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NEUROKARDIOGENA ADAPTACIJA NA TRUDNOCU U HRONICNOJ HIPERTENZIJI

REZIME

Adaptacija kardiovaskularnog sistema (KVS) na trudnoéu podrazumeva niz
hemodinamskih promena izazvanih remodelovanjem perifernih i centralnih mehanizama. Pad
krvnog pritiska (BP) u trudnodi aktivira barorefleks, koji povecava tonus simpatikusa ka KVS i
sintezu i lu¢enje vazopresina (VP). Poznato je da VP ima ulogu u adaptaciji na normotenzivnu
trudnocu, ali i u razvoju primarne hipertenzije. Ipak, uticaj VP-a na neuroendokrinu i
autonomnu adaptaciju KVS tokom hroni¢no hipertenzivne trudnoce nije dovoljno istrazen. Ova
studija je izvedena na zenkama normotenzivnih Wistar (WR) i spontano hipertenzivnih pacova
(SHR) sa ugradenim radiotelemetrijskim uredajem za kontinuirano hemodinamsko merenje.
Spektralnom analizom je procenjena varijabilnost BP-a i sr¢ane frekvencije (HR), a osetljivosti
barorefleksa (BRS) primenom metode sekvence. Koncentracija VP-a u plazmi je odredena
ELISA testom, a ekspresija gena VP, VlaR i V1bR, RT-qPCR metodom. Rezultati naSeg
istrazivanja pokazuju da negravidne SHR Zenke imaju vecu ekspresiju gena za VP, V1aR i VIbR
u PVN-u i SON-u u odnosu na WR Zenke u diestrusu. Gravidne SHR Zenke imaju smanjenu
ekspresiju VP-a u SON-u, nizi VP u plazmi i normalan BP tokom kasne trudnoce, ali i znake
pojacane simpaticke srcane stimulacije (porast HR i LF-HR), kao i angaZzovanje vagalnih
mehanizama (uvecanje BRS-a i HF-HR). Kod WR Zenki kasna trudnoca je podstakla povigenu
ekspresiju gena za VP u PVN-u i SON-u, dok je pad nivoa VP-a u plazmi i BP-a manje izraZzen
nego kod SHR-ova, a znacajne promene parametara autonomne kontrole su izostale. Ovi
rezultati ukazuju na postojanje razlika u neurokardiogenoj adaptaciji na trudno¢u izmedu Zenki
WR-a i SHR-ova.

Klju¢ne reci: trudnoca, hroni¢na hipertenzija, vazopresin, vazopresinski receptori, osetljivost
barorefleksa, kardiovaskularni varijabilitet, paraventrikularno jedro, supraoptic¢ko jedro

Naué¢na oblast: Medicina

UzZa nauéna oblast: Fizioloske nauke
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NEUROCARDIOGENIC ADJUSTMENT TO CHRONIC HYPERTENSIVE PREGNANCY

SUMMARY

Cardiovascular system (CVS) adjustment to pregnancy encompasses numerous
hemodynamic changes induced by the remodeling of peripheral and central mechanisms.
During pregnancy, arterial blood pressure drop activates the baroreflex, which increases
sympathetic tone towards the CVS, and the synthesis and secretion of vasopressin (VP). It is
known that VP is involved both in adaptation to normotensive pregnancy as well as in
development of primary hypertension. Yet, the impact of VP to the neuroendocrine and
autonomic adaptations of the CVS to chronic hypertensive pregnancy is not fully investigated.
This study was performed on female normotensive Wistar (WRs) and Spontaneously
hypertensive rats (SHRs), equipped with a radiotelemetry device for continuous hemodynamic
recording. Variability of blood pressure (BP) and heart rate (HR) was estimated by spectral
analysis, while baroreceptor reflex sensitivity (BRS) was evaluated using the sequence method.
Plasma VP was determined by ELISA whereas VP, V1aR, and V1bR gene expression was
detected by RT-qPCR. Our results show that non-pregnant SHRs exhibit greater VP, V1aR and
V1bR gene expression in both PVN and SON compared to Wistar diestrus females. Pregnant
SHR dams display reduced expression of VP in SON, lower plasma VP and normal BP during
late pregnancy, as well as marked signs of enhanced sympathetic cardiac stimulation (increased
HR and LF-HR variability) and recruitment of vagal mechanisms (enhanced BRS and HF-HR
variability). In WR females, late pregnancy increased VP gene expression both in the PVN and
SON, while the drop of plasma VP levels and BP were less pronounced compared to SHRs and
no significant changes in autonomic control parameters were present. These results suggest a
differential neurocardiogenic adaptation to pregnancy in WR and SHR females.

Key words: pregnancy, chronic hypertension, vasopressin, vasopressin receptors, baroreflex
sensitivity, cardiovascular variability, paraventricular nucleus, supraoptic nucleus

Scientific field: Medicine
Scientific subfield: Physiological sciences
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1. UVOD

1.1. Trudnodéa

Trudnoca (gestacija, lat. graviditas) predstavlja vremenski period tokom kojeg se, u
organizmu Zene, razvija plod. Nastaje oplodenjem jajne celije, nakon ¢ega nastupa period
intenzivnih éelijskih procesa - razvice, a zavrSava se potpunom ekspulzijom ploda i plodovih
ovojaka u spoljasnju sredinu (Soma-Pillay i sar, 2016). Tokom trudnoce, organizam majke
prolazi kroz znacajne morfo - funkcionalne promene u cilju adaptacije na plod koji se razvija i
raste. Ove promene zapocinju neposredno po zacecu, uti¢u na svaki organski sistem i nakon
porodaja, kod vecine nekomplikovanih trudnoca, postepeno is¢ezavaju tako da se organizam
vraca u predasnje stanje. Navedene promene i mehanizme adaptacije je vazno razumeti zbog
toga Sto usled minimalnih odstupanja od novodefinisanih bazdarnih tacaka homeostatskih
varijabli moze do¢i do razvoja patoloskih stanja i komplikacija koje mogu uticati na
prezivljavanje ploda ili majke ili pak znacajno izmeniti kvalitet njihovog Zivota (Davis i
Narayan 2020).

1.2.  Kardiovaskularno remodelovanje u trudnodi

Adaptivni mehanizmi u okviru kardiovaskularnog sistema u trudno¢i podrazumevaju
perifernu vazodilataciju sa padom ukupnog perifernog otpora i sledstvenim padom arterijskog
krvnog pritiska (Sanghavi i Rutherford 2014). Javljaju se i posledi¢ne promene u funkcionisanju
srca koje ukljuc¢uju povecanje sréane frekvence, udarnog i minutnog volumena i smanjenje
perifernog vaskularnog otpora. Na morfoloskom planu najistaknutije promene su uvecanje
mase ventrikularnog zida, kontraktilnosti miokarda i sr¢ane komplijanse (Klein i Pich 2003).

Jedan od karakteristi¢nih adaptivnih mehanizama u trudnodi je sistemska vazodilatacija,
sa istaknutim efektima u bubreZnoj cirkulaciji. Sistemska vazodilatacija se uocava vec¢ od 5.
nedelje trudnoce, pre potpunog razvoja placente i uteroplacentarne cirkulacije (Chapman i sar,
1998). Primecene su varijacije u navedenom fenomenu gde u toku prvog trimestra dolazi do
znacajnog smanjenja perifernog vaskularnog otpora, sa minimumom tokom sredine drugog
trimestra, i naknadnom stabilizacijom ili blagim poveéanjem do kraja trudnode. Smanjenje
perifernog vaskularnog otpora iznosi od 35% do 40% u odnosu na pocetne vrednosti, sa
primecenim trendom normalizacije dve nedelje po porodaju (Clapp i Capeless 1997).
Hiperemicne promene u bubrezima usled sistemske vazodilatacije dovode do povecanja
renalnog protoka krvi do 50 % i brzine glomerularne filtracije $to, posledi¢no rezultira
smanjenjem vrednosti serumskog kreatinina, uree i mokrac¢ne kiseline (Cheung i Lafayette
2013).

U toku trudnoce, dolazi do povecanja debljine i mase zida leve komore za ¢ak 50 % u
odnosu na vrednosti pre trudnoce (Umazume i sar, 2018). Leva polovina srca radi pod
povecanim volumenskim opterecenjem u cilju obezbedivanja adekvatnog minutnog volumena.
Pojac¢ana funkcija levog srca dovodi do koncentri¢ne hipertrofije kardiomiocita i posledi¢nog
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uvecanja zida leve komore. Medutim, prema rezultatima jedne studije gde su trudnice
podvrgnute kardijalnoj magnetnoj rezonanci, verifikovano je i postojanje hipertrofije desne
polovine srca, sa uvecanjem od ¢ak 40% (Ducas i sar, 2014).

U gestaciji raste i minutni volumen srca. Najveci porast se belezi pocetkom prvog i
nastavlja tokom drugog trimestra. U tre¢em trimestru su primeceni oprecni rezultati u pogledu
promena minutnog volumena koji moze da raste, opada ili da se stabilizuje. Minutni volumen
srca raste rano u gestaciji kao posledica poveéanja udarnog volumena, dok je njegovo kasnije
uvecanje posledica porasta sréane frekvencije. Udarni volumen postepeno raste tokom
trudnoce do kraja drugog trimestra, a zatim ostaje konstantan ili se smanjuje kasno u trudno¢i
(Hunter i Robson 1992).

Trudnoca dovodi do smanjenja arterijskih krvnih pritisaka (engl. Blood pressure - BP) i to:
sistolnog, dijastolnog, srednjeg arterijskog i centralnog. Arterijski pritisci postpeno opadaju do
drugog trimestra gde se uocava smanjenje za 5-10 mmHg ispod prosec¢nih vrednosti, sa
najistaknutijim promenama jo$ na pocetku trudnoce, u poredenju sa vrednostima pre trudnoce.
Arterijski pritisci poc¢inju da se povecavaju tokom treceg trimestra i nakon porodaja vracaju se
na vrednosti pre trudnoce. (Mahendru i sar, 2014).

Frekvenca srca se povecava tokom normalne gestacije. Za razliku od prethodnih
parametara koji dostizu maksimalne promene tokom drugog trimestra, frekvencija srca se
postepeno povecava tokom cele trudnoce za 10 - 20 otkucaja u minuti, dostizu¢i najvise
vrednosti u trecem trimestru. Ukupno povecanje frekvencije srca u toku trudnoce iznosi 20%
do 25% u odnosu na pocetne vrednosti (Grindheim i sar, 2012).

1.3.  Neuroendokrino remodelovanje u trudnoci

1.3.1. Autonomna adaptacija u trudnoci

U ranom periodu trudnoce, vazomotorna aktivnost simpatickog sistema je uvecana. Do
ovog efekta dolazi zbog povecane osetljivosti baroreceptora i smanjene responsivnosti na a-
adrenergicku stimulaciju. Usled pada arterijskog krvnog pritiska, aktivira se barorefleks, koji
povecava tonus simpatikusa prema kardiovaskularnom sistemu (srcu i krvnim sudovima),
zbog ¢ega dolazi do ubrzanja sréanog rada, fiziologke hiperterofije sréanog misica, kao i
stimulacije sinteze i lufenja renina, angiotenzina i aldosterona na nivou bubrega i kore
nadbubreZnih Zlezda (Sanghavi i Rutherford 2014; Tkachenko, Shchekochikhin, i Schrier 2014).
I pored toga, u trudnoci simpaticka vazokonstrikcija izostaje zbog poremecaja u
neurovaskularnoj signalizaciji, smanjenja osetljivosti na vazokonstriktore (a-agonisti,
noradrenalin i angiotenzin II) (Sanghavi i Rutherford 2014) i prekomerne ekspresije
vazodilatatornih angiotenzinskih AT-2 receptora u glatkim migicnim celijama krvnih sudova
(Mishra, Gopalakrishnan, i Kumar 2018; Fatima, Patel, i Hussain 2021), $to doprinosi dubokoj
vazodilataciji (Tkachenko, Shchekochikhin, i Schrier 2014). Dominacija simpatic¢ke regulacije
kardiovaskularnog sistema nad parasimpati¢kim u trudnoci (Dampney i sar, 2018) je povezana
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i sa smanjenjem osetljivosti arterijskog barorefleksa (Molino i sar, 1999), ¢estom pojavom
sinkopa (Molino i sar, 1999; Chatur i sar, 2019) i povecanim rizikom od peripartalne hemoragije
sa visokom stopom mortaliteta (Panchal, Arria, i Labhsetwar 2001).

1.3.1.1. Barorefleks u trudnoéi

Baroreceptorski refleks (BRR) je vazan kardiovaskularni refleks koji funkcionise po
principu negativne povratne sprege i kontroliSe BP na kratkoro¢nom nivou (Slika 1).
Baroreceptori su tip mehanoreceptora koji prenose informacije o krvnom pritisku unutar
autonomnog nervnog sistema. Ove informacije putuju velikom brzinom kako bi se prilagodili
ukupni periferni otpor i minutni volumen srca, odrZavajuéi krvni pritisak unutar unapred
definisanih bazdarnih tacaka. Postoje dve vrste baroreceptora: arterijski baroreceptori koji
registruju povisen pritisak i kardiopulmonarni receptori koje registruju nizak pritisak, odnosno
promenu volumena cirkuliSuce te¢nosti i aktiviraju se istezanjem zida krvnog suda. Arterijski
baroreceptori nalaze se u karotidnim sinusima i luku aorte. Kardiopulmonarni receptori,
smesteni su u pretkomorama, komorama i u pluénoj vaskularnoj mrezi. Svaka promena pritiska
detektovana je od strane baroreceptora, pri ¢emu informacija putuje ekscitatornim
glutaminergickim aferentnim vlaknima koja ¢ine deo glosofaringealnog nerva (IX kranijalni
nerv) i vagusnog nerva (X kranijalni nerv). Ova vlakna se zavr$avaju u nucleus tractus solitarii
(NTS). Aksoni glutaminergickih neurona drugog reda iz NTS-a se projektuju do kardija¢nih
vagalnih motoneurona u nucleus ambiguus-u (NA) ili do interneurona u kaudalnoj
ventrolateralnoj meduli (CVLM). Iz CVLM-a polaze projekcije neurona koji sadrze gama-
aminobuternu kiselinu (GABA) i formiraju sinapse sa simpatickim premotornim neuronima u
rostralnoj ventrolateralnoj meduli (RVLM). Premotorni neuroni RVLM-a su toni¢no aktivni i
kljuéni za odrzavanje simpatickog vazomotornog tonusa i arterijskog pritiska u mirovanju
(Slika 2) (Al-Khazraji i Shoemaker 2018; Porzionato i sar, 2019; Purkayastha i sar, 2018).
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Slika 1. Aktivacija BRR kao odgovor na pad arterijskog krvnog pritiska.

Kardiopulmonalni baroreceptori se, kao sto je ve¢ napomenuto, nalaze u zidovima
velikih vena, prektomora i u pluénoj cirkulaciji. Aktiviraju se u stanjima kada se zapremina krvi
poveca, pri ¢emu dolazi do rastezanja zidova vena, pretkomora i pluénih krvnih sudova.
Aktivirani baroreceptori $alju aferentne signale kroz nervna vlakna n. vagus-a u Nucleus Tractus
Solitarii (NTS). U NTS-u, aferentni signali se integriSu i obraduju odakle se dalje Salju
informacije do drugih centara u mozgu, ukljuc¢ujudéi hipotalamus - u magnocelularna PVN i
SON jedra, i druge strukture medule, poput CVLM koji koordiniraju odgovarajuée autonomne
odgovore. Aktivacijom kardiopulmonalnih baroreceptora dolazi do inhibicije simpatikusa zbog
GABA-ergickih neurona iz CVLM koji inhibiraju aktivhost RVLM. Ovo rezultira smanjenjem
simpati¢kog tonusa, vazodilatacijom i smanjenjem sréane frekvencije. Povecana aktivacija
parasimpatickih puteva, kroz stimulaciju vagusnog nerva, rezultira takode smanjenjem sr¢ane
frekvence. Aktivacija ovih baroreceptora povecava i izlucivanje natrijuma i vode putem
bubrega, kroz smanjeno oslobadanje VP zbog inhibitornih sinapsi iz NTS-a (Hasser, 1997;
Suarez i sar, 2021).
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Slika 2. Sematski prikaz nervnih struktura koje u¢estvuju u BRR regulaciji BP. Baroreceptori
detektuju promene u krvnom pritisku i 8alju signale do Nucleus Tractus Solitarii (NTS). NTS
prenosi signale do Nucleus Ambiguus (NA) i rostralne ventrolateralne medule (RVLM). RVLM
aktivira simpaticke neurone (SY) u intermediolateralnom (IML) jedru sive mase ki¢mene
mozdine , koji povecdavaju sréanu frekvenciju i vaskularni tonus. Kaudalna ventrolateralna
medula (CVLM) inhibira RVLM, odrzavajué¢i ravnotezu simpaticke aktivnosti. PSY -
parasimpaticka vlakna; SA - sinoatrijalni ¢vor.

