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POPIS KRATICA

EDRF — endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors)
EDCF — endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelium-derived contraction factors)
FID — protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation)

NO — dusikov oksid (engl. nitric oxide)
EDHF — endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenik (engl. endothelium-derived hyperpolarizing

factor)

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

NNOS — neuronalna dusik-oksid sintetaza

eNOS — endotelna dusik-oksid sintetaza

INOS — inducibilna dusik-oksid sintetaza

GTP - gvanozin-trifosfat (engl. guanosine-triphosphate)

CGMP — cikli¢ki gvanozin-monofosfat

RNS — reaktivni dusikovi spojevi (engl. reactive nitrogen species)

IDDM — inzulin-ovisni dijabetes (engl. insulin-dependant diabetes mellitus)
ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

HBOT - terapija hiperbari¢nim kisikom (engl. hyperbaric oxygen therapy)
CTRL skupina — kontrolna skupina Stakora

A_HBOT skupina — skupina §takora podvrgnuta djelovanju akutne hiperbari¢ne oksigenacije
SD Stakori — Sprague-Dawley Stakori

PSS — fizioloska slana otopina (engl. physiological salt solution)

ACh — acetilkolin

AChID - acetilkolinom potaknuta dilatacija

SNP — natrijev nitroprusid (engl. sodium nitroprusside)



1. UvOD

1.1. Endotel i njegova uloga

Endotel je tvorba koju ¢ini jedan sloj endotelnih stanica, a oblaze unutra$njost svih krvnih zila
i zila limfnog sustava te je kao takav u izravnom kontaktu s krvlju, limfom i stanicama koje
kolaju tim tekuéinama. Znanstvenici su do pocetka sedamdesetih godina proslog stoljeca
endotel smatrali jednostavnom barijerom koja sprjecava ulazak krvnih stanica u dublje slojeve
zile. Medutim, danas se zna da upravo endotel stvara polupropusnu barijeru izmedu krvi 1
okolnog tkiva. Kontrola prijenosa otopljenih tvari i makromolekula, iz krvi i u krv, preko
stijenki krvne zile jedna je od glavnih funkcija endotela. Propusnost se moze podijeliti na
bazalnu propusnost — koja se javlja na razini kapilara, glavnom mjestu razmjene u vaskularnom
sloju — i induciranu propusnost, povezanu s upalom, koja pretezno ukljucuje postkapilarne

venule (1,2).

Endotelne su stanice ukljucene u bitne metabolicke aktivnosti ovisno o dijelu krvozilnog
sustava te veli€ini 1 tipu krvne Zile. Osim §to sudjeluju u hemostazi, endotelne stanice mogu
metabolizirati, odnosno aktivirati brojne cirkulacijske ¢imbenike s vazoaktivnim svojstvima ili
bez njih, ukljucujuéi polipeptidne hormone, amine, nukleotide, lipoproteine, razgradne
produkte arahidonske kiseline i reaktivne kisikove spojeve (1). Sintezom i otpustanjem
vazoaktivnih tvari kao $to su endotelni ¢imbenici relaksacije (EDRF) i kontrakcije (ECRF),
endotel utjeCe na tonus glatkog miSi¢ja stijenke krvnih zila te mijenja njezin stupanj
vazodilatacije, odnosno vazokonstrikcije. DuSikov oksid, endotelni hiperpolarizirajuci
¢imbenik te prostaciklin najvazniji su EDRF, a tromboksan, slobodni kisikovi radikali 1
endotelin najvazniji su EDCF (2,3). Endotel takoder ima znacajnu ulogu i u angiogenezi,

agregaciji trombocita na endotel, dijapedezi leukocita i sl. (1,2).

