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POPIS KRATICA

ATP —adenozin trifosfat

ROS — reaktivni kisikovi spojevi
NOS/RNS - reaktivni dusikovi spojevi
O — superoksid/superoksidni anion
OH — hidroksilniradikal

RO — peroksidni radikal

H,0, — vodikov peroksid

HOCI - hipokloritna kiselina
O3-o0zon

O,— molekula kisika

NO — dusikov monoksid

NO, — dusikov dioksid

ONOQO" - peroksinitrit

SOD - superoksid dismutaza

GSPHXx — glutation peroksidaza

AOXx — alternativna oksidaza

GSTs — glutation transferaza

CAT — katalaza

GR - glutation reduktaza

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid vodikov fosfat
HBO — hiperbari¢na oksigenacija
HBOT — terapija hiperbaricnom oksigenacijom
pO,— parcijalni tlak kisika

HbA1c - glikolizirani hemoglobin
BCR — B stani¢nireceptor

TCR — T stanic¢nireceptor

Ig — imunoglobulin

MHC — glavni sustav tkivne podudarnosti
CD - klaster diferencijacije

Th — pomo¢nicki limfociti

IL — interleukin

IFN-y — interferon gama



TNF-a — faktor nekroze tumora alfa

A-HBO, — akutna hiperbari¢na oksigenacija
4D-HBO; - intermitentna HBO, tijekom 4 uzastopna dana
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

PBMC — mononuklearne stanice iz periferne krvi
FCS — fetalni govedi serum

DMSO - dimetil-sulfoksid

DCF-DA — diklorofluorescein diacetat

PCR — lancana reakcija polimeraze

RT-PCR — lanc¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu
RNA — ribonukleinska kiselina

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

cDNA — komplementarna DNA

dATP — deoksiadenozin trifosfat

dGTP — deoksigvanozin trifosfat

dCTP — deoksicitidin trifosfat

dTTP — tiamidin trifosfat

Tag polimeraza — teromstabilna polimeraza
MRNA — glasni¢ka ribonukleinska kiselina

FGF — faktor rasta fibroblasta

HIF-1a — inducibilni faktor hipoksije

FRAP — antioksidativni kapacitet plazme

PBS — fosfatni pufer
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1. UVOD

1.1. Oksidativni stres

Svim eukariotima kisik je potreban kako bi mogli stvarati ATP (engl. adenosine
triphosphate), stoga stani¢ni metabolizam pretezno ovisi o kisiku i njegovoj isporuci.
Eukariotska stanica sposobna je efikasno prevoditi organske supstrate u kemijsku energiju, sto
istodobno zahtijeva i normalno funkcioniranje mehanizama koji ¢e =za$titi stanicu od
potencijalne reaktivnosti Stetnih kisikovih vrsta (1). U svojoj kemijskoj strukturi Kisik
posjeduje dva vanjska, nesparena elektrona s kojima tvori dvostruku vezu izmedu dva atoma,
te ga takva veza Cini kineticki stabilnim. U normalnim uvjetima kisik se prenosi vezan 97 %
na hemoglobin, dok je ostatak otopljen u citoplazmi. Medutim, kao element neophodan za
zivot, on je takoder i vrlo reaktivna molekula koja moze postati i potencijalno Stetna za
organizam (1). Do njegove nestabilnosti i reaktivnosti dolazi kada se hemoliticki cijepa
kovalentna veza, pri ¢emu se formiraju slobodni radikali. Tada posjeduju nesparene elektrone
u vanjskoj orbitali koji ih ¢ine vrlo nestabilnima. Kako bi popunili slobodnu vanjsku orbitalu i
postigli stabilnu elektronsku konfiguraciju, postaju agresivni prema okolnim molekulama te s
njima stupaju u kemijske reakcije (2). Molekula s kojom reagiraju tako postaje novi slobodni
radikal s potencijalom da sudjeluje u stvaranju sljedeceg slobodnog radikala, vodeé¢i ka

zaCaranom krugu reakcija (3).

Tijekom odvijanja razli¢itih metabolickih procesa, slobodni radikali normalna su
pojava ukoliko je njihovo nastajanje i nestajanje u aerobnoj stanici uravnotezeno. Prema
svemu navedenom, oksidativni stres predstavlja poremecenu homeostazu izmedu stvaranja
slobodnih radikala i njihovog eliminiranja iz organizma (4). Kakav ¢e utjecaj oksidativni stres
imati na organizam, ovisi 0 vrsti, sastavu i djelovanju oksidanasa te mjestu i intenzitetu
njihova stvaranja (5). Cak i jako mali broj slobodnih radikala te njihovo nedovoljno i
neucinkovito uklanjanje dovodi do oStec¢enja bioloskih molekula. U tom slucaju, oksidativni

stres moze poremetiti normalne fizioloSke funkcije i pospjesiti razvoj brojnih bolesti (3).
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Slika 1. Normalna raspodjela elektrona u atomu kisika (Izvor: original autorice rada)
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Slika 2. Normalna raspodjela elektrona u molekuli kisika (lzvor: original autorice rada).

1.2. Slobodni radikali

Pod pojmom ,,slobodni radikal* podrazumijevamo svaku molekulu koja sadrzi
jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj vanjskoj elektronskoj ljusci. Osim u stani¢nim
procesima, mogu nastati 1 od razliitih egzogenih izvora. Od najveceg su bioloSkog
znaCaja slobodni kisikovi radikali, ROS (engl. reactive oxygen species) i dusikovi
slobodni radikali, NOS (engl. nitrogen oxide species). Najvaznije vrste koje spadaju u
ROS su: superoksid/superoksidni anion (O%), hidroksilni radikal (OH"), peroksidni radikal
(RO%) i alkoksilni radikal (RO"). U reaktivne kisikove vrste ubrajamo i spojeve koji se

2
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lako mogu prevesti u slobodne radikale, kao npr. vodikov peroksid (H,0-), hipokloritna
kiselina (HCIO), ozon (O3) i samostalni kisik (O2) (3).

ROS nastaju iz molekularnog kisika djelovanjem zracenja ili redukcijom
oksidativnih enzima, inflamacijom, lijekovima, toksinima, faktorima rasta, lipidnom
peroksidacijom, kao posljedica svakodnevnog nacina zivota kao Sto je stres, puSenje,

alkohol, zagadeni zrak, manjak sna, nezdrava prehrana i sli¢no (5, 7, 8).

Glavno mjesto nastanka ROS-a u stanicama je respiratorni lanac koji u
mitohondriju sluzi za prijenos elektrona 1 transport protona iz matriksa u
medumembranski prostor. U ovom procesu molekularni kisik koristi se za dobivanje vode,
a nastali gradijent protona sluzi za sintezu visokoenergetske molekule ATP-a i dobivanje
elektrokemijskog potencijala. Preko 90% O, u organizmu sisavaca reducira se u H,O
primanjem 4 elektrona u respiratornom lancu mitohondrija (7, 8). Ostalih 1-2 % O, moze
se pretvoriti u H,0; i visoko reaktivni OH- i O;- koji se mogu proizvesti tijekom razli¢itih
reakcija u mitohondriju (9). Mitohondrijski respiracijski lanac jedan je od najvaznijih
procesa u kojemu se stvara superoksidni slobodni radikal. Molekularni kisik difuzno je
prisutan u stanicama i ¢vrsto vezan na kompleks citokrom ¢ oksidaze. Njihova veza s
prijenosnicima elektrona nije tako Cvrsta, pa se neki od transportiranih elektrona mogu

prenijeti na molekularni kisik stvarajuéi slobodne radikale (7, 8).

Osim sinteze ROS-a, mitohondrijski respiratorni lanac moze sintetizirati i RNS.
RNS su reaktivne vrste koje u svom sastavu, osim kisika, sadrze i dusik, kao npr. dusikov
monoksid (NO), dusikov dioksid (NO) i peroksinitrit (ONOQO’). Oni mogu oksidirati
proteine 1 nukleinske kiseline. Visak RNS-a vrSi nitroziranje ili nitriranje stani¢nih
molekula, ukljucujuéi proteine i glutation Sto se naziva stres reaktivnim radikalima dusika

(10, 11, 12). U niskim koncentracijama NO je esencijalan neurotransmiter i vazodilatator.

