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KRATICE 

 

ACh – acetilkolin (prema engl.acetylcholine) 

BP - krvni tlak (prema engl. blood pressure)  

DNK - deoksiribonukleinska kiselina 

EPC - endotelne progenitorske stanice (prema engl. endothelial progenitor cell) 

FID – dilacija uzrokovana protokom (prema engl. flow induced dilation) 

GI - gastrointestinalni trakt 

MUFA - mononezasićene masne kiseline (prema engl. monounsaturated fatty acid) 

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (prema engl. nicotinamide adenine  

                dinucleotide phosphate) 

NO - dušik oksid (prema engl. nitric oxide) 

NOS - dušik oksid sintaza (prema engl. nitric oxide synthase) 

PUFA - polinezasićene masne kiseline (prema engl. polyunsaturated fatty acid) 

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

sGC - topljiva gvanilat ciklaza (prema engl. soluble guanylate cyclase) 

TFF - obitelj trefoil faktor (prema engl. trefoil factor family) 

TFF 1 / 2 / 3 -trefoil faktor 1 / 2 / 3 (prema engl. trefoil factor family1/2/3 ) 

TGF - transformirajući faktor rasta (prema engl. transforming growth factor beta) 

UH - ugljikohidrati 

WT miševi - divlji tip miševa (prema engl. wild type mice)

 

 

 

 

 

 

III. 



1. 

1. UVOD 

 1.1. Obitelj Trefoil faktora  (TFF) 

Obitelj trefoil faktora (prema engl. Trefoil factor family, TFF) je grupa peptida koji sadrţe 

jednu ili dvije trefoilske domene (1). TFF  ukljuĉuje TFF1- peptid povezan s rakom dojke,  

TFF2 (SP ili spazmolitiĉki polipeptid) i TFF3 (intestinalni trefoil faktor, tj. ITF)  koji se 

nalaze na 21.kromosomu. Sva tri faktora općenito se dominantno izraţavaju u 

gastrointestinalnom (GI) traktu. MeĊutim, njihova  mRNA pronaĊena je i u mozgu, plućima, 

štitnjaĉi, prostati, maternici, te se moţe zakljuĉiti da postoji njihova opća vaţnost u 

odrţavanju homeostaze organizma (2). 

Dokazano je da TFF imaju znaĉajnu ulogu u restituciji te je u više studija promatrana uloga 

TFF u migraciji stanica, najĉešće kao odgovor na oštećeni epitel, sa svrhom odrţavanja 

neprekidnosti epitela (2,3).  Postoje dokazi koji ukazuju i na kljuĉne uloge TFF-a u onkogenoj 

transformaciji, rastu i metastazi tumora. Tako su,  na primjer, TFF1 i TFF3 već korišteni kao 

markeri za otkrivanje metastatskih stanica karcinoma dojke i koriste se kao prognostiĉki 

ĉimbenici za rak ţeludca, prostate i rektalni karcinom (4). 

Istraţivanja provedena na miševima s genetiĉkom delecijom TFF-ova pokazuju da njihov 

nedostatak  moţe imati odreĊene posljedice na organizam, pa tako TFF1 null miševi pokazuju 

ţeluĉanu  hiperproliferaciju i stvaranje adenoma, TFF2 null miševi izgledaju normalno, ali 

pokazuju povećanu sekreciju kiseline i podloţni su ozljedama nesterodinih protuupalnih 

lijekova, a TFF3 null miševi takoĊer se ĉine normalnima, ali su fatalno podloţni oštećenju 

crijeva (2,3). 

 1.1.2. Trefoil faktor 3 (TFF3)  

TFF3 je peptid od 59 aminokiselina, izgleda nalik na djetelinu (5). Neke od funkcija TFF3 su 

zaštite sluznice te uloge u procesima cijeljenja, imunosnom odgovoru i apoptozi (6,7). 

Dokazano je i da TFF3 iz jetre ima neuroprotektivni i kardioprotektivni uĉinak (8).  TakoĊer 

se navodi da djeluje kao onkogen, potiĉući staniĉnu proliferaciju i invaziju i povećavajući 

onkogenost stanica mlijeĉne ţlijezde, ţeludca i prostate (4). TFF3 se sve više istraţuje u 

smislu njegove  uloge u metabolizmu. Tako je, na primjer, TFF3 jedan  od najteţe pogoĊenih 

gena jetre kod ranog dijabetesa i masne jetre u glodavaca (9).  U sluĉaju njegovog nedostatka, 

dolazi do promjene profila i akumulacije masnih kiselina u jetri, bez oĉitog povećanja 

oksidacijskog stresa, iako se izraţaj/aktivnost promatranih enzima mijenja. Zbog snaţne 
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regulacije jetrenog TFF3 kod dijabetiĉnih/pretilih glodavaca te njegove prisutnosti u  

cirkulaciji i regulaciji putem hrane/inzulina, TFF3 predstavlja zanimljivog kandidata za 

istraţivanje metaboliĉkih stanja (2). U smislu istraţivanja metabolizma, nedavno je dokazano 

da nakupljanje triglicerida u jetri ne uzrokuje staniĉno oštećenje samo po sebi, već su 

slobodne masne kiseline ili njihovi metaboliti primarno odgovorni za ozljede jetre uslijed 

povećanog oksidativnog stresa. Pojaĉan izraţaj gena za TFF3 primijećen je u kasnoj fazi  

odgovora stanica na oksidativni stres (na modelu TFF3-/-; protein: TFF3 deficit) (9).  