Promjene u regulatornim funkcijama endotela, koje dovode do neravnoteZe u proizvodnji
relaksacijskih 1 kontrakcijskih ¢imbenika, prokoagulantnih te antikoagulantnih ¢imbenika,
rezultiraju njegovim oSteCenjem. Patofizioloski mehanizmi koji dovode do endotelnog
oSteCenja podrazumijevaju c¢imbenike rizika za kardiovaskularne bolesti kao S§to su
hiperkolesterolemija, pusenje, inzulinska rezistencija, hiperglikemija, hipertenzija ili
kombinaciju navedenih. Poremecaj u funkciji endotela stoga je i pokazatel] mnogih
kardiovaskularnih i metabolickih bolesti kao Sto su arterijska hipertenzija, zatajenje srca,
ateroskleroza i dijabetes te se takoder javlja kod starenja 1 kao odgovor na kemoterapeutike i

onecisc¢eni okolis (3,4).



1.2. Protokom potaknuta dilatacija i dusikov oksid (NO)

Protokom potaknuta dilatacija (FID) o endotelu je ovisan mehanizam regulacije tonusa glatkih
misSica vaskulature cijeloga organizma te odrzavanja homeostaze periferne cirkulacije. Protok
kroz krvne zile uzrokuje poveéanje smicanja $to dovodi do oslobadanja vazoaktivnih tvari iz
endotela kao sto su dusSikov oksid (NO), prostaciklini i endotelni hiperpolariziraju¢i cimbenici
(EDHF). Nedavna saznanja govore o tome da se NO oslobada iz razli¢itih stanica sisavaca,
stoga ima razlicite uloge ovisno o mjestu otpustanja. Kao neurotransmiter djeluje kada ga
neuroni srediSnjeg i perifernog sustava otpuste u maloj koli¢ini. Regulaciju krvnog tlaka
kontrolira tako da inhibira zgruSavanje krvi kada je vecéa koli¢ina dusikova oksida sintetizirana
u endotelu 1 otpuStena u krvotok. Takoder, NO mozZe djelovati kao citostatik koji moze

zaustaviti dijeljenje stanica raka i ostalih patogena (5).

Dusikov oksid nastaje iz aminokiseline L-arginina uz prisutnost enzima dusik-oksid sintetaze
(NOS) i u prisutnosti ko¢imbenika kisika, NADPH, tetrahidrobiopterina i flavin adenin
nukleotida (6). NOS postoji u trima izoformnim oblicima, a to su neuronalna NOS (nNOS),
endotelna NOS (eNOS) i inducibilna NOS (iNOS). Od navedenih, nNOS i eNOS sastavni su
enzimi stanica gdje su normalno prisutne 1 neprestano proizvode dusSikov oksid u neznatnim
koli¢inama. Tek na podrazaj ioniziranim kalcijem, odnosno povecanjem njegove koncentracije
u stanici, povecava se i brzina proizvodnje NO-a. Inducibilna NOS ne ovisi 0 promjeni
koncentracije ioniziranog kalcija u stanici, ali potaknuta vanjskim ¢imbenicima stvara velike

koli¢ine duSikova oksida koje mogu dovesti do citotoksicnosti (7).

Nakon njegova formiranja, poluzivot u krvi mu je svega nekoliko sekundi. Razlog je tomu Sto
superoksidni anion ima visoki afinitet za NO zbog prisutnih nesparenih elektrona u vanjskoj
orbitali koji ih ¢ine visoko reaktivnima §to za posljedicu ima smanjenje biodostupnosti NO-a.
Dusikov se oksid veze za hem u molekuli hemoglobina i enzima gvanilil ciklaze koju
pronalazimo u vaskularnom sustavu glatkog misi¢ja, ali 1 u glavnini stanica u tijelu. Zbog
mogucnosti vezanja na hem u hemoglobinu, NO brzo difundira u krv 1 tako biva uniSten, a
vezanjem na hem u gvanilil ciklazi poti¢e njezinu aktivnost. Taj enzim katalizira defosforilaciju

GTP-a u cGMP koji je drugi glasnik u vecini bitnih stani¢nih funkcija.

