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1. Uvod:

1.1. Mozdani udar- definicija i podjele

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, World Health Organization, 2013.) definira
mozdani udar kao rapidno nastupajuce znakove fokalnog ili globalnog poremecaja mozdanih
funkcija, koji traju duze od 24 sata ili dovode do smrti, bez jasnog drugog razloga osim onog
vaskularnog podrijetla. Obuhvacéa ishemijski i hemoragijski mozdani udar. Hemoragijski
mozdani udar podrazumijeva ckstraaksijalna (epiduralna, subduralna, subarahnoidalna) i
intraaksijalna (intracerebralna, intraventrikularna) krvarenja.

Ishemijski mozdani udar ukljucuje tromboze venskih sinusa, okluziju velikih mozdanih
arterija, okluziju malih arterija, embolizme kardijalnog ili aortalnog porijekla i arterijsko-
arterijske embolizme, okluzije velikih intrakranijalnih arterija i globalnu ishemiju zbog
generalizirane hipoperfuzije mozga. Smrtnost 1 invalidnost, kao i ekonomsko opterecenje
pojedinca no i drustva, koji nastaju kao posljedica mozdanog udara u cijelom svijetu je

izrazito velika (1).

1.1.1. Ishemijski mozdani udar i njegova struktura (jezgra, penumbra i oligemija)

Najceséi tip mozdanog udara (dalje u tekstu mozdani udar ili infarkt mozga (u uzem
smislu rije¢i)) je ishemijski, koji obuhvaca oko 80% slucajeva (2). Ishemijski mozdani udar
proizvodi ishemijsku jezgru, ishemijsku penumbru i oligemijsko podruéje u okolnom tkivu.
Jezgra je ireverzibilno oStec¢ena, radi poremecaja perfuzije 1 difuzije kisika i1 glukoze 1
posljedicne nemogucénosti funkcioniranja metabolizma. Jezgra mozdanog udara definira se
kao tkivo perfundirano ispod praga perfuzije infarkta koji iznosi 5-8 m1/100 g/ min. i to samo
u prvim satima. Kasnije raste i postaje jednak onom penumbre oko 22 ml/ 100 mg/ min.(3-8).
Prag potrebne koli¢ine mozdanog metabolizma kisika, da ne bi doSlo do infarkta, je 39
pumol/100g/min, no s duljim trajanjem se ne mijenja kao perfuzijski prag (9-10). Penumbrin
metabolizam kisika je manji, frakcija ekstrakcije kisika je poviSena, a moZzdani krvni protok
(dalje u tekstu regionalni mozdani krvni protok, regional cerebral blood flow, rCBF) je
uredan ili poviSen. Definira se na vise nacina, koji s razli¢itih tehnika gledanja govore zapravo
isto; kao podrucje izmedu elektricnog zatajenja i zatajenja ionske pumpe ili izmedu praga
infarkta i praga penumbre (3) ili pomo¢u PET (pozitronska emisijska tomografija) podataka
kao tkivo s normalnom difuzijom, ali smanjenom perfuzijom, oko jezgre koja ima i poremecaj

difuzije (11). Penumbru je jo§ moguce spasiti, ali se tijekom vremena pretvara ili u jezgru

1



infarkta ili normalno tkivo, ovisno o revaskularizaciji kroz zahvacenu arteriju ili kolaterale.
Ima sposobnost prezivljavanja od samo nekoliko sati kod nekih, do ¢ak 18 sati, a ponekad ¢ak
i nekoliko dana kod drugih slucajeva, dopustaju¢i duzi vremenski prozor za terapijsku
intervenciju. Takva intervencija moze biti npr. tromboliza ako se pomo¢u MRI (magnetska
rezonanca, magnetic resonance imaging) vizualizira razlika izmedu perfuzijskih 1 difuzijskih
snimki, odnosno ako je volumen mozga kojemu nedostaje perfuzije vec¢i od onoga kojemu
nedostaje difuzijskog protoka (PWI>DWI (perfusion-weighted image/diffusion-weighted
image mismatch). Takav dogadaj je CeS¢i nego Sto se misli, jer se MRI ne radi rutinski kod
ranog mozdanog udara, ve¢ dapace jako rijetko, a podrazumijevao bi hipoperfuziju cijelog
MCA (srednja mozdana arterija, middle cerebral artery) podrucja, ali poremecaj difuzije
(DWI) ograni¢en na striatokapsularno/inzularno podrucje, §to se nalazi kod ¢ak do 70%
bolesnika s akutnim infarktom mozga teritorija MCA(12). Oligemija se definira kao regija s
rCBF iznad onog penumbre, ali ne urednim, a na PET skenovima kao podrucje povisene
ekstrakcijske frakcije kisika. Takoder moze biti u opasnosti ako dode do hipotenzije,
hipertenzije ili hiperglikemije (13). Oligemija kod akutnog mozdanog udara mijenja indukciju
i inhibiciju proteinske sinteze, HSP ( heat-shock proteina), razmotanih proteina, kinaza
endoplazmatskog retikuluma, kaspaza (14)... To vjerojatno predstavlja kompliciranu stani¢nu
reakciju na stres (14), a ona pokrece apoptotski programiranu smrt stanice i moze objasniti
selektivni gubitak neurona u podru¢jima Cak udaljenim od penumbre i jezgre mozdane
ishemije (15). LijeCenje ne cilja tocno specificno na oligemijsko podruc¢je, ono samo
sprjeava sekundarna oStecenja kao hipotenziju, hiperglikemiju, porast hematokrita i vazogeni
edem, koja prijete da inkorporiraju oligemiju u penumbru (5). Nedostatak energije u jezgri
infarkta mozga dovodi do difunkcije stanicne membrane 1 masivnog influksa Na+, vode,
Ca++, efluksa K+ i depolarizacije te stani¢ne smrti. Visoki spori voltazni pomaci na granici
jezgre Sire depolarizacijske valove koji kompromitiraju prezivljavanje i penumbralnog tkiva
(16), cak 1 tjednima kasnije pokretanjem sporijih mehanizama stani¢ne smrti. U jacoj ishemiji
¢e smrt stanice biti brza. Stvari ipak nisu toliko jednostavne, jer noviji eksperimenti pokazuju
da makroskopski intaktno penumbralno tkivo pokazuje znakove mikroskopskih oStecenja.
Unutar naizgled neinfarciranog tkiva samo 27% regija iz kojih su uzeti uzorci nije pokazivao
znakove neuronalnog gubitka, a 44% je pokazivao znakove oste¢enja >50% od neurona u
uzorku(17). Radi gore navedenih razloga penumbra i oligemija su podrucja od velikog
interesa i ciljevi brojnih neuroprotektivnih mjera u lijeCenju mozdanog udara (3-5). Ishemicka
smrt stanica koja se dogada u jezgri dijeli se u tri kategorije: apoptozu, autofagocitozu i

nekrozu. Nekroza je proces koji se dogada nakon egzogenog ostecenja, a u njoj nema potrebe
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za stvaranjem novih struktura u stanici i nije programirana, za razliku od prve dvije koje
uvijek slijede iste stepenice koje vode do smrti kao dijala normalnog rasta i starenja odnosno
zivota 1 smrti (18-19). Apoptoza se dogada kada razina ATP-a (adenozin trifosfat) padne na
oko 25%, a nekroza kada padne na 15% (20)(21). Autofagocitoza moze koegzistirati s

apoptozom, no moze biti neovisna ili dio nekroze.

1.1.2. O patofiziologiji moZdanog udara ili faze pri razvoju mozdanog udara

Ishemija aktivira sintezu potencijalno protektivnih, ali i destruktivnih proteina. Jedno
pravilo, koje ima i svoje iznimke, je da se protektivni proteini stvaraju u relativno otpornim, a
ne u osjetljivim stanicama ili previse osteéenim, koje su ve¢ na putu umiranja stanice. Postoje
Cetiri glavna potencijalno ostecujuéa proteina, COX-2 (ciklooksigenaza-2, cyclooxygenase 2),
nNOS (sintaza duSi¢nog oksida, nitric oxide synthase), iNOS (inducibilna sintaza duSi¢nog
oksida, inducible nitric oxide synthase) i Bax, i dva najvaznija citokina, IL-1b (interleukin-
1b)i TNF-a(tumor necrosis factor, tumorski ¢imbenik nekroze), koja se tako sintetiziraju, a
uglavnom su destruktivna, a po postoje¢im dokazima podupiru smrt stanice (22-25).
Mehanizmi aktivacije gena su iznimno slozeni, jer uklju¢uju mnoge signalne 1 transkripcijske
¢imbenike. Cat++, neurotrofini, PAF (C¢imbenik aktivacije trombocita, platelet-activating
factor), kao 1 neurotransmiteri koji djeluju kao metabotrofi¢ki receptori su svi sposobni
aktivirati gene putem MAP kinaznog (mitogen-activated protein kinase, mitogen aktivirane
protein kinaze) sustava ili drugim putovima. Mitogen-aktvirana protein kinaza se
hiperfosforilira brzo nakon globalne ishemije u mnogim regijama (26) 1 tako moze
posredovati rane ucinke; porast Ca++ moze €initi isto pomocu MAP kinaze, ali 1 alternativnim
putovima (27), Kao $to to mogu i slobodni radikali (28), npr. kao rezultat djelovanja NFkB
(nuclear factor NF-xB) (29-30) ili AP1 (activator protein-1) aktivacije (31). Dolazi do rapidne
transkripcije velikog broja gena ukljucuju¢i c-Fos (c-Fos protoonkogen), c-Jun (c-Jun
protoonkogen), junB (Jun B proto-onkogen), krox-20 i zif-268 (zinc finger protein) za vrijeme
ili nakon ishemijskog mozdanog udara (32-40) i nakon hipoksije/ishemije (41). Ulazak Ca++
i slobodni radikali su sigurno sposobni aktivirati rane neposredne gene (immediate early
genes), kao 1 PAF (42). Uzorak izrazaja HSP (heat shock protein) je vrlo sliCan ovome.
MRNA za HSP 70, HSC70 (heat-shock cognate proteins) i HSP90 pocinje rasti unutar
nekoliko minuta od ishemijskog mozdanog udara u svim regijama i to je u¢inak koji nakon
toga traje dugo (35, 36,40). Proteinski izrazaj pojaCan je u otpornijim neuronima unutar

nekoliko sati, ali HSP ne raste u osjetljivim neuronima (36,37). Ubikvitinska razina,
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niskomolekularni HSP ukljucen u konjugaciju 1 razaranje oste¢enih proteina, se dramati¢no
smanjuje u nekoliko sati nakon ishemije, a potom oporavlja tijekom sljedec¢a 1-3 danau svim
stanicama, osim onih koje su nepovratno ostecene, osudene na smrt (43,44). Ovaj je fenomen
ukljucen u oste¢ivanje moguée pomocu nagomilavanja djelomi¢no denaturiranih proteina.
HSP je neophodan za prezivljavanje. Izrazaj proteina inhibira aktivaciju transkripcijskog
¢imbenika NF«B, koji se aktivira nakon ishemije, a ¢ini se da je povezan s toksi¢noscéu. 70-
kDa HSP takoder zasti¢uje od apoptoze, blokirajué¢i aktivaciju kaspaza i njihov ucinak na
aktiviranje PLA2 (fosfolipaza A2, phospholipase A2), jezgriu stanice i druge procese(45).
Neutrofini 1 neurotroficni ¢imbenici sluze kao endogeni neuroprotektivi prevencijom
akumulacije slobodnih kisikovih radikala, prevencijom degradacije PKC (protein kinaza C,
protein kinase C) i moguce obnavljanjem proteinske sinteze. Mogu takoder smanjiti odgodeno
povecanje Cat++. Kao i s HSP, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) grupa proteina se selektivno potice
u vitalno neugrozenim regijama nakon globalne ishemije (46). Nasuprot protektivnim
¢lanovima obitelji Bel, ubilacki protein Bax (Bcl-2-associated X protein) biljezi poraste u
vitalno ugrozenim regijama nakon ishemije(22,23) kao i njemu sli¢an protein Bcl-short, a oba
su ekprimirana tijekom razvoja ishemijskog oste¢enja. Bax je takoder pojacano eksprimiran u
penumbri fokalne ishemije (47). Postoji i dramati¢no smanjenje izrazaja Bcl-2-like proteina i
pojacanje izrazaja proteina Bax-like u osjetljivim tkivima. Postoje argumenti koji govore da je
povisenje Bax/Bcl-2 ostecujuce, a elevacija Bel-2 u jo§ vitalnim regijama protektivna. Bcl-2
jako zaStiuje od nekroticke smrti stanica posredovane slobodnim radikalima(48). Ima i
duboko protektivno djelovanje na mitohondrijsku funkciju, pomazué¢i maksimalno
preuzimanje Ca++ 1 reducirajuci sposobnost povisenog mitohondrijalnog Ca++ da poremeti
respiraciju  moguce pomocu preveniranja otvaranja MTP (mitochondrial permeability
transition pore) (49). Bcl-2 takoder jako $titi od apoptoze, prevencijom otpustanja citokroma ¢
i tako prevencijom aktivacije ICE-like (interleukin-1-beta converting enzyme ICE, poznat i
kao caspase 1) proteaza (50). Genski produkti koji pojaavaju oSteCenja su takoder
eksprimirani u postishemijskom razdoblju. To su COX-2, iNOS, nNOS, a i citokini, posebno
IL-1b i TNF-a. c-Jun izrazaj takoder moze pojacati oSte¢enje. Drugi proteini ukljucuju Bax,
Bcl-x short, a i stanicne adhezijske molekule.O ishemickoj toleranciji treba re¢i da su kratka
izlaganja ishemiji neuroprotektivna, a dokazano je da kad su Zzivotinje nakon tranzitornih
ishemija bile podvrgavane ishemijskim mozdanim udarima koji su bili ina¢e obi¢no letalni,
kod globalnih ishemija gotovo da nije bilo oStecenja, a kod fokalnih su oStecenja bila znatno
manja od ocekivanih(51-57). Slicna protekcija se postize i kra¢im termalnim stresovima,

eksperimentalno proizvedenim kortikalno Sire¢im depresijama i mehanickim manipulacijama.
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Dokazano je da inducirana tolerancija CALl (sloj piramidnih stanica hipokampusa) nije
inducirala inicijalni odgovor na ishemiju, s disolucijom mikrotubula, blokadom sinteze
proteina, disagregacijom polisoma (58). Poboljsala je oporavak od ovih promjena u CAl
piramidnim stanicama. Razumijevanja podloge tog mehanizma dovesti ¢e do boljeg pregleda
¢imbenika koji inace uzrokuju oStecenja. Toleranciji treba nekoliko dana da postane
maksimalna, a traje 7 dana(53, 59, 60). Vjerojatno je u podlozi sinteza novih proteina. Cini se
da postoji jaka sveza izmedu izrazaja HSP i pojave Bcl-2 prije ishemije i pojave
tolerancije(55)(61). Neki argumenti ipak govore i protiv te teze(62). Za neurotrofine, iako su
logi¢ni kandidat za neuroprotekciju nema pravog dokaza(52) . Cini se da njihov uéinak slabi
nakon ¢imbenika koji uzrokuje toleranciju. Kao S$to je navedeno i ranije vrijeme Kkoje je
potrebno za indukciju tolerancije kod jedne vrste stanica moze biti i letalno za druge vrste
stanica. Razlog za to je vjerojatno razina na kojoj dolazi do globalne inhibicije proteinske
sinteze. Nemogucnost sintetiziranja protektivnih proteina, a potom globalna inhibicija
proteinske sinteze je dominantan ¢imbenik u dovodenju stanice do letalnog zavrsetka. Postoje
i dokazi da povisenje IL-la ili IL-1b ili ¢ak TNF-a, moZe inducirati, ali ne i stvoriti
toleranciju. IL receptori, primijenjeni za vrijeme izmedu prve krace i druge inace letalne
ishemije, potpuno su sprijecili nastanak tolerancije. Primjena IL-1b ili IL-1a tijekom tri dana,
bez prve ishemije, doveli su do zna¢ajnog razvoja tolerancije. IL-1a mozda inducira sintezu sa
stresom povezanih proteina kao §to je Bel-2 ili HSP prije ishemije, a mozda dopusta i sintezu
HSP tijekom ishemije. TNF-o (Tumor necrosis factor-a)) takoder moze posredovati u razvoju
tolerancije, kod fokalne ali ne prejake ishemije(63). Citokini ne samo da pogorSavaju
oSte¢enja u mozdanog udaru, ve¢ induciraju 1 toleranciju povecanjem sinteze protektivnih
proteina nekoliko dana nakon neletalnog mozdanog udara, i to opet kod manje vulnerabilnih
stanica. Pojacano puferiranje Ca++ u mitohondijima i pojac¢ana aktivnost Ca++ ATPaze je
dokazana in vivo nakon prve ishemije i uzrok je manje akumulacije Ca++ u citosolu. Zato oni
neuroni koji imaju razvijenu toleranciju na ishemiju bolje puferiraju Ca++ od obi¢nih. Prvi od
tih u¢inaka je slican onom koji prouzroci jaci izrazaj Bel-2 u tolerantnih stanica, no nije dokaz
da Cat+ ili pojacana aktivnost Bcl-2 je uzrok tolerancije. Kako Bcl-2 bude pojac¢ano aktivan
tek 2-4h iza ishemije, smatra se da puferiranje Ca++ u citosolu ili mitohodnrijsko preuzimanje
istog zaSticuje neurone tek nakon 4h iza ishemije. Prvi je korak u ishemijskom procesu
inhibicija elektronskog transportnog lanca i tako aksidativne fosforilacije, nakon ¢ega dolazi
do smanjene koli¢ine ATP-a i drugih fosfata, moguce fosfokreatina, a taj pad je dramatican.
Iznosi oko 90% u 1-2 minute(64, 65). Nakon toga padaju zalihe fosfokreatina, a pad ATP-a

inhibira Na+/K+ ATPazu, Porast intracelularnog Na+ i pad intracelularnog K+ dovodi do
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depolarizacije staniéne membrane- takozvane anoksi¢ne depolarizacije, koja je jaka u jezgri, a
slabija u penumbri. Ne dovodi do oSte¢enja sama, ali je znac¢ajan marker istog. Pad ATP-a
aktivira glikolizu, smanjuje pH, aktivira formiranje slobodnih radikala poviSenjem razine
ksantina, vjerojatno mijenja fosforilacijski status raznih enzima i strukturalnih proteina.
Tranzitorna inhibicija Ca++ ATPaze u endoplazmatskom retikulumu ( ER) i plazmatskoj
membrani je isto prisutna, ali jo§ neodredene vaznosti. Na+H+ i N+K+Cl- kotransporter je
zahvacen isto. Razine cAMP rastu 30 puta Sto je protektivno, kao i $to je proces u kojem
NMDA (N-methyl-D-aspartate) postaje defosforilirana i inaktivirana, L-tip Ca++ kanala
postaje inaktivan, i dolazi do otvaranja ATP-osjetljivih K+ kanala, proizvodnje adenozina.
Anoksic¢ka depolarizacija, s velikim, 10-30 mV negativnim ekstracelularnim direktnim
strujama pocinje 60 do 180 sekundi nakon ishemije, ovisno o razinu kisika i glukoze. Pocinje
prvo u jezgri ishemije, potom penumbri. Posljedica je vjerojatno inhibicije Na+/K+ pumpe,
pri niskim vrijednostima ATPa - na 13 do 40% od normale(66), porasta K+, i pada Na+ i
Cat++ ekstracelularno. Postoji i1 korelacija izmedu PCr (phosphocreatine) i anoksicne
depolarizacije. Nat teCe u stanicu za vrijeme ishemije i1 postishemickog perioda i
najvjerojatnije je glavni uzrok ostecenja. Uzrokuje porast glutamatskog oslobadanja, povisava
inracelularni Ca++, smanjuje razinu ATP-a ktiviranjem Na+/K+ pumpe, uzrokuje otok stanica
s ulaskom ClI-. Glutamatsko oslobadanje i aktivacija NOS pomo¢u NMDA traje satima nakon
inicijalne ishemije, i porast NO i njegovih ostecenja slobodnim radikalima je krucijalni korak
koji dovodi do zacaranog kruga odgodenog ulaska Na+ i ponovo posljedica toga (67). Ovaj
se mehanizam javlja i u pemumbri radi odgodene aktivacije NMDA.Porast Ca++ u citoplazmi
ima klju¢nu ulogu u normalnoj nekroti¢noj smrti stanice nakon ishemije.On ulazi u stanicu, a
poviSava razinu Ca++ za 25% pomoc¢u NMDA receptora stimuliranih ekstracelularnim
porastom glutamata u ranoj fazi ishemije (to je oko 80% koli¢ine). Cat++ inducirano
oslaobadanje Ca++ doprinosi ostatak. Nesto Ca++ preuzimaju mitohondriji ili je pohranjen u
ER, no ve¢inom je oslabljen putem influksa Na+ 1 aktivacije 2Na+/Ca++ transportera (68). Za
vrijeme prvih nekoliko minuta NMDA receptori ishemijaske jezgre defosforiliraju, a kao
posljedica pada ATP-a, a tako postaju inaktivni. Da nije tako oStecenje bi bilo jo§ i vece.
Kasnije odrzavanje razine je rezultat Na+ induciranog Ca++ oslobadanja iz mitohondrija, s
poremecajem uklanjanja Ca++ preko plazmaleme zbog niske razine aktivnosti Ca++ ATP-aze
i influksa drugim putovima kao $to su N-tip i L-tip Ca++ kanala i 2Na+/Ca++ razmjena (69-
71). S druge strane u penumbri je Ca++ influks jace ovisan o NMDA jer ATP ne pada toliko.
Intracitosolni porast Ca++ je velik i ostaje takav u postishemi¢kom razdoblju, a aktivira Ca++