Mehanizmi koji dovode do promene u osetljivosti baroreceptora uklju¢uju integrativno
dejstvo razli¢itih mozdanih struktura i hormonalnih mehanizama. Trudnoéom izazvana
modulacija funkcije barorefleksa se moze dogoditi na bilo kojem nivou gore opisanog
barorefleksnog puta, iako se RVLM isti¢e kao klju¢na struktura (Brooks i sar, 2020).

Jedan od hormonalnih mehanizama trudnoce koji uti¢e na osetljivost barorefleksa je
delovanje metabolita progesterona, 3-alfa hidroksi progesterona (3a-OH-DHP-a) koji dodatno
pojacava GABA-ergicku supresiju RVLM premotornih neurona. Nivoi 3a-OH-DHP-a, kao i
enzimi odgovorni za sintezu 3a-OH-DHP-a iz progesterona, su povecani u mozgu krajem
trudnoce, kada funkcija barorefleksa dostize svoj minimum. Veza izmedu 3a-OH-DHP-a i
povecanog tonicne aktivnosti GABA sistema RVLM-u je pokazana i sposobnos¢u ovog
neurosteroida da se veze za GABAa receptore i pojaca njihovu funkciju. Tokom trudnode,
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premotorni neuroni RVLM-a su pod povedanom tonicnom GABA-ergickom inhibicijom
(Brooks, Dampney, i Heesch 2010).

Insulin je jo$ jedan hormon koji je uklju¢en u promenu osetljivosti barorefleksa u toku
trudnoce. Insulinska rezistencija je normalna adaptivna karakteristika trudnoce koja nastaje u
cilju povecanja cirkulisué¢ih nivoa glukoze, i njenog transporta kroz placentu. Medutim, postoje
dokazi koji upuc¢uju na to da insulinska rezistencija doprinosi smanjenju osetljivosti
barorefleksa, zbog redukcije nivoa insulina u mozgu (Daubert, Chung, i Brooks 2007; Brooks,
Dampney, i Heesch 2010; Azar i Brooks 2011). Mozdani centri i putevi preko kojih insulin utice
na funkciju barorefleksa su nedavno identifikovani. Za razliku od 3a-OH-DHP-a, koji deluje u
RVLM-u, insulin inicira svoje efekte u prednjem mozgu. Arkuatni nukleus je identifikovan kao
mesto gde insulin aktivira simpaticki nervni sistem i utic¢e na osetljivost barorefleksa putem
neuronskih projekcija koje uklju¢uju PVN i SON (Cassaglia i sar, 2011).

1.3.2. Renin-angiotenzin-aldosteron sistem

Renin-angiotenzin-aldosteron sistem (RAAS) predstavlja jedan od glavnih hormonskih
sistema koji se aktiviraju u trudno¢i. Pojacana aktivnost ovog sistema uoc¢ava se rano u trudno¢i,
oko 6 - 8 nedelje, sa povec¢anjem zapremine plazme i postepeno raste do 28 - 30. nedelje. Tokom
trudnoce, porast nivoa estrogena prati rast angiotenzinogena, supstrata renina, $to posledi¢no
povecava i nivoe angiotenzina. Ova aktivacija odrzava BP i pomaze odrzanju bilansa solii vode
u trudnodi, jer funkcioniSe u sprezi sa perifernom vazodilatacijom, u okviru koje dolazi do pada
BP-a i gubitka soli i vode. Vaskularna neosetljivost na angiotenzin Il tokom normalne trudnoce
moze biti rezultat smanjenja receptora za angiotenzin II, povec¢ane ekspresije vazodilatatornih
AT?2 receptora, povecanog lucenja progesterona i prostaciklina ili efekta relaksina (Sanghavi i
Rutherford 2014; Mishra, Gopalakrishnan, i Kumar 2018; Fatima, Patel, i Hussain 2021).

1.3.3. Vazopresin

Vazopresin (poznatjo$ i kao arginin vazopresin - AVP) ili antidiuretski hormon je peptid
sastavljen od 9 aminokiselina, koji ima ulogu u odrzavanju ravnoteze vode i soli i regulaciji BP-
a (Boone i Deen 2008).

Na osnovu rezultata nekoliko studija koje su ispitivale ekspresiju VP-a, kod ljudi i
neprimatskih organizama, pokazano je da se VP pretezno sintetiSe u neuronima supraoptickog
(SON), paraventrikularnog (PVN) jedra hipotalamusa (Barberis i Tribollet 1996). Znacajno je
istaci da se u okviru SON-a i PVN-a sintetiSe u telima magnocelularnih neurona (MCN) koji
projektuju svoje duge aksonske produzetke u zadnji reZanj hipofize (neurohipofiza), odakle se
nakon adekvatnog stimulusa oslobada direktno u krvotok. S druge strane, VP sintetisan od
strane parvocelularnih neurona, koji se karakterisu kratkim aksonskim produZecima, se
transportuje u spoljasnju stranu eminencije medijane i reguliSe sekreciju hormona prednjeg
reznja hipofize (adenohipofiza), sa najistaknutijim efektom na adrenokortikotropni hormon
(ACTH) (Wei i sar, 2021). Uz pomo¢ razli¢itih metoda za vizuelizaciju je pokazano da se VP
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moze takode sintetisati i u perifernim organima, poput srca, krvnih sudova, nadbubreZne
zlezde, materice itd (Ivanisevic i sar, 1989; Nicholson i sar, 1984). Pored toga, odreden je i
ekspresioni profil VP-a u kulturama 3 - ¢elija Langerhansovih ostrvaca (Mohan i sar, 2018).

VP deluje putem tri tipa receptora: V1aR, V1bR, i V2R. Navedeni receptori spadaju u
familiju receptora kuplovanih sa G proteinom, pri ¢emu se finalni ishodi aktivacije ogledaju u
tipu G subjedinice koja je eksprimirana uz odgovarajuci tip receptora. U celijama glatkih misica
materice, V1aR Gq subjedinica aktivira fosfolipazu C i MAP kinazu $to dovodi do stvaranja
inozitol trifosfata (IP3) i 1,2-diacilglicerola (DAG). IP3 dovodi do oslobadanja Ca2+ iz
intracelularnih depoa, dok DAG stimuliSe protein kinazu C (PKC). U kardiomiocitima i glatkim
miSiénim dcelijama, vezivanjem VP-a za isti tip receptora, povecanje Ca2+ aktivira
kalcijum/kalmodulin (CaM) zavisne proteinske kinaze, sintaze azot oksida (NOS), MAP
kinaze, p38 MAPK i Akt kinaze. Kao posledica aktivacije brojnih signalnih puteva posredstvom
V1aR, dolazi do kontrakcije glatke muskulature krvnih sudova i vazokonstrikcije, kao i
povecane kontraktilnosti misi¢a materice (T.A. Koshimizu i sar, 2012). Osim toga angazovanje
V1aR u area postremi VP-om iz cirkulacije, uti¢e na aktivnost barorefleksa (Hasser, Bishop, i Hay
1997; T.A. Koshimizu i sar, 2006). Aktivacija V1bR dovodi pokretanja intracelularnih signalnih
puteva kao i V1aR. VIbR su manje brojni i eksprimiraju se prvenstveno u hipokampusu,
amigdali, hipofizi i pankreasu (Hernando i sar, 2001). Glavni put stimulacije V2R ukljuc¢uje
interakciju sa Gs subjedinicom, koja rezultira aktivacijom adenilat ciklaze, stvaranjem cikli¢cnog
adenozin monofosfata (cAMP), aktivaciju protein kinaze A (PKA) i fosforilaciju akvaporina-2
koji se potom eksprimira na apikalnoj membrane distalnog tubulocita. Kod pacova, miseva i
ljudi, vazopresinski V2 receptori (V2R) su pretezno detektovani u bubrezima, na bazolateralnoj
membrani debelog uzlaznog kraka Henleove petlje, distalnog savijenog tubula i sabirnim
kanalima (E. Szczepanska-Sadowska, Cudnoch-Jedrzejewska, i Wsol 2020; Ewa Szczepanska-
Sadowska i sar, 2017).

1.3.3.1. PVN i SON kao izvori VP-a

Paraventrikularno jedro hipotalamusa predstavlja visoko konzerviranu strukturu koja
se nalazi u ventralnom delu medumozga sa obe strane trece komore. U sastav ovog jedra ulaze
morfoloski heterogene populacije parvocelularnih i MCN-a. Funkcionalno PVN je podeljen na
neuroendokrini i autonomni deo (Benarroch 2005).

I. U okviru neuroendokrinog dela PVN-a se nalaze se neurosekretorni MCN i
parvocelularni neuroni (PCN). MCN koji lu¢e VP i oksitocin (OT) se uglavnom projektuju do
zadnjeg reZnja hipofize (Brown i sar, 2013). PCN neuroni koji sintetisu VP u manjoj meri se
projektuju do eminencije medijane i ucestvuju u regulaciju hipotalamo-hipofizno-tiroidne
(HHT) i hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HHA) osovine.

II. “Autonomni”deo PVN-a je odgovoran za modulaciju simpatickog tonusa.
Topografski gledano, ovaj deo PVN-a se sastoji od heterogenih populacija celija sa razli¢itim
morfoloskim i fizioloSkim karakteristikama. Specifi¢ne grupe preautonomnih neurona PVN-a
kontrolisu razli¢ite simpaticke i parasimpaticke centre u mozgu i kicmenoj mozdini, ukljuc¢ujuci
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intermediolateralni nukleus (IML), nucleus tractus solitarius (NTS), dorzalno motorno jedro
vagusa (DMV) i rostralnu ventrolateralnu medulu (RVLM). Navedena regulacija simpatickog
tonusa funkcinise kroz tri neuronska kola (Dampney i sar, 2018; Coote i sar, 1998; Coote 2005):

1) Direktno kolo - ukljucuje presimpaticke neurone PVN-a koji se projektuju direktno do
simpatic¢kih preganglijskih neurona (SPN) u IML-u (Nunn i sar, 2011). Ove projekcije su
klju¢ne za kardiovaskularnu regulaciju, jer IML predstavlja zavrsnu integrativnu tacku
u CNS-u, odakle nervi uti¢u na krvne sudove, srce, bubrege i srzZ nadbubrezne Zlezde.

2) Indirektno kolo - sastoji se od presimpati¢kih neurona PVN-a koji se projektuju do
RVLM-a, premotornog jedra u mozgu zaduZenog za odrZanje tonicke simpaticke
aktivnosti. Aksoni RVLM-a se pruZaju do SPN-a u torakolumbalnom IML-u, tako
indirektno modifikujuéi simpaticki uticaj na kardiovaskularni sistem.

3) Dvojno kolo - ¢ini oko 30% neurona PVN-a, koji 8alju aksonske projekcije do SPN-a u
IML-u i kolaterale do RVLM-a, tako regulisu¢i simpaticku aktivnost direktno i
indirektno.

Supraopti¢ko jedro hipotalamusa predstavlja strukturu lokalizovanu sa obe strane
opticke hijazme i sastoji se iz tri dela: pars principalis, pars intraoptica i pars tuberalis. Pars
principalis sacinjavaju neuroni povezani sa lateralnim granicama opticke hijazme i optickog
trakta, pars intraoptica sadrzi neurone lokakizovane duz aksona opticke hijazme, a pars tuberalis
se sastoji od neurona koji su pozicionirani medijalno u odnosu na opticke traktove. U sastav
SON-a ulaze MCN koji produkuju VP i oksitocin i pruzaju se do neurohipofize. Ulazne
projekcije u SON dolaze iz medijalnog preoptickog, arkuatnog parabrahijalnog jedra ali i iz
RVLM-a. (Lopes-Azevedo i sar, 2020; Cunningham, Bohn, i Sawchenko 1990).

1.3.3.2. Modulacija aktivnosti MCN

U stanjima gde postoji povecana koncentracija natrijuma u organizmu, bilo usled
povisenog unosa ili zadrZavanja natrijuma, dolazi do poremecaja osmolalnosti ekstracelularnih
te¢nosti. Novonastalo hiperosmolarno stanje aktivira homeostatski odgovor PVN-a i SON-a,
stimuli$u¢i MCN i presimpaticke PCN, rezultiraju¢i porastom koncentracije VP-a u plazmi i
povecanjem simpatickog tonusa ka perifernim organima (Bourque 2008).

Porast osmolalnosti od samo 1% moze stimulisati sintezu VP-a u MCN-u, kao i poja¢anu
sekreciju VP-a u plazmu. MCN primaju informacije o stanju hidriranosti organizma putem
projekcija iz regiona periventrikularne anteroventralne trece komore (AV3V) (Leng i sar, 1989)
i cirkumventrikularnih organa- subfornikalnog organa (SFO) i organum vasculosum laminae
terminalis (OVLT), kao i medijalnog preoptickog jedra (MnPO) (McKinley i sar, 2001;
Cunningham i Sawchenko 1991; Leng i sar, 1989). Ove strukture su uskracene od krvno-
mozdane barijere i brzo detektuju promene telesnih te¢nosti. Aktivirani osmosenzitivni neuroni
Salju glutamatergicke ili angiotenzinske projekcije ka PVN-u i SON-u, dok inhibitorni uticaji
dolaze preko GABA. U fizioloski zahtevnim uslovima, GABA mozZe postati ekscitatorna, sto
pojacava sekreciju VP-a u MCN (Kim i sar, 2011).
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Osim toga, sami MCN funcioniSu kao osmoreceptori koji detektuju promene
osmolalnosti, zahvaljujuci spoljasnjim i unutrasnjim mehanizmima i prilagodavaju koli¢inu
sintetisanog VP-a (Arima i sar, 1999). Hiperosmolalnost ekstracelijskog okruzenja MCN dovodi
do kretanja vode iz ¢elija u ekstracelularni prostor u cilju izjednacenja koncentracije rastvorenih
Cestica. Izlazak vode iz ¢elija dovodi do njihovog smeZzuravanja i otvaranja mehanosenzitivnih

katjonskih - TRPV kanala pri ¢emu dolazi do ulaska jona natrijuma i depolarizacije celija
(Adachi, 2019).

MCN ne oslobadaju VP kontinuirano, veé po specificnom obrascu fazne aktivnosti, koji
se sastoji od smene naizmeni¢nih perioda aktivnosti i mirovanja. Razli¢iti unutrasnji i spoljasnji
stimulusi mogu uticati na ovaj obrazac fazne aktivnosti (Gouzenes i sar, 1998).

Osmolalnost utice na faznu aktivnost MCN-a, pa samim tim i na oslobadanje VP-a u
sistemsku cirkulaciju. Tokom hiperosmotske stimulacije MCN povecavaju svoju faznu
aktivnost, sto posledi¢no dovodi do porasta koncentracije VP-a u plazmi. Hipoosmotski
stimulus, u vidu smanjene koncentracije natrijuma, vode ili pak zadrzavanja tecnosti na
periferiji usled vazodilatacije, s druge strane, smanjuje njihovu aktivnost (Oliet i Bourque, 1993).

Osim sekrecije VP-a u sistemsku cirkulaciju, MCN mogu luciti VP i lokalno, unutar
samog jedra. Pokazano je da somatodendritski osloboden VP iz magnocelularnog regiona
aktivira presimpaticke PCN, povecavajuci simpaticku aktivnost ka srcu, krvnim sudovima i
bubrezima, sto doprinosi porastu krvnog pritiska (Slika 3) (Ribeiro i sar, 2015).

MCN

PCN

Slika 3. Uloga PVN u regulaciji kardiovaskularnog sistema. PCN - parvocelularni neuroni;
MCN - magnocelularni neuroni; PVN - paraventrikularno jedro hipotalamusa; SON -
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supraopticko jedro hipotalamusa; RVML - rostralna ventrolateralna medula; IML -
intermediolateralno jedro sive mase ki¢mene moZdine.

1.3.3.3. Vazopresin u trudnodi

Vazodilatacija koja se javlja u toku prvog trimestra trudnoce se povezuje sa stimulacijom
zedi, povecanim unosom vode i padom osmolalnosti plazme od priblizno 8 do 10 mOsm/kg
H20 sa smanjenjem koncentracije Na+ u serumu od 4 do 5 mEq/L. Jedan od kompenzatornih
mehanizama na sistemsku vazodilataciju je povecana sekrecija VP-a. U odnosu na uobicajene
stumuluse, ovde se zapaZza tzv. ,neosmolarna stimulacija” koja nastaje usled zadrZavanja krvi
u perifernim krvnim sudovima i posledi¢nim padom krvnog pritiska. Usled poveéane sekrecije
VP-a dolazi do eksprimiranja ve¢ih koli¢ina akvaporinskih kanala u sistemu distalnih i sabirnih
tubula (Davison i sar, 1984).

