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POPIS KRATICA:

ACE - angiotenzin konvertirajuci enzim (eng. angiotensin converting enzyme)
ACE?2 - angiotenzin konvertiraju¢i enzim 2 (eng. angiotensin converting enzyme 2)
ANG | - angiotenzin |

ANG Il —angiotenzin 11

ANG-(1-7) — angiotenzin-(1-7)

ANG |11 - angiotenzin 11l

ANG IV - angiotenzin IV

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

HBO — hiperbari¢na oksigenacija

HBOT - hyperbaric oxygen treatment

JG stanice — jukstaglomerularne stanice

NEP — neutralna endopeptidaza

NO — dusikov monoksid

PEP — prolil endopeptidaza

pO:2 — parcijalni tlak kisika

RAS - renin-angiotenzin sustav
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1.1. Hiperbari¢na oksigenacija

Hiperbari¢na oksigenacija (HBO) ili terapija hiperbari¢nom oksigenacijom (eng.
hyperbaric oxygen treatment, HBOT) medicinska je metoda koja se koristi u terapijske
ili eksperimentalne svrhe te podrazumijeva upotrebu 100 % kisika pri tlaku ve¢em od
100 kPa (1 bar) (1). HBO najcesce se provodi u specijaliziranim mono komorama gdje
se izlaganje kisiku provodi tako da je cjelokupna unutrasnjost komore ispunjena 100 %
kisikom ili u komorama gdje je smjesSteno vise ljudi ili eksperimentalnih zivotinja
istovremeno. U tom slucaju izlaganje kisiku je preko maske ili endotrahealne cijevi uz
okolne hiperbari¢ne uvjete. Izlaganja su najéesc¢e pod tlakom od dva do tri bara, dok se
medicinski znacajni u¢inci HBO nalaze ve¢ i kod tlaka od 1,4 bara. 1zlaganja se provode
u trajanju od 90 do 120 minuta, a ovisno o indikaciji, mogu se provesti jednom do tri

puta dnevno (2 - 5).

Udisanjem hiperbari¢nog kisika dobije se ¢ak i do 20 puta vise kisika otopljenog u krvi
nego li normalnim disanjem te tri do cetiri puta viSe nego udisanjem kisika pri
normalnom tlaku. Kako Kisik otopljen u krvi lakSe difundira i prema najudaljenijim
stanicama, tako se velikom brzinom moze ispraviti nedostatak kisika u tkivima,
odnosno hipoksija (lokalna i/ili op¢a) (6). Kada se kisik udahne pod povisenim tlakom,
on povecava frakciju slobodnog kisika otopljenog u plazmi te ujedno dovodi do
povecanja arterijskog i parcijalnog tlaka kisika (pO2). Kako kao takav pokazuje povoljni
ucinak u hipoksi¢nim tkivima, metoda hiperbari¢ne oksigenacije primjenjuje se kod
stanja u kojima je izravno ili neizravno smanjena koli¢ina kisika u stanicama i tkivu, s
obzirom na to da ne postoji farmakoloski pripravak kojim bi se izravno povisila

koncentracija kisika u organizmu. (1, 5).

1.1.1. Primjena hiperbari¢ne oksigenacije

Sredinom 1970-ih formiran je odbor za HBOT koji od 1986. godine postoji pod
imenom ,,Undersea and Hyperbaric Medical Society” (UHMS) s ciljem donoSenja

smjernica za primjenu HBO. Ovaj odbor medunarodni je autoritet za HBO i redovito
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pregledava istrazivanja i klini¢ke studije o primjeni HBO te daje preporuke o
indikacijama i u¢inkovitosti (7). Danas prihvaéene indikacije za klinicku uporabu HBO
ukljuCuju plinsku (zracnu) emboliju, akutno otrovanje ugljicnim monoksidom ili
cijanidom, akutne traumatske ishemije (posebno crush i compartment sindrom),
dekompresijsku bolest, kroni¢ne rane (posebice dijabeti¢ne), anemiju uzrokovanu
gubitkom krvi, plinsku gangrenu (klostridijsku infekciju), nekrotizirajuce infekcije
tkiva kao $to su anaerobni celulitis, nekrotizirajuéi fasciitis ili Fournierova gangrena,
kroni¢ni refraktorni osteomijelitis, radijacijsku nekrozu kosti i mekih tkiva, poteskoce s
cijeljenjem koznim presadaka, aktinomikozu (5, 8). Osim odobrenih indikacija, klini¢ka
korisnost HBO i dalje se ispituje u mnogim podru¢jima. HBO takoder nalazi svoju