Vaskularne aktivnosti NO-a podrazumijevaju izravnu vazodilataciju koja je ovisna o protoku i
posredovana je receptorima, neizravnu vazodilataciju koja se postize inhibicijom
vazokonstrikcijskih utjecaja (inhibicija angiotenzina II i simpaticke vazokonstrikcije),

antitrombotski, protuupalni i antiproliferativni ucinak. Antitrombotski ucinak rezultat je



inhibicije adhezije trombocita na vaskularni endotel, protuupalni je u¢inak posljedica inhibicije
adhezije leukocita na vaskularni endotel i uklanjanja superoksidnog aniona, a

antiproliferacijsko djelovanje podrazumijeva inhibiciju hiperplazije glatkih misica (6).

Brze reakcije NO-a sa slobodnim radikalima smatraju se jednim od glavnih putova za stvaranje
reaktivnih dusSikovih spojeva (engl. reactive nitrogen species, RNS). Najces¢e reagira sa
superoksidnim anionom pri ¢emu nastaje peroksinitrit (OONO-). Apoptoza potaknuta
peroksinitritom jedan je od glavnih ¢imbenika napretka raznih patoloskih stanja. Neka su od
njih bakterijske infekcije, brojne neurodegenerativne bolesti, a upravo peroksinitrit djeluje kao

okida¢ za razvitak inzulin-ovisnog dijabetesa (IDDM) (8).

1.3. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali predstavljaju kemijski reaktivne i nestabilne spojeve s nesparenim
elektronom u vanjskoj orbitali. Zbog te osobine, oni u organizmu popunjavanju slobodne
orbitale tako da stupaju u reakcije s proteinima, ugljikohidratima, lipidima te dovode do njihova
ostecenja. Slobodni kisikovi radikali (ROS) najces¢i su 1 biokemijski najznacajniji radikali. Toj
skupini pripadaju superoksidni, hidroperoksilni, hidroksilni radikal, ali i neradikali kao $to su
vodikov peroksid ili hipoklorit. Slobodni su kisikovi radikali uobi¢ajeni nusprodukti stani¢nog
metabolizma. Njihova se brzina stvaranja povecava s povecanjem dostupnosti kisika §to se
dogada npr. prilikom terapije hiperbaricnom oksigenacijom (9). Budu¢i da je ljudskom
organizmu neophodan kisik, razvijeni su mehanizmi kojima se sprje¢ava akumulacija slobodnih
kisikovih i ostalih radikala. Spojevi koji to sprje¢avaju jesu antioksidansi koji u svojoj strukturi
imaju jedan elektron viSka te im on omogucuje sparivanje s elektronom vanjske orbitale
slobodnog radikala 1 njegovu neutralizaciju. Antioksidansi se dijele na stani¢ne (enzimi,
askorbinska kiselina), izvanstanicne (transferin, ceruloplazmin, haptoglobin, itd.) 1

membranske (o i B-tokoferol) antioksidanse i na taj nacin strateski tite sve strukture organizma.

Nagomilavanje molekula koje su osSte¢ene djelovanjem radikala, smanjena proizvodnja
antioksidansa ili povec¢ana proizvodnja prooksidansa dovode do narusavanja ravnoteze izmedu
uklanjanja i stvaranja radikala zbog ¢ega nastaje oksidativni stres. Takvo stanje dugorocno
moze uzrokovati smrt stanice i nastanak raznih patoloskih stanja. IstraZivanja su dokazala da
slobodni kisikovi radikali sudjeluju u nastanku karcinoma te u nastanku Parkinsonove,
Alzheimerove i Huntingtonove bolesti. Nadalje, sve viSe provedenih istrazivanja govori u
prilog tomu da oksidativni stres poti¢e razvitak obaju tipova dijabetesa ometanjem unosa
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glukoze u misi¢e 1 masno tkivo te smanjenjem lucenja inzulina iz B-stanica gusterace (10).
Furukawa i suradnici su u svojem su istrazivanju dokazali da je oksidativni stres temelj visokog
krvnog tlaka te ateroskleroze (11). Cimbenici su koji dovode do stanja oksidativnog stresa su

lijekovi, stres, losa prehrana, zracenje, zagaden okolis 1 sl.

