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1.UvOD

1.1. Terapija hiperbari¢nim Kisikom (HBO2)

Terapija hiperbari¢énim kisikom (HBO2) medicinski je tretman pri ¢emu je pacijent
smjesten u tlaénoj komori te udise 100% kisik pri tlaku ve¢em od 1 atmosfere (1). Udisanjem
hiperbari¢nog kisika u krvi otapa se i do 20 puta vise kisika, nego udisanjem zraka (normalno
disanje) ili tri do Cetiri puta viSe nego udisanjem kisika pri normalnom tlaku. Difuzijom kisika
otopljenog u krvi prema tkivima, velikom brzinom se ispravlja lokalna i/ili op¢a hipoksija
(nedostatak kisika u tkivima). HBO. je dodatna terapija za neka stanja u kojima je
oksigenacija tkiva smanjena i ne odgovara metabolickim potrebama. Doprema kisika pod
visokim tlakom povecava arterijski i tkivni pO2 i zato poboljSava oksigenaciju tkiva i
smanjuje oSteéenja. Kisik je visoko reaktivna molekula koja, pri visokim parcijalnim
tlakovima (kao u HBO>), moze pridonijeti pove¢anom stvaranju reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) (2) i utjecati na hemodinamiku i vaskularnu funkciju. Medutim, novija istrazivanja
pokazuju da produkcija ROS ovisi o hiperbaricnom protokolu (3-8). Na primjer, naSa je
prethodna studija pokazala da je akutna izlozenost HBO2 povecala oksidacijski stres u plazmi
(mjerenjem produkata lipidne peroksidacije), smanjen sistolicki i1 dijastolicki krvni tlak,
snizen pH i pCOz u arterijskoj krvi i povecan pO2 u zdravih SD Stakora (9). S druge strane,
intermitentno izlaganje HBO: obnavlja vaskularnu relaksaciju (10) i mijenja metaboli¢ke
puteve ukljucene u vazorelaksaciju kod zdravih i dijabeti¢nih Zivotinja (11-13). Zakljucno,
HBO2 moZe utjecati na funkcionalne i strukturne znacajke krvnih Zila, ovisno o protokolima
aplikacije.

Nove studije pokazuju da HBO: pridonosi cijeljenju ishemi¢nih ulceracija kod dijabeti¢nih
bolesnika te poboljsava ishod nakon mozdanog udara (14, 15), infarkta miokarda (16), akutne
periferne ishemije ekstremiteta kod ljudi (17) te, takoder, smanjuje aterosklerotske plakove u
animalnim modelima (18). Hiperbari¢éna oksigenacija (HBO2) takoder se koristi za
poboljsanje lijeCenja infekcija, kao §to su meningokokna sepsa i plinska gangrena (19, 20) pa
¢ak 1 nekih neurodegenerativnih poremecaja (21-23). Eksperimentalni (11) i klini¢ki podaci
upucuju na to da intermitentna HBO2 (24) smanjuje edem tkiva, povecava sintezu dusikovog
oksida (NO), mijenja vaskularnu reaktivnost na stimulaciju (12) i inhibira izrazaj
neuroinflamatornih ¢imbenika i apoptoticke putove (25). lako su navedeni povoljni uéinci
HBO2-a dokumentirani, u literaturi se raspolaze s vrlo malo podataka o mehanizmima putem

kojih HBO: posreduje svoj ucinak poboljsanja tkivne oksigenacije. Poznato je da su razliciti
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metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini, EETs, HETEs) te NO iznimno vazni u
posredovanju vaskularnih reakcija na vazodilatatore i vazokonstriktore (26-30), ukljuéujuci
podrazaje hipoksijom i hiperoksijom (31). U uvjetima smanjenog krvnog protoka primjena
HBO,-a moze znacajno povecati tkivnu oksigenaciju. Vrlo je malo studija radenih na zdravim
zivotinjama ili ispitanicima te su oskudni podatci o tome kako hiperbaricna oksigenacija
utjeCe na mehanizme vazodilatacije zdravih zivotinja. U naSim prethodnim istrazivanjima
ispitivani su utjecaji hiperbari¢ne oksigenacije na mehanizme dilatacije kod dijabeti¢nih
Zivotinja 1 ispitivane su razlike u odnosu na zdrave zivotinje (11-13). Dr.Unfirer istrazivala je
promijenjene mehanizme dilatacije kod dijabeticnih Stakora pod utjecajem hiperbaricne
oksigenacije. Ona je dokazala da hiperbari¢na oksigenacija uzrokuje aktivaciju CYP450
epoksigenazog puta i povecanu produkciju EETs-a kod dijabeti¢nih zivotinja izlaganih HBO>
(12). Nadalje, dr.Kibel je pokazao promijenjeni relaksacijski odgovor na ANGII i ANG-(1-7)
pod utjecajem HBO: kod zdravih zivotinja gdje takoder povezuje promijenjeni mehanizam i
poboljsanu relaksaciju nakon HBO. uz aktivaciju CYP450 i sintezu EETs-a (11, 13). Ova
doktorska disertacija sistemati¢no ispituje samo utjecaj na zdrave zivotinje. To je vazno iz
razloga $to je u novije vrijeme povecana upotreba hiperbaricne oksigenacije kako u
zdravstvene tako i u kozmeti¢ke svrhe te je bitno znati kakve promjene, pozitivne ili

negativne, HBO2 moze izazvati.

1.2. Grada krvnih Zila i hijerarhija

Zilni se sustav dijeli obzirom na promjer krvnih Zila na mikro i makrocirkulaciju (Zile
promjera veéeg od 0,1 mm) (32). Krvne zile veCeg promjera gradene su od unutarnjeg
(endotelnog) sloja 1 srediSnjeg (miSi¢nog sloja) te vanjskog sloja (adventicije). Unutarnji sloj
svih krvnih Zila ¢ini endotel (lat. tunica intima) graden od endotelnih stanica i subendotelnog
vezivnog tkiva. MiSi¢ni je sloj (lat. tunica media) graden od koncentri¢no poredanih glatkih
miSi¢nih stanica te kolagena, elastina, proteoglikana te glikoproteina. Arterije imaju najdeblju
stijenku od svih krvnih zila, te je miSi¢ni sloj arterija deblji od miSi¢nog sloja vena iste
veli¢ine. Arteriole imaju tanji miSi¢ni sloj, nedostaje im unutras$nja elasticna membrana u
usporedbi s arterijama i zavr$avaju zavrSnim arteriolama (tzv. metaarteriole) koje nemaju
kontinuirani misi¢ni sloj. Kapilare prosjecnog promjera od 7 do 9 um gradene su od jednog
sloja endotelnih stanica i debele bazalne membrane koju izlucuje sam endotel. Kapilarno
korito napustaju venule koje su vece od arteriola, ali imaju manji miSi¢ni sloj. Venule se

nastavljaju u vene koje su, takoder, ve¢e od pripadajucih arterija, imaju manji tanji misi¢ni
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sloj, ali puno deblji sloj adventicije (lat.tunica adventitia) koja je gradena od longitudinalno
poredanih kolagenih vlakana. Endotelne stanice imaju brojne funkcije: ¢ine pasivnu barijeru
izmedu krvi i1 okolnog tkiva, aktivno reguliraju izmjenu hranjivih tvari, plinova, hormona i
makromolekula. Metabolizam endotelnih stanica utjeCe na vaskularnu reaktivnost

(vazodilataciju i vazokonstrikciju), hemostazu, upalni odgovor te angiogenezu (32).

1.3. FizioloSki mehanizmi vazodilatacije

Dva su osnovna mehanizma vazodilatacije prisutna u krvnim zilama u normalnim
fizioloskim uvjetima: vazodilatacija ovisna o endotelu i vazodilatacija neovisna o endotelu.
Vazodilatacija ovisna o endotelu posredovana je s tri razliCite vrste medijatora dusik (1) -
oksidom (NO, engl. nitric oxide), prostanoidima te ¢imbenicima hiperpolarizacije endotelnog
podrijetla (engl. endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF) (33). Vazodilatacija
neovisna o endotelu nastaje Ziv€anom stimulacijom najceS¢e kolinergicnim putem
(acetilkolin) te egzogenom primjenom izravnih NO (eng. nitric oxide, dusik (II)-oksid)

donora kao $to je natrij-nitroprusid (34, 35).

1.4. Sinteza dusik (II) - oksida (NO) kao vazoaktivne tvari

Dusik (II) - oksid (NO) nastaje iz aminokiseline L-arginina putem enzima NO-
sintetaze (NOS). NOS je enzim iz obitelji oksidoreduktaza, a postoji u tri izoforme kao
endotelna (eNOS), neuronalna (nNOS) te inducibilna (iNOS). eNOS je enzim ovisan o kalciju
Sto znaCi da mu je potreban kompleks kalcij-kalmodulina za aktivaciju te jo§ nekoliko
kofaktora za samu sintezu NO-a: nikotin amid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flamin
adenin dinukleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN), ion Zeljeza i tetrahidrobiopterin
(BHa4) (34). Aktivaciju eNOS-a uzrokuju brojni agonisti G-protein vezanih receptora (npr.
acetilkolin) i fizioloski poticaji (mehani¢ki podrazaj samim krvnim protokom, engl.
sheerstress) (36, 37). Nastali NO difuzijom dolazi u glatku misi¢énu stanicu gdje aktivira
enzim gvanilil ciklazu i povecava koli¢inu ciklickog gvanozin monofosfata (cGMP) (38).
cGMP zatim povecava izlazak kalcijevih iona iz glatke miSi¢ne stanice te se ona opusta i
dolazi do vazodilatacije. cGMP takoder uzrokuje fosforilaciju kalijevih kanala $to dovodi do
hiperpolarizacije membrane glatke miSi¢ne stanice s posljedi¢nom vazodilatacijom (39).
Egzogeni L-arginin povecava sintezu NO-a te time povecava vazodilataciju ovisnu o NO

(40). NO sudjeluje u brojnim fizioloskim funkcijama u mitohondrijima. U kompetenciji je s
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kisikom za interakciju s citokromoksidazom i djeluje kao inhibitor respiratornog lanca u
mitohondriju. Pri ve¢im koncentracijama NO wulazi u interakciju s kompleksom II i
kompleksom 1l1 te ireverzibilno blokira respiraciju i sintezu ATP-a. Takoder, reagira sa
superoksidom i formira peroksinitrit koji potom aktivira protein kinazu C, otvara
mitohondrijske kalijske kanale ovisne o ATP-u (41). Lacza i suradnici (41) dokazali su
postojanje Cetvrte izoforme NOS enzima, mitohondrijsku NOS (mtNOS). To je enzim
potpuno ovisan o kalmodulinu, molekularne tezine 140 kDa. Takoder su pokazali da se
aktivnost mtNOS-a znacajno povecava tijekom hipoksije. Stvaranje veée koli¢ine superoksida
tijekom hipoksije u mitohondrijskom respiratornom lancu uzrok je oSte¢enju stanica (41). Sve
je vise dokaza koji upucuju na to kako O2- igra srediSnju ulogu u smanjenoj raspolozivosti
NO-a. Ovaj visoko reaktivni metabolit kisika oksidira iz endotela nastali NO i time ometa
njegovo djelovanje na tonus krvnih zila (42 - 44). Povecana razina O2-~ je povezana S
razli¢itim patoloSkim stanjima, ukljucujuéi hipertenziju, ishemijsko-reperfuzijske ozljede i
dijabetes (45, 46).

1.5. Metabolizam arahidonske kiseline

Osim NO-a vazodilatacijski u¢inak imaju i metaboliti arahidonske kiseline. Tri su puta
pomocu kojih endotelna stanica metabolizira arahidonsku kiselinu: CYP450 enzimi (omega-
hidroksilaza te epoksigenaze) ciklooksigenaza i lipooksigenaza, te nenezimatska razgradnja
arahidonske kiseline u prisutnosti slobodnih kisikovih radikala na isoprostane (47).
Epoksigenaza je enzim iz citokrom P450 obitelji koji u endotelnoj stanici stvara 4 izomera
epoksieikozatrinoi¢ne kiseline (EETs) od kojih su 14,15-EETs i 11,12-EETs glavni aktivni
metaboliti. Nema dokaza produkcije EETs-a u glatkoj mi$i¢noj stanici. Citokrom P450 (o-
hidroksilaza) u glatkoj miSi¢noj stanici poti¢e proizvodnju 20-hidroksieikozatrinoi¢ne kiseline
(20-HETE) koji je vazokonstriktor. Ciklooksigenaza (COX) je enzim koji sudjeluje u sintezi
prostanoida iz arahidonske kiseline (AA). Postoje dvije izoforme COX-1 i COX-2. Nastali
prostanoidi djeluju opre¢no, jedni uzrokuju vazodilataciju (prostaglandin D2, prostaglandin E>
i prostaciklin 1), a drugi vazokonstrikciju (prostaglandin F», i tromboxan A>). Hipoksija
aktivira COX pri ¢emu veéinom nastaje prostaciklin, PGI2, a on, potom, difuzijom ulazi u
glatku miSiénu stanicu u kojoj aktivira enzim adenilil ciklazu i povecava se koli¢ina ciklickog
adenozin-monofosfata (cAMP). cAMP potiCe otvaranje viSe vrsta kalijevih kanala pri ¢emu

nastaje hiperpolarizacija membrane glatke miSi¢ne stanice s posljedicnom vazodilatacijom.



Lipooksigenaza je enzim Kkoji iz AA stvara 12- i 15-hidroksi eikozatrinoi¢ne kiseline (HETES)

kao glavne aktivne metabolite u endotelnoj stanici (47).

1.6. Cimbenici hiperpolarizacije endotelnog podrijetla (EDHF)

Na vazodilataciju utjeCu 1 tzv. ¢imbenici hiperpolarizacije endotelnog podrijetla
(EDHF). Nekoliko razli¢itih molekula pripada medu EDHF: ioni kalija, vodikov peroksid
(H202) i epoksieikozatrinoi¢na kiselina (EET-s) (48-51). Smatra se da neki od njih mogu
uzrokovati hiperpolarizaciju putem tzv. mioendotelnih tijesnih spojeva. U vecini se slucajeva
vazodilatacija dogada kada na odredeni podrazaj endotelne stanice dolazi do ulaska iona
kalcija u nju i otvaranja vise vrsta kalijevih kanala na endotelnoj i na glatkoj misi¢noj stanici.
H2O. aktivira topljivu gvanilil-ciklazu i tako dovodi do vazodilatacije. EET-s nastaje iz
arahidonske kiseline aktivacijom enzima citokrom P450-epoksigenaze. EET-s zatim uzrokuje
hiperpolarizaciju glatke misi¢ne stanice otvaranjem velikih konduktivnih kalcijem aktiviranih
kalijevih kanala (49), hiperpolarizacija inhibira kalcijeve voltazne kanale i tako sprjecava
ulazak iona kalcija u glatku miSi¢nu stanicu ¢ime nastaje vazodilatacija (49). EDHF igraju
vecu ulogu u vazodilataciji u manjim otpornickim arterijama, nego u velikim provodnim

arterijama (48-52).

1.7. Kisik, kisikovi radikali i oksidativni stres

Staniéni metabolizam pretezno ovisi o kisiku (oksidativnom ili aerobnom
metabolizmu), pri ¢emu je isporuka kisika kljuéni ¢imbenik. U normalnim uvjetima, kisik se
prenosi vezan na hemoglobin (priblizno 97%) i otopljen u plazmi (3%). Povecanjem
parcijalnog tlaka kisika, kao Sto je tijekom hiperbari¢ne oksigenacije, topljivost kisika u
plazmi, njegova doprema do tkiva i oksigenacija tkiva se poveéava. Medutim, kisik je visoko
reaktivna molekula zbog cega pri visokim parcijalnim tlakovima, kao u hiperbari¢noj
oksigenaciji, dolazi do formiranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) (2).

