Djelovanje Losartana na protokom potaknutu
dilataciju kod zdravih Sprague-Dawley stakora

Rudié, Dora

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:152:938459

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-18

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

zir.nsk.hr

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:938459
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:827
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:827
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:827

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Preddiplomski sveudiliSni studij medicinsko laboratorijska

dijagnostika

Dora Rudi¢

DJELOVANJE LOSARTANA NA
PROTOKOM POTAKNUTU
DILATACIJU KOD ZDRAVIH
SPRAGUE-DAWLEY STAKORA

Zavrsni rad

Osijek, 2018.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Preddiplomski sveudiliSni studij medicinsko laboratorijska

dijagnostika

Dora Rudié

DJELOVANJE LOSARTANA NA
PROTOKOM POTAKNUTU
DILATACIJU KOD ZDRAVIH
SPRAGUE-DAWLEY STAKORA

Zavrsni rad

Osijek, 2018.



Rad je ostvaren na Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek.
Mentor: doc.dr.sc. Ivana Jukié, dr.med.

Rad sadrzi: 3 slike i 18 stranica






SADRZAJ

Lo UVOD. . et b bbb bbbt e e 1
1.1. Mikrocirkulacija i uloga endotela...........c.cooviiiiiiiiii e 1
1.2. Protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation, FID).........ccccccccervrriennene. 2
1.3. Renin-angiotenzin SUSTAV (RAS).......oiiiiieieiie ittt ee e 2

2. HIPOTEZA . ... oo 5

3. CILTISTRAZIVANITA ....coiiiiiieieieeiee e tes st s sttt 6

4. MATERIJALI TIMETODE........cooiiiitiii e 7
4.1. Eksperimentalni Zivotinjski modeli...........ocoueiiiiiiiniiiii e 7
4.2. Postupak izolacije srednje moZdane arterije.........cueurirreerrernieenineeiee e sree s e 7
4.3. Odredivanje protokom potaknute dilatacije...........ccevvrriiiiiiiiiiiierie e 7
4.4, StatistiCKe MELOAC.......ciiviiiiiiiiici e 8

5. REZULT AT bbbt 9
5.1. Bazi¢ni odgovor srediSnje mozZdane arterije kontrolne skupine i eskperimentalne

skupine na protokom potaknutu dilataCiju............cceeceiieiieiiiiciiece e 9
5.2. Bazi¢ni odgovor na acetilkolinom (ACh) potaknutu dilataciju (AChID) sredisnje
mozdane arterije (o endotelu ovisna vazodilatacija).........cccceeveeeiieniiniiieniieeiienieeee 10
5.3. Bazi¢ni odgovor na natrij-nitroprusidom (SNP) potaknutu dilataciju srediSnje mozdane
arterije (o endotelu neovisna vazodilatacija)...........ccccveveeieereiiieseeie e 11

6. RASPRAVA et 12

7. ZAKLIUCAK ..ottt 13

8. SAZETAK ..ot 14

9. SUMMARY ..ottt 15

10. LITERATURA ottt e bbbt 16

L1, ZIVOTOPIS. ... 18



KRATICE
VSMC - stanice glatkog mi$¢ja u krvnim zilama (engl. vascular smooth muscle cells)
NO — dusikov oksid (engl. nitrogen oxide)
FID — protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation)
RAS - renin-angiotenzin sustav
ANG Il —angiotenzin Il

ACE - angiotenzin konvertirajuc¢i enzim, enzim za konverziju (engl. angiotensin-converting

enzyme)

JG stanice — jukstaglomerularne stanice

ANG | —angiotenzin |

AT1 — angiotenzin Il receptor tip 1 (engl. angiotensin Il type 1 receptor)

AT2 — angiotenzin Il receptor tip 2 (engl. angiotensin Il type 2 receptor)

GDP- gvanozin-difosfat (engl. gvanosine-diphosphate)

GTP - gvanozin-trifosfat (engl. gvanosine-triphosphate)

CAMP — ciklicki adenozin-monofosfat

MAP — mitogen aktivirajuci protein

EGF - epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor)

