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POPIS KRATICA
1 atm — 1 atmosfera

AA — arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)
A-HBOT skupina - skupina stakora izlozena akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

BKca- 0 kalciju ovisni kalijevi kanali velike vodljivosti (engl. large-conductance calcium-

activated potassium channels)

Ca* - kalcijev ion

CAMP — ciklicki adenozin monofosfat

COX-1 — ciklooksigenaza-1

CTRL skupina — kontrolna skupina $takora

ED - endotelna disfunkcija (engl. endothelial dysfunction)

EDCH - endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelial-derived constricting factors)

EDHF — endotelni hiperpolarizirajué¢i ¢imbenici (engl. endothelial-derived hyperpolarization

factors)

EDRF- endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors)
eNOS- endotelna dusik-oksid sintaza (engl. endothelial nitric-oxide synthase)

ET-1 - endotelin-1

FID — protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation)

HBO: — hiperbari¢na oksigenacija (engl. hiperbaric oxygenation)

HBOT - terapija hiperbari¢nim kisikom (engl. hiperbaric oxygen therapy)

H.0, — vodikov peroksid

HSD - visoko-slana dijeta (engl. high-salt diet)

INOS - inducibilna dusik-oksid sintaza (engl. inducible nitric-oxide synthase)



K* - kalijev ion
Katp — adenozin trifosfat-kontrolirani kalijevi kanali (engl. ATP-sensitive potassium channel)
Kca — 0 kalciju ovisni kalijevi kanali (engl. calcium-activated potassium channels)

NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat (engl. nicotin amide adenine dinucleotide

phospate)

NNOS - neuronska dusik-oksid sintaza (engl. neuronal nitric-oxide synthase)
NO — dusikov oksid (engl. nitric oxide)

NOS — dusik-oksid sintaza (engl. nitric-oxide synthase)

Oz — molekularni kisik

O, *~ - superoksidni anion

* OH - hidroksilni radikal

pCO: — parcijalni tlak ugljikova dioksida

PO — parcijalni tlak kisika

PG - prostaglandini

PGI; — prostaglandin I, (prostaciklin)

PGIS — prostaciklin sintaza

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)
SD Stakori - Sprague — Dawley Stakori

TX - tromboksan

TXA: — tromboksan Az

VMSC - vaskularne glatke miSi¢ne stanice (engl. vascular smooth muscle cell)



uvoD

1. UvOD

1.1. Endotel i vaskularna reaktivnost

Godinama se smatralo da je endotel samo jednostavna selektivno propusna barijera koja
dijeli stijenku krvnih Zila od krvotoka, no danas se zna da je endotel odgovoran za odrzavanje
vaskularne homeostaze (1). Svojom strukturom je vrlo jednostavan, medutim ima brojne
fizioloske uloge: sudjeluje u kontroli vaskularnog tonusa, regulira proliferaciju glatkih misi¢nih
stanica i regulira interakcije stanica, inhibirajuéi agregaciju trombocita i adheziju monocita,
koji ¢ine vazan korak u patogenezi ateroskleroze. Endotel ima klju¢nu ulogu u regulaciji

kardiovaskularne homeostaze otpustajuci razlicite vazoaktivne faktore (2).

