo Fischer) koriSten za mjerenje ukupne
koncentracija proteina. Proteini su odvojeni denaturiraju¢om elektroforezom natrijevoga
dodecil sulfata u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE), prebaceni su na nitroceluloznu
membranu i blokirani s 5 % BSA u TBS-T. Aktivacija proteina relevantnih za stres ER
detektirana je poliklonskim anti-elF2a (#9722) i anti-fosfo elF2 a (#9721) (Cell Signaling
Technology) u razrjedenju 1:1000 u 5 % BSA/TBST 1 inkubiranim preko no¢i na 4 °C.
Sekundarno protutijelo bilo je goat anti-rabbit 1gG-HRP (#170-6515; Biorad), a signali
kemiluminiscencije detektirani su pomocu Alliance 4.7 Imaging System (UVITEC,
Cambridge). Kao kontrola nanoSenja uzoraka i za normalizaciju koriStena je boja Amido black

(Sigma-Aldrich). Intenzitet signala analiziran je s Image J 1.48v (215).
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4.18. Proteomska analiza tkiva karotidne arterije

4.18.1. Ekstrakcija proteina i priprema uzoraka

Ekstrakcija proteina iz karotidnih arterija izvedena je pomo¢u Minute Kita prema uputama
proizvodac¢a. Koncentracije ukupnih proteina u lizatima odredene su pomocu BCA
proteinskoga testa (Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD). Dodatno, referentni uzorak
pripremljen je mijeSanjem jednakih koli¢ina proteina Svih uzoraka i koriSten kao interni
standard. Obiljezavanje peptida izobarnim privjescima (tandem mass tag, TMT) je izvedeno
kako je prethodno opisano (221). Ukratko, 20 pg proteina iz svakoga uzorka razrijedeno je 0,1
M trietil amonijevim bikarbonatom (TEAB, pH 7,8) do kona¢noga volumena od 50 pL. Uzorci
su reducirani (2,5 uL 200 mM DTT, 1 h na 55 °C), alkilirani (2,5 uL 375 mM jodoacetamida
IAA, 30 min na sobnoj temperaturi, u mraku) i precipitirani koriStenjem ledeno hladnoga
acetona ( -20 °C preko noci). Nakon centrifugiranja (8000xg, 10 min na 4 °C) proteinski talog
otopljen jeu 50 uL 0,1 M TEAB-a koji je sadrzavao tripsin (1:40, w/w) i razgraden preko noci
na 37 °C. Tripticki peptidi obiljezeni su TMT tenplex reagensima (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA) koji su pripremljeni prema uputama proizvodaca. Za oznacavanje je
koriStena koli¢ina od 19 uL i reakcija je zaustavljena upotrebom 5 % hidroksilamina. Peptidi
obiljezeni TMT privjescima su prebaceni U novu epruvetu i spojeni te alikvotirani, osuseni i
pohranjeni na -80 °C za LC-MS/MS analizu.

4.18.2. LC-MS/MS analiza

Provedena je LC-MS/MS analiza visoke rezolucije temeljena na izobarnom obiljezavanju kako
bi se dobila kvalitativna i kvantitativna informacija o proteomu zila kao §to je prethodno
objavljeno (222). Ukratko, osuseni TMT-obiljezeni peptidi su otopljeni u puferu (2 % ACN u
0,1 % FA) i analizirani pomoc¢u sustava Ultimate 3000 RSLSnano (Dionex) vezanog s Q
Exactive plus spektrometrom masa (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, SAD). Za
odvajanje peptida koristena je kolona PepMap—RSLC C18 (50 cm x 75 um ID) i linearni
gradijent u trajanju od 5-35% B (0,1 % FA u 80 % ACN) pri protoku od 300 nL/min. lonizacija
je postignuta koriStenjem izvora iona nanospreja Flex 1 emitera od nehrdajucega celika (New

Obijective). Napon ionizacije je postavljen na 2,1 kV, a temperatura kapilare za prijenos iona
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bila je 250 °C. Analiza je provedena u pozitivnom nacinu rada koriste¢i Top 8 metodu. U analizi
su koristeni sljede¢i parametri: raspon mase m/z 350,0 do m/z 1900,0 s maksimalnim vremenom
ubrizgavanja 110 ms, rezolucijom 70 000 i AGC vrijedno$¢u 1x10E6. Za fragmentaciju je
koriStena normalizirana kolizijska energija (NCE) od 25, 35 1 40 %, rezolucija 17500 1 AGC
vrijednost 2 x 10ES. Prozor izolacije mase od +2,0 Da primijenjen je za izolaciju iona
prekursora s dinamickim isklju¢enjem od 30 s. Ioni prekursori s nabojem +1, kao i vise od +7

izuzeti su iz fragmentacije. Masa iona m/z 445.1200 omoguc¢ila je internu kalibraciju.

4.18.3. Analiza proteomskih podataka

Identifikacija proteina izvrSena je koriStenjem SEQUEST algoritma implementiranoga u
programu Proteome Discoverer (verzija 2.3., Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) i
pretrazivanjem baze podataka koja je sadrzavala Mus musculus FASTA podatke (preuzeto iz
NCBI baze podataka, 7. prosinca 2017., 46105 unosa).

Parametri pretrazivanja postavljeni su kako slijedi: dva promasena mjesta cijepanja tripsinom,
tolerancije mase prekursora i fragmenta od 10 ppm i 0,05 Da; karbamidometil (C) kao fiksna
peptidna modifikacija, oksidacija (M) i TMT sixplex (K, peptidni N-terminus) kao dinamicke
modifikacije. Najmanje dva jedinstvena peptida i granica od 5 % FDR postavljeni su za
dobivanje pouzdane identifikacije proteina. FDR je automatski izracunat za cijeli skup podataka
pomocu algoritma Percolator unutar programa Proteome Discoverer. Relativna kvantifikacija,
statisticka analiza, genska ontologija i analize bioloskih puteva provedene su u programu
Proteome Discoverer i STRINGdb (https://string-db.org/). Prije samog izrauna omjera
zastupljenosti proteina, provedena je normalizacija na temelju ukupne koli¢ine peptida.
Prilikom statisti¢ke obrade nije koriStena imputacija vrijednosti koje nedostaju ve¢ su proteini
S nepotpunim vrijednostima izostavljeni iz analize. Za statisticku analizu p-vrijednosti su
izraCunate koriStenjem nesparenoga t-testa s naknadnom Benjamini-Hochbergovom

korekcijom koristenjem maksimalno prilagodene p-vrijednosti postavljene na 0,05.

32



4. MATERIJALI | METODE

4.19. Statisticka analiza

Dilatacija koju proizvode protok, acetilkolin i natrijev-nitroprusid izrazena je kao delta
dijametar (um) u odnosu na bazalne vrijednosti izmjerene pri AO mmHg. Odgovor na protok
analiziran je s Two-Way ANOVA testom za ponavljane uzorke (engl. repeated measures
ANOVA) kako bi se odredio ucinak tretmana na odgovor krvne Zile. Za usporedbu rezultata
genskoga izrazaja koriSten je test za jednosmjernu analizu varijanci za nezavisne uzorke One
(oneway ANOVA) ili u slu¢aju neravnomjerne distribucije dobivenih podataka Holm-Sidak ili
Kruskal-Wallis test. Kod pojedinih rezultata za utvrdivanje medusobne razlike normalno
raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina koristen je Studentov t-
test, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyev U test. Za statisticku je
analizu uporabljen SigmaPlot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago,USA). Statisticka je

znacajnost podesena na p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1.  Ucinak visokoslane dijete na arterijski krvni tlak

Nije bilo znacajnih razlika u arterijskome krvnom tlaku medu ispitivanim skupinama (Tablica

5.1.).

Tablica 5.1. Vrijednosti krvnoga tlaka

srednji arterijski tlak
sistoli¢ki (mmHQ) dijastolicki (mmHQ)
(mmHg)
WT NS 99,44 (12,64) 77,41 (11,37) 85,27 (12,59)
WT VS 104,76 (17,02) 86,75 (14,62) 92,80 (15,29)
TFF3 NS 93,35 (14,89) 73,83 (11,96) 80,33 (12,89)
TFF3 VS 99,65 (21,00) 80,97 (17,84) 87,19 (18,85)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD); razlike su testirane pomoc¢u One-way

ANOVA, p vrijednosti < 0,05 smatrane su znac¢ajnim.

5.2. Biokemijska analiza seruma

Izmjerene su razine mokra¢ne Kiseline, razine glukoze u krvi, AST, ALT, CRP, uree, ukupni
kolesterol, LDL, HDL, trigliceridi, alkalne fosfataze i ukupni proteini u serumu. Razine
izmjerenih biokemijskih parametara u serumu prikazane su u Tablici 5.2. Isklju¢enje gena Tff3

i visokoslana dijeta nisu utjecali niti na jedan ispitivani parametar.
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Tablica 5.2. Usporedba biokemijskih parametara medu ispitivanim skupinama

Grupa ANOVA
Parametar Jedinica | WT NS TFF3 NS WT VS TFF3 VS p
Mokraéna
o umol/L | 189,8 (74,2) |217,6(54,2) | 164,1(19,4) | 201,6 (25,9) 0,157
Kiselina
Razina
_ | mmol/L | 6,23 (3,64) 5,96 (2,97) 6,99 (1,85) 6,43 (3,04) 0,954
glukoze u krvi
AST U/L 353,6 (216,4) | 487,3(90,74) | 389,5(214,6) | 413,3 (230,3) 0,630
ALT U/L 42,6 (21,1) | 48,7 (4,93) 39,8 (11,1) 39,8 (14,9) 0,835
CRP mg/L 0,14 (0,02) 0,15 (0,03) 0,12 (0,01) 0,12 (0,01) 0,054
Urea mmol/L | 5,18 (0,73) 3,63 (0,87) 4,62 (0,73) 5,10 (1,57) 0,233
Ukupni
mmol/L | 4,03 (0,52) 3,97 (0,47) 3,46 (0,69) 3,65 (0,45) 0,253
kolesterol
LDL mmol/L | 1,66 (0,40) 1,57 (0,55) 1,32 (0,44) 1,33 (0,21) 0,423
HDL mmol/L | 1,92 (0,23) 2,05 (0,10) 1,64 (0,35) 1,83 (0,38) 0,295
Trigliceridi mmol/L | 0,98 (0,21) 0,77 (0,07) 1,11 (0,58) 1,07 (0,22) 0,261
Alkalne
U/L 26,8 (2,68) 25,3 (5,69) 34,8 (12,9) 27,7 (4,18) 0,263
fosfataze
Ukupni
. g/L 55,0 (2,83) 54,0 (3,46) 52,3 (3,44) 50,2 (6,43) 0,352
proteini

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD); razlike su testirane pomoc¢u One-way

ANOVA, p vrijednosti < 0,05 smatrane su znacajnim.
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5.3. Bazicni odgovor karotidne arterije niskoslane i visokoslane ispitivane skupine
miSeva s iskljuenim genom T7ff3—/~/C57BL/6N i miSeva divljeg tipa (WT,
C57BL/6N), na protokom potaknutu dilataciju

Protokom potaknuta dilatacija karotidne arterije zna¢ajno je smanjena u WT VS u odnosu na
WT NS skupinu pri gradijentu tlaka A120 (p = 0,0347), A140 (p = 0,0061), A160 (p = 0,0115)
i A180 mmHg (p = 0,0023) (Slika 5.1.), dok u skupinama TFF3 VS i TFF3 NS nije bilo
znacajnih razlika (Slika 5.2.). Protokom potaknuta dilatacija karotidne arterije znacajno je
smanjena u TFF3 NS skupini u odnosu na WT NS pri gradijentu tlaka A120 (p = 0,0351), A140
(p = 0,0401), A160 (p = 0,0049) i A180 mmHg (p = 0,0021) (Slika 5.3.)., dok izmedu skupina
WT VS i TFF3 VS nije bilo znacajnih razlika (Slika 5.4).

FID WT

#p=0,0023
150 - #p=0,0115 }—o
*p=00061 p——of 3 WTNS(N=10)
*p=00347 p——
— Hl WT VS (N=28)

100+

(5]
o
1

delta dijametar (pum)
(u odnosu na bazalne vrijednosti)

o

100 120 140 160 180
gradijent tlaka (mmHg)

Slika 5.1. Bazicni odgovor karotidne arterije miseva divijeg tipa (WT) na niskoslanoj (NS) i
visokoslanoj (VS) dijeti na promjenu gradijenta tlaka

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.2. Bazicni odgovor karotidne arterije miseva s iskljucenim genom Tff3 na niskoslanoj
(NS) i visokoslanoj (VS) dijeti na promjenu gradijenta tlaka
Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina (SD). *p < 0,05.
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A
100-
50 | |
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Slika 5.3. Bazicni odgovor karotidne arterije miseva divijeg tipa (WT) i miSeva s iskljucenim
genom Tff3 na niskoslanoj dijeti (NS) na promjenu gradijenta tlaka

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way
ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.4. Bazicni odgovor karotidne arterije miseva divijeg tipa (WT) i miseva s iskljucenim
genom Tff3 na visokoslanoj dijeti (VS) na promjenu gradijenta tlaka

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.4. Bazi¢ni odgovor na acetilkolinom (ACh) potaknutu dilataciju (AChID) karotidne
arterije (vazodilatacija ovisna o endotelu)

Dilatacijski odgovor karotidne arterije visokoslanih skupina miSeva divljega tipa (WT) (p =

0,0002) i miSeva s isklju¢enim genom Tff3 (p = 0,0209) znacajno je smanjen u odnosu na
niskoslane skupine oba soja (Slika 5.5.).
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Slika 5.5. Bazicni odgovor karotidne arterije miseva divijega tipa (WT) i miSeva s iskljucenim
genom Tff3 na niskoslanoj (NS) i visokoslanoj dijeti (VS) na acetilkolinom (10 mol/L)
potaknutu dilataciju (AChID)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. One Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina (SD). *p < 0,05.