Velik broj do sada provedenih istrazivanja pokazao je kako neregulirana
proizvodnja slobodnih radikala sudjeluje u patogenezi raznih upalnih stanja, kao $to su
alergije, upalne bolesti crijeva, reumatoidni artritis 1 tako dalje. Vazno je spomenuti i
lipidnu peroksidaciju kao posljedicu djelovanja slobodnih radikala na polinezasic¢ene
masne kiseline lipida. Osnovna sastavna jedinica svih stanicnih membrana jesu lipidi, pa
su tako sve organele sa stani¢nim membranama izlozene direktnom osSte¢enju. Mijenja se
fluidnost i propusnost membrane, smanjuje se njezin elektri¢ni otpor, remeti se transport
elektrolita kroz membranu i mobilnost membranskih proteina. Zbog svega navedenog,

lipidna peroksidacija smatra se jednim od uzroka razli¢itih kroni¢nih oboljenja kao Sto su:
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ateroskleroza, dijabetes, Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest itd. (14). Osim toga, u
posljednje vrijeme oStecenje proteina prepoznato je kao glavna meta djelovanja slobodnih
radikala. Bo¢ni lanci svih aminokiselinskih ostataka osjetljivi su na ROS, ¢ije §tetno
djelovanje uzrokuje oksidaciju proteina. Time se mijenja proteinska struktura i funkcija, te
se takoder naruSava homeostaza proteina u plazmi, S§to se povezuje s nekim

patofizioloskim stanjima i starenjem (15).

Medutim, ROS imaju vaznu ulogu kao medijatori upale i signalne molekule, te u
malim koncentracijama ¢ine dio normalnih fizioloSkih procesa i korisno sudjeluju u obrani
organizma. U slu¢ajevima bilo kakve vrste ozljede tkiva, pa tako i upale, klju¢nu ulogu
imaju fagociti, ukljucujuéi i neutrofile koji infiltriraju upaljeno tkivo. Tijekom takve vrste

stimulacije, neutrofili otpustaju velike koli¢ine toksi¢nih vrsta ROS-a (13).

1.3. Antioksidativni mehanizmi

Tvari koje inhibiraju stvaranje ROS-a ili RNS-a i njihovih prekursora nazivaju se
antioksidansi. Oni neutraliziraju slobodne radikale prihvac¢anjem ili doniranjem elektrona
u bilo kojem trenutku. Neprestano se obnavljaju u tijelu, ¢ime uspostavljaju ravnotezu
izmedu nastajanja 1 nestajanja slobodnih radikala. Ovakvim djelovanjem nastoje se
oduprijeti stvaranju oksidacijskog stresa, sprjeCavaju daljnji nastanak lancanih reakcija
slobodnih radikala, Stite stanice od njihovih toksi¢nih ucinaka i1 preveniraju nastanak
bolesti (16). Uz pomo¢ vitamina i minerala, organizam je sposoban proizvesti
antioksidanse, dok je njihov vanjski izvor hrana bogata antioksidansima (18). Dakle, kao
odgovor na oksidativni stres, antioksidansi se generiraju in situ (stvaraju se u samom
organizmu) — endogeni antioksidansi ili se unose u organizam — egzogeni antioksidansi.
Prema mehanizmu djelovanja u ljudskom tijelu razlikujemo enzimske antioksidanse,
neenzimske ili preventivne antioksidanse i ,hvatace* radikala. Enzimski antioksidansi
katalizom slobodnih radikala izravno neutraliziraju ROS i RNS. S druge strane,
neenzimski antioksidansi sprjeCavaju nastanak slobodnih radikala. Vezu ione metala,
posebice Zeljeza 1 bakra, te time sprjeCavaju nastajanje izrazito toksi¢nog hidroksilnog
radikala iz superoksida i vodikovog peroksida. Hvataci slobodnih radikala najbrojnija su
skupina antioksidanasa, i s obzirom na razliite strukture i afinitete ostvaruju razlicite
mehanizme antioksidativne zastite. Ova skupina nema enzimsko djelovanje pa ih takoder

moZemo Svrstati u neenzimske antioksidanse.
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1.3.1. Antioksidativni enzimi

U antioksidativne enzime ubrajamo: superoksid dismutazu (engl. superoxide
dismutase, SOD), glutation peroksidazu (engl. glutathione peroxidase, GSPHX),
alternativnu oksidazu (eng. alternative oxidase, AOXx), glutation S transferazu (engl.
glutathione S-transferase, GSTs), katalazu (engl. catalase, CAT) i glutation reduktazu

(eng. glutathione reductase, GR).

SOD katalizira superoksid u kisik i vodikov peroksid. Sudjeluje u obrani gotovo
svih stanica izloZenih aerobnom metabolizmu, pa je jedan od primarnih antioksidativnih
¢imbenika. CAT se smatra glavnim regulatorom metabolizma vodikovog peroksida zato
Sto ga razlaze na manje reaktivne molekule kisika 1 vode. AOx je enzim koji regulira
koncentraciju oksidiranog i reduciranog glutationa i NADPH (engl. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate). Katalizira oksidaciju askorbinske kiseline u dehidrogen
askorbinsku kiselinu. GSTs je multifunkcionalni, citosolni enzim koji katalizira
konjugaciju glutationa s raznim elektrofilnim spojevima, gdje neutralizira sva elektrofilna
aktivna mjesta i time stvara spoj topljiv u vodi. GPRx je membranski stabilizator, a nalazi
se u svakoj stanici ljudskog organizma. Katalizira redukciju vodikovog peroksida i
lipidnog hidroperoksida tijekom lipidne peroksidacije. GR je dimer koji katalizira

regeneraciju reduciranog oblika glutationa uz NADPH kao donor elektrona (17).
1.3.2. Neenzimski antioksidansi

Neenzimskim antioksidansima pripadaju: glutation, flavonoidi, karotenoidi,

vitamini C i E i koenzim Q10.

Glutation je najvazniji antioksidans u organizmu. Ima ulogu u detoksifikaciji
donirajuci nezasi¢enim spojevima svoj atom vodika. Sudjeluje u reakcijama s vodikovim
peroksidom 1 s organiskim peroksidima. Flavonoidi su biljni pigmenti koji ukljucuju
flavone, izoflavone i flavanone. Djeluju kao antioksidansi peroksilnih i hidroksilnih
radikala. Nakon apsorpcije u tijelu brzo se izlucuju i time detoksificiraju enzime u jetri.
Karotenoidi su crveni, narancasti 1 zuti pigmenti koji se nalaze u listovima, cvjetovima i
plodovima voca i povréa, a proizvode ih svi fotosintetski organizmi. Antioksidativno
djelovanje im se pojacava u kombinaciji s vitaminom E. Vitamin C ili askorbinsku
kiselinu najviSe pronalazimo u vocu i povréu, a kao antioksidans uklju€ena je u mnoge
biokemijske procese. Osim S§to sprjecava oksidaciju drugih spojeva, ima sposobnost

obnoviti vitamin E. Donor je elektrona za enzime ukljucene u sintezu kolagena, karnitina,
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noradrenalina te metabolizam tirozina.Vitamin E nalazi se u stani¢nim membranama gdje
ucinkovito inhibira peroksidaciju lipida. U prirodi se nalazi u obliku tokoferola i
tokotrienola, a dokazano je veca ucinkovitost tokotrienola (17). Koenzim Q10 derivat je
kinona i nalazi se posvuda u biolo$kim sustavima. Njegov smanjeni oblik je ubikvinol koji

kao endogeni antioksidans povecava koncentraciju koenzima Q10.
1.4. Hiperbari¢na oksigenacija

Terapija hiperbaricnom oksigenacijom ili HBOT (engl. hyperbaric oxygen
therapy) jest koristenje 100 % O, preko maske ili iz hiperbari¢nog zraka, pri tlaku koji je
iznad razine atmosferskog tlaka. Osim u terapijske svrhe, koristi se i u svrhe znanstvenih
istrazivanja s eksperimentalnim zivotinjama. Izlaganja najée$ce traju 90 — 120 minuta pod
tlakom od 2,0-2,5 bara uz razli¢it broj ponavljanja. Udisanjem atmosferskog zraka, pri
normalnom tlaku, zasi¢enost hemoglobina kisikom iznosi 97 %. U 100 mL krvi ima
19,5 % kemijski vezanog i 0,32 % nevezanog kisika koji u tijelo dospijeva udisanjem
kisika iz zraka. Kada se udiSe kisik pod hiperbari¢énim uvjetima, nevezani kisik u plazmi
raste do 6 %, dok hemoglobin veze do 21 % kisika. Odnosno, kada se tlak udahnutog
kisika poveca za 100 kPa u 100 mL krvi, organizmu se dopremi oko 2,4 mL kisika. Pod
ovakvim visokim tlakom poveéava se arterijski i tkivni parcijalni tlak (pO,), te se,
neovisno o hemoglobinu, povecava koncentracija otopljenog kisika u plazmi. Kisik tako
zaobilazi eritrocitnu membranu i brze dospijeva do tkiva, pa se njegovi nedostatci u
ishemi¢nim tkivima na ovaj nafin mogu nadomjestiti (19 — 21). Povecavanjem
parcijalnih tlakova plina smanjuje se njegov volumen, time se istiskuju mjehuri¢i plina iz
plazme, odnosno iz tijela, pa se ova metoda na pocetku koristila samo za dekompresijsku

bolest ronilaca.

