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SAZETAK

Cilj ovog rada je bio da se na eksperimentalnom modelu kunica ispita uticaj dijabetes melitusa
tipa 1, izazvanog jednom intravenskom injekcijom aloksana (100mg/kg), na vaskularni tonus
parotidne arterije, koja ishranjuje parotidnu zlezdu i sekretornu aktivnost ove zlezde, izazvane
stimulacijom holinergickih muskarinskih receptora (acetilholinom —ACh, odnosno karbaholom).
Vazorelaksantni efekt je registrovan izometrijskim promenama u tonusu arterijskih prstenova, a
protok pljuvacke je registrovan sakupljanjem pljuvacke posle intravenske primene karbahola.
Takode, u tkivu parotidne arterije i Zlezde kvantifikovana je: ekspresija mRNK iNOS, metodom
Real-time RT-PCR, i bazalna koncentracija cGMP, imunoesejskom metodom (ELISA).

Dobijeni rezultati pokazuju da ACh izaziva koncentracijski i endotelno-zavisnu relaksaciju
parotidne arterije koja je znacajno manja na arterijama kunica sa dijabetesom u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja. Sildova analiza efekta ACh, u prisustvu selektivnih muskarinskih
antagonista, pokazuje da su samo Mj receptori ukljuceni u ovaj efekt ACh, 1 to kako kod
kontrolnih tako i kod kunica sa dijabetesom. Inhibitorni efekti indometacina, neselektivnog
inhibitora COX, i visokih koncentracija kalijuma na vazorelaksantnom dejstvu ACh rastu, a efekt
L-NOARG, neselektivnog inhibitora NOS, se smanjuje na parotidnim arterijama kunica sa
dijabetesom. Takode, primena SMT, selektivnog inhibitora iNOS, znacajno smanjuje
vazorelaksantni efekt ACh samo na parotidnim arterijama kunica sa dijabetesom. Karbahol
prouzrokuje dozno-zavisno povecanje sekrecije parotidne pljuvacke, koja je znac¢ajno smanjena u
dijabetesu. Funkcionalna ispitivanja primenom selektivnih muskarinskih antagonista pokazuje
ucesS¢e samo Mj receptora u parotidnoj sekreciji, izazvanoj karbaholom, i to kako kod kontrolnih
tako 1 kod kunica sa dijabetesom. Takode, u tkivu parotidne arterije 1 Zlezde kunica sa
dijabetesom znacajno se povecava ekspresija mRNK iNOS kao i bazalne koncentracije cGMP.
Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da smanjenje vazorelaksantnog efekta ACh na
parotidnoj arteriji, 1 sekretornog efekta karbahola na parotidnoj zZlezdi kuni¢a sa dijabetesom su
posledica poremecaja u signalnim transdukcionim mehanizmima vezanim za aktivaciju
holinergic¢kih Mj receptora: poremecene ravnoteze izmedu aktivnosti pojedinih NOS izoformi, a

nisu posledica promena na nivou afiniteta i broja M3 muskarinskih receptora.



MODULATORY ROLE OF NITRIC OXIDE IN THE
MUSCARINIC RECEPTOR-INDUCED
VASODILATION AND SECRETION IN THE
PAROTID GLAND OF DIABETIC RABBIT

SUMMARY

The aim of this study was to assess, on the experimental model of rabbit, the effect of type 1
diabetes mellitus (induced by a single intravenous injection of 100 mg kg ' of alloxan) on
vascular tonus of parotid artery, feeding artery for parotid gland, and secretory activity of this
gland, induced by stimulation of cholinergic muscarinic receptors (by acetylcholine -ACh and
carbachol, respectively). Vasorelaxant effect was investigated by isometric force measurements
in parotid artery rings while salivary flow was registered collecting the saliva after iv application
of carbachol. Quantification of inducible nitric oxide synthase (iNOS) mRNA expression was
made in rabbit parotid artery and gland by Real-time RT-PCR. Also, basal tissue concentrations
of cGMP in parotid artery and gland were determined by ELISA.

Acetylcholine induced concentration- and endothelium-dependent vasorelaxation that was
significantly decreased in parotid artery rings from diabetic rabbit compared to controls. Schild
analysis of the ACh vasorelaxant effect, in the presence of selective muscarinic receptor
antagonists, revealed involvement of the Mj receptor subtype in parotid artery rings from both
control and diabetic rabbits, with no change in antagonist affinity constants. The inhibitory
effects of indomethacin, a non-selective inhibitor of cyclooxygenase, and of high potassium, an
inhibitor of hyperpolarization, on ACh vasorelaxation were increased. The effect of L-NOARG, a
non-selective inhibitor of NOS, was decreased in diabetic parotid artery while SMT, a selective
inhibitor of iNOS, significantly reduced ACh vasorelaxation only in parotid artery rings from
diabetic rabbits. Carbachol induced dose-dependent increase in parotid gland secretion, being
significantly reduced in the diabetic rabbits. Functional studies with the selective muscarinic

receptor antagonists revealed involvement of the solely M3 receptor subtype in carbachol-induced



parotid gland secretion from both control and diabetic rabbits. Inhibitory effects of N”, a
selective inhibitor of nNOS, as well as of L-NOARG and SMT on carbachol-induced parotid
secretion were increased in diabetes. Also, up-regulation of iNOS mRNA expression and basal
cGMP concentration were detected in parotid artery rings and glands from diabetic rabbits. These
results suggest that decreased vasorelaxant effect of ACh in parotid artery and sialogouge effect
of carbachol in parotid gland of diabetic rabbits are the consequence of impaired signal
transduction mechanisms related to activation of cholinergic M receptors: disturbed balance
between different NOS isoforms, but not a consequence of altered affinity and number of M3

receptors.



UvOD



FIZIOLOSKI I PATOFIZIOLOSKI ASPEKTI MODULATORNE
ULOGE AZOT MONOKSIDA U KRVNIM SUDOVIMA

Azot monoksid (NO) ucestvuje u velikom broju kako fizioloskih tako i patoloskih
procesa, u razli¢itim bioloskim sistemima. Pored presudne uloge u kontroli vaskularne
hemodinamike, NO je i neurotransmiter ili neuromodulator u centralnom i perifernom nervnom
sistemu, kao 1 modulalator u nespecificnim mehanizmima imunoloske odbrane organizma. Pored
ovih znacajnih fizioloskih uloga, NO je ukljuen u patogenezu brojnih inflamatornih i
autoimunih bolesti kao i kancerogenezu (Michel i Vanhoutte, 2010; Singh i Gupta, 2011; Pate 1
sar., 2010).

U kontroli vaskularne hemodinamike, NO reguliSe tonus krvnih sudova i procese
angiogeneze. U regulaciji tonusa krvnih sudova, pored NO ucestvuje niz faktora poreklom iz
endotela, i to vazorelaksantnog i antikoagulantnog dejstva, kao $to su prostaciklin (Pgly) i
endotelni hiperpolarisu¢i faktor (EDHF), ali 1 vazokonstriktornog i prokoagulantnog dejstva,
medu kojima su najznacajniji endotelin 1, tromboksan A, i kiseoni¢ni radikali. U fizioloSkom
stanju, postoji ravnoteza izmedu ovih vazorelaksantnih i vazokonstriktornih faktora koja
doprinosi odrzavanju optimalnog dijametra krvnog suda i adekvatne perfuzije tkiva, dok u
vaskularnoj bolesti, ravnoteza u stvaranju endotelnih faktora je naruSena zbog poremecene
funkcije endotela. Disfunkcija endotela je stanje koje karakteriSe poremecaj u stvaranju
vazorelaksantnih i vazokonstriktornih endotelnih faktora, tako da dominantni postaju mehanizmi
vazokonstrikcije, povecane permeabilnosti krvnih sudova i agregacije trombocita. Ovakve
funkcionalne promene su osnov za strukturalno “remodelovanje” zidova krvnog suda, paralelno
sa ubrzanim procesima ateroskleroze i povecanim rizikom od ishemi¢nih komplikacija organa

¢ija je makro-i mikrocirkulacija narusena ovim procesima (Spinetti i sar., 2008).
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Poznato je da pored endotelnih ¢elija, u regulaciji protoka krvi znacajnu ulogu imaju i
cirkuliSu¢e endotelne progenitorne celije, poreklom iz koStane srzi. Posto je njihova osnovna
uloga vezana za procese neovaskularizacije i reendotelizacije, smatra se da smanjenje njihovog
broja ili funkcije negativno utice na regeneraciju i Zivotni vek endotelnih ¢elija i tako doprinosi
disfunkciji endotela (Urbich i Dimmeler, 2004). Najraniji znak i znac¢ajan marker endotelne
disfunkcije je smanjenje bioaktivnosti NO, usled smanjenog stvaranja i/ili povecane razgradnje
NO u prisustvu slobodnih kiseoni¢nih radikala, kao i pojave rezistencije vaskularnog glatkog
miSi¢a prema normalnoj ili povecanoj sintezi endotelnog NO (Bojunga i sar., 2004).

NO se sintetiSe iz L-arginina u prisustvu molekularnog kiseonika, pod dejstvom NO
sintaze (NOS) u reakciji koja zavisi od NADPH i kofaktora, flavin adenin dinukleotida (FAD),
flavin adenin mononukleotida (FMN) i tetrahidrobiopterina. Prema izvoriStu razlikuju se tri
izoforme NOS: endotelna, neuralna i inducibilna. Endotelna NOS (eNOS ili NOS 3) se nalazi u
endotelnim celijama, trombocitima i1 neuronima i sintetiSe NO kao odgovor na povecanje
intracelijske koncentracije kalcijuma izazvano stimulacijom receptora (Michel i Feron, 1997).
Neuralna NOS (nNOS ili NOS 1) je prisutna u neuronima, skeletnim miSi¢ima 1 epitelnim
¢elijama i njena aktivnost, takode zavisi od koncentracije kalcijuma u ¢eliji (Michel i Vanhoutte,
2010). Inducibilna NOS (iNOS ili NOS 2) se stvara u makrofagima, monocitima i endotelnim
¢elijama pod dejstvom citokina i bakterijskih endotoksina, i za njenu aktivaciju nije potrebno
prisustvo Ca*'(Michel i Vanhoutte, 2010). Savremena istraZivanja ukazuju da kvantitativno
odredivanje ekspresije gena za ove enzime pruza dobar uvid u molekularni nivo fizioloskih i
patofizioloSkih mehanizama kompleksnog dejstva NO u velikom broju sistema organa (Kleinert i
sar., 2004). eNOS i nNOS su konstitutivno eksprimirani enzimi koji sintetiSu NO periodi¢no, dok
se ekspresija iNOS indukuje u odgovoru na citokine, kao Sto su bakterijski lipopolisaharid,

interferon v 1 interleukini, i tada, sintetiSe velike koli¢ine NO satima, ili ¢ak, i danima (Kleinert 1
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sar., 2004.). Faktori koji inhibiSu ekspresiju iNOS su faktor transformacije rasta § (transforming
growth factor—f, ili TGF-f), ali i imunosupresivni lekovi kao §to su glikokortikoidi i ciklosporin.
Znacajan regulator ekspresije iNOS je 1 gen supresije tumora- p53, koji u slucaju povecane
¢elijske koncentracije NO inhibiSe iNOS mehanizmom negativne povratne sprege, i tako
sprecava porast koncentracije NO iznad kriticne vrednosti koja bi delovala stimulatorno na rast
tumora (Singh i Gupta, 2011). Treba napomenuti da je kod ljudi, iNOS Kkonstitutivno
eksprimirana u epitelu gornjeg respiratornog trakta, keratinocitima koze, ali i u izvodnim
kanalima pljuvaénih Zlezda, a pretpostavlja se da produzeno stvaranje NO, aktivacijom iNOS u
ovim tkivima u fizioloskim uslovima, doprinosi nespecifi¢noj odbrani od mikroorganizama
(Brennan i sar., 2003). U nekim patoloskim stanjima, kao Sto je, na primer, dijabetes, iNOS,
iako znacajno doprinosi endotelnoj disfunkciji, ima i zastitnu ulogu u ocuvanju kardiovaskularne
i renalne funkcije jer se suprotstavlja hipertenzivnim efektima aktiviranog renin-angiotenzin
sistema (Nagareddy i sar., 2005). S druge strane, pojacano stvaranje NO posredstvom iNOS je
ukljuceno u nastanak i pogorsanje velikog broja inflamatornih i autoimunih bolesti coveka, kao
Sto su astma, artritis, multipla skleroza, kolitis, psorijaza, neurodegenerativne bolesti i tumori
(Bogdan, 2001; Kroncke i sar., 1998), a jedan od najverovatnijih patofizioloSkih mehanizama
kojim iNOS ucestvuje u nastanku ovih bolesti je oksidativni stres (Kleinert i sar., 2004).
Hemijska struktura NO, kao veza jednog atoma azota i jednog atoma kiseonika,
karakteriSe se postojanjem jednog nesparenog elektrona, sto molekul NO ¢ini visoko reaktivnim
kiseoni¢kim radikalom. Reaktivni kiseoni¢ni radikali, kao derivati molekularnog kiseonika, su
rezultat aerobnih procesa u Celijama i brzo se inaktiviSu u prisustvu superoksid dizmutaza,
katalaza ili glutation peroksidaza, enzima koji ¢ine antioksidativnu zastitu. U slucaju naruSene
ravnoteze izmedu stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih radikala i aktivnosti antioksidativnih enzima,

dolazi do oksidativnog stresa, koji se smatra osnovnim patofizioloskim mehanizmom nastanka
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vaskularne bolesti. KritiCan momenat u ovom procesu je stvaranje peroksinitrita, iz superoksidnih
anjona 1 NO, a koji je veoma toksi¢an za celijsku DNK (Ding i Triggle, 2005). Takode,
peroksinitritni anjon inhibiSe ekspresiju eNOS 1 sintezu prostaciklina Sto doprinosi daljem
poremecaju u funkciji endotela i pogorSanju vaskularne bolesti (Zou i sar., 2004).

U principu, efekti NO se ostvaruju ili, indirektno, aktivacijom transdukcionog signala
vezanog za cGMP, ili direktnim dejstvom NO na proteinske molekule. Najznacajniji
transdukcioni signal za efekte NO je stimulacija enzima, solubilne gvanilatne ciklaze i povecanje
koncentracije ¢cGMP, koje prati aktivacija cGMP-zavisnih jonskih kanala, c¢cGMP-zavisnih
fosfodiesteraza ili cGMP-zavisne protein kinaze (Gewaltig i Kojda, 2002.). Ovaj transdukcioni
signalni mehanizam prati efekte NO u regulaciji protoka krvi, kao i njegovu modulatornu ulogu u
nervnom sistemu (Snyder i Bredt, 1992). S druge strane, NO moze i direktno da modulise
aktivnost proteina, procesima direktne nitrozilacije sulfhidril grupa na proteinima i malim
molekulima. Pretpostavlja se da je upravo ovaj, cGMP-nezavisni mehanizam, vezan za efekte
NO u angiogenezi i njegovu interakciju sa endotelnim faktorom rasta (VEGF) (Lau i Ma, 1996;
Gallo 1 sar., 1998), kao 1 kompleksnu ulogu NO u kancerogenezi (Gallo i sar., 1998; Thomsen i
Miles, 1998).

