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ACh — acetilkolin

ATP — adenozin trifosfat

BH, — tetrahidrobiopterin

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

CGMP — cikli¢ki gvanozin monofosfat

EDHF — endotelni hiperpolariziraju¢i faktor (engl. endothelium-derived hyperpolarizing factor)
eNOS - endotelna dusikov (II)-oksid sintetaza

ET-1 - endotelin-1

FAD - flavin adenin dinukleotid

FMN - flavin mononukleotid

GLP-1 — glukagonu sli¢an peptid-1 (engl. glucagon-like peptide-1)

GMS — glatke miSi¢ne stanice

HCIO - hiperklori¢na kiselina

HO™ — hidroksilni radikal

HSHFD — prehrana s visokim udjelom Secera i masti (engl. high-sugar and high-fat diet)
IL-17 — interleukin-17

IL-6 — interleukin-6

L-NAME — No-nitro-L arginin-metil ester

MCP-1 — monocitni kemotakti¢ki protein-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1)

NADPH — reducirani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat



NO — dusikov (II)-oksid

NOS — dusikov (I1)-oksid sintaza

O, — superoksidni anion

ONOQO'" — preoksinitrit

PAF — ¢imbenik aktivacije trombocita (engl. platelet-activating factor)
PGI2 — prostaciklin (engl. prostaglandin 12)

P13K/Akt — fosfatidilinozitol 3-kinaza / protein kinaza B

PVAT — perivaskularno masno tkivo (engl. perivascular adipose tissue)
RAS/MAPK - engl. rat sarcoma / mitogen-activated protein kinase
ROS - slobodni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)

SFA — zasi¢ene masne kiselina

TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora a (engl. tumor necrosis _factor o)
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1. UvOD
1.1 Grada krvnih Zila

S obzirom na promjer krvnih zila, Zilni sustav se moze podijeliti na makrocirkulaciju i
mikrocirkulaciju. Mikrocirkulaciju ¢ine arteriole, kapilare 1 venule. Glavna vaZnost
mikrocirkulacije je u izmjeni tvari izmedu krvi i tkiva. Krvne Zile ve¢eg promjera dijelimo na
misiéne arterije srednjeg promjera i velike elasti¢ne arterije.

Sve krvne zile imaju slicnu opéu gradu. Gradene su od tri sloja ili tunika: tunika intima,
tunika medija 1 tunika adventicija. Unutarnji sloj, endotel graden je od jednog sloja endotelnih
stanica poredanih na bazalnu membranu koju oblaze subendotelni sloj rahlog veziva (1). Uloge
endotela su mnogobrojne. On ne djeluje samo kao pasivna barijera izmedu krvi i1 tkiva nego
sudjeluje i u aktivnom transportu hranjivih tvari, plinova, hormona i drugih makromolekula.
Endotel takoder sintetizira brojne tvari putem kojih sudjeluje u hemostazi, permeabilnosti krvnih
zila, vaskularnoj reaktivnosti, upalnom odgovoru te angiogenezi (2). Najvaznije vazodilatirajuce
tvari koje lu¢i endotel su: duSikov (II)-oksid (NO), prostaciklin (PGI2), endotelni
hiperpolariziraju¢i faktor (EDHF), bradikinin, histamin, serotonin i tvar P. Najvaznije
vazokonstriktivne tvari koje lu¢i endotel su: endotelin-1 (ET-1), angiotenzin Il, tromboksan A2 i
slobodni kisikovi radikali (ROS, engl. reactive oxygen species). Odrzavanje fizioloSke ravnoteze
izmedu ovih faktora klju¢no je za pravilno funkcioniranje endotela (3). Subendotelno vezivo
oblozeno je unutarnjom elasticnom membranom koja odvaja endotel od tunike medije te
endotelu pruza stabilnost i elasti¢nost. Unutarnja elasticna membrana gradena je od elastina te
ima otvore koji dopustaju prolazak tvari iz krvi u dublje slojeve stijenke krvne Zile.

Tunika medija gradena je od koncentri¢nih slojeva glatkih miSi¢nih stanica 1 elastinskih vlakana.
Oblaze ju vanjska elasticna membrana kojom je tunika medija odvojena od adventicije.
Adventicija je gradena od kolagena tipa 1 i elasticnih vlakana te pruza mehani¢ku potporu
krvnim zilama. Postepeno prelazi u okolno vezivno tkivo (1). U adventiciji ve¢ih krvnih Zila
nalazi se i vasa vasorum, splet malih krvnih Zila koje opskrbljuju dublje slojeve stijenke kisikom
1 hranjivim tvarima, te perivaskularni Ziv€ani spletovi (2). U adventiciji se nalazi i
perivaskularno masno tkivo (PVAT, engl. perivascular adipose tissue) koje ne samo da podupire
krvne Zile, nego ima i dvojaku ulogu u modulaciji vaskularne reaktivnosti (vazokonstrikcija 1

vazorelaksacija). Prvo, umanjuje vazokonstrikciju posredovanu fenilefrinom, serotoninom i



1. UVOD

angiotenzinom II lucenjem vazorelaksiraju¢ih c¢imbenika. Drugo, poti¢e vazokonstrikciju
lu¢enjem vazokonstrikcijskih ¢imbenika koji djeluju preko perivaskularnih zivaca (4).
Za razliku od arterija, vene imaju tanji miSi¢ni sloj 1 deblju adventiciju. Vene takoder sadrze

zaliske, polumjesecaste nabore tunike intime koji strSe u lumen vena (1).
1.2 Uloga i sinteza NO u endotelu krvnih Zila

NO je plin koji ima snazna vazodilatacijska, protuupalna i antioksidativna svojstva. U
endotelu se NO sintetizira pomoc¢u endotelne NO-sintetaze (eNOS). Ovaj enzim Kkatalizira
pretvorbu L-arginina i O, u L-citrulin i NO (5). Aktivacija eNOS je ovisna o kalmodulinu koji je
prethodno aktiviran kalcijem. Kao kofatkori u reakciji potrebni su O, reducirani nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH), tetrahidrobiopterin (BH,) i flavinski nukleotidi (FAD i
FMN). Za pravilno funkcioniranje eNOS potrebna je njegova dimerizacija u prisustvu hema i
BH,. Tvari koje djeluju kao agonisti eNOS (bradikinin, histamin ADP, acetilkolin (ACh),
serotonin itd.) mogu povecati sintezu NO i dovesti do vazodilatacije, no najveci je fizioloski
poticaj za stvaranje NO mehanic¢ki podrazaj krvi koja dodiruje endotel.

