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natrijev dodecil sulfat
superoksid dismutaza



Uvod

1. UvOD
1.1. Hiperbari¢na oksigenacija

Nema lijeka koji moze povecati koli¢inu kisika u krvi. Jedina znanstveno utemeljena
metoda koja se provodi jest udisanje Cistog, medicinskog (stopostotnog kisika) u hiperbari¢noj

komori pri tlaku ve¢em od jednog bara.

Udisanjem hiperbari¢nog kisika dobije se i do dvadeset puta viSe kisika otopljenog u krvi
nego pri normalnom disanju. Difuzijom kisika otopljenog u krvi prema tkivima velikom se
brzinom ispravlja hipoksija. Mnogo bolesti i neka stanja u svojoj osnovi imaju nedostatak kisika
— hipoksiju. Kako bi stanice prezivjele 1 kako bi se uspostavila normalna funkcija, potrebno je
ukloniti taj nedostatak. Kisik je neophodan za odvijanje za svih Zivotnih procesa. Primjena kisika

u hiperbari¢noj komori sprjecava oStecenje stanica i organizma u cjelini (1).
Djelovanje hiperbari¢ne oksigenacije:

HBO difuzno povecava koli¢inu kisika u stanici na racun otopljenog kisika u plazmi ¢ime
se korigira hipoksija 1 smanjuje upalna reakcija tkiva. HBO poboljSava cirkulaciju krvi, povecava
elastiénost membrane eritrocita, smanjuje agregaciju trombocita i leukocita te ubrzava
neoangiogenezu. Povecava obrambene sposobnosti organizma, fagocitnu sposobnost leukocita,
ima bakteriostatsko 1 baktericidno djelovanje. Takoder, potencira djelovanje odredenih

antibiotika, antiaritmika i citostatika.

Ima snazan antiedematozni ucinak, izazivaju¢i vazokonstrikciju 1 brzi oporavak
intraendotelnih kompleksa krvnih zila. Podize razinu antioksidativne obrane organizma i
normalizira energetske, metabolicke i funkcionalne procese u stanici. Poveéava osjetljivost na
ionizirajuce zraCenje, ometa stvaranje toksi¢nih metabolita i potice detoksikaciju hemoglobina,

mioglobina i citokromooksidaze.

HBO omogucéava brze zarastanje kroni¢nih rana, ubrzava regeneraciju Ziv€anoga tkiva,
smanjuje gréeve, poboljsava psihofizicku kondiciju i djeluje protustresno pa se koristi kod

SportaSa za brzi oporavak nakon ozljeda (1, 2).
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1.2. Oksidativni stres i slobodni kisikovi spojevi

Kisik je neophodan svakom Zivom organizmu, ali u velikoj je koli¢ini $tetan i opasan po
zivot. Oksidativni stres moze se definirati kao poremecaj ravnoteze izmedu slobodnih kisikovih
spojeva i antioksidativne obrane. U ravnoteznim uvjetima slobodni radikali razgraduju se
stani¢nim antioksidansom uz pomo¢ enzima, kao $to su primjerice superoksid dismutaza (SOD),

katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GpX) ili neenzimski, uz pomo¢ glutationa (GSH) (3).

Oksidativni je stres stanje u kojem oksidativni procesi prevladavaju antioksidativne
sposobnosti tkiva ili organizma. U konacnici oksidativni stres dovodi do bioloskih
makromolekula (lipida, proteina, ugljikohidrata ili DNA), do poremecaja homeostaze unutar

stanice, a kao posljedica javlja se oSteCenje tkiva (4).

Slobodne kisikove spojeve (ROS) stvaraju mitohondriji stanica zivih organizama u kojima
se nalazi transportni lanac elektrona za proizvodnju energije u stanici. Fizioloski ROS u niskim

koncentracijama vazan je za rast stanice, diferencijaciju i apoptozu (5).

Unutar stanice tijekom metabolickih procesa stvara se nekoliko jakih oksidansa:
superoksidni anion (O2), hidroksi radikal (OH+) i molekule koje nisu slobodni radikali, ali po
specifi¢cnim uvjetima to mogu biti: vodikov peroksid (H202), hiperkloridna kiselina (HCIO),
ozon (Oz) i singletni kisik (O2). Oni su iznimno reaktivni oksidansi i reagiraju s molekulama
proteina, DNA, lipida, ugljikohidrata 1 mogu uzrokovati poremecaje unutarstani¢nih membrana,

transformaciju stanice, ubrzanu proteolizu i apoptozu (6,7).

1.3. Oksidativni stres

Antioksidansi su spojevi koji sprjeCavaju nastanak prooksidansa, uklanjaju ih iz svoje
okoline ili zaustavljaju njihove reakcije. Pod definicijom antioksidansa podrazumijevaju se sve
tvari koje mogu sprijeciti ili smanjiti oksidaciju supstrata (8). Predstavljaju male molekule koje
mogu izbaciti slobodne radikale tako da prihvate ili daju elektrone koji sprjec¢avaju ili ublazavaju

Stetna stanja uzrokovana ROS-om.
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Antioksidanse mozemo podijeliti u tri skupine. Primarnu skupinu ¢ine oni koji omogucuju

nastajanje ROS-a, a sekundarnu oni koji uniStavaju stvorene slobodne radikale. Tercijarnu

skupinu ¢ine antioksidansi koji ispravljaju u¢injenu Stetu, tj. oStecenje stanica (9).

