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POPIS KRATICA

4D — HBOT skupina — skupina $takora izloZena intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji
atm — standardna atmosfera

ADP — adenozin difosfat

ATP — adenozin trifosfat

BKca — 0 kalciju ovisni kalijevi kanali velike vodljivosti (engl. large-conductance calcium-

activated potassium channels)

CO; — ugljikov dioksid

Ca*" — kalcij

CTRL skupina — kontrolna skupina Stakora

ED — endotelna disfunkcija (engl. endothelial dysfunction)

EDCF — endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelial-derived constricting factors)

EDHF — endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenici (engl. endothelial-derived hyperpolarization

factors)

EDRF — endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors)
EETs — epoksiekozatrienoi¢na Kiselina (engl. epoxyeicosatrienoic acid)

eNOS — endotelna dusik-oksid sintaza (engl. endothelial nitric-oxide synthase)

ET-1 - endotelin-1 (engl. endothelin-1)

FID — protokom potaknuta dilatacija (engl. flow-induced dilation)

H20: — vodikov peroksid

HBO: — hiperbari¢na oksigenacija

IKca — 0 kalciju ovisni kalijevi kanali srednje vodljivosti (engl. intermediate-conductance

calcium-activated potassium channels)

K* - Kalij



Katp kanali — adenozin trifosfat-kontrolirani kalijevi kanali

Kca — 0 Kalciju ovisni kalijevi kanali (engl. calcium-activated potassium channels)
LDL — lipoproteini male gustoée (engl. low-density lipoproteins)

LPO - lipidna peroksidacija

Mg ADP — magnezijev adenozin difosfat

Mg ATP — magnezijev adenozin trifosfat

NO — dusikov oksid (engl. Nitric oxide)

O: - kisik

PGl, — prostaglandin I,/prostaciklin

pO2 — parcijalni tlak kisika

PSS otopina — fizioloska slana otopina (engl. physiological salt solution)
ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

SD - standardna devijacija

SD stakori — Sprague-Dawley Stakori

SKca — 0 kalciju ovisni kalijevi kanali male vodljivosti (engl. small-conductance calcium-

activated potassium channels)
SUR - receptori sulfonilureje (engl. sulfonylurea receptors)

TXA; — tromboksan A; (engl. thromboxane Ay)
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1. UvOD

1.1 Hiperbari¢na oksigenacija

Hiperbari¢na oksigenacija (HBO2) znanstveno je utemeljena metoda lijeCenja udisanjem
100 %-tnog kisika (O2) pri tlaku veéem od jedne atmosfere (1atm). Tijekom terapije pacijent
je smjesten u hiperbari¢noj komori s ciljem ispravljanja nedostatka O. u tkivima koja su
hipoksi¢na (1). Njena siroka primjenjivost proizlazi iz ¢injenice da se tijekom hiperbari¢ne
oksigenacije kisik doprema pod visokim tlakom pri ¢emu se povecavaju tkivni i arterijski
parcijalni tlak kisika (pO.) te se povecava doprema O do tkiva, $to poboljsava oksigenaciju i
smanjuje tkivna ostecenja (2). U pocetku se HBO: primjenjivala za lije¢enje dekompresijske
bolesti ronioca, a danas se koristi kao pomo¢ u lijeenju Sireg spektra bolesti i stanja kao $to su
dijabetes, plinska embolija, opekline, smrzotine te infekcije, poput plinske gangrene i
meningokokne sepse (3, 4, 5). Takoder, HBO: poboljsava stanje nakon sréanog i mozdanog
udara, a koristi se i u lijeCenju neurodegenerativnih bolesti, poput Alzheimerove i
Parkinsonove bolesti (6). Medutim, HBO: dodatna je terapija i potrebno ju je kombinirati sa
standardnim terapijskim i kirurskim postupcima jer sama po sebi nije dovoljno ucinkovita za

lijecenje navedenih patoloskih stanja i bolesti (7).
1.2.Reaktivni kisikovi spojevi i oksidativni stres

Kisik je molekula neophodna za Zivot svih aerobnih organizama. Tijekom metabolickih
procesa iz molekularnog kisika nastaju slobodni kisikovi radikali, poznati kao reaktivni kisikovi
spojevi (engl. reactive oxygen species - ROS) (8). U ograni¢enim koli¢inama nisu $tetni, §tovise
sastavni su dio normalnog metabolizma i u organizmu imaju niz vaznih fizioloskih funkcija.
Ukljuceni su u veliki broj stani¢nih procesa, sudjeluju u sintezi nekih hormona, signalizaciji
medu molekulama kao 1 u regulaciji transkripcije (9). Pomocu antioksidansa koji u organizmu
imaju funkciju neutraliziranja i uklanjanja radikala, postize se ravnoteza produkcije i
eliminacije ROS-a i organizam se suprotstavlja potencijalnoj opasnosti nastanka oksidativnog
stresa (8). Oksidativni stres stanje je praceno prekomjernom koli¢inom reaktivnih kisikovih
spojeva s brojnim Stetnim ucincima na organizam. Dovodi do oSte¢enja stani¢nih struktura,
ubrzanog stani¢nog starenja, nastanka mnogih kroni¢nih i malignih bolesti te naposlijetku 1
stani¢ne smrti (9, 10). MoZe nastati zbog manjka antioksidansa, ¢ime se narusava ravnoteza

izmedu oksidanata i antioksidanata ili pak nastaje zbog povecanog stvaranja ROS-a (8).

