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1.UVOD

Seéerna je bolest (lat. diabetes mellitus) bolest poremeéaja metabolizma ugljikohidrata s
posljedicnim poremecajem metabolizma masti i bjelancevina. Obiljezena je kroni¢nom
hiperglikemijom uslijed nemogucnosti iskoriStavanja Sec¢era. Razlikujemo dva tipa Secerne
bolesti: tip 1 1 tip 2. Tip 1 karakterizira autoimuno razaranje B-stanica Langerhansovih
otoCica gusterace te posljedi¢nog nedostatka inzulina. Pojava dijabetesa melitusa tipa 1 veca
je u mladoj Zivotnoj dobi. Dijabetes melitus tipa 2 karakterizira inzulinska rezistencija
perifernog tkiva te je pojavnost bolesti ¢eS¢a u starijoj Zivotnoj dobi i1 ¢eS€e je povezan s
genetskim nasljedem. Posljedice su dugotrajne bolesti komplikacije na krvnim zilama
(makroangiopatija i mikroangiopatija), zivcima i bazalnim membranama razli¢itih tkiva (1).
Kao posljedica mikroangiopatije razvija se retinopatija i nefropatija s posljedicnom sljepo¢om
1 otkazivanjem bubrezne funkcije. Kao posljedica makroangiopatije razvija se koronarna
arterijska bolest, cerebrovaskularne bolesti te periferne vaskularne bolesti koje zajedno s
neuropatijom dovode do razvoja tzv. dijabeticnog stopala, odnosno kroni¢nog ulkusa donjih
ekstremiteta dijabeti¢nih bolesnika (1, 2). Kod dijabeti¢nih pacijenata promjene na krvnim
zilama najviSe se oc€ituju u promjeni vaskularne reaktivnosti, odnosno endotelnom

disfunkcijom.
1.1. Arterijsko-vensko stablo i grada krvnih zila

Arterije imaju najdeblju stjenku od svih krvnih zila. Unutarnji sloj svih krvnih zila ¢ini
endotel (lat. tunica intima) graden od endotelnih stanica 1 subendotelnog vezivnog tkiva.
Misiéni je sloj (lat. tunica media) graden od koncentricno poredanih glatkih misi¢nih stanica
te kolagena, elastina i proteoglikana. MiSi¢ni je sloj arterija deblji od miSi¢nog sloja vena iste
veliine. Arterije se ulaskom u pojedine organe granaju 6 do 8 puta do najmanjih arteriola,
arteriole imaju tanji miSiéni sloj te zavrSavaju zavrSnim arteriolama (metaarteriole) koje
nemaju kontinuirani misi¢ni sloj. Na spoju metaarteriole 1 kapilare nalazi se prekapilarni
sfinkter koji svojim otvaranjem i zatvaranjem regulira dotok krvi u kapilarno korito. Kapilare
su gradene od jednog sloja endotelnih stanica i debele bazalne membrane. Kapilarno korito
napustaju venule koje su vece od arteriola, ali imaju manji miSi¢ni sloj. Venule se nastavljaju
u vene koje su, takoder, vec¢e od pripadajucih arterija, imaju manji tanji misi¢ni sloj, ali puno
deblji sloj adventicije (lat.funica adventitia) koja je gradena od longitudinalno poredanih
kolagenih vlakana ( 2, 3). Endotelna stanica ima brojne funkcije: €ini pasivnu barijeru izmedu

krvi 1 okolnog tkiva, aktivno regulira izmjenu hranjivih tvari, plinova, hormona i



makromolekula. Metabolizam endotelne stanice utjece na vaskularnu reaktivnost

(vazodilataciju 1 vazokonstrikciju), hemostazu, upalni odgovor te angiogenezu (4).
1.2. Fiziolo$ki mehanizmi vazodilatacije

U normalnim fizioloSkim uvjetima postoje dva nacina vazodilatacije: endotel ovisna
vazodilatacija 1 endotel neovisna vazodilatacija. Endotel ovisna vazodilatacija odvija se putem
tri razli¢ita mehanizma: sinteze duSik(II)-oksida (NO), sinteze prostanoida te sinteze
¢imbenika hiperpolarizacije endotelnog podrijetla (eng. endothelium-derived hyperpolarizing
factor, EDHF) (5). Endotel neovisna vazodilatacija nastaje ziv€éanom stimulacijom najceSce
kolinergi¢nim putem (acetilkolin) te ezogenom primjenom izravnih NO donora kao S§to je

natrij-nitroprusid (6, 7).
1.2.1. Sinteza NO

NO nastaje iz aminokiseline L-arginina putem NO-sintetaze (NOS). NOS je enzim iz obitelji
oksidoreduktaza, postoji u tri izoforme kao neuronalna (nNOS), inducibilna (iNOS) i
endotelna (eNOS). eNOS je kalcij ovisan enzim $to znaci da mu je potreban kalcij-kalmodulin
kompleks za aktivaciju te jo§ nekoliko kofaktora za samu sintezu NO-a: nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH), flamin adenin dinukleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN),
ion Zeljeza 1 tetrahidrobiopterin (BH4) (5). Aktivaciju eNOS-a uzrokuju brojni agonisti G-
protein vezanih receptora (acetilkolin) i fizioloski poticaji (mehanicki podrazaj samim krvnim
protokom, eng.sheer stress) (8, 9, 10). Nastali NO difuzijom dolazi u glatku miSi¢nu stanicu
gdje aktivira enzim gvanilat ciklazu i povecava koli¢inu ciklickog gvanozin monofosfata
(cGMP) (11). 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
Sto dovodi do hiperpolarizacije membrane glatke miSi¢ne stanice s posljedicnom
vazodilatacijom (12). Egzogeni L-arginin povecava sintezu NO-a te time povecéava NO-
ovisnu vazodilataciju (13). NO sudjeluje u brojnim fizioloskim funkcijama u mitohondrijima.
U kompetenciji je s kisikom za interakciju s citokrom oksidazom i djeluje kao inhibitor
respiratornog lanca u mitohondriju. Pri ve¢im koncentracijama NO ulazi u interakciju s
kompleksom II i kompleksom III 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 (14). Neki su autori smatrali da proizvodnja
NO-a u mitohondrijima nastaje djelovanjem eNOS izoforme, dok su drugi smatrali da postoji

Cetvrta vrsta izoenzima mitohondrijska NOS (mtNOS) (15). Lacza i suradnici (14) su
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dokazali postojanje mtNOS-a. To je enzim potpuno ovisan o kalmodulinu, molekularne tezine
140kDa. Takoder su pokazali da se aktivnost mtNOS-a znacajno povecava tijekom hipoksije.
Najveci je krivac za oStecenje stanice tijekom hipoksije stvaranje vece koli¢ine superoksida u

mitohondrijskom respiratornom lancu.
1.2.2. Metabolizam arahidonske kiseline

Endotelna stanica metabolizira arahidonsku kiselinu pomoc¢u tri enzima: epoksigenaze,
ciklooksigenaze 1 lipooksigenaze. Kada se acetilkolin veze na svoj receptor dolazi do
fosforilacije membrane, fosfatidilinozitol koji se nalazi na membrani ulazi u interakciju s
fosfolipazom C pri ¢emu nastaje diacilglicerol (DAG) i inozitoltrifosfat (IP3). Na DAG potom
djeluje diglicerid lipaza te nastaje 2-arahidon glicerol (2-AG), a nakon djelovanja
monoglicerid lipaze iz 2-AG nastaje slobodna arahidonska kiselina (AA) 1 glicerol.
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. Nisu zabiljezeni dokazi produkcije EETs-a u glatkoj misi¢noj stanici. Citokrom
P450 (w-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 AA. Lipooksigenaza je enzim koji iz AA
stvara 12- 1 15-hidroksieikozatrinoi¢ne kiseline (HETEs) kao glavne aktivne metabolite u
endotelnoj stanici (16). Bradikinin djeluje preko svojih receptora. To su dva tipa G-protein
receptora: BK receptori nadeni na neuronima te fibroblastima koji se nalaze u adventiciji
cerebralnih arterija te BK> receptori koji su zastupljeni u svim slojevima cerebralnih krvnih
zila. Vazodilatacija potaknuta bradikininom ide preko sinteze NO-a te sinteze
vazodilatacijskih prostaglandina, a bradikinin se, takoder, pokazao i1 kao medijator u
otpusStanju EDHF-a uglavnom vodik peroksida (17). Lacza i suradnici (17) su koristili
novorodene prasci¢e kao modele te izlagali Zile inhibitorima NOS-a i COX-a te uvidjeli da
ipak postoji vazodilatacijski odgovor na bradikinin koji je u potpunosti ovisan o endotelu. To
su pripisali BK»> receptorima na endotelu koji su potakli na oslobadanje vodik peroksida koji

je potom aktivirao kalij ATP ovisne kanale 1 uzrokovao vazodilataciju.
1.2.3. Sinteza prostanoida

Prostanoidi nastaju iz arahidonske kiseline aktivacijom enzima cikooksigenaze (COX).
Postoje dvije izoforme COX-1 i COX-2. Nastali prostanoidi djeluju oprecno, jedni uzrokuju

vazodilataciju (prostaglanin D, prostaglandin E» i prostaciklin 1), a drugi vazokonstrikciju
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(prostaglandin F», i tromboxan Az). Hipoksija aktivira COX pri ¢emu veéinom nastaje
prostaciklin, PGz, on, potom, difuzijom ulazi u glatku miSi¢nu stanicu u kojoj aktivira enzim
adenilat ciklazu i1 povecava se koli¢ina ciklickog adenozin monofosfata (cAMP). cAMP
poti¢e otvaranje viSe vrsta kalijevih kanala pri ¢emu nastaje hiperpolarizacija membrane

glatke miSi¢ne stanice s posljedicnom vazodilatacijom (18, 19).
1.2.4. Cimbenici hiperpolarizacije endotelnog podrijetla (EDHF)

Nekoliko razli¢itih molekula pripada medu EDHF: ioni kalija, hidrogen peroksid (H20») i
epoksieikozatrinoicna kiselina (EET-s). Smatra se da neki od njih mogu uzrokovati
hiperpolarizaciju putem tzv. mioendotelnih tijesnih spojeva. U veéini se slucajeva
vazodilatacija dogada kada na odredeni podrazaj endotelne stanice dolazi do ulaska iona
kalcija u nju 1 otvaranja visSe vrsta kalijevih kanala na endotelnoj 1 na glatkoj misi¢noj stanici
(20, 21). 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 (20), hiperpolarizacija inhibira
kalcijeve voltazne kanale 1 tako sprjeCava ulazak iona kalcija u glatku miSi¢nu stanicu ¢ime
nastaje vazodilatacija (22). EDHF igraju ve¢u ulogu u vazodilataciji u manjim otpornickim
arterijama, nego u velikim provodnim arterijama (22, 23, 24). H,O» aktivira topljivu gvanilat

ciklazu i tako dovodi do vazodilatacije (25).
1.3. Fiziolo$ki mehanizmi vazokonstrikcije

Poticaji na vazokonstrikciju su mnogobrojni: superoksid, angiotenzin II, endoperoksidi,
tromboksan Ao, ioni kalcija, peptid endotelin 1 (ET-1) i noradrenalin (NA). Tromboksan A»
(TXA>) nastaje iz arahidonske kiseline pod djelovanjem COX-a. Budu¢i da ciklooksigenaza
moze proizvoditi 1 vazodilatatore, potreban je nekakav poticaj za smjer u kojem ce se
metabolizirati AA. Za nastanak tromboksana A> odgovoran je serotonin koji se veze na svoj
receptor na endotelnoj stanici (18). Postoje dvije vrste serotoninskih receptora u cerebralnoj
cirkulaciji: 5-HT 1B 1 5-HT 2A, s time da poticanje 5-HT 1B receptora igra manju ulogu u
regulaciji krvnog protoka, dok poticanje 5-HT 2A receptora ima vecu ulogu u patofizioloSkim
procesima (26). TXA> se veze na svoj receptor na glatkoj miSi¢noj stanici te potice protein
kinazu C koja direktno aktivira kalcijske kanale ili indirektno inhibira kalijske kanale i/ili
fosforilaciju lakih miozinskih lanaca te tako dovode do kontrakcije glatke miSi¢ne stanice
(27). Angiotenzin II je glavni efektorni hormon renin-angiotenzin sustava. Postoje dva tipa

receptora preko kojih angiotenzin II djeluje: angiotenzin II tip 1 receptor (AT1R) koji je
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prisutan u brojnim tkivima te angiotenzin II tip 2 receptor (AT2R) koji nakon rodenja nestaje
iz vec€ine tkiva, ali ostaje na endotelu, ovariju 1 uterusu (28, 29, 30). Aktivacijom AT1R-a na
zilnoj glatkoj miSi¢noj stanici dolazi do vazokonstrikcije, poticanja proliferacije te upalnog
odgovora, dok aktiviranjem ATIR-a na endotelnoj stanici dolazi do inhibicije aktivnosti
eNOS-a te se time smanjuje vazodilatacijski ucinak (31, 32). Postoje dva tipa ET-1 receptora:
ETa koji se nalazi na glatkoj miSi¢noj stanici te ETs koji se nalazi i na glatkoj mi$i¢noj
stanici 1 na endotelnoj stanici. Aktivacija oba receptora na glatkoj misi¢noj stanici uzrokuje
vakozonstrikciju tako Sto aktivira fosfolipazu C koja zatim dovodi do proizvodnje DAG-a i
IP3. IP3 zatim stimulira oslobadanje iona kalcija iz sarkoplazmatskog retikuluma. Aktivacija
ETs na endotelnoj stanici uzrokuje vazodilataciju uzrokujuéi proizvodnju NO-a i PGL (33).
Noradrenalin djeluje kao vazokonstriktor kada se veze za svoje aj-adrenergi¢ne receptore na
membrani glatke miSi¢ne stanice (34). 20-hidroksieikozatetranoi¢na kiselina (20-HETE) je
vazokonstriktor koji nastaje iz arahidonske kiseline uz pomo¢ enzima citokrom P-450 4A -
hidroksilaze. 20-HETE aktivira protein kinazu C u glatkoj miSi¢noj stanici, inhibira velike
konduktivne kalijske kanale regulirane kalcijem 1 povecava unos iona kalcija putem L tipa
kalcijskih kanala te tako uzrokuje depolarizaciju glatke miSi¢ne stanice (35). Dokazano je da
20-HETE sudjeluje u regulaciji vaskularnog tonusa u mnogim krvoZzilnim podruc¢jima:
mozdanoj cirkulaciji (35, 36), bubreznoj cirkulaciji (37) 1 mezenteri¢noj cirkulaciji (38).
Pronadeno je u bubreznoj (39) i u cerebralnoj (40) cirkulaciji da COX djeluje na 20-HETE te
ga metabolizira na 20-OH-PGHz 1 20-OH-TxA: koji potom uzrokuju vazokonstrikciju.