1.3.4. Ostali vazoaktivni molekuli koji doprinose adaptaciji u trudnoci

U prvom trimestru, vazodilatatorni efekti NO, prostaglandina i progesterona rezultuju
perifernom vazodilatacijom, $to na duZe staze, ve¢ od 8. nedelje gestacije dovodi do porasta
udarnog volumena srca za 20%. Periferna vazodilatacija je odgovorna i za pad perifernog
vaskularnog otpora, $to aktivira kompenzatorne mehanizme koji dovode do daljeg povecanja
udarnog volumena srca do 40%. Vazodilatatorni efekti su direktno odgovorni i za smanjenje
krvnog pritiska rano u trudnodi, sa najnizim nivoom krvnog pritiska oko 20 - 24 nedelje
gestacije, $to je poznato jos$ i kao fizioloska gestacijska hipotenzija (Kodogo, Azibani, i Sliwa
2019).

Navedene promene u vaskularnom tonusu znacdajno korelisu sa povecanim nivoima
estrogena i progesterona c¢ija sekrecija fluktuira tokom trudnoce. Pored ovih, navodi se i znacaj
relaksina - peptidnog hormona koji proizvodi corpus luteum i placenta. Najbolje proucen
periferni mehanizam koji izaziva vazodilataciju je dejstvo relaksina, hormona koga uglavnom
stvaraju zuto telo i posteljica (Osol, Ko, i Mandala, 2019). U ranoj trudnoci, relaksin direktno
deluje na renalnu i sistemsku vaskulaturu, uglavnom preko endotelnih vazodilatacijskih
puteva posredovanih NO, uklju¢ujuci matriksne metaloproteinaze (MMPs), endotelnu sintazu
azot monoksida (eNOS) i sam NO (Leo i sar, 2017). Relaksin povecava ekspresiju i sintezu
endotelnog NO i matriksnih metaloproteinaza vaskularnog zida, koje razlazu kolagen i
doprinose elasti¢nosti krvnih sudova, povecavajuci ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF), prostanoida (prostaglandina, tromboksana, prostaciklina) i hiperpolarizacionog
faktora izvedenog iz endotela (EDHF) i podsti¢uci placentaciju (Osol, Ko, i Mandala 2019; Leo
i sar, 2017). Koncentracija relaksina raste u lutealnoj fazi ovulatornog ciklusa, a ako dode do
zaceca, koncentracije dostizu maksimum na kraju prvog trimestra kad postepeno opadaju na
prosecne vrednosti tokom cele trudnoce. Ovaj hormon ima ulogu u endotelno - zavisnoj
vazodilataciji tokom trudnoce sa posebnim akcentom delovanja na male krvne sudove u kojima
je povecan vaskularni otpor (Conrad 2011; Kristiansson i Wang 2001).
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1.4. Hroni¢na hipertenzija u trudnodi

Epidemioloske studije pokazuju da je hroni¢na hipertenzija prisutna kod 3-5% trudnica
i predvida se porast broja trudnica sa hroni¢nom hipertenzijom zbog pomeranja starosne
granice zaceca i povecanja stope gojaznosti (Seely i Ecker 2014). Hroni¢na hipertenzija je
definisana kao povisen krvni pritisak iznad 140 mmHg, za sistolni, i 90 mmHg, za dijastolni
pritisak pre trudnoce ili pre 20. nedelje gestacije i predstavlja jedan od glavnih uzroka
maternalnog, fetalnog i neonatalnog morbiditeta i mortaliteta u svetu (“Hypertension in
Pregnancy. Report of the American College of Obstetricians and Gynecologists” Task Force on
Hypertension in Pregnancy” 2013). Najces¢e komplikacije hroni¢ne hipertenzije u trudnodi su:
(1) superponirana preeklampsija (17-25%); (2) fetalni zastoj u rastu bez superponirane
eklampsije majke (21%) i sa eklampsijom (41%); (3) prekid ili otkidanje (abrupcija) posteljice
1,56% (0,58% kod zdravih Zena); (4) prevremeni porodaj (< 37 nedelja gestacije) i carski rez u
12% - 34% kod Zena sa hroni¢nom hipertenzijom, a 62% - 70% kod Zena sa teSkom hipertenzijom
(Seely i Ecker 2014). Hipertenzija komplikuje 5 - 7% svih trudnoc¢a (Lindheimer, Taler, i
Cunningham 2010). Lecenje hipertenzije je neophodno, ali postojeci lekovi mogu imati Stetna
dejstva na razvojirast ploda i novorodenceta (Lindheimer, Taler, i Cunningham 2010). Takode,
postojeca antihiperternzivna terapija ne utice na ishod trudnoce, niti smanjuje rizik od pojave
nezeljenih efekata ili komplikacija (LeFevre i Krumm 2019). Medutim, nije sasvim poznato kako
se u hroni¢noj hipertenziji autonomni nervi sistem adaptira na trudnocu i kako se menja
funkcija barorefleksa. Otkrivanje mehanizma autonomne adaptacije bi podstaklo otkri¢a novih
target mesta za razvoj efikasnijih antihipertenzivnih lekova u hroni¢no hipertenzivnoj trudnodi.
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. CILJEVI ISTRAZIVAN]'A

Odredivanje vrednosti hemodinamskih parametara (SBP, DBP i HR) kod hipertenzivnih
SHR Zenki pod bazalnim uslovima (u diestrus fazi), desetog (10.) i dvadeset prvog (21.)
dana gestacije, prvog (1.) i petog (5.) postpartalnog dana, poredenje u vremenu i u
odnosu na normotenzivne Zenke.

Odredivanje parametara autonomne kontrole - varijabilitet BP, varijabiliteta HR i BRS
kod hipertenzivnih SHR Zenki i njhovih normotenzivnih Wistar kontrola pod bazalnim
uslovima (u diestrus fazi), desetog (10.) i dvadeset prvog (21.) dana gestacije i poredenje
u vremenu.

Odredivanje koncentracije VP-a u plazmi i ekspresije gena za VP, V1aR i VIbR u PVN-u
i SON-u hipertenzivnih SHR pacova pod bazalnim uslovima (u diestrus fazi ciklusa) i
poslednjeg dana gestacije i uporedivanje u odnosu na normotenzivne Wistar Zenke.
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3. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je dobilo odobrenje Eticke komisije za zastitu dobrobiti oglednih Zivotinja
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, kao i Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i
vodoprivrede (broj dozvole 119-01-13/17/2015-09). Sa laboratorijskim pacovima je postupano
u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja 2009/6/RS i Pravilnikom 2010/ RS Republike Srbije.

3.1. Ogledne zivotinje

Ispitivanje je sprovedeno na dva soja, Zenkama spontano hipertenzivnih pacova
(Spontaneously hypertensive rats - SHR) i Zenkama normotenzivnih pacova Wistar soja (Wistar
rats - WR). U eksperimentu je koris¢eno ukupno 44 zivotinja starosti 12 nedelja i telesne mase
180 - 250 grama, poreklom iz Uzgajivacnice Instituta za farmakologiju, klinicku farmakologiju
i toksikologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Eksperimenti su izvedeni u
Animalnom bloku Laboratorije za kardiovaskularnu farmakologiju pod kontrolisanim
uslovima: 12/12 ¢asova ciklus svetlo-tama, pocetak ciklusa 7:00 ¢asova ujutro, ambijentalna
temperatura 21 + 2°C i vlaznost vazduha 60 + 5%. Zenke su bile pojedina¢no smestene u
providne polikarbonatne kaveze, dimenzija 425 x 266 x 185 mm i povrsine poda 800 cm?2 (1291H
EUROSTANDARD TYPE Il H, Tecniplast Italy) sa slobodnim pristupom standardnoj pelatiranoj
hrani za glodare (0.2% sadrZaj natrijuma, Veterinarski zavod, Subotica) i sveZom pijacom
vodom. Ogledu je prethodio dvonedeljni period prilagodavanja pacova na novu sredinu,
eksperimentatora i uzorkovanje vaginalnih briseva. Tokom ogleda praceno je zdravstveno
stanje i dobrobit eksperimentalnih Zivotinja (pracenje ponasanja: umivanje. ¢eSkanje, uzimanje
hrane, vode; spoljni izgled, odsustvo bolesti, vitalni parametri) svakog radnog dana najmanje
dva puta, ujutru u 8:00 i po podne u 14:00 ¢asova, a po potrebi i cedce. Zivotinje su vikendom i
praznikom proveravane jednom dnevno. Na kraju eksperimenta, telemetrisane Zenke su
eutanazirane cervikalnom dislokacijom, dok je za Zivotinje zrtvovane za potrebe uzorkovanja
krvi i mozga koris¢en metod dekapitacija giljotinom.

3.2. Hirurska procedura ugradnje radiotelemetrijskog uredaja

Po Sest zenki oba soja, WRs (N=6) i SHRs (N=6), uvedeno je u kombinovanu anesteziju
intraperitonealnom administracijom ketamina (Ketamidor, Richter Pharma AG, Austrija, 10%;
90 mg/kg, i.p.) i ksilazina (Xylased, Bioveta, Ceska, 2%; 10 mg/kg, i.p.). Dubina anestezije je
proveravana ispitivanjem kornealnog i pedalnog refleksa. Nakon preoperativne trihotomije,
zivotinje su fiksirane u supinatornom poloZaju, operativno polje je dezinfikovano upotrebom
3% rastvora vodonik-peroksida (Apotekarska ustanova Beograd, Beograd, Republika Srbija) i
10% rastvora povidon joda za kozu (Hemofarm, VrSac, Srbija), te je nacinjena 3 cm duga,
medijalna incizija prednjeg trbusnog zida. Po otvaranju trbusne duplje, eksponirani crevni
sadrzaj je laganim pritiskom sterilinih Stapi¢a (za uzorkovanje brisa) razmaknut, dodatno
potisnut urolanim kompresama (dimenzija 5x5cm, prethodno dobro navlaZenih sterilnim
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tizioloskim rastvorom) i definitivno osiguran primenom retraktora. Time je omogucen pristup
retroperitonealnom prostoru i vizuelizacija abdominalne aorte. Nakon uklanjanja masnog tkiva
i veziva, aorta je pazljivo razdvojena od donje Suplje vene, i privremeno podvezana na dva
mesta, neposredno ispod odvajanja renalne arterije i iznad bifurkacije same aorte. Nakon
punkcije aorte, specifi¢no zakrivljenim vrhom igle od 21G, vrh katetera radiotransmitera (TA11-
PA C40; DSI, Transoma Medical, St Paul, MN, USA) je insertovan u lumen krvnog suda pomocu
specijalne pincete - vodice, a nakon provere pozicije katetera, isti je fiksiran pomocu tkivnog
lepka (3M VetbondTM) i tkivne celulozne zakrpe (DSI, Transoma Medical). Po uklanjanju
privremene okluzije, retraktora i kompresa, telo radiotelemetrijskog uredaja je pozicionirano u
trbusnu duplju i Savovima osigurano za prednji trbusni zid (Slika 4). Radi prevencije
dehidratacije zivotinje, intestinum je pred zatvaranje ovlazen manjom koli¢inom fizioloskog
rastvora, prethodno zagrejanog na telesnu temperaturu pacova. Hiruska incizija je zatvorena
pojedina¢nim Savovima, u dva sloja, misi¢ni i kozni, primenom neresorptivnog hiruskog konca.
Sav potrosni materijal koris¢en je sterilan, a za sterilizaciju hirurskih instrumenata primenjivan
je aparat za dekontaminaciju suvom toplotom (GERMINATOR 500™, World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA). Telesna temperatura Zivotinje je tokom operacije i 30 minuta po
zavrsetku intervencije, odrZavana na grejnoj podlosci (Heating pad, Harvard Apparatus, Holliston,
MA, USA). Postoperativno, rana je svakodnevno ¢is¢ena rastvorima vodonik-peroksida i
povidon joda. Za prevenciju infekcije, perioperativno primenjivan je Gentamicin (Hemofarm,
Vrsac, Republika Srbija, 25 mg/kg, i.m.). Za kupiranje bola, pola sata pre hirurske intervencije,
kao i naredna tri postoperativna dana, zivotinjama je aplikovan Karprofen (Rimadyl®, Phizer
Ltd, UK, 5mg/kg/day, s.c.). Period oporavka je trajao najmanje dve nedelje, sto je prema
literaturi dovoljno za potpuni oporavak Zenki pacova, ukljucuji¢i restoraciju telesne mase i
reproduktivnog ciklusa (Takezawa, Hayashi, Sano, i Ebihara 1994).

Slika 4. Prikaz insertovanog transmitera u abdominalnu aortu laboratorijskog pacova.
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3.3. Odredivanje faze ciklusa i potvrda trudnoce

Za odredivanje faze estrusnog ili polnog ciklusa, Zenke pacova Wistar i SHR soja, su
pregledane svakodnevno, u periodu od mesec dana (dve nedelje pre hirurske implantacije
transmitera, tokom perioda oporavka i prikupljanja podataka). Vaginalni bris je uzorkovan na
bezbolan nac¢in pomoc¢u automatske pipete i fizioloskog rastvora (NaCl). Plasti¢ni vrh pipete
(prethodno napunjen sa 10 pL 0,9% NaCl) je umetnut u sam vestibulum vagine, tecnost je
ubrizgana, a odmah zatim i aspirirana u cilju prikupljanja vaginalnih ¢elija. Tako aspirirana kap
zapremine 10 pL posmatrana je kao nativni preparat na staklenoj plo¢ici pod uveli¢anjem 10x i
40x na svetlosnom mikroskopu. U neobojenom vaginalnom razmazu, tj. na nativnom preparatu
vaginalnog brisa Zenke pacova, mogu se prepoznati tri tipa celija: epitelne celije okruglog oblika
sa jedrom, orozale, kornealne celije nepravilnog oblika bez jedra i leukociti, koji se vide kao
najmanje okrugle celije. Regularni estrusni ciklus Zenki pacova u proseku traje éetiri do pet dana
i deli se u cetiri faze: proestrus, estrus, metestrus i diestrus. Faze ciklusa su odredivane na
osnovu proporcionalne zastupljenosti tri tipa celija (epitelne celije, kornealne celije i leukociti)
prisutnih u razmazu vaginalnog brisa (Slika 5) (Marcondes, Bianchi, i Tanno 2002; J. M.
Goldman, Murr, i Cooper 2007). Prema Marcondes i sar, nalaz brisa u kome dominiraju epitelne
celije oznacava da je Zzenka u fazi proestrusa; faza estrusa je determinisana vaginalnim brisom
u kojem preovladuju kornealne celije; dok ramaz vaginalnog brisa Zenke u metestrusu pokazuje
podjednak udeo leukocita, roznatih i epitelnih celija. Diestrus fazu ciklusa prati vaginalni bris
u kome dominira prisustvo leukocita (Marcondes, Bianchi, i Tanno 2002). Bazalne, fizioloske
vrednosti kardiovaskularnih hemodinamskih parametara, registrovane su u diestrus fazi
telemetrisanih Zenki pacova.
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Slika 5. Prikaz nativhog preparata razmaza vaginalnog brisa u sve 4 faze ciklusa. A. Proestrus
faza - dominacija epitelnih éelija. B. Estrus faza - dominacija kornealnih celija. C. Metestrus -
podjednaka zastupljenost epitelnih celija, kornealnih ¢elija i leukocita. D. Diestrus - dominacija
leukocita.

Prisustvo spermatozoida ili vaginalnog ¢epa, jutro nakon sto su telemetrisana Zenka u
proestrus fazi ciklusa i seksualno iskusan muzjak odgovarajuceg soja proveli no¢ zajedno u
istom kavezu, markirao bi nulti dan gestacije (Slika 6). Prose¢no vreme trajanja trudnoce za
WRs je 21 dan, dok je za SHRs 22 dana (podaci iz nase uzgajivacnice).

Slika 6. Na levoj slici, crnom strelicom - vaginalni ¢ep. Na desnoj slici - prikaz nativnog
preparata razmaza vaginalnog brisa sa prisutnim spermatozoidima. Oba nalaza odgovaraju 0
danu graviditeta.

3.4. Eksperimentalni dizajn

Za potrebe radiotelemetrije, zivotinje su metodom sluc¢ajnog odabira podeljene u 2
eksperimentalne grupe: WR Zenke (n=6) i SHR Zenke (n=6). Pojedinacno smestene,
telemetrisane SHR i WR Zenke, podvrgnute su po prethodno utvrdenom protokolu
kontinuiranom merenju kardiovaskularne hemodinamike u trajanju od najmanje 30 minuta.
Signali su prikupljani u mirnom i tihom ambijentu boksa za telemetriju, uz obaveznu
prethodnu dvocasovnu adaptaciju na premestanje u boks. Podaci su prikupljani na budnim,
slobodno pokretnom Zenkama, pre trudnoce - na dan diestrus faze polnog ciklusa, u sredini
(10. dan gestacije) i na kraju trudnoce (20/21 gestacijski dan), kao i prvog i petog dana
postpartalno (Slika 7) . Prvo registrovanje BP i HR je kontrolno snimanje. Po zavrSetku
protokola, telemetrisani pacovi su eutanazirani cervikalnom dislokacijom.
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DSI radiotelemetrijski uredaj

SHR ZENKE (n=6)

L’
) e j
WR ZENKE (n=6) S

e o
W ‘ \ \
SRSEE00CRANA,
o——1
| Hirurgija | Oporavak | Diestrus 1C { G10 I G20/21 | Partus 1PP SPP
registrovanje registrovanje registrovanje registrovanje registrovanje
BP software BP software BP software
analiza analiza analiza

Slika 7. Sematski prikaz protokola registrovanja hemodinamskih parametara u diestrusu
(kontrolno snimanje), tokom trudnoée (G10: 10. dan gestacije, G20/21: 20/21. dan gestacije) i
postpartalno. (1PP: 1. postpartalni dan, 5PP: 5. postpartalni dan).