Prilikom hiperoksije, odnosno pri izlaganju visokim pO; kao $to je slu¢aj u hiperbari¢noj

komori, takoder dolazi do povecanog stvaranja ROS-a, §to izmedu ostalog utjeCe na
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vaskularnu funkciju i strukturu (7, 11, 12). Rezultati istrazivanja utjecaja hiperbari¢ne terapije
na vaskularnu funkciju koje su na Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
Osijek proveli Drenjancevi¢ i suradnici, pokazali su da proizvodnja ROS-a ovisi 0
primjenjenom protokolu izlaganja stopostotnom kisiku u barokomori (13). Naime, u slucaju
akutne HBO: (izloZenost 100 %-tnom O, 2 h na 2,0 atm) mjerenjem razine lipidne
peroksidacije (LPO) dokazan je povecani oksidativni stres u plazmi zdravih Sprague-Dawley
(SD) stakora (13). LPO reakcija je oksidacije nezasi¢enih masnih Kiselina potaknuta
reaktivnim Kisikovim spojevima, a njezina pojava pokazatelj je patoloskog oksidativnog
stresa (14). S druge strane, intermitentno izlaganje HBO: (Cetiri uzastopna dana izlaganja 100
%-tnom kisiku, takoder 2 h na 2,0 atm te peti dan zrtvovanje eksperimentalnih Zzivotinja)
nema utjecaja na razinu oksidativnog stresa, ali je uoceno da potice produkciju dusikovog
oksida (engl. nitric oxide — NO) — jednog od najvaznijih endotelnih ¢imbenika relaksacije te
na taj na¢in poboljSava samu vazorelaksaciju kod zdravih i dijabeti¢nih $takora (13). Takoder,
rezultati ranijih istrazivanja pokazali su da intermitenta hiperbari¢na oksigenacija, osim §to
utjeCe na vaskularnu funkciju i strukturu, smanjuje edem tkiva i inhibira apoptoticke puteve
(4, 15 — 17). Mihaljevi¢ i suradnici u svom istrazivanju dokazali su povecani antioksidativni
kapacitet prilikom izlaganja intermitentnoj HBO: §to je imalo povoljan uc¢inak na ocuvanje
vaskularne relaksacije. S druge strane, akutna hiperbari¢na oksigenacija dovela je do povecane
produkcije superoksida i pove¢anog oksidativnog stresa sto je za posljedicu imalo naruSenu

vazodilataciju (4).
1.3.Endotel i njegova uloga u kontroli vaskularnog tonusa

Endotel je vazan, kompleksan organ visoke bioloske dinamike koji oblaze unutarnji dio
krvnih zila ¢itavog krvozilnog sustava, od srca sve do najmanjih kapilara, a sudjeluje u nizu
metabolic¢kih aktivnosti (18). Sastoji se od jednog sloja endotelnih stanica i subendotelnog
vezivnog tkiva. Endotelne stanice ine polupropusnu barijeru za prijenos molekula iz Krvi u
okolna tkiva te imaju kljuénu ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa i vaskularne homeostaze
(19, 20). Naime, normalnu funkciju endotela karakterizira sposobnost otpustanja vazoaktivnih
tvari u odgovoru na razli¢ite podraZaje kao 1 u odgovoru na naglu promjenu protoka krvi (21).
Na taj nacin endotelne stanice mijenjaju stupanj vazodilatacije, odnosno vazokonstrikcije.
Takoder, stanice endotela imaju znacajnu ulogu u regulaciji procesa koagulacije, tocnije
inhibiciji agregacije trombocita, angiogenezi, migraciji leukocita te sprjeCavanju nastanka
upalnih procesa, a njihova metabolicka aktivnost pak ovisi o vrsti i veli¢ini krvne zile koju

oblazu (22). Endotel se zapravo opisuje kao zaseban endokrini organ, $to najbolje ukazuje na

2
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kompleksnost funkcija endotelnih stanica i njihovu kljunu ulogu u ocuvanju vaskularne

homeostaze (23).

Najvazniji vazodilatatori odnosno endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-
derived relaxing factors — EDRF) jesu NO, prostaglandin 1, (PGl,) i endotelni
hiperpolariziraju¢i ¢imbenici (engl. endothelial-derived hyperpolarization factors — EDHF)
(24). Podrazaj mehani¢kog Zilnog stresa, neurotransmitera i hormona dovode do njihovog
oslobadanja, a vecinaih se oslobada kao odgovor na povecanu unutarstani¢nu koncentraciju
kalcija (Ca?*) (25). Medu endotelnim ¢imbenicima relaksacije isti¢e se NO, s klju¢nom
ulogom u odrzavanju bazalnog vaskularnog tonusa (26). Sintetizira se u endotelu reakcijom iz
aminokiseline L-arginina u prisutnosti katalizatora endotelne dusik-oksid sintaze (engl.
Endothelial nitric-oxide synthase — eNOS) (24). Kao §to je spomenuto, sinteza NO-a ubrzava
se u slucaju povecanja koncentracije Ca®" u stanici (25). Osim uloge klju¢nog vazodilatatora,
NO ima antiproliferativni u¢inak te inhibira zgrusavanje krvi, dijapedezu leukocita i oksidaciju
lipoproteina male gustoce (engl. low-density lipoproteins — LDL). Smanjena bioraspolozivost
NO-a dovodi do vazokonstrikcije i posljedi¢no smanjenja promjera krvnih zila, povecava
stimulaciju upale u stijenkama krvnih zila, pridonosi aktivaciji trombocita te je jedan od vodecih
uzroka nastanka endotelne disfunkcije (engl. endothelial dysfunction — ED) (27). Tromboksan
A (engl. thromboxane A, — TXA,), ROS i endotelin-1 (engl. endothelin-1 — ET-1) najvazniji
su vazokonstriktori tj. endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelial-derived constricting
factors — EDCF) (24).

