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1. UVOD 

1.1. Mikrocirkulacija 

Najvaţnije funkcije cirkulacijskog sustava kao što su prijenos hranjivih tvari u tkiva i 

uklanjanje staniĉnih izluĉevina odvijaju se upravo u mikrocirkulaciji. Mikrocirkulacija svakog 

organa posebno je ustrojena kako bi mogla obavljati funkcije pojedinog organa. 

1.1.1. Moţdana cirkulacija 

Regulacija moţdanog  protoka krvi je od izuzetne vaţnosti za mogućnost izvršavanja 

brojnih moţdanih funkcija. Takva kompleksna funkcija zahtijeva kompleksne regulatorne 

mehanizme koje osigurava dinamiĉka interakcija mehanotransdukcije, metaboliĉkih (npr. 

adenozin), kemijskih (promjene pCO2, pH i pO2) i drugih ĉimbenika, primjerice, uloga glija 

stanica, pericita i ţivĉana kontrola regulacije moţdanog protoka krvi (1-13). Svi mehanizmi 

moraju biti u skladu s ograniĉenim prostorom (lubanja) (14) uz odrţavanje relativno stalnog 

moţdanog protok krvi unatoĉ varijacijama tlaka i protoka što se već dugi niz godina istraţuje. 

Ukupni moţdani protok krvi mora biti relativno konstantan kako bi se omogućilo stabilno i 

kontinuirano snabdjevanje moţdanog tkiva i odrţavanje intrakranijalnog volumena i tlaka 

stalnim. Autoregulacija cerebralnog protoka krvi je sposobnost mozga da odrţava relativno 

konstantan protok krvi usprkos promjenama u perfuzijskom tlaku i ovisi o mnogim 

ĉimbenicima kako bi zadrţala odgovarajuću prokrvljenost, kao što su simpatiĉka ţivĉana 

aktivnost, vaskularni renin angiotenzinski sustav ili faktor koji smanjuje ili povećava moţdani 

protok ovisno o tlaku ugljiĉnog dioksida u arterijskoj krvi (PaCO2) (15).  

1.1.2. Uloga otporniĉkih krvnih ţila 

Bitna uloga kardiovaskularnog sustava je osigurati dovoljan protok krvi kroz razliĉita 

tkiva i organe tako da oni mogu zadrţati svoj lokalni protok ovisno o njihovim metaboliĉkim 

potrebama. Primarna uloga otporniĉkih ţila je regulacija lokalnog protoka krvi (16). 

Otporniĉke arterije imaju kljuĉnu ulogu u kontroli stvaranja otpora krvnom protoku te samim 

time u kontroli krvnog tlaka i odrţavanju konstantnog  dotoka krvi u tkiva, kao što su bubreg, 

srce i mozak (17).  
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1.2. Protokom posredovana dilatacija 

Prvi eksperimentalni dokaz arterijskog širenja nakon povećanja protoka krvi prikazao 

je u svojim pokusima  Schretzenmaier 1933. godine (18). Mehanizam protokom posredovane 

dilatacije je prouĉavan u raznim krvnim ţilama (19-23), ovisan je o vrsti krvoţilja i veliĉini 

krvne ţile i moguć je jedino otpuštanjem endotelnih vazoaktivnih posrednika (24-25). 

Vazodilatacija na silu smicanja (protokom potaknuta dilatacija (FID)) je proces ovisan o 

endotelu te vaţan za odrţavanje vaskularne homeostaze. Povećanje smicanja tijekom strujanja 

stimulira oslobaĊanje vazoaktivnih tvari iz endotela, ukljuĉujući dušikov oksid (NO), 

prostacikline i iz endotela hiperpolarizirajuće faktore (engl. endothelium derived 

hyperpolarizing factors; EDHF) (26-28). Pojedina istraţivanja su dokazala kako NO ima 

nedvojbeno najveću ulogu u odrţavanju dilatacije krvne ţile te kako povećani oksidativni 

stres smanjuje razinu dostupnog NO pa tako i razinu protokom posredovane dilatacije (29). U 

humanim studijama pokazano je da, osim NO, postoje drugi faktori koji mogu kompenzirati 

nedostatak NO i omogućiti nesmetano odvijanje FID-a (30). Proizvodnja NO-a potaknuta 

laminarnim ţilnim stresom barem je djelomiĉno odgovorna za protokom potaknuto 

izluĉivanje PGI2 (25) koji je inaĉe znaĉajan inhibitor agregacije trombocita. IzmeĊu ostalog, 

vodikov peroksid (H2O2) takoĊer moţe umjesto dušikova oksida biti posrednik o endotelu 

ovisne dilatacije u otporniĉkim arteijama visceralnog masnog tkiva kod koronarne arterijske 

bolesti (31) što su potvrdili i Miura i suradnici. Oni su dokazali kako ţilni stres dovodi do 

povećanja endotelnog otpuštanja H2O2 kod pacijenata s poznatom srĉanom bolesti te se i on 

smatra jednim od EDHF (32) u malim arterijama, a u velikim je cerebralnim arterijama 

aktivator kalijskih kanala (33). Razna istraţivanja upućuju na to kako bi porast oksidativnog 

stresa mogao biti glavni mehanizam koji podupire razvoj vaskularne endotelne disfunkcije. 

Smanjena razina protokom posredovane dilatacije je jedan od prvih znakova razvoja 

kardiovaskularnih bolesti (npr. hipertenzije) (29) i aterosklerotskih srĉanih bolesti (34). 

TakoĊer brojna novija istraţivanja naglašavaju negativni efekt povećanog oksidativnog stresa 

na mehanizme dilatacije i pojavu endotelne disfunkcije (29, 36).  
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1.3. Vaţnost endotela i pojava endotelne disfunkcije 

Za endotel se nekoć mislilo da je samo '' celofanski omot '' vaskularnog stabla bez 

drugih posebnih funkcija osim da je selektivno propustan za vodu i elektrolite (37). MeĊutim, 

ogromni napredak od 80-ih dovodi do razumijevanja sloţenih funkcija ovog velikog 

endokrinog organa. Prvenstveno, nakon otkrića 1980. kako acetilkolin jedino u prisutnosti 

endotelnih stanica dovodi do vazodilatacije arterija (38), uvidjela se vaţnost endotelnih 

stanica za vaskularnu homeostazu. Endotelne stanice oblaţu cijeli krvoţilni sustav od srca pa 

do najmanjih kapilara. Te stanice imaju vrlo posebne i jedinstvene funkcije koje imaju 

najvaţniju ulogu u vaskularnoj biologiji, a ukljuĉuju filtraciju tekućina, kao što je u 

glomerulima bubrega, odrţavanje tonusa krvnih ţila, hemostazu, prijenos hormona i drugih 

hranjivih tvari (39). Pod fiziološkim uvjetima, endotelne stanice sposobne su sintetizirati i 

luĉiti veliki spektar antiaterosklerotskih tvari, od kojih je najviše pozornosti zauzeo  dušikov 

oksid (NO) (40). U normalnim uvjetima endotelna stimulacija potiĉe proizvodnju i 

oslobaĊanje NO koji difundira kroz okolna tkiva i stanice te pokazuje svoju kardiovaskularnu 

zaštitnu ulogu opuštanjem stanica glatkih mišića, sprjeĉavanjem adhezije leukocita i njihovu 

migraciju u arterijskom zidu, mišićnu staniĉnu proliferaciju, adheziju trombocita te agregaciju 

i izraz adhezijskih molekula (40-41).  

U uvjetima bolesti, ukljuĉujući prisutnost kardiovaskularnih ĉimbenika rizika, 

endotel prolazi funkcionalne i strukturne promjene te gubi svoju zaštitnu ulogu i poprima 

proaterosklerotsku strukturu (40). Gubitak normalne funkcije endotela naziva se ''disfunkcije 

endotela“, koja je karakterizirana smanjenom bioraspoloţivošću NO koja moţe biti posljedica 

smanjene proizvodnje NO od strane NOS, ili ĉešće, povećanja reaktivnih kisikovih radikala 

(ROS) (40-41). Endotelna disfunkcija (ED) predstavlja promijenjeno funkcioniranje endotela 

koje je karakterizirano smanjenom vazodilatacijom, proupalnim stanjima i protrombotiĉkim 

svojstvima (42). Disfunkcija endotela je nezavisni prediktor kardiovaskularnog rizika. 

UtvrĊeno je da nastaje starenjem, ali i u mnogim drugim uvjetima povezanim s povećanim 

kardiovaskularnim rizikom kao što su hipertenzija, ateroskleroza, dijabetes, dislipidemija, 

pretilost, pušenje, zatajenja bubrega (42). Disfunkcija endotela prvi je put opisana u ljudskom 

hipertenzije 1990 godine (43). Poremećena vazodilatacija u hipertenzije potvrĊena je brojnim 

studijama u razliĉitim krvnim ţilama, ukljuĉujući male otporniĉke ţile (44-45). Smanjena 

vazodilatacija takoĊer je opisana kod dijabetesa tipa 1 (46), tipa 2 (47-49), bolesti koronarnih 

arterija (50), zatajivanja srca (51) te kroniĉne insuficijencije bubrega (42-54). Osim toga, 

nastajanje endotelne disfunkcije nije samo povezano s kardiovaskularnim bolestima, ali moţe 
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prethoditi njihovom nastanku, kao što je prikazano u studiji u kojoj su se prouĉavali potomci 

utvrĊenih hipertenzivnih pacijenata (55). Kod tih ispitanika se pokazala takoĊer disfunkcija 

endotela unatoĉ tome što su normotenzivni. Druga studija je pokazala endotelnu disfunkciju 

bez definiranih simptoma kod djece i mladih s visokim rizikom za aterosklerozu (56). 

TakoĊer, kod normotenzivnih, normoglicemiĉnih roĊaka koji su prvo koljeno bolesnika s 

dijabetesom tipa 2, dokazana je disfunkcija endotela povezana s inzulinskom rezistencijom 

(57). Endotelna disfunkcija je dokazana kod dislipidemije (58), a takoĊer moţe biti povezana 

s pretilošću (59), fiziĉkom neaktivnošću (60), i pušenjem (61), u odsutnosti dokazanih 

kardiovaskularnih bolesti. 

1.3.1.  Endotelni ĉimbenici relaksacije 

U cilju kontrole i odrţavanja krvnih ţila, endotelne stanice sintetiziraju i otpuštaju 

razne vazoaktivne ĉimbenike. Neki dovode do opuštanja glatkih mišićnih stanica (npr. 

prostaciklin (PGI2), dušikov oksid (NO), vodikov peroksid (H2O2), epoksieikozatrienoiĉna 

kiselina (EETs; engl. epoxyeicosatrienoic acid), endotelni hiperpolarizirajući faktori (EDHF), 

dok drugi dovode do vazokonstrikcije (npr. tromboksanA2, isoprostani, superoksidni anion, 

H2O2, endotelin-1, angiotenzin II) (62-64). O endotelu ovisna relaksacija krvnih ţila je 

proizvod velikog broja tvari (npr. acetilkolina, ATP-a i ADP-a, bradikinina, histamina, 

trombina, serotonina). S nekima od njih, opuštanje moţe biti ograniĉeno na odreĊeno mjesto i 

/ ili krvnu ţilu. Endotelni ĉimbenici relaksacije (EDRFs; engl. endothelium-derived relaxing 

factors) stimuliraju gvanilat ciklazu vaskularnog glatkog mišića rezultirajući porastom 

cikliĉkog GMP-a aktivirajući relaksaciju. EDRF se brzo inaktivira hemoglobinom i 

superoksidima. Protokom potaknuta sila smicanja („shear stress“) takoĊer potiĉe otpuštanje 

EDRF koji izmeĊu ostalog sprjeĉavaju prijanjanje trombocita uz stijenku krvnih ţila (65). 

Iako se prvotno mislilo kako je EDRF jedna molekula koja je odgovorna za 

relaksaciju do sada su otkriveni brojni endotelni ĉimbenici relaksacije koji pripadaju EDRF 

skupini od kojih se većina otpušta u odgovoru na povećanu koncentraciju unutarstaniĉnoga 

kalcija. Najvaţniji EDRF su dušikov oksid (NO), prostaciklin (PGI2) i endotelni 

hiperpolarizirajući ĉimbenik (engl. endothelial-derived hyperpolarization factors, EDHF).  

Za dušikov oksid (NO) je 1979. otkriveno da je moćan vazodilatator (66), a kasnije 

je identificiran kao endotel relaksirajući faktor (EDRFs) (38). Ima ĉitav niz fizioloških 

funkcija ukljuĉujući relaksaciju glatkih mišića i inhibiciju agregacije trombocita (67). No, NO 

nije samo bitan vazodilatator, takoĊer inhibira prianjanje i agregaciju trombocita, smanjuje 
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adheziju leukocita na endotel i potiskuje proliferaciju glatkih mišićnih stanica. Brojne bolesti 

su povezane sa smanjenom sintezom i / ili povećanom razgradnjom vaskularne NO. To su 

hiperkolesterolemija, šećerna bolest, hipertenzija i pušenje. Disfunkcija endotela uzrokovana 

ovim poremećajima doprinosi promjenama u vaskularnoj funkciji i strukturi. Smanjenje 

aktivnosti vaskularne NO igra znaĉajnu ulogu u razvoju ateroskleroze. Godine 1987. 

otkriveno je kako uzgojene endotelne stanice otpuštaju NO i na taj naĉin inhibiraju adheziju i 

agregaciju trombocita (68). No je inaĉe sintetiziran iz L arginina pomoću NO sintaze (NOS). 

Do danas su identificirane tri izoforme NOS-a: eNOS, iNOS i nNOS. Iako se njihova cDNA 

nalazi se u gotovo svim stanicama sisavaca, pod fiziološkim uvjetima, eNOS je glavna NOS 

membranska izoforma izraţena u endotelnim stanicama. Nasuprot tome, upala i oštećenje 

stanica, ĉesto su povezana s izraţajem iNOS-a (69). Dušikov oksid se otpušta iz endotelnih 

stanica i pod osnovnim uvjetima i stimulacijom agonista. Sila smicanja („shear stress“) i 

pulsni protok glavni su podraţaji koji uzrokuju oslobaĊanje NO i dilataciju pod bazalnim 

uvjetima (70), ali takoĊer i ĉimbenici poput acetilkolina, bradikinina, trombin, adenozin 

difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP) (38, 71-75). 

Prostaciklin je glavni metabolit arahidonske kiseline proizvedene iz ciklooksigenaze 

endotelnih stanica (76). Aktivira IP receptore glatkih mišića i, u većini normalnih arterija, 

dovodi do relaksacije. Ovisno o arteriji i / ili vrsti moţe doći do pojave hiperpolarizacije, koja 

ukljuĉuje otvaranje jednog ili više tipova kalijevih kanala. Prema tome, ATP-kontrolirani 

kalijevi kanali (K-ATP), velika provodljivost kalcijem-aktiviranih kalijskih kanala (BKCa) i / 

ili naponom aktivirani kalijski kanali (KV) mogu biti povezani s prostaciklinom potaknutom 

relaksacijom (77). Pozitivan uĉinak prostaciklina je u smanjenju rizika nastanka tromboze, 

remodeliranje vaskularnog glatkog mišićja i omogućavanje vazodilatacije, a otpušta se samo 

na poticaj razliĉitih agonista (78-79). Njegovo djelovanje se isprepliće s uĉincima NO-a, jer 

omogućavaju meĊusobno otpuštanje i djelovanje u endotelnim i vaskularnim mišićnim 

stanicama (80).  

Potencijalni EDHFa razlikuju se po vrsti i vaskulaturi, a djeluju tako da povećavaju 

vodljivost kalija (K 
+
) što rezultira naknadnim poticanjem depolarizacije vaskularnih glatkih 

mišićnih stanica i opuštanjem (81-83). Acetilkolin uzrokuje hiperpolarizaciju glatkih mišića u 

arterijama s netaknutim endotelom (84-86) koja je podrţana nekim od agonista K
 +

 kanala i 

nije pod utjecajem inhibitora sinteze dušiĉnog oksida ili ciklooksigenaza i pripisuje se 

oslobaĊanju EDHFs. Istraţivanja na izoliranim ţilama su opisala vazodilataciju koja moţe biti 

oslabljena pomoću inhibitora citokroma P450 (87-88). EDHFs otvora K 
+ 

kanale glatkih 
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mišićnih stanica ĉime izbacivanje K
+
 iz njegovog kemijskog gradijenta rezultira 

hiperpolarizacijom membrane. Postoji niz molekula ili posrednika koji djeluju kao EDHF u 

razliĉitim vrstama i tkivima: K
+
, metaboliti citokroma P450 (EETs), produkti lipooksigenaze, 

sam NO, slobodni radikali kisika (H2O2), cAMP, natriuretski peptid tip C (89-92). 

1.4. Renin-angiotenzin sustav (RAS) 

Renin-angiotenzin sustav (RAS) je glavni homeostatski sustav koji kontrolira 

volumen tjelesnih tekućina, ravnoteţu elektrolita, krvni tlak, kao i normalnu inervaciju i 

endokrinu funkciju povezanu s kardiovaskularnom kontrolom te je presudan za odrţavanje 

arteriolarne strukture i vaskularne reaktivnosti (93). Kljuĉan je faktor u mnogim sluĉajevima 

esencijalne hipertenzije, kao što je uspješno lijeĉenje visokog krvnog tlaka s inhibitorima 

angiotenzin-konvertirajućeg enzima (ACE) i blokatorima Ang II receptora. RAS pokazuje 

svoje efekte kroz efektorsku molekulu angiotenzina II, koji se veţe na specifiĉne angiotenzin 

receptore vezane na membranu u razliĉitim tkivima, ukljuĉujući vaskulaturu (94-95). 

Renin je enzim koji ograniĉava brzinu formacije Ang II (96). Renin je aspartilna 

proteaza koja se sintetizira i oslobaĊa iz jukstaglomerularnih stanica smještenih u aferentnim i 

eferentnim arteriolama bubreţnih glomerula kao odgovor na razliĉite podraţaje, ukljuĉujući 

sniţenje renalnog perfuzijskog tlaka (97), povećanu aktivnost bubreţnih simpatiĉkih ţivaca i 

smanjenu koliĉinu dospjelog NaCl-a u maculi densa iz jukstaglomerularnih stanica (98). 

Renin cijepa angiotenzinogen, glikoprotein koji se sastoji od 429 aminokiseline (MW = 53-57 

kDa), sintetizira se u hepatocitima (99) do dekapeptidnog angiotenzina I (100), koji se dalje 

obraĊuje s ACE u angiotenzin II, moćni vazoaktivni oktapeptid. 

