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VAZOPRESIN I NEUROKARDIOGENE KARAKTERISTIKE HIPERADRENERGICKOG STANJA
KOD GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA

REZIME

Vazopresin (VP) je vaZzan regulator osmotske i kardiovaskularne ravnoteze. Medutim,
brojna istraZivanja sugeriSu da ima ulogu i u nastanku primarne hipertenzije. U ovoj studiji
ispitivana je promena ekspresije gena za VP, Vla i V1b receptore (V1aR i V1bR) u
paraventrikularnom jedru (PVN) hipotalamusa kao i neurokardiogene karakteristike granicno
hipertenzivnih pacova (BHR). U eksperimente su ukljuceni 12 nedelja stari muZzjaci BHR soja i
zdravih parnjaka Wistar pacova (WR) kao kontrole, kojima je prethodno ugraden transmiter u
aortu, za registrovanje krvnog pritiska (BP). Svi pacovi su rasporedeni metodom slucajnog
izbora u Cetiri eksperimentalne grupe: 1) WR pod bazalnim uslovima; 2) BHR-ovi pod bazalnim
uslovima; 3) BHR-ovi optereceni solju; 4) BHR-ovi optereceni solju i izloZeni stresu.
Neurokardiogeni parametri odredeni su metodom spektralne analize BP-a i sr¢ane frekvencije
(HR), a senzitivnost barorefleksa (BRS) metodom sekvenci. Koncentracija VP-a u plazmi
merena je radioimunoesejom (RIA). Nivo ekspresije gena za VP, V1aR i V1bR utvrden je
metodom RT-qPCR-a. Pod bazalnim uslovima BHR-ovi su imali pove¢anu ekspresiju gena za VP
i V1bR u PVN-u, poviSenu koncentraciju VP-a u plazmi, kao i porast BRS-a u odnosu na kontrole.
Opterec¢enje BHR-ova solju dovelo je do smanjenja ekspresije gena za V1bR i opadanja
vrednosti HR-a, u odnosu na bazalne uslove. Dodatno izlaganje stresu povecalo je BP i
spektralne simpaticke markere. Istovremeno kod ovih pacova HR i VP u plazmi su se smanjili u
odnosu na kontrolne vrednosti. Ovi rezultati sugerisu da je povecanje genske ekspresije za VP
i V1bR u PVN-u konstitutivna karakteristika BHR-ova i da nema ulogu u nastanku hipertenzije
indukovane stresom.

Kljucne reci: hipertenzija, vazopresin, vazopresinski receptori, osetljivost barorefleksa,
kardiovaskularni varijabilitet, grani¢na hipertenzija, paraventrikularno jedro
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VASOPRESSIN AND NEUROCARDIOGENIC CHARACTERISTICS IN HYPERADRENERGIC
STATE OF BORDERLINE HYPERTENSIVE RATS

SUMMARY

Vasopressin is a well-recognized regulator of osmotic and cardiovascular homeostasis.
However, numerous results suggest its role in development of primary hypertension. In this
study we investigated gene expression of VP, and its receptors (V1aR i V1bR) in paraventricular
nucleus (PVN) of hypothalamus, as well as neurocardiogenic characteristics of borderline
hypertensive rats (BHR). Experiments included 12 weeks old BHR males, which were age-
matched with normotensive WR controls. All animals were equipped with aorta-implanted
radiotelemetry devices for continuous blood pressure (BP) measurements, and randomized in
four experimental groups: 1) WRs under baseline conditions; 2) BHRs under baseline
conditions; 3) salt-loaded BHRs; 4) salt-loaded plus stressed BHRs. Neurocardiogenic
parameters were assessed by spectral analysis of BP and heart rate (HR), whereas baroreflex
sensitivity (BRS) was analyzed by sequence method. Plasma VP was determined using
radioimmunoassay (RIA). Expression of VP, V1aR and V1bR genes was determined by RT-qPCR.
BHRs under baseline conditions had overexpression of VP and V1bR genes in the PVN, elevated
plasma VP levels followed by increase in BRS compared with controls. Salt-loading of BHRs
reduced expression of V1bR gene, as well as HR, compared to baseline conditions. Adding stress
to salt-loading increased BP and spectral sympathetic markers in BHRs. Also, these animals
exhibited lower HR and plasma VP concentrations compared to baseline conditions. These
results suggest that elevated expression of VP and V1bR genes is a constitutive trait of BHRs,
and is not a mechanism responsible for development of stress induced hypertension.

Key words: hypertension, vasopressin, vasopressin receptors, baroreflex sensitivity,
cardiovascular variability, borderline hypertension, paraventricular nucleus
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Scientific subfield: Molecular medicine
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1. UVOD

1.1. PRIMARNA HIPERTENZIJA: DEFINICIJA [ ETIOLOGIJA

Hipertenzija je hiperadrenergicko stanje organizma praceno poviSenim Kkrvnim
pritiskom (engl. blood pressure - BP) [1,2]. Povecanje krvnog pritiska nastaje zbog suzenja
lumena arteriola i hipertrofije miSicnog dela zida arteriola, usled cega se smanjuje protok krvi
ka organima. Vremenom, nedovoljan priliv krvi oStec¢uje najosetljivije organe [2]. Svako
dugotrajno povecanje vrednosti sistolnog krvnog pritiska (engl. systolic blood pressure — SBP)
iznad 140 mmHg i dijastolnog krvnog pristiska (engl. diastolic blood pressure - DBP) iznad 90
mmHg kod ljudi, smatra se hipertenzijom [3]. U svetu je ovo stanje dijagnostikovano kod 1,13
milijardi ljudi i procenjuje se da ¢e do 2025. godine, broj obolelih od hipertenzije porasti na 1,65
milijardi ljudi [4,5]. S obzirom na to da je bolest ¢esto asimptomatska u pocetku (tihi ubica,
engl. silent killer), neretko se utvrduje tek nakon prvih komplikacija, od kojih najvecu stopu
mortaliteta imaju infarkt miokarda i mozga [1,6]. Postojeca terapija je delimi¢no efikasna i
podrazumeva polifarmaciju u uznapredovaloj fazi bolesti [7,8]. Stoga, od presudnog znacaja za
otkri¢ce efikasnijih lekova je bolje poznavanje patofizioloSkih mehanizama primarne
hipertenzije.

Do sada je definisano nekoliko faktora rizika (“hipertenzinogeni faktori”), koji vode
povecanju BP-a [1]. Medu najucestalijim su gojaznost, insulinska rezistencija, stres i poviSen
unos soli kod osoba koje su osetljive na so [9,10]. Vec¢ina ovih faktora ima zbirni efekat - njihovo
kumulativno dejstvo daje loSiju klinicku prognozu [1].

Uzrok vecine hipertenzivnih stanja nije poznat, pa se Cesto oznacavaju kao idiopatska ili
primarna hipertenzija [11].

Varijacije u pritisku Cesto imaju genetsku osnovu, Sto potvrduju i brojne studije
sprovedene na bliskim srodnicima, pa se zbog snaznog uticaja naslednih ¢inilaca, hipertenzija
Cesto naziva i genetska hipertenzija [12,13]. Utvrdivanje genskih alela koji bi mogli da uzrokuju
primarnu hipertenziju je vrlo kompleksno, usled postojanja velikog broja regulatornih
mehanizama koji utiCu na krvni pritisak [1,14]. Na primer, identifikovano je preko 10 gena koji
imaju ulogu u regulaciji reapsorpcije vode i natrijuma (Na*) u bubrezima, a ¢ije mutacije dovode
do povecéanja BP-a [15,16]. Dakle, veliki broj gena se mozZe dovesti u vezu sa etiopatogenetskim
mehanizmima koji vode razvoju primarne hipertenzije.

Primarna hipertenzija ima i vaZnu neurogenu komponentu (neurogena hipertenzija)
[17]. Svaki vid centralne signalizacije koji izaziva hiperaktivaciju simpatickog nervnog sistema
(SNS) moZe rezultovati nastankom primarne hipertenzije [18,19]. Promene vazopresinskog
sistema u mozgu Cesto se dovode u vezu sa razvojem hipertenzije neurogenog porekla [20-22].
Takode, pokazano je da manipulacija baroreceptorskim aferentnim vlaknima izaziva povecanje
BP-a, $to potvrduje neurogeno poreklo primarne hipertenzije [18].

1.2. ULOGA AUTONOMNOG NERVNOG SISTEMA U NASTANKU HIPERADRENERGICKOG
STANJA KOD PRIMARNE HIPERTENZIJE

Autonomni nervni sistem (ANS) ima vazno mesto u kontroli BP-a [23]. Glavne efektorske
komponente nervne regulacije BP-a su minutni volumen srca i periferni otpor krvnih sudova.
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Njihovom regulacijom ANS prilagodava funkciju kardiovaskularnog sistema, kako bi se
zadovoljile metabolicke potrebe razli¢itih organskih sistema.

Veza nervnog sistema i BP-a je definisana na nivou neurotransmitera, pre svega
adrenalina (sintetiSe se u srzi nadbubreZne Zledzde) i noradrenalina (oslobada se na kraju
nervnih zavrSetaka simpatickih neurona) i adrenergickih receptora [24]. Tonus arteriola
(rezultanta vazokostriktornih i vazodilatatornih dejstava na krvne sudove) se povecava
aktivacijom a-adrenergickih receptora, dok angaZovanje (-adrenergic¢kih receptora u srcu
izaziva porast minutnog volumena srca [25].

Veliki broj refleksnih mehanizama ucestvuje u regulisanju aktivnosti i funkcije ANS-a.
Autonomna refleksna kontrola je klju¢na u detekciji i korekciji spontanih promena pritiska,
kako u mirovanju tako i pri odredenim fizioloSkim izazovima, kao Sto je stres [26,27]. Kada se
narus$e ovi regulatorni mehanizmi, moze do¢i do autonomne disfunkcije, koja se manifestuje
povecanim simpatickim tonusom, a ponekad je pracena i odsustvom vagalne fukcije. Ukoliko se
ovakav disbalans u radu ANS-a odrZava duZe vreme, nastaje takozvano “hiperadrenergicko
stanje”, koje je svojstveno primarnoj hipertenziji [28,29]. Hiperadrenergicko stanje u primarnoj
hipertenziji je potvrdeno direktno - merenjem eferentne simpaticke aktivnosti, ali i indirektno
- merenjem nivoa adrenalina i noradrenalina u cirkulaciji i spektralnih markera simpaticke
aktivnosti [11,19,30]. Kao posledica ovakvog stanja u organizmu, nastaju patoloske promene
koje vode u kardiovaskularna oboljenja [28].

1.3. GRANICNA HIPERTENZIJA

Grani¢na hipertenzija (engl. borderline hypertension - BH) je glavni faktor rizika za
razvoj primarne hipertenzije i karakteriSe se blago poviSenim vrednostima pritiska [31]. Usled
odsustva strukturalnih promena koje se javljaju u uznapredovalim stadijumima hipertenzije,
BH je dobar model za izu¢avanje ranih promena u autonomnoj kontroli BP-a [32].

Na eksperimentalnom nivou, BH je simulirana na Zivotinjskom modelu pacova grani¢no
hipertenzivnog soja (engl. borderline hypertensive rats - BHR), razvijenom od strane Lawler-a i
saradnika [33]. Ovaj soj se u laboratorijskim uslovima dobija ukrsStanjem Zenki genetski
spontano hipertenzivnih pacova i muZzijaka normotenzivnih pacova. Vrednosti BP-a BHR-ova
su viSe nego kod normotenzivnih sojeva i odgovaraju onima koje se srecu u BH kod ljudi [34].
lako BHR-ovi genetsku predispoziciju za hipertenziju nasleduju od hipertenzivnog roditelja,
ovo stanje se nece spontano razviti, ve¢ tek kada se izloZe nepovoljnim uslovima spoljasnje
sredine: pove¢anom unosu soli i stresu [35-37].

1.4. ULOGA VAZOPRESINA U REGULACIJI KARDIOVASKULARNE I OSMOTSKE RAVNOTEZE

Vazopresin (VP) je hormon, koji na vrlo sloZen nacin utice na regulaciju BP-a i odrZanje
osmotske i Kkardiovaskularne homeostaze u organizmu [38]. Postoje podaci na
eksperimentalnim Zivotinjama i ljudima da VP ima ulogu u patogenezi primarne hipertenzije
[39-44].

Gen za VP nalazi se na hromozomu 20 i kodira peptid sastavljen od devet aminokiselina
[2,45,46]. Sve svoje bioloSke aktivnosti VP ispoljava posredstvom tri tipa receptora (engl.
vasopressin receptor - VR): V1aR, V1bR i V2 [38,46]. Vazopresinski receptori su strukturno
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slicni celijski proteini. Poseduju sedam transmembranskih domena i spadaju u potfamiliju
receptora koji su spregnuti sa G-proteinom (engl. G-protein-coupled receptors - GPCR). Ove
receptore karakteriSu razliciti farmakoloski profili, kao i drugaciji obrasci interakcije sa
specificnim unutarcelijskim sekundarnim glasnicima [47-49].

V1aRi V1bR su u sprezi sa Gq subjedinicom G-proteina, koja stimuliSe izmenu guanozin
difosfata (engl. guananosine diphosphate - GDP) u guanozin trifosfat (engl. guanosin
triphosphate - GTP) i mobiliSe fosfolipazu C, D i A2 na membranu. Aktivirana fosfolipaza vrsi
hidrolizu fosfatidilinozitola (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate - PIP2), $to za
posledicu ima povecanje nivoa intracelularnog kalcijuma (icCa2+) (Slika 1) [50-52]. Nakon
aktivacije, V1 receptori se brzo fosforiliSu i desenzitizuju [53].
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Slika 1. Signalni put aktivacje vazopresinskih receptora. VP - vazopresin; V1aR -
vazopresinski receptor tipa 1a; V2R - vazopresinski receptor tipa 2; Gq/11 i Gs - sujedinice G-
proteina; PLC - fosfolipaza C; PIP2 - fosfadiliinozitol-4,5-difosfat; PIP3 - fosfadiliinozitol-3,4,5-
trifosfat; AC - adenilat ciklaza; ATP - adenozin trifosfat; cAMP -cikli¢ni adenozin monofosfat;
PKA - protein kinaza A. Slika preuzeta i modifikovana iz Ripoll i saradnici, 2020 [54].

V2R je u sprezi sa Gs subjedinicom G-proteina i aktivira adenilat ciklazu i pokrece
sintezu ciklicnog adenozin monofofata (engl. cyclic adenosine monophosphate - cAMP) koji
deluje na protein kinazu A (Slika 1), nakon cega se akvaporin 2 (engl. aquaporin 2 - AQP-2)
translocira u mebranu tubularnog epitela sabirnih kanali¢a bubrega [51,54,55].

Vazopresinski receptori imaju Siroku distribuciju u organizmu i shodno tome reguliSu
brojne aktivnosti [56]. PodloZni su strukturnim promenama, koje nastaju kao posledica
mutacija i nukleotidnih polimorfizama, Sto moZe izmeniti dinamiku osolobadanja peptida,
uticati na distribuciju samih receptora i dati nove fenotipove, koji vode u razliita oboljenja
[57].
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1.5. FUNKCIJA I ORGANIZACIJA PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

Glavni izvor VP-a su magnocelularni neuroni (engl. magnocellular neurons - MCN)
paraventrikularnog (engl. paravnetricular nucleus - PVN) i supraoptickog jedra (engl.
supraoptic nucleus - SON) hipotalamusa [58].

PVN je visoko organizovana i jedinstvena efektorska struktura koja ima centralno mesto u
regulaciji kardiovaskularnih i neuroendokrinih funkcija organizma radi odrZzanja homeostaze
[59,60]. lako zauzima samo 1% mozga ki¢menjaka, predstavlja glavno mesto integracije
odredenih aferentnih stimulusa kako bi se obezbedio adekvatan odgovor na njih [60,61].
Topografski se PVN nalazi u hipotalamusu, sa obe strane tre¢e moZdane komore [62].
Morfoloski je izdeljen u tri magnocelularne (anteriorno, posteriorno i medijalno subjedro) i pet
parvocelularnih (dorzalno, lateralno, medijalno, periventrikulano i anteriorno subjedro)
oblasti (Slika 2) [60,62-65].

Sa aspekta funkcije, PVN se moZe podeliti na neuroendokrini (neurosekretorni) i
autonomni deo PVN-a [64,66,67]. Disbalans u odnosu ovih funkcionalno odvojivih celina PVN-
a, rezultuje u izmenjenom odgovoru na senzorne ulazne informacije, koji je karakteristi¢an za
patoloska stanja poput hipertenzije [68].

posteriorno

dp
J lateralno
ap
P
V- J
anteriorno

Slika 2. Sematski prikaz citoarhitektonike subjedara PVN-a. 3V - tre¢a mozdana komora;
am - anteriorno magnocelularno; ap - anteriorno parvocelularno; dp - dorzalno
parvocelularno; Ip - lateralno parvocelularno; mm - medijalno magnocelularno; mp -medijalno
parvocelularno; pm - posteriorno magnocelularno; pv - periventrikularno parvocelularno.
Slika preuzeta i modifikovana iz Pyner i saradnici, 2009 [60].

1.5.1 NEUROENDOKRINI DEO PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

Sekretorna svojstva PVN-a, vaZna za kardiovaskularnu i osmotsku homeostazu, ogledaju
se u aktivnosti MCN-a, dok je neuroendokrini odgovor na stres vezan za parvocelularne
neurone (engl. parvocellular neurons - PCN), koji sintetiSu kortikotropin-oslobadaju¢i hormon
(engl. corticotropin realising hormone - CRH) i ucestvuju u aktivaciji hipotalamo-hipofizno-
nadbubrezne (hypothalamic-pituitary-adrenal - HPA) ose [59].


https://paperpile.com/c/K1Nd7m/mLfQi
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/piOcY+SIX9l
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/SIX9l+dPjnm
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/4SFpL
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/SIX9l+4SFpL+56hFY+nXcVr+qqPsx
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/nXcVr+Fu0YH+a1LJ2
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/hR485
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/SIX9l
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/piOcY

1.5.1.1. Aksonsko oslobadanje vazopresina i njegova periferna dejstva

Magnocelularni neuroni sintetiSu prekursor VP-a i oko 85.000 ovih molekula se skladisti
u velike, subcelularne vezikule u telu, dendritima i aksonima, u kojima ¢ekaju signal za sekreciju
[69]. Aksonske projekcije sekretornih MCN-a se pruZaju do zadnjeg reZnja hipofize
(neurohipofiza), gde se vrsi oslobadanje VP-a kao hormona u sistemsku cirkulaciju (Slika 3)
[64].

