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POPIS KRATICA
ATP — adenozin trifosfat

BKca — 0 kalciju ovisni kalijevi kanali velike vodljivosti (engl. large-conductance

calcium-activated potassium channels)

CO, — ugljikov dioksid

CTRL skupina — kontrolna skupina $takora

EDCF — endotelni ¢imbenici konstrikcije (engl. endothelium-derived constricting factors)

EDHF — endotelni ¢imbenici hiperpolarizacije (engl. endothelium-derives hyperpolarizing

factors)

EDRF - endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors)
FID — protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation)

HSD skupina — visokoslana skupina Stakora

Katp— adenozin trifosfat-kontrolirani kalijevi kanali

Kca — 0 kalciju ovisni kalijevi kanali (engl. calcium-activated potassium channels)
MCA — sredi$nja mozdana arterija (engl. middle cerebral artery)

NaCl — natrijev Kklorid

NO — dusikov oksid

PGlI; — prostaglandin |2 (prostaciklin)

PSS otopina — fizioloSka slana otopina (engl. physiological salt solution)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

TRP kanal — kanalni receptor prolaznog potencijala (engl. transient potential receptor channel,
TRP channel)

TRPV kanal — vaniloidni kanalni receptor prolaznog potencijala (engl. vanilloid TRP channel)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
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1.1 Kuhinjska sol

Natrijev klorid (NaCl), poznatiji pod nazivom kuhinjska sol, neophodan je i nezamjenjiv za
odrzavanje ¢ovjekova zdravlja i kvalitete njegova Zivota. Medutim, prekomjerna konzumacija
NaCl-a predstavlja zna¢ajan problem danasnjice, jer uzrokuje nastanak arterijske hipertenzije ,
a onda time i povecava mogucnost za nastanak koronarne bolesti i zatajenja srca, mozdanog
udara i zatajenja bubrega kod ljudi s neadekvatno reguliranim i nelije¢enim visokim krvnim
tlakom (1).

Konzumacija soli se kroz povijest znafajno povecala, ali glavni uzrok prekomjerne
konzumacije predstavlja sveprisutna sol u preradenoj hrani, pekarskim proizvodima, menzama,
Skolama i restoranima, dok manji dio dodajemo i sami prilikom kuhanja. Svjetska zdravstvena
organizacija preporu¢a dnevni unos natrija 2 g/dan, $to odgovara 5 g soli dnevno (2), dok je u
Hrvatskoj prosjecan dnevni unos kuhinjske, odreden pomo¢u koncentracije natrija u 24-satnom
urinu, iznosi 11,6 g, §to je dvostruko vise od preporucenog dnevnog unosa, a peterostruko vise
od fizioloske potrebe (3). Zbog nezdravih prehrambenih navika i pretjerane konzumacije, danas
kuhinjska sol uzrokuje puno vise $tete nego $to je korisna za ljudski organizam (4). Upravo zato
S§to je prekomjerna konzumacija soli postala javnozdravstveni problem, mnoge europske
drzave, medu kojima je 1 Hrvatska, provode razne programe s ciljem smanjenja prekomjernog
unosa soli kako bi se povecala svjesnost o njezinom negativnom uc¢inku na zdravlje. Po uzoru
na Veliku Britaniju, u kojoj je nacionalni program postigao veliki uspjeh, u Republici Hrvatskoj
je 2007. godine predstavljena inicijativa CRASH (Croatian Action on Salt and Health) s ciljem
poveéanja svjesnosti o Stetnom ucinku soli. Smanjen unos kuhinjske soli rezultirao bi
snizavanjem krvnog tlaka, ¢ime bi se smanjila arterijska hipertenzija te brojne bolesti kojima je

uzrok (4,5).

