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POPIS KRATICA

ACE- angiotenzin-konvertaza (engl. angiotensin-convertingenzyme)

AnglI - angiotenzin II

AT1 - angiotenzinski receptor 1

CO2- ugljikov dioksid (engl. carbon dioxide)

CTRL - kontrolna skupina

ED - endotelna disfunkcija

eNOS - endotelna dusik-oksid sintaza (engl. endothelial nitric-oxide synthase)
FID - protokom potaknuta dilatacija (eng. flow-induced dilation)

iNOS - inducibilnadusik-oksid sintaza (engl. inducible nitric-oxide synthase)
L-NAME- N()-nitro-L-arginin metil ester

nNOS - neuronska dusik-oksid sintaza (engl. neuronal nitric-oxide synthase)
NO - dusikov oksid (engl. nitricoxide)

NOS - dusik-oksid sintaza (engl. nitric-oxide synthase)

NOz - nitrit

NOs3 - nitrat

O? -superoksidni anion

RAS - renin-angiotenzin sustav

ROS - slobodni kisikovi radikali (engl. reactiveoxygenspecies)

SD Stakori - Sprague-Dawley Stakori
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1.1. Mikrocirkulacija, moZdana cirkulacija i otpornicke krvne Zile

Najvaznije funkcije cirkulacijskog sustava se odvijaju upravo u mikrocirkulaciji.
Mikrocirkulacija je primarno mjesto izmjene kisika i hranjivih tvari, a takoder ima vaznu

ulogu u regulaciji krvnog tlaka, termoregulaciji te proizvodnji limfe.

Kao organ, mozak zauzima relativno mali dio naseg tijela, no potrebne su mu velike
koliCine energije za normalno funkcioniranje. Koristi viSe energije od svih drugih organa i
ovisi o konstantnoj opskrbi krvlju, odnosno kisikom i glukozom iz krvi. Mozak dobiva 15-
20% srcane aktivnosti, a to ga ¢ini jednim od najbolje prokrvljenih organa u tijelu. Visoke
metabolicke potrebe mozgaoslanjaju se snazno na oksidativni metabolizam pa tako mozak ne
zahtijeva samo visok udio sréanog ucinka, ve¢ 1 relativno konstantan protok krvi (1).
Sposobnost mozga da odrzava relativno konstantan protok krvi, unato¢ promjenama u tlaku,
naziva se autoregulacija. Kako bi prokrvljenost bila dostatna, autoregulacija ovisi o
simpatickoj ziv€anoj aktivnosti, vaskularnom renin-angiotenzin sustavu ili ¢imbenicima poput
promjena tlaka ugljikovog dioksida (CO3) u arterijskoj krvi (2). Postoji i barijera koja odvaja
izvanstani¢nu teku¢inu mozga od krvi i selektivno propusta tvari. Putem krvno-moZzdane
barijere izmjenjuju se hranjive tvari, izbacuju Stetni produkti, a istovremeno se i ometa
transport lijekova u mozak. Postoje li oste¢enja u krvno-mozdanoj barijeri izmjena tvari nije

pravilna pa moze do¢i do raznih neuroloskih problema, oste¢enja mozga, a 1 smrti (1).

Kontrola protoka krvi je vrlo vazna uloga kardiovaskularnog sustava, a nju vrse
otpornicke (rezistentne) krvne zile. Otpornicke arterije imaju glavnu ulogu u kontroli
otpornosti na protok krvi, a samim time i krvnog tlaka pa 1 odrzavanje konstantne opskrbe
tkiva krvlju kao S$to su srce, bubreg i mozak (3). Zadebljanja i suZavanja otpornickih arterija
su kljucni elementi u kontroli kardivoaskularnog sustava (4). Protokom potaknuta dilatacija
(eng. flow-induced dilation, FID) je metoda kojom semjeri vaskularna endotelna funkcija, a

samim time 1 funkcija rezistentnih krvnih Zila (5).

