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POPIS KRATICA:

ACE - angiotenzin konvertiraju¢i enzim (eng. Angiotensin converting enzyme)
ACE 2 - angiotenzin konvertirajuéi enzim 2 (eng. Angiotensin converting enzyme 2)
ANG I - angiotenzin |

ANG Il — angiotenzin Il

ANG-(1-7) — angiotenzin-(1-7)

ANG 111 - angiotenzin 111

ANG IV —angiotenzin IV

AT | — receptori angiotenzina |

AT Il —receptori angiotenzina |1

ATP — adenozin trifosfat

DM — diabetes mellitus

DNA - Deoksiribonukleinska kiselina

EDTA - Etilendiamintetraoctena kiselina

ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

HBO - hiperbari¢na oksigenacija

HBOT-hyperbaric oxygen treatment

HDL - lipoproteini visoke gustoce (engl. high-density lipoproteins)
IL — 6 — interleukin 6

KOPB — kroni¢na opstruktivna pluéna bolset

LDL - lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoproteins)

NAD+ - Nikotinamid adenin dinukleotid



NEP — neutralna endopeptidaza

NO — dusikov monoksid

PARP - NAD+ ADP-riboziltransferaza
pO. — parcijalni tlak kisika

RAS - renin-angiotenzin sustav

VLDL - lipoproteini vrlo niske gustoce (engl. very low-density lipoproteins)


https://sh.wikipedia.org/wiki/NAD%2B_ADP-riboziltransferaza

1. UvOD

1.UvOD
1.1. Hiperbari¢na oksigenacija
1.1.1. Definicija

Hiperbaricna oksigenacija (HBO) ili terapija hiperbaricnom oksigenacijom (eng.
Hyperbaric oxygen treatment, HBOT) medicinska je metoda koja se koristi u terapijske ili
eksperimentalne svrhe te podrazumijeva upotrebu 100% kisika pri tlaku vecem od razine
atmosferskog tlaka, odnosno 1 bara. (1) Standardni atmosferski tlak definiran je kao srednji
tlak na morskoj razini, a iznosi 101325 Pa ili 760 mm Hg. Sama hiperbari¢na oksigenacija
provodi se preko maski ili endotrahealne cijevi u tehnoloski sofisticiranom uredaju koji se
naziva hiperbariéna komora. Ta komora omogucuje boravak osoba ili eksperimentalnih
zivotinja u okruZenju poviSenog ili sniZzenog tlaka zraka u odnosu na atmosferski tlak.
Hiperbari¢ne komore ne nalaze svoju primjenu samo u medicini, ve¢ 1 u razliitim trenaznim
postupcima ekstremnih sportova i zanimanja (ronioci, astronauti, piloti, padobranci). Postupak
koji je naj¢e$¢i u danas$njoj medicinskoj uporabi (HBO) obuhvaca uzastopna izlaganja u

trajanju 90 — 120 minuta pod tlakom od 2 — 2.5 bara (1-3).

1.1.2. Fizioloski ucinci hiperbari¢ne oksigenacije

Postupkom hiperbari¢ne oksigenacije kisik u organizam ulazi pod visokim tlakom $to
posljedi¢no dovodi do porasta arterijskog i tkivnog parcijalnog tlaka kisika (pO2). Sukladno
tome, koli¢ina Kisika otopljenog u plazmi raste i do 20 puta djelovanjem Henryjevog zakona
(2). Henryjev zakon upuéuje na to kako je pri stalnoj temperaturi koli¢ina otopljenog kisika u
nekoj tekuéini proporcionalna parcijalnom tlaku tog plina (4). Takav ucinak porasta
otopljenog kisika svoj doprinos daje u stanjima hipoksije (smanjena koli¢ina kisika u
organizmu), koja su uzrokovana fizioloSkim potrebama, anemijama, nedostatkom vitamina B,
ostecenjem oksidacijskih enzima ili zbog drugih nemogucénosti dopremanja Kisika do stanica i
tkiva (5). Jedan od glavnih fizioloskih utjecaja HBO-a je vazokonstrikcija, karakterizirana
povecanom oksidacijom radikala dusi¢nog oksida (NO) kojeg proizvodi endotel, $to dovodi
do gubitka vazorelaksantnog u¢inka (6). Osim toga, HBO osigurava kisik nuzan za stvaranje
kolagena vaznog pri zarastanju rana, inhibira rast mikroba, deaktivira bakterijske toksine,
modulira rad bijelih krvnih stanica u infekcijama i utjece na povecanu funkciju osteoklasta i

osteoblasta pri pregradnji kostiju (7). Takoder, mnogo je faktora koji imaju ulogu u utjecaju
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1. UvOD

HBO-a na vaskularnu funkciju. Vecina ucinaka tih faktora nije razjasnjena i u potpunosti
istrazena. Kao preduvjet za razumijevanje utjecaja HBO-a prvo bi se morao istraziti njezin
to¢an utjecaj na arterijski tlak. Naime, mnogo je istrazivanja kod kojih je zbog koristenja

razli¢itih protokola, ispitanika ili poremecaja dosla do opre¢nih rezultata (8).