NO uzrokuje vazodilataciju stimuliraju¢i enzim gvanilat-ciklazu na proizvodnju ciklickog
gvanozin monofosfata (cGMP). Stvoreni cGMP difundira u glatke misi¢ne stanice (GMS) tunike
medije gdje uzrokuje smanjenje unutarstani¢ne koncentracije kalcija. Smanjenje unutarstani¢ne
koncentracije kalcija rezultira opustanjem GMS, a time i vazodilatacijom. Protuupalni u¢inak
NO ocituje se u smanjivanju lucenja proupalnih citokina i smanjenoj ekspresiji adhezijskih
molekula na endotelnim stanicama. Antioksidativna svojstva ostvaruje kao Cista¢ slobodnih
kisikovih radikala. NO takoder pokazuje i antiagregacijska svojstva. Sve ove uloge NO klju¢ne
su u odrzavanju vaskularne homeostaze (6).

Smanjena bioraspolozivost NO u krvnim Zilama definira se kao endotelna disfunkcija.
Endotelnu disfunkciju karakteriziraju poja¢ana vazokonstrikcija, protrombotsko stanje, povecana
proliferacija GMS 1 upala krvnih Zila. Do smanjenja bioraspoloZivosti NO moze do¢i na dva
nacina: 1. pojacanim troSenjem bioraspolozivog NO u kemijskim reakcijama s ROS 1 2.
smanjenim stvaranjem NO. Niz akutnih 1 kroni¢nih patoloskih stanja moze uzrokovati pojacano
stvaranje ROS-a, posebice superoksida, koji reagira s NO stvorenim u endotelu te time smanjuje
njegovu bioraspolozivost i dovodi do stvaranja peroksinitrita (ONOQO?). Peroksinitrit, kao i

superoksid, pripada skupini ROS. Zbog toga, njegovim pojacanim stvaranjem dolazi do
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oksidativnog stresa i oSte¢enja okolnih tkiva. Drugi mehanizam smanjenja bioraspolozivosti NO
je modifikacija eNOS. U stanjima oksidativnog stresa, ROS oksidiraju BH; u BH; i time
onemogucuju dimerizaciju eNOS te mijenjaju svrhu tog enzima. Umjesto proizvodnje NO, takva
eNOS proizvodi superoksidni radikal. ROS djeluju i na receptor za NO — gvanilat ciklazu.
Uzrokuju oksidaciju hema i tako smanjuju raleaksirajuce djelovanje koje NO ima na glatke

misi¢ne stanice (5, 7).
1.3 Oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje u kojem postoji neravnoteZa izmedu stvaranja slobodnih kisikovih
radikala te njihova uklanjanja iz organizma putem antioksidansa i enzima. ROS su molekule koje
su vrlo reaktivne zbog nesparenog elektrona u vanjskoj ljusci. U ROS ubrajamo: superoksidni
anion (O ), hidrogen peroksid (H20,), hiperklori¢na kiselina (HC1O), hidroksilni radikal (HO"),
i peroksinitrit (ONOO’). ROS se mogu stvarati tijekom endogenih i egzogenih procesa u
enzimatskim i neenzimatskim reakcijama. Za endogenu proizvodnju ROS-a odgovorni su
procesi kao Sto su aktivacija imunoloSkih stanica, upala, starenje, pretjerana tjelovjezba,
ishemija, itd. (8). Najveéi endogeni izvor ROS-a je aerobni metabolizam, odnosno mitohondriji u
kojima ROS nastaju kao nusproizvod respiracijskog lanca. Ostale reakcije koje mogu stvarati
ROS su one ukljuCene u sintezu prostaglandina, fagocitozu 1 sustav citokroma P450. Razni
okoli$ni ¢imbenici koji djeluju kao egzogeni izvori ROS-a mogu biti teSki metali, lijekovi,
ionizirajuée zracenje, te przena, masna i dimljena hrana. Stanice naseg organizma posjeduju
obrambene mehanizme za uklanjanje viska ROS-a. Ti se mehanizmi uglavnom baziraju na
enzimima kao $to su katalaza, superoksid dismutaza i glutation peroksidaza. Kada ti mehanizmi
zakazu 1 stvaranje ROS-a se poveca, povecava se njihovo stetno djelovanje na stani¢ne strukture,
Sto dovodi do stani¢ne ozljede 1 smrti. To uzrokuje poremecaje brojnih fizioloskih funkcija zbog
Cega se oksidativni stres nalazi u podlozi brojnih bolesti. Stvaranje malih koli¢ina ROS-a dio je
normalne fiziologije. Oni u organizmu imaju mnoge uloge: regulacijsku, obrambenu ulogu,
sudjeluju u unutarstani¢noj signalizaciji te proliferaciji. Vrlo vaznu ulogu imaju i u imunoloskom
odgovoru, gdje djeluju kao medijatori upale i signalne molekule (9).

Oksidativni stres ima vazne u¢inke i na endotel. Smanjuje bioraspolozivost NO, povecava
koli¢inu trombocitnog aktivirajuceg faktora (PAF, engl. platelet-activating factor), povecava

izraZzavanje adhezijskih molekula, te povecava koli¢inu leukotriena B4 i citokina. Pove¢anjem



1. UVOD

razine oksidativnog stresa dolazi do prekomjernog stvaranja proupalnih citokina, $to uzrokuje
prekomjerno pobudivanje imunoloSkog sustava i upalu. Sve to dovodi do endotelne disfunkcije
9).

Poticaj za stvaranje ROS moZe biti 1 viSak nutrijenata ako ne postoji potraznja za njima.
Pretilost, kao posljedica dugotrajnog suviska nutrijenata povezana je s poremecajima
metabolizma ugljikohidrata i masti te sistemskom upalom niskog stupnja. Pokazalo se da
konzumiranje dijete bogate ugljikohidratima i mastima (HSHFD, engl. high-sugar and high-fat
diet) predstavlja veliki rizi¢ni ¢cimbenik za razvoj metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2 koji
u svojoj podlozi imaju poveéane razine oksidativnog stresa. U stanjima hiperglikemije i
hiperlipidemije postoji suviSak nutrijenata s posljediénim povecanjem protoka elektrona kroz
respiracijski lanac. Zbog toga dolazi do “curenja elektrona” kroz kopmlekse I 1 III respiracijskog
lanca. Time se povecava stvaranje superoksidnog aniona i vodikovog peroksida u
mitohondrijima, a Sto nadalje povecava razinu oksidativnog stresa u stanicama. Takoder se
pokazalo kako su u pretilih miSeva razine antioksidativnih enzima (katalaze, superoksid
dismutaze i glutation peroksidaze) snizene u odnosu na miseve normalne tjelesne mase.
Pretpostavlja se da povecano stvaranje ROS u mitohondrijima uzrokovano suviskom nutrijenata
inducira i1 inzulinsku rezistenciju. Poveéana razina oksidativnog stresa koja nastaje u ovim
stanjima povezuje se i s upalom. Slobodni radikali, kao jedni od klju¢nih signalnih molekula u
upalnom odgovoru, povecavaju lucenje proupalnih citokina te tako doprinose sistemskoj upali

niskog stupnja koja je povezana s pretilosti i inzulinskom rezistencijom (7, 10, 11).
1.4 Uloga pretilosti na krvne Zile