ovisne procese. Mogu¢i mehanizam kojim poviSeni Ca++ uzrokuje smrt je aktivacija NOS,
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kalpaina, generiranje slobodnih radikala fosfolipidnim metabolizmom ili transofmacijom XD
(xantine dehidrogenase) u XO (xantine oxydase) (u globalnoj ishemiji), oSteCenje
mitohondrija (72) ili drugi putovi kao npr kalmodulinski (73). Cink se akumulira
intracelularno nakon ishemije. Glutamat raste nakon §to akumulacija Na+ u stanici izazove
depolarizaciju i egzocitozu glutamata preko citosolnog Ca++ ovisnog spontanog vezikularnog
oslobadanja ili preko obrnutog funkcioniranja glutamatskog preuzimanja vezanog uz visoko
afinitetni Na+ovisni glutamatski prijenos, koji je uzrokovan slobodnim radikalima (vjerojatno
glavni mehanizam). Peroksinitrit inhibira tri glavna klonska transporterske vrste (74,75).
Fosforilacija sinapsina |1 putem MEK-MAP (MEP gen za mitogen-activated protein kinase)
kinaznog sistema dovodi do ishemi¢kog oslobadanja gutamata. Ektracelularni glutamat raste
ve¢ 2 minute nakon ishemije i ostaje povisen u jezgri, ali pada u penumbri nakon oko 1h, ¢ak
i brze kod tranzitornih ishemija. Ipak postoji i porast nakon 2h koje je, dakle, odgoden. Sam
glutamat je puno opasniji uz Kisik nego bez njega - u anoksiji (76). Glutamat stvara
ekscitotoksicno ostecenje u jezgri, ali i penumbri,ovisno o slobodnim radikalima i stvaranju
NO (dusicni oksid), oste¢enju mitohondrija zbod ulaska Ca++. Prva dva procesa trebaju kisik,
a zadnji jako aktivan oksidativni metablizam. Uzrokuje i apoptozu i nekrozu i ovisan je kao i
fokalno ishemicko ostec¢enje o vremenu potrebom za razvoj oStecenja (12—24 h), stvaranju
NO, slobodnih kisikovih radikala, aktovaciji kalpaina u veéini stani¢nih tipova, aktivaciji
kalcineurina i PARP-a (poly ADP ribose polymerase). AMPA/kainatni ili metabotropni
receptori  (AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina) doprinose
stani¢noj smrti, oslobadaju Ca++ iz mitohondrija i njegovom porastu u citoplazmi. AMPA
receptori postaju znatno propusniji u osteCenim regijama izmedu 1-3 dana nakon globalne
ishemije. Moguce je 1 daje zapravo to klju¢ni toksi¢ni dogadaj u globalnoj ishemiji a da su
prethodni dogadaji oStecujuéi jer na kraju uzrokuju ovu promjenu AMPA receptora, koja
nakon toga vodi u klasi¢nu ekscitotoksi¢nost. OStecenje posredovano glutamatom rezultat je
intrathemickih depolarizacija koje aktiviraju Stetne tijekove iona Ca++ i Na+ kroz voltazno
ovisne 1 receptorima kontrolirane kanale. Moguce je da su oba mehanizma operativna i da
depolarizacija pojacava influks iona posredovan receptorima. Vaznost NMDA posredovane
aktivacije TNF-o pokazuje kako postoje dodatni ucinci u ishemiji. Glutamat senzibilizira
mozdano tkivo na ishemiju, Sto dovodi izlaganje ishemiji do letalnog ucinka na neurone.
Jezgra je toliko dugo metabolicki kompromitirana da se oStecenja dogadaju i bez glutamata.
Eksracelularni prostor postaje kiseo unutar 20 sekundi ishemije, puno prije anoksicne
depolarizacije i intercelularni pH pada za 0.5-1 jedinicu brzo, poc¢injuéi unutar 1 minute i

dolaze¢i do minimuma nakon oko 2 minute. U jezgri gdje je protok pao na 25% u 10. minuti 1
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na 10% za 3-4h, pHi (intracelularno) pada na 6.6, 6.2, i 6.1 u to vrijeme. U penumbri, gdje je
protok pao na oko 40%, nije bilo znacajnog pada pHi nakon 3 h a manji pad je bio pri 4h (na
pH 6.75). Rani pad u Phi rezultat je trenutne blokade oksidativne fosforilacije i kontinuiranog
tijeka kroz glikoliticki put. Nizak pHi moze povisiti intracelularni Na+ aktivacijom Na+/H+
transportera nakon ishemije, kada je ekstracelularni H+ ispran za vrijeme reperfuzije. Za
razliku od glutamata, ove promjene pH same za sebe ne oSteCuju neurone. Stvaranje
slobodnih radikala je vjerojatno rezultat smanjenog pH preko delokalizacije zeljeza i
Fentonove reakcije. Smanjeni pH smanjuje moguénost stanica da smanje citoplazmatsku
koncentraciju Ca++ nakon ishemije, ima ucinak na stvaranje BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), prolazno denaturira kljuéne enzime ili strukturalne proteine
(endonukleaza se aktivira pri pH oko 6.6). Od svih ovih najznacajniji se ¢ini uéinak slobodnih
radikala na oSte¢ivanje. Za vrijeme okluzije arterije postoji porast kisikovih radikala, ali taj
porast ostaje znacajno veci tijekom reperfuzije. Njegovo trajanje ovisi o trajanju ishemije. U
nekim podruc¢jima 24h nakon ishemije postoji jak porast superoksida a u isto vrijeme i COX-2
enzima. Proizvodnja kisikovih radikala se ¢imi ograni¢ena na penumbru. Znacajan porast je
vidljiv tijekom 2-3h ishemije, radi kontinuiranog generiranja, a reperfuzija nakon 1 ili 2h daje
novi porast koji traje 6h. OStecenje jezgre ishemije koje se dogada unutar prva 3h nakon
mozdanog udara nije porijekla od kisikovih radikala, jer u jezgri tada, tijekom prva tri sata
ishemije, a i tijekom jo$ 3h reperfuzije, iako NO i peroksinitrit ¢ini se rastu nakon toga. |
INOS (koji proizvodi NO u endotelnim stanicama i neutrofilima) o COX-2 (prostaglandin H
sintaza- proizvodi superoksidne radikale u neuronima) su pojacano aktivni u penumbri
tijekom 6-24h nakon ishemije. Njihovi produkti mogu reagirati i tvoriti peroksinitrit
(ONOO?2) jer 1 NO 1 superoksid mogu difundirati nekoliko stotina mikrometara. MoZe nastati
nakon aktivacije NOS same za sebe, koriste¢i bazalne koli¢ine superoksida ili iz proizvodnje
samog superoksida. Peroksinitrit, superoksid i OHz (hydroxyl radical) predstavljaju tri vrlo
aktivna radikala. Postoji XO - inducirana proizvodnja slobodnih radikala, metabolitima
arahidnoske kiseline inducirana proizvodnja istih, kalmodulinom inducirana proizvodnja NO i
neutrofilima inducirana proizvodnja superoksida iz NADPH (Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate). Raspadom adeninskih nukleotida za vrijeme ishemije dolazi do
akumulacije hipoksantina unutar 10-ak minuta, koji ksantin oksidaza metabolizira u slobodne
radikale. Dolazi do viSestrukog poviSenja razine slobodnih masnih kiselina (FFA), ukljucujuc¢i
i arahidonske, za vrijeme i nakon ishemije. Metabolizmom putem ciklooksigenaze ili
lipoksigenaze dolazi do superoksida ili produkcije OH- koja dalje aktivira raspad fosfolipida

u arahidonsku kiselinu. COX-2 inducirana proizvodnja eikosanoida dogada se tijekom 6-48 hi
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tako predstavlja veliki izvod odgodene produkcije slobodnih kisikovih radikala. Neutrofili
adheriraju na zid krvne Zile i ulaze u parenhim za vrijeme i nakon fokalne ishemije, oksidiraju
NADPH da bi nastao superoksid. Proizvode iNOS 1-2 dana nakonfokalne ishemije.
Mitohondriji normalno proizvode slobodne radikale vrlo brzo. Za vrijeme i tijekom 45 minuta
nakon ishemije, cak 2% elektrona tece ka formaciji superoksida, dovode¢i do NO, a takoder 1
peroksinitrita. Akumulacija Ca++ i otvaranje MTP su medu drugim ¢iniocima koji vjerojatno
uzrokuju mitohondrijsku produkciju slobodnih radikala. NO stvaraju neuroni i endotelne
stanice sa svojom NOS, u reakciji ovisnoj o kisiku, a koja je aktivirana Ca++/kalmodulinom u
veéini stanica. Moze takoder ukloniti fosforilacijom indicirani zastoj, aktivacijom
kalcineurina. I neuronalna 1 inducibilna NOS su pojacano aktivnhe nakon ishemije.
Peroksinitrit se stvara reakcijom izmedu superoksida i NO kada NO poraste na 1-2mmola, §to
se dogada u ishemiji. Moze stvoriti vrlo reaktivnu peroksinitroznu kiselinu koja se rastvara na
OH- 1 razne dusikove 1 kisikove spojeve. Oboje je vrlo reaktivno, prolazi stanicne membrane,
tako da peroksinitrit, s duzom mogucénoséu difuzije- do 100mm, kao i superoksid moze
djelovati u drugim stanicama osim onih u kojim je nastao. MAO (monoamin oksidaza) djeluje
na oslobodene monoamine, a dolazi i do stvaranja H202 (hydrogen peroxide), koji se onda
moze metabolizirati u OHz u Fentonovoj reakciji. Superoksid 1 NO se obi¢no prvi stvaraju, ali
superoksid nije jako reaktivan. Stvaranje ONOO?2 je vjerojatno ono koje stvara dosta
toksic¢nosti. Reakcijski proizvodi superoksida, OH- ili HO2- (hydroperoxyl), su vrlo reaktivni
i vjerojatnije da ce stvoriti toksi¢no stanje. Stvaranje OHz je jace pri niskom pH, koje postoji
kod ishemije i kod delokacije slobodnog zeljeza s proteina kao rezultat snizenog pH ili
superoksidom inducirane redukcije Fe3+. Ca++ ovisne proteaze, kalpain, kaspaze i katepsini,
20S proteasomi takoder imaju svoju ulogu. Kalpain se aktivira pri malim koncentracijama ako
je Cat+ vezan za fosfoinozitide ili druge specifi¢ne proteine. Napada citoskeletalne proteine
kao $to su MAP2, spektrin, ankirin, sudjeluje u razaranju mikrotubula, otvara MTP, razara
elF-4, moguce 1 aktivira autofagocitozu. Ima kriticno mjesto u apoptozi, a pomaze u
remodeliranju dendrita u kasnoj fazi nakon ozljede. Pocinje djelovati, kao 1 slobodni radikali,
oko 3-6h nakon ishemije. Ishemija uzrokuje duboke promjene fosfolipidnog metabolizma, s
porastom slobodnih masnih kiselina u mitohondrijima i ostatkui stanice. Osnova pojafane
mobilizacije je u aktivaciji PLC (phospholipase C ) i PLA2 (phospholipase A2) i smanjenoj
resintezi fosfolipida zbog niskog ATP-a. Rezultati ukljucuju poremecaj funkcije membrane,
proizvodnju slobodnih radikala, aktivaciju kalpaina ili u sluc¢aju PAF, genetske mehanizme.

Ishemicka smrt stanice u jezgri mozZe biti apoptoticka, autofagocitoticka ili nekroticka.



Apoptoza i autofagocitoza dogadaju se programirano (18,19). Apoptoza dovodi do smrti
stanice aktivacijom kaspaza i kalpaina (77-80). Dolazi o masivnog napada na citoskelet,
kondenziranja kromatina, skupljanja citoplazme, oslobadanja citokroma c u citoplazmu te na
kraju smrti stanice. Autofagocitoza nastaje aktiviranjem fuzije lizosoma koji poCinju
obuhvacati i1 organele, dolazi do kondenzcije citoplazme te smrti stanice (81,82). Nekroza
moze biti edematozna, ishemicka ili homogeniziraju¢a. Edematozna se smatra posljedicom
primarno gubitka citoskeleta i1 drugih proteina te otjecanja citoplazme radi poremecaja
Na+/K+ATP-aze (83). Ishemicna je posljedica takoder masivne proteolize i aktivacije Ca++ i
K+ kanala(84). Homogeniziraju¢a vjerojatno nastaje iz ishemicne, a karakterizira ju
postojanje fragmentirane citoplazme i zgusnute jezgre. Apoptoza se dogada pri razini ATPa
oko 25%, a nekroza kada je razina ko 15% (20). Zavrsna faza apoptoze i nekroze su jako
slicne (21). Autofagocitoticne stanice mogu postojati kod nekroze ili apoptoze, a
autofagocitoza se moze dogadati i zasebno. Vakuole se na kraju krajeva nalaze na kraju etape
oba puta i dijelom mogu biti autofagocitoti¢ne. Kada se razina ATPa ili drugi parametri, kao
npr. Cat+ dramati¢no mijenjaju, mogu onesposobiti apoptotski put i usmjeriti proces ka
nekrozi, $to moze biti posljedica poremecene sinteze potrebnih proteina ili fosforilacije. Tako

nekroza ostaje kao put do smrti ako apoptoza vise nije moguca.

1.1.3. Medikamentozno lije¢enje mozZdanog udara

Trenutno je jedino ucinkovito medikamentozno lije¢enje moZdanog udara kod ljudi
tromboliza pomocu rekombinantnog tkivnog plazminogen aktivatora (rtPA), ali dijabetes je u
nekim slucajevima iskljucujuc¢i kriterij, kao kod lijeCenja recidivnog mozdanog udara.
Vremenski prozor za lijeCenje je relativno uzak i prema najnovijim smjernicama drugi
lijekovi nisu pokazali ucinkovitost u poboljSanju ishoda moZdanog udara pa stoga nisu

preporucljivi (85). Potraga za alternativnim nainima lijecenja je dobrodosla.

1.1.4. Mozdani udar i dijabetes

Vise od 347 milijuna ljudi na cijelom svijetu danas ima dijabetes i mnoge njegove
komplikacije, od kojih su neke, kao mikro i makroangiopatija rizi¢ni ¢imbenici mozdanog
udara pa je dijabetes ukupno gledano jedan od najvaznijih rizi¢nih ¢imbenika za mozdani

udar. On pridonosi ¢ak do 50% rizika za smrt od kardiovaskularnih bolest, uglavnom sréane
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bolesti 1 mozdanog udara, a 2 do 4 puta ve¢i rizik cerebrovaskularne bolesti, ali takoder od
ponavljanja mozdanih udara. Od 15 milijuna ljudi koji svake godine dobiju mozdani udar,
jedna tre¢ina umire, a jo$ jedna tre¢ina je trajno onesposobljena radi neuroloskih deficita koji
su posljedica mozdanih udara (87). Dijabetes je prisutan u 25% svih bolesnika s mozdani
udarom, a hiperglikemija u 40%, a oboje su prognosticki markeri losijeg neuroloSkog ishoda
(87, 88). Poznato je da neka stanja stvaraju tzv. akceleraciju ishemi¢nog procesa kod infarkta
mozga. Takvo stanja su hiperglikemija i akutna infekcija kod svjezeg mozdanog udara. Kod
njih postoji veéa vjerojatnost hemoragi¢ne transformacije infarkta mozga i pojave ranih
hipodenziteta tkiva mozga (kao znakova ireverzibilne ishemije i edema) vidljivih na CT-i
(computed tomography, ra¢unalna tomografija), iako su sigurno unutar vremenskog prozora
koji je prihvatljiv za tromboliti¢ko lijecenje (89, 90). Sama povisena serumska koncetracija
glukoze se pokazala neovisnim prediktorom hemoragijske transformacije infarkta mozga, a
takoder 1 loSijeg ishoda lakunarnih moZdanih udara u kohorti bolesnika u TOAST
istrazivanju. Ovaj losiji ishod je bio neovisan o postojanju ranijeg dijabetesa, a tumaci se
pojacanim razvojem aterosklerotskih zbivanja, formiranjem ekstenzivnijih plakova u
zahvadenim arterijama, ali i onemugucéavanjem reagiranja kolateralne mreze arterija na
ishemiju (za koju neki autori okrivljuju i disfunkciju autonomnog Ziv€anog sustava kao
moguéi patofizioloski mehanizam). Vjerojatno se radi o kombinaciji slabije perfuzije
ishemi¢nog tkiva s metabolickim poremecajima (91). Moguéi mehanizam ovog poremecaja
reperfuzije ukljucuje oStecenje endotela radi hiperglikemije, pojacan izrazaj adhezijskih
molekula ali i glikozilacija krucijalnih proteina koji stvaraju vazodilatacijske i antitrombotske
spojeve kao $to je duSikov oksid (92). Dodatno hiperglikemija pogorSava mogucnosti za
oporavak metabolickih funkcija stanice nakon ishemickog oStec¢enja. Nekoliko potencijalnih
metaboli¢kih ¢imbenika se navode kao uzrok loSijeg ishoda: acidoza koja direktno oStecuje
tkiva, prolongirana postishemijska alkaloza s lo§im djelovanjem na mitohondrijsku funkciju,
odgodena postishemijska hipertermija koja potice Stetne enzimske reakcije poput formiranja
peroksinitrata 1 poticanje stvaranja hidroksiliranih radikala. Zajednicki rezultat tih
hiperglikemijskih celularnih promjena je stvaranje slobodnih kisikovih radikala. Formiranje
zavr$nih produkata glikozilacije (advanced glycation end products (AGE)) kao rezultat
pojacane neenzimske glikozilacije proteina, lipida i nukleinskih kiselina, pracen je
oksidativnim reakcijama koje stvaraju slobodne radikale i njihov su najveci izvor u uvjetima
kroni¢ne hiperglikemije (93). AGE su 1 moguca poveznica izmedu hiperglikemije i Stetnog
djelovanja upale, a povezani su s sekundarnim komplikacijama dijabetesa. Mogu se pojaviti

ve¢ nakon nekoliko sati hiperglikemije, a postoje dokazi da oni i slobodni radikali,
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aktivacijom inflamatorne kaskade preko NF-kB, mogu pogorsati ishemicko oSteéenje.
Hiperglikemija takoder mijenja produkciju eiokosanoida i time vaskularni tonus.
Hiperglikemija stimulira lopoksigenazni i ciklooksigenazni put u glatkim misi¢nim stanicama,
stvarajuc¢i vazokonstriktorne prostaglandine kao §to je tromboksan A2. To moze biti razlog za
izostanak postreperfuzijskog pojacanja protoka i razlog za efekte inhibitora cikooksigenaze
(94). Dijabetes dakle dovodi do mikroangiopatije, tkivne hipoksije, ateroskleroze i
ishemijskih lezija, jateg odgovora na vazokonstriktore i slabijeg odgovora na vazodilatatore,

Sto ometa mozdanu autoregulaciju krvotoka (95).

1.1.5. Spolne razlike kod bolesnika s moZdanim udarom

Zene s dijabetesom imaju 4.8 puta vei rizik za razvoj ishemijskog mozdanog udara u
odnosu na opcéu populaciju (u usporedbi s 3.7 puta veéim rizikom kod muskaraca s
dijabetesom) (96-98). Ti bolesnici ¢e$¢e zadobivaju fatalne mozdane udare (standardizirani

omjer smrtnosti 3.1 za muskarce i 4.4. za Zene) (96-98).

1.2. Hiperbari¢na oksigenacija (HBO>) i njezin utjecaj na moZdani udar

1.2.1 Definicija i fiziologija HBO,,

LijeCenje hiperbaricnom oksigenacijom (HBO,, HBOT- hyperbaric oxygen therapy)
se definira kao intermitentna inhalacija 100% kisika unutar hiperbari¢ne komore, pod tlakom
ve¢em od 1 atmosfere (ATA, razina mora). To je adjuvantna terapija koriStena u mnogim
stanjima gdje je smanjena oksigenacija tkiva i ne odgovara metabolickim potrebama. Ona
dovodi ne samo do zasi¢enosti hemoglobina kisikom (koji je kod atmosferskog tlaka veé
zasi¢en 97%), nego znacajno povecava razinu otopljenog kisika u plazmi je vazno u raznim
stanjima u kojima je oksigenacija tkiva reducirana i ne zadovoljava metaboli¢ne potrebe. Tada
se poviSenjem tlaka po Henry-jevom zakonu situacija mijenja. Dok normobari¢ni zrak pri
normalnom tlaku od 1 ATA proizvodi arterijski tlak kisika oko 100 mmHg, a tkivni oko 55
mmHg, 100% kisik pri 3ATA povecava arterijski na oko 2000 mmHg, a tkivni na oko 500
mmHg. To omogucava transport 60 mL kisika po litri krvi (99, 100). Boerema je ucinio jedan
zanimljiv pokus kojim je ovo slikovito objasnio; odrzavao je na zivotu potpuno
eksangvinirane svinje samo na plazmi i hiperbari¢nom kisiku, bez pomo¢i hemoglobina iz
eritrocita. Najvazniji rCBF za vrijeme mozdanog udara je zapravo kapilarni tijek krvi, a
sastoji se ve¢inom od protoka plazme, koja dopire i tamo gdje eritrociti ne mogu, npr. zbog

opstrukcije i zato je kisik u plazmi tako vazan. Pri atmosferskom tlaku kisik se takoder
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prenosi u plazmi, ali to je samo 3% od ukupnog potrebnog i dostavljenog kisika. Primjenom
HBO, dokazano je, postize se deseterostruko povisenje razine otopljenog kisika, joS vise
povisuje difuzijski gradijent te postize 20% povecenje oksigenacije ishemiCke penumbre,
smanjenje mozdane razine piruvata i laktata, pobolj$anje mitohondrijske funkcije (101-104).
Primjena kisika pod povecanim tlakom povecava arterijski i tkivni PaO,, tako poboljsava
tkivnu oksigenaciju i smanjuje oStecenja. HBO, smanjuje hipoksiju penumbralnog tkiva
tijekom rane faze ishemije mozga znacajno efektivnije nego normobari¢na oksigenacija
(NBO,), doprinosi cijeljenju ishemickih ulceracija kod dijabeticara i poboljsava ishod nakon
mozdanog udara (104), infarkta miokarda (105), akutne ishemije ekstremiteta kod ljudi (106),
reducira aterosklerotske plakove u animalnim eksperimentalnim modelima (104, 105) itd..
Manje je poznato kako HBO,, utjeCe na strukturalne lezije nakon ishemicko-reperfuzijske
ozljede (mjereno u volumenu infarkta).