3.5. Registracija i obrada signala

3.5.1. Registracija BP i HR i analiza kardiovaskularne varijabilnosti

Signal arterijskog BP je emitovan sa radiotelemetrijskog uredaja smestenog u telu pacova
do prijemnika (pozicioniran neporedno ispod kaveza), a zatim prenoSen do racunara
opremljenog softverom Dataquest A.R.T.4.0. (DSI, Transoma Medical, St. Paul, USA)
specijalizovanim za prikupljanje i obradu kardiovaskularnih signala. Arterijski pritisak je
digitalizovan na 1000 Hz koris¢enjem Dataquest A.R.T. 4.0 softvera (DSI, Transoma Medical, St.
Paul, USA), a zatim podsemplovan na 20 Hz u istom softveru (Slika 8). Sistolni krvni pritisak
(SBP), dijastolni krvni pritisak (DBP) i pulsni interval (PI) ili njegova inverzna vrednost - sré¢ana
frekvenca (Slika 9), su izvedeni iz arterijskog pulsnog talasa, za potrebe spektralne analize sa
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vremenskom rezolucijom od 50ms, a za potrebe procene spontane barorefleksne osetljivosti sa
vremenskom rezolucijom od 1ms, kao maksimum, mimimum i interbitni interval.

Talasni oblik signala pritiska (mmHg)

2000 2/3/2014 7:50:20 AM
180,01

160.0
140.0
120.0

1000

80.0

60.0

40,0

20,0

-40.0

-£60.0

0 4.0 8.0 120 16.0 200 24.0 280 12.0
GA.Pressure

Vreme (Minuti)

Slika 8. Pulsni talas WR Zenke u diestrus fazi ciklusa; kontrolno snimanje u DSI programu.

DSI program.
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Slika 9. SBP, DBP i HR izvedeni iz pulsnog talasa WR zenke u diestrus fazi ciklusa (kontrolno
snimanje); SBP- sisitolni arterijski pritisak. DBP- dijastolni arterijski pritisak. HR- sr¢ana
frekvencija. Originalni zapis, DSI program.

Varijabilitet BP-a i HR-a je softverski (BP Complete) procenjen spektralnom analizom
metodom Velc¢ovih periodograma. Nakon manuelne eliminacije artefakta, 410s dugi stacionarni
segmenti su izabrani za analizu spektra snage na 30 vremenskih serija od 2048 tacaka koje se
preklapaju, a parametri koji se koriste prikazani su u radu Lozic i dr. (Lozi¢ i sar, 2016).
Spektralna gustina snage sistolnog, dijastolnog arterijskog krvnog pritiska i sr¢ane frekvencije
su analizirani do 3 Hz (totalni volumen; TV=0.00976-3 Hz) i u tri zone: veoma niskih frekvencija
(very low frequency; VLF=0.00976-0.195 Hz), niskih frekvencija (low frequency; LF=0.195-0.8 Hz)
i visokih frekvencija (high frequency; HF=0.8-3 Hz) (Slika 10, 11). Izrac¢unat je i LF/HF-HR
indeks kao pokazatelj simpato-vagalnog balansa u srcu (Hayano i Yuda 2021). LF-BP i LF/HF-
HR su klinicki (“Heart Rate Variability: Standards of Measurement, Physiological Interpretation and
Clinical Use. Task Force of the European Society of Cardiology and the North American Society of Pacing
and Electrophysiology” 1996; G. Parati i sar, 1995) i eksperimentalni (A. Malliani i sar, 1991; Tasi¢
i sar, 2017; Japundzic-Zigon 1998) kao i Tasi¢ i sar, 2017; Japundzic-Zigon 1998) markeri
simpati¢kog uticaja na arterijske krvne sudove i simpatovagalnog balansa u srcu.
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Slika 10. Spektralna gustina snage SBP signala sa obelezenim zonama. VLF (very low frequency)-
zona veoma niskih frekvencija, LF (low frequency)- zona niskih frekvencija, HF- (high frequency)-
zona visokih frekvencija. BP Complete program.

Spektralna gustina snage HR

»*
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(bpmA2/Hz)

Slika 11. Spektralna gustina snage SBP signala sa obelezenim zonama. VLF (very low frequency)-
zona veoma niskih frekvencija, LF (low frequency)- zona niskih frekvencija , HF- (high frequency)-
zona visokih frekvencija. BP Complete program.
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3.5.2. BRR evaluacija metodom sekvence

Spontani baroreceptorski refleks je analiziran metodom sekvenci na signalu pulsnog
talasa duzine 409.6 sekundi (Bertinieri i sar, 1985). Sekvenca spontanog baroreceptorskog
refleksa je niz vrednosti sistolnog krvnog pritiska koji se uzastopno povecava,/smanjuje, pracen
nizom vrednosti pulsnog intervala koji se povecava/smanjuje, pomerene za 3, 4 ili 5 otkucaja u
odnosu na sistolni krvni pritisak (Stauss i sar, 2006). Prag duzine sekvence je postavljen na cetiri
otkucaja sto znaci pet parova sistolni pritisak-pulsni interval (Turukalo, Bajic, i Zigon 2011).
Pomenuti pomeraj predstavlja broj otkucaja potreban da BRR refleksno promeni PI kao
odgovor na na promenu sistolnog pritiska. Za metod sekvence, BP Complete softver analizira
PI i SBP sekvence jer je u sekvencama odnos izmedu SBP i intervalnih PI odgovora priblizno
linearan. Ne koristi se HR jer je odnos izmedju pulsnog intervala i HR inverzan, pa je relacija
koja povezuje SBP i HR priblizno hiperboli¢na. Prvi korak u analizi BRR-a podrazumeva
kompjutersku pretragu vremenskih serija SBP-a i PI i identifikaciju dovoljnog broja uzastopnih
otkucaja pri kojima se SBP i PI menjaju u istom smeru (rast/pad). Parametri koji opisuju BRR i
koji su analizirani u ovoj studiji su (Slika 12):

1. Osetljivost refleksa baro-receptora [ms/mmHg] se procenjuje kao usrednjena vrednost
koeficijenata linearne regresije koji su izracunati za svaku identifikovanu sekvencu
posebno (Dominique Laude i sar, 2004) i izvodi se iz relacije: SBP = BRSxPI + const, tako
da je BRS = (SBP - const)/PI, gde je const aditivna konstanta.

2. Teziste rada baro-receptorskog refleksa se izvodi kao dvodimenzionalna medijana svih
parova sistolni krvni pritisak - pulsni interval koji su ¢ine identifikovane sekvence.

3. Radni Opseg delovanja (engl. operating range - OR) se procenjuje kao povrsina
pravougaonika pulsnog intervala i sistolnog krvnog pritiska koja obuhvata preko 95%
svih vrednosti sekvenci (mmHg x ms) (Bajic¢ i sar, 2010).

Unapredena metoda koja omogucava vizualizaciju barorefleksne sigmoide za svakog
subjekta prikazana je u radu Jovanovic i saradnici (Jovanovic i sar, 2018).
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Slika
12. BRS - procenjena senzitivnost spontanog baroreceptorskog refleksa - crvena linija. OR -
opseg delovanja spontanog baroreceptorskog refleksa - zeleno oivéeni pravougaonik. SP -
teziste rada spontanog baroreceptorskog refleksa - crvena tacka predstavlja medijanu svih
parova sistolnog krvnog pritiska [mmHg] i pulsnog intervala [ms]. SBP- sistolni arterijski krvni
pritisak. PI- pulsni interval. BP Complete program.

3.6. Uzorkovanje krvi i mozgova

Nove cetiri grupe Zenki, diestrus WRs (N=8), diestrus SHR (N=8), 20. dan gravidne WRs
(N=8) i 21. dan gravidne SHRs (N=8) prethodno sparene u Animalnom bloku, eutanazirane su
odsecanjem glave giljotinom (Rat guillotine, Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA).
Nakon dekapitacije, prikupljeni su krv iz trupa i mozgovi za dalju analizu. Uzorci krvi su uzeti
i obradeni prema uputstvu proizvodaca ELISA kita i ¢uvani na -80°C do odredivanja
koncentracije VP u plazmi. Mozgovi su trenutno smrznuti te¢nim azotom (Messer, Beograd,
Srbija) i odlozeni na -80°C za dalje PVN i SON uzorkovanje.

3.6.1. Uzorkovanje tkiva paraventrikularnog i supraopti¢kog jedra iz duboko
smrznutih mozgova

Za orijentaciju prilikom sec¢enja moZdanog tkiva koriséen je atlas mozga pacova sa
stereotaksi¢nim koordinatama (Paxinos i Watson 2006). Koristeci kriostat (Leica Microsistems
CM1900, Leica Microsistems, Nussloch GmbH, Nussloch, Germany), uzeti su kaudalno-rostralni
ise¢ci mozga debljine 60 pm i obojeni toluidin plavim (1% [v/v] u70% [v/v] ] etanol, Sigma-
Aldrich Co. Ltd., Poole, Dorset, UK) za mapiranje i verifikaciju hipotalamusa - slika 12. Neobojeno
tkivo SON i PVN je punktirano bilateralno i uzeto je 1 mm tkiva u preéniku, koriscenjem
puncher-a, 15-G iglice za mikro-uzorkovanje (Slika 13 i 14) (Sample Corer, Fine Science Tools Inc.,
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Foster Citi, CA, SAD, kat. br. 18035-01). Uzorkovano hipotalamusno tkivo ¢uvano je u RNKaza
slobodnim epruvetama (ISOLAB Laborgerate GmbH, Eschau, Germany) na - 80°C.

Slika 13. Levo; Mozak pacova fiksiran na podlosci za secenje tkivnim matriksom (Bio-Optica,
Milano, Italy). Desno: Mozak pacova nakon presecanja u nivou bregme i zapocetog secenja.

Slika 14. Levo. Igla za mikro uzorkovanje. Desno. Izgled PVN-a i SON-a obojenog toluidin
plavim; Ise¢ak dobijen na poziciji -1,32 mm do -1.44 mm od bregme. Uveli¢anje 40x.
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3.6.2. Molekularno bioloske metode za procenu ekspresije mRNA VP, V1aR i
V1bR kod PVN i SON pacova

3.6.2.1. Homogenizacija tkiva

Homogenizacija tkiva na ledu sprovedena je hemijskim putem u 500 pL TRIzol rastvora
(Life Technologies, Carlsbad, USA) uz mehanicko dejstvo ultrazvu¢nog homogenizatora Sonopuls
UW 2070 (Bandelin, Berlin, Nemacka). Ultrazvuc¢no je delovano na tkivo u 3-4 periodi¢na
ciklusa u trajanju od 1 min sa amplitudom od 15-20% uz neprekidno hladenje uzorka kako bi
se prevenirala razgradnja ribonukleinske kiseline (RNK) usled toplote oslobodane tokom
procesa mehanicke homogenizacije.

3.6.2.2. Izolacija ukupne ribonukleinske kiseline

Ukupna RNK je iz homogenizovanog tkiva izolovana pomoc¢u 100 pL hloroforma
(SigmaAldrich, Taufkirchen, Germany). Centrifugiranjem uzoraka na 12000 rpm obrtaja na +4°C
tokom 15 min (Labnet International, Inc., New Jersey, USA) istaloZen je celijski debris, a dobijeni
nadtalozi koji su sadrzali ukupnu RNK su pipetirani u nove sterilne epruvete (Isolab, Wertheim,
Germany). RNK je dalje precipitirana tako $to je u svaki uzorak dodato 250 pL 2-propranola
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Nemacka). Uzorci su kratko promesani na mesalici, inkubirani 10
min na 25°C, a potom centrifugirani na +4°C, 12000 rpm tokom 15 min. Ovim postupkom
izdvajaju se tri jasno definisane faze ili sloja: gornja vodena faza sa RNK, interfaza sa DNK i
donja organska faza sa proteinima. Gornja vodena faza u kojoj se nalazila RNK je pazljivo
aspirirana automatskom pipetom bez narusavanja granica izmedu faza i prebacena je u nove
epruvete. Vodena faza sa ukupnom RNK-a je precis¢ena pomocu 500 pL 70% rastvora etanola
(Zorka farma, Sabac, Srbija) tokom petominutnog centrifugiranja na +4°C, 7500 rpm. Nadtalog
je uklonjen iz svakog uzorka i izolovana RNK je rastvorena u vodi bez ribonukleaza (Qiagen,
Hilden, Germany). Uzorci izolovane RNK su tokom 10 min inkubirani na 55°C u termobloku
(BioSan, Riga, Latvia), a zatim odloZeni na -80°C. Kvalitet i koncentracije ukupne RNK su za
svaki uzorak odredene citanjem apsorbance na 360 nm pomocu BioSpec-nano aparata
(Shimadzu, Kyoto, Japan) na Stomatoloskom fakultetu, ljubaznos¢u prof. dr Branke Popovic.

3.6.2.3. Sinteza komplementarne dezoksiribonukleinske kiseline

Komplementarna (engl. complementary) DNK (cDNK) je sintetisana iz 100 ng/pL
prec¢iséene RNK pomocu komercijalno dostupnog kita QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu proizvodaca. Kontaminirajuéa genomska DNK
(gDNK) je uklonjena iz uzoraka tokom 2 min na 42°C pomocu meSavine gDNK pufera i
RNKaza slobodne vode. Reakcija reverzna transkripcije se odvijala pomoc¢u meSavine enzima
reverzne transkriptaze, nukleotida (dNTPs) i pufera na 42°C tokom 30 min, a potom je reakcija
prekinuta inkubiranjem uzoraka na 95°C tokom 3 min. Koris¢enje ovog komercijalnog kita,
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omogucava odvijanje transkripcije RNK na nizim temperaturama (42°C) i o¢uvanje intaktnosti
RNK. Tube sa cDNK su ¢uvane na -20°C.

3.6.2.4. Lancana reakcija umnoZzavanja polimerazom pracena u stvarnom
vremenu (RT- qPCR)

Zaizvodenje RT-qPCR koriscéen je aparat Applied Biosystems Viia™7 (Foster City, CA, USA)
(Slika 15.)

Slika 15. Applied Biosystems Viia™7 Real-Time PCR aparat

Triplikati svakog uzorka su nalivani na mikroploce (eng. plates) sa 96 raspolozivih
bunara (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). U svaki bunar je nalivano po 11 pL Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied biosystems, Warrington, UK) i 1 pL ¢cDNK. Uzorci cDNK
koris¢eni za reakciju lanc¢ane polimerizacije u realnom vremenu (engl. real time quantitative
polimerase chain reaction - RT-qPCR) su razblaZeni do najmanje koncentracije dovoljne za
odvijanje iste. Koris¢eni PCR Master Mix predstavlja mesavinu termostabilne DNK polimeraze,
nukleotida (dNTPs), pufera i SYBR green boje i sastojao se od: 0.048 pL 100 nM prajmera
(Invitrogen, Pacle, UK), 6 pL Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington,
UK) and 4.9 uL RNKaza slobodne vode (Qiagen, Hilden, Germany). Pipetiranjem po 12 pL
RNKaza slobodne vode u triplikatu na svakoj mikroploci obezbedena je i po jedna PCR
kontrolna reakcija (slepa proba). Po nalivanju reakcione smeSe u bunare, mikroploce su
prekrivene zastitnom folijom (Foster City, CA, UK), a zatim su uzorci centrifugirani 30s, 2500
rpm na Mini plate spinner uredaju (Labnet International, Inc., New Jersey, USA) kako bi uklonili
mehurice vazduha.

Reakcija lan¢anog umnoZavanja DNK se odvijala u 40 uzastopno ponovljenih ciklusa po
slede¢em temperaturnom protokolu (Slika 16):
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N o=

denaturacija cDNK (50 °C - 2min, 95 °C - 10min),
umnozavanje cDNK 23 (95 °C -15s, 60 °C - 1 min) i
terminacija reakcije (95 °C - 15 s, 60 °C - 1 min, 95 °C - 15 s).

Analiza podataka je obavljena koris¢enjem ViiA™7 RT-qPCR softveru (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA), a relativna genska ekspresija je odredena metodom 2-AACt
(Livak and Schmittgen 2001). Ct predstavlja vrednost pragovnog ciklusa, ACt= Ct ispitivani
(target) gen - Ct kontrolni (housekeeping) gen, AACt= ACt uzorka- ACt kontrole.