Tablica 1. Podjela antioksidansa (10)

Izvanstani¢ni
transferin Vezu Fe**
laktoferin
haptoglobin Vezu hemoglobin, odnosno hem.
hemopeksin
ceruloplazmin Veze bakar i katalizira oksidaciju Fe?*
urati Vezu organske i anorganske ROS.

Stani¢ni

Enzimi:
superoksid dismutaza, Kataliziraju prevodenje superoksidnog radikala
Sod, u vodikov peroksid.

Zn, Cu SOD, Mn SOD
Katalizira prevodenje vodikova peroksida u

katalaza molekulu vode i Kisika.

glutation peroksidaza Uz pomo¢ glutationa, GSH, uklanja vodikov
peroksid i lipidne perokside.

askorbinska kiselina Reverzibilni je oksidoredukcijski sustav —

reducira d-tokoferolni radikal, perokside i
ostale radikale.

Antioksidativna je zastita vazna u uklanjanju slobodnih radikala jer osigurava maksimalnu
zaStitu bioloskih mjesta poput tiolnih skupina koje su dio aktivnih mjesta u nekim

metaboliziraju¢im enzimima (11, 12).

Antioksidativni obrambeni sustav ima vaznu ulogu u opsegu sveukupnog djelovanja
oksidacijskog stresa. Prema mehanizmu djelovanja u organizmu antioksidansi se mogu podijeliti
na neenzimske i enzimske (8). Enzimski antioksidansi kataliziraju prevodenje superoksidnog
radikala u vodikov peroksid, izravno su ukljuCeni u neutralizaciju ROS, a pripadaju im:
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPX) i glutation reduktaza
(GRx) (13, 14).
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Superoksid dismutaza (SOD) katalizira dismutaciju superoksidnog aniona, radikala (O2") u
vodikov peroksid (H202) (14). Katalaza (CAT) se nalazi u svim zivim bi¢ima. Sastoji se od
Cetiriju identi¢nih podjedinica od kojih svaka sadrzi atom zeljeza koji predstavlja aktivno mjesto
enzima. Glavna je uloga katalaze razgradnja vodikova peroksida putem katalaznog ili
peroksidaznog oblika reakcije (15). Glutation peroksidaza (GPX) skupina je osam (GPx1-8)
enzima koji su vazni za prevodenje i smanjenje razine H2O. GPx su selenocistein enzimi koji
koriste glutation kao redukcijsko sredstvo. U mozgu se selenoproteini GPx 1-3, GPx 1 i 4 nalaze
u mitohondrijima, jezgri i citoplazmi. Glutation peroksidaza smanjuje razinu vodikova peroksida
samostalnim djelovanjem, ali ucinkovitije smanjuje toksi¢nost egzogenog vodikova peroksida

zajednic¢kim djelovanjem (16).

Neenzimski se antioksidansi nazivaju jo§ 1 preventivnim. Oni sprjeCavaju stvaranje
slobodnih radikala u stanicama. U neenzimske — preventivne enzime ubrajaju se specifi¢ni tkivni

proteini: feritin, laktoferin, metal-kelirajuci proteini, koenzim Q10 itd. (17, 18)

1.4. Western blot metoda

Western blot metoda ozna¢ava metodu identifikacije odredenih proteina ili odredivanja
vaznih obiljezja proteinskih antigena iz otopine proteina ekstrahiranih iz stanica. Metoda se
sastoji od triju postupaka: elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (engl. Polyacrylamide gel,
electrophoresis; PAGE), prijenosa proteina na membranu, imunodetekcije proteina na membrani
(19).

1.4.1. Proteini

Proteini (od grcke rijeci protos — zauzimam prvo mjesto) gradevni su materijal ljudskoga
tijela. Vrlo su razliciti 1 specificni za pojedina tkiva i1 organe. Sastavljeni su od aminokiselina
medusobno povezanih peptidnim vezama. Sastoje se od ugljika, vodika, kisika, dusika i katkad
sumpora, fosfora i raznih metala. Metali se nalaze uglavhom u enzimima. Za proteine je
karakteristicno da sadrzavaju dusik, i to u poprili¢no konstantnom omjeru od oko Sesnaest posto

cjelokupnih proteina (19).
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Prema sastavu, proteini se dijele na jednostavne i sloZene proteine ili proteide. Jednostavni
su proteini izgradeni samo od aminokiselina, a proteidi ili konjugirani proteini sadrzavaju, osim

svoje proteinske strukture, i tzv. neproteinsku ili prosteticnu skupinu (20).

Slijed (sekvencija) aminokiselina karakteristiCan je za svaki protein. Drugim rije¢ima, svaki
protein ima odredeni slijed aminokiselina (19). Varijacije u broju aminokiselina i njihovu slijedu,
nacinu kako su lanci nabrani i medusobno vezani omogucuju da se u organizmu nalazi vrlo

mnogo raznih specifi¢nih proteina u pojedinim organima, tkivima i stanicama (20).
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2. HIPOTEZA

Povremeno izlaganje hiperbaricnoj oksigenaciji, u odnosu na akutno izlaganje, ima
pozitivan uinak na proteinski izrazaj antioksidativnih enzima u krvnim zilama mozga zdravih

muskih Sprague-Dawley Stakora.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog istrazivanja utvrditi promjenu proteinskog izrazaja vaznih antioksidativnih
enzima u krvnim zilama mozga muskih Sprague-Dawley Stakora podvrgnutih razli¢itom broju

terapija hiperbari¢nim kisikom.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Materijali

Istrazivanje se provodilo na zdravim Sprague-Dawley Stakorima muskog spola u starosti 9 —

11 tjedana. U toj dobi zivotinje su podijeljene u tri skupine (n = Sest Stakora po skupini):
1) KONTROLNA — zdravi netretirani Stakori;

2) AKUTNA HIPERBARICNA (A - HBO) — $takori tretirani jednom HBO; u barokomori
(rekompresijska komora za eksperimente 11L, Puro Pakovi¢, Aparati d. d. ) te zrtvovani odmah

nakon terapije;

3) INTERMITENTNA HIPERBARICNA (4D — HBO;) — stakori izloZeni hiperbariénoj

oksigenaciji Cetiri dana uzastopno te zrtvovani peti dan.