 1.1.3. Transgeniĉni TFF3-/-/C57BL/6N (TFF3-/-) miševi 

Uzimajući u obzir izraţaj TFF3 u razliĉitim tkivima i prethodno navedene brojne biološke 

uloge, poţeljno je imati kontrolirani model kako bi se mogla razjasniti njegova specifiĉna 

uloga u razliĉitim dijelovima organizma.  Novi kongeniĉni soj TFF3-/-/C57BL/6N (TFF3-/-) 

generiran je s ciljem razvoja  TFF3-/- mišjeg soja bez dodatnih relevantnih mutacija u svrhu 

procjene utjecaja nedostatka TFF3 na gene povezane s odreĊenim bolestima (preteţno u jetri, 

kao glavnom metaboliĉkom organu) (8).  

 1.2.  Dušik oksid , njegova funkcija i utjecaj na mehanizam vazodilatacije 

Dušikov oksid (NO) je endogeno formirani radikal koji sudjeluje u prijenosu signala. Nastaje 

iz aminokiseline L-arginina uz djelovanje dušik oksid sinteza (NOS). Neki od najvaţnijih 

uĉinaka NO na vaskularni sustav potencijalno su vazoprotektivni, jer odrţavaju vaţne 

fiziološke funkcije kao što su: izravna vazodilatacija (ovisna o protoku i receptorima, 

indirektna vazodilatacija, antitrombotski uĉinak, protuupalni uĉinak, anti-proliferativni 

uĉinak. Njegova je vjerojatno  najvaţnija uloga ona vazodilatatora (11). Zbog svih navedenih 

uloga u sluĉaju smanjenja proizvodnje NO ili smanjenja njegove bioraspoloţivosti moţe doći 

do vazokonstrikcije, tromboze, upale, vaskularne hipertrofije i stenoze, hipertenzije, 

dislipidemije i ateroskleroze (12).  

 1.2.1. Dušik oksid i oksidativni stres 

Brojnim istraţivanjima utvrĊeno je da su razne bolesti, poput ateroskleroze, hipertezije, 

dijabetesa, povezane upravo s poremećajem NO raspoloţivosti. Mnogi tipiĉni faktori rizika za 

razvoj kardiovaskularnih bolesti povezani su s povećanjem vaskularnog oksidacijskog stresa 

i/ili padom antioksidativnog kapaciteta vaskularne stjenke (13,14). Promjena ravnoteţe 

bioraspoloţivosti NO zajedno s oksidativnim stresom rezultira pojavom endotelne disfunkcije 

koja je zajedno s ozljedom endotela kljuĉni dogaĊaj u patogenezi vaskularnih bolesti. 
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Eendotelne progenitorske stanice (EPC) porijeklom iz koštane srţi, doprinose stvaranju novih 

krvnih ţila, neurovaskularizaciji i homeostazi vaskulature, te su vrlo osjetljive na neravnoteţu 

izmeĊu NO  i oksidativnog stresa (15,16). Prema tome, rezultati sugeriraju da slabljenje 

endotelne disfunkcije treba smanjiti stopu kardiovaskularnih bolesti i poboljšati prognozu kod 

bolesnika (13). 

 1.3. Oksidativni stres, kisikovi radikali  i njihov uĉinak na organizam 

Slobodni radikali sudjeluju u procesima oksidacije te sadrţe jedan ili više nesparenih 

elektrona, zbog ĉega lako reagiraju s drugim molekulama (17). MeĊutim, ukoliko se stvori 

neravnoteţa izmeĊu aktivnosti slobodnih radikala i aktivnosti antioksidansa, slobodni radikali 

poĉinju stvarati štetu u organizmu zbog njihovog utjecaja na masne kiseline, DNK i proteine 

te posljediĉno dolazi do stvaranja oksidativnog stresa (18). Oksidacijom posredovane reakcije 

ukljuĉene su u mnoge temeljne procese kao što su staniĉno disanje, fagocitoza, sinteza lipida, 

biotransformacija organskih spojeva i metabolizam metala. Narušavanjem njihove 

homeostaze moţe doći do neselektivnog oštećenja bioloških molekula, pa ĉak i do staniĉne 

smrti (19,20). ROS nastaju staniĉnim metaboliĉkim aktivnostima, ali i djelovanjem štetnih 

okolišnih ĉimbenika (21). Sve više dokaza upućuje da su ROS kljuĉni regulatori u nekoliko 

faza procesa ozdravljenja pa tako njihova prekomjerna proizvodnja ili oslabljena 

detoksikacija uzrokuju oksidativna oštećenja (22). Svi utvrĊeni kardiovaskularni ĉimbenici 

rizika povećavaju stvaranje ROS-a, a smanjuju proizvodnju NO u endotelu. Kljuĉni 

molekularni dogaĊaji u aterogenezi, poput oksidativne modifikacije lipoproteina i fosfolipida, 

aktivacija endotelnih stanica i infiltracija/aktivacija makrofaga potaknuti su vaskularnim 

oksidativnim stresom, a inhibirani endotelnim NO (23). ROS i NO mogu nastati procesima 

redukcije i oksidacije, a disregulacija tih mehanizama vaţan je uzrok kardiovaskularnih 

bolesti i cilj za terapiju (24). 