ATRAP — protein povezan s AT receptorom (engl. AT receptor associated protein)
ARB — AT receptor blokeri (engl. AT1 receptor blocker)

ACh — acetilkolin (engl. acetylcholine)

AChID - acetilkolin potaknuta dilatacija (engl. acetylcholine-induced dilation)

SNP — natrij nitroprusid (engl. sodium nitroprusside)
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1. UvOD

1.1. Mikrocirkulacija i uloga endotela

Kardiovaskularni sustav kao jednu od svojih brojnih zada¢a ima i osiguravanje dostatnog
protoka krvi kroz organske sustave i organe u tijelu, a potom ga oni lokalno reguliraju prema
trenutacnim metabolickim okolnostima. Pri regulaciji lokalnog krvnog protoka, otpornicke
krvne zile izvrSavaju zadacu kardiovaskularnog sustava. One pruzaju najveci otpor krvnom
protoku i svojim djelovanjem sudjeluju u odrZzavanju sustavnog krvnog tlaka. Upravo su
poremecaji perifernog otpora kod otporni¢kih krvnih zila glavni faktori nastanka raznih

patoloskih stanja kardiovaskularnog sustava (1).

.....

(VSMC). Endotel predstavlja granicu izmedu krvi unutar krvnih Zila i okolnog tkiva. Stovise,
otpustajuci razne vazoaktivne posrednike, endotel utjeCe na aktivnost VSMC. Ta aktivnost
podrazumijeva promjenu u promjeru krvnih zila (2). Endotel je strukturno vrlo jednostavan
organ, oblaZze cjelokupno krvozilje, a prosjecna tezina iznosi mu otprilike jedan kilogram.
Stanice koje ga sacinjavaju su iznimno dinami¢ne te imaju vaznu metabolicku i sintetsku ulogu.
Zahvacaju¢i VSMC, trombocite i leukocite, endotelne stanice ispoljavaju svoje autokrino,

parakrino te endokrino djelovanje (3,4).

Endotel aktivno kontrolira izmjenu molekula u odgovoru na molekularne signale te kontrolira
vaskularnu permeabilnost. Nadalje, sudjeluje u odrzavanju vaskularnog tonusa i upravo su
promjene vaskularnog protoka isprepletene s djelovanjem endotela. U situacijama nagle
promjene protoka krvi (zilni stres) endotel ima sposobnost izazivanja vazodilatacije svojim
endokrinim djelovanjem tj. otpusStanjem vazoaktivnih posrednika. Tocnije, aktivacijom
endotela kao odgovor na razli¢ite podrazaje moze do¢i do promjena u permeabilnosti endotela,
sekreciji citokina, privla¢enju leukocita iz cirkulacije, stimulacije vazokonstrikcije te povecanoj
sklonosti ka stvaranju tromba. Ove promjene dogadaju se u patoloskim stanjima poput
septinog Soka, dijabetesa, hipertenziji (5). 1z tog nam razloga proucCavanje endotela i
razumijevanje njegove aktivnosti doprinosi jasnijem razumijevanju patogeneze kao i terapije

za mnoge bolesti.

Disfunkcija endotela ima Stetne funkcionalne posljedice na vaskulaturu, ukljucujuéi
remodeliranje vaskulature. Disfunkcija se povezuje s oslabljenim protokom krvi kroz tkiva
posebice inducirana stresom i paradoksalnom vazokonstrikcijom vec¢ih krvnih Zila. Oksidacija

lipoproteina niske gustoce, inaktivacija dusikovog monoksida (NO) nakon oslobadanja iz
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endotelnih stanica ili smanjena sinteza i oslobadanje NO-a iz endotela su svi mogu¢i mehanizmi
kojima dolazi do endotelne disfunkcije. Medutim, postoje brojne opcije za vraéanje endotela u
prvobitno stanje poput primjene prekursora NO-a, snizavanje razine Kolesterola u krvi,

tjelovjezba, konzumacija antioksidansa (vitamin C) i sl. (6).
1.2. Protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation, FID)

Protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation, FID) bitan je fizioloski stimulans
regulacije vaskularnog tonus i homeostaze periferne cirkuacije. To je endotelni mehanizam koji
se odvija posredovanjem vazoaktivnih posrednika iz endotela, a dogada se u cjelokupnom
krvozilju organizma (7). Brojna istrazivanja dokazala su kako do povecanja zilnog stresa dolazi
upravo povecanjem protoka u krvnim zilama sa stalnim promjerom. Takoder, jedino kod
arteriola s ocuvanom endotelnom funkcijom putem protokom potaknute dilatacije moze doci

do povecanja promjera krvnih zila (8).