1.2. Endotel i vaznost dusikovog oksida (NO) u mehanizmu vazodilatacije

Endotelje endokrini organkoji oblaze ¢itav vaskularni sustav. Postoji viSe patoloskih
i fizioloskih ulogaendotela ukljucujuéi regulaciju glatkog miSi¢ja, kontrolu tromboze,
inhibiciju leukocita, adheziju stanica trombocita, moduliranje propusnosti vaskularne stjenke i

1
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sl.Osim toga, postoje brojne tvari koje se oslobadaju iz endotela, a medu njima je i1 jedan od
najvaznijih posrednika vazodilatacije — duSikov oksid (NO) (6). Dusikov oksid je mali
kratkozivu¢i slobodni radikal s velikim brojem razli¢itih uloga. Jedan je od glavnih faktora
relaksacije endotela, a ima 1 vaznu ulogu u brojnim prijenosnim signalnim putevima. Iako
postoje prekursori za proizvodnju NO, koji su izvedeni iz prehrambenih izvora kao S§to su
nitrati 1 nitriti (NO3 iINO2"), prvenstveno se sintetizira enzimski iz NO-sintetaze (NOS). NOS
sintetizira duSikov oksid iz kisika i1 arginina, a postoje tri izoforme NOS-a: neuronska
(nNOS), inducibilna (iNOS) i endotelna (eNOS) (7). Dusikov oksid se stvara i1 otpusta iz
stanica endotela kao odgovor na stres krvnih zila 1 na djelovanje spojeva poput acetilkolina i
bradikinina.Vazodilatacija krvnih zila, uslijed povecanja protoka krvi, izazvana FID-om za
posljedicu ima povecan stres endotela krvne Zile $§to podrazuje endotelne stanice i dovodi do
otpusStanja duSikova oksida (NO) (5).Otpustanje duSikova oksida vodi do relaksacije
vaskularnog glatkog misi¢ja.

Oste¢enje endotela je okarakterizirano smanjenom biodostupnoséu NO-a i1 to se
naziva endotelna disfunkcija (ED). Patofizioloski ¢imbenici, zbog kojih dolazi do endotelne
disfunkcije, su vaZzni riziéni C¢imbenici za nastanak, razvoju 1 daljnju progresiju
kardiovaskularnih bolesti (8).NO ne djeluje samo kao vazodilatator, ve¢ takoder sprjecava
adheziju i migraciju leukocita u arterijsku stjenku i inhibira proliferaciju u vaskularno glatko

misi¢je Sto su kljucni dogadaji u razvoju ateroskleroze (5).

1.3. Slobodni kisikovi radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali su atomi ili molekule koje imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona; mogu biti elektricki neutralni ili u obliku iona. Kisik ima svojstvo stvaranja
slobodnih radikala pa tako, kada ima jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj vanjskoj
ljusci, oduzima elektrone drugim spojevima kako bi se $to prije vratio u stabilno stanje.
Bjelancevine, masti 1 ugljikohidrati su osnovne jedinice koje izgraduju nase tijelo, a bas od
njih kisik uzima prijeko potrebne elektrone¢ime se stvara niz reakcija koje dovode do
oksidativnog stresa. VeZu li se slobodni radikali na genetski materijali, odnosno na DNA,
dolazi do oStecenja stanica. Fizioloski se u ljudskom tijelu stalno stvaraju slobodni radikali,
ali kako se stvaraju, tako se 1 neutraliziraju. Do problema dolazi kada se stvaraju toliko
velikom brzinom da organizam to ne stigne kompenzirati i tada dolazi do apoptoze. Stanice se

protiv slobodnih radikala brane antioksidansima koji ih uklanjaju i1 inhibiraju oksidaciju.
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Neravnoteza izmedu endogenih oksidansa i1 antioksidansa rezultira oksidativnim stresom,

uvjetom koji pridonosi vaskularnoj disfunkciji 1 aterogenezi. (9)

Reaktivni kisikovi oblici napadaju mozdane stanice koje su posebno osjetljive na
djelovanje reaktivnih kisikovih oblika - ima sposobnost stvaranja velikih koli¢ina slobodnih
radikala, ali ipak njegovi su antioksidativni kapaciteti vrlo skromni (10).Oksidativni stres
stanje je neravnoteze izmedu produkcije slobodnih kisikovih radikala te njihova uklanjanja
putem antioksidanata i enzima. U fizioloskim uvjetima oni se neprestano stvaraju u tijelu te su
jedan od glavnih oSte¢enja nukleinskih kiselina, lipida u membranama i proteina u tijelu.
Nakon mnogih eksperimenata u laboratorijskim uvjetima (in vitro) 1 eksperimenata na
zivotinjama (in vivo), klasi¢na medicina prihvatila je ¢injenicu da se oksidativni stres dovodi
u vezu s nastankom mnogih bolesti. Oksidativni stres je povezan sa smanjenom
biodostupnosti dusikova oksida (NO)jer prekomjerno stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva

(ROS), a posebno superoksidnog aniona (O%") mijenja funkciju endotela krvnih zila (11).