Kisik sudjeluje na substani¢noj (enzimatskoj) razini u mnogim biokemijskim reakcijama npr.
biosintezi adenozin tri fosfata (ATP), aerobnoj glikolizi, B-oksidaciji masnih kiselina i
oksidativnoj fosforilaciji. U slucaju ozljede tkiva aktivira se NADPH-oksigenaza (enzim
kojem je, takoder, potreban kisik za djelovanje) koja ¢e u leukocitima proizvoditi veliku
koli¢inu oksidanata koji, potom, sluZze za prevenciju infekcije u oSte¢cenom tkivu. Kisik

takoder sudjeluje u proliferaciji fibroblasta te sintezi kolagena koji se pojac¢ano stvara u
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oSte¢enom tkivu (17). Oksidativni stres je stanje neravnoteze izmedu produkcije slobodnih
kisikovih radikala te njihova uklanjanja putem antioksidanasa i enzima. Antioksidansi su
vitamin A, vitamin C, B- karoten i hem vezani proteini dok su enzimi koji sudjeluju u
uniStavanju kisikovih radikala superoksid dismutaza (SOD), katalaza i glutation peroksidaza
(53). Kisikovi radikali direktno smanjuju raspolozivost NO-a tako $to NO reagira sa
superoksidom i formira peroksinitrit (ONOO"). Indirektno utje¢u na bioraspolozivost NO-a
tako Sto oksidiraju BHs i time mijenjaju svrhu eNOS koja umjesto NO-a proizvodi
superoksid. Radikali, takoder, djeluju na NO receptor- topljivu gvanilil-ciklazu oksidirajuci
hem i time smanjuju djelovanje NO-a. Enzimi odgovorni za proizvodnju kisikovih radikala
su: ksantin oksidaza, COX, lipooksigenaza, nevezana eNOS, citokrom p450, mitohondrijski
elektronski lanac, ali najvaznija je NADPH oksidaza. Kisikovi radikali su: superoksid (O27),
hidroksil radikal (HO-), hidrogen peroksid (H202), hiperklori¢éna kiselina (HCIO) i
peroksinitrit (ONOO") (37). Kisikovi radikali smanjuju stani¢énu razinu NO-a, utjeCu na
povecano izrazavanje adhezijskih molekula (P-selektin), povecavaju razinu trombocitnog
aktivirajuceg faktora (eng. Platelet activating factor; PAF), leukotriena B4 te citokina (IL-8).
Sve to dovodi do endotelne disfunkcije (53). Kisikovi radikali reagiraju s LDL-om, takav
LDL ometa endotelnu proizvodnju NO-a tako $to smanjuje izrazaj eNOS-a, smanjuje unos L-
arginina u endotelnu stanicu te povecava razinu asimetri¢nog dimetil arginina (ADMA) §to
dovodi do endotelne disfunkcije (53). NO ima predominantnu ulogu u vazodilataciji velikih
provodnih arterija, dok EDHF ima predominantnu ulogu u vazodilataciji otpornickih arterija.
Takoder je povecana uloga EDHF-a u vazodilataciji provodnih arterija u stanjima poremecene
aktivnosti NO-a (53).

Budu¢i da kisikovi radikali imaju kratko vrijeme poluZivota, klinicka je procjena
oksidativnhog stresa in vivo bazirana na mjerenju stabilnih oksidacijskih produkata.
Malonildialdehid je najce$c¢e koriSteni biljeg oksidativnog stresa koji nastaje enzimatskom
peroksidacijom nezasi¢enih masnih kiselina. 8-izoprostan je izomer Fo-izoprostana, a dobije
se neenzimatskim procesom iz arahidonske kiseline i djelovanjem radikala na membranske
fosfolipide. Markeri proteinske oksidacije nazivaju se napredni oksidirani proteinski

proizvodi (engl. Advanced oxidation protein products, AOPP) (54).

1.8. Antioksidativni mehanizmi i uloga TEMPOL-a

Antioksidativni sustav suprotstavlja se oSte¢enju uzrokovanom ROS-om. To ukljucuje

antioksidativne enzime, poput glutation-peroksidaze (GPx), superoksid dismutaze (SOD) ili
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katalaze (CAT) (55). Glutation peroksidaze (GPx) su grupa od 8 (GPx1 - 8) enzima Koji su
vazni za prevodenje i smanjenje razine H2O2. GPx su selenocistein enzimi koji koriste
glutation kao redukcijsko sredstvo i zahtijevaju selen za svoje antioksidativno djelovanje (56,
57). Glutation peroksidaza i katalaza ucinkovitije smanjuju razinu vodikovog peroksida
zajedni¢kim djelovanjem u usporedbi sa samostalnim djelovanjem (58).

Postoje tri SOD izoforme: bakar-cink SOD (Cuzn SOD ili SOD1) i mangan SOD
(MnSOD ili SOD2) koje su lokalizirane u mitohondrijima te izvanstani¢ni oblik, EC-SOD ili
SOD3. Iako je subcelularni polozaj svake izoforme SOD jedinstven, tek nedavno su se
pojedina istrazivanja pocela fokusirati na funkcionalnu vaznost pojedinih SOD izoformi
unutar stijenki krvnih zila u normalnim uvjetima ili tijekom poremecaja krvozilja. Izrazaj 1
aktivnost SOD-a vjerojatno imaju veliki utjecaj na odgovor vaskularnih stanica na akutni i
kroni¢ni oksidativni stres (59, 60).

Izoforma CuZn SOD (SODI), prema dosadas$njim istraZivanjima, izraZena je u
relativno visokoj razini u svim stanicama, ukljucujuci krvne zile gdje prevladava kao SOD
izoforma (kad je izrazaj izrazen kao postotak ukupnog SOD djelovanja). Na primjer, u
normalnoj aorti misa i kod CuZn SOD-deficitarnih miSeva pokazalo se kako aktivnost CuZn
SOD ¢ini 50% do 80% od ukupne SOD aktivnosti (61, 62). MnSOD (SOD2) predstavlja oko
2% do 12% od ukupnog vaskularnog SOD dok EC-SOD predstavlja ostatak (63, 64).
Povecéane razine vaskularnog superoksida i peroksinitrita smanjuju razinu CuZn-SOD S§to
povecava miogeni ton, pojacava vazokonstrikcijski odgovor te smanjuje o endotelu ovisnu
(NO posredovana) dilataciju velikih arterija i u mikrocirkulaciji (62, 65, 66). Promjene u
izrazaju CuZn-SOD takoder mogu utjecati na vaskularnu strukturu. Na primjer, nedostatak
CuZn-SOD uzrokuje hipertrofiju mozdanih arteriola (67).

MnSOD (SOD2) se smatra prvom linijom obrane protiv oksidativnog stresa zbog
svoje substani¢ne lokalizacije Sto potkrepljuje otkri¢e da miSevi s potpunim deficitom Mn-
SOD umiru u roku od nekoliko tjedana nakon rodenja i1 pokazuju razli¢ite fenotipove (ovisno
o genetskoj podlozi) ukljucujuéi degeneraciju Zivaca, srane abnormalnosti i opsezna
mitohondrijska oStecenja (59). Vaskularni izrazaj i / ili aktivnost MnSOD mogu biti
promijenjene u nekoliko fizioloSkih i patofizioloskih stanja. Na primjer, MnSOD je posebno
osjetljiv 1 reagira na povecani oksidativni stres. Promotorske regije gena MnSOD sadrze
elemente odgovorne za redoks-osjetljive transkripcijske ¢imbenike aktivator protein-1 (AP-1)
I nuklearni ¢imbenik-kB (NF-kB), koji su izuzetno vazni u regulaciji razli¢itih upalnih
srodnih gena (68). Bolesti povezane s vaskularnim oksidativnim stresom takoder izazivaju

promjenu izrazaja MnSOD. Na primjer, u vaskularnom tkivu, lipopolisaharidi i proupalni
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citokini povecavaju superokside i izrazaj MnSOD (68 - 72). Vaskularni izrazaj mRNA CuZn-
SOD i Mn-SOD se mijenja tijekom ateroskleroze ovisno o vremenu promatranja (po¢etno
povecanje onda s vremenom smanjeni izrazaj) (73, 74). U vecini slucajeva, funkcionalni
znacaj tih razlika za vaskularni izrazaj ili aktivnost MnSOD nisu u potpunosti poznati. Studije
na MnSOD heterozigotnim deficitarnim miSevima su pokazale kako MnSOD stiti od
ostecenja vaskularnog mitohondrija i od razvoja ateroskleroze (75), kao i od inducirane DNA
fragmentacije oksidiranim LDL-om te od aktivacije kaspaze u vaskularnom misi¢u (61).
Pojacani izrazaj MnSOD upotrebom virusnog i liposomalnog prijenosnog gena proizvela je
korisne ucinke kod nekoliko modela bolesti krvnih zila. KoriStenjem ovog pristupa, pojacani
izrazaj MnSOD smanjuje razinu superoksida i poboljsava funkciju endotela kod
hiperkolesterolemije, dijabetesa i modela hipertenzije s niskim reninom (76 - 78) uz
istodobno sprjecavanje nastanka hiperglikemijom - induciranih reaktivnih kisikovih spojeva u
endotelu (79).

EC-SOD (SOD3) je jedina SOD izoforma koja je izraZena izvan stanice, vezana na
tkivo putem svojih heparin-vezuju¢ih domena koje imaju afinitet prema proteinu za heparan
sulfat proteoglikan na povrsini stanice u bazalnim membranama i u izvanstanicnom matriksu
(80, 81). SOD3 je lokaliziran u stijenci krvne zile, posebice izmedu endotela i vaskularnih
miSica (81, 82). Izrazaj EC-SOD u vaskularnim stanicama 1 unutar stijenki krvnih Zila moze
se mijenjati kao odgovor na razli¢ite podrazaje, ukljucujuéi vjezbanje, faktore rasta, citokine,
vazoaktivne stimulanse uklju¢uju¢i Ang II 1 NO te homocisteine, kao 1 tijekom hipertenzije,
ateroskleroze i dijabetesa (63, 82-89).

Katalaza (CAT,: H202 — oksidoreduktaza) je unutarstani¢ni enzim Cije se najvise
koncentracije u sisavaca mogu naci u eritrocitima, jetri i povremeno u bubregu (90). Ima
dominantnu ulogu u kontroli koncentracije H202 (91, 92), a time i §titi stanice od oStecenja s
H20,. Katalaza je enzim vrlo velike aktivnosti, jedna molekula katalaze moze reducirati ~ 6
milijuna molekula H>O2 do vode i kisika, u jednoj minuti. U uvjetima oksidacijskog stresa
ovaj enzim predstavlja neophodnu komponentu antioksidacijskog sustava. Osim katalaznog,
enzim moZe 1imati 1 peroksidacijsko djelovanje koje prevladava pri fizioloskim
koncentracijama vodikovog peroksida (<106 M) (93). Niska aktivnost katalaze zabiljeZena je
kod pacijenata sa shizofrenijom, aterosklerozom (94) i dijabetesom (95, 96).

S druge strane, postoji i neenzimatski unutarstani¢ni i izvanstani¢ni antioksidativni
obrambeni sustav (97) koji ukljucuje razlicite kemijske grupe, npr. vitamini, karotenoidi,
aminokiseline i peptidi uspostavljene u razli¢itim stani¢nim strukturama. Svi antioksidativni

¢imbenici u tijelu, bilo unutarstanicni enzimi ili antioksidativni spojevi (neenzimski
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¢imbenici), nazivaju se ukupnim antioksidativnim kapacitetom. U studiji koju su proveli
Winston i sur., otkriveno je da glutation, askorbinska kiselina (vitamin C), mokraéna kiselina
i vitamin E ¢ine 70% ukupnog antioksidativnog kapaciteta tijela (98). Trenutno, samo
nekoliko ispitivanja ispitalo je uc¢inak HBO2 na antioksidativni obrambeni kapacitet (55, 99-
101) koji moze biti vazan modulator razli¢itih u¢inaka akutne i kroni¢ne hiperoksigenacije.
TEMPOL (4 - hydroxy - 2, 2, 6, 6 - tetramethyl piperidine - 1 - oxyl) pripada u obitelj
nitroksidnih spojeva koji u in vitro uvjetima oponasa djelovanje SOD (kao SOD ,,mimetic*),
odnosno djeluje kao ,,hvatac* superoksidnih radikala. Luo i suradnici (102) pokazali su kako
je u¢inak TEMPOLA u kataliziranju metabolizma stani¢nog Oz~ vrlo sli¢an nativnom SOD 1
samo neznatno manji od stanice permeabilizirane pegiliranim oblikom SOD (PEG-SOD).
Usporedbom ucinkovitosti TEMPOLA u metaboliziranju stanicne O27, H20: ili u zastiti
osteCenja stanica uzrokovanih hidroksilnim radikalima (*OH) pokazana je osjetljivost
TEMPOLA najveca za *OH, ne$to manja za H>O i najmanja za O>". TEMPOL je djelotvoran
u kataliziranju i sprjeCavanju nastanka *OH iz H20> u prisutnosti prijelaznih metala (103,
104). Nadalje, TEMPOL smanjuje medijalnu migraciju vaskularnih stanica glatkog misica i
vaskularno remodeliranje u ozlijedenim arterijama (105), sprjeCava ucinke visokih
koncentracija glukoze sprjecavaju¢i oksidaciju i inaktivaciju kalcij adenozin-trifosfataze
sarkoplazmatskog / endoplazmatskog retikuluma koja posreduje inhibitorske uc¢inke NO na

stani¢nu migraciju (106).

1.9. Hipoksijom inducirani faktor — 1 alfa (HIF-1a)

Povezanost hiperbari¢ne oksigenacije 1 HIF-1a relativno je dobro istrazena 1 opisana
u mehanizmu djelovanja hiperbari¢nog kisika na cijeljenje rana (dijabeti¢ko stopalo,
postradijacijske ozljede) koji ukljucuje neovaskularizaciju posredovanu transkripcijskim
¢imbenikom HIF-1a (engl. hypoxia inducible factor 1 alpha) djelovanje na metabolizam i
stani¢nu proliferaciju te povec¢anje mobilizacije progenitorskih endotelnih stanica iz koStane
srzi (107, 108). Hipoksija i ROS / RNS mogu potaknuti stabilizaciju HIF-1a $to dovodi do
aktivacije hipoksijom izazvanog stani¢nog signalnog puta (109).

Hipoksijom inducirani ¢imbenik transkripcije - 1 (HIF-1) je heterodimerni kompleks
koji se sastoji od dviju podjedinica: hipoksi¢no inducibilne podjedinice HIF-1a i konstitutivno
izrazene podjedinice HIF-1P. Postoje tri izoformna oblika HIF-a, pri ¢emu su HIF-1a 1 HIF-
20 medusobno vrlo slicna i oba sposobna djelovati s elementima odgovora na hipoksiju

(HRE) i inducirati transkripciju (110). Eksperimenti upucuju da aktivacija HIF-1 ukljucuje

9



redoks ovisnu stabilizaciju HIF-1a proteina (111). U uvjetima hipoksije HIF-1a se translocira
u jezgru i heterodimerizira s B podjedinicom te formira HIF-1 kompleks (112). U uvjetima
dostatne koli¢ine kisika dolazi do razgradnje HIF-la podjedinice. Identificirane su dvije
odvojene domene unutar HIF-1a podjedinice, koje su odgovorne za mehanizam kojim
stani¢ni Kisik regulira HIF-1 aktivnost. Razgradna domena ovisna o kisiku (ODD) HIF-1a
sadrzi dva prolilna ostatka (Pro 402 i Pro 564) i posreduje interakciju s von Hippel-Lindau
(VHL) E3 ligaznim kompleksom. Prolilni ostaci se hidroksiliraju specifiécnim HIF prolil -
hidroksilazama (PHDI1, PHD2, PHD3) i na taj se nafin HIF-lo degradira (112). Drugi
mehanizam utjece na C-terminalnu aktivacijsku domenu (CAD), hidroksilirajuci asparaginski
ostatak te je taj ¢imbenik inhibicije nazvan FIH-1 (113). HIF prolil hidroksilaze i FIH-1 sluze
kao senzori za kisik u putevima odgovornim za hipoksiju (114). HIF hidroksilaze su Fe(ll)
ovisne dioksigenaze koje imaju veliku sposobnost vezanja kisika ¢ime omogucuju stabilnost
HIF-a u hipoksi¢nim uvjetima. Jedan od vaznih gena povezanih s HIF-om je i ¢imbenik rasta
endotela krvnih Zila (VEGF) koji se u stanjima hiposije takoder snazno luc¢i. Kada u
hipoksi¢nim uvjetima dode do dimerizacije HIF-1a i HIF-1p molekule, ovaj se kompleks veze
za elemente odgovora na hipoksiju na 5' - kraju VEGF gena i aktivira njegovu transkripciju
(115). O ulozi HIF-1a i njegovih ciljnih gena na vaskularnu funkciju u stanjima povisenog
oksidativnog stresa i pri izlaganju hiperbari¢noj oksigenaciji ima malo podataka. Stoga je
svrha ovog rada bila istraziti mijenja li se izrazajnost HIF-1la u tkivu aorte pod utjecajem

hiperbari¢ne oksigenacije.
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2. HIPOTEZA
Hipoteza je ovog doktorata da akutno izlaganje hiperbari¢nom kisiku dovodi do poveéanog
oksidativnog stresa S$to dovodi do poremecaja vaskularnog odgovora posredovanog

endotelom, za razliku od uc¢inaka intermitentnog izlaganja.