The Primer Express program (The Primer Express software, version 3.0.1, Thermo Fisher

Scientific, Foster City, CA, USA) and GenBank (https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) baze
podataka su koriSéene za dizajniranje specifi¢nih prajmera za:

1.

2.
3.

4.

vazopresin gen (forward/uzvodni prajmer: 5-GCA CCC ATC AGC CTA ATT CG-37;
reverse/nizvodni prajmer: 5-CGC CAA CCT ATT ATG CCC TAG TA-3"),

V1aR gen (Rn Avprla 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00402990, NM053019),

V1bR gen (forward/uzvodni prajmer: 5-TGCCACATTCCTGGAGTACCT-3';
reverse/nizvodni prajmer: 5'-AGGACGGTTAACCAAGTAG TGAGATG-3') i

Rpl19 gen (forward/uzvodni prajmer: 5'-GCG TCT GCA GCC ATG-3"; reverse/nizvodni
prajmer: 5-TGG CAT TGG CGA TTT-3") kao kontrolni gen.

RPL19, koriséen kao endogena kontrola (engl. housekeeping gene), je gen za ribozomalni

protein L19 (engl. ribosomal protein L19 -RPL19). S obzirom da je konstitutivno eskprimiran,
ekspresija RPL19 je upotrebljena za normalizaciju ekspresije ispitivanih gena izmedu grupa.

LE]
(1
a8
=0
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Slika 16. Amplifikacijska kriva PCR produkata.
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3.6.3. Odredivanje koncentracije vazopresina u plazmi eksperimentalnih zivotinja

Uzorci krvi iz trupa su sakupljeni u sterilne plasticne epruvete, pri ¢emu je EDTA
koriséen kao antikoagulans. Uzorci su centrifugirani 15 min na 1000 x g na 4°C unutar 30 min
od uzorkovanja. Dobijeni uzorci plazme su zatim naliveni u sterilne plasti¢ne epruvete i drzani
na -80 °C do analize.

Koncentracije vazopresina u plazmi eksperimentalnih Zzivotinja su odredene
imunoesejskom metodom - ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) primenom Rat
ADH (Antidiuretic Hormone) ELISA Kit (Elabscience Biotechnology Inc., USA) sa nivoom osetljivosti
od 9,38 pg/ml. ELISA test koji je zasnovan na kompetitivhom ELISA principu je sproveden u
skladu sa protokolom proizvodaca i pomocu ¢itaca mikrotitar plo¢a (Multiskan EX,Thermo
Electron Corporation, Vantaa, Finland).

Princip testa:

Mikro ploc¢a sadrzi 96 bunarica koji su oblozeni VP pacova (Slika 17). Uzorci i standardi
se nalivaju u duplikatu. Tokom reakcije, VP u uzorcima plazme eksperimentalnih Zivotinja ili
VP u standardu se takmici u vezivanju sa fiksnom koli¢inom VP u bunari¢ima mikro ploce, za
vezna mesta na biotinu iz Biotinylated Detection Ab radnog reagensa specifi¢nim za VP pacova.
Formirani konjugat - vezana jedinica sekundarno antitelo sa biotinom+antigen u visku i
nevezani uzorak ili standard se ispiraju. Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) Conjugate rastvor
sa enzimom se naliva u svaki bunari¢ mikro-plo¢e i inkubira. Zatim se dodaje rastvor sa
Tetrametil benzidin (TMB) supstratom u svaki bunari¢. Dodavanjem rastvora sumporne
kiseline za prekid reakcije (engl. stop solution), enzim-supstrat reakcija se prekida i plava boja
rastvor se menja u zutu. Opti¢ka gustina (OD) se odreduje korigcenjem ¢itac¢a podegenog na 450
nm* 2 nm. Koncentracija VP u analiziranim uzorcima se izra¢unava uporedivanjem OD
uzoraka sa standardnom krivom.

ELISA metod kvantifikacije vazopresina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja je
sproveden u Istrazivackoj laboratoriji Implantolosko-istraZzivackog centra Stomatoloskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.
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Slika 17. Mikroploc¢a na nosac¢u nakon izvedenog ELISA testa.

3.7. Statisticka analiza podataka

Rezultati su prikazani graficki i tabelarno, izazeni kao srednja vrednost, standardna
devijacija, medijana, minimalna i maksimalna vrednost. Podaci su analizirani IBM SPSS
software-om (SPSS Statistics v.20 software IBM Corporation, NY, USA), dok je za potrebe MIXED
ANOVA analize koris¢en R-3.5.0 software (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria). Normalnost raspodele proveravana je Kolmogorov-Smirnov i Sapiro-Vilkovim
(Shapiro-Wilk) testom normalnosti. Utvrdeno je odsustvo normalnosti distribucije podataka
zbog cega su koriSceni odgovarajuci neparametarski testovi. Mixed ANOVA ponavljanih
merenja je koris¢ena za analizu vrednosti osnovnih hemodinamskih parametara kod SHR Zenki
pod bazalnim uslovima (u diestrus fazi), desetog (10.) i poslednjeg (20./21.) dana gestacije,
prvog (1.) i petog (5.) postpartalnog dana i uporedivanje u vremenu i u odnosu na
normotenzivne Wistar Zenke. Kako je transmiter kod WR5 Zenke prestao sa emitovanjem
signala postpartalno, umesto nedostaju¢ih vrednosti iz postpartalnog merenja, za potrebe
analize koriS¢ene su vrednosti medijana izra¢unate na osnovu vrednosti parametara iz
odgovarajuc¢ih merenja ostalih WR Zenki. Za svaku eksperimentalnu grupu, kardiovaskularni
parametri prikupljeni tokom vremena - u diestrusu, u srednjoj i kasnoj gestaciji procenjivani su
nezavisnim Fridmanovim testom. qPCR podaci i podaci o nivou plazme VP analizirani su
Kruskal-Wallis-ovim testom (pracen post hoc Wilcoxon testom). Za statisticku znacajnost uzeta
je vrednost p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Hemodinamski parametri kod spontano hipertenzivnih Zenki u disetrusu, tokom
graviditeta i postpartum u vremenu i u odnosu na Wistar Zenke

SHR Zenke imale su vise vrednosti SBP-a i DBP-a, a nize vrednosti HR-a u odnosu na
WR Zenke tokom ispitivanog perioda. Sveukupno u posmatranom periodu nije doslo do
promene vrednosti SBP, DBP i HR kod Zenki oba soja, odnosno postpartalne vrednosti
se nisu razlikovale u odnosu na bazalne - diestrus vrednosti (Tabela 1, 2 i 3).

Tabela 1. Prikaz SBP vrednosti kod WR-a i SHR-ova.

SBP
Srednja Std.

Grupe Merenje = N  vrednost Devijacia Mediana Minimum Maximum
a.WR zenke 1 6 115.0883  5.62485 114.2000 108.22 122.99
2 6 106.4200  5.09307 106.3850 101.19 112.96

3 6 86.8567  7.53185 86.8150 78.09 98.30

4 6 110.6417  5.66489 108.4600 106.05 121.51

5 6 124.3817 10.42745 123.0300 113.94 144.25

Ukupno 30 108.6777 14.27873 109.8500 78.09 144.25

b.SHR Zenke 1 6 169.1500 16.80624 169.5250 142.23 195.31
2 6 168.8317 36.84850 158.7250 137.75 240.92

3 6 123.9350 12.03939 124.7250 108.62 140.62

4 6 152.6533 24.16395 149.0250 127.89 193.07

5 6 1754350 36.86185 160.9850 142.91 243.75

Ukupno 30 158.0010 31.64857 155.7300 108.62 243.75

Fiksni efekat: SBP ~ Merenje + Grupa

Value Std.Error DF t-value p-value
Merenje 0.96000 1.893356 47 0.507036 0.6145
b.SHR Zenke 49.32333 9.876292 10 4.994114 0.0005 ***

Sveukupno, nije doslo do statisticki znacajne promene vrednosti SBP-a tokom
ispitivanog perioda (b=-0.960; p=0.615). Sveukupno, u posmatranom periodu, SHR Zenke su
imale znacajno vise vrednosti SBP-a (b=49.323; p=0.0005); Mixed ANOVA, **p < 0.001 vs. WR
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u vremenu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost, standardna devijacija, medijana,
minimalna i maksimalna vrednost 6 jedinica posmatranja. Podaci su analizirani testom Mixed
ANOVA ponovljenih merenja, a za statisticku znac¢ajnost uzeta je vrednost p<0.05. Merenje 1:
diestrus; merenje 2: 10. dan gestacije; merenje 3: kasna gestacija. merenje 4: 1. postpartalni dan;
merenje 5: 5. postpartalni dan;

Tabela 2. Prikaz DBP vrednosti kod WR-a i SHR-ova.

DBP
Srednja Std.

Grupe Merenje N vrednost Devijacija Mediana Minimum Maximum
a.WR zenke 1 6  84.6267 6.05584  85.3350 76.48 90.94

2 6  78.0383 424194  77.4700 72.98 84.15

3 6  61.0433 596597  61.8700 51.62 66.89

4 6 819017 3.58918  82.5500 75.50 86.54

5 6 918200 12.82722  86.4200 84.19 117.54

Ukupno 30 794860 1245419  81.9200 51.62 117.54

b.SHR Zenke 1 6 109.3933 18.08304 100.0150  96.03 140.32
2 6 1163100 23.22650 110.7500  93.42 159.22
3 6 83.2217  14.42968  85.1750 65.26 100.12
4 6 111.5433 25.59820 115.6000  80.47 149.26
5 6 120.2350 32.71728 108.8200  94.65 180.27

Ukupno 30 108.1407  25.65322  100.3800 65.26 180.27

Fiksni efekat: DBP ~ Merenje + Grupa
Value Std.Error DF t-value p-value
Merenje 1.75833 1.474594 47 1.192418 0.2391

b.SHR Zenke 28.65467 8.543170 10 3.354102 0.0073 **

Sveukupno, nije doslo do statisticki znacajne promene vrednosti DBP-a tokom
ispitivanog perioda (b=1.75833; p=0.2391). Sveukupno, u posmatranom periodu, SHR Zenke su
imale znacajno vise vrednosti DBP-a (b=28.65467; p=0.0073); **p < 0.01 vs. WR u vremenu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost, standardna devijacija, medijana, minimalna i
maksimalna vrednost 6 jedinica posmatranja. Podaci su analizirani testom Mixed ANOVA
ponovljenih merenja, a za statisticku znacajnost uzeta je vrednost p < 0.05. Merenje 1: diestrus;
merenje 2: 10. dan gestacije; merenje 3: kasna gestacija. merenje 4: 1. postpartalni dan; merenje
5: 5. postpartalni dan;
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Tabela 3. Prikaz HR vrednosti kod WR-a i SHR-ova.

HR
Srednja Std.

Grupe Merenje N  vrednost Devijacija Mediana Minimum Maximum
a.WR zenke 1 6  322.0450 14.76264 330.6000  298.92 332.45
2 6  323.7583 16.09320 320.3850  308.74 353.68
3 6  368.7333 26.03361 3654950  335.36 411.26
4 6 3447550 28.15744 345.2100  308.94 380.56
5 6  315.6150 29.93815 305.0800 290.81 374.77

Ukupno 30 3349813 29.73303 330.6000  290.81 411.26

b.SHR Zenke 1 6 316.0500 15.00832 322.7500  292.66 331.22
2 6 309.6367 21.30176 309.7750  277.02 337.81
3 6 3321750 15.00638 334.7550  307.37 347 .44
4 6 310.8233 33.36124 309.2550  272.60 359.66
5 6 298.2833 17.16099 296.2300  279.22 322.08

Ukupno 30  313.3937 2290266 313.1650 272.60 359.66

Fiksni efekat: HR ~ Merenje + Grupa
Value Std.Error DF t-value p-value
Merenje -1.3105 2.293092 47 -0.57150 0.5704

b.SHR Zenke -21.5877 8.558121 10 -2.52248 0.0303 *

Sveukupno, nije doslo do statisti¢ki znac¢ajne promene vrednosti HR-a tokom ispitivanog
perioda (b=-1.3105; p=0.5704). Sveukupno, u posmatranom periodu, SHR Zenke su imale
znacajno nize vrednosti HR-a u odnosu na WR Zenke (b=-21.5877; p=0.0303); *p < 0.05 vs. WR
u vremenu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost, standardna devijacija, medijana,
minimalna i maksimalna vrednost 6 jedinica posmatranja. Podaci su analizirani testom Mixed
ANOVA ponovljenih merenja, a za statisticku znacajnost uzeta je vrednost p<0.05. Merenje 1:
diestrus; merenje 2: 10. dan gestacije; merenje 3: kasna gestacija. merenje 4: 1. postpartalni dan;
merenje 5: 5. postpartalni dan;

4.2. Hemodinamski parametri i spektralni markeri kod Wistar i spontanohipertenzivnih
zenki u diestrusu i tokom graviditeta
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4.2.1. Sistolni i dijastolni krvni pritisak, i kratkoro¢ni varijabilitet krvnog pritiska
kod Wistar i spontanohipertenzivnih Zenki u diestrusu i tokom graviditeta

Bez obzira na postojanje hipertenzije kod negravidnih SHR Zenki, kasna trudnoca je kod
SHR-a, kao i kod WR Zenki, statisticki znac¢ajno smanjila vrednosti SBP-a i DBP-a u vremenu i
u odnosu na diestrus. Pad SBP-a i DBP-a je bio izrazeniji kod SHR Zenki, sa normalizacijom
vrednosti pritisaka u kasnoj, terminskoj trudnoci. Redukcija SBP-a i DBP-a pracena je
redukcijom ukupnog SBP i DBP varijabiliteta u vremenu. Takode, spektralna analiza je otkrila
povecanje HF SBP domena samo kod gravidnih WR-a u vremenu i u odnosu na diestrus.
Trudnoéa WR i SHR Zenki nije uticala na zone niske i veoma niske frekvencije SBP i DBP
varijabiliteta (Slika 18).
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Slika 18. SBP i DBP, kratkoro¢ni varijabilitet krvnog pritiska kod WR-a i SHR-a. Trudnoca
izaziva znacajno smanjenje SBP-a i DBP-a u obe grupe, koje je pra¢eno padom u totalnom
varijabilitetu KP u odgovaraju¢im grupama. Takode, kod WR Zenki sa trudno¢om raste HF SBP
u vremenu i u odnosu na diestrus. Plave linije: WR Zenke pacova; crvene linije: SHR Zenke
pacova; DE: diestrus; MP: 10. dan gestacije; LP: kasna gestacija. Podaci su analizirani primenom
The independent Friedman test-a, a statisticka znacajnost je bila *p < 0.05 u vremenu; **p < 0.01 u
vremenu; 1p < 0.05 kasna gestacija vs. diestrus bazalne vrednosti; 11p<0.01 kasna gestacija vs.
diestrus bazalne vrednosti.

422. Sréana frekvencija i kratkoro¢ni srcani varijabilitet kod Wistar i
spontanohipertenzivnih Zenki u diestrusu i tokom graviditeta

Krajem trudnoce, HR statisticki znacajno raste kod Zzenki oba soja, $to je praceno
porastom LF-HR zone sréanog varijabiliteta. Ovaj porast u LF-HR zoni je bio izrazeniji kod SHR
zenki oznacavajuci pojacanu simpati¢ku sréanog misi¢a u vremenu i u osnosu na diestrus.
Medutim, zbog istovremenog povecanja vagalno posredovane HF-HR zone u vremenu i u
odnosu na diestrus, trudno¢a SHR Zenki nije dovela do promene LF/HF HR kao markera
simpatovagalnog balansa na srce. Nije doslo ni do promene u ukupnom HR varijabilitetu, kao
ni u zoni veoma niskih frekvencija HR-a u obe eksperimentalne grupe (Slika 19).
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Slika 19. HR i kratkoro¢ni HR varijabilitet kod WR-a i SHR-a. Tokom trudnoce postoji porast
HR-a kod Zenki oba soja. Kod SHR Zenki trudnoca dovodi do statisticki znacajnog povecanja
LF i HF HR varijabiliteta, ne menjaju¢i LF/HF HR indeks. Plave linije: WR Zenke pacova; crvene
linije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus; MP: 10. dan gestacije; LP: kasna gestacija. Podaci su
analizirani primenom The independent Friedman test-a, a statisticka znacajnost je bila *p < 0.05 u
vremenu; **p < 0.01 u vremenu; tp < 0.05 kasna gestacija vs. diestrus bazalne vrednosti; #

p<0.05 kasna gestacija vs. 10. dan gestacije.

