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1. UvOoD

1. UvOD

Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus) (DM) kroniéna je metaboli¢ka bolest koju karakterizira
poremecaj u metabolizmu ugljikohidrata, masti i bjelancevina. Ona nastaje zbog apsolutnog ili
relativnog manjka inzulina, inzulinske rezistencije, pove¢anog stvaranja glukoze te pojacane
aktivnosti antiinzulinskih hormona (glukagon, hormon rasta, adrenalin, spolni hormoni,
kortikosteroidi, hormoni Stitnjace) (1). Mozemo govoriti o dva tipa Secerne bolesti: tipu 1 1 tipu
2 (2). Tip 1 dijabetesa nastaje autoimunom destrukcijom P stanica gusterace (3). Najcesce se
razvija u djece 1 mladih odraslih osoba. Tip 2 Secerne bolesti obicno pocinje kao inzulinska
rezistencija, gdje stanice ne koriste inzulin na odgovaraju¢i nain. Ovaj tip Secerne bolesti
naj¢eS¢e pogada odrasle osobe od 40 godina naviSe (3). Posljedice dugotrajne bolesti
komplikacije su na krvnim Zilama (makroangiopatija 1 mikroangiopatija), Zivcima i bazalnim
membranama razlicitih tkiva (4). Uslijed mikroangiopatije razvija se retinopatija i nefropatija s
posljedicnom sljepocom i otkazivanjem bubrezne funkcije, a kao posljedica makroangiopatije
razvija se koronarna arterijska bolest, cerebrovaskularne bolesti te periferne vaskularne bolesti,
koje zajedno s neuropatijom dovode do razvoja tzv. dijabetickog stopala — kroni¢nog ulkusa
donjih ekstremiteta dijabetickih bolesnika (5, 6). Promjene na krvnim zilama u sklopu Sec¢erne
bolesti najvise se ocituju u promjeni vaskularne reaktivnosti, odnosno endotelnoj disfunkciji.
To¢ni mehanizmi kojima se to odvija jo§ uvijek nisu u cijelosti poznati. Stoga je potrebno
provesti dodatna istrazivanja kako bi se rasvijetlili mehanizmi nastanka Se¢erne bolesti i njezine

komplikacije te otkrile nove mogucnosti uspjesnijeg lijeCenja.

1.1. Krvozilno stablo i njegova grada

Uzimajuc¢i u obzir promjer krvnih zila, krvozilni sustav moZemo podijeliti na mikrocirkulaciju
i makrocirkulaciju (promjer ve¢i od 0,1 mm) (7). U gradi ve¢ih krvnih zila razlikujemo tri sloja:
unutarnji (endotel), sredi$nji (miSi¢ni sloj) i vanjski sloj (adventicija). Endotel (lat. tunica
intima) graden je od endotelnih stanica i subendotelnog vezivnog tkiva. Misiéni sloj (lat. tunica
media) graden je od koncentri¢no rasporedenih glatkih misi¢nih stanica te kolagena, elastina,
proteoglikana 1 glikoproteina. Postoje odredene razlike u gradi stijenke razli¢itih krvnih zila.
Tako arterije imaju najdeblju stijenku od svih krvnih zila pa je misi¢ni sloj arterija deblji od
miSi¢nog sloja vena iste veliCine. Arteriole imaju tanji miSiéni sloj, nemaju unutarnju elasti¢nu
membranu, zavrSavaju sa zavrSnim arteriolama (metaarteriole) koje nemaju kontinuirani
misiéni sloj (7). Makrovaskularna bolest (ateroskleroza) (Slika 1.1.), koja pogada velike krvne

zile, temeljni je uzrok morbiditeta i mortaliteta u ljudi s dijabetesom (8). Ultrastrukturalne
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promjene na krvnim Zilama u sklopu Se¢erne bolesti uklju¢uju: povecanje akumulacije proteina
ekstracelularnog matriksa (ECM), migraciju glatkih miSi¢nih stanica, nepravilnu citoplazmu

glatkih miSi¢nih stanica 1 alteraciju endotela (9).

Slika 1.1. Aneurizma arterije popliteje kao posljedica ateroskleroze — vlastita slika

Endotelne stanice glavni su regulator vaskularne homeostaze, stupaju¢i u medureakcije s
cirkuliraju¢im stanicama s jedne strane te sa stanicama krvozilnog zida i glatkim miSi¢nim
stanicama s druge strane. One su poligonalnog oblika, izduzene u smjeru krvne struje i velikih
dimenzija 10 x 30 pm (10). Endotelno tkivo je multifunkcionalno i sudjeluje u regulaciji
razli¢itth procesa kao Sto su: koagulacija i fibrinoliza, regulacija vaskularnog tonusa,
sudjelovanje u upalnim i imunoloskim procesima i neoangiogenezi (11). To ¢ini izluCivanjem
razli¢itih vazoaktivnih i prokoagulantnih-antikoagulantnih tvari, citokina te promjenama

izrazaja stani¢nih adhezivnih molekula na svojoj povrsini.

1.2.  Fizioloski mehanizmi vazodilatacije

U fizioloskim uvjetima postoje dva naéina vazodilatacije: vazodilatacija ovisna o endotelu i
vazodilatacija neovisna o endotelu. Vazodilatacija ovisna o endotelu odvija se trima razli¢itim
mehanizmima: sintezom dusik(II)-oksida (NO), sintezom prostanoida te sintezom ¢imbenika
hiperpolarizacije endotelnog podrijetla (engl. endothelium-derived hyperpolarizing factor,

EDHF) (12). Vazodilatacija neovisna o endotelu nastaje Ziv€anom stimulacijom, najcesce
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kolinergi¢nim putem (acetilkolin) te egzogenom primjenom izravnih NO donora, kao §to je
natrij-nitroprusid (13, 14). To je posljedica izravnog djelovanja NO, koji se oslobada iz lijeka

te u vaskularnoj glatkoj misi¢noj stanici pokrece signalni put dusik(II)-oksida.

1.3.  Sinteza dusik(II)-oksida (NO)

NO nastaje iz aminokiseline L-arginina pomo¢u NO-sintetaze (NOS). NOS je enzim iz obitelji
oksidoreduktaza te postoji u tri izoforme, kao neuronalna (nNOS), inducibilna (iNOS) i
endotelna (eNOS) NO-sintetaza. eNOS je enzim ovisan o kalciju, §to znaéi da mu je za
aktivaciju potreban kalcij-kalmodulin kompleks te jo§ nekoliko kofaktora za samu sintezu NO:
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin adenin dinukleotid (FAD), flavin
mononukleotid (FMN), ion Zeljeza i tetrahidrobiopterin (BHa) (15). Aktivaciju eNOS-a
uzrokuju brojni agonisti G-protein vezanih receptora (acetilkolin) i fizioloski poticaji
(tangencijalno istezanje endotela kao posljedica mehanickog podrazaja samim krvnim
protokom, engl. sheer stress) (16, 17). Nastali NO difuzijom dolazi u glatku miSi¢nu stanicu,
gdje aktivira enzim gvanilat ciklazu i povecava koli¢inu ciklickog gvanozin monofosfata
(cGMP) (18). cGMP zatim smanjuje ulazak kalcijevih iona u glatku misi¢nu stanicu te se ona
opusta i dolazi do vazodilatacije. cGMP, takoder, uzrokuje fosforilaciju kalijevih kanala, Sto
dovodi do hiperpolarizacije membrane glatke misiéne stanice s posljedicnom vazodilatacijom
(19). Egzogeni L-arginin povecava sintezu NO te time povec¢ava NO-ovisnu vazodilataciju
(20). NO sudjeluje u brojnim fizioloskim funkcijama u mitohondrijima. U natjecanju 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
I11 te ireverzibilno blokira respiraciju i sintezu ATP-a (adenozin trifosfata). Osim toga, reagira
sa superoksidom i formira peroksinitrit, koji potom aktivira protein kinazu C i otvara
mitohondrijske kalijske kanale ovisne 0 ATP-u (21). Neki su autori smatrali da proizvodnja NO
u mitohondrijima nastaje djelovanjem eNOS izoforme, dok su drugi smatrali da postoji Cetvrta
vrsta izoenzima, mitohondrijska NOS (mtNOS) (22). Lacza i suradnici (21) dokazali su
postojanje mtNOS-a. Ovaj je enzim potpuno ovisan o kalmodulinu, molekularne tezine 140
kDa. Takoder su pokazali da se aktivnost mtNOS-a znatno povecava tijekom hipoksije. Najveci
je krivac za oSteenje stanice tijekom hipoksije stvaranje veée koli¢ine superoksida u

mitohondrijskom respiratornom lancu.
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1.4. Metabolizam arahidonske kiseline

Arahidonska kiselina nezasi¢ena je esencijalna masna kiselina. Tri su osnovna puta kojima
endotelna stanica metabolizira arahidonsku kiselinu pomocéu tri enzimska sustava:
ciklooksigenaze, lipooksigenaze te CYP450 enzima, od kojih su u vaskularnoj funkciji
najvazniji CYP450-omega hidroksilaza te CYP450-epoksigenaza (23). Kada se acetilkolin veze
na svoj receptor, dolazi do fosforilacije membrane, a 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) i glicerol.

Fosfolipidna COX 1.2 PGs, TXA
membrana ' :
Fosfolipaza A, LOX
. enmmatskl ) CYP450 V\('\‘I’45()<->-h1dmk>ilzwu ZO_HETE
Arahidonska AR
kiselina o,
;S \If("‘lz,v,(_

Slika 1.2. Metabolizam arahidonske kiseline — slobodan pristup

Epoksigenaza je enzim iz obitelji citokrom P450, koji u endotelnoj stanici stvara 4 izomera
epoksieikozatrinoi¢ne kiseline (EETSs), od kojih su 14,15-EETs i 11,12-EETs glavni aktivni
metaboliti. EETs-i djeluju kao autokrini i parakrini lipidni medijatori (24, 25), koji imaju
protuupalni u¢inak na krvne Zile i bubrege te Stite miokard i mozak od ishemi¢nih oStecenja
(26, 27, 28). 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), koja je vazokonstriktor. Ciklooksigenaza (COX) je enzim koji sudjeluje u
sintezi prostanoida iz AA. Lipooksigenaza je enzim koji iz AA stvara 12- i 15-
hidroksieikozatrinoi¢ne kiseline (HETESs), kao glavne aktivne metabolite u endotelnoj stanici
(Slika 1.2.) (29).
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1.5.  Sinteza prostanoida

Ciklooksigenaza (COX) ili prostaglandin-endoperoksid sintaza je enzim koji katalizira
pretvorbu arahidonske kiseline u razliite prostanoide. Identificirane su dvije izoforme ovoga
enzima: COX-1i COX-2. COX-1 konstitucijski je izrazen u vecini tkiva i igra klju¢nu ulogu u
normalnim fizioloskim funkcijama, dok je COX-2 inducibilna izoforma koju reguliraju
citokini, mitogeni, hormoni i ¢imbenici rasta (30). Nastali prostanoidi djeluju opre¢no, jedni
uzrokuju vazodilataciju (prostaglandin D2, prostaglandin E» i prostaciklin 1), a drugi
vazokonstrikciju (prostaglandin F», i tromboksan A;). Hipoksija aktivira COX pri ¢emu
ve¢inom nastaje prostaciklin, PGIz, te on potom difuzijom ulazi u glatku misi¢nu stanicu u kojoj
aktivira enzim adenilat ciklazu te se povecava kolicina ciklickog adenozin monofosfata
(cAMP). cAMP potiCe otvaranje visSe vrsta kalijevih kanala pri ¢emu nastaje hiperpolarizacija

membrane glatke misi¢ne stanice s posljedi¢nom vazodilatacijom (23).

1.6.  Cimbenici hiperpolarizacije endotelnog podrijetla (EDHF)

EDHF-ima pripada nekoliko razli¢itih molekula: ioni kalija, vodikov peroksid (H20>) i
epoksieikozatrinoi¢na kiselina (EETs). Smatra se da neki od njih mogu uzrokovati
hiperpolarizaciju tzv. mioendotelnim tijesnim spojevima. U vecini se slu¢ajeva vazodilatacija
dogada kada na odredeni podrazaj endotelne stanice u stanicu ulaze ioni kalcija 1 otvaraju vise
vrsta kalijevih kanala na endotelnoj i glatkoj miSi¢noj stanici (31, 32). EETs nastaje iz
arahidonske kiseline aktivacijom enzima citokrom P450-epoksigenaze. EETs zatim uzrokuje
hiperpolarizaciju glatke miSiéne stanice otvaranjem velikih konduktivnih kalcijem aktiviranih
kalijevih kanala (31). Hiperpolarizacija inhibira kalcijeve kanaleovisne o naponu i tako
sprije¢ava ulazak iona kalcija u glatku miSi¢nu stanicu ¢ime nastaje vazodilatacija (33). EDHF-
I igraju ve¢u ulogu u vazodilataciji u manjim otporni¢kim arterijama, nego u velikim provodnim
arterijama (33, 34, 35). H20- aktivira topljivu gvanilat ciklazu i tako dovodi do vazodilatacije
(36). Uloga razli¢itih vazoaktivnih medijatora moze se pokazati na uc¢inku bradikinina.
Bradikinin je vazoaktivna tvar iz sustava kinin-kalikreina, a djeluje preko dvaju tipova G-
protein receptora: BKi receptora nadenih na neuronima i fibroblastima koji se nalaze u
adventiciji cerebralnih arterija te BK receptora koji su zastupljeni u svim slojevima cerebralnih
krvnih zila. Vazodilatacija potaknuta bradikininom odvija se sintezom NO te sintezom
vazodilatacijskih prostaglandina, a bradikinin se takoder pokazao i kao medijator u otpustanju
EDHF-a, uglavhom vodikova peroksida (37). Lacza i suradnici kao modele su Kkoristili

novorodene prascice te izlagali zile inhibitorima NOS-a i COX-a, nakon ¢ega su uvidjeli da
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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, a koji
je potom aktivirao kalijske kanale ovisne o ATP-u i uzrokovao vazodilataciju (37).
Vazodilatacija neovisna o endotelu nastaje zivéanom stimulacijom najces¢e kolinergi¢nim
putem (acetilkolin) te egzogenom primjenom izravnih NO donora kao §to je natrij-nitroprusid

(38).