Postoji razlika u jacini i mehanizmima vaskularnog odgovora na razliite vazorelaksirajuce

podrazaje pri akutnom i intermitentom izlaganju HBO> u sistemskoj cirkulaciji.

Akutno izlaganje HBO; povecava izrazaj HIF-1a u krvnim zilama sistemske cirkulacije.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Cilj je doktorske disertacije odrediti djelovanje HBO> na vaskularnu reaktivnost ovisnu o
endotelu kod zdravih Stakora izlozenih akutnom i intermitentnom djelovanju HBO2 u

usporedbi s netretiranim zdravim Stakorima.

Drugi cilj je identificirati specificne mehanizme kojima HBO: utjeCe na vazodilataciju

potaknutu acetilkolinom i hipoksijom kod zdravih Stakora u sistemskoj cirkulaciji.

Nadalje, cilj je utvrditi izrazaj gena za HIF-1a ovisno o eksperimentalnom protokolu.
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4. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije, Laboratoriju za
klini¢ku i molekularnu imunologiju i u Laboratoriju za biologiju i medicinsku genetiku
Medicinskog fakulteta u Osijeku te na Institutu za Biotehnologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Pecuhu.

Koristeni su Sprague-Dawley (SD) muski Stakori, u dobi od 9 - 11 tjedana starosti. Svi su
Stakori iz vlastitog uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu u Osijeku.

Stakori su bili podijeljeni u 4 grupe: grupa 1 (KONTROLA, CTRL) - zdravi netretirani
Stakori, grupa 2 (A-HBOy) - Stakori izlozeni akutnom djelovanju hiperbari¢nog kisika u
barokomori Zrtvovani odmah po izlaganju (Rekompresijska komora za eksperimente 110L,
Duro bakovié, Aparati d.d.), grupa 3 (24H-HBOy) - stakori akutno izlozeni djelovanju
hiperbari¢nog kisika i zrtvovani 24h nakon izlaganja u barokomori i grupa 4 (4D-HBO>) -
zdravi Stakoriizlozeni djelovanju hiperbari¢nog kisika u barokomori kroz 4 uzastopna dana i
zrtvovani 5. dan. Izlaganje hiperbari¢nom kisiku (HBO2) podrazumijeva jedno izlaganje

dnevno otprilike u isto vrijeme prema slijede¢em protokolu.

4.1. Protokoli za izlaganje hiperbari¢nom kisiku

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% kisika u trajanju od 2 sata uz protok 2 - 3 I/min. Za vrijeme trajanja
terapije zajedno sa Stakorima u komori je smjestena i mala koli¢ina granula kalcij-hidroksida i
natrij-hidroksida te etilvioleta (Draegersorb 800 Plus, DraegerMedical) za upijanje izdahnutog

COs.. Slijedi 15 minuta dekompresije otpuStanjem dekompresijskog ventila.

4.2. Mjerenje krvnoga tlaka

Stakori su anestezirani kombinacijom ketamina (75 mg/kg) i midazolama (2,5 mg/kg).
PE-50 kateter uveli smo u lijevu femoralnu arteriju. Zivotinje su ostavljene 10 minuta dok se
krvni tlak stabilizirao, a nakon toga je krvni tlak mjeren tijekom 1 minute i zapisivana je
vrijednost tlaka svakih 10 sekundi, te je srednja vrijednost izra¢unata iz dobivenih vrijednosti.

Vrijednosti tlaka mjerene su pomocu SpacelabsMedical sustava (SpacelabsMedical, Inc.,
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Redmond, WA, USA) (9). Srednji je arterijski tlak izra¢unat iz dobivenih vrijednosti kao
zbroj sistolickog i dvostrukog dijastolickog tlaka te podijeljen s tri. Kao kontrolne vrijednosti
tlaka uzete su vrijednosti izmjerene kod Zivotinja A-HBO> grupe neposredno prije izlaganja
hiperbari¢noj oksigenaciji. Kateter je po zavrSetku mjerenja potkozno provucen do vratnog
dijela zivotinje i zatvoren na tom kraju. Odmah nakon dekompresije, Zivotinje su po potrebi
dodatno anestezirane i ponovljeno je mjerenje tlaka (A-HBO2). Zivotinjama iz 24H-HBO:
grupe krvni je tlak mjeren 24h nakon izlaganja hiperbari¢noj oksigenaciji, a zivotinjama 4D-
HBO:> grupe tlak je mjeren 5. dan 24h nakon 4 dana terapije.

4.3. Skupljanje arterijskih uzoraka krvi i torakalnih aorti

Nakon izmjerenog krvog tlaka, kroz kateter je uzet uzorak arterijske krvi u epruvetu
bez antikoagulansa kako bismo dobili uzorak seruma. Krv je centrifugirana 10 min na 3500
rpm te je potom odvojen serum od krvnih stanica i pohranjen u hladnjaku na -80 °C do
upotrebe u svrhu odredivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta
(TBARS i FRAP). Takoder, izolirana je i torakalna aorta za odredivanje relativnog izrazaja
gena primjenom kvantitativnog PCR u realnom vremenu (RT PCR). Odmah po izolaciji aorte
su prebacene u Petrijevu zdjelicu s hladnom fizioloSkom otopinom, ociS¢ene od vezivnog i

masnog tkiva te smrznute u teku¢em dusiku 1 nakon toga pohranjene na -80°C do analize.

4.4. Pokusi na izoliranim aortalnim prstenima

Kao uzorak za aortalne prstene koriStena je torakalna aorta Stakora. Nakon anestezije
kombinacijom ketamina 75 mg/kg i midazolama 0,5 mg/kg napravljena je torakotomija te
potom izolirana i1 izvadena torakalna aorta. Aorta je potom stavljena u preparativnu Petrijevu
zdjelicu s hladnom i oksigeniranom Krebs - Henseleitovom otopinom (sastav otopine u
mmol/L: 120 NaCl; 4,8KCI; 1,2 KH2POs; 2,5 CaCly; 1,2 MgSOas; 25,5 NaHCO3; 10 glukoza i
0,02 EDTA) (11 - 13, 116). Nakon ¢iS¢enja masnog i vezivnog tkiva, aorta je izrezana na
prstene Sirine 3 - 4 mm. Prsteni su potom stavljeni u organske bazenc¢i¢e (10 ml zapremine) s
Krebs-Henseleitovom otopinom koja je stalno grijana ioksigenirana (t = 37°C, pH = 7,4) na
nacin da su dvije paralelne Celicne Zice provucene kroz lumen prstena, potom je jedna Zica
ucvrs¢ena na dno drzaca koji se uranja u bazenci¢ s kupelji, a druga je povezana na pretvarac

vlac¢ne sile preko kojeg je mjeren tonus zilnog prstena. Pretvara¢ sile je spojen na pojacalo i
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na analogno / digitalni pretvara¢ gdje je pracen graficki prikaz tijeka pokusa na ekranu
racunala (Slika 4.4.1.).

Pojacivac sile (Amplifier)

|- 1zometricni pretvarac sile (transducer)

—— Organski bazencic (organ bath)

TR AN

LSS

s

>
7

™~ Aortni prstenovi

lzvor plina (95% O, i 5% CO,)

Slika 4.4.1. Sustav za izolirane aortalne prstenove

Nakon ispiranja i stabilizacije u trajanju sat vremena prsteni su prekontrahirani jednom dozom
noradrenalina 10" M. Kada je postignut stabilni plato kontrakcije, dodan je acetilkolin 10°M
u svrhu provjere ocuvanosti endotela. Bazenciéi su isprani 3 puta svakih 10 minuta nakon
Cega je napravljen test maksimalne kontrakcije tako §to je u bazenci¢ dodan KCI1 (60 mM) i
NA (107 M). Nakon toga je slijedilo ispiranje tri puta svakih 10 minuta te su prstenovi
ostavljeni da se stabiliziraju kroz 30 minuta nakon €ega su slijedili protokoli actilkolinom

posredovane vazorelaksacije ili hipoksijom posredovani protokoli sa ili bez inhibitora.

4.4.1. Relaksacija aortnih prstenova ovisna o endotelu

Acetilkolinom posredovana dilatacija odredena je tako da su prstenovi nakon provjere
ocuvanosti endotela i testa maksimalne prekontrakcije pomoc¢u KCl-a i NA te razdoblja
stabilizacije nakon ispiranja prekontrahirani noradrenalinom (NA 107 M) i nakon toga je
dodavan ACh u koncentracijama od 10-° M do 10> M u razmaku od dvije minute kao provjera
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produkcije NO-a i bazi¢nog odgovora na acetilkolin. Potom je slijedilo razdoblje ispiranja tri
puta svake dvije minute i nakon toga 20 minutna inkubacija s ciljanim inhibitorom te je
potom ponovljen isti protokol s prekontrakcijom pomocu NA i relaksacija s ACh u
koncentracijama od 10° M do 10° M. Acetilkolinom izazvana relaksacija aortnih prstenova
mjerila se u odsutnosti i prisutnosti: a) inhibitora NO sintaze (NOS), Nw-nitro-L-arginin metil
estera (L-NAME, (300 uM); b) inhibitora ciklooksigenaze, indometacina (INDO, 10 uM); c)
selektivnog inhibitora CYP450 epoksidaze, MS-PPOH (10 uM) i d) "hvataca" superoksidnih
radikala, TEMPOLA (100 pM).

4.4.2. Relaksacija neovisna o endotelu

Nakon prekontrakcije noradrenalinom dodan je natrijev nitroprusid (SNP, Sodium
Nitroprusside Dihydrate, 25g, Fluka) (izravni donor NO-a) u dozi od 101 M do 10* M pri

¢emu je provjeravan vazodilatacijski odgovor neovisan o endotelu.

4.4.3. Relaksacija aortnih prstenova ovisna o endotelu uzrokovana hipoksijom

Nakon provjere ocuvanosti funkcije endotela i stabilizacije aortni prstenovi su
prekontrahirani noradrenalinom te je tada zamijenjena oksigenacija Krebsove otopine u
banzenci¢ima s aortnim prstenovima s 95% Oz + 5% CO2 na 0% O2 i 5% CO2 kroz 20 minuta
te nakon toga opet prebacena na 95% Oz + 5% CO- kroz 5 minuta radi reoksigenacije. Nakon
toga je slijedilo ispiranje po 3 puta svake 2 minute, 10 minuta stabilizacije te potom
inkubacija s ciljanim inhibitorom 20 minuta. Potom je slijedila prekontrakcija noradrenalinom
I ponovljen je protokol hipoksije (zamijene plinova, tj.oksigenacije Krebs-Hensenleitove
otopine u bazenci¢ima s aortnim prstenovima). Isti inhibitori kao i za testiranje acetilkolinom
izazvane relaksacije koristeni su i u protokolima hipoksijom izazvane vazorelaksacije aortnih
prstenova (L-NAME, (300 puM), INDO (10 uM), MS-PPOH (10 pM) i TEMPOL (100 puM).
Dodatno je koristen LW6 inhibitor transkripcijskog faktora HIF - 1 alfa (HIF - 1o inhibitor,
10 mg, Calbiochem, 10 M). Potrebna koncentracija HIF-1o inhibitora odredena je Western

blot metodom.
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4.5. Odredivanje koncentracije HIF - 1 alfa inhibitora i relativnog izrazaja proteina

Western blot metodom

U svrhu odredivanja potrebne koncentracije HIF -1a inhibitora za protokol hipoksijom
posredovane relaksacije Western blot metodom napravljeno je utvrdivanje inhibicije HIF-1
alfa transkripcijskog faktora u tkivu aorte nakon stimulacije hipoksijom. Svjeze izolirani
uzorci aorte pripremljeni su kao za pokuse na izoliranim zilama, koriStena su sva 4 prstena za
jedan uzorak za odredivanje izrazajnosti proteina (Western blot). Western blot je raden prema
uhodanoj metodi naseg laboratorija, opisanoj u radu doc. dr. sc. Aleksandra Kibela sa
suradnicima (11). Aortni prstenovi su 30 minuta inkubirani s pripremljenim koncentracijama
HIF - lo inhibitora (102 — 10® M) te podvrgnuti hipoksiji na na¢in da je zamijenjena
oksigenacija s 95% O, + 5% COz na 0% O + 5% CO- kroz 20 minuta, zile su nakon toga
prebacene u tekuci dusik i nakon toga na -80°C do analize. Za homogeniziranje tkiva koristen
je homogenizacijski pufer (1 mM EDTA, 10 mM Tris (FisherScientific, Belgija), 0,4% SDS
(AcrosOrganics, SAD), koktel inhibitora proteaza 0,4 ul/100 pl (SigmaAldrich)) uz dodatak 1
mM kobaltovog klorida. Smrznuto tkivo usitnjeno je do praha u teku¢em dusiku, izvagano i
dodano je 1 ml homogenizacijskog pufera na 100 mg tkiva. Sve je dobro izmuékano na
mjesSalici (vortexu) 1 dodatno homogenizirano uz pomo¢ mehanickog homogenizatora (IKA
Thurax). Nakon mehanickog homogeniziranja uslijedilo je centrifugiranje uzoraka 30 minuta
na 17 000 x g na temperaturi od 4°C. Otpipetiran je supernatant koji ¢e se koristiti za daljnju
analizu. Slijedila je priprema uzoraka za jednodimenzionalnu SDS-PAGE elektroforezu.
Uzorci su u omjeru 1:1 prokuhani na 95°C 5 minuta Laemmli puferom, kratko centrifugirani
(engl. spin-down) te naneseni na gel. Nakon elektroforeze, uzorci su preneseni na PVDF
membranu te nakon toga inkubirani primarnim protutijelom preko noéi. Sljede¢i dan,
membrana je inkubirana odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom 2h na sobnoj temperaturi te
je nakon toga slijedilo slikanje kemiluminiscencijskom metodom koriste¢i Pierce ECL
Western BlottingSubstrate (ThermoScientific) prema uputama proizvodaca na Fuji LAS 4000
Luminescence Image Analyzer uredaju na Institutu za imunologiju 1 biotehnologiju
Medicinskog fakulteta u Pecuhu. Isti je protokol upotrijebljen i za analizu izrazaja COX-1,
COX-2, iNOS, HIF-1a, VEGF i CYP2cl1 proteina u tkivu aorte. Kao kontrola nanosenja
uzoraka i za normalizaciju odreden je izrazaj B-aktina. Rezultati su pokazali da koncentracija
10 M uzrokuje inhibiciju HIF-1a. (Slika 4.5.1.)
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Slika 4.5.1. Rezultati odredivanja potrebne koncentracije HIF-a inhibitora

4.6. Mjerenje oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta

Mijerenje oksidativnog stresa napravljeno je na uzorcima Krvi (serum) i u tkivu aorte
Stakora metodom TBARS (engl. thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) assay)
temeljenom na reakciji izmedu malondialdehida (koji je krajnji produkt peroksidacije lipida) i
tiobarbituratne kiseline (117). Spoj malondialdehida i tiobarbituratne Kiseline ima
absorbanciju na 532 nm §to se mjeri putem UV- spektrofotometra (NanoPhotometer® P-Class
P330-30, Implen, Germany). Mjerenje antioksidativnog kapaciteta plazme koja se mijeri
FRAP metodom (engl. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay) pri ¢emu se dogada
redukcija Fe®* u Fe?" te nastaje kompleks koji ima absorbanciju na 593 nm, $to se takoder
mjeri spektrofotometrom (116, 118).

