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Sazetak rada

Uloga centralnih V;, vazopresinskih receptora u kardiovaskularnoj homeostazi

Poznato je da vazopresin modulira nervnu regulaciju kardiovaskularnog sistema centralno i
periferno, ali tacan mehanizam jos uvek je nepoznat. Da bi ispitali da li centralni V2 receptori
vazopresina modifikuju nervnu regulaciju kardiovaskularnog sistema ispitivali smo efekte
centralno ubrizganog selektivnog antagoniste V2 receptora na hemodinamske parametre:
krvni pritisak, sr¢anu frekvenciju i njihov varijabilitet, pod bazalnim fizioloskim uslovimai u
stresu. Pored toga, pod bazalnim fizioloskim uslovima ispitali smo efekat hiperekspresije V2
receptora u paraventrikularnom jedru hipotalamusa na hemodinamske parametre
neanestetisanog pacova. Krvni pritisak i sréana frekvencija registrovani su direktnom
metodom preko katetera postavljenog u femoralnu arteriju ili radiotelemetrijskog transmitera
u aortu. Nervna regulacija krvnog pritiska i sréane frekevencije evaluirana je spektralnom
metodom. Pod bazalnim fizioloskim uslovima antagonist V, vazopresinskih receptora nije
modifikovao krvni pritisak i sréanu frekvenciju, ali je izazvao porast oscilacija veoma niskih
frekvencija krvnog pritiska. Hiperekspresija V, receptora u paraventrikularnom jedru
hipotalamusa pacova izazvala je porast niskofrekventnog varijabiliteta simpatickog porekla
kako u krvnom pritisku, tako i u sr¢anoj frekvenciji. Stres izazvan mlazom vazduha pod
pritiskom usmeren u potiljak pacova prouzrokovao je istovremeni porast krvnog pritiska i
sréane frekvencije, kao i njihovog niskofrekventnog varijabiliteta simpatickog porekla i
visokofrekventnog varijabiliteta respiratornog porekla. Pacovi pretretirani antagonistom V»
receptora i potom izlagani stresu ispoljili su manji skok krvnog pritiska i varijabiliteta
simpatickog i respiratornog porekla, kao i kra¢i oporavak. Rezultati pokazuju da vazopresin

putem stimulacije centralnih V; receptora uti¢e na kardiorespiratorni odgovor na stres.

Klju¢ne reci: vazopresin, V2, stres, paraventrikularno jedro hipotalamusa, krvni pritisak,

sr¢ana frekvenca, varijabilitet

Naucéna oblast: neuronauke

UZa naucna oblast: neurokardiologija



Summary

The role of central vasopressin V2 receptors in cardiovascular homeostasis

It is well established that vasopressin modulates neurogenic control of the circulation both
centrally and peripherally. However the exact mechanism is still unexplored. To investigate
whether central V2 receptors modulate the neurogenic control of the circulation, we studied
the effects of centrally injected selective V2 antagonist on hemodynamic parameters: blood
pressure (BP), heart rate (HR) and their variability, under baseline physiological conditions
and during stress. We also investigated the effects of over-expression of V2 receptors in the
paraventricular nucelus of the hypothalamus on cardiovascular hemodynamic under baseline
conditions. BP and HR were assessed by direct recording via indwelling catheter in femoral
artery or by radiotelemetric probe inserted in abdominal aorta. Neurogenic control of the
circulation was assessed by spectral methodology. Under baseline physiological conditons V2
antagonist didn't modify the level of BP and HR and increased the very low frequency
variability of BP. Over-expression of V2 receptors in the paraventricular nucleus increased
sympathetically mediated, low-frequency oscillation of BP and HR. Exposure of rats to air-jet
stress increased BP, HR and their sympahtetically mediated low-frequency variability and
respiration-induced high-frequency variability. Rats pre-treated with the V2 antagonist and
exposed to stress exhibited lower BP increase and lower increase od BP variability, as well as
shorter recovery time. It follows that vasopressin by the stimulation of central V2 receptors

influence the cardiorespiratory response to stress.

Key words: vasopressin, V2, stress, hypothalamus, blood pressure, heart rate, cardiovascular

variability

Scientific field: neuroscience, neurocardiology
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I UVOD

1.1 Otkri¢e neurohipofiznih hormona

Fiziolog George Oliver i fizicar Edward Albert Schifer 1895. god. uodili su da ekstrakt
hipofize povecava krvni pritisak. Kendall Edward 1930. god. pokazao je da veliki neuroni
hipotalamusa oslobadaju supstancu nadenu u hipofizi. Vincent du Vigneaud i Roger Acher 1955.
god., nezavisno jedan od drugog, uspeli su da izoluju vazopresin i oksitocin (1, 49, 50, 51).

Vigneaud je iste te godine dobio Nobelovu nagradu za hemiju.
1.2 Evolucija, struktura i distribucija neurohipofiznih hormona

Evolucijski prethodnici vazopresina iz tzv. porodice oksitocina su prol-oksitocin i
mezotocin zastupljeni kod torbara, placentalnih sisara i riba dvodihalica. Kod australijskih riba
dvodihalica prisutan je [Phe?lmezotocin. Glumitocin se javlja kod raze, valitocin, aspragtocin,
asvatocin, fazitocin i fasvatocin kod raznih vrsta ajkula, i izotocin kod zrakoperki. Prethodnici
vazopresina iz ,,porodice vazotocina“ su [Lys®]vazopresin kod svinja i torbara, [Phe?]presin kod
se u hipotalamusu primitivnih ki¢menjaka, od ciklostoma do ptica (133, 209), a kod nekih
primitivnih sisara sintetiSe ga i epifiza (133). Pokazano je da vazotocin reguliSe volumen i
osmolarnost ekstracelularne te¢nosti vodozemaca, gmizavaca i ptica (2, 133, 209). Belment je sa
saradnicima pokazao da akutan stres izaziva povecanu koncentraciju MRNA vazotocina u
hipotalamusu, kao i porast kortizola u plazmi ribe iverka, $to ukazuje na ulogu vazotocina u
odgovoru na stres (14). Vazotocin uti¢e na metabolizam indirektno preko hipotalamo-hipofizne
osovine izazivajuc¢i sekreciju kortizola koji ubrzava metabolizam, i direktno stimulacijom
glikogenolize u hepatocitima ribe (3). Izaziva porast arterijskog krvnog pritiska kod riba tako $to
smanjuje regionalni protok i distribuciju krvi u Skrgama i krvnim sudovima ribe izazivajuci
vazokonstrikciju (14, 132, 208). Vazotocin omogucéava reprodukciju izazivajuci ekspulziju jaja
kod ptica (178), sekreciju feromona, i otvaranje spermatofora kod vodozemaca (202).

Iz vazotocina substitucijom izoleucina fenilalaninom na tre¢oj poziciji kod sisara nastaje

drugi nonapeptid, vazopresin (14, 115, 207), dok oksitocin nastaje zamenom arginina



izoleucinom na osmom mestu peptida vazotocina (150). Vazopresin i oksitocin su peptidi od
devet aminokiselina u obliku ciklicnog heksapeptida i neciklicnog dela od tri aminokiseline sa
disulfidnom vezom izmedu dva molekula cisteina. Razlikuju ih samo dve aminokiseline.
Vazopresin na tre¢oj poziciji ima fenilalaninski, a oksitocin izoleucinski ostatak, i vazopresin na

osmom mestu ima arginin, a oksitocin leucin (76) (slika 1).
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Slika 1. Hemijska struktura vazopresina i oksitocina (213)

Kod ljudi se gen za sintezu vazopresina i oksitocina nalazi na hromozomu 20 (59, 182).
Vazopresin i oksitocin se sintetiSu U supraoptickom (SON) i u paraventrikularnom jedru (PVN).
Oba jedra ¢ine magnocelularni neuroni, dok se nekoliko skupina malih, parvocelularnih, neurona
nalazi samo u PVN-u. Prema veli¢ini njegovih neurona PVN delimo na dva dela, magnocelularni
deo sa velikim, magnocelularnim, neuronima (20-40 um), i parvocelularni deo sa neuronima
manjih dimenzija (10-15 um). Parvocelularni deo PVN-a podeljen je na Sest delova — anteriorni,
periventrikularni, medijalni, ventralni, lateralni i dorzalni parvocelularni deo, a magnocelularni
na anteriorni, medijalni i posteriorni deo PVN-a (195). U PVN-u oksitocinski magnocelularni
neuroni dominiraju rostralno, dok su vazopresinski neuroni lokalizovani kaudalno i lateralno. U
SON-u oksitocinski magnocelularni neuroni ¢ine rostralni i dorzalni deo SON-a, dok su
vazopresinski magnocelularni neuroni lokalizovani kaudalno i ventralno (33). Vazopresin se
pretezno stvara u magnocelularnim neuronima SON-a, dok se u PVN-u stvara u Sest puta manjoj

koli¢ini. Obrnuto vazi za oksitocin (30).



Magnocelularni neuroni PVN-a primaju ekscitatornu adrenergi¢ku inervaciju iz Al grupe
neurona kaudalne ventrolateralne medule, A2 grupe neurona nucleus tractusa solitariusa (NTS),
kao 1 iz olfaktornog bulbusa. Vec¢ina ovih aferentnih vlakana sadrzi neuropeptide kao
konvencionalne transmitere (somatostatin, angiotenzin, endogeni opioidi). Oksitocinske ¢elije su
najosetljivije na alfa-melanocito-stimuliraju¢i hormon i oksitocin, dok su vazopresinske celije
najosetljivije na vazopresin. Oksitocinske i vazopresinske celije primaju dopaminergicka,
holinergic¢ka i histaminergicka aferentna vlakna. Magnocelularni neuroni su osmosenzitivni, ali
promena osmolariteta nije dovoljna da izazove sekreciju vazopresina i oksitocina. Ovi neuroni
primaju signale iz nekoliko regiona mozga o hidrataciji zivotinje. Najvazniji region je ventralni i
anteriorni zid tre¢e komore. Ovaj region sadrzi receptore u nucleus medianusu i u dva
cirkumventrikularna organa — organum vasculosumu lamine terminalis i subfornikalnom organu.
Neuroni ovih organa projektuju aksone do magnocelularnih neurona supraoptickog i
paraventrikularnog jedra hipotalamusa i prenose informacije o osmolarnosti plazme i
cirkulisu¢im faktorima, kao $to su peptidi angiotenzin i relaxin (135). Na sekreciju vazopresina
uticu 1 promene krvnog pritiska koje registruju arterijski baroreceptori u aorti i karotidnim
arterijama (86), promene volumena krvi registrovane receptorima na uscu velikih vena u levu
pretkomoru (40) i koncentracije kiseonika detektovanih hemoreceptorima  (121).
Parasimpatickim IX 1 X kranijalnim nervima ove informacije iz perifernih receptora stizu u NTS 1
hipotalamus gde reguliSu sintezu i oslobadanje vazopresina.

Svaki magnocelularni neuron ima pojedina¢ni dugi varikozni akson koji se projektuje u pars
posterior neurohipofize sa nekoliko kolateralnih grancica. Pojedinacni akson sadrzi vise od 2000
neurosekretornih zavrSetaka i oko 400 aksonskih ispupcenja sa velikim brojem vezikula koje
sadrze hormone. Svaki nervni zavrSetak sadrzi oko 250 vezikula. Jedna vezikula ima 85000
molekula oksitocina ili vazopresina. Oni se egzocitozom izlu¢uju u krvotok kao odgovor na
ulazak kalcijuma kroz jonske kanale usled pojave akcionog potencijala duz aksona. Aksoni
magnocelularnih neurona nemaju povratne kolaterale. Medusobno komuniciraju oslobadanjem
neuroaktivnih supstanci, ukljucujuéi vazopresin i oksitocin, iz samih dendrita. Dentritske celije su
u morfoloskoj asocijaciji sa glija ¢elijama, specijalizovanim astrocitima, koji okruZzuju skupine
dendrita, pojacavajuc¢i dendro-dendritsku komunikaciju izmedu ¢elija. Asocijacija dentritskih i

glija ¢elija ukljucuje odreden stepen hemijske komunikacije. Magnocelularni neuroni obi¢no



imaju dva ili tri duga dendrita. Jedan dendrit vazopresinergickog neurona sadrzi oko 11000
vezikula. Magnocelularni neuroni stvaraju oko 10000 sinapsi sa eferentnim neuronima i prenose
informacije neurotransmiterima kao §to su glutamat ili GABA, i to naj¢eSce iz delova mozga koji
su u blizini zida tre¢e komore — subfornikalnog organa, organuma vasculosuma i lamine
terminalis nucleus medianusa (135). Iz PVN-a i SON-a vazopresin i oksitocin se sa
prekursorskim supstancama, zvanim neurofizini, prenose do nervnih zavrsetaka u neurohipofizi
gde se vazopresin i oksitocin skladiste. Neurosekretorni putevi vazopresina se jednim delom
pruzaju direktno u cirkulaciju odakle ih apsorbuju obliznji kapilari i raznose putem krvi do
ciljnih organa. Aksoni se iz magnocelularnih neurona PVN-a pruzaju do pars posterior
neurohipofize, a iz parvocelularnih neurona do eminencije mediane neurohipofize i primarnog
kapilarnog pleksusa, odakle kortikotropin rilizing hormon (CRH), vazopresin i oksitocin prelaze
u portnu cirkulaciju. CRH i vazopresin zajedno regulisu lu¢enje adrenokortikotropnog hormona
(ACTH) iz adenohipofize vezujuci se za vazopresinske receptore (56, 88). 1z magnocelularnih
neurona PVN-a neurosekretorni putevi se pruzaju do amigdale gde vazopresin utiCe na
emocionalno i socijalno ponasanje (219). Aksonske projekcije magnocelularnih neurona stizu i
do locus coeruleusa i dorzalnog parabrahijalnog jedra gde vazopresin ucestvuje U
kardiovaskularnoj regulaciji (75, 148, 180). Aksonske projekcije pruzaju se i u periakveduktalnu
sivu masu (PAG) (140), i u ki¢menu mozdinu, i to u rostroventrolateralnu medulu (RVLM) (140,
170), NTS (13, 180) i u intermediolateralnu kolumnu roga ki¢mene mozdine (IML) (100,140,
172, 192). RVLM, NTS i IML su odgovorni za integraciju perifernog simpatickog i vagalnog
uticaja (52). Neurosekretorni putevi se iz PVN-a pruzaju i u dorzalni vagalni kompleks gde su
receptori visokog amfiniteta za vazopresin i oksitocin (30, 56, 218). Vazopresinski i oksitocinski
neuroni iz parvocelularnog dela PVN-a projektuju se u pre-Bocingerov kompleks i freni¢ne
motoneurone gde vazopresin ostvaruje kardiovaskularne i respiratorne efektet (121). Osloboden
vazopresin u sinaptickoj pukotini se ne reciklira, niti razgraduje, ve¢ se Siri 1 vezuje za
raspolozive receptore. Ispoljava autokrino i parakrino dejstvo (139). Vazopresin se iz PVN-a
difunduje i u cerebrospinalnu te¢nost, pa putem cerebrospinalne te¢nosti, volumenskom
transmisijom, do udaljenih mesta centralnog nervnog sistema gde izaziva dugotrajne efekte (20,
30) (slika 2) .
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Slika 2. Vazopresinergi¢ki putevi na sagitalnom preseku mozga (58)

Na slici 2 prikazani su neurosekretorni vazopresinergicki putevi iz paraventrikularnog jedra (PVN) do adenohipofize

i neurohipofize, mozdanog stabla, produzene i ki¢mene mozdine.

Zajedno sa vazopresinom i oksitocinom istovremeno se u neurohipofizi sintetiSu i

oslobadaju 1 drugi neuropeptidi kao Sto su holecistokinin (najvise ga ima u oksitocinskim



neuronima), galanin (preovladuje u vazopresinskim neuronima), opioidni peptid dinorfin
(rasprostranjeniji je kod vazopresinskih nego kod oksitocinskih neurona), apelin, neuropeptid Y,
azot monoksid sintaza, endokanabinoid itd. Njihova uloga u fizioloskim i patofizioloskim
procesima jos uvek nije U potpunosti razjasnjena (32, 130).

Vazopresin i oksitocin deluju kao hormoni, a i kao neurotransmiteri i neuromodulatori.

1.3 Uloga vazopresina i oksitocina kao hormona

Cirkulacijom vazopresin dospeva do ciljnih organa medu kojima su bubrezi i krvni sudovi
gde reguliSe volumen ekstracelularne tecnosti, krvni pritisak, periferni otpor i baroreceptorski
refleks (166).