Tijekom strujanja povecanje smicanja poti¢e otpustanje vazoaktivnih tvari iz endotela,
ukljucujuéi NO, prostacikline te iz endotela hiperpolarizirajuée faktore. Odredena istrazivanja
ukazala su na najistaknutiju ulogu upravo NO-a u odrzavanju dilatacije krvne Zile. Isto tako,
dokazano je kako povecani oksidativni stres smanjuje razinu dostupnog NO-a pa tako i razinu

protokom potaknute dilatacije (9).
1.3. Renin-angiotenzin sustav (RAS)

Renin-angiotenzin sustav (RAS) glavni je homeostatski sustav za kontrolu volumena tjelesnih
tekucina, ravnotezu elektrolita, krvni tlak, normalnu inervaciju 1 endokrinu funkciju. Povezan
je s djelovanjem kardiovaskularnog sustava te je od presudne vaznosti za odrZavanje
arteriolarne strukture i vaskularne reaktivnosti. RAS ispoljava svoje djelovanje putem molekule
angiotenzina II (ANG II), koji se veze za specificne angiotenzin receptore na membranama

stanica raznih tkiva, isto tako i u vaskulaturi (10).

ANG II svojim prijenosom signala utje¢e na brojne organske sustave i organe (vaskulatura,
srce, bubreg, mozak) te na upale, metaboli¢ku disfunkciju i proces starenja (11). Samim time
ANG II ima sposobnost aktivacije stanica koje reguliraju izraZzaj mnogih tvari, ukljucujuéi
faktore rasta, citokine, kemokine i adhezijske molekule koji su ukljuceni u rast stanica ili

apoptozu, fibrozu i upalu (12).

U sintezi ANG II sudjeluju njegovi prekursori uz pomo¢ enzima za konverziju (angiotenzin-

konvertiraju¢i enzim, ACE) i djelovanje renina. Po svojoj kemijskoj strukturi, renin je
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proteinski enzim sintetiziran u bubregu. Njegova sinteza potaknuta je snizenjem arterijskog
tlaka, a moze se sintetizirati u inaktivnom obliku tj. kao prorenin. Prorenin se skladisti zatim u
jukstaglomerularnim (JG) stanicama, a one su zapravo modificirane glatke miSi¢ne stanice.
Anatomski, pronalazimo ih uz bubrezni glomerul unutar stijenke aferentnih arteriola. Zbog
specifi¢nosti smjestaja JG stanica, podlozne su osjetljivosti pod utjecajem promjene krvnog
tlaka (13). Stoga, pri snizenju krvnog tlaka, u njima dolazi do cijepanja prorenina i posljedi¢no,
nastanka i otpuStanja renina. Dio oslobodenog renina ulazi u krvotok bubrega i zatim se Siri
cirkulacijom po Citavom tijelu, a ostatak se zadrzi u bubreZznim tekucinama. Kao S§to je
prethodno navedeno, renin je enzim i njegovim djelovanjem nastaje dekapeptid angiotenzin |
(ANG ). Supstrat te reakcije je plazmatski globulin angiotenzinogen. Kroz period cirkuliranja
renina u krvotoku (30-60 min), on inducira sintezu ANG I. Nekoliko sekundi do minuta uslijed
njegove sinteze, dolazi do odvajanja dvije aminokiseline s ANG | te nastaje oktapeptid ANG
I1. Ovu reakciju katalizira enzim za pretvorbu angiotenzina lociran u endotelu malih pluénih
krvnih zila. Reakcija se ne odvija isklju¢ivo u plu¢ima ve¢ postoje i lokalni enzimi za pretvorbu

angiotenzina u npr. bubrezima i krvnim zilama (14).