 1.4. Utjecaj povećane konzumacije NaCl na organizam 

Na+ je vaţan mikronutrijent za regulaciju ravnoteţe tjelesnih tekućina, odrţavanje funkcije 

ţivaca i mišića i niz drugih temeljnih fiziološki procesa. Sve je više dokaza da visoki unos soli 

u prehrani predstavlja ĉimbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (25). Višak natrija 

iz soli unesene prehranom  povezan je s povišenjem krvnog tlaka. MeĊutim, osjetljivost  

krvnog tlaka na unos soli varira meĊu pojedincima te postoje podaci koji sugeriraju da 

kuhinjska sol negativno utjeĉe na ciljne organe ĉak i kod normotenzivnih osoba (25,26). Osim 

na kardiovaskularni sustav, dokazan  je i štetan uĉinak na bubrege, koţu, mozak i kosti. Do 
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disfunkcije ciljnih organa dolazi zbog pojaĉane upale i oksidativnog stresa koji vremenom  

doprinose  razvoju bolesti (26,27). Visok unos soli prehranom, u odsustvu hipertenzije, moţe 

dovesti do funkcionalnih deficita u vaskularnom endotelu, koji su dovoljno ozbiljni da 

ograniĉe reakciju krvnih ţila na razliĉite vazomotorne podraţaje (25,27). 

                             

Slika 1.  Povezanost visokog unosa soli s prehranom, krvnim tlakom i krutosti arterija. ROS - 

reaktivne kisikove vrste (prema engl. reactive oxygen species), MMP2/MMP9-matriksne 

metaloproteinaze 2/9 (prema engl. matrix metalloproteinases), TGF-β-transformirajući 

ĉimbenik rasta beta (prema engl. transforming growth factor beta), NO-dušik oksid (prema 

engl. nitric oxide). Izvor: Sodium Intake and Hypertension - Scientific Figure on 

ResearchGate. Dostupno na adresi: https://www.researchgate.net/figure/Relationship-

between-high-salt-intake-with-diet-blood-pressure-and-arterial-stiffness_fig1_335316746. 

Datum pristupa: 6.4.2021.  

Studije na normotenzivnim pokusnim ţivotinjama i ljudima otkrile su da je kljuĉna znaĉajka 

djelovanja soli unesene prehranom smanjenje bioraspoloţivosti vaskularnog NO što je snaţno 

povezano s povišenim razinama ROS-a koje generiraju NAD(P)H oksidazu, ksantin oksidazu 

i endotelnu sintazu unutar krvoţilnih stjenki, što dovodi do uklanjanja NO i do poremećaja 

signalnih putova koji posreduju njegovoj proizvodnji (25). Prekomjeran unos kuhinjske soli 

dovodi do poremećaja odgovora na razne fiziološke podraţaje ovisne o vaskularnom 

endotelu, od kojih su neki posredovani metabolitima arahidonske kiseline koji imaju znaĉajnu 

ulogu u posredovanju vaskularne reaktivnosti na razliĉite podraţaje: utjeĉu na perfuziju tkiva, 

vrše proupalno ili protuupalno djelovanje na ţile i druga tkiva. Dokazano je da transgeniĉni 
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TFF3 miševi imaju promjene u metabolizmu lipida, koji mogu utjecati na vaskularnu funkciju 

i ishod moţdanog udara. Moguće je da TFF3-/- miševi, zbog promjene metabolizma lipida, 

imaju promjene u ravnoteţi vazoaktivnih prostaglandina, što bi moglo utjecati na njihovu 

vaskularnu reaktivnost na podraţaje, a budući da je upala vaţan faktor u oštećenju tkiva, 

promjene u proupalnim i protuupalnim ĉimbenicima mogle bi imati pozitivan ishod kod 

moţdanog udara (28,29). 
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2. HIPOTEZA 

Povećan unos prehrambene soli uzrokovat će smanjenu vaskularnu proizvodnju ili 

bioraspoloţivost NO kod divljeg tipa  ţivotinja na visokoslanoj dijeti, dok će TFF3-/- miševi 

na visokoslanoj dijeti oĉuvati vaskularnu proizvodnju ili bioraspoloţivost NO.  
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3. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Cilj je istraţivanja ovog diplomskog rada utvrditi postoje li promjene u proizvodnji NO u 

karotidnim arterijama miševa TFF3-/- i njihovim kontrolama divljeg tipa, u odnosu na miševe 

istog soja koji konzumiraju niskoslanu dijetu, mjereno direktnom fluorescencijom. 
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4. MATERIJALI I METODE 

 4.1. Eksperimentalni ţivotinjski modeli 

Istraţivanje je provedeno na Medicinskom fakultetu Osijek i u Laboratoriju za fiziologiju 

cirkulacije pri Medicinskom fakultetu Osijek. U istraţivanju su korišteni zdravi transgeniĉni 

TFF3-/-/C57BL/6N (TFF3-/-) miševi s iskljuĉenim genom i njihove kontrole divljeg tipa 

(prema engl. wild type)  (WT/C57BL/6N). 

 Miševi su bili starosti od 10 do11 tjedana, muški,  njih ukupno 40. 