Pretilost se definira kao pretjerano nakupljanje tjelesne masti s indeksom tjelesne mase (BMI,
engl. body mass index) iznad 30 kg/m. Pretilost nije samo zasebna bolest nego i rizi¢ni ¢imbenik
za razvoj drugih metabolickih i kardiovaskularnih bolesti kao Sto su dijabetes tip 2, hipertenzija,
nealkoholna bolest jetre i mozdani udar. Ovu metabolicku bolest obiljezava kroni¢na upala
niskog stupnja s poviSenim razinama upalnih biljega (9). Vazan uzro¢nik upale u sklopu
pretilosti je hipoksija masnog tkiva koja nastaje zbog prekomjernog povecanja mase adipocita i
posljedi¢nog nedovoljnog dotoka krvi u masno tkivo. Hipoksija dovodi do nekroze masnog tkiva
i njegove infiltracije makrofazima. To za posljedicu ima povecano otpustanje proupalnih

citokina, od kojih su najvazniji IL-6, TNF-a, leptin i monocitni kemotakti¢ki protein-1 (MCP-1)
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(12). Drugi uzro¢nik upale u sklopu pretilosti je oksidativni stres koji nastaje kao posljedica
viska nutrijenata i posljedi¢ne hiperprodukcije ROS u mitohondrijima (7).

Poznato je da u stanjima metabolickih abnormalnosti koje prate pretilost, kao Sto su
hiperglikemija, hiperlipidemija i inzulinska rezistencija dolazi do endotelne disfunkcije.
Endotelna disfunkcija u pretilosti je multifaktorijalno stanje koje je karakterizirano smanjenom
bioraspolozivoséu NO. To dogada kao posljedica: 1.) pojacane razgradnje NO uslijed povec¢anog
stvaranja ROS-a i 2.) smanjenog stvaranja NO putem eNOS (13). Pretilost nadalje igra veliku
ulogu u nastanku endotelne disfunkcije uzrokujuci i kroni¢nu upalu niskog stupnja u organizmu.
Veliku ulogu imaju i stanja povezana s pretilosti kao Sto je inzulinska rezistencija, a vazna je i
uloga perivaskularnog masnog tkiva.

U fizioloskim uvjetima PVAT poti€e vazodilataciju luenjem tvari koje povecavaju
bioraspolozivost NO. Najvaznija od tih tvari je adiponektin (14). Adiponektin je protuupalna
tvar koja umanjuje upalnu reakciju endotela inhibirajuci aktivaciju makrofaga. U fizioloskim
uvjetima adiponektin djeluje na endotel tako da stimulira sintezu NO aktiviranjem eNOS (15). U
pretilih osoba dolazi do povecanja mase adipocita u PVAT-u proporcionalno povecanju mase
visceralnog masnog tkiva (16). Takvo, hipertrofi¢no, perivaskularno masno tkivo poprima upalni
fenotip. Pojacava se lucenje proupalnih adipocitokina kao §to su leptin, rezistin, IL-6, TNF-a 1
IL-17. Takoder se povecava i lucenje MCP-1 $to uzrokuje infiltraciju masnog tkiva aktiviranim
makrofazima, a zbog ¢ega se susljedno povecava lucenje leptina i smanjuje lucenje adiponektina
(17). Zbog smanjenog luc¢ena adiponektina iz PVAT-a u pretilih je osoba umanjen fizioloski,
vazorelaksiraju¢i u¢inak perivaskularnog masnog tkiva posredovan adiponektinom $to doprinosi
razvoju endotelne disfunkcije (17, 18).

Inzulinska rezistencija je prisutna u pretilosti. Ne zna se to¢an mehanizam nastanka inzulinske
rezistencije u pretilih osoba, ali se smatra da veliku ulogu imaju oksidativni stres, upala te
mitohondrijska disfunkcija (19). Upala perivaskularnog masnog tkiva, kao i manjak
adiponektina, promoviraju inzulinsku rezistenciju u krvnim zilama (20, 21). Do endotelne
disfunkcije zbog inzulinske rezistencije 1 prate¢e hiperinzulinemije dolazi zbog
neuravnoteZenosti izmedu vazodilatacijskog ucinka puta NO i vazokonstrikcijskog ucinka
sustava endotelina-1 (ET-1). U fizioloskim uvjetima inzulin, vezanjem za svoje receptore na
endotelnim stanicama, uzrokuje istovremenu aktivaciju 2 puta unutarstani¢ne signalizacije:

PI3K/Akt puta §to vodi u sintezu NO putem eNOS i RAS/MAPK kaskade $to vodi u sintezu
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ET-1. U fizioloskim uvjetima prevladaju ucinci sinteze NO, §to uzrokuje neto vazodilataciju
(22). Suprotno tome, u stanjima povezanim s endotelnom disfunkcijom, kao $to je pretilost,
PI3K/Akt put biva oSteen, dok RAS/MAPK put ostaje poSteden. Dolazi do prevage sinteze
ET-1 1 vazokonstrikcije ¢ime se dodatno pogorSava inzulinska rezistencija kao posljedica

smanjenog protoka krvi kroz tkiva (23).
1.5 Djelovanje antidijabeti¢kog tretmana (liraglutid i metformin) na krvne zile