Do sada su provedena brojna istrazivanja o u¢inku soli na animalnim modelima, ali su isto tako
provedene i brojne humane studije, ¢iji je glavni cilj bio odrediti povezanost visokog unosa soli
s razvojem povisenog krvnog tlaka, odnosno razvoja hipertenzije te otkriti kakav ucinak to
ostavlja na kardiovaskularni sustav. Prijasnje studije dokazale su da visok unos soli najprije ima
Stetan u¢inak na endotel, odnosno uzrokuje njegovu disfunkciju, nakon ¢ega se i s odmakom i

od nekoliko godina moze razviti hipertenzija. Disfunkcija endotela povezuje se sa starenjem,
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ali i kardiovaskularnim bolestima poput hipertenzije, pusenja, dislipidemije, pretilosti, zatajenja

bubrega i raznih drugih bolesti (6).

1.2 Endotel

Endotel oblaze unutrasnjost svih krvnih zila i sudjeluje u mnogobrojnim aktivnostima kao $to
su kontroliranje tonusa krvnih zila, sprjeCavanje agregacije trombocita, upravljanje migracijom
leukocita, kontrola proliferacije glatkih miSi¢nih stanica i mijenjenje propusnosti vaskularne
stijenke (7). Endotelne stanice obavljaju mnoge vazne funkcije poput prepoznavanja i
prilagodbe na humoralne, mehanicke i hemodinamske promjene (8). Najvaznija je uloga
endotela otpustanje vazoaktivnih tvari jer upravo ravnoteza stvorenih vazodilatatora i
vazokonstriktora presudna za zdravu endotelnu funkciju i kontrolu vaskularnog tonusa. Klju¢ne
vazoaktivne tvari koje endotel sintetizira su endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-
derived relaxing factors, EDRF): dusSikov oksid (NO), endotelni hiperpolarizirajuci ¢imbenik
(engl. endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF) te prostaciklin (PGl.), dok su glavni
¢imbenici konstrikcije (engl. endothelium-derived constriciting factors, EDCF) endotelin-1
(ET-1) i tromboksan A2 (TXA2) (7-9). NO je najbolje opisan EDRF, a sintetiziraju ga
endotelne stanice kao odgovor na Zilni stres ali i djelovanje brojnih spojeva (npr. acetilkolina)

9).

S druge strane, endotelna disfunkcija (ED) se definira kao naruSena endotelna funkcija, a
karakterizira ju smanjena proizvodnja NO-a te smanjena osjetljivost na NO (10). Kada se
smanji razina NO-a, endotel aktivira razne kompenzacijske fizioloske mehanizme. U razli¢itim
kardiovaskularnim bolestima, poput ateroskleroze ili hipertenzije, endotel je promijenjene
strukture i1 funkcije, odnosno takav endotel karakterizira smanjena vazodilatacija, proupalno
stanje i protromboticka svojstva (11). Takoder, povecano stvaranje ROS-a narusava funkciju
zdravog endotela odnosno ravnotezu izmedu ROS-a i antioksidativnog obrambenog sustava

organizma te dolazi do vaskularnog ostec¢enja (12).

1.3 Protokom potaknuta dilatacija

Protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation, FID) predstavlja vrlo vazan
fizioloski nacin reguliranja vaskularnog tonusa i homeostaze periferne cirkulacije, koji je ovisan
0 endotelu (13). Mehanizam protokom posredovane dilatacije prouc¢avan je u brojnim krvnim
zilama te ovisi o vrsti i veli¢ini krvne zile (14). Istrazivanja su pokazala da NO nedvojbeno ima
najvecu ulogu u odrzavanju vazodilatacije krvne zile, medutim povecana razina oksidativnog

stresa dovodi do sniZene razine NO-a i samim time naruSene mehanizmom potaknute dilatacije
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(15). NO regulira kontrakcije glatkih miSi¢nih stanica i propusnost endotelnih stanica, kao
odgovor na biokemijske i biomehanic¢ke podrazaje (16), a nastaje tako sto dusik-oksid sintetaza
katalizira oksidaciju L-arginina u NO (17). Smanjena proizvodnja NO-a dovodi do disfunkcije
endotela (18), sto rezultira snizavanjem protokom potaknute dilatacije. Mnoge studije pokazale
su da vodikov peroksid (H202) moze takoder biti posrednik u protokom potaknutoj dilataciji
(19), posebice u stanjima smanjene proizvodnje NO-a u koronarnoj cirkulaciji
kardiovaskularnih bolesnika (20). Vodikov je peroksid toksi¢an u velikim koncentracijama, a
vrlo je vazan jer prolazi kroz bioloske membrane i stvara reaktivnije spojeve (21). Poznato je
kako je u postojanju endotelne disfunkcije oslabljen o endotelu ovisan protokom potaknut
odgovor relaksacije krvne zile, odnosno smanjena je protokom potaknuta dilatacija (15).
Takoder, narusena protokom potaknuta dilatacija prvi je znak razvoja kardiovaskularnih bolesti
(22).