1.1.3. Primjena hiperbari¢ne oksigenacije

Kako bi svi u¢inci HBO-a bili kontrolirani, praceni i dodatno istrazivani, 70-ih godina
proslog stoljeCa osnovana je organizacija koja od 1986. godine nosi ime ,,Undresea and
Hyperbaric Medical Society, a koja ujedno definira indikacije i kontraindikacije koriStenja
hiperbari¢ne oksigenacije (9). U skupinu stanja indiciranih za upotrebu HBO-a svrstavaju se
dekompresijska bolest, plinska gangrena, zratna embolija, nekrotiziraju¢i fascitis,
,crush“ozljede, otrovanje ugljiénim monoksidom ili cijanidom, radijacijska nekroza kosti i
mekih tkiva, kroni¢ni refraktorni osteomijelitis, aktinomikozu, anemija zbog velikog gubitka

krvi te cijeljenje rana i koznih presadaka (3).

Nakon niza godina eksperimentalne i klinicke primjene HBO-a nisu poznati i
definirani to¢ni mehanizmi djelovanja na organizam, stoga je bitno pratiti kontraindikacije za
ovakvu vrstu terapije. Apsolutna kontraindikacija za HBO je pneumotoraks, a u druge
kontraindikacije ubrajaju se: nekontrolirana hipertenzija, klaustrofobija, zatajivanje srca s
ejekcijskom frakcijom izbacivanja manjom od 35%, kongenitalna sferocitoza, infekcija

gornjih di$nih putova, vruc¢ica, KOPB, ugradeni pacemaker isl. (10).

1.2. Dijabetes melitus
1.2.1. Definicija

Seéerna bolest ili dijabetes, lat. diabetes mellitus, kompleksna je, multifaktorska,
poligenska i kroni¢na bolest koja uzrokuje poremecaje metabolizma, ugljikohidrata, proteina i
masti (11). Ocituje se poveéanjem razine Seéera u krvi do koje dolazi kada gusteraca potpuno
ili djelomi¢no prestane proizvoditi hormon inzulin ili ako periferna tkiva ne reagiraju
adekvatno na inzulin. Gusteraca, lat. pankreas, endokrina je i egzokrina zlijezda u kojoj
egzokrine stanice ¢ine 98% tkiva. Endokrini dio gusterace sastoji se od 4 vrste stanica koje su

smjestene u Langerhansovim otoCi¢ima, a to su: alfa-stanice (lu¢e glukagon), beta-stanice
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1. UvOD

(lu¢e inzulin), D-stanice (lu¢e somatostatin) i PP stanice (lu¢e pankreati¢ni polipeptid (PP)).
Alfa-stanice i beta-stanice gusterace imaju opre¢no djelovanje, odnosno inzulin beta-stanica

snizava razinu Secera u Krvi, dok ga glukagon alfa-stanica povisuje (12).

1.2.2. Tipovi dijabetesa

Secerna bolest tip I naziva se jo$ i inzulin ovisna $eéerna bolest ili juvenilni dijabetes.
Karakterizira ju postupno uniStavanje beta-stanica guSteraCe s posljedi¢nim deficitom
inzulina, nagli pocetak bolesti te dozivotna terapija inzulinom. Javlja se najeSce do 35.
godine Zivota. Od razli¢itih patoloskih stanja koja dovode do ove bolesti najzna¢ajniju ulogu
ima genetska sklonost ili predispozicija. Na proces razvijanja bolesti utjecaj imaju mnogi
agensi iz okolisa kao Sto su lijekovi, toksini, stres te virusne infekcije. Potpuni ili djelomi¢ni
prestanak proizvodnje inzulina uzrokuje nemogucnost koriStenja glukoze iz krvi, iako su
razine glukoze povisene. Kada se stanice nadu u potrebi za glukozom, one poc¢inju proizvoditi
glukozu iz ranije stvorenih zaliha u jetri Sto dodatno povisuje njezinu koncentraciju u Krvi
(13).

Secerna bolest tip Il najéesce se javlja u odrasloj dobi i otkriva se uglavnom sluéajno,
prilikom sistematskih pregleda. Bolest ¢esto dugo ostaje neprepoznata zbog relativnog manjka
inzulina, gdje i niske koncentracije inzulina omogucuju sprjeCavanje akutnih komplikacija
bolesti. Bolest napreduje polagano, a od simptoma koji se javljaju naj¢esé¢i su: zed, pojacano
mokrenje, pospanost, zamagljen vid, ucestale vaginalne infekcija kod Zena, trnci i Zarenje u
nogama. Taj tip dijabetesa karakterizira pojam inzulinska rezistencija, sto znaci da periferna
tkiva ne reagiraju u dostatnoj mjeri na inzulin pa on ne djeluje pravilno na ulazak glukoze u
misi¢ne i masne stanice. Posljedicno smanjenoj osjetljivosti perifernih tikva na djelovanje
inzulina javlja se hiperinzulinemija u cilju odrZanja normalne koncentracije glukoze u krvi.
Ostali ¢imbenici koji imaju ulogu u smanjenju inzulinske rezistencije jesu adipokini, od kojih
je najznacajniji adiponektin, a karakterizira ga snizavanje koncentracija glukoze i slobodnih
masnih kiselina u krvi. Utjecaj takoder pokazuju i IL-6, rezistin te leptin kao hormon zaduzen

za regulaciju teka (13).
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1.2.3. Animalni modeli dijabetesa

Animalni modeli Siroko su zastupljeni u istrazivanjima i omogucuju znanstvenicima in
Vivo kontrolu genetskih i okoliSnih ¢imbenika. Animalni modeli dijabetesa zapoceli su 1880-
ih godina i to pankreatektomijom na psima. Medutim, danas su najzastupljeniji animalni
modeli dijabetesa na glodavcima kod kojih se stanje hiperglikemije postize djelomi¢nim ili
potpunim odstranjivanjem gusterace ili ubrizgavanjem jednog od kemijskih spojeva kao Sto
su: aloksan, vakor, ditizon, 8-hidroksikvinolon i streptozocin, koriSten u ovom istrazivanju
(14).