Prostaciklin (Pgl,) pripada grupi endogenih prostanoida koji nastaje iz arahidonske
kiseline u endotelnim ¢elijama i ima znacajno vazodilatatorno i antiagregaciono dejstvo. Klju¢ni
enzim za sintezu endogenih prostanoida je ciklooksigenaza (COX) koja je ili konstitutivno
prisutna (COX-1), ili se indukuje u toku zapaljenja (COX-2). Vaskularni efekti prostaciklina su
posledica aktivacije receptora na glatkim misi¢nim ¢elijama krvnog suda, stimulacije adenilatne
ciklaze i povecanja koncentracije cAMP, Sto za posledicu ima relaksaciju glatkog misica i
dilataciju krvnog suda (Mombouli i Vanhoutte, 1999). Medutim, Niwano 1 sar (2003) su pokazali

da prostaciklin povecava ekspresiju eNOS u endotelnim ¢elijama goveda i coveka i da u ovom
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efektu ucestvuju cAMP 1 protein kinaza A. Na znacajnu interakciju izmedu stvaranja NO i
prostaciklina, ukazali su i drugi autori, jer je pokazano da u kulturi endotelnih ¢elija, enzimi,
NOS i COX, mogu medusobno da moduliSu jedna drugoj ekspresiju i stepen aktivnosti
(Marcellin-Jimenez i Escalante, 2001; Mollace i sar. 2005). S obzirom da je COX-2 odgovorna
za sintezu prostanoida u zapaljenju, i1 to prostanoida sa najznacajnijim aterogenim potencijalom,
prostaglandina E,, pretpostavilo se da bi selektivni inhibitori COX-2 bili idealni antiinflamatorni
lekovi sa antiaterogenim efektima. Medutim, klinicke studije su pokazale da primena selektivnih
COX-2 inhibitora ne samo da ne poboljSava vaskularnu disfunkciju, ve¢ povecava
kardiovaskularni rizik (Mukherjee i sar., 2001; Graham 1 sar., 2005) §to ukazuje na kompleksnu
ulogu COX 1 njenih produkata u odrzavanju homeostaze kardiovaskularnog sistema. Nedavna
istrazivanja pokazuju da se u toku vaskularne disfunkcije, u endotelnim celijama, glatkim
misiénim C¢elijama krvnog suda kao i endotelnim progenitorskim ¢elijama indukuje ekspresija
COX-2 koji postaje kljucni enzim za stvaranje prostaciklina. Na ovaj nacin, kompenzatorno
stvaranje prostaciklina poreklom COX-2 se suprotstavlja aterogenim efektima tromboksana A2
poreklom COX-1 iz trombocita, i tako spreava nastanak i progresiju aterogeneze (Kawabe 1i sar,
2010).

Endotelne celije oslobadaju i endotelni hiperpolariSu¢i faktor (EDHF) koji izaziva
vazodilataciju  usled hiperpolarizacije ¢elijske membrane glatkog misi¢a, direktnim ili
indirektnim otvaranjem K+ kanala (Ozkor i Quyyumi, 2011). Za sada se joS uvek ne zna ta¢na
struktura EDHF ali nekoliko molekula se smatra kandidatima za EDHF : kalijumovi joni, epoksi-
jedinjenja - derivati arahidonske kiseline i vodonik peroksid. Postoji i pretpostavka da EDHF nije
hemijski medijator ve¢ elektricni fenomen vezan za transmisiju hiperpolarizacije sa endotelne na
¢eliju glatkog miSi¢a krvnog suda posebnim intercelijskim spojevima. lako u fizioloSkim

uslovima vazodilatacija izazvana EDHF ne mora biti od primarnog znac¢aja, u mnogim krvnim
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sudovima, kada je smanjeno stvaranje NO, EDHF postaje primarni endotelni relaksantni faktor
(Bauersachs 1 sar., 1996). Medutim, u zavisnosti od ispitivanog krvnog suda, smanjena EDHF
vazodilatacija moze da bude i uzrok endotelne disfunkcije 1 nastanka vaskularne bolesti, kao $to

je pokazano na mezenteri¢nim arterijama pacova sa dijabetesom (Wigg i sar., 2001).

NO KAO NEUROMODULATOR U PLJUVACNIM ZLEZDAMA

NO I VAZODILATACIJA

Odnos izmedu protoka krvi u pljuvacnim zlezdama i sekrecije je od velikog znacaja ako
se zna da vazodilatacija u pljuvacnim zlezdama znacajno doprinosi salivaciji. Oba fizioloSka
procesa su pod kontrolom nervnih, hormonalnih 1 lokalnih mehanizama koji odrzavaju adekvatni
protok krvi 1 sekreciju pljuvacke.

Neurovaskularna kontrola pljuvacnih Zlezda je kompleksna i obuhvata interakciju tri
razli¢ita neuronska sistema: simpatickog, koji deluje posredstvom transmitera i kotransmitera,
noradrenalina 1 NPY, parasimpati¢kog, koji deluje preko acetilholina, kao transmitera, i VIP-a i
NO, kao kotransmitera, i trigeminalnog senzornog, u ¢iji dvojni efekt, senzorni i efektorni, su
ukljuceni peptidi kao supstanca P ili neurokinini.

Siroka rasprostranjenost NOS-imunoreaktivnih neurona u blizini krvnih sudova u
parenhimu velikih pljuvacnih Zlezda pacova, macke, lasice i ¢oveka (Ceccatelli 1 sar., 1994;
Lohinai 1 sar., 1995; Alm 1 sar., 1997; Soinila i sar., 2006) govori u prilog pretpostavci o
znacajnoj ulozi NO u regulaciji vaskularne funkcije u pljuvacnim zlezdama. Funkcionalne studije
su pokazale da bazalno oslobadanje NO znacajno doprinosi regulaciji vaskularnog otpora i

protoka krvi u submandibularnoj zlezdi macke (Edwards 1 Garrett, 1992) i pacova (Vag i sar.,
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1998). Uces¢e NO u vazodilataciji, izazvanoj stimulacijom parasimpatickih nerava, je ispitivano
u in vivo uslovima merenja protoka krvi u prisustvu L-NAME, neselektivnog inhibitora NOS.
Pokazano je da primena L-NAME znacajno smanjuje vazodilataciju, a u manjoj meri, i
submandibularnu salivaciju izazvanu stimulacijom parasimpatickih neurona macke (Edwards i
Garrett, 1993). Posto je u prisustvu L-NAME, vazodilatatorni efekt redukovan za 75% dok je
redukcija sekrecije manja, i iznosi 39%, isti autori su zaklju¢ili da je NO znacajniji u
parasimpati¢koj regulaciji protoka krvi nego sekrecije u submandibularnoj Zlezdi macke
(Edwards 1 Garett, 1993.). Treba dodati i da su uporedivanjem vrednosti protoka krvi u
submandibularnoj i parotidnoj zlezdi macke, u prisustvu neselektivnog inhibitora NOS, Lohinai i
sar. (1996) pokazali zna€ajnije smanjenje protoka u submandibularnoj nego u parotidnoj zlezdi.
Ovakav rezultat govori o ve¢em znacaju NO u regulaciji protoka krvi u submandibularnoj nego u
parotidnoj zlezdi macke, a kao razlog, Lohinai i sar. (1996) navode verovatnu vecu osetljivost
glatkog miSi¢a krvnog suda na NO u submandibularnoj u odnosu na parotidnu zlezdu. Poznato je
da na velikom broju izolovanih krvnih sudova ACh prouzrokuje endotelno-zavisnu
vazodilataciju, posredovanu endotelnim vazodilatatorima: NO, prostaciklinom ili EDHF (Angus i
Cocks, 1989;Vane i sar., 1990). NaSa istrazivanja na izolovanoj glandularnoj grani facijalne
arterije koja ishranjuje submandibularnu zlezdu (submandibularnoj arteriji) su pokazala da ACh
izaziva endotelno-zavisnu vazorelaksaciju, posredovanu endotelnim faktorima, NO i
prostanoidima, ali ne i EDHF (Stoji¢ i sar., 2003). Analogna ispitivanja na humanoj
submandibularnoj arteriji su, takode, pokazala istu endotelnu zavisnost i znacajno uces¢e samo
NO i prostaciklina u vazorelaksantnom efektu ACh (Stoji¢ i sar., 2007). Stoga, nasi rezultati
ukazuju na znacaj submandibularne arterije kuni¢a kao dobrog eksperimentalnog modela za
analizu vaskularnih efekata ACh kod ¢oveka, kako u fizioloskim, tako i u patoloskim stanjima

(Stoji¢ i sar., 2007). Naime, koriste¢i ovaj animalni model pokazali smo da se u uslovima akutne
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okluzije karotidne arterije znacajno smanjuje vazodilatatorni efekt ACh, prvenstveno zbog
smanjenog stvaranja NO poreklom iz endotela. Istovremeno uz smanjenje stvaranja NO iz
endotela, raste stvaranje prostanoida u submandibularnoj arteriji kuni¢a u uslovima ishemije
izazvane akutnom okluzijom karotidne arterije, dok uceS¢e EDHF nije znacajno za vazodilataciju
ove arterije ni u kontrolnim ni u uslovima akutne ishemije (Roganovi¢ i sar., 2010).

Pored uticaja na holinergi¢ku komponentu, NO utie i na peptidergicku komponentu
parasimpati¢ke vazodilatacije jer je pokazano da primena L-NAME smanjuje vazodilatatorni
efekat VIP-a u submandibularnoj zlezdi macke (Edwards i Garrett, 1993) i svinje (Modin i sar.,
1994). Uloga NO je u ovom procesu kompleksna, i obuhvata regulaciju kako na presinaptickom
tako 1 na postsinaptickom nivou u pljuvac¢nim zlezdama. Naime, Modin i sar. (1994) su pokazali
da primena L-NAME smanjuje oslobadanje VIP-a iz parasimpatickih nervnih zavrSetaka u
submandibularnoj zlezdi svinje. Isti autori su pretpostavili da je ova presinapticka modulacija
efekta VIP-a u pljuvacnim zlezdama, najverovatnije, posledica modulacije protoka Ca®" kroz
¢eliju 1 egzocitoze sinaptickih vezikula od strane NO. Na postsinaptickom nivou, znacajna je
interakcija izmedu osnovnih signalnih molekula uklju¢enih u aktivaciju NO i VIP-a, cGMP i
cAMP. Naime, posle primene ACh, sledstvenu aktivaciju NOS i porast cGMP prati inhibicija
enzima fosfodiesteraze III u glatkom miSi¢u krvnog suda. Fosfodiesteraza III je enzim koji
razgraduje cAMP, i inhibicija njenog dejstva za posledicu ima nagomilavanje cAMP i relaksaciju
glatkog miSi¢a krvnog suda. Ako se ima u vidu da aktivaciju receptora za VIP na glatkim
miSiénim Celijama prati stvaranje cAMP, kao sekundarnog glasnika, i relaksacija krvnog suda,
jasno je da NO, preko cGMP, utice na vazorelaksaciju izazvanu VIP-om, i postsinapticki, na
nivou sekundarnog glasnika (Modin i sar., 1994).

Pored NO, 1 drugi endotelni vazodilatatori, prostaciklin i EDHF, mogu znacajno da

doprinesu parasimpatickoj vazodilataciji u pljuvacnim Zzlezdama, kao S§to je pokazano u
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submandibularnoj Zlezdi pacova (Anderson i sar., 2006). Naime, merenjem protoka krvi kroz
submandibularnu zlezdu, u prisustvu inhibitora NOS i COX, L-NAME i indometacina, pokazano
je da kod muskih jedinki, prostaciklin, a kod Zenskih, EDHF, znacajno doprinose parasimpatickoj
vazodilataciji u pljuvacnoj zlezdi, §to je ukazalo na polne razlike u endotelnoj funkciji krvnih
sudova u pljuva¢nim zlezdama, bar kada je u pitanju pacov. Takode, isti autori su pokazali da u
uslovima smanjenog stvaranja NO, poveéanje stvaranja EDHF postaje osnovni kompenzatorni
mehanizam u ocuvanju vaskularne funkcije u submandibularnoj Zlezdi pacova.

Simpaticka stimulacija, takode, ima za posledicu vazodilataciju u pljuvacnim zlezdama.
Naime, kontinuiranu i periodi¢nu stimulaciju simpatickih neurona prate periodi vazodilatacije za
koju je odgovorno oslobadanje NO. Danas se zna da je ovaj efekt posledica oslobadanja
noradrenalina sa simpatickih nervnih zavrSetaka, aktivacije [ receptora i stvaranja NO u
endotelnim ¢elijama (Edwards, 1998). Perivaskularni senzorni neuroni u pljuvacnim zlezdama
sadrze peptide, kao Sto su supstanca P, calcitonine gene-related peptide (CGRP) i neurokinini,
koji imaju vazodilatatorne efekte (Morris 1 sar., 1995). Pokazano je da se u prisustvu L-NAME,
znafajno smanjuje vazodilatatorni efekt supstance P u submandibularnoj Zlezdi pacova, Sto
upucuje na znacaj NO 1 u regulaciji trigeminalne senzorne kontrole funkcije pljuvacnih Zlezda

(Kerezoudis i sar., 1993).

NO I SEKRECIJA PLJUVACKE

Sekrecija pljuvacke je prvenstveno pod autonomnom kontrolom, i svaka od velikih
pljuvacnih zlezda (parotidna, submandibularna i sublingvalna), u razli¢itoj meri doprinosi
koli¢ini i sastavu ukupne pljuvacke, u zavisnosti od histoloskih i biohemijskih osobina. U

submandibularnoj i sublingvalnoj Zlezdi se stvara meSovita, mukusna i serozna, a u parotidnoj
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Cista serozna pljuvacka. Ove razli¢itosti u pogledu sekretornog odgovora u razli¢itim pljuvacnim
zlezdama, u velikoj meri, su rezultat tipa i podtipa receptora koji se aktivira kao i specifi¢nog
signalnog transdukcionog mehanizma (Rosignoli i Perez-Leiros, 2002). Oslobadanje ACh iz
parasimpati¢kih nervnih zavrSetaka prati stvaranje veée koliine serozne pljuvacke, bogate
vodom 1 solima, dok oslobadanje noradrenalina vodi stvaranju male koli¢ine viskozne pljuvacke,
bogate proteinima. Holinergi¢ki izazvana salivacija se prvenstveno pripisuje aktivaciji
muskarinskih M; receptora, §to su potvrdila imunohistohemijska i funkcionalna ispitivanja u
parotidnoj zlezdi (Dai i sar., 1991) i kulturi parotidnih acinusnih ¢elija (Bockman i sar., 2001)
pacova. S druge strane, u noradrenergicku kontrolu mukusne salivacije su ukljuceni i a; podtip
adrenoceptora, odgovoran za sintezu sekreta bogatog mucinom (Bruchas i1 sar., 2008), i B
adrenoceptori, ukljuceni u egzocitozu i oslobadanje amilaze (Soltoff i Hedden, 2010). Aktivacija
M; muskarinskih receptora, kao i o; adrenoceptora, za rezultat ima povecanje inozitol 1,4,5-
trifosfata (IP3) koji stimuli§e poveéanje intracelijskog Ca®", kojim zapoginje sekretorni proces ali
1 aktivacija Ca’’-zavisne NOS, i stvaranje NO (Looms i sar, 2002). Aktivaciju B adrenoceptora
prati pove¢anje cAMP i aktivacija protein kinaze A, koja ucestvuje u odrzavanju homeostaze
Ca®", ali treba napomenuti, i da aktivacija beta receptora, takode, ima za posledicu stvaranje NO
(Tritsaris 1 sar 2000). Interesantno je da su Rosignoli i Perez-Leiros (2002) pokazale da postoji
znaCajna medusobna regulacija aktivnosti muskarinskog M; receptora i enzima NOS u
sekretornim procesima u parotidnoj zlezdi pacova, kao i da, na taj nacin, promene u aktivnosti
NOS mogu da uticu na receptorni signalni mehanizam, a samim tim i na promene u funkciji
pljuvacnih Zlezda. Takode, istrazivanja pokazuju da aktivacija  receptora u acinusnim ¢elijama
submandibularne 1 parotidne Zlezde pacova deluje aditivno sa aktivacijom muskarinskih

receptora, u smislu ukupnog povecéanja intraéelijske koncentracije Ca*" (Soltoff i Hedden, 2010).
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Uloga NO u sekreciji pljuvacnih Zlezda jo§ uvek nije sasvim razjasnjena. Pokazano je da
postoje znacajne razlike u uces¢u NO u sekreciji izmedu razliitih Zivotinjskih vrsta ali i razli¢itih
pljuvacnih Zlezda iste vrste. Tako na primer, Mitsui i sar. (1997) su mereéi aktivnost Ca®'-
zavisne NOS nakon holinergicke stimulacije u parotidnim i submandibularnim Zlezdama najcesce
koriS¢enih laboratorijskih animalnih modela: pacova, misa, kuni¢a i zamorca, pokazali da je NOS
aktivnost najviSa u parotidnoj i submandibularnoj Zlezdi kunic¢a. Stoga, isti autori potenciraju
znacaj ovih pljuvacnih Zlezda u odnosu na Zlezde drugih ispitanih sisara, kao najprikladnijih
modela za ispitivanje mehanizama ukljucenih u aktivaciju i efekte NOS. S druge strane,
funkcionalne studije su potvrdile znacajnu ulogu NO u sekreciji izazvanoj stimulacijom
parasimpatickih nerava u submandibularnoj, ali negiraju znacaj NO za sekreciju u sublingvalnoj
zlezdi pacova (Takai i sar., 1999).