1.4 Uloga ionskih kanala u vaskularnoj funkciji

U endotelnim funkcijama sudjeluju brojni ionski kanali, poput adenozin trifosfat-kontroliranih
kalijevih kanala (Katp ), kalijskih kanala aktiviranih kalcijem (Kca) te vaniloidnih kanalnih
receptora prolaznog potencijala (TRPV). EDHF uzrokuju vazodilataciju zahvaljujuci
hiperpolarizaciji glatkih misi¢nih stanica stanica zbog povecane koncentracije endotelnog
intracelularnog kalcija (23). Povecana koncentracija intracelularnog kalcija aktivira kalijeve
kanale osjetljive na kalcij, koji se mogu podijeliti u tri skupine: BKca (0 kalciju ovisni kalijevi
kanali velike vodljivosti), IKca (0 kalciju ovisni kalijevi kanali srednje vodljivosti) i SKca (0
kalciju ovisni kalijevi kanali male vodljivosti) (24). Kalijski kanali aktivirani kalcijem (Kca)
karakterizirani su iznimnom vodljivo$c¢u kalijevih iona te su kontrolirani ligandom, koji kada
se veze na specifino mjesto uzrokuje konformacijsku promjenu i dovodi do otvaranja kanala
(25). BKca kanali najcesée su eksprimirani u stanicama glatkih misic¢a i unutarnjoj membrani

mitohondrija kardiomiocita, a rezultat njihove aktivacije jest vazodilatacija (26).

Katp osjetljivi kalijevi kanali otkriveni su u viSe tkiva i organa kao $to su srce, guSteraca te
skeletni miS$i¢i te reguliraju membranski potencijal glatkih miSi¢a. Postoje razli¢ite vrste Katp
kanala, koje se razlikuju jedna od druge u razli¢itim tkivima i tipovima stanica - razli¢itom
osjetljivoscu na nukleotide, biofizi¢kim svojstvima i osjetljivos¢u na farmakoloske agense (27).
Nedavne studije pokazale su da Katp imaju ulogu u Iuc¢enju inzulina u -stanicama gusterace
te kontroli vaskularnog tonusa (28). Katp kanali najvise su privukli pozornost istrazivaca, zbog

njihove uloge u bolestima kao Sto su Secerna bolest te bolesti kardiovaskularnog sustava.
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Najznacajniji regulatori Katp kanala su adenozin trifosfat (ATP), koji zatvara kanal, te
magnezijev ATP i magnezijev adenozin difosfat (Mg ADP), koji stimuliraju aktivnost kanala
(28, 29).

Kanali receptora prolaznog potencijala (TRP kanali) su ionski kanali, podijeljeni u Sest skupina:
kanonski (TRPC), vaniloidni (TRPV), melastatinski (TRPM), ankirinski (TRPA), mukolipinski
(TRPML) i policistinski (TRPP). Jedna od glavnih uloga kanala prolaznog potencijala jest
kontrola ulaska kalcija u endotelne stanice, koji je neophodan endotelnim stanicama kako bi
one ispravno obavljale svoje funkcije. lonski kanal TRPV4 modulira ulazak Ca?* u stanicu,
regulira stani¢nu signalizaciju te se povezuje s brojim patofizioloskim procesima (30). Osim
toga, TRPV4 kanali Siroko su rasprostranjeni u cirkulaciji, u endotelnim stanicama i stanicama
glatkog misi¢ja gdje vrse brojne funkcije (31). Oni mogu biti aktivirani razli¢itim fizioloskim,
mehani¢kim 1 kemijskim podrazajima, ukljuCujuéi silu smicanja, nizak pH te snizeni
intravaskularni tlak (32). Buduc¢i da je TRPV4 Siroko rasprostranjen ionski kanal, koji ima
vaznu ulogu u fizioloSkim i patoloSkim stanjima, postaje sve ceS¢a meta sintetickih