Endotel oslobada endotelne ¢imbenike relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing
factors, EDRF), od kojih su najvazniji dusikov oksid (engl. nitric oxide, NO) i prostaciklin
(PGIl;) te endotelne hiperpolariziraju¢e  Cimbenike (engl. endothelium-derived
hyperpolarization factors, EDHF). Osim vazoaktivnih ¢imbenika, endotel oslobada i ¢imbenike
vazokstrikcije, odnosno endotelne ¢imbenike kontrakcije (engl. endothelial-derived
constricting factors — EDCF), a medu njima su najznacajniji endotelin (ET-1) i tromboksan A
(TXA2) (3). Dusikov oksid glavni je posrednik vazodilatacije (4). Kratkozivu¢i slobodni
radikal, mase svega 30 Da, koji ima nespareni elektron u vanjskoj ljusci ¢ine NO malom i
jednostavnom signalnom molekulom s nizom brojnih uloga u fiziologiji sisavaca. NO je
lipofilna molekula te kao takva lako difundira kroz stani¢ne membrane i ima kratak poluzivotni
vijek. Uzevsi u obzir da je signalna molekula, regulira kljuéne procese poput vazorelaksacije,
vaskularne permeabilnosti, regulacije gena, neuronske komunikacije, lu¢enja hormona i sl. (5).
Vazodilatacijsko djelovanje NO-a utjece na kontrolu bazalnog protoka krvi, a abnormalnosti u
njegovoj proizvodnji mogu dovesti do Sirokog spektra patoloskih stanja (6-8). Smanjeno
djelovanje NO-a, odnosno njegova smanjena sinteza dovodi do povecane vazokonstrikcije i
povisenog arterijskog krvnog tlaka. S druge strane, prekomjerna proizvodnja NO-a uzrokuje
vazodilataciju i snizavanje krvnog tlaka (7). NO se sintetizira uz pomo¢ enzima NO-sintaze
(NOS). NOS je enzim koji u pravilu katalizira pretvorbu L-arginina u L-citrulin i dusikov oksid,
ali ponekad umjesto NO-a moze do¢i dostvaranja reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). Postoje
3 izoforme NO-sintaze: neuronska (NNOS), endotelna (eNOS) i inducibilna (iINOS). Sve
izoforme koriste L-arginin kao supstrat, a nikotinamid adenindinukleotid fosfat
(engl.nicotinamide adenine dinucleotide phospate, NADPH) i molekularni kisik kao
kosupstrate (8-10).
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Budu¢i da je endotel vazan u odrzavanju vaskularnog tonusa, vazoaktivni i
vazokonstriktivni ¢imbenici koje oslobada moduliraju kontraktilno stanje u vaskularnim
glatkim misi¢nim stanicama (engl. vascular smoot muscle cell, VMSC). Dode 1i do ostecenja
endotela, smanjuje se oslobadanje vazorelaksanata, a povecava proizvodnja vazokonstriktora,
ET-11 TXA2(11). Tromboksan A; je produkt metabolizma arahidonske kiseline. Arahidonska
kiselina (engl. arachidonic acid, AA) sastojak je fosfolipida staniéne membrane, gdje ima ulogu
u stanicnoj signaliziciji 1 kao lipidni sekundarni glasnik regulira signalne enzime. Pomocu
enzima coklooksigenaze (COX), AA se metabolizira u prostaglandine (PG), prostaciklin i
tromboksan (TX). Uz TXA: vrlo vazan ¢imbenik vazokonstrikcije je endotelin (ET-1), koji
djeluje kao prirodni pandan vazodilatacijskom dusikovom oksidu. ET-1 doprinosi vaskularnom
tonusu i regulira stani¢nu proliferaciju, a razli¢iti ¢imbenici poput Zilnog stresa, angiotenzina II
te trombina, pojacavaju njegovo lucenje. Nasuprot tome, medijatori poput NO-a, ciklickog
GMP-a, atrijskog natriuretskog peptida i prostaciklina smanjuju oslobadanje endogenog ET-1.
Stoga se u normalnim uvjetima ucinci ET-1 pazljivo reguliraju inhibicijom ili stimulacijom

oslobadanja ET-1 iz endotela (12,13).

1.2.  lonski kanali; BKca i Kate kanali

Ionski kanali predstavljaju specificne makromolekularne transportne sustave u stani¢noj
membrani koji olakSavaju prolazak iona kroz fosfolipidni dvosloj. Jedinstveni su po svojoj
selektivnosti, jer je svaki ionski kanal propustan za specificne ione, npr. kalijevi kanali
dopustaju prolaz samo kalijevim ionima, a sprjeavaju prolaz natrijevih iona. Uz selektivnost,
za aktivaciju pojedinih ionskih kanala je vazno i to da se mogu aktivirati ovisno o nekom
specificnom podrazaju. Specificni podrazaj moze uzrokovati promjene membranskog
potencijala, a za to su zasluzni naponski kanali ¢ija aktivacija ovisi o promjeni naboja.
Najznacajniji ionski naponski kanali su natrijevi, kalijevi 1 kalcijevi kanali. VMSC izraZavaju
nekoliko vrsta kalijevih kanala, a to su o kaliju ovisni kalcijevi kanali (engl. calcium-activated
potassium channels, Kca ) te ATP ovisni kalijevi kanali (engl. ATP-sensitive potassium channel,
KaTtp) koji sudjeluju regulaciji i modulaciji miSi¢nog tonusa. Funkciju ionskog kanala takoder

moduliraju vazokonstriktori i vazodilatatori (14-16).

Kalijevi kanali s velikom provodljivosti, kako im i samo ime govori, provode velike
koli¢ine kalijevih iona kroz stanicnu membranu. Lokalizirani su u mitohondrijima,
endoplazmatskom retikulumu, jezgri i Golgijevom aparatu, a njihova sposobnost odrzavanja

ravnoteZe unutarstani¢ne i izvanstani¢ne koncentracije K* i Ca?* iona utje¢e na membranski

.....
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aktivirani vezanjem iona magnezija ili kalcija. Kada se na njih veze kalcij oni se nazivaju 0
kalciju ovisni kalijevi kanali velike vodljivosti (engl. large-conductance calcium- activated
potassium channels, BKca). K™ kanali aktivirani naponom i o kalciju ovisni kalijevi kanali
velike vodljivosti vazan su regulator membranske podrazljivosti u raznim stanicama i tkivima,

a vrlo su izrazeni u zivéanom sustavu kraljeznjaka gdje reguliraju neuronsku podrazljivost (17).