ANG 11 pripada skupini hormona koji se vezu za receptore na stani¢noj povrsini (14). U
ljudskom organizmu dosad su otkrivena dva angiotenzinska receptora, AT1 i AT2. Oba imaju
brojne utjecaje pri kontroliranju vaskulature i posebice mikrocirkulacije. Posredovanjem obaju

receptora, ANG II ostvaruje svoj ucinak na krvne Zile i endotel (15).

Za ovo istrazivanje usredotociti ¢cemo se na AT1 receptore. Sastavljeni su od 359 aminokiselina
te pripadaju superobitelji receptora stanicnih povrsina u ljudi, poznatim kao receptori vezani za
G-protein. Karakterizira ih grada od sedam hidrofobnih transmembranskih domena. Signal se
kod ovih receptora prenosi putem heterotrimernog (apy) posrednika koji je u inaktivnom stanju
vezan za gvanozin-difosfat (GDP). Kada dode do vezanja ANG II za receptor, mijenja se
polozaj podjedinica posrednika. Toc¢nije, GDP zamjeni gvanozin-trifosfat (GTP) na a-
podjedinici te se zajedno odvoje od ostatka (By) intermedijera. Odvojena a-podjedinica potom
se veze za efektor pri éemu ga aktivira. Efektori mogu biti: Ca?*, CI" ili K* kanali, fosfolipaza

C, protein kinaza C, tirozin kinaze i sl. (16).

Jedan od osnovnih nacina preko kojih se ostvaruje vazokonstrikcija s ANG Il preko prijenosa
signala s AT1 receptorima jest upravo inhibicija adenilil ciklaze koja posljedicno dovodi do
smanjivanja intracelularnih vrijednosti ciklickog adenozin-monofosfata (cAMP). Medutim,

unutar stanice aktivacijom AT1 receptora dolazi do aktivacije drugih glasnika poput fosfolipaze
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C, IP3, diacilglicerola, mobilizacije Ca?* te potom aktiviranja protein kinaze C (17). AT1
receptori provode signale Ca/IP3 signalnim putem, $to za posljedicu ima akutni odgovor poput
kontrakcije endotela krvnih Zila. Aktivira se i MAP (mitogen-aktivirajuéi protein) kinaza i EGF

(epidermalni faktor rasta, engl.epidermal growth factor) receptora na membrani stanice (18).

Sto se ti¢e lokalizacije i ekspresije AT receptora, i AT1 i AT2 $iroko su rasprostranjeni po
ljudskom organizmu. Posebice ih mozemo pronaci na podrucjima bitnim za kontrolu krvnog
tlaka kao $to su endotel krvnih zila, bubrezi, srz nadbubrezne Zlijezde, mozak itd. Pri samoj
reakciji vezanja ANG Il za AT1 receptor, protein povezan s angiotenzinskim receptorom —
ATRAP (engl. angiotensin receptor-associated protein) pomaze tako $to stabilizira receptor.
Izuzev vazokonstrikcije, AT1 sudjeluje 1 u induciranju sekrecije aldosterona iz nadbubrezne
zlijezde 1 reapsorpcije natrija u proksimalnim bubreznim tubulima preko ANG II. Takoder,
negativnom povratnom spregom ANG Il preko AT1 receptora dovodi do inhibicije lucenja
renina (19).

Losartan pripada skupini lijekova koji blokiraju AT1 receptore (engl. AT1 receptor blocker,
ARB). To je lijek koji inhibira vezanje ANG Il za AT1 receptor te je pri tome inhibirana
uobicajena vazokonstrikcija i lucenje aldosterona. Za posljedicu imamo nizi krvni tlak,
smanjeni otpor unutar krvnih Zila, smanjeno lu€enje kalija te pove¢ano lucenje vode i natrija.
Kompetitivna inhibicija Losartana prisutna je u vise organskih sustava u organizmu, ali i na

razini endotela.