Metformin je antidijabetik koji spada u skupinu bigvanida. Smatra se prvom linijom lijecenja
dijabetesa tipa 2. Svoje farmakolosko djelovanje ostvaruje putem 3 glavna mehanizma: 1)
inhibira glukoneogenezu i glikogenolizu u jetri ¢ime smanjuje proizvodnju glukoze u jetri, 2)
povecava osjetljivost na inzulin tako Sto poboljSava periferni unos glukoze i iskoriStavanje
glukoze u misi¢ima, 3) odgada apsorpciju glukoze iz tankog crijeva. Metformin ne potice
sekreciju inzulina zbog ¢ega ne izaziva hipoglikemiju. Pokazalo se da terapija metforminom u
osoba koje boluju od dijabetesa tipa 2 umanjuje inzulinsku rezistenciju 1 poboljSava o endotelu
ovisnu vazodilataciju. Takoder se pokazalo da dugotrajna terapija metforminom snizava razine
nekih upalnih parametara. Najvazniji mehanizmi putem kojih metformin poboljsava endotelnu
funkciju su smanjenje adhezije leukocita smanjenjem ekspresije adhezijskih molekula na
povrsini endotelnih stanica, povecanje bioraspolozivosti NO smanjenjem oksidativnog stresa i
poboljsanjem funkcije eNOS, inhibiranje vaskularnog starenja potaknutog hiperglikemijom te
preveniranjem ozljede i smrti endotelnih stanica pobolj$anjem vaskularnog integriteta (3).

Liraglutid je antidijabetik koji pripada skupini analoga glukagonu sli¢nog peptida-1 (GLP-1).
Djeluje tako Sto se veze na GLP-1 receptor te ga aktivira. Tocan mehanizam djelovanja nije joS u
potpunosti jasan. Neka ispitivanja su prikazala unos lijeka u neke dijelove mozga pri ¢emu je
liraglutid vezanjem ta GLP-1 receptore pojacao signalizaciju sitosti i smanjio signalizaciju gladi.
GLP-1 receptori mogu se jo$ nac¢i u srcu, krvnim zilama, imunoloskom sustavu i bubrezima.
Liraglutid sniZzava tjelesnu masu smanjenjem koli¢ine masnog tkiva i to pretezito visceralnog
masnog tkiva, regulira apetit pojaCanjem osjecaja sitosti i smanjenjem osjecaja gladi, stimulira
lu¢enje inzulina 1 smanjuje lucenje glukagona potaknuto glukozom. Pokazalo se takoder da
liraglutid poboljsava funkciju f3-stanica gusterace. U¢inci GLP-1 analoga na krvne zile ukljucuju
smanjenje proliferacije vaskularnih GMS-a, smanjenje oksidativnog stresa 1 povecanje

bioraspolozivosti NO (24).
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2. HIPOTEZA

Prehrana s visokim udjelom masti 1 wugljikohidrata uzrokuje naruSavanje razine
vazorelaksacije u aortama kod pretilih i predijabetickih Stakora te razliCiti vaskularni odgovor
ovisno o spolu. Antidijabeticka terapija ima pozitivan utjecaj te poboljsava vaskularni odgovor

krvnih zila.
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3. CILJEVI
Ciljevi istrazivanja su:

1) Procijeniti krvozilnu funkciju i relaksaciju induciranu acetilkolinom (Ach) kod Sprague-

Dawley Stakora oba spola hranjenih hranom bogatom mastima i ugljikohidratima

2) Ispitati ulogu antidijabeti¢kih lijekova (metformin i liraglutid) u navedenim procesima
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4.1 Ustroj studije

Provedeno istrazivanje je eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim zivotinjama
(Sprague-Dawley Stakorima). Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva za
istrazivanja Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku, Medicinskog fakulteta Osijek (KLASA:
602-04/21-08/07, URBROJ: 2158-61-07-21-106).

4.2 Materijali

Uzgoj 1 dijetni protokol na zivotinjama provodili su se u Vivariju Medicinskog fakulteta
Osijek. U istrazivanju su koristeni Sprague-Dawley $takori oba spola u starosti od 10 mjeseci. U
toj dobi Zivotinje su bile podijeljene u 4 skupine te su im uvedeni dijetni protokoli u trajanju od 4
mjeseca:

1) Kontrolna skupina: zivotinje su tijekom svih 14 mjeseci konzumirale standardnu hranu za
Stakore

2) HSHFD skupina: zivotinje koje su od 10. do 14. mjeseca starosti konzumirale hranu koja
sadrzi 56 % ugljikohidrata 1 12 % krute masti u svom sastavu

3) HSHFD + METFORMIN skupina: Zivotinje koje su od 10. do 14. mjeseca starosti
konzumirale hranu koja sadrzi 56 % ugljikohidrata i 12 % krute masti u svom sastavu. Od
51. do 65. tjedna zivotinje su primale terapiju antidijabetikom metforminom u dozi od 50
mg/kg/dan

4) HSHFD + LIRAGLUTID skupina: zivotinje koje su od 10. do 14. mjeseca starosti
konzumirale hranu koja sadrzi 56 % ugljikohidrata i 12 % krute masti u svom sastavu. Od
51. do 65. tjedna zivotinje su primale terapiju antidijabetikom liraglutidom u dozi od
0,3 mg/kg/dan
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4.3 Metode

Nakon zavrSenog dijetnog protokola zivotinje su uklju¢ene u protokol fizioloSkog pokusa
odredivanja vaskularne reaktivnosti u Laboratoriju za mikrocirkulaciju pri Katedri za fiziologiju
1 imunologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta J.J. Strossmayera u Osijeku. Svim Zivotinjama
je izmjerena tjelesna masa 1 izmjerena razina glukoze u krvi na pocetku i kraju dijetnog

protokola.

4.3.1 Anestezija Zivotinja

Prije pocetka fizioloskih protokola sve Zivotinje su anestezirane kombinacijom ketanesta S 75
mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2 ml, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex

5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma) i potom dekapitirane.
4.3.2 Metoda izoliranih aortalnih prstenova (,,ringovi”)

Nakon otvaranja prsnog koSa, torakalni dio aorte se paZljivo izvadi iz Zivotinje i polozi u
Krebs-Henseleit otopinu temperature 4 °C, pH 7.,4. Aorta se preparira i oCisti od okolnog
vezivnog 1 masnog tkiva te izreZe u 4 prstena Sirine 4 mm. Prsteni su potom stavljeni u organske
bazenci¢e (10 ml zapremine) s Krebs-Henseleitovom otopinom temperature 37 °C, a koja je
prozimana 95 %-tnim Oz 1 5 %-tnim CO: pomocu dvije paralelne Celi¢ne Zice provucene kroz
lumen prstena. Potom je jedna Zica u¢vr§¢ena na dno drzaca koji se uranja u bazenci¢ s kupelji, a
druga je povezana na pretvara¢ vlaéne sile preko kojeg je mjeren tonus zilnog prstena. Pretvarac
sile je spojen na pojacalo 1 na analogno-digitalni pretvara¢ gdje se prati graficki prikaz tijeka

pokusa na ekranu ra¢unala. Protokol se sastoji od nekoliko dijelova:

1. Stabilizacija krvne zile (ekvilibracija bez djelovanja sile kroz 30 minuta, potom

ekvilibracija pod silom od 2 g kroz 60 min)
2. Inicijalni prekontrakcijski test (jednom dozom noradrenalina 107 M)

3. Testiranje intaktnosti i funkcije endotela (za procjenu endotel-ovisne vazodilatacije
koristio se ACh 10 ° do 10° M)

10
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4. Specificni testovi (protokom-posredovana vazorelaksacija krvnih zila mjerila se u
odsutnosti i prisutnosti inhibitora dusik-oksid sintaze (NOS; 10° M) i TEMPOL-a (“hvataca
slobodnih radikala”; 10~> M)).