Eminentia
mediana

adenohipofiza neurohipofiza

Slika 3. Neuroendokrini deo PVN-a. MCN - magnocelularni neuroni; PCN - parvocelularni
neuroni, VP - vazopresin; CRH - Kortikotropin oslobadaju¢i hormon. Slika preuzeta i
modifikovana iz Koshimizu i saradnici, 2012 [49].

VP u cirkulaciji dosezZe udaljene receptore i ucestvuje u regulaciji brojnih procesa u
organizmu. Njegove najbolje izuCene uloge, vaZne za kardiovaskularnu i osmotsku homeostazu,
su uceSce u vazokonstrikciji - kontrakciji glatke muskulature krvnih sudova i reapsorpciji vode
u bubreZnim tubulima [66,70,71].

Poznato je da svoje vazokonstriktorno dejstvo VP vrsi angazZovanjem ValR na krvnim
sudovima. In vitro studije potvrdile su da je VP izraZeni stimulator glatke muskulature [38,70].
Ipak, u in vivo fizioloskim uslovima neophodna je znacajna koncentracija VP-a da se postignu
efekti na povecanje BP-a [41]. Stoga, smatra se da VP dominantno dejstvo na BP ipak ostvaruje
svojim centralnim efektima, a ne kroz njegovo periferno vazokonstriktorno dejstvo [38,72].
Dakle, vaskularni V1aR imaju mali uticaj u regulaciji BP-a pod normalnim fizioloSkim uslovima,
ali su vazni u patofizioloSkim stanjima poput hipovolemije i hipotenzije [49]. Medutim, VP u
nekim krvnim sudovima (npr. u plu¢ima) izaziva vazodilataciju, angazovanjem V1aR ili V2R
preko aktivnosti azot monoksida (engl. nitrogen oxide - NO) [38,73-75]. Osim vazokontriktorne
aktivnosti, V1aR na periferiji uc¢estvuju u regulaciji velikog broja fiziolosSkih mehanizama u
organizmu, koji nisu ukljuceni u kardiovaskularnu i osmotsku homeostazu, kao Sto su:
agregacija trombocita, oslobadanje faktora koagulacije, metabolizam jetre, kontrakcija uterusa
i proliferacija Celija, sekrecija angiotenzina Il i drugo [51,76-80].

V2R su medijatori reapsorpcije vode u bubrezima i reguliSu gensku eskpresiju AQP-2 i
njihovu ugradnju u plazma mebranu ¢elije [81-83]. Prisutni su u lumenu nishodnog dela
Henlejeve petlje i u sabirnim kanali¢cima bubrega [84]. Zahvaljujuéi ovoj ulozi, VP se cesto
naziva i antidiureticki hormon (engl. antidiuretic hormone — ADH) [85].
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[ako su periferna dejstva VP-a uglavhom vezana za anagaZovanje V1aR i V2R,
informaciona ribonukleinska kiselina (iRNK) za V1bR je detektovana u mnogim tkivima: u srzi
nadbubrezZne Zlezde, bubrezima, pankreasu, srcu, slezini i drugo [56].

1.5.1.2. Somatodendritsko oslobadanje vazopresina i autoregulacija aktivnhosti magnocelularnih
neurona

Osim Sto se VP oslobada u krvnu plazmu, dokazano je da se njegova sekrecija iz MCN-a
odigrava i na somatodendritskom nivou (Slika 4A), gde su eksprimirani V1aR i V1bR [86-92].
Shodno kvalitetu i intezitetu stimulusa, MCN nezavisno ili koordinisano reguliSu njihov
dendritski transport nasuprot aksonskom [93]. Pokazano je da postoji razlika u sadrzaju
vezikula koje su predodredene za aksonsko i somatodendritsko otpustanje. Vezikule sa VP-om
koji ¢e biti otpuSten u meducelijski prostor, sadrZze i galanin, dok one koje putuju ka
neurohipofiznim aksonima nose samo VP [94]. Za razliku od aksona, dendriti poseduju
kapacitet za sintezu proteina [95,96]. Dendritsko oslobadanje, bez sistemskog otpuStanja VP-a
je praceno povecanjem iRNK za VP [97]. Iz tog razloga merenje VP u plazmi nije pouzdan
pokazatelj sinteze VP-a u mozgu [89,95-97]. Egzocitoza VP-a u dendritima zavisi od povecanja
icCa?* [98]. Osim toga, porast icCa?* unutar Celije omogucava pripremu (engl. priming) samih
neurona za nadolazece stimulse, povlacenjem vazopresinskih vezikula iz rezervnih depoa u
dendritima [99-102].

Magnocelularni neuroni ne oslobadaju VP kontinuirano, ve¢ ih odlikuje poseban obrazac
fazne aktivnosti otpustanja VP-a, koji €ine naizmenic¢ni periodi aktivnosti i “tiSine”. Razli¢iti
unutradnji i spoljaSnji stimulusi mogu da menjaju obrazac fazne aktivnosti, pa tako VP
osloboden iz dendrita MCN-a, moZe da modifikuje ovaj obrazac ili da dovede do njegovog
uspostavljanja (Slika 4) [103-105].

A 30 Pod od bazalnim Ulsed B
uslovima hiperosmotskog
2 stimulusa
g
0
C
— 209 Pod od bazalnim Ulsed
@ uslovima hiperosmotskog

stimulusa

AVP NH,~Cys-Tyr—Phe-Gin-Asp-Cys—Pro-1-Arg-Gly-NH,
Slika 4. Autoregulacija i fazna aktivnost MCN-a. A - autoregulatorna dejstva dendritski
oslobodenog VP-a; B - fazni obrazac MCN usled hiperosmotskog stimulusa; C - fazni obrazac
MCN-a usled hiposmotskog stimulusa; MCN - magnocelularni neuron; VP - vazopresin. Slika
preuzeta i  modifikovana iz  Hussy i  saradnici, 2000 [106] i sa
https://www.researchgate.net/publication/307962039 Applications of Kernel Machines to
Structured Data.

Efekat koji ¢e intranuklearni VP imati na MCN zavisi¢e od njihove prethodne aktivnosti.
NajceS¢e opisano dejstvo je inhibitorno [107,108] i smatra se da je ovo jedina prava
autoregulacija [102]. Ipak, postoje dokazi i o ekcitatornoj autoregulaciji [109], bar kod sporo
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aktiviraju¢ih MCN-a [96,103,110] kao i ekscitaciji susednih MCN-a, koji su neaktivni (Slika 4A)
[86] . Takode, neke studije ukazuju da intranuklearni VP nije imao nikakvog uticaja na fazni
obrazac MCN-a, ve¢ depolarizuje susedne interneurone koji se projektuju do njih [111].
Sveukupno, ovaj vid regulacije vr$i optimizovanje odgovora cCitave populacije neurona u
zavisnosti od fizioloSkih zahteva organizma [103].

1.5.1.3. Dodatni izvori vazopresina u mozgu i njegova centralna dejstva

Brojne studije pokazuju prisustvo V1aR i V1bR Sirom CNS-a [112]. Osim $to sam CNS
moZe biti izvor endogenog lokalnog VP-a, VP iz cirkulacije moZe proc¢i kroz krvno-mozdanu
barijeru i ispoljiti svoja dejstva na mozdanom tkivu [96].

Poznato je da V1aR posreduju u raznim moZdanim funkcijama, kao Sto su komunikacija
interneurona, hranjenje, termoregulacja, cirkadijalni ritmovi, pamcenje, socijalno i seksualno
ponaSanje [78,113]. VaZno je napomenuti uces¢e V1aR-a u modifikaciji baroreceptorskog
refleksa (BRR) u nivou areae postremae (AP) [114], kao i u modulaciji simpatickog praznjenja
ka srcu, krvnim sudovima i bubrezima [60].

Aktivnost V1bR u CNS-u najbolje je opisana kroz njihovo uc¢e$ée u odgovoru HPA ose na
stres [115]. Dorzalni medijalni PCN PVN-a sintetiSe CRH, koji stimuliSe oslobadanje
adrenokortikotropnog hormona (engl. adrenocorticotropic hormone - ACTH) iz kortikotropnih
¢elija prednjeg reZznja hipofize. Ovo je pocetni korak u ativaciji HPA ose u odgovoru na stres.
Oko 50% PCN-a PVN-a osim CRH sintetisu i VP kao sekretagog [64,65,116-118]. Primeceno je
da se odnos nivoa CRH:VP menja u zavisnosti od tipa stresa koji deluje na organizam [119].
Putem aksonskog transporta, VP ulazi u portalni krvotok u nivou eminentiae medianae, kojim
stize do kortikotropnih celija, gde angaZuje V1bR i stimuliSe oslobadanje ACTH u cirkulaciju
(Slika 3) [59].

Osim neurohipofize, V1bR se mogu pronaci u limbickom sistemu i prefrontalnom
korteksu, gde ucestvuju u genezi anksioznosti i depresije i menjaju ponasanje u odgovoru na
stres [2,120]. Potvrdeno je prisustvo V1bR-a i u PVN-uy, ali je njihova funkcija slabo istrazena
[91,112,121].

1.5.2.  AUTONOMNI DEO PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

Paraventrikularno jedro ima ulogu u povec¢anju simpati¢kog praznjenja na krvne sudove
i srce, koje se sreCe u hipertenziji. Studije na spontano hipertenzivnim pacovima (engl.
spontaneously hypertensive rats - SHR) su pokazale da je ovo posledica nepotpune inhibicije i
pojaCanog simpatickog ekscitatornog uticaja na presimpaticke neurone PVN-a [122].
Autonomni PVN sastoji se od topografski organizovane heterogene populacije Celija, razli€itih
morfoloskih i fizioloSkih osobina [122,123]. Odredene grupacije preautonomnih neurona PVN-
a kontrolisu funkcionalno razli¢ite simpaticke i parasimpaticke centre u mozgu i ki¢cmenoj
moZzdini (lat. intermediolatetral nucleus - IML, nuclueus tractus solitarius - NTS, dorzalno
motorno jedro vagusa - DMV i rostralna ventolateralna medula - RVLM), menjaju¢i autonomni
odgovor usmeren ka kardiovaskularnom i renalnom sistemu [122,124-127].

Postoje bar tri neuronska kola, putem kojih PVN menja simpaticki tonus [60]:
1) Direktno kolo - ¢ine presimpaticki neuroni PVN-a, koji se projektuju do tela simpatickih

preganglijskih neurona (engl. sympathetic preganglionic neurons — SNP) u IML-u. Ove direktne
projekcije su od velike vaznosti za kardiovaskularnu regulaciju, jer IML predstavlja mesto
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finalne integracije u CNS-u, odakle polaze nervi koji uti¢u na rad krvnih sudova, srca, bubrega i
srzi nadbubreZne Zlezde [60,128-131].

2) Indirektno kolo - ¢ine presimpaticki neuroni PVN-a, koji se projektuju do presornog regiona

u RVLM-u, jednom od pet premotornih jedara u mozgu, koji je odgovoran za toni¢no odrzavanje
simpaticke aktivnosti. Od neurona RVLM-a polaze aksoni koji se pruzZaju do SPN-a u
torakolumbalnom IML-u i na ovaj nalin indirektno menjaju simpatcki uticaj na
kardiovaskularni sistem [62,127,132].

3) Dvojno kolo - ¢ini 30% neurona PVN-a, ¢iji aksoni Salju projekcije do SPN-a u IML-u, ali daju
i kolaterale ka RVLM-u, reguliSuéi simpaticku aktivnost direktno i indirektno (Slika 5) [62].

Razliciti peptidi mogu biti medijatori neuronske transmisije. VP ucestvuje u prenosu
neuronskih signala kod 40% neurona koji se projektuju do ki¢mene moZdine. To su
prevashodno neuroni u lateralnom i ventralnom delu medijalne parvocelularne regije, dok
manji udeo aksona dolazi iz dorzalnog parvocelularnog regiona [133]. U sivoj masi ki¢mene
moZdine na telu SPN-a prisutni su V1aR [134]. Pokazano je da aktivacijom ovih receptora u
nivou donjeg dela torakalne ki¢mene moZdine, VP ostvaruje kardioakceleratorni i presorni
efekat i povecava renalnu simpati¢ku nervnu aktivnost (RSNA) [60,133-135].

Medulla
oblongata

IML ~——

Slika 5. Nishodni neuronski putevi PVN-a koji ucestvuju u regulaciji simpaticke
aktivnosti. PVN - paraventrikularno jedro; RVLM - rostralna ventrolateralna medula; IML -
intermediolateralno jedro sive mase kicmene mozdine. Slika preuzeta i modifikovana sa
https://www.innerbody.com/image /nerv02.html.

1.5.3. VEZA SEKTRETORNOG I AUTONOMNOG PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

Pored autoregulatorne aktivnosti na MCN, VP moduliSe aktivnost i okolnih ¢elija,
putujuci kroz meducelijski prostor, Sto ga kvalifikuje kao neurotransmiter [96,136]. Dendritsko
oslobadanje je nesinapticko i VP moZe dugo da opstane u vancelijskoj sredini i dosegne udaljena
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mesta delovanja. Parakrina aktivnost VP-a zavisi od njegovog ukupnog nivoa u meducelijskom
prostoru. Osim dejstva na aktivnost okolnih MCN-a, pokazano je da VP ima efekat i na
presimpaticke PCN i to angaZovanjem V1aR na telima ovih neurona [67,99].

1.5.4. MODULACIJA AKTIVNOSTI PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

Paraventrikularno jedro poseduje izvesnu dinamicnost i plasticnost ekspresije
neuropeptida, koje su visokozavisne od hormonskog okruZenja i/ili neuronske stimulacije
njegovih ceija [59]. Ovo jedro u svakom trenutku prima signalne informacije o razli¢itim
fizioloSkim parametrima u telu. Za modulaciju kardiovaskularne ravnoteze u nivou PVN-a,
klju¢ni su osmotski i kardiovaskularni status tela, ali i negativni uticaji stresnih stimulusa iz
spoljasnje i unutrasnje sredine (Slika 6). Smatra se da je u hipertenziji narusSen balans izmedu
ekscitatornih i inhibitornih stimulusa koji deluju na PVN [59,122,137]

Visi centri u\ «— stres

'

osmorecepto Ij’LJ//vSFO )

mozgu L W"‘I.-’Mozdano ".l
{ \ (MnPO) \_stablo /

hiperosmotski [
stimulus baroreceptori

Slika 6. Modulacija aktivnosti PVN-a pod uticajem osmolalnosti krvne plazme, BRR-a i
stresa. AV3V - anteroventralne III moZdana komora; PVN - paraventrikularno jedro; SFO -
subfornikalni organ; OVLT - organum vasculosum laminae terminalis; MnPO - srednje
preopticko jedro. Slika preuzeta i modifikovana iz Qin i saradnici, 2018 [138].

1.5.4.1. Uticaj promena osmolalnosti krvne plazme na aktivnost paraventrikularnog jedra

Povecan unos soli mozZe dovesti do hidromineralnog disbalansa i povecanja Na* i
osmolalnosti u krvi, Sto predstavlja jedan od glavnih rizika za razvoj hipertenzije i
kardiovaskularnih bolesti [139]. Poznato je da osmotska stimulacija izaziva dramati¢an
homeostatski odgovor PVN-a, koji podrazumeva koordinisanu aktivaciju magnocelularnih i
parvocelularnih presimpatetickih neurona, sto vodi povecanju VP-a u plazmi i istovremenom
porastu simpati¢kog praznjenja ka periferiji [140,141].

1.5.4.1.1. Uticaj osmotske stimulacije na oslobadanje vazopresina u cirkulaciju

Uvecanje osmolalnosti od samo 1% moZe stimulisati sintezu i sekreciju VP-a u MCN
[142]. MCN detektuju osmolalnost zahvalju¢i spoljaSnjim i unutra$njim mehanizmima i
sintetiSu adekvatnu koli¢inu VP-a za potrebe regulisanja ekskrecije vode [102,143].
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1.5.4.1.1.1. Spoljasnji mehanizmi aktivacije magnocelularnih neurona

Svaki MCN prima nekoliko hiljada aferentnih projekcija iz delova mozga koji prenose
informacije o stanju hidratisanosti organizma. NajvaZnije su one projekcije koje pristizu iz
regiona periventrikularne anteroventralne tre¢e komore (engl. anteroventral third ventricle -
AV3V). Pokazano je da lezije ovog regiona ukidaju sposobnost vazopresinskih ceija da
odreaguju na povecanu osmolalnost. U AV3V se nalaze cirkumventrikularni organi (engl.
subfornical organ - SFO i lat. organum vasculosum laminae terminalis - OVLT), kao i medijalni
preopticki nukleus (engl. medial preoptic nucleus - MnPO), koji funkcioniSe kao koordinacioni
centar za osmoregulatorne fukcije [144-146]. Povecanje osmolalnosti krvne plazme vodi
aktivaciji neurona cirkumventrikularnih neurona OVLT-a i SFO-a [144,147]. SFO i OVLT su
bogato vaskularizovani fenestriranim kapilarima i u odsustvu krvno-moZzdane barijere njihovi
osmosenzitivni neuroni brzo detektuju promene u krvnoj plazmi. Od ovih neurona polaze
direktne ili indirektne (preko MnPO) simpatoekscitatorne glutamatergicke ili angiotenzinske
projekcije ka PVN-u [144,148], dok su inhibitorni uticaji posredovani gama aminbuternom
kiselinom (engl. gamma aminobutyric acid - GABA) [102]. Ponekad, u fizoloski zahtevnim
uslovima (kao Sto je hiperosmotski stimulus), GABA menja svoje dejstvo u ekcitatorno, Sto
pojacava stimulaciju lu¢enja VP-a u MCN [149].

Osmolalnost utice i na faznu aktivnost MCN-a, pa samim tim i na oslobadanje VP-a u
sistemsku cirkulaciju. Tokom hiperosmotske stimulacije ili hemoragije, MCN uspostavljaju ili
pojacavaju svoju faznu aktivnost (Slika 4B) [150-152], sto vodi porastu koncentracije VP-a u
plazmi [153]. Suprotno tome, hipoosmotski stimulus karakteriSe obrazac smanjene aktivnosti
(Slika 4C) [154-156]. Dodatna kontrola se postiZe od strane intranuklearno osolobodenog VP-
a[103].