5.5. Bazi¢ni odgovor na natrij-nitroprusidom (SNP) potaknutu dilataciju karotidne

arterije (vazodilatacija neovisna o endotelu)

U vaskularnom odgovoru donora NO-a (SNP) neovisnoga o endotelu, vazodilatacija je ocuvana

i nisu utvrdene razlike izmedu ispitivanih skupina (Slika 5.3.).
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Slika 5.6. Bazicni odgovor karotidne arterije dodatkom NO-donora natrijevog-nitroprusida
(SNP, 10® mol/L) na protokom potaknutu dilataciju kod miseva divijega tipa (WT) i miseva s
iskljucenim genom Tff3 na niskoslanoj (NS) i visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. One Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD). *p < 0,05.

5.6. Ucinak inhibicije NO sintaze, ciklooksigenaza i metabolita EETs-a na protokom

potaknutu dilataciju karotidne arterije

U prisutnosti inhibitora NO sintaze (L-NAME (10°M)), ciklooksigenaza (indometacin
(INDO; 10-°M)) te selektivnog inhibitora CYP450 epoksidaze (MS-PPOH (10°M)), zasebno i
u kombinaciji znacajno je smanjena protokom potaknuta dilatacija karotidne arterije pri svim
gradijentima tlaka u skupinama WT NS (A100 (p = 0,0214 ,p = 0,0110, p = 0,0125, p =
0,0064), A120 (p = 0,0040, p = 0,0036, p = 0,0025, p = 0,0007), A140 (p = 0,0006, p =
0,0011, p = 0,0012, p = 0,0001), A160 mmHg (p = 0,0002, p < 0,0001, p < 0,0001, p < 0,0001
) i A180 mmHg (p < 0,0001, p < 0,0001, p < 0,0001, p < 0,0001) (Slika 5.7.), WT VS (A100
(p =0,0144 ,p = 10,0026, p = 0,0026, p = 0,0150), A120 (p = 0,0020, p = 0,0009, p = 0,0005, p
=0,0012), A140 (p = 0,0069, p = 0,0032, p = 0,0008, p = 0,0023), A160 mmHg (p = 0,0008, p
=0,0011, p = 0,0005, p = 0,0005 ) i A180 mmHg (p = 0,0021, p = 0,0043, p = 0,0014, p =
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0,0030) (Slika 5.8.) i u skupini TFF3 NS (A100 (p < 0,0001 ,p = 0,0002, p = 0,0037, p <
0,0001), A120 (p < 0,0001, p = 0,0002, p = 0,0069, p < 0,0001), A140 (p <0,0001, p =
0,0001, p = 0,0074, p < 0,0001), A160 mmHg (p = 0,0002, p = 0,0007, p = 0,0163, p < 0,0001
)1 A180 mmHg (p = 0,0012, p = 0,0015, p = 0,0190, p = 0,0001) (Slika 5.9.), dok je u skupini
miSeva TFF3 VS jedino prisutnost indometacina znac¢ajno smanjila protokom potaknutu
dilataciju te primjena svih inhibitora zajedno pri gradijentima A120 (p = 0,0050, p = 0,0084),
A140 (p = 0,0045, p = 0,0038), A160 mmHg (p = 0,0086, p = 0,0135) i A180 mmHg (p =
0,0295, p = 0,0165) (Slika 5.10.).
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Slika 5.7. Ucinak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a
na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva diviljeg tipa (WT) na
niskoslanoj dijeti (NS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.8. U¢inak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a
na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva diviljeg tipa (WT) na
visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.9. Ucinak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a
na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva s iskljucenim genom Tff3
na niskoslanoj dijeti (NS)
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Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.10. Uc¢inak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETSs-a
na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva s iskljucenim genom Tff3
na visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way
ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD). *p < 0,05.

5.7. Odgovor karotidne arterije na primjenu antagonista kalijevih kanala osjetljivih na
kalcij (iberiotoksin); TRPV4 (RN-1734) i ATP-osjetljivih kalijevih kanala (KATP,
glibenclamide)

U prisutnosti antagonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij (iberiotoksin); TRPV4 (RN-
1734) i ATP-osjetljivin kalijevih kanala (KATP, glibenclamide) znacajno je smanjena
protokom potaknuta dilatacija karotidne arterije u skupini WT NS pri gradijentima tlaka A140
mmHg (p = 0,0232, p = 0,0011, p = 0,0257, p = 0,0083), A160 mmHg (p = 0,0066, p = 0,0015,
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p =0,0011) i A180 mmHg (p = 0,0006, p < 0,0001, p <0,0001) (Slika 5.11.). U skupini TFF3
NS iberiotoksin i glibenclamid znacajno su smanjili FID pri gradijentu tlaka od A180 mm Hg
(p =0,0273, p = 0,0281) (Slika 5.13). U skupini WT VS (Slika 5.12.) i TFF3 VS (Slika 5.14.)

niti jedan antagonist nije imao ucinak.
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Slika 5.11. Ucinak antagonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva divljeg
tipa (WT) na niskoslanoj dijeti (NS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.12. Uc¢inak antagonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva divijeg

tipa (WT) na visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izraZene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.13. Ucinak antagonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva s

iskljucenim genom Tff3 na niskoslanoj dijeti (NS)
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Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.14. Uc¢inak antagonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva s
iskljucenim genom Tff3 na visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.8. Odgovor karotidne arterije na primjenu agonista kalijevih kanala osjetljivih na
kalcij (NS-1619); ATP-osjetljivih kalijevih kanala (KATP, cromakalim ) i TRPV4
(GSK1016790A).

U prisutnosti agonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij (NS-1619); ATP-osjetljivih kalijevih
kanala (KATP, cromakalim ) i TRPV4 (GSK1016790A) nije doslo do znacajne promjene
protokom potaknute dilatacije u skupini WT NS (Slika 5.15.). U skupini WT VS
GSK1016790A povecao je FID na svakome gradijentu tlaka (A100 mmHg (p = 0,0228), A120
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mmHg (p = 0,0020), A140 mmHg (p = 0,0034), A160 mmHg (p = 0,0063) i A180 mmHg (p =
0,0133)), dok je NS1619 povecao FID na A120 mmHg (p = 0,0422) 140 mmHg (p = 0,0422) i
160 mmHg (p = 0,0378) (Slika 5.16).

U skupini TFF3 NS agonisti nisu imali ué¢inak ni na jednom gradijentu tlaka (Slika 5.17), dok
je u skupini TFF3 VS GSK1016790A povecao FID na A100 (p = 0,0433) i A180 mm Hg (p =
0,0479) te cromakalim na A180 mm Hg (p = 0,0287) (Slika 5.18).
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Slika 5.15. Ucinak agonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva divljeg tipa
(WT) na niskoslanoj dijeti (NS)

Razlike u dilataciji izraZene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.16. Ucinak agonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva divijeg tipa
(WT) na visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD). *p<0,05.
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Slika 5.17. Ucinak agonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva s
iskljucenim genom Tff3 na niskoslanoj dijeti (NS)
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Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.18. Ucinak agonista kalijevih kanala osjetljivih na kalcij, ATP-osjetljivih kalijevih
kanala i TRPV4 na protokom potaknutu dilataciju (FID) karotidne arterije miseva s
iskljucenim genom Tff3 na visokoslanoj dijeti (VS)

Razlike u dilataciji izraZene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.9. U¢inak in vivo primjene TEMPOL-a na protokom potaknutu dilataciju karotidne

arterije

TEMPOL in vivo poboljsava razinu protokom potaknute dilatacije karotidne arterije u skupini
WT VS + TEMPOL pri gradijentu tlaka A120 (p = 0,0402), A140 (p = 0,0067), A160 (p =
0,0003) i A180 mmHg (p = 0,0002) do razine dilatacije koja je utvrdena u niskoslanoj skupini
(Slika 5.19.). Visokoslanom dijetom te primjenom TEMPOLA-a in vivo kod miSeva s
isklju¢enim genom Tff377/C57BL/6N nije doslo do znadajnih razlika medu ispitivanim
skupinama (Slika 5.20).
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Slika 5.19. Uc¢inak in vivo primjene TEMPOL-a na protokom potaknutu dilataciju karotidne
arterije miseva divljeg tipa (WT)

Razlike u dilataciji izraZene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

delta dijametar (um)

(uodnosu na bazalne vrijednosti)

150

100

50

100

TEMPOL in vivo TFF3

TFF3 NS (N = 7)
TFF3 VS (N = 5)
TFF3 NS + TEMPOL (N = 5)
TFF3 VS + TEMPOL (N = 6)

pano

120 140 160 180

gradijent tlaka (mmHg)

Slika 5.20. Uc¢inak in vivo primjene TEMPOL-a na protokom potaknutu dilataciju karotidne
arterije miseva s iskljucenim genom Tff3
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Razlike u dilataciji izrazene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. Two Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.10. Uc¢inak isklju¢enja gena Tff3 i visokoslane dijete na volumen infarkta mozga kod

miSeva s isklju¢enim genom Tff3 i WT miSeva

U svim ispitivanim skupinama doslo je do ishemijskoga oSte¢enja mozga metodom unilateralne
intraluminalne okluzije srednje mozdane arterije, tj. MCAO. Medutim, znacajna razlika uo¢ena
je samo u TFF3 NS skupini, gdje je doslo do znacajno vecega infarkta u usporedbi s WT NS
misevima (p = 0,048) (Slika 5.21.). Misevi s isklju¢enim genom Tff3 na visokoslanoj dijeti

manje osjetljivi na ozljede mozdanoga udara (Slika 5.22.).

MCAO

801
*p = 0,048 Il WT NS (N =6)
® P TFF3 NS (N = 6)
@ 60"
@ T B wT Vs (N =686)
g TFF3 VS (N =5)
<
(5]
c
o
)
X
=]
X

Slika 5.21. Velicina infarkta mozga u ispitivanim skupinama

Razlike u dilataciji izraZzene su kao delta dijametar u odnosu na bazalne vrijednosti. One Way

ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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TFF3 VS TFF3NS WT VS WT NS

Slika 5.22. Infarkt mozga u ispitivanim skupinama nakon 60 minuta prolazne okluzije srednje
cerebralne arterije (toMCAOQ)

U svim skupinama je izazvan cerebralni infarkt. Presjeci su obojeni 2,3,5-trifeniltetrazolijevim
kloridom (TTC). Zdravo tkivo je ciglastocrvene boje, dok infarktno tkivo, u kojemu nedostaju

mitohondrijski enzimi potrebni za transformaciju TTC-a, ostaje bijelo.

5.11. Strukturne karakteristike aorte miseva TFF3 i WT na NS i VS prehrani

Morfoloskom analizom utvrdena je normalna struktura svih slojeva aorte u svim ispitivanim
skupinama. Tunica media bila je najdeblji sloj, sadrzavala je 5-6 elasti¢nih lamina, uklju¢ujuci
unutarnju elasti¢cnu membranu (Slika 5.10. i 5.11.). TFF3 misevi na NS dijeti imali su znacajno

veéi sadrzaj elastina i debljinu tunike medije te znacajno smanjen omjer adventicije i stijenke
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prema lumenu u usporedbi na WT NS kontrole. Aorte WT VS imale su znacajno poveéan
sadrzaj elastina, a WT VS misevi i TFF3 VS miSevi imali su znacajno povec¢anu debljinu medie

i smanjenu komponentu kolagena u usporedbi s miSevima WT NS. Nije bilo uo¢enih razlika u

5. REZULTATI

strukturi aorte izmedu TFF3 NS i TFF3 VS skupine miseva (Tablica 5.3.).

Tablica 5.3. Strukturne karakteristike aorte kod TFF3 i WT miseva

Lun;en Elastin | Media ADV [%] Pov€§ina zida | Kolagen iOITr%eernzida
[nm?] [%6] [%6] [nm?] [%0] [%]
WT 714.834,57 | 52,908 70,669 29,331 379.241,52 32,23 54,00
NS (128.116,62) | (4,44) (3,72) (3,72) (51.995,64) (4,32) (9,19)
WT 772.048,33 59,53 76,83 23,165 374.726,27 28,51 48,8
VS (100.916,49) | (4,69)* | (4,77)* (4,77) (54.361,98) (4,59) (6,58)
TFE3 912.555,53 60,74 76,49 23,50 345.104,12 30,01 39,9
NS (256.729,08) | (6,65)* | (3,90)* (3,90)* (39.500,88) (4,66) (10,03) *
TFF3 739.867,67 57,06 77,4 22,51 362.517,18 27,24 53,5
VS (182.518,08) | (4,56) 1,79)* 1,79)* (39.568,26) (2,45) * (22,37)

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD); razlike su testirane pomoc¢u One-way

ANOVA, * p < 0,05 - u usporedbi s WT NS.
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Slika 5.23. Presjeci aorte svih ispitivanih skupina

Presjeci aorte: WT NS (A i E), WT VS (B i F), TFF3NS (C i G), TFF3 VS (D i H).