1.4.1. Primjena hiperbari¢ne oksigenacije

Danas se HBOT uspjesno primjenjuje kod insuficijencije disanja, pluénih i
kardioloskih bolesnika. S vremenom je dokazan njezin povoljan ucinak 1 na
mikrocirkulaciju, angiogenezu, proliferaciju stanica 1 sintezu kolagena. FizioloSke promjene
prilikom djelovanja hiperbaricne oksigenacije odnose se i na supresiju alfa-toksina kod
kasne gangrene, $to se iskoriStava kod lijeCenja kroni¢nih rana poput dijabetickih. Kod
inzulin-ovisnih dijabetiCara, oksigenacijom se, 0Sim angiopatije i neuropatije, kontrolira i
op¢i metabolicki status ugljikohidrata. UspjeSno smanjuje glukozu u krvi u prosjeku za 7,24

mm/L i vrijednosti glikoliziranog hemoglobina (HbA1c) za 31 %. Na vaskularnu strukturu i
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funkciju utjeCe vazodilatacijski, povecavaju¢i vaskularni odgovor na angiotenzin koji
oslobada NO iz endotela glatkih miSi¢a. S pacijentima koji imaju hipertenziju izuzetno je
vazno dobro poznavanje utjecaja HBO na arterijski krvni tlak. ITako je oksigenacija pod
visokim tlakom klinicki korisna kod wvaskularnih poremecaja, potpuni uvid njezinog
utjecaja na krvozilni sustav nije razjasnjen. Objavljeni podatci su raznoliki, ponekad i
kontradiktorni zbog uporabe razli¢itih protokola istrazivanja, vrsta ispitanika (ljudi,
zivotinje), raznolikosti patologije ispitanika (zdravi, bolesni) i sl. Tako je objavljeno kako
HBO dovodi do poviSenja arterijskog tlaka, snizenja arterijskog tlaka ili da ne mijenja
znacajno arterijski tlak (24, 25). Njegova djelovanja su kompleksna u zamrSenom sustavu
signalnih putova. Na primjer, izlaganjem Zivotinja hiperbari¢noj oksigenaciji povecava se
hematokrit te dolazi do acidoze i pojacane metabolicke aktivnosti. Akutnim izlaganjem
hiperbari¢noj oksigenaciji podiZze se razina oksidativnog stresa, dok kroni¢no izlaganje ne
izaziva njegovo povecanje, Sto je dokazano u istrazivanjima na zdravim Stakorima (26).
Kao S§to je ranije opisano, kisik moze biti vrlo reaktivna molekula koja je u moguénosti
promijeniti ekspresiju proteina. Cinjenica je kako njegovo udisanje pri tlaku iznad jednog
bara neizbjezno povecava proizvodnju ROS-a. lako su dosadasnja saznanja o vaskularnim
mehanizmima u¢inka HBO ograni¢ena, poznato je kako oksidativni stres moZe izravno
utjecati na vaskularnu reaktivnost. Stoga ¢e se i u ovom radu obratiti pozornost na ulogu

oksidativnog stresa u analizi u¢inaka HBO.

Klasi¢ne indikacije za klinicku upotrebu HBOT su: dekompresijska bolest, zracna
embolija, trovanje cijanidom i ugljicnim monoksidom, nekrotizirajuée infekcije tkiva,
kroni¢ne rane poput dijabetickih rana ili dekubitalnih ulkusa, poteSkoce s cijeljenjem
koznih presadaka, anemija zbog gubitka krvi itd. (21). U posljednjih nekoliko godina
dominira u vaskularnoj patologiji povezanoj sa smanjenom ili nedovoljnom tkivnom
oksigenacijom i perfuzijom (stanja hipoksije i ishemije). HBOT pozitivno utjeCe i u
oporavku od infarkta miokarda i akutne periferne ishemije ekstremiteta, a takoder moze
smanjiti mozdano oStecenje nakon cerebrovaskularnih incidenata (19). Prema smjernicama
za HBO terapiju, preporuCuje se primjena tlaka do 3,0 bara, pri kojemu su nuspojave
rijetke, a sigurnost za pacijenta je veca. Ekstremno izlaganje tretmanu moZe dovesti do
intoksikacije kisikom (iznad 4 bara), dok izlaganje tretmanu od 5 bara moze dovesti do

epilepsije te mozdanih i sr¢anih udara (27).
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Slika 3. Hiperbari¢na komora (Izvor: original autorice rada).

1.5. Mononuklearne stanice

Krvne stanice koje su odgovorne za imunost nazivaju se leukocitima, a
agranulociti ili mononuklearni leukociti su vrsta leukocita koji sadrze jednu jezgru i pod
opti¢kim mikroskopom ne sadrze obojena zrnca u citoplazmi. U ovu skupinu pripadaju
limfociti, monociti i makrofazi. Svi leukociti nastaju u kostanoj srzi. Dio njih, ukljucujuéi
B limfocite, u ko$tanoj srzi i sazrijeva, dok prekursori T limfocita migrijaju u timus gdje
se odvija njihova daljnja diferencijacija u zrele T limfocite. Nadalje, T i B limfociti
specifi¢ne Su stanice u naSem organizmu po tome $to tijekom sazrijevanja preslagivanjem
gena za T, odnosno B stani¢ni receptor na stani¢noj povrsini dobivaju jedinstveni receptor
koji omogucuje prepoznavanje velikog broja stranih antigena, §to nazivamo T i B
stani¢nim repertoarom. Time se osigurava velika specificnost steCenog imunoloskog
odgovora. Novonastali limfociti nazivaju se naivnim limfocitima jer se nikada nisu susreli
s antigenom za koji su specificni. Nakon $to se aktiviraju, u sekundarnim limfnim
organima slijedi njihova proliferacija u pomoc¢nic¢ke i citotoksi¢ne T stani¢ne linije,

odnosno, u slu¢aju B limfocita, u plazma stanice (40).

Limfociti B posrednici su humoralne imunosti. Oni na svojoj membrani

eksprimiraju imunoglobuline kao antigenske receptore (engl. B-cell receptors, BCR). Za
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potpunu aktivaciju zahtijevaju pomo¢ pomocnickih limfocita T, nakon cega se dijele i
stvaraju klonove te diferenciraju u plazma stanice. Plazma stanice stvaraju protutijela kao
primarni obrambeni odgovor organizma na antigen. Ovisno o vrsti imunosne reakcije, one
lu¢e imunoglobuline 1gG, IgA, IgE i IgM, koji reagiraju sa polisaharidima i lipidima
mikroorganizama. Kada u tijelo ude antigen s kojim se organizam ranije suocio, vec¢ su
prisutni brojni memorijski limfociti. Oni ¢e prepoznati antigen i bit ¢e u stanju proizvesti
veliku koli¢inu protutijela u kratkom vremenu. Ovaj odgovor naziva se sekundarnom
reakcijom, koja je brza i snaznija (41).

Limfociti T posrednici su stani¢ne imunosti, a na svojoj povrSini imaju
karakteristi¢ne biljege (engl. T-cell receptors, TCR). U zavrSnom procesu sazrijevanja
prolaze kroz pozitivnu i negativnu selekciju. Pozitivnom selekcijom uklanjaju se one
stanice koje ne prepoznaju molekule glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. major
histocompatibility complex, MHC). Negativnhom selekcijom uklanjaju se oni limfociti koji
se vezu snaznim afinitetom za vlastite MHC molekule. Nakon ove selekcije, u timusu
preostaju CD4+ CD8- i CD4- CD8+ (engl. cluster of differentiation, CD), koji odgovaraju
pomoc¢ni¢kim 1 citotoksicnim limfocitima T. Ovisno o vrsti podrazaja, pomo¢nicki T
limfociti imaju sposobnost diferencijacije u razlicite vrste Th stanica (eng. T-helper, Th),
ukljuéuju¢i Th-1, Th-2, Th-17 i reulatorne T limfocite. Druga vrsta T limfocita su
citotoksi¢ni limfociti T koji eksprimiraju molekulu CD8. Oni mogu luciti IFN-y i faktor
nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a), koji se vezu na citokinske

receptore ciljne stanice i uzrokuju njezinu apoptozu (42).

Monociti su mononuklearne fagocitne stanice koje nastaju u koStanoj srzi, ulaze u
krvozilni sustav gdje cirkuliraju 8-10 sati, a nakon toga migriraju u tkiva. U tkivima se
pretvaraju u zrele makrofage, koji imaju sposobnost prepoznavanja i
prozdiranja/fagocitoze mikroorganizama, oStecenog vlastitog tkiva i ostalih stranih

antigena. Makrofagi na svojoj povrsini imaju receptore za antitijela i molekularne obrasce.