Svi su Stakori iz vlastitog uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu u Osijeku.

Sprague-

Dawleystakori

Kentrolna
skupina

Slika 1. Prikaz eksperimentalnih skupina

Sve je eksperimentalne postupke odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
Osijek (br. 2158/61-02-139/2-06) te Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske i dio su VIF
projekta Medicinskog fakulteta Osijek VIF-2018-MEFOS-07 voditeljice doc. dr. sc. Anite Mati¢.
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4.2. Metode
4.2.1. Protokoli za izlaganje hiperbari¢nom Kkisiku

Nakon smjestanja zivotinja u barokomoru slijedi 15 minuta kompresije na 2,0 atm
otvaranjem kompresijskog ventila i pustanjem kisika u komoru. Kada se postigne tlak od 2,0
atm, zatvori se kompresijski ventil te su $takori izlozeni djelovanju 100 %-tnog kisika u trajanju

dva sata, nakon ¢ega slijedi 15 minuta dekompresije otpustanjem dekompresijskog ventila.

Slika 2. Hiperbari¢na komora (izvor: original autorice rada)

4.2.2. Metode

Proteinska ekspresija antioksidativnih enzima odredena je koriStenjem Western blot metode
u uzorcima krvnih zila mozga. Metoda se temelji na specificnom vezanju protutijela na izolirane
proteine. Izolirane krvne Zile mozga smrznute su u teku¢em dusiku te pohranjene do izolacije na
— 80 °C. Homogenizirani uzorci tretirani su koktelom inhibitora proteaza, centrifugirani i
odredena im je koncentracija ukupnih proteina pomoc¢u Bradford assay (Sigma Aldrich) prema
uputama proizvodaca. U sljede¢em koraku napravljena je SDS-PAGE elektroforeza i prijenos na
PVDF membrane te inkubacija primarnim te sekundarnim protutijelima. Detekcija se provela
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kemilumininiscencijskom metodom pomoc¢u Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Scientific), a signal se snimio na Bio-Rad ChemiDoc uredaju. Detektirani proteini analizirani su
pomocu Imagel programa (National Institute of Health). Za kontrolu ekspresije koristilo se misje

protustakorsko monoklonalno Anti-f-Actin protutijelo (Sigma Aldrich).

4.2.3. I1zolacija uzoraka

U istrazivanju su se koristili zdravi Sprague-Dawley Stakori muskoga spola starosti 9 do 11
tjedana. Prije usmréivanja zivotinje su anestezirane ketaminom (75 mg/kg) i midazolamom (2,5
mg/kg) te Zrtvovane dekapitacijom. Sve je eksperimentalne postupke odobrilo Eticko
povjerenstvo (br. 2158/61-02-139/2-06) i uskladeni su s Direktivom EU-a 86/609. Uzorci
mozdanih Zila nakon izolacije smrznuti su u teku¢em dusiku i pohranjeni na — 80 °C do
izvodenja pokusa. Uzorci su prikupljeni u Vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku i
Laboratoriju za mikrocirkulaciju. Pokusi promjene proteinskog izraZaja antioksidativnih enzima
provedeni su u Laboratoriju za molekularnu i1 klinicku imunologiju u sklopu Medicinskog

fakulteta u Osijeku.

4.2.4. Izolacija proteina

Uz pomo¢ pincete i Skarica dobili smo uzorke krvnih Zila koje smo pohranili u Eppendorf-
tubice. Krvne zile mozga dviju Zivotinja Cinile su jedan uzorak za Western blot metodu.
Upotrebom tekuceg duSika proveli smo homogenizaciju tkiva tako da smo uzorke krvnih Zila

mozga u tarioniku uz pomo¢ tucka usitnili do praSkastog oblika.

10
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Slika 3. Homogenizacija uzoraka (izvor: original autorice rada)

Nakon toga 100 mg uzorka (usitnjeno tkivo krvnih zila mozga) pomijesano je s 1 ml
homogenizacijskog pufera. Homogenizacijski pufer sadrzavao je 10 ml tris—a (Fischer
Scientific, Belgija), 1 mM EDTA, 0,4 % SDS-a (AcrosOrganics, SAD) i koktel inhibitora
proteazu u koktelu 0,4 ul/100 ul (Sigma Aldrich). Da uzorak ne interferira s Bradfordom
(reagens za odredivanje koncentracije proteina), dodaje se Triton-X u volumnom udjelu od 0,062
%. Maseni udio SDS-a smanjen je na 0,1 % da odredivanje po Bradfordu bude pravilnije. Zbog
mogucnosti razgradnje proteina, uzorcima je dodan koktel inhibitora proteaze (1 tableta u 1,5 ml
dHO). Nakon toga izmijeSani su na mijeSalici (Vortexu) i dodatno homogenizirani mehanickim
homogenizatorima (IKA Thurax) na 4 °C. Nakon toga uzorci su centrifugirani na 17 000 g kroz

30 minuta na 4 °C. Alikvotirani supernatanti cuvaju se do analize na — 80 °C.