Presjeci su obojeni orceinom za vizualizaciju sadrzaja elastina (A—D) i picrosirius crvenom za
vizualizaciju kolagenih vlakana (E-H). Objektiv: 10x; skala: 500 um.
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C D

Slika 5.24. Reprezentativni dijelovi aorte miseva s iskljucenim genom Tff3 na visokoslanoj
dijeti (VS) koristeni za histomorfolosku analizu

(A) Orceinom obojena aorta s elastiénim vlaknima obojenim crnom do smedom. Objektiv 10,
skala bar 500 pm. (B) Picrosirius crveno obojena aorta koja pokazuje koli¢inu kolagena
(crvena). (C) Segmentirana maska oznacena bojom iz dijela obojenoga orceinom. Elasti¢na
vlakna prikazana su crnom, tunica media crvenom, adventitia tunica ruzi¢astom, a podrucje
lumena zelenom. (D) Segmentirana maska oznacena bojom iz odjeljka obojenoga crvenom
picrosiriusom. Kolagen je prikazan crnom bojom, tunica media crvenom, a podru¢je lumena

zelenom.

5.12. Odredivanje razine dusikovoga oksida in situ metodom fluorescencije

Bazalna (bez protoka) razina NO-a bila je znacajno smanjena u WT VS skupini miSeva u
usporedbi s WT NS skupinom miseva (p = 0,0294). Druge skupine pokazale su sli¢ne razine
NO-a u uvjetima bez protoka. L-NAME je znacajno smanjio razinu NO-a u svim skupinama
miseva (WT NS (p < 0,0001), WT VS (p = 0,0446), TFF3 NS (p = 0,0005)), osim u TFF3 VS

skupini (Slika 5.25 i 5.26). Protokom potaknuto stvaranje dusSikovoga oksida u karotidnim
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arterijama u WT VS skupini miSeva bilo je znacajno nize nego u WT NS skupini miseva.
Protokom potaknuto stvaranje dusikovoga oksida u TFF3 NS skupini miSeva bilo je znacajno
nize od protokom potaknutoga stvaranja dusikovoga oksida u WT NS skupini (p = 0,0004).
Protokom potaknuto stvaranje duSikovoga oksida u TFF3 VS skupini miSeva bilo je sli¢no kao
u TFF3 NS skupini miSeva i obje skupine miSeva divljeg tipa (WT). Primjena L-NAME
znacajno je smanjila proizvodnju NO-a u te tri skupine miseva (WT NS (p < 0,0001), WT VS
(p =0,0104) i TFF3 NS (p = 0,0141)), dok nije utjecala na razinu NO-a potaknutu protokom u
karotidnim arterijama u TFF3 VS skupini (Slika 5.27 i 5.28).

BEZ PROTOKA

WT NS (N =7)

WT NS +L-NAME (N = 5)
WT VS (N =5)

WT VS +L-NAME (N = 3)
TFF3 NS (N = 5)

TFF3 NS + L-NAME (N = 3)
TFF3 VS (N = 6)

ZZZ0 TFF3 VS + L-NAME (N = 3)

RN

*p =0,0294

N
o
1

[P < 0,000t *p =0,0005

*p =0,0446 —

[N
o
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CTCF DAF2DA NO flurescencija

o

Slika 5.25. Graficki prikaz in situ odredivanja razine dusikovoga oksida metodom
fluorescencije u ispitivanim skupinama bez protoka

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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BEZ PROTOKA

WT NS+L-NAME WT VS+L-NAME TFF3_NS+L-NAME TFF3_VS+L-NAME

Slika 5.26. Reprezentativni prikaz in situ fluorescencije dusikovoga oksida u ispitivanim
skupinama bez protoka

Razina dusikovoga oksida procijenjena pomoc¢u DAF-2DA (4,5-diaminofluorescein) boje.
Objektiv 5x; skala 200 um.

SPROTOKOM

WT NS (N = 6)
WT NS +L-NAME (N = 3)
WT VS (N =5)

WT VS + L-NAME (N
TFF3 NS (N =7)
TFF3NS + L-NAME (N = 3)
TFF3 VS (N = 5)

TFF3 VS + L-NAME (N
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*p < 0,0001
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Slika 5.27. Graficki prikaz in situ odredivanja razine dusikovoga oksida metodom
fluorescencije u ispitivanim skupinama s protokom

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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S PROTOKOM

WT_NS+L-NAME WT_VS+L-NAME TFF3_NS+L-NAME TFF3_VS+L-NAME

Slika 5.28. Reprezentativni prikaz in situ fluorescencije dusikovoga oksida u ispitivanim
skupinama s protokom

Razina dusikovoga oksida procijenjena pomocu DAF-2DA (4,5-diaminofluorescein) boje.
Objektiv 5x; skala 200 um.

5.13. Mjerenje razine superoksida in situ metodom fluorescencije

Bazalna (bez protoka) razina ROS-a znacajno je povecana u skupini miseva WT VS u usporedbi
sa skupinom WT NS (p = 0,0078) i skupini TFF3 VS u usporedbi s TFF3 NS (p < 0,0001).
Tempol je znacajno smanjio razinu superoksida u skupinama WT VS (p = 0,0002) i skupini
TFF3 VS (p < 0,0001) (Slika 5.29. i 5.30).

Protokom potaknuto stvaranje superoksida znac¢ajno je povecano u skupini WT VS u usporedbi
sa skupinom WT NS (p = 0,0117) i u skupini TFF3 VS u usporedbi s TFF3 NS skupinom (p =
0,0066). TEMPOL je znacajno smanjio stvaranje superoksida u svim ispitivanim skupinama
(WT NS (p =0,0277), WT VS (p < 0,0001), TFF3 NS (p = 0,0002) i TFF3 VS (p < 0,0001))
(Slika 5.31 i 5.32).
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BEZ PROTOKA
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Slika 5.29. Graficki prikaz in situ odredivanja razine superoksida metodom fluorescencije u
Ispitivanim skupinama bez protoka

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

WT_NS+tempol WT_VS+tempol
BEZ PROTOKA

TFF3_NS TFF3_NS+tempol TFF3_VS TFF3_VS+tempol

Slika 5.30. Reprezentativni prikaz in situ fluorescencije superoksida u ispitivanim skupinama
bez protoka

In situ fluorescencija superoksida nakon bojenja karotidne arterije s DHE bojom u svim
ispitivanim skupinama prije i nakon inkubacije s TEMPOL-om bez protoka. Intenzitet boje

proporcionalan je koli¢ini superoksida.

Slike su napravljene na ZeissAxioskop MOT2 mikroskopu, pomoc¢u Olympus DP70 kamere uz
Zeiss filter set 15 (546 nm valna duljina za ekscitaciju i 590 nm za emisiju uz razdjeljiva¢ snopa
na 580 nm).
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SPROTOKOM

*p =0,0095

1 ]

I 1

*p < 0,0001
—_ *p =0,0066 *p < 0,0001

_ *p =0,0117 — —= = WT NS (N =5)
D 301 *p =0,0002 £ WTNS+TEMPOL (N = 4)
< *p =0,0277 _
= —|— C3 wT VS (N =5)
= S wTvVs+TEMPOL (N =5)
(8]
c B TFF3 NS (N =7)
@ -
o 20 DKl TFF3 NS+ TEMPOL (N = 5)
[<b]
= Hl TFF3 VS (N =4)
3 I TFF3 VS + TEMPOL (N = 3)
=
S 104
= 10 —1—
N
bt
£
w
T
fa)

o

Slika 5.31. Graficki prikaz in situ odredivanja razine superoksida metodom fluorescencije u
ispitivanim skupinama s protokom

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

WT_NS+tempol _ S PROTOKOM WIA'S WT_VS+tempol

TFF3_NS TFF3_NS+tempol TFF3.VS TFF3_VS+tempol

Slika 5.32. Reprezentativni prikaz in situ fluorescencije superoksida u ispitivanim skupinama
s protokom

In situ fluorescencija superoksida nakon bojenja karotidne arterije s DHE bojom u svim
ispitivanim skupinama prije i nakon inkubacije s TEMPOL-om bez s protokom. Intenzitet

boje proporcionalan je koli¢ini superoksida.

Slike su napravljene na ZeissAxioskop MOT2 mikroskopu, pomo¢u Olympus DP70 kamere uz
Zeiss filter set 15 (546 nm valna duljina za ekscitaciju i 590 nm za emisiju uz razdjeljiva¢ snopa

na 580 nm).
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5.14. Serumska aktivnost glutation peroksidaze (GPx) i serumskih markera

oksidativnoga stresa (oxLDL i AOPP)

Visoki unos soli znacajno je smanjio aktivnost GPx u VS skupini miSeva divljeg tipa u odnosu
na NS skupinu, dok nije bilo zna¢ajne razlike medu skupinama miseva s isklju¢enim genom
Tff37/C57BL/6N. Nije bilo statisticki znacajnih razlika u koncentracijama oxLDL i AOPP

izmedu ispitivanih skupina (Tablica 5.4.).

Tablica 5.4. Serumska aktivnost glutation peroksidaze (GPx) i serumskih markera
oksidativnoga stresa (oxLDL i AOPP)

WT NS (N=8) | WT VS (N=7) | TFF3 NS (N=8) | TFF3 VS (N=8)
GPx (U/mgP) | 0,04 (0,02) 0,005 (0,002)* 0,03 (0,0199) 0,03 (0,01)
AOPP (ng/ml) | 1492 (16,3) 148,4 (12) 148,98 (13,1) 158,0 (6,7)
oXLDL (pg/ml) | 2101,6 (583,1) 1737,9 (332,1) 1981,4 (396,6) 1782,9 (458,9)

*p<0,05 WT VS vs. WT NS; TFF3 NS, TFF3 VS

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD). *p < 0,05.

5.15. lIzrazaj antioksidativnih enzima u aortama miSeva divljega tipa i miSeva s

isklju¢enim genom Tff3

Izmedu ispitivanih skupina utvrdena je statisticki znacajna razlika jedino u izraZaju katalaze.
Relativni genski izrazaj katalaze znacajno je snizen u WT NS skupini u odnosu na WT VS
skupinu (p = 0,006) (Slika 5.35.) te u odnosu na skupinu TFF3 NS (p = 0,001) (Slika 5.35).
Genski izrazaj Cu/Zn SOD (Slika 5.33.) i GPx1 (Slika 5.34.) nije se znacajno promijenio.
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Slika 5.33. Genski izrazaj Cu/Zn SOD u aortama miseva
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WT NS (N = 5)
WT VS (N =5)

TFF3 NS (N = 5)
TFF3 VS (N = 6)

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.34. Genski izrazaj GPx1 u aortama miseva

1000

WT NS (N = 4)
WT VS (N = 5)

TFF3 NS (N = 5)
TFF3 VS (N = 6)

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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CAT
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*p = 0,001
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katalaze u aortama
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0.0
Slika 5.35. Genski izrazaj katalaze u aortama miseva

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.16. Genski izrazaj endotelne i inducibilne duSik-oksid sintaze u aortama miSeva

divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim Tff3 genom

Izmjeren je genski izrazaj dusik-oksid sintaza, inducibilne (iNOS; Slika 5.36.) i endotelne
(eNQOS; Slika 5.37.) u aortama miSeva divljeg tipa (WT) i miSeva s isklju¢enim Tff3 genom te
su rezultati normalizirani u odnosu na referentni gen HPRT (engl. hypoxanthine-guanine
phosphoribosytransferase). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u genskom izrazaju

INOS-a niti eNOS-a dusik-oksid sintaze izmedu ispitivanih skupina.

iINOS
0.50 - C3 wT NS (N =4)
=3 wT VS (N = 5)
T B TFF3 NS (N =5)
= g B TFF3VS (N =6)
E =
N =
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Dt 0]
= o
x Z
0.00

Slika 5.36. Genski izrazaj inducibilne dusik oksid sintaze (iNOS) u aortama miseva
One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.37. Genski izrazaj endotelne dusik oksid sintaze (eNOS) u aortama miseva

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.17. Mjerenje genskoga izrazaja upalnih biljega IL-6, TNF alfa i IL-17A u aortama

miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3

Od upalnih parametara odreden je relativni genski izrazaj IL-6 (Slika 5.38.), TNF alfa (Slika

5.39.) i IL-17A (Slika 5.40.). Vrijednosti izrazaja normalizirane su u odnosu na referentni gen

HPRT. Znacajna razlika u relativnom genskom izrazaju IL-17A utvrdena je unutar skupina

miSeva divljeg tipa, visokoslana dijeta znacajno je snizila genski izrazaj IL-17A u aortama (p
=0,007) (Slika 5.40.).
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WT VS (N = 5)

I TFF3 NS (N = 4)

Il TFF3 VS (N =6)

Slika 5.38. Genski izrazaj IL-6 u aortama miseva

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.39. Genski izrazaj TNF alfa u aortama miseva
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TFF3 NS (N = 5)
TFF3 VS (N = 6)

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p<0,05.
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Slika 5.40. Genski izrazaj IL-17A4 u aortama miseva

1000

WT NS (N = 4)
WT VS (N =5)
TFF3 NS (N = 5)
TFF3 VS (N = 6)

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.18. Koncentracije IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4,, IL-6 i CRP-a u serumu

Odredena je koncentracija upalnih parametara IFN-y (Slika 5.41.), TNF-a (Slika 5.42.), IL-2
(Slika5.43.), IL-4 (Slika 5.44.), IL-6 (Slika 5.45.) i CRP-a (Slika 5.46.) u serumu miseva divljeg

tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3. Od ispitivanih parametara uocena je povecana
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koncentracija IL-6 u skupini TFF3 NS u odnosu na WT NS (p = 0,0015). Visokoslana dijeta
povecala je koncentraciju CRP-a kod miSeva divljeg tipa (p = 0,0034), dok nije imala u¢inak

kod miSeva s isklju¢enim genom Tff3.