4.3. Parametri baroreceptorskog refleksa u diestrusu i tokom graviditeta

4.3.1 Senzitivnost baroreceptorskog refleksa

Trudno¢a WR Zenki nije uticala na senzitvnost baroreceptorskog refleksa. S druge strane,
kod SHR Zenki BRS znacajno raste krajem trudnoce u odnosu na diestrus vrednosti (Slika 20 i

21).
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Slika 20. BRS kod WR i SHR Zenki pacova. Kod SHR Zenki, krajem trudnoce dolazi do porasta
BRS. Plava linija: WR Zenke pacova; crvena linije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus; MP: 10. dan
gestacije; LP: kasna gestacija. Podaci su analizirani primenom The independent Friedman test-a, a
statisticka znacajnost je bila *p < 0.05 u vremenu; 1p < 0.05 kasna gestacija vs. diestrus bazalne
vrednosti.
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Slika 21. BRS SHR Zenke pacova u diestrusu (gornja slika) i 21. dana gestacije (donja slika).
Primetno je povecanje nagiba krive, odnosno porast sBRS na slici desno (21. dan gestacije).
Originalni zapis, BP Complete.

4.3.2. Teziste rada baroreceptorskog refleksa

Tokom trudnoce u obe grupe Zivotinja, doslo je do pomeranja tezista rada BRR-a ka
nizim vrednostima SBP-a u vremenu i u odnosu na diestrus vrednosti (Slika 22).
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Slika 22. TeziSte rada SBP-a WR i SHR Zenki tokom trudnoce. Trudnoéa kod SHR i WR Zenki
dovela je do pomeranja teZista rada ka nizim vrednostima SBP-a. Plava linija: WR Zenke pacova;
crvena linije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus; MP: 10. dan gestacije; LP: kasna gestacija. Podaci
su analizirani primenom The independent Friedman test-a, a statisticka znacajnost je bila **p <0.01
u vremenu; T1p < 0.01 kasna gestacija vs. diestrus bazalne vrednosti.

4.3.3. Opseg delovanja baroreceptorskog refleksa

Opseg delovanja BRR-a nije se menjao u ispitivanom periodu tni kod SHR-ova ni kod
WR-a (Slika 23).
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Slika 23. Radni opseg delovanja barorefleksa kod WR i SHR Zenki u trudnoéi. Trudnoca kod
SHR i WR Zenki nije uticala na radni opseg delovanja BRR-a-. Plava linija: WR Zenke pacova;
crvena linije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus; MP: 10. dan gestacije; LP: kasna gestacija.

4.4. Ekspresija vazopresina i vazopresinskih receptora u paraventrikularnom jedru i
supraoptickom jedru Wistar i spontano hipertenzivnih zenki pacova u diestrusu i kasnoj
gestaciji

4.4.1. Genska ekspresija vazopresina u paraventrikularnom jedru kod Wistar
zenki i Zzenki spontano hipertenzivnih pacova

Diestrus SHR Zenke imaju povecane vrednosti ekspresije gena za VP-a u PVN-u u
poredenju sa WR Zenkama pod istim uslovima. Visoka vrednost genske ekspresije VP se
odrzava i tokom kasne gestacije SHR Zenki. Kod WR Zenki sa trudno¢om raste nivo genske
ekspresije VP-a u poredenju sa diestrus vrednostima. Ovakva dinamika promena ekspresije VP-
a rezultuje izjednacavanjem nivoa ekspresije VP-a u PVN-u izmedu Zenki u kasnoj trudno¢i
WR-a i SHR-ova (Slika 24).
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Slika 24. Stepen promene ekspresije gena za VP u PVN-u kod WR i SHR Zenki u diestrusu i
kasnoj gestaciji. Diestrus SHR Zenke imaju pojac¢anu transkripciju iRNK-a za VP u odnosu na
diestrus WR-e. Visok nivo aktivnosti gena za VP se zadrzava i tokom kasne gestacije. Kod WR
zenki u kasnoj trudnodi postoji statisticki znacajno povecanje ekspresije gena za VP u odnosu
na diestrus WR kontrolu. Rezultati su prikazani kao medijana, minimalna i maksimalna
vrednost 6 jedinica posmatranja. Tacke predstavljaju pojedinacne vrednosti. Podaci su
analizirani testom Kruskal Wallis, post hoc Mann Whitney test, a za statisti¢cku znacajnost uzeta je
vrednost p<0.05. Plave kutije: WR Zenke pacova; crvene kutije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus;
LP: kasna gestacija; statisticke znacajnosti su *p < 0.05 vs. diestrus; t1p<0.01 vs. WR
odgovarajuca kontrola.

4.4.2. Genska ekspresija vazopresinskih receptora u paraventrikularnom jedru
kod Wistar Zenki i Zenki spontano hipertenzivnih pacova

U diestrusu, SHR zenke su pokazale povisenu ekspresiju gena Vl1aR u PVN-u u
poredenju sa WR kontrolama, i nivo ekspresije se nike menjao tokom gestacije. U kasnoj
gestaciji, ekspresija gena za Vla receptora u PVN-u povecana je kod WR-a u odnosu na
eksprsiju WR-a zrtvovanih u diestrusu. Kasnu gestaciju odlukuje uporedivi nivoi ekspesije
V1aR izmedu dva soja.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u nivoima iRNK-a za V1bR izmedu diestrus i Zenki
u kasnoj trudno¢i odgovarajuceg soja, kao ni izmedu Zenki dva soja (Slika 25).
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25. Stepen promene ekspresije gena za receptore VP-a u PVN-u kod WR i SHR Zenki u
diestrusu i kasnoj gestaciji. Diestrus SHR Zenke imaju pojacanu transkripciju iRNK-a za V1aR
u PVN-u u odnosu na diestrus WR-e. Kod SHR Zenki nema promene nivoa ekspresije V1aRk u
kasnoj gestaciji. Kod WR Zenki u kasnoj trudnod¢i postoji statisticki znacajno povecanje
ekspresije gena za V1aR u odnosu na diestrus WR kontrolu. Rezultati su prikazani kao
medijana, minimalna i maksimalna vrednost 6 jedinica posmatranja. Tacke predstavljaju
pojedinacne vrednosti. Podaci su analizirani testom Kruskal Wallis, post hoc Mann Whitney test,
a za statisticku znacajnost uzeta je vrednost p<0.05. Plave kutije: WR Zenke pacova; crvene
kutije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus; LP: kasna gestacija; statisti¢cke znacajnosti su *p < 0.05
vs. diestrus; 11p<0.01 vs. WR odgovarajuca kontrola.

4.4.3. Genska ekspresija vazopresina u supraoptickom jedru kod Wistar Zzenki i
zenki spontano hipertenzivnih pacova

RT-PCR analiza je pokazala povecan nivo iRNK za VP u SON-u diestrus SHR-ova, u
odnosu na diestrus WR Zenke. Trudnoca je razli¢ito uticala na gensku ekspresiju za VP kod
sojeva: ekspresija VP gena je povecana kod Zenki u kasnoj trudno¢i WR pacova, a smanjena kod
SHR Zenki (Slika 26).
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Slika 26. Stepen promene ekspresije gena za VP u SON-u kod WR i SHR Zenki u diestrusu i
kasnoj gestaciji. U WR grupi prisutno je gestacijski izazvano izrazito povecanje ekspresije gena
za VP u SON-u. Obrnuto, trudnoca je kod SHR Zenki znacajno smanjila ekspresiju gena za VP
u SON-u. Rezultati su prikazani kao medijana, minimalna i maksimalna vrednost 6 jedinica
posmatranja. Tacke predstavljaju pojedina¢ne vrednosti. Podaci su analizirani testom Kruskal
Wallis, post hoc Mann Whitney test, a za statisticku znacajnost uzeta je vrednost p<0.05. Plave
kutije: WR Zenke pacova; crvene kutije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus; LP: kasna gestacija;
statisticke znacajnosti su **p < 0.01 vs. diestrus; $1p<0.01 vs. WR odgovarajuca kontrola.

4.4.4. Genska ekspresija vazopresinskih receptora u supraoptickom jedru kod
Wistar Zenki i Zenki spontano hipertenzivnih pacova

Poredenjem genske ekspresije VIbR u SON-u pacova utvrdeno je da je nivo iRNK za
V1bR znacajno visi kod SHR-ova i u diestrusu i u kasnoj gestaciji u odnosu na WR pod istim
okolnostima. Trudnoca nije uticala na ekspresiju gena za V1bR u SON-u kod oba soja, WR-a i
SHR-ova.

Analiza nivoa iRNK za V1aR u SON-u WR-a i SHR-ova nije pokazala znacajne razlike ni
u diestrusu ni u kasnoj gestaciji izmedu ova dva soja, niti je gestacija menjala nivo iRNK u
odnosu na diestrus nivoe (Slika 27).
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Slika 27. Stepen promene ekspresije gena za receptore VP-a u SON-u kod WR i SHR Zenki
u diestrusu i kasnoj gestaciji. SHR zenke imaju veci nivo VIbR iRNK u diestrusu i u kasnoj
gestaciji u poredenju sa WR kontrolama. Trudnoca ne utice na ekspresiju gena za V1aR i V1bR
u SON-u WR-a i SHR-ova. Rezultati su prikazani kao medijana, minimalna i maksimalna
vrednost 6 jedinica posmatranja. Tacke predstavljaju pojedinacne vrednosti. Podaci su
analizirani testom Kruskal Wallis, post hoc Mann Whitney test, a za statisti¢ku znacajnost uzeta je
vrednost p<0.05. Plave kutije: WR Zenke pacova; crvene kutije: SHR Zenke pacova; DE: diestrus;
LP: kasna gestacija; statisticke znacajnosti su 1p < 0.05 vs. diestrus.

4.5. Koncentracija vazopresina u plazmi Wistar i spontano hipertenzivnih Zenki pacova
u diestrusu i kasnoj gestaciji

Koncentracija VP u plazmi izmerene u bazalnim uslovima, odnosno u diestrus fazi
ciklusa zenki oba soja su bile medusobno uporedive. S druge strane merenje je pokazalo da
gravidne SHR Zenke imaju znatno niZe vrednosti cirkuliSuceg VP-a nego WR Zenke pod istim
uslovima. Na osnovu dobijenih koncentracija VP-a u plazmi gravidnih Zenki utvrden je
gestacijski indukovan pad VP kod Zenki oba soja, sa ve¢cim padom kod SHR Zenki (Slika 28).
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Slika 28. Koncentracija VP u plazmi WR i SHR Zenki pacova u diestrusu i kasnoj gestaciji.
Primeceno je gestacijski izazvano znac¢ajno smanjenje nivoa VP u plazmi kod oba soja, pri ¢emu
su promene bile izrazenije kod Zenki SHR soja. Gravidne SHR Zenke imaju nize vrednosti VP u
plazmi u odnosu na WR zZenke pod istim uslovima. Rezultati su prikazani kao medijana,
minimalna i maksimalna vrednost 8 jedinica posmatranja. Tacke predstavljaju pojedinac¢ne
vrednosti. Podaci su analizirani testom Kruskal Wallis, post hoc Mann Whitney test, a za statisticku
znacajnost uzeta je vrednost p<0.05. Plave kutije: WR Zenke pacova; crvene kutije: SHR Zenke

pacova; DE: diestrus; LP: kasna gestacija; statisticke znac¢ajnosti su *p < 0.05 vs. diestrus; **p <
0.01 vs. diestrus; tp < 0.05 v.s WR; +1p<0.01 vs. WR.
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5. DISKUSIJA

Ovo istrazivanje je po prvi put pokazalo razli¢itu adaptaciju autonomne kontrole
kardiovaskularnog sistema u trudno¢i izmedu zenki dva soja, odnosno da kod SHR Zenki u
kasnoj trudnodi postoji porast BRS i promena na sréanom varijabilitetu koje nisu prisutne u
gestaciji WR Zenki. Takode, rezultati ove studije su po prvi put pokazali da trudnoca razlicito
uti¢e na ekspresiju gena za VP i V1aR u PVN-u WR i SHR Zenki, kao i da diestrus i SHR Zenke
u kasnoj trudno¢i pojac¢ano eksprimiraju gen za VIbR u SON-u u odnosu na odgovaraju¢e WR
kontrole.

Trudnoc¢u karakteriSe smanjenje SBP i DBP i refleksno uvecanje HR-a (Mahendru i sar,
2014). Poznato je da SHR Zenke imaju bazalno vise pritiske i nizu frekvencu u odnosu na
normotenzivnu kontrolu pre trudnoce, §to smo mi i verifikovali u nasim eksperimentima. Ova
razlika u pritisku se odrzala i tokom gestacije i po zavrSetku trudnoce. Sa uspostavljanjem
trudnoce oba soja (WR i SHR) karakteriSu se znac¢ajnim smanjenjem srednjeg arterijskog pritiska
uprkos povedanom volumenu plazme. Ovaj fenomen gestacijski indukovanog pada BP-a u
kasnoj gestaciji pracen je kompenzantornim povecanjem HR-a u obe vrste i rezultat je
smanjenog perifernog vaskularnog otpora usled pojacane vazodilatacije i vaskularne
neresponsivnosti na razli¢ite vazokonstriktore (Sanghavi i Rutherford 2014). Ranija istrazivanja
su pokazala da trudnoca kod SHR-a podsti¢e smanjenje BP-a koje je povezano sa povecanom
dostupnoséu NO, smanjenom generacijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i niZom
ekspresijom NAD(P)H oksidaznih subjedinica (NOX 1, 2 i 4) u aortnim arterijama (Troiano i
sar, 2021; Zancheta i sar, 2015). Pored toga, dalje pracenje hemodinamskih parametara prvog i
petog dana po partusu, pokazalo je potpunu reverziju vrednosti SBP-a, DBP-a i HR-a petog
postapartalnog dana, potvrdujuéi da su promene SBP, DBP i HR bile rezultat adaptacije
organizma majke na trudnocu. Ovi rezultati su u skladu sa prethodno izvedenim studijama
drugih autora (Teli, Bagali, i Ghatanatti 2016; Wang i sar, 2021). Poznato je da se kod Zena
prolazni pad pritiska beleZi na pocetku (uglavnom) jednoplodne trudnoce (Teufel i sar, 2021),
dok se kod Zenki pacova registruje tek krajem viseplodne trudnoce u dvorogoj materici. I pored
ove cinjenice Zenka pacova je prihvacena kao adekvatan model za studije kardiovaskularne i
autonomne adaptacije na trudnocu. Primati se zbog sli¢nosti u placentaciji i visokog stepena
homologije genoma sa ljudima koriste kao najbolji model izbora u eksperimentalnim
ispitivanjima kardiovaskualrnih promena u trudnoé¢i. Medutim, ogledi na primatima su
povezani sa velikim troskovima, zakonskim i etickim ogranic¢enjima (Tarantal, Hartigan-
O’Connor, i Noctor 2022; Carter 2020). Poznato je da se ovulacija kod Zenke pacova ponavlja
spontano svakih 4-5 dana, koliko i traje polni ciklus. Lutealna faza je kratka, dok graviditet traje
21-23 dana, te je zbog ustede vremena Zenka pacova, kao i niZe cene i manjih troskova gajenja
u vivarijumu veoma pogodna za studije reprodukcije (Amann 1982; Griimmer 2006; Walters,
Allan, i Handelsman 2012; Jawerbaum i White 2010). Pored toga, Zenke pacova prolaze kroz
razlic¢ite adaptivne promene kardiovaskularnog sistema u toku trudnoce koje ipak vecinski
koreliraju sa promenama kod trudnica. Kod pacova je moguce i razvijanje stanja pod nazivom
- pseudograviditet koje omogucava proucavanje efekata trudnoce na organizam Zenke bez
prisustva fetusa i posteljice (Hardy 1970). S druge strane, laboratorijski pacov je pogodan model
za kardiovaskularna istraZivanja zbog dobro proucene neurogene regulacije krvnog pritiska.
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Dodatno, u eksperimentalnim studijama najcesce koriscen model za humanu esencijalnu
hipertenziju je SHR. SHR predstavljaju soj pacova nastao selektivnim inbridingom Wistar
Kyoto (WKY) albino pacova sa povisenim krvnim pritiskom (Okamoto i Aoki 1963). Po mnogo
¢emu, SHR ima sli¢nosti sa humanom hipertenzijom: znacajna genetska komponenta kod oba,
slican tok bolesti sa ostecenjem perifernih organa, simpaticka hiperaktivnost i povecana
aktivnost sistema renin angiotezin, kao i velika uloga stresa i drugih faktora rizika za nastanak
hipertenzije. SHR imaju spontani razvoj povisene vrednosti krvnog pritiska, poveéan ukupni
periferni vaskularni otpor bez povecanja volumena cirkuliSuce te¢nosti, osteCenu funkciju
arterijskog barorefleksa, ali o¢uvani odgovor na primenu antihipertenzivne terapije. Pokazan
je 1 znacaj ROS-a i fizi¢ke inaktivnosti u razvoju hipertenzije kod ovog soja (Kawakami i sar,
2024). Posebno je vazno istaci da i kod SHR pacova, kao i kod ¢oveka, postoje polne razlike u
oboljevanju od hipertenzije (niza stopa obolevanja Zenke u reproduktivhom periodu) (Pinto,
Paul, i Ganten 1998; Lerman i sar, 2019; Reckelhoff, Romero, i Yanes Cardozo 2019).