1.5.4.1.1.2. Unutrasnji mehanizmi aktivacije magnocelularnih neurona

Magnocelularni neuroni su sami po sebi osmosenzitivni i direktno reaguju na osmotski
pritisak njihove okolocelijske sredine [155,157]. Bez obzira $to se nalaze iza krvno-mozdane
barijere, okruZeni su gustom kapilarnom mreZom, pa je osmotski pritisak vancelijske sredine
priblizno jednak onom u plazmi. Osmosenzitivnost MCN-a je posledica osobina koje poseduje
njihova Celijska mebrana [155]. Plazma mebrana MCN-a sadrzi mehanosenzitivne katjonske
kanale koje se inaktiviraju istezanjem i odgovorni su za depolarizaciju neurona usled
hiperosmotske stimulacije [137,143]. Naime, sa porastom osmotskog pritiska, MCN se
skupljaju. Ovaj proces je reverzibilan i zavisi od funkcije aktinskog citoskeleta [158]. Kao
rezultat otvaranja katjonskih kanala, raste voltazno-nezavisna ulazna katjonska struja, koja
vodi depolarizaciji i povec¢anoj osetljivosti neurona na predstoje¢e dolazne stimuluse. Ipak,
ovakva depolarizacija, koja je posledica iskljuivo osmotskih promena, nije dovoljna za
generisanje akcionog potencijala. Membranski potencijal je nestabilan, usled brojnih aferetnih
stimulusa koje primaju MCN. Do nastanka akcionog potencijala do¢i ¢e tek kada kolebanja
membranskog potencijala dosegnu vrednosti praga nadraZaja. Na ovaj nacin obezbeduje se
graduisan odgovor na osmotsku stimulaciju i $iri se dinamicki opseg aktivnosti MCN-a [137].

Takode, prilikom porasta osmotskog sadrZaja u okolocelijskom matriksu raste i nivo
Na*, koji pojacava odgovor MCN na hiperosmolalnost [143]. Pored toga, povecanje osmolalnosti
dovodi do bubrenja i okolnih astrocita, $to ima za posledicu oslobadanje taurina, koji preko
glicinskih receptora izaziva inhibiciju sekrecije VP-a [106].

10


https://paperpile.com/c/K1Nd7m/zBZlp+3ZWgl+f0A3n
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/zBZlp+twWrt
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/zBZlp+kzFis
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/HYdqM
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/9sc5c
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/YBJDR+yhcEX+EJYQL
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/fd2u4
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/OnoHf+QVHGX+8gNLi
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/48J8O
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/QVHGX+pwJVU
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/QVHGX
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/UPmq5+lG3f5
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/I9qme
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/UPmq5
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/lG3f5
https://paperpile.com/c/K1Nd7m/E5cxp

1.5.4.1.2. Modulacija simpaticke nervne aktivnosti u nivou paraventrikularnog jedra usled
osmotske stimulacije

Poznato je da PVN igra vaznu ulogu u povecanju simpatoekscitacije usled osmotske
stimulacije. Mehanizmi koji stoje iza prenaglaSene aktivnosti SNS-a posredovane PVN-om nisu
do kraja razjaSnjeni. Nekoliko studija je ukazalo da je najverovatniji uzroc¢nik aktivacije
presimpatickih PCN-a, zapravo VP osloboden iz magnocelularnog regiona [67,139]. On svoje
parakrino dejstvo ispoljava angaZovanjem V1aR-a na telima presimpatickih neurona, ¢ime se
uvecava simpatic¢ko praznjenje ka srcu, krvnim sudovima i bubrezima, doprinoseci porastu BP-
a i aktivaciji neurogene komponente hipertenzije [67,139]. Principi dejstva osmotske
stimulacije na aktivnost PVN-a su dobar primer koordinisane aktivnosti neuroendokrinog i
autonomnog dela PVN-a.

1.5.4.2. Promena __kardiovaskularnog statusa _organizma i _modulacija __aktivnosti
paraventrikularnog jedra usled aktivnosti baroreceptorskog refleksa

Funkcija BRR-a je izmenjena kako u eksperimentalnoj hipertenziji [159-162], tako i u
primarnoj hipertenziji kod ljudi [161,162]. BRR je jedan od najvaznijih kardiovaskularnih
refleksa i funkcioniSe po principu negativne povratne sprege [163]. Glavni je mehanizam za
kontrolu krvnog pritiska u kratkoro¢nom smislu i teZi da smanji kolebanja arterijskog pritiska,
koja se deSavaju pod razli¢itim spoljnim uticajima [164]. Poslednjih godina sve je visSe dokaza
koji isticu vaznost BRR-a i u dugorocnoj regulaciji krvnog pritiska [165,166].

Svaka promena pritiska u organizmu detektovana je od strane baroreceptora. To su
receptori osetljivi na istezanje, koji se nalaze u luku aorte i karotidnom sinusu [163]. Od
baroreceptora polaze glutamatergicka ekscitatorna aferentna vlakna, koja ulaze u sastav nervus
glossopharyngeus-a (IX kranijalni nerv) i vagus-a (X kranijalni nerv). Mesto zavrsetka ovih
projekcija je NTS u dorzomedijalnoj meduli. 1z NTS-a polaze aksoni glutamatergickih neurona
drugog reda koji se pruZaju do kardija¢nih vagalnih motoneurona u nucleus ambiguus-u (NA)
ili interneurona u kaudalnoj ventrolateralnoj meduli (engl. caudal ventrolateral medulla -
CVLM). Iz CVLM-a krecu projekcije GABA neurona, koji formiraju sinapse sa simpati¢kim
premotornim neuronima u RVLM-u (Slika 7). Premotorni neuroni RVLM-a su toni¢no aktivni,
pa su klju¢ni za odrZanje simpati¢kog vazomotornog tonusa i arterijskog pritiska u mirovanju
[24,132,163,167].
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Slika 7. Neuronski putevi BRR-a. RVLM - rostralna ventrolateralna medula; NTS - nucleus
tractus solitarius; CVLM - kaudoventrolateralna medula: IML - intermediolateralno jedro sive

mase ki¢cmene moZzdine. Slika preuzeta i modifikovana sa
https://www.innerbody.com/image/nerv02.html.
Kada dode do pada pritiska, smanjuje se stopa akcionih potencijala, koja

baroreceptorskim aferentnim vlaknima stiZze do NTS-a. Samim tim snizava se i ekscitacija NA i
CVLM-a, $to vodi umanjenju vagalnog uticaja na srce. Takode, ukida se inhibicija nametnuta
simpatickim premotornim neuronima u RVLM-u, pa se povecava simpaticki uticaj na srce i
krvne sudove (Slika 8) [163,168]. Smatra se da refleksno povecanje perifernog otpora
preuzima veci udeo (80%) u oCuvanje pritiska u odnosu na minutni volumen srca [168].
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Slika 8. Mehanizam refleksnog povecanja simpaticke aktivnosti usled pada BP-a. Slika
preuzeta i mofifikovana iz Dampney i saradnici, 2016 [163].

Osim $to vazopresin menja aktivnost BRR-a [114], pokazano je da aferentni impulsi koji
polaze od baroreceptora u luku aorte i karotidnom sinusu toni¢no inhibiraju sekreciju VP-a
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[169]. Efekti na MCN su indirektni i prvo se obraduju u NTS-uii ventrolateralnoj meduli (VLM),
pre nego Sto stignu do PVN-a [65]. Aferenta inervacija koja polazi od NTS-a i VLM-a ka MCN je
dominatno noradrenergicka (A1l i A2 neuroni). Pretpostavlja se da baroreceptorska vlakna
aktiviraju GABA neurone u NTS-u, koji inervisu noradrenergicke projekcije ka PVN-u i na taj
nacin inhibiraju ekscitaciju MCN-a [137,169,170].

Takode, neuroni PVN-a koji se projektuju do RVLM-a i IML-a su barosenzitivni, jer su
spontano aktivni, a blokirani su povecanjem pritiska [122]. Osim toga, potvrdena je
baroreceptorska gabaergicka inhibicija renalnih simpatoekscitatornih neurona u PVN-u [171].
Aksoni koji polaze iz kaudalnog dela NTS-a zavrsavaju se na PCN i regionu dorzalne kape PVN-
a. Pretpostavlja se da su tacna mesta terminacije ovih projekcija parvocelularni presimpateticki
neuroni ili GABA interneuroni [60].

1.5.4.3. Promena aktivnosti paraventrikularnog jedra usled dejstva stresora

Stres je priznati faktor rizika za razvoj hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti
[172,173]. UceS¢e PVN-a u hipertenziji indukovanoj stresom potvrdeno je na SHR-ovima [59].
PVN ima vaznu ulogu u neuroendokrinom odgovoru na stres, uticu¢i na nekoliko aspekata
kardiovaskularne kontrole [59,174]. Takode, stres je snazan stimulator vazopresinergickog
sistema u mozgu i menja signalizaciju u okviru njega, Sto osim uticaja na odgovor HPA ose, za
posledicu ima i promene u ponasanju [175,176].

Vaznu ulogu u aktivaciji HPA ose na stres imaju PCN PVN-a, koji sintetiSu CRH [116,177].
Pokazano je da sadrzaj VP-a u ovim neuronima raste u stanjima hipersenzitivnosti HPA ose, kao
Sto je hronicni stres, dok nivo CRH ostaje nepromenjen [117,178,179]. Odnos CRH i VP je vazan
u odrZavanju sekretornog kapaciteta kortikotropnih ¢elija [118]. Dakle, znacaj VP-a u odgovoru
na stres nekada moZe biti ve¢i od uloge CRH i odgovor PVN-a se prilagodava zasebno za svaki
tip stresora [56].

Interpretacija prirode stresora odigrava se u viSim centrima u mozgu, $to za posledicu
moZe imati aktivaciju ili inhibiciju PVN-a. CRH parvocelularni neuroni podlozni su razli¢itim
direktnim i indirektnim uticajima koji moduliSu njihovu funkciju [180]. Informacije o
emocionalnom odgovoru na spoljne stresore polaze iz prefrontalnog korteksa i amigdale i
lateralnog septuma i stizu do subkortikalnog limbickog jedra (engl. bed nucleus of the stria
terminalis - BNST) i DMV, koji zatim S$alju projekcije do PVN-a. Ovi putevi su prevashodno
gabaergicki [170,181]. Osim toga, CRH pozitivni PCN primaju i noradrenergicke ekscitatorne
stimuluse iz unutra$njeg dela moZdanog stabla (lat. locus coeroleus) [182]. Ipak, glavni
ekscitatorni stimulus usmeren na CRH neurone u odgovoru na stres je onaj koji potice od A1/A2
grupe neurona iz CVLM-a i NTS-a [183,184].

S druge strane, interoceptivni ili sistemski stresori menjaju aktivnost PVN-a preko
vagalnih uticaja na NTS ili preko A1/C1 kateholaminergi¢ke grupe neurona u VLM-u. Ove
projekcije stizu do svih regiona PVN-a [181].

Osim toga VP izgleda igra ulogu u adaptaciji na stres kao neurotransmiter/
neuromodulator [175,185]. Kada se oslobodi unutar samog jedra u odgovoru na stres, VP
blokira aktivnost HPA ose indukovane stresom i ima negativan tonus na sekreciju ACTH [185-
187]. Pokazano je da je emocionalni stres snazan stimulator oslobadanja intranuklearnog VP-
a [186]. Takode, studije ukazuju da VP osloboden unutar PVN-a igra ulogu i u promeni
ponasanja u odgovoru na stres [188,189]. Dakle, dugoro¢na i snazna stimulacija
neuropeptidergickih kola VP-a i CRH-a, osim Sto obezbeduje fizioloSku i bihevioralnu
adaptaciju na stres, povecava i podloZnost za razvoj patofizioloskih stanja [96].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja bili su:

1. Odredivanje ekspresije gena za VP, V1aR i V1bR u PVN-u, koncentracije VP-a u plazmi
i kardiovaskularnih parametara kod BHR-ova i normotenzivnih Wistar pacova pod bazalnim
uslovima.

2. Odredivanje ekspresije gena za VP, V1aR i V1bR u PVN-u, koncentracije VP-a u plazmi
i kardiovaskularnih parametara kod BHR-ova koji su bili pod optere¢enjem solju sa i bez
primene heterotipi¢nog ponovljenog stresa.

3. Odredivanje veze izmedu ekspresije gena za VP, V1aR i V1bR u PVN-u, koncentracije
VP-a u plazmi i nastanka hipertenzije indukovane opterecenjem BHR-ova solju i njihovim
izlaganjem heterotipicnom ponovljenom stresu.
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3. MATERIJAL I METODE

Sve eksperimentalne procedure izvedene su u saglasnosti sa Direktivom 2010/63/EU
Evropskog parlamenta za zastitu Zivotinja koje se koriste u naucne svrhe, kao i Aktom o
dobrobiti Zivotinja 2009/6 /RS i Pravilnikom 2010/RS. Izvodenje eksperimenata je u skladu sa
preporukama dobre laboratorijske prakse o etickom radu sa oglednim Zivotinjama
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i odobreno je od strane Eti¢ckog komiteta
Univerziteta u Beogradu (broj reSenja: 323-07-04083/2016-05/7).

3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Za potrebe ovog istraZzivanja koriS¢ena su dva soja pacova uzgojenih u vivarijumu
Medicinskog fakulteta: normotenzivni muZjaci Wistar pacova (engl. Wistar rats - WR)
nesrodnickog (outbread) soja i muzijaci BHR soja pacova. Kriterijumi za uklju¢ivanje pacova u
studiju bili su starost Zivotinja (12 nedelja starosti) i telesna masa (280-330 g). Tokom trajanja
eksperimentalnog protokola Zivotinje su drZzane u kontrolisanim uslovima spoljasnje sredine
(12 h/12 h ciklus svetlost-tama; temperatura: 21 + 2 °C i relativna vlaznost vazduha: 65% * 9)
sa slobodnim pristupom briketiranoj hrani (0.2% sadrzZaj natrijuma; Veterinarski zavod,
Subotica, Republika Srbija) i pija¢oj vodi ili 0.9% rastvoru natrijum-hlorida (NaCl). Proracun
velic¢ine uzorka (N) za svaku eksperimentalnu grupu dobijen je koriS¢enjem Power Sample Size
Calculation softvera (http://biostat.mc.vanderbilt.edu/twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize) za
greSku I tipa sa snagom od 90% i verovatno¢om od 0.05.

3.2. HIRUSKA PROCEDURA IMPLANTACIJE RADIOTELEMETRIJSKOG TRANSMITERA U
ABDOMINALNU AORTU

Zivotinje su operisane pod balansiranom op$tom anestezijom ketaminom (Ketamidor,
Ne A99325611, Richter Pharma AG, Austrija) (100 mg/kg, i.m.) i ksilazinom (Xylased, N
11559204, Bioveta, Ce$ka) (10 mg/kg, i.m.), a dubina anestezije je proveravana odsustvom
kornealnog i pedalnog refleksa na pocetku i tokom operacije. Nakon potpunog uklananjanja
dlaka u abdominalnoj regiji i pripreme hiruskog polja jodom, Zivotinje su stavljane u ledni
polozaj uz fiksaciju ekstremiteta, na plocu od pleksiglasa, ispod koje se nalazila grejna podloska
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, SAD) za odrzavanje telesne temperature. U predelu
srediSnjeg dela abdomena, napravljen je rez duzine 3 cm, a creva su retrahovana i vezivno tkivo
abdomena preparisano do uocCavanja donje Suplje vene (lat. vena cava inferior), aorte i
splanhicnog nerva (lat. nervus splanchicus) (Slika 9A). Iznad nivoa renalne i ilijacne arterije
napravljene su privremene okluzije na trbusnoj aorti, kako bi se usporio krvotok i olaksalo
ubacivanje katetera radiotelemtrijskog transmitera (Slika 9B). Vrh katetera
radiotelemetrijskog uredaja (TA11-PA C40; DSI, Transoma Medical, St. Paul, SAD) ubacen je u
abdominalnu aortu uz pomo¢ vodice (igla 21G) i fiksiran tkivnim lepkom (3M Vetbond™, 3M,
SAD) i tkivnim papirom od celuloze (DSI, Transoma Medical, St. Paul, SAD) (Slika 9C). Telo
radiotelemetrijskog uredaja je priSiveno za prednji zid abdomena, a rez zatvoren ¢vorastim
Savovima. Zivotinje su perioperativno tretirane gentamicinom (N2 JO1GBO, Hemofarm, VrSac,
Republika Srbija) (25 mg/kg, i.m.), da bi se sprecila sekundarna bakterijska infekcija i
karprofenom (Rimadyl®, N2 104RI009AE, Phizer Ltd., Velika Britanija) (5 mg/kg, s.c.), kako bi
se smanjio bol. Nakon operacije, pacovi su smestani u pojedinacne kaveze od pleksiglasa (30 x
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30 x 30 cm) pod kontrolisanim laboratorijskim uslovima i praceni su svakodnevno do
postizanja potpunog oporavka.

Slika 9. Koraci u implantaciji radiotelemetrijskog transmitera u trbusnu aortu pacova. A
- preparisanje vezinog tkiva i retrakcija creva; B - okluzija abdominalne aorte; C - ubacivanje
katetetera radiotelemetrijskog transmitera i njegova fikasacija.

3.3. EKSPERIMENTALNI PROTOKOL

Cetrnaest dana od hiruske intervencije Zivotinje su razvrstane u &etiri grupe i BHR-ovi
sumetodom slucajnog izbora podvrgnuti razli¢itim protokolima: grupa I - WR koji su pili vodu
i drZani pod bazalnim uslovima tokom 24 nedelje (N=6) ; grupa II - BHR-ovi koji su pili vodu i
drZzani pod bazalnim uslovima tokom 24 nedelje (N=8); grupa III - BHR-ovi koji su bili pod
blagim opterecenjem solju (pili su 0.9% rastvor NaCl) tokom 24 nedelje (N=8) [190,191];
grupa IV - BHR-ovi koji su bili pod blagim optere¢enjem solju (pili su 0.9% rastvor NacCl) i
istovremeno su izlagani ponovljenom heterotipicnom stresu tokom 24 nedelje (N=9).
Hetereotipi¢ni ponovljeni stres je primenjivan u dva smenjujuéa bloka, u razlic¢ito vreme u toku
dana, kako bi se smanjila adaptacija Zivotinja na stres:

) Prvi blok je trajao Cetiri nedelje i obuhvatao je dva modela stresa: Sest dana u nedelji
Zivotinje su drzane na smanjenom Zivotnom prostoru (engl. crowding; 70 cm2/100 g
telesne mase) i bile izlagane platformi koja podrhtava (engl shaking; 200 obrtaja/min
30 min) [191-193].