Slika 1. Sustav za izolirane organe

(slika preuzeta s dozvolom iz doktorske disertacije doc. dr. sc. Zrinke Mihaljevi¢)

4.4 Statisticke metode

Veli¢ina uzorka odredena je pomoc¢u SigmaPlot v11.2 (Systant Software, Inc.) statistickog
programa. Uz alfa = 0,05 te snagu testa od 0,80 te predvidenu najmanju mjerljivu razliku u
prosjecnim vrijednostima od 0,25, potrebno je minimalno 4 pokusne zivotinje po skupini. Podaci
su dobiveni softverom koji je osigurao proizvoda¢ uredaja (Experimetria Ltd, Budimpesta,
Madarska), a zatim prebaceni u proracunsku tablicu za statistiCke analize pomocu SigmaPlot
v11.2 (Systat Software, Chicago, USA). U svrhu analize razlika u vazorelaksaciji aortalnih
prstenova medu skupinama izazvanih ACh-om Koristila se dvosmjerna ANOVA (Two-way
ANOVA) 1 Bonferroni post hoc test. Numericki podatci opisani su aritmetickom sredinom 1
standardnom devijacijom. Statisticka znacajnost postavljena je na p < 0,05. Za graficki prikaz
dobivenih rezultata koristen je GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA).
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Tablica 1. Vrijednosti tjelesne mase (g) Sprague-Dawley $takora oba spola na pocetku i kraju protokola

Aritmeti¢ka sredina (standardna devijacija)

Tjelesna masa (g)

Zenski Sprague-Dawley takori

Muski Sprague-Dawley Stakori

HSHFD + HSHFD + HSHFD + HSHFD +

Gy N TNaG, LIRAGLUTID  METFORMIN | (09 FEHED  IRAGLUTID - METFORMIN
P - - (N =4) (N=8) - - (N=8) (N =8)
5;52;‘}2 316 (11) 309 (12) 307 (7) 305 (15) 593 (56) 595 (99) 647 (51) 648 (44)
f;‘g;;]‘g 348 (22)" 346 (28) 224 (15) 391(32)° | 626(53) 748 (147)) 569 (62) 733 (74)*

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija

*HSHFD + LIRAGLUTID vs. Kontrola (p < 0,001), HSHFD (p < 0,001), HSHFD + METFORMIN (p < 0,001)

"HSHFD + METFORMIN vs. Kontrola (p = 0,01), HSHFD (p = 0,01)

'HSHFD + LIRAGLUTID vs. HSHFD + METFORMIN (p = 0,02), HSHFD (p = 0,02)

HSHFD - HSHFD (engl. high sugar high fat diet) - grupa izlozena konzumaciji hrane s visokim udjelom ugljikohidrata i masti

U mjerenje razlika tjelesne mase ukljucene Su samo zivotinje koje su imale oba mjerenja (pocetno i zavr$no vaganje).

-olunoaiz efueaoaiz

Sowres of11d 1 e[ox0301d Sowaip nyp3o90d eu of BUIS[WU B[UTJOAIZ YIAS BSBW BUSI[A[],

esew eusajall 1'g

ILV11INZ3d 'S

ILVL1NZ3d 'S
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Na pocetku protokola nije utvrdena razlika u tjelesnoj masi Stakora unutar ispitivanih
skupina istog spola (izmedu Zenskih skupina p = 0,76; izmedu muskih skupina p = 0,51), §to

je bilo i za ocekivati jer su sve zivotinje jednake dobi.

Nakon zavrsetka dijetnog protokola u zenskoj skupini Stakora je utvrdeno kako zenke koje
su pripadale HSHFD + LIRAGLUTID skupini imaju statisticki manju tjelesnu masu od
kontrolnih (p < 0,001), HSHFD (p < 0,001) i HSHFD + METFORMIN (p < 0,001) Stakorica.
Takoder, pokazalo se kako je terapija metforminom uzrokovala znacajan porast tjelesne mase
u skupini HSHFD + METFORMIN u odnosu na kontrole (p = 0,01) i HSHFD (p = 0,01).

Kod muskih Stakora, utvrdeno je kako HSHFD + LIRAGLUTID skupina ima statisticki
manju tjelesnu masu u odnosu na skupine HSHFD (p = 0,02) i HSHFD + METFORMIN
(p=0,02).

5.2 ACh-om potaknuta relaksacija aortalnih prstenova

ACh-om uzrokovana relaksacija izoliranih aortalnih prstenova muskih i zenskih Sprague-
Dawley stakora kontrolne, HSHFD, HSHFD + LIRAGLUTID i HSHFD + METFORMIN
skupine prikazani su na Slikama 2A i 2B.

Bazi¢na ACh-om uzrokovana relaksacija znacajno je smanjena u HSHFD + METFORMIN
skupini u odnosu na kontrolnu skupinu kod $takorica (pri ACh 10 M) (Slika 2A). Kontrolna
skupina muskih Stakora pokazala je znacajno smanjenu bazalnu vrijednost ACh-om
uzrokovane relaksacije u usporedbi sa svim ostalim skupinama muskih Stakora (u
koncentracijama ACh 10 do 10®° M) (Slika 2B). Nadalje, tretirani muski Stakori HSHFD
(metformin ili liraglutid) pokazali su znacajno bolji odgovor na ACh-om izazvanu relaksaciju
u usporedbi sa skupinom muskih $takora HSHFD bez terapije (u koncentracijama ACh 102 i
107 M) (Slika 2B).
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A
120 —-o- Kontrola (n=14)
-& HSHFD (n=24)
—— HSHFD+LIRAGLUTID (n=12)
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)

* Kontrola vs. HSHFD+METFORMIN (p=0,01 pri ACh 10°° M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)
ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s graniénikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 2A. ACh-om potaknuta relaksacija aortalnih prstenova u kontrolnoj, HSHFD, HSHFD
+ LIRAGLUTID i HSHFD + METFORMIN skupini Zenskih Sprague-Dawley Stakora.