11
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4.2.5. Kvantifikacija proteina

Koncentracija ukupnih proteina u supernatantu homogeniziranih uzoraka odredena je
pomocu Bradford metode koja se temelji na reakciji proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue,
G-(250) (CBB). CBB pokazuje svojstvo reagiranja s pobo¢nim grupama ARG, ali i s pobo¢nim
grupama HIS, LYS, TYR, TRP i Phe. Dolazi do promjene boje iz smede u plavu, a dolazi i do
pomicanja apsorpcijskog maksimuma s 460 nm na 595 nm. Intenzitet bojenja proporcionalan je
koncentraciji proteina u uzorku. Da bismo odredili nepoznatu koncentraciju proteina, napravili
smo kalibracijsku krivulju i iz nje o¢itali nepoznatu koncentraciju. Albumin govedeg seruma —

BSA — koristio se kao standardna otopina.

4.2.6. Western blot metoda

Za provedbu pokusa koristili smo Western blot metodu koja se sastoji od nekoliko koraka.
Prvi je korak SDS denaturiraju¢a elektroforeza u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE
elektroforeza), drugi je prijenos proteina na membranu, treci je korak inkubacija protutijelima, a
¢etvrti kemiluminiscenijska detekcija. Elektroforeza je usmjereno gibanje elektricno nabijenih
molekula kroz potporni medij (gel) pod utjecajem elektricnog polja. Taj nafin omogucuje
razdjeljivanje molekula DNA, RNA ili proteina. Putovanje molekula kroz gel ovisi o gustoci
gela, struji, temperaturi, veli¢ini i konformaciji molekula. U ovom pokusu upotrijebljeni su

komercijalno dostupni gelovi Mini-Protein TGX Stain- Free Gels (Bio-Rad).
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Mini-PROTEAN TGX
Stain-Free Gels

Slika 4. Gelovi Mini-Protein TGX Stain- Free Gels (izvor: originalni rad autorice)

Sastavili smo sustav za elektroforezu koji je postavljen u kadicu koja je napunjena puferom
za elektroforezu (tris-baza, glicin, SDS 10x stock, pH = 8,3 ). Puferom smo prekrili jaZice.

Elektroforeza je trajala tri sata na 100 V pri temperaturi od 4 °C.

Slika 5. Sustav za elektroforezu (izvor: originalni rad autorice)
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4.2.7. Prijenos proteina na membranu

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom prebaceni su na PVDF (poliviniliden difluorid)
membranu uz pomo¢ kazete za prijenos. Prijenos proteina provodi se jedan i pol sat na 200 mA
na temperaturi 4 °C. Nakon prijenosa membrane su obojene uranjanjem u boju Amid-BlueBlack
zbog vizualizacije proteina. Odmah nakon toga stavili smo ih u kadicu za odbojavanje koja
sadrzi propanol, octenu kiselinu i destiliranu vodu. Cijeli postupak napravljen je tri puta po pet

minuta.

4.2.8. Inkubacija s protutijelima

Nakon odbojavanja membrana je dvaput isprana od otopine za odbojavanje u TBST puferu
(50 mM Tris-baza, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween — 20). Zatim je membrana blokirana u 5-
postotnoj otopini bezmasnog mlijeka u prahu u TBST-u. Blokiranje je trajalo jedan sat na sobnoj
temperaturi na tresilici kako bi se reduciralo nespecificno vezanje protutijela na proteine ili
membranu. Nakon zavrSenog blokiranja membrana je inkubirana u otopini za primarna
protutijela (10 x razrijedeno 5 %-tno bezmasno mlijeko u TBST) u koli¢ini 4 ml po membrani.
Inkubacija se odvijala preko no¢i na Rotary Shakeru (na 4 °C), a nakon zavrSetka isprana je u
TBST-u 4 puta po 15 minuta. Nakon $to je isprano primarno protutijelo membranu smo
inkubirali sekundarnim protutijelom u otopini za sekundarna protutijela. Inkubacija se odvijala
dva sata na sobnoj temperaturi. Sekundarna su protutijela konjugirana s peroksidazom iz hrena
(HRP) koja omogucuje kemiluminiscencijsku detekciju. Poslije inkubacije membrana je

ponovno isprana u TBST-u 4 puta po 15 minuta.

4.2.9. Kemiluminiscencijska detekcija

Nakon §to su isprana sekundarna protutijela na membranu je stavljen kemiluminiscencijski
reagens (Pierce ECL Western blotting Supstrate, ThermoScientific, USA). Inkubacija je trajala
jednu minutu na sobnoj temperaturi, a nakon zavrSetka visak je reagensa uklonjen. Membrana je
stavljena izmedu dviju folija (zbog sprjeCavanja suSenja), a zatim je snimljena BioRad

ChemiDoc digitalnom kamerom. Nakon snimanja membranu smo isprali dva puta TBST-
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puferom pet minuta i pohranili na 4 °C u PBS-u ako bi ju bilo potrebno opet upotrijebiti. Kao

kontrola nano$enja uzorka u Western blotu koriSteno je odredivanje koncentracije [3-aktina.