Bez obzira na njihovu razli¢itost nakon diferencijacije, svi leukociti u organizmu
suraduju jedni s drugima u cilju obrane organizma. Osnovna uloga im je zastita organizma

od virusa, bakterija, gljivica i parazita.

Povecanje razine oksidativhog stresa dovodi do izrazaja proupalnih citokina,
TNF-a, IL-6, IL-8 te stani¢nih adhezivnih molekula, §to uzrokuje pobudivanje imunosnog
sustava (46). Time se aktivira endotel, pokrece infiltracija leukocita u krvne zile i tkiva te

moze do¢i do upale koja vodi k razvoju ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti.
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Medutim, u imunosnom sustavu ROS ima i fiziolosku funkciju u signalizaciji, no taj

signal moZe postati prejak ako traje predugo ili ukoliko se pojavi u pogre$no vrijeme i na

pogresnom mjestu. Unato¢ ovakvim promjenama, stanice nastoje odrzavati ravnotezu i

popravljaju oksidativnhu promjenu kataboliziraju¢i ROS antioksidativnim enzimima.

Stvaranje ROS-a vazan je mehanizam kojim stanice imunosnog sustava, u prvom redu

makrofazi (monociti i neutrofili), unistavaju Stetne organizme, $to dovodi i do oStecenja

normalnog tkiva domacina. U¢inci ROS-a na stanicu ovise o njezinoj izloZenosti, $to za

posljedicu ima pojacanu zastitnu funkciju antioksidativnih
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2. HIPOTEZA

Polazna hipoteza ovoga rada bila je kako akutna hiperbari¢na oksigenacija
uzrokuje prolazni porast oksidativnog stresa u mononuklearnim stanicama periferne krvi,
koji tijekom intermitentnog izlaganja dovodi do kompenzatornih promjena u ekspresiji
antioksidativnih enzima i poslijedicno normalizacije razine oksidativnog stresa u

mononuklearnim stanicama iz periferne krvi.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su utvrditi razinu oksidativhog stresa u
mononuklearnim stanicama periferne krvi zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora
izlozenih akutnoj i intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji te izrazaj antioksidativnih

enzima u Krvnim zilama mozga istih Zivotinja.

12
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. USTROJ STUDIJE

Studija je bila wustrojena kao pokusno (eksperimentalno) istrazivanje.
Eksperimentalni postupci bili su u skladu s Europskim smjernicama za dobrobit
laboratorijskih Zivotinja koje se koriste u istrazivanjima (Direktiva 210/63/EU) te ju je
odobrilo Eti¢cko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveudiliSta J. J. Strossmayera u
Osijeku (Klasa: 602-04/14-08/06, Ur.br. 2158-61-07-14-04) i Ministarstva poljoprivrede
Republike Hrvatske (HR-POK-005).

Prakti¢ni dio istrazivanja proveden je u Laboratoriju za molekularnu i klinicku

imunologiju Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.

4.2. MATERIJALI (ISPITANICI)

U istrazivanju su koriSteni zdravi Sprague-Dawley Stakori muskog spola u starosti
od 9 do 11 tjedana. Zivotinje su bile podijeljene u 3 skupine (n = 6-8 §takora u skupini).
1) Zivotinje podvrgnute akutnoj hiperbariénoj oksigenaciji (HBO,) — A-HBO,
2) Zivotinje podvrgnute intermitentnoj HBO, tijekom 4 uzastopna dana — 4D-HBO,

3) Skupina zdravih $takora koji nisu bili izlozeni HBO,

Svi Stakori bili su uzgojeni u Vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku (MEFOS).
Kako bi se smanjio stres, u dobi od 8-9 tjedana prebaceni su iz uzgojnog u
eksperimentalni dio nastambe u svrhu adaptacije na novi prostor. Stakori iz grupe
A-HBO2 i 4D-HBO?2 bili su izlagani hiperbari¢nom kisiku (100 % O;) u rekompresijskoj
komori za eksperimente na malim Zivotinjama (110 L, Puro Pakovi¢, Aparati d.d.) pri

tlaku od 2,0 bara tijekom 60 minuta, uz 15 minuta postepene kompresije i dekompresije.

Zivotinje su imale pristup hrani i vodi ad libidum te su bile izloZzene 12-satnom
ciklusu svjetla i tame u eksperimentalnoj nastambi MEFOS vivarija. Posljednjeg dana
pokusa Zivotinje su bile Zrtvovane dekapitacijom. Prije usmrcivanja bile su anestezirane
ketaminom (75 mg/kg, 25 mg/ml Ketanest S, Pfizer) i midazolamom (2.5 mg/kg, 5 mg/ml
Midazolam Torrex, Torrex Chiesi Pharma). Pri tome je sakupljena puna krv u tubice koje
su sadrzavale 2 mM EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) te izolirane mozdane
zile koje su bile adekvatno pohranjene do analize. Uzorci izoliranth mozdanih Zila te
periferne krvi bili su prikupljeni i skladisteni (na -80 °C) do provodenja pokusa, u Vivariju

Medicinskog fakulteta u Osijeku i Laboratoriju za mikrocirkulaciju.

13
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4.3. METODE

4.3.1. Protokoli za izlaganje hiperbari¢nom Kisiku

Stakori iz grupe A-HBO; i 4D-HBO, bili su izlagani hiperbari¢nom kisiku (100 %
0O2) u rekompresijskoj komori za eksperimente na malim zivotinjama (110 L, Puro
Pakovi¢, Aparati d.d.) pri tlaku od 2,0 bara tijekom 60 minuta, uz 15 minuta postepene
kompresije i dekompresije. Postupak se sastojao od smjestanja kaveza s 3 eksperimentalne
zivotinje u komoru, potom otvaranja kompresijskog ventila, pri ¢emu se komora punila
stopostotnim kisikom. Tlak u komori tijekom sljede¢ih 15 minuta postupno se podizao, te
je, nakon §to je postignut tlak od 2 atmosfere, komepresijski ventil zatvoren. Nakon dva

sata, slijedilo je 15 minuta dekompresije otpustanjem dekompresijskog ventila.

4.3.2. 1zolacija mononuklearnih stanica iz periferne krvi Sprague-Dawley $takora

Periferna krv sakupljena je u tubice koje su sadrzavale 2 mM EDTA.
Mononuklearne stanice iz periferne krvi, PBMC (engl. peripheral blood mononuclear
cells) izolirane su na gradijentu fikola (Ficoll-Paque PREMIUM 1,084, GE Healthcare,
Svedska). Potom je odredena koncentracija stanica pomoc¢u Burker-Turk komorice gdje

smo koristili 50 ul suspenzije stanica i 100 pl otopine tripanskog plavila. Koncentracija je

odredena prema sljedecoj formuli:
Koncentracija stanica = (BROJ STANICA/4)x3x10%/ml
*dilucijski faktor je 3 (50 u 100 ul)

Slika 5. Slika prikazuje sloj odvojenih sastavnica krvi na gradijentu fikola (Izvor:

original autorice rada)
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4.3.3. Izolacija limfocita iz mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

Nakon zrtvovanja, Stakorima je otvoren abdomen te su izolirani mezenteri¢ni
limfni ¢vorovi preparacijom mezenterija. Suspenzija stanica mezentericnih limfnih
¢vorova pripremljena je disocijacijom tkiva pritiskanjem limfnih ¢vorova izmedu dva

predmetna stakalaca te propustanjem dobivene suspenzije kroz pamucénu vatu.