Siroku primjenu u raznim eksperimentalnim istrazivanjima na animalnim modelima.

lako je terapija hiperbari¢nim kisikom relativno siguran tretman, i ona nosi neke rizike,
a ponajviSe zbog povecanog tlaka i mogucée hiperoksije. Najcesc¢e komplikacije su
barotrauma srednjeg uha i miopija, a moze se javiti i bol u sinusima, katarakta, plu¢na
barotrauma, dekompresijska bolest, klaustrofobija. Takoder, postoji i opasnost od
pozara, pogotovo u mono komorama ispunjenima kisikom. Jedina apsolutna
kontraindikacija za uporabu HBO je nelijeCeni pneumotoraks te obavezno mora

iskljuciti prije tretmana (4, 9).

1.1.2. Fizioloski mehanizmi djelovanja

Primarni mehanizmi djelovanja HBO temelje se na povecanju tlaka okoline 1
parcijalnog tlaka kisika. Prema Boyleovom zakonu, porast tlaka okoline dovodi do
smanjenja volumena plinom ispunjenih prostora, a ovo djelovanje bitno je u lijeCenjem
patoloSkih stanja u kojima su prisutni mjehuri¢i u tijelu pacijenta kao Sto su
dekompresijska bolest i plinska embolija (10). Prema Henryjevom zakonu dolazi do
poveéanja otopljenog kisika u plazmi §to je posljedica povecanog arterijskog
parcijalnog tlaka kisika. Ta hiperoksigenacija posebno je vazna u lijeCenju crush i
compartment sindroma te anemije uzrokovane gubitkom krvi (11). Ako se poveca
arterijski pO., vise kisika moze se dostaviti dublje u tkiva, a povec¢anjem okolnoga tlaka
na 2 - 2,5 bara (standardni tlak HBO) povecava se takoder i kisik otopljen u plazmi.
Tako bi se, u teoriji, u plazmi moglo otopiti dovoljno kisika kako bi se zadovoljili

normalni zahtjevi tijela u mirovanju bez potrebe za hemoglobinom (10).
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Sekundarni mehanizmi  djelovanja  ukljuuju  vazokonstrikciju, angiogenezu,
proliferaciju fibroblasta, inhibiciju toksina i sinergiju antibiotika pa su tako jos neki od
fizioloskih u¢inaka HBO: snazan uc¢inak na smanjenje otoka jer izaziva stiskanje krvnih
zila, poboljSanje cirkulacije krvi i ubrzano stvaranje mreze novih krvnih kapilara,
povecanje obrambene sposobnosti organizma jer povecava sposobnost leukocita,
zaustavlja rast bakterija i ubija ih, poveéanje osjetljivosti stanica zlo¢udnih tumora na
zracenje, potice CiS¢enje od otrova i1 oslobadanje eritrocita od vezanih otrova, potice
cijeljenje kroni¢nih rana i ubrzava zarastanje kosti i hrskavica te pojacava djelovanje

nekih antibiotika i drugih lijekova (6, 11).

1.2. Sustav renin-angiotenzin

Sustav renin-angiotenzin (RAS) hormonski je sustav i jedan je od sustava u
organizmu koji ima bitnu ulogu u regulaciji arterijskog krvnog tlaka, regulaciji perfuzije
tkiva te tjelesnih tekucina i elektrolita (unos natrija i izlué¢ivanje kalija), a pored toga od
vitalnog je znacaja i u mnogim fizioloskim i patofizioloSkim mehanizmima u gotovo
svakom organskom sustavu (12 - 14). S druge strane, ukoliko RAS ne funkcionira
ispravno, moze do¢i do razvoja hipertenzije, sr¢ane hipertrofije i zatajenja srca (15).
Glavna zada¢a ovog sustava je stvaranje vazoaktivnog angiotenzina II (ANG II)
medudjelovanjem razli¢itih supstanci, s ekspresijom njegovih brojnih djelovanja (12).
Istrazivanja pokazuju da gotovo svaki organski sustav u ljudskom tijelu posjeduje
lokalni (tkivni) RAS. Komponente RAS-a prisutne su u perifernim tkivima kao $to su
krvne zile, bubrezi, nadbubrezne Zlijezde, srce i imunoloSke stanice, a od kojih sve
lokalno proizvode ANG Il (14). RAS nije samo endokrini ve¢ je i parakrini i intrakrini
sustav, s obzirom da postoje takoder i dokazi o unutarstanicnom RAS-u koji sudjeluje u