4.2.10. Statisticka analiza

Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu ispitivanih skupina (tri
eksperimentalne skupine) nezavisnih skupina testirane su analizom varijacije (ANOVA), a u
slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom. Razlike izmedu skupina
dodatno su testirane Tukey post hoc testom. Numericki podatci opisani su aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom. Razina statisticke znacajnosti odredena je s p < 0,05. Za
statistiCcku analizu upotrijebljen je Sigma Plot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago, USA).
Veli¢ina uzorka odredena je pomocu Sigma Plot v11.0 programa. Za snagu testa od 0,8, p
vrijednost manju od 0,05 i uz minimalnu oc¢ekivanu razliku od 0,25 minimalni broj zivotinja

ukljuéen u protokol iznosi etiri uzorka (zivotinja po skupini).
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5. REZULTATI
5.1. Tjelesna masa Zivotinja

Osamnaest zdravih, muskih Sprague-Dawley Stakora slucajnim je odabirom podijeljeno u
tri skupine (Sest po skupini). Za svaku je Zzivotinju izmjerena tjelesna masa pri zavrSetku
protokola. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u tjelesnoj masi izmedu ispitivanih skupina

(p = 0,411, analiza varijance (ANOVA)) (Tablica 2.)

Tablica 2. Aritmeticka sredina izmjerenih vrijednosti tjelesne mase

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)

Broj Zivotinja po

Pokusna skupina skupini Tjelesna masa () p
KONTROLNA 6 340 (10)
A-HBO; 6 336 (12) 0,411
4D-HBO; 6 331 (12)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i aritmetic¢ka sredina.
p < 0,05 analiza varijance (ANOVA)
A-HBO:? — akutna hiperbari¢na oksigenacija

4D-HBO: — intermitentna hiperbari¢na oksigenacija
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5.2. Relativan proteinski izrazaj antioksidativnih enzima u krvnim Zilama mozga
5.2.1. Proteinski izrazaj SOD izoformi

Tablica 3. prikazuje relativan proteinski izrazaj Cu/Zn SOD izoforme u krvnim Zilama
mozga za sve ispitivane skupine [RONTROLNA 1,29 (1); A-HBO: 0,39 (0,1); 4D-HBO; 0,42
(0,2)]. Statistickom metodom analize varijance utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
ispitivanih skupina, p = 0,02. Dodatno, Tukey post hoc testom uocen je znacajno snizen izrazaj
Cu/Zn SOD izoforme u A-HBO; skupini (p = 0,038) te 4D-HBO (p = 0,031) u odnosu na
KONTROLNU skupinu.

Tablica 3. Relativan proteinski izrazaj Cu/Zn SOD antioksidativnog enzima

Aritmeticka sredina

(standardna devijacija)

Pokusna Broj zivotinja Relativan proteinski izrazaj Cu/Zn
p p* p**
skupina po skupini SOD/B aktin
KONTROLNA 6 1,29 (1)
0,038
A-HBO, 6 0,39 (0,1) 0,02
4D-HBO; 6 0,42 (0,2) 0,031

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija.
p < 0,05 analiza varijance (ANOVA)

p* - p < 0,05 KONTROLNA vs. A-HBO; (Turkay post hoc test)

p** - p < 0,05 KONTROLNA vs. 4D-HBO; (Turkay post hoc test)
A-HBO,— akutna hiperbari¢na

oksigenacija

4D-HBO;— intermitentna hiperbari¢na oksigenacija
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4D - HBO, A-HBO, KONTROLNA
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Slika 6. Western blot detekcija Cu/Zn SOD i B-aktinskog izrazaja u krvnim zilama mozga

Tablica 4. prikazuje relativan proteinski izrazaj MnSOD izoforme u krvnim Zilama mozga
[KONTROLNA 0,74 (0,1); A-HBO: 0,62 (0,1); 4D-HBO> 1,11 (0,3)]. Statistickom metodom
analize varijance utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina, p = 0,001.
Proteinski izrazaj u 4D-HBO> skupini znacajno je povecan u odnosu na A-HBO skupinu (p =
0,002; Tukey post hoc test) te u odnosu na KONTROLNU skupinu (p = 0,08 ; Tukey post hoc
test).

Tablica 4. Relativan proteinski izrazaj izoforme MnSOD antioksidativnog enzima

Aritmeticka sredina

(standardna devijacija)

Pokusna Broj Zivotinja po Relativan proteinski izrazaj

skupina skupini MnSOD/B aktin

KONTROLNA 6 0,74 (0,1)

A-HBO; 6 0,62 (0,1) 0,001
0,002

4D-HBO; 6 1,11 (0,3) 0,08

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija.
p < 0,05 analiza varijance (ANOVA)

p*-p<0,05 A-HBO, vs. 4D-HBO; (Turkay post hoc test)

p** - p < 0,05 KONTROLA vs. 4D-HBO; (Turkay post hoc test)
A-HBO;— akutna hiperbari¢na oksigenacija

4D-HBO; - intermitentna hiperbari¢na oksigenacija

4D - HBO, A—-HBO, KONTROLNA
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Rezultati

Slika 7. Western blot detekcija MnSOD i B-aktinskog izrazaja u krvnim zilama mozga

Tablica 5. prikazuje relativan proteinski izrazaj EC-SOD izoforme u krvnim zilama mozga
[KONTROLNA 0,93 (0,3); A-HBO2 0,73 (0,04); 4D-HBO 0,92 (0,1)]. Nije utvrdena statisticki

znacCajna razlika izmedu ispitivanih skupina (p = 0,017, analiza varijance (ANOVA)).