) Drugi blok je trajao Sest nedelja i obuhvatao je tri modela stresa: Sest dana u nedelji
pacovi su drZani u izolaciji u neprozirnim kavezima od pleksiglasa (200 cm2/100 g
telesne mase), pod nagibom od 40° u trajanju od 60 min (engl. tilt) i izlagani toku
vazduha pod pritiskom (1bar) usmerenom u teme pacova u trajanju od 2 min (engl.
air-jat) [191,194-196].

Prvi blok je ponovljen tri puta, dok je drugi blok ponovljen dva puta u toku trajanja
studije, Sto u zbiru daje duzinu protokola od 24 nedelje (Slika 10). Svakog sedmog dana (dan
kada nije primenjivan stres) beleZeni su hemodinamski (SBP, DBP, HR) i spektralni parametri,
kao i funkcionisanje BRR-a. Prikazani su samo podaci dobijeni na kraju svakog bloka stresa. Za
hemodinamska merenja u grupu I ukljuceno je 6 Zivotinja, u grupu Il 7, u grupu III 8, a u grupu
IV 9 pacova. Pojedine Zivotinje su iskljucene iz navedenog tipa analiza, usled praznjenja baterije
radiotelemetrijskog transmitera.
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Slika10. Sematski prikaz protokola heterotipi¢nog ponovljenog stresa.

3.4. REGISTRACIJA I ANALIZA SIGNALA ARTERIJSKOG KRVNOG PRITISKA

Sa radiotelemetrijskog uredaja, signal arterijskog BP-a se prenosi do racunara
opremljenog softeverom Dataquest A.R.T.4.0. (DSI, Transoma Medical, St. Paul, SAD)
specijalizovanim za prikupljanje i obradu kardiovaskularnih signala. Vrednost arterijskog
pulsnog pritiska (PP) je digitalizovana na 1000 Hz, a zatim podsemplovana na 20 Hz. SBP, DBP
i pulsni interval (PI) tj. njegova inverzna vrednost sr¢ana frekvencija (engl. heart rate - HR),
izvedeni su iz talasa arterijskog pulsnog pritiska kao maksimum, minimum, rastojanje izmedu
dva maksimuma i 60/PI, redom (Slika 11). Ove komponente rasc¢lanjenog pulsnog pritiska
uditavane su u BP Complete software v 8.0.0., razvijen u laboratoriji prof. dr Nine Zigon za
potrebe primene spektralne analize i metode sekvenci. Pre samih analiza, vizuelno su
identifikovani artefakti i manuelno uklonjeni.

O
O

HR

(a8
o0
a

Slika 11. Digitalni zapis arterijskog pulsnog pritiska (PP) i njegove komponente. SBP -
sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak; HR - sr¢ana frekvencija.

3.4.1. METODA SEKVENCI BARORECEPTORSKOG REFLEKSA

Prvi korak u analizi BRR-a metodom sekvenci podrazumeva kompjutersku pretragu
vremenskih serija SBP-a i Pl i identifikaciju uzastopnih otkucaja pri kojima se SBP i PI menjaju
u istom smeru (rast/pad). Za analizu se koristi Pl umesto HR-a, jer je odnos izmedu frekvencije
vagalne stimulacije i intervalnih PI odgovora linearan, dok bi za HR bio hiperbola. Takode, radi
povecanja osetljivosti metode sekvenci, koriste se filteri za niske frekvencije koji eliminisSu
promene neautonomnog porekla izazvane respiracijom. Refleksni odgovor BRR-a u vidu PI
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kasni za detektovanom promenom SBP-a 3-5 otkucaja [197-199]. Za opisivanje promena BRR-
a uvedeni su sledeéi parametri, koji su racunati na signalu SBP i PI duZine 410 s:

e Senzitivnost baroreceptorskog refleksa (engl. baroreceptor reflex sensitivity - BRS,
ms/mmHg) je racunata kao srednji linearni regresioni koeficijent svih sekvenci (PI =
BRS x SBP + const., gde je prilagodavanje krive uradeno metodom najmanjih kvadrata);

e Indeks efektivnosti baroreceptorskog refleksa (engl. baroreceptor effectiveness index —
BEI) je odnos broja SBP-PI sekvenci prema broju SBP rampi (najmanje 3 uzastopna
porasta sistolnog krvnog pritiska);

e Opsegdelovanja baroreceptorskog refleksa (engl. operating range - OR) je pravougaona
povrSina SBP-PI ravni koja obuhvata 95% svih vrednosti izmedu najvisSih i najnizZih
tacaka sekvenci (mmHg x ms);

e TeZiSte rada baroreceptorskog refleksa (engl. set point — SP) je medijana svih SBP-PI

parova (Slika 12).
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Slika 12. Graficki prikaz parametara koji opisuju promene BRR-a. PI - pulsni interval;
SBP - sistolni krvni pritisak; BRS - senzitivnost BRR-a; OR - opseg delovanja BRR; SP - teZiSte
rada BRR-a.

3.4.2. SPEKTRALNA ANALIZA 1T KARDIOVASKULARNI VARIJABILITET

Pre primene spektralne analize ekvidistantno registrovani i podsemplovani SBP, DBP i

HR provuceni su kroz Hanning-ove filtere od 9 tacaka radi delinearizacije, Sto je omogucilo
primenu direktne spektralne analize. Jedan spektar dobijen je koriS¢enjem algoritama brze
Fourier-ove transformacije (engl. fast Fourie transformation - FFT) na vremenskim nizovima
BP-ai HR-a u 2048 tacaka i sa Nyquist-ovom frekvencijom od 10 Hz. Spektar kroz vreme (tFFT)
dobijen je zbrajanjem 30 pojedinacnih preklopljenih spektara sa fiksnim vremenskim
pomerajem od 211 tacaka (10.55 s) na signalu koji je obuhvatao 8192 tacke (406.6 s
registracije).

Analiza spektra vrSena je do 3 Hz. Zbir modula harmonika ispod volumena 30

pojedinac¢nih spektara racunat je za ceo spektar (engl. total volume, TV=0.00976-3Hz) i u tri
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frekvencijalne zone: zoni veoma niskih frekvencija (engl. very low frequency, VLF=0.00976-
0.195), niskih frekvencija (engl. low frequency, LF=0.195-0.8 Hz) i visokih frekvencija (engl. high
frequency, HF=0.8-3 Hz) (Slika 13).

Spektar
HR Spektar
SBP

snaga

Slika 13. Graficki prikaz spektara HR-a i BP-a kroz vreme. VLF - zona veoma niskih
frekvencija, LF - zona niskih frekvencija, HF - zona visokih frekvencija.

VLF BP oscilacije nastaju usled dejstva vazoaktivnih mehanizama, pre svega renin-
angiotenzin sistema (RAS), dok je VLF HR verovatno polsedica termoregulacije. LF BP je
posledica delovanja simpatickog nervnog sistema i aktivnosti BRR-a na srce i krvne sudove, dok
je LF HR odraz simpatovagalnog upliva na srce. HF BP nastaje usled mehanickih efekata
respiracije, dok je HF HR posledica uticaja vagusa. U klini¢koj i eksperimentalnoj praksi LF BP i
LF/HF HR indeks istakli su se kao autonomni markeri simpaticke modulacije perifernog otpora
i simpatovagalnog balansa na srce [200-202].

3.5. UZORKOVANJE KRVI I MOZDANOG TKIVA ZA ODREDIVANJE KONCENTRACIJE
VAZOPRESINA U KRVNOJ PLAZMI I EKSPRESIJE iRNK ZA VAZOPRESIN I NJEGOVE RECEPTORE
U PARAVENTRIKULARNOM JEDRU PACOVA

Po zavrSetku eksperimantalnog protokola, Zivotinje su Zrtvovane giljotinom (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, SAD), metodom brze dekapitacije. Krv iz dekapitovanog tela Zivotinja
prikupljana je u ohladene epruvetice sa heparinom radi odredivanja koncetracije VP-a u plazmi.
Mozgovi pacova su nakon vadenja brzo zamrzavani na praskastom suvom ledu. Tkiva su ¢uvana
na -80° C najviSe 6 meseci, koliko je bilo neophodno da se prikupe uzorci svih grupa.

3.5.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE VAZOPRESINA U PLAZMI

Krvna plazma dobijena je centrifugiranjem (20 min, 1600 x g na 4 °C). Po kompletiranju
grupnih uzoraka, zamrznuta krvna plazma je transportovana na suvom ledu (-80 °C) do
Univerziteta u Bristolu, gde je izvrSena ekstrakcija VP-a i liofilizacija. Za ekstrakciju VP-a uzeto
je 0,7 ml plazme koja je pomeSana sa 2 ml ohladenog acetona (N2 650501, Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD) u epruveti od 5 ml na automatskoj meSalici tokom 1 min. Zatim je smeSa
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centrifugirana na 2500 rpm na 4 °C 25 min. Supernatan je prebacen u nove epruvete od 5 ml i
pomesan sa 2 ml ohladenog etra nafte (N2 8032-32-4, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), a potom je
smeSa promesSana na automatskoj mesalici 1 min, nakon cega je stajala na sobnoj temperaturi
jo$ 1 min. Pipetom je uklonjen gornji prozirni sloj, a zatim izvSena liofilizacija u vakuumu na
1000 rpm tokom 1h 15 min na 4 °C. U takvom stanju, liofilizovani uzorci su ¢uvani na -20 °C
do 6 meseci. Odredivanje koncentracije VP-a obavljeno je na Univerzitetu u Sao Paolu metodom
radioimunoeseja (engl. radioimunoassay - RIA). RIA metoda meri antigen-antitelo reakcije, Sto
omogucava precizno odredivanje uzorka nepoznate koncentracije, gde obeleZeni reagens
obezbeduje kvantifikaciju neobeleZenog reagensa iz uzorka. Sinteticki standard za VP (Ne
V9879, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) koriS¢en je za konstruisanje standardne krive za RIA i za
pripremu obeleZenog hormona (tracer). Primarno antitelo za VP koje je koriS¢eno u RIA metodi
proizvedeno je od strane Peninsula (N2 T4561, San Karlos, SAD). Radioaktivni jod (12°]) je
kupljen od Perkin Elmer (Boston, MA, SAD), a sekundarno antitelo za precipitaciju formiranog
kompleksa je proizvedeno u Laboratoriji za Neuroedokrinologiju, na Univerzitetu u Sao Paolu,
injekcijom gama globulina zeca (Ne G-0261, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) u kozu. Izolovanje i
merenje VP-a u duplikatu obavljeno je koriS¢enjem specificne RIA tehnike, opisane od strane
Husain i saradnika [203]. Osetljivost RIA metode varirala je od 0,4 to 32,0 pg/ml, sa
unutaresejskim i medusesejskim koeficijentom varijacije 7,9-9,75%.

3.5.2. UZORKOVANJE TKIVA PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

Duboko zamrznuti mozgovi pacova su temperirani na -18 °C unutar kriostata (Leica
Microsystems CM1900, Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Nussloch, Nemacka), nakon ¢ega su
presecani u nivou bregme i fiksirani na podloSci za secenje tkivnim matriksom (Bio-Optica,
Italija) (Slika 14A). KoriS¢enjem kriostata, pravljeni su isecci debljine 60 um u rostro-kaudalno
pravcu, koji su zatim bojeni toluidin plavim (1% u 70% etanola, Sigma-Aldrich Co. Ltd, Poole,
Dorset, Velika Britanija) radi mapiranja i verifikaciju hipotalamusa (Slika 14B) [204].
Uzorkovanje levog i desnog PVN-a (dijametra 1 mm tkiva) vrSeno je iz neobojenih isecaka
iglicom za uzorkovanje tkiva od 15 G (15-G Sample Corer, N2 18035-01, Fine Science Tools Inc.,
Foster City, SAD), a zatim je tkivo ¢uvano u sterilnim epruveticama na -80°C.

A PVN

Slika 14. Uzorkovanje tkiva PVN-a. A - fiksiranje mozga na kriostatu; B - izgled PVN-
a obojenog toluidin plavim.

3.5.3. MOLEKULARNO BIOLOSKE ANALIZE TKIVA PARAVENTRIKULARNOG JEDRA

3.5.3.1. Ekstrakcija ukupne RNK

Uzorci tkiva PVN-a su homogenizovni u 1 ml TRIzol reagensa (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, SAD) kratkotrajnim meSanjem na automatskoj mesalici (BioSan, Riga,
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Letonija), a potom drZani na sobnoj temperaturi 5 min. Epruvetice sa uzorcima su
centrifugirane (Labnet International, Inc, New Jersey, SAD) na 12000 rpm 12 min na 4 °C.
Supernatanti su aspirirani automatskom pipetom i odliveni u nove sterilne epruvetice, dok je
talog koji sadrzi ¢elijski debris odbacen sa starim epruveticama. Ekstrakciji RNK prethodilo je
dodavanje 200 pl hloroforma (Sigma-Aldrich Co. Ltd, Taufkirchen, Nemacka), praceno
mesSanjem uzoraka na automatskoj mesalici i njihovim stajanjem 3 min na sobnoj temperaturi,
nakon cega je usledilo centrifugiranje od 15 min na 12 000 rpm na 4 °C. Gornja vodena faza u
kojoj se nalazila RNK je prebaCena u nove epruvetice. Ovaj postupak se vrsio bez narusavanja
interfaze sa DNK i donje organske faze sa proteinima. Ukupna RNK iz vodene faze je rastvorena
jednim volumenom (~350 pl) etanola (EtOH 100% v/v, Zorka Pharma-Hemija, Sabac,
Republika Srbija) i izolovana koriS¢enjem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Qiagen Ltd, Manchester,
Velika Britanija). Celokupna smesa je prebacena na RNeasy Mini kolonice sa mebranom (Slika
15), koje su stajale u epruveticama za prikupljanje od 2ml. RNeasy Mini kolonice su zatim
centrifugirane na sobnoj temperaturi na 9600 rpm 15 s. Odbacena je eluirana te¢nost sa
necisto¢ama, dok se RNK zadrZala na membrani kolonice. Nakon toga svaka kolonica je nalivena
sa 700 ul RW1 puferai centrifugirana na sobnoj temperaturi na 9600 rpm tokom 15 s. Eluirana
teCnost je odbacena, a kolonica naliven sa 500 ul RPE pufera i centrifugirana na sobnoj
temperaturi na 9600 rpm tokom 15 s, a zatim eluirana te¢nost odbacena. Ovaj postupak je
ponovljen tri puta. Kolonice su potom prebacene u nove epruvetice za prikupljanje i
centrifugirane na sobnoj temperaturi na 13500 rpm tokom 1 min, da se ukloni visak te¢nosti.
Kolonice sa membranom su potom prebacene u nove sterilne epruvetice za prikupljanje od 1,5
ml i ostavljene otvorene u laminaru da se suSe 10 min. Nakon toga kolonice su nalivene sa 30
ul vode oslobodene od RNKaza i centrifugirane na sobnoj temperaturi na 9600 rpm tokom 1
min. Eluirana voda je prikupljena i ponovo nalivena na membrane kolonica i ceo postupak
centrifugiranja je ponovljen. Nakon toga odbacene su kolonice sa membranom, a uzorak sa RNK
je ostao u epruveticama za prikupljanje. Radi provere kvaliteta i odredivanja koncentracije
ukupne RNK, za svaki uzorak je ocitana apsorbanca na 360 nm pomocu BioSpec-nano aparata
(Shimadzu, Kyoto, Japan).

Slika 15. RNeasy Mini kolonica sa membranom za izolaciju RNK
3.5.3.2. Sinteza cDNK

Sinteza komplementarne (engl. complementary) dezoksiribonukleinske kiseline (cDNK)
je obavljena koriS¢enjem QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Qiagen Ltd., Manchester,
Velika Britanija). Reakcija za eliminaciju genomske DNK sadrzala je za svaki uzorak 2 ul gDNA
Wipeout Buffer-a, uzorak RNK i vodu oslobodenu od RNKaza (volumeni su prilagodeni tako da
ukupna zapremina reakcije bude 14 pl sa ulaznom koncentracijom RNK od 100 ng). Nakon toga
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smesa sa mustrom za cDNK sintezu je inkubirana u termobloku (BioSan, Riga, Letonija) na 42
°C 2 min, a potom prebacena na led. Smesa za reverznu transkripciju sadzala je 1 ul reverzne
transkriptaze (Quantiscript Reverse Transcriptase), 1 pl smeSe prajmera za reverznu
trankripciju (RT Primer Mix) i 4 pl pufera za reverznu trankripciju (Quantiscript RT Buffer) po
uzorku. Ove dve smeSe su objedinjene u jedinstvenu reakcionu smesu ukupne zapremine 20 pl
po uzorku, koja je potom inkubirana 30 min na 42 °C. Nakon toga, reakcija reverzne
transkripcije je prekinuta inkubacijom reakcione smeSe na 95 °C, kako bi se inaktivirala
reverzna transkriptaza. Zatim su tube sa novosintetisanim cDNK uzorcima prebacene na led i
cuvane -20 °C.  Uzorci cDNK su razblazeni do najmanje koncentracije dovoljne za reakciju
lanc¢ane polimerizacije u realnom vremenu (engl. real time quantitative polimerase chain
reaction - RT-qPCR).

3.5.3.3. Reakcija lan¢ane polimerizacije u realnom vremenu (RT-qPCR) i analiza podataka

RT-qPCR je obavljen na Applied Biosystems Viia7 Real-Time PCR aparatu (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) (Slika 16) koji je zasnovan na lanc¢anoj reakciji polimerizacije
sa fluorescencijom.