promjenama tijeka Ca®* i aktivaciji gena (12).

1.2.1. Komponente sustava renin-angiotenzin

Rad renin-angiotenzin sustava zapocinje biosintezom renina iz jukstaglomerularnih
stanica (JG stanice) bubrega (16). Renin je prehormon, a oslobada se na podrazaj

snizenja arterijskog tlaka. Osim toga, na otpuStanje renina utjece i aktivacija
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simpatickog Ziv€anog sustava, promjene u izluéivanju NaCl te negativna povratna
sprega putem izravnog djelovanja ANG Il na JG stanice (12). Renin sam po sebi nije u
stanju regulirati arterijski tlak, ali se nakon oslobadanja zadrzava u krvi do 60 minuta i
poti¢e stvaranje angiotenzina I (ANG 1) iz angiotenzinogena, kojeg u najvecem dijelu
sintetizira jetra (17). Dakle, angiotenzinogen se uz pomocu renina pretvara u dekapeptid
ANG |, koji se zatim pomocu angiotenzin-konvertirajuéeg enzima (eng. angiotensin
converting enzyme - ACE), koji se najve¢im dijelom nalazi na endotelnim stanicama
pluca, pretvara u oktapeptid ANG II (12). ANG Il glavna je molekula RAS-a te ima
brojne ucinke u cirkulaciji i bubrezima. SnaZan je vazokonstriktor (posebice u
arteriolama), dovodi do povisenja krvnog tlaka, potice zadrzavanje soli te potice
oslobadanje aldosterona iz nadbubrezne zlijezde. Osim toga, potice proliferaciju,

fibrozu i hipertrofiju te proupalnu aktivnost (13).

ANG I djeluje preko dva farmakoloski razlicita podtipa receptora, AT1 i AT2. Oba
receptora vezana su za G protein, ali se razlikuju po raspodjeli u tkivima i putevima
stani¢ne signalizacije. AT1 receptori zaduzeni su za vazokonstrikciju, podizanje tlaka,
otpustanje vazopresina i aldosterona, rast i stani¢nu proliferaciju. Veéina se funkcija
ANG Il provodi kroz AT1 receptore. AT2 receptori izrazeni su najvise u fetalnom
razdoblju te oni posreduju vazodilataciju, inhibiciju rasta i stani¢nu diferencijaciju te

proizvodnju dusikovog oksida (12 - 14).

Tkivni ANG II moze nastati i alternativno iz ANG I pomocu kimaze, enzima koji se
normalno nalazi u mastocitima (12). Takoder, ANG II moze se razgraditi u cirkulaciji
pomocu aminopeptidaza Sto dovodi do nastanka metabolita ANG III i ANG IV. ANG
III ima sli¢ne u¢inke kao ANG II, ali manje jac¢ine, dok ANG IV povecava protok krvi u

bubrezima i mozgu te tako pokazuje zastitnu ulogu (13).

Jo§ jedan vazan bioloski aktivan metabolit ANG Il je i heptapeptid angiotenzin-(1-7)
(ANG- (1-7)). Nastaje iz ANG Il posredstvom angiotenzin konvertirajuéeg enzima 2
(ACEZ2) ili preko endopeptidaza- neutralne endopeptidaze (NEP) i prolil endopeptidaze
(PEP). Takoder pomocu enzima NEP i PEP moze direktno nastati i iz ANG I (18 - 20).
ANG-(1-7) djeluje suprotno ANG Il protive¢i se mnogim radnjama koje ANG 11
stimulira. Djeluje preko Mas receptora oslobadajuci pritom NO i prostaglandine te
suprotno djelovanju ANG Il uzrokuje vazodilataciju i inhibiciju stani¢nog rasta (21).
Takoder, dovodi do popravljanja endotelne funkcije te za razliku od ANG Il pokazuje