Tablica 5. Relativan proteinski izrazaj EC-SOD antioksidativnog enzima u krvnim zilama

mozga

Aritmeticka sredina (standardna

devijacija)
Broj Zivotinja po Relativan proteinski izrazaj EC-SOD/B
Pokusna skupina p
skupini aktin
KONTROLNA 6 0,93 (0,3)
A-HBO; 6 0,73 (0,04) 0,117
4D-HBO; 6 0,92 (0,1)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna
devijacija.

p < 0,05 analiza varijance (ANOVA)

A-HBO;— akutna hiperbari¢na oksigenacija

4D-HBO;— intermitentna hiperbari¢na oksigenacija
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Slika 8. Western blot detekcija EC-SOD i B-aktinskog izrazaja u krvnim zilama mozga
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5.2.2. Proteinski izrazaj GPx4

Tablica 6. prikazuje relativan proteinski izrazaj glutation peroksidaze 4 (GPx4) u krvnim
zilama mozga [KONTROLNA 1,06 (0,6); A-HBO. 1,62 (0,3); 4D-HBO, 0,48 (0,1)].
Statistickom metodom analize varijance utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
ispitivanih skupina, p < 0,001. Proteinski izrazaj u A-HBO: skupini znac¢ajno je povecan u
odnosu na 4D-HBO> skupinu (p < 0,001; Tukey post hoc test) te u odnosu na KONTROLNU
skupinu (p = 0,028; Tukey post hoc test). Takoder, proteinski izrazaj GPx4 znacajno je povecan
u KONTROLNOJ skupini u usporedbi sa skupinom 4D-HBO: (p = 0,04; Tukey post hoc test).

Tablica 6. Relativan proteinski izrazaj GPx4 antioksidativnog enzima

Aritmeticka sredina

(standardna devijacija)

Pokusna Broj Zivotinja Relativan proteinski izrazaj
skupina po skupini GPx4/B aktin
KONTROLNA 6 1,06 (0,6)
0,028
A-HBO, 6 1,62 (0,3) <0,001
4D-HBO; 6 0,48 (0,1) 0,04 <0,001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija.
p < 0,05 analiza varijance (ANOVA)

p* - p < 0,05 KONTROLA vs. A-HBO; (Turkay post hoc test)

p** - p < 0,05 KONTROLA vs. 4D-HBO; (Turkay post hoc test)

p** - p < 0,05 A-HBO, vs. 4D-HBO; (Turkay post hoc test)

A-HBO;— akutna hiperbari¢na oksigenacija

4D-HBO; - intermitentna hiperbari¢na oksigenacija
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— BN — — B - aktin
— e — -
Slika 9. Western blot detekcija GPx4 i f-aktinskog izrazaja u krvnim Zilama mozga

5.2.3. Proteinski izrazaj katalaze

Tablica 7. prikazuje relativan proteinski izrazaj katalaze u krvnim zilama mozga
[KONTROLNA 0,58 (0,3); A-HBO: 1,15 (0,3); 4D-HBO- 0,94 (0,3)]. Statistickom metodom
analize varijance utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina, p = 0,014.

Takoder, proteinski izrazaj u A-HBO; skupini znaéajno je povec¢an u odnosu na KONTROLNU
skupinu (p = 0,013 ; Tukey post hoc test).

Tablica 7. Relativan proteinski izrazaj katalaze antioksidativnog enzima

Aritmeticka sredina
(standardna devijacija)

. Broj Zivotinja po Relativan proteinski izrazaj "
Pokusna skupina skupini katalaze/B aktin P P
KONTROLNA 6 0,58 (0,3)
0,013
A-HBO; 6 1,15 (0,3) 0,014
4D-HBO; 6 0,94 (0,3)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija

p < 0,05 analiza varijance (ANOVA)
p*-p<0,05 KONTROLA vs. A-HBO2 (Turkay post hoc test)
A-HBO;— akutna hiperbari¢na oksigenacija

4D-HBO; - intermitentna hiperbari¢na oksigenacija
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4D~ HBO, A~ HBO, KONTROLNA
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Slika 10. Western blot detekcija CAT i B-aktinskog izrazaja u krvnim zilama mozga
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6. RASPRAVA

Dosadasnje studije provedene na Katedri za fiziologiju i imunologiju, temeljene na utjecaju
hiperbri¢éne oksigenacije na zdravim Zivotinjama, ali i modelima bolesti (npr. dijabetes),

pokazale su kako terapija kisikom neupitno mijenja razinu oksidacijskog stresa (21, 22, 23).

Za utvrdivanje promjena nastale razine oksidacijskog stresa primijenile su se metode FRAP
(razina antioksidativne statusa), TBARS (razina oksidacijskog stresa), genski i proteinski izrazaj

antioksidativnih enzima te aktivnost antioksidativnih enzima (SOD izoforme, GPx i katalaza).

Na modelu dijabetesa utvrdeno je kako dijabetes sam po sebi povecava razinu oksidacijskog
stresa te da hiperbari¢na oksigenacija regulira nastalu promjenu (24). Osim pogodne primjene
kod dijabetesa, hiperbari¢na je oksigenacija pokazala pozitivan utjecaj i na druga oboljenja kao

§to su mozdani udar, infarkt miokarda, akutna periferna ishemija ekstremiteta u ljudi (25, 26).