Stanje oSteCenog endotela i poremecene endotelne funkcije naziva se endotelna
disfunkcija (28). Karakteristi¢cni fenotip ED-e podrazumijeva smanjenu sposobnost
vazodilatacije te promjenu antiinflamatornih i antikoagulantnih svojstava sto ukljucuje
smanjenu sintezu ¢imbenika agregacijsko-koagulacijskog puta kao i smanjenu sposobnost
sprjeCavanja nastanka upalnih procesa (18). Procjena endotelne funkcije vazna je kako bi se na
vrijeme otkrila o$tecenja u stijenkama krvnih zila kod pacijenata s rizikom razvoja
kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih te metabolickih 1 imunoloskih bolesti, poput
ateroskleroze, arterijske hipertenzije, dijabetesa te sréanog i mozdanog udara (28). Cimbenici
rizika za razvoj i progresiju navedenih bolesti upravo su i patofizioloski faktori koji pogoduju
nastanku endotelne disfunkcije. Neki od spomenutih ¢imbenika rizika jesu nedovoljna
tjelesna aktivnost, pusSenje, pretjerana konzumacija alkohola, psihic¢ki stres te nepravilna
prehrana — prekomjeran unos soli, Secera, losih masti, konzervansa, umjetnih bojila i sladila
(18).
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1.4.Protokom potaknuta dilatacija

Jedan od prvih znakova endotelne disfunkcije jest smanjena razina protokom potaknute
dilatacije (engl. flow-induced dilatation — FID) (29). Protokom potaknuta dilatacija
mehanizam je regulacije tonusa glatkog misi¢ja krvnih zila, ovisan je o endotelu i vazan za
odrzavanje vaskularne homeostaze (30). Mjerenje navedenog mehanizma prvi je opisao
Schretzenmayr jo§ 1933. proucavaju¢i promjenu zilnog promjera na femoralnoj arteriji psa
(31). Studije na pokusnim laboratorijskim zivotinjama pokazale su kako se u slucaju
povecéanja krvnog protoka promjer krvne Zile povecavasamo ako je endotel ocuvan (21) te je
stupanj vazodilatacije uzrokovane naglim porastom protoka obrnuto proporcionalan tezini
endotelne disfunkcije (32). Na temelju prouc¢avanja mehanizma u raznim krvnim zilama
proizasao je zakljucak kako protokom potaknuta dilatacija ovisi 0 veli¢ini i vrsti krvne Zzile
(21, 33).

Protok kroz krvne zile dovodi do povecanja sile smicanja Sto stimulira endotel krvnih zila
na oslobadanje ranije spomenutih endotelnih vazoaktivnih medijatora— NO, PGl,, EDHF(34).
Smanjena razina kljuénog vazodilatatora, NO-a, dovodi do oste¢enja endotelne funkcije §to se
pak ocituje u smanjenoj razini protokom potaknute dilatacije (35). Kako je ranije spomenuto,
razina endotelnog NO-a smanjuje se kod poveéanog oksidativnog stresa Ciji je nastanak
dokazan u slu¢aju akutne hiperbari¢ne oksigenacije, ¢ime se ujedno smanjuje i FID-a (13, 14).
Narusenu protokom potaknutu dilataciju koja nastaje zbog smanjenja biodostupnosti NO-a
endotel nastoji kompenzirati povecanim oslobadanjem ostalih endotelnih¢imbenika relaksacije
poput PGIl, i EDHF (30). Neke od vaznijih molekula koje mogu djelovati kao EDHF u
organizmu su ioni kalija (K*), epoksieikozatrinoi¢na kiselina (engl. epoxyeicosatrienoic acid
— EET) i vodikov peroksid (H202), a djeluju na naéin da povecavaju vodljivost K* §to dovodi

do depolarizacije glatkih misi¢nih stanica i posljedi¢no vazorelaksacije(36).
1.5.1onski kanali

Ionski kanali proteinski su kompleksi smjeSteni u staniénim membranama, a omogucuju
selektivni prijenos iona kroz membranu u svim stanicama organizma (37). Stani¢ne membrane
tanke su opne koje obavijaju vanjski dio stanice te tako odvajaju i Stite unutras$njost stanice od
utjecaja izvanstani¢nog prostora. Selektivno su propusne $to znaci da zadrzavaju tvari koje su
stanici korisne 1 potrebne, a izbacuju ili zadrZavaju u izvanstani¢nom prostoru one Stetne (38).
Osnova grade svake biomembrane je fosfolipidni dvosloj koji nije lako propustan za polarne

molekule poput aminokiselina ili iona stoga je njihov prolaz mogu¢ iskljucivo specifi¢énim

4
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proteinskim kanalima, to¢nije ionskim kanalima (37). Ionske kanale odlikuju dva vrlo vazna
svojstva. Prvo vazno svojstvo je njihova selektivnost — propusni su samo za odredenu vrstu
pozitivno ili negativno nabijenih iona, a drugo je moguénost otvaranja i zatvaranja ovisno o
specificnom podrazaju (39). S obzirom na podrazaj koji dovodi do njihove aktivacije
razlikujemo vise vrsta ionskih kanala (40). One regulirane promjenom potencijala na membrani
nazivamo naponski kanali od kojih se vecina aktivira membranskom depolarizacijom (37).
Neki od najvaznijih ionskih naponskih kanala jesu natrijevi (Na), kalijevi (K), kalcijevi (Ca) te
kloridni (CI) kanali. Zatim razlikujemo kanale regulirane ligandom kao S$to su o kalciju ovisni
kalijevi kanali (engl. calcium-activated potassium channels — K¢,). Ligand je atom, ion ili
molekula ¢ije vezanje na specificno vezno mjesto na kanalu uzrokuje konformacijsku promjenu
strukture proteina i dovodi do otvaranja kanala (39). Kanali regulirani mehanickim naprezanjem
treca su vrsta ionskih kanala. Otvaraju se i zatvaraju pod utjecajem tlaka, naprezanja 1 sile

smicanja (40).