Stoga su potrebna dalja istrazivanja koja bi prouc¢avala mehanizme kojima HBO, dovodi do
svojih ucinaka. U posljednje vrijeme se mnoga takva istrazivanja i provode pojasnjavajuéi
nam korisne u¢inke HBO; na ishemié¢na tkiva (107). HBO, popravlja dopremu Kisika tkivu,
obnavlja funkciju ionske pumpe, postishemijski cerebralni metabolizam pogotovo u
penumbri, a svime time produZzuje neuralno prezivljavanje i moguénosti do razvoja
koletaralne cirkulacije (108). HBO;, poboljsava i postishemijski metabolizam pomazuéi
produkciju ATP-a i smanjenjem akumulacije laktata, smanjuje oSteCenja krvno mozdane
barijere (109), potpomaze formiranje kolagenskog matriksa potrebnog za angiogenezu (110-
112). U normalnom tkivu HBO, uzrokuje znacajnu vazokonstrikciju, no taj se efekt u
ishemijskom tkivu kako je veé ranije u brojnim primjerima dokazano ne vidi. Cak dolazi do
porasta protoka za vrijeme HBO,, a poboljsava se transport kisika s viSe otopljenog kisika u
plazmi i poboljasnjem mikrovaskularnog protoka (113, 114) a sve to pomaze ,,dobivanju na
vremenu“ i stvara vrijeme potrebno da se razviju kolaterale, odnosno da stanice koje su
prezivijele prvu, ishemicku ozljedu prezive. Do sada su se koristili modeli trajne i tranzitorne
okluzije mozdanih arterija, s razli¢itim trajanjem tranzitorne okluzije te vremena od ishemije
do HBO; i broja izlaganja HBO, (115,116). Njihovi podaci sugeriraju da je najveca korist
postizana kod kraceg trajanja ishemije te zapocinjenjem HBO, sto prije nakon nastanka
mozdanog udara, koristenjem manjih pritisaka unutar komore (1.5-2.5 ATA), skracenjem
trajanja izlaganja HBOy, i koristenjem multiplih ekspozicija. Ipak HBO; pri 2 ili 2.5 ATA
pokazala se superiornijom od 1.5 ili 1.0 ATA (117,118). Vremenski prozor za primjenu HBO,
kod Stakora je oko 6 h, §to je dulje nego kod tromboliticke terapije (dvije studije pokazale su

da je korisna, s boljim histolo§kim i neuroloskim rezultatima, ako se primjeni 3h ili 6 h nakon

13



ishemije, a Stetna ako se primjeni 12h ili 23 h iza nje (119,120). Mozdani udar, smanjenim
dovodom kisika, dovodi do hipoksije tkiva i te pokrece ireverzibilnu spiralu stani¢ne smrti
ekscitotoksicnos¢u, oksidativnim stresom, inflamacijom i apoptozom. Jedan od najvaznijih
mehanizama neuroprotekcije s HBO, je inhibicija apoptoze ozljedenog tkiva, posebno u
penumbri, $to je dokazano na neonatalnoj ishemiji Stakora, kod fokalne cerebralne ishemije 1
globalnoj cerebralnoj ishemiji (121, 122). HBO, smanjuje aktivnost i izrazaj kaspaza-3,
smanjuje PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) cijepanje, i zaustavlja fragmentaciju DNA.
Moguce je 1 da djeluje direktno na gene osjetiljive na kisik. Neka recentna istrazivanja
pokazala su da smanjuje hipoksijom-inducirani ¢imbenik 1- a (, hypoxia-inducible factor-1 o
(HIF-1a)) i brojne druge gene povezane s apoptozom (123). Ishemijom inducirano nakupljanje
HIF-la aktivira svoje ciljne gene kao $to su geni za angiogenezu (VEGF (vaskularni
endotelijelni ¢imbenik rasta, vascular endothelial growth factor), eritropoezu (eritropoetin), i
glikolizu (glikoliticke enzime i glukozne transportere). HIF-la takoder aktivira tumorski
supresorski gene p53, i kaspazu-9, sve snazno povezane s apoptozom. Aktivacija p5S3 dovodi
do oslobadanja citokroma C i aktivacije kaspaze-9 i kaspaze-3, rezultirajuci stani¢cnom smrcu,
pogotovo apoptozom. Jedan od najjacih inhibitora rastamedu tim mijelin-povezanim
inhibitorima je Nogo-A (neurite outgrowth inhibitor), koji se veze na Nogo receptor (Ng-R)
(124, 125) aktivirajuéi intracelularne Rho GTPazni singalne puteve. Ishemija proizvodi
morfoloske ozljede i odmah povisuje izrazaj Nogo-A, Ng-R 1 njihov izvrsitelj RhoA (koji je
prisutan u ishemi¢énom mozdanom korteksu). HBO, smanjuje njihov izrazaj(126). Svi
¢imbenici Nogo-A puta odmah reagiraju, unutar 6h povisenjem razine, a vrh ima je 48h nakon
globalne ishemije. No0go-A ima vaznu ulogu u preveniranju regeneracije neposredno nakon
ozljede, prije formacije glijalnog oziljka. Supresija Nogo-A puta pomoc¢u HBO, mogla bi
pomo¢i pri oporavku neuroloskih funkcija, kao $to je primije¢eno u animalnom modelu
globalne ishemije. HBO;, u mozdanom tkivu ima i antiinflamatorno djelovanje smanjivanjem
izrazaja ciklooksigenaze-2 (COX-2), smanjivanjem broja intercelularnih adhezijskih
molekula-1 (ICAM-1), indukcijom endotelne sinteze dusSicnog oksida (eNOS) te time
redukcijom adhezije i infiltracije leukocita (127, 128). Dogada li se isto ili drugaéije u
mozdanim krvnim zilama, jo§ nije dokumentirano. Krvno mozdana barijera je karakteristika
mozdane mikrovaskulature i formirana pomocu ¢vrstih interendotelnih intercelularnih spona,
intaktne podlezece bazalne lamine 1 astrocitnih nogica. Ishemija oStecuje 1 primarnu endotelnu
barijeru i sekundarnu koja se sastoji od bazalne lamine i integrinski postredovanih interakcija
stanica i ekstracelularnog matriksa. Poremecaji endotelijalnih ¢vrstih spojeva i integrinskog

izrazaja, kao 1 aktivacija metaloproteinaza dogada se ve¢ prvih sati nakon tranzitorne
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ishemije, a disolucija komponenti bazalne lamine je odgodenija (129-134). HBO, dokazano
smanjuje rano i odgodeno ostecenje krvno mozdane barijere tijekom tranzitorne fokalne
ishemije u Stakora (109). HBO; je pokazao protektivno djelovanje na krvno mozdanu barijeru,
a tako i smanjenje ulaska inflamatornih stanica i upalnih medijatora, smanjenje stvaranja
edema mozga i hemoragizacije infarkta mozga(135-137) nakon tranzitorne fokalne ishemije u
Stakora  (109). Nova istrazivanja pokazuju uspjeh takozvanog predtretmana
(prekondicioniranja, pripreme tkiva pomocu HBO,, za ishemiCka ostecenja), pospjesujuci

njihov oporavak i smanjujuci kona¢ni infarkt (104).

1.2.2. Lije¢enje moZdanog udara pomoc¢u HBO,

Ipak medunarodne smjernice, poput onih druStva AHA /ASA (American Heart
Association/American Stroke Association) i u svojim najnovijim smjernicama iz 2013. godine
navode kako su podaci o koristi primjene HBO;, nedovoljni za donoSenje preporuke o
lijeCenju te da bi navedeno lije¢enje potencijalno moglo biti i Stetno. Stoga se jo§ uvijek ne
preporucuje za lijeCenje bolesnika s akutnim ishemickim moZzdanim udarom (85). Jedna
metaanaliza lije¢enja s HBO; u klini¢koj praksi nije nasla da poboljsava klinicki ishod nakon
mozdanog udara. Ipak, glavni problem otkriven pri analizi ovih istrazivanja koriStenih u meta-
analizi je bio odgoden pocetak lije¢enja od nastupa mozdanog udara do primjene HBO; i

potreba njege bolesnika u specijaliziranoj komori za HBO, (138).

1.2.3. Potencijalni utjecaj HBO; na ulogu 20- HETE u razvoju moZdanog udara

Dijabetes, posebno nelijeceni, dovodi do angiopatije, tkivne hipoksije, ateroskleroze i
ishemijskih lezija, jaceg odgovora na vazokonstriktore i smanjenog odgovora na
vazodilatatore, dovodi do poremecaja mozdane autoregulacije (95). Citokrom P450 (P450)
metabolizira arahidonsku kiselinu (AA) u hidrokdieikosatetraenoi¢ne kiseline acids (HETE-i)
i epoksieikosatrienoi¢ne kiseline (EET-i). Jedan od tih, 20-HETE, ima vaznu ulogu u
regulaciji cerebrovaskularnog tonusa kao potentni vazokonstriktor koji proizvode glatke
misi¢ne stanice (VSM). 20-HETE depolarizira te stanice blokadom vjerojatnosti otvorenog
stanja Ca2+ aktiviranih K+ kanala i prihvacéen je kao protu-regulator dusi¢nog oksida u malim
zilama mozga. Nakon mozdanog udara taj poviseni cerebrovaskularni tonus moze djelomi¢no
biti posljedica pojacanog otpustanja tog vazokonstrikora, 20-HETE (139). HBO; bi mogla

djelovati protiv ove vazokonstrikcije. 20-HETE inhibitori ili poveéanje razine EET-a bi mogli
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smanjiti mozdano osSte¢enje nakon mozdanog udara, blokadom vazospasticnog odogovora

mozdanih arteriola, pogotovo kod dijabeticara.

1.2.4. Reperfuzijska ozljeda i HBO,

Reperfuzijska ozljeda druga je vazna noksa koja pogorSava ishemijske, ,,crush* i druge
traumatske ozljede, propadanje koznih reznjeva i sli¢no. Patofizioloska pozadina ovog
fenomena koji se dogada kod neuralnog oSte¢enja nakon ishemije su neutrofili koji prijanjaju
za zid krvnih zila ishemickog tkiva, oslobadaju proteaze i lokalno proizvode slobodne
radikale, pojac¢avaju upalu, dovodec¢i do patoloske vazokonstrikcije i1 jaceg oSte¢enja tkiva
(140). HBO; promovira generiranja molekula (,,scavengers®) koje detoksiciraju tkivo od
kisikovih radikala, preveniraju lipidnu peroksidaciju stani¢cnih membrana, promoviraju
sekvestraciju leukocita u plu¢ima, tako prevenirajuci njihovu akumulaciju u oSte¢enom tkivu.
HBO, inhibira adherenciju neutrofila i postishemicku vazokonstrikciju u ishemi¢nom tkivu
Stakora. HBO; smanjuje COX-2 mRNA i proteinsku ekpresiju u ishemi¢noj hemisferi nakon
t-MCAO odnosno  okluzije/reperfuzije u Stakora (141). HBO, smanjuje i ishemijom
inducirano smanjenje razine neurotrofin-3 mRNA i tako moZe pomo¢i oporavku ishemijskog

oStecenja mozga (142).

1.2.5. Cijeljenje tkiva i HBO,:

HBO, poboljsava formiranje kolagenskog matriksa, koji je potreban za angiogenezu,
jedan kompleksni proces koji koristi razliite tipove stanica i medijatora, §to je najocitije na
rubovima ishemi¢nog oSte¢enja, gdje dovodi do visokog gradijenta kisika, koji je vazan
stimulus angiogeneze 1 cijeljenja(110,111). Cijeljenje i angiogenaza je brza i1 bolja kod
ostec¢enja lijeCenih s HBO,. Ucinak jedne ili ponavljanih procedura trebao bi pomoc¢i u
odrzavanju na zivotu onih stanica koje su prezivjele prvu ishemijsku ozljedu (112). Na
animalnim modelima je slicno tomu demonstrirano da se koli¢ina i veli¢ina krvnih zila u
koznim reZnjevima znacajno povecava kada su lijeCeni s HBO,. Ucinak je zanimljivo jace
izrazen u kompromitiranim tkivima poput ishemi¢nog, hipoksi¢nog ili postiradijacijskog
oStecenja 1 kod oStecene vaskualture. To je logi¢no ako se sjetimo originalnih Boereminih
eksperimenata s eksangviniranim svinjama i da plazma prolazi oStecene kapilare 1 dolazi 1

tamo gdje eritrociti ne mogu. Tako opskrbljuje kisikom tkivo dovoljno dugo da se formira
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reperfuzija i stimulira angiogenezu. HBO; je dokazano efikasna u stimulaciji angiogeneze i

stvaranju nove opskrbne mreze kapilara nakon iradijacijske ozljede.

1.2.6. HBOZ2 i angiogeneza

Nakon ishemije mozga angiogeneza u penumbralnoj regiji je prirodni odgovor, a tkivo
oko infarciranog i osjetljivo tkivo predodredeno za apoptozu moze profitirati od angiogeneze
danima ili ¢ak tjednima, mjesecima, pomazuéi neuralnu reorganizaciju, diferenciranje
mati¢nih stanica i time funkcionalni oporavak. Nakon infarkta mozga dolazi do povisenja
kapilarne gustoce oko tkiva infarkta §to je pokazano na post-mortem analizama mozgova
bolesnika koji su prezivjeli mozdani udar nekoliko tjedana i na modelu Stakora. Prvo se
stvaraju vaskularni pupoljci, a kasnije i prave sveze koje komuniciraju s intaktnim
kapilarama, obnavaljaju¢i perfuziju granice infarkta, ve¢ unutar tjedan dana od ishemije.
Postoji vise od 20 molekula, citokina, peptidnih faktora rasta, koji se oslobadaju u
inflamatornoj fazi mozdanog udara iz infiltriraju¢ih makrofaga, leukocita, oSte¢enih
trombocita, a poznati su i da induciraju angiogenezu. Dolazi do pojacanja djelovanja mnogih
angiogenetskih ¢imbenika ukljucuju¢i TGF-B (transformiraju¢i ¢imbeik rasta-, transforming
growth factor-f), PDGF (¢imbenik rasta porijeklom iz trombocita, platelet-derived growth
factor), VEGF (vaskularni endotelijalni ¢imbenik rasta, vascular endothelial growth factor)
FGF-2 (¢imbenik rasta fibroblasta, fibroblast growth factor) u malim krvnim Zilama.

Nakon infarkta mozga dolazi do porasta PDGF-B lanaca koji induciraju neokapilarizaciju i
vaskularizaciju. Ove se kapilare sastoje od pericita i endotelnih stanican (144) A PDGF- BB
pomaze njihovo sazrijevanje te uklju¢ivanje glatkih miSi¢nih stanica u zid krvne Zile i
diferencijaciju endotelnih progenitornih stanica kostane srzi. Obitelj VEGF-a (143-145) moze
biti stimulirana drugim ¢imbenicima kao §to su TBF-B, FGF, PDGF, EGF 1 mozda je
najpotentniji angiogeni Cimbenik rasta. Raste odmah unutar sati od ishemije, stimulira
angiogenezu i reducira volumen infarkta mozga. Razina VEGF-a znac¢ajno raste s primjenom
HBO,, a to djelomi¢no moZe objasniti proangiogeni u¢inak HBO,. To potvrduje neke podatke
da hipoksija nije nuzna predispozicija za produkciju VEGF (145). Novija istrazivanja
otkrivaju stalno nove gene povezane s angiogenezom, proliferativne, adhezivne,
remodeliraju¢e. Nakon mozdanog udara apoptoza je normalna reakcija nekih endotelnih
stanica 1 potrebna u procesu vaskularnog pupanja, ali kod teze ishemije inhibira formiranje

novih zila. Ovo su samo neki neiskoriSteni angiogentski mehanizmi koji su pod utjecajem
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HBO,, izravno ili neizravno, a mogli bi promijeniti nacine lijeCenja mozdanog udara, koje je

ograni¢eno uskim vremenkim prozorom za trombolizu, nedostatkom drugih lijecenja.

1.2.7. Relativna hipoksija i HBO,

Jedna od nasih hipoteza je i ta da se intermitentnim izlaganjem HBO; stvaraju uvjeti
relativne hipoksije, koja potice produkciju proangiogentskih ¢imbenika rasta (HIF-10, VEGF
itd.) i stvara pozitivne uvjete i prolongirani vremenski prozor tijekom kojeg postoji veca
mogucnost, prilika, da se stvore nove kolaterale, pokrene angiogeneza i1 omoguci
prezivljavanje veéeg broja stanica penumbre i oligemije. Jezgra je nazalost izvan dosega, no
konac¢ni volumen infarkta mogao bi biti manji. Postoje klinicke opservacije da bolesnici koji
prebole TIA-u (tranzitornu ishemicku ataku), bolje podnose kasniji mozdani udar ako uslijedi,
a kod 5% se on dogada u prva 24, a jo$§ 5% u sljede¢ih 7 dana. MoZda je relativna hipoksija
razlog tome, omogucéujuc¢i bolju kolateralnu mrezu. Intermitentna HBO, imitira prirodnu
pojavu TIA-e, hipoksi¢no stanje, nakon kojeg slijedi dovoljna doprema u plazmi otopljenog
kisika 1 smanjen vazospazam. Na taj nacin bi ovim lijeenjem uzrokovana neuoprotekcija
imala dva nacina djelovanja; jedan dopremom kisika u ishemic¢no tkivo sa poboljSanjem
prezivljavanja neurona, a drugi preveniranjem apoptoze neurona do poboljSanja uvjeta,

promoviranjem angiogeneze, smanjenjem vazospazma, upale, poboljSanjem cijeljenja itd.

1.3. Zivotinjski modeli, najéeS¢e Stakorski, na kojima su istraZivani nacini lijeCenja

moZdanog udara

Postoje razni zivotinjski modeli, naj¢eS¢e Stakorski, na kojima su istrazivani nacini
lijecenja moZdanog udara. Nacini izazivanja mozdanih udara takoder su razli€iti, a dijele se na
kompletnu globalnu ishemiju, inkompletnu globalnu ishemiju, fokalnu cerebralnu ishemiju i
multifokalnucerebralnuishemiju (146).

Najcesc¢e koristeni eksperimentalni model mozdanog udara kod $takora je model
okluzije srednje cerebralne arterije (MCAO) i tromboembolijski model. Postoje varijacije
ovog modela koje koriste permanentnu ili tranzitornu MCA ishemiju. Kod nedijabetic¢kih
Stakora u ovim modelima duljina trajanja ishemije varirala je medu eksperimentima od 60 do
180 minuta (147, 148). Zanimljivo je da su i kod dijabeti¢kih Stakora eksperimentalne
ishemije MCA bile istog trajanja kao 1 kod nedijabetickih, iako bi bilo za ocekivati, uzimajuci

u obzir poznate podatke o mozdanim udarima kod bolesnika s dijabetesom, da je mozak
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prihva¢enog modela za ispitivanje mozdanog udara kod $takora s dugotrajnim dijabetesom.
Kao $to je navedeno do sada su postojali modeli permantne MCAO (148-150), tranzitorne (t-
MCAO) od 180 minuta (151), 120 min. (152-156),105 min. (157), 60 min (158). Pri
proucavanju dosadaSnjih istrazivanja i izboru Stakorskog modela mozdanog udara primjetili
smo da tromboembolijski model pokazuje nekonzistentne rezultate, a prema nekim autorima
to je posljedica nepredvidive odgodene reperfuzije i posljedicno tomu nemoguénosti da se sa
sigurno$¢u predvidi vrijeme kada ¢e se reperfuzija dogoditi i ishemija prestati (159,160).
Takav model ne moze npr. simulirati ishemiju kod dijabeti¢ara za vrijeme endarterektomije
unutarnje karotidne arterije, kod koje tocno znamo trajanje ishemije i njezinu lokalizaciju u
mozgu. MCAO modeli s druge strane intraluminalnom insercijom monofilamenta,
postavljenog na to¢no odredeno mjesto pod kontrolom LDF (Laser Doppler Flowmetry)
sonde i monitorirani za vrijeme ishemije i reperfuzije, imitiraju ju potpuno, a s obzirom da je

operacijski protokol na vratu slican — i njezine komplikacije isto tako.

1.4. t-MCAOQO metoda

Sama t-MCAO metodapodrazumijevatransekcijuvanjskekarotidnearterije, privremeno
podvezivanje zajednicke karotidne arterije, da bi se intraluminalno kroz unutraS$nju karotidnu
arteriju plasirao silikonom zaobljen najlonski monofilament do spoja prednje i srednje
cerebralne arterije. Monofilament se mozZe ostaviti na mjestu Zeljeno vrijeme te se
izvlaCenjem istoga postize reperfuzija. Na taj se nacin postize uvijek infarkt mozga iste
veli¢ine 1 lokacije, s obzirom da se zatvara terminalna krvna zila, nakon kolaterala
Williosovog kruga. Prvo do infarkta dolazi u podrucju striatuma, a kasnije dorzolateralnog
korteksa iznad njega. Strijatalni infarkti se razvijaju rapidno i uglavnom nisu izljeéivi (161).
Kortikalni infarkti se razvijaju kasnije ukljucuje prolongirano otvaranje krvno mozdane
barijere, apoptotsku smrt. Kod tranzitorne MCAO strijatum je mjesto ishemiCke jezgre, a
ovisno o trajanju i jaini ishemije, odnosno primijenjenom lijecenju korteks moZze prije¢i u

jezgru ili penumbru, oligemiju ili zdravo mozdano tkivo (162).