Znacaj NO za holinergi¢ku sekreciju u pljuvacnim zlezdama je potvrden u prisustvu
inhibitora NOS, u in vivo ispitivanjima sekrecije kada je pokazano da prisustvo L-NAME
smanjuje sekreciju izazvanu stimulacijom parasimpatickih nerava u submandibularnoj Zlezdi
pacova, macke i lasice (Takai i sar., 1999; Edwards i sar., 1996; Tobin i sar., 1997). In vitro
istrazivanja, u parotidnim acinusima pacova i kunica su otisla dalje u identifikaciji NOS izoforme
ukljucene u sekretorne procese, i razjaSnjavanju uloge NO u ovim procesima. Tako su Ishikawa i
sar. (2002) Western blot analizom pokazali da je nNOS eksprimirana u izolovanim parotidnim
acinusima pacova i da je aktivacija ovog enzima znacajna za proces sekrecije amilaze. S druge
strane, istrazivanja Tsunode i sar. (2003) u parotidnim acinusima kunié¢a su pokazala da uloga
NO u sekretornim procesima nije direktna, ve¢ indirektna, modulacijom neurotransmitera. Ovi
autori su pokazali da primena L-NAME ima efekt samo na preparatu acinusnih ¢elija u prisustvu
nervnog tkiva, ali ne i u odsustvu istog, ¢ime su ukazali na moguénost da NO presinapticki

modulira oslobadanje neurotransmitera ukljucenih u sekreciju amilaze (Tsunoda i sar., 2003).
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Uces¢e NO u sekreciji izazvanoj stimulacijom simpatikusa je i dalje kontraverzno. Naime, dok je
ekspresija NOS u parasimpatickim neuronima pljuvacnih Zlezda veoma znacajna, u simpatickim
neuronima je ona neznatna ( Alm i sar., 1997, Soinila i sar., 1996). Takode, Takai i sar. (1999) su
pokazali da L-NAME nema uticaja na simpaticki izazvanu submandibularnu sekreciju pacova.
Ipak, treba napomenuti da je pokazano da u prisustvu L-NAME dolazi do znac¢ajnog smanjenja
sekrecije proteina, $to upucuje na ulogu NO u kontroli sekrecije proteina pljuvacke (Buckle i sar.,
1995).

Pretpostavlja se da je znacajan izvor NO u Zlezdanom tkivu poreklom iz nervnih
zavrSetaka u okolini acinusnih ¢elija. Medutim, funkcionalna merenja NO sinteze i ekspresije
NOS su ukazala na prisutnost NOS u acinusnim ¢elijama, i stoga, otvorila pitanje endogene
sinteze NO, u samoj acinusnoj ¢eliji (Tritsaris 1 sar., 2000). Ispitivanja Looms i sar. (2002) su
pokazala da stimulaciju noradrenergickih, ali ne i holinergickih receptora prati aktivacija
stvaranja NO i istovremeni porast koncentracije Ca®" u parotidnim acinusima pacova. Pogto
primena agoniste 3 adrenoceptora, ali ne i o, stimuliSe stvaranje endogenog NO, isti autori su
zakljucili da je endogeno stvaranje NO u parotidnim acinusima pacova pod kontrolom f
adrenoceptora. Medutim, mehanizam stvaranja endogenog NO u pljuva¢nim Zlezdama se, po
svemu sudeci, razlikuje od vrste do vrste, jer je pokazano da se aktivacija endogene NOS
znacajno razlikuje u parotidnim acinusima kuni¢a od one u parotidnim acinusima pacova. Naime,
Sugiya i sar. (2001) su pokazali da je aktivacija endogene NOS u parotidnim acinusima kunica
posredovana muskarinskim receptorima, i da zavisi od prisustva Ca®". Karakterizacija izoforme
endogene NOS u parotidnim zlezdama kuni¢a primenom imunohistohemijskih metoda je
pokazala prisustvo nNOS, jer su samo nNOS-, ali ne i eNOS- antitela reagovala sa detektovanom

NOS u Zlezdama (Sugiya i sar., 2001).
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U pljuvacnim zlezdama, transdukcioni signal efekta NO predstavlja porast cGMP i
sledstvena aktivacija enzima G kinaze, §to za posledicu ima oslobadanje jona kalcijuma iz IP3- i
rianodin-osetljivih intracelijskih depoa u parotidnim acinusima pacova (Tritsaris i sar., 2000).
Znadajno je napomenuti da je porast koncentracije Ca>", u odgovoru na NO, zna¢ajno manji u
odnosu na odgovor na stimulaciju muskarinskih i adrenergickih receptora (Looms i sar, 2002).
Stoga, isti autori su pretpostavili da je stimulacija receptora neophodna za aktivaciju Ca®'-
zavisnog transdukcionog signala ukljucenog u sekreciju u parotidnoj zlezdi pacova, a da NO ima
ulogu u modulaciji ovog efekta, najverovatnije, u Sirenju Ca’'-signala u sekretornoj Celiji
izazvanog stimulacijom receptora. Na ovaj nacin, NO uti¢e na produZenje trajanja sekretornog
odgovora jer je poznato da je receptor/ IP; signal kratkog trajanja s obzirom na brzu razgradnju
IP; (Looms i sar., 2002).

Treba dodati i da postoji pretpostavka da NO, stvoren u acinusnim ¢elijama, difunduje u
susedne ¢elije, krvne sudove i neurone, gde ucestvuje u regulaciji njihove funkcije, najverovatnije
kao svojevrsni meducelijski glasnik (Ishikawa i sar., 2002). Tako na primer, tokom simpaticke
stimulacije pljuva¢nih zlezda pacova, difuzija NO iz acinusa moZe da doprinese savladavanju
simpaticki izazvane vazokonstrikcije i odrzavanju adekvatnog protoka krvi i sekrecije (Tritsaris i
sar., 2000). S druge strane, acinusni NO ucestvuje u presinaptickoj modulaciji oslobadanja
neurotransmitera 1 peptida iz nervnih zavrSetaka, i na taj nacin, omogucuje interakciju
parasimpaticke i simpaticke komponente u cilju odrzavanja adekvatne sekretorne funkcije
pljuvaénih zlezda (Garrett i Carpenter, 2007). Takode, endogeno stvoreni NO uti¢e i na rast i
diferencijaciju vaskularnog i nervnog tkiva u okolini zlezde. U tom smislu znac¢ajno je da NO
povecava ekspresiju mRNK VEGF u glatkom miSi¢u krvnog suda, a i efekti VEGF, kao §to su
proliferacija endotelnih ¢elija i angiogeneza, zavise od prisustva NO (Papapetropoulos i sar.,

1997). NO je prisutan u pljuvacki coveka gde ucestvuje u nespecificnom imunom odgovoru
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organizma na prisustvo bakterija, virusa i protozoa, ali i tumorskih ¢elija (Whittle, 1995). Na ovaj
nacin, jedna od uloga NO u sekreciji pljuvacnih Zlezda je i borba protiv mikroorganizama koji

ulaze kroz oralnu Supljinu.

NO I PLJUVACNE ZLEZDE U DIJABETESU

Dijabetes je jedna od najznacajnijih bolesti danasnjice sa velikim posledicama po opSte i
oralno zdravlje. Medicinske komplikacije vezane za dijabetes ukljucuju: nefropatiju, neuropatiju,
retinopatiju, perifernu vaskulopatiju i koronarnu bolest srca (Golden, 2011). Komplikacije vezane
za oralno zdravlje su kserostomija, gingivitis, parodontopatija, gubitak zuba, odontogeni apscesi i
aftozni stomatitis (Moore 1 sar., 2001). Kserostomija se karakteriSe subjektivnim ose¢ajem suvih
usta 1 povezana je sa smanjenim lu¢enjem pljuvacke . Posto je pljuvacka od izuzetnog znacaja za
odrzavanje oralne homeostaze kao i za funkcije govora, gutanja i varenja, otkrivanje uzroka i
lecenje ovog simptoma znacajno bi poboljsalo kvalitet zivota pacijenata sa dijabetesom.

Histoloska ispitivanja uzoraka tkiva parotidnih pljuvacnih zlezda ljudi sa dijabetesom su
pokazala niz morfoloSkih promena, kao Sto su povecan broj sekretornih granula, promene u
intragranularnoj strukturi i hiperplazija izvodnih kanala (Piras 1 sar., 2010). U eksperimentalnom
dijabetesu, izazvanom streptozotocinom, Caldeira i sar. (2005) su pratili efekte tretmana
insulinom na strukturne promene u parotidnoj i submandibularnoj zlezdi misa, i zakljucili da ove
promene koje se, pre svega, ogledaju u ¢elijskoj atrofiji, promenama u organizaciji biomembrana
kao i u prisustvu inflamatornih celija, ostaju znacajne i pored dugotrajne primene insulina.

Takode, u parotidnoj i submandibularnoj zlezdi pacova je pokazano da dijabetes utice na



23

znafajno smanjenje koncentracija proteina i katjona u acinusnim celijama (Changrani i sar.,
2006), ali 1 sadrzaj i aktivnost funkcionalnih enzima, kakva je cAMP zavisna protein kinaza
(Mednieks i sar., 2009). Znacajno je ista¢i da su studije na animalnim modelima sa
eksperimentalno izazvanim dijabetesom pokazale da poremecaji na ¢elijskom nivou, u velikoj
meri, zavise od duzine trajanja dijabetesa. Tako na primer, Nicolau i sar. (2009) su utvrdili da se
ve¢ nakon 4 nedelje streptozotocinom izazvanog dijabetesa, u submandibularnoj Zlezdi pacova
opaZa zna&ajno smanjenje koncentracije kalmodulina, proteina za koji se vezuje Ca**, znadajnog
signalnog melekula u sekretornom procesu. Na znacaj poremecaja transdukcionog signala
vezanog za Ca’  u sekretornim procesima u toku dijabetesa, ukazali su i Fedirko i sar. (2006).
Ovi autori su u in vitro ispitivanjima u acinusnim c¢elijama submandibularne zlezde pacova,
posle 6 nedelja od streptozotocinom izazvanog dijabetesa, pokazali da je na ¢elijskom nivou
poremecéaj funkeije vezan za prekomerno stimulisano oslobadanje Ca®’, aktivno$éu muskarinskih,
ali ne i adrenergickih receptora, kao i smanjenu funkciju Ca*"- ATP-aze i smanjenog sadraja
Ca®" u endoplazmatskom retikulumu (Fedirko i sar., 2006).

Pored morfoloskih i funkcionalnih promena u pljuva¢nim zlezdama, u dijabetesu se
javljaju i1 znacajne promene u protoku krvi kroz Zlezde. Anderson i Garrett (2004) su pokazali da
posle tri nedelje eksperimentalnog dijabetesa dolazi do znacajnih promena u regulaciji protoka
krvi kroz submandibularnu Zlezdu pacova, kao i da te promene utiCu na i parasimpaticku i
simpaticku  komponentu autonomne kontrole protoka krvi kroz Zlezdu. Naime, na ovom
eksperimentalnom modelu, dijabetes nije uticao na vazokonstriktorne efekte izazvane
simpatickom stimulacijom, ali je endotelno-zavisna vazodilatacija, kao rezultat i parasimpaticke i
simpaticke stimulacije, bila znac¢ajno smanjena (Anderson i Garrett, 2004).

Znacajan je podatak Witcher-a i sar. (2010) da se smanjena parasimpati¢ka vazodilatacija u

submandibularnoj zlezdi pacova u dijabetesu ne razlikuje znacajno izmedu polova. Ipak, razlika
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postoji u uc¢es¢u endotelnih faktora u ovom efektu. Naime, autori su pokazali da je kod muskih
jedinki za nastanak endotelene disfunkcije znacajnije smanjenje NO, a kod zenskih smanjenje
EDHF (Witcher i sar., 2010).

Imajudi u vidu da su dosadasnja istrazivanja u vitalnim organima, mozgu, srcu, bubrezima
1 jetri pokazala da je oksidativni stres osnovni patofizioloski mehanizam nastanka i progresije
dijabeti¢nih komplikacija (Golden, 2011), od znacaja su nedavni rezultati koji govore u prilog
ovog mehanizma i u pljuvacnim zlezdama. Naime, u pljuvacki pacijenata sa dijabetesom su
izmerene znacajno veée koncentracije biomarkera oksidativnog stresa: lipida i produkata lipidne
peroksidacije (Al-Rawi, 2011), kao i enzima glutation peroksidaze (Arana i sar., 2006). Takode,
upravo objavljeni rezultati Turner i sar. (2011) su pokazali da se ve¢ posle 10 dana
eksperimentalnog dijabetesa u submandibularnoj Zlezdi pacova opaza znacajan oksidativni stres i
da je disbalans u stvaranju reaktivnih kiseoni¢nih radikala i antioksidativnih enzima odgovoran

za poremecaj funkcije pljuvacnih Zlezda.
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Nedostatak podataka o uticaju dijabetesa na reaktivnost arterija koje ishranjuju

pljuvacne Zlezde, kao i1 ekspresiji 1 ulozi iNOS u dijabetesu, kako u krvnim sudovima koji

ishranjuju pljuvacne Zlezde tako i u samim pljuvacnim zlezdama, pruza razumnu osnovu za

postavljanje slede¢ih ciljeva:

1.

Ispitati efekte 1 transdukcione mehanizme dejstva acetilholina na izolovanoj
glandularnoj grani spoljne karotidne arterije koja vaskularizuje parotidnu pljuvacnu
zlezdu (parotidnoj arteriji) kunica, u fizioloskim uslovima i u dijabetesu

Utvrditi 1 analizirati u¢eS¢e pojedinih podtipova muskarinskih receptora u vaskularnim
efektima ACh na izolovanoj parotidnoj arteriji, u fizioloskim uslovima i dijabetesu
Utvrditi 1 analizirati uces¢e pojedinih podtipova muskarinskih receptora u sekretornim
efektima holinergickog agoniste, karbahola, u parotidnoj Zlezdi kunica, u fizioloskim
uslovima i dijabetesu

Odrediti bazalni nivo cGMP u izolovanoj parotidnoj arteriji 1 zlezdi, u fizioloskim
uslovima i dijabetesu

Odrediti veli¢inu ekspresije mRNK iNOS u izolovanoj parotidnoj arteriji i zlezdi, u

fizioloskim uslovima i dijabetesu
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EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE I INDUKCIJA DIJABETESA

U eksperimentima su koriS¢eni kuni¢i, Chincilla soja, starosti 3 meseca, oba pola i tezine
2.8-3.3 kg. Jednoj grupi zivotinja indukovan je dijabetes primenom jedne intravenske injekcije
aloksana (100 mg/kg) rastvorenog u fizioloSkom rastvoru (eksperimentalna grupa). Druga grupa
kunica je dobila jednu intravensku injekciju fizioloSkog rastvora (kontrolna grupa) i sve zivotinje
su imale slobodan pristup hrani i vodi, tokom narednih Sest nedelja. Posle Sest nedelja,
zivotinjama je izmerena glikemija i samo one sa vrednos¢u vec¢om od 11 mmol/l (Guminieczek i

sar., 2002) su ukljucene u eksperimentalnu grupu.