 

 4.2. ProvoĊenje prehrane s povećanim ili niskim udjelom soli 

Tijekom 7 dana ţivotinje su bile podvrgnute odreĊenom naĉinu prehrane i prema tome su bile 

podijeljene u 4 skupine: 

1)TFF3-/- soj uz konzumaciju  hrane za glodavce s povećanim udjelom soli  

              NaCl (4%); (N=10) 

             TFF3-/- HS (prema engl. high salt) 

2)WT-divlji soj (prema engl. wild type) uz konzumaciju  hrane za glodavce s povećanim 

udjelom soli 

             NaCl(4%); (N=10)  

            WT HS (prema engl. wild type high salt)  

3)TFF3-/- soj uz konzumaciju hrane s niskim udjelom soli  

              NaCl(0,4%); (N=10)  

             TFF3-/- LS (prema engl. low salt) 

4)WT-divlji soj (prema engl. wild type) uz konzumaciju hrane s niskim udjelom soli  

            NaCl(0,4%); (N=10) 

            WT LS (prema engl. wild type low salt) 
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Ţivotinjama je tijekom svih sedam dana omogućen  neograniĉen pristup hrani i vodi te im je 

omogućeno slobodno kretanje po kavezu.  

Poduzete su sve mjere kako bi se sprijeĉila patnja ţivotinja te su svi eksperimentalni postupci 

bili u skladu s Europskim smjernicama za skrb i uporabu laboratorijskih ţivotinja (Direktiva 

86/609), kao i odobreni od strane Etiĉkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (EP 

195/2019  rbr. 91955).                                                                                              

 

 4.3. Postupak izolacije i stimulacije karotidne arterije 

Osmog dana miševi su izvagani i nakon toga anestezirani kombinacijom ketanesta (3,0 ml/kg) 

i midazolama (Dormicuma, 0,5 ml/kg). Nakon toga, ţivotinje su ţrtvovane dekapitacijom te je  

provedena  izolacija karotidnih arterija.  

Stimulacija karotidne arterije izvedena je promjenama protoka tekućine u komorici za 

izolirane perfundirane ţile. Karotidne su arterije kanalizirane na staklenim mikropipetama u 

komori ispunjenoj izotoniĉnom fiziološkom otopinom soli (PSS koji sadrţi (u mmol/L) 119 

NaCl, 4,7 KCl, 1,17 MgSO4, 1,6 CaCl2 x 2H2O, 24NaHCO3, 0,026 EDTA i 5,5 glukoze) 

zagrijane na 37°C i kisikom s 21% O2 -5%CO2- balansa N2. Nakon 60 minuta inkubacije, pri 

intraluminarnom tlaku od 100 mmHg (vrijeme uravnoteţenja) kako bi se procijenio njihov 

bazalni promjer (osnovni odgovor), osnovni je promjer tada odreĊen mjerenjem promjera 

arterija pod tlakom, pri 80mmHg i bez protoka.  

Arterije su bile podvrgnute toku  gradijenta tlaka od  Δ 10- Δ 180mmHg (reakcija izazvana 

protokom; FIR) (Myograph pressure System Model 110P MyoView Version 1.2.0 DMT, 

Danish MyoTechnology, Hinnerup, Denmark) za svaki gradijent tlaka (10–180 mmHg), 

razina dilatacije izraţena je kao delta promjer u usporedbi s poĉetnim vrijednostima (stanje 

bez protoka, 0 mmHg).  

Odgovor neovisan o endotelu  testiran je koristeći NO donor natrij nitroprusid (SNP; 10−6 

mol/L, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemaĉka), a o endotelu ovisna vazodilatacija testirana 

je pomoću acetilkolina (ACh; 10
−6

 mol/L, Fluka). Vaskularni odgovor na ACh i SNP 

procijenjen je u karotidnim arterijama (u uvjetima bez protoka). Na kraju protokola, ţile su 

bile proţete PSS otopinom bez Ca
2+ 

(maksimalnog promjera).  
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 4.4. Evaluacija razine NO u karotidnim arterijama koristeći fluorescentni mikroskop 

Karotidne arterije izolirane su i kanalizirane s protokom od 100 mmHg ili bez protoka u 

prisustvu ili odsustvu NOS inhibitora L-NAME, s ciljem snimanja izravnih mjerenja 

fluorescencije proizvodnje endotelnog NO.  

 

Nakon inkubacije od 30 minuta, karotidne su arterije stavljene u HEPES pufer (137 mM 

NaCl; 5,4 mM KCl; 4,2 mM NaHCO3; 3 mM Na2HPO4; 0,4 mM KH2PO4; 0,5 mM MgCl2 × 

6H2O; 0,8 mM MgSO4 × 7H2O; 10 mM MgSO4 × 7H2O; 10 mM ; 20 mM HEPES i 1.2 mM 

CaCl2xH2O, pH 7.4).  

Razina stvaranja dušikovog oksida odreĊivana je pomoću fluorescentne boje DAF-2DA (4,5-

diaminofluorescin) koja je dodana uz HEPES pufer (5µM DAF-2DA). DAF-2DA je 

nefluorescentan, ali reagira s dušikovim oksidom pri ĉemu,u prisutnosti kisika, dolazi do 

stvaranja vrlo fluorescirajućeg spoja DAF-2T (triazolofluorescin). Intenzitet stvaranja DAF-

2T u toj reakciji proporcionalan je razini prisutnog dušikova oksida. 

 

Tubice s uzorcima su za vrijeme inkubacije bile zaštićene aluminijskom folijom, kako bi bile 

zaštićene od djelovanja svjetlosti.  