Uzorci aorte za odredivanje oksidativnog stresa usitnjeni SU do praha u tekucem duSiku,
nakon ¢ega je dodano 1 ml 1,15% KCI na 100 mg praha te centrifugirano na 20000 g, 20

minuta na 4°C. Supernatant je koristen za daljnja mjerenja.

4.7. Odredivanje razine superoksida in situ metodom fluorescencije

Za odredivanje bazi¢nih vrijednosti superoksida aortni prstenovi pripremljeni su kao
za pokuse na izoliranim aortnim prstenovima i ostavljeni su u bazen¢i¢ima 1h te nakon toga
prebaceni u Eppendorf tubicu s HEPES puferom (137 mM NaCl; 54 mM KCI; 4,2 mM
NaHCO3; 3 mM NaHPOs; 0,4 mM KH2PO4; 0,5 mM MgCl, x 6H20; 0,8 mM MgSO4 x
7H20; 10 mM glukoza; 20 mM HEPES i 1,2 mM CaCl, x H20) koji sadrzi DHE
(Dihydroethidium, Santa CruzBiotechnology) boju (20 uM). Tubice su omotane folijom i

drzane u CO2 inkubatoru na konstantnoj temperaturi 37 °C, nakon 45 minuta inkubacije, zile
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su isprane svjezim HEPES puferom 2 puta svake 4 minute te nakon toga slikane na
ZeissAxioskop MOT2 mikroskopu, pomoc¢u Olympus DP70 kamere uz Zeiss filter set 15
(546 nm valna duljina za ekscitaciju i 590 nm za emisiju uz razdjeljivac snopa na 580 nm). Za
utvrdivanje djelovanja TEMPOL-a, L-NAME-a i ACh na razinu superoksida, aortni su
prstenovi pripremljeni kao i za odredivanje bazi¢nih razina, s tim da je 30 minuta nakon
stavljanja u organske bazenc¢i¢e, dodan TEMPOL (10 pM), L-NAME (300 uM) te je
inkubacija trajala narednih 30 minuta, ACh (10° M) je dodan 2 minute prije isteka sat
vremena. Aortni prstenovi su zatim prebaceni u Eppendorf tubice s HEPES puferom i bojom
te je nakon 45 minuta inkubacije i ispiranja slijedilo slikanje. Intenzitet boje proporcionalan je
razini superoksida (119) i odreden je pomocu ImageJ programa(National Institute of Health)
(120, 121).

4.8. Relativni izrazaj gena odreden PCR metodom u realnom vremenu

U zasebnoj grupi pokusa na zivotinjama kojima je mjeren krvni tlak i uziman uzorak

arterijske krvi izolirana je i torakalna aorta za odredivanje relativnog izrazaja gena primjenom
kvantitativnog PCR u realnom vremenu (RT PCR). Odmah po izolaciji aorte su prebacene u
Petrijevu zdjelicu s hladnom PSS otopinom, o¢i§¢ene od vezivnog i masnog tkiva te smrznute
u teku¢em dusiku inakon toga pohranjene na -80°C do analize. Homogenizacija uzorka i
ukupna RNA je ekstrahirana pomoc¢u TRI reagensa (Life Technologies, USA) prema
protokolu od strane Chomczynski i sur. (1987) (122). Koncentracija RNA i Cisto¢a uzoraka
odredivana je pomocu Nanophotometer P300 UV/VIS, IMPLEN, a potvrda postojanosti i
prisutnosti RNA povedena je postavljanjem uzoraka na 1%-tnom agaroznom gelu.
Procis¢avanje uzoraka i dobivanja cDNA je provedeno prema uputama proizvodaca: Sigma-
Aldrich i Applied Biosystems.
Odreden je izrazaj gena: izoforme superoksid dizmutaze 1, 2 i 3 (Cu/Zn SOD — SOD1, Mn
SOD - SOD2, EC SOD - SOD3), hipoksijom inducirani faktor - 1 alfa (HIF-/a),
cikooksigenaze 1 i 2 (COX-1 i COX-2), katalaza (CAT), glutation peroksidaze 1 i 4 (GPx1 i
GPx4), vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), inducibilna dusik oksid sintaza (iNOS),
endotelna dusik oksid sintaza (eNOS), NADPH oksidaza (gp91x, p47phox) te CYP2cl1.
Izrazaj gena normaliziran je u odnosu na izrazaj gena hipoksantin - guanin fosforibozil
transferaze (engl. hipoksantin - guanin phosphoribosyl transferase (HPRT)). Odredivanje
izrazaja svih navedenih gena izmjeren je na uredaju PCR-u u realnom vremenu Bio Rad
CFX96.
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4.9. Statisti¢ke metode

Svi su rezultati prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje
vrijednosti (engl. Mean + SEM). Relaksacija uzrokovana acetilkolinom i natrijev-
nitroprusidom, izrazena je u postotku u odnosu na maksimalnu kontrakciju. Odgovor na ACh
i SNP analiziran je putem dvosmjerne ANOVE s post hoc Bonferoni testom. Za usporedbu
rezultata genskog izrazaja i rezultata hipoksijom posredovane relaksacije aortnih prstenova
koriSten je test za jednosmjernu analizu varijanci za nezavisne uzorke (One-Way ANOVA) ili
u slucaju neravnomjerne distribucije dobivenih podataka Holm-Sidak ili Kruskal-Wallis test.
Kod pojedinih rezultata, utvrdivanje medusobne razlike normalno raspodijeljenih numerickih
varijabli izmedu dviju nezavisnih grupa koristio se Studentov t-test, a u slu¢aju odstupanja od
normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U test. Za statisticku je analizu uporabljen
SigmaPlot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago,USA) i GraphPadlnstat i GraphPadPrism,
verzija 5.00 za Windows, GrafPad Software (San Diego, CA, USA).
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5. REZULTATI

5.1. Masa Stakora i srednji arterijski tlak

U studiju su bili ukljuceni zdravi, normotenzivni muski Spraque-Dawley Stakori u
starosti od 9 do 11 tjedana. Svakoj je Zzivotinji mjerena tjelesna masa te krvni tlak. Nisu
utvrdene znacajne razlike u tjelesnoj masi Sakora. Akutno izlaganje hiperbaricnoj oksigenaciji
statisticki znacajno uzrokuje sniZzenje krvnog tlaka u usporedbi s kontrolom i ostalim

skupinama.

Tablica 5.1.1. Vrijednosti tjelesne mase i krvnog tlaka u kontrolnoj i testiranim

grupama Stakora

CTRL A-HBO:2 24H-HBO2 4D-HBO:2

sistoli¢ki tlak

133,67+1,28 98,33+1,41* 133,52+2,95 136,47£2,65
[mmHg]
dijastolicki tlak

93,65+1,81 75,99+3,65* 96,12+4,50 95,22+3,43
[mmHqg]
srednji arterijski
tlak

masa [g] 338,11+8,66 336,33+8,79 324,83+12,48 320,71+12,35

106,99+1,49 83,21+2,39* 108,59+3,93 108,97+2,81

*p<0,05 u odnosu na CTRL, 24H-HBO; i 4D-HBO:

U svrhu testiranja prve hipoteze ove doktorske disertacije i odredivanja razine
oksidativnog stresa kao i utjecaja na vaskularnu funkciju koriste¢i razli¢ite metode, dobiveni

su sljedeci rezultati:

5.2. Razina oksidativnog stresa (TBARS) i antioksidativni kapacitet (FRAP) u serumu i
tkivu aorte

U grupi A-HBO: utvrdena je znaCajno veca razina oksidativnog stresa u serumu u

odnosu na CTRL grupu. Antioksidativni kapacitet izmedu svih ispitanih grupa nije se

znacajno promijenio (Slika 5.2.1. A1 B).
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1.0

* 3 CTRL (n=7)
@@ A-HBO, (n=6)

Z — _ 3 HBO, 24H (n=7)
= ] 4D HBO, (n=7)
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0.0
B

3 CTRL (n=7)

0.2 @@ A-HBO, (n=6)
o o __ — 00 HBO, 24H (n=7)
F [ 4D HBO, (n=7)
s
£ 0.1
o

0.0

Slika 5.2.1. A) Serumska razina oksidativnhog stresa (TBARS) i B) antioksidativnog
kapaciteta (FRAP) izmjerenih iz uzoraka arterijske krvi.

A-HBO: grupa ima povecani oksidativni stres u odnosu na ostale grupe. U antioksidativnom
kapacitetu nisu primjecene razlike izmedu grupa. Rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti£SEM; *p<0,05 u usporedbi s CTRL, 24H-HBO: i 4D-HBO:..
Razina oksidativnog stresa odredena mjerenjem TBARS u tkivu aorte statisticki je

znacajno veca jedino u 4D-HBO2 grupi u usporedbi s vrijednostima u 24H-HBO: grupi.

Antioksidativni kapacitet je nepromijenjen kao i u serumu (Slika 5.2.2. A'i B).

22



o
(o]
1

¢ (UM/MDA)
o
~
1

o
N
1

o
o
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C3 CTRL (n=8)
C3 AHBOT (n=8)
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@ 4D HBOT (n=7)

C3 CTRL (n=8)
C3 AHBOT (n=8)
&3 HBOT 24H (n=8)
@ 4D HBOT (n=7)

Slika 5.2.2. Razina oksidativnog stresa (TBARS) (A) i antioksidativhog kapaciteta

(FRAP) (B) izmjerena iz uzoraka tkiva aorte.

Razina oksidativnog stresa u tkivu aorte povecana je u 4D-HBO- grupi u usporedbi s 24H-

HBO: grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SEM; *p<0,05 u usporedbi s

24H-HBO: grupom.
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5.3. Mjerenje razine superoksida metodom fluorescencije in situ

Bazi¢ne razine superoksida odredene in situ metodom fluorescencije u tkivu aorte
pokazuju znacajno najvece razine superoksida u A-HBO. grupi u odnosu na sve ostale
testirane grupe (Slika 5.3.1.). Nakon primjene TEMPOL-a nije utvrdena razlika u razinama
superoksida medu testiranim grupama, dok je u A-HBO2 grupi razina superoksida nakon
primjene TEMPOL-a znacajno snizena u odnosu na bazi¢ne vrijednosti u toj grupi.
Primjenom L-NAME-a, u CTRL grupi nema promjena u razini superoksida, u A-HBO grupi
je razina znacajno snizena u odnosu na bazi¢nu dok je u 24H-HBO; i 4D-HBO; grupama
razina superoksida nakon primjene L-NAME-a znacajno sniZzena u odnosu na razinu nakon
stimulacije ACh-om. Stimulacija ACh-om, statisti¢ki znacajno povecava razinu superoksida u

24H-HBO: grupi u odnosu na bazi¢ne vrijednosti u toj grupi (5.3.2. A-D).

o
g

(] bazi¢no
TEMPOL

B
<

CTRL bazi¢no n=13, TEMPOL n=13
A-HBO, bazi¢no n=13, TEMPOL n=13
24H-HBO, bazitno n=13, TEMPOL n=13
4D-HBO, bazitno n=13, TEMPOL n=13

w
<

)
<

—
i

o

DHE Intenzitet fluorescencije (AU)

CTRL A-HBO2 24H-HBO:2 4D-HBO:2

Slika 5.3.1. Grafic¢ki prikaz razina superoksida u testiranim grupama odredenih in situ
metodom fluorescencije bazi¢no i nakon primjene TEMPOL-a.

Bazi¢na razina superoksida u tkivu aorte najveca je u A-HBO2 grupi u odnosu na ostale
grupe, primjenom TEMPOL-a razina superoksida u A-HBO- grupi je smanjena u odnosu na
bazi¢ni odgovor, ali podjednaka kao u ostalim grupama. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost+SEM; *p<0,05 u usporedbi A-HBO: bazi¢nog odgovora s preostalim grupama

prije i nakon primjene TEMPOL-a.
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*p<0,05 u usporedbi s bazi¢nim odgovorom

@ CTRL bazi¢no (n=13)

@8 CTRL+ACh (n=13)

@8 CTRL+L-NAME (n=13)
CTRL+TEMPOL (n=13)

@B AHBO,baziéno(n=13)
®» A-HBO,+ACh (n=13)
®® A-HBO,+L-NAME (n=13)

A-HBOA#+TEMPOL (n=13)
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@ 24H-HBO#ACh (n=13)
@ 24H-HBO#L-NAME (n=13)
24H-HBO+TEMPOL (n=13)

DHE Intenzitet fluorescencije (AU)

1.
204 =j=
0-
*p<0,05 u usporedbi s bazi¢nim odgovorom
1p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO,+ACh
D)
@ 4D-HBO,baziéno (n=13)
40- @ 4D-HBO,+ACh (n=13)
@ 4D-HBO;+L-NAME (n=13)
4D-HBO#+TEMPOL (n=13)
==

N
it

DHE Intenzitet fluorescencije (AU)
o

Tp<0,(}5 usporedbi s 4D-HBO,+ACh

Slika. 5.3.2. Graficki prikaz in situ odredivanja razine superoksida metodom
fluorescencije koriste¢i DHE specificnu boju za superoksid u testiranim grupama.

Prikazane su bazi¢ne vrijednosti i uz primjenu inhibitora NOS-a L-NAME-a, SOD mimetika
TEMPOL-a i ACh (10°) u CTRL grupi (A), A-HBO: (B), 24H-HBO: (C) i 4D-HBO- (D)
grupi.Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost£SEM; *p<0,05 u usporedbi s bazi¢nim
odgovorom odgovarajuce grupe; Tp<0,05 u usporedbi s odgovorom nakon dodavanja ACh u

odgovarajucoj grupi.
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Fotografije tkiva aorte bojanog DHE bojom snimljene Olympus DP70 kamerom na
fluorescentnom mikroskopu pod najmanjim povecanjem uz filter set 15 prije i nakon primjene

TEMPOL-a pokazuju najveci intenzitet boje u A-HBO. grupi.

CTRL bazi¢no - CTRL+ TEMPOL

A-HBO, bazi¢no A-HBO,+ TEMPOL

24H-HBO, bazitno 24H-HBO, + TEMPOL

4D-HBO, bazi¢no 4D-HBO, + TEMPOL

Slika 5.3.3. Reprezentativni prikaz in situ fluorescencije superoksida nakon bojanja
aortnih prstenova DHE bojom prije i nakon inkubacije s TEMPOL-om.

Intenzitet boje proporcionalan je kolic¢ini superoksida. Slike su napravljene na ZeissAxioskop
MOT2 mikroskopu, pomo¢u Olympus DP70 kamere uz Zeiss filter set 15 (546 nm valna

duljina za ekscitaciju i 590 nm za emisiju uz razdjeljiva¢ snopa na 580 nm).
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5.4. Rezultati na aortnim prstenima

5.4.1. Bazi¢ni odgovor na ACh

Primjena acetilkolina u koncentracijama od 10-° do 10° M u sve &etiri grupe Stakora
izazvala je vazodilatacijski odgovor. Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u bazi¢nom
odgovoru u A-HBO: grupi u odnosu na CTRL i preostale grupe. U A-HBO: grupi takoder je
utvrdena i smanjena osjetljivost na ACh §to pokazuje LogECS50 vrijednost prikazane u tablici
pored grafa. EC50 (polovica maksimalne u¢inkovite koncentracije) predstavlja koncentraciju
ACh (M) koja izaziva odgovor na pola puta izmedu bazi¢nog odgovora i maksimuma u

tablici. Rezultati su prikazani na slici 5.4.1.