No danas se hiperbari¢na oksigenacija primjenjuje sve viSe i u zdravim stanjima, bez
prisutnosti patoloskih promjena vaskularnog sustava. Zanimljive rezultate pokazala je studija
Drenjancevi¢ i suradnika (27) koja je utvrdila kako akutno izlaganje hiperbari¢noj oksigenaciji
(jedan tretman hiperbari¢ne oksigenacije) znaCajno povecava razinu lipidne peroksidacije u
serumu zdravih Stakora (TBARS metoda), ali ne mijenja razinu antioksidativnog kapaciteta
(FRAP metoda). To nastaje zbog odredene toksicnosti kisika. Posljedice se takve toksi¢nosti
razli¢ito ocituju na stani¢noj, tkivnoj ili organskoj razini i mogu pogoditi svako tkivo. Osnova je
toksi¢nosti kisika nastanak reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) (28). To su radikali, ioni ili
molekule koje nastaju uslijed metabolizma kisika i vrlo su reaktivne jer sadrze nesparen elektron.
U stanju su reagirati s razli¢itim molekulama u stanici, koje ¢esto ukljucuju i molekule koje
grade stanicu (npr. stanicna membrana), $to dovodi do oStecenja. AkO se u stanici narusi
ravnoteZza izmedu proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta i kapaciteta stanice da razli¢itim
mehanizmima te vrste ukloni, dolazi do pojave oksidacijskog stresa koji moze imati teske

posljedice po stanicu.

Nadalje, utvrdeno je kako produljeno vrijeme hiperbaricne oksigenacije, Cetiri dana
uzastopne terapije, ponovno snizava razinu oksidacijskog stresa, ali ponovno bez znacajne

promjene antioksidativnog kapaciteta (21). Uzrok takvim rezultatima leZi u ¢injenici da je u
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istom istrazivanju serumska aktivnost enzima katalaze i glutation peroksidaze znacajno povecana
nakon cetiri dana terapije te da je na genskoj razini izrazaj Cu/Zn SOD 1 EC-SOD znacajno
povecan. Dokazano je cak i da se 24 sata nakon izlaganja terapiji hiperbaricnim kisikom
povecava vazorelaksacija krvnih Zzila u odnosu na akutno izlaganje. Mjerenjem razine
superoksida izravno na endotelu aorti utvrdeno je njegovo povecanje kod akutnog izlaganja. Svi
ti rezultati govore u prilog Cinjenici da kratkotrajno izlaganje hiperbari¢noj oksigenaciji
povecéava oksidativni stres, no da dugotrajna hiperbari¢na oksigenacija vraca oksidativni status u

normalu.

Tako povecan oksidativni stres izravno djeluje na endotel krvne zile te uzrokuje promjene u
razini vazodilatacije krvnih zila. Konkretno, u prethodno navedenoj skupini istrazivaca radilo se
o aortama 1 mozdanim Zilama. Utvrdeno je kako je vazorelaksacija krvnih Zila smanjena u
skupinama akutnog izlaganja hiperbari¢noj oksigenaciji te da se primjenom TEMPOL-a (Koji
predstavlja ,,hvataca® superoksidnih radikala) razina vazorelaksacije ponovno povecala. To je

dodatan dokaz povecanog oksidacijskog stresa (21).

U sklopu projekta, unutar kojega je odradeno i naSe istraZivanje, usmjerili smo se viSe na
krvne zile mozga. Genski izrazaj vaznih antioksidativnih enzima pokazao je kako akutna
hiperbari¢na terapija znacajno smanjuje genski izrazaj antioksidativnih enzima GPx1, MnSOD i
katalaze $to dovodi do povecanja oksidacijskog stresa U krvnim zZilama mozga tretiranih jednom
terapijom hiperbaricnim kisikom. Takoder je utvrdeno da intermitentna hiperbari¢na
oksigenacija dovodi do ponovnog povecanja genskog izrazaja EC-SOD i GPx1 gena u krvnim
zilama mozga Stakora $to govori u prilog tomu da je regulacija antioksidativnog kapaciteta

ovisna upravo o tim enzimima (29).

Takoder, zbog ¢injenice kako je jedino izrazaj GPx1 promjenjiv kod svakog tipa terapije,

pretpostavka je kako je razina oksidacijskog stresa ponajvise ovisna o njegovoj razini.

Manje su znaCajne promjene utvrdene u nasem mjerenju proteinskog izrazaja. lako je
utvrdeno kako postoji znacajna promjena u genskom izrazaju Cu/Zn SOD, MnSOD, GPx4 i
katalaze izmedu ispitivanih skupina, jedino je utvrdeno kako intermitentna hiperbaricna
oksigenacija znacajno povecava proteinski izrazaj MnSOD u odnosu na akutno izlaganje
hiperbari¢noj. 1z dobivenih rezultata moze se pretpostaviti kako na proteinskoj razini promjena

oksidacijskog statusa ovisi najviSe o MnSOD-u S§to na genskoj razini nije bio slucaj.
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Prema prikazanim rezultatima, gdje je vidljivo ¢ak i povecanje antioksidativnih enzima u
akutnoj skupini, Sto nije ocekivano, moze se zakljuciti kako je potrebno mozda duze razdoblje
kako bi se na proteinskoj razini uocile bitne promjene te su o€ito genske promjene izrazenije i

brze uocljive.

U sklopu istog projekta dodatno su mjerene razine oksidiranih lipoproteina niske gustoce
(oxLDL) i naprednih oksidiranih proteinskih proizvoda (AOPP) te je utvrdeno kako akutna
oksigenacija dovodi do znac¢ajnog povecanja serumske koncentracije AOPP-a, ali bez promjene

povecanog oksidacijskog stresa (30).