Slika 6. Izolirani mezenteri¢ni limfni ¢vorovi Sprague-Dawley Stakora

(Izvor: original autorice rada)

Slika 7. Priprema suspenzije stanica mezenteri¢nih limfnih ¢vorova
(1zvor: original autorice rada)

4.3.4. 1zolacija RNA

Kako bismo upjesno analizirali ekspresiju gena od interesa, potrebno je izolirati
RNA visoke cistoce i integriteta. Homogenizacija uzoraka provedena je prema protokolu

koji je preuzet iz znanstvenog rada Chomczynski P i sur. (28). Uzorak smo izolirali iz

15



MATERIJALI | METODE

mozdane krvne zile, usitnili smo ga pomocu tekuceg dusSika, tuCkom tarionika. Kako
bismo dobili supernatant RNA, ovoj smjesi bilo je potrebno dodati 1 mL trizola
(monofazna otopina gvanidinijeva izotiocijanata, Life Technologies, SAD). Za odvajanje
svih slojeva, dodajemo 100 pL 1-brom-3-klorpropana (Merck Schuchardt, OHG,
Njemacka). Uzorke smo potom promuckali s nekoliko naglih pokreta i ostavili smo ih 8
minuta kako bi se mogli inkubirati na sobnoj temperaturi. Nakon prve inkubacije, slijedilo
je centrifugiranje uzorakal5 minuta na 12000 okretaja. Dobiveni supernatant odvojili smo
u sterilne Eppendorf tubice. RNA smo odvojili od preostalog stani¢nog sadrzaja
dodavanjem 500 pL izopropanola u svaku tubicu. Uzorke smo potom promuckali s
nekoliko naglih pokreta i ostavili smo ih 8 minuta kako bi se mogli inkubirati na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, slijedilo je centrifugiranje uzoraka 15 minuta na 12000 okretaja.
Dobiveni supernatant odvojili smo u sterilne Eppendorf tubice. RNA smo odvojili od
preostalog stani¢nog sadrzaja dodavanjem 500 pL izopropanola (GRAM-MOL d.o.0.,
Republika Hrvatska) u svaku tubicu. Uzorke smo zatim lagano promuckali 20 sekundi i
ostavili na sljedecu inkubaciju od 8 minuta, nakon ¢ega su se ponovno centrifugirali 15
minuta na 12000 okretaja. Sve smo isprali s 1 mL 75 %-tnog etanola, a postupak se
ponavljao dva puta, bez muckanja uzoraka. Slijedilo je posljednje centrifugiranje na 7500
okretaja 5 minuta, ¢is¢enje etanolom i suSenja uzoraka. Nakon dodavanja 30 uL vode
procis¢ene od nukleaze (eng. nuclease-free water, NFW, Lonza, Belgija), mjerili smo

koncentraciju RNA i njezinu cistocu.

4.3.5. Odredivanje izraZaja gena za antioksidativne enzime

Izrazaj gena za antioksidativne enzime u izoliranim moZdanim Zilama odreden je
pomoc¢u PCR-a u stvarnom vremenu (od engl. real time polymerase chain reaction,
RT-qPCR). Nakon izolacije, zile mozga smrznute su u tekuéem dusiku te pohranjene na
-80 °C do izvodenja pokusa. Analizirana je ekspresija gena izoforme superoksid
dismutaze (Cu/Zn SOD, MnSOD, EC-SOD, CAT, GPx1 i GPx4). U tu svrhu kori$ten je
uredaj Bio Rad CFX96. lIzolacija ukupne ribonukleinske kiseline (engl. ribonucleic acid,
RNA) iz homogeniziranih uzoraka provedena je prema protokolu od Chomczynski P i sur.
(28), a prociscavanje uzoraka od deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic
acid, DNA) te sinteza komplementarne DNA (engl. complementary DNA, cDNA) prema

uputama proizvodaca komercijalnih setova za iste (Sigma-Aldrich i Applied Biosystems).
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4.3.6. PCR u stvarnom vremenu

U ovom radu istrazena je ekspresija gena iz uzoraka Stakorskih mozdanih zila,
odnosno aorti. Geni, ¢iji je izrazaj mjeren, bili su: izoforme superoksid dismutaze (Cu/Zn
SOD, MnSOD, EC-SOD), katalaza (CAT) te glutation peroksidaze 1 i 4 (GPx1 i GPx4).
Metoda koju smo Koristili u ovu svrhu bila je RT-qPCR, na uredaju Bio Rad CFX 96. U
osnovi je vrlo jednostavna, kvantitativna metoda koja se koristi jo§ od sredine 1990-ih
godina, kada ju je otkrio znanstvenih Kary Mullis. Ima moguénost brze amplifikacije
DNA te uspjesno analizira rezultat u 30 minuta. Ovakvim umnazanjem dobiva se dovoljna
koli¢ina Zeljenog produkta koji zatim mozemo koristiti u svrhu daljnjih istraZivanja.
RT-PCR kombinacija je standardnog PCR-a i mjerenja fluorescencije, a umnaza relativno
kratke odsjecke DNA (100-500 parova baza) u velikom broju kopija. U usporedbi sa
standardnim PCR-om, preciznija je, dok su nedostatci skupoéa opreme i reagensa.
Reakcijska PCR smjesa je kalup u kojem se nalaze: cDNA, cetiri deoksiribonukleotida
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), oligonukletoidne pocetnice, enzim Taq DNA polimeraza,
ioni magnezija (Mg®*), PCR pufer i fluorescentna boja (SYBR Green I, Sigma-Aldrich,
SAD) ili fluorescentno obiljeZzene oligonukleotidne probe. SYBR Green | boja je koja,
neovisno o slijedu DNA baza, veze nespecificno u utore dvolan¢ane DNA. Nakon vezanja
DNA jako fluorescira, dok se na jednolancanu DNA ne veze. Nukleinske se kiseline
eksponencijalno umnazaju ciklusima koji se ponavljaju. U svakom se ciklusu denaturira,
odnosno razdvaja roditeljska DNA (pri 95 °C, 15 s). Potom slijedi hladenje (na 55 do
60 °C), Sto omogucuje hibridizaciju tj. sljepljivanje pocetnica sa komplementarnim
sljedovima. Posljedn;ji korak je elongacija pri 72 °C gdje klju¢nu ulogu ima Taq DNA
polimeraza. U svakom ciklusu kraj DNA se skracuje, a novi DNA lanac je kalup za
vezanje pocetnica i sintezu nove DNA u svakom ciklusu koji sijedi. Ova metoda je svoju
primjenu uspjeSno pronasla u razli¢itim znanstvenim podrucjima, a najviSe u genetickim
istrazivanjima. Koristi se za kvantifikaciju ekspresije gena, genotipizaciju, detekciju
patogena i sl. U klinickoj praksi sluzi za dijagnostiku nekih nasljednih i neoplasti¢nih,

malignih bolesti. Takoder je vrlo korisna u forenzi¢nim i identifikacijskim dokazivanjima.

4.3.7. Odredivanje oksidativnog stresa u perifernim mononuklearnim stanicama
pomocu proto¢ne citometrije

Tehnike protocne citometrije sve su vaznije u suvremenoj klinickoj medicini,
ponajviSe zahvaljujué¢i moguénosti objektivne, osjetljive, brze i tocne analize relativno

velikog broja stani¢nih svojstava. Istodobno je kvalitativna i kvantitativna metoda koja
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analizira razli¢ite pojedinosti u svakoj stanici. Tako prepoznaje fizicke razlike stanica
(veli¢ina i zrnatost) i imunoloske parametre (biljezi). Tehnike proto¢ne citometrije postaju
sve vaznije u suvremenoj klinickoj medicini, a najvise u imunologiji i hematologiji.
Protocni citometar sastoji se od tri medusobno povezana sustava: protocni, opticki te
elektronski sustav. ProtoCni sustav sve stanice iz stani¢ne suspenzije odvodi kroz uske
kapilare do snopa laserskog svijetla. Osim stani¢ne suspenzije, U ovom se dijelu nalaze i
pokretacka tekuéina te zraCni potisak. Opticki sustav sadrzi laser s leCama, filtrima i
osjetnicima. Laserskim svjetlom stanice se obasjaju te dolazi do rasprsivanja svjetlosti.
Stupanj rasprSene svjetlosti odredene valne duljine ukazuje na fizicke osobine
stanica.Veli¢inu opisuje svjetlost koja bude rasprSena pod malim kutom od 1,5 do 10°,
FSC (eng. forwardscatter). Zrnatost opisuje ona svjetlost rasprSena pod pravim kutom
SSC (eng. side scatter). Elektronski sustav sve svjetlosne signale skuplja te ih prevodi u
digitalne signale, oni se potom prenose kao elektronski zapis u elektronicko racunalo i kao
takvi se analiziraju (29). Za odredivanje razine oksidativnog stresa (proizvodnje
vodikovog peroksida i peroksinitrita) koristen je diklorofluorescein diacetat (DCF-DA,
Biomol, ThG, Njemacka). DCF-DA bio je pripremljen kao otopina zavr$ne koncentracije
10 uM. 10 pL otopine dodano je 1x10° stanica izoliranih iz krvi i mezenteri¢nih limfnih
¢vorova, te su uzorci nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi resuspendirani u
450 ul PBS-a (engl. phosphate buffer saline, PBS). Potom su uzorci o€itani na proto¢nom
citometru te je nakon oéitavanja svakom uzorku dodano 50 pL 200 nM forbol 12-miristat
13-acetat (PMA, Calbiochem, Darmstadt, Njemacka) za stimulaciju produkcije ROS- a, te
su uzorci nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi bili ponovno o€itani. Za
analizu uzoraka i pohranu podataka koriSten je proto¢ni citometar FACS Canto Il (BD
Bioscience; 488 laser za ekscitaciju te 530/30 BP filter za analizu) i Diva 6 program.
Zavr$ne analize u¢injene su pomocu besplatnog programa za analizu FSC (eng. flowing

software) datoteka.
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Slika 8. Supernatant prikupljenih i pro¢is¢enih PBMC-eva (lzvor: original autorice rada)