1.4. Kisik i kisikovi radikali

Kisik sudjeluje na substani¢noj (enzimatskoj) razini u mnogim biokemijskim reakcijama npr.
biosintezi adenozin tri fosfata (ATP), aerobnoj glikolizi, B-oksidaciji masnih kiselina 1
oksidativnoj fosforilaciji. U sluc¢aju ozljede tkiva aktivira se NADPH-oksigenaza (enzim
kojem je, takoder, potreban kisik za djelovanje) koja ¢e u leukocitima proizvoditi veliku
kolic¢inu oksidanata koji, potom, sluze za prevenciju infekcije u oSte¢enom tkivu. Kisik,
takoder, sudjeluje u proliferaciji fibroblasta te sintezi kolagena koji se pojacano stvara u
oste¢enom tkivu (41). Oksidativni je stres stanje neravnoteze izmedu produkcije slobodnih
kisikovih radikala te njihova uklanjanja putem antioksidanata i enzima. Antioksidanti su
vitamin A, vitamin C, B- karoten i hem vezani proteini dok su enzimi koji sudjeluju u
uniStavanju kisikovih radikala superoksid dismutaza (SOD), katalaza i1 glutation peroksidaza
(42). Kisikovi radikali direktno smanjuju raspolozivost NO-a kemijskim ,,CiS¢enjem®. NO

reagira sa superoksidom 1 formira peroksinitrit (ONOOY). Indirektno utjeu na
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bioraspolozivost NO-a tako $to oksidiraju BH4 i time mijenjaju svrhu eNOS koja umjesto
NO-a proizvodi superoksid. Radikali, takoder, djeluju na NO receptor- topljivu gvanilat
ciklazu oksidiraju¢i 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 (O2"), hidroksil radikal (HO-), hidrogen peroksid (H20>), hiperklori¢na kiselina
(HCIO) i peroksinitrit (ONOO") (10). Kisikovi radikali smanjuju stani¢nu razinu NO-a, utje¢u
na povecanu ekspresiju adhezijskih molekula (P-selektin), povecavaju razinu trombocitnog
aktiviraju¢eg faktora (eng.PAF) leukotriena B4 te citokina (IL-8). Sve to dovodi do endotelne
disfunkcije (42). Kisikovi radikali reagiraju s LDL-om, takav LDL ometa endotelnu
proizvodnju NO-a tako S§to smanjuje ekspresiju eNOS-a, smanjuje unos L-arginina u
endotelnu stanicu te povecava razinu asimetricnog dimetilarginina (ADMA) §to dovodi do
endotelne disfunkcije (42). Neka istrazivanja u kojima se koristila superoksid dismutaza
pokazala su njeno pozitivno djelovanje na oSteCenu endotel-ovisnu vazodilataciju kod
provodnih i otpornickih arterija dijabeticnih zivotinja (43, 44, 45, 46). Medutim, postoje
druga istrazivanja koja nisu pokazala taj pozitivan uc¢inak SOD-a na vazodilataciju (47, 48).
Razlozi za ove oprecne rezultate su u vrsti zivotinja, trajanju dijabetesa, veliCini

hiperglikemije, razli¢iti eksperimentalni protokoli te razlicita tkiva (25, 49).
1.5. Poremecaj vaskularne reaktivnosti u dijabetesu melitusu

Dugotrajni nelijeCeni dijabetes melitus (DM) uzrokuje tkivnu hipoksiju i ishemi¢nu ozljedu
tkiva uslijed mikroangiopatije. DM je dobro poznat rizi¢ni ¢imbenik za nastanak mozdanog
udara te je poznato da pojacava ozljedu mozdanog tkiva nakon ishemije (50). Bolesnici s
hiperglikemijom imaju uznapredovalu aterosklerozu koronarnih i cerebralnih arterija (51,
52). Brojna istrazivanja dokazuju poremecenu vaskularnu reaktivnost kod DM-a, pojacanu
reaktivnost na vazokonstriktore i1 oslabljenu reaktivnost na vazodilatatore (53-59) te
poremecenu autoregulaciju krvnog mozdanog protoka (60). NajceS¢e je upotrebljavani
vazodilatator u pokusima acetilkolin kao primjer endotel-ovisne vazodilatacije. Kod
streptozocin induciranog DM u Stakora mnoge studije pokazuju oslabljen vazodilatacijski
odgovor na acetilkolin (61, 62). Hiperglikemija je pocetni korak u razvoju endotelne
disfunkcije kod dijabeti¢nih bolesnika. Ona poti¢e aktivaciju protein kinaze C (PKC),
formiranje napredno glikoziliranih zavr$nih produkata ( eng. advanced glycation end
products, AGEs), oksidaciju te aktivaciju poliol puta (63). Tijekom hiperglikemije dolazi do

de novo proizvodnje diacilglicerola (DAG) koji aktivira protein kinazu C, PKC, potom,
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aktivira fosfolipazu koja proizvodi inozitol trifosfat (IP3) i dodatnu koli¢inu DAG-a te oni
stvaraju dodatnu koli¢inu arahidonske kiseline koja se putem COX-e razgraduje i nastaju
kisikovi radikali koji ometaju stvaranje NO-a (64, 65). Neenzimatska glikozilacija proteina,
masti 1 nukleinskih kiselina ¢ini heterogenu grupu molekula koje se nazivaju napredno
glikozilirani zavrs$ni produkti (eng. AGE) (66). AGE se vezu na specificne receptore na
staniénoj membrani te aktiviraju transkripcijske faktore preko p 21™ i mitogen-aktivirane
protein kinaze (MAPK) (67). AGE tako svojim proupalnim djelovanjem 1 poticanjem
proizvodnje kisikovih radikala imaju znacajan utjecaj na vaskularnu disfunkciju u dijabeti¢nih
bolesnika (68). Osim endogene proizvodnje AGE-a, egzogeno se koli¢ina AGE-a unosi putem
odabira hrane i1 nacina pripreme hrane. Hrana bogata mastima i bjelancevinama te termicki
obradena hrana sadrzi vecu koli¢inu AGE-a (69, 70). Vlassara i suradnici (71) su dokazali da
konzumacija hrane bogate AGE-om tijekom Sest tjedana uzrokuje znatno povecanje
koncentracije AGE-a, C- reaktivnog proteina, tumor nekrozis faktora o (TNF-a) te VCAM-1
u serumu. Hrana bogata AGE-om uzrokuje povecanu glikozilaciju i oksidaciju LDL-a te
aktivaciju nekrozis faktora kB (72) Sto pogoduje ednotelnoj disfunkciji. Dio neenzimatske
glikozilacije jest 1 glikozilacija serumskog albumina. Visoka razina glikoziliranog albumina
dovodi do aktivacije nekrozis faktora kB i1 AP-1 $to poti¢e aktivaciju mitogen aktiviranu
protein kinazu u glatkoj misi¢noj stanici. Glikozilirani albumin, takoder, dovodi do povecanja
izvanstani¢ne signalno regulirane kinaze i IL-6 koji poticu stvaranje upalnih medijatora u
stjenci krvne zile 1 time potiCu glatke miSi¢ne stanice na proliferaciju 1 migraciju (73).
Metabolizam glukoze se odvija i kroz poliol put. Pri normalnim koncentracijama glukoze
metabolizam poliol putem je minimalan (<3%), ali pri hiperglikemiji 30-35% glukoze se
metabolizira poliol putem (74). Pri tome se glukoza uz pomo¢ aldoza reduktaze pretvara u
sorbitol uz oslobadanje kisikovih radikala, potom sorbitol dehidrogenaza pretvara sorbitol u
fruktozu. Velike koli¢ine sorbitola, takoder, dovode do vece proizvodnje vazokonstrikcijskih
prostaglandina PGH2/TXA> S$to zajedno s kisikovim radikalima pridonosi poremecenoj
vaskularnoj reaktivnosti (75). Hiperglikemija, takoder, ometa normalnu funkciju eritrocita
time Sto glikozilira hemoglobin (HbAic) Sto ometa bioraspolozivost NO-a. Prilikom
otpustanja NO-a u lumen krvne zile oksihemoglobin se metabolizira u methemoglobin 1 nitrat
(76, 77) te zbog prisutnosti kisika nastaje 1 nitrit, tada se nitrit i nitrat vezu za
deoksihemoglobin i proizvode zeljezo nitrozil hemoglobin (HbNO) i S-nitrozil hemoglobin
(HbSNO) (78, 79, 80). James 1 suradnici (81) su dokazali da je u takvim uvjetima smanjena
raspolozivost NO-a te smanjena doprema kisika takvim glikoziliranim hemoglobinom.

Oksihemoglobin se ,takoder, glikozilira pri hiperglikemijskim uvjetima (GHHD) te kao takav
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inhibira vazodilataciju potaknutu bradikininom u humanoj mikrocirkulaciji (82). Peiro i
suradnici (83) su istrazivali utjecaj GHHb-a na hipertrofiju glatke miSi¢ne stanice, koristili su
stani¢nu kulturu Stakorskih glatkih miSiénih stanica te ih izlagali neglikoziliranom humanom
oksihemohlobinu (HHb) i 14% GHHb. Dokazali su da GHHb uzrokuje hipertrofiju glatke
miSi¢ne stanice. Ta se hipertrofija dogada zbog stvaranja slobodnih kisikovih radikala.
Akutna hiperglikemija u pokusima na izoliranim zilama pokazuje znacajno smanjenu
vazodilataciju ovisnu o proizvodnji NO-a 1 smanjenu vazodilataciju potaknutu protokom.
PEG-SOD (enzim za ,,CiS¢enje superoksida) primijenjen u tim hiperglikemijskim uvjetima
prevenira to smanjenje vazodilatacije. Primjena sepiapterina (kofaktor BH4) tijekom akutne
hiperglikemije ne popravlja smanjenu vazodilataciju potaknutu protokom, ali primjena
sepiapterina nakon akutne hiperglikemije popravlja vazodilataciju potaknutu protokom. To
ukazuje na povecan metabolizam glukoze pri akutnoj hiperglikemiji pri ¢emu nastaje
povecana razina superoksida koji smanjuju bioraspolozivost NO-a i smanjuju razinu BHy te

tako uzrokuju smanjenu vazodilataciju potaknutu protokom (84).

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 (23).

Postoje brojni bioloski markeri koje mozemo mjeriti i1 time dokazati endotelnu disfunkciju:
odnos izmedu citrulina i1 arginina ( indeks NOS-aktivnosti), asimetricni dimetilarginin
(ADMA) (potencijalni endogeni inhibitor NOS-a), mieloperoksidaza i C reaktivni protein
(85-88). U mnogim patoloskim stanjima, pa tako i u dijabetesu melitusu, dolazi do povecanog
stvaranja metiliranog L-arginina odnosno asimetricnog dimetilarginina (ADMA) (89).
ADMA djeluje kao endogeni inhibitor NOS-a (90) te time smanjuje proizvodnju NO-a i
utjeCe na smanjenje vazodilatacije npr. uzrokovane shear stress-om. Takoder, ADMA

povecava proizvodnju superoksida te povecava vazokonstrikciju arteriola (91).

Mayhan 1 suradnici (92) u svom su istrazivanju pokazali da je vazodilatacija cerebralnih
arterija na acetilkolin i ADP smanjena u dijabetesu , dok je vazodilatacija na endotel neovisni

nitroglicerin te na vazokonstriktor U-46619 (analog tromboksana) ostala nepromijenjena.

Pri akutnoj hiperglikemiji dolazi do de novo proizvodnje diacilglicerola (DAG) koji aktivira
protein kinazu C (PKC). PKC zatim aktivira fosfolipazu koja proizvodi inozitol trifosfat i
dodatnu koli¢inu DAG-a, on, potom, djeluje kao dodatni izvor arahidonske kiseline te u

prisutnosti ciklooksigenaze dolazi do stvaranja kisikovih radikala koji unisStavaju ve¢ stvoreni
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NO. Takoder, aktivirana PKC smanjuje ekspresiju eNOS-a i time posljedicno smanjuje
koli¢inu NO-a (93). Lash i suradnici (94) su istrazivali utjecaj akutne lokalne primjene
glukoze na miSi¢ne arterije. Dokazali su da je znacajno smanjena razina NO-a u arterijama
nakon primjene glukoze te da je, takoder, smanjena razina NO-a nakon primjene acetilkolina,
ali da je vazodilatacija na acetilkolin ostala o¢uvana, $to je u suprotnosti s arterijama iz drugih

tkiva.

Hink 1 suradnici (55) su istrazivali ekspresiju eNOS-a na aorti izmedu kontrolnih i
streptozocin induciranih dijabeti¢nih Stakora. Buduci da je bioraspolozivost NO-a u dijabetesu
smanjena, smatralo se da je i smanjena ekspresija eNOS-a, no ovi su autori otkrili da je

ekspresija eNOS-a Cak tri puta veca u dijabetesu.

Koronarne arterije u zdravih kontrolnih miseva ostvaruju acetilkolin induciranu vazodilataciju
50% preko stvaranja NO-a a 50% preko stvaranja EDHF-a, dok je taj omjer kod spontano
dijabeti¢nih miseva DM tipa 2 (db/db) u korist stvaranja EDHF-a 81% (95). TNF-a igra
veliku ulogu u vaskularnoj disfunkciji u DM-u tipa 2 tako S§to aktivira receptore AGE-a te
signalni put NF-kB. Dokazano je da je stvaranje IL-6 znacajno povecano kod spontano
dijabeticnih miSeva (db/db) povecanjem mRNA i ekspresije IL-6, §to posljedi¢no remeti
EDHF ovisnu vazodilataciju (95). Membranski je potencijal mezenteri¢nih arterija
dijabeti¢nih Stakora znacajno smanjen, Sto je pokazalo da je EDHF ovisna vazodilatacija u
tim arterijama smanjena, takoder je L-NAME potpuno blokirao hiperpolarizaciju 1 relaksaciju
tih arterija te pokazao da je vazodilatacija u tim arterijama viSe ovisna o proizvodnji NO-a

(96).

Dijabeti¢ni pacijenti imaju povecanu razinu endotelina 1 u serumu, a uzrok tome je
hiperglikemija. Ta povecana koncentracija ET1 uzrokuje smanjenu osjetljivost endotelnih
ETg receptora (97, 98, 99). Sve skupa rezultira smanjenim vazokonstriktornim odgovorom §to
se pokazalo i u animalnim studijama na izoliranim aortalnim prstenima dijabeti¢nih Stakora

(100).

Dijabetes povecava vazokonstikcijski odgovor na noradrenalin u skeletnim arteriolama (101),
aorti (102) 1 mezenteri¢nim arterijama (103). Kanie i1 suradnici (104) su istrazivali utjecaj
noradrenalina na vaskularnu reaktivnost kod spontano dijabeticnih miSeva. Rezultati su
pokazali da spontano dijabeti¢ni miSevi imaju jac¢i vazokonstrikcijski odgovor na noradrenalin
u usporedbi sa zdravim miSevima. Kod zdravih miSeva nije oSte¢ena funkcija NOS i COX

sustava pa oni odrzavaju normalan odgovor na noradrenalin, dok kod dijabeti¢nih miSeva
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dolazi do veceg unisStenja NO-a i/ili veée proizvodnje vazokonstrikcijskih prostaglandina i
time nastaje jaci vazokonstrikcijski odgovor. Takoder su utvrdili da kod spontano dijabeti¢nih
miSeva vecu ulogu ima produkcija kisikovih radikala na poremecen vaskularni odgovor, nego

sam endotel kao $to je to slucaj u Stakora.

Stimulacija torakalne aorte natrij nitroprusidom nakon 8 tjedana trajanja dijabetesa pokazuje
poremeceni vazodilatacijski odgovor, nakon 8 tjedana dijabetesa povecana je sinteza PG,
dok se kasnije razvija povecani vazokonstriktorni utjecaj metabolita COX-a (105). Odnos u
stvaranju PGI> 1 TXA» u aorti 1 mezenteri¢nim zilama nakon 120-180 dana trajanja dijabetesa

je smanjen, dok taj odnos ostaje nepromijenjen nakon 30 dana trajanja dijabetesa (106).

Zbog stvaranja velike koli¢ine kisikovih radikala u dijabetesu i njegovih utjecaja na
poremecenu vaskularnu reaktivnost, poglavito na vazodilataciju, mnogi autori upotrebljavaju
razlicite kelatore te enzime koji uniStavaju kisikove radikale da bi utvrdili koji od njih najvise
remeti vaskularnu funkciju. Paper i suradnici (25) su istrazivali koliki je utjecaj hidroksil
radikala (- OH) u poremeé¢enom vaskularnom odgovoru. Koristili su kombinaciju superoksid
dismutaze kao enzima koji uklanja superoksid te katalazu koja iz vodik peroksida stvara vodu
1 molekularni kisik. Superoksid 1 vodik peroksid zajednicki utjecu na poremecen vaskularni

odgovor u dijabetesu. Hidroksil radikal moze nastati putem dvije reakcije:
Fenton reakcija Fe’* + H,O — Fe’" +:OH +OH"
Haber-Weiss reakcija - 02" +H2O2, —» O2+:-OH + OH"

Kao model koristili su aortu streptozocin induciranih dijabeti¢nih Stakora. DETAPAC je
metalni ionski intracelularni kelator koji inhibira hidroksil radikal, dok je manitol
ekstracelularni ¢ista¢ hidroksil radikala. Koriste¢i oba inhibitora dosli su do zakljucka da se
hidroksil radikal stvara unutar stanice (endotela) dijabeti¢nih Stakora, jer manitol nije uspio
inhibirati utjecaj hidroksil radikala na poremecéenu acetilkolin induciranu vazodilataciju kod
dijabeti¢nih Stakora, dok je inhibicija s DETAPAC-om uspjela te je vazodilatacijski odgovor
na acetilkolin bio povecan. Nakon tretiranja vitaminom C kod dijabeti¢nih pacijenata dolazi
do oporavka vazodilatacije na acetilkolin (107, 108). o-lipoi¢na kiselina inkubirana s
endotelnim stanicama povecava aktivnost vitamina C, smanjuje proizvodnju reaktivnih
kisikovih radikala i generira stvaranje NO-a (109). Budu¢i da kisikovi radikali imaju kratko
vrijeme poluZzivota, klinicka je procjena oksidativnog stresa in vivo bazirana na mjerenju

stabilnih oksidacijskih produkata. Malonildialdehid je najceS¢e koriSteni biomarker
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oksidativnog stresa, dobije se enzimatskom peroksidacijom nezasi¢enih masnih kiselina. 8-
izoprostan je izomer F» izoprostana, a dobije se neenzimatskim procesom iz arahidoske
kiseline 1 djelovanjem radikala na membranske fosfolipide. Markeri proteinske oksidacije
nazivaju se napredni oksidirani proteinski proizvodi ( eng. advanced oxidation protein

products, AOPP) (110).

