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POPIS KORISTENIH KRATICA

ANG- angiotenzin II

AT1R- receptor tipa 1 za angiotenzin II

AT2R-receptor tipa 2 za angiotenzin II

ATP- adenozin trifosfat

CAMs— molekule stani¢ne adhezije (prema eng. cellular adhesive molecule)
CCL5- kemokinski ligand 5

cDNA- komplementarna DNA (prema eng. complementary deoxyribonucleic acid)
ESL1- ligand E- selektina

HUVEC- poprecna veza ICAM antitijela u stani¢nim kulturama (prema eng. human umbilical

vein endothelial cell)

ICAM- intracelularna adhezijska molekula (prema eng. intracellular adhesive molecule)
IL- 8- interleukin 8

IL-1R1- interleukin 1 receptor 1

IL-1R2— interleukin 1 receptor 2

IL-6— interleukin 6

MPC-1- monocitni kemoatraktant protein (prena eng. monocyte chemoattractant protein)
NF«kB- nuklearni faktor- kappa B

NO- dusikov oksid (prema eng. nitrogen oxide)

PCR- lancana reakcija polimeraze (prema eng. polymerase chain reaction)

PSGLI1- P-selektin glikoproteinskog liganda 1

RASsu- stav renin- angiotenzin

ROS- slobodni kisikovi radikali (prema eng. radical oxygen species)

SIL-6Ro— topljiva forma interleukin 6 receptora

SOD- superoksid dizmutaza

v



TEM- transendotel leukocitna migracija
TEMPOL- 4-hydroxy- 2,2,6,6- tetramethylpiperidine-1-oxyl

VCAM- molekula adhezije vaskularnih stanica (prema eng. vascular cell adhesive molecule)
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1.1. Kuhinjska sol - sastav i preporuceni unos

Kuhinjska sol odnosno natrij klorid glavni je izvor iona natrija i klora ljudskome organizmu.
Ioni natrija 1 klora igraju vrlo vaznu ulogu u regulaciji krvnoga tlaka i prijenosu ziv€anih
impulsa. Natrij klorid je bezbojni kristal molekulske mase 58,442 g/mol, a svoj specifi¢ni
slani okus dobiva ve¢inom od iona natrija u spoju. Sol je topiva u vodi 1 u organskim
otapalima poput etanola i metanola. Po podacima koje je izdala Svjetska zdravstvena
organizacija (WHO, prema engl. World Health Organization ) preporuceni dnevni unos kuhinjske

soli je 5 g/dan.

1.2. Stetnost prekomjernog unosa soli u organizam

NajceS¢a 1 najpoznatija posljedica prevelikog unosa soli u organizam jest povecanje
arterijskog krvnog tlaka koje je u etiopatogenezi razli¢itih kardiovaskularnih bolesti, i
kona¢nog oSte¢enja 1 zatajenja srca i bubrega. Do navedenih zdravstvenih problema dolazi
zbog ostecenja endotela krvnih zila. Endotel oblaZe cijeli krvozilni sustav te time obavlja vrlo
velike funkcije (kontrola vaskularnoga tonusa, sprje€avanje agregacije trombocita, modulacija
migracije leukocita, regulacija proliferacije glatkih misi¢nih stanica i sli¢no) (1). Endotel ima
autokrino, parakrino i endokrino lu€enje te tim funkcijama djeluje na mnoge stani¢ne linije
poput trombocita, leukocita te glatkih miSi¢nih stanica, djeluju¢i i na udaljenija tkiva.
Ostec¢enjem 1 pojavom bolesti endotela opisujemo ,,disfunkciju endotela™ koja se ocituje
smanjenjem raspolozivosti duSikova oksida ili poveéanjem koli¢ina kisikovih radikala.

Posljedi¢no se javlja smanjena vazodilatacija, proupalna stanja i protromboticka svojstva (1).
1.3. Vaznost angiotenzina Il i TEMPOL-a kod visokog unosa soli

Angiotenzin II (ANG II) glavni je peptid u renin-angiotenzin sustavu. U najbitnije uloge ANG
IT ubrajamo regulaciju krvnog tlaka i homeostazu elektrolita te je medu najjacim regulatorima
izluCivanja natrija putem bubrega. Istrazivanja su pokazala da ne samo da sudjeluje u
proliferaciji, apoptozi i fibrozi stanica, nego je i proinflamatorni hormon koji proizvodi
molekule poput kemokina i citokina i uzrokuje migraciju upalnih stanica. Svojim djelovanjem
moze prouzrocCiti kroni¢ne bolesti srca 1 bubrega; u sréane bolesti najceSée ubrajamo
aterosklerozu 1 hipertenziju. ANG II poti¢e mnogo signalnih puteva, a jedan od njih ukljucuje
slobodne kisikove radikale (ROS) od kojih su najbitniji superoksid anion i vodikov peroksid.

Kada dode do povecanja koncentracije ovih oksida dolazi do endotelne disfunkcije jer utjecu
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na signaliziranje ANG II. Svoju ulogu provodi preko dva receptora; receptora tipa 1 za ANG
IT (AT1R) i receptora tipa dva (AT2R). AT1R upravlja svim poznatim ulogama ANG II poput
vazokonstrikcije 1 regulacija krvnog tlaka dok AT2R posreduje antiproliferativna,
proapoptotska 1 vazodilatacijska svojstva ANG II (2). Proizvodnja ANG II u arterijskoj
stijenci vazna je za normalnu regulaciju arterijskog tonusa te je ukljuena u patogenezi
ateroskleoze (3). Provedbom istrazivanja na animalnim modelima na dijeti s visokim udjelom
soli, pokazalo se da imaju manje koncentracije ANG II u plazmi 1 ve¢i oksidativni stres §to

uzrokuje povecane koncentracije ROS-a u krvnim zilama.

TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) ¢lan je obitelji nitroksidnih
spojeva. TEMPOL oponasa superoksid dizmutazu tako Sto reagira sa superoksidnim anionom
1 stvara vodikov peroksid. Uc¢inak TEMPOLA vrlo je slican superoksid dizmutazi jer
katalizira metabolizam stani¢nog O,.-. TEMPOL ima najvecu osjetljivost za OHe, nesto

manju za H,O, i najmanju za O,-.
1.4. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres posljedica je prekomjerne produkcije reaktivnih spojeva kisika (oksidansi,
radikali) uslijed poremecaja u ravnotezi oksidacijsko-redukcijskih procesa u bioloskim
sustavima (4). Slobodne kisikove spojeve (ROS) stvaraju mitohondriji stanica zivih
organizama u kojima se nalazi transportni lanac elektrona za proizvodnju energije u stanici
(5). U slobodne ROS radikale ubrajamo superoksidni radikal (O,), hidroksilnog radikala (HO
*) i ne radikalne molekule kao §to je vodikov peroksid (H,0,). U mitohondriju se procesom
oksidativne fosforilacije stvara ATP gdje se tijekom ove reakcije moze se stvoriti jedan ili dva
elektrona redukcije umjesto Cetiri elektrona redukcije O2, te zbog toga nastaju O,- ili H,0,
(3). Ovi slobodni radikali prisutni su i kod normalnog aerobnog metabolizma, ali se njihovim
prekomjernim stvaranjem ostecuje funkcija biomolekula. U niskim koncentracijama ROS
sluze kao signalne molekule koje kontroliraju rast stanica, dok pri poviSenim koncentracijama
uzrokuje oStecenje stanica te time potiCe razvoj ateroskleroze i hipertenzije (6). Povecana
razina oksidativnog stresa uzrokuje povecanu aktivaciju imunoloskog sustava, time dolazi do

aktivacije endotela, nagomilavanje leukocita u krvnim zilama i razvoja upalnog stanja.
1.5. Antioksidativni enzimi

Antioksidansi onemogucavaju prekomjerno stvaranje slobodnih radikala tako $to utjecu na
njihovo razlaganje u organizmu. Stanice mogu same proizvoditi antioksidanse, ali najviSe se

unose hranom i to najceSée vocem i1 povréem. Antiksidansi se dijele na enzimske i
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neenzimske tvari, a obje vrste imaju klju¢nu ulogu u odrZavanju homeostaze organizma.
Najvazniji antioksidativni enzimi su superoksid dismutaza (SOD), katalaza, glutation

peroksidaza, glutation reduktaza i1 glutation S-transferaza (7).

1.5.1. Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) ima 3 izoforme. Enzimirazlazu superoksidni anion na
molekularni kisik i vodikov peroksid. Kao kofaktore koriste metalne ione te zbog toga
pripadaju skupini metaloenzima (8). Nalaze se na mjestima najvece produkcije superoksidnog
aniona, a ta mjesta su mitohondrij, manja koli¢ina u peroksisomina te izvan stanice. U
citoplazmi se nalazi Cu/Zn-SOD (SOD1), u mitohondriju se nalazi Mn-SOD (SOD?2), a izvan
stanice se nalazi EC-SOD (SOD3). CuZn-SOD je homodimer i on je izrazen u svim
stanicama. Smanjenjem njegove koncentracije u organizmu povecava Sse razina
vazokonstrikcije 1 smanjuje se dilatacija arterija 1 u mikrocirkulaciji (7). Mn-SOD je
homotetramer i njega se moze na¢i u mitohondrijskom matriksu i njega se smatra prvom
linjjom obrane od oksidacijskog stresa. Povecan izrazaj Mn-SOD poboljsava funkciju
endotela (7). EC-SOD nalazi se u izvanstanicnom prostoru i njegova funkcija izrazena je kod

bolesti kao Sto su dijabetes, ateroskleroza i hipertenzija (7).

1.5.2. Katalaza

Katalaza je unutarstani¢ni enzim kojemu se najvise koncentracije nalaze u eritrocitima, jetri 1
manjim dijelom u bubregu (7). U eukariota, katalaze su homotetramerni enzimi kojima se na
aktivnom mjestu nalazi hem skupina (7). Za razliku od hemoglobina, hem skupina katalaze
sadrzi Zeljezo u stabilnijem obliku (Fe*"). Mehanizam rada katalaze odvija se u dva koraka: u
prvom se koraku vodikov peroksid reducira do vode, dok u drugom koraku vodikov peroksid
oksidira do kisika. Aktivnost katalaze ovisi o vrsti tkiva i procesa. Povecana aktivnost
katalaze moze se primijetiti kod bolesti jetre, guSterace i hemoliti¢kih bolesti dok je kod

malignih oboljenja i dijabetesa smanjena (8).
1.5.3. Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza nije jedan enzim ve¢ je skupina od osam enzima koji su vazni za
smanjenje razine vodikova peroksida. To su selenocistein enzimi koji za svoj rad zahtijevaju
glutation kao redukcijsko sredstvo i selen za antioksidacijsko djelovanje. Izrazena je ve¢ pri
blagom oksidacijskom stresu, za razliku od katalaze koja je izrazena kod tezeg oksidacijskog

stresa (7).
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1.6. Nastanak upale pod utjecajem soli