120- LogEC50 |  EC50 (M)
* ® CTRL (N=78) .7.588 2.5840.08

2 1004 m A-HBO; (N=76 -1.215% 6.093e-08
B A 24HHBO: (N=79) -7.566 2.717e08
& 804 + 4D HBO; N=76) 7.652 2.226e.08
c
£ 604
o
7 40-
[=]
@
a 204
®

u.. .................................... —

NA -9 -8 -7 -6 -5
log [ACh]

ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, N- broj aortnih prstenova
Rezultati su izrazeni kao srednja vrigdnost+/-SEM.
* p=0.05 A-HBO, vs.CTRL, 24H-HBO,, 4D-HBC,

Slika 5.4.1. Bazi¢ni odgovor aortnih prstenova u testiranim grupama na primjenu
acetilkolina u koncentracijama od 10 do 10> M.

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u
koncentraciji 10'M + SEM. U tablici su prikazane vrijednosti LogEC50 i EC50 koje
pokazuju osjetljivost na ACh. (N je broj prstena- 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u A-HBO> grupi u odnosu na CTRL i ostale grupe
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5.4.2. Endotel - neovisna relaksacija

Nakon primjene SNP-a (koji je izravni donor NO-a) nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u odgovoru medu grupama. Sve su zile imale ocekivani vazodilatacijski odgovor.
CTRL grupa pokazala je nizu osjetljivost na SNP u usporedbi s A-HBO i 24H-HBO:
grupama Stakora (Fp <0,05); 4D-HBO; grupa pokazala je nizu osjetljivost na SNP u usporedbi
s 24H-HBO:> skupinom stakora (f p <0,05).

120-
LogEC50 | EC50 (M)
o 1004 @ CTRL (n=3, N=12) -6.9281 1.181e-07
m A-HBOz (n=4, N=16) 7165 6.840e-08
80~ A 24HHBOz(n=4, N=16)| 7.213 6.129¢-08
+ 4D-HBO; (n=4, N=15) -6.9971 1.006e-07

(o]
T

20-

% preostale kontrakcij
'
i

NA -10 -9 -8 -7 6 -5 4
log [SNP]

SNP- natrijev nitroprusid, MA- neradrenalin, n- broj Stakera, M- broj aortnih prstenova
Rezultati su izraZeni kao srednja vrigdnost+-SEM.

Slika 5.4.2. Reaktivnost aortnih prstenova na primjenu SNP-a u koncentracijama od 10
10 do 10* M.

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u
koncentraciji 10" M £SEM. U tablici su prikazane LogEC50 i EC50 koji pokazuju osjetljivost
aortnih prstenova na SNP.

(n predstavlja broj Stakora, N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).
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5.4.3.0dgovor aortnih prstena na ACh nakon primjene inhibitora.

U kontrolnoj grupi nije bilo znacajnih razlika u vazorelaksacijskom odgovoru nakon

primjene razliitih inhibitora osim nakon primjene L-NAME-a gdje je vazorelaksacijski

odgovor gotovo u cijelosti inhibiran, a osjetljivost na ACh je smanjena.

120- LogEC50 EC50 (M)
* N . -- - baseline (N=78) -7.588 2.584E-08

@ L-NAME {N=20) -6.354* A A25E-07

A INDO (N=20) -1.7113* 1.938E-08

4 MS-PPOH (N=18) -1.414* 3.856E-08

O TEMPOL {n=20) -1.582 2.616E-08

% preostale kontrakcije

log [Ach]

Grupa: CTRL
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost-SEM
*p<0,05 u usporedbi s baziémm odogovorom

Slika 5.4.3.1. Odgovor aortnih prstena kontrolne grupe Stakora na acetilkolin u

koncentraciji od 10° M do 10° M u bazalnim uvjetima(n=78) te nakon primjene

inhibitora L-NAME-a (n=20), INDO (n=20), MS-PPOH-a (n=18) i TEMPOL -a (n=20).

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 10" M + SEM.(N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u odnosu na bazi¢ni odgovor
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U A-HBO2 grupi, primjenom L-NAME-a takoder je doslo do inhibiranja

vazorelaksacijskog odgovora i smanjene osjetljivosti na ACh aortnih prstenova. Primjenom

TEMPOL-a postignuta je statisticki znacajnija relaksacija u odnosu na bazi¢ni odgovor.

TEMPOL i INDO povecavaju osjetljivost aortnih prstenova na ACh, L-NAME i MS-PPOH

ju smanjuje u usporedbi s bazi¢nim odgovorom.

120- LogEC50 | EC50(M)
2,100 -- - baseline (N=78) -1.215 6.093E-08
° @ L-NAME {N=20) -6.539¢ 2.893E-07
g 80 A INDO {N=20) -7.4991 3.170E-08
g 4 MS-PPOH {N=18) -1.079% 8.334E-08
: 60- O TEMPOL {n=20) -1.5641 2.727E-08
®
v 404
o
L 20-

ES
0-
log [Ach]
Grupa: A-HBO,

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttSEM
*p<0,05 bazi¢ni odogovoru usporedbi s L-NAME-om
Tp<0,05 bazicni odogovoru usporedbi TEMPOLOM

1p<0.,05 osjetljivost na ACh nakon primjene inhibitora u odnosu na bazi¢ni odogovor

Slika 5.4.3.2. Odgovor aortnih prstena A-HBO: grupe Stakora akutno tretirane u

hiperbari¢noj komori na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do 10° M u bazalnim

uvjetima (n=76) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=20), indometacina (n=20),

MS-PPOH (n=18) i TEMPOL-a (n=20).

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 10" M £SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).
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Vazorelaksacijski odgovor aortnih prstenova u 24H-HBO. grupi statisticki je
znaajno inhibiran jedino primjenom L-NAME-a. Nakon primjene TEMPOL-a nema
znacajnih razlika u vazorelaksacijskomodgovoru na ACh. Osjetljivost na ACh najvise je
smanjena djelovanjem L-NAME-a u usporedbi s bazi¢nim odgovorom. MS-PPOH i INDO
takoder smanjuju osjetljivost na ACh dok ju TEMPOL povecava.

LogEC50 | EC50 (M)
1207 ---_baseline (N=79) 7.566 2.717E-08
2. 100- ® L-NAME (N=20) -6.61271 2.444E-07
e A [INDO (N=20) ) -7.3657 4.320E-08
£ 80- 4 MS-PPOH (N=19) -7.4227 3.782E-08
g O TEMPOL (N=20) -1.7171 1.918E-08
x 604
2
©
7z 407
o
S 204
R
0-
NA -9 -8 -7 -6 -5
log [Ach]
Grupa: 24H-HBO,
Rezultati su prikazam kao srednja viijednost=SEM
*p<0,05 bazi¢ni odogovoru usporedbi s L-NAME-om
Tp<0,05 osjetljivostna ACh nakon primjene inhibitora u odnosuna baziéni odogovor

Slika 5.4.3.3. Odgovor aortnih prstena 24H-HBO:2 grupe Stakora akutno tretirane u
hiperbari¢noj komori i testirane nakon 24h na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do
10° M u bazalnim uvjetima (n=79) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=20),
indometacina (n=20), MS-PPOH-a (n=19) i TEMPOL-a (n=20).

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 107 M = SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

32



U 4D-HBO:2 grupi vazorelaksacijski odgovor aortnih prstenova na ACh statisticki je

znaCajno inhibiran primjenom L-NAME-a, ali ne u potpunosti. Djelomic¢no inhibiran

primjenom MS-PPOH u dozama 106 M i 10-” M. Primjenom TEMPOL -a nije utvrdena razlika

u relaksacijskom odgovoru u odnosu na bazi¢ni odgovor. Osjetljivost na ACh takoder je
smanjena djelovanjem L-NAME-a, a povecana djelovanjem INDO, MS-PPOH i TEMPOL-a.

LogEC50 EC50 (M)

120- -- - baseline (N=76) -7.652 2.226E-08
. ® L-NAME (N=20) 6.469* 3.395E-07
=100+ A INDO (N=20) 8.147+ 7.124E-09
™ & MS-PPOH (N=16) -8.103+ 7.886E-09
£ 80+ [ O TEMPOL (N=20) 7.291* 5.120E-08
[«]
x 60+
o
(1]
v 40-
o
L 204
)

0_ .
NA 9 -8 7 -6 5
log [Ach]

Grupa: 4D-HBO,

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost=SEM
*p<0,05 baziént odogovoru usporedbi s L-NAME-om
Tp<0,05 baziéni odogovor u usporedbi s MS-PPOH

1 p<0,05 ogjetljivost na ACh nakon primjene inhibitora u odnosu na bazi¢ni odogovor

Slika 5.4.3.4. Odgovor aortnih prstenova 4D-HBO: grupe S$takora tretirane u

hiperbari¢noj komori 4 dana i testirane 5. dan na acetilkolin u koncentraciji od 10° M

do 10°° M u bazalnim uvjetima (n=76) te nakon primjene inhibitora L-NAME-a (n=20),

indometacina (n=20), MS-PPOH-a (n=16) i TEMPOL-a (n=20).

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 107 M + SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).
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Utvrdujué¢i mehanizme koji posreduju relaksacijski odgovor aortnih prstenova na ACh

ovisno o duzini trajanja HBO, nakon primjene L-NAME-a, utvrdena je znacajnije smanjena

inhibicija relaksacije nakon primjene L-NAME-a u odnosu na CTRL grupu u svim HBO:

grupama iako u osjetljivosti na ACh nema razlika.

120-
100- o

% preostale kontrakcije

*1

LogEC50 | Ecs0 (m)
® CTRL (N=20) -6.354 4.425E-07
m A-HBO; (N=20) -6.539 2.893E-07
A 24H-HBO; (N=20) -6.612 2.444E-07
4 4D-HBO; (N=20) -6.469 3.395E-07

log [Ach]
L-NAME

ACh- acetikolin, MA- noradrenalin, N- broj sortnin pratenova
Rezufliati su izraZeni kao srednja vrijednost+/-SEM.

*p<0.05 CTRL vs. 24H-HBO,; 1p<0.05 CTRL vs. 4D-HBO,

Slika 5.4.3.5. Odgovor aortnih prstenova na acetilkolin u koncentraciji od 10°° M do 10

M u) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=20) u kontrolnoj i testiranim grupama.

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 107 M + SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u odnosu na 24H-HBO;
+p<0,05 u odnosu na 4D-HBO>
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Primjenom TEMPOL-a dolazi do znacajno poboljsane relaksacije u A-HBO> grupi u

odnosu na bazi¢ni odgovor u toj grupi. Rezultati nadalje prikazuju da nema znacajnih razlika

medu grupama nakon primjene TEMPOL-a u usporedbi s odgovarajuéim bazi¢nim

odgovorom za tu skupinu ili u usporedbi s kontrolom.

L LogEC50 | EC50 (M)
1004 ® CTRL (N-20) 7582 2 616E-08
0. u A-HBO; (N=20) 7564 2 727E-08

A 24H-HBO; (N=20) 2717 1.918E-08
e~ & 4D-HBO, (N=20) 7.291 5.120E-08

% preostale kontrakcije

log [Ach]

TEMPOL

ACh- acetilkalin, MA- noradrenalin, N- broj sortnih prstenava
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost+-SEM.

"p<0.05 24H-HBO, vs, 4D-HBO,

Slika 5.4.3.6. Odgovor aortnih prstenova na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do 10

M nakon primjene TEMPOL-a (n=20) u kontrolnoj i testiranim grupama.

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 10" M + SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u usporedbi s 4D-HBO:
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Primjenom indometacina utvrdena je razlika u odgovoru na ACh medu grupama. U

4D-HBO; grupi statisti¢ki je poboljsana relaksacija nakon primjene INDO u usporedbi s

preostalim grupama. U 24H-HBO:; grupi indometacin djelomi¢no inhibira relaksacijski

odgovor u dozi 10" M u usporedbi s kontrolom.

% preostale kontrakcije

LogEC50 | EC50 (M)
® CTRL (N=20) -7.713 1.938E-08
u A-HBO; (N=20) -7.499 3.170E-08
A 24H-HBO; (N=20) -7.365 4.320E-08
4 4D-HBO; (N=20) -8.147 7.124E-09

log [Ach]
INDO
ACh- acetilkolin, NA- noradrenalin, M- broj aortnih prstenova
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost+-SEM
*p=0.05 4D-HBQ, vs, CTRL, A-HBO,, 24H-HBOQ. tp=0.05 CTRL vs. 24-HBO,

Slika 5.4.3.7. Odgovor aortnih prstenova na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do 10

M nakon primjene inhibitora indometacina (n=20) u kontrolnoj i testiranim grupama.

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 107 M + SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).
*p<0,05 u usporedbi s 4D-HBO;
p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO:
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Primjenom MS-PPOH-a utvrdena je razlika u odgovoru na ACh u A-HBO: grupi u
usporedbi s CTRL i 24H-HBO, u dozama 10° — 10"" M, te u usporedbi s 4D-HBO> grupom u
dozi 10 M. MS-PPOH djelomiéno inhibira relaksacijski odgovor u dozi 10 M u 4D-HBOz u
usporedbi s CTRL.

% preostale kontrakcije

LogEC50 | EC50 (M)
® CTRL (N=18) -8.103 7.886E-09
a A-HBO; (N=18) -7.079 8.334E-08
A 24H-HBO; (N=19) -7.592 2.556E-08
4 4D-HBO; (N=16) -7.402 3.966E-08

log [Ach]

MS-PPOH

ACh- acetilikoin, NA- noradrenain, N- broj aortnih prstenova
Rezukati su 2ra2eni kao srednja vriednost+/-SEM

*p<0.05 A-HBO, vs. CTRL, 24H-HBO,; 1p<0.05 A-HBO, vs. 40-HBO,
$p<0.05 CTRL vs. 4D-HBO,

Slika 5.4.3.8. Odgovor aortnih prstenova na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do 10

M nakon primjene inhibitora MS-PPOH-a (n=20) u svim grupama.

Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

koncentraciji 107 M + SEM. (N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u usporedbi s bazi¢nim odgovorom odgovarajuée grupe
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5.4.4. Hipoksijom uzrokovana relaksacija ovisna oendotelu

Testiranje hipoksijom uzrokovane relaksacije ovisneo endotelu u bazi¢nim uvjetima i
nakon primjene inhibitora pokazalo je slijedece rezultate: hipoksijom posredovana relaksacija
znacajno je smanjena u A-HBO: grupi, te znacajno povecana u 24H-HBO: i 4D-HBO:

grupama u usporedbi s kontrolnom skupinom.

100- 3 CTRL (n=25, N=99)
Bl A-HBO, (=24, N=96)

o M 3 24H-HBO,(n=27, N=105)
‘S . . [ 4D-HBO, (n=28, N=107)
x t
£
Q404
X

20-

0

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost+/-SEM.
n- broj Stakora; N- broj aortnih prstenova

* p<0.05 CTRL vs. A-HBO,, 24H-HBO,, 4D-HBO,.
1p<0.05 A-HBO2 vs. 24H-HBO,, 4D-HBO,.

Slika 5.4.4.1. Bazi¢ni odgovor aortnih prstenova u kontrolnoj i testiranim grupama na
hipoksiju.

Rezultati su prikazani kao postotak relaksacije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji
10" M £ SEM. (n predstavlja broj Stakora, N je broj prstena- 4 aortna prstena po Stakoru).
*p<0,05 u odnosu na preostale grupe

1p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO: i 4D-HBO:>
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U kontrolnoj grupi je nakon inkubacije s indometacinom doslo do znacajnog
smanjenja relaksacije u odnosu na bazi¢ni odgovor kao i nakon primjene MS-PPOH-a.
Kombinacijom tih dviju inhibitora relaksacija je dodatno smanjena. Primjena HIF-1a
inhibitora nije imala utjecaja na hipoksijom posredovanu relaksaciju ovisnu o endotelu u

kontrolnoj grupi.