Inzulin, takoder, utjece na vaskularnu reaktivnost, posebno na vazodilataciju te je dokazano
na mnogim animalnim (111) i humanim (112) studijama da kroni¢na primjena inzulina u
dijabetesu moze ispraviti poremeceni endotel ovisni vazodilatacijski odgovor. Dokazano je
da inzulin potencira vecu proizvodnju NO-a povecavanjem up-regulacije mRNA za eNOS
(113). Inzulin u fizioloskoj niskoj koncentraciji poti¢e smanjeni vazokonstrikcijski odgovor
na noradrenalin potkoznih otpornickih arterija zdravih ispitanika, dok se to gubi kod osoba
oboljelih od hipertenzije i/ili dijabetesa tipa 2 (114). Osobe koje imaju poremecenu
toleranciju glukoze te one koje u obitelji imaju oboljele od dijabetesa melitusa imaju povecani
rizik od nastanka dijabetesa melitusa tipa 2 (115). Cabalero i suradnici (116) su dokazali da
takve osobe imaju oSteenu vaskularnu reaktivnost, odnosno smanjeni vazodilatacijski
odgovor na acetilkolin i natrij-nitroprusid. Takoder su dokazali da osobe s dijabetesom tipa 2
imaju povecanu razinu sVCAM-a, sSICAM-a, von Willebrand faktora i ET-1 u serumu (117),
osobe poremecene tolerancije glukoze imaju povecanu razinu sICAM-a i ET-1 a osobe koje
imaju oboljele od DM-a u prvom koljenu imaju poveéanu razinu sVCAM i1 ET-1. Osobe
oboljele od dijabetesa melitusa tipa 1 imaju niZze vrijednosti protokom potaknute
vazodilatacije brahijalne arterije te povecanu debljinu intime tih arterija u odnosu na
kontrolne zdrave ispitanike. Takoder su dokazane vece vrijednosti sistoliCkog krvnog tlaka
kod dijabeti¢nih pacijenata §to pridonosi razvoju hipertenzije kod tih bolesnika i time jo$ viSe
pogorSava vaskularnu funkciju (118). Mjerenje krvnog protoka lasser dopplerom nakon
stimulacije acetilkolinom 1 natrij nitroprusidom pokazuje znacajno smanjenje protoka kroz
kozu u dijabeticnih bolesnika u usporedbi sa zdravim ispitanicima (119). Tijekom
hiperglikemije dolazi do neenzimatske glikozilacije LDL apolipoproteina B, a takav
glikozilirani LDL potice brojne aterogene procese koji dovode do nastanka ateroskleroze te
posljedi¢ne hipertenzije 1 poremecaja vaskularne funkcije (120). Humane studije dokazuju da
dijabeti¢ni bolesnici imaju znacajno vecu razinu HbAc, ukupnog kolesterola, triglicerida,
LDL-a te nizu razinu HDL-a. Bolesnici koji osim dijabetesa imaju i hipertenziju imaju vece
vrijednosti nitrat iona (NO73) te je ta razina veca §to je veca progresija bolesti (121).

Kombinacija poremecaja dijabetesa melitusa 1 hiperkolesterolemije uzrokuje poremecenu
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vaskularnu reaktivnost preko NO-cGMP puta te imaju tendenciju da kompenzatorno
povecavaju utjecaj EDHF vazodilatacije u aorti Stakora (122). Poznato je da dijabetes ima
veci utjecaj kod zena na razvoj komplikacija kao Sto je koronarna bolest srca 1 ishemijski
mozdani udar (123), takoder je veca stopa mortaliteta kod dijabeticnih Zena u usporedbi s

dijabeti¢nim muskarcima (124).
1.6. Terapija hiperbari¢nim kisikom (HBOT)

Terapija hiperbari¢nim kisikom (HBOT) je medicinski tretman pri ¢emu je pacijent smjeSten
u tlacnoj komori te udise 100% kisik pri tlaku veéem od 1 atmosfere (125). HBOT je dodatna
terapija za neka stanja u kojima je oksigenacija tkiva smanjena i ne odgovara metabolickim
potrebama. Doprema kisika pod visokim tlakom povecava arterijski 1 tkivni pO> 1 zato
poboljsava oksigenaciju tkiva i1 smanjuje oSteCenja. Nove studije pokazuju da HBOT
pridonosi cijeljenju ishemicnih ulceracija kod dijabeti¢nih bolesnika te poboljSava ishod
nakon mozdanog udara (126), infarkta miokarda (127), akutne periferne ishemije ekstremiteta
kod ljudi (41) te, takoder, smanjuje aterosklerotske plakove (52) u animalnim modelima
(126). Tako su navedeni povoljni u¢inci HBOT-a dokumentirani, u literaturi se raspolaze s
vrlo malo podataka o mehanizmima putem kojih HBOT posreduje svoj u€inak poboljSanja
tkivne oksigenacije. Poznato je da su razliciti metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini,
EETs, HETEs) te NO iznimno vazni u posredovanju vaskularnih reakcija na vazodilatatore i
vazokonstriktore (53-58), ukljucuju¢i podrazaje hipoksijom i hiperoksijom (128). Postoje
odredeni pokazatelji da HBOT moZe promijeniti izrazaj endotelne dusik-oksid sintaze (eNOS)
1 ciklooksigenaze-2 (COX-2) u mozdanom tkivu (126, 129), ali nije poznato utjece li HBOT
na mehanizme o endotelu ovisne vazodilatacije mozdanih otpornickih zila i tako modulira
regulaciju krvnog mozdanog protoka. Pretpostavka je da HBOT utjece na funkciju i strukturu
otporni¢kih mozdanih arterija te da HBOT moze obnoviti regulaciju krvnog mozdanog
protoka u ve¢ promijenjenim krvnim zilama dijabeti¢nih bolesnika (130). U uvjetima
smanjenog krvnog protoka primjena HBOT-a moze znacajno povecati tkivnu oksigenaciju.
Difuzija kisika se povecava od 64 pm pri PO2 100 mmHg na 246 pm pri PO, 2000 mmHg
(131). Dennog i suradnici (132) su istrazivali utjece li HBOT na promjenu antioksidanasa
vitamina A, C i E te na aktivaciju enzima katalaze, glutation peroksidaze i superoksid
dismutaze te na koli¢inu heat shok proteina 70 (HSP70) u limfocitima prije i poslije izlaganja
terapiji. Rezultati su pokazali da HBOT ne utjeCe na promjenu vitamina niti enzima te da je
razina HSP70 pove¢ana u limfocitima jedan dan nakon izlaganja HBOT-u, a to pogoduje

zastiti stanice od oStecenja reaktivnim kisikovim radikalima. Karadurmus i suradnici (133) su
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dokazali pozitivan u¢inak HBOT-a na kontrolu glikemije, aterosklerozu i upalne medijatore
kod dijabeti¢nih pacijenata. Glukoza nataste te hemoglobin Aic su zna¢ajno smanjeni, visoko
osjetljivi C reaktivni protein te LDL 1 uri¢na kiselina su, takoder, znacajno smanjeni, a HDL
znacajno povec¢an nakon HBOT-a. Kessler 1 suradnici (134) su dokazali da se transkutani tlak
kisika znacajno povecava poslije HBOT-a i u medurebrenom prostoru i oko dijabeti¢nog
ulkusa te da se veli¢ina ulkusa znac¢ajno smanjila nakon HBOT-a. Kombinacijom tretmana a-
lipoi¢nom kiselinom i HBOT-om dolazi do znacajnog poboljsanja cijeljenja kroni¢ne rane na

temelju povecane ekspresije matriks metaloproteinaze i povecane angiogeneze (135).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog doktorata je da hiperbari¢na terapija znac¢ajno mijenja i ponovno uspostavlja
smanjenu vaskularnu reaktivnost na vazodilatacijske poticaje kod DM tipa 1 na provodnim
(aorta) 1 otpornickim krvnim zilama (model srednje mozdane arterije). HBOT znacajno utjece
1 na mehanizme vazokonstrikcije kod DM-a. Dodatna hipoteza je da se mehanizmi
vazodilatacije, kao i vazokonstrikcije u DM-u mijenjaju s HBOT-om i da HBOT aktivira
druge vazodilatacijske 1 vazokonstrikcijske putove koji su u normalnim uvjetima manje

znacajni.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj je doktorske disertacije istraziti djelovanje HBOT-a na vaskularnu reaktivnost ovisnu o
endotelu kod dijabeti¢nih Stakora izlozenih djelovanju HBOT-a u usporedbi s netretiranim

zdravim Stakorima te dijabeti¢nim kontrolnim Stakorima.

Drugi je cilj identificirati specificne mehanizme kojima HBOT utjece na vazodilataciju i
vazokonstrikciju potaknutu acetilkolinom, serotoninom, noradrenalinom i hipoksijom na

otporni¢kim i provodnim krvnim Zilama.
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4. MATERIJALI I METODE

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije Medicinskog fakulteta u
Osijeku te dio preliminarnih rezultata u Laboratoriju Katedre za farmakologiju Medicinskog

fakulteta u Splitu.

Koristila sam Sprague-Dawley (SD) muske Stakore u dobi od 6-13 tjedana starosti. Svi su
Stakori iz vlastitog uzgoja Vivarija pri Medicinskom fakultetu u Osijeku. Za animalni model
dijabetesa melitusa tipa I koristila sam streptozocin u jednoj dozi 60 mg/kg kako je opisano u
prijasnjim radovima (136). Streptozocin je lijek koji je otkriven 50-tih godina dvadesetog
stoljeca te je u pocetku koriSten kao antibiotik (137). 60-tih je godina otkrivena njegova
selektivna toksi¢nost za [ stanice Langerhansovih oto¢i¢a te se od tada koristi kao
kemoterapeutik za metastatski karcinom B-stanica Langerhansovih otoci¢a koji nisu podlozni
operativnom zahvatu (138) te u istrazivanjima kao animalni model dijabetesa melitusa tipa 1

(136,139).

Stakori su bili podijeljeni u 4 grupe; grupa 1 (KONTROLA) - zdravi netretirani $takori,
grupa 2 (DM) - Stakori kojima je izazvan dijabetes melitus tip I pomocu streptozocina
(Streptozocin, minimum 98% HPLC 1g, Sigma-Aldrich), grupa 3 (DM+HBOT) - Stakori sa
streptozocinskim DM-om izloZeni djelovanju hiperbaricnog kisika u barokomori
(Rekompresijska komora za eksperimente 110L, Puro Dakovi¢, Aparati d.d.), grupa 4
(KONTROLA-+HBOT) - zdravi Stakori izloZzeni djelovanju hiperbaricnog kisika u

barokomori.

Radila sam pokuse bez inhibitora, s inhibitorom ciklooksigenaze (indometacin), inhibitorima
dusik-oksid sintaze (L-NMMA 1 L-NAME), selektivnim inhibitorom CYP 450-epoksigenaze
(MS-PPOH) te inhibitorom CYP 450- w-hidroksilaze (DDMS).

4.1. Priprema pokusnih grupa
KONTROLA: prva je grupa zdravih netretiranih Stakora konstantno boravila u nastambi.

DM: druga je grupa sa 6 tjedana starosti primila streptozocin u dozi od 60 mg/kg otopljen u

0,5 ml fizioloSke otopine te su se nakon 6 tjedana izolirale krvne zile za pokus.

DM+ HBOT: tre¢a je grupa, takoder, primila streptozocin sa 6 tjedana starosti, a poslije 6
tjedana je bila izloZena hiperbaricnom kisiku u barokomori 2 sata na 2,0 atm uzastopno 4

dana. Peti se dan radio pokus.
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KONTROLA+HBOT: cetvrta je grupa s 12 tjedana bila izloZena hiperbaricnom kisiku u

barokomori 2 sata na 2,0 atm uzastopno 4 dana. Peti se dan radio pokus.

Svi su Stakori bili izvagani u 6 tjednu i prije Zrtvovanja za pokus. Sve su skupine imale

slobodan pristup hrani i vodi te uobicajeno kretanje.
4.2. 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 pusStanjem 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 u zatvorenom sustavu bez protoka. Za vrijeme
trajanja terapije zajedno sa Stakorima u komori je smjeStena 1 mala koli¢ina granula kalcij-
hidroksida i1 natrij-hidroksida te etilvioleta (Draegersorb 800 Plus, Draeger Medical) za
upijanje izdahnutog CO; te se tako eliminira kumulacija CO2 u komori. Slijedi 15 minuta

dekompresije otpustanjem dekompresijskog ventila.
4.3. In vitro izolirane perfundirane srednje moZdane arterije

Prilikom provodenja pokusa radila sam nekoliko protokola, no svi su pocinjali izolacijom
srednje mozdane arterije. Na pocCetku sam vagala Stakora, zatim ga anestezirala kombinacijom
ketamina 75 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). Poslije dekapitacije mjerila sam
glukozu u krvi glukometrom (One Touch ultra, Life Scan, Inc.), izvadila mozak iz lubanje te
uz pomocu forcepsa i disekcijskog mikroskopa izolirala obje srednje mozdane arterije u
ledeni PSS (140, 141, 142), potom sam navukla Zilu na staklene pipete promjera 50-60 um, a
zilu na pipete ucévrstila koncem 10.0. Zila se snimala infracrvenom kamerom te se slika
prikazivala na monitoru (Slika 4.1). Promjenu promjera krvne Zile mjerila sam uz pomo¢
softvera Pressure Myograph System Model 110P MyoView Version 1.2.0 DMT (Danish Myo
Technology). Zile su bile perfundirane i uronjene u toplu (37 C) fiziologku otopinu soli
(PSS) 1 oksigenirane s 21% O, 5% CO: otopljeno u N». Sastav PSS-a u mM: 119 NaCl,
4.7KCl, 1.17MgSO04, 1.6 CaCly, 1.18 NaH2PO4, 24NaHCOs3, 0.026EDTA 1 5.5 glukoze (143).
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Slika 4.1. Izolirana srednja mozdana arterija.

4.4. Eksperimentalni protokoli za utvrdivanje mehanizama vaskularne reaktivnosti na

izoliranoj srednjoj moZdanoj arteriji
4.4.1. Prvi protokol

Prvi je protokol u svrhu utvrdivanja vazodilatacijskog odgovora ovisnog o endotelu. Nakon
stabilizacije od sat vremena myjerila sam unutrasnji promjer zile, dodala endotel ovisni
vazodilatator acetilkolin (Acetylcholin chloride 1VL, Sigma-Aldrich) u koncentraciji od 10

M te mjerila maksimalni dilatacijski odgovor krvne Zile.

Dodala sam vazokonstriktor serotonin (Serotonin hydrochloride 25mg, Sigma-Aldrich) u

koncentraciji od 10® M te mjerila maksimalni vazokonstrikcijski odgovor krvne Zile.

Sposobnost vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica da reagiraju na NO testirala sam
dodavanjem NO donora, DEA-NONO-ate (diethylammonium NONOate 100mg, Cayman

Chemical Company) u koncentraciji od 10°°M i mjerila maksimalan vazodilatacijski odgovor.

Za utvrdivanje reaktivnosti krvnih zila na hipoksiju mijenjala sam sastav plina za oksigenaciju
PSS-a u komorici na 5% CO; otopljenog u Na. Zila je bila izloZena hipoksiji 20 minuta, nakon

¢ega sam mjerila promjenu promjera krvne zile.