Kod induciranog dijabetesa tipa I potrebno je kemijskim putem razoriti veliki postotak
beta-stanica uslijed ¢ega dolazi do male koli¢ine endogenog inzulina, hiperglikemije i gubitka
tjelesne mase. Takav je nacin indukcije jednostavan i relativno jeftin, a eksperimentalne
zivotinje potrebno je tretirati 5-7 dana prije samog istrazivanja, kako bi bio osiguran razvoj
bolesti i hiperglikemije (15). Kod tako induciranog dijabetesa tipa I najéesce se koriste: NOD
(non-obese diabetic) misevi, BB (bio breeding) Stakori te LETL (Long Evans Tokushima
lean) stakori (14). Kako je dijabetes tipa Il karakteriziran rezistencijom na inzulin te sukladno
tome nedovoljnom produkcijom beta-stanica, takva obiljezja bi trebao imati i inducirani
animalni model. Najkorisniji modeli kod navedenog tipa dijabetesa pokazali su se kao
monogeni pretili modeli (Lep®®°’migevi, Leprd®/d®
pretili modeli (KK misevi, OLETF S$takori, NZO (New Zealand Obese) misevi) (15).

misevi, pretili ,,Zucker* Stakori) te poligeni

Streptozocin, (2 — deoksi — 2 - (3 - (metil — 3 — nitrozoureid) - D - glukopiranoza), uz
aloksan, najces¢e je koriSten za indukciju hiperglikemije. Streptomycetes achromogenes,
gljivica koja sintetizira streptozocin (14) pocela se proucavati 50-ih godina proslog stoljeca
kao potencijalni antibiotik (16). Streptozocin nakon intaperitonealne ili intravenozne
aplikacije putem Glut-2 transportera ulazi u beta-stanice i uzrokuje alkilaciju DNA. U
konacnici, do inhibicije stvaranja i lu¢enja inzulina dolazi tako §to aktivacija PARP-a potice

troSenje NAD+ i smanjenje stanicnog ATP-a (15).

1.2.4. Utjecaj dijabetesa melitusa na krvne Zile 1 nastanak ateroskleroze
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Aterosklerotske promjene koje se javljaju na krvnim Zzilama, uzrokujuéi smanjenje i
obustavu protoka krvi ili aneurizmatsko prosirenje krvnih zila, vode¢i su uzrok smrti i
invalidnosti u svijetu. Kako se aterosklerotske promjene kod osoba oboljelih od Secerne
bolesti javljaju ranije i proSirenije su nego kod ostatka populacije, jedan su od glavnih uzroka
smrtnosti dijabeti¢ara. Povezanost izmedu Secerne bolesti, nastanka ateroskleroze i razvijanja
kardiovaskularnih bolesti potvrdili su 1979. godine Kannel i McGee u Framinghamskoj
studiji. U toj je studiji utvrdeno kako SeCerna bolest kod muskaraca udvostrucuje rizik za
razvoj koronarnih bolesti, a u Zena utrostrucuje (17). Nadalje, stanje hiperinzulinemije dovodi
do povecane razine ANG-a Il (poglavlje 1.3.) i stimulira signalni put mitogen-aktivirane
protein kinaze koja potice aterogene ucinke inzulina. Stvaranju ateroskleroze doprinosi i

hiperinzulinemijom poveéani ANG II koji zatim inhibira vazodilatacijski uc¢inak inzulina (18).

Hiperglikemija, stanje u kojemu je razina glukoze iznad 7 mmola/L nataste ili 11
mmola/L 2 sata nakon obroka, javlja se kao posljedica Secerne bolesti, a dugoro¢no utjece na
stvaranje kroni¢nih bolesti na arterijama, zivcima i bazalnim membranama. Hiperglikemija
zaustavlja stvaranje endotelnih stanica te na taj na¢in koci obnovu endotela krvnih zila.
Nadalje, dolazi do povecanja adhezivnosti trombocita neenzimskom glikozilacijom kolagena
stjenke Zile, potiCe se sinteza tromboksana koji je sam po sebi vazokonstriktor, a smanjuje
vazodilatator prostaciklin koji sprjeava stvaranje trombocitnih ugrusaka. U skupinu rizi¢nih
Cimbenika koji utjeCu na razvoj ateroskleroze u dijabetiCara ubrajaju se jo$
dislipoproteinemija, hipertenzija, uricemija, psiholoski profil bolesnika, pretilost, neadekvatna
prehrana, manjak tjelovjezbe te puSenje. Dislipoproteinemiju, kao najvaznijeg ¢imbenika,
karakteriziraju poviSene vrijednosti triglicerida, VLDL-a ili LDL-a, odnosno snizene
vrijednosti HDL-a. Vrlo je vazno spomenuti i oksidaciju lipoproteina (posebice LDL-a) do
koje dolazi glikozilacijom apoproteina B-100 $to posljedi¢no dovodi do promjene afiniteta za
LDL receptore, povecane osjetljivosti na oksidaciju, fagocitoze te nastanak kompleksa s
proteoglikanima u krvnoj zili. Na taj na¢in oksidirani LDL u unutarnjem sloju krvne zile
mijenja vazomotori¢ku aktivnost tako da na vazodilatacijske poticaje odgovori

vazokonstrikcijom.