Poznato je da prekomjeran unos NaCl u organizam povecava moguénost razvitka hipertenzije
(7). Endotelna disfunkcija javlja se kod poveéane razine oksidativnog stresa jer dolazi do
povecane aktivnosti endotelnih stanica i nakupljanja leukocita (1). Posljedi¢no se moze
naru$iti imunoloska ravnoteza i dovesti do razvitka vaskularne upale. Istrazivanjima je
dokazano da se smanjenjem unosa soli u organizam smanjuje i mogucénost razvitka
kardiovaskularnih bolesti (9). Istrazivanja na miSevima dokazala su da visoka razina soli u
prehrani uzrokuje upalne bolesti tkiva 1 autoimune bolesti. Endotelna disfunkcija jedna je od
centralnih karakteristika hipertenzije, karakterizira je poremecena vaskularna reaktivnosti i
povezana je s prekomjernim izrazajem leukocitnih adhezijskih molekula i lokalnom upalom.
Nedavna istrazivanja prikazala su kako velika koli¢ina natrija moze aktivirati upalu urodenog
1 steCenog imunosnog sustava. Ne samo da povecava krvni tlak 1 moguénost infarkta,
visokoslana prehrana naruSava imunosni odgovor tako Sto promovira razvitak T stanica i
upalna oSteCenja na ciljane organe (9). Osim Sto podize krvni tlak i rizik od infarkta,
visokoslana prehrana narusava normalnu funkciju imunog odgovora tako Sto potice razvoj T
stanica 1 upalnih ozljeda ciljanih organa. NaruSavanjem ravnoteze Thl17/Treg izazvana
visokim unosom soli moze imati utjecaj na razvoj vaskularne upale i oStecenje organa (7).
Prevaga Th17 stanica potice izlucivanje velikog broja proupalnih citokina, dok Treg stanice

smanjuju upalni odgovor.
1.7. Upalni parametri (IL-6, IL-1, MPC)

Prekomjernim unosom kuhinjske soli poticu se hemodinamske promjene koje dovode do
vaskularne upale 1 povezan je s odgovorom imunoloskog sustava (7). Prekomjernim unosom
soli dolazi do proizvodnje citokina. Interleukin-6 multifunkcionalni je citokin koji je
originalno identificiran kao faktor diferencijacije B stanica i ukljucen je u sazrijevanje stanica
koje izluCuju antitijela (9). Osim toga IL-6 ukljucen je u dodatne aktivnosti poput utjecaja na
T stanice, krvne Zile i neurone. IL-6 u visokim razinama izlucuje se kod nekoliko upalnih
bolesti kao Sto su sistemski juvenilni artritis, sistemski lupus, Crohnova bolest i reumatoidni
artritis. IL-6 igra vaznu ulogu u regrutiranju leukocita in vivo. Kompleks IL-6 i sIL-6Ra mogu
aktivirati endotelne stanice da izlucuju interleukin-8 i monocitni kemoatraktantni protein
(MPC-1) koji induciraju adheziju i ekspresiju molekula (10). Kada njegova aktivnost kao
proiflamatorni citokin ustraje, akutna upala pretvara se u kroni¢nu i dolazi do imunosnog
odgovora. U kroni¢noj upali, IL-6 ima Stetno djelovanje 1 favorizira nakupljanje

mononuklearnih stanica na mjestu ozljede kroz konstantno lu¢enje MPC-1, angioproliferacije

4
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i antiapoptotske funkcije T stanica (11). Membranski kofaktor protein (MPC) je Siroko
rasprostranjen regulatorni protein koji inhibira aktivaciju komplementa na stanicama
domacinima. Osim na eritrocitima, MPC je naden na svakoj ispitanoj stanici. MPC pripada
obitelji znanoj kao regulatori aktivacije komplementa. MPC je takoder receptor za tri ljudska
patogena: virus ospica, grupa A Streptococcus pyogenes 1 patogena Neisseria (12). Takoder
djeluje na samu reprodukciju tako §to se nalazi u unutarnjoj akrosomalnoj membrani ljudskog
spermatozoa gdje sudjeluje u interakciji spermatozoa i oociste kod oplodnje. Prekomjerno je
izrazen kod razli¢itih ljudskih tumora i klju€an je u malignim transformacijama 1 kod
tumorskih terapeutika (12). Sudjeluje u razli¢itim signalnim putevima, kao npr. povecavanje
aktivnosti 1 prezivljenja makrofaga, ukljuuju¢i proizvodnju citokina 1 duSikovog oksida,
regulira autofagiju epitelnih stanica kod napada patogena i kod oksidativnog stresa te

modulira aktivaciju T stanica (13).

Interleukin alfa bitan je medijator imunog i1 upalnog odgovora koji funkcionira kao izluceni i
kao membranom vezani citokin. Prisutan je u zdravom organizmu kod hematopoetskih i
nehematopoetskih stanica. Povecanje njegovog izluCivanja poticu faktori rasta i
proinflamatorni faktori te stresom vezani stimulansi. Stanicna smrt zbog ozljede uzrok je
pasivnog priljeva citosolnog pro-IL-la 1 aktivacije upale ovisne o IL-1R1 (13). Ova
pretpostavka dokazana je u vise istrazivanja gdje su nekroti¢ne stanice u miseva potaknule
neutrofilnu upalu koja je bila totalno ovisna o prisutnosti IL-1a u nekroti¢nim stanicama i
IL-1R1 signaliziranju na stromalnim nehematopoetskim stanicama. Ovime je dokazano da je
citosolni pro-IL-1a glavni uzro¢nik upale u nekroti¢nim stanicama te da je IL-1a ,,alarm* koji
upozorava da je doSlo do ozljede. Istim istrazivanjem dokazano je da pro-IL-la vezan i za
inhibitorni IL-1R2 u citosolu koji moze prevenirati ili smanjiti ja¢inu upalnog odgovora u

nekroti¢nim stanicama (13).

1.8 Stani¢ne adhezivne molekule (ICAM i E-selektin)

Kroni¢na upala poznata je kao najvazniji ¢imbenik rizika za kardiovaskularne bolesti koja je
odgovorna za gotovo 30% svih smrtnih slu¢ajeva u zemljama s niskim 1 srednjim dohotkom
(14, 15, 16). Upala moze modificirati i morfologiju i funkciju endotelnih stanica, trajno
aktivirati endotelne stanice i doprinijeti endotelnoj disfunkciji (17). Nadalje, povecanje
citokina uzrokuje izrazaj gena za glikoproteine endotelnih stanica kao Sto je E-selektin,
intercelularna adhezijska molekula (ICAM) i1 vaskularna adhezijska molekula (VCAM) (18).