farmakoloskih spojeva (33).
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Glavna je pretpostavka ovog istrazivanja da visokoslana dijeta utjeCe na aktivnost ionskih

kanala u mehanizmu protokom potaknute dilatacije (FID).
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Cilj ovog istrazivanja je odrediti utjecaj visokoslane dijete na aktivnost ionskih kanala kod
pokusnih Zivotinja (Stakori soja Sprague-Dawley) metodom mjerenja protokom potaknute

dilatacije.
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4.1 Ustroj studije
Provedeno istrazivanje eksperimentalna je studija na pokusnim laboratorijskim zivotinjama,

muzjacima Spragu-Dawley soja, iz vlastitog uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu Osijek.

Svi eksperimentalni postupci su uskladeni s europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih zivotinja (direktiva 86/609) te su poduzete sve mjere kako bi se sprijecila patnja
zivotinja. Navedeno istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/22-08/02; Ur.Br: 2158-61-46-22-76) te Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske (Klasa:602-04/22-08/02, Broj: 2158-61-46-22-76), a
financirano je iz Institucijskih znanstveno-istrazivackih projekata IP3-MEFOS-2021 i IP1-
MEFOS-2022, oba voditeljice prof.dr.sc. Ines Drenjancevic.

4.2 Ispitivane grupe

Ovo istrazivanje provedeno je na Medicinskom fakultetu u Osijeku, u Laboratoriju za
fiziologiju cirkulacije. Za istrazivanje su koristeni modeli izoliranih krvnih zila mozga Sprague-
Dawley stakora koji su u vlasnis$tvu Katedre za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Osijek. Stakori iz kojih su izolirani modeli za provedbu istrazivanja bili su starosti od devet do

jedanaest tjedana. U svrhu provedbe istraZivanja, SD Stakori bili su podijeljeni u dvije skupine:

1) CTRL skupina - zdravi netretirani Stakori, hranjeni standardnom hranom za glodavce
(koja sadrzi 0,4% NaCl-a)

2) Visokoslana skupina — stakori izlozeni visokoslanoj dijeti (engl. high salt diet, HSD)
tijekom jednog tjedna (4% NacCl)

4.3 Izolacija srediSnje moZdane arterije

Nakon vaganja, slijedila je anestezija Stakora kombinacijom ketamina 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). Nakon dekapitacije, izolirana im je sredi$nja mozdana arterija (Slika 1), koja
je postavljena izmedu dvije mikropipete, uz pomo¢ mikropribora i mikroskopa, u komoricu

koja je bila ispunjena fizioloSkom slanom otopinom (PSS, pH = 7.4 + 0.05).
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Slika 1. Izolacija sredi$nje mozdane arterije (izvor: original autorice rada)

4.4. Odredivanje protokom potaknute dilatacije i aktivnosti ionskih kanala

Nakon postavljanja u sustav, izolirana zila bila je inkubirana u trajanju od 60 minuta, kako bi
se procijenio osnovni promjer. Izolirana Zila cijelo je vrijeme bila prikazana na monitoru.
Promjer krvne zile pratio se na zaslonu sustava tlacnog miografa (The Myograph System, DMT,
Slika 2).