100- 3 bazi¢ni odgovor (n=25, N=99)
== L-NAME (n=5, N=20)
80+ E=3 INDO (n=4, N=16)
Q
:g MS-PPOH (n=4, N=16)
g 604 __ =<9 INDO+MS-PPOH (n=4, N=15)
=
] E= TEMPOL (n=4, N=16)
© 40- * -4 n=
b T E=3 HIF-1a INH. (n=4, n=16)
X
(=]
20+ *
-
0 NN

grupa: CTRL
n- broj Stakora; N- broj aortnih prstenova
*p<0.05 baziéni odgovor vs. INDO, MS-PPOH, INDO+MS-PPOH

Slika 5.4.4.2. Odgovor aortnih prstena kontrolne grupe $takora na hipoksiju u bazalnim
uvjetima (n=84) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=20), INDO (n=16), MS-
PPOH (n=16), kombinacije INDO i MS-PPOH (n=15), TEMPOL-a (n=16), te HIF-1a
INH. (n=16).

Rezultati su prikazani kao postotak relaksacije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji
10"M + SEM. (n predstavlja broj Stakora, N je broj prstena- 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u odnosu na bazi¢ni odgovor
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Hipoksijom uzrokovana relaksacija aortnih prstenova u A-HBO: grupi najveéim
dijelom je smanjena djelovanjem indometacina. Primjenom TEMPOL-a doslo je do
poboljsane relaksacije, HIF-1a inhibitor nije imao utjecaja na relaksaciju. Kombinacijom
INDO i MS-PPOH relaksacija je zna¢ajno smanjena, ali ne dodatno u odnosu nakon primjene

INDO zasebno.

bazi¢ni odgovor (n=24, N=96)
L-NAME (n=4, N=16)

INDO (n=4, N=16)

MS-PPOH (n=4, N=16)
INDO+MS-PPOH (n=4, N=16)
TEMPOL (n=4, N=16)

HIF-1a INH. (n=4, N=16)

100-

80-

*

% relaksacije

grupa: A-HBO,
n- broj Stakora; N- broj aortnih prstenova
*p<0.05 bazi¢ni odgovor vs. INDO, INDO+MS-PPOH, TEMPOL

Slika 5.4.4.3. Odgovor aortnih prstena A-HBO: grupe Stakora akutno tretirane u
hiperbari¢noj komori u bazalnim uvjetima (n=96) te nakon primjene inhibitora L-
NAME (n=16),INDO (n=16), MS-PPOH (n=16), kombinacije INDO i MS-PPOH (n=16),
TEMPOL-a (n=16) te HIF-1a INH. (n=16).

Rezultati su prikazani kao postotak relaksacije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji
10"M + SEM. (n predstavlja broj Stakora, N je broj prstena- 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u odnosu na bazi¢ni odgovor
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Primjenom INDO, MS-PPOH i HIF-1a inhibitora postignuta je znacajna inhibicija
relaksacijskog odgovora na hipoksiju u 24H-HBO> grupi u usporedbi s bazi¢nim odgovorom.
Primjena L-NAME-a nema utjecaja na relaksacijski odgovor na hipoksiju. Djelovanjem

TEMPOL-a doslo je do pojacane relaksacije u odnosu na bazi¢ni odgovor.

@ bazic¢ni odgovor (n=27, N=105)
100- E= L-NAME (n=5, N=20)
. EE@ INDO (n=5, N=18)

o 80- MS-PPOH (n=5, N=19)
Q:;' o - SN INDO+MS-PPOH (n=4, N=16)
@ E= TEMPOL (n=4, N=16)
g a0 EE HIF-1a INH. (=4, N=16)
X

204

0

grupa: 24H-HBO,
n- broj takora; N- broj aortnih prstenova
*p<0.05 bazi¢ni odgovor vs. INDO, MS-PPOH, INDO+MS-PPOH, TEMPOL,HIF-1c. INH

Slika 5.4.4.4. Odgovor aortnih prstena 24H-HBO:2 grupe $takora akutno tretirane u
hiperbari¢noj komori i testirane nakon 24h na hipoksiju u bazalnim uvjetima (n=105) te
nakon primjene inhibitora L-NAME (n=16), INDO (n=16), MS-PPOH (n=16),
kombinacije INDO i MS-PPOH (n=16), TEMPOL-a (n=16) te HIF-1a INH. (n=16).
Rezultati su prikazani kao postotak relaksacije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji
10"M + SEM. (n predstavlja broj Stakora, N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u odnosu na bazi¢ni odgovor
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U 4D-HBO:> grupi primijecen je slican odgovor nakon primjene inhibitora kao u 24H-
HBO2 grupi, pri ¢emu je primijecena tendencija dodatnog ucinka primjenom kombinacije
INDO i MS-PPOH. Primjena L-NAME i TEMPOL-a nije rezultirala nikakvom promjenom
kao ni primjena HIF-1a inhibitora.

100- I baziéni odgovor (n=28, N=107)
=3 L-NAME (n=5, N=20)

80- _ EZ INDO (n=5, N=19)
::_,—’- _ e MS-PPOH (n=5, N=18)
& 60- SN INDO+MS-PPOH (n=4, N=15)
4
T E= TEMPOL (n=5, N=19)
Q -
o 40 d EX3 HIF-1a INH. (n=4, N=16)
X
[-)

” | &

0 .

grupa: 4D-HBO,
n- broj Stakora; N- broj aortnih prstenova
*p<0.05 bazi¢ni odgovor vs. INDO, MS-PPOH, INDO+MS-PPOH

Slika 5.4.45. Odgovor aortnih prstena 4D-HBO: grupe Stakora tretirane u
hiperbari¢noj komori kroz 4 uzastopna dana i testirane 5. dan na hipoksiju u bazalnim
uvjetima (n=107) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=20), INDO (n=19), MS-
PPOH (n=18), kombinacije INDO i MS-PPOH (n=15), TEMPOL-a (n=19) te HIF-1a
INH. (n=16).

Rezultati su prikazani kao postotak relaksacije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji
10"M % SEM. (n predstavlja broj Stakora, N je broj prstena - 4 aortna prstena po Stakoru).

*p<0,05 u odnosu na bazi¢ni odgovor
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5.5.Relativni izrazaj mRNA u tkivu aorte

Tablice 5.5.1. i 5.5.2. pokazuju relativni izrazaj mRNA za izoforme superoksid
dismutaze 1, 2, 3 (Cu / Zn SOD, Mn SOD, EC SOD — SOD 1, 2 i 3), katalaze (CAT) te
glutation peroksidaze 1 i 4 (GPxl, GPx4). Izrazaji SOD1 i SOD3 su statisti¢ki znacajno veci u
grupi 4D-HBO2 u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama koje nisu podvrgnute HBO:
protokolima i u usporedbi s A-HBO: i 24H-HBO: grupama. To je ocigledno kada se
normalizira i prema izrazaju HPRT ili 18s gena (podatci za normalizaciju prema izrazaju 18s
gena nisu prikazani). Relativni izrazaj SOD2 nije znacajno razliCit medu grupama. Izrazaj
MRNA katalaze te GPxl i GPx4 znacajno je povecan u grupi 4D-HBO, u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Izrazaj MRNA katalazei GPx4 takoder je znacajno povecan u 24H-
HBO. grupi u usporedbi s kontrolnom skupinom. U 24H-HBO> grupi izrazaj za GPx1 i GPx4

povecan je i u odnosu na A-HBO> skupinu.

Tablica 5.5.1. Relativni izrazaj mRNA SOD izoformi (Cu/Zn SOD, Mn SOD i EC SOD) u

tkivu aorte kontrolne i testiranih grupa.

Ispitivana

Cu/Zn SOD MnSOD EC SOD
grupa
CTRL 0,85+0,15 0,43+0,13 0,49+0,15
A-HBO:2 0,82+0,13 0,48+0,16 0,46+0,08
24H-HBO:2 0,86+0,10 0,97+0,23 0,82+0,08
4D-HBO:2 1,77+£0,20*+1  0,40+0,15 1,49+0,33%%1

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SEM
*p<0,05 u usporedbi s CTRL

Tp<0,05 u usporedbi s A-HBO2 grupom

1p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO, grupom
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Tablica 5.5.2. Relativni izrazaj mRNA Kkatalaze (CAT) i glutation peroksidaza 1 i 4

(GPx1, GPx4) u tkivu aorte kontrolne i testiranih grupa.

Ispitivana

CAT GPx1 GPx4
grupa
CTRL 0,42+0,10 1,84+0,65 0,35+0,08
A-HBO:2 0,76x0,18 3,51+1,22 0,31+0,11
24H-HBO:2 1,12+0,18* 2,72+0,507 0,63+0,07*+
4D-HBO:2 1,66+0,16%Ff 10,86+1,84*Ff  0,48+0,14*F

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SEM

*p<0,05 u usporedbi s CTRL
+p<0,05 u usporedbi s A-HBO; grupom
1p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO, grupom

Relativni izrazaj COX-1 znacajno je snizen u 24H-HBO. grupi u usporedbi s ostalim

grupama, dok medu preostalim grupama nema utvrdenih razlika. Izrazaj COX-2 u usporedbi s

kontrolom znacajno je snizen u 4D-HBO; grupi. Takoder je znacajno snizen i u 24H-HBO> i

4D-HBO; grupama u usporedbi s A-HBO. skupinom.

Relativni izrazaj INOS-a znacajno je smanjen u grupama A-HBOz i 24H-HBO: u usporedbi s

kontrolnom skupinom, a izrazaj eNOS-a nije znacajno razli¢it medu grupama.

Tablica 5.5.3. Relativni izrazaj mRNA ciklooksigenaza 1 i 2 (COX-1 i COX-2) te dusik

oksid sintaza (iNOS i eNOS) u tkivu aorte kontrolne i testiranih grupa

eNOS

Ispitivana

COX-1 COX-2
grupa
CTRL 4,20+0,56 1,18+0,34
A-HBO:2 4,42+0,71 1,45+0,40

0,38+0,07  0,13+0,06
0,11+0,02* 0,03+0,02

24H-HBO:2 1,74+0,21*ff 0,47+0,107 0,12+0,03* 0,13+0,06
4D-HBO2 3,53+0,33  0,33+0,32*f 0,21+0,05 0,04+0,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SEM

*p<0,05 u usporedbi s CTRL
+p<0,05 u usporedbi s A-HBO, grupom
1p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO, grupom
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Relativni izrazaj HIF-1a transkripcijskog faktora i njegovog ciljanog gena VEGF-a statisticki
je znacajno povisen u 24H-HBO; i 4D-HBO; grupama u usporedbi s kontrolom i A-HBO2
skupinom. Relativni izrazaj CYP2cll znacajno je poviSen u 4D-HBO> grupi u odnosu na
preostale grupe. Izrazaj sastavnih dijelova NADPH oksidaze statisticki je znac¢ajno povecan u
4D-HBO; grupi u usporedbi s preostalim grupama za obje sastavnice. U 24H-HBO; grupi
izrazaj gp91phox je povecan u odnosu na grupe CTRL i A-HBO3.

Tablica 5.5.4. Relativni izrazaj mRNA transkripcijskog faktora HIF-1a i ciljnog gena
VEGF-a, CYP2cll, te sastavnih dijelova NADPH oksidaze p47phox i gp91phox u tkivu

aorte kontrolne i testiranih grupa

Ispitivana

HIF-1a VEGF CYP2cl1 p47phox gp91phox
grupa
CTRL 0,8+0,07 0,19+0,05 1,11+0,17 5,21+1,22 0,10+0,02

A-HBO:2 0,48+0,07 0,30+0,07 0,69+0,10 3,87+0,44 0,68+0,21
24H-HBO:2 0,82+0,12*1 0,53+0,06*1  0,55+0,11 4,44+0,49 1,07+0,11*7
4D-HBO2  0,75+0,08*f 0,58+0,12*1 2,21+0,41*1% 6,96+0,67*t1 1,95+0,34*F1

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SEM
*p<0,05 u usporedbi s CTRL

Fp<0,05 u usporedbi s A-HBO> grupom

1p<0,05 u usporedbi s 24H-HBO, grupom
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5.6. Relativni izrazaj proteina u tkivu aorte

Relativni izrazaj COX-2 i CYP2c11 proteina znacajno je povecan u 24H-HBO: i 4D-
HBO- u usporedbi s CTRL grupom. U relativnim izrazajima preostalih istrazivanih proteina
nema statistickih znacajnosti. Mjerenje izrazaja proteina zbog tehnickih razloga i nedovoljnog
broja uzoraka za adekvatnu statisticku analizu potrebno je ponoviti te je rezultate potrebno

tumaciti s oprezom.

A)

4-
£ 3 CTRL (n=6)
E = A-HBO, (n=6)
S 31 mm 24H-HBO, (n=6)
5 mm 4D-HBO, (n=6)
=24
=
0 | I

CTRL A-HBO, 24H-HBO, AD-HBO,
A A A A
( Y ¥ )

COX-1

B-ACTIN M

B)

4 -
'§ 3 CTRL (n=6)
g s = A-HBO, (n=6)
R ] mEm 24H-HBO, (n=86)
S N mm 4D-HBO, (n=6)
& 21
5 “t
519
E —1_
= oLl '

C]’RL A—I1IB02 24HIHBOZ 4D—1—IBOz

[
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B-ACTIN TS ———————
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Slika 5.6.1. Relativni izrazaj A) COX-1, B) COX-2, C) iNOS, D) HIF-1e, E) VEGF i F)
CYP2cl1 proteina u tkivu aorte odredenih Western blot metodom.

IzraZzaj je normaliziran prema izrazaju za [-aktin. Rezultati su prikazani slikovno
(reprezentativni prikaz) i graficki kao srednja vrijednost+SEM; *p<0,05 u odnosu na CTRL,
p<0,05 u usporedbi s A-HBO; skupinom.
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6. RASPRAVA

Prikazana je studija prva koja ispituje utjecaj akutnog i intermitentnog izlaganja
hiperbari¢noj oksigenaciji zdravih SD Stakora na vaskularnu funkciju i endotelom
posredovanu dilataciju na oba fizioloSka podrazaja ACh i hipoksiju, mehanizme kojima se
odvija relaksacija te poblize razjasnjava ulogu antioksidativnih obrambenih mehanizama i
povecanog oksidativnog stresa.

Glavne spoznaje ovog istrazivanju su: akutno izlaganje hiperbari¢noj oksigenaciji narusava i
ACh 1 hipoksijom posredovani relaksacijski odgovor torakalne aorte in vitro; akutna
hiperbari¢na oksigenacija uzrokuje povecani oksidativni stres Sto dovodi do poremecene
relaksacije aortnih prstenova u in vitro uvjetima; razliciti protokoli, tj. trajanje izlaganja
hiperbari¢noj oksigenaciji dovodi do promjene mehanizama kojima se odvija relaksacija
posredovana ACh ili hipoksijom. Rezultati genskog izrazaja enzima ukljuéenih u dilatacijske

putove i antioksidativnih enzima podupiru navedene funkcionalne rezultate.

6.1. Uloga HBO:i oksidativnog stresa na mehanizme relaksacije

Postoje studije koje su proucavale utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na vaskularnu
funkciju, kao naprimjer Hink sa suradnicima koji su pokazali da A-HBO> smanjuje ACh
posredovanu relaksaciju, ali nisu pokazali uinak uklanjanja superoksida 1 vodikovog
peroksida pomo¢u PEG-SOD i PEG-katalaze te stoga nisu mogli objasniti takvo smanjenje
(4). Nasi rezultati pokazuju da proizvodnja superoksida i posljedi¢ni oksidacijski stres izazvan
akutnom hiperbari¢cnom oksigenacijom igraju klju¢nu ulogu kod oste¢enih vazorelaksacijskih
odgovora na acetilkolin, ali i hipoksiju. Reaktivni kisikovi radikali mogu inaktivirati
formiranje NO-a, pa je uoceni reverzibilni ucinak akutne HBO2 na ACh posredovanu
relaksaciju, u skladu i sa studijom Ay-a i suradnika koja pokazuje da oksidativni uéinak
HBO- traje samo 1 sat. (123). Istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji takoder pokazuju da su
ucinci hiperbaricnog kisika u proizvodnji povecanog oksidativnog stresa 1 smanjene
vaskularne relaksacije ovisne o endotelu izuzetno brzi, jer su nakon samo jednog izlaganja
otkrivene znac¢ajne promjene.