1.4. Renin-angiotenzin sustav (RAS)

RAS je glavni homeostatski sustav koji za zadacu ima kontrolu volumena tjelesnih
tekucina, ravnotezu elektrolita, krvni tlak kao i inervaciju 1 endokrine funkcije vezane uz
kardiovaskularnu kontrolu te je bitan za odrZavanje arterioralne strukture i vaskularne
reaktivnosti. RAS pokazuje svoje ucinke kroz glavnu efektorsku molekulu - angiotenzin I1
(Ang II) koja se veZe na specificne membranske angiotenzinske receptore (AT1) smjeStene u

brojnim tkivima, ukljucujuéi i vaskularno (8).

Renin je bubrezni hormon koji sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka; djelovanjem
raznih enzima na renin, on postaje angiotenzin II (8).Peptidni hormon koji regulira
kontrakciju krvnih Zila 1 dio je renin-angiotenzin sustava naziva se angiotenzin II. RAS je
jedna od bitnih stavki u patofiziologiji vaskularnih bolesti, a angiotenzin II (Ang II) je njegov
glavni  peptid(12). Angiotenzinogen, stvoren u jetri, djelovanjem renina iz
jukstaglomerularnih stanica bubrega, pretvara se u angiotenzin 1. Na Angiotenzin I djeluje
enzim — angiotenzin-konvertaza (ACE) koja ga u endotelu plu¢nih kapilara pretvara u
angiotenzin II. Svoju svrhu angiotenzin II ostvaruje preko AT1 i AT2 receptora (13). Svi
klasi¢ni fizioloski uc¢inci Ang II, kao Sto su vazokonstrikcija, otpuStanje aldosterona i

vazopresina, zadrzavanje natrija i vode, posredovani su AT1 receptorom. Ang II, preko svog

3
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receptora AT1 takoder je ukljuCen u proliferaciju stanica, hipertrofiju lijeve klijetke,
nefrosklerozu, hipertrofiju vaskularne medije, endotelnu disfunkciju i dogadaje koji dovode
do ateroskleroze. Nedavna istrazivanja pokazala su ulogu AT2 receptora u kardiovaskularnoj,
mozdanoj i1 bubreznoj funkciji kao 1 u modulaciji razli¢itih bioloskih procesa ukljuc¢enih u

razvoj, diferencijaciju stanica, popravak tkiva i apoptozu. (14)

Blokator angiotenzinskih receptora, tj. blokator AT1 receptora je Losartan. Izravnim
vezanjem na AT receptore on smanjuje koncentraciju Ang II, a samim tim smanjuje i
njegovu fiziolosku funkciju (15). Povecana razina oksidativnog stresa i proizvodnja slobodnih
kisikovih radikala dovodi do smanjenja biodostupnosti NO-a, te time uzrokuje smanjenu
vaskularnu funkciju (16).

Ranija istrazivanja iz naSeg laboratorija pokazale su da je supresija RAS-a (slanom hranom)
uzrokovala oslabljenu o endotelu ovisnu dilatacije zbog promjene u sintezi vazoaktivnih
metabolita arahidonske kiseline te povecanog oksidativnog stresa (20). Stoga smo Zeljeli
istraziti kakav ¢e utjecaj na proizvodnju NO-a imati smanjena dostupnost angiotenzina II i

povecan oksidativni stres, koji ¢e nastati djelovanjem Losartana.
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Terapija Losartanom ¢e izmijeniti vazodilatcijski odgovor rezistentnih zila te povecavajuéi
razinu oksidativnog stresa dovesti do smanjenja stvaranja dusikovog oksida u krvnim zilama

Stakora.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj ovog istrazivanja je:

1) izmjeriti stvaranje NO-a u samim krvnim zilama kod zivotinja na terapiji
Losartanom pomocu direktne flourescencije NO, mjerene bojom DAF-2DA (2,3-

diaminoflourescein) koja s NO stvara flouresciraju¢i spoj DAF-2T.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Eksperimentalni Zivotinjski model

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije Medicinskog fakulteta u
Osijeku. Koristeno je 10 zdravihSprague-Dawley (SD) muskih $takora u dobi od 9 do 11
tjedana starosti. Svi su Stakori iz vlastitog uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu u
Osijeku.
Stakori su bili podijeljeni u dvije skupine:

1) Kontrolna skupina (CTRL) - zdravi netretirani Stakori (N=5)

2) CTRL+Losartan skupina - Stakori koji su primali Losartan kroz vodu za pi¢e(N=5).

Cijelo vrijeme trajanja protokola zivotnije iz obje skupine su imale dostupnu standardnu
hranu za laboratorijske glodavce (Mucedola, Italija) sa 0,4% udjelom natrijevog klorida.
Skupina CTRL+Losartan je u vodi za pi¢e primala 40mg Losartana (dnevna doza) kroz 7

danate su zivotinje zrtvovane 8.dan.

4.2. Postupak izolacije srediSnje mozdane arterije

Pokusne Zivotinje se vazu i potom anesteziraju kombinacijom ketamina 75 mg/kg (Ketanest S
25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) 1 midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml,
Torrex Chiesi Pharma) nakon cega slijedi dekapitacija giljotinom. Pomocu mikrokirur§kog
pribora i operacijskog mikroskopa iz mozga je izolirana srediSnja mozdana arterija teje potom
postavljena izmedu staklenih mikropipeta (vanjskog promjera ~ 100-200 um) smjestenihu
komorici koja je ispunjena toplom (37 C) fizioloSkom slanom otopinom (PSS,pH = 7.4 +
0.05; sastava (u mM / 1): 119 NaCl, 4.7 KCl, 1.17 MgS04, 1.6CaCl2, 1.18 NaH2PO4, 24
NaHCO3, 0.026 EDTA 1 5.5 glukoze).Sustav je kontinuirano oksigeniran smjesom plinova
21% 02, 5% CO2 i balans N2. Nakon postavljanja u komoricu arterija je inkubirana 30
minuta pri tlaku od A0 mmHg (ulazni tlak 80 mmHg, izlazni tlak 80 mmHg) kako bi se
odredilo stvaranje NO-a u uvjetima bez protoka (no flow), odnosno pri A80 mmHg (ulazni
tlak 80 mmHg, izlazni tlak OmmHg) kako bi se odredilo stvaranje NO-a potaknuto protokom
(flow).Ovaj dio protokola odraden je na uredaju DMT Pressure Myograph System (Model
110P). Protokol je odraden u odsutnosti/prisutnosti L-NAME-a koji je inhibitor NO sintetaze.
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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 Zzivotinja. Navedena istrazivanja su odobrena za provedbu od strane Etickog

povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek.

4.3. Odredivanje razine dusikovog oksida metodom fluorescencije

Razina stvaranja duSikovog oksida bit ¢e procijenjena pomoc¢u DAF-2DA (4,5-
diaminofluorescein) boje. Ovaj spoj je nefluorescentan, ali reagira s NO 1 u prisutnosti kisika

dolazi do stvaranja vrlo fluoresciraju¢eg spoja triazolofluorescein (DAF-2T) ¢iji je intenzitet

proporcionalan razini NO.

Nakon 30 min. bazi¢ne inkubacije slijedi inkubacija zile s fluorescentnom bojom DAF-2DA
(5 uM), 45 min.pri37°C u HEPES otopini (pH = 7.4; sastav:137mM NaCl; 5,4mM KCI;
42mM NaHCO;; 3 mM NaHPO4; 0,4mM KH>POs; 0,5mM MgClx6H,0; 0,8mM
MgSO04x7H20; 10 mM glukoza; 20mM HEPES i 1,2mM CaCloxH20). Tubice su zasti¢ene od
djelovanja svjetlosti aluminijskom folijom 1 drzane su u CO; inkubatoru na konstantnoj
temperaturi 37 “C. Nakon 45 minuta inkubacije, Zile su isprane svjezim HEPES puferom tri
puta te nakon toga fotografirane na ZeissAxioskop MOT2 mikroskopu pomocu Olympus
DP70 kamere. DAF-2T pobuden je na 490nm i mjerene kroz 530nm emisijski filter. Slike su
procesuirane 1 analizirane Image] softverom. Intenzitet boje odreden je pomocu Imagel

programa (National Institute of Health).