 

Nakon 45 minuta inkubacije uzorci su isprani tri puta svjeţim HEPES puferom. Za snimanje 

NO zelene fluorescencije korišten je mikroskop Zeiss Axioskop MOT2 s Olympus DP70 

kamerom (DAF-2DA pobuĊen je na 490 nm i mjeren kroz 530 nm emisijski filter). Slike su 

obraĊene i analizirane pomoću  Image J softvera. 

 4.5. Statistiĉke metode 

Rezultati su prikazani kao aritmetiĉka sredina i standardna devijacija. Normalnost distribucije 

podataka testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Podaci kontrolne skupine i 

losartanske skupine usporeĊeni su One-way ANOVA testom u sluĉaju normalne distribucije, 

a Holm-Sidak ili  Kruskal-Wallis testom ukoliko podaci nisu normalno distribuirani. Kao prag 

statistiĉke znaĉajnosti postavljen je p<0,05. Veliĉina uzorka odreĊena je prema prijašnjim 

studijama provedenim na Katedri za fiziologiju i imunologiju, te u skladu s poštednim 

principima rada s pokusnim laboratorijskim ţivotinjama 3R. Za analizu rezultata korišten je 

SigmaPlot, v11,2 (Systat Software, Inc., Chicago, IL, SAD). 
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5. REZULTATI 

 5.1. Procjena razine NO u karotidnim arterijama fluorescentnom mikroskopijom 

Bazalna proizvodnja NO (bez protoka; slika 2. i 3.) znaĉajno je smanjena kod WT HS miševa 

u usporedbi s WT LS miševima. Ostale skupine pokazale su sliĉne razine proizvodnje NO u 

uvjetima bez protoka. L-NAME znaĉajno je smanjio proizvodnju NO u svim skupinama 

miševa, osim u TFF3-/- HS miševa. U uvjetima pod protokom (slika 4.), proizvodnja NO u 

karotidnim arterijama WT HS miševa bila je znaĉajno manja nego u WT LS miševa. 

Proizvodnja NO izazvana protokom u TFF3-/- LS  miševa bila je znatno niţa od proizvodnje 

NO  izazvane protokom  kod WT  LS miševa. Proizvodnja NO izazvana protokom u TFF3-/- 

HS miševa bila je sliĉna proizvodnji NO kod TFF3-/- LS miševa, kao i kod obje WT grupe.  

L-NAME nije utjecao na proizvodnju NO izazvanu protokom u karotidnim arterijama kod 

TFF3-/- HS miševa, ali je znaĉajno smanjio proizvodnju NO u ostale tri grupe. 

 

 

Slika 2. Grafiĉki prikaz in situ odreĊivanja razine NO bez protoka metodom fluorescencije 

koristeći DAF-2DA specifiĉnu boju za NO u testiranim grupama. Rezultati su izraţeni kao 

aritmetiĉka sredina i SD (standardna devijacija). Intenzitet fluorescencije mjeren u relativnim 

fluorescentnim jedinicama (prema engl. RFU=relative fluorescence units), što oznaĉava 

koliĉinu svjetlosti koju instrument prikupi. WT_LS-divlji tip na niskoslanoj dijeti  (prema 

engl. wild type low salt), WT_HS –divlji tip na visokoslanoj dijeti (prema engl. wild type high 
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salt), TFF3_LS-TFF3 miševi na niskoslanoj dijeti, TFF3_HS –TFF3 miševi na visokoslanoj 

dijeti, L-NAME-inhibitor NOS-a (prema engl. Nω-nitro-L-arginine methyl ester), CTCF-

korigirana ukupna fluorescencija stanica (prema engl. corrected total cell fluorescence), n-

broj uzoraka, *p-statistiĉka znaĉajnost dobivena One-Way ANOVA testom (p<0,05). 

*p<0,0001=WT_LS vs. WT_LS + L-NAME; *p=0,0294 =WT_LS vs. WT_HS; 

*p=0,0446=WT_HS vs. WT_HS + L-NAME;*p=0,0005=TFF3_LS vs. TFF3_LS +L-NAME. 

Izvor: Kozina N, Mihaljević Z, Lonĉar MB, Mihalj M, Mišir M, Radmilović MD, Justić H, 

Gajović S, Šešelja K, Bazina I, Horvatić A, Matić A, Bijelić N, RoĊak E, Jukić I, 

Drenjanĉević I. Impact of High Salt Diet on Cerebral Vascular Function and Stroke 

in Tff3−/−/C57BL/6N Knockout and WT (C57BL/6N) Control Mice (29). 

 

Slika 3.  In situ fluorescencija stvaranja NO bez protoka nakon bojanja uzoraka karotidnih 

arterija  DAF-2DA bojom u prisustvu ili odsustvu NOS inhibitora L-NAME. Intenzitet boje 

proporcionalan je koliĉini dušikovog oksida. Za snimanje NO zelene fluorescencije korišten 

je mikroskop Zeiss Axioskop MOT2 s Olympus DP70 kamerom (DAF-2DA pobuĊen je  na 

490 nm i mjeren kroz 530 nm emisijski filter). Slike su obraĊene i analizirane pomoću  Image 

J softvera. WT_LS-divlji tip na niskoslanoj dijeti (prema engl. wild type low salt), WT_HS –

divlji tip na visokoslanoj dijeti (prema engl. wild type high salt), TFF3_LS-TFF3 miševi na 

niskoslanoj dijeti, TFF3_HS –TFF3 miševi na visokoslanoj dijeti, L-NAME-inhibitor NOS-a 