Najvaznije fizioloske uloge vazopresina su regulacija volumena ekstracelularne te¢nosti i
odrzavanje krvnog pritiska. U plazmi se nalazi u uskom opsegu od 284 do 295 mosmol/kg (59).
Malo poveéanje osmolariteta plazme (2 %) dovodi do oslobadanja vazopresina i retencije vode u
bubrezima sa ciljem korigovanja promene osmolarnosti plazme (18, 164). Vazopresin deluje na
glavne celije bubreznih sabirnih kanalica preko V; receptora tako Sto izaziva translokaciju
akvaporin 2 vodenih kanali¢a iz vezikula u citoplazmi na povrSinu membrane glavnih celija
sabirnih kanalica. Neophodno je prisustvo i akvaporin 3 i 4 vodenih kanalica smeStenih na
bazoletaralnoj membrani glavnih celija sabirnih kanali¢a. Akvaporinski kanali¢i omogucavaju
molekulima vode da produ apikalnu membranu kao odgovor na promenjen osmotski gradijent tj.
nastaje povecanje njihove permeabilnosti za molekule vode $to vodi i ka smanjenom formiranju
urina. Vazopresin se brzo metaboliSe vazopresinazama u jetri i bubrezima i njegov polu-zivot je
10 — 35 minuta (4, 151).

Periferna uloga vazopresina je i vazokonstrikcija. Vazopresin je najjaci vazokonstriktor
molarnog opsega u nasem organizmu (9). Vezuje se za V; receptore na glatkim misi¢ima krvnih
sudova i izaziva vazokonstrikciju inozitol-3-fosfat (IP3) signalnim putevima Sto povecava
intracelularnu koncentraciju kalcijuma i izaziva porast perifernog otpora u nekim vaskularnim
koritima. Kod normotenzivnih jedinki vazopresin u fizioloskim koncentracijama ne izaziva porast
krvnog pritiska (KP) jer istovremeno povecava osetljivost barorefleksa. Vazopresin moze da

izazove vazodilataciju $to ukazuje na kompleksnost perifernih efekata vazopresina. U krvnim



sudovima pluca i1 skeletnih misi¢a vazopresin se vezuje za vazopresinske receptore, nalik V;
receptorima, 1 izaziva vazodilataciju. Vazodilatacioni efekat vazopresina preko ovih receptora
povezan je sa povecanjem sinteze i oslobadanja azot monoksida i prostanglandina (135, 177).

Vazopresin povecava, ili vra¢a na pocetnu vrednost (»resetuje«) senzitivnost baroreceptora
vezujuéi se za receptore u arei postremi zeCeva gde inhibiSe simpaticki sistem i pomera krivu
barorefleksa na nize vrednosti arterijskog pritiska (42, 85, 86).

Vazopresin ima i druge fizioloSke funkcije. Izaziva agregaciju trombocita (87), sekreciju
faktora koagulacije VIII i Von Willebrandovog faktora (118, 145), stimuliSe glikogenolizu u jetri
(101), izaziva sekreciju angiotenzina Il iz nadbubrega (157) i stimulise kontrakcije miometrijuma
uterusa (21, 48).

Ciljni organi oksitocina su materica i dojke. Okstocin ima vaznu ulogu u reprodukciji jer

stimuli$e laktaciju i potencira kontrakcije miometrijuma materice (33, 133).

1.4 Uloga vazopresina i oksitocina kao neurotransmitera i neuromodulatora

Klasi¢énom neurotransmisijom, ili kao neuropeptid, vazopresin ima ulogu u
neuroendokrinoj regulaciji. ReguliSe sekreciju kortizola i ACTH, kao i oslobadanje
noradrenalina, pa je vazopresin naro€ito bitan u stanju stresa. Kod hipovolemijskog Soka (fizi¢ki
stres) vazopresin smanjuje sréanu frekvencu produzavajuéi zivot (47, 98, 188, 190, 217).
Emocionalni stres (psihicki stres) aktivira parvocelularni deo PVN-a koji oslobada kortikotropni
rilizing hormon (CRH) u portnu cirkulaciju i izaziva porast ACTH u sistemskoj cirkulaciji (56).
Vazopresin uti¢e i na emocije i ponasanje. StimuliSe vezivanje za druge osobe (pairbonding),
drustvene interakcije i socijalnu diskriminaciju (62, 63, 130). Vazopresin potencira agresivno
ponasanje 1 impulsivnost (34). StimuliSe pamcdenje, socijalnu (prepoznavanje lica ljudi) i
prostornu orijentaciju (34, 53, 130). Vazopresin reguliSe autonomne funkcije, i to tako Sto
modulise kardiovaskularne parametre (22, 59, 130), snizava telesnu temperaturu (46, 116, 167) i
ekscitatorno deluje na respiraciju (89). Pokazano je da vazopresin u PVN-u smanjuje prag bola
(214), dok u periakveduktalnoj sivoj masi (PAG) povecava prag bola tako §to povecava

koncentraciju leucin-enkefalina, leucin-metionina i f-endorfina (215).



Oksitocin sintetisan u parvocelularnim neuronima PVN-a aksonima stize u mozdano
stablo 1 kiémenu mozdinu gde stimuliSe ljubav, poverenje, emotivno i socijalno vezivanje
(pairbonding) (62, 63, 87), socijalnu memoriju (34), u¢enje i paméenje (34). Oksitocin smanjuje
agresiju kod ljudi izazivajuci saosecanje (183) i bliskost (126). Smanjuje potrebu za unosom
hrane (10, 11, 156) pa doprinosi odrZzavanju normalne telesne tezine. Oksitocin povecava prag za
bol (27, 173). U stresu oksitocin deluje anksioliti¢ki i smanjuje oslobadanje ACTH (134). Kod
Zena oksitocin izaziva kontrakcije materice tokom porodaja i stimuliSe materinska osecanja (48,
57, 136), a kod musSkaraca potencira erekciju i orgazam (82, 133, 135). Oksitocin potencira
depresiju kod oba pola (43, 146, 169). Novije studije pokazuju da neadekvatna sinteza oksitocina
doprinosi poremecajima socijalnog ponaSanja (autism spectrum disorders) kao $to su autizam,
retardacija, napadi panike i razni psiholoski problemi (53, 96, 97, 133) . Oksitocin ucestvuje U
etiopatogenezi shizofrenije (196). Zbog svog antipsihoti¢kog dejstva oksitocin se ispituje kao

potencijalna terapija shizofrenije i autizma (142, 174).

1.5  Mehanizam dejstva neurohipofiznih peptida

Vazopresin i oksitocin ostvaruju svoje dejstvo vezujuéi se za vazopresinske i oksitocinske
receptore. Do sada su farmakoloski identifikovana tri tipa vazopresinskih receptora Via, Vip i Vo,
Za vazopresinske i oksitocinski receptor odredena je primarna, sekundarna i tercijarna struktura
tj. redosled aminokiselina. VVazopresinski i oksitocinski receptori su glikoproteini sastavljeni iz
sedam hidrofobnih transmembranskih a-heliksa kod kojih je amino (-NH;) kraj postavljen
ekstracelularno, a karboksilni (-COOH) kraj intracelularno. Svoje dejstvo ostvaruju vezujuéi se
za G proteine (15, 33, 77, 187, 201). Zajednicki su im mesto glikolizacije na asparaginskoj
rezidui prisutnoj na ekstracelularnom domenu i disulfidni most izmedu dve cisteinske rezidue na

drugom i treCem ekstracelularnom domenu (15) (slika 1).



Slika 3. Struktura vazopresinskog receptora (114)

Vazopresinski Vi, receptor (struktura, funkcija)

Vazopresinski V1, receptor je glikoprotein sastavljen od 418 aminokiselina. Glikolizovan
je na tri mesta. Vezivanjem vazopresina za Vi, receptore pokrecu se razli¢iti signalni putevi u
¢eliji. Preko Gg; proteina dolazi do aktivacije fosfolipaze C (PLC) i povecanja koncentracije
intracelularnog inozitol-(3)-fosfata (IP3) i diacil-glicerola (DAG) S§to dalje povecéava
koncentraciju intracelularnog Ca®* jona i aktivira protein kinazu. Ovako nastaju brzi efekti kao
§to su vazokonstrikcija, oslobadjanje ACTH i agregacija trombocita, kao i  povecanje
transkripcionog faktora AP-1 koji deluje mitogeno (90, 161). Sporiji efekti, kao $to su socijalna
memorija (66), uterotoni¢no delovanje (21, 48, 165), proteoliza, glikogenoliza i lipoliti¢ki efekat
(93), nastaju preko manjih G proteina. Kod sporijih efekata se pored PLC aktivira i fosfolipaza
A; i fosfolipaza D (28).

Gen za vazopresinski Vi, receptor nalazi se na 12. hromozomu u regionu 12gq14-15 (200).

Centralno su vazopresinski Vi, receptori lokalizovani u korteksu, SON-u i PVN-u,
periakveduktalnoj sivoj masi (PAG), limbickom sistemu, donjim delovima mozdanog stabla —
NTS-u iuRVLM, kao i u IML ki¢mene mozdine, gde vazopresin modifikuje vazomotorni tonus
i rad srca (91, 92, 157, 158).

Periferno, vazopresinski V1, receptori lokalizovani su na glatkim misi¢nim ¢éelijama krvnih
sudova i vezujuci se za njih vazopresin izaziva vazokonstrikciju i povecanje perifernog otpora. U
masnim ¢elijama vazopresin preko Vi, receptora ostvaruje lipoliticki efekat (93). Vazopresin se
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vezuje za V1, receptore u jetri i stimulise glikogenolizu (101, 198). Preko V1, receptora u uterusu
vazopresin stimuliSe kontrakcije miometrijuma (21, 48, 165). Preko Vi,  receptora u
intersticijalnim ¢elijama srzi I maculi densi bubrega vazopresin stimuliSe sintezu renina i
ucestvuje u odrzavanju volumena ekstracelularne te¢nosti (4, 31, 127, 164). Vazopresin preko
V1, receptora lokalizovanih u meduli nadbubrezne zlezde stimuliSe proliferaciju i regeneraciju
¢elija zone glomerulose i dela zone fasciculata (161, 203), i stimuliSe sekreciju aldosterona i
kortizola (23, 186). Vezujuci se za Vi, receptore na trombocitima vazopresin stimuliSe njihovu
agregaciju (61).

Vazopresinski V1, receptori su u poveéanom broju eksprimirani ili prisutni u mutiranom
obliku u nadbubregu pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma izazvanih hiperplazijom
nadbubrega i u ACTH-nezavisnim tumorima (72, 81, 99, 129, 162).

Vazopresinski Vi, receptor (struktura, funkcija)

V1, receptori su glikoproteini koji sadrze 424 amino kiseline (193). Stimulacijom ovih
receptora vazopresina aktivira se Gg-PLC-1P3-Ca?* signalni put i pove¢ava oslobadanje ACTH
(5, 35, 74, 200).

Gen za vazopresinski Vi, receptor nalazi se na prvom hromozomu na lokaciji 1932 (176).

V1, receptori lokalizovani su centralno u adenohipofizi, korteksu, SON-u i PVN-u, PAG-
u, limbickom sistemu, bed nucleusu, strii terminalis, septumu, amigdali i hipokampusu, kao i u
donjim delovima mozdanog stabla (91, 92, 191).

Periferno, Vi, receptori lokalizovani su u mnogim organima. U pankreasu vazopresin
preko Vi, receptora stimuliSe sintezu i oslobadanje glukagona iz alfa ¢elija Langerhansovih
ostrvaca (65, 216). Vezujuéi se za Vi receptore u hromafinim ¢elijama medule nadbubreznih
zlezda vazopresin stimuliSe sekreciju kateholamina i potencira sekreciju ACTH (72, 73), pa na taj
nacin ucestvuje u odgovoru na emocionalni stres. VVazopresinski Vi, receptori prisutni su i u
crevima i preko njih vazopresin ostvaruje proinflamatorni efekat, zbog ¢ega se Vi, antagonisti
ispituju kao potencijalna terapija kolitisa (60). Razli¢iti tumori kao §to su karcinomi pluca i

kortikotropin-sekretuju¢i tumori takode sadrze vazopresinske Vi, receptore (45, 72, 154)
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Vazopresinski V; receptor (struktura, funkcija)

Vazopresinski V; receptor je po strukturi glikoprotein sastavljen iz 370 aminokiselina. Po
strukturi se razlikuje od Vi, receptora po broju mesta glikolizacije. Vazopresinski V; receptor
ima samo jedno mesto glikolizacije na ekstracelularnom NH; kraju (105). Vezivanjem za G
protein aktivira se adenilatna ciklaza, produkuje cAMP i aktivira protein kinaza A.

Gen za vazopresinski V; receptor nalazi se na dugom (q) kraku X hromozoma, na
poziciji 28 (137).

Periferno, V, receptori lokalizovani su na bazolateralnoj membrani cCelija sabirnih
kanalica bubrega, U jetri i u plu¢ima. Najvazniji efekat V, receptora je antidiuretski. Syarmiento
je sa sar. pokazao da vazopresinski V, receptor u bubregu ima dve subjedinice, a i b, pri cemu b
subjedinica reguliSe povrSinsku ekspresiju a subjedinice receptora formiranjem a+b
heterodimera koji se uvlac¢i u unutra$njost ¢éelije i reciklira (70, 104, 197). Vazopresin preko V,
receptora reguliSe ekspresiju akvaporina u ¢elijama sabirnih kanali¢a bubrega i tako uti¢e na
poveéanu reapsorpciju vode iz primarnog urina (24, 123). Preko V, receptora u endotelnim i
sinusoidnim ¢elijama jetre, kao i u endotelijalnim ¢elijama pluéa, vazopresin stimuliSe
oslobadanje von Wilebrand-ovog faktora, faktora koagulacije VIII i aktivatora tkivnog
plazminogena (118, 119).

Nema puno podataka o centralnoj lokalizaciji V, receptora. Primeceno je da su V;
receptori prisutni u malom i velikom mozgu pacova tokom embrionalnog razvoja (92, 157). To je
potvrdeno novijim istrazivanjima, in situ hibridizacijom, imunocitohemijom, autoradiografijom i
metodom real time PCR. Pokazana je celularna distribucija obe subjedinice vazopresinskih V5
receptora, a i b, u Purkinjeovim c¢elijama cerebelluma, u spoljasnjem granularnom sloju i
tranzitorno u Bergmanovim vlaknima, od ranog do kasnhog postnatalnog razvoja (206). Kato je in
situ hibridizacijom i metodom real time PCR uocio prisustvo mRNA i u malom mozgu odraslih
pacova (117). Prisustvo mRNA V, receptora u malom mozgu odraslih pacova genetskim i
imuhistohemijskim metodama pokazala je i Foletta sa sar. (64). Rezultati dobijeni sa peptidnim i
nepeptidnim selektivnim antagonistima vazopresinskih V, receptora ukazuju na moguce
prisustvo ovih receptora u arei postremi (AP), u kaudalnom delu medule (179, 204) i u PVN-u.
Mikroinjekcijama vazopresina, Vi, i V, antagonista u PVN pacova, pokazano je da vazopresin

preko V; receptora u PVN-u pacova smanjuje prag bola (214), dok ga u PAG-u povecéava (215).
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Oksitocinski receptor (struktura, funkcija)

Oksitocinski receptor je polipeptid od 389 aminokiselina. Vezivanjem za Ggq; protein
oksitocin aktivira fosfolipazne signalne puteve (68, 124, 128, 106). Oksitocinski receptor se
nalazi na hromozomu 3p25 (189).

Receptori oksitocina difuzno su rasporedeni u centralnom nervnom sistemu. U ve¢em broju
zastupljeni su u bazalnom delu Mejnertovog jedra, regiji Broka, ventralnom delu lateralnog
septalnog jedra, preoptickom delu hipotalamusa, posteriornom hipotalamusu, substantii nigri pars
compacta u substantii gelatinosa kaudalnog trigeminalnog jedra u dorzalnom rogu ki¢mene
mozdine, kao i u medio-dorzalnom delu NTS-a (133).

Periferno, okstitocinski receptori pronadeni su u mioepitelnim celijama dojke, i
endometrijumu. Oksitocin stimuli$e kontrakcije uterusa tokom porodaja i ejekciju mleka tokom
laktacije (133, 146). Receptori oksitocina lokalizovani su maculi densi, u bubrezima, i preko njih
oksitocin stimuli$e natriurezu (39). Pokazano je da oksitocin vezujuéi se za receptore u Srcu
stimuliSe sintezu atrijalnog natriuretickog peptida Sto usporava rad srca, smanjuje jacinu
kontrakcija i izaziva smanjenje volumena cirkuliSuée krvi (78). Jankovski je sa sar. pokazao da se
oksitocin sintetiSe periferno u krvnim sudovima odakle reguliSe tonus krvnih sudova i stimulisSe

njihovu regeneraciju (107).

2.HIPOTEZA

Pretpostavili smo da bi u centralnom nervnom sistemu odrasle jedinke pacova mogli da
postoje vazopresinski V; receptori koji ucestvuju u kardiovaskularnoj homeostazi. U ovom radu
fokusirali smo se na paraventrikularno jedro hipotalamusa koje ima klju¢nu ulogu u integraciji

neuroendokrinog odgovora na stres.
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3 CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitivanje efekata intracerebroventrikularno ubrizganog antagoniste vazopresinskih
V, receptora na kardiovaskularne parametre neanestetisanih pacova pod bazalnim
fizioloskim uslovima i u toku izlaganja emocionalnom stresu

2. Ispitivanje efekata hiperekspresije vazopresinskih V, receptora u paraventrikularnom
jedru hipotalamusa pacova na funkcionisanje kardiovaskularnog sistema pod bazalnim

fizioloskim uslovima

4 MATERIJAL | METODE

Sve eksperimentalne procedure u radu izvedene su u skladu sa preporukama o etickom radu
sa eksperimentalnim zivotinjama Medicinskog fakulteta u Beogradu (Pravilnik za rad sa
eksperimentalnim zivotinjama Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu iz 2004.god.) i
odobrene su od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta. Broj Resenja za rad sa

eksperimentalnim Zivotinjama je 818/2/2-2.