1.4. Terapija hiperbari¢énom oksigenacijom (HBOT)

Terapija hiperbari¢cnom oksigenacijom metoda je lijeCenja kojoj je cilj povecanje koncentracije
kisika u krvi. Budu¢i da se slobodan kisik nalazi otopljen u plazmi, moze doprijeti do mjesta
kojima je onemogucena oksigenacija zbog opstrukcije i nemogucénosti pristupa eritrocita (12).
S obzirom na to da se takav kisik udise pod tlakom veéim od jedne atmosfere (1atm), ostvaruje
se brz oporavak hipoksi¢nog tkiva i reakcija koje ovise o njemu (12). Upravo je zbog toga
HBOT nasla Siroku primjenu u klini¢koj praksi. Prvotno se takva terapija primjenjivala za
lije¢enje dekompresijske bolesti ronilaca tako da se poveéavao parcijalan tlak plinova, a rezultat
je bio iSCezavanje nastalih mjehuri¢a plina u krvi. Takoder, terapija se hiperbaricnom
oksigenacijom primjenjuje i pri trovanju uglji¢nim monoksidom, kod plinske embolije, nekih
kroni¢nih bolesti kao §to je dijabetes (13), ali i kod nekih infekcija kao $to su meningokokna
sepsa, plinska gangrena itd. (14).

Dvojna priroda kisika ¢ini HBOT slozenom metodom. Kisik, iako kljucan za Zivot, u
prekomjernoj je koli¢ini otrovan. Velika koli¢ina kisika poti¢e stvaranje ROS-a i RNS-a §to se
moze 1 pozitivno 1 negativno odraziti na stanje organizma. lako je obrana organizma od viska
ROS-a visoko udinkovita, pod djelovanjem visokih parcijalnih tlakova kisika dulje vrijeme
organizam moze posustati. Takvo stanje moZe dovesti do di$nih i neuroloskih problema koji
predstavljaju najcesce nuspojave terapije hiperbaricnom oksigenacijom. Kako bi se prevladale
takve komplikacije, primjena HBOT-a ogranicena je na tri atmosfere (atm) 100 %-tnog Kisika.
Akutne se 1 kroni¢ne ozljede stoga lijeCe na 2 — 2,5 atm Sto dokazano ne uzrokuje diSne

probleme u pacijenata (15).



2. HIPOTEZA

Osnovna je pretpostavka ovoga istrazivanja da akutna hiperbari¢na oksigenacija utjee na

protokom potaknutu dilataciju, odnosno narusava ju podizuci razinu oksidativnog stresa.



3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovoga istrazivanja odrediti djelovanje akutne hiperbari¢ne oksigenacije na protokom
potaknutu dilataciju kod pokusnih Zivotinja (Stakori soja Sprague-Dawley) metodom mjerenja
protokom potaknute dilatacije.



4. MATERIJALI | METODE
4.1. Istrazivacki zivotinjski model

Ova eksperimentalna studija provedena je u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije
Medicinskoga fakulteta u Osijeku. U svrhu istrazivanja koriSteno je 11 zdravih muskih
Sprague-Dawley Stakora u starosti od 9 do 11 tjedana, a svi su Stakori iz vlastitog uzgoja

Vivarija pri Medicinskom fakultetu u Osijeku.
Stakori su bili podijeljeni u dvije skupine:

1) CTRL skupina — kontrolna skupina koja podrazumijeva zdrave, netretirane Stakore
(N=6);

2) A _HBOT skupina — stakori izlozeni akutnom djelovanju hiperbari¢nog kisika u
barokomori, Zrtvovani odmah po izlaganju (Rekompresijska komora za eksperimente
110L, Puro Pakovi¢, Aparati d.d., Slavonski Brod) (N=5).