IFN- vy
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Slika 5.41. Koncentracija IFN-y u serumu

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.42. Koncentracija TNF-a u serumu

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.43. Koncentracija IL-2 u serumu

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.44. Koncentracija IL-4 u serumu

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.45. Koncentracija IL-6 u serumu

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.46. Koncentracija CRP-a u

B TFF3 NS (N =8)

TFF3 VS (N = 8)

serumu

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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5.19. Proteinski izrazaj COX-1, COX-2, eNOS, iNOS, KCNB1i TRPV4

Izrazaj proteina enzima COX-1 znacajno je povisen U TFF3 NS (p = 0,0026) i TFF3 VS (p <
0,0001) u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im WT kontrolama. Visokoslana dijeta nije utjecala
na izrazaj enzima COX-1 niti u jednom soju (Slika 5.47.). Izrazaj proteina enzima COX-2
znacajno je snizen U WT VS skupini u usporedbi s WT NS grupom (p = 0,0028) (Slika 5.48.).
Nisu pronadene znacajne razlike izmedu skupina u izrazaju proteina CYP2J2 (Slika 5.49.) i
CYP2C9 (Slika 5.50.)

Izrazaj proteina iNOS (Slika 5.51.) bio je zna¢ajno povisen u WT VS (p < 0,0001), TFF3 NS
(p =0,0011) i TFF3 VS (p = 0,0480) u usporedbi s WT NS grupom.

Izrazaj proteina eNOS (Slika 5.52.) bio je znacajno povisen u WT VS (p=0,0011), TFF3 NS (p
=0,0005) i TFF3 VS (p = 0,0011) u usporedbi s WT NS grupom. Izrazaj proteina eNOS bio je
znacajno povisen u TFF3 VS u usporedbi s TFF3 NS (p = 0,0011) skupinom i WT VS skupinom
(p = 0,0005).

Izrazaj proteina KCNB1 (Slika 5.53.) znac¢ajno je povisen u TFF3 VS u usporedbi s TFF3 NS
grupom (p = 0,005). Izrazaj proteina KCNB1 znacajno je povisen u WT NS (p = 0,005) i WT
VS (p < 0,0001) u usporedbi sa skupinom TFF3 NS. Izrazaj proteina TRPV4 bio je znac¢ajno
povisen u skupini TFF3 NS u usporedbi sa skupinom WT NS (p =0,0147) i WT VS (p =0,0344)
(Slika 5.54.).

COX-1
WT NS TFF3 NS WT VS TFF3 VS
f A- [ : B "A i :
coxt (RN S oo
B -aktin T — — — —— —— T WD w— w— — ——— _ A5 kD a

WT NS (N = 8)

 m— |
2.09 . *p =0,0004

I B TFF3 NS (N = 8)

= wT vs (N =38)
1.5+  *p =10,0026 *p =0,0004 *p <0,0001

I 1F 11 1 | ]

-

TFF3 VS (N = 8)

1.0

T

Relativni izrazaj COX-1/p-aktin

0.0

Slika 5.47. Proteinski izrazaj COX-1 u aortama
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One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.48. Proteinski izrazaj COX-2 u aortama
One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.49. Proteinski izrazaj CYP2J2 u aortama
One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.50. Proteinski izrazaj CYP2C9 u aortama

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

INOS
WT NS WT VS TFF3 NS TFF3 Vs
A A A
inos  mmm ",'_’PJ | RE——

Praktin S ——— w Nt B—p——r - 45 KD a

2.0 X *p = 0,0001
I

= C— WT NS (N = 8)
X
2 *p < 0,0001 =1 TFF3 NS (N = 8)
- 1.5
%) B wT VS (N = 8)
) *p = 0,0078 *p = 0,0480,
z b T 1 BN TFF3 VS (N = 8)
'E 1.0 *p = 0,0011
«
s
E osd ——
z
«
>
~
0.0

Slika 5.51. Proteinski izrazaj iNOS u aortama

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.52. Proteinski izrazaj eNOS u aortama

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.53. Proteinski izrazaj KCNMB-a u aortama
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One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.
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Slika 5.54. Proteinski izrazaj TRPV4 u aortama

One Way ANOVA test. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (SD). *p < 0,05.

5.20. Izrazaj gena za markere ER stresa, oksidativni stres i citokine

Razine izrazaja gena koji kodiraju markere ER stresa, oksidativni stres/antioksidativne enzime
i proupalne citokine odredene su u tkivu jetre miSeva s isklju¢enim genom Tff3 i WT miseva

izlozenih VS prehrani ili NS prehrani tijekom protokola ishemije mozga.

Kod WT miseva kratkotrajna VS prehrana rezultirala je znacajno smanjenom regulacijom gena
sXBP1 u odnosu na skupinu WT NS (1,51 puta; p = 0,036), dok nije bilo znacajne razlike u
razinama izrazaja preostalih ER stresnih markera, antioksidativnih enzima i gena za citokine
(Slika 5.55.A). Za razliku od WT miseva, misevi s isklju¢enim genom Tff3 na VS (TFF3 VS
grupa) imali su znacajno viSe razine mRNA ATF4 (1,57 puta; p = 0,038), BIP (2,38 puta; p =
0,049), CHOP (2,51 puta; p =0,016), COX1 (15,4 puta; p = 0,002) i SOD3 (36 puta; p = 0,002)
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geni, dok su NOX2 (2,56 puta; p = 0,001) i SOD1 (4,12 puta; p = 0,001) bile zna¢ajno snizene
(Slika 5.55.B).

Jedino je u skupini TFF3 NS doslo do smanjenje regulacije gena BIP (2,40 puta; p = 0,044) i
CHOP (2,68 puta; p =0,012) i priblizno dvostrukim povecanjem gena SOD1 (p = 0,042; Slika
5.55.C).

TFF3 VS misevi imali su znacajno vise razine mRNA gena COX1 (1,47 puta; p =0,046), GPX1
(1,88 puta; p = 0,021), SOD1 (1,35 puta; p = 0,015) i IL-6 ( 1,81 puta; p = 0,05; Slika 5.55.D)
u odnosu na WT VS skupinu.

Visokoslana dijeta imala je znatno manji u¢inak na izrazaj ciljnih gena kod WT miSeva (Slika
5.55.A), §to je u suprotnosti s TFF3 VS miSevima Kkoji su pokazali diferencijalni izrazaj
nekoliko ciljnih gena, ukljucujuéi 15 puta i 36 puta povecane razine izrazaja MRNA gena COX1
i SOD3 (Slika 5.55.B).

Misevi s isklju¢enim genom Tff3 imaju promijenjen odgovor na VS prehranu u odnosu na
miseve s islju¢enim genom Tff3 na NS prehrani u smislu gena relevantnih za ER stres i gena
oksidativnoga stresa (Slika 5.55.A i 5.55.B). Zivotinje izloZene mozdanom udaru pokazale su
da su misevi s isklju¢enim genom Tff3 na NS prehrani imali izraZeniji volumen infarkta mozga.
Jetra tih miSeva pokazala je znaCajno smanjenje gena relevantnih za ER stres (BIP, CHOP;
Slika 5.55.C) u usporedbi s WT miSevima. Jetra miSeva s isklju¢enim genom Tff3 na VS
prehrani nije pokazala razliku u aktivaciji markera relevantnih za ER stres u usporedbi s WT

misSevima.
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Slika 5.55. Izrazaj gena koji kodiraju markere ER stresa, oksidativni stres/antioksidativne
enzime i proupalne citokine u jetri miseva s iskljucenim genom Tff3 i WT miseva na
viokoslanoj (VS) i niskoslanoj dijeti (NS)

gPCR je proveden koriStenjem Sybrgreen detekcije, a Ct podaci analizirani su REST
programom. Podaci su izrazeni kao log2 promjene puta za WT VS grupu u odnosu na WT NS
(A), TFF3 VS grupu u odnosu na TFF3 NS (B), TFF3 NS grupu u odnosu na WT NS (C) i
TFF3 VS skupina u odnosu na WT VS (D). Podaci su usporedeni kako je opisano da bi se
procijenili u€inci prehrane (A 1 B) ili genotipa (C 1 D). * Znacajna razlika (p < 0,05).
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5.21. Aktivacija ER stres proteina elF2a

Usporedba aktivacije elF2a u jetri WT i TFF3 miSeva na NS dijeti pokazala je razliku u

intenzitetu mozdanoga udara (Slika 5.56.A, Slika 5.56.C). MiSevi s isklju¢enim genom Tff3
Imaju za 50 % smanjenu aktivaciju P-elF2a (Slika 5.56.B, Slika 5.56.C).

A) B)
elF2a P-eIF20,
150 - 150
[
5 g *p=0,01650
2 2 —
2 100+ & 100
=19 — g o
53 58
2 50- = s0-
: 3
0- 0-
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WT NS TFF3 NS WT NS TFF3 NS

©)
WT NS TFF3 NS

------Eﬂ:  P-elF2a
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| — e— elF2a

= ;;:ajﬁ Amido crno

38-

Slika 5.56. Relativna razina proteina markera ER stresa elF2a i p-elF2a u jetri WT NS i
TFF3 NS miseva s induciranim mozdanim udarom

Razina proteina prikazana je u odnosu na WT miseve kao aritmeti¢ka sredina (SEM). Razlika

izmedu skupina usporedena je Studentovim t-testom. * Znacajna razlika (p < 0,05).
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5.22. Ucinak iskljucenja gena Tff3 i visokoslane dijete na izrazaj proteina

Rezultati proteomske analize razli¢ito zastupljenih proteina u karotidnim arterijama miseva s

isklju¢enim genom Tff3 i miSeva divljeg tipa na visokoslanoj dijeti prikazani su u Tablici 5.5.
(Slika 5.57.)

Proteomska analiza pokazala je znac¢ajan uc¢inak nedostatka gena Tff3 na izrazaj proteina kod

miSeva na visokoslanoj dijeti.

Pronadeno je 186 znacajno reguliranih proteina, ukljucujuci proteine koji sudjeluju u stani¢noj
organizaciji 1 biogenezi, stani¢noj proliferaciji, stani¢noj smrti i metabolickim procesima.
Stovise, neki od tih proteina ukljuéeni su u nekoliko razli¢itih signalnih puteva, kao §to su
putevi osjetljivosti na SIDS, signalni put MAPK, signalni put EGFRL1, signalni put TNF-alfa i
NF-B; adhezija-P13K-Akt-mTOR-signalni put, i signalizacija interferonatipa Il (IFNG). Omijer
izrazaja proteina bio je u rasponu od 0,221 (keratin 35) do 9,625 (protein toplinskoga Soka 65).
Statisticki relevantni proteini s 50 % povecanim/smanjenim izrazajem ekstrahirani su (40
razliCitih entiteta) za identifikaciju proteinskih mreza pomoc¢u STRING programa (Slika 5.57.,
Slika 5.58).

Ova analiza otkrila je pet mreza, ukljuujudi (1) interakciju tri strukturna proteina keratina 18,
keratina 35 i keratina 82; (2) skupina strukturnih i funkcionalnih neuronskih proteina (teski
polipeptid neurofilamenta, peptidaza b22 povezana s kalikreinom 1, 20,30-ciklicki nukleotid
30-fosfodiesteraza, mijelinski protein PO, mijelinski proteolipidni protein, neurofilamentni
teski polipeptid); (3) proteina ukljuéenih u aktivaciju urodenoga imunoloskog sustava i TNF-
alfa i NF-kB signalizaciju (protein toplinskoga soka HSP 90-beta, 60 kDa protein toplinskoga
Soka, CD9 antigen ad histonski klaster 2, H4) koji je u izravnoj interakciji sa (4) skupinom
strukturnih 1 funkcionalnih/kontrakcijskih misiénih stanica povezanih proteina (protein koji
veze miozin C, brzi tip, miomezin 2, miozin-3, troponin T) i Klaster od dva ribosomska proteina

(ribosomski protein S26, ribosomski protein S26, pseudogen 1).
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Tablica 5.5. Rezultati proteomske analize razli€ito izrazenih proteina u karotidnim arterijama

miseva s isklju¢enim genom Tff3 na visokoslanoj dijeti u usporedbi s WT misevima

Simbol proteina Omjer p Vrijednost
Hspdl 9,625 1,08 x 10713
Nefl 4,248 1,08 x 1071
Ngf 3,339 1,08 x 10713
Krt18 3,299 1,08 x 10713
Tubb2b 3,293 1,08 x 1071
Nidl 3,207 1,08 x 1071
Mpz 2,962 1,08 x 10713
Krt18 2,727 3,59 x10°1
Mpz 2,688 8,81 x 10713
Klk1b26 2,683 9,04 x 1071
Mbp 2,432 2,27 x 10710
Plp1 2,389 5,80 x 10710
Nefh 2,270 7,15x107%
Mbp 2,193 3,89 x 10708
Klkl1lbl 2,187 435 x107%
Cnp 2,138 1,23 x 1077
Nefh 1,982 3,64 x 107%
Hsp90ab1 1,892 2,31 x 107
Prph 1,86 4,48 x 1079
Mbp 1,849 5,42 x 1070
Arpcé 1,848 542 x107%
Arpc4 1,848 542 x107%
Tnnt3 1,824 6,44 x 107%
Myom?2 1,756 2,58 x 107%
Klk1lb1l 1,742 3,41 x 107%
Klk1b22 1,741 3,48 x 107%
Prph 1,734 4,01 x 107
Cd9 1,682 0,0011
Klk1b9 1,677 0,0012
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Simbol proteina Omjer p Vrijednost
Hist2h4 1,661 0,0016
H1f0 1,655 0,0017
Prph 1,606 0,044
Mybpc2 1,533 0,017
Myh3 1,501 0,029
Rps26 1,479 0,042
Rps26; Rps26-psl 1,479 0,042
Gm6654 1,479 0,042

Nidl 1,478 0,042
Hba-a2 0,623 0,0035
Krt82 0,336 1,08 x 1071
Krt35 0,221 1,08 x 1071

Omjer prikazuje log2 (TFF3 VS/WT VS), p < 0,05 smatralo se znac¢ajnim
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Slika 5.57. Shematski prikaz interakcija razlicito zastupljenih proteina u karotidnim
arterijama TFF3 VS miseva u usporedbi s WT'VS

Razli¢ito obojeni ¢vorovi - proteini koji stupaju u interakcije. Linije: poznate interakcije
(plavo-iz baze podataka, ruzicasto - eksperimentalno dobiveni podaci, zeleno - susjedni geni,
crveno - spajanje gena, tamno plavo - zajednicko pojavljivanje gena, zuto - pretrazivanje

teksta, crno - ko-ekspresija, ljubi¢asto - homologija proteina).