Novija istraţivanja su pokazala nekoliko strukturnih promjena gena koji kodiraju 

komponente RAS–a koji se odnose na razvoj esencijalne hipertenzije kod ljudi i na 

ţivotinjskim modelima hipertonije. Hashum i suradnici (101) su analizom haplotipova kod 

ljudi pokazali znaĉajno razliĉitu razdiobu haplotipova izmeĊu normotenzivnih pojedinaca i 

ispitanika s esencijalnom hipertenzijom u odnosu na gen renina. Visoki unos soli jedan je od 

glavnih faktora rizika u razvoju i odrţavanju hipertenzije. Vaţne regulatorne interakcije 

odvijaju se izmeĊu RAS-a, dušikovog oksida (NO) i O2
-
 u bubrezima, gdje O2

-
 djeluje kao 

vazokonstriktor i unapreĊuje reapsorpciju natrija u tubulima dok NO pokazuje suprotne 

uĉinke. O2
–
 brzo stvara interakciju s NO, a na taj naĉin, kada O2

- 
proizvodnja raste, to 

smanjuje biološku raspoloţivost NO što dovodi do oštećenja funkcije organa. Istovremeno, 

aktiviranje RAS-a moţe izazvati proizvodnju O2
-
 i NO-a (102). To sugerira da uravnoteţena 
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interakcija izmeĊu RAS, NO i O2
- 

omogućuje koordiniranu regulaciju funkcije bubrega, a 

neravnoteţa je povezana s patofiziologijom osjetljivosti na sol i hipertenzije (102). U 

posljednjih nekoliko godina objavljena su istraţivanja koja pokušavaju razjasniti potiĉe li 

povećana dijetetska sol proupalni, aterosklerotski proces (103) ili je zapravo zaštitna zbog 

suzbijanja RAS-a (104). Pojedine studije su pokazale kod osoba na visokoslanoj dijeti da 

imaju abnormalni odgovor Ang II što rezultira znaĉajnim porastom krvnog tlaka (105) i 

govori o mogućnosti štetnog utjecaja aktivacije RAS-a u raznim kardiovaskularnim bolestima 

koje bi se mogle sprijeĉiti lijekovima koji blokiraju RAS (106-109). Dok su druge studije s 

eksperimentalnim ţivotinjskim modelima pokazale vaţnu ulogu normalnog funkcioniranje 

RAS u odrţavanju vaskularne strukture i reaktivnosti. Obnova RAS funkcije eliminira 

oksidativni stres i vraća mehanizme vazodilatacije (110-113).   

1.4.1. Angiotenzin II (Ang II) 

Angiotenzin II (Ang II) je oktapeptidni hormon koji ima središnju ulogu u 

kardiovaskularnoj homeostazi. Tipiĉno za mnoge proteine, Ang II je dobio ime na temelju 

prvotno pokazane biološke funkcijeda djeluju kao vazoaktivni agonist i induciranje 

kontrakcije krvnih ţila. Tijekom godina, Ang II je pokazao da igra vaţnu ulogu u 

posredovanju hipertenzije, srĉane insuficijencije, srĉane pregradnje, dijabetesa te 

proliferativnnog i upalnog odgovora na ozljedu arterije (114).  

Angiotenzin II receptori imaju brojne utjecaje na kontrolu krvoţilja u cjelini, a 

posebno na mikrocirkulaciju. Do sada su poznata najmanje dva angiotenzinska receptora: 

AT1 i AT2. Vaskularni uĉinak Ang II posredovanje je i AT1 i AT2 receptora (115-116). 

Nekoliko drugih vrsta receptora mogu odgovoriti na Ang II ili fragmente peptida koji se 

odnose na Ang I ili Ang II, iako ti odgovori nisu tako dobro karakterizirani kao odgovori na 

AT1 i AT2 receptora za aktivaciju. 

Brojne kliniĉke i laboratorijske studije podupiru hipotezu da je renin-angiotenzinski 

sustav (RAS) relevantan u patogenezi kardiovaskularnih bolesti te je promijenilo tradicionalni 

pogled na ulogu angiotenzina (Ang) II. Povijesno gledano, na Ang II se gledalo samo kao na 

regulator hormona koji regulira krvni tlak, otpuštanje aldosterona i reapsorpciju natrija. Sada 

je općenito prihvaćeno da Ang II moţe aktivirati stanice koje reguliraju izraţaj mnogih tvari, 

ukljuĉujući faktore rasta, citokine, kemokine i adhezijske molekule koji su ukljuĉeni u rast 

stanica / apoptozu, fibrozu i upalu (117-121). Proizvodnja Ang II u arterijskoj stijenci je 

vaţna za normalnu regulaciju arterijskog tonusa te je ukljuĉena u patogenezi ateroskleroze. U 
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ljudskim aterosklerotskim lezijama lokalni RAS je aktiviran što predstavlja visoku razinu 

ACE, Ang II i angiotenzin tipa 1 receptora (AT1) (122). Drugo vaţno zapaţanje je da 

monociti / makrofagi prisutni kod vaskularnih lezija izraţavaju visoku aktivnost ACE (123) i 

takoĊer tijekom diferencijacije monocita u makrofage, postoji aktivacija RAS i ponovno 

izraţaj AT2 (124).  

1.5. Oksidativni stres 

Posljednja dva desetljeća oksidativni stres je jedan od najvaţnijih gorućih tema meĊu 

istraţivaĉima diljem svijeta. Nekoliko endogenih stanica i staniĉnih komponenti sudjeluju u 

pokretanju i širenju ROS. Svi ti ĉimbenici igraju kljuĉnu ulogu u odrţavanju staniĉne 

homeostaze. Oksidativni stres nastaje kada homeostatski procesi zakaţu i kapacitet slobodnih 

radikala premaši obrambeni tjelesni kapacitet, ĉime se potiĉe izazivanje staniĉnih ozljeda i 

oštećenja tkiva. Ovo oštećenje moţe ukljuĉivati DNA i proteine sadrţane u stanicama zbog 

peroksidacije lipida staniĉne membrane, ulaska kalcija te mitohondrijskog oticanja i lize (125-

127). Štetno djelovanje slobodnih ROS radikala uzrokuju potencijalnu biološku štetu nazvanu 

oksidativni stres (128). To je vidljivo u biološkim sustavima kod prekomjerne proizvodnje 

ROS i / ili nedostatka enzimskih i neenzimskih antioksidanata. Oksidativni stres je sloţen 

proces. Njegov utjecaj na organizam ovisi o vrsti oksidansa, o mjestu i intenzitetu stvaranja, o 

sastavu i djelovanju razliĉitih antioksidanata te o sposobnosti oporavka sustava (129).  

Pojam "ROS" ukljuĉuje sve nestabilne metabolite molekularnog kisika (O2) koji 

imaju višu reaktivnost nego O2, poput superoksid radikala (O2·), hidroksilnog radikala (HO •) 

i ne radikalnih molekula kao što je vodikov peroksid (H2O2). Ovi metaboliti su generirani kao 

nusprodukti normalnog aerobnog metabolizma, ali njihova se razina povećava pod stresom 

što dokazuje da je osnovni zdravstveni rizik. Mitohondrij je glavna staniĉna organela 

odgovorna za ROS proizvodnju (130-131). ATP se stvara u mitohondriju nizom procesa 

oksidativne fosforilacije. Tijekom ovog postupka, jedan ili dva elektrona redukcije mogu se 

pojaviti umjesto ĉetiri elektrona redukcije O2, što dovodi do nastanka O2· ili H2O2 te se ove 

vrste mogu pretvoriti potom u druge oblike ROS-a. Drugi izvori ROS mogu biti reakcije koje 

ukljuĉuju peroksisomalne oksidaze (132), citokrom P-450 enzim (133), NAD(P)H oksidaze 

(134), ili ksantin (135). 

Istraţivanja na animalnim modelima hipertenzije, kod kojih je utvrĊena sniţena razina Ang II, 

pokazala su znaĉajno povišenu produkciju ROS-a u stijenkama krvnih ţila te njihov izravni 
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uĉinak na razvoj hipertenzije te kako supresija Ang II (npr. povećanim unosom soli) za 

posljedicu imaju oštećenu funkciju krvne ţile i povećanu produkciju ROS-a (136). 

 

1.5.1. Uloga antioksidativnih enzima i „hvataĉa“ superoksida TEMPOLA 

Da bi se suzbijanje štetnih uĉinaka oksidativnog stresa i slobodnih radikala moglo 

odvijajati u stanici, sustav se brani na nekoliko naĉina poput spreĉavanja štete, popravak 

mehanizama za ublaţavanje oksidacijskog oštećenja, fiziĉkih mehanizama za zaštitu od 

oštećenja i najvaţnijeg obrambenog mehanizma antioksidansima koji su u pravilu uvijek prva 

linija obrane. Endogenu antioksidativnu obranu obuhvaća splet antioksidativnih enzimatskih i 

ne enzimatskih molekula koje su obiĉno distribuirane u citoplazmi i razliĉitim staniĉnim 

organelima. 

Nekoliko sveprisutnih primarnih antioksidativnih enzima, kao što su SOD, katalaza, 

te neke podskupine peroksidaza kataliziraju kompleksnu kaskadu reakcija pretvorbe ROS-a u 

stabilnije molekule, kao što su voda i O2. Osim primarnih antioksidativnih enzima, veliki broj 

sekundarnih enzima djeluje zajedno s antioksidansima male molekularne teţine i formira 

redoks cikluse koji osiguravaju neophodne kofaktore za primarne funkcije antioksidativnih 

enzima. Neenzimatski antioksidansi male molekulske mase (npr. GSH, NADPH, tioredoksin, 

vitamin E i C, te metali u tragovima, kao što je selen) takoĊer djeluju kao izravni hvataĉi 

(„scavengers“) ROS-a. Ti enzimatski i neenzimatski antioksidativni sustavi su neophodni za 

opstanak, odrţavaju unutarstaniĉnu redoks ravnoteţu i umanjuju nepoţeljna staniĉna 

oštećenja uzrokovana ROS-om (137). Superoksidni anioni su primarni ROS-ovi generirani iz 

molekularnog kisika (138). Ako je dušikov oksid (NO), koji je proizveden od strane dušik 

monoksid sintaze, prisutan u blizini, superoksidni anion reagira s njim što dovodi do stvaranja 

peroksinitrita. Peroksinitrit se koristi za oksidativno uništavanje bakterija kako bi zaštitilo 

zacjelivanje lezija, ali je takoĊer jako toksiĉno oksidacijsko sredstvo. Kako bi izbjegli štetne 

reakcije, prekomjerno proizvedeni superoksid anion je dizmutiran u H2O2 od strane SOD-a. 

Postoje tri (3) SOD izoforme: bakar-cink SOD (CuZn SOD ili SOD-1), mangan SOD 

(MnSOD ili SOD-2) lokalizirani u mitohondrijima i vanstaniĉni oblik EC-SOD ili SOD-3. 

Iako je subcelularni poloţaj svake izoforme SOD jedinstven, tek nedavno su se pojedina 

istraţivanja poĉela fokusirati na funkcionalnu vaţnost pojedinih SOD izoformi unutar stijenki 

krvnih ţila u normalnim uvjetima ili tijekom poremećaja krvoţilja. Izraţaj i aktivnost SOD-a 

vjerojatno imaju veliki utjecaj na odgovor vaskularnih stanica na akutni i kroniĉni oksidativni 

stres (139-140). Izoforma CuZn SOD, prema dosadašnjim istraţivanjima, izraţena je u 
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relativno visokoj razini u svim stanicama, ukljuĉujući krvne ţile gdje prevladava izoforma 

SOD (kad je izraţen kao postotak ukupnog SOD djelovanja). Na primjer, u normalnoj aorti 

miša i kod CuZn SOD-deficitarnih miševa pokazalo se kako se aktivnost CuZn SOD raĉuna 

za 50% do 80% od ukupne SOD aktivnosti (141-142). MnSOD predstavlja oko 2% do 12% 

od ukupnog vaskularnog SOD i EC-SOD predstavlja ostatak (143-144). Sliĉan uzorak 

izraţaja zabiljeţen je u ljudskoj arteriji (145-146). 

Smanjena razina CuZn SOD povećanim razinama vaskularnog superoksida i 

peroksinitrita, povećava miogeni ton,  pojaĉava se vazokonstrikcijski odgovor te smanjuje o 

endotelu ovisna (NO posredovana) dilatacija kod velikih arterija i u mikrocirkulaciji (142, 

147-148). Povećanja vaskularne propusnosti nakon ishemije su uvelike promijenjena kod 

CuZn SOD-deficitarnih miševa (149). Promjene u izraţaju CuZn SOD takoĊer mogu utjecati 

na vaskularnu strukturu. Na primjer, pojedini rezultati upućuju na to da nedostatak CuZn SOD 

uzrokuje hipertrofiju moţdanih arteriola (150). 

Pod normalnim uvjetima, mitohondrijski lanac prijenosa elektrona je glavni izvor 

superoksida, pretvarajući otprilike 5% molekularnog O2 u superokside. Zbog svoje 

substaniĉne lokalizacije, MnSOD se smatra prvom linijom obrane protiv oksidativnog stresa. 

Ovu ĉinjenicu  podupire otkriće da miševi s potpunim deficitom MnSOD umiru u roku od 

nekoliko tjedana nakon roĊenja i pokazuju razliĉite fenotipove (ovisno o genetskoj podlozi) 

ukljuĉujući degeneraciju ţivaca, srĉane abnormalnosti i opseţna mitohondrijska oštećenja 

(139). 

Vaskularni izraţaj i/ ili aktivnost MnSOD mogu biti promijenjene u nekoliko 

fizioloških i patofizioloških stanja. Na primjer, MnSOD je posebno osjetljiv i reagira na 

povećani oksidativni stres. Promotorske regije gena MnSOD sadrţe elemente odgovorne za 

redoks-osjetljive transkripcijske ĉimbenike aktivator protein-1 (AP-1) i nuklearni faktor-kB 

(NF-kB), koji su izuzetno vaţni u regulaciji razliĉitih upalnih srodnih gena (151). Bolesti 

povezane s vaskularnim oksidativnim stresom takoĊer izazivaju promjenu izraţaja MnSOD. 

Na primjer, u vaskularnom tkivu, lipopolisaharidi i proupalni citokini povećavaju superokside 

i izraţaj MnSOD (151-155). Vaskularni mRNA izraţaj CuZn SOD i MnSOD se mijenja u 

promatranom vremenskom periodu tijekom ateroskleroze (poĉetno povećanje onda s 

vremenom smanjeni izraţaj) (156-157). U većini sluĉajeva, funkcionalni znaĉaj tih razlika za 

vaskularni izraţaj ili aktivnost MnSOD nisu u potpunosti poznati. Studije na MnSOD 

heterozigotnim deficijentnih miševima su pokazale kako MnSOD štiti od oštećenja 

vaskularnog mitohondrija i razvoja ateroskleroze (158), kao i oksidiranog LDL-inducirane 



11 
 

DNA fragmentacije i aktivacije kaspaze u vaskularnom mišiću (141). Pojaĉani izraţaj 

MnSOD upotrebom virusnog i liposomalnog prijenosnog gena proizvela je korisne uĉinke 

kod nekoliko modela bolesti krvnih ţila. Korištenjem ovih pristupa, pojaĉani izraţaj MnSOD 

smanjuje razinu superoksida i poboljšava funkciju endotela kod hiperkolesterolemije, 

dijabetesa i modelu hipertenzije s niskim reninom (159-161) uz istodobno sprjeĉavanje 

nastanka hiperglikemijom- induciranih reaktivnih kisikovih spojeva u endotelu (162). 

EC-SOD je jedina SOD izoforma koja je izraţena izvan stanice, vezana na tkivo 

putem svojih heparin-vezujućih domena koje imaju afinitet prema proteinu za heparan sulfat 

proteoglikan na površini stanice u bazalnim membranama i u izvanstaniĉnom matriksu (163-

164). EC-SOD lokaliziran u stijenci krvne ţile, posebice izmeĊu endotela i vaskularnih mišića 

(164-165). Izraţaj EC-SOD u vaskularnim stanicama i unutar stijenki krvnih ţila moţe se 

mijenjati kao odgovor na razliĉite podraţaje, ukljuĉujući vjeţbanje, faktore rasta, citokine, 

vazoaktivne stimulanse ukljuĉujući Ang II i NO te homocisteine, kao i tijekom hipertenzije, 

ateroskleroze i diabetesa (143, 146, 165-171). 

Glutation peroksidaze (GPx) su skupina 8 (GPx1-8) enzima koji su vaţni za 

prevoĊenje i smanjenje razine H2O2. GPx su selenocistein enzimi koji koriste glutation kao 

redukcijsko sredstvo i zahtijevaju selen (172-173) za svoje antioksidativno djelovanje. U 

mozgu, selenoproteini GPx-1-3 postoje kao tetramerni proteini koji se sastoje od ĉetiri 

identiĉne podjedinice, a svaki monomer ima molekularnu teţinu 22-23 kDa (174), a GPX4 

ima aktivnost kao monomer (175). GPx1 i 4 nalaze se samo u mitohondrijima, jezgri i 

citoplazmi (176), te GPX1, takoĊer poznat kao GSHPx, prisutan je u neuronima i glija 

stanicama (177-178). Prekomjerni izraţaj GPx smanjuje gubitke neurona, smanjuje 

akumulaciju vodikovog peroksida i peroksidaciju lipida u neurotoksiĉnihm uvjetima (179). 

Glutation peroksidaza i katalaza smanjuju razinu vodikovog peroksida samostalnim 

djelovanjem, ali uĉinkovitije smanjuju toksiĉnost egzogenog vodikovog peroksida 

zajedniĉkim djelovanjem (180). 

Katalaza (CAT, H2O2: H2O2 – oksidoreduktazna) je enzim s dugom poviješću koja 

seţe do 19. stoljeća kad je postao jedan od prvih izvora vrijednih informacija o prirodi i 

ponašanju enzima (181). Ime katalaza je dano enzimu 1900. zahvaljujući njegovom 

katalitiĉkom djelovanju na vodikov peroksid (182). Katalaza je prije svega unutarstaniĉni 

enzim. Njegove najviše koncentracije u sisavaca mogu se naći u eritrocitima, jetri i 

povremeno u bubregu (183). Ima dominantnu ulogu u kontroli koncentracija H2O2 (184-185), 
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a time i štiti stanice gušteraĉe od oštećenja s H2O2. Katalaza je enzim vrlo velike aktivnosti, 

jedna molekula katalaze moţe reducirati ≈ 6 milijuna molekula H2O2 do vode i kisika, u 

jednoj minuti. U uvjetima oksidacijskog stresa ovaj enzim predstavlja neophodnu 

komponentu antioksidacijskog sustava. Osim katalaznog, enzim moţe imati i peroksidacijsko 

djelovanje koje prevladava pri fiziološkim koncentracijama vodikovog peroksida (<10
-6 

M) 

(186). Niska aktivnost katalaze zabiljeţena je kod pacijenata sa shizofrenijom, aterosklerozom 

(187) i dijabetesom (188-189). 

Porast interesa u istraţivanju uloge oksidativnog stresa kod niza razliĉitih bolesti 

usmjerila je pozornost na prouĉavanje lijekova koji sprjeĉavaju stvaranje reaktivnih kisikovih 

spojeva (ROS) ili mijenjaju njihov metabolizam. Odgovor na ta pitanja mogao bi pobliţe dati 

uvid u temeljnu ulogu ROS u patofiziologiji i ukazati na buduće terapijske ciljeve. TEMPOL 

(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) je ĉlan obitelji nitroksidnih spojeva koji su 

opseţno prouĉavani u ţivotinjskim modelima povećanja ROS i njegovih uĉinaka na 

hipertenziju i endotelnu funkciju (190-193). Reakcija TEMPOLA sa superoksidnim anionom 

(O2
.-
) i formiranje vodikovog peroksida (H2O2) je kao oponašanje („mimetic“) superoksid 

dismutaze (SOD). Luo i suradnici (194) su izvijestili kako je uĉinak TEMPOLA u 

kataliziranju metabolizma staniĉnog O2
.-
 vrlo sliĉan nativnom SOD i samo neznatno manji od 

stanice permeabilizirane pegiliranim oblikom SOD (PEG-SOD). Ipak, neke studije su 

dokumentirale dodatne vaţne biokemijske uĉinke nitroksida u olakšavanju metabolizama 

ROS-a i reaktivnih dušikovih spojeva. Doista, usporedba uĉinkovitosti TEMPOLA u 

metaboliziranju staniĉne O2
 -

, H2O2 ili u zaštiti oštećenja stanica uzrokovanih hidroksilnim 

radikalima (OH•) pokazala je osjetljivost TEMPOLA najveću za OH•, nešto manju za H2O2 i 

najmanju za O2
-
. TEMPOL je djelotvoran u kataliziranju i sprjeĉavanju nastanka OH• iz H2O2 

u prisutnosti prijelaznih metala (195-196). Vaskularno remodeliranje predznak je loših 

kardiovaskularnih ishoda kod  bolesnika s hipertenzijom i zato je vrlo bitan faktor za ranu 

intervenciju i sprijeĉavanje pogoršanja stanja krvnih ţila (197). TEMPOL smanjuje medijalnu 

migraciju vaskularnih stanica glatkog mišića i vaskularno remodeliranje u ozlijeĊenim 

arterijama (198). Ligacije ogranaka mezenteriĉne arterije uzrokuje protokom izazvano 

remodeliranja krvnih ţila u preţivjelim arterijama koje je smanjeno kod pretilih „Zucker“ 

dijabetiĉnih štakora, ali obnovljeno tri tjedna nakon oralne upotrebe TEMPOLA (199). 