Dominantni ionski kanali u stanicama vaskularnog glatkog misi¢ja jesu kalijevi kanali ¢ija
aktivnost sudjeluje u regulaciji vaskularnog tonusa i odredivanju membranskog potencijala
(37). Poznato je kako povecana unutarstanicna koncentracija Ca?>" u miSi¢énim Stanicama
uzrokuje kontrakciju. Medutim, u stanicama vaskularnog glatkog misi¢ja poviSena razina
kalcija uzokuje otvaranje o kalciju ovisnih kalijevih kanala §to omogucuje istjecanje K* iz
stanice i rezultira hiperpolarizacijom endotelnih stanica (39). Hiperpolarizacija sprjecava
ulazak Ca?" u endotelnu stanicu na nacin da inhibira kalcijeve kanale te posljedi¢no dolazi do
dilatacije krvne zile (36). Prvi koji je uvidio povezanost razine kalcija s propusnoscu kalija
kroz stanicnu membranu je Gardos 1958. godine (41). O kalciju ovisne kalijeve kanale
dijelimo u tri podtipa: o kalciju ovisni kalijevi kanali velike vodljivosti (engl. large-
conductance calcium- activated potassium channels — BKc,), 0 kalciju ovisni kalijevi kanali
srednje vodljivosti (engl. intermediate-conductance calcium-activated potassium channels —
IKca) 1 0 kalciju ovisni kalijevi kanali male vodljivosti (engl. small-conductance calcium-
activated potassium channels — SKc;) (42). Hughes i suradnici proucavali su ulogu BKc,
kanala u promjenjenoj vazoreaktivnosti nakon hipoksije na muskim Sprague-Dawley
tlaku od 380 mmHg, dok je druga skupina ukljucivala zdrave, netretirane Stakore. Ispitivaci su
pretpostavili kako povecana aktivnost BKc, kanala doprinosi odgovoru na oslabljenu
vazokonstrikciju uzrokovanu dugotrajnom izloZenoS¢u hipoksiji. Inhibicijom ovih kanala

vazokonstrikcijski odgovor krvnih Zila je obnovljen, §to ukazuje na ulogu BKc, kanala na
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promjenjenu vazoreaktivnost prilikom hipoksije (42). Takoder, BKc, kanali su prouc¢avani su
na modelu knockout miseva, pri ¢emu je u odsutnosti BKc, kod eksperimentalnih Zivotinja
dokazan poviseni srednji arterijski tlak i vaskularni tonus $to ukazuje na ulogu o kalciju

ovisnih kalijevih kanala velike vodljivosti u vazorelaksaciji (43).

U vazne ionske kanale vaskularnog glatkog misi¢ja ubrajamo i adenozin trifosfat-
kontrolirane kalijeve kanale (Katp kanali) (37). Sastoje se od cetiri Kir6.2-podjedinice koje
tvore pore kanala i cCetiri pripadajuce regulatorne podjedinice receptora sulfonilureje (engl.
sulfonylurea receptors — SUR). SUR1-podjedinice najve¢im dijelom prisutne su u gusteraci,
SURZ2A u srcu i skeletnim misi¢ima te SUR2B-podjedinice u mozgu i glatkim misi¢ima (44).
Vezanjem na SUR podjedinice, magnezijev adenozin trifosfat (Mg ATP) i magnezijev adenozin
difosfat (Mg ADP) dovode do aktivacije kanala uzrokujué¢i vazodilataciju, dok adenozin
trifosfat (ATP) zatvara kanal vezanjem na Kir6.2-podjedinice (44). Osim kontrole vaskularnog
tonusa, imaju jos niz vaznih stani¢nih funkcija: sudjeluju u procesu izlu¢ivanja inzulina u beta
stanicama otoc¢ic¢a gusterace, imaju zastitnu ulogu u sr¢anim miocitima i neuronima tijekom
ishemije 1 hipoksije (38). U fizioloskim uvjetima Karp kanali su zatvoreni, a njihova
aktivacija, do koje dolazi zbog smanjenja stanicnog ATP-a, u ishemiji prilikom sréanog i
mozdanog udara povezana je s njihovom protektivnom ulogom. Naime, klju¢ni uzrok stani¢ne
smrti u ishemiji jest povecana koncentracija unutarstani¢nog kalcija, a otvaranje Katp kanala u
ishemiji sprjecava otvaranje kalcijevih kanala i ulazak Ca* u stanicu $to ima kardioprotektivni
ucinak (44). Uloga tih kanala prvo je proucavana na sr¢anim miocitima zamorca (45). Njihova
zaStitna uloga potaknula je znanstvenike i farmaceute na proizvodnju lijekova koji u sebi
sadrze aktivatore Kkalijskih kanala, medutim zbog nuspojava koje su izazivali poput aritmijai

hipotenzije nisu se zadrzali u klini¢koj uporabi (44).
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Osnovna je pretpostavka ovoga istrazivanja da intermitentna hiperbari¢éna oksigenacija
neceznacajno utjecati na aktivnost ionskih kanala koji su uklju¢eni u mehanizme vaskularne

reaktivnosti kod zdravih Sprague-Dawley (SD) Stakora.
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Cilj je ovoga istrazivanja utvrditi djelovanje intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na
aktivnost ionskih kanala kod pokusnih Zivotinja — Stakora soja Sprague-Dawley, metodom

mjerenja protokom potaknute dilatacije.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1.Ustroj studije