Porast unutarstani¢nog Ca?* i aktivacija Kca kanala na endotelu induciraju hiperpolarizaciju
endotela (18). Hiperpolarizaciju i opustanje glatkog misi¢ja posreduju i Katp kanali, koji se
nalaze na glatkim misi¢nim stanicama krvnih zila. Poveéana koncentracija NO-a aktivacijom
Katp kanala uzrokuju hiperpolarizaciju staniéne membrane, $to je razlog sprijeCenog ulaska
kalcija kroz kalcijske naponske kanale. Katp kanali su zatvoreni u fizioloskim uvjetima, a
aktiviraju se za vrijeme tkivne hipoksije zbog povecane koncentracije laktata i vodikovih iona

te smanjene koncentracije ATP-a (19).

1.3.  Reaktivni kisikovi spojevi i oksidativni stres

Za sve zive aerobne vrste srediSnja molekula stanicnog disanja je molekularni kisik. Prije
otprilike 2,5 milijarde godina, uslijed procesa fotosinteze kod cijanobakterija, porasla je
koncentracija molekularnog kisika (O,) u atmosferi, $to je dovelo do evolucije aerobnog
disanja, te razvoju sloZenih eukariotskih organizama. Buduc¢i da se u vanjskoj ljusci
molekularnog Kisika nalaze 2 nesparena elektrona on je jak oksidans. Oksidansi su tvari koje
primaju elektrone, to jest mogu se reducirati. Kako bi se kisik §to prije vratio u stabilno stanje
potrebne elektrone uzima iz bjelanCevina, masti te ugljikohidrata. Dode 1i do reakcije s
navedenim biomolekulama, vanjska ljuska se popuni s nesparenim elektronima, a na taj nacin
se produciraju reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species, ROS). U skupinu
reaktivnih kisikovih spojeva pripadaju atomarni kisik (10,), superoksidni anion, vodikov
peroksid (H,0.), hidroksilni radikal (¢ OH), peroksilni radikal (ROO ) i hipokloritna kiselina
(HOCI) (20,21).

U zdravim jedinkama postoji ravnoteZa izmedu slobodnih radikala i antioksidativne obrane,
ali ta ravnoteza nije savrSena i stanice nisu u mogucénosti potpuno eliminirati reaktivne vrste.
Stanje neravnoteze izmedu oksidansa i antioksidansa se naziva oksidativni stres. Do njega
dolazi zbog prekomjerne produkcije reaktivnih kisikovih vrsta i smanjene moguénosti njihove
neutralizacije u organizmu (22). Oksidativni stres ima znacajan utjecaj na vaskularnu

reaktivnost, $to potvrduju brojne studije; npr. visoko-slana dijeta (engl. high-salt diet, HSD)
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povecava razinu oksidativnog stresa Sto uzrokuje oslabljen vaskularni odgovor na razlicite

podrazaje, i to u animalnim (23), ali i humanim istrazivanjima (24).

Antioksidansi su mogu ukloniti ili neutralizirati reaktivne spojeve, kao i njihove
meduprodukte. Djelovanje antioksidansa moze biti enzimsko ili neenzimsko. Superoksid
dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza predstavljaju najvaznije enzimske antioksidanse,
prva su prva linija obrane od ROS-a jer preveniraju njihovo formiranje (25). S druge strane,

neenzimatski obrambeni sustav ukljucuje vitamine, karotenoide, aminokiseline i peptide (26).

Kada je organizam izloZzen blagom oksidativnom stresu sposoban je prilagoditi se 1 upravo
iz tog razloga organizam moze podnijeti poviSene koncentracije slobodnih radikala (26).
Prilagodljivost organizma na oksidativni stres mogu pojasniti prethodna istrazivanja na Katedri
za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek, u kojima se ispitivao akutni i
intermitenti utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije (engl. hiperbaric oxygenation, HBO>). Pri
akutnom izlaganju hiperbariénom kisiku povec¢ao se oksidativni stres u plazmi, dok
intermitentno izlaganje mijenja metabolicke putove koji sudjeluju u vazorelaksaciji, no ne

utjece na razinu oksidativnog stresa (27).

1.4. Protokom potaknuta dilatacija (FID)

Protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation, FID) vazan je mehanizam za
osiguravanje vaskularne homeostaze te perfuzije tkiva, a ovisan je o endotelu (2). Strujanje krvi
uzrokuje povecanje sile smicanja sto potice stvaranje endotelnih vazoaktivnih tvari, poput NO-

a i prostaciklina (28).