TEMPOL sprjeĉava uĉinke vioskih koncentracija glukoze spreĉavajući oksidaciju i 

inaktivaciju kalcij adenozin trifosfataze sarkoplazmatskog / endoplazmatskog retikuluma koja 

posreduje inhibitorske uĉinke NO na staniĉnu migraciju (200). Dakle, TEMPOL se pokazao 
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vrlo uĉinkovit u sprjeĉavanju ili vraćanju vaskularnog remodeliranja prateći vaskularni 

oporavak, produljenu hiperglikemiju ili hipertenzije u nekoliko modela. 

1.5.2. Oksidativni stres i endotelna funkcija 

Oksidativni stres nastaje prilikom neravnoteţe izmeĊu proizvodnje reaktivnih 

kisikovih spojeva i antioksidativnog obrambenog mehanizma. Mjesto djelovanja 

kardiovaskularnih riziĉnih ĉimbenika i razvoja kardiovaskularne bolesti je u vaskularnom 

endotelu, a oksidativni stres ima vaţnu ulogu u aktivaciji endotela, razvoju ateroskleroze i 

hipertenzije koje vode progresiji strukturnih i funkcionalnih kardiovaskularnih oštećenja 

(201). Reaktivni kisikovi spojevi (ROS) nastaju na mjestima upale i ozljede, a pri niskim 

koncentracijama mogu funkcionirati kao signalne molekule koje sudjeluju u reguliranju 

temeljnih staniĉnih aktivnosti, kao što su rast stanica i prilagodbe stanica; dok pri višim 

koncentracijama, ROS moţe prouzroĉiti staniĉne ozljede i smrt. Vaskularni endotel koji 

regulira prolaz makromolekula i cirkulirajućih stanica iz krvi do tkiva, glavni je cilj 

oksidativnog stresa te igra kljuĉnu ulogu u patofiziologiji nekoliko vaskularnih bolesti i 

poremećaja. Fiziološki ROS odrţava vaskularni integritet i regulira funkciju endotela, krvnih 

ţila i normalnu vaskularnu reaktivnost. U patološkim uvjetima povećane koncentracije ROS-a 

dovode do disfunkcije endotela i aktivacije patoloških mehanizama koji sudjeluju u razvoju 

hipertenzije, kao što su promicanje rasta vaskularnih glatkih mišićnih stanica, povećana 

kontraktilnost te invazija monocita i upala. Povećava propusnost endotela krvnih ţila i 

pospješuje prianjanje leukocita što je povezano s promjenama u endotelnom prijenosu signala 

i redoks-reguliranim transkripcijskim ĉimbenicima (202). Povećanjem razine oksidativnog 

stresa dolazi do prekomjernog izraţaja proupalnih citokina, što uzrokuje prekomjerno 

pobuĊivanje imunološkog sustava. Na taj naĉin dovodi do aktivacije endotela, infiltracije 

stijenke krvnih ţila leukocitima i razvoja upale koja vodi razvoju ateroskleoze i 

kardiovaskularnih bolesti. 

U imunološkom sustavu ROS ima fiziološku ulogu u signalizaciji koja se vjerojatno 

proteţe na svaki tip stanice. Kao i svaki signalni mehanizam, ROS moţe postati citotoksiĉan 

ako je signal prejak, ako traje predugo ili ako se pojavi u pogrešno vrijeme na pogrešnom 

mjestu. Stanice odrţavaju homeostazu unatoĉ proizvodnji ROS-a, ne samo katabolizirajući 

ROS nego i popravljajući oksidativnu ozljedu (203). Stvaranje ROS-a vaţan je mehanizam 

kojim stanice imunološkog sustava, u prvom redu makrofazi (monociti i neutrofili), uništavaju 

štetne mikroorganizme što dovodi i do oštećenja normalnog tkiva domaćina. 
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Gotovo svaka staniĉna komponenta moţe biti meta ROS-a. Uĉinci ROS-a na stanicu 

ovise o razini staniĉne izloţenosti što za posljedicu ima pojaĉanu funkciju antioksidativnih 

mehanizama i potiĉe staniĉne zaštitne mehanizme (204). Ako je stanica izloţena visokim 

razinama ROS-a, aktivira se upalni odgovor karakteriziran povećanim razinama TNFα, IL-6, 

IL-8, povećanim izraţajem adhezijskih molekula i promotora okisadativnog stresa.  

1.6. Štetnosti prekomjernog unosa kuhinjske soli na zdravlje – globalna inicijativa za 

smanjenje unosa kuhinjske soli 

 

Kao što su pokazale brojne epidemiološke studije, moţdani udar glavni je uzrok 

smrti u modernom zapadnom društvu, a unos visokih koncentracija soli usko je povezan s 

njezinom pojavom (93,205-206). Oslabljena funkcija cerebralnih krvnih ţila, osobito 

otporniĉkih, ima vaţnu ulogu u patofiziološkim mehanizmima moţdanog udara. Naţalost, 

potencijalni utjecaj visokih unosa soli u prehrani na funkcioniranje otporniĉkih krvnih ţila i 

njegovi  temeljni mehanizmi još uvijek nisu u potpunosti razjašnjeni. 

Prema analizi Hea i MacGregora (207) na primjeru Velike Britanije utvrĊeno je kako 

bi smanjenje unosa kuhinjske soli s 10–12 g/dan (koliki je danas pribliţan europski prosjek) 

na 5–6 g/dan što je preporuka Svjetske zdravstvene organizacije (208) sprijeĉilo 35.000 smrti 

na godinu zbog cerebrovaskularnih inzulta i ishemiĉke bolesti srca (IBS) te dodatnih 35.000 

nesmrtonosnih dogaĊaja. Smanjenje za samo 1 g/dan sprijeĉilo bi 6700 smrti na godinu od 

navedenih bolesti. To na svjetskoj razini znaĉi da bi smanjenje unosa kuhinjske soli na 6 

g/dan sprijeĉilo pribliţno 2,5 milijuna smrti zbog navedenih oboljenja. S obzirom na dnevni 

unos soli, Hrvatska se nalazi na trećem mjestu u Europi, a osim toga i pri vrhu po smrtnosti od 

kardiovaskularnih bolesti. Pokrenut je strateški plan za redukciju unosa soli s ciljem da 

menze, vrtići, škole nude hranu s manje soli, ali i šećera i masnoće. Istraţivanja su pokazala 

da prosjeĉan dnevni unos kuhinjske soli u Hrvatskoj iznosi 11,6 grama (muškarci 13,3 grama, 

ţene 10,2 grama) što je više nego dvostruko veće od preporuĉenog dnevnog unosa. 

Prilikom definiranja i odreĊivanja dovoljne dnevne koliĉine soli najveći problem 

stvaraju skriveni izvori NaCl-a, jer 75-80% soli unosimo bez znanja kroz razne gotove i 

polugotove prehrambene proizvode, dok 15% dodajemo sami (205).  

Zbog toga je nuţno potrebna edukacija, što indivudalna, što na globalnoj razini. 

Dobar primjer toga napravile su Finska i Velika Britanija provoĊenjem raznih nacionalnih 

programa o štetnosti prekomjernog unosa kuhinjske soli na zdravlje i pokazale kako je to 

ozbiljan problem kojemu treba posvetiti pozornost. U Finskoj, od 1980. godine, u industrijski 
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proizvedenoj hrani smanjena je koncentracija kuhinjske soli i na taj naĉin je uoĉen smanjen 

dijastoliĉki arterijski tlak za 10 mmHg (WHO, 2006). Potom je i ĉitav niz drugih zemalja 

krenio slijediti ovakav primjer. Britanski program Consensus Action on Salt and Health 

(CASH) pokrenut je prije 10-tak godina, a 2005. godine je prerastao u program svjetskih 

razmjera pod naslovom World Action on Salt and Health (WASH). Od 2007. i Europska unija 

(EU) razvija inicijativu za smanjenje unosa kuhinjske soli te je razradila plan postupnog 

smanjivanje soli u prehrambenim proizvodima za 4% na godinu. Republika Hrvatska se 

takoĊer ukljuĉila 2008. godine tako što je Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi odobrilo 

projekt pod nazivom „Smanjenje konzumiranja soli u Hrvatskoj“ (205). 

1.6.1. Akutni i kroniĉni utjecaj natrijeva klorida na cirkulaciju – dosadašnja 

animalna istraţivanja 

Štakori su najĉešći eksperimentalni modeli koji su korišteni za ispitivanje vaskularne 

reaktivnosti i endotelne funkcije. Najĉešće su ispitivane funkcije aortalnih prstenova i 

cerebralnih arterija. Rezultati navedenih studija pokazali su znaĉajno oštećenu vaskularnu 

reaktivnost na razliĉite fiziološke stimuluse u provodniĉkim krvnim ţilama, otporniĉkim 

krvnim ţilama te u mikrocirkulaciji (111, 209-212). Animalna istraţivanja o utjecaju visokih 

koncentracija NaCl-a na pojavu endotelne disfunkcije krvnih ţila prvenstveno se razlikuju po 

duljini trajanja dijetnog protokola i koncentraciji konzumirane soli (112, 136, 213).  

Prva eksperimentalna zapaţanja 1987. (214) su sugerirala da visoki unos soli u hrani 

moţe dovesti do promjene funkcije vaskularnog endotela, neovisno o povećanju arterijskog 

tlaka. Od tada postaje sve jasnije da je uĉinak visokog unosa soli na endotelne funkcije 

znaĉajniji u velikim arterijama nego u manjim otporniĉkim ţilama. Ispitivanja na ţivotinjama 

dala su razliĉite nalaze na pitanje postaje li ili ne endotelna funkcija u velikim arterijama 

narušena konzumacijom visokih koncentracija soli, prije svega s obzirom na proizvodnju NO. 

Pojedina istraţivanja su utvrdila kako nakon 8 tjedana visokog unosa soli, modulirajući 

utjecaj neidentificiranog iz endotela nastalog relaksirajućeg faktora na agonist-induciranu 

vazokonstrikciju, smanjila se u torakalnoj aorti (214), a takoĊer i novije studije su pokazale da 

se endotelna sposobnost za agonist-inducirano oslobaĊanje NO-a izgubila u istim ţilama 

nakon samo tri dana visokog unosa soli (212, 215). MeĊutim, ovi rezultati su suprotni 

drugima koji su za sliĉno razdoblje visokog unosa soli utvrdili kako se povećava agonist-

inducirano oslobaĊanje NO iz endotela aorte, vjerojatno putem aktivacije TGF-β ovisnog 

signalnog puta koji vodi do povećanja Akt- ovisne fosforilacije eNOS-a (216-219). U ovom 
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sluĉaju nisu doneseni pravi zakljuĉci koliki unos soli moţe utjecati na razinu izraţaja eNOS-a 

u velikim arterijama. Razliĉite studije na aortama štakora, hranjenih visokim dozama soli 

pokazuju da se proteinska razina eNOS povećava (218), smanjuje (220) ili ostaje 

nepromijenjena (221-222). Za razliku od razliĉitih nalaza u aorti, bilo je više skladnih 

rezultata koje su ispitivale utjecaj visokih koncentracija soli na periferne otporniĉke ţile. 

Studije s naglaskom na male mišićne arterije i arteriole dovele su do definitivnog i 

ujednaĉenog zakljuĉka kako visoki unos soli moţe dovesti do disfunkcije endotela koja je 

najĉešće karakterizirana smanjenom bioraspoloţivošću NO. 

Taj efekt je jasno dokumentiran u skeletnim mišićima, cerebralnoj i mezenteriĉkoj 

vaskulaturi. U većini sluĉajeva, ukupno smanjena o endotelu ovisna dilatacija kod štakora 

hranjenih visokim dozama soli, zajedno s opaţanjem da inhibicija NOS uzrokuje isti stupanj 

smanjenja kod štakora hranjenih normalnom prehranom, snaţno ukazuje da nema 

kompenzacijskih povećanja dilatacije pomoću drugih vazoaktivnih molekula. Ipak, postoji 

nekoliko israţivanja koja govore u prilog kompenzacijskih mehanizama kod VS dijete, tako 

da se aktiviraju o endotelu ovisni hiperpolarizirajući faktori koji nadoknaĊuju gubitak 

dilatacije mezenteriĉnim otporniĉkim arterijama kod SD štakora (8% NaCl-a kroz 4 tjedna) 

(223) i Dahl SS štakora (8% NaCl-a kroz 4 tjedna) (224) te da povećano oslobaĊanje o 

endotelu ovisnih faktora kontrakcije (više nego gubitak o endotelu ovisnih vazodilatatora kao 

što su EDHF ili NO) doprinose oslabljenoj relaksaciji bubreţnih arterija kod spontano 

hipertenzivnih štakora na visokoslanoj dijeti (6% NaCl 8 tjedana) (225).  

U skeletnim mišićima štakora i miševa, istraţivanja intravitalnom mikroskopijom, 

pokazala su da je u stabilnom stanju (tj " kod odmora") tonus arteriola i protok krvi ostao 

nepromijenjen kod VS prehrane (226-229). U skladu s tim nalazima, izravno mjerenje 

mikrovaskularnog tlaka i cijelog krvnog protoka kroz organe potvrdilo je da su ukupni otpor 

kroz vaskularne organe, kao i njegova razmjerna raspodjela u razliĉitim segmentima 

mikrovaskularne mreţe, pod utjecajem visokog unosa soli (230-231). MeĊutim, kada je 

izazvana o endotelu ovisna dilatacija s ACh, razina dilatacije arteriola skeletnih mišića kod 

ţivotinja hranjenih visokom dozom soli, bila je znaĉajno manja u odnosu na odgovore 

dobivene u ţivotinja hranjenih normalnom koliĉinom soli (213, 232). O endotelu ovisna 

dilatacija arteriola skeletnih mišića prilikom hemodinamskog smicanja (tj "tijek posredovanog 

pucanja") takoĊer je smanjena kod štakora hranjenih VS dijetom (227), što znaĉi da je taj 

uĉinak nije ograniĉen na reakcije posredovane receptorima. Dilatacija otporniĉkih ţila 
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skeletnih mišića na ACh i druge agoniste ovisne o endotelu te povećana sila smicanja, 

uglavnom (ali ne potpuno) je posredovana otpuštanjem NO (233-235).  

U štakora i miševa hranjenih normalnim koncentracijama soli, dodatak inhibitora 

NOS-a (analoga L-arginina) smanjio je razinu o endotelu ovisne dilatacije na jednaku razinu 

koja je uoĉena kod skupine na VS dijeti, ali takoĊer je uoĉeno i da inhibitor nije imao utjecaj 

na smanjenu endotel ovisnu dilataciju u visokoslanoj skupini, što još jednom potvrĊuje kako 

visoka sol smanjuje razinu dostupnog NO (226-227, 236-237).  

Uĉinak visokog unosa soli na endotelnu funkciju u otporniĉkim moţdanim krvnim 

ţilama sliĉan je onome koji se navodi u skeletnim mišićima. Konzumiranje visokoslane dijete 

u štakora, za samo 3 dana uvelike smanjuje o endotelu ovisnu dilataciju na ACh u moţdanim 

kortikalnim arteriolama (238), kao i u središnjoj moţdanoj i bazilarnoj arteriji (210-211, 239-

240). Ovo smanjenje dilatacije pripisano je takoĊer selektivnim gubitom NO aktivnosti na 

temelju mjerenja razine NO u stijenkama krvoţilja upotrebom 4,5 diaminofluorescein (DAF-

2) testa (240), kao i razliĉito djelovanje inhibitora NOS na dilataciju potaknutu s ACh u 

ţilama štakora hranjenih normaliziranom hranom i hranom s visokim udjelom soli koje je 

sliĉno dokazima kod ţila skeletnih mišića (211). Otpornost mezenteriĉne arterije izolirane kod 

štakora hranjenih VS dijetom takoĊer pokazuju ozbiljno smanjenje o endotelu ovisne 

dilatacije na ACh i njegovog analoga metakolina, kao i na histamin te drugih o endotelu 

ovisnih dilatatora (241). 

Uz vrlo malo iznimaka, široko rasprostranjeno smanjenje bioraspoloţivog NO u 

otporniĉkim ţilama ţivotinja hranjenih visokim koncentracijama soli oĉito ne prati bilo kakve 

promjene u unutarnjoj reakciji VSM na NO. Dilatacija kao odgovor na razliĉite donore NO, 

koji djeluju izravno na VSM, pokazala se normalnom u skeletnim mišićima, otporniĉkim 

moţdanim i mezenteriĉnim ţilama kod ţivotinja na visokoslanoj prehrani u usporedbi sa 

skupinom koja je konzumirala niske koncentracije soli (226-228, 242-243).  

Sve je više dokaza koji upućuju na to kako O2∙
-
 igra središnju ulogu u smanjenoj 

raspoloţivosti NO-a. Ovaj visoko reaktivni metabolit kisika je već dugo poznat da oksidira iz 

endotela nastali NO i time ometa njegovo djelovanj na tonus krvnih ţila (244-246). Povećana 

razina O2∙
-
 je ukljuĉena u narušavanje o endotelu ovisne vaskularne kontrole koja je povezana 

s razliĉitim patološkim stanjima, ukljuĉujući hipertenziju, ishemijsko-reperfuzijske ozljede i 

dijabetes (247-248).  
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Tretman sa SOD ili TEMPOLOM vraća razinu dilatacije i NO razinu do razine (209, 

212-213, 215, 249) izmjerene kod ţivotinja hranjenih normalnom koncetracijom soli što 

ukazuje da je O2∙
-
 odgovoran je za oksidaciju NO pod tim uvjetima. Uz ubrzano raspadanje iz 

endotela nastalog NO, O2∙
-
 formirana u vaskularnim stijenkama ţivotinja hranjenih visokom 

soli moţe izravno utjecati na unutarstaniĉne signalne puteve, koji obiĉno povećavaju 

aktivnost eNOS-a, što vodi do smanjene proizvodnje NO. Na primjer, inducirani agonist 

hiperpolarizacije endotelne staniĉne membrane, koji je vaţan ĉimbenik u povećanju 

produkcije NO, znatno je smanjen u aorti štakora hranjenog s VS dijetom, a to je djelomiĉno 

zbog pogoršanja intermedijerane provodljivosti Ca
2+

 - osjetljivih K 
+
 (IKCa) kanala (250). 

Postoji nekoliko mogućih izvora O2∙
- 

u vaskularnoj stijenci, ukljuĉujući mitohondrijski 

respiratorni lanac, NAD(P)H ksantin oksidaze, ciklooksigenaze, citokrom P-450 enzim i NOS 

(248). Antioksidativni sustavi su takoĊer prisutni u odrţavanju staniĉne redoks homeostaze i 

sprijeĉavanju prekomjernog nakupljanja O2∙
- 
te njegovih reaktivnih metabolita (251). 