1.7.  Kisik, kisikovi radikali i oksidativni stres

Metabolizam stanice pretezno ovisi o kisiku (oksidativnom ili aerobnom metabolizmu), pri
¢emu je isporuka kisika temeljni ¢imbenik. Pove¢anjem parcijalnog tlaka kisika, kao Sto se
dogada tijekom hiperbari¢ne oksigenacije, topljivost kisika u plazmi, njegova dostava do tkiva
i oksigenacija tkiva se povecavaju. No kisik je visoko reaktivna molekula, zbog Cega pri
visokim parcijalnim tlakovima, kao pri hiperbari¢noj oksigenaciji, dolazi do formiranja
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) (39). Stoga oksidativni stres mozemo definirati kao
narusavanje ravnoteze izmedu produkcije reaktivnih metabolita kisika (ROS) 1 antioksidativnog
kapaciteta (40). Antioksidansi su vitamin A, vitamin C, 3-karoten i hem vezani proteini, dok su
enzimi koji sudjeluju u unistavanju kisikovih radikala superoksid dismutaza (SOD), katalaza i
glutation peroksidaza (41). Kisik na substani¢noj (enzimatskoj) razini sudjeluje u mnogim
biokemijskim reakcijama, npr. biosintezi adenozin trifosfata (ATP), aerobnoj glikolizi, -
oksidaciji masnih kiselina 1 oksidativnoj fosforilaciji. U slu€aju ozljede tkiva aktivira se
NADPH-oksigenaza (enzim kojem je za djelovanje takoder potreban kisik), koja ¢e u
leukocitima proizvoditi vecu koli¢inu oksidanata, koji potom sluze za sprje¢avanje infekcije u
ostecenom tkivu. Kisik takoder sudjeluje u proliferaciji fibroblasta te sintezi kolagena koji se
pojacano stvara u oStecenom tkivu (41). Kisikovi radikali izravno smanjuju raspolozivost NO
tako §to NO reagira sa superoksidom i formira peroksinitrit (ONOO-) i neizravno utjecu na
bioraspolozivost NO time S$to oksidiraju BH4 i mijenjaju svrhu eNOS-a, koja umjesto NO
proizvodi superoksid. Kisikovi radikali, takoder, djeluju na NO receptor — topljivu gvanilil-
ciklazu, oksidiraju¢i hem i smanjujuc¢i djelovanje NO. Enzimi odgovorni za proizvodnju
kisikovih radikala su: ksantin oksidaza, COX, lipooksigenaza, nevezani eNOS, citokrom P450,
mitohondrijski elektronski lanac, ali najvaznija je NADPH oksidaza. Kisikovi radikali su:
superoksid (O%), hidroksil radikal (HO-), hidrogen peroksid (H202), hiperklori¢na kiselina
(HCIO) i peroksinitrit (ONOO-) (42). Kisikovi radikali smanjuju stani¢nu razinu NO, utjecu na

povecanu ekspresiju adhezijskih molekula
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(P-selektin), povecavaju razinu trombocitnog aktiviraju¢eg ¢imbenika (eng. platelet activating
factor; PAF), leukotriena B4 te citokina (IL-8). Sve to dovodi do endotelne disfunkcije (41).
Kisikovi radikali reagiraju s LDL-om, koji potom ometa endotelnu proizvodnju NO tako Sto
smanjuje izrazaj eNOS-a, smanjuje unos L-arginina u endotelnu stanicu te povecava razinu
asimetricnog dimetil arginina (ADMA), a to rezultira disfunkcijom endotela (41). Istrazivanja
u kojima se koristila superoksid dismutaza pokazala su njezino pozitivho djelovanje na
oste¢enu vazodilataciju ovisnu o endotelu kod provodnih i otporni¢kih arterija Zivotinja S
dijabetesom (43, 44, 45, 46). Nasuprot tome, postoje istrazivanja koja nisu pokazala taj
pozitivan u¢inak SOD-a na vazodilataciju (47, 48). Razloge za ove proturjecne rezultate treba
traziti u trajanju dijabetesa, vrsti eksperimentalnih zivotinja, veli¢ini hiperglikemije, razli¢itim

eksperimentalnim protokolima te razli¢itim vrstama tkiva (36, 49).

1.8.  Poremecaj vaskularne reaktivnosti u slu¢aju dijabetesa melitusa

Hiperglikemija je obiljeZje i dijagnosticki kriterij dijabetesa te dobro poznati neovisni ¢imbenik
rizika za kardiovaskularne bolesti (50). Meta analize pokazale su poviSenu razinu rizika za
kardiovaskularne bolesti u osoba s povisenom razinom glikoliziranog hemoglobina HbAlc i u
bolesnika s dijabetesom tipa I i tipa II. Ova neenzimska glikacija bjelancevina rezultira time da
se glukoza bez utjecaja enzima kemijski vezuje za proteine (51). Brojna istrazivanja dokazuju
poremecenu vaskularnu reaktivnost kod DM-a, pojac¢anu reaktivnost na vazokonstriktore i
oslabljenu reaktivnost na vazodilatatore (52, 53, 54, 55, 56, 57). Najcesce upotrebljavani
vazodilatator u pokusima je acetilkolin kao primjer vazodilatacije ovisne o endotelu. Kod
streptozocin induciranog DM-a u Stakora, mnoge studije pokazuju oslabljen vazodilatacijski
odgovor na acetilkolin (58, 59). Hiperglikemija je polazni stadij u razvoju endotelne disfunkcije
kod dijabeti¢kih bolesnika. Ona potiCe aktivaciju protein kinaze C (PKC), oksidaciju i
aktivaciju poliol puta te formiranje napredno glikoziliranih zavrs$nih produkata (eng. advanced
glycation end products, AGEs) (60). Ova neenzimska glikacija bjelancevina rezultira time da
se glukoza bez utjecaja enzima kemijski vezuje za bjelancevine (61). Sve to dovodi do
vezivanja regulacijskih molekula, kriznog vezivanja bjelancevina, promjene aktivnosti enzima,
osjetljivosti na proteolizu, makromolekularnog prepoznavanja, imunogenosti i endocitoze, $to
mijenja razlicite fizioloSke procese u organizmu i dovodi do razvoja kroni¢nih komplikacija
SeCerne bolesti (62). Glicirane bjelancevine plazme veZu se za odgovarajuce receptore na
membranama endotelnih stanica i monocita te ih aktiviraju. Glikacija antimikrobnih

bjelancevina neutrofila smanjuje njihovu baktericidnost. Visoke vrijednosti Se¢era u krvi
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smanjuju fagocitnu aktivnost leukocita i njihovu migraciju. Aktivirani makrofagi slobodnim
radikalima kisika oStecuju ishemicna i slabo hranjena tkiva. Sve to dijabeticke bolesnike ¢ini
pojacano sklonima infekcijama (63). Osim bjelancevina, glicirati se mogu 1 nukleinske kiseline,
a ¢ime se objasnjava i veca ucestalost prirodenih abnormalnosti u djece majki s dijabetesom
uslijed neenzimske glikacije deoksiribonukleinske kiseline (DNA) (64). Toksi¢no djelovanje
glukoze nastaje Cetirima glavnim mehanizmima, a to su: poliolski put, heksozaminski put,
protein kinazni put 1 put zavrSnih produkata napredne glikacije (65). Oni nam pruzaju dokaze
da visoka razina glukoze u krvi potice stani¢nu disfunkciju i osteéenje (66). Polilolski put
ukljucuje enzim aldoza reduktazu, koji reducira glukozu do sorbitola koriste¢i nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) kao kofaktor. U uvjetima hiperglikemije, potro$nja raste
kako se viSak glukoze preusmjerava iz glikolize u poliolski put metaboliziranja do sorbitola.
Buduc¢i da je NADPH potreban za obnovu reduciranog glutationa (intracelularni antioksidant),
njegova potrosnja smanjit ¢e razinu reduciranog glutationa, a favorizirat ¢e se stvaranje
reaktivnih metabolita kisika. Sve to dovodi do redoks neravnoteze i oksidativnog stresa, koji su
uklju¢eni u patogenezu kardiovaskularnih komplikacija kod dijabetesa (67). U uvjetima
hiperglikemije aktivira se put zavrSnih produkata napredne glikacije, Sto je praceno
neenzimskom glikacijom slobodnih amino skupina proteina, lipida i nukleinskih kiselina sa
stvaranjem zavr$nih produkata napredne glikacije (68). Nakupljanje AGEs-a u krvnim zilama
i srcu moze dovesti do funkcionalnih i strukturalnih abnormalnosti (69, 70). Stetni u¢inci
AGEs-a ogledaju se u posredovanju kriznog vezanja intra- i ekstracelularnih proteina i
interakciji s receptorima za AGEs na povrsini stanice. Stoga, stvaranje AGEs-a u dijabeti¢ara
moze ubrzati upalu i oksidativni stres, pogorSavajuci njihove kardiovaskularne komplikacije
(71). U heksozaminskom putu, fruktoza-6-fosfat, intermedijarni produkt glikolize, pretvara se
u glukozamin-6-fosfat uz pomo¢ enzima fruktoza-6-fosfat amidotransferaze (GFAT), a potom
se metabolizira do uridin difosfat N-acetilglukozamina (UDP-GIcNAc). U uvjetima
hiperglikemije, aktivacija heksozaminskog puta povecava transkripciju gena za transformaciju
¢imbenika rasta (TGF-B1) i inhibitora aktivacije plazminogena-1 (PAIl-1), kao i upalnih
citokina (tumor nekrotiziraju¢i ¢cimbenik o, TNF-a, i interleukina-6, IL-6). Ovi su geni povezani
s fibrozom, upalom 1 aterotrombozom te porastom dijabetickih vaskularnih komplikacija (62).
Kod protein kinaza C (PKC) puta, povisena intracelularna razina glukoze u sklopu dijabetesa
povecava sintezu diacilglicerola, postupno aktivirajué¢i izoforme proteinkinaze f i 6 (PKC-a i
PKC-6). Aktivacija PKC puta vodi do promjene vaskularnog permeabiliteta, kontraktilnosti,
protoka krvi i koagulacije, smanjujuci ekspresiju endotelina-1, vaskularnog endotelijalnog

¢imbenika rasta i inhibitora aktivacije plazminogena-1 (64). Dolazi do strukturalnih
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abnormalnosti koje uklju¢uju zadebljanje bazalne membrane i akumulacije sastavnica
ekstracelularnog matriksa kao S§to su kolagen i fibronektin, a Sto se moze povezati s
prekomjernom ekspresijom transformiraju¢eg ¢imbenika rasta p1 (TGF-B1) i ¢imbenika rasta
vezivnog tkiva. Sve to za posljedicu ima razvoj ateroskleroze, vaskularne disfunkcije i
dijabeticke kardiomiopatije (72). Akutna hiperglikemija u pokusima na izoliranim Zzilama
pokazuje znac¢ajno smanjenu vazodilataciju ovisnu o proizvodnji NO i smanjenu vazodilataciju
potaknutu protokom (73). NO ima predominantnu ulogu u vazodilataciji velikih provodnih
arterija, dok EDHF ima predominantnu ulogu u vazodilataciji otpornic¢kih arterija. Takoder je
povecana uloga EDHF-a u vazodilataciji provodnih arterija u stanjima poremecéene aktivnosti
NO (74). Postoje brojni bioloski markeri koje moZemo mjeriti i time dokazati endotelnu
disfunkciju: odnos izmedu citrulina i arginina (indeks NOS-aktivnosti), asimetri¢ni
dimetilarginin (ADMA) (potencijalni endogeni inhibitor NOS-a), mijeloperoksidaza i C
reaktivni protein (75, 76, 77, 78). U slucaju dijabetesa melitusa dolazi do povecanog stvaranja
metiliranog L-arginina, odnosno asimetri¢nog dimetilarginina (ADMA) (79). ADMA djeluje
kao endogeni inhibitor NOS-a (80), time smanjuju¢i proizvodnju NO i utje¢uci na smanjenje
vazodilatacije, npr. uzrokovane smicanjem. Takoder, ADMA povectava proizvodnju
superoksida, a time i vazokonstrikciju arteriola (80). Lash i suradnici (81) ispitivali su utjecaj
akutne lokalne primjene glukoze na miSi¢ne arterije. Dokazali su da je razina NO u arterijama
nakon primjene glukoze i nakon primjene acetilkolina znaajno smanjena, ali da je
vazodilatacija na acetilkolin ostala o¢uvana, §to je u suprotnosti s arterijama iz drugih tkiva.
Hink i suradnici (82) istrazivali su ekspresiju eNOS-a na aorti u kontrolnih i streptozocin
induciranih stakora s dijabetesom. Buduéi da je bioraspolozivost NO 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 slucaju dijabetesu (82). Koronarne arterije u zdravih kontrolnih miseva
ostvaruju vazodilataciju induciranu acetilkolinom, 50 % preko stvaranja NO, a 50 % preko
stvaranja EDHF-a, dok je taj omjer kod spontano dijabetickih miseva s DM-om tipa 2 (db/db)
u korist stvaranja EDHF-a 81 % (83). Osobe s dijabetesom imaju povecanu razinu endotelina
1 (ET1) u serumu, a uzrok tome je hiperglikemija. Ta povecana koncentracija ET1 uzrokuje
smanjenu osjetljivost endotelnih ETg receptora (84, 85, 86). Sve skupa rezultira smanjenim
vazokonstriktornim odgovorom, $to se pokazalo i u studijama na zivotinjama na izoliranim
aortnim prstenovima dijabetickih stakora (87). Stimulacija torakalne aorte natrij nitroprusidom
nakon 8 tjedana trajanja dijabetesa pokazuje poremeceni vazodilatacijski odgovor, nakon 8
tjedana dijabetesa povecana je sinteza PGI», dok se kasnije razvija povecani vazokonstriktorni