EKSPERIMENTALNI PROTOKOL

IN VIVO EKSPERIMENTI

Kuniéi iz obe grupe su anestetisani uretanom (1g/ kg) i zatim im je izolovana i kanilirana
spoljna uSna vena u svrhu intravenske primene lekova, kao i izvodni kanal parotidne pljuvacne
zlezde u svrhu prikupljanja parotidne pljuvacke, izazvane primenom karbahola. U prvoj seriji
eksperimenata, intravenski su aplikovane rastu¢e doze karbahola (0.3-30.0 pmol/kg) u cilju
formiranja kontrolne dozno-zavisne krive. Parotidna sekrecija je sakupljana i merena u toku 5
min, a izmedu date i naredne doze karbahola postojao je vremenski interval od 15 min. U
narednoj seriji eksperimenta, dozno-zavisna kriva karbahola je formirana u prisustvu inhibitora
NO sintaze: N%nitro-L-arginine (L-NOARG, 10 mg/kg), neselektivnog inhibitora NO sintaze, L-
N®-nitroarginine-2,4-L-diaminobutyric-amide (N®, 10 mg/kg), selektivnog inhibitora neuralne
NO sintaze, i, S-methylisothiourea (SMT, 10 mg/kg), selektivnog inhibitora inducibilne NO
sintaze, kao 1 u prisustvu selektivnih inhibitora muskarinskih receptora: pirenzepina (1-

1000pmol/kg), selektivnog antagoniste M; receptora, metoktramina (1-1000pmol/kg),
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selektivnog antagoniste M, receptora i p-fluoro-hexahydro-sila-difenidol (pFHHSiD, 1-1000
nmol/kg), selektivnog antagoniste M3 receptora. Protokol je podrazumevao da su se rastuc¢e doze
karbahola dodavale 15 min nakon primene antagoniste. U trecoj seriji eksperimenata, pratio se
efekt karbahola u dozi 1umol/kg, u prisustvu rastu¢ih koncentracija selektivnih antagonista
muskarinskih receptora. Da bi se iskljucili efekti aktivacije adrenoceptora, eksperimenti su
izvodeni u prisustvu fentolamina i propranolola (3.2 umol/kg), inhibitora a i § adrenoceptora. Na
kraju svakog eksperimenta, parotidne Zlezde su pazljivo odstranjene i izmerene. Sekretorni efekt

karbahola je izraZzavan kao pl po gramu tkiva zlezde u minuti (pul /g min).
IN VITRO EKSPERIMENTI

Pre izvodenja ovih eksperimenata zivotinje su bile zrtvovane primenom visoke doze
anestetika (uretan, 20g/kg) 1 potom su segmenti parotidne arterije (deo spoljne karotidne arterije
koja vaskularizuje parotidnu Zlezdu) i parotidne Zlezde pazljivo odstranjeni. Parotidne arterije su,
neposredno po Zrtvovanju, bile postavljane u kupatila za izolovane organe da bi se obavila
merenja izometrijskih promena reaktivnosti krvnog suda u odgovoru na razlicite lekove, ili su se
trenutno zamrzavale u teCnom azotu, i zajedno sa trenutno zamrznutim zlezdama, ¢uvali na

-80°C, za eksperimente kvantifikacije metodama ELISA i Real-time RT-PCR.

IZOMETRIJSKA MERENJA PROMENA U REAKTIVNOSTI PAROTIDNE ARTERIJE
IZAZVANE DIJABETESOM I PRIMENOM VAZOAKTIVNIH SUPSTANCI

Eksperimenti su izvedeni na izolovanim prstenovima parotidne arterije koja snabdeva
krvlju parotidnu zlezdu kunica. Protokol je bio uskladen sa kriterijjumima dobre laboratorijske
prakse (Good Laboratory Practice, GLP). Arterije su pazljivo odvajane od okolnog
perivaskularnog tkiva i1, odseCene od stabla spoljne karotidne arterije, isecane u segmente-

prstenove duzine 2-3 mm. Iz jednog arterijskog stabla izolovan je samo jedan prstenasti segment.
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Na pojedinim preparatima, mehanic¢ki je uklanjan endotelni sloj krvnog suda pazljivim
okretanjem prstena arterije oko zice od nerdajuc¢eg cCelika na filter hartiji natopljenoj Krebs-
Ringer-bikarbonatnim rastvorom. Preparat je zatim postavljen na stakleni nosa¢ za krvni sud i
uranjan u kupatilo za izolovane organe ispunjeno sa 60 ml Krebs-Ringer bikarbonatnog rastvora
slede¢eg sastava: NaCl (118.3mM), KCl (4.7mM), CaCl, (2.5mM), MgSOy (1.2mM), KH,PO4
(1.2mM), NaHCO; (25mM), glukoza (11.1mM). Rastvor je kontinuirano oksigenisan meSavinom
95% O, i 5% CO,. Temperatura je odrzavana na 37°C i pH je iznosio 7,4. Izometrijske promene
u tonusu krvnog suda su kontinuirano registrovane pisacem. Period adaptacije izolovanog
segmenta arterije u kupatilu za izolovane organe iznosio je 60 min, a tokom slede¢ih 30 min,
preparati su postepeno istezani do tacke zatezanja koja je za ovu arteriju, na osnovu preliminarnih
eksperimenata, 2 grama. Na pocetku svakog eksperimenta utvrdivan je integritet miSi¢nog i
endotelnog sloja krvnog suda tako Sto su preparati u razmacima od 20 minuta, u tri navrata bili
podvrgnuti submaksimalnoj kontrakciji (ECsy) prstena arterije primenom fenilefrina (1uM) i
relaksaciji acetilholinom (1uM). Relaksacija >80% u odnosu na prekontrakciju izazvanu
fenilefrinom ukazivala je na prisustvo intaktnog endotela. Relaksacioni efekt <20% smatran je
dokazom za uklonjeni endotelni sloj. Koncentracijski zavisne krive za relaksantno dejstvo ACh-a
(0.01-30uM), dobijene su kumulativnim postupkom dodavanja rastu¢ih koncentracija na
submaksimalno prekontrahovanom krvnom sudu fenilefrinom (I uM). Veca koncentracija
ispitivane vazoaktivne supstance dodavana je u kupatilo tek kada je prethodna, niza
koncentracija, ostvarila maksimalni efekt. Eksperimenti su imali dizajn multiplih krivi obzirom
da su preliminarni rezultati pokazali da ne postoji znacajna razlika u efektima ovih supstanci
posle 60 minuta. Protokol je, stoga, uklju¢ivao: tri probe za utvrdivanje funkcionalnog stanja

misi¢nog i endotelnog sloja krvnog suda, formiranje prve kumulativno koncentracijski zavisne
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krive za ACh (0.01-30 pM), inkubacija antagoniste: inhibitora NO sintaze (L-NOARG, N" i
SMT, u koncentracijama od 10 uM), inhibitora ciklooksigenaze (indometacina, 10 pM) i
selektivnih antagonista muskarinskih receptora (pirenzepina i metoktramina, u koncentraciji 0.1-
1uM, i pFHHSID u koncentraciji 10-100 nM), a potom i formiranje druge kumulativno zavisne
krive za ACh. Relaksantni efekt je u eksperimentima izrazavan kao % maksimalne kontrakcije
izazvane fenilefrinom. U seriji eksperimenata, umesto fenilefrinom, arterijski segmenti su bili
prekontrahovani Krebs-bikarbonatnim rastvorom sa visokom koncentracijom jona kalijuma

(KCl1=65 mM) koja dovodi do inhibicije hiperpolarizacije u glatkom misi¢u krvnog suda.

KVANTITATIVNO ODREDIVANJE mRNK iNOS PRIMENOM REAL-TIME RT-PCR U
IZOLOVANIM PAROTIDNIM ARTERIJAMA I ZLEZDAMA

Real-time RT-PCR je metoda izbora u kvantitativnom odredivanju ekspresije gena. U
poredenju sa tradicionalnim metodama merenja genske ekspresije, Real-time PCR je osetljivija i
pouzdanija, pogotovu ako se koristi mala koli¢ina uzorka. Potencijalne greske u toku merenja se
mogu korigovati normalizovanjem vrednosti ekspresije gena koji se ispituje sa vrednostima
ekspresije konstitutivnih gena, tzv. endogenih kontrola. Izbor endogene kontrole je kritican
trenutak u ispitivanju genske ekspresije metodom Real-time PCR. Naime, veliki broj studija je
ukazao na znacajne varijacije u ekspresiji konstitutivnih gena izmedu polova, razli¢itih vrsta tkiva
kao 1 patoloskih stanja u kome se ispituju (Derks i sar. 2008; Radoni¢ i sar. 2004). Stoga, u naSim
istrazivanjima, u toku preliminarnih eksperimenata, primenom TagMan Real-time RT-PCR,
izvrSili smo selekciju najboljih endogenih kontrola za oba tipa tkiva medu slede¢im
konstitutivnim genima za: GAPDH (Gliceraldehid-3- fosfat dehidrogenazu), FLNB (filamin B,

beta), alfa aktin and HPRT-1 (Hipoksantin- fosforiboziltransferazu 1).
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Zamrznuti uzorci tkiva kuni¢a iz kontrolne i eksperimentalne grupe su homogenizovani u
Trizolu, prema uputstvu proizvodaca, u cilju ekstrakcije RNK. U principu, 100 mg tkiva se
homogenizuje u 1 ml Trizola. Separacija faze sa RNK se odvija u prisustvu 0.2 ml hloroforma, a
potom se RNK precipitira dodavanjem 0.5 ml izopropanola. Posle ispiranja precipitata RNK u 1
ml 75% etanola, uzorci su centrifugovani i rastvarani. Po 2 pg RNK svakog uzorka je prevedeno
u cDNK koriste¢i High-Capacity cDNA Reverese Transcription Kit (Applied Biosystems, USA).
Po 4 pl stvorenog cDNK se je koriS¢eno u reakciji ukupne zapremine od 25 pl koja je sadrzala 1x
of TagMan Universal PCR Master Mix i 1x TagMan gene expression assay. PCR reakcije su
izvedene u triplikatu, u ABI 7500 Real-time PCR masSinskom sistemu na 50°C u trajanju od 2
min, 95 °C u trajanju od 10 min, praceni sa 40 ciklusa na 95 °C u trajanju od 15 s, 1 60°C u
trajanju od 1 min. Nivo ekspresije mRNK iNOS je bio normalizovan u odnosu na endogene
kontrole, koje su izabrane u posebnoj seriji eksperimenata primenom razlicitih softvera za
validaciju: GeNorm i NormFinder. Sekvence prajmera i proba Takman genskih eseja (Tagman

gene expression assays, Applied Biosystems) su sledece:

iNOS

Forward Primer Seq: Reverse Primer Seq Proba

5'- 3'- 5'-

CCTCACCTACTT GCGGGCCAGC FAMCTACCCCTCCCACCCA
CCTGGACATCA-3' TTGTG-5' GC-3'




GAPDH

Forward Primer Seq: Reverse Primer Seq Proba
5'- 3'- 5'-
CCTCACCTACTT GCGGGCCAGC FAMCTACCCCTCCCACCCA
CCTGGACATCA-3' TTGTG-5' GC-3'
ALPHA ACTIN
Forward Primer Seq: Reverse Primer Seq Proba
5'- 3'- 5'-FAM
TGGTGTGATGGTTGGTAT | CTTCTCTCTGTTGG | CTATGTTGGTGATGAGGCC
GG-3' CCTTGG-5' Cc-3
HPRT-1
Forward Primer Seq: Reverse Primer Seq Proba
5'- 3'- 5'-FAM
GACCAGTCAACAGGGGA | CCTGACCAAGGAA | ACACTGGCAAAACAATGC
CAT-3' AGCAAAG-3 AG-3'
FLNB
Forward Primer Seq: Reverse Primer Seq Proba
5'- 3'- 5'-FAM
CCCATCCCAAATAGTCCC

AACAGTTATGCCA | ACCAGGATTGAAAGAGGC
TT -3' AGCCCAC-5' CT-3'

33
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ODREDIVANJE BAZALNIH KONCENTRACIJA ¢cGMP U TKIVU PAROTIDNE
ARTERIJE I ZLEZDE IMUNOESEJSKOM TEHNIKOM (ELISA)

Uzorci tkiva prethodno zamrznuti u te€nom azotu su smrvljeni u avanu i izmereni. Zatim
su homogenizovani u 10 zapremina 0.1M HCI. Uzorci su potom centrifugirani na 600xg, na
sobnoj temperaturi, 10 minuta. U cilju merenja i malih koncentracija cGMP, svi uzorci 1 standardi
su prosli kroz fazu acetilacije. ELISA Kit za direktno odredivanje koncentracije cGMP koristi
poliklonalno antitelo za cGMP za koje se kompetitivno vezuju cGMP iz uzorka ili iz konjugata
cGMP-alkalna fosfataza. Po 100 pL uzoraka i razli¢ito razblaZzenih standarda cGMP, 1 po 50ul
konjugata alkalne fosfataze, i antitela, se dodaju sinhronizovano na ploc¢icu za koju je vezano
sekundarno antitelo. Nakon ispiranja i uklanjanja viska reagenasa, dodaje se 200 ul p-
nitrofenilfosfata, supstrata za alkalnu fosfatazu 1 zbog enzimske reakcije, rastvor dobija boju.
Intenzitet boje je u obrnuto srazmernom odnosu sa koncentracijom cGMP, ocitava se na

spektrofotometru i dobijene opti¢ke gustine se koriste za izraCunavanje koncentracija.

OBRADA REZULTATA

Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greSka srednje vrednosti
(S.E.M.), gde n oznaCava broj eksperimenata. Za sve eksperimentalne krive, primenom
nelinearne regresije, za agoniste je odreden maksimalni efekt (Emax), kao mera efikasnosti
agonista, 1 vrednost srednje efektivne koncentracije, odnosno doze agonista (ECsg, u in vitro,

EDsp, u in vivo merenjima), kao mere jacine agonista, a za antagoniste-srednja inhibitorna
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koncentracija, odnosno doza antagonista (ICso, u in vitro, 1Dsy, u in vivo merenjima),
predstavljene kao vrednosti negativhog logaritma, Da bi se uporedili inhibitorni efekti
antagonista primenjenih u kontrolnim i eksperimentalnim uslovima (dijabetesu), rezultati su
izrazeni kao razlike u povrSinama ispod koncentracijski- i dozno-zavisnih krivi za ACh i
karbahol, dobijenih u prisustvu i odsustvu antagonista (dAUC), kod kontrolnih i kuni¢a sa
dijabetesom. PovrSina ispod krive je dobijena dodavanjem rastu¢ih koncentracija agonista i
izraCunata je primenom GraphPad Prism Software, USA. Za statisticko poredenje dobijenih
rezultata koriS¢en je Studentov t test i jednofaktorska analiza varijanse sa Dunnet' s post hoc
testom. Statisticki znacajnom se smatrala P<0.05.

U funkcionalnoj analizi muskarinskih receptora ukljucenih u holinergi¢ku vazodilataciju,
pA, vrednosti (-log molarne koncentracije antagoniste koja dvostruko redukuje efekt agoniste) su
odredivane metodom Arunlekshana i Schilda. Ukratko, izracunavani su koncentracijski odnosi
(odnos izmedu ECsy za ACh u prisustvu i odsustvu antagoniste) za razli¢ite koncentracije
antagonista muskarinskih receptora, i na osnovu ovih odnosa, linearnom regresijom su
izraCunavane pA, vrednosti kao mesto preseka regresione linije sa apscisom. Vrednosti
negativnog logaritma konstanti disocijacije za razliCite antagoniste (-logKg) su izracunate na
osnovu koncentracijskih odnosa u uslovima nagiba Sildove krive u vrednosti -1. Za procenu
linearnosti Sildove krive regresije koriiéena je analiza varijanse, a za procenu znadajnosti razlike
nagiba Sildove krive kori$éen je Studentov t-test.