4.4. Statisticke metode

Za utvrdivanje medusobne razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju
skupina koristio se Studentov t-test, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-
Whitney U test. Za statistiCku je analizu uporabljen SigmaPlot v.12 (Systat Software, Inc,
Chicago, USA) i1 GraphPad Instat i GraphPad Prism, verzija 5.00 za Windows, GrafPad
Software (San Diego, CA, USA). Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina 1 standardna
pogreska aritmeticke sredine (engl. Mean = standard error of the mean (SEM)). Razina

znacajnosti odredena je na P<0,05.
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5. REZULTATI
5.1. Mjerenje razine dusikovog oksida metodom fluorescencije in situ

Bazalne razine dusSikovog oksidau uvjetima bez protoka (no flow) odredene in situ metodom
fluorescencije u tkivu sredi$nje mozdane arterije pokazuju znacajno snizenu razinu dusikovog
oksida kod Stakora koji su bili podvrgnuti terapiji Losartanom (CTRL+Losartan skupina) u

odnosu na kontrolnu (CTRL) skupinu netretiranih zivotinja (Slika 1. i 3.a).

Nakon primjene L-NAME-a, u obje ispitivane skupine, doSlo je do statisticki znacajno

snizene razine stvorenog NO-a u odnosu na bazalne vrijednosti (Slika 1. i 3.a).

50- I |
3 CTRL (N=5)
40- —_ CTRL+L-NAME (N=5)
= CTRL+LOSARTAN (N=5)
CTRL+LOSARTAN+L-NAME(N=5)
w 30- .
O A
I
O 204
N %
0
*P<0.05

CTCF- korgirana ukupna stani¢na fluorescencija
N - broj Stakora
Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredinatSEM

Slika 1. Grafi¢ki prikaz in situ odredivanja razine duSikova oksida metodom
fluorescencije koriste¢i DAF-2DA specificnu boju za duSikov oksid u testiranim
grupama, u baziénim uvjetima (no flow). Prikazane su bazalne vrijednosti tenakon
primjene L-NAME-a u CTRL i CTRL+Losartan grupi. P vrijednosti iznose:

CTRL vs. CTRL + L-NAME = 0,0363

CTRL vs. CTRL + LOSARTAN = 0,0167

CTRL vs. CTRL + LOSARTAN + L-NAME< 0,0001



5. REZULTATI

Protokom potaknuto stvaranje dusikovog oksida u srednjoj cerebralnoj arteriji ne uzrokuje
statisticki znaCajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (Slika2. i 3.b). Nakon primjene L-
NAME-a, u obje ispitivane skupine, doslo je do statisticki znac¢ajno sniZzene razine stvorenog

NO-a u odnosu na bazalne vrijednosti (Slika 2. i 3.b).

50 - 3 CTRL (N=5)
CTRL+L-NAME (N=5)
404 * —X—4 ©= CTRL+LOSARTAN (N=5)
—— CTRL+LOSARTAN+L-NAME (N=5)
1
w 30
(&)
=
O 20-
- %
0
*P<0.05

CTCF- korgirana ukupna stani¢na fluorescencija
N - broj Stakora
Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredinatSEM

Slika 2.Grafi¢ki prikaz in situ odredivanja protokom potaknute proizvodnje (flow)
duSikova oksida metodom fluorescencije koriste¢i DAF-2DA specifi¢nu boju za duSikov
oksid u testiranim grupama. Prikazane su bazalne vrijednosti tenakon primjene L-
NAME-a u CTRL i CTRL+Losartan grupi. P vrijednosti iznose:

CTRL vs. CTRL + L-NAME = 0,0370

CTRL vs. CTRL + LOSARTAN = 0,4560

CTRL vs. CTRL + LOSARTAN + L-NAME = 0,0003
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5. REZULTATI

BEZ PROTOKA (no flow)

CTRL+L-NAME

CTRL+LOSARTAN CTRL+LOSARTAN+L-NAME

UZ PROTOK (flow)