Slika 2. Sustav tlaénog miografa — DMT (izvor: original autorice rada)

Protokom posredovana promjena promjera krvne zile postize se s razli¢itim gradijentima tlaka:

A10, A20, A40, A60, A8O i A100 mmHg. Nakon $to smo odredili osnovni promjer izolirane Zile,

8
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protokom potaknuta dilatacija pratila se u odsutnosti, odnosno prisutnosti razli¢itih agonista i
antagonista ionskih kanala - kalijskih kanala aktiviranih kalcijem (KCa?"), Kate osjetljivih
kalijevih kanala te TRPV4 kanala. Po zavrsetku eksperimentalnog protokola, uslijedila je
zamjena PSS otopina s Ca-free otopinom kako bi se izmjerio maksimalni mogué¢i promjer
izolirane zile. Krvne zile koje nisu imale znacajnu razinu aktivnog tonusa (oko 50 %), nisu

ulazile u statisti¢ku obradu.

4.5 Statisticke metode

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija. Koristila sam statisticki
program SigmaPlot 11.2 (Systat Software, Inc.) te GraphPad Prism5. Dilatacija koju proizvodi
protok izraZena je u promjeni promjera (A promjera) u odnosu na bazalne vrijednosti izmjerene
pri A0 mmHg. Odgovor na protok analiziran je s Two-Way ANOVA testom za ponavljane
uzorke (engl. repeated measures ANOVA) kako bi se odredio u¢inak tretmana na odgovor

krvne zile. Razina statisticke zna¢ajnosti odredena je sa P < 0,05.



5. Rezultati

5. REZULTATI

5.1 Bazalni odgovor srediSnje moZdane arterije kontrolne i eksperimentalne skupine na

protokom potaknutu dilataciju

Protokom potaknuta dilatacija statisticki je znacajno snizena u eksperimentalnoj skupini,
odnosno kod S$takora koji su bili na 7-dnevnoj visokoslanoj dijeti u odnosu na kontrolnu

skupinu, i to pri svakom gradijentu tlaka (Slika 3).

Protokom potaknuta dilatacija_bazalno
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Slika 3. Odgovor srediSnje mozdane arterije kontrolne netretirane (CTRL) skupine (N=13) i
visokoslane (HSD) skupine (N=17), na promjene gradijenta tlaka, izrazen kao delta promjera u
odnosu na bazalnu vrijednost. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (standardna
devijacija SD). *P < 0,05

5.2 Protokom potaknuta dilatacija srediSnjih moZdanih arterija kontrolne skupine u

odgovoru na primjenu antagonista

Kod kontrolne skupine zivotinja antagonisti Katp, BKca te TRPV4 kanala znacajno smanjuju
protokom potaknutu dilataciju, pri svakom gradijentu tlaka, u usporedbi s bazalnim odgovorom

bez primijenjenog antagonista (Slika 4).
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Slika 4. Protokom potaknuta dilatacija sredi$njih mozdanih arterija kontrolne netretirane
(CTRL) skupine nakon primjene antagonista Katp, BKca te TRPV4 kanala, izrazen kao delta
promjera u odnosu na bazalnu vrijednost. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina (SD).
*P < 0,05

5.3 Protokom potaknuta dilatacija sredi$Snjih moZdanih arterija eksperimentalne HSD

skupine u odgovoru na primjenu antagonista

Primjenom antagonista Kate, BKca te TRPV4 kanala, protokom potaknuta dilatacija kod
visokoslane skupine smanjena je pri gradijentima tlakova A20 mmHg i A40 mmHg, dok je pri
viSem gradijentu tlaka (A80 mmHg i A100 mmHg) samo antagonist TRPV4 znacajno djelovao

na smanjenu protokom potaknutu dilataciju (Slika 5).
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Slika 5. Protokom potaknuta dilatacija sredi$njih mozdanih arterija HSD skupine nakon
primjene antagonista Katp, BKca te TRPV4 kanala, izrazena kao delta promjera u odnosu na

bazalnu vrijednost. Rezultati su prikazani kao artimetic¢ka sredina (SD). *P < 0,05

5.4 Protokom potaknuta dilatacija srediSnjih moZdanih arterija kontrolne skupine u

odgovoru na primjenu agonista

Primjena agonista Katp, BKca te TRPV4 kanala kod kontrolne netretirane skupine nije imala
statisti¢ki znacajan ucinak na protokom potaknutu dilataciju, u odnosu na bazalne vrijednosti
FID-a (Slika 6).
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Slika 6. Protokom potaknuta dilatacija sredi$njih mozdanih arterija kontrolne netretirane
(CTRL) skupine nakon primjene agonista Katp, BKca te TRPV4 kanala, izrazena kao delta
promjera u odnosu na bazalnu vrijednost. Rezultati su prikazani kao artimeticka sredina (SD).