Objedinjeno promatrano, uoceno je kako akutna hiperbari¢na oksigenacija dovodi do
povecanja oksidacijskog stresa koji posredno ima negativan utjecaj na vaskularnu reaktivnost ne
samo kod bolesti, nego i u zdravim stanjima. Takoder, dugotrajna terapija hiperbaricnom

oksigenacijom ponovno popravlja oksidativni status i dovodi ga u ravnotezu.
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7. ZAKLJUCAK

Iz prikupljenih rezultata moze se zakljuciti:

1) Hiperbari¢na oksigenacija nema utjecaja na promjenu tjelesne mase zivotinja.

2) Terapija hiperbari¢nim kisikom (neovisno o protokolu terapije te u usporedbi s
kontrolnom skupinom) dovodi do zna¢ajne promjene proteinskog izrazaja Cu/Zn SOD-a,

MnSOD-a, GPx4 i katalaze.

3) Na temelju rezultata proteinskog izrazaja antioksidativnih enzima (usporedbom medu
skupinama) moze se zakljuciti kako je razina oksidacijskog stresa ovisna najvise o razini

MnSOD izoforme.

4) Usporedbom dobivenih rezultata s onima na genskoj razini moze se pretpostaviti kako je

potrebno dulje razdoblje terapije kako bi nastale ocekivane promjene na razini proteina.
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8. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj je istrazivanja bio procijeniti u¢inke akutne i povremene

hiperbari¢ne oksigenacije na proteinski izrazaj antioksidativnih enzima u krvnim zilama mozga.
NACRT STUDIJE: Eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim zivotinjama.

ISPITANICI | METODE: Zdravi muski Sprague-Dawley S$takori starosti 9 — 11 tjedana
nasumce su razvrstani u skupine (n = Sest $takora/skupina) — kontrolnu (intaktne zivotinje) i dvije
hiperbari¢ne skupine koje su izlozene jednom tretmanu hiperbari¢ne oksigenacije (akutna; A-
HBOy) ili intermitentnu skupinu (Cetiri uzastopna HBO; tretmana, 4D- HBO3). Svaka je Zivotinja
izvagana te su prikupljene krvne zile mozga u svrhu odredivanja proteinskog izrazaja
antioksidativnih enzima (Cu/Zn SOD, MnSOD, EC-SOD, GPx4 i katalaze) Western blot

metodom.

REZULTATI: Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u tjelesnoj masi izmedu ispitivanih
skupina (p = 0,411). Hiperbari¢na oksigenacija (neovisno o protokolu terapije) dovodi do
znacajne razlike u proteinskom izrazaju Cu/Zn SOD, MnSOD, GPx4 i katalaze u odnosu na
kontrolnu. Proteinski izrazaj katalaze i GPx4 znacajno je povecan u akutnoj ispitivanoj skupini u
odnosu na ostale ispitivane skupine. Cu/Zn SOD izrazaj pokazao se najveci u kontrolnoj skupini,
a jedino je proteinski izrazaj MnSOD znacajno povecan kod intermitentne oksigenacije u odnosu

na druge skupine.

ZAKLJUCAK: SniZena razina oksidacijskog stresa kod intermitentne hiperbariéne oksigenacije
posljedica je, promatranjem proteinske razine, poveéanja izrazaja MnSOD antioksidativnog

enzima.

KLJUCNE RIJECI: antioksidativni enzimi, hiperbari¢na oksigenacija, krvne Zile mozga,

proteinski izrazaj
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9. SUMMARY

CHANGES IN PROTEIN EXPRESSION LEVEL OF ANTIOXIDATIVE ENZYMES IN
BRAIN BLOOD VESSELS OF SPRAGUE-DAWLEY RATS UNDER THE INFLUENCE
OF HYPERBARIC OXYGENATION TREATMENT

RESEARCH OBJECTIVES: The aim of the study is to assess the effect of acute and
intermittent hyperbaric oxygenation on the protein expression of antioxidative enzymes in brain

blood vessels.
STUDY DESIGN: Experimental study on laboratory animals (Sprague-Dawley rats)

METHODS: 9-11 weeks old healthy male Sprague-Dawley rats were randomly assigned to
groups (n = 6 rats/groups): control group (intact animals) and 2 hyperbaric groups that underwent
single (acute; A-HBO>) hyperbaric oxygenation treatment or intermittent group (4 consecutive
HBO; treatments, 4d HBOy). Every animal was weighed and brain blood vessels were collected
for the purpose of determining the protein expression of the antioxidative enzymes (Cu/Zn SOD,
MnSOD, EC-SOD, GPx4 and catalase) with Western Blot method.

RESULTS: Statistically significant difference in body mass was not determined between the
groups (p=0,411). Hyperbaric oxygenation (regardless of therapy protocol) leads to a
significant difference in protein expression of Cu/Zn SOD, MnSOD, GPx4, and catalase
compared to the control group. The catalase protein expression, as well as the GPx4, were
significantly increased in the A-HBO- group compared to the other tested groups. Cu/Zn SOD
expression was the largest in the control group, whereas the protein expression MnSOD was only

increased significantly by intermittent oxygenation compared to the other tested groups.

CONCLUSION: Having observed the protein levels, we can conclude that the lowered level of
oxidative stress by intermittent hyperbaric oxygenation is the result of antioxidative enzyme

MnSOD’s increased expression.

KEYWORDS: antioxidative enzymes, blood vessels, hyperbaric oxygenation, protein

expression
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