80



5. REZULTATI

B TFF3 V5vs. WT WS

W
=ia

= 2.

nge
[
(=]

SE-)
oia

[=]

Log 2 (fold cha
b
L =N ]

-1.0

-L5
=20
'2"5'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
g@%.\%,ﬁ_‘g b b o '»Fse- *o"'&%?‘“o‘*"’@ D e & ol s S e O -,3:-" Al
ARSI
é#i.
N

Slika 5.58. Omjer kolicine proteina izoliranih iz karotidnih arterija TFF3 VS i WT VS miSeva

Podaci su izrazeni kao log (2) omjera (TFF3 VS/ WT VS) za pojedini statisticki znacajno
promijenjen gen.
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6. RASPRAVA

Glavne spoznaje ovoga istrazivanja su: a) razina krvnoga tlaka ne mijenja se znacajno tijekom
sedam dana visokoslane dijete; b) visokoslana dijeta narusava protokom potaknut odgovor
karotidne arterije miSeva divljeg tipa, dok ne utjece na odgovor miseva s isklju¢enim genom
Tff3, Sto je potvrdeno smanjenom vaskularnom proizvodnjom NO-a kod WT miseva; C)
utvrdena je oporavljena protokom potaknuta dilatacija u in vivo uvjetima u prisutnosti
“hvataca” superoksida TEMPOL-a u WT VS skupini, Sto dokazuje da povecana razina
oksidativnoga stresa, nastala pod utjecajem visokoga unosa soli, dovodi do poremec¢enoga FID-
a; d) poveéan vaskularni oksidativni stres potvrden je procjenom razina endotelnoga
superoksida/ROS u karotidnoj arteriji; €) dilatacija u skupinama miSeva TFF3 NS, WT NS i
WT VS jednako je ovisna o razinama NO-a, ciklooksigenazama i metabolitima EET-a, dok je
dilatacija u TFF3 VS skupini miSeva ovisna o COX-u; i d) genetska modifikacija, kao i unos
soli, zna¢ajno utjeCu na mehanizme FID-a, mijenjaju¢i angazman ionskih kanala; e) strukturna
analiza aorte pokazala je da VS prehrana nije utjecala na strukturna svojstva aorte TFF3 miSeva.
Medutim, postoji zna¢ajan ucinak VS prehrane na strukturu aorte WT miSeva, S$to ukazuje na
zasStitni u¢inak iskljucenja Tff3 gena na krvne Zile; f) ishemijsko oste¢enje mozga bilo je sli¢no
U obje skupine Zivotinja na VS prehrani, $to ukazuje na to da VS prehrana nije pogorsala u¢inke
ishemije kod oba soja. Medutim, TFF3 NS miSevi pokazali su vece ishemijsko ostecenje u

usporedbi s WT NS misevima, vjerojatno zbog njihovoga smanjenog odgovora na ER stres.

6.1. Utjecaj kratkotrajnoga unosa visokih koncentracija soli na promjenu krvnoga
tlaka

Brojna istrazivanja na zivotinjama i ljudima pokazala su da 3 - 7 dana visokoslane dijete ne
povecava krvni tlak (223-226), Sto je u skladu s dobivenim rezultatima, koji pokazuju da
kratkoro¢na VS dijeta povecava proizvodnju slobodnih radikala, posljedi¢éno narusavajuéi

vaskularnu reaktivnost, bez obzira na razinu krvnoga tlaka (Tablica 5.1.).
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6.2. Vaskularni odgovor karotidne arterije kod visokoslane dijete

Mijerenjem razine protokom potaknute dilatacije kod NS i VS skupine zivotinja u ovisnosti o
prisutnosti pojedinih inhibitora utvrdena je razlika u mehanizmima koji dovode do dilatacije.
Dilatacija NS skupina oba soja miSeva je znafajno smanjena u prisutnosti sva tri inhibitora
zasebno (L-NAME, INDO i MSPPOH) (Slika 5.7. i Slika 5.9.). Za razliku od NS skupina oba
soja i skupine WT VS kod TFF3 VS skupine dilatacija potaknuta protokom pokazala se ovisna
jedino o razini COX-a (Slika 5.10). 1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako je protokom
potaknuta dilatacija karotidne arterije kod NS dijete oba soja i WT VS ovisna 0 metabolitima
NO, COX-u i EETs-ima podjednako, odnosno da niti jedan od metabolita nije pokazao
primarnu ulogu u utjecaju na razinu dilatacije, dok kod unosa soli, dilatacija karotidne arterije
TFF3 VS ovisi primarno o razini COX-a. Proteinski izrazaj COX-1 znacéajno je visi u TFF3 VS
u odnosu na WT NS (Slika 5.47.) lako se izrazaj gena dusik oksid sintaza (iNOS i eNOS) nije
znacajno promijenio uoc¢ena je povisena razina u izrazaju proteina iNOS 1 eNOS kod miSeva s
isklju¢enim genom Tff3. Proteinski izrazaj eNOS-a znatno je povisen u VS skupinama oba soja
(Slika 5.52.). Uoceni rezultati su u skladu sa studijama koje sugeriraju da bi regulacija izrazaja
proteina eNOS mogla biti kompenzacijski odgovor na smanjenje dostupnosti NO (225,226).
Primjena L-NAME smanjila je razinu NO odredenu in situ metodom fluorescencije u svim
skupinama, osim u TFF3 VS skupini (Slika 5.32.). O endotelu ovisna vazodilatacija na ACh
znacajno smanjena nakon visokoslane dijete, Sto predstavlja dodatnu potvrdu endotelne
disfunkcije (Slika 5.5.). Funkcionalna sposobnost stanica vaskularnih glatkih miSica testirana
je pomoc¢u endotel neovisnog donora NO natrijeva-nitroprusida (SNP) te je utvrdeno kako je

odgovor ocuvan u svim ispitivanim skupinama (Slika 5.6.).

Povecano zanimanje za ulogu oksidativnoga stresa kod niza raznih bolesti usmijerilo je
pozornost na istrazivanje lijekova koji sprjecavaju stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva
(ROS). TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl)  pripada skupini
nitroksidnih spojeva koji imitiraju djelovanje superoksid-dismutaze (SOD). Takoder,
metabolizira i sprjeCava nastanak ili Stetno djelovanje singlet kisika, hidroksilnoga aniona,
peroksidnoga radikala i drugih ROS-a te pospjesuje bioraspolozivost NO-a (227). Proucavani
su u zivotinjskim modelima pove¢anja ROS-a i njegovih uc¢inaka na endotelnu funkciju i
hipertenziju (228). U ovoj studiji primjena TEMPOL-a in vivo nije imala u¢inak na FID kod
WT NS, TFF3 NS i TFF3 VS. Medutim, u WT VS TEMPOL je poboljsao FID. Takoder,

TEMPOL je znacajno smanjio razinu superoksida u svim ispitivanim skupinama (Slika 5.31).
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Ti rezultati potvrduju da visok unos soli znacajno povecava razinu slobodnih radikala kisika i
oksidativni stres. Nekoliko vaznih antioksidativnih sustava sudjeluje u smanjenju ROS-a, kao

Sto su SOD, CAT i GPx (229).

Rezultati ovoga istrazivanja pokazali su da miSevi divljeg tipa (WT) imaju znacajno nizi genski
izrazaj katalaze nego misevi s isklju¢enim genom Tff3. (Slika 5.35.). Promjene uvjetovane
visokoslanom dijetom uo¢ene su samo kod WT miSeva. Visokoslana dijeta rezultirala je
porastom genskoga izrazaja katalaze kod WT miSeva, dok je izrazaj istoga enzima ostao
nepromijenjen kod miseva s isklju¢enim genom Tff3. Nisu uocene promjene izrazaja ostalih
enzima unutar pojedinoga soja i izmedu skupina. Katalaza razlaze i eliminira vodikov peroksid,
jedan od najée$¢ih uzroka povecanoga oksidativnog stresa. Studija provedena na misevima
takoder je pokazala da kratkotrajna prehrana s visokim udjelom masti uzrokuje povecéani izrazaj
katalaze S§to je sprije¢ilo daljnje oStecenje posredovano povecanim razinama oksidativnoga

stresa, osobito utjecaja vodikovoga peroksida (230).

VS dijeta rezultirala je znacajno smanjenom aktivno$¢u GPx u WT VS skupini miseva u
usporedbi sa svim ostalim skupinama (Tablica 5.4.). Unato¢ tome $to se genski izrazaj SOD i
GPx ne razlikuje zna¢ajno medu skupinama u ovoj studiji, druga studija pokazala je znacajno
snizen izrazaj Cu/Zn SOD kod stakora na visokoslanoj dijeti (231), $to potvrduje njegovu ulogu
u smanjenim antioksidativnim obrambenim mehanizmima. Poznato je da su GPx1 i GPx4 vazni

enzimi za peroksidaciju fosfolipida, posebno GPx4, koji stite od peroksidacije lipida (232).

Ukljucenost ionskih kanala u bolestima povezanim s oksidativnim stresom prvenstveno se
opaza u kardiovaskularnim (227) i neurodegenerativnim bolestima (228,229). Ovo je
istrazivanje pokazalo da iskljuCenje gena Tff3, kao i visokoslana dijeta, znacajno utje¢u na
mehanizme FID-a mijenjanjem angazmana ionskih kanala. U skupini TFF3 NS Ca?*-aktivirani
K*- kanal i ATP-osjetljivi kalijevi kanali imaju zna¢ajnu ulogu u FID-u. Kod WT miSeva na
NS dijeti, osim Ca?*aktiviranih K*- kanala i ATP-osjetljivih kalijevih kanala, TRPV4 doprinosi
FID-u. Kod TFF3 1 WT miSeva na VS dijeti, primijenjeni antagonisti nemaju ucinka na FID.
Izrazaj TRP kanala varira izmedu razlicitih endotelnih stanica (230). Izrazaj proteina TRPV4
znatno je povisen kod miseva s iskljucenim genom Tff3 (Slika 5.54.), dok je proteinski izrazaj
KCNB znacajno snizen (Slika 5.53.). KCa kanali mogu se podijeliti u tri glavne skupine s
obzirom na njihovu vodljivost: SK (mala vodljivost; 4-14 pS), IK (srednja vodljivost; 32-39
pS) i BK (velika vodljivost; 200-300 pS). ) kanala (231). BK kanali su najraznovrsnija skupina

KCa kanala i osjetljivi su na iberiotoksin, haribdotoksin i paksilin (232). KATP kanali su mete
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za antidijabetiCke blokatore sulfonilureje i za lijekove koji se koriste kao antianginali i

antihipertenzivi (233).

Tff3 /- / C57BL / 6N (Tff3) misevi predstavljaju model za proucavanje sinteze protuupalnih i
proupalnih citokina zbog promijenjenoga metabolizma lipida, modificiranoga metabolizma
arahidonske kiseline te povoljnoga omjera »-6/ ®-3 u jetri (207).

Visokoslana dijeta moze potaknuti snazan imunoloski odgovor krvnih Zila uslijed interakcije
leukocita s vaskularnim endotelnim stanicama. Studije provedene na misevima pokazale su da
visokoslana dijeta moze potaknuti upalu tkiva i razvoj autoimunih bolesti. Monociti ¢ine prvu
crtu imunoloske obrane. Oni povecavaju proliferacijsku aktivnost kostane srzi u odgovoru na
upalne podrazaje te dolazi do povecanoga broja cirkuliraju¢ih monocita (233). Takoder,
doprinose lokalnoj i sistemskoj upalnoj reakciji dolaze¢i na mjesto upale gdje proizvode upalne
citokine poput IL-6, IL-23 i IL-10, $to uzrokuje snazan imuni odgovor.

Mijerenjem serumske koncentracije IL-6 uocena je razlika izmedu WT i TFF3 skupina na
niskoslanoj dijeti. TFF3 NS skupina je imala znacajno visu serumsku koncentraciju upalnoga
biljega IL-6. U genskom izrazaju nije bilo znacajne razlike, no vidljiva je tendencija u istom
smjeru. TNF alfa, endokrini i parakrini posrednik upalnih i imunoloskih reakcija nije pokazao
znacajnu razliku u izrazaju izmedu ispitivanih skupina, §to je u skladu s rezultatima serumske
razine ispitivanoga parametra. Od svih ispitanih biljega, znac¢ajne razlike uoc¢ene su kod IL-
17A. Mnoge studije koje su istrazivale konzumaciju visokih koncentracija soli pokazale su da
povisena koncentracija soli aktivira pomoé¢ne Th-17 stanice koje povecano stvaraju IL-17 koji
ima proupalno djelovanje. Povisen unos soli moze uzrokovati aktivaciju dendritickih stanica
koje poti¢u proizvodnju T-stanica, IL-17A i IFN-y i stvaraju povecan IL-1f (234). T-limfociti
luce proupalne citokine u koje spada i IL-17A. Ovi su rezultati pokazali kako je u skupini WT
miSeva razina IL-17A znacajno niza nakon visokoslane dijete, uslijed povecanoga izrazaja

katalaze tj. uklonjenoga vodikovog peroksida ¢ime se snizio oksidativni stres i zaustavila upala.