utjecaj metabolita COX-a (88). Odnos u stvaranju PGl. i TXA2 u aorti i mezenteri¢énim Zilama
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nakon 120 — 180 dana trajanja dijabetesa je smanjen, dok taj odnos ostaje nepromijenjen nakon
30 dana trajanja dijabetesa (89). Zbog stvaranja velike koli¢ine kisikovih radikala u dijabetesu
i njegovih utjecaja na poremec¢enu vaskularnu reaktivnost, posebno na vazodilataciju, brojni
autori upotrebljavaju razlicite kelatore te enzime koji unistavaju kisikove radikale da bi utvrdili
koji od njih najvise remeti vaskularnu funkciju. Pieper i suradnici (36) ispitivali su koliki je
utjecaj hidroksil radikala (- OH) u poremecenom vaskularnom odgovoru. Koristili su
kombinaciju superoksid dismutaze kao enzima koji uklanja superoksid te katalazu koja stvara
vodu i molekularni kisik iz vodik peroksida. Superoksid i vodik peroksid zajednicki utjeu na

poremecen vaskularni odgovor u dijabetesu. Hidroksil radikal moze nastati dvjema reakcijama:
Fenton reakcija Fe?* + H,O —» Fe* +-OH+ OH-
Haber-Weiss reakcija - Oz + Ho O, —» Oz +-OH + OH~

Kao model koristili su aortu streptozocinom induciranih dijabeti¢ckih $takora. DETAPAC je
metalni ionski intracelularni kelator koji inhibira hidroksil radikal, dok je manitol
ekstracelularni €ista¢ hidroksil radikala. Upotrebljavajuéi oba inhibitora dosli su do zakljucka
da se hidroksil radikal stvara unutar stanice (endotela) dijabeti¢kih stakora jer manitol nije uspio
inhibirati utjecaj hidroksil radikala na poremecenu acetilkolin induciranu vazodilataciju kod
dijabeti¢nih Stakora, dok je inhibicija s DETAPAC-om uspjela te je vazodilatacijski odgovor
na acetilkolin bio povecan. Inzulin takoder utje¢e na vaskularnu reaktivnost, posebno na
vazodilataciju, te je studijama na zivotinjama (90) i ljudima (91) dokazano da kroni¢na primjena
inzulina u dijabetesu moze ispraviti poremeceni vazodilatacijski odgovor ovisan o endotelu.
Dokazano je da inzulin potencira ve¢u proizvodnju NO, povecavanjem koli¢ine mRNA za
eNOS (92). 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 (93). Osobe koje imaju poremecenu
toleranciju glukoze te one koje u obitelji imaju osobe oboljele od dijabetesa melitusa imaju
povecani rizik od nastanka dijabetesa melitusa tipa 2 (94). Cabalero i suradnici (95) dokazali
su da takve osobe imaju oSte¢enu vaskularnu reaktivnost, odnosno smanjeni vazodilatacijski
odgovor na acetilkolin i natrij-nitroprusid. Osobe oboljele od dijabetesa melitusa tipa 1 imaju
nize vrijednosti protokom potaknute vazodilatacije brahijalne arterije te povecanu debljinu
intime tih arterija u odnosu na kontrolne zdrave ispitanike (96). Mjerenje krvnog protoka lasser
dopplerom nakon stimulacije acetilkolinom i natrij-nitroprusidom pokazuje znatno smanjenje

protoka kroz kozu u dijabetickih bolesnika u usporedbi sa zdravim ispitanicima (97).
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Kombinacija poremecaja dijabetesa melitusa i hiperkolesterolemije uzrokuje poremecenu
vaskularnu reaktivnost preko NO-cGMP puta te postoji tendencija da kompenzatorno

povecavaju utjecaj EDHF vazodilatacije u aorti Stakora (98).

1.9.  Terapija hiperbari¢nim kisikom

Hiperbari¢na oksigenoterapija (HBOT) medicinski je tretman pri ¢emu je pacijent smjesten u
tlaénu komoru, gdje udiSe 100-postotni kisik pri tlaku ve¢em od 1 atmosfere (99). Udisanjem
hiperbari¢nog kisika u krvi se otapa i do 20 puta vise kisika nego udisanjem zraka (normalno
disanje) ili tri do Cetiri puta vise nego udisanjem kisika pri normalnom tlaku. Doprema kisika
pod visokim tlakom povecava arterijski 1 tkivni pO2 1 zato poboljSava oksigenaciju tkiva 1
smanjuje oSte¢enja. Nove studije pokazuju da HBOT pridonosi cijeljenju ishemi¢nih ulceracija
kod dijabetickih bolesnika te poboljsava ishod nakon mozdanog udara (100), infarkta miokarda
(101), akutne periferne ishemije ekstremiteta kod ljudi (102) te smanjuje aterosklerotske
plakove u animalnim modelima (30). Iako su ovi povoljni u¢inci HBOT-a dokumentirani, jo§
uvijek nisu u cijelosti poznati mehanizmi kojima se to zbiva. Naime, poznato je da su razliéiti
metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini, EETs-i, HETEs-i) te NO iznimno vazni u
posredovanju vaskularnih reakcija na vazodilatatore i vazokonstriktore u razli¢itim fizioloSkim
1 patofizioloSkim stanjima kao npr. u DM-u (53, 55, 56, 57, 82,), ukljucujuéi podrazaje
hipoksijom i hiperoksijom (103). U uvjetima smanjenog krvnog protoka, primjena HBOT -a
moze znatno povecati tkivnu oksigenaciju. Karadurmus i suradnici (104) dokazali su pozitivan
uc¢inak HBOT-a na kontrolu ateroskleroze, glikemije i upalnih medijatora kod dijabetickih
pacijenata. Glukoza i hemoglobin Aic znatno su smanjeni, visokoosjetljivi C reaktivni protein,
lipoprotein male gusto¢e (LDL) i mokraéna Kiselina takoder su znatno smanjeni, a lipoprotein
velike gusto¢e (HDL) nakon HBOT-a bitno je povecan. Kessler i suradnici (105) dokazali su
da se transkutani tlak kisika znatno povecava poslije HBOT-a oko dijabeti¢nog ulkusa, u
medurebranom prostoru, te da se veli¢ina ulkusa zna¢ajno smanjila nakon HBOT -a. Zdruzenom
terapijom a-lipoicnom kiselinom i HBOT-om dolazi do znafajnog poboljSanja cijeljenja
kroni¢nih rana na bazi povecane ekspresije matriks metaloproteinaze i povecane angiogeneze

(106).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza predlozene doktorske disertacije je da je kod Stakorica s dijabetesom melitusom
izazvanim streptozocinom, smanjena relaksacija aortnih prstenova u odgovoru na acetilkolin,

koja se popravlja nakon izlaganja Zivotinja HBOT-u.

Druga hipoteza je da akutni tretman izoliranih aortnih prstenova s inhibitorom stvaranja
20-HETE (HETO0016) in vitro, poboljsava vaskularnu relaksaciju na acetilkolin u Zenki
dijabetickih Stakora. Smanjena relaksacija u odgovoru na acetilkolin kod dijabetickih Stakora
moze biti posljedica povecane proizvodnje ili povecane osjetljivosti na vazokonstriktorne
metabolite ciklooksigenaze (poput tromboksana Ay) ili metabolite CYP 450-o» hidroksilaze
(poput 20-HETE).
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3.  CILJEVIISTRAZIVANJA

Cilj je predlozene doktorske disertacije utvrditi utjecay HBOT-a na funkciju krvnih zila te
identificirati specificne mehanizme kojima HBOT utjece na relaksaciju aortnih prstenova

potaknutu acetilkolinom kod zdravih i dijabetickih Stakorica.

Dodatni cilj je rasvjetliti ulogu 20-HETE u makrovaskularnoj reaktivnosti ovisnoj o endotelu
kod zenki dijabetickih Stakora.
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Eksperimentalna studija na animalnom modelu dijabetesa melitusa tipa 1 izazvanog

streptozotocinom (Sprague-Dawley Stakorice).

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije Medicinskog fakulteta u
Osijeku. U ovoj studiji koristio sam Sprague-Dawley (SD) Stakorice u dobi od 12 tjedana
starosti u vrijeme pokusa, uz trajanje dijabetesa od 6 tjedana. Svi su Stakori iz vlastitog uzgoja
vivarija pri Medicinskom fakultetu u Osijeku. Za animalni model Se¢erne bolesti tipa | koristio
sam streptozocin u jednoj dozi od 60 mg/kg kako je opisano u prijasnjim radovima (107).
Streptozocin je lijek koji je otkriven 50-tih godina dvadesetog stoljeca te je u pocetku koristen
kao antibiotik (108). 60-tih je godina otkrivena njegova selektivna toksi¢nost za [-Stanice
Langerhansovih otocica te se otada koristi kao kemoterapeutik za metastatski karcinom f-
stanica Langerhansovih otoc¢i¢a, koji nisu podlozni operativnom zahvatu (109), te u

istrazivanjima kao $to je animalni model dijabetesa melitusa tipa 1 (107, 110).

Zivotinje su bile podijeljene u &etiri skupine: skupina 1 (CTR) — zdrave netretirane $takorice,
skupina 2 (DM) — stakorice kojima je izazvan dijabetes melitus tipa I pomocu streptozocina
(streptozocin, minimalno 98 % HPLC 1 g, Sigma-Aldrich), skupina 3 (DM + HBOT) —
Stakorice sa streptozocinskim DM-om izlozene djelovanju hiperbari¢nog kisika u barokomori
(rekompresijska komora za eksperimente 110 |, Buro Pakovi¢, Aparati d.d.), skupina 4 (CTR
+ HBOT) — zdrave $takorice izloZene djelovanju hiperbari¢nog kisika u barokomori. Dodatno
su bile ukljucene dvije skupine Stakorica: jedna skupina u kojoj su bile ovarijektomirane
Stakorice bez dijabetesa (CTR + OVX) te skupina u kojoj su bile ovarijektomirane dijabeticke
Stakorice (DM + OVX).

HBOT tretman provodio se pod tlakom od 2 atm u trajanju od 120 minuta tijekom cetiri
uzastopna dana, a peti se dan odredivala sposobnost relaksacije aortnih prstenova na acetilkolin.
Vaskularni odgovor na kumulativne koncentracije acetilkolina (10° — 10° M) u
prekontrahiranim aortnim prstenovima mjerio se s/bez inhibitora ciklooksigenaze
(indometacin), inhibitora dusik-oksid sintaze — N omega-Nitro-L-arginin metil ester hidroklorid
(L-NAME), selektivnog inhibitora CYP450-epoksigenaze —  N-Metilsulfonil-6-(2-
propargliloksifenil)heksanamide; N-(Metilsulfonil)-2-(2-propin-1-iloksi)benzeneheksanamid
(MS-PPOH) te selektivnog inhibitora CYP450-w hidroksilaze — N-hidroksi-N'-(4-butil-2-
metilfenil)-formamidin (HET0016). Odvojeno su se provodili pokusi s o endotelu-neovisnim

donorom NO natrij-nitroprusidom (SNP). Ukupno je upotrijebljeno 160 Stakorica.
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4.1.  Priprema pokusnih skupina
CTR: skupina zdravih netretiranih Stakorica koja je neprestano boravila u nastambi.

DM: skupina koja je sa 6 tjedana starosti primila streptozocin u dozi od 60 mg/kg otopljen u
0,5 ml fizioloske otopine i ¢ije Su Stakorice nakon 6 tjedana trajanja dijabetesa eutanazirane te

su im uzete krvne Zile i ostali uzorci za pokus.

DM + HBOT: skupina koja je, takoder, primila streptozocin sa 6 tjedana starosti, a nakon 6
tjedana trajanja Secerne bolesti bila izloZena hiperbari¢énom kisiku u barokomori dva sata na 2,0
atm, uzastopno cetiri dana. Peti su dan od izlaganja Zivotinje usmréene, uzeti su im uzorci i

provedena funkcionalna ispitivanja reaktivnosti krvnih zila.

CTR + HBOT: ¢etvrta je skupina s 12 tjedana bila izloZena hiperbari¢nom kisiku u barokomori
dva sata na 2,0 atmm, uzastopno cetiri dana. Peti su dan Stakorice usmréene za uzorkovanje i

provodenje funkcionalnih studija vaskularne reaktivnosti ili molekularnih analiza.

Sve su Stakorice bile izvagane u 6. tjednu 1 prije Zrtvovanja za pokus. Sve su skupine imale

slobodan pristup hrani i vodi te uobicajeno kretanje.