4.2. lzlaganje Zivotinja akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

Stakori su bili izloZeni djelovanju akutne terapije hiperbariénom oksigenacijom prema
standardiziranom protokolu (16). Nakon smjestaja zivotinja u barokomoru slijedi 15 minuta
kompresije na 2,0 atm otvaranjem kompresijskog ventila (dekompresijski je ventil pri tome
zatvoren) i puStanjem kisika u komoru. Kad se postigne tlak od 2,0 atm, zatvori se kompresijski
ventil te su Stakori izloZeni djelovanju 100 %-tnog Kisika u trajanju od dva sata uz protok 2-3
/min. Za vrijeme trajanja terapije sa Stakorima u komori smjeStena je i mala koli¢ina granula
kalcij-hidroksida i natrij-hidroksida te etilvioleta (Draegersorb 800 Plus, DraegerMedical) za
upijanje izdahnutog CO:x. Slijedi 15 minuta dekompresije otpustanjem dekompresijskog ventila.

Zivotinje su kroz cijeli proces bile pri svijesti i s dostupnom hranom.

4.3. Izolacija srediSnje moZdane arterije te mjerenje protokom potaknute dilatacije

Postupku izolacije srediSnje mozdane arterije prethodilo je vaganje Stakora te anesteziranje
kombinacijom ketamina 75 mg/kg ((Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2 ml, Pfizer) i midazolama
0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Zatim slijedi dekapitacija
te se pomoc¢u mikrokirur§kog pribora i operacijskog mikroskopa iz mozga izolira srediSnja
mozdana arterija. Ona je model na kojem smo odredili kasnije opisano mjerenje protokom
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potaknute dilatacije (17) na sustavu tlacnog miografa (The Myograph System, DMT). Arterija
se ocCisti od vezivnog tkiva te se postavlja izmedu dviju staklenih mikropipeta (vanjskog
promjera ~ 100-200 pm) smjestenih u komorici koja je ispunjena toplom (37 C) fizioloskom
slanom otopinom (PSS,pH = 7.4 + 0.05; sastava (u mM / I): 119 NacCl, 4.7 KClI, 1.17 MgS04,
1.6CaCl2, 1.18 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 0.026 EDTA i 5.5 glukoze). Sustav je kontinuirano
oksigeniran smjesom plinova 21 % O2, 5 % CO2 i balans N2. Nakon postavljanja u komoricu
arterija je inkubirana 60 minuta pri tlaku od A80 mmHg (P1 je 80 mmHg, P2 0 mmHg) kako bi
se procijenio osnovni (bazalni) promjer. Zila je cijelo vrijeme snimana infracrvenom kamerom
te se slika prikazuje na monitoru, a biljeZe se promjene promjera Zile. Nakon inkubacije, krvna
¢e zila biti izlozena protoku koji se postize istodobnim promjenama ulaznog (inflow) i izlaznog
(outflow) tlaka (tlacni gradijenti A10, A20, A40, A60 i A100 mmHg). Gradijent tlaka rezultirat
¢e nastankom protoka pripremljene PSS otopine kroz postavljenu krvnu zilu. Nakon izmjerenih
bazalnih vrijednosti promjera krvne Zile pri razlicitim gradijentima tlaka, mjerila se o endotelu
ovisna dilatacija u prisutnosti acetilkolina (100pL; 10° mol/L), te o endotelu neovisna dilatacija
u prisutnosti izravnog NO donora, natrijevog nitroprusida (100uL; 10° mol/L).

Na kraju eksperimentalnog protokola PSS se otopina u sustavu zamijeni s PSS Ca-free
otopinom kako bi se izmjerio maksimalan promjer krvne zile. Podatci se onih krvnih zila koje

nisu pokazivale znacajnu razinu aktivnog tonusa (oko 50 %) izuzimaju iz obrade.