Ranija istrazivanja iz naseg laboratorija pokazala su da je supresija RAS-a (slanom hranom)
uzrokovala oslabljenu o endotelu ovisnu dilatacije zbog promjene u sintezi vazoaktivnih
metabolita arahidonske kiseline te povecanog oksidativnog stresa (20). Stoga smo zeljeli
istraziti kakav ¢e utjecaj na o endotelu ovisan mehanizam protokom potaknute dilatacije imati
smanjena dostupnost angiotenzina Il i povecan oksidativni stres, koji ¢e nastati djelovanjem

Losartana.
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2. HIPOTEZA

Temeljna pretpostavka ovog istrazivanja jest da ¢e djelovanje Losartana dovesti do promjene u

vazodilatacijskom odgovoru na protokom potaknutu dilataciju.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj ovog istrazivanja je:

1) odrediti djelovanje Losartana na protokom potaknutu dilataciju kod pokusnih Zivotinja
(Stakori soja Sprague-Dawley), pomocu metode mjerenja protokom potaknute
dilatacije.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Eksperimentalni Zivotinjski modeli

Za istrazivanje su koriSteni muski Sprague-Dawley Stakori starosti 9-11 tjedana. Svi Stakori su
iz vlastitog uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu Osijek. Samo istrazivanje provodeno je

u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije Medicinskog fakulteta u Osijeku.
Stakori su podijeljeni u dvije skupine:

1) Kontrolna skupina (CTRL) — zdravi netretirani Stakori (N = 9),
2) CTRL + Losartan skupina — Stakori koji su primali Losartan kroz vodu za pi¢e (N =
10).

4.2. Postupak izolacije srednje mozdane arterije

Tijekom protokola zivotinje iz obje skupine imale su dostupnu standardnu prehranu za
laboratorijske glodavce (Mucedola, Italija) s 0,4 % NaCl. Eksperimentalna skupina Zivotinja
(CTRL+Losartan) je kroz 7 dana u vodi za pi¢e dobivala i 40 mg Losartana (dnevna doza).
Osmog dana samog protokola zivotinje su bile Zrtvovane. Nakon vaganja, anestezirali smo ih
kombinacijom ketamina 75 mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2 ml, Pfizer) i midazolama
0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Poslije toga izvrsili smo
dekapitaciju 1 izolirali srediSnju mozdanu arteriju koja je model na kojem smo odredivali
protokom potaknutu dilataciju na sustavu tlatnog miografa (21) (The Myograph System,
DMT).

Svi eksperimentalni postupci bili su uskladeni s europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih Zivotinja (direktiva 86/609). Poduzete su sve mjere da bi se sprijecila patnja
zivotinja. Sva istraZivanja su odobrena za provedbu od strane EtiCkog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Osijek te Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske.
4.3. Odredivanje protokom potaknute dilatacije

Izolirana zila postavi se u komoricu i inkubira 60 minuta pri tlaku od A80 mmHg (P1 je 80
mmHg, P2 0 mmHg) te se zatim odredi osnovni (bazalni) promjer zile. Poslije inkubacije krvna
zila je bila izlozena protoku koji se postize istodobnim promjenama ulaznog (inflow) i izlaznog
(outflow) tlaka (tlacni gradijenti A10, A20, A40, A60 i A100 mmHg). Nakon izmjerenih
bazalnih vrijednosti promjera krvne Zile pri razliitim gradijentima tlaka, izmjerili smo o

endotelu ovisnu dilataciju u prisutnosti acetilkolina (100 pL; 10 mol/L) i o endotelu neovisna
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dilatacija u prisutnosti izravnog NO donora, natrijevog nitroprusida (100 uL; 10° mol/L). Zbog
gradijenta tlaka dobili smo protok pripremljene fizioloske otopine (engl. physiological salt
solution, PSS) kroz postavljenu zilu. Na kraju se izmjerio maksimalni promjer krvne Zile, no
prethodno se PSS otopina tj. fizioloSka otopina (pH = 7,4 + 0,005; sastava (u mM /1): 119 NacCl,
24 NaHCOs, 5,5 glukoze, 4,7 KCI, 1,6 CaClz, 1,18 NaH2PO4, 1,17 MgSO4 i 0,026 EDTA) u
sustavu zamjenila s PSS Ca-free otopinom. Pri obradi rezultata nismo uzeli podatke krvnih zila
koje nisu pokazale znac¢ajnu razinu aktivnog tonus (oko 50 %). Kroz cijeli protokol zile su
snimane infracrvenom kamerom te prikazivane na monitoru, a tako smo i biljezili promjene