4.4. Statisticka analiza

Svi rezultati prikazani su kao aritmeticka sredina i standardne devijacije.
Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Razlike su testirane jednosmjernom analizom varijanci za nezavisne uzorke
One-Way ANOVA ili, u sluéaju neravnomjerne distribucije dobivenih podataka,
Kruskal-Wallis testom te post hoc Tukey testom. U slucaju usporedbe rezultata izmedu 2
tretmana, Kkoristili smo parni T-test ili Wilcoxonov test, ovisno o raspodijeli podatatka. Za
statisticku analizu upotrijebili smo Sigma Plotv. 12 (Systat Software, Inc, Chicago,

SAD). Statisticka je znacajnost odredena na p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Relativan izrazaj antioksidativnih enzima u krvnim Zilama mozga Stakora

U ovom istrazivanju izolirana je ukupna mRNA (engl. messenger RNA) iz uzoraka
krvnih zila mozga §takora koji su bili podvrgnuti akutnoj (A-HBOy) ili intermitentnoj
hiperbaricnoj oksigenaciji (4D-HBO;) 1 kontrolnih Zzivotinja, te je pomocu specifi¢nih
PCR reakcija u stvarnom vremenu utvrdena ekspresija gena za antioksidativne enzime:
izoforme superoksid dismutaze (SOD; Cu/Zn SOD, MnSOD i EC-SOD), izoforme
glutation peroksidaze (GPx; GPx1 i GPx4) i CAT.

Usporedbom rezultata izmedu ispitivanih skupina nismo utvrdili statisticki
znacajnu razliku za izrazaj Cu/Zn SOD (Slika 9A; p < 0,05; jednosmjerna analiza
varijanci i Tukey post hoc test). Genski izrazaj MNnSOD izoforme bio je znacajno povecan
u kontrolnoj skupini zivotinja u odnosu na A-HBO; tretiranu skupinu (Slika 9B;
p = 0,004; jednosmjerna analiza varijanci i Tukey post hoc test). U slu¢aju EC-SOD
izoforme, njezin izrazaj u krvnim zilama mozga bio je znacajno povecan u skupini
4D-HBO; u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja (Slika 9C; p < 0,001; jednosmjerna
analiza varijanci i Tukey post hoc test) i A-HBO, skupinu (Slika 9C; p = 0,003;
jednosmjerna analiza varijanci i Tukey post hoc test).
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Sika 9. Utjecaj akutne i intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na relativan izrazaj

gena za izoforme s

uperoksid dismutaze Cu/Zn SOD (A), MnSOD (B) i EC-SOD (C) u

krvnim Zzilama mozga Stakora. Rezultati su opisani kao aritmeticke sredine i

standardne devijacije. Legenda: A-HBO, — akutna hiperbari¢na oksigenacija;

4D-HBO;, — intermitentna hiperbari¢na oksigenacija; KONTROLA — Zivotinje koje

nisu izlagane hiperbari¢noj oksigenaciji; T — standardna devijacija; *p < 0,05.

21



REZULTATI

[ KONTROLA (N=6)
&3 A-HBO, (N=6)
P mm 4D-HBO, (N=6)

N
1

—
A

i

Relativan izrazaj GPx1
u krvnim Zilama mozga

0

Rezultati su opisani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija
A-HBO akutna hiperbariéna oksigenacija;

4D-HBO; - intermitentna hiperbarina oksigenacija;

T - standardna devijacija

* p<0,05 A-HBO,vs. KONTROLA (p=0,020), 4D-HBO, (p=0,017)

. 3 KONTROLA (N=6)
=3 A-HBO, (N=5)
mm 4D-HBO, (N=6)

~N
i

<l

Relativan izrazaj GPx4
u krvnim Zilama mozga

o

Slika 10. Utjecaj akutne i intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na relativan izrazaj
gena za izoforme glutation peroksidaze GPx1 (A) i GPx4 (B) u krvnim Zilama mozga
Sprague-Dawley Stakora. Rezultati su opisani kao aritmeti¢ke sredine i standardne
devijacije. Legenda: A-HBO;, — akutna hiperbari¢na oksigenacija; 4D-HBO, —
intermitentna hiperbari¢na oksigenacija; KONTROLA — zivotinje koje nisu izlagane

hiperbari¢noj oksigenaciji; T — standardna devijacija; *p < 0,05.

Izrazaj GPx1 znacajno je bio smanjen u A-HBO; skupini u odnosu na kontrolnu
skupinu (Slika 10A; p = 0,020; jednosmjerna analiza varijanci i Tukey post hoc test) i
4D- HBO; skupinu (Slika 10A; p = 0,017; jednosmjerna analiza varijanci i Tukey post hoc
test). Sli¢no tome, izrazaj GPx4 bio je znacajno smanjen u kontrolnoj skupini zivotinja u

odnosu na A-HBO; (Slika 10B; p = 0,001; jednosmjerna analiza varijanci i Tukey post hoc

22



REZULTATI

test) i 4D-HBO, skupinu (Slika 10B; p = 0,001; jednosmjerna analiza varijanci i Tukey
post hoc test).

1.5 g g
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Slika 11. Utjecaj akutne i intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na relativan izrazaj
gena za katalazu u krvnim zilama mozga Sprague-Dawley Stakora. Rezultati su
opisani kao aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije. Legenda: A-HBO, — akutna
hiperbari¢na oksigenacija; 4D-HBO, — intermitentna hiperbaricna oksigenacija;
KONTROLA - Zivotinje koje nisu izlagane hiperbari¢noj oksigenaciji; T — standardna
devijacija; *p < 0,05. Razina mRNA u krvnim Zilama mozga Sprague-Dawley Stakora
bila je znacajno snizena u obje skupine zivotinja koje su bile izlozene hiperbari¢noj
oksigenaciju u usporedbi s kontrolnim zivotinjama (KONTROLA vs A-HBO,
p = 0,010 i KONTROLA vs 4D-HBO, p = 0,008; jednosmjerna analiza varijanci i
Tukey post hoc test).

Bazi¢na razina oksidativnog stresa, odnosno produkcije vodikovog peroksida i
peroksinitrita, u mononuklearnim stanicama periferne krvi nije se mijenjala nakon akutne
hiperbaricne oksigenacije, dok nakon intermitentnog izlaganja zamje¢ujemo pad razine
oksidativnog stresa. Medutim, razlike nisu bile statisticki znacajne (Slika 12, p = 0,305,
jednosmjerna analiza varijanci). Sli¢ne razlike zamijetili smo i nakon stimulacije stanica s
PMA (Slika 12, p = 0,082, jednosmjerna analiza varijanci). Stimulacija s PMA znacajno
je povecala proizvodnju vodikovog peroksida i1 peroksinitrita samo kod Zivotinja koje su
bile izlozene intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji (Slika 12, p = 0,082, Studentov t
test).
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Slika 12. Utjecaj akutne i intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije na razinu
oksidativnog stresa u perifernim mononuklearnim stanicama Sprague-Dawley $takora.
Rezultati su opisani kao aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije. Legenda:
A-HBO;, — akutna hiperbari¢na oksigenacija; 4D-HBO, — intermitentna hiperbari¢na
oksigenacija; KONTROLA - zivotinje koje nisu izlagane hiperbari¢noj oksigenaciji;

T — standardna devijacija; *p < 0,05.
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6. RASPRAVA

Kisik je element neophodan za Zivot svih organizama na Zemlji. Medutim, razna
istrazivanja dokazala su 1 njegovu visoku reaktivnost, pa samim time i potencijalnu
toksi¢nost za organizam (1). Ukoliko njegova neumjerena reaktivnost i neuravnotezano
stvaranje slobodnih radikala traje predugo, dolazi do oSte¢enja bioloskih molekula. U tom
slucaju sustav obrane tijela postaje neefikasan 1 normalne funkcije organizma se remete. S
obzirom na to da kisik sudjeluje u mnogim vaznim biokemijskim reakcijama, poput
biosinteze ATP-a, aerobnoj glikolizi, p-oksidaciji masnih kiselina i oksidativnoj
fosforilaciji, nije ¢udo kako njegovi slobodni radikali mogu ostetiti vazne bioloske
molekule. Objavljeni znanstveni rezultati pokazuju razvoj brojnih bolesti uzrokovanih
oksidativnim  stresom, zbog poremecéene hemodinamike, vaskularne funkcije,
peroksidacije lipida, oksidacije proteina i slicno (3). Slobodne kisikove vrste uglavnom
nastaju u mitohondrijskom lancu za prijenos elektrona, gdje se 90 % kisika pretvara u
vodu, dok se ostatak moze pretvoriti u visoko reaktivne spojeve. Pokazalo se kako su
zracenja i redukacija oksidativnih enzima najve¢i razlog pojacanog stvaranja i ROS-a i

RNS-a (7,8).