U cilju odabira endogenih kontrola, poredenje vrednosti Ct je izvrSeno u programima: GeNorm
3.5 (http//medgen.ugent.be) i NormFinder (http//www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm)
(Andersen i sar. 2004). Ovi programi izraCunavaju intra- i intergrupne varijacije i na osnovu
srednje vrednosti stabilnosti gena (M) odreduju najstabilniji gen ili kombinaciju gena za

endogene kontrole. Pri tome, vecu stabilnost u ekspresiji gena odreduje niza prosecna vrednost
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stabilnosti gena (M) (Andersen i sar. 2004). Rezultati ekspresije mRNK iNOS su izra¢unavani
po komparativnom 2" metodu, gde je ACt razlika u dobijenim prose¢nim Ct (cycle threshold
number) vrednostima izmedu eksperimentalnih (dijabeti¢nih) i kontrolnih grupa. Svi rezultati su
izrazavani u odnosu na kontrolne vrednosti. Za statisticko poredenje znacajnosti razlike izmedu
kontrolne i eksperimentalne grupe je koriS¢en Studentov t test.

Koncentracije cGMP u uzorcima su izrazene kao srednje vrednosti + standardna greSka srednje
vrednosti (S.E.M.), gde n oznacava broj eksperimenata, u pmol po gramu tkiva (pmol/g). Za
statisticko poredenje znacajnosti razlike izmedu kontrolne 1 eksperimentalne grupe je koriS¢en

Studentov t test.

SUPSTANCE

Koris¢ene su sledece supstance: fenilefrin ,acetilholin, karbahol, NG-nitro-l-arginin, L-N®-
nitroarginine-2,4-L-diaminobutyric-amide, S-methylisothiourea, pirenzepin, metoktramin,  p-
fluoro-hexahydro-sila-difenidol i indometacin. Svi nabavljeni iz Sigma, St. Louis, USA, i RBI,
Natick, MA, USA. Rastvori primenjivanih supstanci su pripremani svakog dana pred pocetak
eksperimenta. Sve su supstance rastvarane u destilovanoj vodi sem indometacina koji je rastvaran
u ekvimolarnom rastvoru Na,COs.

Hemijske supstance koje su se koristile za kvantifikaciju genske ekspresije metodom
Real-time RT-PCR su nabavljene iz Applied Biosystems, USA, sem Trizola, nabavljenog iz

Invitrogena, USA, kao i hloroforma, izopropanola i etanola, nabavljenih iz SuperLab-a, Srbija.
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Za odredivanje koncentracije cGMP u uzorcima koris¢en je Direct cGMP Enzyme
Immunoassay Kit, Sigma-Aldrich, USA, dok je za ocitavanje opti¢kih gustina koriS¢en LKB

ELISA Multiwell plate reader.



REZULTATI
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VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA NA
IZOLOVANOJ PAROTIDNOJ ARTERIJI KUNICA

VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA NA KONTROLNIM
ARTERIJSKIM SEGMENTIMA PREKONTRAHOVANIM
FENILEFRINOM

Fenilefrin (1uM) izaziva kontrakciju parotidne arterije kuni¢a na preparatima sa endotelom i na
preparatima bez endotela gde prouzrokuje znacajno veci kontraktilni efekt (tabela 1).

Acetilholin u koncentracijama od 0.01 do 30 uM prouzrokuje koncentracijski zavisnu relaksaciju
izolovane parotidne arterije kuni¢a sa o¢uvanim endotelom. Maksimalni relaksantni efekt iznosi
142.0 + 9.3 % sa pECsp= 6.92 + 0.12 (slika I). U istim koncentracijama, acetilholin nema efekta

na preparatima ove arterije nakon odstranjivanja endotela (rezultati nisu prikazani).

VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA U PRISUSTVU INHIBITORA NO
SINTAZE

U prisustvu L-NOARG (10 uM), neselektivnog inhibitora NO sintaze, relaksantni efekt svih
primenjenih koncentracija acetilholina je znacajno redukovan u odnosu na efekt ACh na
arterijskim preparatima u odsustvu L-NOARG. Tako, na primer, maksimalni efekt ACh u
prisustvu L-NOARG iznosi 60.3 = 7.0 % (pECsp= 7.03 + 0.14). U prisustvu NV (10 puM),
selektivnog  inhibitora neuralne NO sintaze, kao i u prisustvu SMT (10 uM), selektivnog

inhibitora inducibilne NO sintaze, relaksantni efekt ACh se ne menja znacajno: maksimalni efekt
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ACh u prisustvu NV iznosi 145.4 + 9.8 % (pECso= 6.86 + 0.15) a u prisustvu SMT: 139.3 £+ 10.0

% (pECso= 6.81 £ 0.13). (slika 1).

£ N
o o o
1 1 1
*
*
*
*

(2]
o

Relaksacija (%)

100

120 +

140 -

160

ACh (-log M)

Slika 1. Kumulativno koncentracijski zavisne krive za acetilholin na preparatima izolovane
parotidne arterije kuni¢a sa ofuvanim endotelom, bez prisustva (#) i u prisustvu L-

NOARG (B ) Nw ( ¥ )i SMT (II). Svaka taka predstavlja srednju vrednost £ S.E.M.
(n=5-7). Vrednosti su izraZzene kao procenat relaksacije u odnosu na maksimalnu
prekontrakciju izazvanu fenilefrinom (1pM). * p<0.05, ** p<0.01, u prisustvu inhibitora u
odnosu na kontrolu.

VAZORELAKSANI EFEKT ACETILHOLINA U PRISUSTVU INDOMETACINA 1
VISOKIH KONCENTRACIJA KALIJUMA

U prisustvu indometacina (10 uM), neselektivnog inhibitora ciklooksigenaze, relaksantni efekt
acetilholina je znacajno redukovan u odnosu na efekt ACh na arterijskim preparatima u odsustvu
indometacina, 1 maksimalni efekt ACh u prisustvu indometacina je redukovan na 99.2 +£9.0 %
(pECso = 7.03 £ 0.11). U prisustvu Krebs-Ringerovog rastvora sa visokom koncentracijom
kalijuma (65mM), upotrebljen za prekontrakciju arterije umesto fenilefrina, vazorelaksantni
efekt ACh je znacajno smanjen 1 maksimalni efekt iznosi 118.5 £ 8.5 % (pECsp= 6.99 + 0.14),

(slika 2).
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Slika 2. Kumulativno koncentracijski zavisne Kkrive za acetilholin na preparatima izolovane
parotidne arterije kuni¢a sa ofuvanim endotelom, bez prisustva (#) i u prisustvu
indometacina (4 ) i K" (¥). Svaka tatka predstavlja srednju vrednost £ S.E.M. (n=5-7).
Vrednosti su izraZene kao procenat relaksacije u odnosu na maksimalnu prekontrakciju
izazvanu fenilefrinom (1pM) ili hiperpolariSu¢im rastvorom (65mM K+). * p<0.05**
p<0.01, u prisustvu inhibitora u odnosu na kontrolu.

VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA U PRISUSTVU SELEKTIVNIH
ANTAGONISTA MUSKARINSKIH RECEPTORA

U prisustvu pirenzepina (0.1-1uM), selektivnog antagoniste M; muskarinskih receptora,
metoktramina (0.1-1uM), selektivnog antagoniste M, muskarinskih receptora i pFHHSiD (10-
100nM), selektivnog inhibitora M3 muskarinskih receptora, koncentracijski-zavisne krive ACh su
pomerene udesno, bez promene u maksimalnom vazorelaksantnom efektu (p>0.05 ) (slika 3 A4, B,
C). U svim eksperimentima, nagibi Sildove krive nisu bili znadajno razli¢iti od 1 (slika 8, tabela

2), sapA; vrednostima datim u tabeli 2.
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Slika 3. Kumulativno koncentracijski zavisne krive za acetilholin na preparatima izolovane
parotidne arterije kuni¢a sa ofuvanim endotelom, bez prisustva (¥ ) i u prisustvu 0.1 pM
(#),0.3uM (0)i 1 uM (M) pirenzepina (A) i metoktramina (B), kao i u prisustvu 10nM
(4 ),30nM (O )i 100nM (#) pFHHSID (C). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost +
S.E.M. (n=5-7). Vrednosti su izraZene kao procenat relaksacije u odnosu na maksimalnu

prekontrakciju izazvanu fenilefrinom (1pM). Oznake statisticke znacajnosti nisu prikazane
zbog bolje preglednosti
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VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA NA ARTERIJAMA
PREKONTRAHOVANIM FENILEFRINOM KOD KUNICA SA
DIJABETESOM

VAZOKONTRAKTILNI EFEKT FENILEFRINA NA IZOLOVANOJ PAROTIDNOJ
ARTERIJI KUNICA SA DIJABETESOM

Fenilefrin (1uM) izaziva kontrakciju parotidne arterije kuni¢a na preparatima sa endotelom 1 na
preparatima bez endotela gde prouzrokuje znacCajno veci kontraktilni efekt. Na dijabeti¢nim
segmentima sa endotelom, fenilefrin izaziva znacajno ve¢i kontraktilni efekt u odnosu na
kontrolne segmente sa oCuvanim endotelom. Vazokontraktilni efekt fenilefrina na segmentima
bez endotela ne pokazuje znacajne razlike izmedu nedijabeti¢nih i dijabeti¢nih arterija (tabela 1).

Tabela 1. Vazokontraktilni efekt fenilefrina na parotidnoj arteriji kunic¢a

Kontrolni dijabeti¢ni
Segmenti sa o¢uvanim 17.2+£4.3 27.5+4.5*
endotelom
Segmenti bez endotela 244 +3.57 29.0+5.6

*p<0.05 , dijabeticni segmenti sa endotelom u odnosu na kontrolne sa endotelom

1 p<0.05 , kontrolni segmenti bez endotela u odnosu na kontrolne sa endotelom

VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA U PRISUSTVU INHIBITORA NO
SINTAZE NA ARTERIJAMA KUNICA SA DIJABETESOM

Na arterijskim preparatima parotidne arterije kuni¢a sa dijabetesom, vazorelaksantni efekt

acetilholina (0.01-30 pM) je znafajno smanjen u odnosu na vazorelaksantni efekt ACh na
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kontrolnim arterijskim segmentima, i maksimalni relaksantni efekt iznosi 110.0 + 8.8 % sa
pECso= 6.86 + 0.09 (slika 4) . Uklanjanje endotela je u potpunosti blokiralo dejstvo acetilholina i
na segmentima dijabeti¢ne parotidne arterije kunica (rezultati nisu prikazani).

U prisustvu L-NOARG (10 pM), neselektivnog inhibitora NO sintaze, na parotidnim arterijama
kuni¢a sa dijabetesom, relaksantni efekt acetilholina je znacajno redukovan u odnosu na efekt
ACh na dijabeti¢nim preparatima u odsustvu L-NOARG, i maksimalni efekt ACh u prisustvu
L-NOARG iznosi 80.0 £ 7.5 % (pECso= 7.01 = 0.09). U prisustvu SMT (10 puM), selektivnog
inhibitora iNOS relaksantni efekt ACh na dijabeti¢nim arterijama se znacajno smanjuje i
maksimalni efekt ACh u prisustvu SMT iznosi 90.7 = 8.2 % (pECsp= 7.04 = 0.19). S druge
strane, primena selektivnog inhibitora nNOS, NV, ne uti¢e zna¢ajno na vazorelaksaciju izazvanu
acetilholinom ni na dijabeti¢nim parotidnim arterijama, i maksimalni efekt ACh u prisustvu N"

iznosi 111.2 9.0 % (pECso= 6.82 = 0.07) (slika 4).
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Slika 4. Kumulativno koncentracijski zavisne Kkrive za acetilholin na preparatima izolovane
parotidne arterije kuni¢a sa ofuvanim endotelom, bez prisustva (#) i u prisustvu L-
NOARG (B ) NV (% )i SMT (1) . Svaka talka predstavlja srednju vrednost + S.E.M.
(n=5-7). Vrednosti su izraZzene kao procenat relaksacije u odnosu na maksimalnu
prekontrakciju izazvanu fenilefrinom (1pM). * p<0.05** p<0.01, u prisustvu inhibitora u
odnosu na kontrolu.
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VAZORELAKSANI EFEKT ACETILHOLINA U PRISUSTVU INDOMETACINA 1
VISOKIH KONCENTRACIJA KALIJUMA NA ARTERIJAMA KUNICA SA
DIJABETESOM

Na dijabeti¢nim parotidnim arterijama kunica, u prisustvu indometacina (10 uM), neselektivnog
inhibitora ciklooksigenaze, relaksantni efekt acetilholina je znacajno (p<0.01) redukovan u
odnosu na efekt ACh na dijabeti¢nim arterijskim preparatima u odsustvu indometacina, i
maksimalni efekt ACh iznosi 56.5 + 6.4 % (pECsp= 6.92 £ 0.09). U prisustvu Krebs-
Ringerovog rastvora sa visokom koncentracijom kalijuma (65mM) za prekontrakciju dijabeti¢ne
arterije umesto fenilefrina, vazorelaksantni efekt ACh je znacajno smanjen (p<0.01) i maksimalni

efekt iznosi 70.2 + 6.4 % (pECso= 6.88 % 0.08) (slika 5).
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Slika 5. Kumulativno koncentracijski zavisne Kkrive za acetilholin na preparatima izolovane
parotidne arterije kuni¢a sa dijabetesom, sa ofuvanim endotelom, bez prisustva (#) i u
prisustvu indometacina (4 ) i K" (%) . Svaka ta¢ka predstavlja srednju vrednost + S.E.M.
(n=5-7). Vrednosti su izraZzene kao procenat relaksacije u odnosu na maksimalnu
prekontrakciju izazvanu fenilefrinom (1pM) ili hiperpolariSu¢im rastvorom (65mM K+)
*p<0.05 ** p<0.01, u prisustvu inhibitora u odnosu na kontrolu.
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INHIBITORNI EFEKTI ANTAGONISTA NA VAZORELAKSACLII IZAZVANOJ
ACETILHOLINOM U DIJABETESU

Poredenjem inhibitornih efekata (vrednosti dAUC) antagonista: L-NOARG, SMT, indometacina i
K" na vazorelaksantnom efektu ACh, pokazano je da inhibitorni efekti SMT, indometacina i K"

rastu, dok se inhibitorni efekt L-NOARG smanjuje u dijabeticnim arterijskim segmentima (slika

6).
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Smanjenje vazorelaksantnog efekta ACh

Slika 6. Smanjenje vazorelaksantnog efekta ACh na izolovanoj parotidnoj arteriji
kontrolnih i kuniéa sa dijabetesom (izra¢unato kao % razlike izmedu povrSina ispod
koncnetracijski-zavisnih kriva za ACh). Svaka kolona predstavlja srednju vrednost +
S.E.M. (n=6). **p<0.01, kunici sa dijabetesom u odnosu na kontrolne.
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VAZORELAKSANTNI EFEKT ACETILHOLINA U PRISUSTVU SELEKTIVNIH
ANTAGONISTA MUSKARINSKIH RECEPTORA NA ARTERIJAMA KUNICA SA
DIJABETESOM

Na dijabeti¢noj parotidnoj arteriji, u prisustvu pirenzepina (0.1-1uM), selektivnog antagoniste
M;, metoktramina (0.1-1uM), selektivnog antagoniste M, i pFHHSiID (10-100nM), selektivnog
antagoniste M3 muskarinskih receptora, koncentracijski-zavisna kriva ACh je pomerena udesno,
bez promene u maksimalnom vazorelaksantnom efektu (slika 7 A, B, C). 1 u ovim
eksperimentima, nagibi Sildove krive nisu bili znadajno razli¢iti od 1 (slika 8, tabela 2), sa pA,
vrednostima, koji nisu znacajno razli¢iti od pA, vrednosti za iste antagoniste na kontrolnim

arterijama (tabela 2).
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Slika 7. Kumulativno koncentracijski zavisne krive za acetilholin na preparatima izolovane
parotidne arterije kuni¢a sa dijabetesom, sa ofuvanim endotelom, bez prisustva (¥) i u
prisustvu 0.1 pM (#), 0.3uM (0 ) i1 pM (M) pirenzepina (A) i metoktramina (B), kao i
u prisustvu 10nM (4),30nM (O) i 100nM (®) pFHHSID (C). Svaka tacka predstavlja
srednju vrednost £ S.E.M. (n=5-7). Vrednosti su izrazene kao procenat relaksacije u

odnosu na maksimalnu prekontrakciju izazvanu fenilefrinom (1pM). Oznake statisticke
znacajnosti nisu prikazane zbog bolje preglednosti.
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Tabela 2. pA, vrednosti, vrednosti nagiba Sildove krive, koeficijenti korelacije i konstante
afiniteta (-logKp) za ispitivane antagoniste muskarinskih receptora na izolovanoj
parotidnoj arteriji kod kontrolnih i kuni¢a sa dijabetesom.