promjera zila.
4.4, Statisticke metode

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina i standardna pogreska aritmeti¢ke sredine (engl.
Mean =+ standard error of the mean (SEM)). Za prikazivanje rezultata su koristeni statisticki
programi SigmaPlot 11.2 (Systat Software, Inc.) te GraphPad Prism5. Mjerena dilatacija koja
je rezultat protoka je izraZena u postotku u odnosu na osnovne vrijednosti dobivene mjerenjem
pri AO mmHg. Koristio se Two-Way ANOVA test (GraphPad Prism5) za ispitivanje razlika u
vaskularnoj reaktivnosti medu skupinama. Kod pojedinih rezultata utvrdivanja medusobne
razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih grupa koristio
se Studentov t-test (kod bazi¢nog odgovora na acetilkolinom potaknutu dilataciju i natrijevim

nitroprusidom potaknutu dilataciju). Razina statisticke znacajnosti je postavljena na P < 0,05.
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5.1. Bazi¢ni odgovor srediSnje moZdane arterije kontrolne i eskperimentalne skupine

na protokom potaknutu dilataciju

Protokom potaknuta dilatacija srediSnje mozdane arterije znaCajno je smanjena u
eksperimentalnoj skupini Zivotinja, odnosno Zzivotinja koje su bile na terapiji Losartanom u
odnosu na kontrolnu skupinu, odnosno netretirane zivotinje, osim pri tlanom gradijentu od 10

mmHg (Slika 1.).

% 40-
o 3 CTRL (N=9)
9 - BB CTRL+LOSARTAN (N=10)
20
8= x
5N 20
T *
5s *
s 104 *
(7]
o
o
T
° 0
£

10 20 40 60 100

gradijent tlaka (mmHgqg)

*P<0.05 CTRL vs. CTRL+LOSARTAN
CTRL - kontrola
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SEM

Slika 1. Bazi¢ni odgovor srediSnje mozdane arterije na promjenu gradijenta tlaka kod
kontrolne, netretirane skupine Zivotinja (N = 9) i Zivotinja na terapiji Losartanom (N =
10) izrazen kao postotak (%) dilatacije u odnosu na bazalne vrijednosti. P vrijednosti

iznose: A10 P = 0,2275, A20 P = 0,0009, A40 < 0,0001, A60 < 0,0001 te za A100 P = 0,0001.



5. REZULTATI

5.2. Bazi¢ni odgovor na acetilkolinom (ACh) potaknutu dilataciju (AChID) srediSnje

moZdane arterije (o endotelu ovisna vazodilatacija)

Dilatacijski je odgovor sredi$nje mozdane arterije skupine tretiranih Zivotinja manje osjetljiv
na dilataciju potaknutu acetilkolinom u usporedbi s kontrolnom skupinom zivotinjom (Slika
2.). Ovi podatci ukazuju na smanjenu osjetljivost srediSnje mozdane arterije na 0 endotelu

ovisnu dilataciju, koju uzrokuje acetilkolin, nakon terapije Losartanom.

% 40- = |
e 3 CTRL (N=8)
° BE CTRL+LOSARTAN (N=8
3 i (N=8)
:2-0
o £
2% =
- Lo
¥
s 10-
7]
o
c
-]
°
3

ACh (10°° mol/L)

*P<0.05 CTRL vs. CTRL+LOSARTAN

CTRL - kontrola

ACh - acetilkolin

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina £ SEM

Slika 2. Bazi¢ni odgovor srednje moZdane arterije na acetikolinom potaknutu dilataciju
(AChID) u kontrolnoj i pokusnoj skupini Zivotinja. Za ovo mjerenje koriSten je Studentov

t-test (P = 0,002).
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5. REZULTATI

5.3. Bazi¢ni odgovor na natrij-nitroprusidom (SNP) potaknutu dilataciju sredi$nje

moZdane arterije (o endotelu neovisna vazodilatacija)

Vaskularni odgovor na o endotelu neovisnog donora NO-a, natrijevog nitroprusida (SNP), je

oCuvan i nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (Slika 3.).