CTR + OVX: ovarijektomija bilateralnim ventralnim pristupom (OVX $takori) ucinjena je u
dobi od 5 tjedana prema metodi koju je opisao Khajuria (111). Prije operacije zivotinje su
anestezirane kombinacijom ketamina (75 mg/kg) i midazolama (0,5 mg/kg). Jajovodi su
podvezani svilenim koncem (Syneture, SOFSILK 3-0, Tyco Healthcare Ltd., UK). Peritoneum
1 miSi¢éni slojevi zaSiveni su apsorbiraju¢im Savom (Syneture, POLYSORB 3-0, Tyco
Healthcare Ltd., UK), a koZa neresorptivnim Savom (SOFSILK 3-0, Tyco Healthcare Ltd., UK).
Nakon operacije Stakori su smjesteni pojedina¢no u kaveze da se oporave tijekom jednog tjedna.

Natrij-metamizol (1,5 ml/100 g i.m.) koriSten je za postoperativnu analgeziju (112).

DM + OVX: ovarijektomije su provedene kao i kod prethodne skupine u 5. tjednu Zivota, a sa

6 tjedana zivota Stakoricama je izazvan DM kao i u prethodnim skupinama s DM-om.

4.2.  Protokoli za izlaganje hiperbari¢nom kisiku

Nakon smjeStanja zivotinja u barokomoru slijedi 15 minuta kompresije na 2,0 atm, otvaranjem
kompresijskog ventila (dekompresijski je ventil pri tome zatvoren) i puStanjem kisika u
komoru. Kada se postigne tlak od 2,0 atm, kompresijski se ventil zatvori te su Stakori izlozeni

djelovanju 100-postotnog kisika u trajanju od dva sata u zatvorenom sustavu bez protoka. Za
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vrijeme trajanja terapije zajedno sa Stakorima u komori je smjestena i malena koli¢ina granula
kalcij-hidroksida i natrij-hidroksida te etilvioleta (Draegersorb 800 Plus, Draeger Medical) za
upijanje izdahnutog CO; te se tako uklanja nakupljanje CO, u komori. Slijedi 15 minuta

dekompresije otpustanjem dekompresijskog ventila (113).

4.3. Invitro izolirane perfundirane torakoabdominalne aorte

Pri izvodenju pokusa radio sam nekoliko protokola. Svaki protokol zapocinje izolacijom
torakoabdominalne aorte. Na pocetku sam izvagao svaku Stakoricu, zatim sam ih anestezirao
kombinacijom ketamina od 75 mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule od 2 ml, Pfizer) i
midazolama od 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Nakon
dekapitacije glukometrom sam izmjerio glukozu u krvi (One Touch Ultra, Life Scan, Inc.).
Nakon toga sam izvadio torakoabdominalnu aortu, o€istio ju od masnog i vezivnog tkiva,
isjekao na prstenove Sirine 3 mm i montirao na izometricke pretvarace sile (Isolated Organ Bath
System, Experimentaria Ltd., Budimpesta, Madarska). Pretvarac sile spojen je na pojacalo i na
analogno/digitalni pretvara¢, gdje sam pratio graficki prikaz tijeka pokusa na zaslonu racunala
(Slika 4.1.).

7]

| -—MIKROMETAR

IZOLIRANI KRVOZILNI
PRSTEN
(> (povecano)

S ORGANSKI BAZENCIC

Slika 4.1. Shema sustava za izolirane aortne prstenove — nacrtano prema ilustraciji (111)
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Relaksaciju ili kontrakciju aortnog prstena mjerio sam pomocu softvera SOFT-03 KYMO
S.P.E.L. solution pack for experimental laboratories-ADVANCE KYMOGRAPH. Zile su bile
perfundirane i uronjene u toplu (37 °C) Krebs-Hansenleitovu otopinu, pH vrijednost iznosila je
7,45 te su oksigenirane 95 % O2 i 5 % CO, (114).

4.4. Eksperimentalni protokoli za utvrdivanje mehanizama vaskularne reaktivnosti
4.4.1. Prvi protokol

U svrhu utvrdivanja vazodilatacijskog odgovora ovisnog o endotelu; stabilizacija krvne Zile u
trajanju od 1 sata, svakih 15 minuta mijenjao sam Krebs-Hansenleitovu otopinu u komorici.
Nakon stabilizacije dodao sam 3 x 200 yL 3 M KCI (kalijevog klorida), ¢ekao do platoa
kontrakcije, a zatim 2 x isprao komoricu u razmaku od 2 minute. Nakon tre¢eg dodavanja KCl
I postizanja platoa, komoricu sam isprao 3 puta u razmaku od 2 minute. Nakon 10 minuta od
zadnjeg ispiranja dodao sam noradrenalin 100 yL 10® M za prekontrakciju (pri¢ekao 5 minuta
do vrhunca i stabilizacije kontrakcije), a zatim dodao kumulativne doze ACh u koncentraciji
10— 10* M u razmaku od 2 minute.

4.4.2. Drugi protokol

Postupak iz prvog protokola ponovio sam nakon 20 minuta inkubacije aortnih prstenova u
tekuéini iz komorice, u koju je dodano 100 yL 10* M indometacina, neselektivnog blokatora

enzima ciklooksigenaze (Indomethacin, minimalno 99 % TLC, 5 g, Sigma-Aldrich).
4.4.3. Tredi protokol

Radi utvrdivanja uloge citokroma P 450-epoksigenaze, vaskularna reaktivhost na ACh

ispitivala se u prisutnosti inhibitora epoksigenacije MS-PPOH (100 yL 10* M).
4.4.4. Cetvrti protokol

Ulogu NO u posredovanju vazodilatacije na acetilkolin analizirao sam s i bez inhibicije eNOS
s L-NAME (150 yL 107 M).

4.45. Peti protokol

Ulogu 20-HETE u makrovaskularnoj reaktivnosti ispitivao sam primjenom njezina inhibitora
CYP450-w hidroksilaze- HET0016 100 yL (10 M).
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45. Odredivanje mRNA

U svrhu utvrdivanja utjecaja HBOT-a na izraZajnost enzima koji stvaraju metabolite odgovorne
za vaskularnu reaktivnost u odgovoru na ACh, odredivao sam mRNA za eNOS, iNOS,
CYP450-0 hidroksilazu (izoforme), COX12, TXA: sintazu i PGI. sintazu te vaskularne
izoforme CYP450 epoksigenaze u svih 4 — 6 skupina Stakorica. Uzorak aorte stavljao se u
reagens RNAlater (Qiagen, Njemacka) te su se tako spremljeni uzorci ¢uvali pri temperaturi od
-80 °C do izolacije RNA. Izolacija RNA iz tkivnog homogenata napravljena je prema protokolu
Chomczynski i Sacchi (115), metodom izolacije Trizolom. lzolirana i otopljena RNA
pohranjena je pri temperaturi od -80 °C. Reverzna transkripcija postupak je kojim se iz mRNA
dobiva komplementarna molekula DNA (cDNA), a nakon prethodnog prociS¢avanja RNA
kompletom Deoxyribonuclease 1 (Sigma, SAD) s ciljem odvajanja genomske DNA 1 pracenja
ekspresije Ciste RNA. Za odredivanje relativne ekspresije RNA za eNOS, INOS, CYP450-w
hidroksilazu (izoforme), COXz,2, TXA: sintazu i PGI; sintazu te vaskularne izoforme CYP450
epoksigenaze koristio sam CFX96 Real-Time System C 1000 Touch Thermal Cycler, BIO-
RAD, SAD. Uvijeti PCR reakcije prema protokolu SsoFast EvaGreen Supermix (Bio Rad,
SAD). Dobivena relativna ekspresija zeljenog gena normalizirala se s relativnom ekspresijom

referentnog gena (18s i HPRT) i dalje se analizirala.

Tablica 4.1. Sljedovi prilagodenih pocetnica za odredivanje ekspresije mRNA.

PCR duljina Temperatura
MRNA Sljedovi prilagodenih pocetnica proizvoda P )
Zarenja (°C)
(bp)
Za-5'-
HPRT GAAAGAACGTCTTGATTGTTGAAGATAT-3' 129 59

Rev - 5>-GAGAGGTCCTTTTCACCAGCAA-3'

Za-5-TCCTGTTCCGAGCCCAGTT-3"
COX1 69 61
Rev-5-GCCAGTGATAGAGGTGGTTGAAT-3

Za - 5 GAAAGAAATGGCTGCAGAGTTGA 3

COX2 71 63
Rev. 5 "GCAGGGCGGGATACAGTTC 3
Za - 5-CTGAGGAAGTTGGGCATCAGA-3'

TBXAS1 70 57
Rev - 5-CCTGGCGGAAAAACATCAA-3'

eNOS Za -5 -CGAACAGCAGGAGCTAGAGG-3° 211 64
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Rev-5-GAGGTGGATCTCTCCTGGGT-3

Za-5-TGGTGAGGGGACTGGACTTT-3"
INOS 101 63
Rev - 5-CCAACTCTGCTGTTCTCCGT-3"

Za-5-CCTTTCTGTTCCTGGCTGATTT-3'
CYP2J3 62 60
Rev - 5'- AGGCCCTGGCGGGTAGT-3'

Za-5-GTTCTACCTGCAAAGGCAATGG-3'
CYP4A1l 78 60
Rev - 5-TGCCCAAAGAACCAGTGGAA-3'

Za-5-TCTCAGGGAGCAAAACACGA- 3
CYP4A3 134 59
Rev - 5-CAACAGGAGCAAACCATAACCA-3"'

eNOS — endotelna sintetaza dusikovog oksida; INOS — inducibilna sintaza dusikovog oksida; COX-1 —
ciklooksigenaza 1; COX-2 — ciklooksigenaza 2; TBXAS1 — tromboksan A sintetaza 1; CYP2J3 —
citokrom P450 2J3; CYP4A1 — citokrom P450 4A1; CYP4A3 — citokrom P450 4A3; HPRT- guanin

phosphoribozil transferaza.

4.6. Mjerenje oksidativnog stresa

Uzorci krvi za mjerenje oksidativnog stresa prikupljeni su odmah nakon dekapitacije,
centrifugirani su na 3500 o/min i pohranjeni na -80 °C do uporabe. Za mjerenja oksidacijskog
stresa koriStena je metoda spektrofotometrijske reaktivne tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS)
koja mjeri produkte lipidne peroksidacije iz uzoraka seruma. Budu¢i da metoda nije specifi¢na
jer se druge tvari vezu na TBA (ukljucujuéi proteine), u uzorak je dodana trikloroctena kiselina
(TCA) kako bi se proteini precipitirali, a nakon toga je za mjerenje koristen supernatant (116,
117). Apsorbancija uzorka mjerena je na nanofotometru P300 UV/Vis, IMPLEN na 572 i 532
nm s malondialdehidom (MDA) kao standardom (uM MDA).

Reagensi

NA, ACh, L-NAME i indometacin kupljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich. Ketamin i midazolam
dobiveni su od tvrtke Pfizer. Streptozocin je nabavljen od tvrtke Sigma-Aldrich. Krebs-
Henseleitova otopina (sastav: 113 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgSO4 x 7H20, 22 mM
NaHCO3;, 1,2 mM KH:POs; 11 mM glukoza, 25 mM CaCl, x 2H,O, 0,026 mM
etilendiamintetraoctena kiselina — EDTA) pripravljena je iz EDTA i nabavljena od tvrtke
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Sigma-Aldrich; CaCl; x 2H>0 i NaHCOs3 iz tvrtke Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka, s
ostatkom kemikalija kupljenih od Kemika, Zagreb, Hrvatska. MS-PPOH i HET0016 bili su
pokolon Johna R. Falcka iz ustanove Southwestern Medical Center, Dallas, Teksas, SAD.
Kemikalije koriStene za odredivanje oksidativnog stresa bile su tiobarbiturna kiselina (TBA;
Sigma-Aldrich, Njemacka, SAD), trikloroctena kiselina (TCA, Panreac, Europa) i 1,1,3,3-
tetrametoksipropan (TMP, Sigma-Aldrich).

4.7. Statisticke metode

Svi podaci sumirani su kao standardna pogreska aritmeticke sredine + SEM (prema engl.
Standard Error of the Mean). Dvosmjerna ANOVA i Bonferroni post hoc testovi koriSteni su
za ispitivanje razlika u ACh-induciranoj relaksaciji medu skupinama. Vrijednosti ACh polovine
maksimalne uc¢inkovite koncentracije (LogEC50) usporedene su studentovim t-testovima ili
jednosmjernim ANOV A testovima kada je bilo prikladno. Jednosmjerni ANOVA i Tukey post
hoc testovi koriSteni su za ispitivanje razlike u tjelesnoj tezini, razini glukoze u krvi, razini
oksidativnog stresa i ekspresiji gena medu skupinama. Vjerojatnost P < 0,05 smatrana je
statistiCki znaCajnom. Za statisticku analizu koriSten je SigmaPlot, inaica 11.2 (Systat
Software, Inc., Chicago, IL, SAD), a GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, SAD) koristen je za graficki prikaz dobivenih rezultata.
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5.  REZULTATI

5.1. Uloga 20-HETE u makrovaskularnoj reaktivnosti ovisnoj o endotelu kod Zenki
dijabetickih Stakora

Tjelesna masa, razina glukoze u krvi i oksidativni stres eksperimentalnih Zivotinja (u dobi od

12 tjedana)

Tjelesna masa, razina glukoze u krvi i oksidativni stres svih eksperimentalnih Zivotinja
prikazani su u Tablici 5.1. Dijabeticke Stakorice (DM) imale su manju tjelesnu masu u
usporedbi s kontrolama (CTR), §to se ocekivalo zbog nelijeCenog DM-a. Takoder, dijabeticke
Stakorice koje su podvrgnute lijecenju HBOT-om (DM + HBOT) imale su manju tjelesnu masu
u usporedbi sa zdravim kontrolama koje su podvrgnute HBOT-u (CTR + HBOT). Stakorice s
dijabetesom koje su podvrgnute HBOT-u (DM + HBOT) imale su vec¢u tjelesnu masu u
usporedbi s DM Stakoricama (Tablica 5.1.). Kao Sto se ocekivalo, razina glukoze u krvi
Znacajno je povec¢ana u DM i DM + HBOT S§takorica u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im
kontrolama, S$to je potvrdilo uspjeSan razvoj modela dijabetesa tipa 1 u naSem
eksperimentalnom protokolu (Tablica 5.1.). DM S§takorice povecale su TBARS u usporedbi s
CTR Sstakoricama (Tablica 5.1.). Takoder, TBARS je znacajno pove¢an u DM + HBOT
Stakorica u usporedbi s CTR + HBOT S§takoricama (Tablica 5.1.). Dodatno, DM + HBOT
Stakorice znacajno su povecale TBARS u usporedbi s CTR skupinom Stakorica. Nije bilo
znacajne razlike u antioksidativnom kapacitetu plazme FRAP-u (prema engl. Ferric Reducing

Ability of  Plasma) medu pokusnim skupinama Stakorica (Tablica 5.1.).