(prema engl. Nω-nitro-L-arginine methyl ester). Izvor: Kozina N, Mihaljević Z, Lonĉar MB, 

Mihalj M, Mišir M, Radmilović MD, Justić H, Gajović S, Šešelja K, Bazina I, Horvatić A, 

Matić A, Bijelić N, RoĊak E, Jukić I, Drenjanĉević I. Impact of High Salt Diet on Cerebral 

Vascular Function and Stroke in Tff3−/−/C57BL/6N Knockout and WT (C57BL/6N) Control 

                                                                                                                                             REZULTATI 
 

_______________________________________________________________________REZULTATI 
 

_______________________________________________________________________REZULTATI 
 

                                                                                                                                   REZULTATI 
 



 

13 
 

Mice (29). 

   

 

 

Slika 4. Grafiĉki prikaz in situ odreĊivanja razine NO s protokom metodom fluorescencije 

koristeći DAF-2DA specifiĉnu boju za NO u testiranim grupama. Rezultati su izraţeni kao 

aritmetiĉka sredina i SD (standardna devijacija). Intenzitet fluorescencije mjeren u relativnim 

fluorescentnim jedinicama (prema engl. RFU=relative fluorescence units), što oznaĉava 

koliĉinu svjetlosti koju instrument prikupi. WT_LS-divlji tip na niskoslanoj dijeti (prema 

engl. wild type low salt), WT_HS –divlji tip na visokoslanoj dijeti (prema engl. wild type high 

salt), TFF3_LS-TFF3 miševi na niskoslanoj dijeti, TFF3_HS –TFF3 miševi na visokoslanoj 

dijeti, L-NAME-inhibitor NOS-a (prema engl. Nω-nitro-L-arginine methyl ester), CTCF-

korigirana ukupna fluorescencija stanica (prema engl. corrected total cell fluorescence), n-

broj uzoraka, *p-statistiĉka znaĉajnost dobivena One-Way ANOVA testom. 

*p=0,0004=WT_LS vs. TFF3_LS; *p<0,0001=WT_LS vs. WT_HS; *p<0,0001= WT_LS vs. 

WT_LS + L-NAME; *p=0,0104=TFF3_LS vs. TFF3_LS + L-NAME. Izvor: Kozina N, 

Mihaljević Z, Lonĉar MB, Mihalj M, Mišir M, Radmilović MD, Justić H, Gajović S, Šešelja 

K, Bazina I, Horvatić A, Matić A, Bijelić N, RoĊak E, Jukić I, Drenjanĉević I. Impact of High 

Salt Diet on Cerebral Vascular Function and Stroke in Tff3−/−/C57BL/6N Knockout and WT 

(C57BL/6N) Control Mice (29). 
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6. RASPRAVA 

Ubrzan naĉin ţivota doveo je i do promjene u prehrabmenim navikama kod ljudi. Posljednjih 

se nekoliko godina sve više razvija svijest o unosima visoke koliĉine prehrambene soli, te je 

ista prepoznata kao svjetski zdravstveni problem. Prekomjeran unos soli povezan je ponajprije 

s povišenim krvnim tlakom, koji je jedan od najvaţnijih ĉimbenika rizika za razvoj 

cerebrovaskularnih bolesti. Dokazano je da je visok unosi soli povezan s oštećenjem 

vaskularne funkcije, utjeĉe na mehanizam vazodilatacije ovisne o endotelu, smanjuje 

bioraspoloţivost NO i povećava razinu oksidativnog stresa (29). MeĊu nefarmakološkim 

pristupima terapiji, fiziĉka aktivnost i prehrana opseţno su prouĉavane zbog svojih 

potencijalnih koristi, posebice s prehrambenog stajališta, gdje se promjena u prehrani koristila 

kao alat za poboljšanje imunoloških, neuroloških, kardiovaskularnih, metaboliĉkih i 

endokrinih funkcija. Zanimljivo je da je jedan od glavnih povezanosti ovih bolesti upravo 

dostupnost dušikovog oksida, odnosno njegova uloga u više regulatornih procesa vaţnih za 

odrţavanje homeostaze (14).  

U svrhu procjene mehanizma krvoţilnih funkcija, obiĉno se koriste genetski promijenjeni 

glodavci. Noviji su model za vaskularne studije i TFF3-/- miševi korišteni i u ovom 

istraţivanju. Od otkrića TFF  proteina, to je bio model koji se uglavnom koristio kao predmet 

istraţivanja, prvenstveno u kontekstu fiziologije i patofiziologije razliĉitih sluznica (29). Ovaj 

se model uveo iz razloga što prisutnost TFF-ova u krvotoku i raznim drugim organima 

(plućima, gušteraĉi, mlijeĉnoj ţlijezdi, mozgu) ukazuje na njihovu opću vaţnost u homeostazi 

organizma. Dokazano je da TFF3 iz jetre ima neuroprotektivni i kardioprotektivni uĉinak (8).  

Ranija istraţivanja provedena na Medicinskom fakultetu u Osijeku pokazala su da TFF3-/-

/C57BL/6N miševi imaju oĉuvanu vaskularnu funkciju, tj. vazodilatacijski odgovor na 

podraţaj povećanim protokom i kad konzumiraju hranu s povećanim udjelom NaCl (29). 