U normalnim uvjetima, molekule stani¢ne adhezije (CAMs) povezane su s adhezijom
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stani¢nog matriksa i komunikacijom stanica-stanica, tako da te molekule mogu kontrolirati
kretanje i migraciju leukocita kroz endotel. Medutim, pod nekim abnormalnim uvjetima kao
Sto je hipertenzija, poveana razina CAMs-a moze rezultirati ubrzanjem napredovanja
ateroskleroze (19).

ICAM-1 je glikoprotein stani¢ne povrSine izraZen na niskoj bazalnoj razini u imunoloSkim,
endotelnim i epitelnim stanicama, ali je pojacano reguliran kao odgovor na upalnu stimulaciju
(20). Funkcija ICAM-1 najbolje je proucavana u transendotelu leukocita migraciju (TEM),
gdje ICAM-1 regulira kotrljanje leukocita i adhezivne interakcije sa stijenkom Zile, te vodi
prelazak leukocita preko endotelnog sloja (21, 22). U novije vrijeme, funkcionalne studije
utvrdile su nekoliko novih uloga ICAM-1 kao odgovor na ozljede epitela, urodeni i adaptivni
imunoloski odgovori na upalu 1 tumorigenezu (23). Stoga se ICAM-1 pojavio kao glavni
regulator mnogih bitnih funkcija tkiva, kako na pocetku tako 1 pri rjeSavanju patoloskih stanja.
ICAM-1 je ve¢ neko vrijeme od klinickog i terapeutskog interesa, medutim inhibicija funkcije
ICAM-1 nije dala znacajan klinicki u¢inak u poboljSanju razrjeSenja patoloskih stanja
(24,25,26). U endotelnim se stanicama pokazalo da ICAM-1 regulira unutarstanic¢ne razine
Ca** i dovodi do aktivacije kontraktilnosti miozina, a oba su klju¢na za odrzavanje
funkcionalne barijere (27). Stovise, pokazalo se da ICAM regulira propusnost endotelnih
stanica u zdravih i upaljeno tkivo (28). Zanimljivo, dok u zdravom tkivu ICAM-1 regulira
kontrolu funkcije barijere putem signaliziranja aktivacije protein kinaze C, nakon upalne
stimulacije, angazman ICAM-1 cirkuliraju¢im leukocitima doveo je do aktivacije Src kinaze
za povecanje propusnosti otopljene tvari (29). ICAM bi takoder mogao modulirati propusnost
endotelnih stanica regulacijom proizvodnje citokina. Poprecna veza ICAM antitijela u
stani¢nim kulturama (HUVEC) povecala je proizvodnju IL-8 i CCL5 gdje se pokazalo da obje
molekule narusavaju endotelnu propusnost (30, 31).

E-selektin, molekula vaskularne adhezije, igra klju¢nu ulogu u prometu stanica u fizioloskim i
patofizioloskim stanjima. UkljuCen je u proces adhezije, proliferacije, mirovanja stanice i
rezistenciju leukocita, hematopoetskih mati¢nih stanica i stanica raka na lijekove. E-selektin
je potencijalno obecavaju¢a meta za nekoliko terapijskih i medicinskih stanja zbog njegovog
prekomjernog izrazaja u tkivima zahvacdenim upalom, infekcijom ili malignitetom (32).
E-selektin se ne izrazava u fizioloSkim uvjetima, osim u mikrocirkulaciji koze, ali se brzo
inducira upalnim citokinima. Nakon ozljede, E-selektin se veze na endotelne stanice,
omogucujuci pricvr§¢ivanje neutrofila na stijenku zile 1 posljedi¢no agregaciju te tako potice
upalu i imunoloske ozljede (33). Predstavlja najspecificniju molekulu stanicne adhezije

(CAMs) koju izrazavaju endotelne stanice, s ICAM-1 1 VCAM-1 molekulom.



1. UVOD

E-selektin pripada obitelji selektina CAMs-a i posreduje u prvom koraku kotrljanja leukocita 1
trombocita na endotel preko svojih liganda, uglavnom P-selektin glikoproteinskog liganda 1
(PSGL1) 1 liganda E-selektina (ESL1). Izrazaj E-selektina se pojacava u upalnim stanjima te
se ova molekula na povrSini stanice moze  cijepati aktivnim procesom odvajanja
posredovanim kaspazama i stvaranjem topljivih izoformi. Poznato je da razina sE-selektina
odrazava aktivacijski status endotelnih stanica. Zanimljivo, pokazalo se da sE-selektin u
serumima zadrzava sposobnost prianjanja na svoj ligand na cirkuliraju¢im leukocitima, ¢ime
se smanjuje sposobnost imunoloskih stanica da se mobiliziraju na mjestu upale. Smatra se da
ovaj mehanizam varalice predstavlja samoograni¢avajuéi proces kako bi se izbjegla Stetna

upala zbog nekontroliranog prikupljanja leukocita u tkivima (34)



2. HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Primjenom subpresorskih doza angiotenzin II i TEMPOLA aktivira se genski izraZaj razli¢itih
upalnih parametara pod utjecajem visokoslane prehrane. Angiotenzin II dovodi do znac¢ajnijih

promjena upalnih parametara od TEMPOLA.