Kako bi se hiperlipoproteinemija drzala pod kontrolom vrlo je vazno stalno pracenje
serumskih lipoproteina, reguliranje glikemije, smanjnje unosa masnoca i povecanje tjelesne

aktivnosti (19-21).
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1.3. Sustav renin-angiotenzin (RAS)
1.3.1. Komponente sustava renin-angiotenzin

Jukstaglomerularne stanice bubrega na poticaj snizenog arterijskog tlaka u organizmu
pocinju izlu¢ivati enzim renin. Renin u krvotoku za svog vremena djelovanja od 30 do 60
minuta pocinje djelovati na protein kojeg proizvodi jetra, angiotenzinogen (22). Kao rezultat
ove reakcije nastaje dekapeptid (10 aminokiselina) angiotenzin I (ANG 1) ¢ija bioloska
aktivnost nije jaka pa njegova vazokonstrikcijska mo¢ ne moze izazvati znacajnije promjene u
tlaku krvi i cirkulaciji. Medutim, ubrzo nakon nastajanja ANG I, pod utjecajem angiotenzin
konvertiraju¢eg enzima (engl. angiotensin converting enzyme — ACE) nastaje oktapeptid (8
aminokiselina) angiotenzin Il (ANG II) (23). Nastali angiotenzin Il u takvom obliku u krvi se
zadrzava kratko, a njegov je konacni cilj vezati se na receptore, angiotenzin tip | (ATI) i
angiotenzin tip 11 (ATIl) (22). Djelovanje angiotenzina Il primarno se odituje
vazokonstrikcijom, najviSe izrazenom U manjim ograncima arterija, arteriolama, a manje u
venama. Od drugih funkcionalnih u¢inaka ANG-a II istiCu se: lu¢enje antidiuretskog hormona
iz hipofize, aldosterona iz nadbubrezne Zlijezde, smanjenje lu¢enja vode i soli u bubrezima,
povecanje luCenja izvanstani¢ne tekucine, stimulacija centara za zed, aktivacija simpatikusa,
regulacija genske ekspresije i signalnih putova te u kona¢nici ANG Il funkcionira kao fibrozni
i proinflamatorni faktor (25,23). U daljnjem metabolickom putu ANG II posredovanjem
angiotenzin konvertiraju¢eg enzima 2 (ACE2) ili alternativno neutralnom endopeptidazom
(NEP) nastaje heptapeptid angiotenzin-(1-7) (ANG-(1-7)) ¢&ije djelovanje karakterizira:
vazodliatacija, natriureza, antihipertrof¢ni i antifbroti¢ni u¢inak (23). Nadalje, u procesu
razgradnje ANG Il mogu sudjelovati i enzimi koji kataliziraju cijepanje N-kraja polipeptida
(aminopeptidaze). Takvim procesom nastaju ANG Il i ANG IV cije je djelovanje sukladno
onom ANG 11 (23,24).

1.3.2. Angiotenzin Il u dijabetesu melitusu

Nekoliko organa, osim gusterace, ima ulogu u nastanku i patofiziologiji dijabetesa, a

to su jetra, masno tkivo i skeletni miSi¢i. Ti organi imaju vlastiti lokalni RAS sustav koji
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moze razlic¢ito djelovati kod dijabetesa tipa 1. Takav lokalni RAS sustav reguliran je neovisno
0 sistemskom RAS-u i koristi druge enzime (kalikrein, tonin, kimazu i tripsin) za nastanak
ANG-a Il (26).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je angiotenzin II proizveden u razliCitim
tkivima potencijalno uklju¢en u razvoj dijabetesa tipa II i1 to interakcijama izmedu
signalizacije renin-angiotenzin sustava (RAS) i inzulina. Takoder, istrazivanja pokazuju kako
upravo ATII i ACE inhibitori poniStavaju djelovanje ANG-a Il i smanjuju pojavnost
dijabetesa tipa II kod visko rizi¢nih pacijenata za 25%. Inhibicija ANG-a Il u nekim studijama
na inzulin otpornim modelima glodavaca 1 pretilim ,,Zucker” Stakorima ocitovala se
poboljsanjem inzulinske aktivnosti. Nasuprot tome, istrazivanja koja su ukljucivala akutnu
primjenu ANG-a Il u ispitanika s normalnom osjetljivos¢u na inzulin i u ispitanika sa
dijabetesom tipa II oCitovala su se pojacanom osjetljivos¢u na inzulin i boljom iskoristivosc¢u
glukoze. Nadalje, istrazivanja koja su uklju¢ivala angiotenzinske receptore pokazala su kako

.....

koje donosi dijabetes kao $to je nefropatija.

ANG II je peptid sa slozenim mehanizmom djelovanja te se proizvodi u vise razli¢itih
organa povezanih s nastankom dijabetesa, a upravo je zbog toga njegova aktivacija tijekom

patofizioloskih procesa joS$ uvijek nejasna i nedovoljno istrazena (26).