Svi eksperimentalni postupci uskladeni su s europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih Zivotinja (direktiva 86/609). Poduzete su sve mjere kako bi se sprijecila patnja
zivotinja. Sva Su istrazivanja za provedbu odobrili Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta

Osijek te Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske.

4.4, Statisticke metode

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttSEM (engl. MeanSEM). Za prikazivanje su
rezultata upotrijebljeni statisticki programi SigmaPlot 11.2 (Systat Software, Inc.) te GraphPad
Prism5. Mjerena dilatacija koja je rezultat protoka izrazena je u postotku u odnosu na osnovne
vrijednosti dobivene mjerenjem pri AO mmHg. Odgovor na protok analiziran je sTwo-Way
ANOVA testom za ponavljane uzorke (engl. repeated measures ANOVA) kako bi se moglo
odrediti djelovanje postupka na odgovor analizirane krvne zile. Razina statisticke znacajnosti

postavljena je na P < 0,05.



5. REZULTATI

5.1. Bazini odgovor srediSnje moZdane arterije kontrolne skupine i
eksperimentalne skupine na protokom potaknutu dilataciju
Protokom potaknuta dilatacija srediSnje mozdane arterije znaCajno je smanjena u
eksperimentalnoj skupini zivotinja, odnosno Zivotinja koje su bile podvrgnute akutnoj terapiji
hiperbari¢nom oksigenacijom pri svakom gradijentu tlaka u odnosu na kontrolnu skupinu,

odnosno netretirane Zivotinje (P < 0,05) (Slika 1.).
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SEM

Slika 1. Bazi¢éni odgovor srednje moZdane arterije na promjenu gradijenta tlaka kod
kontrolne, netretirane skupine Zivotinja (N=6) i Zivotinja tretiranih hiperbari¢nom

oksigenacijom (N=5) izraZen kao udio (%) dilatacije u odnosu na bazalne vrijednosti.



5.2. Bazi¢ni odgovor na acetilkolinom (Ach) potaknutu dilataciju (AChID)

srediSnje moZdane arterije (o endotelu ovisna vazodilatacija)

Dilatacijski je odgovor srednje mozdane arterije skupine tretiranih zivotinja manje osjetljiv na
dilataciju potaknutu acetilkolinom u usporedbi s kontrolnom skupinom zivotinja (Slika 2.). Ti
podatci upuéuju na smanjenu osjetljivost srediSnje mozdane arterije nakon akutne hiperbaricne

oksigenacije na vazodilataciju ovisnu o endotelu.
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SEM

Slika 2. Bazi¢ni odgovor srednje moZdane arterije na acetilkolinom potaknutu dilataciju

(AChID) u kontrolnoj i pokusnoj skupini Zivotinja.

5.3. Bazi¢ni odgovor na natrij-nitroprusidom (SNP) potaknutu dilataciju srediSnje
moZdane arterije (o endotelu neovisna vazodilatacija)

Vaskularni je odgovor na o endotelu-neovisnog donora NO-a (SNP) o¢uvan i nisu utvrdene

razlike izmedu ispitivanih grupa (P > 0,05) (Slika 3.).
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Slika 3. Bazi¢ni odgovor srednje moZdane arterije dodatkom NO donora natrijeva

nitroprusida na protokom posredovanu dilataciju u kontrolnoj i pokusnoj skupini.
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6. RASPRAVA