30+
[ CTRL (N=8)

EE CTRL+LOSARTAN (N=7)

104

% dilatacije
(u odnosu na bazalne vrijednosti)

SNP (10 mol/L)

CTRL - kontrola
SNP - natrijev nitroprusid
Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina £ SEM

Slika 3. Bazi¢ni odgovor srediSnje moZdane arterije na NO donora, natrijevog
nitroprusida, na protokom posredovanu dilataciju u kontrolnoj i pokusnoj skupini. Za

ovo mjerenje je takoder koristen Studentov t-test (P = 0,1857).
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6. RASPRAVA

6. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem dobili smo uvid u protokom, acetilkolinom te natrijevim nitroprusidom
potaknutu dilataciju sredi$njih mozdanih arterija u zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora na
terapiji Losartanom. Kod protokom i acetilkolinom potaknute dilatacije uocen je znacajno
smanjen odgovor u skupini koja je bila na terapiji Losartanom u odnosu na kontrolnu grupu
Stakora. Vaskularni odgovor na natrijev nitroprusid (SNP), koji je o endotelu-neovisni donor

NO-a, je oCuvan i nisu utvrdene razlike izmedu ispitivanih grupa.

Razlog zbog kojeg bi protokom potaknuta dilatacija mogla biti u tolikoj mjeri smanjena
vjerojatno lezi u smanjenom vaskularnom odgovoru zbog blokade vezanja ANG II za AT1
receptor pod djelovanjem Losartana, ¢ime je smanjen cjelokupni fizioloski u¢inak ANG II na
razini endotela. S obzirom da je doslo do znacajnog smanjenja pri acetilkolinom potaknutoj (0
endotelu ovisna dilatacija), a pri natrijevim nitroprusidom potaknutoj dilataciji (o endotelu
neovisnoj dilataciji) nije primje¢eno smanjenje, mozemo re¢i kako je osjetljivost srediSnje
mozdane arterije na endotel-ovisnu vazodilataciju smanjena nakon terapije Losartanom u
zdravih Sprague-Dawley Stakora. Usporedno mozemo navesti kako je infuzijom ANG Il u
kongeni¢nih Stakora na prehrani bogatoj soli vra¢en normalan vazodilatacijski odgovor na
acetilkolin sredi$njih mozdanih arterija (22). O¢uvan vaskularni odgovor na NO donora (SNP)
potvduje kako je smanjena vazodilatacija uzrokovana upravo smanjenom funkcijom endotela,

s obzirom da mehanizam kojim SNP izaziva dilataciju zaobilazi endotel.

Mehanizmi djelovanja ANG II 1 AT1 receptora u zdravoj populaciji nisi prou¢avani u tolikoj
mjeri kao u hipertenzivnih pacijenata i pacijenata s rizikom od kardiovaskularnih komplikacija.
Iz tog razloga, ne mozemo sa sigurno$¢u objasniti mehanizam u zdravih modela, ali postoje
indikacije da blokada AT1 receptora ima razli¢ite u¢inke na zdrave odnosno hipertenzivne

ispitanike ili ispitanike oboljele od metaboli¢kih poremecaja (23).
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7. ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedenog istraZzivanja mogu se izvesti zakljucci:

1) Losartan naruSava protokom potaknutu dilataciju sredi$nje mozdane arterije tretiranih
Stakora;

2) Terapija Losartanom smanjuje osjetljivost srediSnje mozdane arterije tretiranih Stakora
na acetilkolin, odnosno znacajno smanjuje vaskularni odgovor na o endotelu ovisnu
vazodilataciju;

3) Odgovor sredi$nje mozdane arterije na dodatak o endotelu—neovisnog donora NO-a

natrijevog nitroprusida podjednak je u obje skupine.
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8. SAZETAK

8. SAZETAK

CILJ: Odrediti utjecaj terapije Losartanom na protokom potaknutu dilataciju (FID) u zdravih

Sprague-Dawley Stakora.