6.3.  Ucinci prehrane i isklju¢enje gena Tff3 na sistemski upalni odgovor i oksidativni

stres

Danas je opcenito prihvac¢eno da je upala niskoga stupnja prisutna u vaskularnom tkivu u svim
kardiometabolickim bolestima (npr. hipertenzija, dijabetes melitus, ateroskleroza) (235).

Nadalje, oksidativni stres i upala u osnovi su ishemijsko-reperfuzijske ozljede neuralnoga tkiva.
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Visok unos soli u prehrani narusava vaskularnu funkciju putem endotelne aktivacije
(152,154,155). Proteini akutne faze upale najvec¢im se dijelom sintetiziraju u jetri, kao odgovor
na TNFa, IL-1 i IL6. Oni su ukljuceni u sistemsku reakciju organizma na infekciju, ozljedu
tkiva, traumu, neoplasti¢ni rast ili imunoloske poremecaje poznate kao odgovor akutne faze
(236). Reakcija ukljucuje oslobadanje proupalnih citokina, aktivaciju imunoloskih stanica i
krvozilnoga sustava. Prehrana s visokim udjelom soli moze utjecati na aktivaciju imunoloskoga
sustava. Rezultati ove studije ukazuju na to da je visokoslana dijeta imala manji u¢inak na
izrazaj ciljnoga gena kod WT miSeva (Slika 5.55.A), §to je u suprotnosti s TFF3 VS miSevima,
koji su pokazali diferencijalni izrazaj nekoliko ciljnih gena, ukljuc¢ujuéi 15- i 36 - puta povecane
razine izrazaja MRNA gena COX1 i SOD3 (Slika 5.55.B). Na odgovor na prehranu s visokim
udjelom soli utjecalo je iskljuenje gena Tff3. VS dijeta povecala je GPX1 (1,88 puta; p =
0,021), SOD1 (1,35 puta; p = 0,015) i IL-6 gene (1,81 puta; p = 0,05; Slika 5.55.D) kod TFF3
VS miseva u odnosu na WT VS miseve. Uoceno je da poveéane razine NaCl mogu povecati
unutarstani¢ni i povrSinski izrazaj HSP60 proteina u ljudskim endotelnim stanicama pupc¢ane
vene. Dodatno, povecani Na moze inducirati stani¢nu apoptozu (237). Uzeti zajedno, rezultati
ovoga istrazivanja upucuju na to da je antioksidativni sustav aktiviran kod miseva s iskljuc¢enim
genom Tff3 kao odgovor na VS dijetu, §to je vjerojatno pridonijelo njihovoj nizoj razini upale,
boljem vaskularnom funkcionalnom odgovoru i cinjenici da su zaSticeni od oSteenja
neuralnoga tkiva (kao S§to je pokazano u nasim eksperimentima s mozdanim udarom (Slika
5.21.).

6.4. U¢inak iskljuenja gena Tff3 na volumen mozdanoga udara; Uloga modifikacije

proteoma

Kratkotrajna i1 kroni¢na VS dijeta dovode do poremecene autoregulacije u cerebralnoj
cirkulaciji, kao $to je pokazano kod Stakora Sprague—Dawley (238). Zajednicka karotidna
arterija djelotvoran je ,,prigusiva¢ tlaka” duz svoje duljine i doprinosi zna¢ajnom smanjenju
pulsnoga tlaka, ¢ime se S§titi cerebralna mikrocirkulacija. Brzina karotidno-cerebralnoga
pulsnoga vala (ccPWV) odrazava krutost segmenta (C-M segment) izmedu zajednicke
karotidne arterije i ipsilateralne srednje mozdane arterije (239). Nedavno je pokazano da je
ateroskleroza C-M segmenta neovisno povezana s visim sistolickim krvnim tlakom, ccPWV i

debljinom karotidne intime-medije kod osamdeset i jednoga bolesnika s akutnim ishemijskim
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mozdanim udarom (240). Ovi rezultati podupiru vaznost razjasnjavanja mehanizama

vaskularne reaktivnosti u provodnim arterijama, kao $to je karotidna arterija.
Analizirani proteini:

Proteini toplinskog stresa (engl. heat shock proteins, Hsp) prvotno su definirani kao skupina
proteina induciranih toplinskim stresom, no ubrzo je otkriveno da Hsp mogu stimulirati i drugi
infekcije, upale, trovanja alkoholom i teskim metalima, mehanicke ozljede i dr. U stanju stresa
dolazi do pojave nenormalno namotanih proteina te njihove agregacije, a stresni proteini Stite
stanicu pomazuci degradaciju ili renaturaciju proteina, zbog Cega se nazivaju molekulskim
Saperonima. Hsp su ukljuceni u nekoliko procesa, medu njima su savijanje proteina, promet
proteina i sastavljanje/rastavljanje proteinskog kompleksa (241). Heat shock cognate (HSc) je
termin koji se koristi za opisivanje konstitutivno izraZzenih oblika Hsp-a. Proteini toplinskog
stresa podijeljeni su obzirom na molekulsku masu u sedam skupina: Hsp110, Hsp100, Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp40 1 mali Hsp (priblizno 15-30 kDa). Medutim, njihov sve veci broj 1
rezultiraju¢e nedosljednosti u oznacavanju naveli su Kampinga i sur. da uvedu novu
nomenklaturu humanih Hsp-ova tako da su trenutno svrstani u sljede¢e skupine: HspH
(Hsp110), HspC (Hsp90), HspA (Hsp70), DNAJ (Hsp40), HspB (mali HSP) i obitelj $aperonina
HspD/E (Hsp60/Hsp10) i CCT (TRIC) (242). Neki od glavnih Saperona (Hsp70, Hsp90, mali
Hsp) prisutni su u visokim koncentracijama u stanicama koje nisu pod stresom i dosezu 1 — 5
% ukupnoga stani¢nog proteina, $to je u skladu s vaznom ulogom Saperona u stani¢noj

homeostazi.

Obitelj Hsp90 je o ATP-u ovisan Saperon koji djeluje u aktivaciji i stabilizaciji proteina
klijenata; ukljucujuci proteinkinaze, regulatore stani¢nog ciklusa, receptore S povrsine stanice
I transkripcijske ¢cimbenike. Stoga Hsp90 ima klju¢nu ulogu u stani¢nim procesima, ukljucujuéi
prijenos signala, progresiju stani¢nog ciklusa, apoptozu i degradaciju proteina (243). Aktivaciju
Hsp90 klijenta pokrece ciklus vezanja 1 otpustanja supstrata posredovan nizom konformacijskih
promjena u Saperonu i ATP-induciranim prijelazom izmedu otvorene i1 zatvorene konformacije.
Hsp90 postoji u obliku homodimera, a svaka podjedinica sastoji se od tri domene; N-terminalne
ATP-vezujuée domene (N-domena), srednje domene koja veze supstrat (M-domena) i C-
terminalne dimerizacijske domene (C-domena). U odsutnosti ATP-a Hsp90 poprima otvorenu
konformaciju u obliku slova V. Vezanje ATP-a za N-domenu izaziva konformacijsku promjenu

te dolazi do zatvaranja otvora iznad dZepa za vezanje nukleotida. Nakon zatvaranja dZzepa N-
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domene dimeriziraju, tvore¢i kompaktnu strukturu zatvorene konformacije. Stvaranje
zatvorenog dimera inducira hidrolizu ATP-a, posljedi¢no poticu¢i disocijaciju N-domena i

povratak Hsp90 u otvorenu konformaciju, uz oslobadanje supstrata (244).

Obitelj Hsp60, tzv. saperonini, veliki su dvostruki prstenasti kompleksi koji okruzuju sredisnju
Supljinu. Supstrati su im nepotpuno smotani proteini, koje inkapsuliraju u srediSnjoj Supljini,
Stite¢i tako izloZene hidrofobne ostatke od agregacije i omogucujuéi supstratu zauzimanje
ispravne konformacije u zaSticenom okruZenju. Saperonini se dijele u dvije podskupine.
Saperonini skupine I (HSPD) prisutni su u bakterijama (GroEL) i mitohondrijskom matriksu
(Hsp60). Sadrze sedam podjedinica po prstenu i zahtijevaju ko-Saperone (HSPE) koji djeluju
kao poklopci preko kompleksa (GroESin bakterije i Hspl0 u mitohondrijima). Saperonini
skupine Il nalaze se u termosomima arheja i u citosolu eukariota (CCT ili TRiC). Obi¢no imaju
osam podjedinica po prstenu i ne zahtijevaju pomoéne ko-Saperone (245). Hsp90ab1- protein
toplinskog Soka HSP 90-beta; Saperon koji potice sazrijevanje i pravilnu regulaciju specifi¢nih

ciljnih proteina ukljucenih, na primjer, u kontrolu stani¢nog ciklusa i prijenos signala.

Citoskelet neurona sastoji se od aktinskih mikrofilamenata (MF), mikrotubula (MT) i
intermedijarnih filamenata (IF). Neurofilamenti (NF) su glavni IF prisutni u odraslim
neuronima i njihov je izrazaj specifi¢an za stani¢ni tip. Neuroni razli¢ito izrazavaju nekoliko
IF proteina ovisno o njihovom stadiju razvoja ili njihovoj lokalizaciji u Ziv€anom sustavu:
nestin (200 kDa), tri NF podjedinice (zvane NFL (laka, 68 kDa), NFM (srednja, 160 kDa) i
NFH (teska, 205 kDa)), a-interneksin (66 kDa), periferin (57 kDa) i sinemin (41 kDa). Glavna
uloga NF-a je provodenje elektricnog impulsa. Takoder, pridonose dinami¢kim svojstvima
citoskeleta tijekom diferencijacije neurona, rasta aksona i regeneracije (246,247). Poremecaji u
njihovom metabolizmu ¢esto su povezani s raznim neurodegenerativnim bolestima, ukljucujuci

amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu (ALS) i Alzheimerovu bolest (AD) (248,249).

Prph - periferin; protein intermedijarnog neuronskog filamenta klase I11. Funkcija periferina, IF
tipa 111, ostaje kontroverzna (250). Periferin se izrazava u podskupu senzornih, motorickih i
autonomnih neuronskih populacija od kojih vecina ima barem dio svog aksona u perifernom
zivéanom sustavu (251-253), a studije sugeriraju da ima ulogu u izrastanju i regeneraciji aksona
na temelju prostornih i vremenskih obrazaca ekspresije (254) i funkcionalnih studija u
stanicama feokromacitoma Stakora (PC12) (255). Medutim, miSevi s nultim periferinom ne
pokazuju ociti fenotip 1, s iznimkom smanjenja nepeptidergickih nociceptivnih aferentnih

vlakana u lednoj mozdini, razvoj aksona odvijao se normalno za vecinu perifernih neurona koji
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eksprimiraju periferin (256). Nadalje, prekomjerna ekspresija periferina u transgenih miseva
dovodi do kasnog pocetka bolesti motori¢kih neurona koja ima patologiju slicnu onoj koja se
obi¢no opaza u degeneriraju¢im motorickim neuronima pacijenata s amitroficnom lateralnom

sklerozom (ALS) (257).

Cimbenik rasta neurona (NGF) ¢lan je dobro prougene obitelji neurotrofina, proteina koji imaju
vaznu ulogu u regulaciji rasta stanica, proliferacije, prezivljavanja i smrti (258). NGF je
glikoprotein koji se sastoji od tri podjedinice: a-NGF koji je neaktivan; B-NGF koji je bioloski
aktivan i y-NGF koji preraduje NGF prekursor u njegov zreli oblik. NGF se sintetizira iz
prekursora pro-NGF i izluCuje se izvan stanica ili se cijepa unutar stanice u zreli NGF. Postoje
tri tipa NGF receptora, a to su; TrkA, p75 i sortilin. Neurotrofni u¢inak NGF-a posredovan je
preko TrkA i p75 receptora, dok je neurotoksi¢ni uéinak pro-NGF-a posredovan receptorom
p75 konjugiranim sa sortilinom (259). Studija provedena na miSevima pokazala je da proNGF
inhibira proliferaciju i diferencijaciju hipokampalnih neuralnih mati¢nih stanica (260). Kod
starih §takora uo¢ene su poviSene razine pro-NGF, p75NTR i sortilina u prefrontalnom korteksu
i hipokampusu koje su povezane s opadanjem kognitivnih funkcija, smetnjama prostornog

ucenja i pamc¢enja (261).

Keratin 18 (CK18/KRT18) jedan je od keratina (citokeratina), koji su intermedijarni filamenti
(IF) bitni za zavrSetak tkiva. Keratini prvenstveno igraju ulogu u zastiti epitelnih stanica od
mehanickih 1 nemehanickih stresora. Keratinske niti mogu se dinamicki preoblikovati,
podvrgavaju¢i se reorganizaciji razli¢itim mehanickim i1 nemehanickim podrazajima za

regulaciju stani¢nih procesa, ukljuujuéi staniénu migraciju i signalizaciju (262).

Krt18 - keratin, tip I citoskeleta 18. Kada je fosforiliran, ima ulogu u reorganizaciji filamenta.
Zajedno s KRTS, ukljucen je u zastitu barijere posredovanu interleukinom-6 (IL-6).

Krt82 - keratin, tip Il kutikularni Hb2; keratin 82. Pripada obitelji intermedijarnih filamenata.

Krt35 - keratin, kutikularni tip | Ha5; keratin 35.