Slika 16. Applied Biosystems Viia7 Real-Time PCR aparat

Upravo ova fluorescencija omogucava detektovanje koncentracije uzorka u realnom
vremenu (apsolutna kvantifikacija), ali i promenu ekspresije izmedu uzoraka (relativna
kvantifikacija). U ovim eksperimentima je kao fluorescentna boja koriS¢en SYBR Green (Applied
Biosystems, Warrington, Velika Britanija), koja se nespecificno vezuje za dvolancanu DNK, a
intezitet fluorescencije je direktno proporcionalan koli¢ini uzorka.

Uzorci sa cDNK su nalivani u triplikatu na mikroploce sa 96 raspoloZivih bunara (Applied
Biosystems, Foster City, SAD) u 12 pl zapremine rastvora koji je sadrzao: 2 pl cDNK uzorka; 0.048
ul/100 nM prajmera x 2; 3,904 pl vode oslobodene od RNKaza i 6 pl SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Warrington, Velika Britanija), koji predstavlja meSavinu termostabilne
DNK polimeraze, nukleotida (dNTPs), pufera i SYBR green boje. Mikroploc¢e su prekrivene
zaStitnom folijom (Foster City, CA, Velika Britanija), a zatim su uzorci centrifugirani 30s na 2500
rpm na Mini plate spinner uredaju (Labnet International, Inc, New Jersey, SAD), kako bi se
uklonili mehuri¢i vazduha. Temperaturni protokol reakcije lanCanog umnoZavanja DNK
obuhvatao je: denaturaciju cDNK (50 °C - 2min, 95 °C - 10min), 40 ciklusa umnoZavanja cDNK
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(95 °C - 15, 60 °C - 1 min) i terminaciju reakcije (95 °C - 15 s, 60 °C - 1 min, 95 °C - 15 s).
Analiza podataka je obavljena koriS¢enjem ViiA 7 v1.1 softvera (Applied Biosystems, Foster City,
CA, SAD), a relativna genska ekspresija je odredena metodom 2-2ACt [205].

Svi prajmeri osim onog =za V1aR, dizajnirani su koriS¢enjem GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) baze podataka. Kao endogena kontrola (engl.
housekeeping gene), koriS¢en je gen za ribozomalni protein L19 (engl. ribosomal protein L19 -
RPL19), ¢iji je prajmer proizveden od strane Eurofins MWG Synthesis GmbH (Ebersberg,
Nemacka) i imao je slede¢u sekvencu: 5'-GCGTCTGCAGCCATGAGTA-3" i 5'-
TGGCATTGGCGATTTCGTTG-3; GeneBank referentna sekvenca: NC_005109.4. S obzirom da je
konstitutivno eskprimiran, ekspresija RPL19 je upotrebljen za normalizaciju ekspresije VP-a i
njegovih receptora izmedu uzoraka. Drugi prajmeri za gene pacova koriS¢eni u ovoj studiji su
prajmeri za VP (5-TGCCTGCTACTTCCAGAACTGC-3" i 5-AGGGGAGACACTGTCTCAGCTC-3;
GeneBank referentna sekvenca: NM_016992.2) sintetisan od strane Eurofins MWG Synthesis
GmbH (Ebersberg, Nemacka), V1aR (Rn Avprla 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00402990,
GeneBank referentna sekvenca: NM_053019.2), komercijalno nabavljen od Qiagen-a (Qiagen
Ltd, Manchester, Velika Britanija), i V1bR (5-TGCCACATTCCTGGAGTACCT-3’, 5'-
AGGACGGTTAACCAAGTAGTGAGATG-3"; GeneBank referentna sekvenca: NM_017205.3)
kupljen od Invitrogen-a (Karldbad, Kalifornija, SAD).

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani graficki i tabelarno kao srednja vrednost * standardna greska
(s.e.m.). Relativna eskpresija gena za sve grupe dobijena RT-qPCR, poredena je One-way ANOVA
statistickim testom, pra¢enim Tukey post hoc testom (SPSS Statistics v.20 softver; IBM
Corporation, New York, SAD). Studentov t-test koriS¢en je da se utvrde razlike u BP-u, HR-u,
spektralnim parametrima i funkciji BRR-a izmedu WR i BHR-ova koji su drzani pod bazalnim
uslovima. Ovaj test sproveden je u okviru softverskog paketa SPSS Statistics v.20.
Hemodinamski podaci, spektralni parametri i funkcija BRR-a koji su pra¢eni tokom 24 nedelje
protokola podvrgnuti su testiranju testom ANOVA ponovljenih merenja unutar svake
eksperimentalne grupe u okviru SPSS Statistics v.20 softveru. Hijerarhijska linearna regresija
(mixed-effect regression model) upotrebljena je za poredenje prethodno navedenih parametara
izmedu razlic¢itih eksperimentalnih grupa tokom vremena u R-3.5.0 softveru (The R Foundation
for Statistical Computing, Be€, Austrija). Statistickom znacajno$¢u smatrana je vrednost p <
0.05.
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4. REZULTATI

4.1. HEMODINAMSKI PARAMETRI, FUNKCIJA BARORECEPTORSKOG REFLEKSA I
KARDIOVASKULARNI KRATKOTRAJNI VARIJABILITET KOD WISTAR PACOVA POD
BAZALNIM USLOVIMA I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM USLOVIMA
I RAZLICITIM PROTOKOLIMA

4.1.1. HEMODINAMSKI PARAMETRI KOD WISTAR I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA
POD BAZALNIM USLOVIMA

BHR-ovi pod bazalnim uslovima imali su viSe vrednosti SBP-a u odnosu na WR pod istim
uslovima. Takode, osim vecih vrednosti SBP-a i DBP je bio viSi kod BHR-ova pod bazalnim
uslovima. Medutim ova grupa imala je niZe vrednosti HR-a u odnosu na WR pod bazalnim
uslovima (Tabela 1).

Tabela.1 Hemodinamski parametri kod WR-a i BHR-ova pod bazalnim uslovima

grupal grupa Il
SBP (mmHg) 1153 134 + 3 **
DBP (mmHg) 82+2 99 + 2 **
HR (bpm) 321+12 269 * 6 ***

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica posmatranja * s.e.m.. UoCen je
porast SBP-ai DBP-aipad HR-a u grupiIl, u poredenju sa grupom I. SBP - sistolni krvni pritisak;
DBP - dijastolni krvni pritisak; HR - sr€ana frekvencija; grupa I - WR pod bazalnim uslovima;
grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. WR pod bazalnim
uslovima (Studentov t-test).

4.1.2. FUNKCIJA BARORECEPTORSKOG REFLEKSA KOD WISTAR I GRANICNO
HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM USLOVIMA

[spitivanjem funkcije BRR-a metodom sekvenci uofeno je povecanje njegove
senzitivnosti (BRS) u grupi I, u poredenju sa grupom I. Pored toga pod bazalnim uslovima nije
doSlo do statisti¢ki znac¢ajne promene BEI kod WR i BHR soja pacova. Zatim, OR i SP su bili
pomereni ka viSim vrednostima kod BHR-ova pod bazalnim uslovima, Sto ukazuje na povecanje
opsega delovanja BRR-a, ali i na resetovanje njegove fukcije ka viSim vrednostima pritiska
(Tabela 2).
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Tabela.2 Parametri funkcije BRR-a kod WR-a i BHR-ova pod bazalnim uslovima

grupal grupall
BRS (ms/mmHg) 1,1+0,1 1,6 +0,2*
BEI 0,6 +0,03 0,63 +0,02
OR (ms x mmHg) 114,6 £ 36,5 205+2,0*
SP (mmHg) 105,1+ 3.2 123,6+3,2**

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica posmatranja * s.e.m.. Zivotinje
u grupi Il imale su veée vrednosti BRS-a, OR-a i SP-a u odnosu na grupu I. SBP. BRS - senzitivnost
BRR-a; BEI - indeks efektivnosti BRR-a; OR - opseg delovanja BRR-a; SP - teZiSte rada BRR-a;
grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; *p < 0.05; **p
< 0.01; vs. grupa I (Studentov t-test).

4.1.3. KRATKOTRAJNI VARIJABILITET KRVNOG PRITISKA I SRCANE FREKVENCIJE KOD
WISTAR I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM USLOVIMA

Spektralna analiza BP-a nije ukazala na promene u VLF zoni SBP-a i DBP-a kod BHR-ova
pod bazalnim uslovima kada se uporede sa WR. Razlike nisu uocene ni na nivo VLF HR-a kod
grupe l i grupe II (Slika 17).

VLF SBP VLF DBP VLF HR
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Slika 17. Kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a u VLF zoni kod WR-a i BHR-ova pod
bazalnim uslovima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica
posmatranja * s.e.m.. Nije uo¢ena promena VLF komponente varijabilitete BP-a i HR-a izmedu
grupe | i grupe II. VLF - zona veoma niskih frekvencija; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP -
dijastolni krvni pritisak; HR - sr¢ana frekvencija; grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa
II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima.

U LF zoni BP-a kod grupe I vrednosti su bile uporedive sa onima kod grupe II. Vrednosti
LF SBP-a i LF DBP-a ne govore u prilog pove¢nom simpatickom uticaju na $ta srce i krvne
sudove kod BHR-ova pod bazalnim uslovima. PribliZzne vrednosti su zapaZene i na nivou LF
komponete varijabiliteta HR-a kod oba soja pacova (Slika 18).
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Slika 18. Kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a u LF zoni kod WR-a i BHR-ova pod
bazalnim uslovima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica
posmatranja * s.e.m.. Nije uoc¢ena promena LF komponente varijabilitete BP-a i HR-a izmedu
grupe [ i grupe II. LF - zona niskih vrekvencija; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni
krvni pritisak; HR - sr¢ana frekvencija; grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa Il - BHR-
ovi pod bazalnim uslovima.

Analizom varijabiliteta BP-a u zoni visokih frekvencija nije otkrivena promena kod
grupe Il u odnosu na grupu I. Takode HF HR vrednosti se nisu znac¢ajno razlikovale izmedu WR-
a i BHR-ova pod bazalnim uslovima (Slika 19).
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Slika 19. Kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a u HF zoni kod WR-a i BHR-ova pod
bazalnim uslovima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica
posmatranja * s.e.m.. Nije uoCena promena HF komponente varijabilitete BP-a i HR-a izmedu
grupe li grupe II. HF - zona visokih frekvencija; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni
krvni pritisak; HR - sr¢ana frekvencija; grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa II - BHR-
ovi pod bazalnim uslovima.

Ukupni varibilitet SBP-a i DBP-a se nije razlikovao izmedu WR-a i BHR-ova pod bazalnim
uslovima. Takode, nije postojala ni razlika u AUCT HR-a kod grupe [ i grupe II. Odsustvo razlika
u vrednostima ukupnog varijabiliteta je ocekivano, s obzirom na to da se ni pojedinacne
komponente varijabilteta u svim frekvencijalnim zonama nisu razlikovale izmedu WR-a i BHR-
ova pod bazalnim uslovima (Slika 20).
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Slika 20. Ukupni kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a kod kod WR-a i BHR-ova pod
bazalnim uslovima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica
posmatranja * s.e.m.. Nije uo¢ena promena AUCT BP-a i HR-a izmedu grupe I i grupe II. AUCT-
ukupni kratkotrajni varijabilitet; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak;
HR - src¢ana frekvencija; grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa Il - BHR-ovi pod bazalnim
uslovima.

Priznati klinicki marker [202], koji govori o aktivnosti autonomnog nervnog sistema na
srce, LF/HF HR indeks, nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu grupe I i grupe II. S
obzirom da je LF HR odraz simpatovagalnog uticaja na srce, a HF HR govori o uticaju vagusa,
njihov koli¢nik, LF/HF HR indeks, nije ukazao na simpaticku dominaciju nad srcem kod BHR-
ova pod bazalnim uslovima (Slika 21).

 LF/HFHR
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Slika 21. LF/HF HR indeks kod WR-a i BHR-ova pod bazalnim uslovima. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica posmatranja * s.e.m.. Spektralna analiza
nije ukazala na znacajne razlike izmedu WR-a i BHR-ova pod bazalnim uslovima. LF - zona
niskih frekvencija; HF - zona visokih frekvencija; HR - sr¢ana frekvencija; grupa I - WR pod
bazalnim uslovima; grupa Il - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa I - WR pod bazalnim
uslovima; grupa Il - BHR-ovi pod bazalnim uslovima.

4.1.4. HEMODINAMSKI PARAMETRI KOD GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD
RAZLICITIM PROTOKOLIMA

[zlaganje BHR-ova blagom opterecenju solju u trajanju od 24 nedelje nije uticalo na SBP
i DBP, pa je BP ostao u granicama vrednosti uporedivim sa onim kod BHR-ova pod bazalnim
uslovima, kao i sa pocetnim vrednostima. Nasuprot tome, blago opterecenje solju je izazvalo
smanjenje HR-a kod istih Zivotinja u odnosu na prvobitno merenje, ali je i dalje bilo pribliznih
vrednosti kao kod BHR-ova pod bazalnim uslovima. Kada su BHR-ovi bili podvrgnuti blagom
opterecenju solju i izloZeni heterotipicnom ponovljenom stresu tokom 24 nedelje, javio se
statisticki znacajan porast SBP-a tokom vremena u odnosu na pocetno merenje, ali i BHR-ove
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pod bazalnim uslovima, dok se DBP nije statisticki znacajno promenio. Kod ovih pacova HR se
smanjio tokom trajanja protokola u odnosu na pocetne vrednosti, ali je bio uporediv sa onim
kod BHR-ova pod bazalnim uslovima (Slika 22).
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Slika 22. Hemodinamski parametri kod BHR-ova pod razli¢itim protokolima. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja * s.e.m.. Blago opterecenju
solju nije dovelo do porasta SBP-a i DBP-a, dok je dodavanje hetretopi¢nog stresa izazvalo
porast SBP-a. Oba protokola su dovela do smanjenja HR-a; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP -
dijastolni krvni pritisak; HR - src¢ana frekvencija; grupa Il - BHR-ovi pod bazalnim uslovima;
grupa III - BHR-ovi pod blagim opterecenjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim
opterecenjem solju i izloZeni heterotipicnom ponovljenom stresu; *p <0.05; ***p < 0.001 vs.
pocetno merenje (ANOVA ponovljenih merenja); tp < 0.05 vs. grupa II (hijerarhijska linearna
regresija).

4.1.5. FUNKCIJA BARORECEPTORSKOG REFLEKSA KOD GRANICNO HIPERTENZIVNIH
PACOVA POD RAZLICITIM PROTOKOLIMA

Analizom funkcije BRR-a sve tri grupe BHR-ova pod razli¢itim protokolima uz pomo¢
metode sekvenci uoceno je da su vrednosti BRS-a kod BHR-ova pod bazalnim uslovima
uporedive sa onima kod BHR-ova koji su tokom 24 nedeje bili izloZeni pove¢anom unosu soli
sa i bez primene heterotipi¢nog ponovljenog stresa. Ipak u IV grupi doSlo je povec¢anja BRS-a
tokom trajanja protokola u odnosu na pocetne vrednosti. BEI se nije znacajno razlikovao
izmedu grupe Il i grupe IV tokom trajanja protokola, dok su njegove vrednosti bile sniZene kod
grupe BHR-ova koji su pod blagim opterecenjem solju u odnosu na BHR-ove pod bazalnim
uslovima. Opseg delovanja BRR-a nije se znac¢ajno razlikovao izmedu BHR grupa, a nije doslo ni
do njegove promene tokom 24 nedelje protokola ni u jednoj od ispitivanih grupa. TeZiSte rada
BRR-a u svim grupama figurisalo je oko sli¢nih vrednosti. Ipak, u grupi BHR-ova koji su bili pod
blagim opterecenjem solju i izloZeni hetereotipicnom stresu doSlo je do porasta SP-a u vremenu
u odnosu na prvo merenje (Slika 23).
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Slika 23. Funkcija BRR-a kod BHR-ova pod razli¢itim protokolima. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja * s.e.m.. UocCen je porast BRS-ai SP-au
grupi IV, dok su vrednosti BEI u grupi III bile znacajno niZe u odnosu na grupu II. BRS -
senzitivnost BRR-a; BEI - indeks efektivnosti BRR-a; OR - opseg delovanja BRR-a; SP - teZiSte
rada BRR; grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa III - BHR-ovi pod blagim
optere¢enjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim optereenjem solju i izloZeni
heterotipi¢cnom ponovljenom stresu; *p <0.05; ***p < 0.001 vs. pocetno merenje (ANOVA
ponovljenih merenja); tp < 0.05 vs. grupa Il (hijerarhijska linearna regresija).

4.1.6. KRATKOTRAJNI VARIJABILITET KRVNOG PRITISKA 1 SRCANE FREKVENCIJE KOD
GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD RAZLICITIM PROTOKOLIMA

Spektralna analiza u zoni veoma niskih frekvencija SBP-a nije ukazala na znacajne
razlike u grupi BHR-ova koji su bili pod blagim optere¢enjem solju, kao ni kod BHR-ova koji su
bili pod blagim opterecenjem solju i izloZeni heterotipi¢cnom ponovljenom stresu. Takode nije
doslo ni do statisticki znacajnog porasta VLF SBP-a tokom vremena u odnosu na pocetno
merenje ni u jednoj od grupa. VLF DBP je bio pribliZno istih vrednosti u sve tri grupe BHR-ova,
a nije doslo ni do njegove promene tokom vremena u odnosu na pocetno merenje ni u jednoj
od ispitivanih eksperimentalnih grupa. Kratkotrajni varijabilitet HR-a u VLF zoni je ostao
neizmenjen tokom vremena posmatranja u svim BHR grupama. Takode nije uocena statisticki
znacajna razlika u VLF HR izmedu grupe IIl i grupe IV u odnosu na grupu II (Slika 24).

29



6,5 VLF SBP 6,5 VLF DBP

4,5
€
€25 :
< g
0,5
1 5 11 15 21 25 1 5 11 15 21 25
merenje merenje
VLF HR
50
I — rupa ll
NE 35 grup
&—— grupalll
520
€ — grupalv
5

1 5 11 15 21 25
merenje

Slika 24. Kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a u VLF zoni kod BHR-ova pod razli¢itim
protokolima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja +
s.e.m.. Analizom BP-a i HR-a u VLF zoni nisu primecene ralike izmedu grupa BHR-ova, kao ni u
toku vremena unutar pojedinacnih grupa. VLF- zona veoma niskih frekvencija; SBP - sistolni
krvni pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak; HR - srcana frekvencija; grupa Il - BHR-ovi pod
bazalnim uslovima; grupa Il - BHR-ovi pod blagim optereéenjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod
blagim optere¢enjem solju i izloZeni heterotipicnom ponovljenom stresu.