1.5. Streptozotocin-inducirani diabetes mellitus tip |

Streptozotocin-inducirani diabetes mellitus tip I je Siroko koriSteni model neketoticke

hiperglikemije, a smatra se usporediv s humanim stanjem. Postize se jednostavno,
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jednokratnim injiciranjem streptozotocina (STZ; 60 mg/kg). STZ se svaki puta mora svjeze
pripremiti u 0.02 M otopini citratnog pufera i injicirati intraperitonealno Stakorima u dobi od
6 tjedana (163, 164).Injiciranje intraperitonealno 60mg/kg streptozotocina uzrokuje pouzdanu
degeneraciju Langerhansovih oto¢i¢a i u roku od 2-4 dana dijabetes. To se dokazuje
ponavljanim prac¢enjem glukoze u krvi iz repne vene, na tasSte, svaki tjedan do pokusa te
neposredno prije, tijekom samog pokusa te nakon pokusa do zZrtvovanja Zivotinja. U daljnje
istrazivanje se uklju¢uju samo zivotinje koje kao rezultat injiciranja imaju glukozu na taste u

krvi iznad 17 mmol/L (165).

1.6. Uspostava modela moZdanog udara kod dijebeti¢nih Stakorica SD (Sprague Dawley)

vrste.

Unato¢ uloZenim naporima, koriStenju veceg broja Zivotinja 1 nakon znacajnog
vremena preovedenog u pokusima, nije bilo moguce uspostaviti model t-MCAO kod
dijabetickih zenki SD vrste koriStenjem do sada uobiCajenih vremena trajanja ishemije.
Analiza koristenih Zivotinja pokazala je da je glavni razlog za navedeno masivni ishemijski
mozdani udar s malignim edemom mozga, koji je dovodio do velikih neuroloskih deficita,
koji su se pogorSavali s vremenom 1 koji su se pokazali nespojivi s prezivljavanjem radi
nemogucnosti kretanja, uzimanja hrane i vode, cirkularnog obrasca kretanja, a ubrzo potom
poremecaja svijesti i smrti Zivotinje unutar 24 sata od nastupa ishemije. To nije omogucavalo
uspostavu adekvatnog modela mozdanog udara kod navedenih Zivotinja, koji bi bilo moguce
lijeciti. PretraZivanjem ranijih istrazivanja otkrili smo da su i kod njih dijabeticki Stakori
razvijali velike infarkte mozga 1 takoder ¢eS¢e ugibali. Bolesnici s dijabetesom su takoder
imaju teZe neuroloske deficite i vece infarkte mozga s loSijim ¢ak i letalnim ishodom
lijeCenja, bilo kojom terapijom lijeceni, pogotovo s rtPA. Dijabetes je u nekim slucajevima
cak iskljuCujuéi kriterij za lijeCenje recidiviraju¢eg mozdanog udara trombolizom(85).
Uzimaju¢i dakle paralelu i1z klinicke prakse, takva se situacija dogada pri lijjecenju jednim
dokazano djelotvornim medikamentoznim lijeCenjem mozdanog udara - trombolizom s rtPA
(recombinant tissue plasminogen activator- rekombinirani tkivni plazminogen aktivator).
Najvec¢i mozdani udari, koji zahvacaju cijelo podruc¢je MCA 1 imaju visok NIHSS (National
Institute of Health Stroke Score) su slabi kandidati za lijeCenje trombolizom, a uglavnhom
umiru radi malignog mozdanog edema ili komplikacija kao $to su disfagija i nepokretnost, ali
takoder imaju ve¢i rizik od sekundarne hemoragizacije infarkta mozga ili intrakranijalnih

drugih krvarenja. Cilj ovog istrazivanja je bio skratiti trajanje ishemije mozga da bi se
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pronasli uvjeti u kojima je moguce takve mozdane udare kod Stakore s dijabetesom lijeciti.
Kako je nas cilj bio pratiti Stakore 24h od lijeenja, da bismo vidjeli u¢inak i multiplih HBO»,
odlucili smo skratiti trajanje t-MCAO razli¢ito u razli¢itim grupama, da bi otkrili koja duzina
ishemije ¢e uzrokovati mozdani udar srednje veliine (isti kao Sto je opisivan u ranijim
radovima kod nedijabetickih Stakora s uobi¢ajenim, duljim trajanjem ishemije od 60 do 180
minuta, to¢nije veli¢ine prosjecnog volumena infarkta mozga izmedu 40% i 50% volumena

hemisfere).
1.7. Stakori vrste Sprague-Dawley (SD)

Stakori vrste Sprague-Dawley (SD) su najée$ée koristena vrsta §takora u MCAO
eksperimentima i 41% dosadasnjih istrazivaca je svoje eksperimente provodila na ovoj vrsti.
Od ostalih vrsta bili su zastupljeni s 34% Stakori vrste Wistar, s 10% SHR (spontano
hipertenzivni Stakori) Stakori, s 2% Long-Evans Stakori i s 2% ostale vrste (166). SD Stakori
imaju manju ucestalost komplikacija, uklju¢uju¢u SAH-e (subarahnoidalna hemoragija), u
usporedbi s Fisher and Wistar Stakorima, Sto je posljedica anatomskog tijeka unutrasnje

karotidne arterije u petroznom segmentu.

1.8. 20-HETE

Ve¢ nekoliko godina u istrazivanjima postoje indicije da se arahidonska kiselina (AA)
oslobada u likvor nakon cerebralne ishemije (167). Posredovanjem enzima citokroma P450
(CYP)P450 u cerebralnim arteriolama i mozdanom tkivu (168) metabolizira se u snazan
vazokonstriktor - 20-hidroksieikozatetraenoi¢nu kiselinu (20-HETE), opisani medijator
neuronalnog ostec¢enja kod mozdanog udara (169). On regulira vjerojatnost otvorenog stanja
K+ kanala te time posredno i tonus arterija (171). On takoder poveéava proizvodnju slobodnih
kisikovih radikala (170-174). Tako dakle dokazano djeluje i na kona¢ni volumen infarkta

mozga nakon mozdanog udara.

1.9. Blokatori stvaranja 20-HETE

Pronalaskom blokatora stvaranja 20-HETE, utvrdeno je da oni smanjuju mozdanu
autoregulaciju te sposobnosti vaskularnog odgovora i na vazokonstriktore i vazodilatatore
(175, 176). 20-HETE djeluje na razvoj i pojaCanje vazospazma nakon subarahnoidalne
hemoragije (SAH), a utvrdeno je djelovanje inhibitora 20-HETE na sprjeCavanje pada u

mozdanom protoku nakon SAH-a te lijeCenju odgodenog vazospazma u Stakora i pasa (177).
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Razina 20-HETE povisuje se u mozgu unutar 7.5 h, a u plazmi tek 19.5-25.5 h nakon okluzije
arterije (178). Kod infarkta mozga u animalnim modelima isti inhibitor pokazao je znacajan
ucinak u dva istrazivanja na smanjenju volumena infarkta, poboljSanju funkcionalnog
ishoda(179,180), 1 vjeruje se da je to posljedica poboljSanja mikrocirkulacije, omogucavanja
regrutiranja kolaterala u podrucje penumbre, neometanog vazokonstriktorom 20-HETE (181-
184). Ucinak je vidljiv kada se inhibitor primjeni unutar 4h od okluzije, a neuspjesan kada
primijenjen vise od 7h nakon pocetka, a djelovanje jednog injiciranja traje najmanje 6h (182).
Jedna doza koja efektivno suprimira razinu 20-HETE iznosi 0.3 mg/kg. Kao drugi
mehanizam djelovanja 20-HETE je blokada Na+/K+-ATPazne aktivnosti i aktivacija niza
intrastani¢nih signalnih putova (174,185). KoriStenje inhibitora 20-HETE za akutno lijecenje
mozdanog udara ili u svrhu predtretmana je predlozeno kao novi potencijalni pristup (180).
Ono $to nije poznato je djelovanje na mozdani udar kod dijabetickih Stakora.

EET (engleski EETs- epoksieikozatrienoi¢ne kiseline), drugi metaboliti arahidonske
kiseline, su endogeni mozdani medijatori, koje proizvode astrociti i endotel, a ukljuceni su u
regulaciju mozdanog protoka. One su medijatori vazodilatacije, reduciraju apoptozu,
agregaciju trombocita, promoviraju angiogenezu itd. (186). Dokazano je da imaju potencijaln
smanjiti oStecenje tkivne perfuzije i imaju utjecaj na ishod mozdanog udara (187-189). S
porastom pO2 (parcijalnog tlaka kisika) raste i produkcija i 20-HETE i EET, pomoéu P450
enzima 1 o-hidroksilacije arahidnonske kiseline. U hipoksiji se stvaraju EET (koji su
vazodilatatori 1 u zadnjih 10 godina se s velikom sigurno$¢u moze re¢i da su EET zapravo
EDHF (endothelium derived hyperpolarizing factor). Ono §to je prakti¢no vrlo malo poznato
je kako izlaganje HBO,, bilo jednokratno ili intermitentno viSekratno utjeCe na strukturno
oStecenje izazvano ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom (tj. mjereno veli¢inom/volumenom
infarcirane regije) te na koji na¢in HBO utjeCe na izrazaj enzima CYP450-omega
hidroksiilaze 1 CYP450 epoksigenaze u krvnim Zilama mozga. Takoder je joS uvijek nejasna
uloga 20-HETE u vaskularnom odgovoru na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu. Jedno nedavno
istrazivanje kod dijabetic¢kih Stakora pokazalo je poboljsanu relaksaciju aortalnog prstena kod

dijabetickih Stakora tretiranih s HBO; moguéim poviSenjem razine EET (190).

1.10. Kombinacija HBO; i inhibitora 20-HETE

Uzimajuéi u obzir potencijalne korisne u¢inke HBO, na modulaciju metabolizma
arahidonske kiseline i znacaj 20-HETE inhibicije na ishod mozdanog udara, cilj ovog

istrazivanja je bio utvrditi u¢inke i mehanizme jednokratnog i visekratnog izlaganja HBO,kao
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i potencijalni uéinak samostalne ili simultane primjene 20-HETE inhibitora, a i uloge EET u t-
MCAO modelu kod dugotrajno dijabetickih Stakorica (191)
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2.Hipoteza

Primjena HBO, kod mozdanog udara kod dijabeti¢nih Stakora ima pozitivan ucinak
izrazen smanjenjem veliCine infarciranog podrucja. Jednokratna, kao 1 viSekratne primjene
HBO; imati ¢e znacajan ucinak na smanjenje tkivnog oSte¢enja. Dodatno, primijenjena duljina
trajanja t-MCAO kod dijabetickog Stakoradovesti ¢e do dovoljno velikih infarkta mozga, koji
¢e nam omogudéiti adekvatnu analizu veliine oSteCenja i djelotvornosti terapije. Blokada
proizvodnje 20-HETE imati Ce sinergisticki uc¢inak s HBO,, a HBO; ¢e pojacati izraZajnost i
CYP450-omega hidroksilaze i CYP450 epoksigenaze.
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3. Ciljevi istraZivanja

1. Razviti pouzdani, zari$ni model t-MCAO kod dijabeti¢nih Stakorica.

2. Utvrditi utjecaj HBO; na veli¢inu infarcirane regije mozga kod dijabeti¢nih Stakorica.

3. Usporediti djelovanje jednokratne s vi§ekratnom primjenom HBO; u istom modelu.

4. Utvrditi djelovanje inhibitora 20-HETE u kombinaciji s HBO, kod dijabeti¢nih Stakorica.

5. Utvrditi izrazajnost CYP450-omega hidroksilaze i CYP450 epoksigenaze kod dijabeti¢nih

Stakorica prije i nakon HBO,.
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4. Materijal i metode
4.1. Pokusne Zivotinje

4.1.1. Karakteristike Zivotinja

U istrazivanju su koriStene zenke Sprague—Dawley Stakora (tezine 180 do 272 g), stare
12 tjedana.Veli¢ina uzorka: ukupno je u istrazivanje ukljuceno 72 zivotinje s uspjeSno
provedenim pokusima (N=72).

U prvom dijelu pokusa, koji postavlja fokalni model t-MCAO kod dijabeti¢nih
Sprague—Dawley Stakorica, prikazani su rezultati uspjeSnih pokusa na 30 Stakorica (25
dijabetickih 1 5 nedijabetic¢kih), koje su redovito testirane i bile bez patogenih organizama,
starosti 12 tjedana, tezine izmedu 220 i 272 g, uzgojenih pod stru¢nim nadzorom u za to
akreditiranoj ustanovi za animalnu njegu i uzgoj pri Katedri za Fiziologiju, Laboratoriju za
fiziologiju cirkulacije, na Medicinskom fakultetu u Osijeku, Sveudilista u Osijeku.
Zivotinjama je omogucen slobodan pristup hrani i vodi (ad libitum), prije, za vrijeme i nakon
pokusa, a drzane su u standardnim plasticnim kavezima u okruzenju kontrolirane temperature

i vlaznosti s 12-satnim ciklusima svijetlo/tama.

U drugom dijelu pokusa, koji je istrazivao utjecaj jednokratne i viSekratne primjene
hiperbari¢ne oksigenacije, lijeCenja s HET0016, kombinacije HBO, i predtretmana ili
lije¢enja s HET0016 na ishod mozdanog udara, izraZivanje je provedeno na 42 zdrave
Sprague—Dawley Stakorice s dijabetesom, starosti 12 tjedana, tezine od 180 do 230 g, koje su

uzgojene 1 drzane u istim uvjetima u istoj ustanovi kao 1 ranije.

4.1.2 Etika ispitivanja na Zivotinjama

Sve pokuse smo provodili u skladu sa smjernicama (European Guidelines for the Care
and Use of Laboratory Animals (directive 86/609). IstraZivanje je odobreno od strane Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Osijeku 1 Ministarstva poljoprivrede (broj

odobrenja - 525-06-1-0255/12-2).

4.1.3. Podjela na skupine (dizajn studije)

U prvom dijelu pokusa, koji postavlja zarisni model t-MCAO kod dijabeti¢nih
Sprague-Dawley Stakorica, iskoriSteno je 30 Zivotinja s uspjeSno izvedenim pokusima
(N=30), 5 nedijabetickih i 25 dijabeti¢kih. Zivotinje s dugotrajnim nereguliranim dijabetesom

su nasumi¢no dodjeljivane u pet skupina s razli¢itim trajanjem t-MCAO (20, 30, 45, 60 ili 90
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minuta), odnosno izlagane ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi razli¢ite jacine, a one bez
dijabetesa su podvrgnute 30-minutnoj t-MCAO. Kada je postignut predvideni broj Zivotinja u
svakoj skupini dijabeti¢nih zivotinja (u svakoj skupini N=5, s uspjeSnim pokusom), Zivotinje
su nasumicno dodjeljivane u druge skupine, dok sve nisu bile popunjene s dovoljnim brojem

zivotinja s uspje$nim pokusom (N=25).

U drugom dijelu pokusa, koji je istrazivao utjecaj jednokratne i viSekratne primjene
hiperbari¢ne oksigenacije, lije¢enja s HET0016 te kombinacije HBO, i predtretmana ili
lije¢enja s HET0016 na ishod mozdanog udara, dijabeticke Stakorice (N=42) s razinom GUK-
i iznad 17 mmol/L (150) su podvrgnute t-MCAO i reperfuzijskoj ozljedi i nasumi¢no
dodjeljivane sljede¢im skupinama (n=7 Zivotinja po skupini); a) kontrolna skupina (bez
farmakoloskog ili HBO, lijecenja nakon t-MCAQ trajanja 30 minuta i reperfuzije; i
eksperimentalne skupine lijecene s: b) HBO, (jednokratna HBO,,2h, 2 ATA, odmah nakon t-
MCAO); ¢) visekratne HBO, (prva HBO,neposredno nakon, a druga 12h nakon t-MCAO); d)
HETO0016 predtretman+HBO, (HET0016 injiciran jednom dnevno, i.p., 1mg/kg/dan, tijekom
tri dana prije t-MCAO, kombiniran s HBO, nakon t-MCAQ), e) HET0016 lijeCenje (injiciran
HETO0016 i.p., Img/kg/h, svaki sat pocevsi od 1h prije t-MCAO i injiciran tijekom sljedec¢ih 6
sati, nakon t-MCAO), i f) HET0016 lijeCenjet+tHBO, (HET0016 akutno lijeCenje kao §to je

opisano u skupini e) kombinirano s jednokratnom HBO, nakon t-MCADO).
4.1.4. Isklju¢ujuéi kriteriji

Iskljucni kriteriji su bili: smrt zivotinje tijekom kirurSke procedure ili unutar 24 sata
nakon reperfuzije, obilno krvarenje tijekom operacije, redukcija rCBF tijekom ishemije za
manje od 65% od bazalnih vrijednosti, a drugom 55%, odsutnost reperfuzije nakon uklanjanja
okluzivnog monofilamenta koriste¢i LDF (Laser Doppler Flowmetry), prisutnost
intracerebralne i/ili subarahnoidalne hemoragije na postmortalnom pregledu mozga. Zivotinje

iskljucene iz pokusa su zamijenjene.

Ukoliko je zivotinja tijekom ili nakon pokusa uginula, mozak uginule Zivotinje nije se
analizirao, iskljucena je iz pokusa. Takoder su isklju¢ene zivotinje kod kojih bojanje mozga
TTC-om nije bilo adekvatno ili je doSlo do oSteéenja mozga pri ekstrakciji iz lubanje.

Zivotinje isklju¢ene iz studije zamijenjene su novima.
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4.2. Metode:

4.2.1 Induciranje dijabetesa

Koristene su zenke Sprague-Dawley Stakora stare 12 tjedana kojima je izazvan
dijabetes tip 1 jednokratnim injiciranjem streptozotocina (STZ; 60 mg/kg, Sigma-Aldrich, St.
Luis, MO, USA). STZ je svaki puta svjeze pripremljen u 0.02 M otopini citratnog pufera i dan
Stakorima u dobi od 6 tjedana (163, 164). Mjerenje glukoze u Krvi iz repne vene na taSte je
provodeno ponavljano svaki tjedan do pokusa, prije pokusa i nakon pokusa te prije zrtvovanja
zivotinje koriste¢i glukometar (Accu-Check Active, Roche). Injiciranje intraperitonealno
60mg/kg streptozotocina uzrokuje pouzdanu degeneraciju Langerhansovih oto¢i¢a i u roku od
2-4 dana dijabetes. To se dokazuje ponavljanim pracenjem glukoze u krvi iz repne vene, na
taste, svaki tjedan do pokusa te neposredno prije, tijekom samog pokusa te nakon pokusa do
zrtvovanja zivotinja. U daljnje istrazivanje su uklju¢ene samo zivotinje koje su kao rezultat

injiciranja imale glukozu na taste u krvi iznad 17 mmol/L (98).

4.2.2. Anestezija i priprema Stakora za pokus

Prvo je provodena premedikacija Stakorica s atropinom (Atropini sulfas, Belupo d.d.,
Koprivnica, Croatia) u dozi 0.1 mg/kg i.p. radi suzbijanja moguée salivacije, kao ucestale
nuspojave anestezije, koja ponekad moze biti izrazita (192).

Anesteziju smo postigli intraperitonealnim davanjem kombinacije dva lijeka u
sljede¢oj dozi: midazolama (Dormicum, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyheln, Njemacka)
0.5 mg/kg 1 ketamina (Ketanest, PfizerPharma GmbH, Berlin, Njemacka) 75 mg/kg, kao Sto je
koriSteno u dosadasnjim pokusima t-MCAO, uz zadovoljavaju¢u analgeziju i anesteziju

Stakora neophodnu za miran rad.

4.2.3. Monitoriranje regionalnog cerebrovaskularnog protoka krvi (rCBF) pomoc¢u laser

Doppler Flowmetrije (LDF):

Nakon anestezije, pristupalo se brijanju krzna na vratu i na lubanji i dezinfekciji
alkoholom, da bi nakon zavrSenog pokusa suture dobro zatvarale ranu i da bi rana cijelila bez
komplikacija. Stakor se fiksira0 za operacijski stoli¢, a tjelesna temperatura se kontinuirano
pratlai rektalnom sondom s toplomjerom i odrzavala na razini 37.5+ 0.5 °C, pomocu

automatski grijanih termostaskih podloga povezanih s rektalnom sondom.
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Postavljanje i fiksiranje sonde laser doplera na lubanju izvodi se tako da se medijalnim
pristupom 1 Sirenjem koze pristupi se na periost lijeve parijetalne kosti te, nakon dobre
hemostaze, zubnom busilicom vrha Sirine 1 mm, stanji kost do transparentnosti u arealu
promjera oko 2mm, 2 mm posteriorno i 6 mm lateralno od bregme. To je potrebno jer bi kost
inaCe blokirala ultrazvuc¢ni signal koji emitira sonda da dode do eritrocita u krvnim zilama 1
vrati se do sonde. Nakon susenja kosti i po potrebi ponovne hemostaze koznih i periostalnih
kapilara se fiksira teflonsku cjevcicu iznad koStanog prozora stanjene kosti i intaktne dure,
povrh MCA irigacijske regije. Fiksacija se postize dentalnim cementom, koji se mijesa u casi
s aktivatorom dok se ne otopi (Paladur dentalni cement i aktivator, oba od proizvodaca
Haeraeus Kutzer GmbH, Hanau, Njemacka). On se rasporeduje oko cjevcice i nakon susenja,
koje ne traje dugo, onemogucava kasnije pomicanje sonde. Nakon toga se instalira parafinsko
ulje u cijevc€icu, da bi se sprijecilo interponiranje zraka izmedu sonde i lubanje, Sto bi takoder
onemogucilo Sirenje ultrazvucnih valova i mjerenje CBF. Potom se umetne ultrazvu¢na sonda
koja se fiksira u teflonsku cijev¢icu. Laser dopler (Laser Doppler Flowmetry, LDF, Moor
Instruments Ltd, model MBF3D, Devon, Ujedinjeno Kraljevstvo) omogucuje nam tada
kontinuirano pracenje regionalnog arterijskog protoka u podrucju cerebralnog korteksa, prije,
tijekom same okluzije te tijekom reperfuzije. LDF je spojen na racunalo laboratorija te se na
zaslonu rezultati kontinuirano prate i svakih 5 minuta, po potrebi i ¢eSce i zapisuju. Rezultati
se prate tijekom disekcije vrata tj. 10 do 15 minuta prije t-MCAO (i taj se protok uzima kao
osnovni - baseline, osnovica), tijekom t-MCAO (koja se manifestira kao nagli i o$tri pad
protoka za koji perzistira cijelo vrijeme okluzije) i potom tijekom 20 minuta reperfuzije (koja
se manifestira kao takoder nagli skok protoka nakon ekstrakcije monofilamenta, ¢ak iznad
osnovnih vrijednosti 1 kasnije unutar minute njegovo lagano vrac¢anje na normalu ili nesto
ispod nje). Sve to sluzi kako bi se dokazala podudarnost skupina, jednakog pada protoka,
odnosno jednake jacine ishemije, takoder da bi se dokazala sigurna reperfuzija, odnosno
tranzitornost ishemije. Kvantitativna analiza rCBF-a je ucinjena od strane istrazivaca koji je

bio neupucen u lijecenje.