Tablica 5.1. Tjelesna masa, glukoza u krvi i razina oksidativnog stresa Stakorica u dobi od 12

tjedana.
Aritmeti¢ka sredina (standardna pogreska)
Ispitivane CTR DM CTR + HBO DM + HBO
skupine* (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Obiljezja
Tjelesna masa, g 237+6 179 £ 14 * 240 £5 209 £5 F
Glukoza u krvi, mmol/L 6,5+0,2 325+0,5* 72+0,2 28,7+0,9
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TBARS, pmol MDA 0,52+0,15 1,10£0,05* 1,09+0,17 §1,22+0,02

FRAP, mM Trolox 0,04+ 0,01 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,04 +£0,01

*CTR — zdrave netretirane Stakorice; DM — Stakorice s dijabetesom; CTR + HBO — zdrave Stakorice
izlozene hiperbaricnom kisiku; DM + HBO — Stakorice s dijabetesom izloZene hiperbari¢nom kisiku;
fTBARS — reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline; FRAP — antioksidativni kapacitet plazme;
n- broj Stakorica; £ SEM- standardna pogreska aritmeticke sredine .

Mehanizmi acetilkolinom inducirane relaksacije (AChIR) izoliranih aortnih prstenova

Stakorica

Slika 5.1. prikazuje osnovnu AChIR izoliranih aortnih prstenova Stakorica u svim
eksperimentalnim skupinama SD S$takorica. Medu skupinama nije bilo znacajnih razlika u
veli¢ini AChIR izoliranih aortnih prstenova Stakorica. Takoder, poloviéna maksimalna
uc¢inkovita koncentracija ACh (LogEC50) (osjetljivost na ACh) nije se znacajno razlikovala u

eksperimentalnim skupinama Stakorica (tablica na Slici 5.1.).
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¢ DM+HBO (N=20) -7.761 1.735E-8

Slika 5.1. ACh inducirana relaksacija (AChIR) izoliranih aortnih prstenova Stakorica u CTR,
DM, CTR + HBOT i DM + HBOT skupini §takorica.

Nije bilo znacajne razlike u AChIR-U u eksperimentalnim skupinama Stakorica. Nije bilo
razlike u osjetljivosti na ACh medu skupinama (tablica na slici). Vrijednosti LogEC50

(prikazane u odgovaraju¢im tablicama) usporedene su pomocu jednosmjernog ANOVA testa.
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ACh koncentracija 10° do 10° M. N — broj aortnih prstenova. EC50 (molL-1) — polovica

maksimalno ucinkovite koncentracije predstavlja koncentraciju ACh (molL-1) koja inducira

odgovor na pola puta izmedu osnovne linije i maksimuma.
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Slika 5.2. Mehanizmi acetilkolinom (AChIR) inducirane relaksacije izoliranih aortnih
prstenova stakorica u CTR (panel A), DM (panel B), CTR + HBOT (panel C) i DM + HBOT

skupini Stakorica (panel D).

Potencijalni mehanizmi koji posreduju AChIR odgovor izoliranih aortnih prstenova Stakorica

u pokusnim skupinama Stakorica prikazani su na Slici 5.2. U CTR skupini prisutnost L-NAME
I MS-PPOH znatno je smanjila AChIR, dok primjena INDO (COX-1 i -2 inhibitor) i HET0016
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(inhibitor formiranja 20-HETE) nisu imali nikakav znacajan u¢inak na AChIR u CTR skupini
Stakorica (Slika 5.2., panel A). Sli¢ni rezultati dobiveni su u DM skupini Stakorica (Slika 5.2.,
panel B). Iu CTR i DM skupini $takorica analiza osjetljivosti aortnog prstena na ACh pokazala
je da je osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME i u prisutnosti MSPPOH znatno smanjena u
usporedbi s odgovorom na ACh, sam ili u prisutnosti indometacina ili HET0016 (tablice unutar
panela 2A i 2B). U CTR + HBOT i DM + HBOT skupini samo prisutnost L-NAME, ali ne i
MS-PPOH, INDO ili HET0016, znac¢ajno je smanjila AChIR (Slika 5.2., panel C i panel D).
Nadalje, u skupinama CTR + HBOT i DM + HBOT osjetljivost na ACh bila je zna¢ajno niza u
prisutnosti L-NAME u usporedbi s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh u prisutnosti
indometacina, MS-PPOH ili HET0016 (Slika 5.2., tablice unutar panela 2C i panela 2D).

Prisutnost L-NAME i MS-PPOH znacajno je reducirala AChIR izoliranih aortnih prstenova
Stakorica u CTR skupini (panel A) 1 DM skupini Stakorica (panel B). Primjena indometacina 1
HETO0016 nije imala nikakav znac¢ajan u¢inak na AChIR u bilo kojoj skupini, dok primjena MS-
PPOH nije imala nikakav zna¢ajan u¢inak na AChIR u CTR + HBOT (panel C) i DM + HBOT
skupini Stakorica (panel D). Podaci su usporedeni pomoc¢u dvosmjernih ANOVA i Bonferroni
post hoc testova. Osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME i MS-PPOH bila je zna¢ajno
smanjena u usporedbi s odgovorom samo na ACh ili u prisutnosti indometacina ili HET0016 u
skupini CTR 1 DM S$takorica (tablice unutar panela A i panela B). Osjetljivost na ACh u
prisutnosti L-NAME bila je znacajno smanjena u usporedbi s odgovorom na ACh, sam ili u
prisutnosti drugih inhibitora u CTR + HBOT i DM + HBOT skupini $takorica (tablice unutar
panela C i panela D). Vrijednosti LogEC50 usporedene su pomocu jednosmjerne ANOVE,
nakon ¢ega je uslijedila Holm-Sidac parna visestruka usporedba. Statisticki znacajna (P < 0,05)
AChIR u prisutnosti L-NAME (*) ili MS-PPOH () u usporedbi s osnovnim odgovorom ACh.
1 P < 0,05 L-NAME nasuprot osnovnom odgovoru, indometacin i MS-PPOH; § MS-PPOH u
odnosu na osnovnu vrijednost i indometacin. N — broj aortnih prstenova. EC50 (molL-1) —
polovica maksimalno ucinkovite koncentracije predstavlja koncentraciju ACh (molL-1) koja

inducira odgovor na pola puta izmedu osnovne linije 1 maksimuma.

Narij nitroprusidom (SNPIR) inducirana relaksacija izoliranih aortnih prstenova $takorica

Slika 5.3. prikazuje relaksaciju aortnih prstenova kao odgovor na SNP (SNPIR), endotel
neovisni donor NO u svim eksperimentalnim skupinama SD Stakorica. Nije bilo znacajnih
razlika u SNPIR-u medu skupinama. Takoder, osjetljivost na SNP nije se znacajno razlikovala

medu pokusnim skupinama stakorica (tablica na Slici 5.3).
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Slika 5.3. SNP inducirana relaksacija (SNPIR) izoliranih aortnih prstenova stakorica u CTR,
DM, CTR + HBOT i DM + HBOT skupini Stakorica. Nije bilo znacajne razlike u SNPIR-u
medu eksperimentalnim skupinama Stakorica. Takoder, nije bilo razlike u osjetljivosti na SNP
medu eksperimentalnim skupinama Stakorica (tablica unutar slike). Vrijednosti LogEC50
(prikazane u odgovaraju¢im tablicama) usporedene su pomocu jednosmjernog ANOVA testa.
SNP koncentracija 10° do 102 M. N — broj aortnih prstenova. EC50 (molL-1) — polovi¢na
maksimalna uc¢inkovita koncentracija predstavlja koncentraciju SNP (M) koja inducira odgovor

na pola puta izmedu osnovne linije i maksimuma.

mRNA ekspresija enzima koji kataliziraju vazoaktivne medijatore u aorti Stakorica

MRNA ekspresija za iNOS u tkivu aorte Stakorica znacajno je povecana u DM skupini u
usporedbi s CTR skupinom $takorica (Tablica 5.2.). mMRNA ekspresija za eNOS znacajno je
poveéana u CTR + HBOT skupini u usporedbi s CTR skupinom Stakorica, dok je mRNA
ekspresija za TBXASL1 znacajno povecana u DM + HBOT skupini u usporedbi s DM skupinom
Stakorica (Tablica 5.2.). Ekspresija za COX-1, COX-2, CYP2J3, CYP4Al i CYP4A3 u

torakalnoj aorti nije se znacajno razlikovala medu skupinama (Tablica 5.2.).
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Tablica 5.2. Relativna ekspresija mRNA za eNOS, INOS, COX-1, COX-2, TBXAS],
CYP2J3, CYP4ALl i CYP4A3 u tkivu torakalne aorte.

Ispitivane Aritmeticka sredina (standardna pogreska)
skupine*
CTR DM CTR + HBO DM + HBO
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Obiljezja’
eNOS 0,10+ 0,01 0,15+0,03 0,16 +0,02 § 0,17+ 0,04
INOS 1,0E-3 + 0,3E-3 0,03+0,02* 2,0E-3+1,0E-3 8,0E-3+2,0E-3
COX-1 0,13+ 0,01 0,13+ 0,04 0,14 +0,02 0,09 + 0,02
COX-2 0,16 = 0,06 0,12+ 0,08 0,12+ 0,04 0,09 = 0,03
TBXAS1 1,12+ 0,15 1,17+ 0,11 1,23 +£ 0,09 1,67+ 0,11
CYP2J3 2,64+ 0,30 1,93 £ 0,43 2,80+ 0,23 1,75+ 0,24
CYP4A1l 0,06 + 0,02 0,05+ 0,02 0,03 +£0,01 0,02 0,01
CYP4A3 1,4E-6 + 2,5E-7 0,8E-6 +2,8E-7 1,7E-6+£2,5E-7 1,0E-6 + 1,9E-7

Podaci su prikazani kao standardna pogreska aritmeticke sredine + SEM. n — broj Stakora; *CTR —
zdrave netretirane Stakorice; DM — Stakorice s dijabetesom; CTR + HBO — zdrave $takorice izlozene
hiperbari¢nom kisiku; DM + HBO - $takorice s dijabetesom izloZene hiperbari¢nom kisiku feNOS —
endotelna sintetaza duSikovog oksida; INOS —inducibilna sintaza dusikovog oksida; COX-1 —
ciklooksigenaza 1; COX-2 — ciklooksigenaza 2; TBXASI — tromboksan A sintetaza 1; CYP2J3 —
citokrom P450 2J3; CYP4AL — citokrom P450 4Al; CYP4AS3 — citokrom P450 4A3.

*P < 0,05 CTR prema DM; { P < 0,05 DM u odnosu na DM + HBO; § CTR u odnosu na CTR + HBO
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5.2. Utjecaj HBOT-a na funkciju krvnih Zila i specificne mehanizme kojima HBOT
utjeCe na relaksaciju aortnih prstenova potaknutu acetilkolinom kod zdravih i

dijabetickih Stakorica

Tjelesna masa, razina glukoze u krvi i oksidativni stres eksperimentalnih Zivotinja (u dobi od
12 tjedana)

Stakorice s dijabetesom (u obje ne-OVX i OVX skupine) imale su manju tjelesnu masu u
usporedbi s njihovim odgovaraju¢im kontrolama. OVX-CTR S§takorice imale su znacajno visu
tjelesnu masu u usporedbi s ne-OVX-CTR, dok se tjelesna masa OVX-DM S§takorica nije
znacajno razlikovala od one kod Stakorica bez OVX-DM (Tablica 5.4.). Kao $to se ocekivalo,
razina glukoze u krvi bila je znacajno povecanai u ne-OVX-DM i OVX-DM skupini u odnosu
na njihove odgovarajuce kontrole, §to je potvrdilo uspjesan razvoj modela dijabetesa u naSem
eksperimentalnom protokolu. Nije bilo razlike u razini glukoze u krvi izmedu ne-OVX-CTR i
OVX-CTR, ili izmedu ne-OVX-DM i OVX-DM skupina S$takorica (Tablica 5.4.).
Ovarijektomirane stakorice te OVX-CTR i OVX-DM stakorice imale su pove¢an TBARS u
usporedbi s odgovarajué¢im ne-OVX Stakoricama (Tablica 5.4.). Takoder, TBARS je znacajno
povecan u ne-OVX-DM stakorica u usporedbi s ne-OVX-CTR stakoricama, dok u OVX-DM
Stakorica TBARS nije bio znac¢ajno razli¢it u odnosu na OVX-CTR Stakorice (Tablica 5.4.).