4.1 Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su izvedeni na neanestetisanim normotenzivnim pacovima, muzjacima Wistar
nesrodni¢kog (outbred) soja, telesne tezine 300-350g. Pacovi su nakon hirurskih intervencija
smestani U pojedinacne kaveze (25 x 25 x 25cm), i ¢uvani pod kontrolisanim laboratorijskim
uslovima (temperatura: 23 + 1 °C; relativna vlaznost: 60-70 %; ciklus svetlo/tama 12/12 h) sa
hranom (0,2% NaCl, Veterinarski zavod, Subotica) i vodom ad libitum. Broj Zivotinja ,,n*“ u
svakoj eksperimentalnoj grupi odredivan je na osnovu srednje razlike promene parametara (5) i
standardne devijacije (o) u prva cetiri eksperimenta za tip I gresku verovatnoce o — 0,05 i snagu «
— 95% u programu "Power and Sample Size Calculations" koji se moze besplatno ,,skinuti® sa
interneta  (htpp://biostat.mc.vanderbilt.edu/twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize). U svim
eksperimentima pacov je bio sam sebi kontrola. Pre davanja supstancija pacovima je ubrizgana

ista zapremina rastvaraca (izotoni¢nog rastvora NaCl) da bi se iskljucio uticaj zapremine tecnosti
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na promene kardiovaskularnih parametara koje registrujemo. Po zavrSetku eksperimenata pacovi

su zrtvovani letalnom dozom natrijum tiopentala (200 mg/kg, i.p.).

4.2 Hirurgija
Grupi pacova (n = 66) implantirana je, koris¢enjem stereotakse, intracerebroventrikularna

(i.c.v.) kanila za i.c.v. davanje supstancija. Nakon oporavka od Sest dana pacovima je implantiran

i arterijski kateter za merenje pulsnog talasa.

Stereotaksi¢na hirurgija

Sve intervencije izvedene su u kombinovanoj ketamin ksilazinskoj anesteziji (0,3ml 10%
ketamina i.p. i 0,dml 2% ksilazina i.p.). Pacovu je, koris¢enjem stereotakse, implantirana kanila
(G22) u lateralnu komoru 4 mm ispod parijetalne kosti prema koordinatama iz atlasa (160),
anteroposteriorno AP =-1,08mm od bregme i lateralno LAT = 1,5mm od srednje linije. Kanila je
fiksirana glas jonomer cementom (GC Fuji Il LC- Improved). Potom je koZa zasivena poprecnim
Savovima.

Nakon zavrSetka eksperimenata morfoloski je verifikovan poloZaj kanile. To je ucinjeno
makroskopski tako $to je anestetisanim pacovima kroz i.c.v. kanilu ubrizgano 5 ul boje metilen
plavo. Samo su pacovi sa plavom prebojenos¢u ventrikula mozdane komore ukljuceni u analizu.
Polozaj kanile verifikovan je i mikroskopski tako $to su pacovi dekapitovani, njihovi mozgovi
izolovani, smrznuti te¢nim azotom i zaledeni na -80 °C. Na kriotomu (Jung CM 1800) ise¢eni Su

reznjevi na kojima je uradeno hematoksilin eozinsko bojenje.

Implantacija arterijskog katetera

Implantacija  arterijskog katetera izvedena je pet dana nakon implantacije
intracerebroventrikularne kanile. Intervencija je izvedena pod halotanskom anestezijom jer je
kratkotrajna i omogucava brz oporavak Zivotinje. KoriS¢ena je Univentor 400 jedinica za
anesteziju malih zivotinja (TSE Systems, Nemacka) sa po¢etnom koncentracijom od 4% koja je

potom smanjena na 2,1%. Za registrovanje pulsnog pritiska implantiran je polietilenski (PE)
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kateter, prethodno ispunjen fizioloskim rastvorom, u desnu femoralnu arteriju. Potom je koza
zaSivena popre¢nim Savovima. Svi pacovi su postoperativno sistemski tretirani penicilinom
(Jugocilin® liobotice, Galenika a.d. Beograd, 30 0001J i.m.) i rana lokalno kombinovanim
sprejom bacitracina i neomicina (Enbecin aerosip, Galenika a.d. Beograd), rasprskavanjem po
Savovima. Neposredno nakon budjenja svaki pacov je primio 200mg/kg metamizola s.c.

(Novalgetol® ampule, Galenika a.d. Beograd) radi smanjenja postoperativnog bola.

Implantacija radiotelemetrijskog transmitera u aortu pacova

Zasebnoj grupi pacova (n = 12) implantirani su radiotelemetrijski transmiteri za
registraciju krvnog pritiska i sr¢ane frekvence. Nakon oporavka od 7 — 10 dana transfecirani su
im adenovirusni vektori koji poseduju gene za ekspresiju vazopresinskih V., receptora i eGFP-a.
Osmog dana po transfekciji pacovi su podvrgnuti stres protokolu. Radiotelemetrijski transmiteri
TA-11-PA C40 Data Scientific International (Transoma Medical, USA) implantirani su u
abdominalnu aortu pod kombinovanom ketamin ksilazinskom anestezijom (0,3ml 10% ketamina
i.p. i 0,1ml 2%ksilazina i.p.). Nakon pravljenja abdominalnog reza duzine 3cm i retrakcije creva,
omogucen je pristup abdominalnoj aorti. Pomocu vodice (igla 21G) vrh katetera
radiotelemetrijskog transmitera uveden je u abdominalnu aortu i fiksiran tkivnim lepkom (3M

Vetbond™) i tkivnim papirom od celuloze (DSI™

). Telo transmitera priSiveno je za prednji
abdominalni zid. Potom je rez zatvoren hirurS$kim $avovima. Pre hururSke intervencije pacovi su
tri dana tretirani gentamicinom 25mg/kg i.m., kao i na dan hirurske intervencije. Pre uvodenja u

eksperimentalni protokol pacovi su se oporavljali osam dana.

Transfekcija modifikovanim adenovirusima

Pacovima sa ugradenim radiotelemetrijskim uredajima pod kombinovanom ketamin
ksilazinskom anestezijom (0,3 ml 10% ketamina i.p. i 0,1 ml 2% ksilazina i.p.) u stereotaksi¢cnom
ramu staklenim mikropipetama ubrizgani su u PVN, po koordinatama iz atlasa (1,8mm
kaudalno od bregme duz sredisnje linije, 0,3mm lateralno od bregme, 7,6 — 7,8 mm u dubinu od
povrsine lobanje) (160) adenovirusni vektori Ad.CMV.eGFP (titar 1,57 x 10 pfu/ml) i
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Ad.CMV.V2 (titar 2,5 x 10°pfu/ml) u odnosu 1:1 (50 nl) ili je, kao kontrola, ubrizgano samo
50nl Ad.CMV.eGFP (171). Ad.CMV.eGFP je rekombinantni humani adenovirus tipa 5 koji
eksprimira pojacano zelen fluoroscentni protein (enhanced green fluorescent protein ; eGFP) pod
kontrolom CMV (citomegalovirus) promotora. Zeleni fluoroscentni protein (GFP) je protein
originalno izolovan iz meduze koja fluorescira zeleno kada je izloZzena plavom svetlu. Pojacan
GFP (eGFP) je GFP mutant sa pojacanom fluoroscencijom i stabilnos¢u. Rekombinantni eGFP
adenovirus sluzi kao kontrola za druge rekombinantne viruse u naSem slucaju za adenoviruse sa
genima za V; receptore, jer se lako vide na fluoroscenthnom mikroskopu, lako determini$u
efikasnost transdukcije 1 optimiziraju uslove virusne infekcije. Adenovirusni vektori napravljeni
su u saradnji sa laboratorijom prof. Davida Murphya na Univerzitetu u Bristolu. Osmog dana
nakon genskog transfera, kada je doslo do pune ekspresije transfeciranih gena, pacovi su
podvrgnuti eksperimentalnom protokolu.

Na kraju eksperimenta uradena je morfoloska verifikacija ekspresije vazopresinskih V,
receptora u paraventrikularnom jedru. Pacovi su nakon eksperimenta, pod ketamin ksilazinskom
anestezijom (0,4ml 10% ketamina i.p. i 0,1ml 2% ksilazina i.p.), podvrgnuti transkardijalnoj
perfuziji sa PFA (paraformaldehidom) i 0,01M PBS (fosfatnim puferom). Zatim su dekapitovani,
njihovi mozgovi izolovani, smrznuti te¢nim azotom i skladiSteni na -80°C (171). Reznjevi mozga
debljine 35 um iseCeni su na kriotomu i imunohistohemijski tretirani antitelima na eGFP.
Reznjevi su posmatrani pod fluoroscentnim mikroskopom. Intenziteti fluorescencije kontrola i

transfeciranih tkiva su poredeni softverski.

4.3 Eksperimentalni dizajn

Eksperimenti su izvodeni 48 Casa nakon implantacije arterijskog katetera (nakon
oporavka operisane zZivotinje), u tthom okruzenju, na sobnoj temperaturi (23°C + 2), na pacovima
koji su ispoljavali uobicajeno ponasanje (pijenje vode, jelo, spavanje, lizanje) i koji su prethodno
smesteni u pojedina¢ne kaveze od pleksiglasa dimenzija 25 x 25 x 25 cm.

Protokol 1 osmisljen je da se ispitaju centralni efekti antagonista vazopresinskih V;

receptora (SR121463) na kardiovaskularne parametre pod bazalnim fiziolo$kim uslovima. Doza

V, antagonista vazopresinskih receptora odredjena je u prethodnoj studiji (147b). Protokol je

izveden na ukupno 18 zivotinja podeljenih u tri eksperimentalne grupe. U svakoj grupi pacovi su
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dobili 2 intracerebroventrikularne injekcije. U prvoj grupi prva i druga injekcija su bile rastvaraci,
a u drugoj 1 trecoj grupi samo prva injekcija je bila rastvarac (0,9 % NaCl), a druga V; antagonist
vazopresinskih receptora u dozi od 100 ng, odnosno 500 ng (slika 4). Tri minuta nakon injekcije,
perioda neophodnog da se lek distribuira u cerebrospinalnoj tecnosti, snimani su kardiovaskularni

parametri (20 minuta). Izmedu injekcija pravljena je pauza od 1h.

//

77
3 mif] 20 min A’% min 20 min
1. 0,9%NaCl (n=6) 1. 0,9%NaCl (n=6)

2. 0,9%NaCl (n=6) 2. V, ant. 100ng

3. 0,9%NaCl (n=6) (n=6)

Slika 4. Vremenski tok ekperimenata u protokolu 1

Posebnoj grupi od 18 pacova podvrgnutih istom protokolu merena je telesna temperatura.

Protokol 2 osmislijen je da se ispita mehanizam kardiovaskularnih promena izazvanih

antagonistom vazopresinskih V, receptora. Antagonist centralnih V, vazopresinskih receptora

(i.c.v.) izazvao je statisticko znacajno povecanje oscilacija vrlo niskih frekvencija sistolnog
arterijskog pritiska (VLF SAP) i dijastolnog arterijskog pritiska (VLF DAP). Da bismo ispitali
mehanizam ovih promena pacovima smo davali inhibitor angiotenzin konvertujuceg enzima,
kvinapril. Protokol 2 obuhvatio je 12 zivotinja koje su podeljene u 2 grupe. Pacovi obe grupe
dobili su po 3 injekcije. Prva injekcija bila je 5ul 0,9 % NaCl. Druga injekcija prvoj grupi pacova
(n = 6) bila je rastvara¢ 0,9 % NaCl (5ul; i.c.v.), a drugoj grupi pacova (n = 6) inhibitor
angiotenzin konvertujué¢eg enzima (ACEI), kvinapril (10 mg/kg; i.p.). Druga injekcija data je sat
vremena nakon prve. Treca injekcija, V, antagonista (500ng; i.c.v.), data je 10 — 15 minuta nakon
druge injekcije (slika 5). Posle prve i tre¢e injekcije snimani su kardiovaskularni parametri u

trajanju od 20 minuta.
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3 mir 20.min 15 | 3 mi 20 min

T

0,9%NacCl 1. 0,9%NaCl (n=6) V,
2. kvinapril (n=6)

Slika 5. Vremenski tok ekperimenata u protokolu 2

Posebnoj grupi od 12 pacova podvrgnutih istom protokolu merena je telesna temperatura.
Protokol 3 osmisljen je da se ispita efekat blokade centralnih vazopresinskih V, receptora

na kardiovaskularne parametre u stresu imobilizacijom. Broj zivotinja u protokolu tri obuhvatio

je 18 pacova koje su podeljene u 3 eksperimentalne grupe. Svim pacovima je data po jedna
injekcija (5 ul ; i.c.v.). Prva grupa pacova dobila je 0,9 % NaCl (n = 6). Druga i treca grupa
pacova dobile su antagonist V, vazopresinskih receptora u dve doze, 100 ng (n = 6) i 500ng (n =
6). Zatim su pacovi izlozeni stresu imobilizacijom kori$¢enjem imobilizatora od pleksiglasa (6
cm $irine i 4 cm visine) u trajanju od 15 minuta, nakon ¢ega je sledio period oporavka (slika 6).
Kardiovaskularni parametri su snimani u toku mirovanja, u toku stresa i u toku oporavka od

stresa.

mirovanje stres oporavak
15 min 15 min 15 min

|

1. 0,9% NaCl (n =6)
2. Vjant. 100ng (n = 6)
3. Vzant. 500ng (n = 6)

Slika 6. Vremenski tok ekperimenata u protokolu 3

Posebnoj grupi od 18 pacova podvrgnutih istom protokolu merena je telesna temperatura.

Protokol 4 osmisljen je da se ispita uloga blokade centralnih vazopresinskih V, receptora

na arterijski pritisak i sréanu frekvencu u stresu mlazom vazduha (air jet stresu). Broj Zivotinja u

protokolu Cetiri obuhvatio je 18 Zivotinja koje su podeljene u 3 eksperimentalne grupe. Svim
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pacovima data je po jedna injekcija (5ul ; i.c.v.). Prva grupa pacova dobila je 0,9% NaCl (n = 6).
Druga grupa pacova dobila je antagonistu V, vazopresinskih receptora u dozi od 100 ng (n = 6),
a treca U dozi od 500ng (n = 6). Zatim su pacovi izloZeni stresu mlazom vazduha (pod pritiskom
od 1bara) u trajanju od 2 minuta. Nakon stresa sledio je period oporavka (slika 7).
Kardiovaskularni parametri snimani su tokom mirovanja, tokom stresa mlazom vazduha i tokom
oporavka od stresa, ali su analizirani samo signali snimani tokom mirovanja i oporavka od

stresa zbog specifi¢nosti signala snimanog tokom samog stresa mlazom vazduha.

mirovanje stres oporavak
30 min 2 min 45 min

T

1. 0,9% NaCl (n=6)
2. Vjant. 100ng (n = 6)
3. Vjant. 500ng (n = 6)

Slika 7. Vremenski tok ekperimenata u protokolu 4

Protokol 5 osmi$ljen je da se izvr$i morfoloSka karakterizacija paraventrikularnog jedra. U toku

prethodnih eksperimentalnih protokola (1 — 4) paralelno su vadeni mozgovi odgovarajucih
kontrolnih zivotinja (po tri mozga za svaki protokol; n = 12), postavljeni su u metalne kalupe za
seCenje ovog materijala (brain matrix) i iseeni su uzorci mozga zapremine 5mm°. Potom je
uzorak podvrgnut standardnoj histoloskoj proceduri: fiksacija u 4% formalinu, ispiranje u tekuc¢oj
vodi, dehidratacija alkoholima rastu¢e koncentracije, prosvetljavanje ksilolom, kalupljenje u
paraplastu. Tako ukalupljeni materijal se¢en je na mikrotomu (debljina iseCka od 4pum). Svaki
1secak postavljen je na histolosku plocicu 1 parafin je uklonjen potapanjem plocice u ksilol. Isecci
su potom hidratisani upotrebom alkohola opadajuce koncentracije i tada su bili pripremljeni za
bojenje. Od boja je korisc¢eno rutinsko bojenje hematoksilinom i eozinom (Haematoxylin i Eosin;
HE). Rezultat tog bojenja su plavicasto-ljubiasto obojena jedra neurona i ribozomi, a
crvenkasto-roze obojena je citoplazma. Koris¢ene su i specijalne metode bojenja: tioninom
(Thionin), bojenje Van Gieson-om i krezil fast violet (Cresyl Fast Violet) bojenje, kao vrste
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specijalnih bojenja koje najbolje isticu morfoloske karakteristike mozdanog tkiva (26, 37, 147,
152, 160, 175). Specijalnim bojenjem tioninom (Thyonin) plava boja tionina se vezuje za kisele
proteine 1 nukleinske kiseline sa specificnos¢u koja je determinisana vrednos¢u pH rastvora za
bojenje. Bojenjem po Van Giesonu rezultat bojenja su plavo-crno obojena jedra, crveno obojeni
elementi kolagena i Zuto obojena ostala tkiva. Specijalnim bojenjem krezil fast violet (Cresyl fast
Violet) Nissl-ova supstanca neurona se boji od ljubic¢aste do tamno plave, citoplazma je svetlo
ljubicasta i jedra su obojena plavo. Histoloski preparati su posmatrani pod mikroskopom (Leitz
Wetzlar Germany Type 307-148.002) i slikani digitalnom kamerom model ART Cam-500M1.
Potom je na slikama menjano svetlo, kontrast, ostrina i balans boja koriS¢enjem Adobe

Photoshop CS programa (San Jose, CA).