424 t-MCAO (tranzitorna okluzijasrednjecerebralnearterije, transitory middle

cerebral artery occlusion, intra-arterial suture occlusion of the middle cerebral artery)

U pokusu se primjenjuje tranzitorna fokalna cerebralna ishemija u podrucju lijeve

MCA po metodi koju je opisao Koizumi i kasnije modificirao Zea Longa (193,194). Nakon
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medijalne incizije na kozi vrata, razmicanjem koze, potkoznog tkiva, fascija te miSi¢a prikaze
se 1 izolira lijeva CCA( zajednic¢ka karotidna arterija, common carotid artery, arteria carotis
communis), uz pazljivo cuvanje nervus vagusa i simpatiCkog pleksusa, koji se
mikrokirurSkom metodom, pod kontrolom mikroskopa cijelom duzinom odvoji od CCA.
Nakon toga se pristupa izoliranju i podvezivanju vanjske karotidne arterije (ECA, external
carotid artery, arteria carotis externa), koncem 5-0, na dva mjesta i presijecanju iste. Time se
bolje mobilizira CCA i ICA (internal carotid artery, arteria carotis interna, interna karotidna
arterija). ICA se takoder disekcijom na lijevoj strani vrata, uz $to manje traumatiziranje
okolnog tkiva, izolira i prikaze njezin tijek, $to je moguce, ako je potrebno uéiniti do ulaska u
kranij. Postavlja se privremena ligatura koncem na CCA proksimalno, gotovo kod izlazista iz
prsnog kosa. Cijela se kirurSka procedura od pocetka operacije na vratu, kako je ranije
opisano, prati pomoc¢u LDF signala na monitoru racunala. Ovdje se ve¢ tijekom disekcije
vrata tijekom 15 minuta registrira osnovni rCBF (baseline, osnovica). Postavi se i jedna
distalna privremena ligatura na CCA u predbifurkacionom segmentu te se kroz manju inciziju
na CCA izmedu dvije ligature, uz prevenciju retrogradnog tijeka krvi, uvodi najlonski
monofilament napravljen od kirur§kog monofilamentskog najlonskog konca debljine 4-0. Vrh
monofilamenta je zaobljen na vatri da ne bi bio oStar i oStetio arteriju i omekSan zamatanjem
u silikonski omota¢ duzine 5 mm, i time vrh monofilamenta bude blago zadebljan do debljine
0.25 do 0.3 mm, $to se provjerava pod miskroskopom. Koristi se pritom silikon Xantopren, a
kao aktivator Elastomer aktivator (oba od proizvodaca Haeraeus Kutzer GmbH, Hanau,
Njemacka), a filamenti se moraju prirediti ranije da bi se omogucilo susenje na zraku,
odnosno stvrdnjavanje silikona koji se ¢vrsto spoji do tada s monofilamentom. Monofilament
se izrazito polagano, pod kontrolom mikroskopa, uvodi prvo u lijevu CCA, a potom kroz
ICA, do dubine od oko 15-17mm distalno od bifurkacije CCA. Potrebno je izbjeci ulazak u
pterigopalatinalnu arteriju, $to se moze vizualno pratiti nakon kranijalnije disekcije vrata te po
potrebi korekcijom polozaja glave Stakora. Nastavkom napredovanja monofilamenta kroz
ICA, isti ulazi u intrakranijalni prostor te ako filament prode kroz koStani prozor, ulazi
neminovno u proksimalni dio prednje cerebralne arterije (ACA, anterior cerebral artery,
arteria cerebri anterior) i automatski blokira ulaz u srednju moZzdanu arteriju lijeve strane
(lijeva MCA), u segmentu prije njezine trifurkacije, Sto se osjeti manualno kao lagani otpor
napredovanju monofilamenta, a na zaslonu racunala vidi kao nagli, pad rCBF za oko od 55-
70%(180). Izbjegavanje jaceg pritiska kod uvodenja monofilamenta i njegovo omotavanje
mekanim silikonskim omotatem uz zaobljavanje vrha je neophodno da bi se izbjeglo

oste¢enje intime ICA, MCA, ACA i posljedicno subarahnoidalno krvarenje. Tada se
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okluzijski filament pri¢vr§¢uje u ICA pomocu takoder privremene ligature i ostavlja tijekom
trajanja okluzije. Cijelo to vrijeme se na zaslonu racunala prati i svakih 5 minuta zapisuje
prosjecni protok registriran pomo¢u LDF-a, da bi se prvo utvrdio tijekom 15 minuta osnovni
protok, kasnije kao dokaz adekvatnosti okluzije. Po zavrSetku navedenog vremena lagano se
povlaci filament, da bi se dopustila reperfuzija, Sto dovodi do jos naglijeg i jaceg skoka
protoka, nakon kojeg slijedi postupni pad od oko 10 - 20-ak %, $to dokazuje reperfuziju i
biljezi se svakih 5 minuta, tijekom cijelog trajanja reperfuzije. Nakon 20 minuta reperfuzije se
monofilament potpuno izvadi iz CCA 1 time najvazniji dio pokusa t-MCAO zavrSava. Po
zavrSetku pokusa se ligature uklone, rana se na vratu sasije kirurSkim koncem, dezinficira,
ukloni sonda LDF-a, a zivotinju se polozi u njezin kavez i prati dok se ne razbudi iz
anestezije. Tada joj se dopusti pristup hrani i vodi, ad libitum. Ovaj model, t-MCAO,
pouzdano proizvodi 30 minutnu ishemijsku 1 reperfuzijsku ozljedu irigacionog podrucja
MCA. Analizirane su samo zivotinje s redukcijom rCBF tijekom t-MCAO za vise od 55% i

dobrom reperfuzijom.

4.2.5. Hiperbari¢na oksigenacija (HBO,)

U skupinama lijeCenim s HBO, prva HBO, zapocinje nakon operacije stavljanjem
zivotinje u adekvatnom kavezu u hermeticki zatvorenu hiperbari¢nu komoru, proizvedenu za
potrebe pokusa na malim Zivotinjama (proizvoda¢ Puro Pakovi¢ Holding d.d., Slavonski
Brod, Hrvatska, Slika 4.1.). Potom se sasvim polako, tijekom 15 minuta u njoj podize tlak
100% kisika, koji ima pripremljen dovod u komoru, do 2 ATA (2 atmosfere, 2 bara). Cijelo
vrijeme boravka takora je moguée vizualno pratiti u komori kroz prozore na njoj. Stakor se
izlaZe hiperbari¢nom kisiku na taj nacin 2h te se polako, tijekom 15 minuta, vr$i dekompresija
komore i potom kavez sa Zivotinjom izvadi iz hiperbari¢ne komore. Druga HBO,, u skupini c)
drugog dijela pokusa, zapoCinje 12h nakon prve i jednak je postupak prilikom njezina

provodenja (190, 195).
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Slika 4.1. Hiperbari¢na komora za potrebe pokusa na malim Zivotinjama, u kojoj su

provodeni pokusi izlaganja $takorica hiperbari¢nom kisiku nakon t-MCAO (tranzitorne
okluzije srednje mozdane arterije) (U Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije, Katedre za

fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku).

4.2.6. Inhibitor 20- HETE (HETO0016 (N-hydroxy-N-(4-butyl-2-methylphenyl)-

formamidine))

HET0016 (N-hydroxy-N-(4-butyl-2-methylphenyl)-formamidin, Cayman Chemical
Company, USA) je pripremljen u otopini (11% sulfobutylether-7-B-cyclodextrin-a u
izotoni¢noj otopini manitola). Cuvan je zaStiéen od svijetla, radi fotosenzibilnosti, i u
hladnjaku. HET0016 je primijenjen intraperitonealno kao predtretman (prekondicioniranje)
UHETO0016 predtretman+HBO2 skupini (i.p., u dozi 1 mg/kg/dan, tijekom 3 dana prije
pokusa) ili kao lije¢enje nakon t-MCAO u skupinama koje su izlagane HET0016 lijeCenju i
HETO0016 lijecenju+HBO2 (i.p., u dozi 1 mg/kg/h, primijenjen svakih sat vremena (pocevsi
od 1h prije t-MCAO i tijekom sljedecih 6h) (180,183).
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4.2.7. Zrtvovanje Zivotinja, bojanje mozga i mjerenje volumena infarkta mozga

24 sata nakon zavrSetka pokusa zivotinje su prvo duboko anestezirane ketaminom i
midazolamom, na gore navedeni nacin, a potom ubijene dekapitacijom po za to odredenom
protokolu radi uzimanja tkiva mozga. Mozak se odmah potom brzo oslobada iz lubanje
netraumatskom metodom (koja se izvodi posebnim za to prilagodenim instrumentima i
tehnikom), polaze u posebni celicni matriks moduliran za mozak Stakora. Stavlja se u
zamrzivac, na -20°C, oko 5 do 10 minuta. To je potrebno radi stvrdnjavanja tkiva mozga, koji
je inace zelatinozne konzistencije i ne bi se moglo rezati. Tada se celicnim prilagodenim
rezaCima za matriks pristupa rezanju tkiva na Snite debljine 2 mm, koronarnim rezovima.
Presjeci se stavljaju direktno u ranije pripremljenu 2% otopinu 2,3,5-trifeniltetrazolij klorida
(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, TTC, Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Njemacka), u
petrijevu zdjelicu, radi bojanja. TTC se u zdravom tkivu pretvara u tamno ciglasto crveni
formazin. Poklopljeno se, na 37°C, $nite zato lagano mijeSa zasti¢eno od svjetla, u mraku, 30
minuta, jer je TTC fotosenzibilan, dok boja ne oboja ravnomjerno cijele $nite mozga i ne dode
do kvalitetne ciglasto crvene obojenosti zdravog tkiva i jasnog kontrasta od infarciranog tkiva,
koje nema mitohondrijske enzime potrebne za pretvorbu TTC-a te ostaje bijelo. Potom se
Snite prebacuje u ranije pripremljene zdjelice s 10% formalinom, radi fiksacije. I tako nakon
24h fiksacije dobijemo obojene $nite mozga, koje se prebaci na predmetno stakalce, koje
mora biti bez ogrebotina, kako bi se moglo slikati presjeke na skeneru, sa obje strane. Slike se
potom skeniraju 1 pohranjuju, a zatim i analiziraju pomoc¢u Image J imaging software (v1.37,
National Institute of Health, SAD), javnog programa, a volumeni infarkta biljeze, izrazeni kao

postotak ishemi¢ne hemisfere (196).
4.2.8. Molekularne analize, analiza izraZzaja mRNA:

Uzorci tkiva ishemi¢nog dijela hemisfere mozga ipsilateralnog strani na kojoj je
u¢injena t-MCAO su prikupljeni 24 sata nakon t- MCAO, s brzim smrzavanjem u teku¢em
dusiku 1 pohranjeni na -80 ° C do daljnje obrade. Ukupna RNA je izolirana koriStenjem One
Step RNA Reagent (BIO BASICS CANADA INC., Markham, ON, Kanada) po uputama
proizvodaca. RNA koncentracija i €isto¢a su analizirane koriste¢i P330 NanoPhotometer
(IMPLEN GmbH, Miinchen, Njemacka). Uzorci su tretirani s DNAznim kitom 1 (Sigma) da
bi se uklonila eventualna gDNA, potom 1 pg RNA je prevedena u cDNA koristeci
PrimeScript™ RT Reagent kitom (TAKARA). QPCR je uginjen koriste¢i ABsoluteqPCR
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SYBR Low ROX Mix (Thermo Scientific) naCFX96™ Real-Time System (BIO-RAD).
Relativni mRNA izrazaj Cyp2J3, Cyp2C11, Cyp4Al i Cyp4A3 gena je izraCunatau usporedbi
sa standardnom krivuljom, gdje je hypoxanthine-guanine phosphoribosy-transpherase 1
(HPRT1) koriStena kao referentni gen. Primer-i su bili sljede¢i: Cyp2J3 (pocetni 5°-
CCTTTCTGTTCCTGGCTGATTT-3” krajnji 5’- AGGCCCTGGCGGGTAGT-3’), Cyp2C11
(pocetni 5’-CAATCCGCAGTCTGAGTT-3’ krajnji 5°-TGCTGAGAATGGCATAAA-3’),
Cyp4Al (podetni 5- GTTCTACCTGCAAAGGCAATGG-3 krajnji 5-
TGCCCAAAGAACCAGTGGAA-3"), Cyp4A3 (podetni 5-
TCTCAGGGAGCAAAACACGA-3’ krajnji 5’-CAACAGGAGCAAACCATAACCA-3’) i
HPRT1  (pocetni  5-GAAAGAACGTCTTGATTGTTGAAGATAT-3*  krajnji  5°-
GAGAGGTCCTTTTCACCAGCAA-3’). Primer-i za Cyp4a3 takoder prepoznaju Cyp4A2

radi visoke kompatibilnosti ovih gena.

4.2.9. Statisticka analiza

U prvom dijelu pokusa za statisticku analizu uporabljen je SigmaPlot v.11 (Systat
Software Inc., San Jose, CA USA), a grafovi su kreirani koriste¢i GraphPad Prism (v5,
GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA USA). Shapiro-Wilk test se koristio za odredivanje
normalne raspodjele podataka. U sluaju normalne raspodjele rezultata za analizu medu
grupama koristio se se parametrijski One-way ANOVA i post-hoc Tukey test, a u slucaju
kada varijable nisu bile normalno raspodijeljene primijenjen je neparamerijski Kruskal-Wallis
test i potom viSestruka usporedba parova (Dunn's i Student-Newman-Keuls metoda).
Rezultati mozdanog krvnog protoka usporedeni su pomocu Two-Way ANOVA testa i
Bonferroni visestrukom usporedbom. Svi su rezultati prikazani kao srednja vrijednost+=SEM.
Statisticka je znacajnost podesena na P<0.05.

U drugom dijelu pokusa smanjenje volumena mozdanog infarkta je izracunato
dijeljenjem volumena moZdnog infarkta doti¢ne Zivotinje s prosjecnim volumenom moZzdanog
infarkta Stakora iz t-MCAQO kontrolne skupine te je ta vrijednost oduzeta od broja 1.0.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost+SEM. rCBF je izrazen kao postotak bazalne
vrijednosti izmjerene prije t-MCAO. Shapiro-Wilk test je upotrijebljen za odredivanje
raspodjele podataka. Znacajnost razlika u rezultatima procijenjena je pomocu One-Way
ANOVA testa i Holm-Sidak post hoc testom. Mozdani krvni protok u razli¢itim vremenskim
tockama usporeden je medu grupama pomoc¢u Two-Way ANOVA testa i potom Bonferroni

viSestrukom usporedbom. Za usporedbu razlika izmedu dvije grupe koriSten je Studentov t-
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test (engl. student t-test). U slucajevima kada rezultati nisu bili normalno raspodijeljeni
koristili su se neparametrijski testovi. Za statisticku analizu uporabljeni su SigmaPlot v.11
(Systat Software Inc., CA, USA)i GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software Inc., CA, USA)
programi. Statisticka analiza rezultata genskog izrazaja (mRNA) provedena je pomocu
GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software Inc., CA, USA) programa. Kolmogorov-Smirnov
test je koriSten u svrhu utvrdivanja raspodijele vraijabli. Razlike medu grupama utvrdene su
koriStenjem Mann-Whitney neparametrijskog test. StatistiCka je znacajnost podeSena na

P<0.05.
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5. Rezultati

5.1. Novi model mozdanog udara kod $takora s tip-1 dijabetesom

5.1.1 Indukcija dijabetesa

U ovom pokusu tjelesna tezina Stakora bila je podjednaka u svim ispitivanim
skupinama (220-270 g). Indukcija kroni¢ne visoke hiperglikemije nakon injiciranja STZ (60
mg/kg, i.p.) u sklopu modela lose lijecenog ili nelijeCenog dijabetesa je potvrdena mjerenjima
glukoze u krvi na taste, iz repne vene, prije, odmah nakon i 24 sata nakon t-MCAO i bila je u
rasponu od 22.6 to 31.2 mmol/L. Kod kontronih nedijabeti¢kih zivotinja razina glukoze u krvi

mjerena U navedenim vremenskim to¢kama bila je 5-9 mmol/L.
5.1.2. Oblikovanje istraZivanja

U prvom dijelu doktorata, koji postavlja Zarisni model t-MCAO kod dijabeti¢nih
Sprague-Dawley $takorica, uspjesni pokusi izvedeni su kod 30 od 36 zivotinja koristenih u
istrazivanju (N=30), 5 nedijabetickih 1 25 dijabetickih. Ostalih 6 Zivotinja su isklju¢ene u
skladu s isklju¢nim kriterijima (vidi odjeljak metode). Dvije dijabeticke Stakorice u 90" t-
MCAO grupi uginule su unutar 24 sata nakon t-MCAO radi razvoja masivnog mozdanog
udara. Daljnje dvije Stakorice u grupi 60' ishemije isklju€ene Su iz istraZivanja, jedna je
uginula radi masivhog mozdanog udara, a druga je iskljuena radi subarahnoidalne
hemoragije, Sto je potvrdeno na postmortalnom pregledu mozga. Dvije su Stakorice isklju¢ene
radi neuspjeha u smanjenju rCBF za vise od 65% od osnovnih, poéetnih vrijednosti (baseline)
(jedna dijabeti¢na Stakorica isklju¢ena je u 45" t-MCAO grupi, a jedna u kontrolnoj,

nedijabetickoj).
5.1.3. Indukcija t-MCAO

Koriste¢i LDF rCBF je kontinuirano pra¢en kako bi se potvrdila adekvatna
intraishemicka redukcija rCBF 1 reperfuzija nakon uklanjanja okluzijskog monofilamenta.
Prosjec¢na intra-ishemic¢ka redukcija rCBF bila je sliéna u svim ispitivanim skupinama,
dijabetickim 1 nedijabetickim, a varirala je u rasponu za 68% do 75 % od bazalnih vrijednosti

(Slika 5.2, Panel A). To je dokaz uspjesne t-MCAO u svim ispitivanim grupama.

rCBF je monitoriran i tijekom prvih 20 minuta reperfuzije nije se razlikovao izmedu
30’ t-MCAO kontrolnih nedijabetickih 1 20, 30, 45 1 60’ t-MCAO dijabetickih skupina, a bio
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je u raponu od 80% do 125% od osnovnih vrijednosti (Slika 5.2, Panel B). Reperfuzija je bila

znacajno reducirana kod $takorica u 90 minutnoj grupi u usporedbi sa svim ostalim grupama,

a rCBF je za vrijeme reperfuzije je bio u rasponu od 56-62% od osnovice (Slika 5.2, Panel B,
*p<0.05 u usporedbi s 20, 30 i 45 minutnom t-MCAO kod dijabeti¢nih $takorica i 30

minutnom t-MCAO u zdravoj kontrolnoj skupini (nedijabeti¢ne Stakorice), Tp<0.05 usporedbi
s 60 minutnom t-MCAO u dijabeti¢nih Stakorica).
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Slika 5.2.prikazuje mozdani protok krvi (rCBF) za vrijeme razli¢itog trajanja (20°, 30°, 45°, 60’ i 90°) tranzitorne okluzije srednje
mozdane arterije (t-MCAO, panel A) i reperfuzijskog razdoblja koji je slijedio nakon toga (panel B). Panel A prikazuje podjednaku
redukciju rCBF u svim ispitivanim skupinama, kao dokaz uspjesne t-MCAO u svim ispitivanim skupinama. 90’ t-MCAO je rezultiralo znacajno
slabijom reperfuzijom u odnosu na ostale skupine (panel B). *p<0.05 u usporedbi s 20°, 30°, 45° t-MCAO kod dijabetickih (DM) Stakora 1 30 t-

MCAO u zdravoj kontrolnoj skupini (non-DM) rats, 7<0.05 u usporedbi s 60’ t-MCAO kod DM S§takora; (two-way ANOVA RM i Bonferroni
post-hoc test).
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5.1.4. Volumen mozdanog infarkta pri razlifitim trajanjima t-MCAO protokola