3. CILJ ISTRAZIVANJA

3. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj je istraZivanja:
a) ispitati utjecaj subpresorskih doza angiotenzina II 1 TEMPOLA na promjenu genskog
izrazaja upalnih parametara pod utjecajem visokoslane prehrane u krvnim zilama
mozga Sprague-Dawley Stakora

b) prema dobivenim rezultatima utvrditi da li angiotenzin II ili TEMPOL ima ve¢i utjecaj

na gensku promjenu ispitivanih upalnih parametara u krvnim zilama mozga



4. MATERIJALI I METODE

4. MATERIJALI I METODE

4.1. Ustroj studije
Provedena studija je eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim Zzivotinjama

(Sprague-Dawley Stakorima). Ovo istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/21-08/07, Broj: 2158-61-07-21-107).

4.2. Materijali
IstraZivanje je provedeno na zdravim, muSkim Sprague-Dawley Stakorima starosti 9 - 11

tjedana.
Zivotinje su bile podijeljene u 4 skupine:

1) NISKOSLANA skupina (zivotinje su konzumirale standardnu hranu za
laboratorijske Stakore koja sadrzi 0.4% NaCl-a);

2) VISOKOSLANA skupina (zivotinje su konzumirale tijekom 7 dana specijalnu

hranu s visokim udjelom soli 4% NaCl-a)

3) VISOKOSLANA+ANGII skupina (Zivotinje su konzumirale tijekom 7 dana
specijalnu hranu s visokim udjelom soli 4% NaCl-a, 4. dan takve ishrane ugradena im je

potkozno osmotska minipumpa koja je otpustala 100ng/kg/min angiotenzina Il kroz 3 dana )

4) VISOKOSLANA+TEMPOL skupina (Zivotinje su konzumirale tijekom 7
dana specijalnu hranu s visokim udjelom soli 4% NaCl-a i uz to imale konstantno dostupnu

vodu u kojoj je bio otopljen TEMPOL u koncentraciji 1 mmol/L)

Uzgoj, dijetni protokol na Zivotinjama te prikupljanje uzoraka provedeno je u Vivariju
Medicinskog fakulteta Osijek, a mjerenje genskog izrazaja u Laboratoriju za molekularnu i

klinicku imunologiju.

4.3. Metode

4.3.1. Anestezija

Nakon 7 dana dijetnog protokola Stakori ¢e biti izvagani te anestezirani kombinacijom
ketanest 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) 1 potom dekapitirani. Nacin
usmréivanja Zivotinje (dekapitacija uz premedikaciju midazolam/ ketanest) je najprikladniji

protokolu.
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4.3.2. Skupljanje uzoraka
Nakon §to su zivotinje uspavane i dekapitirane, izolacijom mozga prikupljene su krvne Zile
mozga te nakon izolacije smrznute u teku¢em dusiku i skladiStene na -80 °C do izvodenja

pokusa.

4.3.3. RNA izolacija

Izolacija uzoraka krvnih zila mozga provedena je pomocu tekuceg dusSika u tarionik.
Dodatkom tekuceg dusSika na uzorak, uzorak se smrzne te se vrlo lako tu¢kom usitni do
praha. U tako usitnjeni uzorak dodano je 1 mL trizola i 100 uL 1-brom-3-klor-propana kako
bi se svi slojevi odvojili. Uzorci su potom naglo promijesani 15 sekundi i inkubirani na
sobnoj temperaturi 8§ minuta. Potom su centrifugirani 15 minuta na 1200 okr/min. Nakon
centrifugiranja, odvojen je supernatant u nove sterilne Eppendorf tubice te je u njih dodano
500 pL izopropanola kako bi se RNA odvojila od stani¢nog sadrZaja. Uzorci su potom lagano
promuckani 15 sekundi te ponovno inkubirani 8 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su
potom centrifugirani 8 minuta na 1200 okr/min. Nakon toga uzorci su isprani, dva puta, s 1
mL 75 %-tnog etanola bez muckanja 1 centrifugirani 5 minuta na 7500 okr/min. U tako
proc¢is¢ene uzorke dodano je 30 pL ciste vode te je izmjerena koncentracija RNA 1 ¢istoc¢a

uzorka na nanofotometru P300 UV/VIS, IMPLEN (Implen, Njemacka).

4.3.4. Procis¢avanje uzoraka i sinteza cDNA

Procis¢avanje uzoraka provodi se prema uputama proizvodaca Sigma-Aldrich. U uzorak se
doda 1 pl amplifikacijskog i reakcijskog pufera te inkubira 15 minuta na 25 °C. Zatim se
zaustavlja reakcija s 1 ul STOP otopine pri 70 °C kroz 10 min. Nakon toga slijedi provodenje
sinteze cDNA koja se vrsi prema uputama komercijalno dostupnog kita visokog kapaciteta s
inhibitorom RNase (eng. High Capacity cDNA kit). Pojedine kemikalije iz kita se dodaju
prema uputama te se svaki uzorak potom postavlja u uredaju Bio Rad CFX96. Protokol traje
tri sata (25 °C/10 min; 37 °C/2 sata; 85 °C/5 min; 4 °C/1 sat). Nakon toga sintetizirana cDNA
se razrijedi 5x s NFW vodom (Sigma Aldrich, Njemacka) te se takva koristila za utvrdivanje

genskog izrazaja metodom PCR u stvarnom vremenu.