Nedavna studija iz naSeg laboratorija dr. Unfirer sa suradnicima pokazala je alternativni put
endotel-ovisne vazorelaksacije posredovane ACh-om kod dijabeti¢nih Zivotinja izloZenih 4
dana hiperbari¢nom kisiku koji najvjerojatnije ukljuuje povecanu proizvodnju ili osjetljivost

na EETs (12). Rezultati ove disertacije pokazuju smanjenje doprinosa NO-a na ACh
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induciranu relaksaciju u HBO> izloZenim zivotinjama §to se ¢ini da je proporcionalno trajanju
tretmana HBO: (Slika.5.4.3.5.) §to sugerira da izloZzenost HBO2 moze izazvati adaptacijske
mehanizme Cak i kod zdravih Zivotinja, iako je znacajnost potvrdena samo na dvije doze ACh,
dok je kod hipksijom posredovane relaksacije taj u¢inak neupitan.

Istrazivanja na zivotinjskim modelima pokazuju da postoji interakcija izmedu enzima koji
proizvode vazoaktivne metabolite (NOS, COX-1, -2, CYP450) i slobodnih radikala kisika
(ROS). ROS mogu biti nusproizvodi ostecene aktivacije tih enzima zajedno s aktivacijom
NAD(P)H oksidaze, dok ROS moze djelovati na COX enzime na nacin da mijenjaju svoj
smjer prema proizvodnji vazokonstriktora i / ili smanjenjem biodostupnosti NO (9). Nadalje,
Drenjancevi¢ i suradnici takoder predlazu hipotezu da se vrijeme izmedu dvaju izlaganja
moze promatrati kao psudohipoksija pa se ucinak hiperbari¢nog kisika moze promatrati s
druge tocke gledista ne samo kroz prizmu poveéanog oksidativnog stresa i njegovog ucinka
(9, 10). Rezultati inhibiranja HIF-1a potvrduju tu pretpostavku kao i rezultati izrazaja gena.
Prilikom HBO:> dolazi do povecanja oksidativnog stresa, a u nekim patoloskim stanjima kao
terapijski uc¢inak pojavljuje se smanjivanje oksidativnog stresa. Oter i suradnici (8) dokazali
su da se dva sata nakon izlaganja HBO, na 3 atm povecava razina peroksidiranih lipida
(TBARS) 1 superoksid dismutaze (SOD) u plu¢ima, mozgu i eritrocitima. IstraZivanja na
ljudima koji su bili podvrgnuti HBO-u zbog dijabeti¢nih ulkusa pokazala su povecanu razinu
TBARS-a i napredne oksidacije proteina (AOPPs) (60). Matsunami i suradnici (124) dokazali
su da nakon 7 uzastopnih HBO2-a ¢ak i kontrolna grupa Stakora (nedijabeti¢na) ima poveéanu
razinu oksidativnog stresa odnosno TBARS-a, ¢ime su pokazali da sama HBO2 uzrokuje
povecani oksidativni stres. U ovom istraZivanju povecana koli¢ina peroksidiranih lipida,
odnosno TBARS-a nadena je u akutno izlozenih Zivotinja, ali ne i u grupi koja je izlagana 4
dana hiperbari¢noj terapiji, dok je kolicina TBARS-a u kontrolnoj grupi bila normalna.
Razlog zbog kojeg postoji razlika izmedu ovog istrazivanja i prijasnjih (8, 60, 124) mozZe biti
u tome Sto su uzorci za TBARS skupljani 24h poslije zadnjeg izlaganja HBO2, a u
usporednom istraZivanjima uzorci su skupljani neposredno nakon zadnjeg izlaganja kao u
akutnoj grupi, takoder su imali tri dana duzi period izlaganja HBO2 i na veé¢em tlaku (2,4 atm
u usporedbi s 2,0 atm).

Osim mitohondrija, drugi izvor slobodnih radikala u stanicama je NADPH oksidaza na
stanicnoj membrani ili na peroksisomima. NADPH oksidaza trosi kisik i stvara H20.. U
fizioloskim uvjetima, proizvode se velike kolicine H20, koji se uz pomo¢ katalaze (CAT)
raspada na vodu 1 kisik. Iako upotrebljenim metodama kao ni u naSim prijasnjim studijama

oksidativni stres u intermitentno izlaganim zivotinjama nismo uspjeli dokazati osim metodom
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TBARS u tkivu aorte usporedujuéi s 24H-HBO: skupinom, ali ne i serumu, ovi rezultati u
skladu su s prijaSnjim studijama koje su dokazale okisidativni stres. Naime, mi smo tkiva 4D-
HBO- grupe uzorkovali 24h nakon posljednjeg izlaganja, i po povec¢anom izrazaju katalaze i
glutation peroksidaza mozemo zakljuciti da do povisenog oksidativnog stresa ipak dolazi, ali
ne u tolikoj mjeri da se normalnim stani¢nim mehanizmima to ne moze regulirati. U prilog
tome idu i rezultati na akutno izloZenim Zivotinjama i 24h nakon izlaganja, gdje se ve¢ nakon
jednog izlaganja moze vidjeti utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na oksidativni status. Ova
disertacija takoder pokazuje da su ucinci hiperbari¢ne oksigenacije u proizvodnji povecanog
oksidativnog stresa i smanjene vazorelakcije ovisne o endotelu izuzetno brzi, ali prolazni, jer
su znacajne promjene otkrivene nakon samo jedne izlozenosti HBOg, ali su izgubljene 24 sata
nakon izlaganja (Slika 5.4.1.; Slika 5.4.4.1.).

Nadalje, rezultati ukazuju na smanjenje uloge NO-a i na ACh induciranu relaksaciju u
HBO: izlozenim zivotinjama, unato¢ povecanoj osjetljivosti glatkog misic¢a krvnih Zila na
NO, sto se ¢ini da je proporcionalno trajanju HBO2 tretmana. Naime, izlozenost HBO2 moze
izazvati adaptivne mehanizame i ublaziti oksidacijski stres ¢ak i u zdravih Zivotinja (Slika
5.4.3.5.). U skladu s tim nalazima su nedavne studije iz naseg laboratorija koje su prezentirali
Kibel sa suradnicima (11, 13) te Unfirer sa suradnicima (12) koji pokazuju prisutnost
alternativnih putova vazorelaksacije ovisne o endotelu na acetilkolin i ANG (1-7) kod
dijabeti¢nih zivotinja izlozenih 4 dana HBO>, koje predstavljaju najvjerojatnije povecanje
proizvodnje ili osjetljivosti na EET. Studije na zivotinjskim modelima pokazuju da postoji
interakcija izmedu enzima koji proizvode vazoaktivne metabolite (NOS, COX-1, -2,
CYP450) i slobodnih kisikovih radikala (ROS) (125). ROS mogu biti nusproizvodi oStecene
aktivacije spomenutih enzima zajedno s aktivacijom NAD(P)H oksidaze, dok ROS moze
djelovati na COX enzime na nain da mijenjaju svoj smjer u proizvodnji metabolita prema
vazokonstriktorima. Dodatno, ROS moze djelovati tako da smanjuje biodostupnost NO-a
(125).

Ovo je prvo istrazivanje koje izravno procjenjuje endotelnu produkciju superoksida i
ekspresiju antioksidativnih enzima u razli¢itim HBO. protokolima i povezuje ih uz
vaskularnu reaktivnost. Prethodne studije o hiperbari¢noj terapiji pokazale su povecani
oksidacijski stres nakon dugotrajne izlozenosti (3, 99 - 101). Razlika u odnosu na nasa
prethodna i1 sadaSnja istraZivanja, nastaje uglavnom zbog trajanja i nacina izlaganja HBOg,
kao i vremenu uzorkovanja tkiva, osim toga, nijedna od spomenutih studija nije ispitivala

u¢inak HBO; na ekspresiju antioksidativnih enzima (3, 99 - 101).
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Prethodno smo predlozili hipotezu (9, 12, 126) da se vrijeme izmedu dvije izloZenosti

moze promatrati kao psudohipoksija koja je vazna za povecanje izrazaja antioksidativnih
enzima (kao $to je prikazano u tablicama 5.5.1. i 5.5.2.) kao i ostalih enzima vaznih za
odrzavanje mehanizama vaskularne relaksacije (9). U ovoj studiji je opazena povecana
ekspresija antioksidativnih enzima u 4D-HBO: grupi u usporedbi s kontrolnom skupinom i A-
HBO: skupinom (Tablica 5.5.1. i 5.5.2.). Glavni izvor superoksida u 4D-HBO; grupi ¢ini se
da je NADPH oksidaza. Medutim, istodobno je opazeno znacajno poveéanje SOD1 i SOD3 u
4D-HBO: grupi te niza endotelna produkcija superoksida promatrana u izravnim
fluorescencijskim mjerenjima, govore¢i u prilog inetrmitentnom tretmanu HBO; kao
korisnom u povecanju vaskularnih antioksidacijskih mehanizama. Slicno tome, neke
prethodne studije pokazale su da kada se HBO primjenjuje vise od jednom, aktiviraju se
adaptivni mehanizmi koji $titi od daljnjeg oksidativnog oStecenja (127, 128). Iz toga proizlazi
da se HBO; prekondicioniranje moze koristiti u svrhu preventivnog spre¢avanja naknadnih
oksidativnih ozljeda (129, 130). Ovi adaptivni i prekondicijski odgovori koje pokre¢u HBO>
tretmani mogli bi biti odgovorni i za promjene u temeljnim mehanizmima vaskularne
reaktivnosti u ovoj i prethodnim studijama (11-13, 131). Budu¢i da je HBO2 po Zivot vazna
terapija u odredenim stanjima, a njena uc¢inkovitost op¢enito ovisi o ponovljenim izlaganjima
kroz nekoliko dana (132), osobito je vazno definirati njegove molekularne interakcije kada se
opetovano primjenjuje. Sadasnji rezultati upucuju na to da ponavljana izlozenost HBO>
dovodi do ucinkovitijeg uklanjanja ROS-a i povecane proizvodnje NO-a. Daljnje studije
koncentrirane na transkripcijske ¢imbenike 1 njihove ciljane gene za koje se zna da se pokrecu
i aktiviraju s HBO2 mogu pomo¢i u razjasnjavanju to¢nih putova i molekularnih interakcija
koje se javljaju tijekom ili nakon ponovljenih HBO: izlaganja (133). Poznato je da slobodni
radikali izvedeni iz kisika mogu inaktivirati formiranje NO-a (45, 134), stoga, uc¢inak akutnog
izlaganja HBO2 na ACh induciranu relaksaciju, za koji je utvrdeno da je reverzibilan,
odgovara studiji Ay-a i suradnika, koji su pokazali da je oksidativni u¢inak HBO2 prisutan
samo 1 h (123).
Nakon primjene SNP-a (koji je izravni donor NO-a) na aortne prstenove nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike medu grupama (Slika 5.4.2.). Sve su zile imale ocekivani vazodilatacijski
odgovor. Ovakav rezultat ukazuje na to da je u ovom eksperimentalnom modelu hiperbari¢na
terapija ne dovodi do strukturnih promjena u stjenci torakalne aorte.

Vazodilatacijski odgovor na hipoksiju odvija se putem otpuStanja razlicitih
vazoaktivnih faktora iz endotelnih stanica, kao $to su prostaglandini i NO (135). Najve¢im

dijelom vazodilatacijski odgovor na hipoksiju ide putem aktivacije COX-a i posljedi¢ne
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proizvodnje prostaciklina (PGI2) koji potom aktivira Katp kanale (136). Fredricks i suradnici
(136) pokazali su da NO ne igra ulogu u hipoksi¢nim uvjetima, jer je zila reagirala
vazodilatacijom nakon inhibicije NO-a putem L-NAME-a. NO ne igra ulogu u vazodilataciji
pri hipoksi¢nim uvjetima zbog toga Sto nema dovoljnog stvaranja NO-a, jer je za enzimatsku
reakciju potreban kisik (136). Frisbee i suradnici (137) su dokazali da u hipoksi¢noj
vazodilataciji dolazi do aktivacije citokrom P450 enzimatskog puta i da hipoksiéni
vazodilatacijski odgovor nije isklju¢ivo ovisan o COX-u, odnosno o produkciji prostaciklina.
U njihovom pokusu uklonjen je endotel na otpornickoj arteriji skeletnog misica i vidjeli su da
je vazodilatacijski odgovor na hipoksiju znatno smanjen te su zaklju¢ili da su prostaciklin,
NO i/ ili EET kljuéni za vazodilataciju u hipoksiji. Takoder su tretirali arterije s oCuvanim
endotelom s 17-ODYA (neselektivni inhibitor CYP450, inhibira stvaranje EETs-a i 20-
HETE) te su te zile imale smanjen vazodilatacijski odgovor na hipoksiju §to ukazuje nato da i
CYP450 ima ulogu u hipoksiji, a ne samo COX. Pokazali su i da CYP450 epokigenaza ne
igra vaznu ulogu u vazodilataciji otpornicke Zile skeletnog miSi¢a, jer nije doslo do blokade
vazodilatacije nakon izlaganja MS-PPOH-u (selektivni inhibitor epoksigenaze). Medutim,
neki su autori pokazali da krvne zile u kojima postoji EDHF odgovor (koronarne, cerebralne i
pluéne) imaju ocuvani EDHF odgovor u uvjetima teSke hipoksije za koji je dijelom
odgovorna i CYP450 epoksigenaza (138).

U ovom istrazivanju kontrolna je grupa imala o¢ekivani vazodilatacijski odgovor na hipoksiju
te oCekivani poremecen vazodilatacijski odgovor u akutnoj grupi (Slika 5.4.4.1.). Dokazano je
da 24h nakon HBO: i nakon intermitentnog izlaganja dolazi do povecanog vazodilatacijskog
odgovora na hipoksiju $to ukazuje na to da je HBO2 dovela do promjene u aktivaciji i/ili
izrazaju COX-a i/ili CYP450 enzima. Vazodilatacijski odgovor kontrolnih aorti je u
potpunosti posredovan aktivacijom COX-a i stvaranjem PGIy, jer je vazodilatacija bila gotovo
u potpunosti blokirana nakon izlaganja Zila indometacinu. MS-PPOH je smanjio
vazodilataciju na pola vrijednosti od kontrole §to pokazuje da manju ulogu u vazodilataciji pri
hipoksiji igra CYP450 epoksigenaza i stvaranje EETs-a (Slika 5.4.4.2.). Nakon izlaganja
HBO>-u dolazi do nepotpune inhibicije vazodilatacije nakon primjene indometacina te je
doslo do jos vece inhibicije vazodilatacije nakon primjene MS-PPOH-a $to pokazuje da je
HBO: potaknula vece stvaranje EETs-a (Slika 5.4.4.4; 5.4.4.5.). U akutnoj grupi doslo je do
poremecenog odgovora na hipoksiju, jer je bazi¢no poremeceno stvaranje vazokonstriktora i
vazodilatatora (povecano stvaranje 20-HETE i smanjeno stvaranje PGIl.). Nakon izlaganja
aortnih prstenova kombinaciji inhibitora dolazi do jaceg blokiranja vazodilatacije u grupi

INDO + MS-PPOH u donosu na druge kombinacije u HBO> tretiranim grupama $to ukazuje
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na to da je vazodilatacijski mehanizam preusmjeren na stvaranje EETs-a $to dokazuju i
rezultati izrazaja CYP2cl1 i na genskoj i na proteinskoj razini. Poznato je da su razliCiti
metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini, EETs, HETEs te NO) iznimno vazni u
posredovanju vaskularnih reakcija na vazodilatatore i vazokonstriktore ukljucujuéi podrazaje

hipoksijom i hiperoksijom (139, 140).