Smanjena biodostupnost NO-a do koje dolazi zbog oksidativnog stresa, narusava protokom
potaknutu dilataciju. Kako bi se FID oporavio, odnosno kako bi se omoguc¢io nesmetani protok,
aktiviraju se faktori koji kompenziraju manjak NO-a. Manjak glavnog vazodilatatora se
nadomjesta s ostalim ¢imbenicima relaksacije poput prostaciklina i EDHF (29). U prethodnim
istrazivanjima koja su provedena na Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Osijek se proucavao efekt hiperbari¢ne oksigenacije kod zdravih SD §takora, a dokazano je da
akutni utjecaj hiperbari¢ne oskigenacije uzrokuje povecani oksidativni stres (27). Istrazivao se
takoder i akutni utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na protokom potaknutu dilataciju, gdje je
potvrdeno da se u akutnom izlaganju hiperbaricnom kisiku znacajno smanjila protokom
potaknuta dilatacija. Nadalje, kako bi se istrazilo koja je uloga endotela u FID-u, primijenjene
su vazoaktivne supstance — acetilkolin i natrijev nitropursid. Vazodilatacijski ucinak

acetilkolina je ovisan o endotelu, dok s druge strane vazodilatacijski ucinak natrijevog
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nitroprusida ne ovisi o endotelu. KoriStenjem navedenih vazodilatatora dokazano je acetilkolin
uzrokuje razlike u vazodilataciji , dok ta razlika ne postoji nakon primjene natrijevog

nitroprusida, $to naglaSava vaznost endotela u mehanizmu FID-a (30).

1.5. Hiperbari¢naoksigenacija (HBO>)

Hiperbari¢na oksigenacija je tretman koji opisuje medicinsku primjenu ¢istog (100%-tnog)
kisika u uvjetima tlaka veceg od 1 atmosfere (1atm). Dokazano je da je terapija hiperbari¢nim
kisikom (engl. hiperbaric oxygen therapy, HBOT) koristan dodatak u lijeenju raznih stanja
poput embolije, trovanja ugljikovim monoksidom, plinske gangrene, dekompresijske bolesti te
zacjeljivanja rana (31). HBOT takoder ima vaznu ulogu u lije¢enju raznih stanja povezanih s
vaskularnom patologijom. Klini¢ki, mozda najvaZzniji efekt je na lijeCenje ulkusa u dijabeticara,
lijeCenje 1 oporavak nakon mozdanog i sréanog udara te na smanjenje plaka u aterosklaerozi
(32). Lijecenje hiperbari¢énim kisikom moze biti korisna pomo¢na terapija kod navedenih
poremecaja smanjene oksigenacije tkiva i perfuzije. Medutim, uéinci hiperbari¢ne oksigenacije
ne mogu se jednostavno objasniti kao kompenzacija deficita kisika. Hiperbari¢na oksigenacija
ima mnogo Siri utjecaj i ima sposobnost promijeniti ekspresiju proteina, modulirati signalne

putove i utjecati na vaskularnu strukturu i funkciju (33,34).

Pozitivni u¢inak kisika u tretmanu hiperbari¢ne oksigenacije je u ovisnosti o tlaku i vremenu
primjene terapije. Povecanje tlaka kisika, moZe pridonijeti pove¢anju koncentracije reaktivnih
kisikovih spojeva u krvi i tkivu, ostavljajuc¢i tako utjecaj na hemodinamiku i vaskularnu
funkciju. Neadekvatna antioksidativna aktivnost moze pridonijeti stvaranju patogenih
promjena (27,34). Prethodna istrazivanja na Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Osijek pokazala su da se u akutnoj izlozenosti HBO2 povecala razina oksidativnog
stresa, nadalje sistoli¢ki i dijastoli¢ki krvni tlak se smanjio, kao i ph i pCO2 dok se parcijalni
tlak kisika povecao. Usporedno, intermitentna terapija hiperbaricnim kisikom obnovila je
vaskularnu relaksaciju (27). Stoga zaklju¢ujemo da HBOT ima utjecaj na vaskularnu funkciju

ovisno o protokolu primjene.



HIPOTEZA

1. HIPOTEZA

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja je da izlozenost akutnoj hiperbari¢noj
oksigenaciji ima znacajan utjecaj na aktivnost ionskih kanala ukljuc¢enih u mehanizam

vaskularne reaktivnosti.



CILJEVI ISTRAZIVANJA
2. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1) Odrediti ulogu BKcai Katp ionskih kanala u mehanizmu protokom potaknute dilatacije
(FID);

2) Odrediti utjecaj akutne hiperbari¢ne oksigenacije na aktivnosti BKca i Katp kanala u

mehanizmu protokom potaknute dilatacije.
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4.1. Eksperimentalne skupine

Ovo istrazivanje je provedeno kao eksperimentalna studija u sklopu Laboratorija za fiziologiju
cirkulacije na Medicinskom fakultetu Osijek. Materijal za istrazivanje su bili modeli izoliranih
krvnih zila mozga SD Stakora, koji su u vlasnistvu Katedre za fiziologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta Osijek. Koristeni su Stakori starosti 9 do 11 tjedana, a svi su iz vlastitog

uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu Osijek.
Pokusni stakori bili su podijeljeni u 2 skupine:

1) CTRL skupina — kontrolna skupina zdravih, netretiranih Stakora (N=12);

2) A-HBOT - stakori izloZeni akutnom djelovanju hiperbari¢ne oksigenacije u
barokomori 2 sata i odmah po zavrsetku izlaganja zrtvovani (Rekompresijska

komora za eksperimente 110L, Puro Pakovi¢, Aparati d.d., Slavonski Brod) (N=12)

U vremenu trajanja protokola Zivotinje iz obje skupine su imale dostupnu standardnu hranu za

laboratorijske glodavce (Mucedola, Italija) i bile su pri svijesti.