Tablica 5.3. Tjelesna masa, koncentracija glukoze i razina oksidativnog stresa u Krvi

eksperimentalnih Zivotinja (u dobi od 12 tjedana).

Ispitivane Aritmeti¢ka sredina (standardna pogreska)
skupine*
CTR DM OVX-CTR OVX-DM
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Obiljezja’
Tjelesna masa, g 240+ 6 T 183 £13 * 336 £5 208 £ 19 * §

Glukoza u krvi, mmol/L 6,6+0,2 308+1,7~* 6,3+0,1 30,7+1,4%*

TBARS, pmol MDA 04+027 1,1+0,1* 1,7+0,1 20+02 7

Podaci su izrazeni kao standardna pogreska aritmeticke sredine + SEM. *CTR — zdrave netretirane
Stakorice; DM — Stakorice s dijabetesom; OVX — CTR- ovarijektomirane netretirane Stakorice; OVX—

27



5. REZULTATI

DM- ovarijektomirane $takorice s dijabetesom "TBARS — reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline
(prema eng. thiobarbituric acid reactive substances); MDA — malondialdehid; n — broj $takorica.

*P<0,06 CTRvs. DM i OVX-CTR vs. OVX-DM; 1 P < 0,05 CTR vs. OVX-CTR i DM vs. OVX-DM.

Acetilkolinom (AChIR) inducirana relaksacija izoliranih aortnih prstenova

Slika 5.4. prikazuje osnovnu AChIR izoliranih aortnih prstenova Stakorica u svim
eksperimentalnim skupinama SD Stakorica. lako nije bilo znacajne razlike kod AChIR
izoliranih aortnih prstenova stakorica izmedu ne-OVX-CTR i ne-OVX-DM skupina Stakorica
(Slika 5.4.), OVX-DM skupina $takorica pokazala je znac¢ajno smanjenu relaksaciju izoliranih
aortnih prstenova na ACh u odnosu na OVX-CTR skupinu (Slika 5.4.). OVX-CTR Stakorice
pokazale su smanjeni AChIR u usporedbi s ne-OVX-CTR stakoricama, a OVX-DM smanjila
je AChIR u usporedbi s ne-OVX-DM stakoricama (Slika 5.4.). Nadalje, i ne-OVX-DM i OVX-
DM stakorice pokazale su smanjenu osjetljivost na ACh u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im
kontrolama (tablice na Slici 5.4.). Takoder, osjetljivost na ACh bila je smanjena u OVX-CTR
Stakorica u usporedbi s ne-OVX kontrolama, bas kao $to je to bio sluc¢aj kod OVX-DM S§takorica
u usporedbi s ne-OVX-DM skupinom (tablice na Slici 5.4.).
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Slika 5.4. Osnovni AChIR izoliranih aortnih prstenova stakorica u svim eksperimentalnim
skupinama SD stakorica. ACh inducirana relaksacija (AChIR) izoliranih aortnih prstenova
Stakorica u ne-OVX-CTR i ne-OVX-DM stakorica te OVX-CTR i OVX-DM Sstakorica. AChIR
je znacéajno oslabljen u OVX-DM skupini u usporedbi s ne-OVX-DM skupinom S$takorica za
107 — 10° M ACh koncentraciju. 1 ne-OVX-DM i OVX-DM stakorice pokazale su nizu
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osjetljivost na ACh u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im kontrolama (tablice unutar panela).
AChIR je zna¢ajno smanjen u OVX-CTR skupini u usporedbi s ne-OVX-CTR skupinom (za
10"~ 10° M ACh koncentraciju) i OVX-DM u usporedbi s ne-OVX-DM skupinom $takorica
(za 10— 10 M koncentracija ACh). Obje OVX-CTR i OVX-DM skupine $takorica pokazale
su nizu osjetljivost na ACh u usporedbi s ne-OVX skupinama (tablice unutar panela).
Vrijednosti LogEC50 (prikazane u odgovaraju¢im tablicama) usporedene su studentovim t-
testom. * P < 0,05 OVX-CTR u odnosu na OVX-DM, OVX-DM u odnosu na ne-OVX-DM.
P < 0,05 OVX-CTR u odnosu na ne-OVX-CTR. P < 0,05 ne-OVX-CTR u odnosu na ne-OVX-
DM, OVX-DM u odnosu na ne-OVX-DM. P <0,05 OVX-CTR u odnosu na OVX-DM, OV X-
CTR u odnosu na ne-OVX-CTR. ACh koncentracija 10° do 10° mol™. N — broj aortnih
prstenova. EC50 (molL-1) — poloviéna maksimalna ucinkovita koncentracija predstavlja
koncentraciju ACh (molL-1) koja inducira odgovor na pola puta izmedu osnovne linije i

maksimuma.

Mehanizmi koji posreduju AChIR odgovor izoliranih aortnih prstenova stakorica u
eksperimentalnim skupinama S§takorica prikazani su na Slici 5.5. U skupini ne-OVX-CTR
Stakorica, prisutnost L-NAME (eNOS inhibitora) i MS-PPOH (inhibitora EETs epoksidacije)
znacajno je smanjio AChIR, dok primjena indometacina nije imala zna¢ajne uc¢inke na AChIR
u skupini ne-OVX-CTR stakorica (Slika 5.5., panel A). Isti rezultati takoder su dobiveni u
skupini ne-OVX-DM stakorica (Slika 5.5., panel B). Osjetljivost na ACh u prisutnosti L-
NAME i MS-PPOH znacajno je smanjena u usporedbi s osnovnim odgovorom na ACh ili
odgovorom na ACh u prisutnosti indometacina, u skupinama ne-OVX-CTR i ne-OVX-DM
Stakorica (tablice u okviru panela A i B). U skupini OVX-CTR S$takorica, prisutnost L-NAME
I MS-PPOH znacajno je reducirala AChIR izoliranih aortnih prstenova stakorica (Slika 5.5.,
panel A), kao §to je to ucinila u ne-OVX-CTR Sstakorica (Slika 5.5., panel A), dok primjena
indometacina nije imala znacajne u¢inke na AChIR u OVX-CTR skupini stakorica (Slika 5.5.,
panel A). S druge strane u OV X-DM skupini, prisutnost L-NAME, ali ne i MS-PPOH znac¢ajno
je smanjila AChIR izoliranih aortnih prstenova Stakorica (Slika 5.5., panel B). Takoder,
primjena indometacina nije imala znacajne uc¢inke na AChIR u OVX-DM skupini Stakorica
(Slika 5.5., panel A). Osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME i MS-PPOH znacajno je
smanjena u usporedbi s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh u prisutnosti
indometacina u OVX-CTR i OVX-DM skupinama $takorica (tablica unutar panela 3A), dok je
u OV X-DM skupini osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME znac¢ajno smanjena u usporedbi
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s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh u prisutnosti indometacina ili MS-PPOH (tablica

unutar panela B).
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Slika 5.5. Mehanizmi acetilkolinom induciranog relaksacijskog odgovora (AChIR) izoliranih
aortnih prstenova Stakorica u OVX-CTR i OVX-DM Sstakorica. Paneli A i B prikazuju
relaksaciju izoliranih aortnih prstenova na ACh (prikazano kao log [ACh] koncentracije ACh
(10°do 10° M) u OVX-CTR (panel A) i OVX-DM skupini $takorica (panel B). Prisutnost L-
NAME i MS-PPOH znacajno je smanjila AChIR izoliranih aortnih prstenova $takorica u OVX-
CTR skupini (panel A), a samo prisutnost L-NAME znacajno je smanjila AChIR u OVX-DM
skupini Stakorica (panel B). Primjena indometacina nije imala znacajne ucinke na AChIR u
OVX-CTR (panel A) i OVX-DM skupini stakorica (panel B). Podaci su usporedeni pomocu
dvosmjernin ANOVA i Bonferroni post hoc testova. Osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME
I MS-PPOH znacajno je smanjena u usporedbi s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh
u prisutnosti indometacina u OVX-CTR, dok je u OVX-DM osjetljivost na ACh u prisutnosti
L- NAME znacajno smanjena u usporedbi s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh u
prisutnosti indometacina ili MS-PPOH. Vrijednosti LogEC50 usporedene su pomocu
jednosmjernog ANOVA testa, nakon ¢ega je slijedila Holm-Sidac parna viSestruka usporedba.
Statisticki znacajna (P < 0,05) AChIR u prisutnosti L-NAME (*) ili MS-PPOH () u usporedbi
s osnovnim odgovorom ACh. { P < 0,05 L-NAME nasuprot osnovnoj liniji, indometacin i MS-
PPOH; § MS-PPOH u odnosu na po&etnu vrijednost i indometacin. Koncentracije: ACh 10 do
10° M, L-NAME 3 x 10* M, indometacin 10° M i MS-PPOH 10° M. N — broj aortnih
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prstenova. EC50(M) - polovicna maksimalna ucinkovita koncentracija predstavlja

koncentraciju ACh (M) koja inducira odgovor na pola puta izmedu osnovne linije i maksimuma.

Ekspresija mRNA enzima koji kataliziraju vazoaktivne medijatore u aortama Stakorica

Ekspresija mRNA za iNOS u tkivu aorte Stakorica znacajno je povecana u ne-OVX-DM skupini
Stakorica u usporedbi s ne-OVX-CTR skupinom $takorica (Tablica 5.5.). Ekspresija mRNA za
COX-2 u tkivu torakalne aorte znacajno je smanjena, a ekspresija mMRNA za TBXAS1 znac¢ajno
je povecana u OVX-DM S§takorica u usporedbi s OVX-CTR stakoricama (Tablica 5.5.).
Ekspresija mRNA za CYP4A3 u tkivu torakalne aorte znacajno je smanjena u OVX-DM
Stakorica u usporedbi s OVX-CTR Sstakoricama (Tablica 5.5.). Ekspresija za eNOS, COX-1,
CYP2j3i CYP4AL u tkivu torakalne aorte nije se razlikovala izmedu ne-OVX-CTR i ne-OVX-
DM skupina niti izmedu OVX-CTR i OV X-DM skupina Stakorica (Tablica 5.5.).
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Tablica 5.4. Relativna ekspresija mRNA za eNOS, iNOS, COX-1, COX-2, TBXASI,
CYP2J3, CYP4ALl i CYP4A3 u tkivu torakalne aorte.

Ispitivane Aritmeti¢ka sredina (standardna pogreska)
skupine*
CTR DM OVX-CTR OVvX-DM
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Obiljezjat
eNOS 0,096 + 0,014 0,150 + 0,034 0,137+ 0,019 0,122 + 0,013
INOS 0,001 +£0,3E-3 0,026 +0,018 * 0,003 £+ 0,002 0,004 + 0,001
COX-1 0,134+ 0,013 0,128 £0,041 0,094 + 0,028 0,100 + 0,007
COX-2 0,159 £ 0,062 0,124 + 0,080 0,135+ 0,073 0,624 + 0,169 +
TBXAS1 1,115+ 0,152 1,173 £0,111 1,288 +£0,135 1,555+0,118
CYP2J3 2,641 + 0,297 1,932 £0,427 1,86+ 0,178 1,949 £ 0,164
CYP4Al 0,0617 + 0,017 0,053 +£ 0,021 0,057 + 0,020 0,029 + 0,004
CYP4A3 14E-6 £2,5E-7 0,8E-6+2,8E-7 29E-6+4,2E-7 12E-6+7,7E-7+

Podaci su izrazeni kao standardna pogreska aritmeti¢ke sredine + SEM. *CTR — zdrave netretirane
Stakorice; DM — stakorice s dijabetesom; OVX-CTR — ovarijektomirane netretirane Stakorice; OVX —
DM - ovarijektomirane $takorice s dijabetesom; TeNOS — endotelna sintaza dusikovog oksida; iINOS —
inducibilna sintaza dusSikovog oksida; COX-1 — ciklooksigenaza 1; COX-2 — ciklooksigenaza 2;
TBXAS1 — tromboksan-A sintaza 1; CYP2J3 — citokrom P450 2J3; CYP4ALl — citokrom P450 4A1;
CYP4A3 — citokrom P450 4A3; n — broj stakorica

*P < 0,06 CTR vs. DM. T P <0,05 OVX-CTR vs. OVX-DM.
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Brojni dokazi pokazuju da u bolesnika sa Secernom bolesti postoji visoki rizik za razvoj
kardiovaskularnih bolesti (KVB) (npr. koronarna bolest srca, mozdani udar, bolest perifernih
arterija, kardiomiopatija, kongestivno zatajenje srca) te da su kardiovaskularne komplikacije
sada vodeci uzroci morbiditeta 1 mortaliteta povezanih s dijabetesom (118). Dobro je utvrdeno
da endotelna disfunkcija prati DM te se manifestira u obliku vaskularnih komplikacija koje su
vidljive u makro- i mikrocirkulaciji (119). Ipak, iako su vaskularne promjene uobicajeno
opisane kod pacijenata i eksperimentalnih Zivotinja s dijabetesom, relaksacija ovisna o endotelu
(procijenjena ACh-om induciranom vaskularnom relaksacijom izoliranih aortnih prstenova
Stakora) pokazala se netaknutom, oslabljenom ili ¢ak pojacanom u eksperimentalnih zivotinja

s dijabetesom (120, 121).