Volumen infarkta je kvantitativno mjeren pomocu bojanja TTC-om 24 sata nakon t-
MCAO. U kontrolnoj skupini, kod Zivotinja bez dijabetesa s 30 minutnom t-MCAO, nije
nadeno jasno demarkiranog ishemijskog tkiva, S§to upucuje da ishemija trajanja 30 minuta
nije dovoljno duga da bi stvorila mozdani udar u zdravih zivotinja (Slika 5.3. i Slika 5.4.).
Kod stakorica s dijabetesom doslo je do znacajnog porasta volumena infarkta mozga izrazeno
kao postotak ishemi¢nih hemisfera, kod ispitivanih skupina s duzim trajanjem ishemije. 20
minuta t-MCAO rezultiralo je s zna¢ajno manjim volumenom infarkta u usporedbi sa svim
drugim trajanjima t-MCAO (Slika 5.3., panel A, B and C, i slika 5.4.) uzrokuju¢i infarkt koji
je zahvadao samo 3+5% ishemicne hemisphere. Zahvaceno podrucje je bilo uglavnom
strijatalno, a samo mali dio je bio kortikalne lokalizacije (2+3% 1 1.5+2% ishemicne
hemisfere. Slika 5.3. i slika 5.4.).30-minuta t-MCAO je uzrokovalo znacajno ve¢i infarkt
mozga koji se §irio na preko 46+7% ishemicne hemisphere, obuhvacajuéi 12+2% striatuma 1
34+7% korteksa, Sto aproksimativno obuhvaca pola striatalne regije 1 pola ipsilateralnog
korteksa irigiranog s MCA (Slika 5.3., paneli A, B i C, Slika 5.4.). Produljenje ishemije na 45
1 60 minuta rezultiralo je znacajnim Sirenjem infarktana gotovo cijeli striatum koji obuhvaca
22% hemisfere (17+£2% ishemiéne hemisfere u 45’ t-MCAO i 19+3% u 60’ t-MCAO skupini)
i veliki dio korteksa (35+10% u 45’ t-MCAO i 40+5% u 60’ t-MCAO skupinama; kortikalno
podrucje irigirano s MCA obuhvaca oko 66% hemisfere MCAO (Slika 5.3., paneli A,Bi Ci
Slika 5.4.). Jo§ duza ishemija trajanja 90 minuta kod dijabeti¢nih Stakorica dovela je do
masivnog hemisfericnog mozdanog udara (89+6% hemisfere; cijelog striatuma (22+3%) i

cijelog podrucja koje opskrbljuje MCA (67+6%)) (Slika 5.3., paneli B i C i Slika 5.4.)
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Slika 5.3. prikazuje udio subkortikalnog (panel A), kortikalnog (B) i ukupnog volumena infarkta mozga (panel C) u volumenu
ipsilateralne, ishemi¢ne hemisfere nakon 20, 30, 45, 60 i 90 minutnih tranzitornih okluzija srednje moZdane arterije (t-MCAO,
n=5/grupi) kod dijabeti¢nih S$takorica i zdravih, nedijabeti¢nih S$takorica kontrolne skupine.Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost+SD; *p<0.05 u usporedbi s 20 min. t-MCAO kod dijabeti¢nih $takorica; 7<0.05 u usporedbi s 30 min. t-MCAO kod

nedijabeti¢nih $takorica; drugi odnosi su prikazani na panelima (one-way ANOVA and Tukey post hoc test).
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U slici 5.3. je prikazano da, dok je 20-minutna t-MCAO bila neuspjesna u induciranju infarkta
mozga ili rezultirala infarktom minimalne veli¢ine; 30, 45 i 60-minutne t-MCAO su
rezultirale u zna€ajno veéim infarktima mozga u dijabeti¢nih Stakorica. Nije bilo znacajne
razlike u veli¢ini infarkta izmedu t-MCAO trajanja 30-60 minuta; ipak, 90-minutna t-MCAQO
je dovela do zahvacanja infarktom gotovo 90% volumena ishemi¢ne hemisfere (panel C).

Kod nedijabeti¢nih Stakorica nije bilo znakova infarkta mozga.

Nedijabeticke | Dijabeticke Stakorice, trajanje t-MCAO
Stakorice,
trajanje

t-MCAO

30 min.

Slika 5.4. prikazuje tipi¢ni infarkt mozga u kontrolnoj skupini i pokusnim skupinama
nakon 20, 30, 45, 60 i 90 minuta tranzitorne okluzije srednje cerebralne arterije u
pokusnim skupinama (t-MCAOQO, n=5/grupi) dijabeti¢nih $takorica i 30 minuta t-MCAO
u zdravih kontrolnih, nedijabeti¢nih $takorica (t-MCAO, n=5/grupi). Dok 30 minuta t-
MCAO nije dovelo do infarkta mozga u zdravih $takorica, a 20 minuta t-MCAO kod
dijabeti¢nih nije bilo uspjeSno u stvaranju mozdanog udara ili je rezultiralo minimalnim
infarktom mozga; 30, 45 i 60 minuta t-MCAO je dovelo do zna¢ajno vecih infarkta mozga u

dijabeti¢nih Stakorica.
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Veéim brojem Zivotinja, uklju¢ivanjem grupe nedijabeti¢nih Stakora i analizama
volumena infarkta mozga nakon pokusa smo dobili kvalitetne rezultate su potvrdili naSu tezu.
Da bi se uspostavio reproducibilan model koji bi dovodio do mozdanih udara srednje veli¢ine,
bilo je potrebno u ovom istrazivanju koristiti znatno krace trajanje t-MCAO, a ovo
istrazivanje sugerira da je 30-minutna ishemija prikladnija nego uobicajena trajanja najcesce
od 60-120 minuta. To je na$ novi model za istrazivanje mozdanih udara u dijabeti¢nih

Stakora, koji ne nalazimodefiniraniargumentiranoobjasnjenuliteraturi.

5.2. Hiperbari¢na oksigenacija i 20-HETE inhibicija smanjuju volumen moZdanog
udara nakon tranzitorne fokalne moZdane ishemije, kod Zenskih dijabetickih Sprague—

Dawley Stakora

5.2.1. Induciranje dijabetesa

Tjelesna tezina Stakorica u svim ispitivanim skupinama u ovom dijelu rada bila je
sli¢na, izmedu 180 i 230 g.
Indukcija kroni¢ne visoke hiperglikemije nakon injiciranja STZ (60 mg/kg, i.p.) u sklopu
modela loSe lije¢enog ili nelijeCenog dijabetesa potvrdena je mjerenjima glukoze u krvi na
taSte, iz repne vene iznad 17 mmol/L. Za vrijeme t-MCAO procedure mjerenje glukoze na
taSte iz repne vene uéinjeno je prije i odmah nakon t-MCAO i bila je u rasponu od 21.9 i 30.4
mmol/L, dok je 24 sata nakon t-MCAO bila izmedu 24 i 32.1 mmol/L.

5.2.2. Indukcija t-MCAO

rCBF je kontinuirano monitoriran koriste¢i LDF da bi se potvrdila adekvatna redukcija
intra-ishemickog rCBF za vrijeme t-MCAO i reperfuzije nakon uklanjanja okludirajuéeg
monofilamenta obloZenog silikonom. Kao §to je prikazano u slici 5.5A, nije bilo statisticki
znacajne razlike u redukciji rCBF medu skupinama, $to pokazuje da je t-MCAOQO bila jednako
uspje$na u svim ispitivanim skupinama (rCBF je reduciran za 59,6% do 72,2% bez razlike
medu skupinama u bilo kojoj vremenskoj tocki). rCBF se za vrijeme prvih 20’ reperfuzije nije
znacajno razlikovao izmedu kontrolne i skupina lije¢enih samo s HBO; i bio je u rasponu od
87% do 113% od osnovice (Slika 5.5. B). Reperfuzija je bila znacajno nizeg protoka kod svih

skupina koje su primile HET0016 u svakoj mjerenoj vremenskoj tocki u usporedbi s
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kontrolnom skupinom (t-MCAOQ), a bila je u rasponu od 67% do 83% od osnovnih vrijednosti
(p<0.0001; Slika 5.5. B 1). Sli¢ne razlike su utvrdene kada su HET0016 skupine usporedene
S HBO, skupinama (p<0.05; Slika 5.5. B)
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Slika 5.5. Prikazuje promjene regionalnog moZdanog protoka krvi rCBF) prije, tijekom i nakon tranzitorne okluzije srednje mozdane
arterije (t-MCAOQ) u ispitivanim skupinama: 1) kontrolna skupina — t-MCAO trajanja 30 minuta; 2) HBO, — t-MCAO trajanja 30 minuta
pracena jednokratnom hiperbaricnom oksigenacijom (HBO); 3) viSestruka HBO; — t-MCAO trajanja 30 minuta pra¢ena dvjema hiperbari¢nim
oksigenacijama (neposredno nakon t-MCAO i nakon 12 sati); 4) HETO0016 predtretman+HBO; — t-MCAO trajanja 30 minuta u Stakorica
lije¢enih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) pracena s jednokratnom HBO,; 5) HETO0016 lijecenje — t-MCAO trajanja 30 minuta u

Stakorica HETO0016 (primijenjen svakih 60 minuta, pocevsi lh prije pokusa, do 6 sati nakon
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pokusa); 6) HETO0016 lijecenje+tHBO;, — t-MCAO trajanja 30 minuta kod Stakorica lijecenih
s HET0016 (primijenjen isto kao u prethodnoj skupini) pra¢ena s jednokratnom HBO;
Vrijednosti rCBF u razli¢itim vremenskim tockama izrazene su kao postotak odgovarajuc¢ih
bazalnih vrijednosti mjerenih u vremenu 0 (100%). rCBF svih skupina usporeden je s t-
MCAO skupinom. ***p<0.001 i *p<0.05 za HETO0016 predtretman+HBO, skupinu,
T11p<0.001 T F1p<0.01 za skupinu lijeenu s HET0016, }iip<0.001 i I}p<0.001 za
HETO0016 lije¢enje+HBO, skupinu.

5.2.3. Lijec¢enje samo hiperbari¢énom oksigenacijom smanjuje volumen infarkta mozga

nakon t-MCAO

Velicina kortikalnog infarkta kao i ukupna veli¢ina infarkta je znacajno smanjena kod
Stakorica lije¢enih s HBO; u usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.6. i Slika 5.7. B i C),
ali veli¢ina subkortikalnog infarkta nije smanjena pomoc¢u HBO; (jednokratna HBO, p=0.966,
visekratna HBO, p=0.078, Slika 5.7. A). Nije bilo znacajne razlike u volumenima infarkta
izmedu skupina lije¢enim razli¢itim HBO, protokolima (Slika 5.7.). HBO, je smanjila ukupni
volumen infarkta mozga za 44.9+7.41 % u HBO; skupini, a za 47.6+12.07 % u skupini s

visekratnom HBO; u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Eksperimentalne skupine

HETO0016 HETO0016
Kontrolna predtretman lijeéenje
skupina Visestruka + HET0016 +
HBO, HBO, HBO, lijeéenje HBO,

Slika 5.6. prikazuje tipi¢ne presjeke mozga 24 sata nakon t-MCAOQO u svim ispitivanim
skupinama: 1) kontrolna skupina — t-MCAO trajanja 30 minuta; 2) HBO, — t-MCAO trajanja
30 minuta pracena jednokratnom hiperbari¢nom oksigenacijom (HBO3); 3) visestruka HBO,
— t-MCAO trajanja 30 minuta pracena dvjema hiperbaricnim oksigenacijama (neposredno
nakon t-MCAO i nakon 12 sati); 4) HETO0016 predtretman+HBO, — t-MCAO trajanja 30
minuta u Stakorica lijeenih s HETO0016 (tijekom tri dana prije pokusa) pradena s
jednokratnom HBO,; 5) HETO0016 lijeenje — t-MCAO trajanja 30 minuta u $takorica
HETO0016 (primijenjen svakih 60 minuta, pocevsi lh prije pokusa, do 6 sati nakon pokusa); 6)
HETO0016 lijecenje+tHBO, — t-MCAO trajanja 30 minuta kod Stakorica lijeCenih s HET0016
(primijenjen isto kao u prethodnoj skupini) pracena s jednokratnom HBO,. Bijelo podrucje

odgovara podrucju infarkta mozga.
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Slika 5.7. prikazuje subkortikalni (panel A), kortikalni (panel B), kao i ukupni volumen infarkta mozga (panel C) 24 sata nakon
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tranzitorne okluzije srednje mozdane arterije (t-MCAO) u svim ispitivanim skupinama: 1) kontrolna skupina — t-MCAOQO trajanja 30
minuta; 2) HBO; — t-MCAO trajanja 30 minuta pracena jednokratnom hiperbari¢cnom oksigenacijom (HBO); 3) visestruka HBO; — t-MCAO
trajanja 30 minuta pra¢ena dvjema hiperbari¢nim oksigenacijama (neposredno nakon t-MCAO i nakon 12 sati); 4) HET0016 predtretman+HBO,
— t-MCAO trajanja 30 minuta u Stakorica lijeGenih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) prac¢ena s jednokratnom HBO,; 5) HETO0016

lijecenje - t-MCAO trajanja 30 minuta u  Stakorica  HET0016  (primijenjen  svakih 60  minuta, pocevsi
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1h prije pokusa, do 6 sati nakon pokusa); 6) HET0016 lijeCenjetHBO, — t-MCAO trajanja
30 minuta kod Stakorica lije¢enih s HET0016 (primjenjen isto kao u prethodnoj skupini)
pracena s jednokratnom HBO,. Veli¢ina infarkta izraZzena je kao % volumena cijele
ipsilateralne hemisfere (volume) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 u usporedbi s kontrolnom

skupinom.

5.2.4. Lije¢enje samo s HET0016 smanjuje volume infarkta mozga nakon t-MCAQO

Lije¢enje s HET0016 znacajno je smanjilo ukupni, subkortikalni i kortikalni volumen
mozdanog udara u skupini lije¢enoj s HET0016 u usporedbi s kontrolnom skupinom (ukupni
volume infarkta smanjen je za 63.1+£3.34 %, Kortikalni za 71.6+4.74% i subkortikalni
44.1+5.45%, u usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.6. i Slika 5.7., Paneli A, B i C).
Dodatno, lije¢enje s HET0016 bilo je ucinkovitije u redukciji subkortikalnog i ukupnog

volumena infarkta mozga od jednokratnog lijecenja s HBO; (Slika 5.7. Paneli Ai C).

5.2.5. Lijecenje ili predtretman s HET0016 kombiniran s HBO,

LijeCenje ili predtretman s HET0016 kombiniran s HBO; ne donosi znac¢ajni dodatni
aditivni u¢inak u smanjenju veli¢ine mozdanog udara, u usporedbi s samo lijeCenjem s
HETO0016. Lije¢enje s HBO, kombinirano s predtretmanom (HET0016 predtretman+HBO,
skupina) ili lijeCenjem (akutnim perioperativnim davanjem) pomo¢u HET0016 (HETO0016
lije¢enje+tHBO,) znacajno je smanjilo ukupni, subkortikalni i kortikalni volumen infarkta, ali
nije pokazalo superiornost u usporedbi s lije€enjem samo s HET0016 (Slika 5.6. I Slika 5.7.,
Paneli A, B i1 C). lako nije bilo razlike u kortikalnim volumenima infarkta mozga medu svim
ispitivanim skupinama; sve tri skupine lijecene s HET0016 su imale zna¢ajno vecu redukciju
subkortikalnog i ukupnog volumena infarkta u usporedbi s jednokratnim lijeCenjem s HBO;
(Slika 5.7., Paneli A i C). Visekratne HBO, bile su jednako u¢inkovite u smanjenju veli¢ine
infarkta mozga kao i lije¢enje s HET0016 (Slika 5.6. i Slika 5.7. Paneli A, B i C).

5.2.6. Rezultati ispitivanja izrazaja mRNA enzima CYP 450
Iako smo ucinili analize izrazaja Cyp4A3 mRNA, resultati nisu prikazani, jer je izrazaj
bio izrazito nizak (najvisa vrijednost je bila 2.1x10™). Cyp4al, iako prisutan u tkivu, ne

pokazuje znacajne razlike izmedu skupina. S druge strane, MRNA Cyp2J3 znacajno je
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povisena u svim skupinama u usporedbi s kontrolom, a mRNA Cyp2C1l1 znacajno je
povisena u skupini lijeCenoj s visekratnom HBO, i HET0016 predtretman+HBO, skupini u

usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.8.).
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Slika 5.8. Prikazuje razinu relativnog mRNA izrazaja A) Cyp2Cl11, B) Cyp2J3 i C) Cyp4Al gena u moZdanom tkivu, u ispitivanim
skupinama:1) kontrolna skupina — t-MCAO trajanja 30 minuta; 2) HBO; — t-MCAO trajanja 30 minuta pracena jednokratnom hiperbari¢nom

oksigenacijom (HBO,); 3) visestruka HBO, — t-MCAO trajanja 30 minuta pra¢ena dvjema hiperbari¢nim oksigenacijama (neposredno nakon t-
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MCAO i nakon 12 sati); 4) HET0016 predtretman+HBO; — t-MCAO trajanja 30 minuta u
Stakorica lijeCenih s HET0016 (tijekom tri dana prije pokusa) pracena s jednokratnom HBO»;
5) HETO0016 lijecenje — t-MCAO trajanja 30 minuta u Stakorica HET0016 (primijenjen
svakih 60 minuta, poCevsi lh prije pokusa, do 6 sati nakon pokusa); 6) HET0016
lijeCenje+tHBO, — t-MCAO trajanja 30 minuta kod Stakorica lijeCenih s HET0016
(primijenjen isto kao u prethodnoj skupini) pracena s jednokratnom HBO,. Podaci su
prikazani kao srednja vrijednost+tSEM (n=5), *p<0.05, **p<0.01, u usporedbi s t-MCAO

skupinom.
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6. Rasprava

Mozdani udar jedna je od ¢e$¢ih neuroloskih bolesti, i jedan od najc¢es$¢ih uzroka smrti,
no do danas ne mozemo rec¢i da je dovoljno istrazen. Pogotovo je to jasno kada znamo da se
lije¢enje mozdanog udara svodi na samo jedan jedini lijek - rtPA, a i to je lijeCenje ograni¢eno
brojnim kontraindikacijama te tek mali broj bolesnika ovaj lijek zapravo i dobije. Najcesce je
razlog za to predugo vrijeme do dolaska u bolnicu i postavljanja dijagnoze. Alteranativa
prakticki ne postoji. Ostali lijekovi koji se primjenjuju su tek ucinkoviti u prevenciji recidiva
mozdanog udara. Kao nasuSna potreba pokazuje se potreba za daljnjim ispitivanjem
terapijskim moguénosti u ovom lije¢enju, moguénost koje ne bi bile toliko vremenski
ograniCene, niti s toliko kontraindikacija. Kada tako govorimo mora biti jasno da samo
lije¢enje koje se moze dati unutar prvih 3 sata spasava ishemijsku jezgru, a ono primijenjeno
kasnije spasava penumbru i oligemiju. MozZe li se to drugo onda moze nazvati lijeCenjem ili
neuroprotekcijom, ,prevencijom recidiva mozdanog udara“ (Sto se klini¢ki manifestira
pogorsanjem deficita, patoloski i radioloski ve¢im infarktom mozga, a zapravo je mozda samo
inkorporiranje penumbre i oligemije koja je neko vrijeme prezivljavala u ishemijsku jezgru -
infarkt), ostaje za razmatranje. No potrebno je uzeti u obzir i jo$ nesto. Klini¢ki je jasno da su
neke okluzije arterija kratkotrajne, a neke dugotrajne. Kratkotrajne mogu nastati npr.
stvaranjem tromba na ulceriranom plaku velike arterije, kardijalnim embolijskim incidentom
ako je tromb iz srca (najcesce atrijski u sklopu fibrilacije atrija ili ventrikularni ako postoji
diskinezija stijenke srca), arterijsko-arterijskom embolijom i sli¢no te se tromb moze, ako je
svjez 1 nije ve¢ fibrozno organiziran, otopiti brzo spontano ili lijeenjem. U uvodu je receno
ve¢ kako HBO; stvara deseterostruko poviSenje razine otopljenog kisika, jo§ vise povisuje
difuzijski gradijent te postize 20% povecenje oksigenacije ishemi¢ke penumbre, smanjenje
mozdane razine piruvata i1 laktata, poboljSanje mitohondrijske funkcije i druge brojne
pozitivne uvjete za preZivljavanje ishemicnog tkiva mozga. Isto tako je receno kako u 27 %
tkiva penumbre postoje ipak znakovi smrti neurona, iako je to makroskopski nevidljivo, a u
44% tkiva penumbre znakovi smrti viSe od pola neurona! Isto tako znamo da je ,,vrijeme
mozak® — ,time is brain“ i da ¢e dakle penumbra dijelom ili potpuno odumrijeti ¢ekajuci
oporavak. Postavlja se dakle pitanje Sto zapravo ta ,,penumbra‘“ znaci? Sigurno ne znaci tkivo
koje se moZe sigurno i potpuno oporaviti, ako se pravilno lije¢i, kako vecéina lije¢nika,
neupoznata dovoljno s problematikom smatra. No ipak ju treba lijeciti ako je ishemicna, a je.
Tako da neuroprotekcija ovdje sigurno nije dobar naziv jer lije¢imo ve¢ oSteceno tkivo, a ne

Stitimo zdravo. U oligemiji bi mozda bila. I to ostaje za razmotriti. S tog gledista lijecenje
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poboljsanjem tkivne oksigenacije (Sto je hitnije od dopreme glukoze) i perfuzije tkiva je
najvaznije lijeCenje koje je potrebno. Kao paralela iz klinicke prakse, kada je u pitanje sréani
infarkt postoji izrazita bol i nedostatak zraka, dispneja koju gotovo svaki bolesnik osjeti kao
jaku. Src¢ani miSi¢ naime boli... To daje dojam hitnosti, koji je potreban. Mozdani udar
ve¢inom ne boli, niti postoji osjecaj nedostatka zraka kod bolesnika, jer mozak sam po sebi ne
boli, bole tek meningealne ovojnice kada ih pritisne npr. edem. A patofizioloski mehanizam je
isti. Kako ne boli i nema dispneje koju treba olaksati, bolesnici se ne zure toliko u bolnicu i
zakasne primiti lijek, a kada ne postoji dispneja lijeCnici ne ordiniraju kisik iako postoji
ishemija tkiva. Stvar je jasna, zar ne? To je razlog zasto smo odlucili proucavati nove
mogucénosti lijecenja kisikom, a potom to sveli na lijeCenje hiperbari¢nim kisikom, kao jos
jedno moguce lijecenje, koje se moze primjeniti prvih sati mozdanog udara.