U ovome je istrazivanju ispitivan utjecaj akutne hiperbari¢ne oksigenacije na protokom
potaknutu dilataciju u srediSnjoj mozdanoj arteriji zdravih muskih Stakora soja Sprague-
Dawley. Klju¢na saznanja ovoga istrazivanja potvrduju da akutna hiperbari¢na oksigenacija

utjeCe na protokom potaknutu dilataciju, odnosno znacajno ju smanjuje.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s ranije prikazanim studijama koje ispituju utjecaj
hiperbari¢ne oksigenacije na vaskularnu funkciju, a prikazuju smanjen vaskularni odgovor
nakon akutnog tretmana hiperbaricnim kisikom (14,16,18). Nedavne studije iz naSeg
laboratorija pokazale su zna¢ajno povecanu razinu oksidativnog stresa nakon akutnog izlaganja
hiperbari¢nom kisiku (14,16) te smo u ovom istrazivanju htjeli vidjeti hoce li stvorena poveéana
razina oksidativnog stresa imati utjecaj i na protokom potaknutu dilataciju. Rezultati naSe
studije u skladu su s prethodno navedenim istrazivanjima budu¢i da je protokom potaknuta
dilatacija znacajno smanjena kod pokusnih Zivotinja, koje su bile izloZene djelovanju akutnog

hiperbari¢nog kisika, u odnosu na zdrave netretirane zivotinje.

Kako bismo ispitali ulogu samog endotela u mehanizmu protokom potaknute dilatacije, u

drugom dijelu istrazivackog protokola primijenili smo acetilkolin, ¢iji je vazodilatacijski ucinak
posredovan upravo preko endotela, a zatim smo primijenili SNP ¢iji je vazodilatacijski uc¢inak
neovisan o endotelu jer djeluje kao izravan donor NO-a. Dobiveni rezultati nakon primjene tih
dviju vazoaktivnih supstanci i pokazana znacajna razlika u dilataciji nakon primjene
acetilkolina upucuju upravo na vaznost endotela u mehanizmu protokom potaknute dilatacije

Sto je 1 potvrdeno nakon primjene SNP-a, nakon kojega nema znacajne razlike izmedu

istrazivackih skupina.

| ranije studije iz naSeg laboratorija koje istrazuju stanja povecane razine stvorenog
oksidativnog stresa (npr. dijabetes ili visok unos soli) pokazale su znacajan utjecaj povecanog
oksidativnog stresa na vaskularnu funkciju krvnih zila te smanjen vaskularni odgovor (14,19).
Ova studija potvrduje naruSenu funkciju ispitivanih krvnih zila te je u skladu s prethodno

navedenim studijama.
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7. ZAKLJUCCI
Temeljem dobivenih rezultata i provedenog istrazivanja mogu se izvesti zakljucci:
1) Akutna hiperbari¢na oksigenacija smanjuje protokom potaknutu dilataciju.

2) Zbog smanjenja osjetljivosti srediSnje mozdane arterije tretiranih Stakora na dilataciju
ovisnu o endotelu, njezin je dilatacijski odgovor manje osjetljiv na dilataciju potaknutu

acetilkolinom usporedujuci ga s kontrolnom skupinom.

3) Odgovor sredi$nje mozdane arterije na dodatak o endotelu neovisnog donora NO-a
natrijeva nitroprusida na protokom potaknutu dilataciju gotovo je nepromijenjen i nisu

dokazane znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.
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8. SAZETAK

CILJ: Odrediti u¢inak akutne hiperbari¢ne oksigenacije na protokom potaknutu dilataciju kod

zdravih Sprague-Dawley stakora.

MATERIJALI I METODE: U istrazivanje je bilo uklju¢eno 11 zdravih Sprague-Dawley
Stakora podijeljenih u dvije skupine — kontrolnu (CTRL, N=6) i A_HBOT skupinu (N=5) koju
¢ine Stakori podvrgnuti tretmanu akutnog hiperbari¢nog kisika (100 %-tni Kisik, 2 h/2 bara).
Nakon izlaganja kisiku Stakori su anestezirani kombinacijom ketamina (75 mg/kg) i
midazolama (0,5 mg/kg) te dekapitirani. Iz mozga je izolirana srediSnja mozdana arterija koja
je inkubirana u sustavu 60 minuta pri tlaku od A80 mmHg (P1 je A80 mmHg, P2 0A mmHg)
zbog procjene bazalnog promjera. Nakon inkubacije, arterija je izloZena protoku koji se dobiva
istovremenim promjenama ulaznog i izlaznog tlaka uz tlacne gradijente A10, A20, A40, A60,
A100 mmHg te je nakon bazalnog mjerenja protokom potaknuta dilatacija mjerena u prisutnosti
acetilkolina (ACh) i natrijeva nitroprusida (SNP). Na kraju eksperimenta PSS otopina, koja je
protokom stvarala gradijent tlaka, zamijenjena je PSS Ca-free otopinom u svrhu mjerenja

maksimalnog promjera arterije.