Smanjena aktivnost antioksidativnog obrambenog mehanizma, bilo samostalno ili u 

kombinaciji s povećanom O2∙
- 

proizvodnjom, moţe doprinijeti povećanju vaskularne O2∙
-
 

razine povezane s visokim unosom soli. Visoki unos prehrambene soli moţe dovesti do 

smanjenog izraţaja CuZn SOD izoforme i mangan (Mn) SOD u otporniĉkim krvnim ţilama 

(112, 211). MeĊutim, taj uĉinak nije uniforman za svaku vaskulaturu; visok unos soli nema 

utjecaja na izraţaj niti CuZn SOD ili MnSOD u mezenteriĉnim arterijama (251) niti na izraţaj 

CuZn SOD u arterijama skeletnih mišića (232). Postoje dokazi koji ukazuju na to da visoki 

unos soli moţe dovesti do smanjene aktivnosti SOD u arteriolama. Povećanje razine O2 
-
 u 

arteriolama, koje prati farmakološku inhibiciju CuZn SOD, znatno je manje kod štakora 

hranjenih VS dijetom, nego u onih hranjenih NS dijetom, sugerirajući da je CuZn SOD 

aktivnost niţa u arteriola kod štakora hranjenih visokim koncentracijama soli (232).  

Toĉni uzroĉnici koji dovode do povećanja O2∙
- 

proizvodnje i / ili smanjenog 

antioksidativnog djelovanja u vaskularnoj stijenci nisu još do kraja istraţeni, ali smanjenje 

razine Ang II u plazmi koji se normalno javlja kao jedna od fizioloških prilagodbi prilikom 

povećanja Na
+
 i izluĉivanja vode pod takvim uvjetima ĉini se da igra središnju ulogu u tom 

pogledu. 

Studije na ţivotinjama pokazale su da je kljuĉna poveznica izmeĊu visokoga unosa 

soli i razvoja endotelne disfunkcije angiotenzin II (Ang II) (210). Unos povećane koliĉine soli 

u organizam dovodi do smanjenja koncentracije Ang II u plazmi. Potom je ustanovljeno da 
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sniţene vrijednosti Ang II dovode do povećanja oksidativnoga stresa i oštećenja vaskularne 

reaktivnosti (136). Ta tvrdnja potvrĊena je uvoĊenjem intravenskih infuzija subpresorskih 

doza Ang II tijekom visokoslane dijete što je odvelo do uspostavljanja normalne vaskularne 

relaksacije i sniţenja slobodnih kisikovih radikala na normalne vrijednosti (211). 

Sumirano, povećani oksidativni stres definitivno je u podlozi narušene, o endotelu 

ovisne, vaskularne relaksacije u svim ţivotinjskim modelima s VS prehranom, koji uglavnom 

utjeĉu na proizvodnju ili bioraspoloţivost NO. MeĊutim, podaci o uĉinku VS prehrane na 

mehanizme FID otporniĉkih ţila, posebice u moţdanoj cirkulaciji i ulozi vaskularnih 

antioksidativnih obrambenih mehanizama, kao i potencijalne interakcije s leukocitima u 

cirkulaciji, još su uvijek rijetki i nisu u potpunosti jasno definirani. 

1.7. Hipoksijom inducirani faktor – 1 alfa (HIF-1α) 

HIF-1 je heterodimerni kompleks koji se sastoji od hipoksiĉno inducibilne 

podjedinice HIF-1α i konstitutivno eksprimirane podjedinice HIF-1β . Ti proteini pripadaju 

osnovnoj heliks-petlja-heliks Per-ARNT-Sim (bHLH - PAS) proteinskoj obitelji (253). bHLH 

i PAS su potrebni za formaciju heterodimera izmeĊu HIF-1α i HIF-1β podjedinica 

omogućujući specifiĉno vezanje za hipoksija odgovarajuće elemente (HRE) DNA sekvence 

(254). HIF-1β je konstitutivno izraţen jezgrin protein, dok se HIF-α inducira hipoksijom 

(253). Postoje tri izoformna oblika HIF-α, pri ĉemu su HIF-1α i HIF-2α meĊusobno vrlo 

sliĉna i oba sposobna djelovati s elementima odgovora na hipoksiju (HRE) i inducirati 

transkripciju (255). Eksperimenti upućuju da aktivacija HIF-1 ukljuĉuje redoks ovisnu 

stabilizaciju HIF-1α proteina (256). U uvjetima hipoksije HIF-1α se translocira se u jezgru i 

heterodimerizira s β podjedinicom te  formira HIF-1 kompleks (257). U uvjetima dostatne 

koliĉine kisika dolazi do razgradnje HIF-1α podjedinice. Identificirane su dvije odvojene 

domene unutar HIF-1α podjedinice, koje su odgovorne za mehanizam kojim staniĉni kisik 

regulira HIF-1 aktivnost. Razgradna domena ovisna o kisiku (ODD) HIF-1α sadrţi dva 

prolilna ostatka (Pro 402 i Pro 564) i posreduje interakciju s von Hippel-Lindau (VHL) E3 

ligaznim kompleksom. Prolilni ostaci se hidroksiliraju specifiĉnim HIF prolil-hidroksilazama 

(PHD1, PHD2, PHD3) i na taj se naĉin HIF-1α degradira (257-258). Drugi  mehanizam utjeĉe 

na C-terminalnu aktivacijsku domenu (CAD), hidroksilirajući asparaginski ostatak te je taj 

faktor inhibicije nazvan FIH-1 (257). HIF prolil hidroksilaze i FIH-1 sluţe kao senzori za 

kisik u putevima odgovornim za hipoksiju (259). HIF hidroksilaze su Fe(II) ovisne 

dioksigenaze koje imaju veliku sposobnost vezanja kisika ĉime omogućuju stabilnost HIF u 
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hipoksiĉnim uvjetima. Jedan od vaţnih gena vezanih uz HIF je i faktor rasta endotela krvnih 

ţila (VEGF) koji se u stanjima hiposije takoĊer snaţano luĉi. Kada u hipoksiĉnim uvjetima 

doĊe do dimerizacije HIF-1α i HIF-1β molekule, ovaj se kompleks veţe za elemente 

odgovora na hipoksiju na 5'-kraju VEGF gena i aktivira njegovu transkripciju (260).  

No, o ulozi HIF-1α i njegovih ciljnih gena u stanjima povišenog oksidativnog stresa i 

pri unosu visokih koncentracija soli ima malo podataka. U dosadašnjim istraţivanjima 

utjecaja unosa visokih koncentracija soli i navedenog transkripcijskog faktora, studije su se 

bazirale na promjenama vezanim uz utjecaj soli na modifikaciju HIF-1α u bubrezima. 

Transkripcijski faktor induciran hipoksijom HIF -1α znaĉajno je izraţen u bubreţnoj moţdini 

te je dokazano kako je razina HIF-1α znaĉajno povećana prilikom visokog unosa soli (261). 

Pretpostavlja se da HIF-1α posredovana regulacija gena u bubreţnim srţi predstavlja vaţan 

molekularnu adaptivni mehanizam kao odgovor na visok unos soli i igra kljuĉnu ulogu u 

odrţavanju razine natrija. Prema našim saznanjima, do sada nitko nije ispitivao izraţaj 

navedenih gena u modelu središnje moţdane arterije u uvjetima akutnog unosa visokih 

koncentracija soli. 
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2. HIPOTEZA 

 

Vaskularni odgovor na protokom posredovanu dilataciju kod visokoslane dijete 

odreĊen je sintezom reaktivnih kisikovih spojeva u vaskularnoj stijenci i utjeĉe na mehanizme 

vaskularne reaktivnosti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

3. CILJ ISTRAŢIVANJA 

 

Glavni ciljevi ovog istraţivanja su: 

1) odrediti baziĉni vaskularni odgovor te razjasniti mehanizme protokom posredovane 

dilatacije srednje moţdane arterije kod visokog unosa natrijevog klorida u funkcionalnim in 

vitro studijama;  

2) utvrditi izraţajnost gena navedenih u protokolu istraţivanja ukljuĉenih u dilatacijske 

putove kod srednje moţdane arterije Sprague Dawley štakora kvantitativnom PCR metodom u 

stvarnom vremenu;  

3) odrediti izraţajnost antioksidativnih enzima u krvnim ţilama mozga (izoforme superoksid 

dismutaze (Cu/Zn SOD, MnSOD, EC-SOD), glutation-peroksidaze 1 i 4 (GPx1 i 4), te 

katalaze (CAT)) u krvnim ţilama mozga i utvrditi ulogu HIF-1α gena u promijenjenim 

mehanizmima; 

4) utvrditi dolazi li do aktivacije leukocita tijekom visokoslane dijete te njihovu ulogu u 

poremećenom vaskularnom odgovoru kod visokog unosa natrijevog klorida 
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4. MATERIJALI I METODE 

4.1. Ustroj studije 

Unos niskoslane (0.4% NaCl) i visokoslane hrane (4% NaCl) vršio se 

konzumiranjem komercijano dostupne hrane za male laboratorijske ţivotinje (proizvoĊaĉ 

Mucedola, Italija). Ţivotinje su u isto vrijeme imale dostupnu obiĉnu vodu ili vodu u kojoj je 

otopljena kemikalija TEMPOL (1 mM) (262). Hranu i tekućinu su uzimale prema vlastitoj 

potrebi tijekom 7 dana. Nakon 7 dana dijete, štakori su izvagani te anestezirani kombinacijom 

ketanesta S 75 mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg 

(Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma) (263). Ţivotinjama je prije 

dekapitacije izmjeren krvni tlak uvoĊenjem katetera u femoralnu arteriju te je nakon toga kroz 

isti kateter dobivena ĉista arterijska krv za odreĊivanje razine oksidativnog stresa i 

antioksidativnog kapaciteta. Potom su ţivotinje dekapitirane te je izolirana srednja moţdana 

arterija (funkcionalne studije), krvne ţile mozga (rtPCR), skupljeni su uzorci miješane 

(arterijska i venska) krvi (protoĉna citometrija), periferni i mezenteriĉni limfni ĉvorovi te 

slezena (protoĉna citometrija). Svi eksperimentalni postupci su usklaĊeni s europskim 

smjernicama za skrb i primjenu laboratorijskih ţivotinja (direktiva 86/609) te su poduzete sve 

mjere kako bi se sprijeĉila patnja ţivotinja. Navedena istraţivanja su odobrena za provedbu 

od strane Etiĉkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek te Ministarstva poljoprivrede 

Republike Hrvatske (Klasa:602-04/14-08/06, Broj: 2158-61-07-14-04).  

4.2. Ispitivane grupe 

Istraţivanje je provedeno na zdravim muškim Sprague - Dawley štakorima starosti 11-12 

tjedana. Ţivotinje su bile podijeljene u 4 skupine (N – broj ţivotinja): 

1) Niskoslana (NS) skupina (N= 5-16, konzumirala je standardnu hranu za štakore i obiĉnu 

pitku vodu)  

2) Visokoslana (VS) skupina (N= 5-15, ţivotinje su konzumirale hranu s visokim udjelom soli 

(4% NaCl-a) i obiĉnu pitku vodu 7 dana) 

3) Niskoslana (NS) skupina + TEMPOL (N= 5-10, ţivotinje su istovremeno konzumirale 

standardnu hranu za štakore i vodu s otopljenim TEMPOLOM 7 dana) 

4) Visokoslana (VS) skupina + TEMPOL (N= 5-16, ţivotinje su istovremeno konzumirale 

hranu s visokim udjelom soli (4% NaCl-a) i vodu s otopljenim TEMPOLOM 7 dana) 
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4.3.Mjerenje krvnoga tlaka 

Štakori su anestezirani kombinacijom ketamina (75 mg / kg) i midazolama (2,5 mg / 

kg). PE-50 kateter smo uveli u lijevu femoralnu arteriju. Ţivotinje su ostavljene 10 minuta 

dok se krvni tlak stabilizirao, a nakon toga krvni tlak je mjeren tijekom 1 minuta, te je srednja 

vrijednost izraĉunata iz dobivenih vrijednosti. Srednji arterijski tlak je mjeren pomoću 

Spacelabs Medical sustava (Spacelabs Medical, Inc., Redmond, WA, USA) (263). 

4.4. Skupljanje arterijskih uzoraka krvi  

Nakon izmjerenog krvog tlaka, kroz kateter je uzet uzorak arterijske krvi u epruvetu 

bez antikoagulansa kako bi smo dobili uzorak seruma. Krv je centrifugirana 10 min/3500 rpm 

te je potom odvojen serum od krvnih stanica i pohranjen u hladnjaku na -80 °C do upotrebe u 

svrhu odreĊivanja parametara oksidativnog sresa (FRAP i TBARS). 

4.5. Funkcionalna studija - protokom posredovana dilatacija središnje moţdane arterije 

Nakon dekapitacije, pomoću mikrokirurškog pribora i operacijskog mikroskopa iz 

mozga je izolirana središnja moţdana arterija, te je potom postavljena izmeĊu staklenih 

mikropipeta (vanjskog promjera ~ 100-200 µm) smještenih u komorici koja je ispunjena 

toplom (37̊ C) fiziološkom slanom otopinom (PSS,pH = 7.4 ± 0.05) sastava (u mM / l): 119 

NaCl, 4.7 KCl, 1.17 CaCl21.6MgSO4, 1.18 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 0.026 EDTA i 5.5 

glukoze. Sustav je kontinuirano oksigeniran smjesom plinova 21% O2, 5% CO2 i balans N2. 

Krajevi moţdane arterije su priĉvršćeni tankim šavom (10-0 nylon Black) za pipete. Nakon 

postavljanja u komoricu arterija je inkubirana 60 minuta (111). Ţila je cijelo vrijeme snimana 

infracrvenom kamerom te se slika prikazuje na monitoru. Promjena promjera krvne ţile 

mjerena je pomoću softvera Pressure Myograph System Model 110P MyoView Version 1.2.0 

DMT (Danish Myo Technology). Kao baziĉni odgovor, mjerio se unutarnji promjer ţile 

nakon inkubacije, a zatim nakon protokom-posredovane promjene promjera, koja se postiţe 

razliĉitim gradijentima tlaka, Δ10, Δ20, Δ 40, Δ60, Δ100 mmHg. Za procjenu endotel-ovisne 

vazodilatacije, koristio se acetilkolin (ACh). Protokom-posredovana dilatacija krvnih ţila 

mjerila se u odsutnosti i prisutnosti: a) inhibitora NO sintaze (NOS), Nω-nitro-L-arginin metil 

estera (L-NAME); b) inhibitora ciklooksigenaze, indometacina (INDO); c) selektivnog 

inhibitora CYP450 epoksidaze, MS-PPOH; d) NO donora, natrijeva nitroprusida (SNP) i e) 

"hvataĉa" superoksidnih radikala, TEMPOLA. Na kraju pokusa svaka je ţila perfundirana s 

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



25 
 

4.6. Relativni izraţaj gena odreĊen PCR metodom u realnom vremenu 

U zasebnoj skupini pokusa, iz mozga su izolirane sve krvne ţile i prikupljene za 

odreĊivanje relativnog izraţaja gena primjenom kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu 

(rtPCR). Moţdane krvne ţile su pohranjene u RNAlater® otopini (Applied Biosystems, 

SAD), u omjeru 1: 5 RNAlater®. To je netoksiĉni reagens za pohranjivanje tkiva koji 

trenutno prodire u tkivo te omogućuje njegovo oĉivanje, zamrzavanje uzoraka i deaktiviranje 

RNA-ze. Do daljnjeg procesuiranja, uzorci su pohranjeni na -80 ° C. Homogenizacija uzorka i 

ukupna RNA je ekstrahirana pomoću TRI reagens (Life Technologies, USA) prema protokolu 

od strane Chomczynski i sur. (1987) (264). Koncentracija RNA i ĉistoća uzoraka odreĊivana 

je pomoću Nanophotometer P300 UV / VIS, IMPLEN, a potvrda postojanosti i prisutnosti 

RNA provedena je postavljanjem uzoraka na 1%-tnom agaroznom gelu. Proĉišćavanje 

uzoraka i dobivanja cDNA je provedeno prema uputama proizvoĊaĉa: Sigma-Aldrich i 

Applied Biosystems. 

OdreĊen je izraţaj gena: izoforme superoksid dismutaze (Cu/Zn SOD, MnSOD, EC 

SOD), hipoksijom inducirani faktor - 1 alfa (HIF-1α), cikooksigenaze 1 i 2 (COX-1 i COX-2), 

katalaza, glutation peroksidaze 1 i 4 (GPx1 i GPx4), vaskularni endotelni faktor rasta 

(VEGF), inducibilna dušik oksid sintaza (iNOS), endotelna dušik oksid sintaza (eNOS), HIF 

prolil hidoksilaze (PHD1, PHD2 i PHD3). Izraţaj gena normaliziran je u odnosu na izraţaj 

gena hipoksantin-guanin phosphoribosytransferase (HPRT). OdreĊivanje izraţaja svih 

navedenih gena izmjereno je na ureĊaju PCR-u u realnom vremenu Bio Rad CFX96.  

4.7. Protoĉna citometrija 

Priprema uzoraka:  

Periferna krv je sakupljena u tubicama koje su sadrţavale 6-10% 0.5 M EDTA. Ostala 

tkiva su po izolaciji bila homogenizirana u fosfatnom puferu (PBS-u, pH 7,2-7,4) korištenjem 

mikroskopskih predmetnih stakalaca s brušenim rubovima te filtirana kroz pamuĉnu vatu. 

Dobivena staniĉna suspenzija se 1x ispirala u PBS-u (1x 5 min centrifugiranja na 400xg i 

+4
o
C) te resuspendirala u adekvatnom volumenu svjeţeg PBS-a. Koncentracija stanica je bila 

prilagoĊena na 1x107stanica/ml. 
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 Površno i unutarstanično bojanje 

Leukociti iz razliĉitih uzoraka bili su bojani na a) CD45 i CD11a markere, ili b) CD8, 

CD4, CD25 i Foxp3 korištenjem protutijela proizvoĊaĉa BD Bioscience i eBioscience. U tu 

svrhu, 50 μL suspenzije stanica ili pune krvi bilo je dodano u 50 μl suspenzije gore navedenih 

protutijela (u završnom razrjeĊenju 1:200) te su uzorci bili inkubirani 30 minuta na hladnom 

(+2-8
o
C) i tamnom mjestu. Nakon perioda inkubacije stanice su bile 1x isprane (5 min 

centrifugiranja na 400xg, +4
o
C) te resuspendirane u 500μl 1x CellFixu. Iznimno, nakon 

inkubacije s protutijelima, uzorci krvi su bili podvrgnuti dodatnom koraku lize eritrocita 

korištenjem komercijalnog pufera za lizu eritrocita (Lysis buffer, BD Biosciencema). Svakom 

uzorku pune krvi bilo je dodano 2ml 1x otopine za lizu te su nakon 15 minuta inkubacije 

uzorci bili 2x isprani i na kraju resuspendirani u 500 μl 1x CellFixu. Uzorci su do analize na 

protoĉnom citometru bili pohranjeni na +4
o
C. U sluĉaju unutarstaniĉnog bojanja protokol je 

proveden prema uputama proizvoĊaĉa (eBioscience), nakon toga je dodano 50 µl protutijela 

PE-anti-Foxp3 u završnom razrjeĊenju 1:50 te inkubirano na sobnoj temperaturi 30 min te 

potom isprano 2x. Po završnom ispiranju stanicama je dodan 1x CellFix te su uzorci 

analizirani na protoĉnom citometru.Protokoli su kombinirani iz više razliĉitih istraţivanja te 

prilagoĊeni našim uzorcima (265-266).  