*P <0,05

5.5 Protokom potaknuta dilatacija sredi$njih mozdanih arterija eksperimentalne HSD

skupine u odgovoru na primjenu agonista

Primjena agonista Katp, BKca te TRPV4 kanala kod visokoslane skupine znac¢ajno poboljsava
razinu dilatacije u usporedbi s bazalnim vrijednostima, i to pri svim gradijantima tlaka. Naime,
protokom potaknuta dilatacija u prisutnosti agonista Katp kanala znacajno je poveéana pri
gradijentima tlakova A20, A40, A80 i A100 mmHg, u odnosu na bazalne vrijednosti FID-a.
Agonist BKc, kanala znacajno povecava protokom potaknutu dilataciju pri svakom gradijentu
tlaka (A10 - A100 mmHg), u odnosu na bazalni odgovor, a takoder i primjena agonista TRPV4
kanala (Slika 7).
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Slika 7. Protokom potaknuta dilatacija sredi$njih mozdanih arterija visokoslane (HSD) skupine

nakon primjene agonsta Katp, BKca te TRPV4 kanala, izrazena kao delta promjera u odnosu na

bazalnu vrijednost. Rezultati su prikazani kao artimeti¢ka sredina (SD). *P < 0,05
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

Velik unos kuhinjske soli vode¢i je rizi¢ni ¢imbenik za nastanak arterijske hipertenzije
I obolijevanje od razli¢itih kardiovaskularnih bolesti, te predstavlja velik problem danasnjice
(34).

Provedeno istrazivanje ispitivalo je utjecaj 7- dnevne visokoslane dijete na mehanizam
protokom potaknute dilatacije kod zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora te ulogu ionskih
kanala Katp, BKca I TRPV4, u tom mehanizmu. Izolirane sredi$nje mozdane arterije bile su
model na kojem se istrazivanje provodilo. Glavne spoznaje ove studije su te da visok unos soli
kroz sedam dana ima znacajan tjecaj na protokom potaknutu dilataciju, odnosno smanjuje ju,
te da Katp, BKca i TRPV4 ionski kanali imaju znac¢ajnu ulogu u tom mehanizmu.

Protokom potaknuta dilatacija je o endotelu ovisan mehanizam regulacije protoka te s
obzirom na to da ju 7-dnevni velik unos soli znac¢ajno smanjuje dilataciju krvnih zila izazvanu
povecanjem protoka, dolazimo do zakljucka kako soli §tetno djeluje upravo na zilni endotel. Pri
Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek ranije su provedene studije o
utjecaju povecanog unosa kuhinjske soli na vaskularnu funkciju. Naime, studije na animalnim
modelima pokazale su kako velik unos soli dovodi do oslabljene vaskularne reaktivnosti, i bez
promjene vrijednosti krvnog tlaka, a u podlozi ovoga je povecana razina stvorenog vaskularnog
oksidativnog stresa (35). Osim toga, daljnje studije su pokazale kako prehrana s poveéanim
unosom soli mijenja mehanizme dilatacije izazvane protokom u srednjim cerebralnim
arterijama Stakora (36). Medutim, uloga ionskih kanala u protokom potaknutoj dilataciji do sada
nije istrazivana. Fokus ovog istraZivanja upravo je stavljen na ulogu ionskih kanala Katp, BKca
i TRPV4 te je dokazana njihova znacajna uloga u odgovoru na vazodilataciju zbog povecanja
protoka, budu¢i da i u kontrolnoj CTRL i u HSD skupini primjena antagonista Katp, BKca i
TRPV4 kanala znacajo smanjuje FID u odnosu na bazalne vrijednosti. S druge strane, primjena
agonista Katp, BKca i TRPV4 kanala u CTRL skupini nema znacajan uc¢inak, dok u HSD
skupini znacajno povecava FID u odnosu na bazalne vrijednosti, ve¢ ionako naruSenog FID

odgovora zbog visokog unosa soli $to potvrduje njihovu znacajnu ulogu u tom mehanizmu.