14



5. REZULTATI

B
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* Kontrola vs. HSHFD, HSHFD+LIRAGLUTID, HSHFD+METFORMIN (p<0,001 pri ACh
108 do 10> M)

t HSHFD vs. HSHFD+LIRAGLUTID, HSHFD+METFORMIN (p=0,01 pri ACh 108 do
107" M

log [AC)h] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s grani€nikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 2B. ACh-om potaknuta relaksacija aortalnih prstenova u kontrolnoj, HSHFD, HSHFD +
LIRAGLUTID i HSHFD + METFORMIN skupini muskih Sprague-Dawley stakora .
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5.3 Spolne razlike u razini ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova

Znacajne spolne razlike u razini ACh-om potaknute relaksacije uocene su u kontrolnoj
skupini gdje je vidljivo kako muski Stakori imaju znac¢ajno manju razinu ACh-om potaknute
relaksacije u odnosu na Zenke (u koncentracijama ACh 10® do 10° M) (Slika 3A). Takoder,
muski Stakori iz HSHFD + METFORMIN skupine imali su znacajno smanjenu razinu ACh-
om potaknute relaksacije u usporedbi sa Stakoricama HSHFD + METFORMIN skupine (na
ACh 10 M) (Slika 3D). Razlike u razini ACh-om potaknute relaksacije povezane sa spolom
nisu primijec¢ene u skupinama Stakora HSHFD (Slika 3B) i HSHFD + LIRAGLUTID (Slika
3C).

>

Kontrola
-8- Bazi¢no zenke (n=14)
1201 -& Baziéno muzjaci (n=24)
1004
804
60
404
204

% preostale kontrakcije

o
1

log [ACh]

Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)

* baziéno ACh zenke vs. muzjaci (p=0,01 pri ACh 10%do 10° M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)
ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s granicnikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 3A. Usporedba bazi¢nog odgovora ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova

izmedu spolova u kontrolnoj skupini.
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B HSHFD
© 120+ -8— Bazi¢no zenke (n=17)
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)
ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova
Okomite crte s grani€nikom predstavljaju standardnu devijaciju
C HSHFD+LIRAGLUTID
1201 -¢- Bazi¢no zenke (n=12)
(<) . e
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o
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s granicnikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 3B i C. Usporedba bazi¢nog odgovora ACh-om potaknute relaksacije aortalnih
prstenova izmedu spolova u HSHFD skupini (B) i HSHFD + LIRAGLUTID skupini (C).
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno ACh zenke vs. muzjaci (p=0,02 pri ACh 1077 M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s graniénikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 3D. Usporedba bazi¢nog odgovora ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova
izmedu spolova u HSHFD + METFORMIN skupini.

5.4 Utvrdivanje mehanizama relaksacije

Mehanizmi koji posreduju ACh-om potaknutu relaksaciju prikazani su na Slici 4 i Slici 5.
Vazorelaksacija aortalnih prstenova posredovana NO-om ispitana je dodatkom eNOS
inhibitora L-NAME te je prisutnost visoke razine oksidativnog stresa funkcionalno
procijenjena dodavanjem TEMPOL-a, koji se smatra multifunkcionalnim antioksidansom, a

ne samo Cistacem superoksida.

U svim zenskim skupinama Stakora prisutnost L-NAME znacajno je smanjila odgovor
vazorelaksacije na ACh izoliranih aortnih prstenova $takora, $to zna¢i da je u ACh-om

potaknutoj relaksaciji u svim zenskim skupinama Stakora posredovao uglavnom NO (Slika 4).

18



5. REZULTATI

In vitro primjena TEMPOL-a inducirala je oporavak vazorelaksacije kao odgovor na ACh (na
ACh 10° M) u kontrolnoj skupini (Slika 4A), ali ne i na drugim eksperimentalnim skupinama
zenkih Stakora (Slika 4B-D). Ovi podaci sugeriraju da je kontrolna skupina imala najvisu

razinu oksidativnog stresa od svih Zenskih skupina Stakora.
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* bazi&no vs. L-NAME (p<0,001 pri ACh 10”7 do 10> M)

T baziéno vs. TEMPOL (p=0,01 pri ACh 10> M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s grani€nikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 4A. Mehanizmi ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova u kontrolnoj skupini

zenskih Stakora.
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)

* baziéno vs. L-NAME (p<0,001 pri ACh 10°" do 10™> M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)
ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s grani¢nikom predstavljaju standardnu devijaciju
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Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno vs. L-NAME (p=0,02 pri ACh 107" M; p=0,01 pri ACh 10°® do 10° M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s graniénikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 4 B i C. Mehanizmi ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova u HSHFD
skupini (B) i HSHFD + LIRAGLUTID skupini (C) Zenskih $takora
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o

HSHFD+METFORMIN_zZenke --- baziéno (n=24)

120 -~ L NAME (n=10)

-+ TEMPOL (n=10)
1001
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40
20

% preostale kontrakcije

log [ACh]

Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno vs. L-NAME (p<0,001 pri ACh 108 do 105 M)

log [AChH] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s grani¢nikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 4D. Mehanizmi ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova u HSHFD +
METFORMIN skupini Zenskih Stakora .

Kod svih ispitanih skupina muskih Stakora prisutnost L-NAME-a znacajno je smanjila
odgovor na ACh u izoliranih aortnih prstenova, $to znaci da je ACh-om potaknutu relaksaciju
u svim muskim skupinama Stakora posredovao uglavnom NO (Slika 5), bas kao i u zenki. In
vitro primjena TEMPOL-a nije imala znacajan u¢inak na vazorelaksaciju kao odgovor na

ACh ni u jednoj skupini muskih Stakora (Slika 5).
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno vs. L-NAME (p=0,01 pri ACh 10”" M; p<0,001 pri ACh 1076 do 10° M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s graniénikom predstavljaju standardnu devijaciju

HSHFD_muzjaci ==+ Bazitno (n=24)
-~ L NAME (n=10)

— TEMPOL (n=10)

Slika5 A i
i HSHFD (

log [ACh]

Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno vs. L-NAME (p<0,001 pri ACh 10°" do 10°° M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s grani¢nikom predstavljaju standardnu devijaciju