Oĉuvanost vazodilatacijskog odgovora pripisuje se promjeni sastava lipida u krvi i jetri, što je 

povezano sa „zaštitnim“ vaskularnim fenotipom zbog boljeg omjera nezasićenih n-3 i n-6 

masnih kiselina. Istraţivanjem uĉinka nedostatka TFF3 na metabolizam lipida i UH koristeći 

TFF3  miševe s iskljuĉenim genom, dokazano je da dolazi do znaĉajno promijenjenog omjera 

brojnih masnih kiselina u jetri i serumu u usporedbi s miševima divljeg tipa. Tako su, na 

primjer, koncentracije  monozasićenih masnih kiselina (MUFA) znaĉajno promijenjene. 

Istodobno,  kod promatranja polinezasićenih masnih kiselina (PUFA), dokazano je da je 

koliĉina ukupnih PUFA znaĉajno povećana (1,2 puta) u jetri TFF3-/- miševa, dok nije bilo  

utjecaja na  udio u serumu. TFF3-/- miševi pokazali su znaĉajnu izmjenu omjera   ω-3 /  ω-6,   
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koji je povećan u jetri, a smanjen u serumu (9). Osim toga uloga TFF3 proteina je i obrana 

organizma od štetnih agenata. Miševi koji ne mogu sintetizirati dovoljno TFF3 proteina u 

jetri, lišeni su njegovog protektivnog uĉinka nakon ishemije mozga ili miokarda, što 

posljediĉno dovodi do većeg oštećenja tkiva (2). 

Istraţivanje prikazano ovim radom ispituje utjecaj provoĊenja kratkotrajne dijete s povećanim 

unosom soli na vaskularnu proizvodnju dušik oksida kod transgeniĉnih miševa podvrgnutih 

visokoslanoj dijeti tijekom sedam dana. Na osnovi spoznaje da je vazodilatacija potaknuta 

protokom većinom ovisna o NO, a visok unos soli povećava razinu oksidativnog stresa, 

mogući mehanizam oĉuvane vazodilatacije kod TFF3-/- miševa bio bi ili povećana 

proizvodnja NO ili njegova povećana bioraspoloţivost zbog niţeg oksidativnog stresa u 

odnosu na  miševe divljeg tipa koji nemaju zaštitni fenotip.  

Oĉuvanje  proizvodnje i bioraspoloţivosti NO izuzetno je vaţno u organizmu, uzimajući u 

obzir njegove vazoprotektivne uloge kao što su vazodilatacija, antikoagulacija, adhezija 

leukocita, proliferacija glatkih mišića i antioksidativni kapacitet (13). Sila smicanja glavni je 

stimulator proizvodnje NO fosforilacijom eNOS i tirozin kinaze, koje reguliraju eNOS, a 

samim time i stvaranje endotelnog NO. Osim toga, Ach, bradikinin, trombin, ADP i ATP 

opuštaju vaskularne glatke mišićne stanice i potiĉu proizvodnju NO (29). Pojaĉana 

inaktivacija i/ili smanjena sinteza NO primijećena je zajedno s ĉimbenicima rizika za 

kardiovaskularne bolesti. Posljediĉno dolazi do endotelne disfunkcije koja je pospješena 

vaskularnim oksidativnim stresom s povećanom proizvodnjom ROS-a. Povećana 

koncentracija ROS-a smanjuje koliĉinu bioaktivnog NO kemijskom inaktivacijom, tj. eNOS 

postaje disfunkcionalni enzim (15). U ovom se istraţivanju ispitivanjem proizvodnje NO 

mjerenog izravnom fluorescencijom dokazalo da je došlo do smanjenja proizvodnje NO kod 

WT HS miševa, tj. da je na FID znaĉajno utjecala prehrana s prekomjernim unosom soli samo 

kod WT miševa. Time se potkrijepila hipoteza da će povećan unos kuhinjske soli uzrokovati 

smanjenu vaskularnu proizvodnju i bioraspoloţivost NO kod WT skupina na visokoslanoj 

dijeti, dok će TFF3-/- oĉuvati vaskularnu proizvodnju i bioraspoloţivost NO.  

Druga istraţivanja, takoĊer provedena na Medicinskom fakultetu u Osijeku koristeći TFF3-/- 

miševe, pokazala su i da postoji znaĉajan uĉinak dijete s prekomjernim unosom soli na 

strukturu aorte WT miševa, da dolazi do sloţene interakcije iscrpljivanja gena i prehrane 

dokazano analizom proteoma  i da TFF3-/- miševi pokazuju veće moţdane udare u usporedbi 

s WT LS miševima, vjerojatno zbog njihovog smanjenog ER odgovora na stres (29). 
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Rezultati istraţivanja prikazanog ovim radom, zajedno s rezultatima drugih, prethodno 

navedenih istraţivanja, sugeriraju da je antioksidativni sustav aktiviran kod TFF3-/- 

osiromašenih miševa kao odgovor na prehranu s prekomjernim unosom soli. Aktivacija 

antioksidativnog sustava vjerojatno doprinosi niţoj razini upale i boljem vaskularno 

funkcionalnom odgovoru i ĉinjenici da su zaštićeniji od oštećenja ţiĉanog tkiva. 