U¢inci HBOT-a na mehanizme AChIR-a u Stakorica s dijabetesom melitusom tipa 1

Istaknuto otkri¢e ove studije je da trajanja dijabetesa melitusa tipa 1 od 6 tjedana u Zenskih SD
Stakora nije utjecalo na veli¢inu AChIR izoliranih aortnih prstenova, medutim, HBOT je
utjecao na mehanizme AChIR-a. Nadalje, iako DM nije utjecao na AChIR kod zenki Stakora,
razina oksidativnog stresa bila je znacajno povecana u obje, DM i DM + HBOT, skupine
Stakorica s dijabetesom u usporedbi s kontrolnim skupinama. Ovi rezultati ukazuju na vrlo rane
promjene u oksidativnoj ravnotezi u DM-u, o€ito prije nego se moze otkriti mjerljivo
funkcionalno vaskularno ostecenje. Konac¢no, ucinci HBOT-a na mehanizme AChIR-a nisu
povezani s razinom oksidativnog stresa u bilo kojoj skupini Zenki Stakora. Povecani oksidativni
stres podupire oslabljenu vaskularnu reaktivnost kod mnogih kardiometabolickih bolesti,
ukljucuju¢i DM (122, 123, 124, 125, 126).

Medutim, u ovom istrazivanju poveéani oksidativni stres u skupini DM Stakorica nije utjecao
na mehanizme vaskularne relaksacije uzrokovane ACh-om (Tablica 5.2., Slika 5.1.). Nasi
rezultati pokazuju povisene razine TBARS-a u obje skupine dijabetickih Stakorica u usporedbi
s njihovim kontrolama, dok intermitentni HBOT dodatno ne povecava razinu oksidativnog
stresa, Sto je u skladu s naSim prethodnim rezultatima (122, 127, 128). Poznato je da akutni
HBOT moze povecati proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i povecati TBARS (128,
129). Medutim, HBOT u intermitentnom protokolu kako je primijenjen, nije izazvao dodatni
oksidativni stres, $to je u skladu s prethodnim studijama (122, 127). Brojne neovisne studije o
dijabetesu provedene na Zivotinjama i ljudima izvijestile su o oSte¢enoj vaskularnoj funkciji u

razli¢itim vaskularnim lezistima i kalibrima krvnih Zila u smislu poveéane vaskularne reakcije
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na vazokonstriktore i smanjenog odgovora na vazodilatatore (130, 131, 132). Primjerice, studija
koju su proveli Bhwardai i suradnici pokazala je da je nakon 8 tjedana DM-a tipa 1, AChIR
izoliranih aortnih prstenova smanjen, a Sto je praceno smanjenjem aortalne i serumske
koncentracije nitrita/nitrata i smanjenjem integriteta endotela aorte (133). Razine superoksida
u aorti povecéane su zajedno s povecanjem razina serumske peroksidacije lipida i
hiperglikemijom (133).

Kao $to je ve¢ spomenuto u ovom istrazivanju, mehanizmi koji posreduju relaksaciju aortnih
prstenova na ACh izmijenjeni su HBOT-om (i kod CTR i DM Sstakorica), a AChIR nakon
HBOT-a vise nije ovisio o EETs-ima. Budu¢i da nismo uocili nikakve znacajne promjene
induciranje HBOT-om u ekspresiji mMRNA izoenzima koji proizvode EETs-e, moguce je da
HBOT utjece na vaskularnu osjetljivost EETs-a, umjesto da utjece na njihovu sintezu. Doista,
osjetljivost na ACh u prisutnosti MS-PPOH bila je znacajno smanjena u usporedbi s odgovorom
na ACh, sam ili u prisutnosti indometacina, ili HET0016 u skupini CTR i DM S$takorica (Slika
5.2., Tablice unutar panela A i panela B). Nadalje, osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME
takoder je znacajno smanjena u usporedbi s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh u
prisutnosti indometacina ili MS-PPOH ili HET0016 u obje skupine tretirane HBOT-om, tj.
CTR + HBOT i DM + HBOT (Slika 5.2., tablice u okviru panela C i panela D). Vazodilacija
ovisna 0 EETs-u moze se smatrati vaznim kompenzacijskim mehanizmom u krvnim Zzilama s
nizom bioraspolozivos¢u NO (kao u DM-u) (134).

Nadalje, pokazalo se da NO smanjuje proizvodnju 20-HETE u zdravom endotelu (135), ali u
stanju smanjene biodostupnosti NO, npr. DM, utjecaj 20-HETE mogao bi biti izrazeniji (135).
Medutim, u ovoj studiji nije uocen doprinos metabolita 20-HETE ili COX1 i COX2 AChIR-u.
Zbog nelijecene bolesti tjelesna masa Stakorica s dijabetesom melitusom bila je znacajno
smanjena u usporedbi sa svim drugim skupinama $takorica. Znacajno povecanje razine glukoze
u krvi kod DM i DM + HBOT Sstakorica takoder potvrduje da je DM pravilno induciran, kao
Sto se ocekivalo (Tablica 5.2.). Premda su Zivotinje pokazivale znaCajne simptome nelijecenog
DM-a (polidipsija, polifagija, poliurija), trajanje DM-a od Sest tjedana nije utjecalo na veli¢inu

AChiR-a, §to je u jednu ruku bilo iznenadujuce.

U¢inci HBOT-a i dijabetesa melitusa na mehanizme AChIR-a — rezultati drugih studija na

animalnim modelima

Nasi su nalazi djelomic¢no u skladu s istrazivanjem Browna i suradnika, koje je pokazalo da DM

ima slabi uc¢inak na AChiR aortnih prstenova kod muskih i Zenskih Stakora s dijabetesom u
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trajanju od 8 tjedana te da blago ublazava vazorelaksaciju induciranu SNP-om, ali je pokazao
nekakav uc¢inak na funkciju miocita, npr. produzeno trajanje i maksimalnu brzinu kontrakcije
miokarda te trajanje relaksacije kod oba spola (136). U studiji Hopfnera i suradnika AChIR
odgovori bili su priguseni u Stakora s dijabetesom u trajanju od 14 tjedana, ali ne i u stakora s
dijabetesom u trajanju od 2 tjedna, dok su odgovori neovisni o endotelu (SNP-evocirani) ostali
nepromijenjeni (137), sliéno naSim rezultatima.

Razvoj promjena vaskularne reaktivnosti u DM-u ima vremenski nacin (49, 136, 137, 138).
Primjerice, Pieper i suradnici opisali su trofazni odgovor na AChIR kod dijabetickih muskih
Stakora; prvo, povecanje vaskularne relaksacije 24 sata nakon indukcije DM-a, daljnja
normalizacija vazorelaksacije nakon jednog i dva tjedna DM-a, i na kraju oslabljena relaksacija
kao odgovor na ACh 8 tjedana nakon indukcije DM-a u modelu aortnih prstenova (49).
Vremenski nacin razvoja vaskularnog osSte¢enja takoder moze objasniti ocuvani AChIR u
naSem istrazivanju DM-a u trajanju od 6 tjedana. S druge strane, na$ je pokus osmisljen kako
bi razjasnio potencijalne ucinke lijeCenja HBOT-om na mehanizme AChIR-a $to je prije
moguce, ¢ak prije nego Sto su se pojavile vaskularne komplikacije. Stoga su sadasnji rezultati
pokazali da su mehanizmi koji posreduju AChIR pod utjecajem HBOT-a, iako na veli¢inu
odgovora (relaksaciju na ACh) nije utjecao niti DM niti HBOT.

Neke druge studije pokazale su da je kod Zenki §takora u ranoj fazi DM-a, tj. u 2. tjednu DM-
a, doslo do modulacije proizvodnje tromboksana A2, ali bez promjene u NO sustavu (u njegovoj
proizvodnji ili metabolickom putu, kao Sto je aktivnost izoformi fosfodiesteraze). Nakon 4
tjedna trajanja DM-a, redukcija aktivnosti NO je superponirana, a aktivnost fosfodiesteraze je
smanjena, dok je proizvodnja vazodilatacijskih prostaglandina povecéana, vjerojatno kao
kompenzacijski mehanizam za odrzavanje normalne vaskularne reaktivnosti (138). Cini se da
je to specificno za zenski spol (38) jer je u suprotnosti s nas§im nalazima kod muskih dijabetickih
Stakora, lijeCenih istim protokolom, gdje su sva tri vazodilatacijska puta bila pod utjecajem
DM-a (122). Cini se da u ovoj studiji HBOT i DM mijenjaju mehanizme vazorelaksacije prema
NO-ovisnom putu. Profil ekspresije enzima uklju¢enih u vazoreaktivnost podrzava ovaj
zakljucak jer je zamjetno znacajno povecanje ekspresije eNOS gena u CTR + HBOT S§takorica,
u usporedbi s CTR Stakoricama, dok je ekspresija iNOS gena znacajno povecana u DM
Stakorica u usporedbi s CTR Stakoricama. Sli¢na opazanja pronadena su u aortama Goto-
Kakizaki (GK) modela stakora s DM-om genetskog tipa 2 koji je pokazao povecanu ekspresiju
eNOS proteina i smanjenje razine kofaktora tetrahidrobiopterina (BH4). Budu¢i da GK Stakori
imaju smanjenu relaksaciju na ACh, sa znacajno povec¢anom proizvodnjom superoksida i

smanjenom biodostupnos¢u NO, uocena povecana ekspresija proteina eNOS moze biti
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kompenzacijske prirode (139). Nasi su rezultati u skladu s tim zapazanjima. Medutim, sve
promjene promatrane u nasoj studiji skromne su u usporedbi s promjenama koje su nadene U
muzjaka DM Stakora koji su podvrgnuti HBOT-u (148), Sto je vjerojatno tako zbog ranije
uocene pojacane vazorelaksacije inducirane ACh-om u Zenki Stakora u usporedbi s muzjacima
(129). U ovoj je studiji relaksacija u odgovoru na SNP sac¢uvana u svim skupinama (Slika 5.3),
Sto ukazuje na to da DM u trajanju od 6 tjedana 1 HBOT sam po sobi ne utjece negativno na
odziv glatkih miSi¢a krvnih zila na NO. Zaklju¢no, ova studija predlaze da HBOT vrlo rano u
razvoju DM-a tipa 1 mijenja mehanizme vazorelaksacije ovisne o endotelu na ACh kod zenki
Stakora. Ovi uc€inci neznatno su razli€iti od prethodno procijenjenih mehanizama AChIR-a u
muzjaka Stakora (122), u smislu pomaka iz odgovora posredovanog NO i1 EETs-om na pretezno
NO-posredovan AChIR u Zenki $takora koji su podvrgnuti HBOT-u, neovisno 0 DM-u. Buduc¢i
da je vazorelaksacija na podrazaje ovisne i neovisne o endotelu odrzana nakon DM-a u trajanju
od 6 tjedana, NO put moze se povecati kako bi se kompenzirala smanjena osjetljivost na NO i
CYP450 vazodilatacijske metabolite arahidonske kiseline u DM-u.

Kao S§to je ve¢ reCeno, DM je jedan od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj i napredak
kardiovaskularnih bolesti (118). Vaskularne promjene u makro- i mikrocirkulaciji dobro su
poznate i potvrdene komplikacije kod dijabetickih bolesnika. Buduci da se disfunkcija endotela
smatra preteCom 1 najranijim ishodom kardiovaskularnih bolesti koji se moze uociti (119),
vazodilatacija ovisna o endotelu (takoder testirana ACh induciranom vaskularnom relaksacijom
izoliranih aortnih prstenova $takora) opCenito se koristi kao parametar za procjenu endotelne
funkcije arterija u razli¢itim patoloskim stanjima, uklju¢uju¢i DM. Prema tome, prijavljena je
endotelna disfunkcija 1 kod pacijenata i kod pokusnih Zivotinja s dijabetesom (120, 121). S
druge strane, studije koje su istrazivale vremenske i patofizioloske mehanizme ukljuc¢ene u
razvoj dijabetesa (studije na zivotinjskom modelu) donijele su opre¢ne rezultate koji ukazuju
na normalne ili ¢ak pojacane odgovore endotela (141, 142, 143).