Provjera stanične vijabilnosti: 

Staniĉna vijabilnost je provjerena korištenjem 7-AAD. 100 μl uzorka stanica 

inkubirano je sa 1μL 7-AAD 5 do najviše 15 minuta na +4
o
C te su uzorci odmah potom bili 

analizirani na protoĉnom citometru zbog mogućnosti nespecifiĉnog ulaska boje u stanice kod 

produţene inkubacije. Nisu se poduzimali koraci ispiranja uzorka.   

Mjerenje unutarstanične produkcije ROS-a:  

U svrhu odreĊivanja razine oksidativnog stresa (proizvodnje vodikovog peroksida 

(H2O2) i peroksinitrita (ONOO-)) korišten je diklorofluorescein diacetat (DCF-DA). DCF-DA 

je bio pripremljen u završnoj koncentraciji 10μM. 10μL otopine je dodano suspenziji stanica 

(50μl stanica+40μl PBS-a) te su uzorci bili oĉitani nakon 30 minuta inkubacije na +4
o
C. 

Uzorci s DFC-DA su prije analize bili 1x isprani u 2ml PBS-a te resuspendirani u 450µl PBS-

a (5 min centrifugiranje na +4
o
C, 400xg). Nakon oĉitavanja svakom uzorku je bilo dodano 

50µ 1 mM forbol 12-miristat 13-acetat (PMA, Calbiochem, Darmstadt, Germany) za 

stimulaciju produkcije ROS-a te su uzorci nakon 30 minuta inkubacije na +4
o
C bili ponovno 
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oĉitani na protoĉnom citometru. Protokoli su takoĊer kombinirani iz više razliĉitih 

istraţivanja te prilagoĊeni našim uzorcima (267-268).  

Analiza uzoraka na protočnom citometru 

Za analizu uzoraka i pohranu podataka korišten je protoĉni citometar FACS Canto II 

(BD Bioscience; 488 laser za ekscitaciju te 530/30 BP filter za analizu) i Diva 6 program. 

Završne analize uĉinjene su pomoću besplatnog programa za analizu FSC datoteka, Flowing 

software (by Perttu Terho). 

4.8. Parametri oksidativnog stresa (FRAP i TBARS) 

Mjerenje oksidativnog stresa (TBARS) i antioksidativnog kapaciteta (FRAP) u serumu 

izmjereno je pomoću standardiziranih protokola spektrofotometrijskim metodama. TBARS 

(269) metoda se temelji na reakciji malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta peroksidacije 

lipida, s tiobarbiturnom kiselinom (TBA, od engl. tiobarbituric acid). Za korekciju pozadinske 

apsorbancije, vrijednosti apsorbancije na 572 nm su se oduzele od vrijednosti dobivenih na 

532 nm, što predstavlja apsorpcijski maksimum od TBA: MDA. Kao standard upotrebljavao 

se MDA, a rezultati su bili usporeĊeni sa standardnom krivuljom dobivenom pomoću MDA i 

izraţeni kao mikromolarni MDA ekvivalent.  

FRAP (270) metoda je korištena za odreĊivanje antioksidativnog kapaciteta plazme. U 

ovom testu, Fe³-TPTZ se reducirao do Fe²-TPTZ uz prisustvo antioksidanasa i nastalo je 

plavo obojenje ĉija je apsorbancija mjerena na 593 nm. Rezultati su bili usporeĊeni sa 

standardnom krivuljom dobivenom pomoću Troloxa (TE) te su izraţeni kao mikromolarni TE 

ekvivalenti. Dobivene vrijednosti oĉitane su nananofotometru P300 UV/VIS, IMPLEN. 

 

4.9. Statistiĉka analiza 

Svi su rezultati prikazani kao srednja vrijednost±SEM. Dilatacija koju proizvodi 

protok, acetilkolin i natrijev-nitroprusid, izraţena je u postotku uvijek u odnosu na bazalne 

vrijednosti izmjerene pri Δ0 mmHg. Odgovor na protok analiziran je s Two-Way ANOVA 

testom za ponavljane uzorke (engl. repeated measures ANOVA) kako bi se odredio uĉinak 

tretmana na odgovor krvne ţile. Za usporedbu rezultata genskog izraţaja i rezultata protoĉne 

citometrije korišen je test za jednosmjernu analizu varijanci za nezavisne uzorke One-Way 

ANOVA ili u sluĉaju neravnomjerne distribucije dobivenih podataka Holm-Sidak ili Kruskal-

Wallis test. Kod pojedinih rezultata, za utvrĊivanje meĊusobne razlike normalno 
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raspodijeljenih numeriĉkih varijabli izmeĊu dviju nezavisnih skupina koristio se Studentov t 

test, a u sluĉaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U test. Za statistiĉku 

je analizu uporabljen SigmaPlot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago,USA). Za utvrĊivanje 

povezanosti HIF-1α transkripcijskog faktora s ostalim ispitivanim genima korišten je 

Pearsonov koeficijent korelacije r (MedCalc 10.2.0.0.). Statistiĉka je znaĉajnost podešena na 

P<0.05.  
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5. REZULTATI 

 

5.1. Opći podaci o izmjerenim vrijednostima krvnog tlaka, teţine i funkcionalosti 

srednje moţdane arterije 

U studiju su bili ukljuĉeni zdravi, normotenzivni muški Spraque-Dawley štakori 

starosti 11 tjedana. Svakoj ţivotinji je mjerena tjelesna masa te krvni tlak. Prilikom 

funkcionalnih studija na poĉetku pokusa (nakon inkubacije 60 minuta) mjeren je promjer 

središnje moţdane arterije pri ΔO mmHg kao i maksimalna dilatacija arterije (dodatkom PSS 

otopine bez kalcija (Ca
2+

 free otopine)) i aktivni ton (%). Svaka arterija koja se nije mogla 

maksimalno dilatirati nakon dodatka Ca
2+

 free otopine ili nije dilatirala na dodatak 

acetilkolina bila je iskljuĉena iz istraţivanja. Aktivni ton (%) ţile je izraĉunat kao [(Dmax-

Dbaz)/Dmax]*100, gdje su Dmaxi Dbazmaksimalna dilatacija ţile i bazalni promjer moţdane 

arterije pri Δ0 mmHg. 

 

Talica 1. Vrijednosti tjelesne mase, krvnog tlaka i opće informacije o funkcionalnosti srednje 

moţdane arterije 

Ispitivana 

skupina 

Dob 

(tjedana) 

Tjelesna 

masa (g) 

Srednji 

arterijski 

tlak 

(mmHg) 

Promjer 

središnjem 

moţdane arterije 

pri ΔO mmHg                        

( bez protoka)        

(µm) 

Maksimalna 

dilatacija 

MCA                  

(Ca
2+

 free)    

(µm) 

Aktivni ton  

(%) 

NS 11 349.5±33.96 112.48±2.16 130.56±7.73  240.29±13.24 48.27±0.55 

VS 11 369.8±26.83 107.15±3.01 126±7.25  238.12±8.37 48.10±1.84 

NS+TEMPOL 11 378.9±9.77  107.48±2.04 133.92±5.86  231.6±6.72  44.41±2.10 

VS+TEMPOL 11 364.5±7.22  101.42±3.43 124.25±5.79 227.19±9.40 46.48±1.30  

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SEM 

   NS- niskoslana skupina; VS-visokoslana skupina 

   

Nisu utvrĊene znaĉajne razlike u tjelesnoj masi šakora kao i vrijednostima krvog tlaka 

(p=0.077) izmeĊu ispitivanih skupina. 

Sve središnje moţdane arterije su bile podjednakog bazalnog i maksimalnog promjera kao i 

vrijednosti aktivnog tona (%) bez statistiĉki znaĉajne razlike izmeĊu grupa (p>0.05) što je 

potvrda pravilne izolacije središnje moţdane arterije i pravilno odraĊenih funkcionalnih 

studija (Talica 1.) 
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5.2. Baziĉni odgovor središnje moţdane arterije niskoslane i visokoslane ispitivane 

skupine na protokom potaknutu dilataciju 

Protokom posredovana dilatacija središnje moţdane arterije smanjena je u skupini 

ţivoinja na visokoslanoj dijeti pri svakom gradijentu tlaka, a znaĉajno pri gradijentima Δ40, 

Δ60 i Δ100 mmHg (p<0.05) (Slika 1). 

  

 

 

Slika 1. Bazični odgovor srednje moždane arterije na promjenu gradijenta tlaka kod 

niskoslane skupine životinja (N=16) i životinja na visokoslanoj dijeti (N=15) izražen kao 

postotak (%) dilatacije u odnosu na bazalne vrijednosti. 
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5.3. Uĉinak inhibicije NO sintaze, ciklooksigenaza i metabolita EETs-a (zasebno i u 

meĊusobnoj kombinaciji) na protokom posredovanu dilataciju središnje moţdane 

arterije ispitivane skupine na niskoslanoj dijeti 

U prisutnosti inhibitora NO sintaze (L-NAME (10
-5

M)), ciklooksigenaza                   

(indometacin (INDO; 10
-5

M)) te selektivnog inhibitora CYP450 epoksidaze (MS-PPOH (10
-

5
M)) znaĉajno je smanjena protokom posredovana dilatacija središnje moţdane arterije u 

niskoslanoj skupini pri svakom ispitivanom gradijentu tlaka (∆20, ∆40, ∆60, ∆100 mmHg) 

osim ∆10 mmHg (p<0.05) (Slika 2). 

 

 

Slika 2. Učinak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a 

(svaki inhibitor zasebno) na protokom posredovanu dilataciju (FID) središnje moždane 

arterije u niskoslanoj ispitivanoj skupini životinja 
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U svrhu utvrĊivanja zauzima li pojedini ispitivani inhibitora primarnu ulogu u 

odgovoru središnje moţdane arterije na razinu protokom posredovane dilatacije u niskoslanoj 

skupini mjerena je razina protokom posredovane dilatacije središnje moţdane arterije u 

prisutnosti razliĉitih kombinacija prije spomenutih inhibitora. 

Kombinacijom inhibitora znaĉajno je smanjena protokom posredovana dilatacija pri 

većini gradijenata tlaka (p<0.05) u odnosu na baziĉni odgovor a isto tako i na primjenu 

svakog inhibitora zasebno. TakoĊer statistiĉki znaĉajna razlika dobivena je i izmeĊu odgovora 

krvne ţile primjenom svakog inhibitora pojedinaĉno i u prisutnosti sva tri inhibitora zajedno 

(Slika 3, 4 i 5). Protokom posredovana dilatacija u skupini kontrolnih ţivotinja ovisna je o 

razini NO, metabolitima ciklooksigenaza i EET-a.  

 

 

 

Slika 3. Učinak inhibicije NO sintaze (NOS) s inhibitorom L-NAME-om, zasebno i u 

kombinaciji s inhibitorima cikooksigenaza i EETs-a na protokom posredovanu dilataciju 

(FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj ispitivanoj skupini životinja  
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Slika 4. Učinak inhibicije ciklooksigenaza s inhibitorom indometacinom, zasebno i u 

kombinaciji s inhibitorima sintaze (NOS) i EETs-a na protokom posredovanu dilataciju 

(FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj ispitivanoj skupini životinja 
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Slika 5. Učinak inhibicije metabolita EETs-a s njegovim selektivnim inhibitorom 

MSPPOH, zasebno i u kombinaciji s inhibitorima sintaze (NOS) i ciklooksigenaza  na 

protokom posredovanu dilataciju (FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj ispitivanoj 

skupini životinja 
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5.4. Uĉinak inhibicije NO sintaze, ciklooksigenaza i metabolita EETs-a (zasebno i u 

meĊusobnoj kombinaciji) na protokom posredovanu dilataciju središnje moţdane 

arterije ispitivane skupine na visokoslanoj dijeti 

Od svih ispitanih inhibitora, jedino je prisutnosti L-NAME-a (10
-5

M) znaĉajno 

smanjila protokom posredovana dilataciju središnje moţdane arterije u visokoslanoj skupini 

pri gradijentima tlaka ∆20, ∆40 i ∆60 mmHg (p<0.05) što daje predpostaviti kako NO ima 

primarnu ulogu u razini protokom posredovane dilatacije u visokoslanoj ispitivanoj skupini 

(Slika 6.) te kako ta razina nije ovisna o ciklooksigenazama i metabolitima EETs-a. 

 

 

Slika 6. Učinak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a 

na protokom posredovanu dilataciju (FID) središnje moždane arterije u visokoslanoj 

ispitivanoj skupini životinja 
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5.5. Uĉinak in vitro primjene TEMPOLA na promjenjenu razine dilatacije središnje 

moţdane arterije niskoslane i visokoslane skupine 

TEMPOL (100 µmol/L) in vitro znaĉajno poboljšava razinu dilatacije u visokoslanoj 

skupini u usporedbi s njegovim bazalnim vrijednostima izmjerenim pri razliĉitim gradijentima 

tlaka (∆40, ∆60, ∆100 mmHg) (Slika 8.), dok u niskoslanoj skupini TEMPOL nije imao 

nikakvog efekta na promjenu razine dilatacije središnje moţdane arterije (Slika 7.). Naknadni 

dodatak in vitro L-NAME-a (nakon TEMPOLA) ponovno smanjuje razinu protokom 

posredovane dilatacije na njegove bazalne vrijednosti (Slika 8.) pri svakom gradijentu tlaka 

osim Δ10 mmHg. Rezultati potvrĊuju povećanu razinu oksidativnog stresa konzumiranjem 

povišenih koncentracija NaCl-a i njegovu nedvojbenu ulogu na smanjenu razinu protokom 

posredovane dilatacije središnje moţdane arterije. 

 

 

Slika 7. Odgovor središnje moždane arterije u niskoslanoj skupini na protokom 

posredovanu dilataciju primjenom TEMPOLA in vitro pri različitim gradijentima tlaka 
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Slika 8. Odgovor središnje moždane arterije u visokoslanoj skupini na protokom 

posredovanu dilataciju primjenom TEMPOLA in vitro pri različitim gradijentima tlaka te 

dodatna potvrda stvarnog učinka TEMPOLA i povećane razine oksidativnog stresa 

dodatkom inhibitora L-NAME 
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5.6. Uĉinak in vivo primjene TEMPOLA na promjenjenu razine dilatacije središnje 

moţdane arterije 

UtvrĊivanjem kako dodatak TEMPOLA in vitro poboljšava protokom posredovanu 

dilataciju središnje moţdane arterije koja je narušena unosom povišenih koncentracija soli 

(5.5.; Slika 8.), dodatnim skupinama ţivotinja smo uz isti reţim prehrane (NS i VS) tijekom 

tjedan dana dodali da konzumiraju vodenu otopinu TEMPOLA (1mM). 

TEMPOL in vivo (Slika 9.) popravlja razinu protokom posredovane dilatacije 

središnje moţdane arterije u skupini ţivotinja koja je konzumirala visokoslanu hranu pri 

svakom gradijentu tlaka do razine dilatacije koja je utvrĊena u niskoslanoj skupini i to 

znaĉajno pri Δ40 mmHg (p<0.05) te nije imao dodatni efekt na niskoslanu skupinu i promjenu 

dilatacije u odnosu na njezinu kontrolnu skupinu (NS). 

 

 

Slika 9. Učinak TEMPOLA in vivo primjenom na promjenu razine protokom posredovane 

dilatacije središnje moždane arterije u ispitivanim skupinama 
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5.7. Uĉinak in vivo primjene TEMPOLA na mehanizme protokom posredovane 

dilatacije središnje moţdane arterije kod niskoslane skupine 

U prisutnosti svih ispitivanih inhibitora (L-NAME (10
-5

M)), INDO (10
-5

M) te MS-

PPOH (10
-5

M)) znaĉajno je smanjena protokom posredovana dilatacija središnje moţdane 

arterije u NS+TEMPOL skupini pri svakom ispitivanom gradijentu tlaka ∆10, ∆20, ∆40, ∆60, 

∆100 mmHg (p<0.05) (Slika 10). 

 

 

Slika 10. Učinak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a 

na protokom posredovanu dilataciju (FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj 

ispitivanoj skupini životinja uz in vivo primjenu TEMPOLA u isto vrijeme 
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Kombinacijom inhibitora znaĉajno je smanjena protokom posredovana dilatacija pri 

svakom ispitanom gradijentu tlaka (p<0.05) u odnosu na baziĉni odgovor a isto tako i na 

primjenu svakog inhibitora zasebno. TakoĊer statistiĉki znaĉajna razlika dobivena je razlika i 

izmeĊu odgovora krvne ţile primjenom svakog inhibitora pojedinaĉno i u prisutnosti sva tri 

inhibitora zajedno pri gradijentima tlaka ∆20 i ∆40 mmHg (Slika 11, 12 i 13) što pokazuje 

kako je protokom posredovana dilatacija u ovoj skupini ovisna o razini NO, metabolitima 

ciklooksigenaza i EET-a.  

 

 

Slika 11. Učinak inhibicije NO sintaze (NOS) s inhibitorom L-NAME-om, zasebno i u 

kombinaciji s inhibitorima cikooksigenaza i EETs-a na protokom posredovanu dilataciju 

(FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj ispitivanoj skupini životinja uz in vivo 

TEMPOL 
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Slika 12. Učinak inhibicije ciklooksigenaza s inhibitorom indometacinom, zasebno i u 

kombinaciji s inhibitorima sintaze (NOS) i EETs-a na protokom posredovanu dilataciju 

(FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj ispitivanoj skupini životinja uz in vivo 

TEMPOL 
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Slika 13. Učinak inhibicije metabolita EETs-a s njegovim selektivnim inhibitorom 

MSPPOH, zasebno i u kombinaciji s inhibitorima sintaze (NOS) i ciklooksigenaza na 

protokom posredovanu dilataciju (FID) središnje moždane arterije u niskoslanoj ispitivanoj 

skupini životinja uz in vivo TEMPOL 
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5.8. Uĉinak in vivo primjene TEMPOLA na mehanizme protokom posredovane 

dilatacije središnje moţdane arterije kod visokoslane ispitivane skupine 

U prisutnosti inhibitora NO sintaze (L-NAME (10
-5

M)) i te selektivnog inhibitora 

CYP450 epoksidaze (MS-PPOH (10
-5

M)) znaĉajno je smanjena protokom posredovana 

dilatacija središnje moţdane arterije u visokoslanoj+TEMPOL skupini pri svakom 

ispitivanom gradijentu tlaka (∆20, ∆40, ∆60, ∆100 mmHg) osim ∆10 mmHg (p<0.05) u 

odnosu na bazalne promjene dilatacije pod utjecajem promjene gradijenta tlaka dok je 

inhibitor ciklooksigenaza (indometacin (INDO; 10
-5

M)) pokazao znaĉajan utjecaj na 

smanjenje protokom posredovane dilatacije samo pri ∆100 mmHg (p<0.05). Kombinacija 

inhibitora L-NAME-a i MS-PPOH takoĊer je znaĉajno smanjila protokom posredovanu 

dilataciju u odnosu na bazalno mjerenje pri ∆20, ∆40, ∆60, ∆100 mmHg (p<0.05) ali ne u 

odnosu na svaki inhibitor zasebno (p>0.05) (Slika 14). 

 

Slika 14. Učinak inhibicije NO sintaze (NOS), ciklooksigenaza (COX) i metabolita EETs-a 

na protokom posredovanu dilataciju (FID) središnje moždane arterije u visokoslanoj 

ispitivanoj skupini životinja uz in vivo primjenu TEMPOLA u isto vrijeme 
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5.9. Baziĉni odgovor na acetilkolinom (Ach) potaknutu dilataciju (AChID) središnje 

moţdane arterije (o endotelu ovisna vazodilatacija) 

Dilatacijski je odgovor srednje moţdane arterije visokoslane skupine manje osjetljiv 

na protok usporeĊujući s moţdanim arterijama preostalih pokusnih skupina (P<0.05). 