18



4.4.2. Drugi protokol

Poslije izlaganja zile indometacinu (Indomethacin, minimum 99% TLC, 5g, Sigma-Aldrich)
u koncentraciji od 10°M u trajanju pola sata, zilu sam izlagala djelovanju acetilkolina,

serotonina 1 DEA-NONO-ata.
4.4.3. Tredi protokol

Ulogu NO-a u posredovanju vazodilatacije na acetilkolin analizirala sam usporedivanjem
vazodilatacije na acetilkolin s 1 bez inhibicije endotelne dusSik-oksid sintaze (eNOS) s L-
NMMA (NG-monomethyl-L-arginine, 1g, Sigma-Aldrich) u koncentraciji od 10°M u trajanju

pola sata.
4.4.4. Cetvrti protokol

U svrhu utvrdivanja uloge citokroma P450 vaskularnu reaktivnost sam ispitivala u prisutnosti
selektivnog inhibitora epoksigenaze — MS-PPOH-a (poklon od prof John R Falcka) u

koncentraciji 10 M u trajanju od pola sata
4.4.5. Peti protokol

Izlagala sam zile hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od 20 minuta nakon blokiranja COX-a s
indometacinom u koncentraciji od 10°M, blokiranja epoksigenaze s MS-PPOH-a u

koncentraciji 10° M te kombinacije oba inhibitora.
4.4.6. Sesti protokol

Za utvrdivanje koji se vazodilatacijski putevi aktiviraju u HBOT grupama koristila sam
kombinacije inhibitora indometacina, L-NMMA-a i MS-PPOH-a u koncentraciji od 10°M u
trajanju od pola sata te potom mjerila vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji

od 10°M..
4.4.7. Sedmi protokol

Za odredivanje vazokonstrikcijskih puteva koristila sam inhibitore indometacin u
koncentraciji od 10°M, L-NMMA u koncentraciji od 10°M, MS-PPOH u koncentraciji od 10°
M, DDMS (poklon od prof. John R. Falcka) u koncentraciji od 10°M te kombinaciju DDMS
i indometacina u koncentraciji od 10°M u trajanju od pola sata te odgovor na primjenu

serotonima u koncentraciji od 10M.
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Da bi se utvrdilo je li tonus krvne Zile bio o¢uvan tijekom pokusa, na kraju sam zilu izlozila
otopini PSS-a bez iona kalcija u trajanju pola sata. Racunala sam promjenu dijametra od
pocetne u normalnom PSS-u podijeljeno s maksimalnim promjerom nakon izlaganja PSS-u
bez iona kalcija puta sto (AD/Dmax x100) pri ¢emu je dobar tonus bio ako su vrijednosti bile

izmedu 40-70%.
4.5. Pokusi na izoliranim aortalnim prstenima

Kao uzorak za aortalne prstene koristila sam torakalnu aortu Stakora. Nakon anestezije
kombinacijom ketamina 75 mg/kg i midazolama 0,5 mg/kg napravila sam torakotomiju,
preparirala torakalnu aortu te ju izvadila u preparativni bazenci¢ s hladnom i oksigeniranom
Krebs-Henseleitovom otopinom (sastav otopine u mmol/L: 120 NaCl; 4,8 KCl; 1,2 KH2POu;
2,5 CaCly; 1,2 MgS04; 25,5 NaHCO3; 10 glukoza 1 0,02 EDTA) (144). Nakon ¢iS¢enja
masnog i1 vezivnog tkiva, aortu sam rezala na prstene Sirine 3-4mm. Prstene sam, potom,
namjestila u organske bazenc¢i¢e (20ml zapremine) s Krebs-Henseleitovom otopinom koja je
stalno grijana 1 oksigenirana (t=37°C, pH=7,4). Dvije paralelne Celicne zice provukla sam
kroz lumen prstena, potom sam jednu zicu ucvrstila na dno organskog bazencica, a drugu
koncem povezala na pretvara¢ vlaéne sile preko kojeg sam mjerila tonus Zilnog prstena.
Pretvarac sile je spojen na pojacalo i na analogno/digitalni pretvara¢ gdje sam pratila graficki

prikaz tijeka pokusa na ekranu racunala (Slika 4.2).
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Slika 4.2. Shema sustava za izolirane aortalne prstene (145).

Nakon ispiranja i stabilizacije od sat vremena prsteni su tri puta bili izlozeni KCl-u u
koncentraciji 60 mM, nakon toga su prsteni bili prekontrahirani s jednom dozom
noradrenalina 10”7 M. Kada je postignut stabilni plato kontrakcije dodala sam acetilkolin 10
"M pri ¢emu sam provjerila oCuvanosti endotela. Relaksacija je izraZena kao postotak

smanjene vazokonstrikcije uzrokovane noradrenalinom.
4.5.1. Prvi protokol

Na prekontrahirane prstene noradrenalinom dodala sam acetilkolin u koncentracijama od 10

M do 10> M kao provjera produkcije NO-a.
4.5.2. Drugi protokol

Nakon prekontrakcije noradrenalinom dodala sam DETA-NONO-ate (diethylenetriaamine
NONOate 100mg, Cayman Chemical Company) (izravni donor NO-a) u dozi od 10! M do

10~ M pri ¢emu sam provjeravala vazodilatacijski endotel neovisni odgovor.
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4.5.3. Tredi protokol

Nakon prekontrakcije noradrenalinom prsteni su bili inkubirani 20 minuta L-NAME-om
(300pumol/L) (NG-nitro-Larginine methyl ester, 1g, Sigma Aldrich) koji je inhibitor NOS-a te

sam nakon inkubacije dodavala acetilkolin u koncentracijama od 10 M do 10~ M.
4.5.4. Cetvrti protokol

Nakon prekontrakcije noradrenalinom prsteni su bili inkubirani 20 minuta indometacinom
(10umol/L) koji je inhibitor ciklooksigenaze te sam nakon inkubacije dodala acetilkolin u

koncentracijama od 10 M do 107 M.
4.5.5. Peti protokol

Nakon prekontrakcije noradrenalinom prsteni su bili inkubirani 20 minuta MS-PPOH
(10umol/L) koji je selektivni inhibitor epoksigenaze te sam nakon inkubacije dodala

acetilkolin u koncentracijama od 10° M do 10 M.
4.6. Mjerenje oksidativnog stresa

Mjerenje oksidativnog stresa radila sam iz uzoraka krvi Stakora putem dviju biokemijskih
metoda. Prva je metoda (thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)) temeljena na
reakciji izmedu malondialdehida  (koji je krajnji produkt peroksidacije lipida) 1
tiobarbituratne kiseline (146, 147). Spoj malondialdehida i1 tiobarbituratne kiseline ima
absorbanciju na 532 nm Sto se mjeri putem UV- spektrofotometra (Specord 200, Analytik
Jena Inc., Jena, Germany). Druga je metoda mjerenje antioksidativnog kapaciteta plazme koja
se mjeri putem tzv. 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 (148).
4.7. StatistiCke metode

Rezultate sam prikazala kao srednju vrijednost i SEM. Za normalnu distribuciju vrijednosti,
signifikantnu razliku u promjeni promjera krvne zile u kontrolnim uvjetima i1 pri primjeni
agonista odredila sam t-testom, a razlike izmedu ispitivanih grupa na izoliranim srednjim
mozdanim arterijama (KONTROLA, DM, DM+HBOT, KONTROLA + HBOT) putem
jednosmjerne ANOVE post hoc Holm Sidak testom te razlike izmedu ispitivanih grupa na

aortalnim prstenima putem dvosmjerne ANOVE post hoc Bonferoni testom. Testirala sam i
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razlike u odgovoru na inhibitore unutar grupe putem jednosmjerne ANOVE post hoc Holm
Sidak testom. P <0,05 oznaCava granicu statisticke znacajnosti. Koristila sam statisticke
programe SIGMA STAT (inacica 3.5, Systat Software, Inc, Chicago,USA) i GraphPad Instat 1
GraphPad Prism, verzija 4.00 za Windows, GrafPad Software (San Diego, CA, USA).
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5. REZULTATI
5.1. Masa Stakora i koncentracija glukoze u krvi Stakora

Dijabeti¢ni Stakori razvili su hiperglikemiju u roku 48 sati od primjene streptozotocina te su
postupno razvijali sve klini¢ke znakove dijabetesa melitusa tipa I: polifagiju (prekomjerno
uzimanje hrane), polidipsiju (prekomjerno uzimanje vode) i poliuriju (prekomjerno mokrenje)

te su znacajno izgubili na tezini (Tablica 5.1).

Tjelesna masa (izrazena u gramima) kontrolnih Stakora iznosila je 383+35 (n=12), a masa
kontrolnih Stakora tretiranith u hiperbaricnoj komori iznosila je 365+24 (n=27). Masa
dijabeti¢nih Stakora iznosila je 269+62 (n=16), a dijabeticnih Stakora tretiranih u hiperbari¢noj
komori iznosila je 264+40 (n=28). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih i
dijabeti¢nih skupina (p<0,001). Koncentracija glukoze u krvi (izrazena u mmol/L) kontrolnih
Stakora iznosila je 6,71 (n=12), a kontrolnih Stakora tretiranih u hiperbari¢noj komori
iznosila je 6,6+1 (n=27). Koncentracija glukoze u krvi dijabeti¢nih Stakora iznosila je30+3
(n=16), a dijabeti¢nih Stakora tretiranih u hiperbari¢noj komori iznosila je 27,645 (n=28).
Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih i dijabeti¢nih grupa Stakora (p<0,001).

Rezultati su prikazani u tablici 5. 1.

Tablica 5.1. Prikaz tjelesne mase Stakora te koncentracije glukoze u krvi (GUK) Stakora

medu grupama.

Kontrola DM DM + HBOT | Kontrola + HBOT
(n=12) (1-16) (n=28) (=27)

Masa (g) 383+35 269+62* 264+40%* 365+24

GUK 6,7+1 30+£3* 27,6£5% 6,6+1

(mmol/L)

*p<0,001 obje kontrolne grupe u odnosu na obje dijabeti¢ne grupe
5.2. Mjerenje oksidativnog stresa

Rezultati FRAP analize oksidativnog stresa iz smrznute plazme Stakorske krvi nisu pokazali
statisticki znacajne razlike (kontrola= 0,126+0,04, DM=0,1434+0,03, DM+HBOT=
0,154+0,09, kontrola+tHBOT= 0,162+0,03). Rezultati TBARS analize oksidativnog stresa iz
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smrznute plazme Stakorske krvi (kontrola=0,183+0,03, DM= 0,285+0,02, DM+HBOT=
0,308+0,03, kontrola+tHBOT= 0,162+0,02) pokazali su statisticki znacajnu razliku izmedu

dijabeti¢nih grupa u odnosu na kontrolne grupe (p<0,05). Rezultati su prikazani u tablici 5.2.

Tablica 5. 2. Mjerenje oksidativnog stresa FRAP i TBARS analizom

FRAP(mM/LTE) TBARS (uM/MDA)
kontrola 0,126 0,183
DM 0,143 0,285*
DM+HBOT 0,154 0,308*
KontrolatHBOT 0,162 0,162

*p<0,05 obje kontrolne grupe u odnosu na obje dijabeticke grupe
5.3. Rezultati na izoliranim srednjim mozZdanim arterijama

Izolirane srednje moZdane arterije nakon primjene acetilkolina u koncentraciji 10 M
reagirale su vazodilatacijom, kontrola =20+£2 (n=12), DM= 5+£3 (n=13), DM+HBOT= 17+1
(n=17), kontrola+tHBOT= 23+3 (n=17). Dijabeti¢na skupina ima statisti¢ki znacCajni manji
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u usporedbi s ostalim skupinama (p=0,001). Rezultati

su prikazani na slici 5.1.

C3 Kontrola (N=12)

30+ @l DM (N=13)
I:I DM+HBOT éN 17&I
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Slika 5.1. Odgovor izolirane srednje mozdane arterije nakon primjene acetilkolina u

koncentraciji 10° M. Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.
*p<0,001 u odnosu na druge grupe
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Izolirane srednje moZdane arterije nakon primjene DEA-NONO-ata u koncentraciji 10 M
reagirale su vazodilatacijom, kontrola=15+2 (n=5), DM= 1543 (n=8), DM+HBOT= 1542
(n=7), kontrola+tHBOT= 13+3 (n=6). Nema statisticki znacajne razlike medu grupama

(p=0,921). Rezultati su prikazani na slici 5.2.
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Slika 5.2. Odgovor izolirane srednje mozdane arterije nakon primjene DEA-NONO-ata u

koncentraciji 10°® M. Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.

Izolirane srednje mozdane arterije nakon primjene serotonina u koncentraciji 10°® M reagirale
su vazokonstrikcijom, kontrola= -23+3 (n=12), DM= -20+£3 (n=12), DM+HBOT= -20+1
(n=17), kontrola+tHBOT= -22+2 (n=17). Nema statisticki znacajne razlike medu grupama
(p=0,674). Rezultati su prikazani na slici 5.3.
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Slika 5.3. Odgovor izolirane srednje moZzdane arterije nakon primjene serotonina u

koncentraciji 10° M. Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.
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Izolirane srednje mozdane arterije nakon izlaganja hipoksi¢nim uvjetima u trajanju pola sata
reagirale su vazodilatacijom, kontrola= 2343 (n=12), DM= 0+£3 (n=13), DM+HBOT= 1442
(n=23), kontrola+tHBOT= 2442 (n=22). Postoji statisticki znacajan smanjen vazodilatacijski
odgovor dijabeticne grupe u odnosu na ostale grupe (p<0,001) te izmedu DM+HBOT grupe i
kontrola+tHBOT grupe (p<0,05). Rezultati su prikazani na slici 5.4.
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Slika 5.4. Odgovor izolirane srednje mozdane arterije na hipoksiju. Prikaz promjene dijametra

zile kao srednje vrijednosti + SEM.
*p<0,001 u odnosu na druge grupe

p<0,05 DM+HBOT u odnosu na kontrola+HBOT

Odgovor na acetilkolin kontrolnih Stakora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-
a) u koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora imala je
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10 M, 14+2 (n=10). Nakon djelovanja
L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10> M u trajanju od pola sata kontrolna grupa
Stakora nije imala odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10° M, 0£0 (n=5). Nakon djelovanja
MS-PPOH-a (selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju od pola
sata kontrolna grupa Stakora imala je vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji

10 M, 13+2 (n=5) Postoji statisticki zna¢ajna razlika u vazodilatacijskom odgovoru izmedu
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L-NMMA i svih ostalih grupa (p<0,05). Rezultati su prikazani na slici 5.5.
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Slika 5.5. Odgovor srednje mozdane arterije kontrolne grupe na acetilkolin (10 M) nakon
primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M), inhibitora NOS-a (L-NMMA 107 M) i
selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 107 M). Prikaz promjene dijametra Zile kao

srednje vrijednosti + SEM.

*p<0,05 L-NMMA u odnosu na ostale grupe

Odgovor na acetilkolin DM $takora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u
koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa Stakora imala je
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10° M, 14+2 (n=5). Nakon djelovanja
L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10°> M u trajanju od pola sata dijabeti¢na
grupa $takora nije imala odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10 M, 0+0 (n=6). Nakon
djelovanja MS-PPOH-a (selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10° M u
trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa Stakora imala je vazodilatacijski odgovor na acetilkolin
u koncentraciji 10 M, 9+2 (n=5). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu L-NMMA i

indometacina (p<0,05). Rezultati su prikazani na slici 5. 6.
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Slika 5.6. Odgovor srednje moZzdane arterije dijabeti¢ne grupe na acetilkolin (10 M) nakon
primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M), inhibitora NOS-a (L-NMMA 10° M) i
selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 107 M). Prikaz promjene dijametra Zile kao

srednje vrijednosti = SEM.

*p<0,05 L-NMMA u odnosu na indometacin

Odgovor na acetilkolin DM+HBOT S§takora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora
COX-a) u koncentraciji od 10°> M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa $takora tretirana u
hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10° M,
18+2 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10° M u
trajanju od pola sata dijabeti€na grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10° M, 8+£3 (n=11). Nakon djelovanja
MS-PPOH-a (selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju od pola
sata dijabeti¢na grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski
odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10 M, 12+2 (n=5). Postoji statisti¢ki znacajna razlika
izmedu izmedu L-NMMA 1 kontrolne grupe te indometacina (p<0,05). Rezultati su prikazani

na slici 5.7.
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Slika 5.7. Odgovor srednje mozdane arterije dijabetine grupe tretirane u hiperbari¢noj
komori na acetilkolin (10°® M) nakon primjene inhibitora COX-a (indometacin 107 M),
inhibitora NOS-a (L-NMMA 10~ M), selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 107

M). Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.

*p<0,05 L-NMMA u odnosu na kontrolu i INDO

Odgovor na acetilkolin kontrola+tHBOT Stakora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora
COX-a) u koncentraciji od 10 M u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora tretirana u
hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10° M,
1543 (n=6). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10° M u
trajanju od pola sata kontrolna grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10° M, 10+3 (n=11). Nakon djelovanja
MS-PPOH-a (selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju od pola
sata kontrolna grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je vazodilatacijski
odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10 M, 8+1 (n=>5). Postoji statisticki zna¢ajna razlika
izmedu kontrolne grupe i MS-PPOH-a (p<0,05) i L-NMMA (p<0,05). Rezultati su prikazani

na slici 5.8.
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Slika 5.8. Odgovor srednje mozdane arterije kontrolne grupe tretirane u hiperbari¢noj komori
na acetilkolin (10°® M) nakon primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M), inhibitora
NOS-a (L-NMMA 10 M) i selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 10~ M). Prikaz

promjene dijametra zile kao srednje vrijednosti £ SEM.