Nadalje, humana studija koja istrazuje ucinak visokog unosa soli na vaskularnu
funkciju, pokazala je da tjedan dana dijete s visokim udjelom soli dovodi do smanjene o
endotelu ovisne vazodilatacije u mikrocirkulaciji koze u populaciji zdravih mladih Zena, bez

utjecaja na vrijednosti krvnog tlaka (37). Osim toga, postoje brojni dokazi o povezanosti
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6. Rasprava

prehrane s velikim udjelom soli s oslabljenom vaskularnom reaktivnosti i disfunkcijom

endotela, a disfunkcija endotela prethodi razvoju kardiovaskularnih bolesti.

U odgovoru na aktivaciju receptora ligandom, kao i na mehanic¢ku stimulaciju silom
smicanja, stvaraju se posrednici pomoc¢u kojih endotel regulira vaskularni tonus, ukljucujuéi
NO, prostaciklin i EDHF (38). Sintezu ovih ¢imbenika pokre¢e povecana koncentracija
intracelularnog Ca?* u endotelnim stanicama, gdje je kljuéna pojava ulazak Ca?' iz
izvanstani¢nog prostora kroz ionske kanale propusne za Ca?* (39), a sam na¢in i trajanje ulaska
kalcija u stanice moze varirati izmedu endotelnih stanica te ovisi i o vrsti podrazaja. To¢na
uloga pojedinih ionskih kanala u protokom-potaknutoj dilataciji nije poznata, no zna se da
povecana razina oksidativnog stresa, koje je dokazano u stanjima povecanog unosa soli (40),
ima sposobnost modulirati ionske kanale (41). Ova studija istrazuje potencijalnu vaznu ulogu
ionskih kanala u mehanizmu FID-a, kako u fizioloskim uvjetima, tako i u stanju povecanog
unosa soli. Upravo kod povecanog unosa soli primjena antagonista pojedinih ionskih kanala
znacajno smanjuje i tako ve¢ oslabljenu FID, a primjena agonista kanala znacajno povecava
FID u odnosu na bazalne vrijednosti, mozemo zakljuciti kako ispitivani kanali Katp, BKca te
TRPV4 imaju znac¢ajnu ulogu u FID-u, posebice pri nizim vrijednostima gradijenata tlakova,
dok pri viSim gradijentima najznacajniju ulogu imaju TRPV kanali. Ova studija pokazuje

znacajnu ulogu ispitivanih kanala 1 u fizioloSkim uvjetima.
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7. Zakljucak

7. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istrazivanja i obradom svih dobivenih rezultata mogu se izvesti zakljuéci:

Velik unos soli kroz 7 dana narusava protokom potaknutu dilataciju, odnosno smanjuje
ju, kod zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora;

Protokom potaknuta dilatacija u prisutnosti antagonista ionskih kanala (Katp, BKca i
TRPV4) znacajno je smanjena u odnosu na bazicni odgovor srediSnje mozdane arterije
u kontrolnoj skupini, §to potvrduje vaznost ispitivanih kanala u mehanizmu protokom
potaknute dilatacije, dok primjena agonista ionskih kanala nema znacajan ucinak na
protokom potaknutu dilataciju

Protokom potaknuta dilatacija u prisutnosti antagonista ionskih kanala (Katp, BKca i
TRPV4) znacajno je smanjena u odnosu na bazi¢ni odgovor sredi$nje mozdane arterije
u eksperimentalnoj HSD skupini pri niZzim gradijentima tlakova, a primjena agonista
ionskih kanala znacajno povecava protokom potaknutu dilataciju u odnosu na bazalne
vrijednosti, potvrdujuéi vaznost ispitivanih kanala u mehanizmu ve¢ ionako naruSene

protokom potaknute dilatacije kod 7-dnevne visokoslane dijete.
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8. Sazetak

8. SAZETAK

Cilj: Odrediti ulogu Katp, KCa2" i TRPV4 ionskih kanala u protokom potaknutoj dilataciji kod

Sprague-Dawley Stakora na visokoslanoj dijeti.
Nacrt studije: Eksperimentalna studija na izoliranim krvnim zilama.