Protokol 6 osmisljen je da se ispitaju efekti hiperekspresije vazopresinskih V, receptora u

paraventrikularnom jedru na kardiovaskularnu funkciju pod bazalnim uslovima. Na 12 Zzivotinja

sa implantiranim radiotelemetrijskim transmiterima za registraciju krvnog pritiska i sréane
frekvence nakon oporavka od 7 - 10 dana uradena je transfekcija u paraventrikularno jedro
adenovirusa sa genima za eksprimaciju V3 receptora i markerom eGFP ¢iji je produkt protein Koji
fluorescira zeleno tj. Ad.CMV.eGFP i Ad.CMV.V2 (eksperimentalna grupa; n = 6) ili
adenovirusima samo sa eGFP tj. Ad.CMV.eGFP (kontrolna grupa ; n = 6). Nakon 2 - 3 nedelje

registrovan je krvni pritisak u bazalnim uslovima.

Ekspresija vazopresinskih V, receptora imunohistohemijski je dokazana koris¢enjem
antitela na eGFP (enhanced green fluorescent protein) koja su transfecirana zajedno sa
replikaciono-deficijentnim  adenovirusnim vektorima Ad.CMV.V2. Pacovi anestezirani
kombinovanom ketamin ksilazinskom anestezijom (0,3ml 10% ketamina i.p. i 0,1ml 2% ksilazina
I.p.) prvo su perfundovani sa 0,1M fosfatnim puferom (PBS ; pH 7,4) koji je sadrzao heparin
(1000 U/L), pa sa 4% rastvorom paraformldehida. Potom im je izolovan mozak i fiksiran u istom
fiksativu 48h na 4°C. Tkivo je zatim potopljeno u 20% saharozu u 0,1M PBS 48h na 4°C da bi ga
zastitili od oStecenja prilikom smrzavanja. Zatim su mozgovi brzo smrzavani u suvom ledu.
Smrznuti mozgovi preneseni su u laboratoriju prof. Davida Murpheya na Univerzitetu u Bristolu,

u Velikoj Britaniji, gde je ostatak protokola uradila asist. dr Maja Lozi¢. Mozgovi su seCeni na
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kriostatu (Leica CM3050, Nussloch, Germany) na reznjeve debljine 35um. ReZnjevi su potom
dva puta ispirani u 0,1M PBS-u koji je sadrzao triton X-100. Zatim su reznjevi inkubirani u anti
eFGP antitelima (Abcam, USA,; rastvorena 1:20000). Posle ponovnog ispiranja u 0,1M rastvoru
reznjevi su montirani na staklene plocice i pokriveni hidrofilnim vezuju¢im medijem (Tris-HCI
koji sadrzi polivinil alkohol i glicerol). Pripremljeni preparati posmatrani su pod konfokalnim
mikroskopom (LSM510, Carl-Zeiss Co Ltd., Jena, Germany).

4.4 Registovanje i obrada signala pulsnog arterijskog krvnog pritiska
Za registrovanje i obradu kardiovaskularnih signala pacova koris¢eni su softveri

« Anapres®”

(Notocord Systems, Francuska), « Dataquest A.R.T. 4,0 » (Transoma Medical, data
Science International, SAD) i « BP Complete », izraden u laboratoriji. Arterijski pulsni pritisak
digitalizovan je frekvencijom od 1000 Hz i podvrgnut je daljoj obradi.

Analiza kardiovaskularnih signala u vremenskom domenu

Iz arterijskog pulsnog talasa izvedeni su sistolni arterijski pritisak (SAP) kao maksimumi,
dijastolni arterijski pritisak (DAP) kao minimumi i sréana frekvencija (SF) kao recipro¢na
vrednost pulsnog intervala (PI) koji predstavlja interval izmedu dva maksimuma arterijskog
pulsnog talasa.

U protokolu 4 zbog specifi¢énog oblika promene pritiska i sr¢ane frekvence u vremenu dodali
smo analizi sledece parametre:

1) intezitet odgovora krvnog pritiska i sréane frekvence tj. njihov integral [sap, Jpap i Jsk;

2) maksimalni porast krvnog pritiska i sr¢ane frekvencije SAPmax, DAPmax, SFmax;

3) latentni period (period koji prodje od pocetka stresa do postizanja maksimalnih
vrednosti krvnog pritiska i sr¢ane frekvencije), LATsap, LATpap | LATSsF;

4) oporavak nakon stresa (vreme koje prodje od zavrSetka stresa do povratka vrednosti

krvnog pritiska i sréane frekvencije na bazalne vrednosti).

Frekvencijalna analiza kardiovaskularnih signala

Ekvidistantno uzorkovanje SAP, DAP i SF, i podsemplovanje na 20 Hz, omoguéava nam

direktnu spektralnu analizu kori$¢enjem algoritma brze Fourier-ove transformacije (FFT) u
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vremenskim serijama od 2048 tacaka sa Niquist-ovom frekvencijom od 1/ 2ot = 1 (2 x 0,05) =
10Hz (prvi harmonik) gde je ,,ot™ = 0,05s brzina uzorkovanja signala sto odgovara frekvenciji od
20Hz, a ,,n“ broj odabranih vremenskih serija od 2048 tacaka. Spektar kroz vreme generiSe se sa
30 pojedinacnih spektara od 2048 tacaka sa preklapanjem, odnosno fiksnim vremenskim
pomerajem od 211 tacaka (ili 211 x 0,05s = 10,55s). Celokupno analizirani signal obuhvatao je
8192 tacaka ili 410 sekundi (oko 7 min). Pre analize, signal krvnog pritiska i sréane frekvencije je
detrendovan i otklonjen je linearan trend (19) provla¢enjem kroz Hanningov prozor od 15
tacaka. Spektar smo analizirali do 3Hz.

Osim srednjih vrednosti sistolnog i dijastolnog arterijskog pritiska, i sr¢ane frekvence, kao
vremenskih parametara u analizi kardiovaskularnih signala koristili smo i frekvencijalnu analizu.

Kvantifikacija promena u celom spektru (totalni volumen; TV = 0,00976-3Hz) ili u
njegove tri frekvencijalne zone:

1) zona veoma niskih frekvencija (very low frequency; VLF = 0,00976 -0,195Hz),

2) zona niskih frekvencija (low frequency; LF = 0,195-0,8Hz) i

3) zona visokih frekvencija (high frequency; HF = 0,8-3Hz),
uradjena je sabiranjem modula harmonika ispod 30 FFT kriva u gore definisanim frekvencijalnim

112 V2 7a sréanu

opsezima, 1 izrazena u mmHg Hz ™" za arterijski krvni pritisak ili bpm-Hz
frekvenciju. Visokofrekventnu zonu (HF) c¢ine oscilacije koje nastaju mehanickim uticajem
respiracije na cirkulaciju. Varijacije sréane frekvence nastale uticajem respiracijje se zovu
respiratorna sinus aritmija (RSA) i one odgovaraju HF komponenti spektra sréane frekvence.
RSA nastaje centralnom integracijom dejstva vagusa, s jedne strane, i baro- i hemorefleksa, s
druge strane (94, 111). HF komponenta KP je pod mehani¢kim uticajem respiracije (94, 131,
181) i promena centralnog volumena krvi (69, 110, 181), kao i samog delovanja HF SF (181). LF
komponenta KP nastaje pod uticajem simpati¢kog nervnog sistema (SNS) i1 baroreceptorskog
refleksa (36, 109), a LF SF je pod uticajem vagusa i simpatikusa. Za VLF KP i VLF SF
komponente odgovorni su renin angiotenzinski sistem (RAS), neuropeptid vazopresin, endotelni
faktor relaksacije azot monoksid (NO), enteralni i renalni protok krvi, protok krvi kroz kozu,
termoregulacija itd. (6, 7). Kolicnik LF 1 HF oscilacija (LF/HFse indeks) je mera

simpatovagalnog balansa na nivou srca (159). U bazalnim fizioloskim uslovima, kod kontrolnih

22



neanestetisanih pacova uocili smo da doprinos VLF i LF komponenti varijabilitetu krvnog

pritiska iznosi > 60%.

4.5 Statisti¢ka obrada podataka

Za statisticka poredjenja kontrola i tretiranih zivotinja koris¢eni su Studentov parni t —
test, dvosmerna analiza varijanse sa ponavljenim merenjima (ANOVA repeated measures) i post
hoc Bonferroni test. Statisticka obrada podataka uradena je u programu ,,GraphPad Prism verzija
4 (GraphPad Software, Inc.San Diego, Kalifornija, SAD; br. licence je GPW4-014944-RFB-
8180). Razlike izmedju kontrola i tretiranih zivotinja smatrane su znacajnim samo za vrednosti p
<0,05.

4.6 Koris¢ene supstancije

Koris¢eni su selektivni V, (SR121463) antagonist vazopresinskih receptora (,,Sanofy-
Synthélabo”, Aventis, Tuluz, Francuska), [Arg8]-vazopresin acetat narucen iz ,,Sigma-Aldrich”
(SAD), tiopental sodium injekcije iz ,,Rotexmedica” (Trittau, Nemacka), neomicin bacitracin
sprej i penicilin injekcije iz ,Galenike a.d”. (Beograd) i halotan koji smo dobili od
,Jugoremedije” (Beograd). Ketamin i ksilazin naruceni su iz ,,Richter Pharma” (Wels, Austrija) i
»Ceva Santé Animal” (Budimpesta, Madjarska). Metamizol sodium i kvinapril hlorid smo
narucili od ,,Hemofarma Koncern a.d.” (Vrsac). Koristili smo i neomicin bacitracin sprej
(Enbecin® aerosip; ,,Galenika a.d.”, Beograd). Vazopresin i V, antagonista su rastvarani u 0,9%
NaCl rastvoru (,,Hemofarm Koncern a.d.”). Kori§¢ena su i eGFP antitela (,,Abcam”, SAD) i
replikaciono-deficijentni adenovirusni vektori Ad.CMV.eGFP i Ad.CMV.V2 koji su napravljeni
u saradnji sa laboratorijom prof. Davida Murphya na Univerzitu u Bristolu. Za histoloske metode
bojenja koriis¢eni su ksilol (,,Hemos*, Beograd), apsolutni etanol i 95-96% etanol (,,Zorka
Pharma a.d.“, Sabac), Majerov hematoksilin (,,Bio-optica, Milano, Italija), formalin
(,,Alfapanon®, Novi Sad), anhidrovani natrijum acetat (Hemijski institut, Beograd), ponceau

ksilidin (,,Sigma-Aldrich®, Japan), sirCetna kiiselina (,,Riedel-deHaen, Nemacka), kiseli fuksin
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(,,Sigma-Aldrich, SAD), krezil fast violet (,,Sigma-Aldrich®, SAD), tionin (,,Himedia“, Indija),
eozin (,,Sigma-Aldrich®, SAD).
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5 REZULTATI

5.1. Efekti antagonista V, vazopresinskih receptora na kardiovaskularni sistem u bazalnim

fizioloskim uslovima

U tabeli 1 antagonist vazopresinskih V, receptora, ubrizgan intracerebroventrikularno
budnim pacovima, u bazalnim fizioloskim uslovima, u dozama od 100ng (n = 6) i 500ng (n = 6),
nije izazvao statisticki znacajne promene sistolnog (SAP) i dijastolnog arterijskog pritiska (DAP),

kao ni sr¢ane frekvence (SF).

Tabela 1. Efekti antagonista V; receptora vazopresina ubrizganog

intracerebroventrikularno neanestetisanim pacovima na krvni pritisak i sréanu frekvenciju

kontrola V, 100 V, 500

parametar Sul Sul Sul V2 Sul V2

0,9 %NacCl 0,9 %NacCl 0,9 %NacCl (100ng) 0,9 %NacCl (500ng)
SAP
(mmHg) 126,7 +4.,8 121,0+ 43 123,9+ 3,8 129,7 + 6,8 121,7+3,9 126,0 + 3,7
DAP
(mmHg) 86,8 £4,4 87,0+ 5,0 84,0+3,5 84.4+3,9 81,0+£6,0 82,9+6,2
SF
(bpm) 371,7+12,2 | 370,5+17,1 401,0+ 7,8 404,1+13,5 | 398,0 £18,0 | 4135+174

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od Sest eksperimenata = S.E.M.. Sistolni arterijski

pritisak (SAP), dijastolni arterijski pritisak (DAP) i sréana frekvencija (SF)

Na grafikonu 1 antagonist vazopresinskih V, receptora je, u obe doze (100ng i 500ng;
I.C.v.) izazvao statisticki znacajan porast oscilacija veoma niskih frekvenci (VLF SAP) dok na

ostale komponente sistolnog arterijskog pritiska (LF SAP i HF SAP) nije imao uticaja.
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Grafikon 1. Efekti antagonista V,; receptora  vazopresina  ubrizganog
intracerebroventrikularno neanestetisanim pacovima na komponente varijabiliteta

sistolnog arterijskog pritiska (SAP)

Antagonist V, receptora vazopresina izazvao je porast VLF komponente SAP.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(C, C1, C2; i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo dezenirani stubiéi predstavljaju doze od 100ng i 500ng
antagoniste V, vazopresinskih receptora; SAP: sistolni arterijski pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF SAP:
varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih

frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovarajucu kontrolu (C).

Na grafikonu 2 antagonist vazopresinskih V, receptora je, u obe doze (100ng i 500ng;
I.C.v.), izazvao statisticki znaCajan porast oscilacija veoma niskih frekvenci (VLF DAP) dok na

ostale komponente dijastolnog arterijskog pritiska (LF SAP i HF SAP) nije imao uticaja.

26



Total DAP VLF DAP

mblgHz 12 ﬂ)IESIgHZ 172
750 750
500 500
250 250
0 0 C1 1 I:g Cﬁ
Cl C2 C C
V21OO V2500 C2 V2100Vv2500
., LFDAP HF DAP
mmHgHz'1/2 mmHgHz-1/2
gHz
1000 - 1000
750 - 750
500 - 500
250 - ’_LE 250
o [T CE] o 0T O off
Ci1 C2 ¢C C C1 C C
V2100 V2500 C2 V2100V2500

Grafikon 2.  Efekti antagonista V, receptora  vazopresina  ubrizganog
intracerebroventrikularno neanestetisanim pacovima na komponente varijabiliteta
dijastolnog arterijskog pritiska (DAP)

Antagonist V, receptora vazopresina je izazvao porast VLF komponente DAP.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(C, C1, C2; i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo dezenirani stubiéi predstavljaju doze od 100ng i 500ng
antagoniste V, vazopresinskih receptora; DAP: dijastolni arterijski pritisak; Total DAP: ukupni varijabilitet; VLF
DAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF DAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF DAP: varijabilitet visokih

frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovarajucu kontrolu (C).

Na  grafikonu 3  antagonist  vazopresinskih  V,  receptora,  ubrizgan
intracerebroventrikularno, nije izazvao statisticki znacajne promene komponenti varijabiliteta

sr¢ane frekvence (SF).
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Grafikon 3. Efekti antagonista V, receptora vazopresina  ubrizganog

intracerebroventrikularno neanestetisanim pacovima na komponente varijabiliteta sréane

frekvence (SF)

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(C, C1, C2; i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo dezenirani stubi¢i predstavljaju doze od 100ng i 500ng
antagoniste V, vazopresinskih receptora; SF: sréana frekvenca; Total SF: ukupni varijabilitet; VLF SF: varijabilitet
veoma niskih frekvencija; LF SF: varijabilitet niskih frekvencija; HF SF: varijabilitet visokih frekvencija. * p < 0,05

u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (C).