6.2. Uloga HBO2 i HIF-1a na mehanizme relaksacije

U stanjima promjene parcijalnog tlaka kisika moze do¢i do promjena u sintezi
metabolita arahidonske Kkiseline (smanjenje tkivnog pO2 inhibira sintezu metabolita
arahidonske kiseline) (141, 142), namece se pitanje imaju li ovi metaboliti vaznu ulogu u
promjenama induciranim hiperbariénom oksigenacijom i kakvu ulogu u tome ima HIF-1a
(143) s obzirom da postoje opre¢ni rezultati o ekspresiji HIF-lo. u stanjima promjene
parcijalnog tlaka kisika djelovanjem hiperbari¢ne oksigenacije (144 - 147). Zhang i sur. su
pokazali da je HIF-la povezan s regulacijom vaskularne reaktivnosti utjeCuéi na izrazaj
eNOS, iNOS, HO-1, COX-2 te produkciju NO, CO i prostaglandina (143). Specifi¢ni
metaboliti  arahidonske Kkiseline nazvani  epoksieikozatrienoi¢ne  kiseline  (engl.
epoxyeicosatrienoic acids (EETS)) uzrokuju vaskularnu relaksaciju i pojacavaju ulazak
kalijevih iona u glatke miSi¢ne stanice. Poznato je da je sinteza ovih kiselina (a takoder 1 20-
hidroksieikozatetraenoi¢nih kiselina) smanjena pri nizim vrijednostima pO2 (142). Dobro je
poznato da su izrazaj i aktivacija HIF-a podjedinica ¢vrsto regulirani i njihova degradacija
putem ubikvitinskog proteasoma obi¢no se javlja u hiperoksi¢nim uvjetima (148, 149).
Medutim, neovisno prevladavaju 1i hipoksi¢ni ili normoksi¢ni uvjeti, slobodni radikali su
potrebni za izrazaj HIF-o (149, 150). HBO2 povecava razine HIF-1 i -2 u mati¢nim i
progenitorskim stanicama zbog povecanja ROS-a. Jedna od posljedica stresa uzrokovanih
ROS-om je povecana proizvodnja antioksidativnog tioredoksina i jednog od njegovih
regulatornih enzima, tioredoksin reduktaze (151). Sve je veéi broj ciljnih gena &iji su izrazaj i
aktivacija povezani uz HIF-1o uklju¢ujué¢i gene Ciji su proteinski produkti ukljuéeni u
angiogenezu, energetski metabolizam, eritropoezu, proliferaciju i vijabilnost stanica te
vazomotorni odgovor (149).

S obzirom da se stanice i organi trebaju prilagoditi promjenama opskrbe kisikom, ne bi bilo
iznenadujuce otkriti da je znacajan niz HIF-1 ciljnih gena reguliran na nacin specifi¢an za
tkivo. Do danas, postoji visSe od 100 HIF-1 nizvodnih gena identificiranih s razliCitim

funkcijama. HIF-1 aktivira ekspresiju gena vezanjem na 50-bazni par CIS-djeluju¢eg HRE
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koji se nalaze u njihovim podrudjima poja¢ivata i promotora (110). Stovise, koristenjem
DNA microarray-a, nedavno je objavljeno da vise od 2% svih ljudskih gena regulira HIF-1 u
arterijskim endotelnim stanicama, izravno ili neizravno (152).

Za razliku od inhibicije aktivacije HIF-1 u terapiji raka, promicanje njegove aktivacije moglo
bi biti korisno kod ishemijskih bolesti (153, 154). Ishemi¢ne bolesti kao $to su mozdani udar i
sr¢ani udar uzrokuje lokalizirana hipoksija koja se manifestira kao cerebralna i miokardijalna
ishemija. Poveéanje izrazaja VEGF-a, HIF-la ili HIF-2a moglo bi izazvati stvaranje novih
krvnih zila ciljnog podruc¢ja u mozgu i srcu, ¢ime bi se omogucio povecéani protok krvi i kisik
1 smanjio Stetni odziv na ishemiju (155). Transgeni¢ni miSevi koji prekomjerno izrazavaju
HIF-lo u epidermisu pokazali su povecan izrazaj VEGF 1 znacajnu indukciju
hipervaskularnosti bez indukcije edema, upale ili vaskularnog propustanja (154). Pokazano je
da peptid PR39 izveden iz makrofaga stabilizira HIF-la. smanjujuci njegovu degradaciju, §to
rezultira ubrzanim stvaranjem vaskularnih struktura in vitro kod miseva (156). lzravna
indukcija HIF-1 postize se primjenom N- ili C-terminala ODDD polipeptida koji blokiraju
degradaciju posredovanu VHL (157).

Rezultati ove disertacije, funkcionalni na aortnim prstenovima te izrazaj gena i
proteina potkrepljuju naSu prijaSnju pretpostavku o pojavi pseudohipoksi¢nih uvjeta u
pauzama izmedu dva izlaganja. lako je izrazaj gena za COX-1 i -2 snizen u 24H-HBO> i 4D-
HBO, grupama, proteinski izrazaj COX-2 (Slika 5.6.1.B)) je povecan Sto je u skladu s
rezultatima Kaidi-a i suradnika koji su dokazali da je up-regulacija COX-2 transkripcijska i
povezana je s induciranjem pomoc¢u HIF -1la. Zbog razlike u izrazaju COX enzima na genskoj
i proteinskoj razini trebalo bi napraviti mjerenje aktivnosti enzima te izmjeriti produkciju
metabolita za donoSenje konkretnih zaklju¢aka. Takoder rezultati ukazuju na povezanost
HBO., hipoksije, HIF-1a. i povecane produkcije EETs-a. Takvi rezultati su u skladu s
studijom Chen-a i Goldstein-a (159) koji predlazu mehanizam pozitivne povratne sprege
kojom se moZe objasniti indukcija i aktivacija CYP2C tijekom hipoksije, iako ostaje nejasno
kako EETs povecavaju izrazaj HIF-la proteina i kako fosforilirani AMPK aktivira
transkripciju CYP2C gena. Suzuki sa suradnicima je pokazao da se izraza) mRNA HIF-la ne
povecava pomoc¢u EETs (160), oni zaklju¢uju da opaZeno povecéanje u izrazaju HIF-la
proteina putem EETs-a pod hipoksijom nije zbog povecane transkripcije ve¢ da EETs-i
stabiliziraju HIF-1a aktiviranjem PI3K / Akt puta kako bi se inducirao izrazaj VEGF-a.
Imaju¢i to na umu, rezultati ove disertacije mogli bi uputiti na to da poboljSana relaksacija u
hipoksi¢nim uvjetima 24h nakon HBO> (nakon jednog i 4 dana), gdje funkcionalni rezultati

pokazuju uklju¢enost EETs-a u samu relaksaciju, moze slijediti slicnu logiku. To bi znacilo
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da HBO; izaziva oksidativni stres koji posljedi¢no aktivira HIF-1a, ali i CYP2C11 nakon
¢ega dolazi do povecane sinteze EETs-a koji stabiliziraju HIF-1a i koji dalje aktivira COX-2
na vecéu produkciju prostaciklina i poboljsanu relaksaciju. Brojna su jo§ neodgovorena pitanja
vezana uz mehanizam djelovanja HBO>, a ogranicavajuéi ¢imbenik ove disertacije je taj Sto
nismo bili u moguénosti direktno izmjeriti produkciju NO-a u tkivu, odnosno endotelu aorti
zbog nepostojanja odgovaraju¢eg mikroskopa kojim bi se mogli razluciti slojevi aortnih
stjenki 1 zbog nespecificnog vezanja boje upotrijebljene za bojanje NO-a. Takoder, nismo bili

U mogucénosti izmjeriti ni direktnu produkciju EETs-a.

Za buducnost je kljuéno bolje poznavanje mehanizama djelovanja HBO2, posebno
ucinke u vaskulaturi u svrhu ucinkovitijeg klinickog koristenja. Ova disertacija predstavlja
dobar temelj za buduca istrazivanja. U svrhu daljnjeg razlucivanja utjecaja HBO2, uz izrazaj
nekih drugih transkripcijskih faktora koji bi mogli biti ukljuceni u mehanizme dilatacije
trebalo bi izmjeriti aktivnost ciljanih enzima (prvenstveno COX-a i CYP450 epoksigenaze)

kao i koncentracije njihovih metabolita.
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7. ZAKLJUCCI

1) Rezultati ove disertacije pokazali su oSte¢enu vazorelaksaciju ovisnu o endotelu u akutnom
HBO. koja je prolazna i reverzibilna, a izazvali su je povecana endotelna produkcija
superoksida i sveukupno povecani oksidativni stres. S druge strane, ponavljana izlozenost
HBO: pokazala je blagotvoran u¢inak na vaskularnu relaksaciju povecanjem enzimatskog

antioksidativnog kapaciteta.
2) Rezultati ove disertacije upucuju na to da HBO; utjece na promjenu mehanizma relaksacije
aortnih prstenova 1 kod zdravih zivotinja najvjerojatnije aktiviranjem CYP450

epoksigenaznog puta metaboliziranja AA i poveéanjem stvaranja i osjetljivosti na EETS.

3) HBO> povecava izrazaj HIF-1a koji stimulira izrazaj COX puta i stvaranje prostaciklina te

na taj nacin posreduje poboljSanu relaksaciju u intermitentnom izlaganju HBO..
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8. SAZETAK

Cilj: Cilj ove doktorske disertacije bio je utvrditi kako hiperbari¢na terapija (HBO2) utjeCe na
vaskularnu reaktivnost provodnih krvnih zila u zdravih Stakora ovisno o duzini izlaganja

hiperbari¢nom kisiku.

Uvod: Hiperbaricna oksigenacija (HBO>) koristi se kao dodatna terapija u stanjima gdje je
smanjena isporuka kisika u tkiva. Poznato je da promjene u pO2 mogu utjecati na sintezu
metabolita arahidonske kiseline i time utjecati na vaskularnu reaktivnost u zdravlju i bolesti,
uklju¢ivanjem proizvodnje CYP450 metabolita. Opcenito, kod zdravih zivotinja relaksacijski
odgovor na hipoksiju je posredovan prostaciklinom (PGly), dok je relaksacija kao odgovor na
acetilkolin (ACh) uglavnom posredovan NO putom. Podatci o tome kako je HIF-1a ukljuéen

u mehanizam relaksacije vrlo su rijetki, nedostatni i opre¢ni.

Materijali i metode: Zdravi Sprague-Dawley Stakori od 9-12 tjedana podijeljeni su u Cetiri
eksperimentalne skupine (1. kontrola, 2.grupa akutno izlozena HBO, (A-HBOy), 3. Grupa
analizirana 24 sata nakon akutne izlozenosti (24H-HBOy); i 4. grupa koja je izlagana HBO;
kroz Cetiri uzastopna dana (intermitentna, 4D-HBOy). Reakcija na ACh i smanjeni p0:
ispitivana je u noradrenalinom prekontrahiranim aortalnim prstenima u odsutnosti ili u
prisustvu L-NAME-a, INDO, MS-PPOH, hvataca superoksida TEMPOL-a i LW6 HIF-
inhibitora u tkivnoj kupelji. Indikatori oksidacijskog stresa mjereni su metodama TBARS i
FRAP 1 izravnim mjerenjem proizvodnje endotelnog superoksida. Odreden je izraZaj
antioksidativnih gena 1 gena ciljanih enzima pomoc¢u RT PCR 1 proteina pomocu Western

blota.

Rezultati: U A-HBO: skupini, HBO2 dovodi do zna¢ajno smanjene vazorelaksacije na ACh i
hipoksiju, koju TEMPOL in vitro obnavlja na razine slicne kontrolnoj skupini. ACh
inducirana vazorelaksacija posredovana je uglavnhom s NO, uz doprinos metabolita CYP450 u
HBO: skupinama. Hipoksi¢na relaksacija je djelomi¢no blokirana s oba inhibitora, INDO ili
MS-PPOH, dok L-NAME nije imao utjecaja na relaksaciju u hipoksi¢nim uvjetima. HIF-
inhibitor na funkcionalnoj razini smanjuje relaksaciju u 24H-HBO; skupini. TBARS i
produkcija endotelnog superoksida povecani su u A-HBO2 grupi u usporedbi s drugim

testiranim skupinama.
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Zakljucak: Akutno izlaganje HBO2 uzrokuje prolaznu i reverzibilnu poremecenu relaksaciju
aortnih prstenova, koja je najvjerojatnije izazvana povecanom endotelnom produkcijom
superoksida i sveukupno povecanim oksidativnim stresom. Intermitentno izlaganje uzrokuje
poboljsanu relaksaciju najvjerojatnije aktiviranjem CYP450 epoksigenaznog puta

metaboliziranja arahidonske kiseline i povecanjem stvaranja i osjetljivosti na EETS.

Kljuéne rijeci: acetilkolin, hipoksija, hiperbari¢na oksigenacija, aortni prstenovi, Stakor, HIF-

lo
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9. SUMMARY

Influence of acute and intermittent hyperbaric oxygenation on the reactivity of the blood

vessels in healthy Sprague-Dawley rats

Aim: The aim of this study was to determine the mechanisms of vasorelaxation in aortic rings
in response to ACh and/or reduced pO2 and the role of oxidative stress and HIF-1a in acute

and intermittent HBO> protocols compared to untreated animals.

Introduction: Hyperbaric oxygenation (HBO.) is used as adjuvant therapy in condition
where tissue oxygen delivery is impaired. It is known that changes in pO. may affect the
synthesis of metabolites of arachidonic acid and thus vascular reactivity in health and disease,
by involving CYP450 metabolites production. Generally, in healthy animals, vasorelaxationin
response to hypoxia is mediated by prostacyclin (PGl.), while vasorelaxation in response to
acetylcholine (ACh) is mainly mediated by NO pathway. Data on how is HIF-1a involved in

relaxation mechanism are very scarce, inadequate and contradictory.

Methods: Healthy Sprague-Dawley 9-12 weeks old rats were divided in four experimental
groups (1. healthy control; 2. acute HBO> group exposed to HBO2 (A-HBOy); 3. 24 hour after
acute exposure (24H-HBO3); and 4. four subsequent days of HBO exposure (intermittent,
4D-HBO). Reactivity to ACh and reduced pO.was tested in norepinephrine-precontracted
aortic rings in the absence or in the presence of L-NAME, INDO, MS-PPOH, superoxide
scavenger TEMPOL and LW6 HIF-1a inhibitor in tissue bath. The indicators of oxidative
stress were measured by TBARS and FRAP methods and by direct measurement of
endothelial superoxide production. Expression of antioxidative genes and enzyme-targeted
genes was performed using RT PCR and proteins expression measurement was done by the
Western blot.

Results: In A-HBO- group, HBO: leads to impaired vasorelaxation response to both ACh and
hypoxia, restored by TEMPOL in vitro to levels similar to control group vasorelaxation. ACh-
induced vasorelaxation was mediated mainly by NO, with the contribution of CYP450
vasodilator metabolites in HBO2 groups respectively. Relaxation in response to reduced pO:
was partially blocked by both, INDO or MS-PPOH and not affected by L-NAME in all

groups. HIF-inhibitor on functional level affected only relaxation in 24H-HBO2 group.
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TBARS and endothelial superoxide production were increased in A-HBOz group compared to

other tested groups.

Conclusion: Acute exposure to HBO causes transient and reversible impaired relaxation of
aortic rings, which is most likely caused by increased endothelial production of superoxide
and overall increased oxidative stress. Intermitent exposure causes improved relaxation most
likely by the activation of the CYP450 epoxygenase pathway of arachidonic acid metabolism

and by increasing the generation and sensitivity to EETSs.

Key words: acethylcholine, hypoxia, hyperbaric oxigenation, aortic rings, rats, HIF-1a
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