Provedeno istrazivanje eksperimentalna je studija na pokusnim laboratorijskim

zivotinjama — muski SD Stakori.
4.2 Pokusni animalni modeli

Ovo eksperimentalno istrazivanje provedeno je na Medicinskom fakultetu u Osijeku, u
Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije. Za istrazivanje su koristeni modeli izoliranih krvnih
zila mozga SD $takora, koji su u vlasnistvu Katedre za fiziologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Osijek. Stakori iz kojih su izolirani modeli za provedbu istrazivanja bili su starosti
od devet do jedanaest tjedana. U svrhu provedbe istrazivanja, SD $takori bili su podijeljeni u 2

skupine:

1) CTRL skupina — kontrolna skupina zdravih, netretiranih Stakora (N = 12)
2) 4D — HBOT skupina — skupina Stakora koji su bili izloZeni intermitentnoj

hiperbari¢noj oksigenaciji kroz Cetiri uzastopna dana te peti dan zrtvovani (N = 6)
4.3.1zlaganje Zivotinja intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

Stakori soja Sprague-Dawley su &etiri uzastopna dana, prema standardiziranom protokolu,
bili izlozeni djelovanju intermitentne terapije hiperbaricnom oksigenacijom (13). Izlaganje
hiperbari¢noj oksigenaciji zapocelo je smjeStanjem pokusnih zivotinja u barokomoru
(Rekompresijska komora za pokuse 110 L, proizvoda¢ Puro Pakovié¢, Aparati d.d., Slavonski
Brod) (Slika 1). Uslijedilo je otvaranje kompresijskog ventila i pustanje kisika u komoru (15
min kompresije na 2,0 atm), uz zatvoren dekompresijski ventil. Pri tlaku od 2,0 atm zatvorio
se i kompresijski ventil te su Stakori tijekom dva sata bili izlozeni djelovanju 100 %-tnog
kisika. Radi upijanja izdahnutog ugljikovog dioksida (CO.), u barokomoru je zajedno sa
zivotinjskim modelima stavljena i mala koli¢ina granula kalcij-hidroksida, natrij-hidroksida te
etilvioleta (Draegersorb 800 Plus, DraegerMedical). Nakon dva sata, uz otvaranje
dekompresijskog ventila uslijedilo je 15 min dekompresije. Eksperimentalne zivotinje su Se
hiperbari¢nom kisiku tijekom cetiri uzastopna dana izlagale jednom dnevno, otprilike u isto
vrijeme, a bile su pri svijesti i imale dostupnu hranu. Peti su dan, bez izlaganja HBO;,
pokusne Zivotinje bile Zrtvovane. Zivotinje su najprije bile izvagane te anestezirane
kombinacijom ketamina75 mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama

0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma), a potom je uslijedila
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dekapitacija (19).

RANJENO
KUCKANJE PO
STAKLIMA ZA
PROMATRANIE

Slika 1. Rekompresijska komora za pokuse — 110 L, proizvoda¢ Puro Pakovi¢, Aparatid.d.,

Slavonski Brod (izvor: original autorice ovog rada)
4.4 Mjerenje protokom potaknute dilatacije srediSnje moZdane arterije

Nakon dekapitacije, uslijedila je izolacija sredi$nje mozdane arterijepomocéu operacijskog
mikroskopa i mikrokirurskog pribora. Sredisnja mozdana arterija stakora model je u vlasnistvu
Katedre za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku, na kojem se odredivala
protokom potaknuta dilatacija na sustavu tlacnog miografa (The Myograph System, DMT)
(Slika 2). Izolirana mozdana arterija ociS¢ena je od vezivnog tkiva i zatim postavljena izmedu
dviju staklenih mikropipeta (vanjskog promjera ~ 100-200 pm) smjeStenih u komorici
ispunjenoj toplom (37 °C) fizioloSkom otopinom (PSS, pH = 7.4 + 0.05; sastava (umM / |):
119 NaCl, 4.7 KCI, 1.17 MgS04, 1.6CaCl2, 1.18 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 0.026 EDTA i
5.5 glukoze).

Nakon postavljanja u komoricu uslijedila je inkubacija krvne zile u trajanju od 60 minuta
pri tlaku A80 mmHg (P1 = 80 mmHg, P2 = 0 mmHg) radi procjene njezinog bazalnog
promjera. Zila je snimana infracrvenom kamerom, a slika se prikazivala na monitoru. BiljeZile
su se promjene promjera zile pomocéu softvera Pressure Myograph System Model 110P
MyoView Version 1.2.0 DMT (Danish Myo Technology). Nakon inkubacije i mjerenja

bazalnog promjera, krvna zila bila je izlozena protoku Kkoji je postignut istodobnim

10
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promjenama ulaznog (inflow) i izlaznog (outflow) tlaka. Gradijent tlaka doveo je do
nastanka protoka pripremljene PSS otopine kroz postavljenu izoliranu Zzilu te se mjerila
protokom potaknuta promjena promjera zile bazalno koja se postize razli¢itim gradijentima
tlaka (A10, A20, A40, A60 i A100 mmHg) te promjena promjera u prisutnosti antagonista
ionskih kanala, to¢nije BKc, antagonista i Karp antagonista. Kako bi se izmjerio maksimalni
promjer srediSnje mozdane arterije, PSS otopina na kraju eksperimentalnog protokola
zamijenjena je PSS otopinom bez iona kalcija. U nedostatku Ca*" dolazi do maksimalne
dilatacije §to pak omoguéava mjerenje maksimalnog promjera krvne zile. Podaci krvnih Zila

koje nisu pokazale znacajnu razinu aktivnog tonusa (oko 50 %) izuzeti su iz obrade.