Nadalje kada govorimo o ishemiji potrebno je spomenuti i to da kratkotrajne ishemije
mozga dovode do neuroprotektivnog djelovanja, ishemicke tolerancije. To¢nije ako nakon
toga nastupi mozdani udar, on neée biti toliko opasan niti konac¢ni infarkt toliko masivan.
Ostaje za istraziti dovodi li do tog uc¢inka smanjeno osteéivanje, jaca otpornost tkiva ili bolji
popravak oStecenja. Kao medijatori se spomionju potencijalno HSP, Bcl-2, neutrofini,
interleukini la i 1b, TNFa, citokini. Cijeli u¢inak mogao bi pocivati na ishemijom
induciranim protektivnim proteinima stanice, koja tako sljedecu ozljedu doc¢eka spremna.

Toleranciji obi¢no treba nekoliko dana da postane najjaca i ucinak traje do 7 dana.
HBO; stvara uvjete sli¢ne tome, uvjete relativne hipoksije, a ako se primjeni viSekratno mogla
bi pomo¢i u znafajnom pojacavanju ove tolerancije na ishemiju. Npr. kao priprema za
operaciju ICA, kod koje dolazi do prolaznih ishemija, a ponekad i infarkta mozga (2-5%
slucajeva).

S obzirom na duljinu trajanja odumiranja penumbre i oligemije, smatramo da bi HBO, ovu
toleranciju samo potpomogla. Najbolji u¢inak bi se postizao nakon kratke ishemije koja bi
potakla produciju proteina, a ne bi kao $to duZza Cini, inhibirala istu 1 dovela do smrti neurona.
Tako naizmjeni¢no izlaganje kisiku s pauzama, stvaralo bi uvjete relativne, intermitentne
hipoksije, koja dokazano proizvodi IL-1a or IL-1b, or TNF-a, a koji su opet dokazano
protektivni, a prva dva to ¢ime putem proteina HSP, Bcl-2, odnosno sa stresom povezanim
proteinima, ali pomaze pritom, doduse manje i TNF-a. I citokini djeluju zaStitno nakon krace
ishemije, a Stetno kod duze. Mehanizam kojim se to sve dogada je, danas se smatra, kljucna
pojacana postishemicka sposobnost puferiranja Ca++ pomoc¢u mitohondrija 1 poja¢ane Ca++-
ATPazne aktivnosti, odnosno smanjenje nakupljanja Ca++ u citosolu. Bcl-2 ima jo$

nerazjasnjenu ulogu u tome, no dokazano je pojafano eksprimiran. Postoje istraZivanja o
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uc¢incima normobari¢ne oksigenacije kod mozdanog udara, no dokazano je ve¢ da HBO,
smanjuje hipoksiju penumbralnog tkiva tijekom rane faze ishemije mozga znacajno
efektivnije nego normobari¢na oksigenacija (NBO,), kako znamo koliko je veca koli¢ina
kisika koju moze donijeti ishemi¢nom tkivu, sigurno je bolji izbor (104-106), 197)

Vecina istrazivanja na Stakorima uopce, ali 1 na dijabetickim Stakorima radena je na
muskim Stakorima, uglavnom iz prakti¢nih razloga. Neka ranija su istrazivanja sugerirala da
estrogen relativno zastiCuje dijabeticke Stakorice od dijabetesom uzrokovanog pojacanog
oStec¢enja mozga nakon mozdanog udara (154). S obzirom da je ta tvrdnja doista intrigantna i
nedovoljno istraZzena, a da se pri pocetku ovog istrazivanja primjetilo da kod SD Stakorica pri
uobicajenom trajanju ishemije od 90 minuta ili dulje, dolazi do Cestog ugibanja zivotinja ili
masivnih infarkta mozga odlucili smo se time detaljnije pozabaviti. Ovo istrazivanje je,
nasuprot navedenim ranijim radovima pokazalo, u svom prvom dijelu, da su dijabeticke SD
zenke izrazito osjetljive na mozdanu ishemiju. Rezultati drugog dijela ovog istrazivanja
sugeriraju da HBO i inhibicija 20-HETE produkcije moZe smanjiti kona¢ni volumen infarkta
mozga kod dijabetickih Stakorica, svako zasebno ili zajednickom primjenom. Ovo je
vjerojatno povezano s pojacanjem izrazaja CYP450- epoksigenaza u tkivu mozga tijekom
HBO,.

S obzirom da se ovo istrazivanje sastojalo od dva dijela, tako smo podijelili i rezultate

i diskusiju.
6.1. Novi model za istraZivanje moZdanog udara kod dijabetickih SD Stakorica

U prvom dijelu istraZivanja, koji se bavi uspostavom novog modela za istraZivanje
mozdanog udara kod dijabetickih Stakorica SD vrste najvazniji rezultati su da su: a)
dijabeticke Stakorice SD vrste izrazito osjetljive na ishemiju u t-MCAO modelu mozdanog
udara; b) 60" i 90 ' t-MCAO, koje se trenutno najéesc¢e koriste u nedijabetickih Stakorica se
doima preduga za dijabeticke, uzrokujuéi masivne mozdane udare kod dijabetickih Stakorica;
c) slabija reperfuzija je registrirana kod duljeg trajanja ishemije u 90' skupini (Sto se moguce
moze objasniti kao rezultat ve¢ ireverzibilnog infarkta mozga s posljediénom vaskularnom
disfunkcijom). Ovaj vaskularni znak bi mogao biti mogao biti znak dolaska do toc¢ke s koje
visSe nema povratka, oporavka u lijeCenju mozdanog udara; d) 30' t-MCAO se doima
adekvatnog trajanja ishemije za model moZdanog udara kod dijabetickih Stakorica, pouzdano
uzrokuju¢i mozdane udara srednje velicine koji zahvacaju 30-50% ishemicne hemisfere; e)

20" t-MCAO kod dijabeti¢nih Stakorica uzrokuje male strijatalne mozdane udare
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nekonzistentne veli¢ine; 1 f) upitno je komparirati rezultate istrazivanja eksperimentalne

ishemije mozga $takora s dijabetesom i onih bez dijabetesa, ¢ak i ako je trajanje t-MCAOQ isto.

Vrsta Sprague-Dawley Stakora (SD) je najceSce koriStena vrsta Stakora u MCAO
istrazivanjima (41% istrazivac¢a je provodilo istrazivanja na ovoj vrsti, nasuprot 34% na
Stakorima vrste Wistar, 10% na SHR (spontano hipertenzivnim Stakorima), 2% na Stakorima
vrste Long-Evans 1 2% na ostalimvrstama (166). SD Stakori imaju manji postotak
komplikcija ukljucujué¢i SAH u usporedbi s vrstama Stakora Fisher i Wistar, radi anatomskog

tijeka ICA u petroznom segmentu (166).

Ranija istrazivanja su sugerirala da estrogen relativno Stiti Zenke Stakora od
dijabetesom-pogorsanog ostecenja nakon mozdanog udara (158). Ipak, ovo istraZivanje je
pokazalo da su nase dijabeticke Stakorice imale izrazito visoku osjetljivost na ishemiju mozga
i sklonost razvoju infarkta mozga. Ipak moramo priznati da postoji mogucnost da bi muski
estrogenski zastitni utjecaj. To ipak nije potpuno jasna moguénost, s obzirom da je dokazano
na ljudima da kada se mozdani udar ipak dogodi kod Zena, koje su relativno zaStiene

estrogenom, on bude tezi i ¢eS¢e fatalan nego kod muskaraca.

Pri uspostavi modela mozdanog udara u dijabetickih $takora, na osnovu publiciranih
modela kod Stakora bez dijabetesa, isprva smo otkrili da je uobicajeno trajanje ishemije od 60
do 120" uzrokovalo velike mozdane udare, s masivhim edemom mozga i1 devastiraju¢im
neuroloskim deficitima, poput nemogucnosti hranjenja, nepokretnosti i poremecaja svijesti.
Ovi mozdani udari su bili ¢esto letalni unutar prvih 24 sata nakon pokusa, uglavnom radi
masivnog edema mozga i porasta intrakranijalnog tlaka. Sli¢no se dogada kod bolesnika s
najtezim mozdanim udarima cijelog MCA teritorija i s visokim NIHSS (National Institute of
Health Stroke Score), koji su dokazano ,,loSi“kandidati za lije€enje trombolizom i uglavnom
umiru radi edema mozga 1 komplikacija disfagije i nepokretnosti, ali takoder imaju vec¢i rizik

sekundarnog krvarenja u zoni mozdanog udara.

Imajué¢i navedeno u vidu, u ovim pokusima smo trajanje MCA okluzije skratili
razli¢ito u razli¢itim skupinama (Slika 5.2.) da bi utvrdili optimalno trajanje t-MCAO, koje ¢e
rezultirati srednje velikim moZdanim udarom ranije opisanim u nedijabeti¢kih bolesnika 1

Stakora, izmedu 30 i 50% volumena hemisfere (148,163,164)
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U ovim pokusima, u dijelu o uspostavi modela za istrazivanje mozdanog udara, dulja ishemija
je neizbjezno dovodila do vecih infarkta mozga (Slika 5.3, Paneli A, B i C i Slika 5.4), a
uobicajeno trajanje ishemije kod Stakora bez dijabetesa, koje jeu ranijim istrazivanjima
najces¢e bilo 90', (ali takoder 60-120', ponekad cak 180 minuta) je bilo predugo =za
dijabeti¢ke Stakorice i uspostavu modela mozdanog udara (96, 147). Ishemija od 60' i 90’ je
uzrokovala devastirajuce, masivne infarkta mozga s manjom vjerojatnos¢u prezivljavanja kao

i bilo koje vrste lijecenja (Slika 5.3. Panel C, Slika 5.4.).

Dijabetes pogorsava ishod mozdanog udara, ali je takoder neovisni ¢imbenik rizika pa
bolesnici s dijabetesom imaju 2-4 puta veéi rizik za mozdani udar u usporedbi s
nedijabetiCarima (149, 153). Moguéi uzroci navedenoga su kroni¢na hiperglikemija koja
dovodi do produkcije slobodnih kisikovih radikala i citokina i povecava predispoziCiju
ishemi¢nih stanica mozga apoptozi (198). Dodatno, kod dijabetiCara dolazi do zadebljanja
arterijske intime 1 arteriolarnih okluzija, dovode¢i poremecenom vaskularnom funkcijom do
inadekvatne perfuzije tkiva (148, 152). Kao posljedica toga i drugih patofizioloSkih
mehanizama, isto trajanje ishemije dovodi do losijeg ishoda lijecenja mozdanog udara kod
dijabeti¢ara. U ranijim istrazivanjima, animalni modeli dulje ishemije i duljeg vremenskog
prozora do pocetka lije¢enja mozdanog udara su bili praceni negativnim ili slabim rezultatima
ishoda lijeCenja [(199). Na primjer, lijeCenje s rtPA nakon 2 sata t-MCAO nije pokazalo
ucinka na veli¢inu infarkta mozga i neuroloski deficit, ali je imalo negativne ucinke na rizik
intracerebralne hemoragije, raspadanje krvno-mozdane barijere i produkciju inflamatornih
medijatora (150). Duza ishemija neizbjezno pogorSava infarkt mozga, pojacava imunosni
odgovor koji je povezan s vaskularnom boles¢u i dijabetesom (200). Jaci upalni odgovor
dovodi do mozdanog edema, a posljedi¢no (kada intrakranijalni tlak preraste prosjecni venski
tlak, a pogotvo arterijski krvni tlak) do smanjene perfuzije mozga inace neokludiranim
arterijama(200), kompresije na do sada zdrave, ¢ak i udaljene mozdane strukture 1 njihova
sekundarnog ishemijskog ili kompresijom uzrokovanog unistenja i neizlje¢ivih primarnih, ali i
sekundarnih oStecenja (201). Tako gledano, iz pokusa s masivnim moZzdanim udarima, moze
do¢i do krivog zakljucka (radi neadekvatnog dizajna pokusa), da niti jedno lijecenje nije
korisno, ¢ak niti moguce, a potencijalno moze biti opasno, u lijeCenju mozdanih udara kod

bolesnika s dijabetesom.

Uistinu, jo§ nedavne smjernice o lijeCenju mozdanih udara trombolizom (rTPA,
AHA/ASA smjernice 2007. (202)) bile su vrlo isklju¢ive kod dijabeti¢ara s preboljelim

mozdanim udarima i1 oni nisu mogli dobiti jedino poznato lijeCenje mozdanog udara niti
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unutar 3 sata od pocCetka smetnji. Od 2009. smiju, ali ne i u vremenskom prozoru od 3 do

4.5h, kada vecina ostalih smiju (203).

Nase je misljenje da je glavni problem u tome $to je veé¢ina mozdanih udara u klini¢koj praksi
malog ili srednjeg volumena. S druge strane ve¢ina mozdanih udara koji se istrazuju u gore
navedenim animalnim istrazivanjima su veliki. Takoder u klini¢koj praksi, uspjesno su lijecivi
vec¢inom oni mozdani udari koji se lijeCe u kra¢em vremenskom prozoru od nastanka, a ako
ishemija dugo traje, posljedica ¢e biti masivan mozdani udar, uglavnom rezistentan na bilo
kakvo lijeenje, s velikim onesposobljenjem koje ugrozava zivot (radi opasnosti od
tromboembolije, razvoja plucnih ili urinarnih infekcija, opasnosti od aspiracije, kao posljedica
disfagije, opasnosti od dehidracije, sa svim sekundarnim posljedicama tih komplikacija koje
ponekad vode u zaCarani krug iz kojega nema izlaska). Takvi veliki mozdani udari, koji su bili
duze izlozeni ishemiji mozga, imaju Cak i sa viSe opasnih intrakranijalnih komplikacija samog
lijeCenja, poput intracerebralne hemoragije, sekundarnog krvarenja u mozdanog udara radi
sekundarno oslabljene vaskularne stijenke. A animalni modeli su svi koristili duze trajanje
ishemije. Uzimajuci u obzir sve ove Cinjenice, dijabeticki model mozdanog udara bi dakle
trebalo modificirati da odgovara svrsi, t.j. trajanje ishemije treba skratiti da bi se proizvelo
infarkt mozga srednje veli¢ine, koji bi imitirao mozdani udar kod ljudi koji je u praksi
pokazano da ga je moguce lijeciti. Takav t-MCAO model moZzdanog udara kod dijabetickih
Stakorica bi omogucio ispitivanje raznovrsnih oblika lije€enja, odnosno, Sto smatramo i

primarnom funkcijom svakog animalnog modela,

U naSem istraZzivanju 20-minutni ishemijski model kod nekih Stakorica nije uopce
proizveo infarkt mozga, a u ostalih je bio izrazito malen i lociran samo u striatumu (Slika 5.3.
i Slika 5.4.). Nije dovodio do konzistentnih rezultata, unato¢ uredno provedenom pokusu, ali
niti do dovoljno velikih infarkta mozga da bismo mogli simulirati prosje¢ni mozdani udar kod
dijabeticara ili nedijabeti¢ara. Mogao bi, kada ne bi postojao problem reproducibilnosti,
konzistentnih rezultata, simulirati lakunarni mozdani udar (infarkt malih krvnih Zzila) u
bazalnim ganglijima, kao jedan od ¢es¢ih tipova mozdanog udara. Zato mislimo da za taj tip
mozdanog udara ovaj model nije najbolji (204). Kod ovog tipa mozdanog udara se infarkt
mozga dogada na razini manjih arterija odnosno terminalnih ogranaka velikih moZzdanih
arterija, gdje je kolateralna cirkulacija slaba, kao u slucaju striatuma. Ako se radi o kracoj
okluziji MCA, u tom se slu¢aju infarkt korteksa gotovo nikada ne dogada, jer je kolateralna

cirkulacija preko kortikalnih anastomoza ipak dovoljno jaka da pretrpi kra¢u ishemiju.
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U ovom istrazivanju samo 30-minutna ishemija je konzistentno dovodila do infarkta
mozga srednje veliCine, koji zahvaca oko 50% MCA irigacijskog podruc¢ja i oko 50%
striatuma irigiranog od MCA (Slika 5.3., panel A, B i C, Slika 5.4.). To dobro odgovara
trombozi, infarktu velikih krvnih zila, ali jo$ uvijek ne toliko masivnom i uniStavaju¢em da
bude letalan i smatramo ga optimalnim za buduca istrazivanja (204). Infarkti mozga iste

veli¢ine uspjesno su koristeni u drugim, ranijim radovima na nedijabetickim Stakorima (148,

199).

Duza ishemija od 45, 60 ili 90 minuta uzrokuje masivnije infarkte MCA regije. U 45 i
60 minutnim ishemijama dolazilo je do relativno naglog i znac¢ajnog Sirenja volumena infarkta
na skoro cijeli ili cijeli striatum (Slika 5.3., panel A), ali i znacajno veci dio korteksa (Slika
5.3., Panel B, Slika 5.4.), no ipak ne cijeli MCA irigirani korteks, zbog funkcionalnih
kortikalnih kolaterala, koje su ovdje jos dovoljne za opskrbu kisikom i glukozom.

Ishemija od 90 minuta dovodi do masivnih hemisferiénih mozdanih udara s infarktom
gotovo cijele hemisfere mozga (cijeli striatum kao i ranije, ali ovaj put skoro cijeli MCA ili
ICA irigirani korteks kao $to se vidi na Slici 5.3., panel B i1 C, Slici 5.4. Takvi veliki mozdani
udari bi u klini¢koj praksi skoro uvijek bili inkompatibilni s prezivljavanjem radi razli¢itih
razloga: uglavnom mozdanog edema, povisenja intrakranijalnog tlaka sa radi toga niskom
arterijskom perfuzijom mozga i sekundarnim Sirenjem infarkta mozga, hernijacije mozga
(unkalne, subfalcine ili pogotovo transtentorijalne) i1 sekundarnog kompresijskog oStecenja
neinfarciranih regija itd. Ako bi bolesnik 1 prezivio, najtezi neuroloski deficiti i teSka
onesposobljenost bi ostala kao trajna posljedica. To se dogada ako dode do nagle 1 trajne
MCA okluzije, bez reperfuzije ili sa prekasnom reperfuzijom ili kod krace okluzije ako je

kolateralna arterijska cirkulacija slaba.

Jo$ jedan znacajan rezultat ovog istrazivanja je da je pojava slabije reperfuzije kod
duze ishemije, nakon uklanjanja okluzivnog materijala. 90 minutna grupa imala je znacajno
losiju reperfuziju (56-62% od osnovice, nasuprot 80 do 125 % od osnovice u drugim grupama
(Slika 5.2, panel B)), koja se moZe objasniti kao rezultat ve¢ ireverzibilnih, definitivnih
mozdanih infarkta 1 arterijskog oSteCenja intrakranijalnih arterija, kod kojih normalna
postishemicka hiperperfuzija, kao spasonosni mehanizam ne moze nastati. Smatramo da ovaj
vaskularni znak moze biti marker nepovratnih ostecenja u lijecenju mozdanih udara (point of

no return).
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Za svaki eksperimentalni model koji bi trebao odrazavati humano stanje je vazno da
simulira prosje¢nu situaciju. U ovom slucaju trebao bi simulirati najéesée tipove mozdanih
udara, a to su oni srednje veli¢ine ili manji. Kao najbolji model u ovom pokusu pokazao se
model 30 minutne ishemije, s infarktima pola striatuma i pola korteksa (Slika 5.3., Slika 5.4.)
koji je opskrbljen od strane MCA. Svi duzi modeli su proizveli unistenje cijelog ili skoro

cijelog striatuma, a korteks je bio gotovo potpuno unisten u 90 minutnom modelu.

Za usporedbu, kod ljudi mozdani su udari uglavnom mali, veli¢ine 4.5 do 14%
ipsilateralne hemisfere (205,206), a kao maligni infarkt mozga klasificira se u neuroloskoj
praksi onaj koji zahvaca viSe od 50% mozdane hemisfere. Neka istrazivanja objavljuju

podatke da on takav postaje ve¢ tada kada je veci od 39% hemisfere (207,208).

.6.2. Djelovanje hiperbari¢ne oksigenacije i HEZ0016 na ishod mozdanog udara

Najvazniji rezultati drugog dijela istrazivanja, koje se bavi djelovanjem hiperbaricne
oksigenacije i1 HEZ0016 na ishod mozdanog udara su: a) ako se primjeni rano nakon
mozdanog udara, HBO, (koristena jednokratno ili viSekratnim izlaganjima HBO;) je izrazito
ucinkovita terapija mozdanog udara kod dijabetickih Stakorica, ¢ak i u prisutnosti dugotrajnog
nelijeCenog dijabetesa; b) lijeCenje samo s HET0016 je jednako efektivno; c¢) HET0016
(primijenjen kao lijec¢enje ili predtretman), kombiniran s HBO, nema znacajan aditivni uc¢inak
u smanjenju volumena infarkta mozga, u usporedbi sa lije¢enjem samo s HET0016; d) postoji
znacajno povisen izrazaj EET-stvaraju¢ih enzima u tkivu mozga u skupinama podvrgnutim
HBO, ili HET0016 lijecenju, sugeriraju¢i da EET doprinose smanjenju volumena infarkta
mozga i ¢) SD dijabeti¢ke Stakorice izrazito su osjetljive na ishemiju (podatak koji potvrduje

nase rezultate iz prvog pokusa (191)).