U tabeli 2 prikazane su promene vrednosti telesne temperature (°C) nakon ubrizgavanja
fizioloskog rastvora (Sul; i.c.v.), $to je predstavljalo kontrolu, zatim antagoniste vazopresinskih
V, receptora u dozi od 100ng ili 500ng. Analiza dobijenih rezultata pokazala je da blokada
centralnih V, vazopresinskih receptora u dozi od 100ng i u dozi od 500ng nije izazvala statisticki

znacCajne promene telesne temperature (°C).
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Tabela 2. Efekti antagonista V; receptora vazopresina ubrizganog

intracerebroventrikularno neanestetisanim pacovima na temperaturu

Tretman(5ul;i.c.v.) 0,9% NaCl 100ng V, 0,9% NaCl 500ng V;

T (°C) 36,0+1,0 355+1,0 34,7+0,9 335+21

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od $est eksperimenata £ SEM.. T ([1C)

5.2 Efekti antagonista vazopresinskih V, receptora na kardiovaskularni sistem pod

blokadom renin angiotenzinskog sistema

U tabeli 3 statisticki znac¢ajno smanjenje sistolnog arterijskog pritiska (SAP; p < 0,05),
kao i porast srednje vrednosti sr¢ane frekvencije (SF; p < 0,01), u odnosu na netretirane pacove,
posledica su dejstva inhibitora angiotenzin konvertujuéeg enzima, kvinaprila (nije prikazano zbog

opterecenosti tabele), Sto ubrizgavanje vazopresinskog V, antagonista nije izmenilo (tabela 2).
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Tabela 3. Efekti antagonista V, vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) na arterijski

pritisak i sréanu frekvenciju u prisustvu inhibitora angiotenzin konvertujuceg enzima,

kvinaprila (10mg/kg; i.p.)

Eksper. grupa

Vs

kvinapril +V,

parametar Sul 0,9 %NaCl | 5ul V, (500 ng) S5ul 0,9 %NacCl 5ul kvinapril +V, (500 ng)
SAP (mmHg) 131,70 + 3,94 135,98 3,72 131,70 +£ 3,94 114,73 £10,16* ¥

DAP (mmHg) 80,98 £ 6,02 82,85+ 6,21 80,98 £ 6,02 78,34 £ 841

SF (bpm) 397,79 + 13,73 413,50 £ 17,42 397,79 + 13,73 456,67 £ 18,01**

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od Sest eksperimenata + S.E.M.. Sistolni arterijski

pritisak (SAP), dijastolni arterijski pritisak (DAP) i sr¢ana frekvencija (SF). * p < 0,05 u odnosu na 0,9% NaCl, ** p

< 0,01 u odnosu na 0,9% NacCl; + p < 0,05 u odnosu na V..

Na grafikonu 4 statisticki znacajan porast oscilacija visoke frekvencije (HF SAP) (p <

0,05) u odnosu na netretirane pacove je efekat kvinaprila (zbog opterecenosti tabele nije

prikazano) koji ubrizgavanje V, antagonista nije izmenilo.
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Grafikon 4. Efekti antagonista V; vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) na komponente
varijabiliteta sistolnog arterijskog pritiska (SAP) u prisustvu ECEI, kvinaprila (kvin;
10mg/kg; i.p.)

Kvinapril spre¢ava porast VLF SAP Kkoji izaziva antagonist vazopresinskih V; receptora.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubi¢i predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubié¢i predstavljaju dozu od 500ng antagoniste V,
vazopresinskih receptora; horizontalno $rafirani stubiéi predstavljaju pacove kojima je prvo dat kvinapril (10mg/kg
injekcija i.p.), pa pola sata kasnije 500 ng antagoniste V, vazopresinskih receptora (i.c.v.); SAP: sistolni arterijski
pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF SAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet

niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (C).

Na slici 9 prikazan je tipi¢an eksperiment u kome je pretretiranje pacova kvinaprilom
spreCilo porast oscilacija vrlo niske frekvencije izazvane antagonistom V, receptora, ali je
istovremeno dovelo i do porasta oscilacija visoke frekvencije (HF SAP) u odnosu na netretiranog
pacova sto predstavlja efekat kvinaprila (nije pokazano) na koji antagonist V, receptora nije imao

uticaja.
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Slika 9. Karakteristi¢ni efekti antagonista V, vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) na
komponente varijabiliteta sistolnog arterijskog pritiska (SAP) u prisustvu kvinaprila (kvin;
10mg/kg; i.p.)

Leva strana slike: signali sistolnog arterijskog pritiska jednog pacova; desna strana slike: odgovarajuéi spektri SAP;
gornji deo slike: SAP i njegov spektar tokom kontrole (i.c.v. injekcija 5ul fizioloskog rastvora); srednji deo slike:
SAP i njegov spektar nakon davanja V, antagoniste (500ng injekcija; i.c.v.); donji deo slike: SAP i njegov spektar
kada je davanju V, antagoniste prethodila injekcija kvinaprila (10mg/kg injekcija; i.p.); VLF SAP: varijabilitet

veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih frekvencija.

Na grafikonu 5 pretretiranje pacova kvinaprilom sprecilo je porast oscilacija vrlo niske
frekvencije dijastolnog arterijskog pritiska (VLF DAP) nastalog dejstvom antagonista V;
receptora, dok na ostale zone oscilacija dijastolnog arterijskog pritiska nije imalo uticaja
(grafikon 5).
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Grafikon 5. Efekti antagonista V, vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) na komponente
varijabiliteta dijastolnog arterijskog pritiska (DAP) u prisustvu inhibitora angiotenzin
konvertujuéeg enzima, kvinaprila (kvin; 10mg/kg; i.p.).

Kvinapril sprec¢ava porast VLF DAP koji izaziva antagonist V, receptora.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubi¢i predstavljaju dozu od 500ng antagoniste V,
vazopresinskih receptora; horizontalno Srafirani stubici predstavljaju pacove kojima je prvo dat kvinapril (10 mg/kg
injekcija i.p.), pa pola sata kasnije 500ng antagoniste V, vazopresinskih receptora (i.c.v.); SAP: sistolni arterijski
pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF SAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet

niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih frekvencijacija. * p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu.
Na grafikonu 6 antagonist centralnih V, vazopresinskih receptora nije izazvao statisticki

znacajne promene varijabiliteta sr¢ane frekvencije kod pacova koji su prethodno tretirani ACEI,

kvinaprilom, u odnosu na pacove koji nisu tretirani (grafikon 6).
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Grafikon 6. Efekti antagonista V, vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) na komponente
varijabiliteta sré¢ane frekvencije (SF) u prisustvu inhibitora angiotenzin konvertujuéeg
enzima, kvinaprila (kvin; 10mg/kg; i.p.).

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubi¢i predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubiéi predstavljaju dozu od 500ng antagoniste V,
vazopresinskih receptora; horizontalno $rafirani stubici predstavljaju pacove kojima je prvo dat kvinapril (10 mg/kg;
i.p.), pa pola sata kasnije 500ng antagoniste V, vazopresinskih receptora (i.c.v.); SAP: sistolni arterijski pritisak;
Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF SAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih
frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih frekvencija

U tabeli 4 antagonist V; vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) nije izazvao statisticki
znacajne promene srednjih vrednosti telesne temperature kod pacova pretretiranih  kvinaprilom
(10mg/kg; i.p.), kao ni sam kvinapril (10mg/kg; i.p.), u odnosu grupu pacova kojoj je dat

fizioloski rastvor (i.c.v.) (tabela 3).
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Tabela 4. Efekti antagonista V, vazopresinskih receptora (500ng; i.c.v.) na telesnu
temperaturu (T) u prisustvu inhibitora angiotenzin konvertujuceg enzima, kvinaprila

(10mg/kg; i.p.)

Tretman (5pl; i.c.v.) 0,9% NaCl V2 (500 ng; i.c.v.) kvinapril + 500ngV,

T (°C) 36,8+ 0,2 36,4+ 0,3 36,0 = 0,8

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od Sest eksperimenata + S.E.M..

5.3 Efekti blokade vazopresinskih V., receptora na kardiovaskularni sistem pri izlaganju

stresu imobilizacijom

Rezultati dobijeni tokom izlaganja pacova stresu imobilizacijom nakon blokade
vazopresinskih V; receptora prikazani su u tabelama 3 i 4 i na grafikonima 7 — 12.

U tabeli 5 stres imobilizacijom izazvao je porast sistolnog (SAP) i dijastolnog arterijskog
pritiska (DAP) na koji antagonist vazopresinskih V, receptora u dozi od 100ng (i.c.v.) nije imao
uticaja. Uz to, antagonist vazopresinskih V, receptora potencirao je povecanje sréane frekvence

(SF) u toku stresa imobilizacijom u odnosu na grupu netretiranih pacova (p < 0,01) (tabela 3).
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Tabela 5. Efekti stresa imobilizacijom na arterijski krvni pritisak i sr¢anu frekvenciju u

prisustvu selektivnog antagonista vazopresinskih V; receptora (100ng; i.c.v.)

Eksp.grupe 0,9% NacCl V, 100

parametri | mirovanje | stresimob. | oporavak | mirovanje | stresimob. | oporavak
SAP (mmHg) | 133,0£3,5 152,7£ 5,6** | 143,3+4,6 135,0+£3,5 150,6 £ 5,0* 1452 £ 6,0
DAP(mmHg) | 83,3+4,0 106,2 + 5,0%* | 94,4+3,0 86,6 + 4,9 99,5+ 72** | 91,6+6,5
SF (bpm) 4158+162 |4455+13,1 |4333+17,7 |392,2+16,8 | 4559+ 30,1** | 430,3 +26,7

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od Sest eksperimenata + S.E.M.. Sistolni arterijski

pritisak (SAP), dijastolni arterijski pritisak (DAP) i sr¢ana frekvencija (SF). * p < 0,05 u odnosu na odgovarajuc¢u

grupu u stanju mirovanja, ** p < 0,01 u odnosu na na odgovaraju¢u grupu u stanju mirovanja.

Na grafikonu 7 stres imobilizacijom izazvao je povecanje ukupne sume oscilacija

sistolnog arterijskog pritiska (Total SAP), oscilacija niskih (LF SAP) i visokih frekvenci

sistolnog arterijskog pritiska (HF SAP). Stres nije imao uticaja na zonu veoma niskih oscilacija

sistolnog arterijskog pritiska (VLF SAP). Antagonist V, vazopresinskih receptora u dozi od

100ng (i.c.v.) nije modifikovao efekte stresa imobilizacijom na varijabilitet sistolnog arterijskog

pritiska.
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Grafikon 7. Efekti stresa imobilizacijom na komponente sistolnog arterijskog pritiska u

prisustvu selektivnog antagonista vazopresinskih V; receptora (100ng; i.c.v.)

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubici, u dezenu mermera, predstavljaju dozu od 100ng i.c.v.
datog antagoniste vazopresinskog V, receptora. SAP: sistolni arterijski pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF
SAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih
frekvencija SAP. * p < 0,05 u odnosu na odgovarajuéu grupu u stanju mirovanja; ** p < 0,01 u odnosu na

odgovarajucu grupu u stanju mirovanja.

Na grafikonu 8 stres imobilizacijom izazvao je porast ukupne sume svih oscilacija
dijastolnog krvnog pritiska (Total DAP), oscilacija niskin (LF DAP) i oscilacija visokih
frekvencija dijastolnog arterijskog pritiska (HF DAP), dok na oscilacije veoma niskih frekvenci
dijastolnog arterijskog pritiska (VLF DAP) nije imao uticaja. Antagonist V, receptora u dozi od
100ng (i.c.v.) nije modifikovao porast ukupne sume svih oscilacija dijastolnog krvnog pritiska
(Total DAP) i oscilacija visoke frekvencije (HF DAP), ali je sprecio porast LF zone DAP u toku

stresa imobilizacijom (grafikon 8).
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Grafikon 8. Efekti stresa imobilizacijom na komponente dijastolnog arterijskog pritiska u
prisustvu selektivnog antagoniste vazopresinskih V; receptora (100ng; i.c.v.)

Antagonist vazopresinskih V, receptora spre¢io je porast LF DAP nastao u toku stresa
imobilizacijom.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata = S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloSkog rastvora); sivo obojeni stubiéi, u dezenu mermera, predstavljaju dozu od 100ng i.c.v.
datog antagoniste vazopresinskog V, receptora. DAP: dijastolni arterijski pritisak; Total DAP: ukupni varijabilitet;
VLF DAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF DAP: varijabilitet

visokih frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovarajuc¢u grupu u stanju mirovanja; ** p < 0,01 u odnosu na

odgovarajucu grupu u stanju mirovanja.

Na grafikonu 9 stres imobilizacijom izazvao je porast ukupne sume svih oscilacija sréane
frekvencije (Total SF) i oscilacija visoke frekvencije sréane frekvence (HF SF) u odnosu na
stanje mirovanja, dok na oscilacije veoma niskih (VLF SF) 1 niskih frekvenci sr¢ane frekvence
(LF SF) nije imao uticaja. Antagonist V, vazopresinskih receptora u dozi od 100ng (i.c.v.) nije

modifikovao efekte stresa imobilizacijom na varijabilitet sr€ane frekvence (grafikon 9).
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Grafikon 9. Efekti stresa imobilizacijom na komponente sré¢ane frekvencije u prisustvu
selektivnog antagonista vazopresinskih V, receptora (100ng; i.c.v.)

Antagonist V, vazopresinskih receptora povecao je sumu svih oscilacija prilikom oporavka od
stresa (Total SF).

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubici, u dezenu mermera, predstavljaju dozu od 100ng i.c.v.
datog antagoniste vazopresinskog V, receptora. SF: sr¢ana frekvencija; Total SF: ukupni varijabilitet; VLF SF:
varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SF: varijabilitet niskih frekvencija; HF SF: varijabilitet visokih
frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u grupu u stanju mirovanja; ** p < 0,01 u odnosu na odgovaraju¢u

grupu u stanju mirovanja.

U tabeli 4 stres imobilizacijom izazvao je porast sistolnog (SAP) i dijastolnog arterijskog
pritiska (DAP), dok na sréanu frekvencu (SF) nije imao uticaja. Antagonist V, vazopresinskih
receptora u dozi od 500ng (i.c.v.) nije modifikovao efekte stresa krvni pritisak i sréanu frekvencu
(tabela 4).
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Tabela 4. Efekti stresa imobilizacijom na arterijski krvni pritisak i sr¢anu frekvenciju u

prisustvu selektivnog antagoniste vazopresinskih V; receptora (500ng; i.c.v.)

Eksp.grupe 0,9% NaCl V, 500

parametri | mirovanje | stres imob. | oporavak | mirovanje | stresimob. | oporavak
SAP (mmHg) | 133,0£3,5 152,7+ 5,7** | 143,3£4,6 133,6 £ 2,0 147,7 £4,4** | 140,3+3,0
DAP(mmHg) | 83,3+4,0 106,2 £ 5,0** | 94,4+3.0 89,5+3,8 105,0 &+ 3,5** 949+3.8

SF (bpm) 4158+162 | 4455+13,1 |4333+17,7 | 380,1+15,0 | 4163113 | 426,8+ 14,1

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od Sest eksperimenata + S.E.M..

Sistolni arterijski pritisak (SAP), dijastolni arterijski pritisak (DAP) i sr¢ana frekvencija (SF). * p

< 0,05 u odnosu na odgovarajuu grupu u stanju mirovanja,

odgovarajucu grupu u stanju mirovanja.

** p < 0,01 u odnosu na na

Na grafikonu 10 stres imobilizacijom izazvao je porast ukupne sume svih oscilacija

sistolnog arterijskog pritiska (Total SAP), oscilacija niskih frekvenci (LF SAP) i oscilacija
visokih frekvenci sistolnog arterijskog pritiska (HF SAP), dok na oscilacije veoma niskih

frekvenci (VLF SAP) nije imao uticaja. Antagonist vazopresinskih V, receptora u dozi od 500ng

(i.c.v.) nije modifikovao efekte stresa (grafikon 10).
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Grafikon 10. Efekti stresa imobilizacijom na komponente sistolnog arterijskog pritiska u
prisustvu selektivnog antagonista vazopresinskih V; receptora (500ng; i.c.v.)

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubi¢i, u dezenu mermera, predstavljaju dozu od 500ng i.c.v.
datog antagoniste vazopresinskog V, receptora. SAP: sistolni arterijski pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF
SAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih
frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovarajucu grupu u stanju mirovanja; ** p < 0,01 u odnosu na odgovaraju¢u

grupu u stanju mirovanja.

Na grafikonu 11 stres imobilizacijom izazvao je porast ukupne sume svih oscilacija
dijastolnog arterijskog pritiska (Total DAP), oscilacija niskih frekvenci (LF DAP) i oscilacija
visokih frekvenci dijastolnog arterijskog pritiska (HF DAP), dok na oscilacije veoma niskih
frekvenci (VLF DAP) nije imao uticaja. Antagonist vazopresinskih V, receptora u dozi od 500ng

(i.c.v.) nije modifikovao efekte stresa (grafikon 11).
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Grafikon 11. Efekti stresa imobilizacijom na komponente dijastolnog arterijskog pritiska u
prisustvu selektivnog antagonista vazopresinskih V, receptora (500ng; i.c.v.)