*p<0,05 kontrola u odnosu na L-NMMA i MS-PPOH

Odgovor na acetilkolin DM+HBOT S§takora. Nakon zajednicke inhibicije NOS-a (L-NMMA u
koncentraciji 10°M) i epoksigenaze (MS-PPOH u koncentraciji 10°M) u trajanju od pola sata
dijabeti¢na grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski odgovor
na acetilkolin u koncentraciji 10°® M 10+1 (n=5). Nakon zajednic¢ke inhibicije epoksigenaze
(MS-PPOH u koncentraciji 10°M) i COX-a (indometacin u koncentraciji 10°M) u trajanju od
pola sata dijabeticna grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je smanjeni
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10°® M 5+0 (n=5). Nakon zajednitke
inhibicije COX-a (indometacin u koncentraciji 10°M) i NOS-a (L-NMMA u koncentraciji 10°
M) u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa $takora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je
vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10°° M 10£0 (n=5). Nakon zajedni¢ke
inhibicije NOS-a, COX-a i epoksigenaze u trajanju od pola sata doslo je do potpunoe
inhibicije vazodilatacije 1+0(n=5). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne grupe
i L-NMMA-+MS-PPOH (p<0,05), MS-PPOH+Indo (p<0,05), Indo+L-NMMA (p<0,05), svi
inhibitori (p<0,05). Postoji statistiki znacajna razlika izmedu L-NMMA-+MS-PPOH i kontrole
(p<0,05), MS-PPOH+Indo (p<0,05), svi inhibitori (p<0,05). Postoji statistiki znacajna razlika
izmedu MS-PPOH+Indo i kontrole (p<0,05), L-NMMA+MS-PPOH (p<0,05), Indo+L-
NMMA (p<0,05), svi inhibitori (p<0,05). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu Indo+L-
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NMMA i kontrole (p<0,05), MS-PPOH+Indo (p<0,05), svi inhibitori (p<0,05). Postoli
statistiki znacajna razlika izmedu svih inhibitora i svih drugih grupa (p<0,05). Rezultati su

prikazani na slici 5.9.
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Slika 5.9. Odgovor srednje mozdane arterije dijabetine grupe tretirane u hiperbari¢noj
komori na acetilkolin (10 M) nakon primjene kombinacije inhibitora COX-a (indometacin
10> M), inhibitora NOS-a (L-NMMA 107 M) i selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-
PPOH 10> M). Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM

*p<0,05 kontrola u odnosu na L-NMMA+MS-PPOH, MS-PPOH+Indo, Indo+L-NMMA i
Indo+L-NMMA-+MS-PPOH

p<0,05 L-NMMA+MS-PPOH u odnosu na kontrolu, MS-PPOH+Indo i Indo+L-
NMMA-+MS-PPOH

1p<0,05 MS-PPOH+Indo u odnosu na kontrolu, L-NMMA+MS-PPOH, Indo+L-NMMA i
Indo+L-NMMA+MS-PPOH

§p<0,05 Indo+L-NMMA u odnosu na kontrolu, MS-PPOH+Indo i Indo+L-NMMA+MS-
PPOH

Ip<0,05 Indo+L-NMMA-+MS-PPOH u odnosu na kontrolu, L-NMMA+MS-PPOH, MS-
PPOH+Indo, Indo+L-NMMA

Odgovor na acetilkolin kontrolatHBOT Stakora. Nakon zajednic¢ke inhibicije NOS-a (L-
NMMA u koncentraciji 10°M) i epoksigenaze (MS-PPOH u koncentraciji 10°M) u trajanju

od pola sata kontrolna grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski
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odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10¢ M 15+0 (n=5). Nakon zajedni¢ke inhibicije
epoksigenaze (MS-PPOH u koncentraciji 10°M) i COX-a (indometacin u koncentraciji 10°
M) u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je
smanjeni vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10® M 7+0 (n=5). Nakon
zajedni¢ke inhibicije COX-a (indometacin u koncentraciji 10°M) i NOS-a (L-NMMA u
koncentraciji 10°M) u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora tretirana u hiperbari¢noj
komori imala je vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u koncentraciji 10°® M 13£0 (n=5).
Nakon zajednicke inhibicije NOS-a, COX-a 1 epoksigenaze u trajanju od pola sata doslo je do
potpunoe inhibicije vazodilatacije 1+0(n=5). Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu svih

grupa medusobno (p<0,05). Rezultati su prikazani na slici 5.10.
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Slika 5.10. Odgovor srednje mozdane arterije kontrolne grupe tretirane u hiperbari¢noj
komori na acetilkolin (10 M) nakon primjene kombinacije inhibitora COX-a (indometacin
10> M), inhibitora NOS-a (L-NMMA 10 M) i selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-
PPOH 10> M). Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM

*p<0,05 kontrola u odnosu na L-NMMA+MS-PPOH, MS-PPOH+Indo, Indo+L-NMMA i
Indo+L-NMMA+MS-PPOH

p<0,05 L-NMMA-+MS-PPOH u odnosu na kontrolu, MS-PPOH+Indo, Indo+L-NMMA i
Indo+L-NMMA+MS-PPOH

1p<0,05 MS-PPOH+Indo u odnosu na kontrolu, L-NMMA+MS-PPOH, Indo+L-NMMA i
Indo+L-NMMA+MS-PPOH
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§p<0,05 Indo+L-NMMA u odnosu na kontrolu, MS-PPOH+Indo, L-NMMA+MS-PPOH i
Indo+L-NMMA-+MS-PPOH

Ip<0,05 Indo+L-NMMA+MS-PPOH u odnosu na kontrolu, L-NMMA-+MS-PPOH, MS-
PPOH+Indo, Indo+L-NMMA

Odgovor na serotonin kontrolnih Stakora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a)
u koncentraciji od 10°> M u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora nije imala odgovor
na serotonin u koncentraciji 10° M, 0£0 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-
a) u koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora imala je
vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10°® M, -26+2 (n=5). Nakon
djelovanja MS-PPOH-a (selektivni inhibitor epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju
od pola sata kontrolna grupa Stakora imala je vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u
koncentraciji 10® M, -18+2 (n=5). Nakon djelovanja DDMS-a (selektivni blokator -
hidroksilaze) u koncentraciji od 10> M u trajanju od pola sata kontrolna grupa $takora imala
je vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10°M, -10£0 (n=4). Nakon
zajednickog djelovanja indometacina (10> M) i DDMS-a (107> M) u trajanju od pola sata nije
bilo odgovora Zile na serotonin u koncentraciji 10® M, 0£0 (n=4). Postoji statisticki zna¢ajna
razlika u vazokonstrikcijskom odgovoru izmedu indometacina i L-NMMA (p<0,005),
kontrole (p<0,005) 1 MS-PPOH (p<0,005). Zatim postoji statisticki znacajna razlika izmedu
DDMS-a i L-NMMA (p<0,05) i kontrole (p<0,05), takoder, postoji statisticki znacajna razlika
izmedu DDMS+Indometacin i L-NMMA (p<0,005), kontrole (p<0,005) i MS-PPOH
(p<0,05). Rezultati su prikazani na slici 5.11.
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Slika 5.11. Odgovor srednje mozdane arterije kontrolne grupe na serotonin (10 M) nakon
primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M), inhibitora NOS-a (L-NMMA 10~ M),
selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 10° M), selektivnog inhibitora -
hidroksilaze (DDMS 107 M) te kombinacije DDMS+Indometacin (10 M). Prikaz promjene

dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.
*p<0,005 indometacin u odnosu na kontrolu, L-NMMA i MS-PPOH
p<0,05 DDMS u odnosu na kontrolu i L-NMMA

1p<0,005 DDMS+indometacin u odnosu na kontrolu, L-NMMA i MS-PPOH

Odgovor na serotonin DM Stakora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u
koncentraciji od 10~ M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa $takora nije imala odgovor na
serotonin u koncentraciji 10 M, 0+£0 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u
koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata dijabetina grupa Stakora imala je
vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10°® M, -16+4 (n=6). Nakon
djelovanja MS-PPOH-a (selektivni inhibitor epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju
od pola sata dijabeti¢na grupa Stakora imala je vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u
koncentraciji 10® M, -18+1 (n=5). Nakon djelovanja DDMS-a (selektivni blokator -
hidroksilaze) u koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa $takora imala
je minimalni vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10° M, -1£0 (n=4).
Nakon zajedni¢kog djelovanja indometacina (10> M) i DDMS-a (10> M) u trajanju od pola
sata postojao je minimalan vazokonstrikcijski odgovora Zile na serotonin u koncentraciji 10

M, -1+0 (n=4). Postoji statisticki znacajna razlika u vazokonstrikcijskom odgovoru izmedu
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indometacina 1 kontrole (p<0,002), L-NMMA (p<0,05) i MS-PPOH (p<0,005) te izmedu
DDMS-a i kontrole (p<0,001), L-NMMA (p<0,05) i MS-PPOH (p<0,002). Takoder postoji
statisticki znacajna razlika izmedu DDMS+Indometacin 1 kontrole (p<0,001), L-NMMA
(p<0,05) 1 MS-PPOH (p<0,002). Rezultati su prikazani na slici 5.12.
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Slika 5.12. Odgovor srednje moZzdane arterije dijabeti¢ne grupe na serotonin (10 M) nakon
primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M), inhibitora NOS-a (L-NMMA 107 M),
selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 10° M), selektivnog inhibitora -
hidroksilaze (DDMS 10~ M) te kombinacije DDMS+Indometacin (10~ M). Prikaz promjene

dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.
*p<0,05 indometacin u odnosu na kontrolu, L-NMMA i MS-PPOH
Tp<0,05 DDMS u odnosu na kontrolu, L-NMMA i MS-PPOH

1p<0,05 DDMS+indometacin u odnosu na kontrolu, L-NMMA i MS-PPOH

Odgovor na serotonin DM+HBOT S§takora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-
a) u koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa Stakora tretirana u
hiperbari¢noj komori imala je vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10
M, -9+1 (n=10). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10° M u
trajanju od pola sata dijabeti€na grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je
vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10°® M, -17+3 (n=6). Nakon
djelovanja MS-PPOH-a (selektivni inhibitor epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju
od pola sata dijabeticna grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je

vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10°® M, -17+2 (n=5). Nakon
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djelovanja DDMS-a (selektivni blokator w-hidroksilaze) u koncentraciji od 10° M u trajanju
od pola sata dijabeticna grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je
vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10 M, -12+2 (n=6). Nakon
zajednic¢kog djelovanja indometacina (10> M) i DDMS-a (10° M) u trajanju od pola sata
postojao je minimalan vazokonstrikcijski odgovor Zile na serotonin u koncentraciji 10° M, -
2+2 (n=6). Postoji statisticki znacajna razlika u vazokonstrikcijskom odgovoru izmedu grupe
s indometacinom 1 kontrole (p<0,001), L-NMMA (p<0,05), MS-PPOH (p<0,05) i
DDMS+Indometacin (p<0,05). Izmedu DDMS-a 1 kontrole (p<0,05) i DDMS+Indometacin
(p<0,05). Takoder postoji statisticki znacajna razlika izmedu DDMS+Indometacina i kontrole
(p<0,001), L-NMMA (p<0,001), MS-PPOH-a (p<0,05) i indometacina (p<0,05). Rezultati su

prikazani na slici 5.13.
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Slika 5.13. Odgovor srednje mozdane arterije dijabeti¢ne grupe tretirane u hiperbari¢noj
komori na serotonin (10°® M) nakon primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M),
inhibitora NOS-a (L-NMMA 10 M), selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 107
M), selektivnog inhibitora ®-hidroksilaze (DDMS 10° M) te kombinacije

DDMS-+Indometacin (10 M). Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.
*p0<0,05 indometacin u odnosu na kontrolu, L-NMMA, MS-PPOH i DDMS+Indo
Tp<0,05 DDMS u odnosu na kontrolu i DDMS+Indo

1p<0,05 DDMS+Indo u odnosu na kontrolu, L-NMMA, MS-PPOH i Indometacin

Odgovor na serotonin kontrolatHBOT. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u

koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata kontrolne grupa Stakora tretirana u
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hiperbari¢noj komori imala je vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10
M, -14+2 (n=11). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10° M u
trajanju od pola sata kontrolna grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je
vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u koncentraciji 10 M, -19+3 (n=6). Nakon
djelovanja MS-PPOH (selektivni inhibitor epoksigenaze) u koncentraciji 10> M u trajanju od
pola sata kontrolna grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je vazokonstrikcijski
odgovor na serotonin u koncentraciji 10° M, -19+1 (n=5). Nakon djelovanja DDMS-a
(selektivni blokator w-hidroksilaze) u koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata kontrolna
grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je vazokonstrikcijski odgovor na
serotonin u koncentraciji 10°® M, -11+3 (n=6). Nakon zajedni¢kog djelovanja indometacina
(10° M) i DDMS-a (10”° M) u trajanju od pola sata postojao je minimalan vazokonstrikcijski
odgovora zile na serotonin u koncentraciji 10°® M, -4+2 (n=6). Postoji statisti¢ki znacajna
razlika izmedu DDMS+Indometacin i kontrole (p<0,001), MS-PPOH-a (p<0,05) i L-NMMA
(p<0,05), te izmedu DDMS-a i1 kontrole (p<0,05). Rezultati su prikazani na slici 5.14.
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Slika 5.14. Odgovor srednje mozdane arterije kontrolne grupe tretirane u hiperbari¢noj
komori na serotonin (10 M) nakon primjene inhibitora COX-a (indometacin 10> M),
inhibitora NOS-a (L-NMMA 10 M), selektivnog inhibitora epoksigenaze (MS-PPOH 107
M), selektivnog inhibitora w-hidroksilaze (DDMS 10° M) te kombinacije

DDMS-+Indometacin (10 M). Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti + SEM.
*p<0,05 DDMS u odnosu na kontrolu

Tp<0,05 DDMS+indometacin u odnosu na kontrolu, L-NMMA i MS-PPOH
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Odgovor na DEA-NONO-ate-sve grupe

Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u koncentraciji od 10 M u trajanju od
pola sata kontrolne grupa Stakora imala je vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u
koncentraciji 10° M, 8+2 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u
koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata kontrolna grupa Stakora imala je
vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u koncentraciji 10°® M, 9+3 (n=5). Nakon
djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u koncentraciji od 10 M u trajanju od pola sata
dijabeticna  grupa Stakora imala je vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u
koncentraciji 10® M, 7+3 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u
koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa Stakora imala je
vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u koncentraciji 10°® M, 13£2 (n=6). Nakon
djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u koncentraciji od 10> M u trajanju od pola sata
dijabeticna grupa Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski odgovor
na DEA-NONO-ate u koncentraciji 10® M, 15+3 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA
(inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10> M u trajanju od pola sata dijabeti¢na grupa Stakora
tretirana u hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u
koncentraciji 10°® M, 101 (n=6). Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u
koncentraciji od 10° M u trajanju od pola sata kontrolna grupa Stakora tretirana u
hiperbari¢noj komori imala je vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u koncentraciji
10° M, 10£0 (n=5). Nakon djelovanja L-NMMA (inhibitor NOS-a) u koncentraciji od 10 M
u trajanju od pola sata kontrolna grupa Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori imala je
vazodilatacijski odgovor na DEA-NONO-ate u koncentraciji 10° M, 12+1 (n=5). U
pokusima s DEA-NONO-atom nema statisticki znacajne razlike medu grupama niti unutar

grupa. Rezultati nisu prikazani.