1.4. Utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na komponente sustava renin-angiotenzin

Dosadasnje studije pokazale su kako u¢inak na ACE imaju razli¢iti ¢imbenici pa tako i
HBO. Neke od studija donose saznanja kako HBO normalizira aktivnost renina u plazmi kod
starijih bolesnika s kroni¢nim zatajivanjem srca prvog i drugog stupnja. Pretpostavlja se da je
uzrok tome poboljsani bubrezni protok krvi (27). Takoder, neka su istrazivanja na zivim
psima pokazala kako odgovor renina tijekom HBO-a rezultira izrazitom inhibicijom sinteze
bubreznog prostaglandina (28). Nadalje, rezultati jednog istrazivanja u kojemu su psima
podijeljenima u dvije skupine (jednu izloZenu zraku, drugu izloZenu HBO-u) injicirani ANG
I, ANG Il pokazali su znafajno povecanje reakcije arterijskog tlaka. Upravo takvi podatci
ukazuju na to da HBO povecava sposobnost sustava renin-angiotenzin, da utjece na
kardiovaskularnu funkciju (29). Izmedu ostalog, jednim istrazivanjem na Stakorima dokazana

je statisticki znacCajna razlika aktivnosti ACE izmedu dvije skupine zdravih Stakora, od kojih
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je jedna skupina bila podvrgnuta HBO-u. Takvi rezultati govore u prilog tezi da HBO kod
zdravih Stakora dovodi do povecanja serumske aktivnosti ACE (30).

Sustav renin-angiotenzin jedan je od mehanizama kojim bubrezi i jetra reguliraju
sustav cirkulacije, a prema dosadasnjim istrazivanjima jasno je kako je HBO u stanju utjecati
na neke komponente tog sustava. Buduc¢i da se radi o iznimno kompleksnim mehanizmima
djelovanja samih komponenti na organizam, ni utjecaj HBO-a na komponente sustava renin-
angiotenzin nije u potpunosti jasan i istrazen. Dosadasnja istrazivanja dala su dobru podlogu
za daljnja ispitivanja na ovom podrucju kako bi se u konacnici u potpunosti shvatio

mehanizam djelovanja HBO-a na ovaj sustav (27-30).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovoga rada mogucéi je utjecaj hiperbaricne oksigenacije na promjenu razine

angiotenzina Il kod Sprague-Dawley $takora s animalnim modelom Secerne bolesti.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Ciljevi istrazivanja Su:

A) Odrediti koli¢inu plazmatskog angiotenzina Il kod Sprague-Dawley Stakora s
animalnim modelom Secerne bolesti pomocu ELISA metode.
B) Dokazati mijenja 1i hiperbaricna oksigenacija i na koji nacin plazmatsku razinu

angiotenzina Il kod ispitanika.
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4. ISPITANICI | METODE
4.1. Ustroj studije

Eksperimentalna studija na pokusnim zivotinjama (Sprague-Dawley Stakori).
4.2. Eksperimentalne zivotinje

U istrazivanju su koriSteni Sprague-Dawley Stakori starosti 12-16 tjedana sa

standardnom ishranom i stalno dostupnom vodom. Zivotinje su podijeljene u 2 skupine:

a) Kontrolna skupina s animalnim modelom $ecéerne bolesti (DM)
b) Skupina s animalnim modelom Secerne bolesti podvrgnuta hiperbari¢noj

oksigenaciji (DM+HBO)

Na Stakorima obaju skupina koriSten je animalni model Se¢erne bolesti tipa 1 izazvan
streptozocinom. U zivotnoj dobi od 6 tjedana ispitanicima je intraperitonealno injeciran
streptozocin u koli¢ini 60 mg/kg. Kako bi se provjerio u¢inak tog postupka nakon 7-10 dana
ispitanicima je mjerena koncentracija glukoze u krvi glukometrom (One Touch ultra, Life
Scan, Inc.). Nadalje, zivotinje su ¢uvane pod istim uvjetima jo§ 8 tjedana nakon Cega su

podvrgnute hiperbari¢noj oksigenaciji (druga skupina) te mjernoj analizi.

Istrazivanje je obavljeno uz pozitivno misljenje Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/14-08/06, broj: 2158-61-07-14-124, u okviru istrazivanja
Drenjancevi¢, prof. dr. sc.: ,,Djelovanje kisika na vaskularnu funkciju u zdravlju i bolesti®), a
postupak uzgoja eksperimentalnih Zivotinja proveden je u skladu s Europskom konvencijom o
zastiti kraljeSnjaka koji se koriste u eksperimentalne i druge znanstvene svrhe (Vije¢e Europe

br.123, Strasbourg 1985.).

4.3. Hiperbari¢ni protokol

U ovom istrazivanju ispitanici su podvrgnuti 100% kisiku u hiperbari¢noj komori
tvrtke Puro DPakovié Koja je redovno atestirana (slika 1.). Komora je dizajnirana tako da se sa
svake strane nalaze prozori za pracenje ispitanika i unutrasnjosti, a od sigurnosnih ventila

sadrzi ventile za reguliranje temperature i tlaka te ventile za odvod i dovod plina. U

11
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unutra$njosti komore nalazi se jo$ i adsorbens uglji¢nog dioksida koji mijenja boju ovisno o

1stroSenosti.

<ABRANJENO
KUCKANIE PO
STAKLIMA ZA
PROMATRANJE

b

Slika 1. Hiperbaricna komora za eksperimentalne Zivotinje (Laboratorij za fiziologiju

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

Samom procesu HBO-a $takori se izlazu 4 uzastopna dana, jednom dnevno u trajanju
od 2 sata, a svakom procesu prethodi dodatnih 15 minuta kompresije i u konaé¢nici 15 minuta
dekompresije. Stakori su podvrgnuti 100% kisiku pod tlakom od 2 bara uz protok 2-3 L/min

dan nakon zadnjeg izlaganja HBO-u izvodi se pokus.