Materijali i metode: Kao model ovom istrazivanju posluzile su izolirane srediSnje mozdane
arterije muskih Sprague-Dawley Stakora, starosti 9-11 tjedana, koji su bili podijeljeni u dvije
skupine - kontrolnu (CTRL, Stakori hranjeni standardnom hranom za glodavce) i visokoslanu
(HSD) skupinu (Stakori koji su konzumirali hranu s 4% NaCl-a). Na izoliranim zilama, koje su
bile postavljene u sustav tlatnog miografa (Myograph Pressure System Model 110P MyoView
Version 1.2.0 DMT; Danish Myo Technology) i pri¢vrs¢ene izmedu dvije staklene pipete,
odredivala se reaktivnost u odgovoru na stupnjevito povecéanje protoka, bazalno te u prisutnosti

agonista / antagonista ionskih kanala Katp, Kca te TRPV4,

Rezultati: FID je znacajno snizen kod visokoslane skupine pri svakom gradijentu tlaka u
odnosu na kontrolnu skupinu. Svaki od primijenjenih antagonista doveo je do smanjenog FID-
a, pri svakom gradijentu tlaka kod CTRL skupine, dok je u HS skupini FID smanjen samo pri
A20 mmHg 1 A40 mmHg, dok je pri viSem gradijentu tlaka (A80 mmHg i A100 mmHg) samo
antagonist TRPV4 kanala znac¢ajno djelovao na smanjenu protokom potaknutu dilataciju. U
CTRL skupini, niti jedan od primijenjenih agonista ionskih kanala nije imao znac¢ajan u€inak
na FID, dok je u HS skupini FID znacajno obnovljen nakon primjene svakog od pojedinih

agonista ionskih kanala.

Zakljucak: Visokoslana dijeta utjeCe na mehanizam protokom potaknute dilatacije

moduliranjem ionskih kanala.

Kljucéne rijec¢i: ionski kanali, srediSnja mozdana arterija, Sprague-Dawley Stakori
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9. SUMMARY

The role of ion channels in flow-induced dilation in Sprague-Dawleyrats on a high-salt
diet

Aim: The aim of this study is to determine the role of Katp, Kca and TRPV4 ion channels in
mechanism of flow-induced dilation of Sprague-Dawley (SD) rats subjected to a high salt (HS)
diet.

Study design: Experimental study on isolated blood vessels.

Materials and methods: The experiment was conducted on model of isolated middle cerebral
arteries of male Sprague-Dawley rats, 9-11 weeks old, which were divided into two groups -
control (CTRL, rats fed with standard rodent chow) and hight salt (HSD) group (rats fed with
4% NaCl). Isolated vessels, a model on which flow-induced dilatation was determined, were
set in the pressure myograph system (Myograph Pressure System Model 110P MyoView
Version 1.2.0 DMT; Danish Myo Technology) and cannulated between two glass pipettes,
reactivity was determined in response to a stepwise increases in pressure gradients, at the base

level and in the pressence of Katp, Kca and TRPV4 ion channel agonists/antagonists.

Results: FID was significanty reduced in HS compared with CTRL group at each pressure
gradient. Each of applied antagonists reduced FID at each pressure gradient in CTRL group,
whereas in HS group impaired FID at A20 and A40 mmHg, but at high pressure gradient (A80
and A100 mmHg) only TRPV4 antagonist reduced FID. In CTRL group, each of applied
agonists has no effect on FID, whereas in HS group, each of them restored FID at each pressure

gradients.

Conclusion: Results suggest that HS dietry intake affect the mechanisms of FID by modulating

ion channels.

Key words: lon Channels, Middle Cerebral Artery, Sprague-Dawley Rats
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