Antagonist V, vazopresinskih receptora nije imao uticaja na efekte stresa imobilizacijom.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubi¢i, u dezenu mermera, predstavljaju dozu od 500ng i.c.v.
datog antagoniste vazopresinskog V, receptora. DAP: dijastolni arterijski pritisak; Total DAP: ukupni varijabilitet;
VLF DAP: varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF DAP: varijabilitet
visokih frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u grupu u stanju mirovanja; ** p < 0,01 u odnosu na

odgovarajucu grupu u stanju mirovanja

Na grafikonu 12 stres imobilizacijom izazvao je porast ukupne sume svih oscilacija
sréane frekvence (Total SF), oscilacija niskih frekvenci (LF SF) i oscilacija visokih frekvenci
sr¢ane frekvence (HF SF), dok na oscilacije veoma niskih frekvenci (VLF SAP) nije imao
uticaja. Antagonist vazopresinskih V; receptora u dozi od 500ng (i.c.v.) sprecio je porast ukupne
sume svih oscilacija sr¢ane frekvence (Total SF) izazvan stresom imobilizacijom, dok na ostale

efekte stresa nije imao uticaja (grafikon 12).
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Grafikon 12. Efekti stresa imobilizacijom na komponente sréane frekvencije u prisustvu
antagoniste vazopresinskih V, receptora (500ng; i.c.v.)

Blokada vazopresinskih V; receptora sprecila je porast sume svih oscilacija sréane frekvencije
(Total SF) nastao stresom imobilizacijom.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); sivo obojeni stubici, u dezenu mermera, predstavljaju dozu od 500ng i.c.v.
datog antagoniste vazopresinskog V, receptora. SF: sr¢ana frekvencija; Total SF: ukupni varijabilitet; VLF SF:
varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF SF: varijabilitet niskih frekvencija; HF SF: varijabilitet visokih
frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u grupu u stanju mirovanja; ** p < 0,01 u odnosu na odgovaraju¢u

grupu u stanju mirovanja.
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6.4 Efekti blokade vazopresinskih V> receptora na kardiovaskularni sistem u stanju stresa

mlazom vazduha pod pritiskom

Rezultati dobijeni nakon izlaganja stresu mlazom vazduha pacova kod kojih su blokirani
vazopresinski V; receptori prikazani su na grafikonima 13 - 18.

Na grafikonu 13 stres mlazom vazduha izazvao je porast ukupne sume oscilacija
sistolnog arterijskog pritiska (Total SAP), oscilacija veoma niskih frekvenci (VLF SAP) i
oscilacija niskih frekvenci sistolnog arterijskog pritiska (LF SAP), dok na oscilacije visokih
frekvenci (HF SAP) nije imao uticaja. Antagonist vazopresinskih V, receptora u dozi od 100ng
(i.c.v.) nije imao uticaja na varijabilitet sistolnog arterijskog pritiska u stanju mirovanja, ali je
potencirao porast oscilacija visokih frekvencija SAP (HF SAP; p < 0,05 ), dok na efekte stresa

na ostale zone sistolnog arterijskog pritiska nije imao uticaja (grafikon 13).
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Grafikon 13. Efekti stresa mlazom vazduha na komponente sistolnog arterijskog pritiska

pri blokadi centralnih vazopresinskih V, receptora (100ng; i.c.v.)

Antagonist vazopresinskih V, receptora potencirao je porast HF SAP u toku stresa mlazom
vazduha.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(5ul 0,9% NaCl; i.c.v.); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog antagoniste
vazopresinskog V, receptora. SAP: sistolni arterijski pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF SAP: varijabilitet
veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih frekvencija. * p <

0,05 u odnosu na odgovarajucu grupu u stanju mirovanja.

Na grafikonu 14 stres mlazom vazduha izazvao je porast ukupne sume oscilacija dijastolnog
arterijskog pritiska (Total DAP), oscilacija niskih frekvenci (LF DAP) i oscilacija visokih
frekvenci dijastolnog arterijskog pritiska (LF DAP), dok na oscilacije veoma niskih frekvenci
(VLF DAP) nije imao uticaja. Antagonist vazopresinskih V; receptora u dozi od 100ng (i.c.v.)
nije imao uticaja na varijabilitet sistolnog arterijskog pritiska u stanju mirovanja, ali je sprecio

porast Total DAP , LF DAP i HF DAP izazvane stresom mlazom vazduha, dok na osilacije
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veoma niskih frekvenci dijastolnog arterijskog pritiska nije imao uticaja (VLF DAP) (grafikon
13).
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Grafikon 14. Efekti stresa mlazom vazduha na komponente dijastolnog arterijskog pritiska
pri blokadi centralnih vazopresinskih V, receptora (100ng; i.c.v.)

Antagonist V, vazopresinskih receptora sprecio je porast Total DAP, LF DAP i HF DAP koje
izaziva stres.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubi¢i predstavljaju kontrolne grupe
(5ul 0,9% NaCl; i.c.v.); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog antagoniste
vazopresinskog V, receptora DAP: dijastolni arterijski pritisak; Total DAP: ukupni varijabilitet; VLF DAP:
varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF DAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF DAP: varijabilitet visokih
frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovaraju¢u grupu u stanju mirovanja; + p < 0,05 u odnosu na pacove Kkoji su
imali air jet stres bez tretiranja lekom.

Na grafikonu 15 stres mlazom vazduha nije izazvao promene varijabiliteta sréane frekvence kod
pacova. Antagonist vazopresinskih V; receptora u dozi od 100ng (i.c.v.) takode nije imao uticaja

na varijabilitet sr€ane frekvence u stanju mirovanja, a ni u stresu mlazom vazduha (grafikon 15).
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Grafikon 15. Efekti stresa mlazom vazduha na komponente sréane frekvencije pri blokadi

centralnih vazopresinskih V; receptora (100ng; i.c.v.)

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe

(5ul 0,9% NaCl; i.c.v.); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog antagoniste

vazopresinskog V, receptora SF: sréana frekvencija; Total SF: ukupni varijabilitet; VLF SF: varijabilitet veoma

niskih frekvencija; LF DAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SF: varijabilitet visokih frekvencija.

Na grafikonu 16 stres mlazom vazduha izazvao je samo porast oscilacija niske frekvencije

(LF SAP), dok na oscilacije veoma niskih (VLF SAP) i visokih frekvenci sistolnog arterijskog

pritiska (HF SAP) nije imao uticaja. Antagonist vazopresinskih V; receptora u dozi od 500ng

(i.c.v.) sprecio je efekat stresa na LF SAP, dok na ostale zone sistolnog arterijskog pritiska nije

imao uticaja (grafikon 16).
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Grafikon 16. Efekti stresa mlazom vazduha na komponente sistolnog arterijskog pritiska

nakon blokade centralnih vazopresinskih V; receptora (500ng; i.c.v.)

Blokada vazopresinskih V; receptora sprecila je porast LF SAP nastao stresom mlazom vazduha.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(5ul 0,9% NaCl; i.c.v.); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 500ng i.c.v. datog antagoniste
vazopresinskog V., receptora. SAP: sistolni arterijski pritisak; Total SAP: ukupni varijabilitet; VLF SAP: varijabilitet
veoma niskih frekvencija; LF SAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SAP: varijabilitet visokih frekvencija. * p <

0,05 u odnosu na odgovarajucu grupu u stanju mirovanja.

Na grafikonu 17 stres mlazom vazduha izazvao je porast ukupne sume oscilacija (Total
DAP), oscilacija niskih (LF DAP) i visokih frekvenci dijastolnog arterijskog pritiska (HF DAP),
dok na oscilacije veoma niskih frekvenci (VLF DAP) nije imao uticaja. Antagonist
vazopresinskinh V; receptora (500ng; i.c.v.) sprecio je efekte stresa mlazom vazduha na

varijabilitet dijastolnog arterijskog pritiska (grafikon 17).
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Grafikon 17. Efekti stresa mlazom vazduha na komponente dijastolnog arterijskog pritiska

pri blokadi centralnih vazopresinskih V; receptora (500ng; i.c.v.)

Blokada vazopresinskih V; receptora sprecila je porast vrednosti Total DAP, LF DAP i HF DAP

izazvanih stresom mlazom vazduha.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(5ul 0,9% NaCl; i.c.v.); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog antagoniste
vazopresinskog V, receptora. DAP: dijastolni arterijski pritisak; Total DAP: ukupni varijabilitet; VLF DAP:
varijabilitet veoma niskih frekvencija; LF DAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF DAP: varijabilitet visokih
frekvencija. * p < 0,05 u odnosu na odgovarajuéu grupu u stanju mirovanja; ' p < 0,05 u odnosu na pacove koji su

imali air jet stres bez tretiranja lekom.

Na grafikonu 18 stres mlazom vazduha nije imao efekte na varijabilitet sr¢ane frekvence,
kao ni intracerebroventrikularno ubrizgan antagonist vazopresinskih V, receptora u dozi od
500ng (grafikon 18).
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Grafikon 18. Efekti stresa mlazom vazduha na komponente sré¢ane frekvencije nakon
blokade centralnih vazopresinskih V; receptora (500ng; i.c.v.)

Blokada vazopresinskih V, receptora nije izazvala promene varijabiliteta SF u stanju mirovanja, a
ni u toku oporavka od stresa mlazom vazduha.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 500ng i.c.v. datog
antagoniste vazopresinskog V, receptora SF: sréana frekvencija; Total SF: ukupni varijabilitet; VLF SF: varijabilitet
veoma niskih frekvencija; LF DAP: varijabilitet niskih frekvencija; HF SF: varijabilitet visokih frekvencija.

Na grafikonu 19 intracerebroventrikularno ubrizgavanje antagonista vazopresinskih V,
receptora u obe doze (100ng i 500ng) nije imalo uticaja na vrednosti inteziteta sistolnog
arterijskog pritiska u stanju mirovanja. Stres mlazom vazduha izazvao je porast inteziteta
odgovora sistolnog arterijskog pritiska koji su obe doze antagonista vazopresinskih V; receptora
sprecile.

Ubrizgavanje antagonista V, vazopresinskih receptora, u obe doze (100ng i 500ng), u
stanju mirovanja, nije statisticki znacajno uticalo na promenu maksimalne vrednosti sistolnog

krvnog pritiska (SAPmax). U periodu oporavka od stresa mlazom vazduha pretretiranje
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antagonistom V, receptora u dozi od 100ng sprecilo je porast SAP nakon izlaganja mlazu
vazduha u odnosu na netretirane pacove, dok doza od 500ng antagonista nije imala uticaja.

Vreme potrebno za postizanje maksimalnog odgovora sistolnog krvnog pritiska (LATsap)
u periodu oporavka od stresa mlazom vazduha nakon pretretiranja antagonistom V, receptora, u
obe doze, nije bilo statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na netretirane pacove izloZzene mlazu
vazduha.

Na grafikonu 19 vidimo da je i period oporavka (SAP oporavak) tj. period povratka
vrednosti sistolnog krvnog pritiska na bazalne vrednosti (vrednosti u stanju mirovanja), nakon
izlaganja stresu, pacova pretretiranih antagonistom V, receptora u dozi od 100ng (p < 0,001),

odnosno 500 ng i.c.v. (p <0,001), bio statisticki znacajno krac¢i u 0dnosu na netretirane pacove.
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Grafikon 19. Efekti stresa mlazom vazduha na parametre sistolnog arterijskog pritiska pri
blokadi centralnih vazopresinskih V; receptora
Stres je znaGajno povecéao vrednosti  Jsap | SAPmax. V2 antagonista u obe doze inhibirao je porast

Jsap i skratio oporavak dok je samo u dozi od 100ng smanjio porast SAPmax.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata = S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(5ul 0,9% NaCl; i.c.v.); vertikalno S$rafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog antagoniste
vazopresinskog V, receptora; tamno sivo obojeni stubi¢i predstavljaju dozu od 500ng i.c.v. datog antagoniste
vazopresinskog V, receptora. SAP: sistolni arterijski pritisak; Jsap intezitet odgovora sistolnog arterijskog pritiska;
SAP.x je maksimalni porast sistolnog arterijskog pritiska; LATsap predstavlja latentni period; SAP oporavak je
period potreban za povratak sistolnog arterijskog pritiska na bazalnu vrednost . * p < 0,05 u odnosu na odgovarajucu
grupu u stanju mirovanja, 17 p < 0,001 u odnosu na pacove koji su imali air jet stres bez tretiranja lekom (necbojeni
stubiéi).

Na grafikonu 20 vidimo da u u mirovanju nije doslo do statisticki znaCajne promene
inteziteta odgovora dijastolnog krvnog pritiska (Jpap) nakon intracerebroventrikularnog
ubrizgavanja antagoniste V, receptora, dok je pretretiranje antagonistom V, receptora sprecilo

porast inteziteta odgovora dijastolnog krvnog pritiska nastalo izlaganjem pacova mlazu vazduha.
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Primena antagoniste V, vazopresinskih receptora (100ng i 500ng; i.c.v.) nije imala uticaja
na maksimalni porast dijastolnog krvnog pritiska (DAPmax) U Stanju mirovanja. No, kod izlaganja
pacova mlazu vazduha doza od 100 ng sprecila je porast dijastolnog krvnog pritiska, za razliku
od doze od 500ng.

Vreme potrebno za postizanje maksimalnog odgovora dijastolnog krvnog pritiska
(LATpap) usled izlaganja stresu mlazom vazduha, a nakon pretretiranja pacova antagonistom V,
receptora (100ng i 500ng; i.c.v.), nije bilo statisticki znacajno promenjeno U 0dnosu na
netretirane pacove izlozene mlazu vazduha.

Period oporavka tj. period povratka vrednosti dijastolnog krvnog pritiska na bazalne
vrednosti (DAP oporavak) nakon prestanka stresa mlazom vazduha kod pacova pretretiranih
antagonistom V; receptora sa 100 ng i 500 ng (i.c.v.) bio je statisticki znac¢ajno skracen u odnosu

na netretirane pacove (p < 0,001) .
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Grafikon 20. Efekti stresa mlazom vazduha na parametre dijastolnog arterijskog pritiska

pri blokadi centralnih vazopresinskih V; receptora

Antagonist V, receptora vazopresina je u obe doze sprecio porast Ioap, U dozi od 100ng DAP ., nastao u stresu i u
obe doze je skratio oporavak posle stresa.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata = S.E.M. Neobojeni stubiéi predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog
antagoniste vazopresinskog V, receptora; tamno sivo obojeni stubic¢i predstavljaju dozu od 500ng i.c.v. datog
antagoniste vazopresinskog V, receptora DAP: dijastolni arterijski pritisak; |pap intezitet odgovora sistolnog
arterijskog pritiska; DAP . je maksimalni porast dijastolnog arterijskog pritiska; LAT pap predstavlja latentni period;
DAP oporavak je period potreban za povratak dijastolnog arterijskog pritiska na bazalnu vrednost . * p < 0,05 u
odnosu na odgovarajucu grupu u stanju mirovanja, ** p < 0,01 u odnosu na odgovaraju¢u grupu u stanju mirovanja,

" p < 0,001 u odnosu na pacove koji su imali air jet stres bez tretiranja lekom (neobojeni stubiéi).

Na grafikonu 21 bazalna vrednost inteziteta odgovora sréane frekvencije (Js£) nije bila
statistiCcki znacajno promenjena posle aplikacije 100ng i 500ng antagonista V; receptora
vazopresina. Nakon izlaganja stresu mlazom vazduha doslo je do statisticki znacajnog porasta
inteziteta odgovora sr¢ane frekvencije koje pretretiranje pacova antagonistom V, receptora nije

sprecilo.
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Primena antagonista V; receptora, i.c.v., nije izazvala promenu bazalne vrednosti sréane
frekvencije (SFmax). U periodu oporavka od stresa mlazom vazduha pretretiranje antagonistom
V, vazopresinskih receptora nije uticalo na statisticki znacajan porast sr¢ane frekvencije tokom
izlaganja pacova stresu mlazom vazduha u odnosu na netretirane pacove.

Vreme potrebno za postizanje maksimalne vrednosti sr¢ane frekvencije (LATsg) usled
izlaganja stresu mlazom vazduha nakon blokade V; vazopresinskih receptora sa 100ng i 500ng
i.c.v. selektivnog antagonista nije bilo statisticki zna¢ajno promenjeno u odnosu na netretirane
pacove izlozene mlazu vazduhom.

Period oporavka tj. period povratka vrednosti sr¢ane frekvencije na bazalne vrednosti (SF
oporavak) nakon zavrSetka stresa mlazom vazduha kod pacova pretretiranih antagonistom V.
receptora (100ng i 500ng; i.c.v.) statisti¢ki znacajno (p < 0,001) bio je skrac¢en u odnosu na

netretirane pacove.
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Grafikon 21. Efekti stresa mlazom vazduha na parametre sr¢ane frekvencije pri blokadi
centralnih vazopresinskih V, receptora

Antagonist V, vazopresinskih receptora je u obe doze zna¢ajno smanjio period oporavka SF od
stresa.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubi¢i predstavljaju kontrolne grupe
(i.c.v. injekcije 5ul fizioloskog rastvora); vertikalno Srafirani stubi¢i predstavljaju dozu od 100ng i.c.v. datog
antagoniste vazopresinskog V, receptora; tamno sivo obojeni stubié¢i predstavljaju dozu od 500ng i.c.v. datog
antagoniste vazopresinskog V, receptora SF: sréana frekvencija; [g intezitet odgovora sréane frekvencije; SFpax j€
maksimalni porast sr¢ane frekvencije; LATse predstavlja latentni period; SF oporavak je period potreban za povratak
dijastolnog arterijskog pritiska na bazalnu vrednost . * p < 0,05 u odnosu na odgovarajucu grupu u stanju mirovanja,

** 5 < 0,01 u odnosu na odgovarajuéu grupu u stanju mirovanja, " p < 0,001 u odnosu na pacove koji su imali air

jet stres bez tretiranja lekom (neobojeni stubici).