Medutim, u malim koncentracijama, ROS 1 RNS imaju vaZznu ulogu kao medijatori
upale i kao signalne molekule, te korisno sudjeluju u obrani organizma. Poznato je kako
prilikom bilo kakve vrste ozljede tkiva dolazi do upale. Kljuénu ulogu u upali imaju
mononuklearne stanice imunoloskog sustava, neutrofili i fagociti, koji infiltriraju upaljeno
tkivo, tijekom Cega stimulirani neutrofili otpustaju velike koli¢ine ROS-a (13). Osim toga,
u slucaju ozljede tkiva aktivira se NADPH-oksigenaza, za ¢ije je djelovanje potreban
kisik. Ovaj ¢e enzim u leukocitima proizvesti veliku koli¢inu oksidanasa koji preveniraju
infekciju oSte¢enog tkiva. Ako je stanica izlozena visokim razinama ROS-a ili RNS-a,
aktivira se upalni odgovor karakteriziran pove¢anim razinama TNFa i interleukini IL-6,
IL-8, povecanim izrazajem adhezijskih molekula i promotora oksidativnog stresa (26).
Svaka stanica moZe biti meta ROS-a, no proucavanjem odabrane literature moze se
zakljuciti kako stanice odrzavaju homeostazu unato¢ proizvodnji slobodnih kisikovih
vrsta, ne samo kataboliziraju¢i ROS, nego 1 popravljaju¢i oksidativnu ozljedu poticanjem

stani¢nih zastitnih i antioksidativnih mehanizama (30).

Dakle, kao odgovor na oksidativni stres, generiraju se tvari koje nazivamo

antioksidansima. Mogu nastati in situ (endogeno) ili se unose u organizam (egzogeno).
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Tvari su koje inhibiraju ili istjeruju stvaranje ROS-a i RNS-a doniraju¢i ili prihvacajuci
elektrone u bilo kojem trenutku. U tijelu se neprekidno obnavljaju, pa time odrzavaju
spomenutu homeostazu izmedu nastajanja i nestajanja Kkisikovih reaktivnih vrsta (16).
Prema mehanizmu djelovanja, dijele se na enzimske i neenzimske antioksidanse te
hvatace radikala. S obzirom na razliite afinitete, najbrojnija su skupina hvataci radikala.
Nazivaju se jos i preventivni antioksidansi, te se unose egzogeno u organizam. Oni nemaju
enzimsko djelovanje pa ih svrstavamo u neenzimske antioksidanse (vitamini, karotenoidi,
flavonoidi, koenzim Q10 i sl.). S druge strane, enzimski antioksidansi kataliziraju

slobodne radikale pa ih na taj nacin izravno neutraliziraju.

Posljednjih nekoliko godina uvelike je porastao interes u istrazivanju utjecaja
oksidativnog stresa u razliCitim patoloSkim stanjima. Trenutno je najveéa pozornost
usmjerena na proucavanje mijenjanja metabolizma ROS-a i sprje¢avanja njihova nastanka
terapijom hiperbari¢ne oksigenacije. Temelj ove terapije je udisanje 100 %-tnog kisika pri
tlaku od 100 kP, pa se time kisik 20 puta viSe otopi u krvi nego li njegovim udisanjem pri
atmosferskom tlaku. Pokazalo se kako ovakva krv donosi vise kisika povrijedenim
tkivima i velikom brzinom se ispravlja lokalna ili op¢a hipoksija. Kada se tlak udahnutog
kisika poveca za 100 kPa, u 100 mL krvi se dopremi oko 2,4 mL kisika. Na taj nacin
fizikalno otopljeni kisik zaobilazi eritrocitnu membranu i brze difundira u tkivo. Pri tome,
kisik otopljen u plazmi dopire i do najudaljenijih stanica, za razliku od eritrocita kao
glavnih nositelja kisika pri normalnom disanju (2, 22). Izravan porast razine otopljenog
kisika s porastom koriStenog tlaka kisika kod HBO dolazi do jasnog porasta parcijalnih
tlakova plinova i do smanjenja volumena plinom ispunjenih prostora, prema Boyleovom
zakonu (2). Porast pO; u tkivima izmjeren je u razli¢itim eksperimentima. Primjerice, van
Hulst i sur. utvrdili su linearan porast pO, u mozgu svinje (31). Kessler i sur. prikazali su
porast transkutanog pO; izmjerenog oko kroni¢nih dijabeti¢nih ulkusa stopala u ljudi (32).
Vr$ne razine pO; u ranama i trajanje njegova povisenja mijenjaju se tijekom HBO
tretmana, kao $to su pokazali Rollins i sur. kvantificirajué¢i rane u $takora. Ustanovili su
kako je vrSna razina pO; tijekom izlaganja i1 jedan sat nakon izlaganja znacajno manja

petnaesti dan HBO tretmana u odnosu na peti dan tretmana.

Daljnji ucinci hiperbari¢ne oksigenacije o€ituju se na molekularnoj razini signalnih
putova kroz pozitivhu ili negativhu regulaciju brojnih kljuénih molekularnih
faktoraprizdravlju 1 bolesti. Asano 1 sur. pronasli su kako HBO poti¢e bazalnu proteinsku

ekspresiju faktora rasta fibroblasta (eng. fibroblast growth factor, FGF) i faktora rasta
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hepatocita (eng. hepatocyte growth factor, HGF) te poboljsava perfuziju i regeneraciju
miSi¢a ishemic¢nih straznjih udova u misa. Osim pozitivne regulacije, HBO moze
uzrokovati i negativnu regulaciju citokina i regulirati upalu. HBO suprimira citokinsku
proizvodnju koju proizvode upalni stimulansi. UtjeCe na ekspresiju endotelnih stani¢nih
adhezijskih molekula (eng. cell adhesion molecules — CAMS) i oslobadanje TNFa i
endotelina (35, 36). Sposobnost utjecaja na veci broj citokina i upalnih medijatora na
animalnim modelima i ljudima povezana je s potencijalno korisnim ucincima u

patoloSkim stanjima kao Sto su kroni¢ne rane i ishemija.

Smatra se kako su mitohondrijski apoptoti¢ni signalni putovi potencijalno vazne
mete djelovanja  HBOT. Snizavaju razine superoksida, vodikovog peroksida u
mitohondrijima i otpustanje citokroma C u citosol. Osim toga, nakon reperfuzije, u Stakora
koji su prekondicionirani s HBO, smanjena je i aktivacija kaspaze-3 i kaspaze-9 (37).
Suprotno tomu, neke studije s hematopoeti¢énim stanicama pokazale su kako HBO moze
inducirati apoptozu. Na primjer, jednokratno izlaganje HBO uzrokovalo je apoptozu
limfocita putem mitohondrijskog mehanizma, a autori su zakljucili kako se izmjereno
poveéanje Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2) ekspresije moze tumaciti kao protektivna
mjera stanice (38). Cini se kako su u¢inci HBO na apoptozu djelomi¢no dvoznaéni i

ponekad razliciti u razli¢itim stanicama.

Intermitentna HBO moze predstavljati signale koji se percipiraju kao neka vrsta
pseudohipoksije. Gu. i suradnici istrazivali su ucinak prekondicioniranja HBO na
molekularne mehanizme neuroprotekcije u modelu ZariSne cerebralne ishemije Stakora.
Dosli su do zakljucka da je za toleranciju ishemije prekondicioniranjem s HBO odgovorna
indukcija HIF-1a (eng. hypoxia-inducibile factor-1 alpha) i eritropoetina. Ovo saznanje je
zanimljivo zato §to ishemijski stimulans, slabiji od praga koji izaziva osteéenje, dovodi do

ishemijske tolerancije (39).

Istrazivanje Drenjanéevi¢ i sur. (26) je pokazalo kako akutno izlaganje
hiperbari¢nom kisiku dovodi do znacajnog povecanja markera oksidativnog stresa u
serumu uz istovremeno smanjenje antioksidativnog kapaciteta u odnosu na kontrolnu
skupinu. Ponavljano izlaganje hiperbari¢noj komori i vrijeme izmedu dvije terapije, bilo je
promatrano kao intermitentna pseudohipoksija. Ovo stanje potencijalno dovodi do
aktivacije nekih drugih adaptacijskih mehanizama kao S$to su antioksidativni enzimi.
Nekoliko sveprisutnih primarnih antioksidativnih enzima (SOD, katalaza, podskupine

peroksidaze) kataliziraju kaskadu reakcija pretvorbe ROS-a u stabilnije spojeve (Kisik i
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voda). Takoder je zabiljezeno sniZenje dijastolickog krvnog tlaka, pH, pCO; 1 povecanje

pO, u krvi (38).