4.3.4. PCR u realnom vremenu

Ovo istrazivanje je ispitivalo genski izrazaj upalnih biljega u uzorcima krvnih zila mozga
Sprague-Dawley Stakora. Upalni biljezi koje smo istraZivali metodom PCR (lan¢ana reakcija
polimeraze) u realnom vremenu su IL-1, IL-6, MPC, te adhezivne molekule ICAM i
E-selektin. U svrhu mjerenja genskog izrazaja koristili smo uredaj Bio Rad CFX 96. Metoda

PCR u realnom vremenu predstavlja kombinaciju standardnog PCR-a 1 mjerenja
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fluorescencije, a vr$i umnazanje relativno kratkih dijelova DNA u velikom broju kopija. Ova
metoda se pokazala puno preciznijom od standardnog PCR-a, ali predstavlja financijski
skuplju metodu. Reakcijska smjesa sadrzi cDNA (engl. complementary DNA) i RNA,
oligonukletoidne pocetnice deoksiribonukleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Tag DNA
polimerazu, ione magnezija, PCR pufer 1 fluorescentnu boju (SYBR Green I) ili
fluorescentno obiljezene oligonukleotidne probe. Bez obzira na slijed DNA baza, boja SYBR
Green I veze nespecificno u utore dvolancane DNA. To uzrokuje fluoresciranje DNA bez
vezanja na jednolanCanu DNA. Nukleinske kiseline se potom znafajno umnazaju ciklusima
koji se ponavljaju. U svakom se ciklusu vrs$i razdvajanje roditeljske DNA tj. proces
denaturacije pri 95 °C, 15 s. Potom slijedi hladenje (na 55 do 60 °C) $to omogucuje
hibridizaciju tj. sljepljivanje pocetnica s komplementarnim sljedovima. Posljednji korak je
elongacija pri 72 °C gdje kljuénu ulogu ima Taq DNA polimeraza. Kraj DNA se skracuje
svakim ciklusom, a novi lanac DNA predstavlja kalup za vezanje pocetnica i sintezu nove

DNA svakom iduc¢em ciklusu.

4.4. StatistiCke metode

Za statisticku je analizu koriSten Sigma Plot v.12 (Systat Software, Inc., Chicago, USA).
Numericki su podatci opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli bila je testirana Kolmogorov - Smirnovljevim testom. Razlike
normalno raspodijeljenih numerickih varijabli medu svim ispitivanim nezavisnim skupinama
testirane su analizom varijance (ANOVA), a u slucaju neravnomjerne distribucije dobivenih
podataka Holm-Sidak post hoc testom. Razina statisticke znacajnosti odredena je s p <0,05.
Veli¢ina uzorka odredena je pomocéu SigmaPlot v11.2 (Systant Software, Inc.) statistickog
programa. Uz alfa = 0,05 te snagu testa od 0,80 te predvidenu najmanju mjerljivu razliku u

prosjecnim vrijednostima od 0,05 potrebne su minimalno 3 pokusne zivotinje po skupini.
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5. REZULTATI

5. REZULTATI

5.1. Genski izrazaj upalnih biljega IL-1, IL-6 i MPC u krvnim Zilama mozga
Sprague-Dawley Stakora

U uzorcima izolirane mRNA iz uzoraka krvnih Zila mozga Sprague-Dawley Stakora koji su
bili podijeljeni u 4 skupine (niskoslana (NS), visokoslana (VS) te dvije dodatne visokoslane
skupine koje su primile dodatnu infuziju angiotenzinom II ili konzumirane TEMPOL
otopljen u tekuc¢oj vodi) odredili smo upalne citokine IL-1 (Slika 1A), IL-6 (Slika 2B) i MPC
(Slika 3C).

Analizom dobivenih rezultata nije utvrdena znaCajna statistiCka razlika u genskom
izrazaju navedenih upalnih citokina izmedu ispitivanih skupina (IL-1 p=0,142; IL-6 p=0,717,
MPC p=0,126; One-Way ANOVA). No, , skupina VS+ANG II pokazuje najvecu tendenciju
snizenja razine MPC (Slika 3C) u odnosu na VS skupinu iako nije utvrdena statisticki

znacajna razlika.

A
== NS (N=6)
= VS (N=8)
- 0.157 mmm  \/S+ANG || (N=5)
= S mm  VS+TEMPOL (N=6)
=2
>ch“| g
N g 0.104
sN
5 g 0.05 1
e = 0.05-
s S 1
- X
"5
(4]
©  0.00

Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (One-way ANOVA)
p=0,142

NS - niskoslana skupina, VS - visokoslana skupina, ANG Il - angiotenzin ||

Stupi¢i prikazuju aritmeticku sredinu, a okomite crte s grani¢nikom standardnu devijaciju

Slika 1. Relativan genski izrazaj upalnih citokina IL-1 (A) u uzorcima krvnih zila mozga
Sprague-Dawley Stakora
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Relativan genski izrazaj IL-6
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (One-way ANOVA)
p=0,717

NS - niskoslana skupina, VS - visokoslana skupina, ANG Il - angiotenzin Il

Stupi¢i prikazuju aritmeti¢ku sredinu, a okomite crte s grani€nikom standardnu devijaciju

Slika 2. Relativan genski izrazaj upalnih citokina IL-6 (B) u uzorcima krvnih zila mozga

Sprague-Dawley Stakora
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (One-way ANOVA)
p=0,126

NS - niskoslana skupina, VS - visokoslana skupina, ANG Il - angiotenzin II

Stupiéi prikazuju aritmeti€ku sredinu, a okomite crte s grani¢nikom standardnu devijaciju

Slika 3. Relativan genski izrazaj upalnih citokina MPC (C) u uzorcima krvnih zila mozga

Sprague-Dawley Stakora
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5.2. Genski izrazaj cirkulirajuéih adhezijskih molekula (E-selektina i ICAM) u krvnim

Zilama mozga Sprague-Dawley Stakora

Iz istih uzoraka odredili smo relativan genski izrazaj E-selektina (Slika 4A) i ICAM-a (Slika

5B) kao parametre koji predstavljaju cirkuliraju¢e adhezijske molekule.

Nije utvrdena znacajna statisti¢ka razlika izmedu ispitivanih skupina mjerenjem genskog

izrazaja adhezijskih molekula (E-selektin p=0,348; ICAM p=0,408; One-Way ANOVA).