Pirenzepin Metoktramin pFHHSID
kontrolni dijabeti¢ni | kontrolni dijabeticni | kontrolni dijabeticni
PA; 7.07 +£0.06 7.18+0.08 | 7.07+£0.07 | 6.80£0.10 | 8.06+0.08 8.20 £ 0.06
nagib 0.89 +0.05 0.75+0.02 | 0.65+0.03 | 1.08+£0.05 | 0.70+0.01 0.81+0.07
Koeficijent 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
Korelacije
-logKy 7.01 £0.05 7.10+0.05 | 6.96+0.08 | 6.83+0.06 | 7.95+0.08 8.10 £0.07
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Slika 8. Sildove krive odnosa log (koncentracijski odnos) prema —log koncentracije
muskarinskih antagonista, pirenzepina (A), metoktramina (B) i pFHHSIiD (C) kod
kontrolnih i kuni¢a sa dijabetesom. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost (n= 5-7).
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SEKRETORNA AKTIVNOST PAROTIDNE PLJUVACNE
ZLEZDE KUNICA

SEKRETORNI EFEKT KARBAHOLA U PAROTIDNOJ ZLEZDI
KONTROLNIH KUNICA

Karbahol (0.3-30 umol/kg) izaziva dozno-zavisno povecanje parotidne sekrecije sa maksimalnom
vredno$c¢u od 997.0 + 84.0 uL/g min (pEDso= 5.80 £ 0.05) (slika 9).

SEKRETORNI EFEKT KARBAHOLA U PRISUSTVU INHIBITORA NO SINTAZE

U prisustvu L-NOARG (10 mg/kg), neselektivnog inhibitora NO sintaze, dolazi do znacajnog
smanjenja sekretornog efekta karbahola tako da maksimalni sekretorni efekt iznosi 498.5 + 29.8
uL/g min. U prisustvu N% (10 mg/kg), selektivnog inhibitora nNOS, sekretorni efekt karbahola je
takode znacajno smanjen, 1 maksimalni sekretorni efekt iznosi 650.0 = 45.7 pL/g min. Primena
SMT (10 mg/kg), selektivnog inhibitora iNOS, ne utice znacajno na parotidnu sekreciju izazvanu

karbaholom (slika 9).
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Slika 9. Parotidna pljuvacka izazvana karbaholom u odsustvu ( 0 ) I prisustvu L-NOARG

(®),Nw ()i SMT (¥). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost £ S.E.M. (n=5-7).
* p<0.05, **p<0.01, u prisustvu inhibitora u odnosu na kontrolu.

SEKRETORNI EFEKT KARBAHOLA U PRISUSTVU SELEKTIVNIH ANTAGONISTA
MUSKARINSKIH RECEPTORA

U prisustvu selektivnog inhibitora M, receptora, pirenzepina (1-1000 pmol/kg), opaza se
znacajno smanjenje sekretornog efekta karbahola, u svim primenjenim dozama. Tako, na primer,
sekretorni efekt karbahola (1 umol/kg) u prisustvu maksimalne primenjene doze pirenzepina
iznosi 82.0 +4.5 ul/g min. Metoktramin, selektivni M, znacajno smanjuje sekretorni efekt
karbahola samo primenjen u najve¢im dozama, 100 and 1000 pmol/kg. Sekretorni efekt
karbahola (1 pmol/kg) u prisustvu maksimalne primenjene doze metoktramina iznosi 194.0 +
15.5 pl/g min. pFHHSID (1-100 nmol/kg), selektivni inhibitor M3 receptora znacajno smanjuje
sekretorni efekt karbahola, primenjen u svim dozama i sekretorni odgovor karbahola (1 pmol/kg)

u prisustvu maksimalne primenjene doze pFHHSID iznosi 19.2 £ 4.0 pl/g min. (slika 10 A, B i

0.



53

—_ —~ 1000
< 1000 g
1S
> 2 00 4
3 800 - el
© ©
X
S 600 °S 600 4
[
> >
3 =,
o) Q |
o 4004 o 00
5 5
= =
g 200 g 200 A
o o
0 ‘ ‘ 0 ; ‘
6 5 6 5
karbahol (-log mol kg1 ) karbahol (-log mol kg™1)
—~ 1000 -
£
€
o
=" 800
2
©
S 600
©
>
=
a
o 4001
C
o
O 200 1
©
o
0 T
6 5

karbahol (-log mol kg'1 )

Slika 10. Sekretorni efekt karbahola wu parotidnoj Zlezdi kuni¢a u odsustvu ( 0 ) i
prisustvu  Ipmol/kg (#®), 10pmol/’kg (M), 100pmol’kg (4 ) i 1000pmol/kg (¥)
pirenzepina (A) I metoktramina (B), kao i u prisustvu 1Inmol/kg ( 4 ), 10nmol/kg ( <),

100nmol/’kg (LJ) i 1000nmol/kg (®) pFHHSID (C). Svaka tatka predstavlja srednju
vrednost £ S.E.M. (n=5-7). Oznake znacajnosti nisu prikazane radi bolje preglednosti.
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EFEKTI SELEKTIVNIH MUSKARINSKIH ANTAGONISTA NA PAROTIDNU
SEKRECIJU IZAZVANU KARBAHOLOM (1umol/kg)

pFHHSID znacajno smanjuje sekretorni efekt karbahola (1um/kg) ve¢ u dozi od 1nmol/kg, i
smanjenje iznosi 28.0 = 8.0 %, dok pirenzepin tek u dozi 1 pM, a metoktramin u dozi 10 puM,
dovode do znacajnog smanjenja sekrecije izazvane ovom dozom karbahola (za 18.0 + 6.8 % i
15.0 £ 6.0% ). Poredenjem vrednosti pIDsy za antagoniste (fabela 3) dolazi se do zakljucka o
visoko znacajnom inhibitornom efektu pFHHSIiD i manje izrazenim inhibitornim efektima

pirenzepina i metoktramina. (slika 11).
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Slika 11. Parotidna pljuvacka kuniéa izazvana karbaholom (1pmol/kg) u prisustvu rastucih

doza pirenzepina (M), metoktramina (4 ) i pFHHSIiD (#). Svaka tatka predstavlja
srednju vrednost £ S.E.M. (n=5-7).
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SEKRETORNI EFEKT KARBAHOLA U PAROTIDNOJ ZLEZDI KUNICA
SA DIJABETESOM

Sekretorni efekt karbahola (0.3-30 pmol/kg) znacajno je manji kod dijabeticnih u odnosu na
sekretorni efekt kod kontrolnih kuni¢a, sa maksimalnom vredno$¢u od 505.0 + 32.5 uL/g min.
Medutim, nije bilo znacajne razlike u pEDsy vrednostima za karbahol izmedu kontrolnih i kuni¢a
sa dijabetesom (pEDsy= 5.80 £ 0.05 kod kontrolnih u odnosu na pEDsy=5.75 + 0.09 kod kuni¢a

sa dijabetesom)

SEKRETORNI EFEKT KARBAHOLA U PRISUSTVU INHIBITORA NO SINTAZE KOD
KUNICA SA DIJABETESOM

Kod dijabeti¢nih kuni¢a opaza se znacajno smanjenje sekretornog efekta karbahola u prisustvu:
L-NOARG (10 mg/kg, Emax= 165.0 + 28.7 uL/g min), N" (10mg/kg, Emax= 260.0 + 25.5 uL/g
min) i SMT (10mg/kg, Emax= 365.5 & 22.4 uL/g min) (slika 12A4). Istovremenom primenom N"
(10mg/kg) 1 SMT (10mg/kg) postize se isti inhibitorni efekt kao posle primene L-NOARG (10

mg/kg) (slika 12B).
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Slika 12. Parotidna pljuvacka dijabeti¢nih kunié¢a izazvana karbaholom u odsustvu (0) i

prisustyu L-NOARG (%), N* (H) i SMT (¥) (A), i N¥ +SMT(A) (B). Svaka tatka
predstavlja srednju vrednost £ S.E.M. (n=5-7). * p<0.05, **p<0.01, u prisustvu inhibitora
u odnosu na kontrolu.
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INHIBITORNI EFEKTI INHIBITORA NO SINTAZE NA PAROTIDNOJ SEKREC1JI
1ZAZVANOJ KARBAHOLOM U DIJABETESU

Poredenjem inhibitornih efekata (vrednosti dAUC) antagonista: L-NOARG, SMT i NV na
sekretornom efektu karbahola, pokazano je da inhibitorni efekti svih primenjenih antagonista

NOS rastu u dijabetesu (slika 13).
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Slika 13. Smanjenje sekretornog efekta karbahola u parotidnoj Zlezdi kontrolnih i
dijabeti¢nih kuni¢a (izracunato kao % razlike izmedu povrSina ispod dozno-zavisnih
kriva za karbahol) u prisustvu L-NOARG, N" i SMT. Svaka kolona predstavlja srednju
vrednost = S.E.M. (n=6). * p<0.05, **p<0.01, kuni¢i sa dijabetesom u odnosu na kontrolne
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SEKRETORNI EFEKT KARBAHOLA U PRISUSTVU SELEKTIVNIH ANTAGONISTA
MUSKARINSKIH RECEPTORA KOD KUNICA SA DIJABETESOM

U prisustvu svih primenjenih selektivnih inhibitora muskarinskih receptora, opaZza se se
znacajno smanjenje sekretornog efekta karbahola, u svim primenjenim dozama. Tako, na primer,
sekretorni efekt karbahola (1 umol/kg) u prisustvu maksimalne primenjene doze pirenzepina
iznosi 18.9 +£6.8 ul/g min, u prisustvu maksimalne primenjene doze metoktramina iznosi 67.5 +
7.0 ul/g min, a u prisustvu maksimalne primenjene doze pFHHSIiD iznosi 5.0 + 2.2 pl/g min

(slika 14 A, B1 C).
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Slika 14. Sekretorni efekt karbahola u parotidnoj Zlezdi dijabeti¢nog kunic¢a u odsustvu (0)

i prisustyu Ipmol/kg (%), 10umol/kg (M), 100pmol/kg (4 )i 1000pmol/kg (V)
pirenzepina (A) i metoktramina (B), kao i u prisustvu Inmol/kg (4 ), 10nmol/kg ( <),

100nmol/kg (L) i 1000nmol/kg (®) pFHHSID (C). Svaka tatka predstavlja srednju
vrednost = S.E.M. (n=5-7). Oznake znacajnosti nisu prikazane radi bolje preglednosti.

EFEKTI SELEKTIVNIH MUSKARINSKIH ANTAGONISTA NA PAROTIDNU
SEKRECIJU IZAZVANU KARBAHOLOM (1umol/kg) KOD KUNICA SA DIJABETESOM

I kod dijabeti¢nih kuni¢a, najznacajniji inhibitorni efekt ostvaruje pFHHSID, koji znacajno

smanjuje sekretorni efekt karbahola (1um/kg) ve¢ u dozi od 1nmol/kg, i to za 45.0 +£9.2 % .
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Pirenzepin 1 metoktramin, tek u dozi od 0.1 puM dovode do znacajnog smanjenja sekrecije
izazvane ovom dozom karbahola (za 21.0 £ 5.0 % 1iza 12.0 £ 5.5 %) . Poredenjem vrednosti
pIDsy za antagoniste kod dijabeti¢nih kunic¢a (fabela 3), dolazi se do zaklju¢ka o visoko
zna¢ajnom inhibitornom efektu pFHHSID i1 manje izrazenim inhibitornim efektima pirenzepina i

metoktramina (slika 15).
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Slika 15. Parotidna pljuvacka izazvana karbaholom (1pmol/kg) kod dijabeti¢nih kunica, u

prisustvu rastué¢ih doza pirenzepina (M), metoktramina (&) i pFHHSID (#). Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost = S.E.M. (n=5-7).

Tabela 3. pIDsy vrednosti za ispitivane antagoniste muskarinskih receptora na parotidnoj
sekreciji izavanoj karbaholom (1pmol/kg) kod kontrolnih i kunica sa

dijabetesom
(pIDso) pFHHSID Pirenzepin Metoktramin
Kontrolna grupa 84+0.2 5.0+0.1 44+0.2

Dijabeti¢na grupa 8.8+0.3 59+04 5.8+£0.3
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mRNK iINOS U IZOLOVANOJ PAROTIDNOJ ARTERIJI I
PAROTIDNOJ ZLEZDI KONTROLNIH I KUNICA SA
DIJABETESOM

VALIDACIJA KONSTITUTIVNIH GENA ZA ENDOGENE KONTROLE

Analiza ( programi: GeNorm i NormFinder) je pokazala da su u arterijama, GAPDH, a u Zlezdama

FLNB i a aktin, geni sa najmanjim vrednostima stabilnosti (fabela 4).

EKSPRESIJA mRNK iNOS U PAROTIDNOJ ARTERIJI I PAROTIDNOJ
ZLEZDI

Kvantitativno odredivanje ekspresije mRNK iNOS, primenom Real-time RT-PCR je pokazalo da
je u kontrolnim uslovima, u oba tipa tkiva, nivo ekspresije mRNK iNOS jedva merljiv. Dijabetes
znacajno povecava ekspresiju mRNK iNOS u tkivima, i ona je znac¢ajnija u parotidnim zlezdama
nego u parotidnim arterijama (35.8 puta u odnosu na 2.06 puta povecanu ekspresiju) kunic¢a sa
dijabetesom (slike 16 i 17).