Druga istrazivanja fokusirala su se na odredivanje promjena u indikatorima lipidne
peroksidacije te u razini aktivnosti antioksidativnih enzima kao Sto su superoksid
dismutaza, katalaza, glutation perokisdaza i sl. Dobiveni rezultati upucuju na velike
razlike u dobivenim rezultatima, moguce kao posljedica koristenja razliitih protokola
(40-42).

Poznato je kako oksidativni stres moze izravno utjecati na vaskularnu reaktivnost,
stoga se i u ovom radu obrac¢a pozornost na u¢inke HBO na enzime koji sudjeluju u
regulaciji oksidativnog stresa u krvnim Zzilama i time posredno na potencijalne ucinke
HBO na vaskularnu reaktivnost. Rezultati naSeg istraZivanja su pokazali da akutno
izlaganje Zivotinja HBO, dovodi do znacajnog smanjenja izrazaja MnSOD, GPx1, GPX i
CAT, sto navodi na zaklju¢ak da oni nemaju bitnu ulogu u regulaciji povecanog
oksidativnog stresa kako tijekom akutne, tako i tijekom intermitentne hiperbari¢ne
oksigenacije. Nasuprot tome, u nasem istrazivanju smo pokazali da izrazaj EC-SOD te
GPx4 znacajno raste tijekom akutnog izlaganja HBO te ono ostaje na istoj znacajno visoj
razini i nakon intermitentnog izlaganja tijekom 4 dana $to sugerira njihovu vaznu ulogu u
regulaciji razine oksidativnog stresa i vaskularne reaktivnosti tijekom hiperbari¢ne

oksigenacije.

Zanimljiv je nalaz ove studije da akutno izlaganje HBO ne utjece na produkciju
slobodnih radikala u perifernim mononuklearnim stanicama, medutim, intermitentno
izlaganje je dovelo do pada razine oksidativnog stresa ispod bazi¢nih vrijednosti. Moguce
objasnjenje zamije¢enih promjena je HBO posredovana modulacija izraZaja

antioksidativnih enzima, kakvu smo dokazali u krvnim Zilama.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata dobiveni su sljedeci

zakljucci:

Akutno izlaganje zivotinja HBO; dovodi do znacajnog smanjenja izrazaja MnSOD,
GPx1 i CAT, dok intermitentno izlaganje dovodi do normalizacije njihovog izraZaja.
U slucaju EC-SOD te GPx4, akutno izlaganje HBO; dovelo je do porasta njihovih
izrazaja te ono ostaje na istoj znacajno visoj razini i nakon intermitentnog izlaganja
tijekom 4 dana. U mononuklearnim stanicama periferne krvi bazi¢na razina
oksidativnog stresa, kao i ona nakon stimulacije stanica s PMA, nije se mijenjala
nakon akutne hiperbaricne oksigenacije, dok nakon intermitentnog izlaganja
zamjecujemo pad razine oksidativnog stresa. Medutim razlike nisu bile statisticki

znacajne.

Rezultati naSeg istrazivanja sugeriraju da intermitentno izlaganje Sprague-Dawley
Stakora hiperbari¢nom kisiku dovodi do promjene u izrazaju oksidativnih enzima, $to
moze rezultirati smanjenom razinom slobodnih radikala u mononuklearnim stanicama

periferne Krvi.
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8. SAZETAK

Uc¢inak hiperbari¢ne oksigenacije na razinu oksidativnog stresa u mononuklearni

m

stanicama periferne krvi i izrazaj gena za antioksidativne enzime u Kkrvnim Zilama

Sprague-Dawley Stakora

CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj istrazivanja bio je utvrditi razinu oksidativnog stresa

u

mononuklearnim stanicama periferne krvi zdravih muskih Sprague-Dawley Stakora izloZenih

akutnoj 1 intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenacij (HBO,) te izrazaj antioksidativnih enzima u

krvnim zilama mozga istih Zivotinja.
NACRT STUDIJE: Eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim zivotinjama

ISPITANICI | METODE: Istrazivanje je provedeno na zdravim Sprague-Dawley
Stakorima muskog spola u starosti od 9 do 11 tjedana. Zivotinje su bile podijeljene u 3
skupine (n = 6-8): (1) Zivotinje podvrgnute akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji (A-HBO,);
(2) zivotinje podvrgnute intermitentnoj HBO, tijekom 4 uzastopna dana (4D-HBO,) te (3)
skupina zdravih Stakora koji nisu bili izlozeni HBO,. Izrazaj gena za izoforme superoksid
dismutaze (SOD), izoforme gluation dismutaze (GPx) te katalazu (CAT) u izoliranim
mozdanim Zilama, odreden je pomoc¢u PCR-a u stvarnom vremenu, a razina oksidativnog
stresa u mononuklearnim stanicama iz periferne krvi procijenjena je bojanjem stanica

diklorofluorescein diacetatom (DCF-DA) i analizom na proto¢nom citometru.

REZULTATI: Akutno izlaganje zivotinja HBO, dovodi do znacajnog smanjenja izraZzaja
MnSOD, GPx1, GPx i katalaze, dok intermitentno izlaganje dovodi do normalizacije
njihovog izrazaja. U slucaju EC-SOD te GPx4, akutno izlaganje HBO, dovelo je do porasta
njihovih izraZzaja te ono ostaje na istoj znacajno viSoj razini i nakon intermitentnog
izlaganja tijekom 4 dana. U mononuklearnim stanicama periferne krvi bazi¢na razina
oksidativnog stresa, kao i ona nakon stimulacije stanica s PMA, nije se mijenjala nakon
akutne hiperbaricne oksigenacije, dok nakon intermitentnog izlaganja zamjecujemo pad

razine oksidativnog stresa. Medutim, razlike nisu bile statisti¢ki znacajne.

ZAKLJUCAK: Rezultati naSeg istrazivanja sugeriraju da intermitentno izlaganje Sprague-
Dawley Stakora hiperbari¢nom kisiku dovodi do promjene u izraZaju oksidativnih enzima,
Sto moze rezultirati smanjenom razinom slobodnih radikala u mononuklearnim stanicama

periferne krvi.

KLJUCNE RIJECI: hiperbari¢na oksigenacija, oksidativni stres, antioksidativni enzimi
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9. SUMMARY

The effect of hyperbaric oxygenation (HBO,) on the levels of oxydative stress and
antioxydative enzyme expression in mononuclear cells from peripheral blood and

secondary lymphoid organs of Sprague-Dawley rats

RESEARCH OBJECTIVE: The aim of the study was to determine the level of oxidative
stress in the peripheral mononuclear blood cells of healthy male Sprague-Dawley rats
exposed to acute and intermittent hyperbaric oxygenation, (HBO;) and expression of

antioxidant enzymes in the blood vessels of the same animals.
STUDY DESIGN: Experimental study on laboratory animals

MATHERIALS AND METHODS: The study was conducted on healthy Sprague-
Dawley male rats at 9 to 11 weeks of age. Animals were divided into 3 groups (n = 6-8):
(1) animals undergoing acute hyperbaric oxygenation (A-HBO); (2) animals subjected to
intermittent HBO, for 4 consecutive days (4D-HBO;) and (3) a group of healthy rats that
were not exposed to HBO,. Gene expression for superoxide dismutase (SOD) isoforms,
gluation dismutase isoforms (GPx) and catalase (CAT) in isolated cerebellum was
determined by real- time PCR, and the level of oxidative stress in peripheral mononuclear
blood cells was estimated by cell staining dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) and
flow cytometer analysis.

RESULTS: Acute exposure of HBO, animals leads to a significant decrease in the
expression of MnSOD, GPx1, GPx and CAT, while intermittent exposure leads to a
normalization of their expression. In the case of EC-SOD and GPx4, acute exposure to
HBO; led to an increase in their expression and remained at the same significantly higher
level after intermittent exposure for 4 days. In peripheral mononuclear blood cells, the
baseline level of oxidative stress, as well as that after stimulation of cells with PMA, did
not change after acute hyperbaric oxygenation, whereas after intermittent exposure, a
decrease in the level of oxidative stress was observed. However, the differences were not
statistically significant.

CONCLUSION: The results of our study suggest that intermittent exposure of Sprague-
Dawley rats to hyperbaric oxygen leads to a change in the expression of oxidative
enzymes, which can result in reduced levels of free radicals in peripheral mononuclear

blood cells.

KEY WORDS: Hyperbaric oxygenation, oxidative stress, antioxidant enzymes
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