Uzimajući u obzir sve navedeno, pokazalo se da se TFF3-/- osiromašeni miševi i njihova  

kontrola divljeg tipa mogu koristiti za cerebrovaskularne studije zbog njihovog jedinstvenog 

fenotipa i potencijalnih implikacija na vazoreaktivnost i upalni odgovor na stresore iz okoliša, 

poput prehrane s visokim udjelom soli. 
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7. ZAKLJUČAK 

Temeljem provedenog istraţivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeći zakljuĉci: 

1) Proizvodnja NO mjerenog izravnom fluorescencijom pokazala je da je na FID znaĉajno 

utjecala prehrana s prekomjernim unosom soli samo kod divljeg tipa miševa.  

2) Povećan unos prehrambene kuhinjske soli uzrokovao je znaĉajnije smanjenje vaskularne 

proizvodnje i bioraspoloţivosti NO u skupini divljeg tipa miševa nego u TFF3-/- miševa. 

3) TFF3-/- dobar je potencijalni model za daljnja istraţivanja povezana s kardiovaskularnim 

sustavom zbog njihovog jedinstvenog fenotipa i potencijalnih implikacija na vazoreaktivnost i 

upalni odgovor na stresore iz okoliša. 
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8. SAŽETAK  

CILJ: Utvrditi postoje li promjene u proizvodnji NO u karotidnim arterijama miševa TFF3-/- 

i njihovim kontrolama  divljeg tipa na visokoslanoj prehrani, u odnosu na miševe istog soja na 

niskoslanoj dijeti. 

NACRT STUDIJE: Eksperimentalna studija na animalnom modelu. 

MATERIJALI I METODE: U istraţivanju korišteni zdravi TFF3-/- miševi i njihove 

kontrole, starosti 10-11 tjedana podijeljeni u 4 grupe. Dio miševa konzumirao je hranu s 

visokim udjelom  (4%), a dio s niskim udjelom NaCl (0,4%) tijekom 7 dana. Osmog dana 

ţivotinje su anestezirane, ţrtvovane dekapitacijom i izolirana im je karotidna arterija. 

Proizvodnja NO izmjerena je in vitro, direktnom fluorescencijom u bazalnim uvjetima i nakon 

stimulacije krvne ţile promjenama protoka tekućine u komorici za izolirane perfundirane ţile. 

Mjerenje proizvodnje NO odvijalo se u bazalnim uvjetima te u prisutnosti inhibitora eNOS, 

L-NAME.  

REZULTATI:  Bazalna proizvodnja NO znaĉajno smanjena kod divljeg tipa  miševa na 

visoko slanoj dijeti.  L-NAME znaĉajno je smanjio proizvodnju NO u svim skupinama, osim 

u TFF3-/- HS miševa. U uvjetima pod protokom  proizvodnja NO  bila je znaĉajno manja u 

WT HS miševa; u TFF3-/- HS miševa bila je sliĉna proizvodnji NO kod TFF3-/- LS miševa, 

kao i kod obje WT grupe.  L-NAME nije utjecao na proizvodnju  NO kod TFF3-/- HS miševa, 

ali je znaĉajno smanjio proizvodnju NO u ostale tri grupe. 

ZAKLJUČAK: Dokazano da prehrana s visokim udjelom soli utjeĉe na razinu oksidativnog 

stresa i promjene u proizvodnji NO kod WT miševa, dok su TFF3-/- miševi bili manje 

podloţni utjecajima visokoslane prehrane. 

KLJUČNE RIJEČI: dušik oksid; oksidativni stres; prehrambeni NaCl; trefoil faktor 3 
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9. SUMMARY 

INFLUENCE OF SHORT-TERM CONSUMPTION OF NaCl ON VASCULAR 

PRODUCTION OF NITROGEN OXIDE (NO) IN THE TFF3 - / - / C57BL / 6N 

MOUSE MODEL 

AIM: To determine whether there are changes in NO production in the carotid arteries of 

TFF3-/- mice and their controls (WT) that are on a high-salt diet compared to mice of the 

same strain consuming a low-salt diet measured by direct fluorescence. 

STUDY DESIGN: Experimental study on an animal model. 

MATERIALS AND METHODS: Healthy TFF3-/- mice and their WT controls, aged 10-11 

weeks divided into 4 groups (N=10 per group), were used in this study. Part of the mice (both 

strains, i.e. two groups) consumed food with increased NaCl (4%), and part (second two 

groups) food with low salt content (0,4%) for 7 days. On the eight day, the animals were 

anesthetized, sacrificed by decapitation and their carotid arteries were isolated. NO production 

was measured in vitro, by direct fluorescence on carotid artery samples under basal conditions 

and after blood vessel stimulation by changes in fluid flow in the chamber for isolated 

perfused vessels. Measurement of NO production took place in basal conditions and in the 

presence of eNOS inhibitor L-NAME. 

RESULTS: The results show that basal NO production (no flow) was significantly reduced in 

WT mice on a high-salt diet. L-NAME significantly reduced NO production in all groups 

except Tff3-/- HS mice. Under flow conditions, NO production was lower in WT HS mice. 

NO production in TFF3-/- HS mice was similar to that in TFF3-/- LS, as in both WT groups. 

L-NAME did not affect NO production in TFF3-/- HS mice, but significantly reduced NO 

production in the other three groups. 

CONCLUSION: Research has shown that a high-salt diet affects the level of oxidative stress 

and changes in NO production in WT mice, while TFF3-/- mice were less susceptible to the 

effects of a high-salt diet. 

KEYWORDS: dietary NaCl; nitric oxide; oxidative stress; trefoil factor 3 
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