Svi eksperimentalni postupci bili su uskladeni s europskim smjernicama za skrb i
primjenu laboratorijskih Zivotinja (direktiva 86/609). Takoder, bile su poduzete sve mjere da bi
se sprijecila patnja zivotinja, uklju¢ujuci nacelo zamjene, smanjenja i poboljsanja (3R). Sva
istrazivanja odobrena su za provedbu od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Osijek te Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske (Rjesenje Ministarstva poljoprivrede
rjesenje za rad na zivotinjama od kojih su materijali uzeti, KLASA: UP/1-322-01/19-01/120;
URBROJ: 525-10/0543-20-3). Istrazivanje je dio projekta IP-2-MEFOS-2019 pod naslovom:

,,Utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na mehanizme vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji

Sprague-Dawley Stakora 1 u stani¢nim kulturama", odobrenog od strane Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Osijek 2019. god. (KLASA: 602- 04/19-08/04; URBROJ: 2158-61-07-
19-137).

Slika 2. Sustav tlatnog miografa (izvor: original autorice ovog rada)

11
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4.5.Statisticke metode

Za statisticku analizu koristen je program SigmaPlot (verzija 11.2, Systat Software, Inc.)
te za dodatne analize i grafove program GraphPad Prism5. Svi rezultati prikazani su kao
aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD). Protokom posredovana dilatacija te
dilatacija koju uzrokuju BKCa antagonist i K-ATP antagonist izrazene su u postotku u odnosu
na bazalne vrijednosti izmjerene pri AO mmHg. Odgovor krvne Zile na protok analiziran je
pomoc¢u Two- Way ANOVA testa za ponavljane uzorke (engl. repeated measures ANOVA)
kako bi se ispitala razlika u vaskularnoj reaktivnosti izmedu kontrolne i pokusne skupine, tj.
kako bi se odredio utjecaj intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na aktivnost ionskih kanala.
Razina znacajnosti koriStena za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata postavljena je na P <

0,05.

12
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5. REZULTATI
5.1.Protokom potaknuta dilatacija srediSnje moZdane arterije kontrolne skupine i

skupine izloZene intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

Protokom potaknuta dilatacija sredi$nje mozdane arterije kontrolnih Stakora i Stakora koji
su bili izloZeni intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji je podjednaka, bez statisticki

znacajne razlike (P > 0,05), pri svakom gradijentu tlaka (Slika 3).

Protokom potaknuta dilatacija_bazalno

30 7
[ ] CTRL (N=12)

N %_} I 4D-HBOT (N=6)
I i

10 A

0 T T
10 20 40 60 100

% dilatacije
(uodnosu na bazalne vrijednosti)

gradijent tlaka (mmHg)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina £+ SD

Slika 3. Protokom potaknuta dilatacija sredisnje mozdane arterije CTRL (N=12) i 4D-HBOT
(N=6) skupine Zivotinja, pri razli¢itim gradijentima tlaka, izraZen kao postotak (%) dilatacije

u odnosu na bazalne vrijednosti.

5.2.Protokom potaknuta dilatacija srediSnje moZdane arterije kontrolne skupine u
prisutnosti antagonista ionskih kanala

U kontrolnoj skupini Zivotinja, protokom potaknuta dilatacija znacajno je smanjena u

prisutnosti antagonista ionskih kanala — BK¢, antagonista i Katp antagonista, u odnosu na

bazi¢ni odgovor, pri svakom gradijent u tlaka (Slika 4).
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CTRL skupina

[ 1 bazalno (N=12)
X BKCa antagonist (N=6)
K-ATP antagonist (N=6)

% dilatacije
(uodnosu na bazalne vrijednosti)

10 20 40 60

gradijent tlaka (mmHg)

*p<0.05 bazalno vs. BKCa antagonist, K-ATP antagonist
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina £+ SD
Slika 4. Utjecaj antagonista ionskih kanala (BKc, antagonista i Katp antagonista) na protokom
potaknutu dilataciju sredisnje mozdane arterije kontrolnih netretiranih Stakora pri razli¢itim

gradijentima tlaka, izrazen kao postotak (%) dilatacije u odnosu na bazalne vrijednosti.

5.3.Protokom potaknuta dilatacija sredisSnje moZdane arterije eksperimentalne
skupine podvrgnute intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji u prisutnosti
antagonista ionskih kanala
U skupini Zivotinja koje su bile izloZene intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji, 4D —
HBOT skupini, protokom potaknuta dilatacija srediSnje mozdane arterije znacajno je
smanjena u prisutnosti antagonista ionskih kanala — BKc, antagonista i Katp antagonista u
odnosu na bazi¢ni odgovor. Protokom potaknuta dilatacija u prisutnosti Katp antagonista
znacajno je smanjena pri svim ispitivanim gradijentima tlaka (A10, A20, A40, A60, A100
mmHg), dok je FID u prisutnosti BKc, antagonista smanjena pri svim gradijentima tlaka,
osim pri A10 mmHg (Slika 5).
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4D-HBOT skupina
301
@ bazalno (N=6)
E® BKCa antagonist (N=6)
B2 K-ATP antagonist (N=6)

% dilatacije
(u odnosu na bazalne vrijednosti)

gradijent tlaka (mmHg)

* p<0.05 bazalno vs. BKCa antagonist, K-ATP antagonist
Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina £ SD