5.5 Morfoloska karakterizacija paraventrikularnog jedra

Na histoloskim preparatima manjih uveli¢anja prikazan je horizontalni presek mozga gde se
jasno identifikuje lateralna komora koja predstavlja sredisnju Supljinu velikog mozga smestenu
u sredistu medumozga. Na horizontalnim presecima se vidi slepoocni rog (cornu temporale)

lateralne komore usmeren od srediSnjeg dela unapred i1 nadole, a slepo se zavrSava iza corpusa
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amygdaloideuma. Iznad lateralnih komora prepoznajemo splet corpus callosuma,

meduhemisferi¢ne komisure ¢ija se vlakna spajaju u mediosagitalnoj ravni neposredno iznad

tre¢e mozdane komore (Slika 10A, 10B, 10A, 10B).

Slika 10A. HE, 20X, 1. tre¢a mozdana komora; 2. corpus callosum.

U gornjem desnom uglu nalazi se Sematski prikaz horizontalnog preseka mozga na udaljenosti od 1,80 mm od

bregme i 7,20 mm od kostiju lobanje. Plavo su prebojene lateralne i tre¢a mozdana komora, a crno je prebojeno

paraventrikularno jedro koje je lokalizovano uz tre¢u mozdanu komoru (160).
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Slika 10B. HE, 40X, 1. tre¢a mozdana komora; 2. corpus callosum
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Slika 10A. Tionin, 20X. 1. tre¢a mozdana komora, 2. corpus callosum
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Slika 10B. Tionin 40x. 1. tre¢a mozdana komora, 2. magnocelularni neuroni

Na horizontalnim presecima velikog mozga morfoloski dominira deo tre¢e mozdane komore,
koju predstavlja uska Supljina smestena u srediStu medumozga. Njene leve i desne boc¢ne zidove
u gornjem delu gradi unutrasnja, slobodna strana talamusa, a donji deo gradi unutra$nja strana
hipotalamusa. Granicu izmedu talamusa i hipotalamusa ¢ini sulcus hypothalamicus. Pod trece

komore ¢ini hipotalamus (Slika 10A, 10B, 10C, 10A, 10B).
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Slika 10A.Van Gieson. 20X, 1. tre¢a mozdana komora, 2. paraventrikularno jedro
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Slika 10B. Van Gieson.40X, 1. treca mozdana komora, 2. paraventri

62



TN
e R

2t

Slika 10C. Van Gieson, 40X, 1. treCa mozdana komora, 2. magnocelularni neuroni
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Slika 10A. Krezil fast violet , 20 x, 1. tre¢a mozdana komora, 2. corpus callosum
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Slika 10B. Krezil fast violet, 40 x, 1. tre¢a mozdana komora, 2. corpus callosum

Na histoloskim preparatima prime¢ujemo i plexus choroideus (horoidni splet) tre¢e komore.
Horoidni splet (plexus choroideus) predstavlja parnu strukturu koja se sastoji iz resicastih

produzetaka horiodnih ¢elija koje stvaraju liquor cerebrospinalis (Slika 11).
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Slika 11A.Van Gieson,20X. 1. treca mozdana komora, 2. corpus callosum, 3. plexus choroideus
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Slika 11B. Van Gieson, 40x, 1. tre¢ca mozdana komora, 2. plexus choroideus, 3. corpus callosum

Na histoloskim peparatima veceg uveli¢anja primecujemo magnocelularne neurone, neposredno
uz tre¢u komoru. Magnocelularne formacije Cine supraopticka (nc. suprachiasmaticus, nc.
supraopticus, nc. hypothalamicus anterior) i deo paraventrikularnog jedra koji ¢ine zajednicki
supraoptikohipofizni trakt. Neposredno ispod poda tre¢e komore u obliku vertikalne ploce je
smesteno paraventrikularno jedro koje spada u grupu supraopti¢kih jedara. Paraventrikularno
jedro sadrzi mnogo magnocelularnih neurona jasno uocljivih na uveliCanjima (slike 12A, 12B,

13A, 13B, 14A, 14B, 15A, 15B).
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Slika 12A. HE, 100x, 1. magnocelularni neuroni hipotalamusa
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Slika 12B. HE, 200x, 1. magnocelularni neuroni hipotalamusa
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Slika 13B. Van Gieson, 100x, 1. magnocelularni neuroni hipotalamusa
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Slika 13C. Van Gieson, 200x, 1. magnocelularni neuroni hipotalamusa
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Slika 14A. Tionin, 100x, 1. magnocelularni neuroni hipotalamusa
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Slika 14B. Tionin, 200x, 1. magnocelularni neuroni hipotalamusa
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Slika 15A. Krezil fast violet
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1. magnocelularni neuroni hipotalamusa

Slika 15B. Krezil fast violet, 200x,

Saranc

v
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Magnocelularne neurone vidimo kao velike, grupisane neurosekretorne neurone

kapilarima (slika 16).
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Slika 16. Van Gieson, 400x, 1. magnocelularni neuroni, 2. kapilar

Izdvajaju se svojim dimenzijama, razgranatoS¢u dendrita i dugim aksonima. Uocavaju se njihova

velika euhromatizovana jedra, kao i veliki broj razvijenih organela (slika 17, 18 i 19).
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Slika 17. HE, 400x, 1. magnocelularni neuron, 2. nucleus, 3. citoplazma
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Slika 18. Krezil fast violet, 400x, 1. magnocelularni neuron, 2. dendrit, 3. jedro

Pored velikih neurosekretornih neurona u kaudalnom delu paraventrikularnog jedra nalaze se i

izolovane ili male grupe Celija i to su parvocelularne peptidergicke ¢elije (slike 19 i 20).
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Slika 20. Tionin, 400x, 1. magnocelularni neuron, 2. peptidergicka celija

5.6. MorfoloSka verifikacija hiperekspresije vazopresinskih V, receptora nakon

transfekcije adenovirusima

Na histoloskim preparatima dobijenim imunohistohemijskom metodom vidimo obojene
magnocelularne neurone grupisane levo lateralno od tre¢e mozdane komore. Na tom mestu su 10
dana ranije pacovi unilateralno transfecirani sa Ad.CMV.eGFP i Ad.CMV.V2 (1:1). Ti
pojedinacni hipokampalni magnocelularni neuroni u paraventrikularnom jedru sadrze eGFP
(vezali su antitela na eGFP) S§to zna¢i da su iz primarne kulture hipereksprimiranih

vazopresinskih V; receptora (slika 15, 16 i 17).
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Slika 21. Imunopozitivnost magnocelularnih neurona na eGFP, 25x, 1. tre¢a mozdana komora, 2.
magnocelularni neuroni, 3. paraventrikularno jedro
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Slika 22. Imunopozitivnost magnocelularnih neurona na eGFP, 40x, 1. paraventrikularno jedro,
2. magnocelularni neuroni
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Slika 23. Imunopozitivnost magnocelularnih neurona na eGFP, 100x, 1.magnocelularni neuroni

5.7 Efekti transfekcije adenovirusnih vektora sa eGFP i vazopresinskim V, receptorima u

odnosu na pacove sa transfeciranim eGFP, kao kontrolnom grupom, na kardiovaskularne

parametre u bazalnim uslovima

Efekti hiperekspresije vazopresinskih V; receptora na arterijski krvni pritisak i sréanu
frekvenciju, kao i njihov varijabilitet, prikazani su u tabeli 5 i grafikonima 23 i 24.
U tabeli 5 hiperekspresija vazopresinskih V, receptora nije izazvala statisticki znacajne

promene arterijskog krvnog pritiska i sréane frekvencije u bazalnim uslovima.
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Tabela 5. Efekti transfekcije adenovirusnih vektora sa eGFP i vazopresinskim V;

receptorima u odnosu na pacove sa transfeciranim eGFP, kao kontrolnom grupom, na

arterijski krvni pritisak i sréanu frekvenciju u bazalnim uslovima

Eksp. grupe eGFP V2R + eGFP
SAP (mmHg) 117,9+5,1 117,8+6,0
DAP (mmHg) 88,7+ 3,0 86,5+ 5,4
HR (bpm) 340,6 + 16,6 362,4 £ 14,0

Vrednosti parametara u tabeli predstavljaju srednju vrednost od Sest eksperimenata + S.E.M..

Sistolni arterijski pritisak (SAP), dijastolni arterijski pritisak (DAP) i sréana frekvencija (SF).

Na grafikonu 22 vidimo statisticki znacajno poveéanje ukupne sume oscilacija i oscilacija

niskih frekvenci sistolnog arterijskog pritiska kod pacova sa hiperekspresijom vazopresinskih V;

receptora u bazalnim uslovima (grafikon 22).
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Grafikon 22. Efekti transfekcije adenovirusnih vektora sa eGFP i vazopresinskim V,
receptorima u odnosu na pacove sa transfeciranim eGFP, kao kontrolnom grupom, na
varijabilitet sistolnog arterijskog pritiska u bazalnim uslovima.

Kod pacova sa hiperekspresijom V, receptora povecéala se suma ukupnih oscilacija SAP, kao i LF

komponenta SAP.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubi¢i predstavljaju kontrolnu grupu
pacova, a prebojeni stubi¢i su pacovi sa hiperekspresijom V, receptora. Total je ukupna suma svih oscilacija SAP;
VLF su oscilacije veoma niskih frekvenci SAP; LF su oscilacije niskih frekvenci SAP; HF su oscilacije visokih

frekvenci SAP. 1 je p < 0,05 u odnosu na kontrolnu grupu pacova.

Na grafikonu 23 vidimo statisticki znac¢ajno povecanje ukupne sume oscilacija 1 oscilacija
niskih frekvenci sr¢ane frekvencije kod pacova sa hiperekspresijom vazopresinskih V; receptora

(grafikon 23).
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Grafikon 23. Efekti transfekcije adenovirusnih vektora sa eGFP i vazopresinskim V,
receptorima u odnosu na pacove sa transfeciranim eGFP, kao kontrolnom grupom, na
varijabilitet sréane frekvence (SF) u bazalnim uslovima.

Kod pacova sa hiperekspresijom V, receptora povecala se suma ukupnih oscilacija SF, kao i LF
komponenta SF.

Stubiéi predstavljaju srednju vrednost od 6 eksperimenata + S.E.M. Neobojeni stubi¢i predstavljaju kontrolnu grupu,

a prebojeni stubi¢i su pacovi sa hiperekspresijom V, receptora. Total je ukupna suma svih oscilacija SF; VLF su
oscilacije veoma niskih frekvenci SF; LF su oscilacije niskih frekvenci SF; HF su oscilacije visokih frekvenci SF. 1

Jje p < 0,05 u odnosu na kontrolnu grupu pacova.
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6. DISKUSIJA

U ovom istrazivanju pokazali smo da u bazalnim fizioloSkim uslovima, antagonist V,
vazopresinskih receptora ubrizgan intracerebroventrikularno neanestetisanim normotenzivnim
pacovima, povecava varijabilitet krvnog pritiska u zoni oscilacija veoma niskih frekvenci ne
menjajuci visinu krvnog pritiska i sréane frekvencije. Kod pacova sa povec¢anom ekspresijom V3
vazopresinskih receptora u paraventrikularnom jedru hipotalamusa u bazalnim fizioloSkim
uslovima doslo je do povecanja varijabiliteta krvnog pritiska u zoni niskih frekvencija u odnosu
na kontrolne zivotinje, dok visina krvnog pritiska i sréane frekvencije nije bila promenjena. Stres
imobilizacijom izazvao je porast krvnog pritiska i sréane frekvencije, kao 1 porast varijabiliteta
krvnog pritiska u zonama niskih i visokih frekvencija. Stres mlazom vazduha pod pritiskom
izazvao je iste efekte na krvni pritisak, sr¢anu frekvenciju 1 varijabilitet krvnog pritiska , kao 1
stres imobilizacijom. Pacovi pretretirani V, antagonistom izloZeni stresu mlazom vazduha, imali
su znaCajno manji porast arterijskog krvnog pritiska i porast njegovog varijabiliteta
(niskofrekventnih i visokofrekventnih oscilacija), 1 znacajno brzi oporavak, tj. vreme potrebno da
se normalizuje arterijski krvni pritisak i sr¢ana frekvencija.

U nasim eksperimentima kod pacova tretiranih antagonistom V, vazopresinskih receptora,
pod bazalnim fizioloSkim uslovima, nije doSlo do znacajnih promena krvnog pritiska 1 sréane
frekvencije. Najverovatnije u bazalnim fizioloskim uslovima vazopresin ne ucestvuje u regulaciji
krvnog pritiska $to je u skladu sa rezultatima Imaia i saradnika koji su merili kardiovaskularne
parametre pacovima nakon intracerebroventrikularne aplikacije vazopresinskog agoniste i
antagoniste (103).

U naSem radu prvi put pokazujemo da antagonist vazopresinskih V; receptora deluje na
varijabilitet arterijskog krvnog pritiska i to na oscilacije veoma niskih frekvenci. Nastanku
oscilacija veoma niskih frekvenci u sistemskoj cirkulaciji najvise doprinose renalna i enteralna
cirkulacija (36, 102, 108, 125), termoregulacija i protok krvi kroz kozu (102, 125, 108).
Neuroendokrini mehanizmi kao $to su renin angiotenzinski sistem, bradikinin (54), azot
monoksid (163), vazopresin (112) i drugi vazoaktivni mehanizmi, takode generiSu oscilacije
veoma niskih frekvenci. Medutim, poznato je da se neurogeni mehanizmi, pre svega

baroreceptorski refleks, suprotstavljaju oscilacijama veoma niskih frekvenci krvnog pritiska. To
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je pokazano u eksperimentima u kojima je farmakoloskim (109) ili hirurskm (16, 144) putem
prekinut baroreceptorski luk sto je dovelo do uvecéanja oscilacija veoma niskih frekvenci krvnog
pritiska. Dobro je poznato da vazopresin modulira rad baroreceptorskog refleksa povecavajuéi
njegovu senzitivnost kod pacova (67, 83, 155, 205, 212) i kod zeCeva (25, 141). Cowley i
saradnici (1974) pokazali su da elektroliticka destrukcija aree postreme poniStava ovaj
modulatorni efekat periferno datog vazopresina na baroreceptorski refleks (41). Usledile su
brojne potvrde kod razli¢itih vrsta Zivotinja da je area postrema mesto gde vazopresin modulira
baroreceptorski refleks (42, 44, 85, 149, 204), ali jo§ uvek nije razjaSnjen mehanizam kojim
vazopresin to Cini. Vazopresin periferno povecava barorefleksnu senzitivnost preko Vi,
receptora, zakljucili su Elliot i saradnici (55). Antagonist vazopresinskih Vi, receptora, dat
direktno u areu postremu zeca, ponistio je barorefleksnu inhibiciju renalne simpaticke nervne
aktivnosti izazvanu vazopresinom na osnovu ¢ega su Hasser i Bishop zakljucili da vazopresin
potencira barorefleksnu aktivnost u arei postremi preko Vi, receptora (85). Koshimizu je sa
saradnicima razvio model misa bez ekspresije gena za Vi, receptor. Direktnim farmakoloskim
stimulacijama holinergi¢kih i adrenergickih receptora srca, kao i elektricnom stimulacijom
vagusnog nerva misa, Koshimizu je uocio oslabljen aferentni prenos signala nervus vagusom do
nucleus tractus solitariusa. Hibridizacijom in situ pokazao je da miSevi sa fizioloskim brojem
vazopresinskih Vi, receptora poseduju najveéi broj ovih receptora u arei postremi i nucleus
tractus solitariusu. Rezultati eksperimenata Koshimizua i sar. pokazuju da vazopresin preko Vi,
receptora u arei postremi povecava senzitivnost baroreceptorskog refleksa (127). Nasuprot
navedenim studijama, Brizzee i Walker su pokazali da stimulacija barorereceptorskog refleksa
pacova  agonistom vazopresinskih V;, receptora, moze biti inhibirana antagonistom
vazopresinskih Vi, ili antagonistom vazopresinskih V, receptora. Tako je pokazano da oba
receptora imaju ulogu u baroreceptorskom refleksu ili da antagonisti deluju neselektivno na
razli¢ite tipove vazopresinskih receptora (29). Agonist V; vazopresinskih receptora dat Wistar
(29) i Blattleboro pacovima (103), vrsti pacova kojima nedostaje endogeni vazopresin, povecava
senzitivnost baroreceptorskog refleksa S$to potvrduje da vazopresin stimuliSe baroreceptorski
refleks preko vazopresinskin V, receptora. Mesto dejstva antagoniste vazopresinskih V;
receptora ispitivao je Unger sa saradnicima predhodno tretiraju¢i pacove antagonistima