antihipertrofi¢ni i antifibroti¢ni uéinak (12, 21).
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1.3. Dosadasnje poveznice sustava renin-angiotenzin s hiperbari¢cnom

oksigenacijom

Utjecaj HBO na komponente sustava renin-angiotenzin prou¢avan je u nekim
dosadasnjim istrazivanjima. U jednom manjem istrazivanju provedenom na 8§
profesionalnih ronioca ispitivala se razina renina prije, tijekom i nakon izlaganja HBO.
Bili su izloZeni tlaku od 2,5 bara tijekom 60 minuta te nije zabiljeZena promjena u razini
renina (22). Studija provedena na 54 bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca prvog i
drugog stupnja tijekom HBO pokazala je normalizaciju reninske aktivnosti u plazmi, Sto
moze biti povezano s poboljSanim protokom krvi u bubrezima (23). U jednoj studiji u
kojoj se odredivao ljudski serumski proteomski profil, u uvjetima hiperbari¢énog
izlaganja mjeSavini kisika, dusika i argona, deveti dan izmjeren je porast koncentracije
ANG Il (24). U jednom istrazivanju na dijabeti¢nim Stakorima, HBO je znacajno
pojacao vaskularni odgovor na ANG-(1-7) $to bi potencijalno moglo objasniti neke od
uocenih pozitivnih uc¢inaka HBO u patoloskim stanjima, dok se serumska koncentracija
ANG-(1-7) nije znacajno promijenila (25). Rezultati jo§ jednog istrazivanja provedenog
na Medicinskom fakultetu u Osijeku na Sprague-Dawley Stakorima sugeriraju da
intermitentna izloZenost hiperbari¢noj oksigenaciji dovodi do povecanja aktivnosti ACE
u serumu zdravih Stakora, dok takav ucinak nije zabiljezen kod Stakora s dijabetesom
(26). U istrazivanju provedenom takoder na zdravim muskim Sprague-Dawley
Stakorima, ELISA metodom analiziran je u¢inak HBO na serumsku razinu ANG-(1-7).
Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne i HBO skupine (27). U studiji na
novorodenim Stakorima sa fibrozom pluca, poviSen tlak kisika znacajno je povisio
razine komponenti sustava renin-angiotenzin, uklju¢uju¢i ANG, ACE, ANG Il i AT1
receptore (28). Povisena koncentracija kisika takoder dovodi do znacajnog povecanja
RAS komponenata i proizvodnje ANG Il u ljudskim fibroblastima pluca (29), dok je u
fibroblastima plu¢a fetusa hiperoksija dovela do snizenja ACE2 (30). U joS§ jednoj
studiji na novorodenim Stakorima, Stakori koji su uzgajani pod hiperoksijom pokazali su
znacajno visu razinu ANG II, AT1 receptora i ACE od Stakora izloZenih sobnom zraku
(31). Promjene ANG II i ACE mjereni su u razli¢itim tkivima nakon duze izlozenosti
hiperoksiji. U prvoj grupi Stakori su bili izlozeni ¢istom Kisiku, Sest sati pod tlakom od
2,5 bara te se nakon mjerenja razina ANG II i ACE postupno povecavala, dok su u
drugoj grupi bili Stakori izlagani kisiku pod istim tlakom, dva uzastopna dana po dva

puta dnevno u trajanju od 60 minuta te je izmjereno smanjenje razine ANG Il i ACE.



1. Uvod

Doslo se do saznanja kako produljena izlozenosti kisiku moze aktivirati komponente
RAS-a (32).