CTRL+L-NAME

CTRL+LOSARTAN CTRL+LOSARTAN+L-NAME




5. REZULTATI

Slika 3.a i 3.bIn situ fluorescencija bazi¢nog (no flow) te protokom potaknutog (flow)
stvaranja NO-a nakon bojanja srednjih moZdanih arterijaDAF-2DA bojom prije i
nakon inkubacije s L-NAME-om. Intenzitet boje proporcionalan je koli¢ini dusikovog

oksida. Slike su napravljene na ZeissAxioskop MOT2 mikroskopu pomoéu Olympus
DP70 kamere.
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6. RASPRAVA

6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju odredivano je stvaranje NO-a u samim krvnim zilama, to¢nije u
srednjim cerebralnim arterijama,zdravih netretiranih Sprague-Dawley Stakora te Stakora koji
su kroz sedam dana bili na terapiji Losartanompomocu metode direktne flourescencije NO.
Glavna saznanja provedene studije ukazuju kako Losartan ima znacCajan utjecaj na
proizvodnju NO-a, budu¢i da je razina stvorenog NO-a snizena kod zivotinja koje su bile na
terapiji Losartanom u uspredbi s kontrolnim netretiranim zivotinjama, u uvjetima stvaranja
NO-a bez prisutnog protoka.Za fizioloski uc¢inak angiotenzina II, koji je kljucna sastavnica
RAS sustava, bitna je upravo njegova fizioloska razina jer je pokazano kako znacajno
smanjena ili znac¢ajno poviSena razina Ang II ima nepovoljan utjecaj na organizam te u
uvjetima supresije RAS sustava (npr. visokim unosom soli) infuzija Ang II oporavlja
naruSenu vaskularnu funkciju (17). S obzirom da je ranije navedeno kako je Losartan blokator
angiotenzinskih receptora (AT1) i on svojim vezanjem za AT receptore snizava koliinu
dostupnog angiotenzina II i na taj nacin smanjuje fizioloSku funkciju istoga, pretpostavka
ovog istrazivanja je bila kako ¢e se 1 razina raspoloZivog NO-a smanjiti djelovanjem
Losartana budud¢i da je NO kljucan vazodilatator.Rezultati naseg istrazivanja u skladu s time
jer je u uvjetima bez protoka proizvodnja NO-a znacajno veéa kod kontrolnih netretiranih
Stakora u odnosu na one koji su bili na terapiji Losartanom. I nadalje, L-NAME je u obje

ispitivane skupine znacajno smanjio razinu proizvodnje NO-a.

Protokom potaknuto stvaranje NO-a (flow) bilo je podjednako u obje ispitivane
skupine, dok je L-NAME 1 kod zdravih netretiranih Stakora i1 kod onih na terapiji Losartanom
znacajno smanjio proizvodnju NO-a u odnosu na bazalne vrijednosti. Medutim, postavlja se
pitanje zaSto Losartan i u uvjetima prisutnog protoka zna¢ajno ne smanjuje proizvodnju NO-a
kada su 1 ranija istraZivanja iz naSeg laboratorija pokazala kako u uvjetima povecanog
oksidativnog stresa (npr. nakon akutnog izlaganja hiperbari¢nom kisiku), dolazi do smanjene
bioraspolozivosti NO-a (16), a vec¢ je ranije receno kako Losartan uzrokuje povecanu razinu
oksidativnog stresa. S obzirom na to da je kod povecéane razine oksidativnog stresa povecana i
proizvodnja slobodnih radikala, istrazivanja u naSem laboratoriju su se usmjerila i na
odredivanje njihove razine pa je protokom potaknuta proizvodnja superoksida u srednjim
cerebralnim arterijama Stakora koji su bili na terapiji Losartanom bila znacajno veca u odnosu

na razinu kod zdravih netretiranih Stakora (18), Sto potvrduje povecan oksidativni stres.
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7. ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK
Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti zakljucci:

1.) Terapija Losartanom ima znacajan utjecaj na proizvodnju NO-a u uvjetima bez
protoka (no flow), odnosno smanjuje ju;

2.) L-NAME znacajno snizava proizvodnju NO-a u skupini zdravih netretiranih Stakora
(kontrolna skupina) kao i u skupini koja je bila na terapiji Losartanom, u uvjetima bez
protoka kao i uz prisutni protok;

3.) Protokom potaknuta proizvodnja (flow uvjeti) NO-a podjednaka je u obje ispitivane

skupine.
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8. SADRZAJ

8. SADRZAJ

Cilj: Odrediti stvaranje NO-a u srednjoj mozdanoj arteriji kod zdravih Sprague-Dawley (SD)

Stakora te odrediti utjecaj Losartana na stvaranje NO-a.