TEMPOL je djelomiĉno ali statistiĉki znaĉajno povratio dilatacijski odgovor na Ach (p<0.05) 

u odnosu na visokoslanu skupinu (Slika 15). Ovi podaci ukazuju na smanjenu osjetljivost 

središnje moţdane arterije prilikom akutnog povišenog unosa soli na o endotelu ovisnu 

vazodilataciju. 

 

 

 

Slika 15. Bazični odgovor srednje moždane arterije na acetilkolinom potaknutu dilataciju 

(AChID) u svim pokusnim skupinama 
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5.10. Baziĉni odgovor na natrij-nitroprusidom (SNP) potaknutu dilataciju središnje 

moţdane arterije (o endotelu neovisna vazodilatacija) 

Vaskularni odgovor na o endotelu-neovisnog donora NO (SNP) je oĉuvan i nisu 

utvrĊene razlike izmeĊu ispitivanih grupa (p>0.05) (Slika 16). 

 

 

 

Slika 16. Bazični odgovor srednje moždane arterije dodatkom NO donora natrijevog-

nitroprusida na protokom posredovanu dilataciju u svim pokusnim skupinama 
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5.11. Izraţaj gena ukljuĉenih u dilatacijske putove kod srednje moţdane arterije 

Sprague Dawley štakora 

Izraţaj ciklooksigenaza (COX-1 i 2) znaĉajno je manji nakon tjedan dana 

visokoslane prehrane (COX-1 p=0.017; COX-2 p=0.009) što podupire dobivene rezultate u 

funkcionalnim studijama (Tablica 2). 

TEMPOL primjena in vivo uz visokoslanu dijetu ipak povećava relativni izraţaj 

COX-1 u odnosu na visokoslanu skupinu ali bez statistiĉke znaĉajnosti (p=0.076) te utjeĉe na 

povećanu izraţajnost COX-1 kod niskoslane skupine u odnosu na ostale skupine ( NS vs. 

NS+TEMPOL p=0.024; NS+TEMPOL vs. VS p<0.001; NS+TEMPOL vs. VS+TEMPOL 

p=0.008). Dok kod mjerenja izraţaja COX-2 gena TEMPOL nije doveo do većanog izraţaja u 

odnosu na niskoslanu skupinu (p>0.05) (Tablica 2). 

 

Tablica 2. Relativan izraţaj gena ciklooksigenaza (COX-1 i COX-2) te dušik oksid sintaza 

(iNOS i eNOS) 

 

Eksperimentalna grupa COX-1 COX-2 eNOS iNOS 

NS 1.49±0.16 1.09±0.10 0.589±0.26 2.56±1.49 

VS 1.01±0.12 0.62±0.11 0.43±0.45 0.47±0.33 

NS+TEMPOL 1.96±0.11 0.68±0.12 4.27±0.58 4.71±0.96 

VS+TEMPOL 1.37±0.13 0.68±0.14 0.56±0.13 0.65±0.11 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost±SEM 

 

U izraţaju iNOS gena izmeĊu ispitivanih skupina postoji znaĉajna razlika p<0.001, 

znaĉajno je smanjena nakon 7 dana akutnog unosa soli u odnosu na NS skupinu i skupinu 

NS+TEMPOL (p<0.05) što podrţava funkcionalne rezultate da TEMPOL in vivo ne utjeĉe na 

izraţaj iNOS gena kod visokoslane dijete (p>0.05).i izraţaj eNOS-a nije znaĉajno promjenjen 

izmeĊu nisko i visokoslane skupine (p>0.05) (Tablica 2). 
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5.12. Izraţaj antioksidativnih gena kod srednje moţdane arterije Sprague Dawley 

štakora utvrĊena PCR metodom u stvarnom vremenu (rtPCR) 

Genski izraţaj SOD izoformi nije se znaĉajno promjenila izmeĊu visokoslane i 

niskoslane skupine iako nakon 7 dana visokoslane dijete ima tendenciju pada. Sukladno s 

ĉinjenicom kako TEMPOL „oponaša“ SOD, prilikom primjene TEMPOLA in vivo izraţaj sve 

tri SOD izoforme je znaĉajno porasla (p<0.05). Izraţaj glutation peroksidaze 1 (GPx1) nije se 

znaĉajno promjenio izmeĊu NS i VS dijete (p>0.05) ali je TEMPOL doveo do smanjenja 

izraţajnosti svih skupina u odnosu na niskoslanu dijetu bez TEMPOLA. UsporeĊujući 

izraţajnost GPx4 (t-testom) izmeĊu NS i VS skupine utvrĊeno je znaĉajno smanjenje GPx4 

nakon tjedan dana akutnog unosa hrane s 4% NaCl-a (p=0.041) i to je jedini ispitivani 

antioksidativni gen ĉija se izraţaj znaĉajno smanjila akutnim unosom VS. TEMPOL in vivo 

povećava razinu GPx4 u odnosu na njihovu kontrolnu skupinu (NS vs. NS+TEMPOL, VS vs. 

VS+TEMPOL; P<0.05). Sol nije pokazala utjecaja na promjenu izraţajnosti katalaze. 

Katalaza se znaĉajno promjenila jedino u skupini NS+TEMPOL u odnosu na sve druge 

ispitivane skupine (p<0.05)(Tablica 3). 

 

Tablica 3. Relativni izraţaj antioksidativnih gena SOD izoformi, glutation peroksidaza i 

katalaze 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eksperimetalna 

grupa 

Cu/Zn 

SOD 
MnSOD EC SOD CAT GPx1 GPx4 

NS 1.09±0.18 0.9±0.19 0.60±0.20 0.87±0.11 1.23±0.38 0.82±0.17 

VS 0.97±0.14 0.79±0.16 0.51±0.11 0.74±0.19 0.92±0.22 0.64±0.06 

NS+TEMPOL 1.57±0.05 1.47±0.21 1.66±0.10 2.93±0.25 0.85±0.22 1.61±0.20 

VS+TEMPOL 1.29±0.19 0.88±0.08 1.41±0.15 0.64±0.03 0.57±0.04 1.30±0.08 
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5.13. Izraţaj i uloga HIF-1α gena i njegovih poznatih ciljnih gena kod srednje moţdane 

arterije Sprague Dawley štakora prilikom akutnog unosa soli 

Izraţaj HIF-1α gena nije se znaĉajno promjenio kroz tjedan dana unosa povećanih 

koncentracija soli (p=0.264) dok se primjenom TEMPOLA razina HIF-1α gena znaĉajno 

povećala u odnosu na NS i VS skupinu (p<0.05). 

Primjena TEMPOLA in vivo znaĉajno povećava izraţajnost VEGF gena u odnosu na 

NS i VS skupinu ali je takoĊer uoĉena i smanjena izraţajnost VEGF-a u skupini 

VS+TEMPOL u odnosu na NS+TEMPOL skupinu (p<0.05). 

HIF prolil hidroksilazna (PHD) izraţaj nije se znaĉajno promjenio visokim unosom soli 

(p>0.05). TEMPOL znaĉajno povećava izraţaj svih PHD izoformi u skupini NS+TEMPOL u 

odnosu na druge ispitivane skupine (p<0.05). IzraţajPHD1, osim toga, znaĉajno je povećana u 

skupini VS+TEMPOL u odnosu na ĉistu VS skupinu (p<0.05) (Tablica 4). 

 

Tablica 4. Relativni izraţaj transkripcijskog faktora HIF-1α i njegovih poznatih ciljnih gena 

VEGF i HIF prolil hidroksilaza (PHD) 

 

Eksperimetalna 

grupa 
HIF-1α VEGF PHD1 PHD2 PHD3 

NS 0.77±0.03 0.50±0.08 0.57±0.08 0.65±0.08 0.66±0.12 

VS 0.66±0.05 0.38±0.04 0.47±0.03 0.56±0.05 0.57±0.08 

NS+TEMPOL 1.05±0.09 1.63±0.1 2.28±0.2 1.78±0.11 1.71±0.14 

VS+TEMPOL 0.97±0.04 0.88±0.06 0.69±0.05 0.73±0.07 0.83±0.09 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost±SEM 

 

Dobivenim korelacijama HIF-1α s ostalim ispitivanim genima uoĉeno je da najveći broj 

znaĉajnih pozitivnih korelacija ima upravo s antioksidativnim enzimima MnSOD (r = 0.935; 

p = 0.002) i GPx1 (r = 0.834; p = 0.02) u VS skupini te u VS+ TEMPOL skupini s CAT (r = 

0.925; p = 0.024). U ostalim skupinama uoĉene su korelacije s njegovim ciljnim genima. Kod 

NS skupine jedina dobivena znaĉajna korelacija je s VEGF (r = - 0.903; p = 0.036) te u 

NS+TEMPOL skupini s PHD1 (r =  0.899; p = 0.038) (Tablica 5). U odnosu na ostale 

ispitivane gene nije uoĉena znaĉajna korelacija. 
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Tablica 5. Znaĉajne korelacija izraţaja transkripcijskog faktora HIF-1α i antioksidativnih 

gena (MnSOD, GPx1 i CAT) te njegovih ciljnih gena (PHD1 i VEGF) 

HIF-1α MnSOD GPx1 CAT PHD1 VEGF 

N
S

 s
k

u
p

in
a

  

Koef. korelacije 0,432 0,325 0,244 -0,273 -0,903 

p vrijednost 0,393 0,53 0,642 0,657 0,036 

N 6 6 6 5 5 

V
S

 s
k

u
p

in
a

  

Koef. korelacije 0,935 0,834 0,723 -0,567 0,223 

p vrijednost 0,002 0,02 0,066 0,24 0,671 

N 7 7 7 6 6 

N
S

+
T

E
M

P
O

L
 

sk
u

p
in

a
  Koef. korelacije 0,491 -0,26 0,079 0,899 0,736 

p vrijednost 0,323 0,619 0,9 0,038 0,156 

N 6 6 5 5 5 

V
S

+
T

E
M

P
O

L
 

sk
u

p
in

a
  Koef. korelacije 0,787 0,221 0,925 -0,238 0,633 

p vrijednost 0,114 0,721 0,024 0,699 0,252 

N 5 5 5 5 5 
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5.14. Aktivacija pomoćniĉkih, citotoksiĉnih i regulatornih T stanica u uzorcima 

periferne krvi i slezene 

 

 

 

Slika 17. Primjer analize rezultata metodom protočne citometrije uzoraka periferne krvi (A) 

i slezene (B). Mononuklearne stanice su izolirane iz periferne krvi i slezene te obojene na 

FITC-CD4, PE-Cy7-CD8, CD25 i APC-PE-Foxp3 antitijela. Iz dobivenih rezultata 

izračunata je frekvencija (%) pojedinih populacija stanica. 
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Visokim unosom soli izmjerena je smanjena frekvencija pomoćniĉkih (Slika 15A; 

p=0.033), citotoksiĉnih (Slika 18B; p=0.002) i regulatornih (Slika 18C; p=0.01) stanica u 

perifernoj krvi u odnosu na niskoslanu skupinu. Holm-Sidak statistiĉkom metodom utvrĊena 

je znaĉajna razlika izmeĊu svih grupa u frekvenciji pomoćniĉkih T stanica (p=0.004). 

Smanjena frekvencija citotoksiĉnih stanica iz pune krvi utvrĊena je u NS +TEMPOL 

skupini u odnosu na NS skupinu (p<0.001) i VS+TEMPOL skupinu (p=0.017) (Slika 18B). 

 

 

 

Dok je frekvencija pomoćniĉkih T stanica znaĉajno povećana u NS+TEMPOL 

skupini u usporedbi s VS (p<0.001) i VS+TEMPOL skupini (p=0.002). Niskoslana skupina 

takoĊer je pokazala povećanu frekvenciju pomoćniĉkih stanica i u usporedbi s VS+TEMPOL 

grupom (p=0.033) (Slika 18C). 
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Slika 18. Frekvencije (%) aktiviranih CD4 (pomoćničkih; A) i CD8 (citotoksičnih; B) T 

stanica te regulatornih T stanica (Foxp3+; C) između mononuklearnih stanica periferne 

krvi 

Uzorci slezene za skupinu NS+TEMPOL pokazali su znaĉajno manju frekvenciju 

pomoćniĉkih stanica u odnosu na druge skupine (p<0.001 znaĉajnost u odnosu na sve ispitane 

skupine) 
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Frekvencija citotoksiĉnih T stanica u slezeni znaĉajno je smanjena kod visokog 

unosa soli te NS skupine na TEMPOLU u odnosu na NS (NS vs. VS p=0.036; NS vs 

NS+TEMPOL p<0.001) te kod NS+TEMPOL skupine u odnosu na VS (p=0.007) i 

VS+TEMPOL (p<0.001). 

 

 

U slezeni nije utvrĊena znaĉajna razlika u frekvenciji regulatornih stanica izmeĊu 

grupa (p=0.559). 

 

 

Slika 19. Frekvencije (%) aktiviranih CD4 (pomoćničkih; A) i CD8 (citotoksičnih; B) T 

stanica te regulatornih T stanica (Foxp3+; C) u slezeni štakora za sve ispitivane grupe 
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5.15. Razina oksidativnog stresa (vodikovog peroksida i peroksinitrita) u uzorcima 

periferne krvi, limfnim ĉvorovima i slezeni 

U baziĉnim mjerenjima oksidativnog stresa nije uoĉena razlika izmeĊu ispitivanih 

grupa (p>0.05). PMA stimulacija je u većini uzoraka dovela do statistiĉki znaĉajno povećane 

proizvodnje ROS-a, uz iznimku stanica periferne krvi kod NS+TEMPOLA (za sve ispitane 

stanice periferne krvi) i VS+TEMPOL (limfociti) (Slika 21). Leukociti iz periferne krvi imaju 

niţu razinu oksidativnog stresa, osnovnu i poslije PMA stimulacije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Primjer analize mjerenja razine vodikovog peroksida i peroksinitrita pomoću 

diklorofluorescein diaceta (DCF-DA) na protočnoj citometriji u različitim stanicama 

periferne krvi štakora 

Nakon isključivanja dvostrukih/sljepljenih stanica putem R-1 (slika B), definirane su 

subpopulacije leukocita (slika A): R-2 odgovara limfocitima, R-5 monocitima, a R-4 

granulocitima. Geometrijska srednja vrijednost izražaja DCF-DA određena je pomoću 

histograma (Slika C). 
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Slika 21. Razina oksidativnog stresa (vodikovog peroksida i peroksinitrita) u stanicama 

periferne krvi  limfocitima (A), monocitima (B) i granulocitima (C) prije i nakon PMA 

stimulacije 

Dijeta s visokim udjelom soli pokazala je znaĉajno povećanu baziĉnu razinu 

oksidativnog stresa kod limfocita izoliranih iz mezenteriĉnih limfnih ĉvorova (p=0.004; t-test) 

(Slika 23) te povišenom proizvodnjom ROS-a nakon PMA stimulacije u perifernim limfnim 

ĉvorovima (p=0.037; t-test) (Slika 25). 

 Limfociti izolirani iz perifernih limfnih ĉvorova su u obje skupine na TEMPOLU 

imali znaĉajno višu razinu oksidativnog stresa u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0.05) 

(Slika 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 22. Primjer analize mjerenja razine vodikovog peroksida i peroksinitrita pomoću 

diklorofluorescein diaceta (DCF-DA) na protočnoj citometriji u limfocitima izoliranim iz 

mezenteričnih limfnih čvorova štakora. 

Nakon isključivanja dvostrukih/sljepljenih stanica putem R-1 (slika B), definirana je 

populacije limfocita R-2 (slika A) te određena geometrijska srednja vrijednost izražaja DCF-

DA u FITC detektoru pomoću histograma (Slika C). 
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Slika 23. Razina oksidativnog stresa (vodikovog peroksida i peroksinitrita) u limfocitima 

izoliranim iz mezenteričnih limfnih čvorova štakora prije i nakon PMA stimulacije  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 24. Primjer analize mjerenja razine vodikovog peroksida i peroksinitrita pomoću 

diklorofluorescein diaceta (DCF-DA) na protočnoj citometriji u limfocitima izoliranim iz 

perifernih limfnih čvorova štakora. 

Nakon isključivanja dvostrukih/sljepljenih stanica putem R-1 (slika B), definirana je 

populacijalimfocita R-2 (slika A) te određena geometrijska srednja vrijednost izražaja DCF-

DA u FITC detektoru pomoću histograma (Slika C). 
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Slika 25. Razina oksidativnog stresa (vodikovog peroksida i peroksinitrita) u limfocitima 

izoliranim iz perifernih limfnih čvorova štakora prije i nakon PMA stimulacije 

 

Visoke koncentracije soli znaĉajno su povećale baziĉnu razinu oksidativnog stresa i 

kod slezene (p=0.001; t-test). Limfociti izolirani iz slezene u NSskupini su imali znaĉajno 

niţu razinu ROS-a u usporedbi sa svim ostalim skupinama (p<0.05; Slika 27). 
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Slika 26. Primjer analize mjerenja razine vodikovog peroksida i peroksinitrita pomoću 

diklorofluorescein diaceta (DCF-DA) na protočnoj citometriji u limfocitima izoliranim iz 

slezene štakora. 

Nakon isključivanja dvostrukih/sljepljenih stanica putem R-1 (slika B), definirana je 

populacije limfocita R-2 (slika A) te određena geometrijska srednja vrijednost izražaja DCF-

DA u FITC detektoru pomoću histograma (Slika C) 

 

 

 

Slika 27. Razina oksidativnog stresa (vodikovog peroksida i peroksinitrita) u limfocitima 

izoliranim iz slezene štakora prije i nakon PMA stimulacije 
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5.16. Izraţaj integrina LFA-1 na limfocitima iz periferne krvi, limfnih ĉvorova i slezene 

 

Analiza podataka pokazala je tendenciju smanjenja izraţaja LFA na leukocitima iz 

svih tkiva osim perifernih limfnih ĉvorova uslijed visokog unosa soli (Slike 29, 30 i 31). Nije 

pronaĊena statstiĉki znaĉajna razlika (p>0.05) u izraţaju LFA-1 izmeĊu grupa u svim 

ispitivanim uzorcima (periferna krv, limfni ĉvorovi i slezena). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 28. Primjer analize mjerenja izražaja integrina LFA-1 na leukocitima periferne krvi 

štakora protočnom citometrijom. 

Nakon isključivanja dvostrukih/sljepljenih stanica, definirane su subpopulacijeleukocita 

periferne krvi pomoću izražaja CD45-FITC i SSC detektora: R-1 odgovara limfocitima, R-

2monocitima, a R-3granulocitima. Geometrijska srednja vrijednost izražaja integrina LFA-

1određena je pomoću histograma (Slika C). 
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Nakon iskljuĉivanja dvostrukih/sljepljenih stanica, definirane su subpopulacije 

leukocita periferne krvi pomoću izraţaja CD45-FITC i SSC detektora te odreĊena 

geometrijska srednja florescencije u PE kanalu što odgovara vrijednost izraţaja integrina 

LFA-1. 