MATERIJALI | METODE: Za istrazivanje su kori$teni zdravi muski Sprague-Dawley
Stakori te su podijeljeni u kontrolnu grupu (CTRL, N =9) i CTRL + Losartan grupu (N = 10)
koja je u vodi za pice primala 40 mg Losartana dnevno kroz 7 dana. Osmi dan Zzivotinje su
zrtvovane. Prije anesteziranja kombinacijom ketamina (75 mg/kg) i midazolama (0,5 mg/kg),
pokusne Zivotinje se izvazu. Slijedila je dekapitacija i1 izolacija srediSnje mozdane arterije te
njeno postavljanje na sustav tlatnog miografa (The Myograph System, DMT) za primjenu
metode protokom potaknute dilatacije. Arteriju smo postavili na komoricu, inkubirali ju 60
minuta pri tlaku A80 mmHg za procjenu bazalnog promjera. Nakon inkubacije, arterija je
izloZena protoku koji dobivamo istovremenim promjenama ulaznog i izlaznog tlaka uz tlacne
gradijente A10, A20, A40, A60, A100 mmHg, te je nakon bazalnog mjerenja, mjerena dilatacija
u prisutnosti acetilkolina (ACh) i natrijevog nitroprusida (SNP). Na kraju eksperimenta PSS
otopina, koja je protokom stvarala gradijent tlaka, zamijenjena je PSS Ca-free otopinom zbog

mjerenja maksimalnog promjera arterije.

REZULTATI: Rezultati pokazuju smanjen dilatacijski odgovor na protokom potaknutu
dilataciju i smanjenu osjetljivost na acetilkolin u eksperimentalnoj skupini, odnosno kod
zivotinja koje su bile na terapiji Losartanom, u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih
netretiranih Stakora. Odgovor na SNP, koji je izravni donor NO-a, bio je podjednak u obje

skupine.

ZAKLJUCAK: Istrazivanjem smo dokazali kako Losartan smanjuje vazodilatacijski odgovor
sredi$nje moZdane arterije na o endotelu ovisan stimulus, odnosno na protokom potaknutu

dilataciju i acetilkolin.

Kljuéne rije¢i: acetilkolin, endotel, Losartan, protokom potaknuta dilatacija, srediS$nja

mozdana arterija
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9. SUMMARY

9. SUMMARY
The effect of Losartan on flow-induced dilation in healthy Sprague-Dawley rats

AIM: Determine the effect of Losartan therapy on the flow-induced dilation (FID) in healthy

Sprague-Dawley male rats.

MATERIALS AND METHODS: Healthy male Sprague-Dawley rats were used for the study
and they were divided into a control group (CTRL, N =9) and a CTRL + Losartan group (N =
10), which received a daily dose of 40 mg of Losartan in their drinking water for 7 days. On the
8th day they were sacrificed. Prior to anesthesia with the combination of ketamine (75 mg/kg)
and midazolam (0,5 mg/kg), the experimental animals were weighed. The middle cerebral
artery was isolated and set for flow induced dilation measurements (on a pressure myograph
system, The Myograph System, DMT). After the incubation (60 minutes at the pressure of A80
mmHg), the arteries were exposed to the flow, which is obtained by simultaneous changes of
in-flow and out-flow pressure with pressure gradients of A10, A20, A40, A60, A100 mmHg.
After the measurement of basal response, the vascular response was measured in the presence
of acetylcholine (ACh) and sodium nitroprusside (SNP). At the end of the experiment, the PSS
solution, which generated the pressure gradient through flow, was replaced by a PSS Ca-free

solution for the purpose of measuring the maximum artery diameter.

RESULTS: The results showed that the flow induced dilation was decreased in the
experimental group of rats that were on Losartan therapy, and dilation to acetylcholine was also
reduced in the group of Losartan treated rats, compared to the control group of healthy untreated
rats. The response to the direct NO donor, sodium nitroprusside, was not significantly different

between the tested groups.

CONCLUSION: Losartan reduces the vasodilation response of the middle cerebral artery to
the endothelium-dependent stimulus, that is, to the flow-induced dilation, as well acetylcholine.

Key words: acetylcholine, endothelium, flow-induced dilation, Losartan, middle cerebral

artery
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