Iz dosadasnjih istraZivanja jasno je da hiperbari¢na oksigenacija moze izazvati
razne promjene u komponentama sustava renin-angiotenzin. Kako bi se u potpunosti
moglo razumjeti djelovanje HBO, $to je preduvjet adekvatne klinicke i eksperimentalne
uporabe HBO, kao i poznavanje nezeljenih ucinaka i nuspojava HBO, potrebno je
detaljno poznavati stani¢ne i molekularne mehanizme HBO u organizmu. Dio tih
mehanizama ukljucuje potencijalnu interakciju HBO s komponentama sustava renin-
angiotenzin. U ovom radu nastojat ¢e se istraziti ima li HBO utjecaj na plazmatsku

razinu angiotenzina Il kod zdravih Sprague-Dawley Stakora.
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da hiperbari¢na oksigenacija dovodi do povecanja

razine angiotenzina Il u plazmi kod zdravih Sprague-Dawley Stakora.
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3. CILJ

Cilj je ovog istraZzivanja ispitati utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na plazmatsku

razinu angiotenzina Il kod zdravih Sprague-Dawley Stakora, ELISA metodom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Ova je studija ustrojena kao eksperimentalna studija na pokusnim zivotinjama

(Sprague-Dawley $takori).

4.2. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za fiziologiju Medicinskog fakulteta u
Osijeku. Koristeni su zdravi laboratorijski Sprague- Dawley $takori muskog spola. Svi
su Stakori uzgojeni u Vivariju pri Medicinskom fakultetu u Osijeku. Uzgajani su u

prozirnim kavezima sa standardnom hranom i neograni¢enom vodom.
Stakori su bili podijeljeni u dvije skupine:

1)) Kontrolna skupina (N = 8) - zdravi S$takori koji nisu bili izloZeni
hiperbari¢noj oksigenaciji

2.) HBO skupina (N = 8) - Sstakori izlozeni intermitentnoj hiperbari¢noj
oksigenaciji

Postupak cuvanja eksperimentalnih Zivotinja bio je u skladu s Europskom konvencijom
o zastiti kraljesnjaka koji se koriste u eksperimentalne i druge znanstvene svrhe (Vijece
Europe br.123, Strasbourg 1985.) te su poduzete sve mjere kako bi se sprijecila patnja
zivotinja. IstraZivanje je provedeno uz pozitivno misljenje Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Osijek (klasa: 602-04/14-08/06, broj: 2158-61-07-14-124, u
sklopu istrazivanja prof.dr.sc. Ines Drenjancevi¢: ,,Djelovanje kisika na vaskularnu

funkciju u zdravlju i bolesti).

4.3. Protokol hiperbari¢ne oksigenacije

Koristena je istrazivacka hiperbari¢na komora za male eksperimentalne Zivotinje
(proizvoda¢ Puro Dakovi¢, Aparati d.d., Slavonski Brod). Komora je priklju¢ena na

spremnik stlacenog 100 % kisika pri ¢emu se za vrijeme izlaganja cjelokupna
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unutrasnjost komore ispuni kisikom, uz kontrolu tlaka pomocu ventila i mjernih

instrumenata.

U komori se nalazi i apsorpcijsko sredstvo za upijanje izdahnutog CO:
(Dréagesorb 800 Plus, DrigerMedical, Njemacka). Sa svake strane komore nalazi se

okrugli prozor kroz koji se moze pratiti stanje i ponasanje eksperimentalnih zivotinja.

«ABRANJENG l -

KUCKANIE PO &
STAKLIMA ZA S
PROMATRANJE s

S » ~

Slika 1. Hiperbari¢na komora za eksperimentalne Zivotinje (Laboratorij za fiziologiju

cirkulacije, Katedre za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku).

Stakori su bili izlozeni djelovanju hiperbariéne oksigenacije prema standardiziranom
protokolu. Stavljani su u komoru jednom dnevno, cCetiri dana za redom (intermitentno
izlaganje) u trajanju od 120 minuta, uz dodatnih 15 minuta za kompresiju na pocetku te
15 minuta za dekompresiju na kraju postupka. Izlaganje 100 % kisiku se izvodilo pod

tlakom od 2 bara uz protok 2 - 3 L/min.



4. Materijali i metode

4.4. Uzorkovanje i priprema uzorka

Stakori su anestezirani kombinacijom ketamina 75 mg/kg (Ketanest S 25mg/ml,
ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 2,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex
Chiesi Pharma). Nakon djelovanja anestetika, Zivotinje su dekapitirane te su prikupljeni
uzorci krvi radi dobivanja plazme. Uzorci su centrifugirani 20 minuta na 3000 okretaja

te pohranjeni u hladnjak na -80° C do provodenja eksperimenta.