Autonomni markeri BP-a kod grupe BHR-ova koji su bili pod blagim optere¢enjem solju
ukazuju na redukciju simpati¢kog uticaja i BRR-a na krvne sudove i srce tokom perioda od 24
nedelje. Kod ovih pacova su se smanjili LF SBP i LF DBP tokom vremena u odnosu na pocetne
vrednosti ovih parametara, a LF HR je bio niZi u poredenju LF HR BHR-ova pod bazalnim
uslovima. Nasuprot tome, autonomni spektralni markeri LF SBP i LF DBP su bili visi kod BHR-
ova koji su osim blagom opterecenju solju bili izloZeni i heterotipicnom ponovljenom stresu,
kad se uporede sa ovim parametrima kod BHR-ova pod bazalnim uslovima (Slika 25).

U zoni visokih frekvencija BP-a doSlo je do promena tokom vremena u grupi III. Kod
ovih Zivotinja smanjio se HF SBP tokom vremena i do$lo je do promene HF DBP-a u odnosu na
pocetne vrednosti. U grupi BHR-ova koji su bili pod blagim opterec¢enjem solju i izloZeni
heterotipi¢nom ponovljenom stresu nije doSlo do promene HF BP-a tokom vremena. Takode,
grupa III i grupa IV nisu imali stisticki znacajno drugacije vrednosti u odnosu na grupu IL
Analiza HF HR-a pokazala je da je u grupi BHR-ova koji su bili pod blagim optere¢enjem solju i
izloZeni heterotipi¢cnom ponovljenom stresu doSlo do povecanja ovog spektralnog parametra u
toku vremena u odnosu na pocetne vrednosti. Takode HF HR u grupi III je bio niZi u odnosu na
grupu II (Slika 26).
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Slika 25. Kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a u LF zoni kod BHR-ova pod razlic¢itim
protokolima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja +
s.e.m.. LF BP se smanjio tokom vremena u grupi IlI, dok je LF HR bio niZi u odnosu na grupu IL
BHR-ovi koji su bili pod opterec¢enjem solju i izloZeni heterotipicnom ponovljeno stresu imali
su vise vrednosti LF BP-a u odnosu na BHR-ove pod bazalnim uslovima. LF- zona niskih
frekvencija; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak; HR - sr¢ana
frekvencija; grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa III - BHR-ovi pod blagim
optere¢enjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim optereenjem solju i izloZeni
heterotipi¢cnom ponovljenom stresu; *p <0.05 vs pocetno merenje (ANOVA ponovljenih
merenja); tp < 0.05; t1p < 0.01 vs. grupa II (hijerarhijska linearna regresija).
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Slika 26. Kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a u HF zoni kod BHR-ova pod razlic¢itim
protokolima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja +
s.e.m.. UoCen je pad HF SBP-a i tokom vremena i promena HF DBP-a u grupi IIl. HF HR je
porastao u grupi [V, dok je bio niZi u grupi Il u odnosu na grupu II. HF- zona visokih frekvencija;
SBP - sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak; HR - sr¢ana frekvencija; grupa Il -
BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa Il - BHR-ovi pod blagim opterec¢enjem solju; grupa IV
- BHR-ovi pod blagim optere¢enjem solju i izloZeni heterotipicnom ponovljenom stresu; *p
<0.05; **p vs. <0.01 vs. pocetno merenje (ANOVA ponovljenih merenja); tp < 0.05; vs. grupa Il
(hijerarhijska linearna regresija).
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Ukupni varijabilitet SBP-a i DBP-a, koji u najve¢oj meri oslikava VLF komponentu
varijabiliteta je bio nepromenjen u toku vremena u svim grupama, a vrednosti se nisu
razlikovale izmedu sve tri grupe, Sto je je istovetni nalaz i u VLF zoni BP-a. Takode nisu uocene
znacajne razlike ni na nivou HF HR-a izmedu grupa, kao ni u toku trajanja protokola (Slika 27).
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Slika 27. Ukupni kratkotrajni varijabilitet BP-a i HR-a kod BHR-ova pod razli¢itim
protokolima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja
s.e.m.. Nije primec¢ena promena ukupnog kratkotrajnog varijabiliteta u toku trajanja protokola
ni kod jedne od grupa, kao ni razlika u ovom parametru izmedu grupa. AUCT - ukupni
kratkotrajni varijabilitet; SBP - sistolni krvni pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak; HR -
sr€ana frekvencija; grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa III - BHR-ovi pod blagim
opterecenjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim opterecenjem solju i izloZeni
heterotipi¢cnom ponovljenom stresu.

Autonomni klinicki marker LF/HF HR koji je pokazatelj odnosa dejstava simpatikusa i
vagusa na srce bio je znacajno visi u grupi BHR-ova koji su bili izloZeni pove¢anom unosu soli i
heterotipi¢cnom ponovljenom stresu, dok je u grupi koja je bila samo pod blagim opterecenjem
solju bio niZi u odnosu na BHR-ove pod bazalnim uslovima. Ovaj parametar se nije promenio u
toku vremena u odnosu na pocetne vrednosti ni u jednoj od grupa (Slika 28).
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Slika 28. LF/HF HR indeks kod kod BHR-ova pod razli¢itim protokolima. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost najmanje 7 jedinica posmatranja * s.e.m.. LF/HF HR indeks je
bio veci u grupi IV, a niZi u grupi Il u odnosu na grupu II. LF -zona niskih frekvencija; HF - zona
visokih frekvencija; HR - src¢ana frekvencija; grupa Il - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa
[II - BHR-ovi pod blagim optere¢enjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim opterecenjem solju
i izloZeni heterotipi¢cnom ponovljenom stresu; tp <0.05 vs. BHR pod bazalnim uslovima
(hijerarhijska linearna regresija).

4.2. KONCENTRACIJA VAZOPRESINA U PLAZMI I GENSKA EKSPRESIJA VAZOPRESINA I
NJEGOVIH RECEPTORA U PARAVENTRIKULARNOM JEDRU KOD WISTAR PACOVA POD
BAZALNIM USLOVIMA I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM USLOVIMA I
RAZLICITIM PROTOKOLIMA

4.2.1 KONCENTRACIJA VAZOPRESINA U PLAZMI KOD WISTAR PACOVA POD BAZALNIM
USLOVIMA I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM USLOVIMA I RAZLICITIM
PROTOKOLIMA

Na osnovu dobijenih koncentracija VP-a u plazmi utvrdeno je da BHR pod bazalnim
uslovima imaju znatno viSe vrednosti cirkuliSu¢eg VP-a nego WR pod istim uslovima. Kada se
BHR-ovi izloZe blago poveanom unosu soli, nivo VP-a u plazmi ostaje u istim granicama
vrednosti kao i onaj kod BHR-ova pod bazalnim uslovima. Pridodavanje heterotipi¢nog
ponovljenog stresa na blago opterecenje solju kod BHR-ova dovodi do sniZavanja koncentracije
VP-a u plazmi u poredenju sa BHR-ovima pod bazalnim uslovima, ali i BHR-ova pod blagim
opterecenjem solju (Slika 29).
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Slika 29. Koncentracija VP-a u plazmi kod WR-a pod bazalnim uslovima i kod BHR-ova
pod bazalnim uslovima i razli¢itim protokolima. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost najmanje 6 jedinica posmatranja + s.e.m.. Zapaza se porast koncentracije VP-a u
plazmi kod BHR-ova pod bazalnim uslovima u poredenju sa WR. Koncentracija VP-a u plazmi
nije bila promenjena kod BHR pod uticajem blagog opterecenja solju, ali je uo¢en znacajan pad
nivoa VP u plazmi kada se BHR-ovi izloZe kombinaciji blagog opterecenja solju i heterotipi¢nog
ponovljenog stresa. VP - vazopresin; grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa Il - BHR-ovi
pod bazalnim uslovima; grupa III - BHR-ovi pod blagim opterecenjem solju; grupa IV - BHR-ovi
pod blagim opterecenjem solju i izloZeni heterotipicnom ponovljenom stresu; **p < 0.01 vs.
grupa [; 1p < 0.01 vs. grupa II; $+p < 0.01 vs. grupa Il (one-way ANOVA, post hoc Tukey).

4.2.2. GENSKA EKSPRESIJA VAZOPRESINA U PARAVENTRIKULARNOM JEDRU KOD WISTAR
PACOVA POD BAZALNIM USLOVIMA I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM
USLOVIMA I RAZLICITIM PROTOKOLIMA

Molekularno bioloske analize tkiva PVN-a ukazale su na porast ekspresije gena za VP
kod BHR-ova pod bazalnim uslovima kada se uporede sa WR koji su drZani pod istim uslovima.
Rezultati RT-qPCR analize na tkivima PVN-a izolovanim iz BHR-ova koji su bili pod blagim
opterecenjem solju, nisu pokazali promenu nivoa iRNK za VP u PVN-u u poredenju sa BHR-
ovima pod bazalnim uslovima. Ovakav rezultat uocen je i u PVN-u grupe BHR-ova koji su osim
opterecenja solju bili izloZeni i heterotipi¢cnom ponovljenom stresu (Slika 30).
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Slika 30. Stepen promene ekspresije gena za VP u PVN-u kod WR-a pod bazalnim
uslovima i kod BHR-ova pod bazalnim uslovima i razlic¢itim protokolima. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica posmatranja * s.e.m.. Zapaza se porast
iRNK za VP kod BHR-ova pod bazalnim uslovima u poredenju sa WR. Genska eskpresija za VP
ostala je nepromenjena kod BHR-ova pod blagim opterecenjem solju sa i bez primene
heterotipi¢nog ponovljenog stresa. iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina; VP -
vazopresin; grupa I - WR pod bazalnim uslovima; grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima;
grupa III - BHR-ovi pod blagim optereenjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim
opterecenjem solju i izloZeni heterotipi¢nom ponovljenom stresu; *p < 0.05 vs. grupa I (one-
way ANOVA, post hoc Tukey).

4.2.3. GENSKA EKSPRESIJA V1aR i V1bR U PARAVENTRIKULARNOM JEDRU WISTAR PACOVA
POD BAZALNIM USLOVIMA I GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA POD BAZALNIM
USLOVIMA I RAZLICITIM PROTOKOLIMA

Analiza nivoa iRNK za V1aR u PVN-u WR-a i BHR-ova pod bazalnim uslovima nije
pokazala znacajne razlike izmedu ova dva soja. Izlaganje BHR-ova blagom opterecenju solju nije
uticalo na ekspresiju gena za V1aR u poredenju sa BHR-ovima pod bazalnim uslovima. Takode,
kombinovanje blagog opterecenja solju sa heterotipicnim stresom nije znacajno izmenilo nivo
genske ekspresije V1aR u odnosu na bazalne uslove (Slika 31A).

Poredenjem genske ekpresije V1bR u PVN-u pacova utvrdeno je da je nivo iRNK za V1bR
znacajno visi kod BHR-ova pod bazalnim uslovima u odnosu na WR pod istim okolnostima.
Opterecenje BHR-ova blago poviSenim unosom soli dovelo je do smanjenja genske ekspresije
V1bR u odnosu na bazalne uslove. Pridodavanje hetereotipi¢nog ponovljenog stresa blagom
opterecenju solju nije imalo uticaja na nivo iRNK za V1bR kada se uporedi sa onim kod BHR-
ova pod bazalnim uslovima (Slika 31B).
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Slika 31. Stepen promene ekspresije gena za receptore VP-a u PVN-u kod WR-a pod
bazalnim uslovima i kod BHR-ova pod bazalnim uslovima i razli¢itim protokolima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje 6 jedinica posmatranja * s.e.m.. A - nije
uocena promena genske eskpresije V1aR izmedu WR i BHR soja pod bazalnim uslovima, kao i
kod BHR-ova pod razli¢itim tretmanima; B - analizom nivoa ekspresije gena za V1bR zapaZen
je porast nivoa iRNK za V1bR kod BHR-ova pod bazalnim uslovima u poredenju sa WR. Takode,
uocen je znacajan pad genske ekspresije za V1bR kad se BHR-ovi stave pod blago optereéenje
solju, dok dodavanje heterotipicnog ponovljenog stresa nije indukovalo promene u nivou iRNK
za V1bR. VP - vazopresin; V1aR - receptor za vazopresin tipa 1a; V1bR - receptor za vazopresin
tipa 1b; grupa [ - WR pod bazalnim uslovima; grupa II - BHR-ovi pod bazalnim uslovima; grupa
[II - BHR-ovi pod blagim optere¢enjem solju; grupa IV - BHR-ovi pod blagim opterecenjem solju
i izloZeni heterotipi¢nom ponovljenom stresu; *p < 0.05 vs. grupa I; tp < 0.05 vs. grupa II (one-
way ANOVA, post hoc Tukey).
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5. DISKUSIJA

Rezultati ovog istrazivanja su po prvi put pokazali razlike u ekspresiji gena za VP i
njegove receptore u PVN-u BHR i WR soja. Kada se uporede sa WR, BHR-ovi koji su drZani pod
bazalnim uslovima imaju poviSene srednje vrednosti SBP-a i DBP-a, a smanjene vrednosti HR-
a. Osim toga, kod BHR-ova pod bazalnim uslovima uoceno je da BRR bolje radj, tj. porast BRS-
a, OR-a i SP-a. Analizom genske ekspresije u PVN-u BHR-ova detektovano je uvecanje ekspresije
gena za V1bR i VP, kao i viSi nivo VP-a u plazmi pod bazalnim uslovima. Ipak ove Zivotinje nisu
imale izraZene razlike u komponentama kratkotrajnog varijabiliteta BP-a i HR-a u odnosu na
WR. Blago opterecenje solju kod BHR-ova nije imalo uticaja na BP, BRS, koncentraciju VP-a u
plazmi i ekspresiju gena za VP u PVN-u. Ipak, pojenje 0.9% rastvorom NaCl doveo je do
smanjenja ekspresije gena za V1bR. Kod ovih Zivotinja uoCeno je smanjenje efektivnosti BRR-a
koje je praceno snizenim vrednostima LF BP-a i HR-a, kao i HF BP-a i HR-a, ali i niZim
vrednostima LF/HF HR indeksa. Kod BHR-ova koji su osim opterecenju solju bili izloZeni i
heterotipi¢cnom ponovljenom stresu, smanjio se nivo VP-a u plazmi u odnosu na BHR-ove pod
bazalnim uslovima, ali i BHR-ove pod blagim optere¢enjem solju. Ipak ovi pacovi nisu imali
izmenjenu ekspresija gena za VP i njegove receptore u PVN-u u donosu na BHR-ove pod
bazalnim uslovima. Ove Zivotinje razvile su hipertenziju (porast SBP-a) i pokazale viSe
vrednosti simpatic¢kih spektralnih markera: LF-BP i LF/HF-HR indeksa, kao i HF HR-3, ali i pad
vrednosti HR-a.

Poznato je da BHR-ovi nasleduju genetsku informaciju za razvoj hipertenzije od svoje
SHR majke, ali etiologija grani¢ne hipertenzije nije dobro izucena. Na osnovu rezultata ovog
istrazivanja, VP se istakao kao potencijalni u¢esnik mehanizama koji dovode do razvoja BH. Ova
pretpostavka je potkrepljena ¢injenicom da je VP prisutan u moZdanim strukturama koje su od
velike vaznosti za kardiovaskularnu regulaciju i Salju svoje projekcije do brojnih moZdanih
centara. Tako je na primer, osim u PVN-u i SON-u, prisustvo VP-a potvrdeno i u
suprahijazmati¢nom jedru (lat. suprachiasmatic nucleus - SCN), koje ucestvuje u regulaciji
cirkadijalnih ritmova u telu, odakle polaze mnoge vazopresinske projekcije ka razli¢itim
centralnim strukturama, kao S$to su periventrikularno preopticko jedro (engl. nucleus
praeopticus periventricularis) i OVLT [206-208]. Premda postoji argumentacija protiv
pretpostavljenje uloge VP-a u razvoju hipertenzije [209], mnoge studije su pokazale da VP i
njegovi receptori u sistemskoj cirkulaciji i CNS-u doprinose nastanku ovog stanja [2,39,41].

Kod SHR-ova i ljudi koji pate od primarne hipertenzije nadena je ve¢a koncentracija VP-
a u plazmi, kao i povecana osetljivost vaskulature na injektovan VP, Sto nije potvrda njegove
direktne uloge u porastu pritiska, ali svakako korelira sa ozbiljnoS¢u klinicke slike [41,42].
Davanje infuzije VP-a normotenzivnim WR i SHR-ovima, ukazalo je na snaZan presorni efekat
VP-a kod SHR-ova usled smanjene funkcije kardiovaskularnog refeksa [42]. Dalje, hronicna
stimulacija perifernih vaskularnih V1aR agonistom kod normotenzivnih Zivotinja, za ishod ima
razvoj hipertenzije [210,211]. U genetskoj hipertenziji Okamato-Aoki SHR soja, a narocito kod
varijeteta sklonih moZdanom udaru (engl. stroke prone - SP), nivo VP-a u plazmi je poviSen i
primena antitela i antagoniste za VP izaziva prolazno smanjenje BP-a [39,212].