Slika 5. Utjecaj antagonista ionskih kanala (BK¢, antagonist i Katp antagonist) na protokom
potaknutu dilataciju srediSnje mozdane arterije Stakora izloZenih intermitentnoj terapiji
hiperbariénom oksigenacijom, pri razli¢itim gradijentima tlaka, izrazen kao postotak (%)

dilatacije u odnosu na bazalne vrijednosti.
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6. RASPRAVA

Provedeno istrazivanje ispitalo je utjecaj primjene intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije
na ulogu ionskih kanala (BKca i Katp) U mehanizmima vaskularne reaktivnosti, na modelu
srediSnje mozdane arterije muskih Sprague-Dawley Stakora, mjerenjem protokom potaknute
dilatacije. CTRL skupina Stakora ukljucivala je zdrave, netretirane Stakore, dok su Stakori iz
skupine 4D — HBOT bili podvrgnuti intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji. Klju¢na
spoznaja ovog istrazivanja je kako izlaganje intermitentnoj HBO; nema znacajan utjecaj na

protokom potaknutu dilataciju.

Utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na mehanizme vaskularne reaktivnosti kod Stakora soja
Sprague-Dawley tema je veéeg broja dosadasnjih istrazivanja Katedre za fiziologiju i
imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku (4, 13, 30). Hiperbari¢na oksigenacija, kao §to je
ranije objaSnjeno, Siroko je primjenjivana metoda lijeCenja mnogih patoloskih stanja i bolesti
povezanih s hipoksijom jer udisanje 100 %-tnog kisika pri tlaku ve¢em od jedne atmosfere
poboljsava oksigenaciju hipoksi¢nog tkiva i smanjuje njegova oste¢enja (1). Kisik, iako
molekula neophodna za zivot, u velikim koli¢inama predstavlja opasnost za organizam.
Tocnije, slobodni kisikovi radikali u prekomjernim koli¢inama dovode do stanja oksidativnog
stresa 1 posljedicno poremecaja funkcije endotela krvnih zila (8). Povecana razina
oksidativnog stresa uzrok je oslabljene o endotelu ovisne protokom potaknute dilatacije,sto je
pokazano i u studiji koja je ispitivala utjecaj visokoslane dijete na vaskularnu reaktivnost i
nastavnak oksidativnog stresa (22). Takoder, oStecenje funkcije krvnih zila uzrokovano
oksidativnim stresom dokazali su Drenjancevi¢ i suradnici istrazivanjem na animalnim
modelima u kojem su pokazali kako supresija angiotenzina Il unosom povecane koli¢ine soli
u organizam dovodi do poveéane produkcije ROS-a (46). Naime, prilikom povecanog
oksidativnog stresa, smanjuje se razina NO-a, a kako je upravo NO klju¢an ¢imbenik
relaksacije, njegova smanjena biodostupnost dovodi do poremecenog bazalnog tonusa krvnih

zila, smanjene vaskularne reaktivnosti i naposlijetku endotelne disfunkcije (27).

Izlaganje hiperbari¢noj oksigenaciji takoder moze uzrokovati prekomjernu produkciju
ROS-a i dovesti do stanja oksidativnog stresa §to HBO: ¢ini vrlo slozenom metodom lijeCenja
(8 — 10). S jedne strane, djelovanje visokih parcijalnih tlakova kisika poboljsava oksigenaciju
hipoksi¢nog tkiva mnogih patoloskih stanja, a s druge moze uzrokovati brojne disne i
neuroloske probleme (8). Drenjancevi¢ i suradnci u svom su istrazivanju, provedenom na SD

Stakorima, dosli do zakljucka kako nastanak ROS-a pri visokim pO; ovisi 0 duljini izlaganja
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terapiji hiperbari¢nom oksigenacijom te o protokolu po kojem se terapija provodi (13.)
Naime, u istrazivanju je usporeden utjecaj akutne i intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na
razinu oksidativnog stresa. Kod Stakora na kojima je primjenjen protokol Cetiri dana izlaganja
100 %-tnom kisiku, a peti dan zrtvovanje, terapija nije imala utjecaja na razinu oksidativnog
stresa za razliku od Stakora podvrgnutih akutnoj HBO; kod kojih se razina oksidativnog stresa
povecala (13). Mihaljevi¢ i suradnici dokazali su kako izlaganje intermitentnoj HBO: ¢ak

potice produkciju NO-a §to ima povoljan u¢inak na vazorelaksaciju (4).

S obzirom da je endotelna disfunkcija jedan od glavnih i prvih pokazatelja razvoja
kardiovaskularnih 1 metabolickih bolesti, postoji potreba za rutinskim uvodenjem procjene
endotelne funkcije u svrhu identifikacije rizi¢nih pojedinaca te pracenja terapijskog uspjeha,
ali jo$ uvijek ne postoje metode prikladne za svakodnevnu klinicku procjenu (47). Ipak,
najbolje istrazena i naj¢escée koristena metoda jest definiranje arterijske vazomotorike ovisne o
endotelu, to¢nije mjerenje zilnog promjera promjenom krvnog protoka (48). Ova znastveno-
istrazivacka metoda, izvedena na pravilan nacin, predstavlja reprezentativnu mjeru endotelne

funkcije organizma. Medutim, niti ova metoda ne smatra se rutinski primjenjivom (47).