REZULTATI: Protokom potaknuta dilatacija sredi$nje mozdane arterije znacajno je smanjena
u zivotinja koje su bile tretirane akutnim hiperbari¢nim kisikom u odnosu na zdrave netretirane
zivotinje. Dilatacijski odgovor tretiranih Zivotinja na acetilkolinom potaknutu dilataciju koja je
0 endotelu ovisna vazodilatacija znacajno je smanjen u odnosu na kontrolnu skupinu §to
upucuje na vaznu ulogu endotela u mehanizmu protokom potaknute dilatacije, a odgovor krvnih

zila na SNP koji je izravan donor NO-a nije pokazao znac¢ajnu razliku izmedu skupina.

ZAKLJUCAK: Akutna hiperbari¢na oksigenacija narusava protokom potaknutu dilataciju,

odnosno smanjuje ju.

KLJUCNE RIJECI: hiperbari¢na oksigenacija; protokom potaknuta dilatacija; acetilkolin;

natrijev nitroprusid
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9. SUMMARY

Influence of hyperbaric oxygenation on flow-induced dilation in healthy Sprague-Dawley rats

AIM: To determine the influence of acute hyperbaric oxygenation on the flow-induced dilation

in healthy Sprague-Dawley rats by a method of measuring flow-induced dilation.

MATERIALS AND METHODS: This study included 11 healthy Sprague-Dawley rats divided
into two groups — control, CTRL (N=6) and A_HBOT group (N=5) which was exposed to acute
hyperbaric oxygenation in hyperbaric oxygen chamber to 100% oxygen on 2 bar for 2 hours.
After that procedure, rats were anesthetized with ketamine (75 mg/kg) and midazolam (0,5
mg/kg) and then decapitated. Middle cerebral arteries were isolated from rats’ brains, and then
the arteries were incubated in the pressure myograph system 60 minutes under the pressure of
A80 mmHg (P1 is A80mmHg, P2 is A0 mmHg) due to basal diameter estimation. After
incubation, arteries were exposed to flow which is obtained by simultaneous changes of in-flow
and out-flow pressure with pressure gradients A10, A20, A40, A60, A100 mmHg. After basal
measurements of the arteries, flow-induced dilation is measured in presence of acetylcholine
(ACh) and sodium nitroprusside (SNP). At the end of the protocol, PSS solution which was
creating pressure gradient with its flow was replaced with PSS Ca-free solution, for the purpose

of measuring maximum diameter of arteries.

RESULTS: Flow-induced dilation of middle cerebral arteries has significantly decreased in the
group treated with acute hyperbaric oxygen therapy, in comparison to healthy untreated
animals. The dilation response to acetylcholine (Ach) induced dilation (AChID) of the middle
cerebral artery, which is an endothelium-dependent vasodilation, is less sensitive in treated
group than in control group. Such data suggests reduced sensitivity of the middle cerebral artery
in treated animals after the application of acute hyperbaric oxygenation on endothelial-
dependent vasodilation, which indicates an important role of endothelium in mechanism of
flow-induced dilation. The blood vessel response to the endothelium-independent nitrogen

oxide donor (SNP) was conserved and no differences were found between the two groups.

CONCLUSION: Acute hyperbaric oxygenation distorts flow-induced dilation by increasing the

level of oxidative stress.

KEYWORDS: hyperbaric oxygenation; flow-induced dilation; acetylcholine; sodium

nitroprusside
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