4.2. lzlaganjeakutnojhiperbari¢nojoksigenaciji

Akutne terapija hiperbari¢cnom oksigenacijom provodila se prema standardiziranom protokolu.
Po smjestanju pokusnih Zivotinja u barokomoru uslijedila je kompresija u vremenu od 15
minuta 2,0 atm uz otvoreni ventil za kompresiju (dekompresijski ventil je za to vrijeme bio
zatvoren) i pustanje Kisika u barokomoru. Kada se postigao tlak od 2,0 atm, kompresijski ventil
je zatvoren i zivotinje su izloZene djelovanju 100 %-tnog Kisika. Vrijeme trajanja postupka je
iznosilo 2 sata uz protok 2-3 I/min. Uz Stakore je u komoru smjesStena i mala koli¢ina granula
kalcij-hidroksida, natrij — hidroksida i etilvioleta (Draegersorb 800 Plus, Draeger Medical) koje
su posluzile za upijanje izdahnutog ugljikova dioksida (CO,). Nakon isteka 2 sata, otpustenje
ventil za dekompresiju, a dekompresija je trajala 15 minuta. Stakori su nakon HBOT bili

Zrtvovani.
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Slika 1. Rekompresijska komora za eksperimente 110L, Duro Dakovié, Aparati d.d.,
Slavonski Brod (izvor: original autorice rada)

4.3.  Proces izolacije srediSnje moZdane arterije

Po zavrsetku terapije hiperbari¢nim kisikom, pokusne su Zivotinje izvagane, te anestezirane
kombinacijom ketamina75 mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 0,5
mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma) iza toga je izvrSena
dekapitacija giljotinom. Pomoc¢u mikrokirur§kog pribora i operacijskog mikroskopaizolira se
srediSnja mozdana arterija te se postavi izmedu staklenih mikropipeta. Kako bi odradili
navedeni dio protokola koristili smo DMT Pressure Myograph System (Model 110P), na ¢ijem

je zaslonu bio prikaz izolirane sredi$nje mozdane arterije.
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Slika 2. Sustav tlacnog miografa — DMT (izvor:original autorice rada)

4.4. Odredivanje protokom potaknute dilatacije i aktivnosti BKca i Katp ionskih
kanala

Krvna je zila postavljena izmedu 2 staklene mikropipete (vanjskog promjera ~ 100-200 pum)
koje su smjesStene u komorici ispunjenoj toplom (37 C) fizioloskom slanom otopinom (PSS,pH
= 7.4 £ 0.05; sastava (umM / 1): 119 NaCl, 4.7 KCI, 1.17 MgS04, 1.6CaCl2, 1.18 NaH2PO4,
24 NaHCO3, 0.026 EDTA i 5.5 glukoze). Sustav je kontinuirano oksigeniran smjesom plinova
21% 02, 5% CO2 i balans N2. Nakon sto je arterija postavljena u komoricu inkubirana je 60
minuta pri tlaku od A80 mmHg ( P1 je 80 mmHg, P2 0 mmHg) radiprocijene osnovnog
(bazalnog) promjera. SredisSnja mozdana arterija je snimana infracrvenom kamerom, ¢iji je
prikaz bio vidljiv na monitoru. Biljezene su promjene u promjeru krvne Zzile. Poslije

inkubacije, krvna zila je bila izlozena protoku koji se postigao na nacin istodobne

promjeneulaznog (inflow) i izlaznog (outflow) tlaka (tlacni gradijenti A10, A20, A40, A60 i

10
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A100 mmHg). Gradijent tlaka rezultirao je nastankom protoka pripremljene PSS otopine kroz

krvnu zilu. ZavrSetkom odredivanja FID bazalnih vrijednosti promjera zile

koju smo izolirali, izmjeren je odgovor krvne Zile na agoniste ionskih kanala, to¢nije BKca i

KaTep.

Na kraju procesa odredivanja protokom potaknute dilatacije, PSS otopinu smo u sustavu
zamijenili s PSS Ca-free otopinom kako bi se izmjerila maksimalnadilatacija krvne Zile. Podatci
onih krvnih zila koje nisu bili statisti¢ki zna¢ajni, odnosno gdje razina aktivnog tonusa nije bila

oko 50%, izuzeti su iz obrade.