Tabela 4. Stepen stabilnosti ekspresije potencijalnih endogenih kontrola u parotidnoj
arteriji i Zlezdi kunic¢a

Gen Vrednost stabilnosti (M) Vrednost stabilnosti (M)
u arterijama u Zlezdama

GAPDH 0.128 0.280

FLNB 0.413 0.085

ALFA ACTIN 0.216 0.087

HPRTI 0.226 0.112

Visok stepen stabilnosti ekspresije gena odgovara niskoj vrednosti stabilnosti (M) izracunate

koris¢enjem programa GeNorm i1 NormFinder.
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Slika 16. Kvantifikacija mRNK iNOS ekspresije u kontrolnim i dijabeti¢cnim parotidnim
arterijama kunica. Svaka kolona predstavlja srednju vrednost £ S.E.M. (n=10-12)
**p<0.01, kuniéi sa dijabetesom u odnosu na kontrolne
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Slika 17. Kvantifikacija mRNK iNOS ekspresije u kontrolnim i parotidnim Zlezdama
kuniéa sa dijabetesom. Svaka kolona predstavlja srednju vrednost = S.E.M. (n =12-15)
**p<0.01, kunidi sa dijabetesom u odnosu na kontrolne
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BAZALNE KONCENTRACIJE ¢cGMP U IZOLOVANOJ
PAROTIDNOJ ARTERIJI I PAROTIDNOJ ZLEZDI KONTROLNIH I
KUNICA SA DIJABETESOM

Merenje bazalnih koncentracija ¢cGMP je pokazalo znafajno povecanje koncentracije cGMP u

parotidnoj arteriji 1 Zlezdi kunica sa dijabetesom u odnosu na kontrolne (tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti bazalnih koncentracija cGMP u parotidnoj arteriji i Zlezdi kontrolnih i
kuniéa sa dijabetesom

c¢GMP (pmol/g) KONTROLNI KUNICI KUNICI SA DIJABETESOM
PAROTIDNA 2755+ 14.5 (n="7) 382.2 + 25.0* (n= 6)
ARTERIJA
PAROTIDNA 132.5+ 16.0 (n="7) 222.5 + 18.0* (n= 6)
ZLEZDA

*p<0.05 kuniéi sa dijabetesom u odnosu na kontrolne
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Dobijeni rezultati pokazuju da dijabetes izazvan aloksanom (100 mg/kg), u trajanju od
Sest nedelja, znacajno smanjuje acetilholinom izazvanu, endotelno zavisnu relaksaciju parotidne
arterije kunica, pri ¢emu je smanjena efikasnost, ali ne i ja¢ina ACh, kao agoniste. Ovakve
promene mogu biti, s jedne strane, rezultat promena na nivou muskarinskog receptora, u smislu
afiniteta receptora i/ili njihovog broja, i s druge strane, rezultat nastale disfunkcije endotela.

Imunohistohemijska ispitivanja su pokazala da se na krvnim sudovima velikih pljuva¢nih
zlezda pacova, misa i ovce, mogu naci svi podtipovi muskarinskih receptora, sem M,, (Ryberg i
sar., 2008; Tobin i sar., 2009 Berggreen i sar., 2009). Medutim, funkcionalna in vitro ispitivanja
vazodilatacije u submandibularnoj Zlezdi pacova, u prisustvu selektivnih inhibitora muskarinskih
receptora, su pokazala da su samo Mj receptori ukljuceni u vazorelaksantne efekte muskarinskih
agonista (Ryberg i sar. 2008). Nasi rezultati pokazuju takode, da muskarinski receptori ukljuceni
u ACh-vazorelaksaciju u parotidnoj arteriji, pripadaju M3 podtipu, i to kako u fizioloSkim
uslovima, tako i u dijabetesu. Na ovo ukazuju rezultati da su u parotidnim arterijama kontrolnih i
kuni¢a sa dijabetesom, jacCina (pA,) i konstanta afiniteta (-logKg) antagoniste, pFHHSiD
(selektivni antagonist M3 receptora) u opsegu vrednosti koje odgovaraju afinitetu za M;j
receptore (Caulfield i Birdsall, 1998). S druge strane, jacine i konstante afiniteta za pirenzepin
(selektivni antagonist M;) i metoktramin (selektivni antagonist M, receptora) su bile znacajno
nize od vrednosti afiniteta prema M, i M, receptorima, ali u opsegu njihovih afiniteta prema M3
receptoru  (Caulfield i1 Birdsall, 1998). Na kompetitivnu prirodu ovog antagonizma ukazuju
rezultati da svi pomenuti antagonisti prouzrokuju paralelno udesno pomeranje krive odnosa
koncentracije i efekta za ACh, kao i vrednosti nagiba Sildove krive, koji se u svim slu¢ajevima ne
razlikuje znacajno od jedinice. Kako u nasem radu nisu zapazene promene u afinitetu antagonista

za M3 receptore kao ni u osetljivosti M3 receptora prema ACh, na parotidnim arterijama kunica
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sa dijabetesom u odnosu na kontrolne, moZze se pretpostaviti da smanjena osetljivost parotidne
arterije prema ACh u dijabetesu, nije posledica promena na nivou vezivanja agoniste za receptor.
Stoga, moguce je da je redukovani vazorelaksantni efekt ACh opazen kod kunic¢a sa dijabetesom,
rezultat smanjenog broja Mj receptora. Mada u nasem radu nismo ispitivali broj receptora,
rezultati drugih studija jasno ukazuju da se u dijabetesu ekspresija M5 receptora ili ne menja, kao
Sto je pokazano na aorti misSa (Lam 1 sar., 2006) ili da raste, kao na modelu aorte pacova
(Kazuyama 1 sar., 2009; Shinbori i sar., 2007). Stoga, malo je verovatno da je u uslovima
dijabetesa, smanjen broj Mj; receptora na parotidnoj arteriji kunica.

Imajuéi u vidu ove naSe rezultate, kao i pomenute rezultate drugih autora, moze se
pretpostaviti da smanjenje vazorelaksantnog efekta ACh na parotidnoj arteriji kuni¢a sa
dijabetesom, najverovatnije nije posledica promena na receptorskom nivou, ve¢ je vezana za
poremecaje transdukcionog signala u disfunkcionalnom endotelu. U prilog ovoj pretpostavci
govore i nasi nalazi da smanjena efikasnost ACh nije specificna samo za M; receptore u endotelu,
jer je i vazorelaksantni efekt bradikinina, koji je inace endotelno-zavisan i1 ostvaruje se
aktivacijom bradikininskih receptora (Genaro i sar., 2000), takode, zna¢ajno smanjen u parotidnoj
arteriji sa ocuvanim endotelom kod kuni¢a sa dijabetesom. Sta vise, na$ rezultat da se
vazorelaksantni efekt SNP, donora NO, zna¢ajno ne menja na parotidnoj arteriji bez endotela u
dijabetesu u odnosu na fizioloske uslove, pokazuje da nema promena u osetljivosti glatkog misic¢a
parotidne arterije kod kunica sa dijabetesom.

Endotelna disfunkcija parotidne arterije kunica u dijabetesu se ogleda prvenstveno u
smanjenom stvaranju endotelnih vazodilatatora. U prilog ovoj pretpostavci govori nas$ rezultat da
je kod kontrolnih kunica, vazokonstriktorni efekt fenilefrina znafajno veéi u parotidnim
arterijama bez endotela u odnosu na arterije sa intaktnim endotelom, kao i da je maksimalni efekt

fenilefrina na preparatima bez endotela, gotovo identi¢an sa maksimalnim efektima fenilefrina
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na arterijama kunic¢a sa dijabetesom. S obzirom da kod kuni¢a sa dijabetesom nisu opazene
razlike u maksimalnim vazokonstriktornim efektima fenilefrina izmedu parotidnih arterija sa i
bez endotela, moze se pretpostaviti da je povecanje vazokonstriktornog efekta fenilefrina na
dijabeti¢noj parotidnoj arteriji verovatno posledica smanjene sposobnosti endotela da oslobada
vazodilatatore, a ne povecanog oslobadanja endotelnih vazokonstriktora.

U ACh-vazorelaksaciju parotidne arterije kuni¢a uklju¢ena su sva tri endotelna
vazodilatatorna faktora, endotelni NO, prostaciklin i EDHF. Naime, u parotidnoj arteriji
kontrolnih i kuni¢a sa dijabetesom, prisustvo L-NOARG, neselektivnog inhibitora NOS,
indometacina, neselektivnog inhibitora COX, i K'- hiperpolariduéeg rastvora, prouzrokuje
zna¢ajno smanjenje ACh vazorelaksantnog efekta. Poredenjem efekata ovih inhibitora, utvrdili
smo da se u dijabetesu, inhibitorni efekt L-NOARG smanjuje, a da inhibitorni efekti
indometacina i K" rastvora rastu, $to ukazuje na zna¢ajno smanjenje NO komponente i znadajno
povecanje prostaciklinske- i EDHF-komponenti endotelno-zavisne vazodilatacije. U tumacenju
ovih rezultata, znafajno je pomenuti istraZzivanja koja pokazuju da koncentracija NO ima
znacajnu ulogu u modulaciji vaskularnih efekata i prostaglandina i EDHF. Naime, Nishikawa i
sar. (2000) su pokazali da NO inhibiSe EDHF- vazodilataciju u in vivo ispitivanjima na
koronarnim arteriolama psa u fizioloSkim uslovima, dok su in vitro ispitivanja u kulturi
endotelnih ¢elija goveda pokazala da, u fizioloSkom stanju, NO ima inhibitorni efekt i na
stvaranje  prostaglandina (Doni i sar., 1988). S druge strane, u uslovima smanjene
sinteze/oslobadanja endotelnog NO, raste u¢es¢e EDHF komponente vazodilatacije, kao Sto je
pokazano u karotidnoj arteriji kuni¢a sa hiperholesterolemijom (Najibi i sar., 1994), kao i1 uceSce
prostaciklinske vazodilatacije na izolovanim mezenteri¢nim arterijama miSa bez gena za eNOS
(Chataigneau i sar., 1999). Imajué¢i u vidu pomenute nalaze, kao i nase rezultate o znaajnom

smanjenju ACh, endotelno-zavisnog vazorelaksantnog efekta u parotidnoj arteriji kunica sa
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dijabetesom, mozemo pretpostaviti da je opazeno povecano stvaranje prostanoida i EDHF
kompenzatorni mehanizam za oc¢uvanje vaskularne funkcije parotidne arterije u dijabetesu. Do
slicnog zakljucka su dosli i Nacci i1 sar.(2009), ispituju¢i porast aktivnosti ciklooksigenaze u
mezentericnim arterijama misa sa dijabetesom, kao 1 Meeking i sar.(2000), mere¢i protok krvi
kroz nadlakticu ljudi sa dijabetesom, u prisustvu inhibitora ciklooksigenaze. Vazno je
napomenuti da je u submandibularnoj zlezdi pacova pokazana znacajna medusobna regulacija
aktivacije enzima NOS 1 COX, i sledstvenog stvaranja NO 1 prostaglandina, na nivou
vazoaktivnih medijatora ukljucenih u sintezu NO 1 prostanoida (Borda i sar., 2002). Naime,
pokazano je da NO, aktivacijom gvanilatne ciklaze i stvaranjem cGMP, stimuliSe aktivnost COX,
a s druge strane, prostaglandin E2 stvaranjem cAMP utice na aktivaciju NOS u submandibularnoj
zlezdi pacova (Borda i sar., 2002). Imajuéi ovo u vidu, mozemo da pretpostavimo da znacajna
interakcija izmedu enzima NOS i COX, na nivou krvnih sudova pljuvacnih Zlezda postoji iu
patoloskim stanjima, kao $to je dijabetes. Sta vise, Li i sar. (2010) su pokazali da u dijabeti¢noj
aorti pacova raste aktivnost enzima ukljucenih u zapaljenje, iNOS i COX-2, koji se medusobno
aktiviraju 1 tako, sinergisticki uti€u na nastanak vaskulopatije. U nasim istrazivanjima, utvrdili
smo znafajno povecanje ekspresije i1 aktivnosti iNOS, pa se ¢ini mogu¢im da je i porast
prostaglandina u dijabetesu rezultat aktivacije enzima ciklooksigenaze u prisustvu iNOS.

Da bi ispitali znacaj razli¢itih izoformi NOS za vazorelaksaciju parotidne arterije u
fizioloskim uslovima 1 dijabetesu, pratili smo efekte selektivnih inhibitora NOS na
vazorelaksantnom dejstvu ACh. U fizioloskim uslovima, eNOS je od primarnog znacaja za
vazorelaksaciju parotidne arterije, jer su nasi rezultati pokazali da se efekt ACh menja u prisustvu
L-NOARG, neselektivnog inhibitora NOS, ali ne i u prisustvu SMT i N, selektivnih inhibitora
iNOS 1 nNOS. Takode, molekularna merenja mRNK iNOS su pokazala da gotovo i nema ove

ekspresije u parotidnim arterijama kontrolnih kuni¢a. Ovde je vazno napomenuti da je merenje
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ekspresije iNOS izuzetno znacajno za uvid u njenu funkciju, jer se regulacija iNOS prvenstveno
odvija na nivou ekspresije mRNK enzima, i za razliku od veéine drugih enzima, kada se jednom
eksprimira, iNOS aktivnost nije u velikoj meri regulisana drugim faktorima (Kleinert i sar.,
2004). S druge strane, funkcionalna i molekularna ispitivanja na parotidnoj arteriji kunica sa
dijabetesom, pokazuju da, dok nNOS nema znacajnu ulogu u vazodilataciji ni u fizioloskim
uslovima ni u dijabetesu, indukovana iNOS dobija znacajnu ulogu u vazodilataciji u dijabetesu.
Naime, u prisustvu visoko selektivnog inhibitora iNOS, SMT, vazodilatatorni efekt ACh na
parotidnoj arteriji kunica sa dijabetesom je znacajno smanjen, a opazeno je i znacajno povecanje
ekspresije mRNK iNOS u arterijama kunica sa dijabetesom u odnosu na kontrolne. Interesantno
je da povecanje ekspresije mRNK iNOS, kao i stvaranje NO poreklom od iNOS, prati smanjenje
ukupnog NO, jer se u dijabetesu inhibitorni efekt L-NOARG smanjuje, dok se inhibitorni efekt
SMT povecava. Ovakav disbalans u stvaranju NO govori u prilog slozenosti odnosa izmedu
eNOS iNOS u parotidnoj arteriji kuni¢a sa dijabetesom. Molekularna ispitivanja ekspresije NOS
izoformi u razli¢itim tkivima u dijabetesu pokazuju da se po pravilu, ekspresija eNOS smanjuje a
iNOS raste (Bojunga i sar., 2004). Mehanizmi regulacije NOS u dijabetesu nisu razjasnjeni, ali
istrazivanja pokazuju da hiperglikemija izaziva aktivaciju enzima protein kinaze C u endotelnim
¢elijama, 1 da ovaj enzim ispoljava negativno dejstvo na transkripciju gena za eNOS, dok
stimulatorno deluje na iNOS ekspresiju (Hirata i sar., 1995). Takode, manjak insulina u
dijabetesu ima za posledicu smanjenje ekspresije eNOS (Kuboki i sar., 2000). iNOS, kao kriti¢ni
molekul u nastanku oksidativno/nitrosativnog stresa, ve¢ pomenutim mehanizmima (v. uvod),
moze da ugrozi stvaranje NO poreklom od eNOS. Jo§ jedan vazan aspekt u razmatranju
interakcije izmedu ovih enzima jeste mogucénost medusobne kompeticije izmedu iNOS i eNOS
po pitanju stvaranja NO, jer oba enzima zahtevaju isti supstrat i kofaktore neophodne za stvaranje

NO. Ovakav vid interakcije dolazi posebno do izrazaja ukoliko su enzimi kolokalizovani, $to
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jeste 1 slucaj u nasim istrazivanjima, na parotidnoj arteriji kunic¢a sa dijabetesom. Naime, nasi
rezultati su pokazali da se inhibitorni efekt SMT (selektivni inhibitor iNOS) na vazodilataciji
izazvanoj ACh opaza kod kuni¢a sa dijabetesom samo na parotidnim arterijama sa ocuvanim
endotelom, §to govori o endotelnoj lokalizaciji iNOS.