Odgovor na hipoksiju- kontrolni Stakori. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a)
u koncentraciji 10~ M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana
arterija kontrolne grupe Stakora imala je vazokonstrikcijski odgovor na hipoksiju, -5£2 (n=5).
Nakon djelovanja MS-PPOH-a (selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10° M
u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana arterija kontrolne
grupe Stakora imala je vazodilatacijski odgovor na hipoksiju, 11+1 (n=5). Nakon zajednickog
djelovanja indometacina u koncentraciji 10° M i MS-PPOH u koncentraciji 10° M u
hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana arterija nije imala

vazodilatacijski odgovor 0+0 (n=5). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i
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ostalih grupa (p<0,05) te izmedu indometacina i MS-PPOH (p<0,05). Rezultati su prikazani

na slici 5.15.
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Slika 5.15. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksiju u kontrolnoj grupi Stakora, nakon
inhibicije enzima COX-a (indometacin 10> M) , selektivne inhibicije epoksigenaze (MS-
PPOH 107 M) te zajednicke inhibicije enzima COX-a i selektivne inhibicije epoksigenaze

(indometacin + MS-PPOH). Prikaz promjene dijametra Zile kao srednje vrijednosti £ SEM.
*p<0,05 kontrola u odnosu na ostale grupe

1p<0,05 indometacin u odnosu na MS-PPOH

Odgovor na hipoksiju- DM S§takori. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-a) u
koncentraciji 10° M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana
arterija dijabeticne grupe Stakora imala je vazokonstrikcijski odgovor na hipoksiju, -2+3
(n=5). Nakon djelovanja MS-PPOH-a (selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji
10° M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja moZzdana arterija
dijabeticne grupe Stakora imala je vazokonstrikcijski odgovor na hipoksiju, -6+2 (n=5).
Nakon zajedni¢kog djelovanja indometacina u koncentraciji 10° M i MS-PPOH u
koncentraciji 10° M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana
arterija dijabeti¢ne grupe Stakora nije imala nikakav vazoaktivni odgovor 0+1 8n=5). Nema

statistiCki znacajne razlike izmedu grupa (p=0,185). Rezultati su prikazani na slici 5.16.
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Slika 5.16. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksiju u dijabeti¢noj grupi Stakora nakon
inhibicije enzima COX-a (indometacin 10° M) , selektivne inhibicije epoksigenaze (MS-
PPOH 10° M) i zajedni¢ke inhibicije COX-a i selektivne inhibicije epoksigenaze

(indometacin+MS-PPOH). Prikaz promjene dijametra zile kao srednje vrijednosti + SEM.

Odgovor na hipoksiju- DM+HBOT Sstakori. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora COX-
a) u koncentraciji 10° M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja
mozdana arterija dijabeticne grupe Stakora tretirane u hiperbaricnoj komori imala je
minimalni vazodilatacijski odgovor na hipoksiju, 1£1 (n=5). Nakon djelovanja MS-PPOH-a
(selektivnog inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10° M u hipoksiénim uvjetima u
trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana arterija dijabeti¢ne grupe Stakora tretirane u
hiperbari¢noj komori imala je vazokonstrikcijski odgovor na hipoksiju, -6£2 (n=5). Nakon
zajednic¢kog djelovanja indometacina u koncentraciji 10 M i MS-PPOH u koncentraciji 107
M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana arterija dijabeti¢ne
grupe Stakora tretirane u hiperbaricnoj komori nije imala nikakav vazoaktivni odgovor 0+0
(n=5). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i drugih grupa (p<0,05). Rezultati

su prikazani na slici 5.17.
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Slika 5.17. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksiju u dijabeti¢noj grupi Stakora
tretirane u hiperbari¢noj komori nakon inhibicije enzima COX-a (indometacin 10 M)
,selektivne inhibicije epoksigenaze (MS-PPOH 10° M) i zajednicke inhibicije COX-a i
selektivne inhibicije epoksigenaze (indometacin+tMS-PPOH). Prikaz promjene dijametra zile

kao srednje vrijednosti = SEM.

*p<0,05 kontrola u odnosu na druge grupe

Odgovor na hipoksiju- kontrolatHBOT Stakora. Nakon djelovanja indometacina (inhibitora
COX-a) u koncentraciji 10° M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja
mozdana arterija kontrolne grupe Stakora tretirane u hiperbari¢noj komori imala je minimalni
vazodilatacijski odgovor na hipoksiju, 1+1 (n=5). Nakon djelovanja MS-PPOH-a (selektivnog
inhibitora epoksigenaze) u koncentraciji 10° M u hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od
dvadeset minuta srednja mozdana arterija kontrolna grupe Stakora tretirane u hiperbari¢noj
komori imala je vazodilatacijski odgovor na hipoksiju, 4+1 (n=5). Nakon zajednic¢kog
djelovanja indometacina u koncentraciji 10° M i MS-PPOH u koncentraciji 10° M u
hipoksi¢nim uvjetima u trajanju od dvadeset minuta srednja mozdana arterija kontrolne grupe
Stakora tretirane u hiperbaricnoj komori nije imala nikakav vazoaktivni odgovor 1+0 (n=5).
Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne grupe i drugih grupa (p<0,05). Rezultati

su prikazani na slici 5.18.
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Slika 5.18. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksiju u kontrolnoj grupi Stakora
tretirane u hiperbari¢noj komori nakon inhibicije enzima COX-a (indometacin 10> M) ,
selektivne inhibicije epoksigenaze (MS-PPOH 10° M) i zajedni¢ke inhibicije COX-a i
selektivne inhibicije epoksigenaze (indometacintMS-PPOH). Prikaz promjene dijametra zile

kao srednje vrijednosti = SEM.

*p<0,001 kontrola u odnosu na druge grupe

5.4. Rezultati na aortnim prstenima

Primjena acetilkolina u koncentracijama od 10 do 10 M na aortne prstene je u sve &etiri
grupe Stakora (kontrolna, DM, DM+HBOT 1 kontrolatHBOT) izazvala vazodilatacijski

odgovor te nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa. Rezultati su prikazani na slici 5.
19.
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Slika 5.19. Odgovor aortnih prstena na primjenu acetilkolina u koncentracijama od 10 do 10-
> M u kontrolnoj grupi (n=23), dijabeti¢noj grupi (n=16), dijabeti¢noj grupi tretiranoj u
hiperbaricnoj komori (n=29) i kontrolnoj grupi tretiranoj u hiperbari¢noj komori (n=47).
Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

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

Odgovor aortnih prstena na DETA-NONO-ate. Primjena DETA-NONO-ate (izravnog donora
NO-a) u koncentracijama od 10'! do 10* M na aortne prstene je u sve Cetiri grupe $takora
(kontrolna, DM, DM+HBOT 1 kontrolatHBOT) izazvala vazodilatacijski odgovor te nije bilo

statisticki znaCajne razlike izmedu grupa. Rezultati su prikazani na slici 5.20.
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Slika 5.20. Odgovor aortnih prstena na primjenu DETA-NONO-ate u koncentracijama od 10
T'do 10* M u kontrolnoj grupi (n=12), dijabeti¢noj grupi (n=12), dijabeti¢noj grupi tretiranoj
u hiperbari¢noj komori (n=12) i kontrolnoj grupi tretiranoj u hiperbari¢noj komori (n=12).
Rezultati su prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u

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

Odgovor aortnih prstena kontrolnih Stakora nakon primjene inhibitora. Kontrolna skupina
Stakora pokazuje vazodilatacijski odgovor na primjenu acetilkolina u koncentracijama od 10~
do 10> M u bazi¢nim uvjetima, odnosno bez primjene inhibitora (n=23). Nakon primjene L-
NAME (n=18), inhibitora NOS-a, u koncentraciji od 10° M vazodilatacijski odgovor na
acetilkolin je znatno smanjen te iznosi najvise 19,87% pri najveéoj koncentraciji ACh 107 M.
Nakon primjene indometacina (n=12), blokatora COX-a, u koncentraciji od 10°> M te nakon
primjene MS-PPOH (n=12), blokatora epoksigenaze, u koncentraciji 10> M postoji potpuni
vazodilatacijski odgovor na ACh. Postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe s L-

NAME-om i ostalih grupa (p<0,001) pri koncentraciji acetilkolina od 107 M do 10 M.
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Takoder postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe s MS-PPOH i ostalih grupa

(p<0,001) pri koncentraciji acetilkolina od 10" M. Rezultati su prikazani na slici 5.21.

O L-NAME
@® Indometacin

MS-PPOH
--- BaziCni odgovor na Ach

120 -
o 100 -
T 80+
2 60 A
8 40 -
T 20-

0 T L v ' ' '

-1 -10 9 8 -7 6 -5 4

log [Ach]

Slika 5.21. Odgovor aortnih prstena kontrolne grupe Stakora na acetilkolin u koncentraciji od
10°M do 10> M u bazalnim uvjetima(n=23) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=18),
MS-PPOH (n=12) i indometacina (n=12). 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<0,001 L-NAME u odnosu na druge grupe

Tp<0,001 MS-PPOH u odnosu na druge grupe

Odgovor aortnih prstena DM S$takora nakon primjene inhibitora. Dijabeti¢na skupina Stakora
pokazuje vazodilatacijski odgovor na primjenu acetilkolina u koncentracijama od 10® do 10
M u bazi¢nim uvjetima, odnosno bez primjene inhibitora (n=16). Nakon primjene L-NAME
(n=11), inhibitora NOS-a, u koncentraciji od 10° M vazodilatacijski odgovor na acetilkolin je

znatno smanjen te iznosi najviSe 15,25% pri najvecoj koncentraciji ACh 10° M. Nakon
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primjene indometacina (n=11) blokatora COX-a, u koncentraciji od 10> M te nakon primjene
MS-PPOH-a (n=12), blokatora epoksigenaze, u koncentraciji 10° M postoji potpuni
vazodilatacijski odgovor na ACh. Postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe s L-
NAME-om 1 bazi¢nog odgovora i indometacina (p<0,001) pri koncentraciji acetilkolina od
10° M do 10 M. Takoder postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupe s MS-PPOH-om i
bazi¢nog odgovora i indometacina (p<0,001) pri koncentraciji acetilkolina od 10 do 106 M.

Rezultati su prikazani na slici 5.22.

O L-NAME
® Indometacin
¢ VS-PPOH
--- Bazi¢ni odgovor na Ach
120 -
» 100 -
S
m -
£ 80
2
@ 60 -
8
8
o 40 -
Q.
2
20 -
O ) ) ) ) ) ) v

-1 10 9 8 -7 6 -5 4
log [Ach]
Slika 5.22. Odgovor aortnih prstena dijabeti¢ne grupe Stakora na acetilkolin u koncentraciji od
10°M do 10 M u bazalnim uvjetima (n=16) te nakon primjene inhibitora L-NAME (n=11),
klotrimazola (n=12) i indometacina (n=11). 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<0,001 L-NAME u odnosu na bazi¢ni odgovor i indometacin

Tp<0,001 MS-PPOH u odnosu na bazi¢ni odgovor i indometacin
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Odgovor aortnih prstena DM+HBOT Stakora nakon primjene inhibitora. Dijabeti¢na skupina
Stakora tretirana u hiperbaricnoj komori pokazuje vazodilatacijski odgovor na primjenu
acetilkolina u koncentracijama od 10 do 10 M u bazi¢nim uvjetima, odnosno bez primjene
inhibitora (n=29). Nakon primjene L-NAME (n=12), inhibitora NOS-a, u koncentraciji od 10
>M vazodilatacijski odgovor na acetilkolin je znatno smanjen te iznosi najvise 39,19% pri
najvecoj koncentraciji Ach 10 M. Nakon primjene indometacina (n=13) blokatora COX-a, u
koncentraciji od 10° M te nakon primjene MS-PPOH (n=12), blokatora epoksigenaze, u
koncentraciji 10 M postoji vazodilatacijski odgovor na Ach. Postoji statisticki znacajna
razlika izmedu grupe s L-NAME-om 1 ostalih grupa (p<0,001) pri koncentraciji acetilkolina
od 107 M do 10° M. Takoder postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu grupe s MS-PPOH-
om i bazi¢nog odgovora i indometacina (p<0,001) pri koncentraciji acetilkolina od 10 do 10-

M. Rezultati su prikazani na slici 5.23.
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Slika 5.23. Odgovor aortnih prstena dijabeti¢ne grupe Stakora tretirane u hiperbari¢noj komori
na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do 10° M u bazalnim uvjetima (n=29) te nakon

primjene inhibitora L-NAME (n=12), MS-PPOH (n=12) i indometacina (n=13). Rezultati su

48



prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji 10

"M £ SEM. (N je broj prstena- 4 aortna prstena po Stakoru).
* p<0,001 L-NAME u odnosu na druge grupe

Tp<0,001 MS-PPOH-a u odnosu na bazi¢ni odgovor i indometacin

Odgovor aortnih prstena kontrola+tHBOT Stakora nakon primjene inhibitora. Kontrolna
skupina Stakora tretirana u hiperbari¢noj komori pokazuje vazodilatacijski odgovor na
primjenu acetilkolina u koncentracijama od 10 do 10 M u bazi¢nim uvjetima, odnosno bez
primjene inhibitora (n=47). Nakon primjene L-NAME (n=23), inhibitora NOS-a, u
koncentraciji od 10° M vazodilatacijski odgovor na acetilkolin je znatno smanjen te iznosi
najvise 29,25% pri najvecoj koncentraciji ACh 10> M. Nakon primjene indometacina (n=17)
blokatora COX-a, u koncentraciji od 10> M te nakon primjene MS-PPOH-a (n=12), blokatora
epoksigenaze, u koncentraciji 10> M postoji vazodilatacijski odgovor na ACh. Postoji
statisticki znacajna razlika izmedu grupe s L-NAME-om i ostalih grupa (p<0,001) pri
koncentraciji acetilkolina od 10® M do 10> M. Takoder postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika
izmedu grupe sMS-PPOH-om i bazi¢nog odgovora i indometacina (p<0,001) pri koncentraciji

acetilkolina od 10" i 10”7 M. Rezultati su prikazani na slici 5.24.
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Slika 5.24. Odgovor aortnih prstena kontrolne grupe Stakora tretirane u hiperbari¢noj komori
na acetilkolin u koncentraciji od 10° M do 10° M u bazalnim uvjetima (n=47) te nakon
primjene inhibitora L-NAME (n=23), MS-PPOH (n=12) i indometacina (n=17). Rezultati su

prikazani kao postotak preostale kontrakcije nakon primjene noradrenalina u koncentraciji 10°

"M + SEM.
* p<0,001 L-NAME u odnosu na druge grupe

Tp<0,001 MS-PPOH u odnosu na bazi¢ni odgovor i indometacin
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6. RASPRAVA

Seéerna je bolest (lat. diabetes mellitus) bolest poremeéaja metabolizma ugljikohidrata s
posljedicnim poremecajem metabolizma masti i bjelancevina. Glavno je obiljezje trajna
hiperglikemija uslijed nemogucnosti iskoriStavanja Secera. U Se€ernoj bolesti tipa 1 ne luci se
dovoljno inzulina ili se inzulin uopc¢e ne luci, dok u Secernoj bolesti tipa 2 periferne stanice
postanu neosjetljive na djelovanje inzulina kojeg ima dovoljno. Posljedice dugotrajne bolesti
su komplikacije na krvnim zilama (makro- i mikroangiopatije), Zivcima i bazalnim
membranama razliCitih tkiva (1). Promjene na krvnim zilama dijabeti¢nih bolesnika najvise se
ocituju u promjeni vaskularne reaktivnosti, odnosno endotelnom disfunkcijom. Istrazivanja su
pokazala da se ta disfunkcija ponajprije o€ituje kao pojacani vazokonstrikcijski odgovor te
oslabljena reaktivnost na vazodilatatore (53-59). Hiperglikemija je pocetni korak u nastanku
vaskularne disfunkcije u DM-u, ona potice aktivaciju protein kinaze C, pojatano formiranje
napredno glikoziliranih zavr$nih produkata (eng. advanced glycation end products, AGEs) te
aktivaciju poliol puta (63). Sve te promjene utjeCu na promjene biokemijskih kaskadnih
reakcija u endotelu, a povecanim stvaranjem kisikovih radikala 1 smanjenjem
bioraspolozivosti NO-a (64,65, 76,77) remete EDHF ovisnu vazodilataciju (93).
Hiperglikemija, takoder, poti¢e neenzimatsku glikozilaciju proteina, albumina 1 hemoglobina
u plazmi §to pridonosi povecanoj vaskularnoj disfunkciji (71-77). NO ima predominantnu
ulogu u vazodilataciji velikih provodnih arterija, dok EDHF ima predominantnu ulogu u
vazodilataciji otpornickih arterija (35). Dokazano je da EDHF ima povecanu ulogu u
vazodilataciji provodnih arterija u stanjima poremecene aktivnosti NO-a (23). Na poremecaj
vaskularne reaktivnosti, posebice na vazodilataciju utjece i inzulin (111, 112). U normalnim

uvjetima on potic¢e vecu proizvodnju NO-a povecanjem izrazajnosti mRNA za eNOS (113).

Dijabetes melitus (DM) je bolest modernog doba, tzv. bolest ,,zapadnjackog® nacina zivota te
predstavlja veliki javnozdravstveni problem. 2010. godine broj oboljelih od DM-a Sirom
svijeta bio je 285 miliona ljudi (90% od tipa 2), a incidencija je znatno ubrzana te se predvida
da ¢e se broj oboljelih do 2030 godine udvostruciti (149, 150). U Republici Hrvatskoj broj
oboljelih je nesto vise od 230 000 ljudi (93% od tipa 2) (151).