vazopresinskinh Vi, ili V; receptora. Merio je pacovima baroreceptorski refleks izazvan alfa
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adrenergickim agonistom, metoksaminom. Antagonist vazopresinskih V, receptora, dat
intravenski, povecao je senzitivnost baroreceptorskog refleksa, dok intravenski dat antagonist
vazopresinskih Vi, receptora nije imao efekta. Intracerebroventrikularno dat antagonist
vazopresinskin Vi, receptora inhibisao je efekte baroreceptorskog refleksa. Verovatno
vazopresin povecava senzitivnost baroreceptorskog refleksa preko vazopresinskih V; receptora
lokalizovanih izvan hematoencefalne barijere, a inhibiSe preko vazopresinskih Vi, receptora
lokalizovanih unutar hematoencefalne barijere (205). Iste rezultate, ali kod hipertenzivnih
pacova, dobili su Sampey i saradnici. Intravenski su ubrizgavali vazopresinskog Via, ili Vs
antagonistu normotenzivnim i hipertenzivnim pacovima 1 pokazali da antagonist V;
vazopresinskih receptora smanjuje osetljivost baroreceptorskog refleksa kod hipertenzivnih
pacova, dok antagonist V1, vazopresinskih receptora nije imao efekte, ni kod normotenzivnih, ni
kod hipertenzivnih pacova (179). Nakayama je sa saradnicima ubrizgavao vazopresinski Vi, ili
V,, antagonist u areu postremu, normotenzivnih i hipertenzivnih pacova §to je smanjilo
osetljivost baroreceptorskog refleksa (149). Na osnovu nasih eksperimenata mi ne mozemo da
identifikujemo mesto dejstva antagoniste vazopresinskih V, receptora na varijabilitet arterijskog
krvnog pritiska. S obzirom da smo ubrizgavali V, antagonist u lateralnu komoru mozga on je
mogao delovati na neku od obliznjih struktura u kojima su identifikovani vazopresinski V3
receptori: na PVN (84, 149, 214), periakveduktalnu sivu masu (215) i/ili na areu postremu (138,
168, 204). S obzirom da je Japundzic-Zigon (2002) pokazala da intravenski ubrizgan selektivni
antagonist vazopresinskin V, receptora takode povecava oscilacije veoma niskih frekvenci
krvnog pritiska (113), logi¢no je pretpostaviti da je i u naSim eksperimentima, vasopresinski
antagonist ubrizgan intracerebroventrikularno blokirao vazopresinske V, receptore u arei
postremi koja je dostupna sa obe strane hematoencefalne barijere. Na taj nacin vazopresinski V;
antagonist smanjio je senzitivnost baroreceptorskog refleksa i prouzrokovao povecanje oscilacija
veoma niskih frekvencija krvnog pritiska.

Povecanje broja vazopresinskih V, receptora u paraventrikularnom jedru, pod bazalnim
fizioloSkim uslovima, u naSim eksperimentima izazvao je drugacije efekte na krvni pritisak od
intracerebroventrikularno ubrizganih vazopresinskih V, antagonista. To dodatno potvrduje da
farmakoloski efekti antagoniste vazopresinskih V, receptora nisu bili izazvani stimulacijom

vazopresinskih V; receptora u paraventrikularnom jedru. Pod bazalnim fizioloskim uslovima kod
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pacova sa hiperekspresijom vazopresinskih V, receptora, doslo je do povecanja niskofrekventnih
oscilacija kratkotrajnog varijabiliteta krvnog pritiska i sr¢ane frekvencije i to bez promena krvnog
pritiska i srcane frekvecnije. Oscilacije niskih frekvencija krvnog pritiska 1 srcane frekvencije
odrazavaju povecanje simpati¢kog uticaja na srce i krvne sudove (8, 109, 112, 143). Nasi
rezultati pokazuju da poveéanje broja vazopresinskih V, receptora u paraventrikularnom jedru,
Sto smo imunohistohemijski potvrdili analizom histoloskih isecaka hipotalamusa, potencira
autokrinu ulogu vazopresina. Vazopresin se oslobada iz dendrita i1 tela neurona i dovodi do
povecanja okidanja magnocelularnih neurona, koji se projektuju u rostro ventrolateralnu medulu
gde se formira simpaticki tonus prema srcu i krvnim sudovima ( 38, 211). Porast niskofrekventne
komponente arterijskog krvnog pritiska i srcane frekvencije kod pacova sa poveéanim brojem
vazopresinskih V; receptora u paraventrikularnom jedru, u nasim eksperimentima, pokazuje da
vazopresinski V, receptori u paraventrikularnom jedru mogu imati vaznu fizioloSku, a mozda i

patofizioloSku ulogu.

Vaznu fiziolosku ulogu vazopresinskih V, receptora u paraventrikularnom jedru
potvrduju eksperimenti na pacovima prethodno tretiranim antagonistom V, receptora, pa potom
izlaganih stresu mlazom vazduha. Stres mlazom vazduha izaziva naglaSen odbrambeni odgovor
sa pani¢nom reakcijom, porastom krvnog pritiska i sréane frekvencije (17). Kod pacova
prethodno tretiranim antagonistom V, receptora efekti stresa na krvni pritisak, varijabilitet
krvnog pritiska 1 srcane frekvencije bili su umanjeni, Sto ukazuje da je vazopresin medijator
kardiovaskularnog odgovora na stres i da to €ini stimulacijom vazopresinskih Vj receptora,
najverovatnije lokalizovanim u paraventrikularnom jedru. Paraventrikularno jedro je glavno
mesto integracije endokrinog, emocionalnog i autonomnog odgovora na stres (90, 184).
Analizirajué¢i nase histoloske preparate hipotalamusa uocili smo veliki broj magnocelularnih i
okolnih parvocelularnih neurona grupisanih u paraventrikularnom jedru. Iz parvocelularnih
neurona direktne aksonske projekcije zavrSavaju se u neurohipofizi odakle se u cirkulaciju luci
vazopresin koji deluje antidiuretski, vazokonstriktorno (12, 80, 95) i u ekstremnim situacijama
hemoragi¢kog Soka bradikardi¢no produzavajuci zivot ( 188, 190, 217). Iz magnocelularnog dela
paraventrikularnog jedra aksonske projekcije se spustaju direktno do medule oblongate (56, 114),
rostroventrolateralne medule, nucleus tractus solitariusa i intermediolateralne kolumne lateralnog

roga ki¢mene mozdine, gde vazopresin moduliSe simpaticki i vagalni tonus krvnih sudova (192,
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194, 195). Paraventrikularnom jedro ima direktne neuralne veze i sa drugim delovima
hipotalamusa — dorzomedijalnim jedrom hipotalamusa, limbickim sistemom i prefrontalnim
korteksom, gde vazopresin uti¢e na emocije i ponasanje ( 34, 180, 199, 219). Paraventrikularno
jedro projektuje aksone i na mesta vazna u regulaciji kardiorespiratorne funkcije. Aksoni iz
dorzalnog, ventralnog i medijalnog parvocelularnog dela paraventrikularnog jedra projektuju se
u intermediolateralnu  kolumnu i frenicna motorna jedra, u ki¢menoj mozdini, i u
rostroventrolateralnu medulu i pre-Botzinger-ov kompleks (interneuroni ventralne respiratorne
kolumne), u produzenoj mozdini (120, 122). Nasi rezultati sugeriSu da vazopresin aktivacijom
vazopresinskih V; receptora u paraventrikularnom jedru, u stresu, povecava respiratorni volumen.
Takode, vazopresin povecava oscilacije visokih frekvenci krvnog pritiska i simpati¢ki tonus
prema arteriolama i srcu ¢ime povecava ne samo niskofrekventnu komponentu varijabiliteta
krvnog pritiska, ve¢ 1 sam krvni pritisak i sr€anu frekvenciju. Povecanje udisaja omogucava bolju
oksigenaciju krvi 1 veci dotok krvi srcu ¢ime se podsti¢e cirkulacija. Porast oscilacije visokih
frekvenci srane frekvencije koja je vagovagalnog porekla nagovestava da vazopresin u stresu
Stiti srce od prekomerne simpatiCke stimulacije. Istovremeno su na$i rezultati pokazali da
vazopresinski V; receptori ne menjaju luéenje adrenokortikotropnog hormona i kortikosterona u
stresu izazvanom mlazom vazduha. Interesantno je da antagonist vazopresinskih V; receptora
nije modifikovao efekte stresa imobilizacijom na krvni pritisak, sréanu frekvenciju i njihov
varijabilitet. Najverovatnije stres imobilizacijom stimuliSe drugacije neuroendokrine mehanizme

od stresa mlazom vazduha pod pritiskom (20, 185).
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7. ZAKLJUCCI

Pod bazalnim fizioloskim uslovima antagonist V, vazopresinskih receptora ubrizgan
intracerebroventrikularno nema uticaj na vrednosti krvnog pritiska 1 sr¢ane frekvencije, ali
izaziva promene varijabiliteta arterijskog krvnog pritiska u zoni veoma niskih frekvencija
krvnog pritiska, ukazuju¢i na ulogu vazopresina i centralnih vazopresinskih V,
receptora, najverovatnije lokalizovanih u arei postremi, u modulaciji varijabiliteta

krvnog pritiska kroz poveéanje senzitivnosti baroreceptorskog refleksa.

Hiperekspresija vazopresinskih V, receptora u paraventrikularnom jedru hipotalamusa
prouzrokovala je povecanje oscilacija niskih frekvencija krvnog pritiska i sréane
frekvencije, pod bazalnim fizioloSkim uslovima, ukazujué¢i na znacaj vazopresina i
centralnih vazopresinskih V, receptora u autokrinoj regulaciji magnocelularnih

neurona paraventrikularnog jedra i neurogenoj kontroli cirkulacije.

U uslovima ekspozicije stresu mlazom vazduha pod pritiskom, antagonist vazopresinskih
V, receptora ubrizgan intracerebroventrikularno smanjio je efekte stresa na krvni pritisak i
sr¢anu frekvencu, i njihov varijabilitet, u zonama niskih i visokih frekvenci krvnog
pritiska, 1 ubrzao oporavak krvnog pritiska 1 sr€ane frekvence. Rezultati sugeriSu da
vazopresin i centralni V., receptori, najverovatnije lokalizovani u
paraventrikularnom jedru, wucestvuju u medijaciji neurogene kontrole

kardiovaskularnog i respiratornog odgovora na stres.
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IIpuor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

I[Mornucana Cama Munyrunosuh - Cmubanuh
Opoj uHIeKCa

N3jaBibyjem
Jla je JOKTOPCKa UCcepTallyja Mol HaCJIOBOM
Yiora nieaTpanHux By Ba30mpecHHCKUX pelenTopa y KapInoBacKyIapHO] XOMEOCTa3H

® pe3yJsTaT COICTBEHOI UCTPAKUBAUKOT Paja,

e J1a IIpe/UIOKEHA JUCepTalrja y IeIUHHE HU Y JIeJIOBUMA HHUje Ona ImpeioskeHa
3a goOujame OWJIO KOje TUIUIOME TpeMa CTYIUjCKUM IporpaMuMa APYTHX
BHCOKOIIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJiITaTu KOPCKTHO HABCACHHU U

e Ja HHCAM KpIIMO/Ja ayTOpCKa MpaBa M KOPUCTHO HHTENEKTYalHy CBOjHHY
JPYTUX JHLA.

IHornuc 1okTOopanga

¥ Beorpany, 28.03.2013.rox.
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IIpuuor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMNaHe n
efleKTPOHCKe Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Nwme u npesume ayropa Camba Munyrunosuh -Cmusbanuh
bpoj nnaekca
Cryaujcku nmporpam
Hacnos pana: Ynora nentpannux B2 Ba3onpecHHCKHX pelentopa y
Kap/IMOBACKYJIAPHO] XOMEOCTa3H
MenTop: npod. ap Huna Kuron

ITorrmucana Cama MI/IJ'IVTI/IHOBI/Ih - CMmuipanuh

U3jaBibyjeM na je mraMmiaHa Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEep3UjU KOjy caM Tperao/Ja 3a o0jaBbMBamke Ha TopTany JUrarajaHor
peno3suropujyma YHuBep3urteray beorpany.

Jlo3BosbaBaM j1a ce 00jaBe MOjU JIMYHHU IOJAIM BE3aHU 32 I0OMjamhe aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao MITO Cy UME | Mpe3uMe, TOJIMHA U MecTO polera u 1aTtym oabdpaHe
pana.

OBM /NHMYHM TONAIlM MOTY ce€ OO0jaBUTM Ha MpPEXHHUM CTpaHUIIAMa JUTHTATHE
O0ubnuoTeke, y €IEKTPOHCKOM Karajory W Yy nyOiukanujama YHHBEp3UTETa Yy
beorpany.

Hornuce noxkropanaa
¥ Beorpany, 13.09.2012.rox.
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IIpuaor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnamhyjem YHuBep3utercky Oubmmoreky ,,CBerozap Mapkosuh™ na y Jlururamau
perno3uToprjyM YHuUBep3uTeTa y beorpagy yHece MoOjy JOKTOPCKY IUCEPTAIH]y IO
HaCJIOBOM:

VYinora niearpananx B2 Ba3onpecHHCKUX pelenTopa y KapIuoBacKyJIapHO] XOMEOCTa3H
KOja j€ MOje ayTOPCKO JEJIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIO3UMA MPEAao/Ia caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroHOM
3a TPAjHO apXUBHUPAIHE.

Mojy TOKTOPCKY AMCEPTaIjy NOXpamkeHy y JuruTaaHau peno3utopujym Y HUBEp3UTETa
y Beorpaay mMory ia kopucte CBH KOjH MOIITY]jy oJpea0e caupkaHe y 0Ja0paHOM THITY
munenne Kpearusne 3ajeanurie (Creative Commons) 3a kojy cam ce o1ydno/Ja.

1. AyropcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjAITHO — 0€3 mpepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIUjATHO — JCJIUTH T10J] HCTUM yCIIOBHMA

5. AyropctBo — 0e3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JI€JIUTH MOJI UCTUM YCIIOBUMA

(Monmumo J1a 3a0KpYXHTE CaMO jeIHY OJ IIECT MOHYyheHHX JMICHIIM, KpaTaK OIHC
JIMLICHIIM JIaT j€ Ha MoJiehuHu JInucTa).

IMoTnuc 1okTOpanga

V¥ Beorpany, 28.03.2013.rozx. )
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1. AytopcTBo - Jlo3BoJbaBaTe yMHOMKaBakhE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIMIITaBAE Jeia,
U Tpepaje, ako Ce HaBele MMe ayTopa Ha HayMH oJpeheH of cTpaHe ayropa WM
JlaBaolia JUIEHIIe, YaKk M y KomepuujanHe cBpxe. OBo je Hajcino0oaHMja O]l CBHX
JIVIICHITH.

2. AytopcTBO — HekoMepIjanHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
caomIiTaBame Jeja, U mpepale, ako ce HaBele MMe ayropa Ha HaduH onpeheH of
CTpaHe ayTopa WM JaBaona jumeHne. OBa JUIEHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPLHUjATHY
ynotpeOy nena.

3. AyrtopcTBO - HekoMmepuujalnHo — 0e3 mpepazae. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTpUOYIIMjy ¥ jaBHO CaoMINTaBame Jenia, 0e3 MpoMeHa, MPEoOIMKOBama WU
yrnoTpebe jiesa y CBOM Jielly, aKO Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH oJ cTpaHe
ayTopa win naBaona juieHne. OBa JIMIEHIIa HE JO3BOJbaBA KOMEPIHjaIHY YHOTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMICHIIe, OBOM JIMIICHIIOM Ce OrpaHruaBa Hajehu oOum
npaBa Kopuiihema aena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpPLHMjAIHO — JAEIUTHU TOJ HCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, AUCTPHOYIHjy U jaBHO CAOIITABamkE JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH on cTpaHe ayTopa WIM JaBaolia JIMLEHIE M aKo Ce
npepaga AUCTpUOyHMpa IOJ HMCTOM WM CIMYHOM JmneHnoM. OBa JMieHna He
7I03B0OJbAaBA KOMEPIMjaTIHy yIoTpeOy Aeia U mpepaja.

5. AyropctBo — 03 mpepaze. [lo3BojbaBaTe yMHOXKAaBamwe, JAUCTPUOYLU]Y U jaBHO
caomiiTaBame Jiena, 0e3 nmpomeHa, npeodIuKoBama WM yrnoTpede Jena y CBOM ey,
aKo ce HaBe/e MMe ayTopa Ha Ha4MH oJpeheH o/ cTpaHe ayTopa WX AaBaola JIMICHIIE.
OBa nuIieHIIa 103B0JbaBa KOMEPLUjaJIHY yIIOTpeOy Jena.

6. AyTtopcTBO - pgenutu nog wuctum ycnosuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBae,
AncTpmnbyumnjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBege ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 CTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuueHue U ako ce npepaga
anctpmbympa nog WMCTOM MM cnudHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua [03BOSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO INnLeHuama oTBOPeHOor Koaa.
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