Istrazivacki su postupci uskladeni s Europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih Zivotinja (direktiva86/609). Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku i Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske. (RjeSenje Ministarstva poljoprivrede rjeSenje za rad na
zivotinjama od kojih su materijali uzeti, KLASA: UP/I-322-01/19-01/120;URBROJ:525-
10/0543-20-3). Istrazivanje je dio projekta IP-2MEFOS-2019 pod naslovom: ,,Utjecaj
hiperbari¢ne oksigenacije na mehanizme vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji Sprague-
Dawley $takora i u stani¢nim kulturama", kojeg je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Osijek 2019. god. (KLASA: 602- 04/19-08/04; URBROJ: 2158-61-07-19-137).

45. Statisticke metode

Za statisticku analizu koriSten je program SigmaPlot verzija 11.2, Systat Software, Inc.
te za dodatne analize i grafove program GraphPad Prism5. Odgovor na protok analiziran je
pomoc¢u Two-Way ANOVA testa za ponavljane uzorke (engl. repeated measures ANOVA)
kako bi se odredio utjecaj tretmana hiperbaricnom oksigenacijom na odgovor krvne zile.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (engl. mean + standard
deviation (SD)). Protokom potaknuta dilatacija je izrazena u postotku u odnosu na bazalne

vrijednosti izmjerene pri AO mmHg. Razina statisti¢ke znacajnosti je P <0.05.

11



REZULTATI

5. REZULTATI

5.1.  Protokom potaknuta dilatacija srediSnje moZdane arterije kontrolne skupine i

skupine izloZene akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

Protokom potaknuta dilatacija srediSnje mozdane arterije znacajno je smanjena u skupini
zivotinja koje su bile izloZene akutnom utjecaju hiperbari¢ne oksigenacije pri svim gradijentima

tlakova, u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih, netretiranih Zivotinja (Slika 1.).

Protokom potaknuta dilatacija_bazalno

301
[ ] CTRL (N=12)

Bl A-HBOT (N=6)

201

104

% dilatacije
(uodnosu na bazalne vrijednosti)

10 20 40 60 100

gradijent tlaka (mmHg)

*p<0.05 CTRL vs. A-HBOT
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina £+ SD

Slika 1. Bazicni odgovor srediSnje moZdane arterije na protokom potaknutu dilataciju kod
kontrolne skupine zdravih, netretiranih Stakora i Stakora izloZenih akutnojhiperbari¢noj

oksigenaciji, izrazen kao udio (%) dilatacije u odnosu na bazalnu vrijednost.
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5.2. Protokom potaknuta dilatacija srediSnje moZdane arterije kontrolne skupine u

prisutnosti agonista ionskih kanala

Kod kontrolne skupine zivotinja, agonisti BK cakanala imaju statisticki znacajno djelovanje
na protokom potaknutu dilataciju srediSnje mozdane arterije samo pri viSim gradijentima tlaka,
A60 mmHg i A100 mmHg, u usporedbi s bazalnim odgovorom. S druge strane, u kontrolnoj
skupini Zivotinja, primjena agonista Kate kanala nije dovela do statisti¢ki znac¢ajnih promjena

protokom potaknute dilatacije (Slika 2.).

CTRL skupina

ﬁ 30

2 * 1 bazalno (N=12)

o *

2 =M BKCa agonist (N=6)
o > 204 B K-ATP agonist (N=6)
- (]

o c©
S s ::;L
s N
s 2 ) =
2 % 104 g —

c gy —

> P 2 =

° nEs e —

< — e —

o ] Lo

— [ [

Z 0 T T T

2 10 40 60

gradijent tlaka (mmHg)

*p<0.05 bazalno vs. BKCa agonist
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina £+ SD

Slika 2. Utjecaj agonista ionskih kanala (BKca agonista i Karpagonista) na protokom

potaknutu dilataciju srediSnje moZdane arterije kontrolnih netretiranih Stakora pri razli¢itim

gradijentima tlaka, izraZen kao postotak (%) dilatacije u odnosu na bazalnu vrijednost
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5.3. Protokom potaknuta dilatacija srediSnje moZdane arterije eksperimentalne
skupine podvrgnute akutnoj hiperbari¢noj oksigenacijii prisutnosti agonista ionskih

kanala

Kod A-HBOT skupine primjenom agonista BKca i Katp kanala znacajno se povecala
protokom potaknuta dilatacija pri svim gradijentima tlakova, u odnosu na bazalni odgovor bez

primjene agonista (Slika 3.).