A

0.157

0.104

0.054

0.00

NS (N=7)
VS (N=10)
VS+ANG Il (N=6)
VS+TEMPOL (N=6)

Relativan genski izrazaj E-selektina
u krvnim Zilama mozga

Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (One-way ANOVA)
p=0,348

NS - niskoslana skupina, VS - visokoslana skupina, ANG Il - angiotenzin ||

Stupici prikazuju aritmeticku sredinu, a okomite crte s grani¢nikom standardnu devijaciju

Slika 4. Relativan genski izrazaj adhezijske molekule E-selektina (A) u uzorcima krvnih zila

mozga Sprague-Dawley Stakora
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (One-way ANOVA)
p=0,408

NS - niskoslana skupina, VS - visokoslana skupina, ANG Il - angiotenzin Il

Stupi¢i prikazuju aritmetiCku sredinu, a okomite crte s grani¢nikom standardnu devijaciju

Slika 5. Relativan genski izrazaj adhezijske molekule ICAM-a (B) u uzorcima krvnih zila
mozga Sprague-Dawley Stakora
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6. RASPRAVA

Povecane koncentracije ROS dovode do endotelne disfunkcije 1 aktivacije Stetnih
mehanizama kljuénih za razvoj hipertenzije, kao §to je poticanje rasta miSi¢nih stanica,
povecana kontraktilnost te upala (29). Uzrokuje povecanu propusnost vaskularnog endotela i
potice adherenciju leukocita, Sto je povezano s promjenama endotelne signalizacije 1 redoks

reguliranim transkripcijskim ¢imbenicima (35, 36, 37.)

ANG II predstavlja glavni aktivni i kona¢ni proizvod RAS sustava. ANG II je
vazokonstriktor odgovoran za vecinu uinaka RAS sustava, kao §to su vazokonstrikcija
venula i arteriola, lucenje antidiuretskog hormona, aktivacija simpatikusa, stimulacija centra
za zed, $to u konacnici rezultira povecanjem sistolickog 1 dijastoli¢kog krvnog tlaka.
Medutim, za razliku od ovih sustava, kod akutnog visokog unosa soli dolazi do endotelne

disfunkcije u uvjetima snizene razine ANG II 1 ne uzrokuje promjenu krvnog tlaka (38).

Sustav podlozan ROS-u moze postati citotoksican ako je signal prevelik ili dugotrajan.
Stanice odrzavaju homeostazu unato¢ proizvodnji ROS, ne samo kataboliziraju¢i ROS, ve¢ i
popravljaju¢i oksidativne ozljede. Stvaranje ROS-a vazan je mehanizam kojim stanice
imunoloskog sustava, prvenstveno makrofaga, unistavaju Stetne mikroorganizme, Sto oStecuje
normalno tkivo domacina. Ako je stanica izloZena visokim razinama ROS-a, upalni odgovor
karakteriziraju povecane razine upalnih parametara, adhezijskih molekula i promotora
oksidativnog stresa (39). Sve veci interes za ulogu oksidativnog stresa, apoptoze i1 upale u
nizu bolesti doveo je do trazenja lijekova koji sprjeCavaju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta
1 smanjuju upalni odgovor (40). Iz brojnih razvijenih i istraZzenih antioksidanata, TEMPOL
ima neka jedinstvena svojstva. To je membranski propusni ,,Cistac* radikala, koji ima
aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) 1 katalaze (mimeti¢ke) s potencijalom da sprijeci
toksi¢nost organa mozga, srca, jetre 1 bubrega (41). Pokazalo se da TEMPOL smanjuje
cerebralni edem u hipoksicnom mozgu i takoder S§titi neurodegenerativni poremecaj kod
miSeva (42, 43). TEMPOL ima zastitni ucinak obnavljanjem oksidativne ravnoteze u
mitohondrijima protiv oksidativnog oSteenja unutar stanica. Abouzied 1 suradnici pokazali
su njegovu terapeutsku ulogu protiv akutne ozljede jetre putem obnove ekspresije nuklearnog
faktora-kappa B (NF-kB) (44). Cosi¢ i suradnici prethodno su pokazali da visokoslana dijeta
znacajno povecava razine ROS u krvi bazalno/nakon stimulacije, limfnim ¢vorovima i
slezeni. Nastali oksidativni stres svojom prisutno$s¢u u mikrocirkulaciji povecava razinu

oSteCenja. Mjerenjem genskog izrazaja upalih parametara kod niskoslane i visokoslane
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prehrane u prisutnosti ANG II ili TEMPOLA nije utvrdena pojavu upalnih stanja, rezultati
nisu pokazali statisticki znaCajnu razliku, iz ¢ega bi se dalo zakljuciti da mjerenje genskog
izrazaja nije dovoljno osjetljiva metoda za ispitivanje mjerenih biljega upale. Niska razina
ANG II uzrokovana visokim unosom soli dovodi do aktivacije imunoloSkog sustava,
povecavajuci izrazaj adhezijskih molekula (45). Povecanje razine oksidativnog stresa dovodi
do prekomjernog izrazaja proupalnih citokina, Sto uzrokuje pretjeranu stimulaciju
imunoloskog sustava. Tako dolazi do aktivacije endotela, infiltracije stijenke krvne zile
leukocitima, te razvoja upale Sto dovodi do razvoja ateroskleroze i1 kardiovaskularnih bolesti

(46, 47).