B. Mehanizmi ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova u kontrolnoj (A)

B) skupini muskih Stakora.
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno vs. L-NAME (p<0,001 pri ACh 107 do 10> M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s graniénikom predstavljaju standardnu devijaciju

--- Baziéno (n=28)
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (Two-way ANOVA)
* baziéno vs. L-NAME (p=0,01 pri ACh 107 do 10> M)

log [ACh] - negativan logaritam ispitivanih koncentracija acetilkolina (ACh)

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, n- broj aortalnih prstenova

Okomite crte s grani¢nikom predstavljaju standardnu devijaciju

Slika 5C i D. Mehanizmi ACh-om potaknute relaksacije aortalnih prstenova u HSHFD +
LIRAGLUTID (C) i HSHFD + METFORMIN (D) skupini kod muskih Stakora .
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Promjene u nacinu zivota i prehrani rezultirale su pove¢anjem broja pretilih ljudi (25).
Razli¢ite vrste prehrambenih protokola, kroni¢ne ili akutne, poput prehrane s visokim
udjelom masti i ugljikohidrata (HSHFD), prehrane s visokim udjelom zasi¢enih masnih
kiselina (SFA) i unosa transmasnih kiselina, dovode do oksidativnog stresa kroz vise
biokemijskih mehanizama (26, 27, 28). Nezdrava prehrana nalazi se u podlozi mnogih
kroni¢nih kardiometaboli¢kih bolesti, kao §to su pretilost, dijabetes, kardiovaskularne bolesti
I ateroskleroza (29, 30). Zajednicki nazivnik ovih bolesti je oksidativni stres, stanje koje se
javlja kada postoji neravnoteza izmedu stvaranja ROS-a i smanjene razine antioksidativnog
kapaciteta (31, 32). Aktivnost antioksidativnih enzima smanjena je kod pretilih osoba
usporedbi s ljudima koji nisu pretili, Sto ima implikacije na razvoj zdravstvenih problema
povezanih s pretilos¢u (33). U osoba koje su pretile i boluju od dijabetesa neki oralni
antidijabeticki lijekovi mogu dovesti do povecanja tjelesne mase. Neki od tih lijekova su
derivati sulfonilureje, meglitinidi, tiazolidindioni i sam inzulin. Za razliku od njih,
novorazvijeni lijekovi koji djeluju putem inkretinskih hormona poticu gubitak kilograma.
Liraglutid, agonist GLP-1 receptora, smanjuje unos hrane, poti¢e mrsavljenje i pobolj$ava
indekse metabolicke funkcije (34). Nasi rezultati su u skladu s tim ¢injenicama. Pokazuju
smanjenje tjelesne mase pretilih Stakora koji su primili terapiju liraglutidom u usporedbi s
drugim skupinama pretilih Stakora, posebno u usporedbi sa zenkama Stakora. Terapija
liraglutidom pokazala se ucinkovitijom u usporedbi s terapijom metforminom, budu¢i da
metformin nije znacajno smanjio tjelesnu masu u usporedbi sa skupinom pretilih zivotinja
oba spola. Ucinci metformina na tjelesnu masu donekle su kontroverzni. Dok su neka
istrazivanja pokazala da metformin znacajno smanjuje tjelesnu masu, neka druga istrazivanja
su Cak pokazala da dovodi do povecanja tjelesne mase, a Sto su naSi rezultati u Zenskoj
skupini i pokazali (35, 36). Uz dijabetes melitus tipa 2, pretilost je Cesto popracena
povecanim rizikom od kardiovaskularnih bolesti, ukljucuju¢i bolest koronarnih arterija i
mozdani udar. Sve to nastaje kao posljedica endotelne disfunkcije, kroni¢ne upale niskog
stupnja, povecane proizvodnje ROS-a i citokina te oksidacije lipoproteina male gustoce
(LDL) koji nastaju uslijed pretilosti (37). Primjerice, kod pretilosti postoji povecana razina
superoksidnog radikala i nitrotirozina u koronarnom endotelu. Rana gojaznost dovodi do
povecanog oksidacijskog stresa i disfunkcije endotela povezane s pove¢anom razinom leptina
(38). Takoder, pretilost i dijabetes melitus tipa 2, kao rezultat hiperinzulinemije, karakterizira

poremecaj transporta glukoze, disfunkcija [-stanica gusterace, kao i1 poveéana razina

24



6. RASPRAVA

oksidativnog stresa i upale (39). B-stanice gusterace imaju relativno niski izrazaj brojnih
antioksidativnih enzima 1 kada su izloZene hiperglikemiji mogu proizvesti ROS koji potiskuje
izluivanje inzulina izazvano glukozom (40).

Liraglutid, analog GLP-1, smanjuje glukozu u krvi pojacavaju¢i 0 glukozi ovisnu
sekreciju inzulina, pojacavajuéi rast B-stanica, smanjujuci unos hrane i tjelesnu masu (41). U
ljudskim endotelnim stanicama liraglutid smanjuje razinu TNF-a, oksidativni stres izazvan
visokom razinom glukoze te upalni odgovor (42). Takoder, liraglutid smanjuje razinu ROS-a
u plazmi u bolesnika s dijabetesom tipa 2 (43). Studije na Zivotinjama na jetri i masnom
tkivu dijabetickih miSeva pokazale su da GLP-1 poboljsava rezistenciju na inzulin (44). U
srcu miSeva s dijabetesom 1 mozgu miSeva s Alzheimerovom boles¢u liraglutid je pokazao
protuupalni u¢inak (45).

Sli¢no liraglutidu, metformin ima antioksidativna 1 protuupalna svojstva. U lijeCenju
dijabetesa metformin je postao lijek izbora zbog svoje sposobnosti da poboljsa osjetljivost na
inzulin i ucinkovito smanji glikemiju bez znafajnog povecanja stope hipoglikemije (46).
Neke su studije pokazale da metformin smanjuje endogene razine ROS-a koje proizvode
mitohondriji, a primarno to ostvaruje inhibicijom mitohondrijskog kompleksa 1 (NADH:
ubikinon oksidoreduktaza) (47). Metformin Stiti primarne hepatocite Stakora, endotelne
stanice i neuronske stanice od apoptoze izazvane oksidativnim stresom (48, 49, 50).