Osim dugoro¢nih promena, BP i HR pokazuju i varijacije kratkoro¢nog karaktera.
Varijabilitet krvnog pritiska (BPV) predstavlja neprekidne i dinamicke fluktuacije vrednosti
krvnog pritiska tokom Zzivota, slozenog ali i nepotpuno ispitanog porekla nastanka. BPV je
rezultat aktivacije regulatornih mehanizama u cilju odrZavanja homeostaze BP-a kako bi se
odrzala optimalna perfuzija organa (Gianfranco Parati i sar, 2018). Ima klinicki znacaj kao
nezavisni prediktivni faktor rizika za kardiovaskularne bolesti, hroni¢na oboljenja bubrega, pad
kognitivnih funkcija i mentalne bolesti gde porast BPV korelira sa lo$ijom prognozom (Palatini
i sar, 2014; Mehlum i sar, 2018; Sheikh i sar, 2023). Promena u sistolnom BPV prvenstveno
odrazava vaskularnu krutost i starenje, dok promena dijastolnog BPV odraZava ostecenu
autonomnu funkciju sa povecanom simpati¢kom aktivnoscu i endotelnom disfunkcijom (Bilo i
Parati 2018). U ovom eksperimentu smanjenje sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska kod WR-
a i SHR-a krajem trudnoce praceno je smanjenjem ukupnog varijabiliteta SBP-a i DBP-a,
sugerisu¢i mogucnost smanjenja krutosti krvnih sudova i poboljSanja autonomne i endotelne
funkcije.

TV BP spektar se sastoji iz tri komponente: VLF, LF i HE. VLF komponenta je sloZeno
regulisana i zavisi od termoregulacionih mehanizama, od miogenih mehanizama, od fizicke
aktivnosti, od efekata sistema renin-angiotenzin, simpatickih uticaja, VP, vazodilatatora poput
bradikinina i NO (G. Parati i sar, 1995; Julien, Saul, i Parati 2008; Japundzic-Zigon 1998;
Japundzié-Zigon, Milutinovi¢, i Jovanovi¢ 2004; Stauss i Persson 2000). Dakle, prema nasim
rezultatima, ovo smanjenje krvnog pritiska i TV BP primeceno kod WR-a i SHR-a se uglavnom
desava zbog smanjenja u VLF opsegu, jer on i dominantno ¢ini TV BP i moZe se pripisati
povecanoj sintezi brojnih vazodilatatora kao sto su bradikinin i NO, promeni nivoa VP u
plazmi, porastu ekspresije vazodilatatornih AT2 receptora i/ili neosetljivosti krvnih sudova na
vazokonstriktore $to je i okosnica vazodilatatornih promena u trudnodi..

Poreklo LF zone varijabiliteta krvnog pritiska rezultat je povecanog tonusa simpatickog
nervnog sistema (Japundzic i sar, 1990; Japundzic-Zigon 1998). lako trudnoda izaziva
simpati¢ku hiperaktivnost, LF komponenta krvnog pritiska ne mozZe je odraziti zbog ostecene

neurovaskularne transdukcije, pa ni nema statistickih znac¢ajnih promena LF SBP u kasnoj
gestaciji WR i SHR Zenki.

Povecanje HF SBP zone TV BP u trudnodi je primeceno samo kod zenki WR soja, §to je u
skladu sa rezultatima druge istraZivacke grupe (Slangen i sar, 1997). HF SBP zona nastaje
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preraspodelom krvi u velikim torakalnim sudovima zbog poremecaja hemodinamike velikih
intratorakalnih krvnih sudova usled disanja. Naime, tokom inspirijuma javlja se negativan
intratorakalni pritisak koji rasteze zidove torakalnih vena i smanjuje venski priliv u srce; takode
rasteze i zidove aorte, Sto posledi¢no smanjuje arterijski krvni pritisak. Po zavrsetku
inspirijuma, zidovi krvnih sudova se vracaju u predesnje stanje i arterijski krvni pritisak se
oporavlja (Elghozi, Laude, i Girard 1991; Triedman i Saul 1994). HF SBP komponenta spektra je
regulisana disanjem i potencira se u stanjima sa gubitkom krvi i/ili jakom vazodilatacijom. HF
zona varijabilnosti SBP moZe biti povecana usled znacajne vazodilatacije (Japundzic i sar, 1990)
ili promena u obrascu disanja (D. Laude i sar, 1995). Posto WR Zenke u nasim eksperimentima
nisu pokazale nikakve promene u obrascu disanja, ozna¢enog HF maks vrednostima, promena
u HF SBP je verovatno posledica smanjenjenja efektivnog arterijskog pritiska u trudnodi,
odnosno posledica je nedovoljne ispunjenosti arterijskih krvnih sudova, jer vazodilatacija
prevazilazi hipervolemiju.

Nase istrazivanje ukazuje da su promene kardiovaskularnog varijabiliteta krajem trudnoce
viSe izrazene kod SHR Zenki u odnosu na WR kontrole, i da dominiraju promene sréanog
varijabiliteta u odnosu na promene varijabiliteta krvnog pritiska kod istih Zivotinja $to je
verovatno posledica ostecenja neurovaskularne transdukcije. HR predstavlja broj otkucaja srca
u minutu, dok je HRV definisan kao mera varijacije u vremenu izmedu uzastopnih sréanih
otkucaja, odnosno mera varijacije interbitnih intervala (Engl. interbeat intervals - IBls) (Shaffer i
Ginsberg 2017). HRV je rezultat regulacije otkucaja srca i sr¢anog ritma od strane obe simpaticke
i parasimpaticke grane ANS-a, te su promene u HRV indirektni pokazatelji promene u
aktivnosti, odnosno neravnoteZze ANS-a (Pumprla i sar, 2002; Draghici i Taylor 2016). Iz tog
razloga HRV ima vazan klinicki znacaj, jer se moze koristiti kao indikator rizika za sréane
komplikacije u opstoj populaciji kardiovaskularnih pacijenta (Alberto Malliani 2005; Sessa i sar,
2018), ishemi¢ne sr¢ane komplikacije u zdravoj i hipertenzivnoj trudnoéi (Sliwa i Bohm 2014;
Mogos i sar, 2018), pa ¢ak i kao indikator individualne kardiovaskularne kondicije (Draghici i
Taylor 2016). Iz HRV izveden je TV HR spektar sa svoje tri komponente: VLF-, LF-i HF HR VLF
snaga spektra je komponenta najsloZenije regulacije i nastaje kao rezultat delovanja brojnih
mehanizama (Shaffer i Ginsberg 2017). LF snaga u frekventnom domenu odraZava simpaticko
opterecenje na srce, dok HF snaga odrazava parasimpaticki uticaj na sréanu frekvenciju
(Japundzic i sar, 1990).

Nasa SHR eksperimentalna grupa nije imala statisti¢ki znacajne promene u TV HR i VLF
zoni oscilacija krajem trudnode, ali je zato zabeleZen porast u LF i HF zoni HRV. Povecani LF
HR opseg prezentuje povecanu simpaticku reakivnost koja je odlika i hroni¢ne hipertenzije
nasih SHR Zenki i adaptacije ANS-a na trudnocu, dok visok nivo genske ekspresije VP i Vla u
PVN primecen kod SHR Zenki pre i krajem gestacije sugeriSe da ta simpaticka hiperaktivnost
postoji pre i odrZava se i tokom trudnoce. Istovremeno, na kraju trudnoce postoji i porast HF
HR opsega, odnosno povecan je i parasimpaticki uticaj na srce. Pored toga, kasna trudnoca kod
SHR Zenki otkrila je i povec¢anje BRS-a. Postoji povezanost BP, HR i tonusa krvnih sudova, gde
promena u BP, menja aktivnost baroreceptora, a samim tim se menja HR i vaskularni tonus
(Vaschillo i sar, 2002). Takode, BRS preko respiratorne sinus aritmije modulise HRV
(Karemaker 2009). Moguce je da je detektovani porast BRS rezultirao povecanim
parasimpatickim uplivom ka srcu i posledi¢no poveéanim HR HF opsegom. Poznato je da je
povecanje vagalnih uticaja na srce korisno u zastiti srca od prekomerne simpaticke stimulacije
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i ta zastita se zasniva na stimulaciji sinteze NO u komorama (Brack, Winter, i Ng 2013). Kod
nasih gravidnih SHR Zenki ANS je najverovatnije u balansu jer je LF/HF HR nepromenjen.
Istovremeno povecanje i LF i HF zone HR uz nepromenjeni LF/HF indeks je posledica
istovremene ko-aktivacije obe, simpaticke i parasimpaticke grane ANS-a u sklopu adaptacije
SHR Zenke na trudnocu. Rad srca je efikasniji kada su obe autonomne grane ANS-a istovremeno
aktivne (Paton i sar, 2005).

WR Zenke iz nase studije imaju porast LF HR zone 20. dana gestacije u odnosu na diestrus
vrednosti, $to uz istovremeni nalaz povecanja ekspresije gena za VP i V1la u PVN-a, ide u prilog
postojanja pojacane simpaticke aktivacije kao fizioloskog stanja u trudnodi.

Normotenzivna trudnoca je stanje fizioloSke simpaticke hiperaktivnosti udruZena sa
depresijom barorefleksne funkcije i osteenjem neurovaskularne transdukcije (Reyes i sar,
2018). Steinback i saradnici su pretpostavili da je poremeéena transdukcija pozitivna adaptacija
koja stiti trudnice od kardiovaskularnih posledica simpaticke hiperaktivnosti (Steinback i sar,
2019). Bez obzira na cilj adaptacije poznato je da poremecaj BRS moze dovesti do fluktuacije
krvnog pritiska, hipertenzivne krize i ortostatske netolerancije (Ketch i sar, 2002). Takode,
trudnice su usled ostecenja funkcije BRR-a sklone komplikacijama, kao Ste je po zivot opasna
peripartalna hemoragija (Panchal, Arria, i Labhsetwar 2001), a trudnice sa hroni¢nom
hipertenzijom su dodatno opterecene rizikom od kardiovaskularnih komplikacija zbog
povisenog pritiska (Lindheimer, Taler, i Cunningham 2010).

Analizom dobijenih parametara baroreceptorskog refleksa u diestrusu i tokom graviditeta
dobijene su dalje potvrde da postoji razlika u autonomnoj adaptaciji u normotenzivnoj i
hroni¢noj hipertenzivnoj trudno¢i. Kod SHR Zenki beleZimo porast BRS, za razliku od WR zenki
kod kojih postoji trend pada BRS-a, ali bez statisticke znacajnosti. Kod Zenki oba soja pomera
se teziSte rada BRR-a ka niZim vrednostima pritiska, dok radni opseg ostaje nepromenjen.
Ostecenje funkcije barorefleksa zabeleZeno je kod normotenzivnih trudnica (Blake i sar, 2000;
Visontai i sar, 2002; Voss i sar, 2000; Garg i sar, 2020), kod Zenki pacova (Brooks i sar, 2010) i
drugih vrsta sisara (Brooks, Dampney, i Heesch 2010). Nasuprot istrazivanjima BRS u
normotenzivnoj trudnodi, svega nekoliko radova razmatra autonomno prilagodavanje
kardiovaskularne kontrole u hroni¢noj hipertenzivnoj trudnoci i izve$tava o nepromenjenom
BRS (Natali i sar, 2022) kod spontano hipertenzivnih gravidnih pacova ili smanjenom BRS kod
hroni¢nih hipertenzivnih Zena (Baumert i sar, 2004).

Ideja o poboljsanom BRS nije samo na nivou hipoteze ve¢ ima i istrazivacku podrsku u
eksperimentima koje su sproveli Natali i saradnici. Oni su pretpostavili da trudno¢a moze
poboljsati BRS kod SHR-a na osnovu prethodnih istrazivanja, ali nisu uspeli da dokazu (Natali
i sar, 2022). Ipak, drugi rezultati ove grupe sugeriSsu da trudnoca poboljsava ostecenu
simpatic¢ku vazomotornu modulaciju i parasimpaticku sréanu modulaciju kod SHR-a.

Razlike u rezultatima navednih studija moZe biti posledica razlike u vrsti (zene vs. pacov,
kori¥cenja Zenki razli¢itih sojeva, u razlicitoj fazi ciklusa estrusa (estrus vs diestrus), koriséenja
drugacije metode (invazivna metoda kod pacova vs. neinvazivna metoda kod Zena, kanila vs
telemetrija) ili primene razlic¢itih eksperimentalnih protokola (registrovanje signala iskljuc¢ivo
danju ili no¢u, obrada signala razlic¢ite duzine i sli¢cno). Goldman i sar,, pokazali su uticaj polnog
ciklusa na BRS kod SD Zenki (R. K. Goldman i sar, 2009). Prednosti telemetrije u odnosu na
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kanulaciju su dobro dokumentovane, kao $to su potpuni oporavak Zenki (Takezawa i sar, 1994)
prednosti dugoro¢nog i kontinuiranog registrovanja (Savic i sar, 2020) i eliminacija pridruzenih
efekata stresa (Braga i Prabhakar 2009).

Povecana barorefleksna senzitivnost (BRS) je ¢esto povezana sa povisenim nivoima VP u
plazmi i naknadnim pojacanjem barorefleksnog odgovora na nivou area postrema (Hasser i
Bishop 1990) Posto su nivoi VP bili smanjeni u ovoj studiji, ne moZe se uspostaviti takva veza
sa funkcijom barorefleksa. Ipak, mogu biti uklju¢eni drugi adaptivni mehanizmi. U kontekstu
rezultata dobijenih u ovoj studiji i s obzirom na centralnu ekspresiju VP, treba napomenuti da
SON moze slati neuronske projekcije prema vagalnim jezgrima uklju¢enim u barorefleksnu
povratnu spregu (Wang i sar, 2002; Lu i sar, 2011). Pokazano je da VP inhibira parasimpaticku
aktivnost u nucleus ambiguus (Wang i sar, 2002). S obzirom na iscrpljenost VP zaliha u SON na
kraju trudnoce kod SHR, ovo bi moglo dovesti do dezinhibicije vagalnog uticaja na srce,
posredujuc¢i mogucu kardioprotekciju (Paton i sar, 2005; Dyavanapalli i sar, 2016; He i sar, 2015).