4.4. Uzorkovanje i priprema uzoraka

Prije pokusa Stakorima je intraperitonealno injecirana kombinacija ketamina 75 mg/kg
(Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 2,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5

mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma) u svrhu anesteziranja.  Nadalje,

12
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Stakori su dekapitirani pomocu giljotine te su uzorci njihove krvi skupljeni u spremnike koji
sadrzavaju EDTA antikoagulans kako bi se iz njih mogla izdvojiti plazma. Uzorci krvi
centrifugirani su 20 minuta na 3000 okretaja pri tremperaturi od +4 °C. Nakon centrifugiranja
patrone potrebne za daljnji rad isprani su prvo s 1 mL metanola, a zatim s 1 mL vode. Zatim
su dodana 2 mL plazme u filter patrone i proces ispiranja ponovljen s 1 mL vode. Razrijeden
je apsorbirani angiotenzin s 0,5 mL metanola i u konac¢nici uparen metanol s 0,5 mL
dilucijskog pufera. Tako pripremljeni uzorak jo$ jednom je centrifugiran pri istim uvjetima, a

postupak ponovljen sa svim uzorcima krvi.
4.5. Potrebni reagensi

Prije pokusa bilo je potrebno prvo pripremiti sve reagense prema uputama

proizvodaca. KoriSteni su sljedeci reagensi:

1. Dilucijski pufer

2. Angiotenzin Il standard — 8 standarda napravljenih prema uputama tablice za
razrjedivanje iz Kita.

Otopina konjugata

Glutaraldehid

Borov trimetilamin

Otopina supstrata (Ellmanov reagens)

N g o~ w

Pufer za ispiranje

Dalje je pokus izvoden prema uputama proizvodaca (poglavlje 4.6.). Vazno je
naglasiti da za pravilno i uspjesno izvodenje pokusa svi reagensi moraju biti na sobnoj

temperaturi, a nastavci koristeni pri pipetiranju redovno mijenjani.

4.6. Odredivanje koncentracije angiotenzina II ELISA metodom

Imunoenzimskim ELISA testom (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA)
odreduje se prisutnost i koli¢ina antigena. Reakcija se temelji na vezanju antitijela na antigen
te spektrofotometrijskom ocitavanju nastale reakcije. Samu tehniku karakterizira
imobiliziranje jedne ili dvije komponente na ¢vrstu podlogu. Tako vezana komponenta ne
moZe se izmjeriti bez dodatka detektor antitijela obiljeZenog enzimom. Potreban je jo$
supstrat za enzim kako bi reakcija rezultirala mjerljivim promjenama intenziteta obojenja
(31,32).

13
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- SUPSTRAT ZA ENZIM

DETEKTOR ANTIGEN
VAZANO ZA ENZIM
= ANTIGEN

ANTITUELO

Slika 2. Prikaz nacela ELISA testa.

Pri izradi ovog pokusa koriSten je komercijalni kit za odredivanje angiotenzina II,
proizvodada BioVendor (Brno, Republika Ceska, Kat.Br.RA05880R). Nakon pripreme svih
reagensa zapocet je postupak analize uzoraka seruma. Za daljnji postupak bila je potrebna
mikrotitarska plocCica s 96 jazica koja se ispire 5 puta puferom za ispiranje. Plocica je spremna
za izvodenje pokusa nakon $to su odredene pozicije na koje se dodaju standardi, slijepe probe
te uzorci kontrolne i skupine podvrgnute HBO-u. Na mikrotitarskoj ploc¢ici nalaze se
imobilizirana monoklonska antitijela za angiotenzin 1l. Nakon ispiranja molekule ANG-a 1l
ostaju kovalentno vezane glutaraldehidom za plocicu. Slijede postupci ispiranja i
denaturiranja kako bi se u konacnici na antigen ANG II vezalo monoklonsko antitijelo
oznaceno acetilkolinesterazom (AChE konjugat). Zatim je plo¢icu potrebno ponovno isprati i
dodati otopinu supstrata (Ellmanov reagens) kako bi se dobio zuti spoj. Intenzitet obojenja
toga spoja, odnosno apsorbancija mjeri se spektrofotometrijski na ¢itacu mikotitarskih plo¢ica
- BioRad 93200 PR3100 TSC Microplate Reader, na valnoj duljini od 414 nm.
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YR\’ 3100 TSC

Slika 3. Cita¢ mikrotitarskih plocica, BioRad 93200 PR3100 TSC MicroplateReader.

Apsorbancija je logaritam omjera intenziteta upadnog zracenja(Po) i propustenog
zraCenja (P) kroz uzorak. Opisuje se Beer-Lambertovim zakonom, prema formuli: A = ¢bc,
gdje je (&) molarni apsorpcijski koeficijent svojstven svakoj vrsti i ovisan o valnoj duljini

svjetlosti, (b) duljina puta svjetlosti kroz uzorak, a (c) koncentacija tvari u otopini (15).

15



4. ISPITANICI | METODE
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Slika 4. Shematski prikaz apsorbancije.

Nadalje se prema uputama proizvodaca uz razrjedenja standarda izradi standardna
krivulja, pomo¢u koje se¢ moze na temelju aporbancija odrediti koli¢inu angiotenzina II.
Izmjereni intenzitet obojenja proporcionalan je koli¢ini nastalog konjugata, odnosno

angiotenzina Il.