Rezultati provedenog istrazivanja nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u bazicnom
odgovoru na protokom potaknutu dilataciju u skupini zivotinja izloZenoj intermitentnoj
hiperbari¢noj oksigenaciji u odnosu na kontrolnu skupinu netretiranih Zivotinja, $to bi znacilo
kako intermitentno izlaganje HBO, ne utjece na FID. Kako bismo ispitali utjecaj hiperbari¢ne
okisgenacije na ulogu ionskih kanala u mehanizmu protokom potaknute dilatacije, koristili
smo BKc, i Katp antagoniste. U prisutnosti i BKc, | Katp antagonista, znacajno je smanjenja
protokom potaknuta dilatacija, u odnosu na bazalne vrijednosti, u obje ispitivane skupine
zivotinja, §to potvrduje znacajnu ulogu BKc, | Karp kanala u mehanizmu FID-a. Stoga
mozemo zakljuciti kako kod zdravih muskih SD Stakora intermitentna hiperbari¢na
oksigenacija nema znacajan utjecaj na protokom potaknutu dilataciju te su BKc, i Katp kanali
ukljuceni u mehanizme FID-a, $to potvrduje hipotezu ovoga rada i u skladu je s rezultatima

prijaSnjih studija.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci

zakljucci:

- ionski kanali BKc, i Katp imaju znacajnu ulogu u bazalnom mehanizmu protokom

potaknute dilatacije;

- intermitentna hiperbari¢na oksigenacija nema znacajan utjecaj na protokom potaknutu

dilataciju kod zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora;

- ionski kanali BKc, i Katp imaju znacajnu ulogu u posredovanju protokom potaknute

dilatacije kod intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije.
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8. SAZETAK

Cilj: Odrediti djelovanje intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na aktivnost ionskih kanala
(BKca 1 Katp) kod Sprague-Dawley stakora, metodom mjerenja protokom potaknute
dilatacije.

Ustroj studije: Eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim zivotinjama.

Materijali i metode: U svrhu provedbe istrazivanja muski SD Stakori podijeljeni su u dvije
skupine: CTRL skupina — zdravi, netretirani Stakori (N=12) i 4D — HBOT skupina — Stakori
izloZeni intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji (N=6). Stakori su HBO: bili izloZeni tijekom
Cetiri uzastopna dana (100 %-tni kisik, 2 h na 2,0 atm). Peti dan, bez izlaganja djelovanju
terapije, Stakori Su izvagani, anestezirani, a potom je uslijedila dekapitacija i izolacija sredis$nje
mozdane arterije — model na kojem se odredivala protokom potaknuta dilatacija bazalno i u
prisutnosti antagonista ionskih kanala (BKc, antagonist i Katp antagonist), pri razli¢itim

gradijentima tlaka.

Rezultati: Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odgovoru na protokom potaknutu
dilataciju bazalno izmedu CTRL i 4D — HBOT skupine Stakora. U objema ispitivanim
skupinama Zzivotinja, FID sredi$nje mozdane arterij u prisutnosti antagonista ionskih kanala
znacajno je smanjena u odnosu na bazicni odgovor gotovo pri svim ispitivanim gradijentima

tlaka.

Zakljucak: Intermitentna hiperbari¢na oksigenacija nema znacajan utjecaj na protokom
potaknutu dilataciju kod SD stakora. lonski kanali (BKc, i Katp) imaju vaznu ulogu u
bazalnom mehanizmu protokom potaknute dilatacije ali i nakon izlaganja intermitentnoj
HBO,, §to je potvrdeno znacajnim smanjenjem FID u prisutnosti antagonista ovih kanala u

odnosu na bazi¢ni odgovor srediSnje mozdane arterije u obje skupine Zivotinja.

Kljué¢ne rijeci: protokom potaknutadilatacija; intermitentna hiperbari¢na oksigenacija; ionski

kanali; sredisnja mozdana arterija

Istrazivanje je dio projekta IP2-MEFOS-2019 pod naslovom: ,,Utjecaj hiperbari¢ne
oksigenacije na mehanizme vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji Sprague-Dawley

Stakora 1 u stani¢nim kulturama", voditeljice projekta dr.sc. Zrinke Mihaljevi¢.
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9.SUMMARY

9. SUMMARY

Influence of intermittent hyperbaric oxygenation on the role of ion channels in vascular

reactivity mechanisms in Sprague-Dawley rats

Objective: The main goal of this study was to determine the influence of intermittent
hyperbaric oxygenation on ion channels (BKca i Katp) activity in Sprague-Dawley rats, by

flow-induced dilation (FID) measurement.
Study design: Experimental study on laboratory animals — Sprague-Dawley rats.

Materials and methods: Male SD rats were divided into two groups: CTRL group — control
group of healthy, untreated rats (N = 12) and 4D - HBOT group - rats exposed to intermittent
hyperbaric oxygenation (N = 6). Rats were exposed to HBO: for four days (100% oxygen, 2 h
at2,0 atm). Without exposure to a treatment, the rats were weighed and anesthetized on the
fifth day. This was followed by decapitation and isolation of the middle cerebral artery - a
model onwhich flow-induced dilation was determined — basal and in the presence of ion

channel antagonists (BKc, antagonist i Katp antagonist), at different pressure gradients.

Results: No statistically significant difference in the basal response to FID between CTRL and
4D - HBOT group was found. In the presence of ion channel antagonists FID was

significantly reduced in both groups of animals at each pressure gradients.

Conclusion: Intermittent hyperbaric oxygenation has no significant influence on flow-induced
dilation in SD rats. lon channels (BKc, and Katp) play an important role in the mechanisms of
flow-induced dilatation as evidenced by a significant decrease of FID in the presence of
channels antagonists relative to the middle cerebral artery basal response in both groups of

animals.

Keywords: flow-induced dilatation; intermittent hyperbaric oxygenation; ion channels; middle

cerebral artery

The research is part of the IP2-MEFOS-2019 project entitled: "Influence of hyperbaric
oxygenation on the mechanisms of vascular reactivity in the microcirculation of Sprague-

Dawley rats and in cell cultures”, project leader Zrinka Mihaljevi¢, PhD.
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