4.5, Odredivanje plazmatske koncentracije ELISA metodom

ELISA (eng. enzyme-linked immunosorbent assay) heterogena je
imunoenzimska metoda koji se temelji na interakciji antigen- antitijelo. Metoda zahtjeva
¢vrstu fazu, a za to se najéeS¢e koriste mikrotitarske plo¢ice. Ovisno koja se ELISA
metoda koristi (izravna ili neizravna), na ¢vrstoj fazi se nalazi poznati antigen ili
specificno antitijelo u koje se dodaje uzorak koji se ispituje te antitijelo ili antigen
obiljezen enzimom. Nakon inkubacije plocica se ispire puferom kako bi se uklonio
viSak nevezanog antigena ili antitijela. Zatim se enzim detektira dodavanjem supstrata i
spektrofotometrijskim mjerenjem enzimske aktivnosti koja je direktno proporcionalna

koli¢ini antigena ili antitijela iz uzorka (33).

S
 m
—) — —)
\( Jerane . Antigen @ Amitiele S  Supstrat
anitijelo vezano za

enzim

Slika 2. ELISA princip (izradila autorica)
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4. Materijali i metode

Koristen je ELISA komercijalni kit za odredivanje razine angiotenzina II u uzorcima
stakorske plazme (BioVendor, Brno, Republika Ceska, Kat. Br. RA05880R). Uzorci
plazme prikupljeni su i analizirani prema uputi proizvodaca, jednako u kontrolnoj i u
HBO skupini. Specificno monoklonsko protutijelo za angiotenzin II imobilizirano je za
jazice mikrotitarske plocice (plocCica s 96 jazica). Nakon imunoloske reakcije i ispiranja,
molekula angiotenzina je kovalentno vezana glutaraldehidom za ploc¢icu preko amino
skupina. Zatim je nakon ispiranja i denaturiranja angiotenzin Il ponovno reagirao s
monoklonskim antitijelom oznacenim acetilkolinesterazom (AChE konjugat). Plocica se
zatim isprala 1 u jazice se dodala otopina supstrata (Ellmanov reagens). AChE konjugat
djelovao je na otopinu supstrata kako bi se dobio zuti spoj. Intenzitet boje ocitan je
spektrofotometrijski i proporcionalan je koli¢ini konjugata vezanog za jazice, 0dnosno

koli¢ini angiotenzina II.

Apsorbancija je o€itana na ¢itacu mikrotitarskih ploéica (ELISA) - BioRad 93200
PR3100 TSC Microplate Reader, na valnoj duljini od 414 nm. Pomo¢u razrjedenja
standarda je prema uputama izradena koncentracijska krivulja te je pomocu nje iz

apsorbancije uzorka i standarda odredena koncentracija angiotenzina II iz uzorka.

PR 3100 TSC

Slika 3. Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica (ELISA)

12



4. Materijali i metode

4.6. StatistiCcke metode

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija. KoriSten je
statisticki program SigmaPlot 11.2 (Systat Software, Inc.). Normalnost raspodjele
(nezavisnih) uzoraka ispitana je Shapiro-Wilk testom. U sluc¢aju normalne raspodjele,
razlike izmedu kontrolne i eksperimentalne skupine analizirane su pomocu studentovog
t- testa, a u slucaju da raspodjela nije bila normalna upotrijebljen je Mann-Whitney U

test. Razlika se smatrala statisticki zna¢ajnom uz P < 0,05.
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5. REZULTATI

U istrazivanju su koriSteni zdravi muski Sprague-Dawley Stakori kojima je prije

I nakon izlaganja HBO izmjerena tjelesna masa i GUK. Rezultati su prikazani kao

aritmetiCka sredina i standardna devijacija.

Tablica 1. Tjelesna masa i razina glukoze u krvi (GUK) s obzirom na izlaganje

hiperbaricnoj oksigenaciji (HBO).