4.7. StatistiCke metode

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

se smatrala statisti¢ki zna¢ajnom uz P<0.05.
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5. REZULTATI

Sprague-Dawley Stakori koriSteni u ovom istrazivanju podijeljeni su u 2 skupine, prva
skupina je kontrolna (DM) i nju ¢ine Stakori sa animalnim modelom Secerne bolesti, dok
drugu skupinu (DM + HBO) c¢ine Stakori sa animalnim modelom Secerne bolesti izloZeni
HBO. Podatci o masi i koncentraciji glukoze ispitanika nalaze se u tablicama (1. i 2.) ispod

odlomka.

Tablica 1. Vrijednosti mase i glukoze Sprague-Dawley Stakora sa animalnim modelom

Secerne bolesti.

Masa (g) | Guk (mmol/L)

DM 1 300 31,4
DM 2 242 30

DM 3 285 29,4
DM 4 330 29

DM 5 295 32,3
DM 6 343 28,3
DM 7 357 28,1

Tablica 2. Vrijednosti mase i glukoze Sprague-Dawley stakora s animalnim modelom Seéerne

bolesti izloZenih hiperbaricnoj oksigenaciji

Masa (g) | Guk (mmol/L)
DM+ HBO 1 236 32,4
DM + HBO 2 364 26,2
DM + HBO 3 302 26,8
DM+ HBO 4 305 30,3
DM+ HBO 5 330 29,9
DM + HBO 6 260 29,4
DM+ HBO 7 320 27,1

17



5. REZULTATI

Koncentracije ANG-a II mjerene su ELISA metodom u kontrolnoj skupini dijabeti¢nih
Stakora i1 u skupini dijabeti¢nih Stakora izlozenih HBO. Slika 5. Prikazuje rezultate. Statisticka
analiza pokazuje da HBO ne mijenja znacajno koncentraciju ANG-a Il (pg/ml) kod
dijabeti¢nih Stakora, odnosno nema statisticki znacajne razlike izmedu DM skupine (6,541

(2,8)) i HBO DM skupine (4,634 (1,1)). (P>0,05, Mann-Whitney U test).

m KONTROLA DM
=DM + HBOT

[EE
o
)

Koncentracija ANG Il (pg/ml)
O B N W H» U1 O N 0

Kontrola DM DM + HBO

Slika 5. Prikaz plazmatske koncentracije ANG Il kod kontrolne DM skupine, gdje je N=7 i
kod HBO DM skupine, N=7. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna

devijacija. Statisticki nije utvrdena znacajna razlika (P = 0,122, Mann-Whitney U test).
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Secerna bolest (lat. diabetes mellitus) bolest je modernog doba koja donosi i drukgije
zivotne i1 prehrambene navike. Sama bolest karakterizirana je poremecajem metabolizma
ugljikohidrata, masti i bjelan¢evina. Dva su tipa Secerne bolesti, tip I i tip II. Tip I definiran je
smanjenom ili potpunom nemoguénoséu lucenja inzulina, dok tip Il podrazumijeva
neosjetljivost perifernih stanica na inzulin (34). Kao kroni¢na bolest dijabetes melitus ostavlja
posljedice na kardiovaskularni sustav, odnosno vaskularnu reaktivnost. Dosadasnja
istrazivanja u kontekstu utjecaja dijabetesa melitusa na krvne Zile pokazala su smanjeni

odgovor na vazodilatacijske poticaje (35).

Hiperbari¢na oksigenacija kao terapija 100% Kkisikom svoj je doprinos dala kod
zarastanja rana (posebice u kroni¢nih dijabeti¢nih rana)i ishemijskih ulceracija, inhibicije
rasta mikroba, deaktivacije bakterijskih toksina, pojacavanja rada bijelih krvnih stanica u
infekcijama te opcenitog povoljnog utjecaja na organizam (7). Kako sam mehanizam
djelovanja HBO-a nije u potpunosti razjaSnjen, na temelju dosadasnjih istrazivanja
pretpostavlja se kako ona odigrava ulogu moduliraju¢i mehanizme vaskularnih reakcija na

podrazaje vazodilatatora i vazokonstriktora (36,37).

Kako bi se ispitalo utjece 1i HBO na plazmatsku razinu vazokonstrikotra ANG-a Il, u
ovom radu opisuju se mjerene koncentracije ANG-a Il kod Sprague-Dawley s$takora s
animalnim modelom Secerne bolesti nakon provedbe HBO-a. Jedna grupa ispitanika Cinila je
kontrolu, a druga je bila podvrgnuta procesu HBO-a. U konacnici, plazmatska razina u
ispitivanim uzorcima mjerila se ELISA metodom. Rezultati mjerenja i statisticke analize nisu
pokazali statisti€ki znacajnu razliku u povecanju razine ANG-a II izmedu skupina dijabeti¢nih

Stakora izloZenih 1 neizloZzenih HBO-u.