Materijali i metode: U istrazivanje su bili uklju¢eni muski SD Stakori koji su bili podijeljeni
u dvije skupine: 1. skupina (CTRL) su bili zdravi netretirani Stakori, a 2. skupina je
(CTRL+Losartan) primala Losartan u vodi za pi¢e kroz sedam dana. Prije dekapitacije Stakori
su anestezirani kombinacijom ketamina (75 mg/kg) 1 midazolama (0,5 mg/kg). Srednja
cerebralna arterijaje izoliranate postavljena u sustav za izolirane Zile u uvjetima bez (AmmHg)
/ sa (A8OmmHg) protokom te uz prisutnost L-NAME-a. Proizvodnja NO-a je odredena
pomocu fluorescentne boje DAF-2DA i fluorescentnog mikroskopa.Svi eksperimentalni
postupci su uskladeni s europskim smjernicama za skrb i1 primjenu laboratorijskih Zivotinja
(direktiva 86/609) te su poduzete sve mjere kako bi se sprijecila patnja Zivotinja. Navedena
istrazivanja su odobrena za provedbu od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta

Osijek.

Rezultati: Rezultati pokazuju da je stvaranje NO-a znacajno smanjeno u CTRL+Losartan
skupini u uvjetima bez protoka (no flow) usporedujuci s kontrolnom skupinom. U uvjetima
prisutnog protoka (flow) nema znacajne razlike u koli¢ini stvorenog NO-a izmedu skupina. L-
NAME znacajno smanjuje razinu NO-a u obje ispitivane skupine i u uvjetima bez protoka te

uz prisutan protok.

Zakljucak: Losartan znacajno smanjuje proizvodnju NO-a u uvjetima bez protoka (no flow
uvjeti) dok je uz prisutan protok (flow uvjeti) stvaranje NO-a podjednako kod kontrolnih
Stakora 1 kod onih na terapiji Losartanom. U oba uvjeta, bez 1 u prisutnosti protoka, L-NAME

znacajno snizava razinu stvorenog NO-a u obje skupine.

Kljuéne rijeci: DuSikov okisd; Losartan; Sprague-Dawley Stakori, srednja cerebralna arterija.
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

Production of nitric oxide in blood vessels of Sprague-Dawley rats on Losartan therapy

Aim: Present study aimed to determine the effects of Losartan therapy on flow/no flow-

induced endothelial NO production, in healthy Sprague-Dawley (SD) rats.

Materials and methods: Healthy male 11 weeks old Sprague-Dawley rats were divided in:
CTRL (control group) and CTRL+Losartan group (received Losartan in drinking water for 7
days). Prior to decapitation, rats were anesthetized by ketamine (75 mg/kg) and midazolam
(0.5 mg/kg). Middle cerebral arteries were isolated and cannulated and pressurized at
AOmmHg or A80 (no flow/flow conditions), in the absence/presence of TEMPOL in vitro. NO
production was determined by DAF-2DA to DAF-2T conversion fluorescence assay. All
experimental procedures conformed to the European Guidelines for the Care and Use of

Laboratory Animals (directive 86/609) and were approved by institutional Ethical Committee.

Results: No flow NO production was significantly reduced in the CTRL+Losartan group
comparing with the CTRL group, while flow-induced NO production was similar between
CTRL and CTRL+Losartan group. L-NAME significantly reduces the level of NO production

in both groups, and with/without flow conditions.

Conclusion: Losartan significantly reduces the NO production in conditions without flow,
while in flow conditions the NO production were similar between control rats and rats on
Losartan therapy. In both conditions, with/without flow, L-NAME significantly reduces the
level of produced NO in both groups.

Key words: Nitric oxide; Losartan; middle cerebral artery; Sprague-Dawley rats.
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