Uprkos diskutabilnoj ulozi VP u patogenezi hipertenzije (Lang i sar, 1984), uopsteno je
misljenje da i centralni i periferni VP podjednako doprinose razvoju ovog stanja (Japundzic-
Zigon i sar, 2020; Johnston 1985; Crofton i sar, 1978). Sadrzaj VP u mozgu kod geneticke
hipertenzije je varijabilan. U Stroke prone varijanti spontano hipertenzivnih pacova (SPSHR),
povecana stopa ekspresije VP u PVN-u i SON-u progredira sa razvojem hipertenzije. Stavise,
viSe vrednosti VP detektovane su ¢ak i u prehipertenzivnim fazama unutar PVN-a i SON-a kod
SHR u poredenju sa WKY pacovima (Van Tol i sar, 1988). Nasuprot tome, Moris i autori su u
svom radu doveli u pitanje poviSeni sadrzaj VP u prehipertenzivnim fazama u PVN kod SHR
u odnosu na normotenzivne kontrole i pokazali pad ekspresije VP sa pojavom i razvojem
hipertenzije (Morris, Keller, i Sundberg 1983). Nasi rezultati se slazu sa konceptom povecane
aktivnosti VP sistema unutar PVN-a kod hipertenzije. SHR Zenke su imale povecanu ekspresiju
VP unutar PVN-a u diestrus fazi u poredenju sa WR Zenkama, $to ukazuje na stimulisanu
sintezu peptida. Poznato je da, pored aksonalne sekrecije u cirkulaciju, VP> moze biti osloboden
iz some i dendrita MCNs (Ribeiro i sar, 2015; Son i sar, 2013). Ovaj intranuklearno oslobodeni
VP deluje autokrino i parakrino kao neuromodulator/neurotransmiter (Ludwig i Stern 2015;
Ludwig i sar, 2002). Prijavljeni su pozitivni i negativni efekti autokontrole VP.
Somatodendriticko oslobadanje VP reguliSe stopu okidanja MCN i moze biti dodatno
kontrolisan uticajem unutrasnjih i spoljasnjih stimulusa, poput osmotskog statusa krvi,
volumena i pritiska (Gouzenes i sar, 1998). Glavni efektori intranuklearnog VP su V1aR i V1bR,
koji su eksprimirani u znac¢ajnoj meri unutar PVN i SON (Hurbin i sar, 2002; Vaccari, Lolait, i
Ostrowski 1998). Somatodendriticko oslobadanje VP unutar PVN ekscitira neurone koji se
projektuju ka ki¢menoj moZdini aktivacijom V1aR koji se nalaze na parvocelularnim
neuronima, $to rezultira povecanjem tonusa simpatikusa (Son i sar, 2013). Ovo objasnjenje se
slaZe sa povecanom ekspresijom V1aR u PVN kod SHR primecenim u nasim eksperimentima,
ukazujuéi na autonomnu disfunkciju kod ovih Zivotinja. Trudnoda nije izazvala nikakve
promene u VP sistemu PVN kod SHR. Nema jasnog pregleda o ekspresiji VP receptora tokom
trudnoce, a nekoliko studija izvestava o odsustvu promene gustine V1aR u PVN tokom
trudnoée kod glodara (Ophir i sar, 2013; Savié, Murphy, i JapundZzi¢-Zigon 2022). Ipak,
normotenzivne kontrole pokazuju porast VP u PVN i SON, pracen regulacijom V1aR u PVN u
kasnim fazama trudnoce, ukazujuéi na potencijalnu simpaticku preopterecenost (Jarvis i sar,
2012). Ovi opre¢ni rezultati mogu odraZavati razlic¢ite centralne adaptivne mehanizme tokom

a7


https://paperpile.com/c/trFhoQ/pbJX
https://paperpile.com/c/trFhoQ/vQbs
https://paperpile.com/c/trFhoQ/L08k
https://paperpile.com/c/trFhoQ/t5SC
https://paperpile.com/c/trFhoQ/t5SC
https://paperpile.com/c/trFhoQ/D5Fq+H6Wu+G4m3
https://paperpile.com/c/trFhoQ/0sdA
https://paperpile.com/c/trFhoQ/MYMg+RvFR+1mtC
https://paperpile.com/c/trFhoQ/MYMg+RvFR+1mtC
https://paperpile.com/c/trFhoQ/bmvm
https://paperpile.com/c/trFhoQ/MnQt
https://paperpile.com/c/trFhoQ/NrJa+DSnc
https://paperpile.com/c/trFhoQ/4RY3+Xfmb
https://paperpile.com/c/trFhoQ/4RY3+Xfmb
https://paperpile.com/c/trFhoQ/s4WX
https://paperpile.com/c/trFhoQ/D2ST+IX30
https://paperpile.com/c/trFhoQ/D2ST+IX30
https://paperpile.com/c/trFhoQ/DSnc
https://paperpile.com/c/trFhoQ/8JZ1+t7fb
https://paperpile.com/c/trFhoQ/2A6l
https://paperpile.com/c/trFhoQ/2A6l

trudnoce kod normotenzivnih i hipertenzivnih ispitanika. Takode, treba uzeti u obzir da V1aR
mogu biti aktivirani i od strane OT, zbog homologne strukture receptora, tako da OT moze
uticati na oslobadanje VP jer se njegov nivo u PVN povecava kako se priblizava porodaj (Ophir
i sar, 2013; Savi¢, Murphy, i ]apundiic’:-Zigon 2022).

Nase istraZivanje je po prvi put pokazalo veci broj VI1bR pracen povecanom ekspresijom VP
u SON kod SHR Zzenki u diestrusnoj fazi u poredenju sa WR Zenkama. Ekspresija V1bR kod
SHR je bila povisena tokom cele trudnoce, dok su se nivoi VP u SON smanjivali za vreme
trajanja gestacije. Generalno, iRNA za V1bR se manje eksprimira u razli¢itim tkivima, ali
imunohistohemijskim bojenjem SON-a je otkrivena bogata ekspresija V1bR, dok je distribucija
V1aR diskretna (Vaccari, Lolait, i Ostrowski 1998). Nedavno je sugerisano da V1bR moze biti
glavni odgovoran za autoregulaciju vazopresinskih MCN-a u SON-u, uspostavljajuci kratku
povratnu spregu koja lokalno utic¢e na sintezu VP-a (Dayanithi, Sabatier, i Widmer 2000; Zemo
i McCabe 2001). Takode, mozemo spekulisati da povecana ekspresija V1bR primecena u SON-
u kod SHR Zenki u nasim eksperimentima moZe uticati na negativnu povratnu spregu koja
reguliSe sintezu VP.

Objavljeni podaci sugerisu da hipertenzija obi¢no korelira sa visokim koncentracijama VP-
a u plazmi. SHR i hipertenzivni pacijenti imaju povisene nivoe VP-a u plazmi i povecanu
osetljivost krvnih sudova na egzogeno primenjeni VP, sto korelira sa teZinom klinicke slike
(Johnston 1985; Mohring i sar, 1981). Pored toga, hroni¢na stimulacija vaskularnih V1aR kod
normotenzivnih Zzivotinja rezultira razvojem hipertenzije (Cowley 2000; E. Szczepanska-
Sadowska i sar, 1994). Cirkulisu¢i VP aktivira vaskularne V1aR $to rezultira vazokonstrikcijom
i stimuliSe bubreznu reapsorpciju vode posredovanu V2R. Ipak, VP u plazmi ima mali efekat
na krvni pritisak u normalnim uslovima, dok tokom ekstremnih homeostatskih promena igra
vaznu ulogu (T.-A. Koshimizu i sar, 2012). Da bi cirkulisuéi VP izazvao detektabilno povecanje
krvnog pritiska, potrebno je da njegova koncentracija znatno premasi fizioloske vrednosti (H.
Koshimizu, Leiter, i Miyakawa 2012). Nasi eksperimenti ukazuju o proporcionalnim nivoima
VP-a u plazmi kod SHR i WR Zenki tokom diestrus faze. Prema dostupnim literaturnim
podacima, sadrzaj VP-a u plazmi kod SHR-a bi trebao korelativno rasti sa progresijom
hipertenzije, ali je patogeneza ovog stanja multifaktorska. Detektabilno povecanje cirkuliSuceg
VP-a primeceno je kod hipertenzivnih Zivotinja starih 24 nedelja, dok su u ranijim uzrastima
nivoi VP-a u plazmi izjednaceni kod normotenzivnih i hipertenzivnih Zzivotinja (Rascher,
Weidmann, i Gross 1981). Treba uzeti u obzir da je vecina literaturnih podataka zasnovana na
poredenju izmedu polova kod muZjaka, ali se uticaj polne varijable ne sme zanemariti. SHR
pokazuju dobro opisane polno-specifi¢ne razlike u sadrzaju VP u plazmi i promenama pritiska
na VP (Crofton, Share, i Brooks 1988). Moguce objasnjenje leZi u razli¢itom sadrZaju i koli¢ini
gonadalnih hormona kod muZjaka i Zenki.

Vazna opservacija u ovoj studiji je da trudnoca smanjuje sadrzaj VP-a u plazmi kod
normotenzivnih i hipertenzivnih Zenki, sa izraZenijim smanjenjem u grupi SHR, Sto se
suprotstavlja opstem konceptu adaptacije tokom trudnoce. Kod normotenzivnih trudnica
neurohipofizna sekrecija VP-a je pojacana, sto dodatno doprinosi povecanju volumena krvi
(Tkachenko, Shchekochikhin, i Schrier 2014); Brunton, Arunachalam, i Russel 2008). Iako je
sinteza vazodilatatornih supstanci i naknadna vazodilatacija klju¢na za odrZavanje neometane
uteroplacentne cirkulacije koja kulminira hipervolemijom (Sanghavi i Rutherford 2014) nasi
eksperimenti ne podrzavaju ulogu cirkulatornog VP-a u tome. Izgleda da je centralno povecana
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sinteza VP-a na racun intranuklearnog oslobadanja, bez sistemske sekrecije. Ovo je dobro
opisani fenomen od strane dva autora, Engelmana i Wotjaka (Engelmann i sar, 1999).
Somatodendriticka sekrecija je odvojeno regulisana od sistemske i desava se individualno.
Sadrzaj vezikula koje nose VP namenjen za somatodendriticko oslobadanje se razlikuje od onih
namenjenih za aksonalni transport i obogacen je galaninom (Landry, Mager, i Wilhelm 2003).
Takode je pokazano kod gravidnih Sprague Dawley (SD) pacova da je sekrecija VP
posredovana relaksinom. Ista studija je pokazala da gravidne Zenke pacova imaju niZe bazalne
nivoe VP-a u plazmi u poredenju sa diestrus Zivotinjama. Takode, efekti sekrecije VP-a
posredovani relaksinom se vremenom smanjuju i slabe u kasnoj fazi trudnoce. Ovo bi moglo
biti dodatno objasnjenje za smanjenje nivoa VP-a koji dostizu minimum na kraju trudnoce
(Parry, Poterski, i Summerlee 1994).

Nije poznato da li VP kao neurotransmiter u PVN-u i SON-u ucestvuje u modulaciji
presimpatickog neuronalnog ispustanja tokom normalne trudnode i trudnoce povezane sa
hipertenzijom. Kao $to smo ocekivali, kasna trudnoca je smanjila sistolni i dijastolni BP, to je
praceno refleksnim povecanjem HR-a kod obe grupe. Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima prethodno sprovedenih studija (Slangen i sar, 1997; Natali i sar, 2022) i odnose se
na ve¢ pomenutu znacajnu vazodilataciju i kompenzatorno povecanje simpaticke aktivnosti.
Medutim, primetniji pad i normalizacija BP primeceni su kod kasno gestacionih SHR Zenki. Ovi
hemodinamski podaci odgovaraju nizim vrednostima VP-a merenim u plazmi hipertenzivnih
zivotinja. Nije za¢udujuce da niZe koncentracije VP-a u plazmi posreduju smanjenje BP-a, jer je
VP potentni tenzioni agens (Johnston 1985). Zaista, normotenzivna trudnoca se c¢esto navodi
kao jedno od retkih 'zdravih' fizioloskih stanja bazalne simpaticke hiperaktivnosti (Jarvis i sar,
2012) sa smanjenjem vagalnog tonusa i vagalne reaktivnosti kako trudnoca napreduje (Braeken
i sar, 2015; DiPietro, Costigan, i Gurewitsch 2005). Nasi rezultati koji pokazuju povecanu
ekspresiju VP-a i V1aR u PVN kod normotenzivnih Zivotinja bi objasnili porast simpaticke
aktivnosti tokom trudnoce ka periferiji i medularnim jedrima uklju¢enim u barorefleksni
odgovor (Milutinovié, Murphy, i Japundzié-Zigon 2006; Japundzié-Zigon i sar, 2020; Son i sar,
2013) Medutim, sBRS i autonomni spektralni markeri kod WR-a nisu bili pogodeni kasnom
trudnocom, sto je takode u skladu sa izvestajima drugih istrazivackih grupa (Slangen i sar, 1997;
Natali i sar, 2022). Trudnoca je karakterisana oSte¢enom neurovaskularnom transdukcijom
(Steinback i sar, 2019; Natali i sar, 2022), pracenom vaskularnom neosetljivos¢u na
vazokonstriktore (Paller 1984; Gant i sar, 1973; Nisell, Hjemdahl, i Linde 1985) $to podrzava
odrzivo smanjenje ukupnog perifernog otpora. Imaju¢i to na umu, V1aR bi posredovao
simpaticku stimulaciju srca, bez ili sa smanjenim vaskularnim odgovorom.

49


https://paperpile.com/c/trFhoQ/AOug
https://paperpile.com/c/trFhoQ/xsXk
https://paperpile.com/c/trFhoQ/6ku4
https://paperpile.com/c/trFhoQ/2A6l
https://paperpile.com/c/trFhoQ/2A6l
https://paperpile.com/c/trFhoQ/k87B+z6TK
https://paperpile.com/c/trFhoQ/k87B+z6TK
https://paperpile.com/c/trFhoQ/F52y+MYMg+DSnc
https://paperpile.com/c/trFhoQ/F52y+MYMg+DSnc
https://paperpile.com/c/trFhoQ/JzFR+8M1N
https://paperpile.com/c/trFhoQ/JzFR+8M1N
https://paperpile.com/c/trFhoQ/8kt1+8M1N
https://paperpile.com/c/trFhoQ/55p5+ilbB+jACr

6. ZAKLJUCCI

e Hipertenzivne Zenke u odnosu na normotenzivne kontrole imaju vise vrednosti SBP i
DBP, kao i nizi HR pre, tokom i nakon trudnocde. U trudnoé¢i SHR Zenki dolazi do
normalizacije pritiska sa porastom HR, sa postpartalnoreverzijom vrednosti SBP; DBP i
HR na nivoe pre trudnoce.

e Hipertenzivne Zenke ispoljavaju krajem trudnoce izrazene znakove pojacane simpaticke
stimulacije srca (povecana varijabilnost HR i LF-HR) i angaZovanja vagalnih
mehanizama (povecavanje varijabilnosti BRS i HF-HR).

e Gravidne SHR Zenke imaju smanjenu ekspresiju VP u SON povezanu sa povecanom
ekspresijom V1bR, nizim VP u plazmi i normalnim krvnim pritiskom tokom kasne
trudnoce. WR Zenke imaju povecanu ekspresiju gena za VP i V1a u PVN-u, poveéan nivo
ekspresije gena za VP u SON-u i nizu plazma koncentraciju VP.

Nasi podaci sugerisu razlike u centralnom vazopresinergi¢kom sistemu i autonomnoj

modulaciji kod Zenki SHR i WR soja i mogu pruziti moguée objasSnjenje za mehanizam
poboljsanog sBRS kod SHR Zenki u kasnoj trudnoc¢i.
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yCTaHOBa;

* [la cy pesyJiTaTvi KOpeKTHO HaBeJeHU U

* [a HucaM KpIIMo/jia ayTopcKa IpaBa ¥ KOPUCTMO/ Jla MHTEJIeKTyalIHy CBOjUHY
ApyTruX vIia.

ITorrimc ayTopa

Y Beorpany,




Vi3jaBa 0 MCTOBETHOCTM IITaMIIaHE M €JIEKTPOHCKe Bep3uje JOKTOPCKOr
pana

Vme n npesume aytopa _Mwupjana Jopanosuh

Bpoj uapekca _ ®H-01/11

Crynujckn nnporpam _ PU3BVOJIOIIKE HAYVKE

Hacnos papa _ HEYPOKAPIIMOTEHA AJTATITAIIUIA HA TPYIHORY V
XPOHMYHO] XUTTEPTEH3U

Menrop _Ilpod. np Huna Xuron

UsjaBrbyjeM Ha je I1mITaMIiaHa Bep3uja MOI JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHa eJIeKTPOHCKO]
Bep3uju KOjy caM IIpejao/jia paau IloxparuBarsa y [IUIruTalHOM peno3suTopujymy
VYuusepsurera y beorpany.

HosBorkaBaM [a ce objaBe Moju IMYHM IIOJalM Be3aHM 3a [JoOujarbe aKameMcKor
HasuBa JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MMe ¥ IIpe3uMe, roauHa U MecTo pobera u maTym

onbpaHe paza.

OBM JyMUHM TIIoJalM MOry ce oO0jaBUTM Ha MpPeXHMM CTpaHMIlamMa [IUIrvTaIHe
6ubmmoTeke, y elTeKTPOHCKOM KaTasiory u y nybnukaumjama Yausepsurera y beorpay.

ITornvc ayropa

Y Beorpany,

Meuprane Totol s
IJ J



M3jaBa o xopumhemny

Osnamhyjem Yuusepsurercky 6ubnmorexy ,Cserosap Mapkosuh” na y JururanHum
peniosutopujym YHuBepsurera y Beorpamy yHece MOjy IOKTOPCKY MAucepTarujy IO
HaCJIOBOM:

HEVPOKAPIMOTEHA AIDATITALIUMIA HA TPYOAHORY V XPOHUYHO] XUTTEPTEH3U]

KOja je Moje ayTOPCKO [1eJ10.

Jucepranmjy ca CBMM IpwIO3uMa IIpefao/jla caM y elIeKTPOHCKOM ¢opMaTy ITOTrOIHOM
3a TpajHO apXuBUpame.

Mojy [OKTOpPCKy Auceprauyjy THoxparseHy y JururaaHoM — pernosuropujymy
YHuusep3urera y Beorpagy m [oCTyIiHy y OTBOPEHOM IIPHUCTYIIy MOTY Jla KOpuCTe CBU
Koju mowryjy oppenbe campxane y omabpaHom Tuily ymieHie KpeaTwBHe 3ajeiHuIe
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce oyTy4mno/ ia.

1. Ayropcrso (CC BY)
2. Ayropctso - HekoMmepupujaHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO - HeKomMepuujasiHo - 6e3 mpepapma (CC BY-NC-
ND)

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIIVjATHO — AeTUTH 1101, nctuM ycrosmma (CC BY-NC-5A)
5. AyropctBo - Ge3 nipepana (CC BY-ND)
6. AyropcTBo — menmmTy 1of, uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monmumo /1a 3a0KPY’XKMUTEe CaMo jeIHY OfI IIeCT ITOHy heHuX JIMIIeHIIN.
Kparak ommvic IMIeHIIM je cacTaBHM 1e0 OBe usjase).

ITornimc ayTopa

Y Beorpany,

Juparefiben g