Po nasim saznanjima, ovo su prvi pokusi koji su koristili HBO, i HET0016 u in vivo
pokusima na dijabetickim Stakoricama i prvi rezultati koji istrazuju ucinke njihove
kombinirane primjene u lije€enju mozdanog udara (u dostupnoj literaturi).

HBO; je jos uvijek rijetko koriStena u modelima eksperimentalnog mozdanog udara, a
niti jedan od njih do sada nije provoden na dijabetickim Stakorima, §to ¢ini ovo istrazivanje
jo$ znacajnijim. Dodatna vrijednost ovog istrazivanja je u tome S§to je ciljano provedeno na,
tezim za ispitivanje i rijetko koriStenim, Zenskim Stakorima s dugotrajnim dijabetesom (189,

209-212). Ovaj novi model je interesantan zato $to u klinickoj praksi bolesnice s dijabetesom
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imaju veci rizik za razvoj mozdanog udara nego muskarci, a 1 ceS¢e zadobivaju vece mozdane
udare, koje je teze lijeciti 1 Cesto su fatalni (96,97,213).

Objavljeni pokusi na nedijabetickim Stakorima su utvrdili da HBO, ima ucinak na
smanjenje volumena mozdanog udara nakon t-MCAO. Ovaj t-MCAO model ishemije, prvo
stvara infarkt u podru¢ju striatuma (jer je ovo podruéje irigacije terminalnih arterijskih
ogranaka gotovo bez kolateralnog cirkulacije (161)), a kasnije u podru¢ju dorzolateralnog
korteksa iznad njega. Striatalni infarkti mozga se zato vrlo brzo razvijaju i gotovo su potpuno
otporni na bilo koje lije¢enje. Kortikalni infarkti razvijaju se kasnije, jer ipak postoji iako
mala Kkolateralna cirkulacija drugim neblokiranim arterijama, koja nije dovoljna za dugo
prezivljavanje. Razvoj kortikalnog infarkta mozga ukljucuje i druge patofizioloske procese,
kao $to je produZzeno otvaranje krvno-mozdane barijere, njezinu razgradnju i apoptotsku smrt
stanice. Upravo zato striatum je mjesto ishemijske jezgre, a ovisno o trajanju i razini
smanjenja rCBF i/ili medicinskoj intervenciji, korteks se transformira u ishemijsku jezgru,
penumbru, oligemiju ili zdravo neuralno tkivo (162).

U prvim pokusima pokazalo se da je 30 minutna t-MCAO dobra kao model u
dijabetickih SD Stakorica, ako se Zeli stvoriti prosjecan, umjereno velik moZdani udar (koji
zahvaca izmedu 30% i 50% volumena ishemi¢ne hemisfere) (119), a rezultati drugog pokusa
su to i potvrdili (Slika 5.6. i Slika 5.7. Paneli A, B i C). Potvrdili su i da se u ovom modelu
moze pratiti uc¢inkovitost lijecenja, jer ne dovodi do masivnog mozdanog udara koji bi bio
letalan unutar 24 sata radi komplikacija poput edema mozga, nepokretnosti, disfagije. Tako
moze imitirati stvarnog dijabeti¢kog bolesnika s mozdanim udarom koji jo$ uvijek mozZe biti
uspjesno lijecen.

U ovom istrazivanju kod dugotrajnog dijabetesa, HBO, nije bila ucinkovita u
smanjenju volumena subkortikalnog infarkta mozga (Slika 5.7. Panel A). Drugim rijecima,
iako je trajanje ishemije skra¢eno znacajno, ishemijska jezgra je ve¢ presla preko tocke s koje
viSe nema povratka. S druge strane, volumen infarkta korteksa 1 ukupni volumen infarkta
mozga su bili znac¢ajno smanjeni (Slika 5.7. Panel B i C). Iako su u€inci ponavljane HBO, na
volumen infarkta mozga proucavani na razli¢itim modelima moZdanog udara (107,214),
postoji praznina u istrazivanjima na dijabetickim Stakorima s mozdanim udarom. U ovom
istrazivanju nije bilo znacajne razlike izmedu skupina lijecenih s HBO, u bilo kojem
volumenu infarkta mozga (Slika 5.7. Paneli A, B 1 C). Rezultati sugeriraju da se najjaci ucinak
HBO; postize njezinom prvom primjenom (i to §to je prije moguce nakon mozdanog udara), a
ponavljane aplikacije nisu superiorne u odnosu na jednokratnu (Slika 5.6.). Bi li se benefit od

ponavljanih aplikacija ipak mogao ostvariti kroz svakodnene aplikacije u duzem vremenskom
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periodu, ne mozemo spekulirati, ali smo misljenja da ovaj efekt mozda ne bi bio tako izrazen
kao efekt prve hiperbari¢ne oksigenacije, primijenjen §to prije je moguce nakon ishemije.
Naime glavnina oStecenja i smrti stanica nastupa u prvim satima nakon ishemije, na mjestu
ishemijske jezgre i penumbre pa bi ponavljanje hiperbari¢éne oksigenacije moglo samo
djelovati na rubna podrucja oligemije. Njezini mehanizmi gledani iz te perspektive definitivno
jesu zaobilazenje blokirane krvne Zile preko kolateralnih arterija, Sto nas podsjeca na prve
eksperimente s HBO;, u kojima su eksangvinirane zivotinje zivjele samo na plazmi u
hiperbaricnoj komori, bez eritrocita, a poznato da plazma prolazi i tamo gdje eritrociti ne
mogu. Mogu¢nosti HBO, kod Stakora su se pokazale izrazito znacajne. Po naSem misljenju,
raniji pokusi, koji nisu pokazali u¢inkovitost HBO; su bili neuspjesni radi zanemarivanja
osjetljivosti neurona, prolongirane ishemije i koristenja lijecenja s HBO; previse kasno nakon
nastupa mozdanog udara, a i ocekivanja su mozda bila prevelika (107). Slicne poteskoce su
se dogadale pri uvodenju trombolize u lije¢enje mozdanih udara. Mnogo je godina proslo dok
nije postala primjenjiva, korisna, ali je morala biti ograni¢ena na uski vremenski prozor kao i
brojnim, realnim kontraindikacijama. Oc¢ekujemo da ¢e se isto dogoditi i sa hiperbaricnom
oksigenacijom. Po naSem miSljenju najperspektivnije podru¢je njezine primjene ce biti
kirurgija, uglavnom vaskularna kirurgija, kao u bolesnika koji su prosli endarterektomiju npr.
karotidne arterije. Ova procedura ima prihvac¢eni, mali postotak mozdanih udara nakon
operacije, ali iako je mozdani udar prepoznat odmah po izlasku iz opcée anestezije, koja je
relativno kratka, a vrijeme od nastanka moZdanog udara kratko, tromboliza nije moguca radi
svjeze operacije 1 gotovo sigurne opasnosti od krvarenja u operativno polje. Nadamo se da ¢e
HBO, popuniti ovu prazninu u lijeCenju. Kao napomenu je potrebno dodati da se ista
operacija sve vise provodi 1 u lokalnoj anesteziji, pri kojoj je, jer je bolesnik cijelo vrijeme u
kontaktu, moguce istog trenutka kada se ishemija dogodi registrirati moZdani udar, pripremiti
hiperbari¢nu komoru i po zavrSetku operacije ga trenutno poceti lijeciti.

Inhibitori 20-HETE (TS-011, HET0016) su ranije istrazivani kao lijeCenje ili
predtretman i pokazali su se uc¢inkoviti u Smanjenju volumena infarkta mozga u nedijabetickih
Stakora (sa 70% smanjenjem volumena infarkta mozga, 55% smanjenjem ukupnog volumena
infarkta mozga, radi manjeg ucinka na subkortikalna podrucja) (180,182, 183). Ovi rezultati
podupiru naSe rezultate na dijabetickim Stakoricama, koje ranije nisu proucavane. Naime do
sada nismo pronasli takva istraZzivanja na dijabetiCkim Stakorima. Nasi rezultati sugeriraju da
lijeenje samo s HET0016 znacajno reducira volumen infarkta mozga (Slika 5.6 1 Slika 5.7.,
Paneli A, B i C). Stakori koji su primili predtretman ili lije¢enje s HET0016 su imali sliénu

redukciju rCBF za vrijeme ishemije, ali znac¢ajno niZe vrijednosti rCBF tijekom reperfuzije, u
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usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 5.5.). To je sigurno podatak koji je znacajan, ali
daljnja istrazivanja tek trebaju otkriti je li to posljedica manjeg mozdanog udara s manje
toksi¢nih produkata i manjom potrebom za reperfuzijom, direktnog ucinka 20-HETE na
arterijske stijenke u ishemijskom podrucju ili nekog drugog neuroprotektivnog mehanizma.
Ovo je istrazivanje takoder testiralo u¢inak zajednicke primjene HET0016 i HBO,, ali
takoder i razlike izmedu kombinacija HBO, s HET0016 predtretmanom i HBO, s HET0016
lije¢enjem tijekom i nakon t-MCAO. Po nasim saznanjima takve kombinacije nisu do sada
istrazivane, pogotovo u uvjetima dijabetesa. Neka istrazivanja su pokazala da 20-HETE moze
pojacati oksidativni stres u stanicama putem aktivacije reducirane nikotinamid adenin
dinukleotid fosfatne oksidaze, fosforilacije, razdvajanja NOS i putem NADP oksidazno-
neovisnog puta (97). Kako HBO; reducira oksidativni stres (216), moze se nagadati da bi
HBO; mogla povoljno djelovati na ishod mozdanog udara lijeCenog s HET0016 (217).
Nasuprot nasim ocekivanjima, takve kombinacije nisu doprinjele znacajan aditivni ucinak u
smanjenju volumena infarkta mozga, u usporedbi s lije¢enjem samo s HET0016 (Slika 5.6 i
Slika 5.7., Paneli A, B i C). Rezultati pokazuju jednako snaznu ucinkovitost HBO, i 20-HETE
inhibitora na veli¢inu kona¢nog infarkta mozga. Ostaje za razjasniti je li to posljedica toga da
svaki od navedenih modaliteta lijeCenja ima najvecu mogucu ucinkovitost, koja se kod
mozdanog udara tog tipa i te duzine trajanja ishemije moze ocekivati, pa se dodatni diskretan
ucinak ne moze registrirati ili postoji neki drugi do sada neotkiveni razlog za navedeno.
Doprinos CYP metabolita autoregulaciji mozdanog protoka krvi jo§ uvijek nije do
kraja istrazena, no ve¢ je jasno da bi oni mogli imati vrlo vaznu ulogu kao novi ciljevi u
razvoju lijekova za lijeCenje mozdanog oSte¢enja nakon ishemije (55.). lako smo proveli
analize izrazaja Cyp4A3 mRNA, rezultati nisu prikazani jer je izraZaj bio iznimno nizak
(najvisa vrijednost je bila 2.1x10™), &to je u skladu s podacima o vrlo niskim ili
nedetektabilnim razinama Cyp4a2 i Cyp4a3 mRNA u tkivu mozga Wistar Stakora, koji su
objavljeni ranije (56,57). Izrazaj Cyp2J3 i Cyp2C11 u ovom istrazivanju potvrduje i prijasnje
rezultate i misljenja da oni imaju vaznu neuroprotektivnu ulogu (55) (Slika 5.8., Panel A, B i
(). Uzimajuéi u obzir analizu izraZzaja enzima i u¢inke HET0016, moguce je nagadati da bi
poviSenje razine EET i1 smanjenje razine 20-HETE, farmakoloski, uz dodatak HBO,, mogao

biti novi put kojim bi se moglo po¢i u buduc¢im istrazivanjima lijeCenja mozdanog udara.
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7. Zakljudci

U prvom dijelu istrazivanju o uspostavi novog modela za istrazivanje mozdanog udara

kod dijabetickih Stakorica SD vrste najvazniji zakljucci su:

a) dijabeticke Stakorice SD vrste izrazito su osjetljive na ishemiju u t-MCAO modelu

mozdanog udara;

b) 60'1 90 ' t-MCAO, koje se trenutno najcesce koriste u nedijabetickih Stakorica doima se

preduga za dijabeticke, uzrokuju¢i masivne mozdane udare kod dijabetickih Stakorica;

c) slabija reperfuzija registrirana je kod duljeg trajanja ishemije u 90' skupini (§to se moze
objasniti kao rezultat ve¢ ireverzibilnog infarkta mozga s posljedicnom vaskularnom
disfunkcijom). Ovaj vaskularni znak mogao bi biti mogao biti znak dolaska do tocke s koje

viSe nema povratka ni oporavka u lije¢enju mozdanog udara;

d) 30' t-MCAO se doima adekvatnog trajanja ishemije za model mozdanog udara kod
dijabetickih Stakorica, pouzdano uzrokujuéi mozdane udara srednje veli¢ine koji zahvacaju

30-50% ishemicne hemisfere;

e) 20' t-MCAO kod dijabeti¢nih Stakorica uzrokuje male strijatalne mozdane udare

nekonzistentne veliCine; i

f) upitno je komparirati rezultate istraZivanja eksperimentalne ishemije mozga Stakora s

dijabetesom i onih bez dijabetesa, ¢ak i ako je trajanje t-MCAO isto.
Najvazniji zakljucci drugog dijela istraZivanja su:

a) ako se primjeni rano nakon moZzdanog udara, HBO; (koriStena jednokratno ili viSekratnim
izlaganjima HBO,) je izrazito u¢inkovita terapija mozdanog udara kod dijabetickih $takorica,

¢ak 1 u prisutnosti dugotrajnog nelijeCenog dijabetesa;
b) lijecenje samo s HET0016 je jednako ucinkovito;

c) HET0016 (primijenjen kao lijecenje ili predtretman), kombiniran s HBO, nema znacajan
aditivni ucinak u smanjenju volumena infarkta mozga, u usporedbi s lijeCenjem samo s

HETO0016;
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d) postoji znacajno povisen izrazaj EET-stvaraju¢ih enzima u tkivu mozga u skupinama
podvrgnutim HBO; ili HET0016 lijeCenju, Sto upuéuje na to da EET doprinose smanjenju

volumena infarkta mozga i

e) SD dijabeticke Stakorice izrazito su osjetljive na ishemiju (podatak koji potvrduje nase

rezultate iz prvog pokusa
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8. Sazetak
DJELOVANJE HIPERBARICNE OKSIGENACIJE NA MOZDANO ISHEMIJSKO —
REPERFUZIJSKO OSTECENJE U DIJABETICKIH STAKORICA

Cilj istrazivanja: Utvrditi optimalno trajanje tranzitorne okluzije srednje mozdane arterije (t-
MCAOQO) u modelu mozdanog udara kod dijabetickih SD (Sprague Dawley) Stakorica. Utvrditi
ucinke jednokratne i viSekratne hiperbari¢ne oksigenacije (HBO,), 20-HETE inhibicije s N-
hidroksi-N'-(4-butil-2metilfenil)-formamidinom (HETO0016) na ishod eksperimentalnog

mozdanog udara.

Materijali i metode: Stakorice s streptozotocinom induciranim dijabetesom tip-1 (N=25, 12
tjedana starosti, 5 skupina; N=5/skupini), su izloZene razli¢itom trajanju t-MCAO (20 minuta
("), 30°, 457, 60’ 1 90°) 1 reperfuziji. Kontrolna skupina Stakorica bez dijabetesa (N=5) je
izlozena 30’ t-MCAO 1 reperfuziji. U drugom pokusu su dijabeticke Stakorice (N=42, 12
tjedana starosti, N=7/skupini), izlozene t-MCAO tijekom 30’ te reperfuziji, a potom
podijeljene u slijedec¢e skupine; a) kontrolna skupina, bez lijecenje; 1 skupine izloZene; b)
HBO,; c) visekratnim HBO; (prva odmah, a druga 12h nakon t-MCAO); d) HET0016
predtretmanu (1mg/kg/3 dana prije t-MCAQO) kombiniranom s HBO, nakon t-MCAO; e)
HETO0016 lijecenju (1h prije, tijekom t-MCAO te tijekom 6 sljedecih sati Img/kg/h); i f)
HETO0016 lijecenju kombiniranim s HBO, nakon t-MCAO. 24h nakon reperfuzije, volumen

infarkta mozga je analiziran 2,3,5-trifeniltetrazolij kloridom (TTC).

Rezultati: 20’ t-MCAO rezultiralo je malim infarktom (3+5% ishemi¢ne hemisfere), a 30’
znaajno vecim infarktom (46+6%). 45’ 1 60’ ishemija su stvorile infarkte 52+5% 1 59+3%
ishemi¢ne hemisfere, a 90’ t-MCAO masivni infarktom mozga (89+6% ishemic¢ne hemisfere
(cijelog striatuma (224+3%) 1 skoro cijelog korteksa opskrbljenog s MCA (67+6%)). 30’ t -
MCAOQO nije rezultiralo infarktom u kontrolnoj skupini. U drugom pokusu lijeCenje s
HETO0016 i HBO; jednako su znac¢ajno smanyjili kortikalni i ukupni infarkt mozga, u usporedbi
s kontrolom. Kombinirano lije¢enje S HET0016 i HBO; nije bilo ucinkovitije u usporedbi s
lije¢enjem samo s HET0016 bez obzira na nacin primjene. Cyp2J3 mRNA bila je znacajno
izraZenija u svim ispitivanim skupinama, aCyp2C11 mRNA znacajno izraZenija u skupinama
lijeCenim viSekratnom HBO, i HETO0016 predtretman+HBO, skupini, u usporedbi s

kontrolom.
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Zakljuéak: Model mozdanog udara kod SD dijabetic¢kih Stakorica treba biti drugaciji nego
kod nedijabetickih, s kra¢im trajanjem ishemije, optimalno na 30', radi njihove visoke
senzitivnosti na ishemiju mozga. Kod dijabetickig SD stakorica i HBO, 1 HET0016 izrazito su
ucinkoviti nacini lijeCenja mozdanog udara, Sto sugrerira sudjelovanje CYP450 metabolita u

ovom ucinku.

Kljuéne rije¢i: okluzija srednje mozdane arterije, Stakori, Zenski, ishemija mo0zga,

hiperbari¢na oksigenacija, diabetes mellitus, 20-HETE
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9. Summary

The Effect of Hyperbaric Oxygenation on Ischemic/Reperfusion Brain Injury in
Diabetic Female Rats.

Objectives: To determine optimal duration of transient middle cerebral artery occlusion (t-
MCAO) for stroke model in female diabetic Sprague-Dawley (SD) rats.

To evaluate effects of acute and repetitive hyperbaric oxygenation (HBO;) as well as 20-
HETE inhibition by N-hydroxy-N'-(4-butyl-2methylphenyl)-formamidine (HET0016) on

experimental stroke outcomes.

Material and Methods: 25 streptozotocin-induced type-1 diabetic SD female rats (N=25, 12
weeks old, 5 groups; N=5 per group), were subjected to different duration of t-MCAO (20
minutes (), 30°, 45°, 60’ and 90’) followed by reperfusion. Control group of rats without
diabetes (N=5) was subjected to 30’ of t-MCAO followed by reperfusion. 42 streptozotocin-
induced type-1 diabetic Sprague-Dawley female rats (N=42, 12 weeks old, N=7/group), were
subjected to transient middle cerebral artery occlusion (t-MCAO) for 30’ followed by
reperfusion and divided in following groups; a) control group, without treatment; and groups
exposed to; b) HBO,; c¢) multiple HBO, (first HBO, immediately and second 12h after t-
MCAO); d) HET0016 pretreatment (1mg/kg/3 days prior to t-MCAQ) combined with HBO,
after t-MCAQO; e) HET0016 treatment (1h before, during and for 6 hours after t-MCAO); and
f) HET0016 treatment followed by HBO, after t-MCAO. 24h after reperfusion infarct
volumes were evaluated by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining. mMRNA
expression of CYP2J3, CYP3C11 was determined by real-time qPCR.

Results: Intra-ischemic reductions of regional cerebral blood flow (rCBF) were similar in all
groups (68%-75% of baseline values). Reperfusion was significantly impaired in 90° ischemia
group (56-62% vs. 80-125% in other groups). 20’ t-MCAO induced small infarct (3+5% of
ischemic hemisphere). 30’ ischemia produced significantly larger infarct (46+6%). In 45° and
60’ ischemia infarct was 52+5% and 59+3% of ischemic hemisphere, respectively. Ischemia
of 90’ led to massive stroke (89+6% of ischemic hemisphere encompassing the whole
striatum (22+3%) and almost the whole MCA irrigated cortex area (67+6%)). 30’ t -MCAO
did not produce stroke in the control group. HBO, and HETO0016 treatment equally
significantly reduced size brain infarct compared to control. Combined treatment with
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HETO0016 and HBO, provided no significant additive effect compared to HET0016 treatment
only, regardless of administration method. mMRNA of Cyp2J3 was significantly increased in
all study groups compared to control, and mRNA of Cyp2C11 was significantly increased in

multiple HBO, and HET0016 pretreatmen+HBO, groups compared to control.

Conclusion: Diabetic rat stroke model should be different from non-diabetic, because female
type-1 diabetic SD rats are highly sensitive to brain ischemia and it is necessary to
significantly shorten duration of t-MCAO, optimally to 30’.

In diabetic female SD rats HBO, and HET0016 are highly effective stroke treatments,

suggesting involvement of CYP450 metabolites in this therapeutic effect.

Key words: middle cerebral artery occlusion, rats, female, brain ischemia, hyperbaric

oxygenation; diabetes mellitus; 20-HETE
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20. Pozvano predavanje: Mihael Misir. Kasno prepoznavanje Tapia sindroma nakon
orotrahealne intubacije dovodi do slabijeg oporavka. 5. Hrvatski kongres iz
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2. Bio sam suradnik na znanstvenom projektu Hrvatske akademije znanosti i umjetnosti, pod
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