Usprkos tome §to ovim istrazivanjem nije potvrdena statisti¢ki znacajna razlika, terapija HBO
dosad je pokazala nedvojbene terapijske rezultate kod cijeljenja rana, kroni¢nih ulkusa,
kontrole glikemije i povoljnih utjecaja na razvoj ateroskleroze kod dijabeti¢ara. Takoder,
dosadasnja istrazivanja svakako pokazuju konkretne rezultate koji povezuju terapiju HBO i
povecanje sposobnosti sustava renin-angiotenzin (27-30). Kako su uéinci HBO-a i
mehanizmi djelovanja ANG-a Il na vaskularnu rektivnost i razvoj dijabetesa melitusa i dalje u

procesu  ispitivanja i  otkrivanja, svaka nova spoznaja i  eksperiment
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upotpunjuju sliku djelovanja tih mehanizama u organizmu. Takoder, vazno je napomenuti
kako su dobiveni rezultati vrlo vazni za unaprjedenje saznanja i razumijevanja ucinaka kisika
I HBO-a u cirkulaciji. Podatak da HBO ne mijenja bitno plazmatsku koncentraciju ANG-a Il
u dijabeti¢nih jedinki pridonosi boljoj interpretaciji opazenih u¢inaka HBO-a na vaskularnu
funkciju, primjerice na pojac¢anje vaskularnih odgovora na ANG-(1-7) u animalnom modelu
dijabetesa (36). S obzirom na to da bi razli¢ita koncentracija ANG II u HBO-u mogla utjecati
na vaskularne odgovore na ANG-(1-7), jednaka koncentracija u HBO-skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu sugerira da HBO ima direktan ucinak na promjenu same vaskularne
reaktivnosti. Nadalje, podatci dobiveni ovim istrazivanjem uspostavljaju referentne podatke
uc¢inka HBO-a na plazmatsku koncentraciju ANG-a II u dijabeti¢nih zivotinja za specifi¢ni
protokol koji se koristi za istrazivanje intermitentnog izlaganja HBO-u u Laboratoriju za
istrazivanje cirkulacije Medicinskog fakulteta u Osijeku. Taj konkretni protokol ve¢ je vise
puta koriSten za istrazivanja HBO-a. Za brojna buduca istrazivanja koja ¢e ga rabiti bit Ce
korisni i referentni dobiveni podatci o ANGII koncentraciji u dijabeti¢nih Sprague-Dawley

Stakora, a istovremeno i temelj za interpretaciju buducih rezultata.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja na Sprague-Dawley Stakorima s animalnim
modelom Secerne bolesti zakljucuje se kako hiperbari¢na oksigenacija ne utjeCe na

koncentraciju serumskog angiotenzina I1.
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Cilj istrazivanja: Cilj je ovog istrazivanja dokazati mijenja li i na koji nacin hiperbari¢na
oksigenacija razinu plazmatskog angiotenzina II kod Stakora s animalnim modelom Seéerne

bolesti.
Nacrt studije: Eksperimentalna studija.

Ispitanici i metode: U istrazivanju su koristeni Sprague-Dawley S$takori s animalnim
modelom Secerne bolesti uzrokovanim streptozocinom. Eksperimentalne Zzivotinje bilo su
podijeljene u 2 skupine, jednu kontrolnu (N=7) i drugu podvrgnutu HBO-u (N=7). IzloZena
skupina bila je podvrgnuta HBO-u 4 uzastopna dana po 2 sata pod tlakom od 2 bara. Stakori
su nakon toga (5. dan) anestezirani i dekapitirani u cilju uzorkovanja krvi iz koje se
centrifugiranjem dobila plazma. 1z uzoraka plazme spektrofotometrijskom metodom ELISA
izmjerene su koncentracije ANG-a Il.

Rezultati: Analiza dobivenih podataka pokazuje da nema statisticki znacajne razlike izmedu
kontrolne skupine sa dijabetesom (6,541 (2,8) pg/ml) i skupine dijabeti¢nih Stakora izloZenih
HBO (4,634 (1,12) pg/ml). (P>0,05, Mann-Whitney U test).

Zakljucak: Hiperbari¢na oksigenacija u okviru specifi¢nog koriStenog protokola ne mijenja
znaCajno razinu angiotenzina II u plazmi muskih Sprague-Dawley Stakora s animalnim

modelom Secerne bolesti.

Kljuéne rijeci: Hiperbari¢na oksigenacija; angiotenzin II; Se¢erna bolest; ELISA

22



9. SUMMARY

9. SUMMARY

Objective: The aim of this study is to prove whether and how hyperbaric oxygenation alters

plasma angiotensin 1l levels in rats with an animal model of diabetes mellitus.

Study design: Experimental study.

Material and methods: Sprague-Dawley rats with an animal model of streptozocin-induced
diabetes mellitus were used in the study. The experimental animals were divided into 2
groups, one control (N = 7) and the other subjected to HBO (N = 7). The exposed group was
subjected to HBO for 4 consecutive days for 2 hours at a pressure of 2 bar. The rats were then
(on the 5"day) anesthetized and decapitated to sample blood from which plasma was obtained
by centrifugation. ANG Il concentrations were measured from plasma samples by ELISA

spectrophotometry.

Results: The analysis of the collected data shows that there are no statistically significant
differences between the control groups with diabetes (6,541 pg / ml £ 2,804) and the group of
diabetic rats exposed to the HBO (4,634 (1,12) pg/ml). (P>0,05, Mann-Whitney U test).

Conclusion: Hyperbaric oxygenation in the context of the specific protocol that is being used
does not significantly alter plasma angiotensin Il levels in male Sprague-Dawley rats with an

animal model of diabetes mellitus.

Keywords: Hyperbaric oxygenation; angiotensin I1; diabetes mellitus; ELISA
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