Usporedba studentovim t testom je pokazala i statistiĉki znaĉajno smanjen izraţaj na 

limfocitima iz krvi kod HS grupe u odnosu na NS skupinu ţivotinja (Slika 29; p=0,028). 
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Slika 29. Izražaj integrina LFA-1 na limfocitima (A), monocitima (B) i granulocitima (C) iz 

periferne krvi štakora 
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Slika 30. Izražaj integrina LFA-1 na limfocitima mezenteričnih (A) i perifernih (B) limfnih 

čvorova štakora  
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Slika 31.Izražaj integrina LFA-1 na limfocitima slezene štakora 
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5.17. Serumska razina oksidativnog stresa (TBARS) i antioksidativni kapacitet (FRAP) 

U skupini VS utvrĊena je znaĉajno veća razina oksidativnog stresa u odnosu na NS 

skupinu (p=0.012). TakoĊer skupina VS + TEMPOL znaĉajno je pokazala najvišu razinu 

izmjerenih produkata lipidne peroksidacije u odnosu na druge skupine (VS+TEMPOL vs. NS 

p < 0.001; VS+TEMPOL vs. NS+TEMPOL p < 0.001; VS+TEMPOL vs. VS p= 0,003) 

(Slika 32A). Antioksidativni kapacitet izmeĊu svih ispitanih grupa nije se znaĉajno 

promijenio, ali ima veliku tendenciju koja bi se mogla utvrditi povećavanjem broja uzoraka 

(p=0.054) (Slika 32B). 
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Slika 32. Serumska razina oksidativnog stresa (TBARS) i antioksidativnog kapaciteta 

(FRAP) izmjeren iz uzoraka arterijske krvi 
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6. RASPRAVA 

Prikazana studija je prva koja ispituje utjecaj akutnog unosa visokih koncentracija 

soli na protokom posredovanu dilataciju središnje moţdane arterije kod SD štakora, 

mehanizme kojima se odvija dilatacija te pobliţe razjašnjava ulogu antioksidativnih 

obrambenih mehanizama i moguću ulogu leukocita kod povećanog oksidativnog stresa.  

Glavne spoznaje ovog istraţivanju su: a) razina krvnog tlaka se ne mijenja znaĉajno 

tijekom 7 dana VS prehrane i ne izaziva pojavu hipertenzije; b) akutni unos visokih 

koncentracija soli narušava protokom posredovani odgovor središnje moţdane arterije in 

vitro; c) utvrĊena je oporavljena protokom posredovana dilatacija u in vivo i in vitro uvjetima 

u prisutnosti „hvataĉa„ superoksida TEMPOLA što dokazuje povećanu razinu oksidativnog 

stresa nastalog pod utjecajem visokog unosa soli te nedvojbenu ulogu oksidativnog stresa i 

slobodnih radikala u smanjenoj razini dilatacije krvne ţile; d) dodatni dokaz povećanog 

oksidativnog stresa utvrĊen je inhibicijom uĉinka TEMPOLA pomoću inhibitora NO sintaze 

L-NAME koji je ponovno pokazao oslabljenu protokom posredovanu dilataciju; e)mehanizmi 

kojima se odvija protokom posredovana dilatacija su razliĉiti ovisno o dijetnom protokolu, 

dilatacija kod NS prehrane ovisna je o razini NO, cikooksigenazama i metabolitima EETs-a 

podjednako dok je dilatacija središnje moţdane arterije kod VS skupine ovisna jedino o razini 

dostupnog NO; f) rezultati genskog izraţaja enzima ukljuĉenih u dilatacijske putove i 

antioksidativnih enzima podupiru navedene funkcionalne rezultate; g) niski izraţaj GPx4 kod 

VS skupine, za razliku od drugih mjernih antioksidativnih gena, vjerojatno ima najvaţniju 

ulogu u povećanju razine oksidativnog stresa, zajedno s povećanim oksidativnim stresom u 

perifernim limfnim organima i povećanom proizvodnjom plazmatskih produkata lipidne 

peroksidacije; h) HS moţe utjecati na aktivaciju leukocita te na ekspanziju/diferencijaciju 

Foxp3+ regulatornih T stanica pa moţemo pretpostaviti kako je to povezano s povećanim 

nastankom oksidativnog stresa tijekom visokog unosa soli. 
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6.1. Utjecaj kratkotrajnog unosa visokih koncentracija soli na promjenu krvnog tlaka 

Dosadašnja istraţivanja opisuju na razliĉite naĉine povezanost visokog unosa soli i 

promjene krvnog tlaka, ovisno o modelu (ljudski ili ţivotinjski) te o duţini trajanja 

visokoslane dijete (271-273). Brojne studije, pa tako i naša na ţivotinjama, ali i ljudima 

pokazale su kako 3-7 dana visokoslane dijete ne mijenja znaĉajno vrijednost krvnog tlaka 

(274-277) te su rezultati naše studije konzistentni s prijašnjim istraţivanjima (Tablica 1). 

TakoĊer je model na SD štakorima i dobar dokaz kako su rezultati vjerodostojni s obzirom da 

su to inaĉe normotenzivne ţivotinje (278). Uklapanjem rezultata krvnog tlaka u druge 

dobivene rezultate moţe se zakljuĉiti kako promjena krvnog tlaka prilikom akutnog unosa 

visokih koncentracija soli nije ovisna o nastaloj endotelnoj disfunkciji i povećanom 

oksidativnom stresu.  

6.2. Baziĉni vaskularni odgovor srednje moţdane arterije i razina nastalog oksidativnog 

stresa kod visokog unosa natrijevog klorida u funkcionalnim in vitro studijama 

U Tablici 1. prikazane su opće funkcionalne karakteristike krvnih ţila za sve 

ispitivane skupine. Vrlo je vaţno voditi raĉuna o parametrima kao što su mogućnost 

maksimalne dilatacije te dilatacije krvne ţile u stanjima kada nema protoka kao i aktivnog 

tona ţile. U našim istraţivanjima nije utvrĊena razlika u navedenim parametrima što govori u 

prilog da su dobiveni rezultati konzistentni i da su izolirane ţile koje smo ukljuĉili u 

istraţivanje bile funkcionalne. 

Ranije studije na ţivotinjama su pokazale kako je kljuĉna poveznica izmeĊu unosa 

VS i razvoja endotelne disfunkcije Ang II (112) te da VS smanjuje koncentraciju plazmatskog 

Ang II. Niske razine ANG II su povezane s povećanjem razine oksidativnog stresa i oštećenja 

vaskularne reaktivnosti (136). Intravenska infuzija supresorskih doza Ang II u štakora na 

visokoslanoj prehrani dovodi do ponovne uspostave normalne vaskularne relaksacije krvnih 

ţila i smanjenja koncentracije slobodnih kisikovih radikala na normalne vrijednosti (211). 

Smanjena protokom posredovana dilatacija je predznak razvoja kardiovaskularnih 

bolesti. Koller i suradnici (30) su utvrdili kako je kod spontano hipertenzivnih štakora 

smanjena dilatacija u arteriolama in vitro. Druga studija je kod dijabetiĉnih i pretilih štakora 

takoĊer pokazala da povećan protok kroniĉno smanjuje endotel ovisnu vazodilataciju što je 

vidljivo iz smanjenja protokom posredovane dilatacije (FMD), te ACh potaknute relaksacije 
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pri većim protocima u usporedbi s normalnim protocima kroz mezenteriĉne otporniĉke 

arterije (199).  

Prema našim saznanjima, ovo je prvo istraţivanje koje ispituje promjene u protokom 

posredovanoj dilataciji srednje moţdane arterije kod SD štakora tijekom akutnog 

konzumiranja većih koliĉina soli. Sol znaĉajno smanjuje protokom posredovanu dilataciju 

središnje moţdane arterije u odnosu na NS skupinu što još jednom potvrĊuje njezinu ulogu u 

nastanku disfunkcije endotela (Slika 1). Kao što je već spomenuto, vazodilatacija, kao 

odgovor na nagle promjene protoka (vaskularnog stresa), jedna je od glavnih uloga endotela. 

Endotel takoĊer posreduje vazomotorni odgovor na razliĉite podraţaje, kao što je 

ACh ili fiziĉka sila, otpuštanjem razliĉitih vazoaktivnih posrednika, kao što su endotel 

relaksirajući ĉimbenici (EDRF), NO, prostaciklin (PGI2) ili endotelni faktori kontrakcije 

(EDCF), na primjer endotelin (ET-1), tromboksan A2 (TXA2) i slobodni kisikovi radikali 

(ROS) (62, 279).  

NO igra vaţnu ulogu u odrţavanju bazalnog tonusa krvnih ţila (71) i ima središnju 

ulogu u vazodilataciji (72), sprjeĉava adheziju i migraciju leukocita u arterijskom zidu i 

inhibira proliferaciju vaskularnih glatkih mišićnih stanica (73). Glavni faktor koji uzrokuje 

produkciju NO je sila smicanja koja potiĉe fosforilaciju eNOS i stimulaciju receptora 

endotelnih stanica (280) što rezultira aktivacijom Ca
2+

-aktivirani K
+
 (KCa) kanala na površini 

endotelnih stanica te dovodi do oslobaĊanja K
+ 

iz stanica i ulazak Ca
2 +

 u stanicu (281). 

Štoviše, ACh, bradikinin, trombin, adenozin difosfat (ADP) i adenozin trifosfat (ATP) 

uzrokuju opuštanje glatkih mišićnih stanica i stimuliraju produkciju NO (73-75). 

U svim ispitivanim grupama izolirane moţdane arterije su se znaĉajno dilatirale pri 

svakom gradijentu tlaka uz najznaĉajniju dilataciju pri Δ40 mmHg. Najvaţniji nalaz ovog 

dijela studije je da tjedan dana konzumiranja visokih koncentracija soli narušava protokom 

posredovanu dilataciju središnje moţdane arterije kod SD štakora. Slobodni kisikovi radikali 

proizvode se u razliĉitim fiziološkim metaboliĉkim procesima, a njihovo prekomjerno 

stvaranje dovodi do nastanka oksidativnog stresa. Stvaraju se u svim stanicama krvnih ţila 

(endotela, glatkih mišića) kao i u perivaskularnim adipocitima (282) te u cirkulirajućim 

leukocitima (283). ROS sudjeluju u vaskularnoj signalizaciju u fiziološkim i patološkim 

uvjetima. Endotelne stanice proizvode slobodne kisikove radikale ukljuĉujući superoksid   

(O
2-

), vodikov peroksid (H2O2), peroksinitrite (ONOO-), hidroksilni radikal (HO•) i neke 

druge koji mogu izravno djelovati kao EDCF npr. tromboksan A2 (TXA2) i prostaglandin F2α 
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(PGF2α) (274, 284) ili posredno, smanjenjem bioraspoloţivosti NO [Huie & Padmaja 1993]. 

Ispitivanja na ţivotinjama su pokazala da povećan oksidativni stres smanjuje razinu NO koji 

je vaţan posrednik u protokom posredovanoj dilataciji (30). Dobro je poznato da VS 

povećava razinu oksidativnog stresa (136). Utvrdili smo kako dodatak TEMPOLA in vivo u 

VS ishranu ponovno poboljšava razinu dilatacije arterije u odnosu na VS skupinu ĉak do 

razine dilatacije koja je ostvarena kod NS skupine, dok na NS skupinu TEMPOL nije imao 

efekta. Kao dodatna potvrda ukljuĉenog oksidativnog stresa kod soli, ukljuĉivanjem inhibitora 

L-NAME, ponovno je narušena dilatacija što daje potvrdu da je razina protokom posredovane 

dilatacije ovisna o razini NO (Slika 9). Naši rezultati takoĊer potvrĊuju kako je o endotelu 

ovisna vazodilatacija na ACh znaĉajno smanjena nakon visokog unosa soli, što predstavlja 

dodatnu potvrdu endotelne disfunkcije i smanjene dostupnosti NO (Slika 15). Funkcionalna 

sposobnost stanica vaskularnih glatkih mišića testirana je pomoću endotel neovisnog donora 

NO natrijeva-nitroprusida (SNP) te je utvrĊeno kako je odgovor oĉuvan u svim skupinama 

(Slika 16).  

6.3. Mehanizmi protokom posredovane dilatacije i izraţaj gena ukljuĉenih u dilatacijske 

putove srednje moţdane arterije kod visokog unosa natrijevog klorida u funkcionalnim 

in vitro studijama 

Kad se znaĉajno smanji biodostupnost NO, endotel aktivira razne kompenzacijske 

fiziološke putove. U tom sluĉaju, narušena endotel ovisna vazodilatacija djelomiĉno se 

odrţava, proizvodnjom i oslobaĊanjem drugih endotelnih vazodilatatora osim NO, kao što su 

prostanoidi (prostaciklin) i drugi endotel hiperpolarizirajući faktori (EDHFs). Endotelna 

disfunkcija potiĉe stvaranje drugih štetnih metabolita za stijenke arterija, ukljuĉujući 

endotelin-1 (ET-1), tromboksan A2, prostaglandin H2 i ROS (41), s raznim 

proaterosklerotiĉnim znaĉajkama (vazokonstrikcija). Prema tome, disfunkcija endotela, 

uzrokovana deficitom NO i aktivacijom endotel ovisne vazokonstrikcije, definitivno je 

ukljuĉena u patogenezu ateroskleroze i tromboze (41, 285). S povećavanjem broja istraţivanja 

utvrĊeno je kako osim NO, takoĊer i COX moţe utjecati na promjenu dilatacije i razinu 

relaksacije krvne ţile (24, 26, 72, 74). PGI2 je vaţan EDRF koji se djelomiĉno oslobaĊa kao 

odgovor na vaskularni stres (27, 286). Sintetizira ga enzim COX-1 iz arahidonske kiseline 

(287), a djeluje na povećanje koncentracije cikliĉkog adenozin monofosfata (cAMP) u 

stanicama glatkih mišića i trombocitima, što rezultira opuštanjem glatkih mišića te 

inhibicijom agregacije trombocita (288). PGI2 olakšava otpuštanje NO iz endotelnih stanica, 

ali za razliku od NO, PGI2 ne pridonosi odrţavanju bazalnog tonusa krvnih ţila, velikih 



71 
 

krvnih ţila, ali se otpušta na inicijativu raznih agonista (25, 78). Proizvodnja prostaciklina iz 

endotelnih stanica je povećana s povećanim COX-2 ovisnim stanjima. Pokazano je da 

inhibitor NOS uzrokuje ~ 50% -tno smanjenje u proizvodnji prostaglandina (289), što znaĉi 

da je polovica vaskularne proizvodnje prostaciklina induciranog vaskularnim stresom ovisna 

o NO signalizaciji. 

Matrougui i suradnici (290) pokazali su kako visoke koncentracije soli od 8% 

zajedno s inhibicijom COX-2 uzrokuju smanjenu protokom posredovanu dilataciju 

rezistentnih arterija. Rezultati dobiveni primjenom TEMPOLA in vivo u VS skupini vezani uz 

poboljšanje dilatacije uz neovisnost razine dilatacije o INDOMETACINU te nepromijenjeni 

izraţaj COX-2 gena nego samo povećani COX-1 izoforme sukladni su s navedenim 

istraţivanjem. 

Mjerenjem razine protokom posredovane dilatacije kod NS i VS skupine u ovisnosti 

o prisutnosti pojedinih inhibitora utvrĊena je razlika u mehanizmima koji dovode do 

dilatacije. Dilatacija NS skupine je znaĉajno smanjena u prisutnosti sva tri inhibitora zasebno 

(L-NAME, INDO i MSPPOH), kombinaciji bilo koja dva navedena inhibitora ili u prisutnosti 

sva tri inhibitora zajedno u odnosu na bazalna mjerenja dilatacije potaknute protokom. 

TakoĊer je kombinacija sva tri inhibitora još dodatno smanjila razinu dilatacije u usporedbi s 

primjenom svakog pojedinog inhibitora zasebno (Slika 2, 3, 4 i 5).  

Za razliku od NS skupine, kod VS skupine dilatacija potaknuta protokom pokazala se 

ovisna jedino o razini NO (slika 6). Iz dobivenih rezultata moţe se zakljuĉiti kako je 

protokom posredovana dilatacija moţdane arterije kod NS prehrane ovisna o metabolitima 

NO, COX-u i EETs-ima podjednako, odnosno da niti jedan od metabolita nije pokazao kako 

zauzima primarnu ulogu u utjecaju na razinu dilatacije dok kod unosa soli, dilatacija ovisi 

primarno o razini NO. TEMPOL se kao „hvataĉ“ radikala pokazao dobar model za uoĉavanje 

i dokazivanje oksidativnog stresa ali i za utvrĊivanje uloge antioksidativnih enzima na 

mehanizme kojima se provodi dilatacija. UvoĊenjem uz VS prehranu in vivo TEMPOLA 

protokom posredovana dilatacija središnje moţdane arterije se znaĉajno poboljšala do razine u 

NS skupini uz primarnu ovisnost prema metabolitima NO i EETs-a. Naša molekularna analiza 

potvrĊuje funkcionalne eksperimentalne rezultate (Tablica 2). Prema našim spoznajama nema 

prethodnih podatka o izmjerenom mRNA izraţaju iNOS i eNOS gena u krvnim ţilama 

mozga. Neke druge studije su utvrdile da je kratkoroĉni unos soli tijekom 48h (8% NaCl) 

rezultirao znaĉajnim smanjenjem iNOS-a u kori bubrega i aort, a eNOS-a u aorti (291). 
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Nedostatak NO, bilo zbog niske proizvodnje ili smanjene bioraspoloţivosti NO kao posljedica 

nastalog oksidativnog stresa, najvaţniji su razlozi za oslabljenu protokom posredovanu 

dilataciju moţdanim arterijama kod VS skupine ţivotinje. 

6.4. Izraţaj antioksidativnih gena, razina oksidativnog stresa i antioksidativnog 

kapaciteta u arterijskim uzorcima krvi 

Postoji nekoliko vaţnih antioksidativnih enzima koji su ukljuĉeni u proces smanjenja 

razine ROS, kao što su SOD, katalaza i GPx (292).  

Lenda i suradnici (213, 232) istiĉu u svojim istraţivanjima kako je kod  VS dijete 

smanjen proteinski izraţaj antioksidativnih enzima (SOD izoformi) ili njihova aktivnost, te da 

oksidativni stres kao posljedica smanjenog izraţaja, smanjuje dilataciju štakorskih kapilara 

spinotrapeznih mišića (arterija i vena). U našim istraţivanjima vidljiva je tendencija 

smanjenja izraţaja SOD izoformi kod VS dijete, ali nismo dobili statistiĉki znaĉajnu razliku. 

Jedan od mogućih razloga je taj da smo mi prvi koji su utvrĊivali mRNA izraţaj navedenih 

izoformi u ovom modelu dok su prijašnja istraţivanja utvrĊivala proteinsku razinu. TEMPOL 

in vivo je ponovno povećao razinu sve tri SOD izoforme i kod NS i VS skupine, i što je 

njegova primarna uloga te s jedne strane sluţi i kao kontrola da je TEMPOL postigao svoj 

efekt te da je doza bila dovoljna kako bi se povećala razina SOD izoformi. 

Izraţaj drugih ispitanih antioksidativnih gena (GPx i katalaza) kod VS prehrane na 

modelu središnje moţdane arterije, prema našim saznanjima, do sada nije zabiljeţen. Poznato 

je da su i GPx1 GPX4 vaţni enzimi za proces fosfolipidne peroksidacije, osobito GPx4 koji 

nas štiti od lipidne peroksidacije (293). U ovom istraţivanju, VS kroz tjedan dana ima najveći 

utjecaj na razinu GPx4, koja je bila znaĉajno smanjena u odnosu na NS skupinu što dodatno 

pridonosi mogućnosti povećanog oksidativnog stresa (Tablica 3). Iako GPx4 štiti organizam 

od lipidne peroksidacije, u isto vrijeme kao produkt stvara H2O2. Dokaz tome je mjerenje 

serumske razine oksidativnog stresa TBARS metodom kojom je na još jedan dodatni naĉin 

potvrĊena povećana razina oksidativnog stresa kod unosa visokih koncentracija soli. TBARS 

metoda mjeri produkte lipidne peroksidacije (malondialdehid) (Slika 32). Zanimljivo je kako 

smo u skupini VS+TEMPOL uoĉili još višu razinu oksidativnog stresa nego kod ĉiste VS 

skupine iako TEMPOL sluţi kao antioksidans. Takvo pojaĉano stvaranje produkata lipidne 

peroksidacije moţe biti rezultat dodatnog stvaranja H2O2 iz GPx4 gena koji je jaĉe izraţen u 

VS+TEMPOL skupini nego kod ĉiste slane prehrane. TakoĊer izraţaj katalaze izmeĊu NS, 

VS i VS+TEMPOL skupine nije se znaĉajno promijenio te nije bilo moguće da katalaza 



73 
 

prevede nastalu koliĉinu H2O2 u vodu i smanji razinu oksidativnog stresa. Tjedan dana 

visokoslane prehrane unatoĉ svim parametrima nije znaĉajno promjenilo antioksidativni 

kapacitet plazme (Slika 32). Budući da se mRNA izraţaj drugih antioksidativnih enzima nije 

promijenio tijekom VS prehrane, rezultati ukazuju na to da je GPx4 moţebitno najvaţnija 

izoforma u moţdanim krvnim ţilama koje su odgovorne za odrţavanje oksidativnog statusa. 