Dosadasnja se terapija temelji na regulaciji prehrane, povecanoj tjelesnoj aktivnosti, oralnim
hipoglikemicima (za tip2) i inzulinu (za tipl) (1). Najteze su komplikacije bolesti udruzena
hipertenzija (zajedno utje€u na puno ved¢i rizik od nastanka sréanog i mozdanog udara),

dijabeticka retinopatija (posljedi¢no dovodi do sljepoce), dijabeticka nefropatija (posljedi¢no
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dovodi do kroni¢nog =zatajenja bubrega) te dijabeticka neuropatija koja zajedno s
mikroangiopatijom uzrokuje nastanak dijabetickog ulkusa na donjim ekstremitetima.
Dijabeticki ulkus, ako se pravilno i1 na vrijeme ne lije¢i, dovodi do amputacije donjih
ekstremiteta 1 invalidnosti (1). Zadnjih se godina sve viSe koristi terapija hiperbaricnim
kisikom u tretiranju dijabeti¢kih ulkusa te je dokazano da HBOT povoljno utje¢e na brze
cijeljenje tih ulkusa. Novije studije su pokazale da HBOT ima povoljan utjecaj na cjelokupni
organizam te da znaCajno smanjuju koncentracije svih faktora koji se povecano stvaraju u
DM-u i utjecu na vaskularnu disfunkciju (126, 129, 130, 133, 134, 135). Primjena HBOT-a
smanjuje nastali edem u tkivima, smanjuje prianjanje leukocita za Zilnu stjenku, povecava
antibakterijsku zastitu organizma, stimulira proliferaciju fibroblasta i povecava angiogenezu
(152). Hiperbaricno prekondicioniranje je postupak kojim se organizam izlaze hiperbari¢nom
kisiku u svrhu poboljSanja obrane organizma od nekog oSteCenja ili oksidativnog stresa,
najcesce se upotrebljava prije kirurskih zahvata gdje se postoperativno ocekuje da bi mogla
nastati ozljeda tkiva ishemijskim i/ili reperfuzijskim mehanizmom (152). HBO
prekondicioniranje povecava proizvodnju ROS-a, a to povecanje utjeCe na povecanu
proizvodnju vaznih signalnih molekula koji aktiviraju obrambeni sustav organizma. HBO
prekondicioniranje moze ili povecati ili smanjiti razinu oksidativnog stresa, ovisno o
stani¢nom okoliSu (153). HBO prekondicioniranje smanjuje peroksidaciju lipida (oksidativni
stres), NOx razinu (nitrozativni stres) 1 1NOS ekspresiju u eksperimentalnom
ishemijskom/reperfuzijskom modelu (154). Novija su istrazivanja pokazala da HBOT u
trajanju od samo 7 dana moze smanjiti ekspresiju hipoksija inducibilnog faktora lo kod
ishemi¢ne rane u Stakorskom modelu, a time se smanjuje apoptoza. Takoder dolazi do
smanjivanja broja neutrofila u hipoksi¢noj rani, a time se smanjuje upala (155). HBOT,
takoder, specifino poti¢e nastanak angiopoetina 2 proteina koji u kombinaciji s VEGF-om
stimulira angiogenezu te potice ekspresiju hem oksigenaze 1 (HMOX1) proteina koji Stiti
stanicu od oksidativnog stresa (156,157,158). Godman i suradnici (159) su pokazali da
HBOT aktivira povecanje ekspresije mnogih citoprotektivnih gena i gena za poticanje rasta u
endotelnim stanicama. Thom 1 suradnici (160) su pokazali da se tijekom HBOT-a povecava
bioraspolozivost NO-a u mozdanom korteksu Stakora i misa S§to za posljedicu ima povecanje
regionalnog krvnog protoka. To je povecanje NO-a povezano s povecanom ekspresijom
nNOS-a, no nisu mogli iskljuciti dolazi li i do povecane ekspresije eNOS-a, jer u uzorku ima
puno vise mozdanog tkiva od endotelnih stanica. Hink i suradnici (161) su istrazivali
ekspresiju eNOS-a u torakalnoj aorti Stakora neposredno nakon izlaganja HBOT-u te su

pokazali da dolazi do povecane ekspresije eNOS-a 8-24h nakon izlaganja HBOT-u. Hopf i
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suradnici (162) su istrazivali angiogenezu u modelu rane pri izlaganje hipoksiji, normoksiji 1
hiperoksiji te dokazali da je angiogeneza znacajno povecana pri hiperoksiji. IzloZenost
hiperoksiji dovodi do up-regulacije receptora trombocitnog faktora rasta, a oksidansi kao $to
je hidrogen peroksid stimuliraju endotelnu stanicu i keratinocite na oslobadanje VEGF-a (163,

164).

U dijabetesu melitusu dolazi do stvaranja velike koli¢ine kisikovih radikala te jakog
oksidativnog stresa u stanicama (165,166). Hiperglikemija je glavni uzrok stvaranja kisikovih
radikala (63, 64, 65, 167). Prilikom HBOT-a neki su autori pokazali da dolazi do povecanja
oksidativnog stresa. Oter i suradnici (168) su dokazali da se dva sata nakon izlaganja HBOT-u
na 3atm povecava razina peroksidiranih lipida (TBARS) i superoksid dismutaze (SOD) u
plu¢ima, mozgu i eritrocitima. Istrazivanja na ljudima koji su bili podvrgnuti HBOT-u zbog
dijabeti¢nih ulkusa pokazala su povecanu razinu TBARS-a i napredne oksidacije proteina
(AOPPs) (110). Matsunami i suradnici (169) su dokazali da nakon 7 uzastopnih HBOT-a cak
1 kontrolna skupina Stakora (nedijabeti¢na) ima povecanu razinu oksidativnog stresa odnosno
TBARS-a, ¢ime su pokazali da sama HBOT uzrokuje povecani oksidativni stres. U ovom
istrazivanju povecana koli¢ina peroksidiranih lipida, odnosno TBARS-a je nadena u obje
dijabeticne skupine, dok je koli¢ina TBARS-a u kontrolnoj skupini te kontrolnoj HBOT
skupini bila normalna. Razlog zbog Cega je razlika izmedu mog istrazivanja i prijasnjeg (171)
moze biti u tome $to sam uzorke za TBARS skupljala 24h poslije zadnjeg izlaganja HBOT-u,
a oni su to radili neposredno poslije zadnjeg izlaganja, takoder su imali tri dana duZzi period

izlaganja HBOT-u i na ve¢em tlaku (2,4 atm naspram mojih 2,0 atm).
6.1. Vazodilatacijski mehanizmi srednje moZdane arterije

Osnovni je vazodilatacijski odgovor na acetilkolin srednje mozdane arterije izmedu
kontrolnih i dijabeti¢nih skupina znacajno poremecen, odnosno kod dijabeticnih je Stakora taj
odgovor smanjen, §to je u skladu s prijasnjim istrazivanjima (57, 61, 62, 92 1 101). Ovo je
istrazivanje pokazalo da dijabeti¢na skupina Stakora koja je bila podvrgnuta HBOT-u ima
znacajno poboljSan odgovor na acetilkolin u usporedbi s dijabeticnom skupinom. Takav
rezultat ukazuje da HBOT pozitivno utjece na NOS sustav 1i/ili poboljSanje drugih
vazodilatacijskih mehanizama kojima je odgovor na acetilkolin u dijabeti¢nih Stakora nakon

HBOT-a oCuvan.

Nakon primjene DEA-NONO-ata (koji je izravni donor NO-a) na srednje mozdane arterije

nije bilo statisticki znacajne razlike medu skupinama. Sve su zile imale ocekivani
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vazodilatacijski odgovor. Ovakav rezultat ukazuje na to da je u ovom eksperimentalnom
modelu trajanje dijabetesa melitusa od 6 tjedana nedovoljno da bi doslo do strukturnih

promjena u stjenci srednje mozdane arterije.

Glavnu ulogu u vazodilatacijskom odgovoru na acetilkolin i NO ima cGMP. Istrazivanja su
pokazala da je vazodilatacijski doprinos cGMP-a razli¢it izmedu srednje mozdane arterije i
bazilarne arterije. Odgovor bazilarne arterije na NO je u potpunosti ovisan o cGMP-u 1 nije
pod utjecajem kalcijskih kalijskih kanala, dok je vazodilatacijski odgovor na NO srednje
mozdane arterije 50% ovisan o cGMP-u, a 50% je cGMP neovisan, odnosno ide preko

aktivacije kalcijskih kalijskih kanala (17).

Vazokonstrikcijski odgovor srednje mozdane arterije na serotonin nije se mijenjao izmedu
kontrolnih 1 dijabeti¢nih Stakora. Kratko vrijeme trajanja DM od 6 tjedana nije bilo dostatno
da poremeti funkciju vazokonstrikcijskih prostaglandina i 20-HETE-a. Naime, u literaturi je
opisano da u ranim stadijima bolesti prvo dolazi do poremecaju u vazodilataciji. IstraZivanja
su pokazala da je odnos izmedu stvaranja prostaciklina i tromboksana A> u mezentericnim
arterijama, kao 1 na aorti nakon 120-180 dana smanjen, a tek kasnije pocinje povecan

vazokonstrikcijski odgovor na serotonin (106).

Otpornicke su Zile iznimno osjetljive na promjene parcijalnog tlaka kisika te je kisik, prema
tome, vazan u regulaciji lokalnog krvnog protoka i aktivnog tonusa otpornickih krvnih zila.
Vazodilatacijski odgovor na hipoksiju odvija se putem otpustanja razliCitih vazoaktivnih
faktora iz endotelnih stanica, kao Sto su prostaglandini 1 NO (171). Najve¢im dijelom
vazodilatacijski odgovor na hipoksiju srednje mozdane arterije ide putem aktivacije COX-a i
posljedic¢ne proizvodnje prostaciklina (PGI) koji potom aktivira Karp kanale (171). Fredricks
1 suradnici (142) su dokazali da samo aktivacija Kartp kanala prilikom hipoksije dovodi do
vazodilatacije, dok kalcijem regulirani K kanali nisu aktivirani. To su pokazali na modelu
izolirane srednje mozdane arterije koju su izlagali hipoksiji uz prisutnost TEA (blokator
Ca?’K kanala) i glibenklamida (blokator Katp kanala). Takoder su pokazali 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 $to
nema dovoljnog stvaranja NO-a, jer je za enzimatsku reakciju potreban kisik (172).
Hiperoksija, pak, potice vazokonstrikcijski odgovor i to poticanjem citokrom P450 -
hidroksilaze na povecano stvaranje 20-HETE-a (173, 174). 20-HETE, potom, smanjuje

otvaranje Ca’'K kanala i uzrokuje depolarizaciju glatke miSiéne stanice (175). Frisbee i
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suradnici (143) su dokazali da hipoksi¢ni vazodilatacijski odgovor nije isklju¢ivo ovisan o
COX-u, odnosno o produkciji prostaciklina, ve¢ da odredenu ulogu u tome igra i aktivacija
citokrom P450. Oni su radili pokus na otpornickoj arteriji skeletnog misica kojoj su uklonili
endotelne stanice 1 vidjeli su da je vazodilatacijski odgovor na hipoksiju znatno smanjen §to
dovodi do zakljucka da su prostaciklin, NO 1/ili EETs klju¢ni za vazodilataciju u hipoksiji.
Takoder su tretirali arterije s oCuvanim endotelom s 17 ODYA ( neselektivni inhibitor CYP
450, inhibira stvaranje EETs-a i 20-HETE) te su te zile imale smanjen vazodilatacijski
odgovor na hipoksiju §to ukazuje na to da i CYP 450 ima ulogu u hipoksiji, a ne samo COX.
Takoder su pokazali da CYP450 epokigenaza ne igra vaznu ulogu u vazodilataciji otpornicke
zile skeletnog miSica, 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 o¢uvani EDHF odgovor u

uvjetima teSke hipoksije za koji je dijelom odgovorna i CYP450 epoksigenaza (172).

U ovom istrazivanju srednje moZzdane arterije kontrolna je skupina imala ocekivani
vazodilatacijski odgovor na hipoksiju te ocekivani poremecen vazodilatacijski odgovor u
dijabeti¢noj skupini. Dokazano je da nakon HBOT-a i u kontrolnoj skupini i u dijabeti¢noj
skupini dolazi do povec¢anog vazodilatacijskog odgovora na hipoksiju $to ukazuje na to da je
HBOT dovela do promjene u aktivaciji i/ili ekspresiji COX-a i/ili CYP450 enzima.
Vazodilatacijski odgovor kontrolnih mozdanih arterija je u potpunosti posredovan
aktivacijom COX-a i stvaranjem PGIy, jer je vazodilatacija bila u potpunosti blokirana nakon
izlaganja zila indometacinu. MS-PPOH je smanjio vazodilataciju na pola vrijednosti od
kontrole Sto pokazuje da manju ulogu u vazodilataciji pri hipoksiji mozdanih arterija igra
CYP450 epoksigenaza i stvaranje EETs-a. Nakon izlaganja HBOT-u kontrolnih mozdanih
zila dolazi do nepotpune inhibicije vazodilatacije nakon primjene indometacina te je doslo do
jos vece inhibicije vazodilatacije nakon primjene MS-PPOH-a Sto pokazuje da je HBOT
potaknula vece stvaranje EETs-a. U dijabeti¢noj 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 dijabeti¢ne grupe Stakora
HBOT-u indometacin nije u potpunosti blokirao vazodilataciju na hipoksiju dok je
vazodilatacija nakon inhibicije sa MS-PPOH-om bila smanjena (u dijabeti¢noj grupi je doslo
do vazokonstrikcije nakon inhibicije MS-PPOH-a). Zaklju¢ak je da je HBOT usmjerio

vazodilatacijski odgovor na CYP450 epoksigenazu i stvaranju EETs-a.
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Vazodilatacijski odgovor srednje mozdane arterije u zdravih kontrolnih $takora prvenstveno
je posredovan NO putem, jer je L-NMMA uspio blokirati vazodilataciju na acetilkolin (176,
177). U ovom istrazivanju L-NMMA je, takoder, u potpunosti blokirao vazodilataciju na
acetilkolin. U prijasnjim je istrazivanjima (92, 177) dokazano da sinteza vazodilatacijskih
prostaglandina ne igra vaznu ulogu u zdravih kontrolnih Stakora. U ovom istraZivanju takoder
vazodilatacijski prostaglandini nisu bitno utjecali na dilataciju srednje mozdane arterije, jer
nije doSlo do znaCajnog smanjenja vazodilatacije nakon primjene indometacina. Primjena
MS-PPOH-a, takoder, nije uspjela blokirati vazodilataciju s time da je nakon primjene MS-
PPOH-a vazodilatacija bila manja u odnosu na kontrolnu grupu, ali ne statisti¢ki znacajno, §to
ukazuje na to da je vazodilatacijski odgovor srednje moZzdane arterije manjim dijelom

posredovan stvaranjem EETs-a.

U ovom istrazivanju vazodilatacijski odgovor na acetilkolin je znatno smanjen kod
dijabeti¢nih Stakora te nakon primjene L-NMMA nije bilo vazodilatacijskog odgovora, jer je
proizvodnja NO-a u dijabetesu i tako smanjena. Kako COX djeluje ne samo na proizvodnju
prostaglandina direktno iz AA, ve¢ metabolizira 1 20-HETE u vazokonstrikcijske
prostaglandine, nakon primjene indometacina doslo je do jaceg vazodilatacijskog odgovora u
odnosu na kontrolu u dijabeti¢nih Stakora te je rezultat u skladu s prijasnjima (92). Odgovor
dijabeti¢nih Stakora nakon primjene MS-PPOH-a bio je vazodilatacijski slican kontrolnom.
Nakon primjene HBOT-a u dijabeticnih Stakora doslo je do djelomi¢nog oporavka
vazodilatacije 1 u grupi bez inhibitora te znacajno nakon primjene L-NMMA. Drugi inhibitori
nisu znacajno mijenjali vazodilatacijski odgovor u dijabeti¢nih Stakora nakon HBOT-a, a
kako je 1 kod zdravih Stakora tretiranih HBOT-om doslo do sli¢nih rezultata, zakljucuje se da
je 1 kod dijabeti¢nih Stakora nakon primjene HBOT-a doSlo do povecanog stvaranja EETs-a

odnosno do povecane aktivacije/ekspresije CYP450 epoksigenaze.