A-HBOT skupina

30 -
B bazalno (N=6)

EE¥ BKCa agonist(N=6)
B= K-ATP agonist (N=6)

% dilatacije
(uodnosu na bazalne vrijednosti)

gradijent tlaka (mmHg)

*p<0.05 bazalno vs. BKCa agonist, K-ATP agonist
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SD

Slika 3. Utjecaj agonista ionskih kanala (BKca agonista i Karp agonista) na protokom
potaknutu dilataciju srediSnje moZdane arterije Stakora izloZenih akutnoj hiperbari¢noj
oksigenaciji, pri razli¢itim gradijentima tlaka, izraZen kao postotak (%) dilatacije u odnosu

na bazalne vrijednosti.
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RASPRAVA

6. RASPRAVA

U ovom se istrazivanju ispitivao utjecaj akutne hiperbari¢ne oksigenacije na ulogu ionskih
kanala u mehanizmima vaskularne reaktivnosti kod zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora.
Stakori su bili podijeljeni u 2 skupine, prvu skupinu su &inili zdravi, kontrolni, netretirani
Stakori (CTRL skupina), dok su drugoj skupini pripadali stakore koji su bili podvrgnuti akutnoj
hiperbari¢noj oksigenaciji u trajanju od 2h (A-HBOT skupina). Protokom potaknuta dilatacija
A-HBOT skupine bila je zna¢ajno smanjena u odnosu na CTRL skupinu, $to znaci da akutna
hiperbari¢na oksigenacija naruSava o endotelu ovisnu dilatacija. Ovaj na$ rezulatat u skladu je
s ranije provedenim istraZivanjima te su Mihaljevi¢ 1 suradnici pokazali kako akutna
hiperbari¢na oksigenacija takoder slabi vazorelaksaciju izoliranih aortalnih prstenova SD
Stakora, a u pozadini priCe lezi povecana razina oksidativnog stresa (27).Kisik je neophodna
molekula za sve zive aerobne vrste, no zbog svoje dvojne prirode nema samo pozitivne ucinke
na organizam, ve¢ moze djelovati i razarajuée. Njegova 2 nesparena elektrona u vanjskoj ljusci
mogu dovesti do stvaranja slobodnih kisikovih spojeva. Nakupljanje slobodnih Kkisikovih vrsta,
bez moguénosti za njihovu eliminaciju dovodi do oksidativnog stresa. Stoga oksidativni stres
predstavlja disrazmjer izmedu proizvedenih slobodnih kisikovih spojeva te antioksidanata, a
Stetno djeluje na vaskularnu funkciju, odnosno dovodi do oslabljene vaskularne reaktivnosti
(20,21). Cosi¢ i suradnici su ispitivali utjecaj HSD na vaskularni oksidativni stres i dokazali
kako se visokim unosom soli zna¢ajno povecala koli¢ina ROS-a, a samim time i oksidativni
stres. Nadalje, pokazali su kako je upravo povecana proizvodnja ROS-a i posljedi¢no povecana
razina oksidativnog stresa, uzrokovala znacajno oslabljenu protokom potaknutu dilataciju kod

SD stakora koji su bili na visoko-slanoj dijete (23).

Uzevsi u obzir reaktivnu prirodu kisika i sposobnost da tvori slobodne kisikove vrste, postavlja
se pitanje kolika je zapravo granica izmedu pozitivhog i toksi¢nog u¢inka na organizam. Upravo
zbog toga prilikom izlaganja 100%-tnom kisiku za vrijeme tretmana hiperbari¢n eoksigenacije
valja biti na oprezu (27,32). Mihaljevic i sur. su proveli istrazivanje u kojem su izolirali aortalne
prstenove Sprague-Dawley Stakora. Dokazano je da se u akutnoj izloZenosti HBO2 povecala
razina oksidativnog stresa, nadalje sistolicki 1 dijastolicki krvni tlak se smanjio, kao i ph i pCO»>
dok se parcijalni tlak kisika povecéao. S druge strane, intermitentno izlaganje HBO, mijenja
metaboli¢ke putove koji sudjeluju u vazorelaksaciji, no ne utjece na razinu oksidativnog stresa
(27). Konac¢no, HBO, ovisno o protokolu primjene moze utjecati na funkcionalne i strukturne

karakteristike krvnih zila.

15



RASPRAVA

U ovoj nasoj studiji, potvrdeno je da akutna hiperbari¢na oksigenacija narusava vaskularnu
reaktivnost, odnosno, smanjuje ju, $to se ocituje kao smanjenje FID-a pri svakom gradijentu
tlaka, u odnosu na kontrolne bazalne vrijednosti (Slika 1.). Kako bismo utvrdili vaznost ionskih
kanala u mehanizmu FID-a, koristili smo agoniste kanala. Kod skupine SD $takora koju smo
izlozili akutnom djelovanju hiperbari¢ne oskigenacije, pokazalo se da primjenom agonista
BKcal Katp kanala dolazi do znacajnog povecanja protokom potaknute dilatacije pri svakom
gradijentu tlaka u odnosu na bazalni odgovor bez primjene agonista (Slika 3.). 1z dobivenih
rezultata je zakljuceno kako BKca i Katp kanali imaju znacajnu ulogu u vaskularnom odgovoru
krvne zile jer smo njihovim aktiviranjem oporavili FID. Ovim smo istrazivanjem dokazali da
akutna hiperbari¢na oksigenacija utjece na aktivnosti ionskih kanala uklju¢enih u mehanizam
vaskularne reaktivnosti. Uovom istrazivanju pretpostavlja se da je takoder povecan oksidativni
stres, koji dokazano nastaje kod akutne hiperbaricne oksigenacije (27), razlog znacajno

smanjenog FID-a kod A-HBOT skupine $takora.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja mogu se izvesti slijedec¢i zakljucci:

1) Akutna hiperbari¢na oksigenacija utje¢e na protokom potaknutu dilataciju, odnosno
znactajno ju smanjuje;

2) U akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji BKca i Katp kanali imaju znacajnu ulogu u
mehanizmu protokom potaknute dilatacije, te akutna hiperbaricna oksigenacija

smanjuje njihovu aktivnost
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SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj: Istrazivanje je za cilj imalo ustanoviti ulogu BKca i Katp ionskih kanala u

mehanizmima vaskularne reaktivnosti kod Sprague-Dawley Stakora.

Materijali i metode: U istrazivanje su bili uklju¢eni zdravi muski Sprague-Dawley (SD)
Stakori podijeljeni u dvije skupine: 1. skupinu su ¢inili kontrolni, netretirani zdravi Stakori
(CTRL, N=12), a u 2. su skupini bili $takori podvrgnuti akutnoj hiperbari¢noj oksigenacijj
(100% O3, 2h/2bara) (A-HBOT, N=12). Po zavrSetku HBOT, $takori su bili anestezirani
ketaminom (75 mg/kg) i midazolamom (0,5 mg/kg), te je uslijedila dekapitacija i izolacija
sredi$nje mozdane arterija — modela na kojem se odredivala protokom potaknuta dilatacija
bazalno i u prisutnosti agonista ionskih kanala (BKca agonist i Katp agonist), pri razli¢itim

gradijentima tlaka.

Rezultati: Protokom potaknuta dilatacijaznacajno je smanjenjau A-HBOT skupini u
odnosu na CTRL skupinu. U CTRL skupini agonist BKcaznacajno su doveli do povecanja
FID-a samo pri viSim vrijednostima tlaka (A60 mmHg i A100 mmHg), dok agonist Katp
kanala nije utjeca na FID. Primjena agonista BKcal Katp kanala u A-HBOT skupini
znacajno je povecala protokom potaknutu dilataciju pri svakom gradijentu tlaka, u odnosu

na bazalni odgovor bez primjene agonista.

Zakljuc¢ak: Akutna hiperbaricna oksigenacija znafajno smanjuje protokom potaknutu

dilataciju, a BKca i Katp kanali imaju znacajnu ulogu u mehanizmu protokom potaknute

dilatacije.

Klju¢ne rijeci: BKca kanali, Katp kanali, oksidativni stres, protokom potaknuta dilatacija,

hiperbari¢na oksigenacija

Istrazivanje je dio projekta IP-2 MEFOS-2019 pod naslovom: ,,Utjecaj hiperbari¢ne

oksigenacije na mehanizme vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji Sprague-Dawley Stakora

i u stani¢nim kulturama", koje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek

2019. god. (KLASA: 602- 04/19-08/04; URBROJ: 2158-61-07- 19-137).
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9. SUMMARY

Objectives: The study aimed to establish the role of BKca and Kate ion channels in the

mechanisms of vascular reactivity in Sprague-Dawley rats.
Studydesign: Experimental study on laboratory animals.

Materials andmethods: The study included healthy male Sprague-Dawley (SD) rats divided
into two groups: group 1 consisted of control, untreated healthy rats (CTRL, N = 12), and group
2 included rats subjected to acute hyperbaric oxygenation (100 % O2, 2x / 2bar) (A-HBOT, N
= 12). After hyperbaric oxygenation therapy, rats were anesthetized with ketamine (75 mg / kg)
andmidazolam (0.5 mg / kg), followed by decapitation and isolation of the middle cerebral
artery — a model on which flow-induced dilation (FID) was determined — basal and in the
presence of ion channel agonists (BKca agonist and Katp agonist), at different pressure

gradients.

Results: Flow-induced dilatation is significant reduced in the A-HBOT group compared to the
CTRL group. In the CTRL group, BKca agonists significantly led to anincrease in FID only at
higher pressure values (A60 mmHg and A100 mmHg), while the Kate channel agonist did not
affect FID. In the A-HBOT group BKcaand Katp channel agonists significantly increased the
flow-induced dilation at each pressure gradient, compared with basal response without the

agonists.

Conclusion: Acute hyperbaric oxygenation significantly reduces flow-induced dilatation, and

BKcaand Katp channels play a significant role in the flow-induced dilatatio nmechanism.

KeyWords: BKcachannels, Karp channels, oxidative stress, flow-induced dilation, hyperbaric

oxygenation

The research is part of the IP2-MEFOS-2019 project entitled: "Influence of hyperbaric
oxygenation on the mechanisms of vascular reactivity in the microcirculation of Sprague-

Dawley rats and in cell cultures", project leader Zrinka Mihaljevié, PhD.
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