U fizioloskim uvjetima mitohondriji su glavno mjesto unutarstani¢ne proizvodnje ROS-a,
ali postoje i1 druga mjesta na kojima se ROS moze proizvesti, kao §to su sustavi plazmatske
membrane, endoplazmatski retikulum, lizosomi, peroksisomi i putem citoplazmatskih enzima
(51). Kako bi se razina ROS-a odrzala na minimumu, tkiva posjeduju antioksidativne enzime
(superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza, glutation S-transferaza, tioredoksin
reduktaza itd.) koju djeluju sinergisticki na smanjenje razine slobodnih radikala (52).
Pojedinacna ispitivanja o odnosu spolne razlike 1 promjene aktivnosti antioksidativnih enzima
utvrdila su da u starijih muskih miSeva veza izmedu tri antioksidativna enzima (superoksid
dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza) postaje slabija, bez obzira na koncentraciju
peroksidacije lipida. Suradnja izmedu antioksidativnih enzima postaje skladnija s pove¢anom
koncentracijom peroksidacije lipida u jetri 1 mozgu starijih zenskih miSeva, Sto bi moglo
objasniti zaSto su stare Zenke bolje zasticene od oksidacijskog stresa od muskaraca (53). Ova
istrazivanja podupiru i nase rezultate vaskularne relaksacije aortalnih prstenova. Uocili smo
kako je ACh-om potaknuta relaksacija u svim skupinama S$takora oba spola posredovana
uglavnom sa NO. Ali takoder smo uo¢ili da je TEMPOL u kontrolnoj skupini vratio ACh-om

posredovanu dilataciju na pocetne (bazalne) vrijednosti, za razliku od kontrolne muske
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skupine gdje je TEMPOL samo djelomi¢no vratio ACh-om posredovanu dilataciju u

usporedbi s drugim skupinama.
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7. ZAKLJUCAK

Glavni zakljucci ove studije su:

1) Liraglutid ima znacajan utjecaj na smanjenje tjelesne mase kod oba spola.

2) ACh-om potaknuta relaksacija u svim skupinama Stakora oba spola posredovana je

uglavnom s NO-om.

3) Bolji oksidacijski status u zenskoj skupini dovodi do manjih promjena u

vazorelaksaciji posredovanoj ACh-om.

4) Stariji muski Stakori imaju izrazenije oSte¢enje krvozilnog opustanja od starijih

zenskih Stakora.
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Cilj istrazivanja: Odrediti razlike u razini relaksacije inducirane ACh-om te ispitati ulogu
antidijabetickih lijekova kod Sprague-Dawley Stakora oba spola hranjenih hranom bogatom

mastima i ugljikohidratima.
Nacrt studije: Eksperimentalna studija

Ispitanici i metode: U istrazivanju su koristeni Sprague-Dawley Stakori oba spola u
starosti od 10 mjeseci podijeljeni u 4 skupine: 1.) Kontrolna skupina hranjena standardnom
prehranom, 2.) HSHFD skupina hranjena prehranom bogatom ugljikohidratima i mastima te
3.) 1 4.) HSHFD + liraglutid/metformin skupine koje su primale antidijabeticki tretman.
Nakon zavrSenog dijetnog protokola Zivotinje su izvagane, anestezirane, dekapitirane te im je
izolirana torakalna aorta za ispitivanje razine ACh-om potaknute vazorelaksacije u odsutnosti
i prisutnosti i L-NAME-a ili se utvrdivala mjera nastalog oksidativnog stresa pomocu

TEMPOL-a.

Rezultati: Liraglutid dovodi do znacajnog sniZzavanja tjelesne mase kod oba spola. ACh-
om posredovana vazorelaksacija je smanjena kod Zenki u HSHFD + METFORMIN skupini u
usporedbi s kontrolom. Kontrolna skupina muskih Stakora pokazala je znacajno smanjenu
bazalnu vrijednost ACh-om uzrokovane relaksacije u usporedbi sa svim ostalim skupinama
muskih $takora, dok su skupine s antidijabetikom imale bolji odgovor u odnosu na skupinu
HSHFD. Usporedbom izmedu spolova pokazalo se kako muski kontrolni Stakori imaju
smanjenu vazorelaksaciju u odnosu na kontrolnu Zensku skupinu. Kod svih ispitanih skupina
prisutnost L-NAME-a znacajno je smanjila odgovor na ACh, dok TEMPOL ima znacajan

utjecaj jedino na Zensku kontrolnu skupinu.

Zakljucak: Rezultati sugeriraju da bolji oksidacijski status Zenske skupini dovodi do
manjih promjena u vazorelaksaciji. Stariji musSki Stakori imaju izraZenije oStecenje

vazorelaksacije od starijih Zenskih Stakora.

Kljuéne rije¢i: L-NAME, oksidativni stres, pretilost, TEMPOL, vazorelaksacija
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The effects of carbohydrate and fat-rich food and use of antidiabetic treatment on

aortic vasorelaxation in obese pre-diabetic adult rats of both sexes

Objectives: To evaluate the level of relaxation induced by acetylcholine and to examine
the role of antidiabetic drugs in Sprague-Dawley rats of both sexes fed food rich with fats and

carbohydrates.
Study design: Experimental research.

Material and Methods: In the study, Sprague-Dawley rats of both sexes were divided
into 4 groups at 10 months of age: Control group which was fed a standard diet, HSHFD
group which was fed a diet rich in carbohydrates and fats, and HSHFD + metformin and
HSHFD + liraglutide groups which, after 4 months of HSHFD diet, received antidiabetic
treatment for 14 weeks. After completion of the dietary protocol, the animals were weighed,
anesthetized, decapitated, and their thoracic aorta was isolated, which was used to examine
the level of acetylcholine-induced vasorelaxation in the absence and presence of NO synthase
inhibitor (L-NAME) or to measure the level of oxidative stress with TEMPOL.

Results: Liraglutide leads to a significant reduction in body weight in both sexes.
Acetylcholine-mediated vasorelaxation was reduced in the female HSHFD + METFORMIN
group compared to the control. Also, the male control group showed a reduction in baseline
acetylcholine-mediated vasorelaxation compared to all other male groups, while the groups
with antidiabetic treatment had a better response compared to the HSHFD group. Comparison
between the sexes showed that male control rats had reduced vasorelaxation compared to the
female control group. In all examined groups of both sexes, the presence of L-NAME
significantly reduced the response to acetylcholine, while TEMPOL had a significant effect

only on the female control group.

Conclusion: Present results suggest that minor changes in vasorelaxation are in the female
group becouse of better oxidative status, and also that aged male rats have more prominent

vascular relaxation impairment than female.

Keywords: antidiabetic, nitric oxide, oxidative stress, obesity, vasorelaxation
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