6.5. Izraţaj HIF-1α transkripcijskog faktora te njegovih popratnih gena 

Jedna od nepoznanica kod primjene visokog udjela natrijevog klorida je izraţaj 

hipoksijom induciranog faktora -1 alfa (HIF-1α) u mikrocirkulaciji. Za sada jedina 

istraţivanja koja povezuju HIF-1α i visokoslanu dijetu su provedena na promatranju bubrega i 

izraţaju gena HIF-1α u bubrezima. To istraţivanje je pokazalo kako HIF-1α i njegovi ciljani 

geni imaju vaţnu ulogu u regulaciji izluĉivanja natrija i krvnoga tlaka (294). Izraţaj HIF-1α 

kao i HIF prolil hidroksilaze PHD1, PHD2 i PHD3 povećana je u bubrezima u prisutnosti 

visokih koncentracija soli (261). Do sada nije provedeno niti jedno istraţivanje koje je ispitalo 

izraţaj HIF-1α gena u krvnim ţilama mozga i utvdilo utjecaj tog gena na druge 

antioksidativne enzime te na povećanu razinu oksidativnog stresa. Izraţaj HIF-1α, kao i 

njegovih popratnih gena, nije se znaĉajno promijenio nakon tjedan dana visokog unosa soli 

(Tablica 4), stoga se moţe pretpostaviti kako akutan period slane dijete ne dovodi do znaĉajne 

hipoksije u mozgu i njegovim krvnim ţilama. Pojedina istraţivanja su naglasila kako izraţaj 

HIF-1α gena ovisi uvelike o izraţaju MnSOD u stanjima adekvatne koncentracije kisika ali i u 

stanjima hipoksije (295). S obzirom da se izraţaj tog antioksidativnog gena kod VS prehrane 

nije znaĉajno promijenio, moguće je da je to još jedan od razloga nepromijenjenog izraţaja 

HIF-1α. No, uvoĊenjem TEMPOLA koji kako je već spomenuto „oponaša“ SOD, osim 

izraţaja MnSOD porastao je sukladno tome i izraţaj HIF-1α što uĉvršćuje navedenu 

pretpostavku. Konzistentnost i toĉnost izmjerenog izraţaja HIF-1α potvrĊuju izmjereni 

izraţaji ostalih popratnih gena koji su pokazali da se kreću u istom smjeru (Tablica 4). U VS 

skupini HIF-1 α znaĉajno pozitivno korelira s antioksidativnim enzimima MnSOD i GPx1 što 

ukazuje kako je HIF-1 α ovisan o razini oksidativnog stresa i razini antioksidativnih enzima 

(Tablica 5). Pojedina istraţivanja na drugim modelima su pokazala kako MnSOD utjeĉe na 

sam izraţaj HIF-1 α na naĉin da svojom povećanim izraţajem blokira uĉinak transkripcijskog 

faktora te kako povećani izraţaj GPx1 nema utjecaja na promjenu HIF-1α (296-297). No, s 

obzirom kako se ni izraţaj tih gena nije znaĉajno promijenio tijekom tjedan dana visokog 

unosa soli vrlo vjerovatno bi duţi period slane dijete pokazao u kojem mjeri je HIF-1α 
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ukljuĉen u stvaranje povećanog oksidativnog stresa ili kako ga oksidativni stres i 

antioksidativni enzimi moduliraju.  

6.6. Aktivacija i razina oksidativnog stresa na leukocitima tijekom visokoslane dijete te 

njihova uloga u poremećenom vaskularnom odgovoru kod visokog unosa natrijevog 

klorida 

Nedavne studije su pokazale kako visoki unos soli u hrani moţe utjecati na normalno 

funkcioniranje imunološkog sustava. Posebice, pokazano je da povećane koncentracije soli u 

fiziološkim uvjetima in vivo znaĉajno pojaĉavaju indukciju mišjih i ljudskih Th17 stanica i 

smanjuju funkciju T regulatornih stanica koje zajedno olakšavaju razvitak autoimunosti (298-

299). U našim istraţivanjima dobili smo rezultate koji su na prvi pogled suprotni našoj 

hipotezi. Frekvencije aktiviranih pomoćniĉkih, citotoksiĉnih te regulatornih T stanica u 

perifernoj krvi znaĉajno se smanjila nakon tjedan dana visokoslane prehrane (Slika 18), dok je 

u uzorcima slezene jedino razina pomoćniĉkih leukocita bila znaĉajno manja nakon unosa 

visokih koncentracija soli (Slika 19B). Moguće objašnjenje dobivenih rezultata je da korištena 

protutijela detektiraju samo neaktivne stanice pojedinih podvrsta leukocita te bi bilo potrebno 

provjeriti dobivene rezultate nekim specifiĉnijim protutijelom. ROS je povezan s pojaĉanim 

odgovorom, apoptozom i aktivacijom T stanica (283, 300). Podrijetlo unutarstaniĉnog ROS-a 

u limfocitima dolazi iz najmanje dva izvora - egzogeni ROS proizveden iz dendritiĉnih 

stanica i fagocita te intracelularno proizveden ROS tijekom razliĉitih staniĉnih procesa, 

ukljuĉujući i T staniĉnim receptorima posredovana aktivacije T stanica. Dok egzogeni ROS 

moţe dovesti do nastanka oksidativnog stresa, endogeno proizvedeni ROS prvenstveno 

djeluju kao signalne molekule koja promoviraju ili aktivaciju ili apoptoze T stanica (283). U 

fiziološkim uvjetima postoji ravnoteţa izmeĊu ROS-a i antioksidanata, a ometanje te 

ravnoteţe moţe dovesti do pojaĉanog ili oslabljenog odgovora T-stanica što dovodi do 

razvoja raznih patoloških pojava. Oksidativna oštećenja se pojavljuju kada unutarstaniĉna 

razina ROS-a premaši antioksidativni kapacitet stanica. Mjerenje unutarstaniĉne razine ROS-a 

je korisno u utvrĊivanju izvora viška ROS-a. 

Naše istraţivanje je pokazalo da povećan unos soli dovodi do znaĉajnog porasta 

produkcije reaktivnih spojeva kisika u limfocitima iz perifernih organa (Slika 23, 25 i 27), a 

takoĊer postoji i tendencija porasta oksidativnog stresa u leukocitima iz krvi (Slika 21). U 

ovom istraţivanju uvrdili smo da VS ishrana znaĉajno inducira razinu bazalnog 

unutarstaniĉnog ROS-a u limfocitima izoliranim iz mezenteriĉnih limfnih ĉvorova i slezene 
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(Slika 23 i 27), kao i unutarstaniĉnu proizvodnja ROS-a u perifernim limfnim ĉvorovima 

nakon PMA stimulacije (Slika 25). Ograniĉenje ovog istraţivanja je nedostatak diferencijacije 

izmeĊu razliĉitih T / B-staniĉnih podskupina, kao i nemogućnost da se procijeni njihovo 

funkcionalno stanje. MeĊutim, naši rezultati ukazuju na to da je oksidativna ravnoteţa 

limfocita znatno izmijenjena i rezultira povećanom unutarstaniĉnom razinom ROS-a i 

moţebitno mijenja njihovu normalnu funkciju. 

Stanice imunološkog sustava, ukljuĉujući limfocite T, posjeduju receptore za Ang II, 

no njihova uloga u aktivaciji limfocita i promoviranju aterogenih procesa još uvijek nije 

poznata. U tu svrhu, istraţivanje smo proširili na odreĊivanje izraţaja LFA-1, integrina koji 

sudjeluje u adheziji leukocita iz krvi na aktivirani endotel, što je prvi korak u transmigraciji 

leukocita na mjesto upale. Poznato je da uslijed kemokina, koje luĉe endotelne stanice na 

mjestu upale, dolazi do povećanja izraţaja LFA-1 na površini leukocita kao i promjene 

njegovog afiniteta za staniĉne adhezijske molekule na površini endotela. Dobiveni rezultati 

pokazuju tendenciju smanjenja izraţaja LFA-1 na limfocitima ţivotinja koje su bile na 

kratkotrajnoj dijeti s visokim unosom soli (Slika 29, 30 i 31). Rezultati su se pokazali suprotni 

postavljenoj hipotezi da će kratkotrajni visok unos soli dovesti do aktivacije leukocita. 

Moguće objašnjenje je promjena konformacije LFA-1 koju nije bilo moguće pouzdano mjeriti 

primijenjenim monoklonskim protutijelom. 
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Slika 33. Shematski prikaz utjecaja visokog unosa soli na povećanu proizvodnju 

oksidativnog stresa i smanjenu vazodilataciju središnje moždane arterije 

Iz prijašnjih istraživanja je poznao kako visoki unos soli smanjuje razinu AngII koji 

posljedično smanjuje razinu dostupnog NO. U našim istraživanjima, tjedan dana visokog 

unosa soli značajno smanjuje izražaj GPx4, antioksidativnog enzima, i iNOS-a te oboje 

predstavlja dodatnu potvrdu povećanog oksidativnog stresa koji nastaje u krvnim žilama 

mozga te zajedno s dodatnim oksidativnim stresom koji se akumulira u perifernim organima 

utječe na smanjenu razinu protokom posredovane dilatacije središnje moždane arterije. 
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7. ZAKLJUĈCI 

 Dijeta s visokim udjelom soli tijekom 7 dana nije dovela do znaĉajnih promjena krvnoga 

tlaka kod SD štakora 

 Unošenjem visokih koncentracija NaCl-a u razdoblju od tjedan dana, narušava se o 

endotelu ovisna protokom posredovana dilatacija u otporniĉkim moţdanim krvnim ţilama 

in vitro u odnosu na razinu dilatacije kod skupine na niskoslanoj prehrani 

 Mehanizmi protokom posredovane dilatacije su razliĉiti kod niskoslane i visokoslane 

dijete – dilatacija središnje moţdane arterije kod niskoslane skupine ovisna je o razini NO, 

metabolitima ciklooksigenaza i metabolitima EETs-a podjednako tj. niti jedan ne zauzima 

primarnu ulogu dok je protokom posredovana dilatacija kod visokoslane dijete iskljuĉivo 

ovisna o razini dostupnog NO. Dobiveni funkcionalni podaci su podkrijepljeni 

molekularnim mRNA izraţajem metabolita ukljuĉenih u navedene dilatacijske putove 

 TEMPOL in vivo i in vitro poboljšava razinu protokom posredovane dilatacije što 

potvrĊuje kljuĉnu ulogu oksidativnog stresa u narušavanju razine protokom posredovane 

dilatacije središnje moţdane arterije pod utjecajem visokog unosa soli  

 Izraţaj svih ispitivanih antioksidativnih enzima se smanjuje, ali jedina znaĉajna razlika u 

mRNA izraţaju utvrĊena je kod GPx4 koji oĉito ima bitnu ulogu u nastanku povećanog 

oksidativnog stresa kod središnje moţdane arterije. Dodatna potvrda te ĉinjenice dobivena 

je izmjerenim, znaĉajno povišenim razinama lipidne peroksidacije kod unosa VS uz 

nepromijenjeni antioksidativni kapacitet  

 Smanjena razina ili smanjena bioraspoloţivost NO moţebitno nastaje zbog znaĉajno 

smanjenog izraţaja iNOS-a ili nastalog oksidativnog stresa 

 Genskim izraţajem transkripcijskog faktora HIF-1α i njegovi ciljnih gena nije utvrĊena 

njihova znaĉajna uloga u povećanju razine nastalog oksidativnog stresa pod utjecajem 

akutnog unosa visokih koncentracija soli meĊutim kod visokog unosa soli HIF-1α 

pokazuje pozitivnu korelaciju s antioksidativnim enzimima što govori u prilog kako bi 

duţi period unosa NaCl-a mogao znaĉajno modificirati njegov izraţaj 

 Visoki unos soli prehranom povećava proizvodnju ROS-a u perifernim limfnim organima i 

tako stvara dodatanu razinu oksidativnog stresa, za koje pretpostavljamo, moţe pridonijeti 

smanjenoj vazodilataciji središnje moţdane arterije 
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8. SAŢETAK 

Kljuĉne rijeĉi: mikrocirkulacija, oksidativni stres, protokom posredovana dilatacija, visoko 

slana dijeta 

Cilj: Utvrditi baziĉni odgovor i razjasniti mehanizme protokom posredovane dilatacije (FID) 

te izraţaj antioksidativnih gena, gena ukljuĉenih u dilatacijske putove središnje moţdane 

arterije (MCA), razinu leukocitne aktivacije i ulogu oksidativnog stresa u MCA kod Spraque-

Dawley (SD) štakora na visokoslanoj (VS) dijeti.  

 

Metode: Zdravi muški SD štakori starosti 11 tjedana hranjeni su standardnom hranom (0,4% 

NaCl, NS grupa) ili hranom s 4% NaCl (VS grupa) tjedan dana, s ili bez dodatka TEMPOLA 

in vivo. Reaktivnost MCA u odgovoru na stupnjevito povećanje protoka izmjerena je u 

odsutnosti ili prisutnosti inhibitora sintaze dušiĉnog oksida (L-NAME), ciklooksigenaze 1 i 2 

(COX-1,2) indometacina (INDO), selektivnog inhibitora CYP450 epoksidaze (MS-PPOH) i 

„hvataĉa“ superoksidnih radikala TEMPOLA. mRNA izraţaj antioksidativnih enzima (SOD 

izoformi, glutation peroksidaze 1 i 4 (GPx 1 i GPx4), katalaze (CAT)) i gena ukljuĉenih u 

dilatacijske putove ((COX-1, 2, hipoksijom inducirani faktor 1 alfa (HIF- 1α), inducibilna i 

endotelna dušik oksid sintaza (iNOS i eNOS), vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) i HIF 

prolil hidroksilazne izoforme) utvrĊen je kvantitativnom PCR metodom u stvarnom vremenu. 

Protoĉnom citometrijom iz uzoraka pune krvi, mezenteriĉnih i perifernih limfnih ĉvorova te 

slezene utvrĊeni su odnosi pomoćniĉkih i citotoksiĉnih limfocita T, aktiviranih regulatornih 

FoxP3 pomoćniĉkih limfocita T te razina oksidativnog stresa. Krvni tlak, razina lipidne 

peroksidacije i antioksidativnog kapaciteta izmjereni su za sve skupine. 

Rezultati: FID je smanjen u VS skupini pri svakom gradijentu tlaka u odnosu na NS skupinu. 

FID kod VS skupine posredovan je primarno NO. TEMPOL poboljšava FID u VS grupi dok 

na NS skupinu nije imao utjecaj. Izraţaj GPx4 i iNOS u VS skupini znaĉajno je smanjen. VS 

znaĉajno povećava baziĉnu proizvodnju reaktivnih kisikovih radikala u leukocitima, 

mezenteriĉnim limfnim ĉvorova i slezeni, te unutarstaniĉnu proizvodnju nakon stimulacije u 

perifernim limfnim ĉvorovima. Antioksidativni kapacitet i krvni tlak nisu se znaĉajno 

promjenili. 

Zakljuĉak: Unos soli poremećuje vaskularnu reaktivnost na FID. Ovi podaci po prvi put 

pokazuju kako su mehanizmi FID razliĉiti kod unosa niske i visoke koncentracije soli, 
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dokazuju komplementarnost mehanizama FID-a kod MCA zdravog endotela. Niski izraţaj 

GPx4, povećana proizvodnja superoksida u leukocitima, zajedno sa smanjenim izraţajem 

iNOS-a uzrokuju nastanak oksidativnog stresa i smanjuju biološku raspoloţivost NO ĉime se 

poremećuje FID kod VS skupine. 
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9. SUMMARY 

 

THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS IN DEVELOPMENT OF IMPAIRED 

VASCULAR RESPONSE UNDER THE INFLUENCE OF HIGH SODIUM 

CHLORIDE INTAKE IN SPRAGUE-DAWLEY RATS 

 

Key words: microcirculation, oxidative stress, flow-mediated dilation, high salt diet 

Objective: To determine basic vascular response and to clarify the mechanisms of flow-

induced dilatation (FID) of middle cerebral artery (MCA) of Sprague-Dawley (SD) rats on a 

high salt (HS) diet by expression of the essential antioxidant genes, genes involved in the 

dilation pathways , level of leukocyte activation and the role of oxidative stress.  

 

Methods: 11-weeks old healthy male SD rats were divided in low salt group (LS) fed with 

standars rat chow (0.4% NaCl) and high salt group (HS fed food with 4% NaCl) for 1 week 

with/without addition TEMPOL in vivo. Vascular reactivity of MCA in response to FID in the 

absence/presence of inhibitors of the nitric oxide synthase (NOS) (L-NAME), cyclooxygenase 

1 and 2 (COX-1,2) indomethacin (INDO), selective inhibitor of microsomal CYP450 

epoxidase activity (MS-PPOH) and superoxide dismutase (SOD) mimetic TEMPOL was 

examined. mRNA levels of antioxidative enzymes (SOD isoforms, glutathione peroxidases 

(GPx 1 and GPx4), catalase (CAT)) and enzymes involved in dilatation pathways of MCA 

(COX-1, 2, hypoxia-induced factor 1 alpha (HIF- 1α), inducible nitric oxide synthase (iNOS), 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS), vascular endothelial growth factor (VEGF), and 

HIF prolyl hydroxylases isoforms) were determined by quantitative real-time PCR from brain 

blood vessels. Relations of helper and cytotoxic T lymphocytes, activated regulatory Foxp3 

helper T lymphocytes and level of oxidative stress in leukocytes from the blood and 

peripheral organs were examined by flow cytometry. Blood pressure, lipid peroxidation 

products and antioxidant capacity of plasma were measured for both groups. 

Results: FID was reduced in HS group compared to LS group. L-NAME, INDO and MS-

PPOH (independantly) significantly reduced FID in LS group,  FID in HS group was 

mediated by NO. TEMPOL restored FID in HS group to basal levels while in LS group 

TEMPOL had no effect. Expression of GPx4 and iNOS in HS group was significantly 
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decreased. HS intake significantly increased basic reactive oxygen species production in the 

leukocytes of mesenteric lymph nodes and spleenocytes, and intracellular production after 

stimulation in peripheral lymph nodes. Antioxidant enzymes activity and BP were not 

affected by HS diet. 

 

Conclusion: HS intake impaires vascular responses to FID. These data for the first time show 

that mechanisms of FID are different in LS and HS groups. Low GPx4 expression, increased 

superoxide production in leukocytes, together with decreased iNOS expression underlies 

increased oxidative stress and reduced nitric oxide bioavailability in HS group, which caused 

impairment of FID in HS group without changes in BP values. 
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