Medutim nakon izlaganja srednje mozdane arterije kombinaciji inhibitora dolazi jaceg
blokiranja vazodilatacije u grupi indometacin+tMS-PPOH u donosu na druge kombinacije u
dijabetickoj grupi Stakora tretiranoj u HBOT S$to ukazuje na to da je vazodilatacijski
mehanizam u dijabeti¢nih Stakora tretiranth u HBOT preusmjeren na stvaranje EETs-a. U
kontrolnih Stakora tretiranih u HBOT kombinacija inhibitora izazvala je statisticki znacajne
djelomicne inhibicije vazodilatacije medu svim grupama $to ukazuje na to da se u zdravih
Stakora tretiranth u HBOT vazodilatacija ravnomjerno usmjerava i na proizvodnju EETs-a i

vazodilatacijskih prostaglandina ali i NOS-a.
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6.2. Vazokonstrikcijski mehanizmi srednje moZdane arterije

U dijabeti¢nim zivotinjskim modelima pojacan je odgovor na vazokonstriktore odnosno
smanjen odgovor na vazodilatatore. To se, ve¢inom, pripisuje poremecenim stvaranjem i/ili
raspolozivosti NO-a §to posljedicno dovodi do povecanog stvaranja 20-HETE u glatkim
miSi¢nim stanicama (178, 179). Benter i suradnici (59) su dokazali da se u dijabetesu
pojacano stvara 20-HETE, jer je nakon primjene inhibitora stvaranja 20-HETE (HET0016)
doslo do povecanog vazodilatacijskog odgovora na karbakol. Povecano stvaranje 20-HETE u
dijabetesu dovodi do pojacanog bazalnog tonusa krvnih zila i time remete vazodilataciju 1 na
druge poticaje osim acetilkolin (karbakol) izazvane vazodilatacije (59). Vazokonstrikeijski
odgovor na serotonin izmedu grupa nije se znacajno mijenjao. U kontrolnoj grupi Stakora
nakon primjene L-NMMA nije doslo do znacajne promjene u vazokonstrikcijskom odgovoru
na serotonin $to ukazuje na to da NO-put ne igra ulogu u vazokonstrikciji srednje mozdane
arterije. Nakon primjene indometacina doSlo je do potpune blokade vazokonstrikcije na
serotonin Sto ukazuje na to da je vazokonstikcijski odgovor srednje mozdane arterije
predominantno ovisan o COX putu i proizvodnji vazokonstrikcijskih prostaglandina (ve¢inom
TxAz). Primjena je MS-PPOH nije mjenjala vazokonstrikcijski odgovor na serotonin u
zdravih Stakora. Nakon primjene DDMS-a (blokatora 20-HETE) doslo je do znacajnog
smanjenja vazokonstrikcijskog odgovora na serotonin, ali ta blokada nije potpuna. Ovaj
rezultat ukazuje na to da je kod zdravih Stakora vazokonstrikcijski odgovor srednje mozdane
arterije u manjoj mjeri posredovan aktivacijom CYP450-o hidroksilaze i proizvodnjom 20-
HETE-a $to je potvrdeno zajednickim djelovanjem DDMS-a i indometacina gdje je doslo do
potpune blokade vazokonstrikcije. Nakon izlaganja zdravih Stakora HBOT-u doslo je do
vazokonstrikcijskog odgovora nakon primjene indometacina, dok je inhibicija
vazokonstrikcije nakon primjene DDMS-a manja u odnosu na indometacin $to ukazuje na to
da je nakon HBOT-a doSlo do poticanja vece aktivacije i/ili ekspresije CYP450-o
hidroksilaze i proizvodnje 20-HETE. Zajedni¢kim djelovanjem indometacina i DDMS-a
doslo je do blokade vazokonstrikcije. U dijabeti¢nih Stakora poremecena je proizvodnja
vazokonstrikcijskih prostaglandina i 20-HETE $to je dokazano i u ovom istrazivanju. Naime,
nakon primjene indometacina doSlo je do potpune blokade vazokonstrikcije, ali, isto tako,
doslo je do potpune blokade vazokonstrikcije i nakon primjene DDMS-a. Nakon primjene L-
NMMA nije doslo do poremecaja vazokonstrikcijskog odgovora $to ukazuje da NO-put nije
aktiviran niti sudjeluje u vazokonstrikcijskom odgovoru srednje mozdane arterije ni nakon

patoloskih promjena koje se dogadaju u dijabetesu melitusu. Nakon primjene HBOT-a kod
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dijabeticnih Stakora  nakon primjene indometacina doSlo je do poloviéne blokade
vazokonstrikcije $to ukazuje na to da je povecano stvaranje 20-HETE nakon primjene HBOT-
a, medutim, ta povecana proizvodnja 20-HETE je manja nego u zdravih Stakora nakon
primjene HBOT-a zbog toga Sto je blokada nakon primjene DDMS-a bila manja (u odnosu na

indometacin) u dijabeti¢nih Stakora nakon HBOT-a.
6.3. Vazodilatacijski mehanizmi na aortnim prstenima

U ovom je radu po prvi put pokazano kako HBOT utjeCe na promjenu vazodilatacijskih
mehanizama u animalnom modelu dijabetesa melitusa na velikim provodnim arterijama
(torakalna aorta). Osnovni vazodilatacijski odgovor aortnih prstena na acetilkolin bio je
ocuvan u svim grupama. Ovakav rezultat ukazuje na to da trajanje dijabetesa u ovom modelu
od 6 tjedana nije bilo dovoljno dugo da dode do poremecaja vazodilatacijskog odgovora na
velikim provodnim arterijama. Yakubu i suradnici (180) su u svom istrazivanju koristili 12
tjedana dijabeti¢ne Stakore te mjerili vazodilatacijski odgovor torakalne aorte i uvidjeli
poremecen vazodilatacijski odgovor kod dijabeti¢nih Stakora na primjenu acetilkolina,
bradikinina 1 izoproterenola (tvar ovisna o cAMP-u). U drugoj studiji trajanje dijabetesa je
bilo 16 tjedana te je postojao znacajni poremecaj vazodilatacijskog odgovora na acetilkolin
torakalne aorte (181). S druge strane, postoje studije na intrapulmonalnim (otpornickim i
provodnim) arterijama u dijabeti¢nih Stakora u trajanju od 3-4 mjeseca koje su imale
normalan vazodilatacijski odgovor na karbakol (182). Takoder postoje rezultati koji pokazuju
poremecenu endotel-ovisnu vazodilataciju torakalne aorte kod dijabeticnih Stakora gdje je
dijabetes trajao i manje od 6 tjedana (49). Ovi oprecni rezultati pokazuju da promjena u
vaskularnoj reaktivnosti u animalnom modelu ne ovisi samo o duZzini trajanja dijabetesa, nego
1 o veli¢ini hiperglikemije, nacinu primjene 1 dozi streptozocina, dobi, spolu i vrsti zivotinje
(183). Postoji nekoliko mehanizama koji uzrokuju poremecaj NO-ovisne vazodilatacije:
smanjenje 1/ili down regulacija eNOS-a, smanjenje tvari i kofaktora potrebnih za stvaranje
NO-a, smanjena raspolozivost NO-a putem povecanog oksidativnog stresa te smanjena
osjetljivost glatke miSi¢ne stanice na NO (48, 184, 185). Postoje 1 drugi mehanizmi, osim NO-
puta, koji se aktiviraju u poremecaju vaskularne reaktivnosti u dijabetesu melitusu (186).
Csanyi i suradnici (105) koristili su eksperimentalni model dijabetesa u trajanju od 4-8
tjedana 1 istrazivali dolazi li do povecane aktivacije COX-puta u dijabetesu. Torakalnu aortu
su izlagali djelovanju indometacina te nisu dobili znac¢ajne promjene u vazodilatacijskom
odgovoru na acetilkolin Sto ukazuje na to da vazodilatacijski prostaglandini ne igraju ulogu u

osnovnom odgovoru aorte na acetilkolin. Medutim, zabiljezili su znaajan porast
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koncentracije prostaciklina (PGIlz), 12-HHT (vazodilatacijski prostanoid) i tromboksana A»
(TxA>), tako da ovi autori zakljucuju da u ranim stadijima bolesti dolazi do kompenzatornog
povecanja proizvodnje prostaciklina koji onda ocuva vazodilatacijski odgovor, jer u kasnijoj
fazi bolesti dolazi do smanjenja stvaranja prostaciklina i povecanog stvaranja TxA». Isto su
dokazali i Peredo i suradnici (106) koji su mjerili koncentraciju PGl> 1 TxAz u aorti i
mezentriénim arterijama kod dijabeti¢nih Stakora u trajanju od 30, 120 i 180 dana te su
dokazali da se odnos PGI»/TxA> nije mijenjao nakon 30 dana trajanja bolesti, dok je sve vise
padao nakon 120 1 poslije 180 dana trajanja bolesti i u otporni¢kim i u provodnim zilama. U
ovom istrazivanju nakon primjene indometacina, takoder, nije doSlo do poremecaja
vazodilatacije torakalne aorte niti u jednoj grupi Stakora. Nakon primjene L-NAME-a na
aortne prstene u ovom istrazivanju vazodilatacijski odgovor na acetilkolin bio je gotovo
potpuno blokiran u kontrolnoj 1 DM grupi, dok je u obje HBOT grupe doslo do znacajnog
vazodilatacijskog odgovora aortnih prstena na acetilkolin. Kako indometacin nije uspio
blokirati vazodilataciju niti u jednoj grupi ¢ini se da i u aorti dolazi do povecane proizvodnje
EDHF-a (poglavito EETs-a) nakon primjene HBOT-a. Nakon primjene MS-PPOH na aortne
prstene dobila sam djelomi¢nu blokadu vazodilatacijskog odgovora na acetilkolin u obje
HBOT grupe i u DM grupi u odnosu na kontrolu. Postoje dokazi da DM ometa EDHF ovisnu
vazodilataciju. U koronarnim arterijama zdravih miSeva acetilkolin ovisna vazodilatacija
odvija se 50% preko NO-puta, a 50% preko EDHF-puta (95), dok je u tipu II DM (db/db
miSevi) vazodilatacija 81% ovisna o EDHF-u. To je vjerojatno razlog zaSto je MS-PPOH

uspio djelomicno blokirati vazodilataciju 1 u DM grupi.

U ovom istrazivanju nakon primjene DETA-NONO-ata ( izravni donor NO-a) na aortne
prstene nije doslo do znacajnih promjena u vazodilatacijskom odgovoru $to ukazuje na to da

je trajanje dijabetesa bilo prekratko da bi uzrokovalo strukturne promjene u aortnoj stjenci.
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7. ZAKLJUCCI

Vazodilatacijski je odgovor srednje mozdane arterije na acetilkolin poremecen u dijabetesu te
je vazodilatacija oporavljena nakon primjene HBOT-a kao rezultat povecanog stvaranja

EETs-a.

Vazokonstrikcijski odgovor srednje mozdane arterije na serotonin nije bio znacajno
poremecen u dijabetesu ali je pokazao da se vazokonstrikcijski mehanizmi nakon primjene

HBOT-a usmjeravaju prema vecoj proizvodnji 20-HETE-a.

Vazodilatacijski je odgovor srednje mozdane arterije na hipoksiju poremecen u dijabetesu te
je vazodilatacija oporavljena nakon primjene HBOT-a. Vazodilatacija na hipoksiju se odvija
prvenstveno preko COX puta ali je pokazano da HBOT potice vecu proizvodnju EETs-a u
hipoksiji.

Odgovor na aortnim prstenima je pokazao da HBOT mijenja vazodilatacijski put od stvaranja

NO-a prema vecoj proizvodnji EETs-a.

Dokazano je da HBOT u ovim eksperimentalnim uvjetima (2 atm, 120 minuta 4 dana

uzastopno) sama po sebi ne uzrokuje povecanje oksidativnog stresa.
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8. SAZETAK

Cilj je doktorske disertacije utvrditi kako hiperbari¢na terapija (HBOT) utjece na vaskularnu
reaktivnost otpornickih i provodnih krvnih zila u zdravih i dijabeti¢nih $takora. Od materijala
1 metoda koristila sam Sprague-Dawley (SD) muske Stakore u dobi od 12-13 tjedana s tim da
je polovini Stakora izazvan dijabetes melitus tip I primjenom jedne doze streptozocina u dobi
od 6 tjedana. Stakori su bili podijeljeni u &etiri grupe: KONTROLA, DM, DM+HBOT i
KONTROLA+HBOT. Pokuse sam radila na izoliranim zilama: otporni¢ka zila (srednja
mozdana arterija) i provodna Zila (torakalna aorta — aortalni prsteni). Rezultati su na srednjoj
mozdanoj arteriji pokazali da HBOT pogoduje oporavku vazodilatacije na acetilkolin te da u
oporavku sudjeluje enzim CYP450 epoksigenaza i veca proizvodnja EETs-a, jer je
vazodilatacija bila znafajno smanjena nakon primjene MS-PPOH-a u HBOT grupama.
Pokazano je da je glavni vazodilatacijski put u srednjoj mozdanoj arteriji posredovan
proizvodnjom NO-a, jer je L-NMMA uspio u potpunosti blokirati vazodilataciju u kontrolnoj
1 dijabeti¢noj grupi. U vazokonstrikcijskom odgovoru nije bilo znacajne razlike medu
grupama, ali je pokazano da HBOT skrece vazokonstrikcijski put, koji je u srednjoj mozdanoj
arteriji prvenstveno posredovan COX metabolitima, ka aktivaciji CYP450 -® hidroksilaze i
vecoj proizvodnji 20-HETE. Vazodilatacijski odgovor srednje mozdane arterije na hipoksiju
je poremecen u dijabetesu te je, prvenstveno, posredovan aktivacijom COX-a 1 proizvodnjom
PGL. Rezultati ovih pokusa su pokazali da je odgovor na hipoksiju manjim dijelom
posredovan i aktivacijom CYP450 epoksigenaze te da nakon HBOT-a dolazi do vece
proizvodnje EETs-a u hipoksiji. Rezultati na aortnim prstenima su pokazali da nije bilo
znaCajne promjene vazodilatacije nakon primjene acetilkolina i DETA-NONO-ate-a Sto
ukazuje da je vrijeme trajanja dijabetesa u ovom modelu bilo kratko da bi izazvalo poremecaj
vazodilatacije. Medutim, nakon primjene inhibitora pokazano je da HBOT mijenja
vazodilatacijski odgovor u aorti (koji je prvenstveno posredovan NO-putem) ka aktivaciji
CYP-450 epoksigenaze budu¢i da L-NAME nije uspio blokirati vazodilataciju u obje HBOT
grupe, a indometacin nije imao utjecaja na vazodilataciju. MS-PPOH je, s druge strane, uspio

smanjiti vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u obje HBOT grupe u odnosu na kontrolu.
Zakljucak je da HBOT aktivira CYP450 enzime u otporni¢kim i provodnim krvnim zilama.

Kljuéne rijeci; vaskularna reaktivnost, DM, HBOT, EETs, Stakor
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9. SUMMARY
Influence of HBOT on vascular reactivity of rats with diabetes mellitus type I

Objectives: the goal of these study was to show how HBOT influence on conduit and resistant

vascular reactivity in healthy and diabetes mellitus type I rats.

Materials and methods: I used Sprague-Dawley (SD) male rats 12-13 weeks old, half of rats
ware inject one dose of streptozocin to cause diabetes mellitus type I when they were 6 week
old. I had 4 groups of rats, CONTROL, DM, DM+HBOT and CONTROL+HBOT. I used
middle cerebral artery (as resistance vessel) and thoracic aorta (as conduit vessel) in my

experiments.

Results: middle cerebral artery shown recovery of vasodilation on acetylcholine after HBOT
and that this recovery was because HBOT activate CYP450-epoxigenaze and cause greater
production of EETs. This conclusion was made because vasodilation after MS-PPOH was
significant lower in both HBOT groups. Results sown that acetylcholine induced vasodilation
is primarily by NO pathway because L-NMMA completely blocked vasodilation in control
and DM group. Vasoconstriction of middle cerebral artery was preserved in all groups but
results shown how HBOT altered vasoconstriction pathway from COX to activation CYP450-
w-hydroxilaze and greater production of 20-HETE. Vasodilation response of middle cerebral
artery to hypoxia was disrupted in diabetes mellitus. Vasodilation in hypoxia is made bay
activation of COX and production of PGI; in this study it shown that vasodilation in hypoxia
in smaller part made by CYP450-epoxigenze and that after HBOT activation of CYP450-
epoxigenaze play greater role in hypoxic vasodilation. Results on aortic rings shown
unchanged vasodilation response to acetylcholine and DETA-NONO-ate which indicate that
duration of diabetes wasn’t long enough to alter vasodilation. After incubation with inhibitors
L-NAME, indomethacin and MS-PPOH results shown that HBOT altered vasodilation
response in aorta from NO pathway to CYP 450-epoxigenaze pathway because L-NAME
wasn’t blocked vasodilation in both HBOT group, indomethacin had no influence on
vasodilation of aorta and MS-PPOH reduced vasodilation in both HBOT group compared

with control.

Conclusion: I conclude that HBOT activate CYP450 enzymes in both conduit and resistance

vessels.

Key words; vascular reactivity, DM, HBOT, EETs, rats
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