ICAM-1 je molekula koja regulira kotrljanje leukocita i adhezivne interakcije sa stijenkom
zile, te vodi prelazak leukocita preko endotelnog sloja. U danas$nje vrijeme studije su utvrdile
nove uloge ICAM-1 kao odgovore na ozljede epitela, urodeni i adaptivni imunoloski
odgovori na upalu i tumorigenezu. U endotelnim stanicama se pokazalo da ICAM-1 regulora
unutarstani¢ne razine Ca* 1 dovodi do aktivacije kontraktilnosti miozina.Rezultati studije
Mihalj 1 suradnici pokazuju da visokoslana prehrana dovodi do zna¢ajno povecane izrazaja
CD49d/VLA-4 na monocitima (ligand endotelnog VCAM-1) i CDI11a/LFA-1 na CD8
limfocitima (ligand za endotelni ICAM-1 ), Sto se dodatkom ANG II snizava do razine
izmjerene u niskoslanoj skupini (48). Nase istrazivanje koje je provedeno na krvnim Zilama
mozga naime nije pokazalo isti rezultat, jer se genski izraZzaj mjerenih adhezijskih molekula
(E-selektina 1 ICAM-a) nije znaCajno mijenjao. Prema tome, dalo bi se zakljuciti da je
direktno mjerenje razine adhezijskih molekula na monocitima i limfocitima ipak osjetljivija

metoda od mjerenja genskog izrazaja.
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7. ZAKLJUCAK
Glavni zakljucci ove studije su:

1) ANG II i TEMPOL nisu uzrokovali znac¢ajnu promjenu genskog izrazaja upalni
biljega u uvjetima visokoslane prehrane

2) Od svih ispitanih parametara, jedino MPC u skupini HS+ANG II ima tendenciju
snizenja u odnosu na HS skupinu

3) Povecanje broja uzoraka ili produZenje vremena terapije bi mozda pokazalo dodatne

razlike u genskom izrazaju izmjerenih parametara
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati utjecaj visokoslane prehrane te ulogu angiotenzina Il i TEMPOLA
na genski izrazaj biljega upale (IL-1, IL-6, MPC, E-selektina i ICAM-a) u krvnim zilama

mozga muskih Sprague-Dawley Stakora.
Nacrt studije: Pokusno (eksperimentalno) istrazivanje.

Materijali i metode: Muski Sprague-Dawley Stakori starosti 9 - 11 tjedana podijeljeni su u 4
skupine. Jedna od skupina je bila podvrgnuta niskoslanoj prehrani te u konzumirale prehranu
koja sadrzi 0,4 % NaCl-a, te ostale tri skupine koje su konzumirale visokoslanu prehranu koja
sadrzi 4 % NaCl-a u svom sastavu tijekom 7 dana. Uz prehranu s visokim udjelom soli
dvjema skupinama je uveden i dodatni tretman. Jedna je od skupina tijekom cijelog protokola
konzumirala vodu u kojoj je bio otopljen TEMPOL u koncentraciji 1 mmol/L, dok je drugoj
visokoslanoj skupini 4. dan ugradena potkozno osmotska minipumpa koja je otpustala
100ng/kg/min ANG 1II kroz 3 dana. Nakon zavrSenog protokola Zivotinje su anestezirane,
dekapitirane te su im izolirane krvne Zzile mozga iz kojih je metodom PCR u realnom

vremenu odreden genski izrazaj upalnih biljega (IL-1, IL-6, MPC, E-selektin 1 [ICAM).

Rezultati: Analizom genskog izrazaja nije utvrdena znaCajna statisticka razlika u
vrijednostima izmedu ispitivanih skupina (IL-1 p=0,142; IL-6 p=0,717; MPC p=0,126;
E-selektin p=0,348; ICAM p=0,408). Skupina HS+ANG II za biljeg MPC pokazuje

tendenciju sniZenja genskog izrazaja u odnosu na HS skupinu, ali bez dobivene znacajnosti.

Zakljucak: Angiotenzin Il i TEMPOL nisu uzrokovali znacajnu promjenu genskog izraZaja
upalnih biljega u odnosu na visokoslanu prehranu. Bilo bi potrebno povecati broj uzoraka ili

produZiti vrijeme terapije kako bi se uocile potencijalne razlike.

Kljucne rije¢i: angiotenzin II, PCR u stvarnom vremenu, Sprague-Dawley Stakori,

TEMPOL, upalni biljezi, visokoslana dijeta
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

The effect of angiotensin Il and TEMPOL on inflammatory markers' gene expression
changes in brain blood vessels of Sprague-Dawley rats under the influence of a high salt

diet

Objectives: To investigate the influence of a high-salt diet and the role of angiotensin II and
TEMPOL on the gene expression of inflammation markers (IL-1, IL-6, MPC, E-selectin and
ICAM) in the brain blood vessels of male Sprague-Dawley rats.

Study design: Experimental research

Materials and Methods: Male Sprague-Dawley rats, 9-11 weeks old were divided into 4
groups. One of the groups was subjected to a low-salt diet and consumed a diet containing
0,4% NacCl, and the other three groups who consumed a high-salt diet containing 4% NaCl in
its composition for 7 days. In addition to a high-salt diet, additional treatment was introduced
for the two groups. One group consumed water in which TEMPOL was dissolved at a
concentration of 1 mmol / L throughout the protocol, while the other high-salt group was
fitted with a subcutaneous osmotic minipump on day 4 that released 100 ng / kg / min
angiotensin II for 3 days. After the protocol was completed, the animals were anesthetized,
decapitated, and their brain blood vessels were isolated, from which the gene expression of
inflammatory markers (IL-1, IL-6, MPC, E-selectin, and ICAM) was determined by real-time
PCR.

Results: Analysis of gene expression did not reveal a significant statistical difference
between the examined groups (IL-1 p=0,122; IL-6 p=0,717; MPC p = 0,126; E-selectin p =
0,348; ICAM p = 0,408). The HS + ANG II group for the MPC marker shows a tendency to

decrease gene expression compared to the HS group, but without the obtained significance.

Conclusion: Angiotensin II and TEMPOL did not cause a significant change in the genetic
expression of inflammatory markers compared to a high-salt diet. It would be necessary to

increase the number of samples or extend the time of therapy to notice potential differences.

Keywords: angiotensin II, high-salt diet, inflammatory markers, real-time PCR,

Sprague-Dawley rats, TEMPOL
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