5. Rezultati

Masa () GUK (mmol/L)
Kontrola 372,87 (38) 6 (0,4)
HBO 341,5 (36) 6,063 (0,7)

ELISA metodom analiziran je u¢inak HBO na plazmatsku koncentraciju ANG Il u
zdravih S$takora. Slika 4. prikazuje rezultate. Nema statisticki znacajne razlike u

koncentraciji ANG II (pg/ml) izmedu kontrolne (4,288 (1,3)) i HBO skupine (4,279

(0,72)) (P = 0,328, Mann Whitney U test).
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5. Rezultati

W Kontrola
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Slika 4. Plazmatska koncentracija ANG II u zdravih S$takora, odredena ELISA
metodom. N [kontrola] = 8, N [HBO] = 8. Stupci oznacuju aritmeti¢ku sredinu, a

okomita crta s grani¢nikom standardnu devijaciju.
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

HBO medicinska je metoda koja podrazumijeva upotrebu 100 % kisika pri tlaku
iznad razine atmosferskog tlaka, najées¢e 2,0 do 2,5 bara te se koristi u terapijske ili
eksperimentalne svrhe. Budu¢i da je kisik iznimno reaktivna molekula, pod njegovim
utjecajem izmedu ostaloga moze do¢i do promjene izrazajnosti razli¢itih enzima te
promjene proizvodnje njihovih metabolic¢kih produkata (34). Kao $to je ve¢ navedeno,
sustav renin-angiotenzin ima kljuénu ulogu u regulaciji arterijskog krvnog tlaka,
vaskularnoj funkciji te regulaciji homeostaze elektrolita i tjelesnih tekucina, a njegov
konacni produkt ANG II ima brojne ucinke u cirkulaciji i bubrezima. lako, unatoc¢
dugogodisnjoj eksperimentalnoj uporabi tocna saznanja o mehanizmima djelovanja
HBO nisu potpuna, neka dosadasnja istrazivanja pokazala su da bi hiperbari¢ni uvjeti
mogli dovesti do promjena koncentracije ili u¢inka nekih komponenti sustava renin-

angiotenzin, (22 - 32) sto se u ovom radu nastojalo i dodatno istraziti.

Ova studija ispituje utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na plazmatsku razinu ANG Il kod
zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora. U prvoj skupini bili su zdravi netretirani
Stakori (kontrola), dok su u drugoj skupini bili Stakori izlozeni djelovanju intermitentne
hiperbari¢ne oksigenacije (HBO skupina). Mjerenje razine ANG Il napravljeno je
ELISA metodom prema standardiziranom protokolu na uzorcima plazme. Rezultati
ELISA metode pokazali su da HBO ne mijenja znacajno plazmatsku razinu ANG II kao
Sto je vidljivo na slici 4, nasuprot pocetnoj hipotezi gdje je predvideno poveéanje razine
ANG Il. Kao §to je ve¢ navedeno, prijasnji radovi pokazali su razlicite rezultate o
utjecaju HBO na komponente sustava renin- angiotenzin. Tako je izmedu ostaloga
otkriveno kako poviSen tlak kisika dovodi do smanjenja razine ANG Il i ACE pri
izlaganju kisiku dva uzastopna dana, dva puta dnevno u trajanju po 60 minuta, pod
tlakom od 2,5 bara (32) te smanjenja razine ACE2 kod izlaganja > 95 % kisiku 72 sata
(30), ne mijenja razinu renina, ANG-(1-7) (22, 25, 27) ili dovodi do porasta razine
ACE pri istom intermitentnom protokolu kao u ovom radu (26), dovodi do porasta
razine ANG II, ACE i AT1 receptora izlaganjem > 95 % kisiku tjedan dana (28, 31) te
porasta razine ANG Il i ACE pri izlaganju Kisiku 6 sati pod tlakom od 2,5 bara (32).

Rezultat ovog istrazivanja u kojem HBO znacajnije ne mijenja razinu ANG II u plazmi,
uzimajuéi u obzir dobivene opre¢ne rezultate dosada$njih istrazivanja, pokazuje da u
danom eksperimentalnom protokolu (intermitetnog izlaganja na gore opisani nacin), u
zdravih Sprague-Dawley Stakora, HBO nije znacajnije utjecala na razinu komponenata
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6. Rasprava