Takode, postoje brojni dokazi da se koncentracija VP-a u mozgu menja u genetskoj
hipertenziji [213,214]. Méhring i saradnici su pokazali da je nivo VP-a u neurohipofizi bio
povecan za 26 % kod SHR-ova u poredenju sa normotenzivnim kontrolama, dok je u mozdanom
stablu i hipotalamusu bio snizen [213,215]. Takode, druga istrazivacka gupa je pronasla da je
kod genetski hipertenzivnih pacova u prehipertenzivnom stadijumu nivo VP-a u PVN-u
priblizan onom kod normotenzivnih pacova, dok sa razvojem hipertenzije on opada [216].
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Suprotno, Yi i saradnici su pokazali da je ekspresija VP-a u SON-u i PVN-u poveéana u
hipertenzivnom stadijumu kod SP-SHR-ova [44]. Dodatno, Van Tohl i saradnici utvrdili su da se
povecanje ekspresije VP-a kod SHR-ova u PVN-u deSava jo$ u prehipertenzivnom stadijumu.
[ako ovim eksperimentim nije potrvdeno da je VP uzrocnik hipertenzije, nedvosmisleno je
ukazano na ¢injenicu da porast VP-a u mozgu nije njena posledica. Ovi autori su zakljucili da je
hipotalamo-neurohipofizni sistem SHR-ova u stanju poviSene aktivnosti VP-a [217].
Kontradiktornost navedenih rezultata moZe biti posledica primene razlic¢itih tehnika
odredivanje nivoa VP-a u mozdanim jedrima. U ovoj studiji koriS¢ena je detekcija na nivou
nukleinskih kiselina, Sto se poklapa sa metodoloskim pristupom istraZivackih grupa Yi-a i Van
Tohl-a. VaZan je i nalaz, da lezije PVN-a kod SHR-ova daju niZe vrednosti BP-a kod ovih Zivotinja
u mladoj dobi, nakon ¢ega vremenom dolazi do porasta pritiska, ali su njegove vrednosti daleko
manje nego kod kontrolnih pacova. Zato je PVN identifikovan kao stuktura koja je vazna u
pocCetnoj fazi razvoja hipertenzije, ali i u ispoljavanju maksimalnih hipertenzivnih efekata u
kasnijim stadijumima [218]. Takode, u razli¢itim modelima eksperimentalne hipertenzije
pronadena je izmenjena ekspresija njegovih receptora u mozgu [20,219].

VP ispoljava raznolike i sloZene efekte na kardiovaskularni sistem, od kojih neki imaju
direktno, dok drugi imaju indirektno dejstvo na kardiovaskularnu homeostazu [41]. Poznato
je da je BP proporcionalan ukupnom perifernom otporu i minutnom volumenu srca. Nakon sto
se oslobodi iz magnocelularnih neurona, VP dospeva u cirkulaciju gde preko V1aR izaziva
kontrakciju glatke muskulature krvnih sudova, Sto rezultuje povec¢anim perifernim otporom,
dok angazovanjem V2R na sabirnim kanali¢ima bubrega ucestvuje u zadrzavanju vode u telu
[70,83]. Njegova antidiureticka aktivnost vaZna je za odrZanje osmolalnosti plazme,
koncentracije soli i zapremine vancelijske tecnosti, ¢cime VP posredno uti¢e na volumen krvi i
minutni volumen srca [41]. Dakle, vazokonstrikcija i o¢uvanje nivoa telesnih te¢nosti su
homeostatski mehanizmi posredovani VP-om, koji omogoucavaju odrZanje cirkulacije i od
Zivotne su vaznosti u uslovima naruSenog nivoa telesnih tec¢nosti, kao Sto su hemoragija i
hipovolemija. Takode, dehidratacija i hemoragija povecavaju simpaticku aktivnost i
oslobadanje VP-a proporcionalno volumenu krvi, $to je vazno za odrZavanje normalnog BP-a
[41,220-223].

VP iz cirkulacije se pokazao kao snazan vazokonstriktor kako u in vitro, tako i u in vivo
uslovima [41,70,224]. Ipak, smatra se da u in vivo uslovima nisu sva vaskularna korita jednako
osetljiva na VP. Liard je sumirao uticaj VP-a na regionalnu hemodinamiku: najosetljivija su
korita skeletnih miSi¢a, koZe, masnog tkiva, splanhi¢no i mezenteric¢no korito, kao i ono u mozgu
i miokardu, dok u bubregu, jetri i plu¢ima ne dolazi do porasta perifernog otpora usled dejstva
VP-a [225]. Povecanje pulsa, respiracije i telesne temperature se javlja ¢ak i pri malim
porastima koncentracije VP-a u plazmi, kakvi se susre¢u u dehidrataciji [226-228]. Kada se
sistemski ubrizga neanestetisanim Zivotinjama, VP ne dovodi do povecanja BP-a ukoliko
njegova koncentracija daleko ne premasi fizioloSke vrednost (100 pg/ml) [229-231]. Razlog za
to je aktivacija puferskih mehanizama poput porasta BRS-a, koji sprecava povecanje pritiska,
uprkos pojacanom perifernom otporu. Kao rezultat nastaje bradikardija i pad minutnog
volumena srca, koji su posledica redukovane simpaticke aktivosti na srce i efikasno se protive
perifernom otporu [41,232]. Vazopresin izaziva ve¢e smanjenje HR-a shodno porastu BP-a, u
poredenju sa drugim vazokonstriktorima, poput angiotenzina ili a-adrenergickih agonista [42].
Infuzija VP-a dovodi do izraZenije aktivacije baroreceptora pri odredenom BP-u, nego drugi
vazokonstrikori [72]. Kod ljudi i Zivotinja, kod kojih su puferski mehanizmi ugaSeni i priliv
informacija iz baroreceptora prekinut, javlja se dozno zavisno povecanje presornog efekta VP-
a[231,233,234].
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VP svoje dejsvo na BRS postiZe u nivou AP-a [232]. lako su efekti VP-a na refleksnu
kardiovaskularnu funkciju kontradiktorni, pretpostavlja se da zavise od aferentnih
baroreceptorskih ulaza sa periferije [114,232]. Ipak, ve¢ina in vitro i in vivo studija pokazuje da
vazopresin u nivou AP-a povecava BRS [38,114,232,235]. Dodatna potvrda za ovu tvrdnju su
eksperimentalne lezije AP-a koje sprecavaju VP iz cirkulacije da moduliSe aktivnost BRR-a
[236]. Takode kod VP-deficijentnih Brattleboro pacova, BRS je u znacajnoj meri smanjen [237].

AP je cirkumventrikularni organ i nema krvno-mozdanu barijeru, $to je ¢ini podloZnom
dejstvu hormona iz cirkulacije [2]. Gusto je povezana sa brojnim moZdanim strukturama
vaZznim za kardiovaskularnu regulaciju, izmedu ostalog i NTS-om, gde se zavrSavaju aferentna
vlakna baroreceptora [238,239]. Takode AP utiCe na aktivnost neurona u RVLM-u, Sto bi takode
moglo igrati ulogu u modulaciji simpaticke nervne aktivnosti. Dokazano je i prisistvo receptora
za vazopresin u AP-u [240]. Postoje brojni farmakoloski dokazi da VP moduliSe BRS u AP-u
pacova angazovanjem dva tipa receptora: V1ai V2 [235,241,242]. Ve¢ina nalaza sugeriSe da VP
ispoljava svoje efekte na funkciju BRR-a preko V1aR. Pa tako, mikroinjekcije niskih doza
antagoniste V1aR u AP-u ukidaju efekte uvecane refleksne simpatoinhibicije cirkuliSu¢eg VP-a
[235]. Dalje, intravenski dat antagonista V1aR ili mikroijektovan u NTS, ne utic¢e na refleksne
efekte VP-a, Sto ide u prilog tome, da VP iz cirkulacije svoje efekte na refleksnu kontrolu
simpatickog nervnog sistema i HR, ipak postiZe u nivou AP-a [114]. Medutim, dejstvo VP-a u
AP-u na funkciju BRR-a podloZno je uticaju a-adrenergickih receptora iz NTS-a. Naime,
blokadom ovih receptora ukida se dejtvo VP-a i AP-a na simpaticki nervni sistem. S obzirom na
to, da se u NTS-u interpretiraju i moduliSu informacije koje pristiZu od baroreceptora, smatra
se da NTS doprinosi uveéanju simpatoinhibicije posredovane VP-om u AP-u [114].

U ovim eksperimentima uocen je uvec¢an nivo iRNK za VP u PVN-u BHR-ova u poredenju
sa WR. Ovaj porast stepena ekspresije gena za VP, moZe ukazivati na porast sinteze VP-a, ali i
njegovo intezivnije otpusStanje u cirkulaciju. Visi nivo VP-a u plazmi bi mogao dovesti do
uvecanja perifernog otpora, ali i rasta BRS-a u nivou AP, $to vodi efikasnom smanjenju HR-a,
koje je zapaZeno i u naSim ekperimentima. Na ovaj nacin pritisak bi se mogao odrzavati u okviru
grani¢nih vrednosti. Vazno je naglasiti da je BRR jedan od glavnih regulatora otpustanja VP-a.
Povecana baroreceptorska stimulacija pojacava inhibiciju MCN-a [2,169]. Ipak, kod BHR-ova
koji imaju hroni¢no povecan BP, BRR ne moZe da suprimira otpustanje VP-a u cirkulaciju bez
obzira na povecanje senzitivnosti. Ovo bi mogla biti posledica resetovanja BRR-a na viSe
vrednosti BP-a o ¢emu govori i pomeranje SP-a, bez promena u BEI (Tabela 1). Resetovanje
BRR-a, pre nego njegova disfunkcija je vazan mehanizam odrzavanja hipertenzije kod SHR-ova
[243]. Ipak, istovremeni porast BRS-a i OR-a BRR-a u BH moZe voditi iscrpljivanju BRR-a kada
se zivotinja izloZi nepovoljnim uslovima kao Sto je stres.

Osim toga, nasi rezultati ukazali su i na povecanu ekspresiju gena za V1bR kod BHR-ova
pod bazalnim uslovima. V1bR bi mogao biti uklju¢en kako u autokrinu regulaciju oslobadanja
VP-a, tako i u aktivaciju okolnih neaktivnih MCN-a, da povecaju sintezu i otpustanje VP-a, kod
ovih Zivotinja. Dvojno imunohistohemijsko bojenje pokazalo je da se autoreceptori za VP nalaze
na neuronima PVN-a i SON-a koji sadrze VP [103,244]. Dalje je utrvdeno da su V1bR bogato
eksprimirani u PVN-u i kolokalizuju sa V1aR na telu i dendritima sekretuju¢ih MCN-a [92,244].
Takode, prisustvo oba tipa receptora potvrdeno je i na citoplazmatskim vezikulama koje sadrze
i VP. Pretpostavlja se da su ove vezikule, zapravo sekretorne granule i da prilikom njihove fuzije
sa somatodendritskom membranom, dolazi do insercije VR u samu membranu, kao i
oslobadanja VP-a u vancelijsku sredinu [91]. Pokazano je da tackaste mutacije u promorotoru
gena za VP mogu voditi povecanju ekspresije VP-a i pojacanom dendritskom oslobadanju [96].
Ovaj intranuklearno osloboden VP moduliSe elektri¢nu aktivnost MCN-a [91,92]. lako su brojne
studije potvrdile oslobadanje VP-a na somatodendritskom nivou [88-90], pokazano je da
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lokalno dat VP ima razliita dejstva na aktivnost MCN-a [103] Efekat vazopresina zavisi od
polarizacije membrane, koja utice na fazni obrazac aktivnosti samog neurona. Na ovaj nacin
ujednacava se aktivnost ¢itave grupe MCN-a, od ¢ega zavisi i koncentracija VP-a u plazmi [102-
104].

l[ako je poznato da je autokrina regulacija oslobadanja VP-a dominantno posredovana
V1aR [91], u naSim eksperimentima nivo ekspresije V1aR je bio pribliZno isti kod WR-a i BHR-
ova. Ovi autoreceptori menjaju elektri¢nu aktivnost ¢elija, a posredno i nivo VP-a u plazmi koji
se protivi promenama osmolalnosti [107-109,245]. Ipak, bez obzira na ova saznanja,
distribucija V1aR receptora u hipotalamusu i njihova regulacija u odgovoru na promenu
osmolalnosti plazme, bile su slabo istrazene. Poc¢etkom XXI veka, Hurbin i saradnici su na
osnovu svojih eksperimenata zakljucili da dehidratacija kod pacova uvecava nivo iRNK za V1aR
kao i samih receptora u MCN, dok povecan unos vode stabilizuje nivo V1aR blizu kontrolnih
vrednosti. Tretman nije imao uticaja na nivo V1aR u sekretornim granulama [91]. Dalje je
pokazano da V1aR eksprimirani i na PCN, kao i da inranuklearno osloboden vazopresin toni¢no
stimuliSe ove presimpaticke neurone, sto vodi integraciji humoralnog i neurogenog odgovora
na osmotski izazov [67,139]. Lozi¢ i saradnici su u okviru svoje studije ukazali da povetana
ekspresija V1aR u PVN-u smanjuje BRS pod bazalnim fizioloSkim uslovima i pojacava
neurokardiogeni ogovor, kada se Zivotinje izloZe stresu [246]. Ova povecana kardiovaskularna
vulnerabilnost na stres glavni je faktor rizika za razvoj hipertenzije. NaSi rezultati ne ukazuju
na promene u ekspresiji V1aR u PVN-u kod BHR-ova pod bazalnim uslovima, ali ni kada su pod
blagim opterecenjem solju sa i bez stresa. Najpre, ovo istrazivanje ukazuje na povecanu
ekspresiju V1bR, kao potencijalni mehanizam uklju¢en u autokrinu pozitivnu povratnu spregu
kontrole oslobadanja VP-a kod BHR-ova. Autokontrola MCN-a VP-om je sloZen mehanizam i
verovatno predstavlja rezultat inhibitornih i ekscitatornih dejstava V1aR i V1bR [92].

Sve je veli broj dokaza da je kardiovaskularni (BP i HR) kratkotrajni varijabilitet rezultat
zdruZene aktivnosti brojnih homeostatskih mehanizama. Povecana kardiovaskularna
varijabilnost je faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti [247,248]. Nekoliko je
homeostatskih mehanizama koji odrzavaju BP oko istih vrednosti: autonomni (neuralni)
refleksi, hormoni (komponente RAS, VP) i signalni molekuli (NO) [202]. Smatra se da su za
nastanak VLF oscilacija odgovorni termoregulacija, RAS (u najvecoj meri doprinosi nastanku
VLF SBP), spontana miogena aktivnost krvnih sudova, dok ih BRR puferuje [249-251]. VLF
oscilacije najviSe doprinose snazi ukupnog spektra BP-a i HR-a [252]. LF BP (neurogene
oscilacije ili Mayer-ovi talasi) ukazuju na simpaticki upliv na krvne sudove, ali i uticaj BRR-a
[253-255]. HF oscilacije su najmanje oscilacije u spektru BP-a i jo$ se nazivaju mehanicke, jer
nastaju kao posledica respiracije [253]. Takode, pokazano je da LF HR odraz simpatovagalne
eferentne aktivnosti na srce, dok HF HR reprezentuje samo vagalnu [202]. Akselrod i saradnici
pokazali su da se na kratkotrajni variabilitet moZe selektivno uticati farmakoloski i da se
spektralna analiza moZe iskoristiti za procenu kardiovaskularnih kontrolnih mehanizama
[256]. U klinickoj i eksperimentalnoj praksi, simpaticki izlaz usmeren ka krvnim sudovima i
srcu moZe se proceniti indirektno preko autonomnih spektralnih markera: LF BP i LF/HF HR
[202]. Na primer, porast LF BP-a je karakteriCan za stanje stresa i hemoragije i predstavlja odraz
povecane simpaticke aktivnosti ka krvnim sudovima, dok uvec¢anje LF/HF HR indeksa govori o
pojacanom dejstvu simpatikusa na srce [202,257,258]. Smatra se da su efektori povecanog
simpatickog uticaja upravo neuroni PVN-RVLM puta [246,259,260]. U parvocelularnom delu
PVN-a VP je eksprimiran u brojnim neuronima koji se projektuju do vazomotornog centra u
RVLM-u smeStenog u mozdanom stablu i do SPN-a lokalizovanih u IML-u u ki¢cmenoj mozdini,
gde se prisutni i V1aR [60,261]. Spektralna analiza u ovim eksperimentima nije ukazala na
promene kardiovaskularnog kratkotrajnog varijabiliteta izmedu WR i BHR soja. Vrednosti
ukpnog varijabiliteta BP-a i HR-a, kao i njihovih pojedina¢nih komponenti bile su uporedive
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izmedu grupa, Sto pre svega ukazuje na o¢uvan integritet autonomnog nervnog sistema kod
BHR-ova, ali i potvrduje nenaruSenu funkciju BRR-a kao puferskog mehanizma. Ovi
eksperimenti nisu ukazali na razlike u LF BP i LF/HF HR spektralnim markerima izmedu sojeva
pod bazalnim uslovima, pa se pretpostavlja da se povecanje eksresije VP-ai V1bR u PVN-u BHR-
ova javlja u magnocelularnom delu i da ne menja neurogenu kardiovaskularnu kontrolu kod
ove grupe Zzivotinja. Takode, odsustvo promene nivoa V1aR koji su medijatori povecanog
simpatickog odliva ka srcu i krvnim sudovima, ide u prilog nalazima spektralne analize.

Uprkos razvoju terapije, primarna hipertezija je pod kontrolom u svega 45% lecCenih
slucajeva, dok vecina antihipertenzivih lekova dovodi do sniZenja BP-a tek kod 50-60%
pacijenata [262,263]. Smatra se da je glavni razlog za to veliki broj mehanizama koji u¢estvuje
u nastanku hipertenzije [23]. Ideja da je hipertenzija multifaktorska bolest i da nastaje kao
posledica interakcije genetskih ¢inilaca i faktora iz okruZenja, prvo je predloZena od strane
Folkow-a [264]. Unos soli kroz hranu i spoljaSnji (psihosocijalni) stres se smatraju vaznim
sredinskim faktorima rizika za razvoj hipertenzije [59,265].

Visok unos soli vodi hidromineralnom disbalansu koji je pra¢en povecavanjem Na* u
plazmi, pa samim tim i osmolalnosti [139]. Vazopresinski sistem je deo homeostatske mreze
koja ne dozvoljava da nivo Na* varira viSe od 3% i VP u tim uskim granicama mora da ispuni
svoju funkciju [102,266].