Tubb2b - tubulin, beta 2b. Tubulin je glavni sastojak mikrotubula. TUBB2B je jedan od
izotipova b-tubulina, koji je visoko izrazen u mozgu odraslog Covjeka (263). Tijekom
kortikalnog razvoja u miseva Tubb2b je izraZzen u neuralnim progenitorima i postmitotskim

migrirajuéim neuronima, dok je u postnatalnom misjem mozgu izrazaj Tubb2b ogranien na

makroglije (264).

89



6. RASPRAVA

Nid1 - nidogen (entaktin) je glikoprotein od 150 kDa i bitna je komponenta bazalne membrane.
NID1 se sastoji od tri (G1-G3) globularne domene - jedne fleksibilne vezne domene koja
povezuje G1 1 G2 domene i jedne Stapi¢aste domene koja razdvaja G2 i1 G3 domene. NIDI
izlu¢uju mezenhimalne stanice i talozi se izmedu epitelnih stanica . NID1 je osjetljiv na razlicite

proteaze i igra znacajnu ulogu u remodeliranju bazalne membrane (265,266).

Mpz - mijelinski protein nula. Adhezijska je molekula neophodna za normalnu mijelinizaciju u
perifernom zivéanom sustavu. Posreduje adheziju izmedu susjednih mijelinskih ovoja i na kraju

pokrece zbijanje mijelina (267).

KlIk1b26 - kallikrein 1-srodna peptidaza b26; kalikreini cijepaju Met-Lys i Arg-Ser veze u
kininogenu. Kalikrein 1 (KLK1) klju¢na je komponenta kalikrein-kinin sustava. Gen KLK1 je
smjeSten na dugom kraku kromosoma 19 koji sadrzi nekoliko srodnih serin endopeptidaza.
Bioloska uloga ovih peptidaza povezanih s kalikreinom nije jasna, ali novi dokazi upucuju na
to da bi mogle biti vazne u nekoliko fizioloskih sustava, primjerice u reprodukciji muskaraca,

homeostazi koze, formiranju zubne cakline te neuralnom razvoju i plasti¢nosti (268).

Proteolipidni protein (PLP) glavna je komponenta mijelina CNS-a. PLP i njegova alternativna
izoforma DM20 su acilirani integralni membranski proteini, koji sadrZe Cetiri transmembranska
a-heliksa s citoplazmatskim N- i C-krajevima (269,270). Plpl ima vaznu ulogu u formiranju i

odrZavanju multilamelarne strukture mijelina.

Mijelinski bazi¢ni protein (MBP) drugi je najzastupljeniji protein, nakon proteolipidnog
proteina (PLP), u mijelinu srediSnjeg ziv¢anog sustava (CNS): ¢ini 30 % ukupnog proteina i
oko 10 % suhe tezine mijelina. To je jedini strukturni protein za koji je do sada utvrdeno da je

neophodan za stvaranje mijelina CNS-a, a nazvan je "izvrSnom molekulom mijelina" (271).

Eukariotska DNK upakirana je u slozenu makromolekularnu strukturu zvanu kromatin kako bi
se olaksSalo zbijanje genetskog materijala. Osnovne strukturne jedinice kromatina nazivaju se
nukleosomi, koji se sastoje od 145-147 parova baza DNK omotanih oko oktamerne jezgre koja
sadrzi po dvije molekule histona H2A, H2B, H3 i H4 (272). Histon H1 stabilizira sastavljanje
oktamerne jezgre u strukture viSeg reda karakteristi¢ne za kromatin. Ovi proteini su podlozni
raznim vrstama post-translacijskih modifikacija, ukljucujué¢i metilaciju, ADP-ribozilaciju,
fosforilaciju, ubikvitilaciju i acetilaciju. Takve poslijetranslacijske modifikacije histona
povezane su s razli¢itim nuklearnim aktivnostima, ukljucujuéi replikaciju, sastavljanje
kromatina i transkripciju i najcesce se odvijaju na amino-terminalnim i karboksiterminalnom
kraju (273-275). Hist2h4 — pripada histonskom klasteru 2, H4.
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H1f0 - H1.0 vezni histon; histon H1.0. Histoni H1 su neophodni za kondenzaciju lanaca
nukleosoma. Histoni H1FO nalaze se u stanicama koje su u terminalnim fazama diferencijacije

ili imaju niske stope stani¢ne diobe.

Miozin vezujuéi protein C (MyBP-C) je sarkomerni protein koji regulira snagu kontrakcije u
poprecno-prugastim misi¢ima. Mutacije u obitelji MYBPC gena, ukljucujuéi spore skeletne
(MYBPC1), brze skeletne (MYBPC2) i sréane (MYBPC3), mogu rezultirati sr€anim i

skeletnim miopatijama (276).

Mybpc2 - miozin vezujuéi protein C, brzi tip. In vitro veze MHC, F-aktin i nativne tanke
filamente, te modificira aktivnost miozinske ATPaze aktivirane aktinom. Moze modulirati

misi¢nu kontrakciju.

Myh3 — pripada obitelji miozin Il. Myh3 igra kljuénu ulogu u razvoju misica fetusa, a mutacije
u ovom genu povezane su s Freeman-Sheldonovim sindromom, distalnom artrogripozom 8

(DAB8) i autosomno dominantnom spondilokarpotarzalnom sinostozom (277).

Eukariotski ribosom sastoji se od male (40S) i velike (60S) podjedinice. Rps26 je jedan od
esencijalnih ribosomskih proteina 40S podjedinice 1 kodiran je s dva gotovo identi¢na gena,
RPS26a i RPS26b. Studije su pokazale da Rps26 stupa u interakciju s 5' neprevedenom regijom
MRNA preko motiva 62-YXXPKXYXK-70 (Y62-K70) specifi¢énog za eukariote, Sto sugerira
da bi ovaj peptid mogao igrati vaznu i specifi¢nu ulogu tijekom inicijacije translacije (278).
Rps26-psl - ribosomski protein S26, pseudogen 1. Pripada obitelji eukariotskih ribosomskih
proteina eS26.

Natriuretski peptid tipa C (CNP) djeluje kao parakrini/autokrini vazoprotektor. CNP mRNA je
pojacano regulirana u stanicama glatkih misi¢a humanih krvnih zila (SMC) preko PDGF-BB
putova ovisnih o protein kinazi C (PKC) i op¢om aktivacijom PKC-a s forbol miristat acetatom
(PMA) (279).

ARPC4 je srediSnja podjedinica kompleksa proteina povezanog s aktinom (ARP2/3), koji
katalizira stvaranje F-aktinskih mreza (280).

Troponin je protein kljucan za kontrakciju poprec¢no-prugaste i srcane muskulature. Troponin
je kompleks triju razli¢itih podjedinica, troponina C, I i T, koje imaju karakteristi¢éne funkcije
troponina, kao $to je vezanje Ca2+ (troponin C), inhibicija interakcije aktomiozina (troponin I)
i vezanje na tropomiozin. (troponin T). Troponin C je Ca®* osjetljiva podjedinica kompleksa.

Troponin | se veze na aktinske filamente i u stanju mirovanja sprjecava razdvajanje aktina i
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tropomiozina. Takoder, sprjecava aktivaciju miozinske ATP-aze. Troponin T veze tropomiozin
za ostatak troponinskog kompleksa. Pri niskim koncentracijama unutarstani¢nog Ca2* |,
troponin zajedno s tropomiozinom potiskuje kontraktilnu interakciju izmedu miozina i aktina,
a kada se koncentracija Ca2" poveca, ta se supresija oslobada vezanjem Ca?" na troponin te

dolazi do konformacijske promjene samog kompleksa i kona¢no do misié¢ne kontrakcije (281).

Miomezin2 (MYOM?2), takoder poznat kao M-protein, nalazi se u M-traci transverzalnog
miSica. Obitelj miomezinskih gena sastoji se od tri clana (MYOMI, MYOM2 i MYOM3) i

kodira proteine miozina koji igraju klju¢nu ulogu u razvoju srca i skeletnih misica (282).

Podaci o ulozi gena/proteina Tff3 u cerebralnoj ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi su oskudni.
Nedavna studija pokazala je da nakon ishemije miokarda i mozga (283) misevi koji nisu u stanju
sintetizirati zadovoljavajuce koli¢ine proteina Tff3 u svojoj jetri nemaju zastitni uéinak proteina
Tff3 u serumu, §to rezultira ve¢im oste¢enjem tkiva. Dakle, takvi su miSevi pokazali znacajno
vecu aktivnost kaspaze 3 i posljedi¢no viSu razinu stani¢ne smrti u ishemijskoj cerebralnoj
leziji, zajedno s ve¢im udjelom cerebralnih infarkta. Imali su izraZenije motori¢ke deficite
prednjih ekstremiteta. Rekombinantni protein Tff3 primijenjen intravenozno preokrenuo je
cerebralnu ozljedu i motoricku funkciju prednjih ekstremiteta, Sto ukazuje na to da je endokrini
neuroprotektivni mehanizam koji Koristi jetreni Tff3 protein ukljuen u cerebralnu

ishemijsko/reperfuzijsku ozljedu (187).

Rezultati ovoga istrazivanja u skladu su s takvim opazanjima Liua i sur. (187). U ovoj su studiji
TFF3 NS misevi pokazali veéi cerebralni infarkt u usporedbi s WT NS misevima. Nadalje,
proteomska analiza pokazala je znaCajne promjene u skupini strukturnih i funkcionalnih
neuronskih proteina (teski polipeptid neurofilamenta, peptidaza b22 povezana s kalikreinom 1,
2',3'-cikli¢ki nukleotid 3'-fosfodiesteraza PO, mijelin PO, mijelinski proteolipidni protein,
neurofilamentni teski polipeptid); i proteina ukljucenih u aktivaciju urodenoga imunoloskog
sustava, te TNF-alfa i NF-kB signalizaciju (protein toplinskoga soka HSP 90-beta, 60 kDa
protein toplinskoga Soka, CD9 antigen i histonski klaster 2, H4) kod TFF3 VS miseva u
usporedbi s WT VS misevima. Medutim, zna¢aj uoenih promjena u izrazaju proteina tek treba
utvrditi. Cini se da visokoslana dijeta nije poveéala mozdani udar kod TFF3 VS miseva, jer je
infarkt bio slican izmedu TFF3 NS i TFF3 VS miseva (Slika 5.8.), vjerojatno zbog kratkoga
trajanja VS dijete.
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Nedavno je sugerirano da bi primjena arahidonske kiseline mogla inhibirati upalni odgovor i
oksidativni stres, ¢ime bi se ublazilo oSte¢enje mozdanoga tkiva u Stakorskom modelu
ishemijsko-reperfuzijske ozljede (284). U ovoj studiji analiza markera ER stresa elF2a i p-
elF2a u jetri WT NS miSeva i TFF3 NS miSeva s induciranim mozdanim udarom pokazala je
da su misevi TFF3 NS imali za 50 % nizu aktivaciju p-elF2a u usporedbi s WT kontrolama na
NS dijeti, $to ukazuje na smanjeni ERS odgovor. Ti su rezultati u skladu sa smanjenjem

regulacije CHOP-a i BIP-a prikazanom na razini transkripcije (Slika 5.55.C).

Neravnoteza izmedu potrebe i1 kapaciteta namatanja proteina u ER-u dovodi do stresa
endoplazmatskoga retikuluma, odnosno pretjeranoga nakupljanja krivo namotanih i
nenamotanih proteina. Tada se aktivira odgovor nesmotanih proteina (engl. unfolded protein
response, UPR), adaptivni mehanizam Kkojim stanica nastoji uspostaviti homeostazu
endoplazmatskoga retikuluma (285,286). Inicijatori tri signalna puta UPR-a su: IREla (engl.
inositol requiring enzyme 1a), PERK (engl. protein kinase RNA-like ER kinase) i ATF6 (engl.
activating transcription factor 6). U slucaju stresa ER-a BiP (engl. binding immunoglobulin
protein), odvaja se sa senzora S$to uzrokuje aktivaciju IRElo i PERK putem

transautofosforilacije i ATF6 putem proteolize (287).

PERK je transmembranska kinaza tipa | ER. Njegova aktivacija sastoji se od homodimerizacije
1 autofosforilacije $to dalje omogucava fosforilaciju Ser51 na o podjedinici faktora
eukariotskoga inicijacijskoga faktora 2 (eIF2a). Fosforilirane molekule eIF2 ne mogu graditi
translacijske komplekse te se tako smanjuje sinteza proteina i njihov unos u lumen ER-a. S
druge strane, omoguceno je prepisivanje posebnih mRNA koje zahtijevaju fosforilaciju elF2a
za translaciju, poput mRNA koja kodira aktiviraju¢i transkripcijski faktor 4 (ATF4). ATF4
pojaCava izrazaj gena vezanih uz antioksidativni odgovor, metabolizam aminokiselina i
apoptoze preko C/EBP homolognoga proteina (CHOP). CHOP pojacava izrazaj GADD34
proteina koji stvara kompleks s proteinskom fosfatazom 1C (PP1C) S§to dovodi do
defosforilacije elF2a i nastavka translacije proteina. Pri duZzem stresu ER-a CHOP povecava

izrazaj proapoptotskih gena (DR5, TRB3, Bim, PUMA) (288,289).

Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju da je iskljucenje Tff3 dovelo do smanjenoga odgovora na
stres ER, narocito PERK puta.
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6.5. Ucinak iskljuc¢enja Tff3 gena i visokoslane dijete na strukturne komponente Zile

Od svojega su otkri¢a Tff proteini prvenstveno proucavani u kontekstu fiziologije i patologije
razlicitih sluznica. Ipak, nedavne studije potvrdile su ulogu Tff3 peptida u nekoliko vezivnih
tkiva. Rosler i sur. pokazali su da peptid Tff3 utjece na matriksne metaloproteinaze u hrskavici
i stoga utjeCe na remodeliranje matriksa hrskavice kod upalnih bolesti hrskavice (290). Nadalje,
Tff3 peptidi su znacajni u procesu endohondralne osifikacije u fetusa misa, a misevi S
isklju¢enim genom Tff3 imaju nizu kvalitetu spuzvaste kosti od miSeva divljeg tipa (194,291).
Tff3 peptidi pokazuju proangiogenu aktivnost, buduéi da poti¢u stvaranje kapilarnih zila u testu
korioalantoicne membrane (CAM). Broj mikrozila u karcinomu dojke i Zeluca znacajno
korelira s izrazajem Tff3 (197,292). Prema Lau i sur., Tff3 izrazen u stanicama raka dojke
poti¢e de novo angiogenezu izravno kroz stimulaciju endotelnih stanica i neizravno kroz
povecani izrazaj IL-8 (293,294). Medutim, izrazaj Tff3 nije opisan u velikim krvnim zilama,

kao Sto je aorta.

U ovome istrazivanju uocene su neke strukturne razlike u analiziranim komponentama zila
izmedu sojeva, odnosno veci sadrzaj elastina i debljina tunice medije te znac¢ajno smanjen omjer
adventicije i stijenke prema lumenu kod TFF3 NS miseva u usporedbi s WT NS kontrolama.
Prehrana s visokim udjelom soli utjecala je na vaskularnu strukturu uglavnom u WT skupinama
miSeva, §to je rezultiralo pove¢anim postotkom elastina kod WT VS miSeva u usporedbi s WT
NS misevima. Cini se da iskljuéenje gena Tff3 titi od strukturnih vaskularnih promjena
1zazvanih prehranom, budu¢i da nisu uoc¢ene razlike u strukturnim komponentama aorte (elastin
ili kolagen) ili strukturno preuredenje izmedu TFF3 NS i TFF3 VS skupina miSeva (Tablica
5.3).

Zanimljivo je da je iskljucenje gena Tff3 imalo znacajan ucinak na promjene izrazaja proteina
u karotidnim arterijama uzrokovane visokoslanom dijetom, Sto je otkriveno proteomskom
analizom (207). Potencijalno zanimljive mreze koje mogu utjecati na vaskularnu funkciju su
interakcija triju strukturnih proteina, keratina 18, keratina 35 i keratina 82, koji su uglavnom
bili smanjeni VS prehranom; i skupina strukturnih i funkcionalnih/kontrakcijskih proteina
povezanih s miSi¢nim stanicama (protein C koji veZe miozin, brzi tip, miomezin 2, miozin-3,
troponin T) koji su pojac¢ani VS dijetom. Medutim, ovaj nalaz zahtijeva daljnje istrazivanje 1

analizu u smislu njihovoga funkcionalnog znacaja.
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U novije vrijeme, uporaba sintetickih malih interferiraju¢ih RNK, siRNA (engl. silencing RNA,
utisavajuce RNK) u istrazivanjima, postala je jedna od vrlo ucinkovitih i §iroko primjenjivanih
metoda za ometanje izrazaja gena na razini gRNK. Primjena specificnih siRNA molekula ima
znacajnu ulogu u prou¢avanju funkcije gena te se primjenjuje u postupcima manipulacije gena.
S obzirom na dobivene rezultate potrebno je provesti daljnja istrazivanja promijenjenih
mehanizama vaskularne reaktivnosti koriste¢i navedenu metodu. Takoder, potrebno je provesti
imunohistokemijsku analizu krvnih Zila kako bi se dodatno razjasnila lokalizacija i uloga TFF3

peptida u krvozilnom sustavu.

Ogranicenja studije

Kod proteomske analize nisu radene skupine na niskoslanoj dijeti, budu¢i da nas je zanimao
ucinak visokoslane dijete na izrazaj proteina. Takoder, istrazivanje je provedeno samo na

zivotinjama muskog spola, zbog ucinka zenskih spolnih hormona na vaskularnu funkciju.

Rezultati ovoga istrazivanja upucuju na to da je antioksidativni sustav aktiviran kod miSeva s
isklju¢enim genom Tff3 kao odgovor na VS dijetu, $to je vjerojatno pridonijelo njihovoj nizoj
razini upale, boljem vaskularnom funkcionalnom odgovoru 1 €injenici da su zastiCeni od

ostecenja neuralnoga tkiva (kao §to je pokazano u pokusima s mozdanim udarom).
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ZAKLJUCCI

e Visokoslana dijeta u trajanju od sedam dana nije dovela do zna¢ajnih promjena krvnoga
tlaka

e Visokoslanom dijetom naruSena je protokom potaknuta dilatacija ovisna o endotelu u
karotidnim arterijama miseva divljeg tipa

e Iskljucenje gena Tff3 uzrokuje naruSenu dilataciju u odnosu na divlji soj miSeva
C57BL/6N

e Dilatacija u skupinama miseva TFF3 NS, WT NS i WT VS jednako je ovisha o razinama
NO-a, ciklooksigenazama i metabolitima EET-a, dok je dilatacija u TFF3 VS skupini
miseva ovisna o COX-u

e Utvrdena je oporavljena protokom potaknuta dilatacija u in vivo uvjetima u prisutnosti
“hvataca” superoksida TEMPOL-a u WT VS skupini, §to dokazuje da povecana razina
oksidativnoga stresa, nastala pod utjecajem visokoga unosa soli, dovodi do
poremecenoga FID-a

e Povecani vaskularni oksidativni stres potvrden je procjenom razine endotelnoga
superoksida/ROS u karotidnoj arteriji oba soja nakon visokoslane dijete

o Genetska modifikacija, kao i unos soli, znacajno utje¢e na mehanizme FID-a mijenjajuci
angaZman ionskih kanala

e Strukturna analiza aorte pokazala je da visokoslana dijeta nije utjecala na strukturna
svojstva aorte TFF3 miseva za razliku od divljeg soja

e TFF3 NS misevi pokazali su vece ishemijsko ostecenje u usporedbi s WT NS misevima,
vjerojatno zbog njihovoga smanjenog odgovora na ER stres

e Iskljucenje Tff3 gena dovodi do povecanog genskog izraZaja katalaze koji ostaje
nepromijenjen nakon visokoslane dijete, dok kod WT soja visokoslana dijeta rezultira
porastom genskoga izrazaja katalaze

e VS dijeta rezultirala je znacajno smanjenom aktivnosé¢u GPx u WT VS skupini miSeva
u usporedbi sa svim ostalim skupinama

e Iskljucenje Tff3 gena dovodi do povisene serumske koncentracije upalnoga biljega IL-
6 u odnosu na WT miseve

e VS dijeta dovodi do smanjenog genskog izrazaja biljega IL-17A samo u WT skupini
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ULOGA TFF3 PEPTIDA U VASKULARNOJ REAKTIVNOSTI KRVNIH ZILA KOD
MISEVA S ISKLJUCENIM GENOM Tff37-/C57BL/6N I MISEVA DIVLJEG TIPA
(C57BL/6N)

Cilj istrazivanja: Odrediti ulogu TFF3 peptida u vaskularnoj reaktivnosti ovisnoj o endotelu
izoliranih krvnih zila i1 razjasniti specificne mehanizme kojima TFF3 peptid utjece na
vazodilataciju potaknutu protokom kod misSeva s iskljuéenim genom Tff3~/C57BL/6N i
miSeva divljeg tipa (WT miseva C57BL/6N).

Metode: Zdravi muzjaci starosti 10 tjedana hranjeni su komercijalnom hranom, standardnom
(0.4 % NacCl) i visokoslanom (4 % NaCl). Hranu i vodu (ili vodu s TEMPOL-om, 1 Mm)
Zivotinje su uzimale prema vlastitoj potrebi 7 dana. Reaktivnost karotidne arterije u odgovoru
na povecanje protoka izmjerena je u odsutnosti/ prisutnosti inhibitora NO-sintaze (NOS), Nw-
nitro-L-arginin metil estera (L-NAME); inhibitora ciklooksigenaze, indometacina (INDO);
selektivnoga inhibitora CYP450 epoksidaze, MS-PPOH; agonista i antagonista kalijevih
kanala osjetljivih na kalcij (KCa?*, NS-1619; iberiotoksin); ATP-osjetljivih kalijevih kanala
(KATP, cromakalim; glibenclamide) i TRPV4 (GSK1016790A; RN-1734). Razine
dusikovoga oksida i superoksida odredene su in situ metodom fluorescencije. Aktivnost
antioksidativnoga enzima GPx u serumu odredena je spektrofotometrijskom metodom. Genski
izrazaj antioksidativnih enzima (Cu/Zn SOD, GPx1 i CAT) utvrden je kvantitativnom PCR

metodom u stvarnom vremenu.

Rezultati: Visokoslana dijeta (VS) naruSava protokom potaknut odgovor karotidne arterije WT
miseva. Utvrdena je oporavljena protokom potaknuta dilatacija u in vivo uvjetima u prisutnosti
“hvataca” superoksida TEMPOL-a u WT VS skupini miSeva. Dilatacija u skupinama miseva
TFF3 NS, WT NS i WT VS jednako je ovisna o razinama NO-a, ciklooksigenazama i
metabolitima EET-a, dok je dilatacija u TFF3 VS skupini miSeva ovisna o COX-u. U WT LS
skupini miseva, TRPV4, Ca?*-aktivirani-K*-kanali i KATP-kanali imaju ulogu u FID-u, dok u
skupini TFF3 LS miseva, Ca®*-aktivirani K*-kanali i KATP-kanali imaju zna¢ajnu ulogu. U
skupini TFF3 VS agonisti TRPV4 i KATP kanala povecali su FID, dok su u skupini WT VS
agonisti TRPV4 i KCa?" kanala povecali FID. Poveéan vaskularni oksidativni stres potvrden je

procjenom razina endotelnoga superoksida/ROS u karotidnoj arteriji. WT miSevi imaju nizi
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genski izrazaj katalaze. VS dijeta rezultirala je smanjenom aktivnos¢u GPx u WT VS skupini
miseva.

Zakljucak: VS dijeta zbog povecanog oksidativnog stresa narusava protokom potaknut
odgovor karotidne arterije WT miseva, dok ne utje¢e na odgovor miseva Tff3/C57BL/6N.
Iskljucenje gena Tff3 slabi vazodilataciju u odnosu na divlji soj miseva C57BL/6N. VS prehrana

i isklju¢enje gena Tff3 mijenjaju mehanizme FID-a i uklju¢enost ionskih kanala u FID.

Kljucéne rije¢i: oksidativni stres, protokom potaknuta dilatacija, Tff3 gen, visokoslana dijeta
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THE ROLE OF TFF3 PEPTIDE IN VASCULAR REACTIVITY OF BLOOD VESSELS
IN Tff377/C57BL/6N GENE KNOCKOUT MICE AND WILD-TYPE MICE (C57BL/6N)

Objectives: To determine the role of the Tff3 peptides in the endothelium-dependent vascular
reactivity of the isolated blood vessels and to clarify the specific mechanisms of Tff3 peptide
affecting the flow-induced vasodilation in Tff3~"/C57BL/6N gene knockout mice and wild-
type mice (C57BL/6N).

Methods: Ten weeks old healthy male specimens were fed with standard (0,4% NaCl) and
high-salt (4% NaCl) commercial rodent chow. They took food and water (or water with diluted
TEMPOL, 1 mM) ad libitum over a period of 7 days. Carotid artery reactivity to gradual
increase of the flow was measured in the presence or without the NO synthase (NOS) inhibitors,
No-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME); cyclooxygenase inhibitors, indomethacin
(INDO); the CYP450 epoxidase selective inhibitor MS-PPOH; agonists and antagonists of
calcium-sensitive potassium channels (KCa?*, NS-1619; iberiotoxin); ATP-sensitive potassium
channels (KATP, cromakalim; glibenclamide) and TRPV4 (GSK1016790A; RN-1734). The
levels of nitric oxide and superoxide were determined using in situ fluorescence technique. The
activity of the antioxidant enzyme GPx in the serum was measured in line with the standardised
spectrophotometric protocol. The gene expression of antioxidant enzymes (Cu/Zn SOD, GPx1

and CAT) was determined using the quantitative real-time PCR method.

Results: The high-salt diet (HS) impaired the flow-induced response of the wild type (WT)
mice carotid artery. The recovered flow-induced dilation was observed under in vivo conditions
in the presence of the superoxide “scavenger” TEMPOL in WT HS mice. The increased
vascular oxidative stress was confirmed with the estimated levels of endothelial
superoxide/ROS in carotid artery. The dilation in TFF3 LS, WT LS i WT HS groups was
equally dependent on the levels of NO, the cyclooxygenases and EET metabolites, while the
dilation in the TFF3 HS group was COX-dependent. In WT LS group, the TRPV4, Ca?*-
activated K* channels and KATP channels have a FID role, while in the TFF3 LS group the
Ca2*-activated K™ channels and KATP channels have a significant role. In the TFF3 HS group,
the agonists of TRPV4 and KATP channels increased the FID, while in the WT HS group the
FID was increased by the agonists of the TRPV4 i KCa?* channels. The increased vascular

oxidative stress was confirmed with the estimated levels of endothelial superoxide/ROS in
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carotid artery. WT mice have a substantially lower catalase gene expression. The HS diet
resulted in the substantially reduced GPx activity in the WT HS group.

Conclusion: Due to the increased oxidative stress, the HS diet substantially decreases the
vasodilation in the WT mice, whereas it does not affect the response of TFF3 knockout mice.
The knockout of the Tff3 gene decreases the vasodilation compared to WT mice. The HS diet

and the Tff3 gene knockout alter the FID mechanisms and ion channel involvement in FID.

Keywords: flow-induced dilation, high-salt diet, oxidative stress, Tff3 gene
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