Pored pomenutih efekata na funkciju parotidne arterije koja dovodi krv u parotidnu
zlezdu, i time na promene u protoku krvi kroz parotidnu Zlezdu, dijabetes prouzrokuje i direktno
smanjenje sekretorne funkcije ove Zlezde. Naime, naSa in vivo ispitivanja su pokazala da se posle
Sest nedelja eksperimentalnog dijabetesa znac¢ajno smanjuje sekrecija parotidne pljuvacke kunica,
izazvane karbaholom, agonistom muskarinskih holinergic¢kih receptora. Vazno je ista¢i da su
Watanabe i sar. (2001) , ve¢ posle dve nedelje eksperimentalnog dijabetesa, opazili znacajno
smanjenje sekrecije u submandibularnoj i parotidnoj Zlezdi pacova, izazvane pilokarpinom,
drugim agonistom muskarinskih holinergic¢kih receptora. Analiziraju¢i redukovani sijalogogni
efekt pilokarpina, ovi autori su primenom metode vezivanja radioaktivno- obelezenog
kvinuklinidinil benzilata ([3H]quinuclinidinyl benzilate, QNB) pokazali da je kod pacova sa
dijabetesom smanjen broj vezivnih mesta za muskarinski receptor u ¢elijskim membranama
parotidne Zlezde, smanjen afinitet muskarinskih receptora u submandibularnoj zlezdi, i smanjena
jaCina muskarinskih agonista. Medutim, autori nisu analizirali uceS¢e pojedinih podtipova
muskarinskih receptora u sijalogognom efektu muskarinskog agoniste. Postoji pretpostavka da se
u zlezdama koje sadrze mukusne Celije, kakve su submandibularna i sublingvalna Zlezda, na
acinusnim c¢elijama nalaze funkcionalni i M; i Mj; receptori i da je njihova koaktivacija
neophodna za ostvarivanje maksimalnog sekretornog efekta (Tobin i sar., 2006; Culp 1 sar.,
1996). S druge strane, u parotidnoj zlezdi koja sadrzi samo serozne sekretorne ¢elije, M3 receptori

su dominantni i odgovorni za holinergicku sekreciju (Bockman i sar., 2001; Dai i sar., 1991).
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Nasa in vivo merenja parotidne sekrecije, izazvane karbaholom, u prisustvu selektivnih inhibitora
muskarinskih receptora, pokazuju da su M; receptori ukljuceni u holinergicki izazvanu sekreciju
parotidne pljuvacke kunica, i to kako u fizioloskim uslovima, tako i u dijabetesu. Naime,
vrednosti  plIDsy (logaritamske vrednosti srednje inhibitorne doze) za pFHHSID, selektivni M;
antagonist, je znacajno vec¢i od vrednosti pIDsy za metoktramin, selektivni M, , 1 pirenzepin,
selektivni M; antagonist Takode, Cinjenica da se pIDsy za sva tri primenjena antagonista ne
razlikuje znacajno izmedu kontrolnih i1 kunica sa dijabetesom, upucéuje na zakljucak da su M3
receptori u parotidnoj Zlezdi kuni¢a odgovorni za sekreciju pljuvacke i u dijabetesu. Sta vise, nasi
rezultati pokazuju da se pEDsg za karbahol takode, znac¢ajno ne menja kod kunica sa dijabetesom
u odnosu na kontrolne, Sto direktno ukazuje na ¢injenicu da dijabetes ne menja jacinu ovog
agoniste u parotidnoj Zlezdi, a indirektno, da nije promenjen afinitet receptora.

Imajuéi u vidu znacaj NO, kao signalnog molekula u transdukcionom mehanizmu koji
prati aktivaciju muskarinskih receptora i kao neuromodulatora koji ucestvuje u sekretornoj
funkciji pljuvacnih Zlezda (Looms i sar., 2002), od znacaja je bilo ispitati ucescée razlicitih NOS
izoformi u parotidnoj sekreciji kunica, kako u fizioloSkom stanju, tako i u dijabetesu, o ¢emu do
sada nije bilo podataka. Nasa ispitivanja sekrecije parotidne zlezde, izazvane karbaholom, u
prisustvu selektivnih inhibitora NOS, pokazuju da je u fizioloSkim uslovima od primarnog
znaCaja aktivnost nNOS jer je inhibicija sekrecije pljuvacke u prisustvu N, selektivnog
inhibitora nNOS, malo manja (za 15%) od inhibicije izazvane primenom L-NOARG,
neselektivnog inhibitora NOS. Do istog zakljucka su dosli i Sugiya i sar. (2001) u in vitro
ispitivanjima u parotidnim acinusima kuni¢a, gde je imunohistohemijska analiza pokazala
prisustvo samo nNOS izoforme, koja se aktivira stimulacijom muskarinskog receptora. lako su
merenja imunoreaktivnosti u velikim pljuva¢nim zlezdama pacova pokazala prisustvo iNOS i u

fizioloskim uslovima (Rettori i sar., 2000 ), naSa funkcionalna ispitivanja na parotidnoj zlezdi
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kontrolnih kuni¢a pokazuju da se sekrecija pljuvacke izazvana karbaholom znacajno ne menja u
prisustvu SMT, selektivnog inhibitora iNOS. Takode, u parotidnoj zlezdi u fizioloskim uslovima
ekspresija mRNK iNOS nije znacajna. Nasuprot tome, u parotidnoj Zlezdi kuni¢a sa dijabetesom
dolazi do znacajnih promena u aktivnosti razli¢itth NOS izoformi, ukljuenih u smanjenu
sekretornu aktivnost. Pre svega, naSi rezultati pokazuju da u parotidnoj zlezdi kunica sa
dijabetesom dolazi do poveéanja ukupne aktivnosti NOS, jer raste inhibitorni efekt L-NOARG,
neselektivnog inhibitora NOS, na parotidnoj sekreciji. Ovo povecanje aktivnosti NOS se moze
pripisati povecanoj aktivnosti i neuralne NOS 1 inducibilne NOS, posto su inhibitorni efekti
selektivnih antagonista nNOS i iNOS, N" i SMT, znacajno veéi u parotidnoj Zlezdi kunica sa
dijabetesom u odnosu na kontrolne. Takode, ekspresija mRNK iNOS je veca u parotidnim
zlezdama kunic¢a sa dijabetesom u odnosu na kontrolne. Imajuéi u vidu Cinjenicu da je kod
kontrolnih kuniéa inhibitorni efekt N“, selektivnog inhibitora nNOS, manji od inhibitornog efekta
L-NOARG, neselektivnog inhibitora NOS, i da pri tome iNOS nije ukljuena u ovaj efekt, moze
se pretpostaviti delimi¢no ucesc¢e eNOS u fizioloskim procesima sekrecije parotidne pljuvacke
kuni¢a. S druge strane, kod kunica sa dijabetesom inhibitorni efekt L-NOARG na parotidnoj
sekreciji je skoro identian sa inhibitornim efektom koji se postize istovremenom primenom N" i
SMT. Ovo je u saglasnosti sa nalazima da je eNOS prvenstveno lokalizovana u krvnim sudovima
velikih pljuvaénih Zlezda pacova i coveka (Rettori 1 sar. 2000; Soinila i sar. 2006).

Imajuéi sve ovo u vidu, nasi rezultati pokazuju da u dijabetesu, poremecaj sekrecije
parotidne zlezde kuni¢a je, verovatnije, posledica poremecaja transdukcionog signala
muskarinskih receptora u zlezdanom tkivu, a manje verovatno da je posledica promena na nivou
afiniteta i broja receptora.

Skorasnja istrazivanja Turner i sar. (2011) ukazuju na znacajnu ulogu oksidativnog stresa

u nastanku patoloskih promena u pljuva¢nim Zlezdama u toku eksperimentalnog dijabetesa. Ovi
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autori su utvrdili da dijabetes prouzrokuje disbalans u stvaranju reaktivnih kiseoni¢nih radikala,
kao S§to su vodonik peroksid, superoksidni anjon i NO, i antioksidativnih enzima, s druge strane.
Pri tome, medu ovim radikalima postoji porast NO i vodonik peroksida i istovremeno smanjenje
stvaranja superoksidnog anjona. Takode, ista studija je pokazala da postoji srazmeran odnos
izmedu ekspresije i1 aktivnosti enzima peroksidaze i iNOS, i obrnuto srazmeran odnos aktivnosti
1 ekspresije enzima superoksid dizmutaze, kao i da se poremecaj funkcije pljuvacnih Zlezda
javlja ukoliko duze vreme postoji visok nivo vodonik peroksida uz nizak nivo peroksidaza
(Turner 1 sar., 2011). Imaju¢éi u vidu da se jednim od kljuénih molekula u
oksidativno/nitrosativnom stresu smatra iNOS, kao i da do sada nije bilo podataka o ekspresiji
mRNK iNOS u pljuvaénim zlezdama u dijabetesu, nasi rezultati daju znacajan doprinos u daljem
ispitivanju mehanizama odgovornih za nastanak sekretorne hipofunkcije pljuvacnih zlezda u
dijabetesu.

Za razmatranje mehanizama ukljucenih u hipofunkciju pljuvaénih Zlezda u dijabetesu, na
¢elijskom nivou, veoma znacajno je in vitro istrazivanje Fedirka i sar (2006) u submandibularnoj
zlezdi pacova. Naime, ovi autori su pokazali da u dijabetesu dolazi do prekomernog stimulisanog
oslobadanja Ca*" , aktivno$¢u muskarinskih receptora, kao i do smanjene funkcije Ca**- ATP-
aze, §to za posledicu ima smanjenje sadrzaja Ca’'u endoplazmatskom retikulumu (Fedirko i sar.,
2006).

Iako, do sada, nije bilo podataka o znaaju autonomne neuropatije u mehanizmima
odgovornim za hipofunkciju pljuvaénih Zlezda u ranom dijabetesu, istrazivanja smanjene funkcije
drugih sekretornih organa u dijabetesu, kao Sto su bubrezi, pokazuju da i u ranom dijabetesu (4-6
nedelja) postoje znaci periferne i autonomne neuropatije (Fushimi i sar., 1988). Najznacajniji
mehanizam nastanka poremecaja funkcije neurona u toku dijabetesa je oksidativni stres (Negi i

sar., 2011). U naSim istrazivanjima, pokazali smo da dijabetes izaziva veliku ekspresiju mRNK
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iINOS, kao i znacajno povecanje aktivnosti iNOS, ali i povecanje aktivnosti nNOS, i stvaranje
neuralnog NO koji takode moze da doprinese disbalansu u stvaranju NO i oksidativnom stresu.
Imajuéi u vidu da su ovo prvi rezultati o promenama u aktivnosti nNOS 1 iNOS u pljuva¢nim
zlezdama u toku dijabetesa, naknadna istrazivanja su neophodna da bi se objasnile pojedinacne
uloge iNOS 1 nNOS u funkeciji pljuvacnih Zlezda u dijabetesu. Buduca istraZivanja bi trebalo da
ustanove kako smanjiti patoloSko povecanje NO, a pri tome ne narusiti fizioloSku ulogu NO u
sekreciji, a sve to u cilju razvoja novih terapijskih strategija za leCenje hipofunkcije pljuvacnih
zlezda.

U pljuvaénim Zlezdama, cGMP je ukljuen u transdukcione mehanizme, kako
muskarinskih receptora tako i NO (Xu i sar., 1997; Sakai i sar., 2002). Ishikawa i sar. (2002) su
pokazali da u acinusnim ¢elijama pacova u fizioloskim uslovima, transdukcioni signal koji prati
aktivaciju muskarinskih receptora i dovodi do sekrecije, Cini aktivacija nNOS, preko Ca’'i
kalmodulina, i sledstvena stimulacija gvanilatne ciklaze sa pove¢anjem stvaranja cGMP. lako je
na mnogobrojnim animalnim i humanim krvnim sudovima pokazan znacaj NO-cGMP signalnog
puta za regulaciju vaskularnog tonusa (Schulz i sar., 2002; Morgado i sar., 2011), do sada nije
bilo podataka o u¢es¢u cGMP u kontroli tonusa krvnih sudova u pljuva¢nim zlezdama.

Nasi rezultati su pokazali da se bazalni nivo cGMP znacajno povecava u dijabetesu u
odnosu na kontrolne uslove, kako u parotidnoj arteriji tako i u Zlezdi. Do sli¢nih rezultata dosli su
1 Bojunga i sar. (2004) koji su pokazali da je kod pacova bazalno stvaranje cGMP mnogo vece u
dijabetesu nego u fizioloSkim uslovima, u aorti, srcu i bubrezima. S tim u vezi, znaajno je
ponovo ista¢i da u naSim eksperimentima, i u arteriji i u zZlezdi, u dijabetesu raste ekspresija i
aktivnost iNOS. Imajucéi u vidu da nismo direktno ispitivali odnos cGMP i ekspresije drugih NOS
izoformi, treba napomenuti da dijabetes razli¢ito utice na pojedine NOS izoforme kao i aktivaciju

NO-cGMP sistema (Tilton i sar., 1993; Corbett i sar., 1992). Naime, pomenuti autori su na
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animalnim modelima pokazali da dijabetes poveceva ekspresiju i aktivnost iNOS a inhibiSe
eNOS, §to smo indirektno, u funkcionalnim studijama, i mi pokazali, kao i da aktivacija NO-
cGMP sistema u kombinaciji sa oksidativnim stresom doprinosi razvoju endotelne disfunkcije

kod Zivotinja sa dijabetesom.



ZAKLJUCCI

76



77

ACh prouzrokuje koncentracijski i endotelno-zavisnu relaksaciju parotidne arterije
kunié¢a, aktivacijom muskarinskih M; receptora, efekt koji je zna¢ajno smanjen
u dijabetesu

Smanjenje vazorelaksantnog efekta ACh na parotidnoj arteriji kunica,
najverovatnije, nije posledica promena na nivou muskarinskog M3 receptora ve¢
promena u transdukcionom signalu u disfunkcionalnom endotelu.

U osnovi disfunkcije endotela u parotidnoj arteriji kunic¢a sa dijabetesom je
smanjeno stvaranje/oslobadanje NO poreklom iz endotela koje prati pove¢ano
stvaranje/oslobadanje drugih endotelnih faktora, prostaciklina i EDHF,
najverovatnije kao kompenzatorni mehanizam ocuvanja vazodilatacije u
parotidnoj arteriji u dijabetesu.

Uporedo sa zna¢ajnim smanjenjem aktivnosti eNOS, u parotidnoj arteriji kunic¢a sa
dijabetesom, dolazi do znacajnog poveéanja aktivnosti i ekspresije iNOS. S
obzirom da su obe izoforme u parotidnoj arteriji kuni¢a kolokalizovane u
endotelu, i za funkciju su im neophodni isti supstrat i kofaktori, moze se
pretpostaviti da iNOS deluje antagonisticki sa eNOS zbog kompeticije za isti
supstrat i kofaktore ukljucene u stvaranje NO.

Karbahol izaziva dozno-zavisno povecanje sekrecije u parotidnoj Zlezdi kunica,
aktivacijom muskarinskih Mj; receptora, efekt koji je znacajno smanjen u

dijabetesu.
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e Smanjenje sekretornog efekta karbahola u parotidnoj Zlezdi kunica sa dijabetesom,
najverovatnije, nije posledica promena na nivou muskarinskog M; receptora ve¢
promena u transdukcionom signalu uklju¢enom u sekretorni proces.

¢ U parotidnoj Zlezdi kuni¢a sa dijabetesom dolazi do pove¢anja ukupne aktivnosti
NOS za koje je odgovorno poveéanje aktivnosti nNOS i iNOS uz znacajno
povecanje ekspresije iNOS. MoZe se pretpostaviti da prekomerno stvaranje NO,
prvenstveno kao posledica povecanja aktivnosti i ekspresije iNOS, mehanizmom
koji, najverovatnije, ukljucuje oksidativni stres, menja funkciju signalnih
molekula i smanjuje sekreciju parotidne pljuvacke kunica sa dijabetesom.

e U parotidnoj arteriji i Zlezdi kuniéa sa dijabetesom znacajno se pove¢ava bazalna
koncentracija cGMP, osnovnog signalnog efektornog molekula NO. MoZe se
pretpostaviti da promenjena aktivnost NO-cGMP sistema u dijabetesu,
najverovatnije u kombinaciji sa oksidativnim stresom, doprinosi razvoju
endotelne disfunkcije parotidne arterije i sekretorne hipofunkcije parotidne

Zlezde kunica sa dijabetesom.
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