PVN igra vaZznu ulogu u generisanju povecane simpatioekscitacije i posledicnom porastu
BP-a, kao odgovor na poviSen unos soli, ali ta¢ni mehanizmi su nepoznati [139]. Kod
normotenzivnih subjekata hroni¢an povecan unos soli dovodi do smanjenja RSNA, Sto u
kombinaciji sa inhibicijom renin-aldosteron-angiotenzin sistema vodi pojacanoj ekskreciji soli
i odrzanju balansa Na* [267,268]. U hipertenziji, ovaj efekat je joS viSe naglaSen. Usled
intravenskog davanja izotoni¢nog ratvora, SHR-ovi ispoljavaju pojacanu natriurezu [269,270],
a pokazano je da je to posledica smanjenja RSNA [270]. Dalje, Kapusta i saradnici su sugerisali
da upravo PVN igra ulogu u renalnoj simpatoinhibiciji kao odgovor na povecan unos soli
[271,272], ali i VP iz cirkulacije preko AP-a [235,273]. Takode, kada se BHR-ovi podvrgnu
povecanom unosu soli (8%) oni razvijaju hipertenziju i pojacava se natriuretski odgovor, slicno
kao i kod njihovih SHR majki, dok se ovakav efekat eliminiSe usled renalne denervacije [274].
Ipak, smatra se da je priroda ovakvih promena razli¢ita kod ovih sojeva, narocito jer strukturne
izmene kod SHR-ova i progresija hipertenzije, nastaju u ranoj Zivotnoj dobi, nezavisno od
spoljasnjih ¢inilaca, kao Sto je povecan unos soli [275]. BHR-ovi koji su pili 1 % rastvor NaCl
reagovali su kao normotenzivne kontrole [274]. Ovo je podudarno i sa rezultaima nasSeg
istrazivanja. U ovim eksperimentima, BHR-ovi koji su 24 nedelje pili 0.9% rastvor NaCl (blago
opterecenje solju) pokazuju smanjenje LF BP-a, koje indirektno ukazuje i na pad simpaticke
aktivnosti, Sto dalje omogucava efikasnu natriurezu. U prilog smanjenju RSNA, ide i sniZen nivo
ekspresije iRNK za V1bR u PVN-u BHR-ova koji su bili pod blagim optere¢enjem solju. Pokazano
je da primena antagoniste V1bR (nelivaptan) u PVN-u sprecava porast RSNA izazvan VP-om
[276]. Pored toga, smanjenje V1bR u PVN-u moze da svedoci i o ukidanju pozitivne autokrine
regulacije sinteze i oslobadanja VP-a. Kod ove grupe BHR-ova pod blagim opterecenjem solju
primecene su i niZe vrednosti LF HR-a u odnosu na BHR-ove pod bazalnim uslovima $to ukazuje
i na smanjenje simpati¢kog delovanja na srce. Takode, uocene su i sniZzene vrednosti BEI, $to
govori o smanjenoj efikasnosti BRR-a. Nije doSlo do promena ukupnog varijabiliteta BP-a i HR-
a, Sto je ocekivano s obzirom na odsustvo promene VLF ocilacija koje najviSe doprinose AUCT.
Osim toga povecana simpatoekscitacija izazvana povecanim unosom soli se uglavnom vezuje
za angazovanje V1aR u PCN delu PVN-a [67,139], a u naSim eksperimentima nije zapaZena
promena nivoa ovih receptora u PVN-u, pa se pad LF oscilacija BP-a pre moZe pripisati sniZenoj
ekspresiji V1bR. Sveukupno, ovi podaci isklju¢uju moguénost da se kod BHR-ova pod hroni¢nim
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blago povecanim unosom soli javlja hidromineralni disbalans koji bi doprinosio negativnim
promenama u regulaciji BP-a.

Psiholoski i emocionalni stres bude kardiovaskularni odgovor koji ukljucuje porast SNA,
BP-ai HR-a [277]. Smatra se da PVN nema znacajnu ulogu u generisanju simpatoekscitacije kod
primene akutnog stresa, ali da je vaZan u koordinisanju simpatoadrenalnog i neuroendokrinog
odgovara na hronicni stres [278-280]. Pokazano je da presimpaticki neuroni PVN-a u odredenoj
meri doprinose porastu SNA kod pojedinih tipova psiholoSkog stresa [281].

Mehanizmi kojima sredinski stres kod BHR-ova izaziva hipertenziju su nepoznati.
Prolongirana aktivacija sistema koji sluZe za adaptaciju na stres moZze dovesti do alostatskog
prezasicenja, Sto rezultuje patofiziolosSkim promenama [282].

U ovom eksperimentu, BHR-ovi koji su bili pod blagim opterecenjem solju i izlagani
heterotipi¢cnom ponovljenom stresu u trajanju od 24 nedelje, pokazuju porast SBP-a u
posmatranom periodu u poredenju sa pocetnim vrednostima, ali i u odnosu na BHR-ove pod
bazalnim uslovima. Odsustvo statisticke znacCajnosti kod porasta DBP-a mogao bi biti posledica
poboljsane kontrole pritiska od strane BRR-a usled porasta BRS-a tokom vremena, iako se
delimicna habituacija ne moZe iskljuciti. U ovoj grupi uocen je i porast SP-a, Sto ukazuje da se
BRR resetovao na viSe vrednosti pritiska.

Oscilacije HR-a u HF zoni su se povecale tokom vremena, Sto ide u prilog rastu vagusnog
dejstva na srce, verovatno barorefleksnog porekla, koji optimalno funcioniSe na veéim
vrednostima BP-a. Varijabilitet arterijskog BP-a raste sa razvojem hipertenzije [190]. U
poredenju sa BHR-ovima pod bazalnim uslovima, vrednosti spektralnih markera LF SBP, LF
DBP, i LF/HF HR bile su znacajno vise kod BHR-ova izlaganim opterecenju solju i stresu. Ovo
ukazuje na pojacano simpticko prazZnjenje ka krvnim sudovima [253,283] i srcu
[253,256,283,284] kod BHR-ova koji su izlagani stresu i sugeriSe da je ovo mehanizam koji stoji
iza sistolne hipertenzije indukovane stresom. Malo je verovatno da porast autonomnih
spektralnih markera oslikava poveéanu senzitivnost periferne vaskulature i kardija¢nog tkiva
na kateholamine, jer je pokazano da opterecenje solju od 0.8 % NaCl kod BHR-ova ne modifikuje
reaktivnost kardiovaskularnog tkiva na stres [190]. Nisu uocene promene u drugim
komponentama kardiovaskularnog varijabiliteta, kao ni u ukupnom varijabilitetu BP-a i HR-a.

Povecan unos soli interaguje sa hroni¢nim stresom, menjajuc¢i nivo noradrenalina u
jedrima hipotalamusa [285]. DiBona i saradnici su istrazivali efekte pove¢anog unosa soli kod
BHR-ova (8 % i 1 %) kada se ove Zivotinje izloZe akutnom air-jet stresu. Njihova studija je
demonstrirala da ovaj tip stresa izaziva reverzibilni porast BP-a i RSNA, kao i smanjenje
natriureze kod BHR-ova koji su bili optereceni sa 8 % NaCl. [286]. Razlog za odsustvo ovog
efekta kod grupe BHR-ova koja je bila pod 1 % opterecenjem NaCl moZe lezati i u prirodi samih
eksperimenata, koji su bili akutnog tipa. Koepke i saradnici [287] su pokazali da kod SHR-ova
koji su pili 0.9 % rastvor NaCl, povecan unos soli oralno uvecava eferentnu RSNA u odgovoru
na sredinski air-jet stres, vodeci vecoj renalnoj vazokonstrikciji i izraZenom antinatriuretskom
odgovoru [287]. Isto je pokazano i na Dahl soju pacova osetljivih na so (engl. Dahl salt-sensitive
- DS), kao i onih koji to nisu (engl. Dahl salt-resistant — DR), a koji su bili izloZeni pove¢anom
unosu soli [288]. Dakle so povecava osetljivost simpatickog nervnog sistema na neurogene
stimuluse kod Zivotinja sa genetskom predispozicijom za hipertenziju. Osim toga, psiholoski
stres smanjuje natriurezu kod osoba sa BH ili porodi¢nom istorijom hipertenzije [289]. Moguce
je da slicna kombinacija stresora i povecanog unosa soli u ovim eksperimentima, doprinela
uvecanju RSNA, smanjenoj natriurezi i aktivaciji dopunskih mehanizama koji vode povecanju
pritiska.
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Stres u velikoj meri stimuliSe vazopresinergicki sistem [290-292] i ¢esto ga prati porast
lu€enja VP-a u cirkulaciju [293]. Medutim, ne izazivaju svi oblici stresa povecanje nivoa VP-a u
plazmi [118] i regulacija oslobadanja VP-a u cirkulaciji zavisi od tipa stresora
[136,185,294,295]. Na primer, test prinudnog plivanja (kombinacija fizickog i emocionalnog
stresa) izaziva oslobadanje VP-a unutar PVN-a, a ne utice na sistemsku sekreciju VP-a [295].
Dalje je pokazano da stresori koji uzrokuju jake emocionalne reakcije, inhibiraju sistemsku
sekreciju VP-a [296]. Rezultati ove studije ne podrZavaju ulogu perifernog VP-a u razvoju
hipertenzije indukovane stresom. Kod BHR-ova koji su bili pod blagim optere¢enjem solju i
izloZeni heterotipicnom ponovljenom stresu, nivo VP-a u plazmi je bio sniZzen u odnosu na BHR-
ove pod bazalnim uslovima, $to je u skladu sa literaturom [296]. U ovim eksperimentima BHR-
ovi su izlagani air-jet stresu koji spada u snazne emocionalne stresore [297]. Prebacivanje
Zivotinja iz pojedinac¢nih u grupne kaveze sa drugim jedinkama predstavlja kombinaciju straha
od nepoznatog sa psihosocijalnim stresom [298]. Wotjak i saradnici su pokazali da strah od
nepoznatog ne izaziva promene na nivou VP-a u hipotalamusu [186]. Takode promene gustine
receptora ne moraju biti pra¢ene izmenjenim obrascem oslobadanja samog neuropeptida, ali i
obrnuto [299,300]. Dakle, naSi eksperimenti ukazuju da povezivanje ovih razli¢itih formi
emocionalnih stresora smanjuje sekreciju VP-a u cirkulaciju, bez uticaja na nivo iRNK za VP,
V1aR i V1bR u PVN-u. Ipak, ne moZemo iskljuciti moguénost da je hipertenzija indukovana
stresom suprimirala oslobadanje VP-a. Takode, ne treba zanemariti da opterecenje solju
zatupljuje reaktivnost HPA ose na stres, i menja kardiovaskularni i bihevioralni odgovor [301].

Glavni nedostatak ove studije je odsustvo podataka o proteinskom nivou V1aR i V1bR u
PVN-a WR-a i BHR-ova pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima. Ve¢ina istrazivanja u mozgu
je fokusirana na odredivanje nivoa genskih transkripata za VR, koji predstavljaju indirektni
pokazatelj proteinskog sadrzaja V1aR i V1bR. Sta viSe, detekcija V1bR se pokazala kao teZi
zadatak usled niskog nivoa ekspresije, pa bi kvantitativna evaluacija bila nepouzdana [56,91].
Posto nivo iRNK za ove receptore i nivo proteina ne moraju da se podudaraju, detekcija na
proteinskom nivou je vazna.

Dizajniranje i razvoj seleketivnih liganada za ositocinski receptor (OTR) i VR predstavlja
veliki izazov, usled visoke sli¢nosti samih receptora i njihovih prirodnih liganada [302]. VP i
oksitocin (OT) pokazuju visok stepen preklapanja hemijske strukture (razlika je u svega dve
aminokiseline), njihovi geni se nalaze u okviru istog genskog skupa i prepisuju se sa
koplementarnih lanaca, pokazujudi slicnu intron-egzon strukturu [303]. Postoji visok stepen
poklapanja u primarnoj strukturi proteina izmedu V1a i V1b izoformi VP receptora, ali i sa
oksitocinskim receptorom (od 40-85% preklapanja) [304]. Zbog ovoga dolazi do znacajnih
unakrsnih reakcija izmedu familije OT/VP receptora i liganada [305]. Takode, ove receptore
karakteriSe i visokooCuvana homologija tokom evolucije izmedu vrsta (¢ak i do 90% za
odredeni subtip receptora) [306]. Upravo ovako konzervativna struktura ¢ini VP i oksitocinske
receptore dobrim modelom za detaljno proucavanje funkcije GPCR, ali i predstavlja prepreku
za njihovu detekciju, usled nedostatka visokoselektivnih radioliganada i antitela [49,91].
Nedostatak selektivnosti antitela za VR i OTR nije izuzetak, ve¢ pravilo za antitela usmerena
protiv GPCR [307] i brojni izveStaji ne sugeriSu detekciju GPCR-a na ovakav nacin [49,308,309].
Sledi da je ekpspresija iRNK jedini pouzdan nacin za procenu GPCR, $to je pristup koji je
koriS¢en i u ovim eksperimentima za odredivanje nivoa genske ekpresije V1aR i V1bR u PVN-
u.

Gustina V1aR i V1bR na povrsini ¢elije je dinamic¢na i menja se pod razlicitim fizoloSkim
uslovima, usled promene ekspresije gena ili internalizacije receptora. Cak i male mutacione
promene u promotoru gena za receptore ili u bilo kojoj komponenti transkripcione masinerije
mogu voditi redistribuciji receptora u mozgu, Sto za posledicu ima promene u ponaSanju i
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neuroendokrinim karakteristikama [96]. Stimulacija receptora agonistom vodi njegovoj
fosforilizaciji i posledi¢noj desenzitizaciji i internalizaciji, koja je posredovana (-arestinom ili
vezikulama zaogrnutim klatrinom [310-313]. Medutim to ne mora biti kraj aktivnosti
receptora. Internalizovani receptori mogu imati razicitu sudbinu i podle¢i degradaciji ili
recikliranju. Degradacija je posredovana endozomsko lizozomskim sistemom, $to smanjuje
nivo proteina i vrlo je ¢esta kod V2R [314]. Ipak, receptori mogu “pobeci” iz kasnog
endozomsko/lizozomskog sistema i vratiti se na povrSinu u plazma membranu celije, bez
uticaja na nivo proteina [315,316]. Za V1aR je pokazano da se brzo recikliraju, a za V1bR da su
dominantno locirani u citoplazmi (sekvestracija), ¢ak i kad nisu stimulisani, bez degradacije
nakon internalizacije [53,317]. Dakle, sa velikom verovatno¢om moze se zakljuciti da koli¢ina
iRNK za V1aR i V1bR izmerena u ovim eksperimentima predstavlja odraz ravnoteZnog stanja i
jasno oslikava nivo receptora u Celiji.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ova studija je po prvi put pokazala da je povecana ekspresija gena za VP i V1bR u PVN-
u fenotipska/ konstitutivna odlika grani¢ne hipertezije kod pacova, kao i da je ekspresija V1aR
uporediva izmedu WR i BHR soja. Porast ekspresije VP-a i V1bR u PVN-u ne menja neurogenu
kontrolu cirkulacije kod BHR-ova pod bazalnim uslovima. S druge strane uocen je porast VP-au
plazmi, koji istovremeno moZe da uveca periferni otpor i BRS (koji se protivi porastu BP-a).
Takode, BHR-ovi pod bazalnim uslovima imaju viSe vrednosti SP-a i OR-a BRR-a. Sveukupno, ovo
bi mogli biti mehanizmi koji odrZavaju krvni pritisak u grani¢no-hipertenzivnim vrednostima.

2. Opterecenje solju kod BHR-ova nije prouzrokovalo hipertenziju i smanjilo je ekspresiju
gena za V1bR u PVN-uy, $to bi moglo da dovede do umanjenja renalne simpaticke aktivnosti, koje
bi omogucilo efikasnu natriurezu, sprecavajuci razvoj arterijske hipertenzije. Kod BHR-ova pod
opterecenjem solju nije doSlo do promene ekspresije V1aR u PVN-u, koji su glavni medijatori
simpatickog praznjenja ka srcu i krvnim sudovima, Sto je podudarno sa smanjenjem LF BP-a i
HR-a uofenom u ovim eksperimentima. Kada se opterecenju solju doda i izlaganje stresu, dolazi
do povecavanja simpatickog praznjenja ka krvnim sudovima i srcu, $to indukuje hipertenziju.
Istovremeno, koncentracija VP-a u plazmi se smanjuje bez promene ekspresija gena za VP, V1aR
i V1bR. Ovaj nalaz sugeriSe da VP iz cirkulacije nema ulogu u nastanku hipertenzije indukovane
stresom kod BHR-ova.

3. Rezultati ovog istrazivanja sugeriSu da je nastanak izraZene hipertenzije kod BHR-ova
koji su bili pod optere¢enjem solju i izlagani stresu, pracen povecanjem simpatickog praznjenja
prema arteriolamaisrcuinije povezan sa promenama ekspresije gena za VP, V1aRiV1bR u PVN-
u i koncentracije VP-a u cirkulaciji.
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prihva¢enu tezu doktorske disertacije po naslovom: Vazopresin i neurokardiogene
karakteristike hiperadrenergickog stanja kod granic¢no hipertenzivnih pacova.

Novembra 2020. godine unapredena je u zvanje istraZivac-saradnik.

Bojana D. Stevanovi¢ poloZila je sve ispite predvidene planom i programom Doktorskih
akademskih studija Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu za smer Molekularna
medicina, sa prosecnom ocenom 9,6/10. Glavni rezultat njenog visSegodiSnjeg truda je i prvo
autorstvo u radu objavljenom 2020. godine u istaknutom medunarodnom ¢asopisu (M22) -
Hypertension Reserach pod nazivom: Vasopressin and v1br gene expression is increased in the
hypothalamic pvn of borderline hypertensive rats. Hypertens Res. 2020 Nov;43(11):1165-1174.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani: Bojana Stevanovi¢
broj upisa: MM 07 /14
Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom: VAZOPRESIN I NEUROKARDIOGENE
KARAKTERISTIKE HIPERADRENERGICKOG STANJA KOD GRANICNO
HIPERTENZIVNIH PACOVA

rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo koje
diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

da su rezultati korektno navedeni i

da nisam krsSio autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 01.03.2021.
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora: Bojana Stevanovi¢

Broj upisa: MM 07/14

Studijski program: Doktorske akademske studije; Molekularna medicina
Naslov rada:

VAZOPRESIN I NEUROKARDIOGENE KARAKTERISTIKE HIPERADRENERGICKOG
STANJA KOD GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA

Mentor: Prof. dr Nina Japundzié¢ Zigon
Potpisana Bojana Stevanovi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 01.03.2021.
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Prilog 3.
Izjava o koriSc¢enju

OvlaS¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom: VAZOPRESIN I
NEUROKARDIOGENE KARAKTERISTIKE HIPERADRENERGICKOG STANJA KOD
GRANICNO HIPERTENZIVNIH PACOVA koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrZane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commo ns) za koju sam se odlucio/la.

@utorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo - bez prerade

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima

Potpis doktoranda

U Beogradu, 01.03.2021.
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