sustava renin-angiotenzin (22, 25, 27). Te opre¢ne rezultate moguce je povezati s
koristenjem razliitih protokola hiperbari¢ne oksigenacije, odnosno uporabom druk¢ijeg
tlaka kisika, vremena izlaganja ili eksperimentalnih modela i tjelesnih uzoraka uopce.
Takoder, vazno je napomenuti kako su dobiveni rezultati vrlo vazni za unaprjedenje
saznanja i razumijevanja u¢inaka HBO u cirkulaciji. Podatak da HBO ne mijenja bitno
plazmatsku koncentraciju ANG II pridonosi boljoj interpretaciji opazenih uc¢inaka HBO
na vaskularnu funkciju, primjerice na pojacanje vaskularnih odgovora na ANG-(1-7)
(25). S obzirom da bi razli¢ita koncentracija ANG II u HBO mogla utjecati na
vaskularne odgovore na ANG-(1-7), jednaka koncentracija u HBO skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu sugerira da HBO ima direktan u€inak na promjenu same vaskularne
reaktivnosti. Nadalje, podaci dobiveni ovim istrazivanjem uspostavljaju referentne
podatke ucinka HBO na plazmatsku koncentraciju ANG II za specifi¢ni protokol koji se
koristi za istraZivanje intermitentnog izlaganja HBO u Laboratoriju za istraZivanje
cirkulacije Medicinskog fakulteta u Osijeku. Taj konkretni protokol veé je viSe puta
koriSten za istrazivanja HBO te ¢e i za brojna buduéa istrazivanja koja ¢e koristiti ovaj
HBO protokol dobiveni podaci o ANG Il koncentraciji biti referentni i time temelj za

interpretaciju buducih rezultata.
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7. Zakljucak

7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti da
hiperbari¢na oksigenacija ne utjee znacajno na plazmatsku razinu angiotenzina Il kod

zdravih Sprague-Dawley $takora.
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8. Sazetak

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj je ovog istrazivanja ispitati utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na

plazmatsku razinu angiotenzina Il kod zdravih Sprague-Dawley Stakora.
Nacrt studije: Istrazivanje je eksperimentalna (pokusna) studija.

Materijali i metode: U istrazivanje su bili ukljuceni zdravi laboratorijski Sprague-
Dawley $takori muskog spola, podijeljeni u dvije skupine: Kontrolna skupina (N = 8) -
zdravi netretirani Stakori t¢ HBO skupina (N = 8) - Stakori izloZeni intermitentnoj
hiperbari¢noj oksigenaciji (Cetiri dana po dva sata, pod tlakom od 2 bara). Nakon
anestezije, Stakori su dekapitirani te su prikupljeni uzorci krvi i centrifugirani kako bi se
dobila plazma. 1z uzoraka plazme spektrofotometrijskom metodom ELISA odredena je

koncentracija angiotenzina Il.

Rezultati: Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u koncentraciji ANG II izmedu

kontrolne i HBO skupine.

Zakljucak: Hiperbari¢na oksigenacija, u okviru specificnog koristenog protokola, ne
mijenja znacajno razinu angiotenzina Il u plazmi zdravih muskih Sprague-Dawley

Stakora.

Kljuéne rije¢i: angiotenzin 11; ELISA; hiperbari¢na oksigenacija

19



9. Summary

9. SUMMARY

The effect of hyperbaric oxygenation on plasma angiotensin Il levels in healthy

Sprague-Dawley rats

Objective: The objective of this study is to determine the effect of hyperbaric
oxygenation on plasma angiotensin Il levels in healthy Sprague-Dawley rats.

Study design: The study is structured as an experimental study.

Material and methods: The study included healthy male Sprague-Dawley lab rats,
divided into two groups: Control group (N = 8) - healthy untreated rats and HBOT
group (N = 8) - rats exposed to intermittent hyperbaric oxygenation (4 days at 2 hours,
under pressure of 2 bar). After anesthesia, the rats were decapitated and blood samples
were collected and centrifuged to obtain plasma. Plasma samples were determined by

the spectrophotometric method ELISA for concentrations of angiotensin I1.

Results: No statistically significant difference in ANG Il concentration were found
between the control and HBO groups.

Conclusion: Hyperbaric oxygenation, in the context of the specific protocol that has
been used, does not significantly alter plasma angiotensin Il levels in healthy male
Sprague-Dawley rats.

Keywords: angiotensin Il; ELISA; hyperbaric oxygenation
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