Najvaznije otkric¢e ove studije je da DM tip 1 u trajanju od 6 tjedana nije utjecao na vaskularnu
reaktivnost izoliranih aortnih prstenova u ne-OVX SD Sstakorica, ali je znaCajno narusio
vazorelaksaciju kao odgovor na ACh u OVX Stakorica. Iako je DM tip 1 u ne-OVX i OVX
Stakorica rezultirao smanjenom osjetljivos¢u na ACh, oslabljena vazorelaksacija na ACh bila
je vidljiva samo kod OVX-DM stakorica, ali ne u ne-OVX-DM u usporedbi s njihovim
kontrolama. Ovi rezultati upucuju na to da Zenski spolni hormoni mogu imati zastitni u¢inak
(barem privremeno) na vaskularnu relaksaciju kod Stakorica sa DM-om tipa 1. Nadalje,
selektivna inhibicija EETs epoksidacije nije smanjila AChIR u OVX-DM Sstakorica kao u
odgovaraju¢éim OVX-CTR pandanima, §to ukazuje na to da DM tip 1 per se umanjuje
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vazorelaksaciju kao odgovor na ACh kod ovarijektomiranih Stakorica, smanjenjem odgovora
na EETs. Ovaj zakljucak potkrijepljen je nalazom da je DM tip 1 smanjio ekspresiju mRNA za
CYP4A3 (specificni enzim CYP 450 koji katalizira reakcije epoksidacije u arahidonskoj
kiselini) u tkivu torakalne aorte u OVX-DM S$takorica u odnosu na njihove kontrole (OVX-
CTR skupina). Rezultati ove studije potvrdili su prethodna otkri¢a o zastitnom u¢inku estrogena
na vaskularnu i endotelnu funkciju jer su i OVX kontrole i Stakorice s DM-om tipa 1 pokazale

smanjenu vazorelaksaciju na ACh u odnosu na ne-OVX-CTR i ne-OVX-DM stakorice.
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Medudjelovanje dijabetesa i estrogena

NiZa incidencija kardiovaskularnih poremecaja u Zena u premenopauzi nego kod muskaraca
iste zivotne dobi pripisana je zastitnom ucinku zenskog spola i spolnih hormona (estrogena) na
kardiovaskularni sustav (144, 145). Zene s dijabetesom imaju veéi morbiditet i mortalitet od
kardiovaskularnih bolesti u usporedbi s oplom Zenskom populacijom (146, 147). S druge
strane, nedavna opsezna klinicka ispitivanja pokazala su da su Zene u postmenopauzi na
hormonskoj nadomjesnoj terapiji imale znacajno nizu ucestalost dijabetesa, unato¢ tome §to
nije zabiljeZeno poboljSanje u vaskularnim ishodima (148, 149). DM i estrogen ocito imaju
vazno 1 slozeno medudjelovanje, ali potencijalni mehanizmi tog medudjelovanja uglavnom su
nepoznati. Ucinci nelijeCenog DM-a tipa 1 i estrogena na tjelesnu masu dobro su definirani.
Budu¢i da insuficijentni inzulin sprje¢ava apsorpciju glukoze u tjelesne stanice, jedan od prvih
simptoma nelijeCenog DM-a tipa 1 gubitak je mase (osim poliurije, polidipsije i polifagije)
(150), koji je bio konzistentan s nizom tjelesnom masom kod zivotinja s DM-om tipa 1 (i OVX
i ne-OVX) u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im kontrolama izmjerenim u ovoj studiji. Ranije
studije izvijestile su da je ovarijektomija povecala unos hrane, tjelesnu masu i tjelesnu masnocu
u pokusnih zivotinja, a takav ucinak estrogena protiv pretilosti takoder je primije¢en u
rezultatima ove studije (151, 152). Nadalje, dobro je prihvac¢en vaskulo- i endotel-zastitni
ucinak estrogena jer su brojna istrazivanja vise puta pokazala da ovarijektomija kod pokusnih
zivotinja umanjuje vaskularnu relaksaciju u razli¢itim vaskularnim posteljama 1 kao odgovor
na razlicite stimulanse (153, 154), $to je potvrdeno sadas$njim rezultatima koji su pokazali da
OVX stakorice (i CTR i DM) imaju oslabljenu relaksaciju izoliranih aortnih prstenova kao
odgovor na ACh u usporedbi s ne-OVX stakoricama. Osim toga, nasi rezultati pokazali su da
su i ne-OVX i OVX dijabeticke Stakorice tipa 1 imale povecanu razinu oksidativnog stresa
(TBARS) u usporedbi s njihovim zdravim kontrolama, $to je u skladu s ranijim istrazivanjima
koja pokazuju da je DM karakteriziran pove¢anom proizvodnjom reaktivnih oksidacijskih vrsta
(ROS). OVX stakorice (i CTR 1 DM) imale su znac¢ajno poviSenu razinu oksidativnog stresa u
usporedbi s ne-OVX Stakoricama, Sto ukazuje da prisutnost estrogena moze djelovati zastitno
protiv Stetnog ucinka oksidativnog stresa (barem do odredene mjere). U ovom istrazivanju
pokazali smo da je DM tip 1 u trajnju od 1 tjedna rezultirao smanjenom osjetljivoséu aortnih
prstenova na ACh u ne-OVX i OVX stakorica. Medutim, AChIR nije oste¢en kod ne-OVX-
DM stakorica, samo u onim OVX-DM u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im kontrolama, $to
ukazuje da estrogeni mogu imati zastitni u¢inak na vaskularnu relaksaciju kod dijabeti¢nih

Stakorica tipa 1. Ostaje pitanje zasto poviSena razina oksidativnog stresa (zbog DM-a tipa 1)
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nije prac¢ena oslabljenom vaskularnom reaktivnos¢u kod ne-OVX §takorica, ali je bila u OVX
Stakorica, ili zaSto se vaskularna reaktivnost nije razlikovala izmedu ne-OVX-CTR i OVX-CTR
Stakorica unato€ znac¢ajno razli¢itim razinama oksidativnog stresa. Pokazalo se da dijabetes tipa
1 smanjuje vaskularni odgovor na ACh u aortama zenki Stakora (izlozenost visokoj glukozi u
trajanju od 3 sata, DM u trajanju od 1 ili 8 tjedana) (155, 156, 157). Nasuprot tome, drugi su
izvijestili da AChIR aortalnih prstenova nije oSte¢ena kod dijabetickih Zenki miseva (DM tip 1
u trajanju od 10 tjedana) (141). Nadalje, nekoliko je studija pokazalo da su aortni prstenovi
OVX dijabeti¢nih Stakorica slabije reagirali na ACh (158, 159), oboje u skladu s naSim
nalazima. Osim njihovih uc¢inaka na proizvodnju NO (157), estrogeni utjecu na putove COX-a
u vaskularnom zidu, kao $to je PGI-posredovani put, kao i aktivnost COX-a i prostaciklinske
sintaze (159). Stovise, objavljeno je da ponovno uvodenje estrogena djelomi¢no poboljsava
vaskularni odgovor, sugeriraju¢i da estrogen ili fitoestrogen mogu poboljsati vaskularnu
dilataciju ovisnu o endotelu kod zivotinja s ovarijektomijom (157). Takoder je objavljeno
korisno djelovanje agonista estrogenskih receptora u specifiénim aspektima vaskularne upale

povezane s DM-om tipa 1 (122).

Ucinci dijabetesa tipa 1 na mehanizme AChIR-a u neovarijektomiranih i ovarijektomiranih

Stakorica

lako je NO glavni medijator vazodilatacije ovisne o endotelu, promjene u NO-ovisnom putu ne
mogu u potpunosti odgovoriti na razvoj endotelne disfunkcije (49). U ovoj studiji NO-ovisni
dio vazorelaksacijskih mehanizama bio je o¢uvan i sli¢no zastupljen u obje skupine sa DM-om
tipa 1, bez obzira na ovarijektomiju. Medutim, mRNA ekspresija za iNOS u tkivu aorte
Stakorica znacajno se povecala u OVX DM skupini u odnosu na OVX CTR skupinu Stakorica,
S§to je u skladu s povecanjem proizvodnje iNOS-a u primarnim kulturama glatkih misiénih
stanica (SMCs) aorte S$takorica izoliranih iz Stakorica s dijabetesom tipa 1 (158). Mi
pretpostavljamo da povecana koli¢ina iNOS-a i posljedi¢no poveéanje sinteze NO mozZe biti
privremeni kompenzacijski mehanizam ovisan o prisutnosti estrogena jer je AChIR ocuvan u
ne-OVX stakorica s DM-om tipa 1 (ali ne u OVX-DM stakorica). Nadalje, u ovoj studiji nije
bilo funkcionalnih vaskularnih razlika u dijelu vazorelaksacijskih mehanizama koji su ovisni o
COX-1 i COX-2 ili izmedu zdravih Stakorica i Stakorica s DM-om tipa 1, bez obzira na
ovarijektomiju. Medutim, ekspresija mRNA za COX-2 bila je zna¢ajno smanjena, a ekspresija
MRNA za TBXAS1 znacajno poveéana u ovarijektomiranih $takorica s DM-om tipa 1. Poznato
je da TBXASI katalizira pretvorbu prostaglandina H2 u tromboksan A2, snazni vazokonstriktor

(159). lako rezultati funkcionalnih istrazivanja u ovoj studiji ne podrzavaju ulogu COX-
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deriviranih metabolita u vaskularnom odgovoru na ACh u ovarijektomiranih stakorica s DM-
om tipa 1, u razvoju dijabetickih vaskularnih oSte¢enja ucinak vazokonstrikcije ovisne o COX-

u ne bi trebalo zanemariti u dugotrajnom dijabetesu.
Uloga EETs-a u vazorelaksaciji u dijabeti¢kih Stakorica

Neka ranija istraZivanja sugerirala su da DM interferira s hiperpolarizacijskim ¢imbenikom
izvedenim iz endotela (EDHF) posredujuci vazodilataciju, ali joS uvijek nedostaju studije koje
razlikuju u¢inak DM-a na pojedina¢ne EDHF-e (npr. CYP450 metaboliti AA-EET, kalijev ion,
H202 itd.) (122, 135, 159). Prijavljeno je da NO inhibira aktivnost CYP, Sto moze sugerirati
da EET/EDREF putevi imaju manju ulogu u zdravoj krvnoj zili, ali postaju vazni vazodilatatori
u krvnim zilama s nizom bioraspolozivos¢u NO (kao u slu¢aju DM-a) (159). Nasa skupina
nedavno je izvijestila da su EETs-i vazan, ali djelomic¢an medijator AChIR izoliranih aortnih
prstenova u muskih dijabetickih Stakora (DM tip 1 u trajanju od 6 tjedana) (127). UnatoC
potencijalnom  kompenzacijskom vazodilatacijskom u¢inku u uvjetima smanjene
biodostupnosti NO, neke istrazivacke skupine izvijestile su o znacajno smanjenoj aktivnosti
EETs-a u zivotinja s DM-om tipa 1 (159). Nadalje, studije na zivotinjskom modelu pokazuju
da povecana aktivnost EETs-a (sprijeCavanjem njihove degradacije ili dodatkom prehrani)
(122) moze ublaziti napredovanje bolesti povezane s DM-om kroz viSestruke mehanizme (159).
Stoga se Cini da je kontroliranje endogenih razina EETs-a ucinkovita strategija za zaStitu
kardiovaskularnog sustava od glukotoksi¢nosti (122). Nedavna studija pokazala je da NO i
EDHF, uglavhom EETs-i, dominiraju u ACh induciranoj vazodilataciji u lu¢nim bubreznim
arterijama mrSavih Zucker $takora muzjaka te da je doprinos i NO i EETs-a smanjen kod
Stakora s dijabetesom (160). U sadaSnjem istrazivanju trajanja DM-a tipa 1 od Sest tjedana
izazvalo je podregulaciju CYP4A3 izozima, koji posebno sudjeluje u sintezi EETs-a kod OVX
Stakorica, Sto ukazuje da DM tip 1 mijenja vaskularnu reaktivnost u OVX Zenki Stakora
inhibicijom stvaranja EETs-a i pokazuje ovisnost djelovanja CYP450 4A3 na homeostazu
glukoze.

Nismo pronasli nikakve studije koje bi istrazivale mehanizme AChIR-a u izoliranim aortnim
prstenovima ili ekspresiju enzima mRNA koji kataliziraju sintezu vazoaktivnih medijatora u
tkivu aorte u Zenki Stakora s DM-oma tip 1(ne-OV X ili OVX). Estrogen modulira produkciju i
oslobadanje EDHF-a (ali ne i diferencijaciju) (161). Prema dostupnim podacima ¢ini se da
estrogen ima zastitne uc¢inke na nedijabeti¢ki endotel, povecanjem proizvodnje ili oslobadanja
¢imbenika relaksacije izvedenih iz endotela (NO, EDHF i PGI) i smanjenjem oslobadanja ili

djelovanja kontrakcijskih ¢imbenika izvedenih iz endotela (PGFa, TXA,, ANG Il) (161, 162).
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Medutim, treba uzeti u obzir da sve arterije ne reagiraju na estrogen na isti nacin, a kako
estrogen utjece na mnoge endotelne procese, nuzno je bolje razumjeti molekularne mehanizme
pomocu kojih estrogen modulira vaskularne reakcije (u razli¢itim vaskularnim leZajima) kako
u zdravlju tako i u bolesti, uklju¢uju¢i DM. Zaklju¢no, ovo je prva studija: 1) koja pokazuje da
trajanje DM-a tipa 1 od 6 tjedana slabi reaktivnost aortnih prstenova na ACh samo u OVX, ali
ne i u ne-OVX zenskih SD $takora, $to ukazuje na to da zenski spolni hormoni mogu imati
zaStitni uc¢inak (barem privremeno) na vaskularnu relaksaciju kod Stakora s DM-om tipa 1; 2)
koja mjeri znac¢ajno smanjene ekspresije CYP4a3 mRNA u tkivu torakalne aorte OVX-DM
Stakorica u usporedbi s njihovim kontrolama (OVX-CTR skupina); i 3) koja pokazuje da
selektivni inhibitor epoksidacije EETs-a nije smanjio AChIR u OVX-DM stakorica kao u OVX
kontrolama, zajedno ukazujuci da 6-tjedno trajanje dijabetesa tipa 1 u OVX Stakorica smanjuje
sintezu EETs-a i time narusava vazorelaksaciju izoliranih aortnih prstenova na ACh u OVX
Stakorica, upravo tako $to smanjuje brzinu reagiranja na EETs-e. Nasi rezultati predstavljaju
korak prema opseznijem znanju i razumijevanju uloge Zenskih spolnih hormona i regulatornih
svojstava EETs-a u makrovaskularnoj funkciji zdravih $takorica i Stakorica s dijabetesom tipa
1.
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Ovo je prva studija koja pokazuje da trajanje DM-a tipa 1 od 6 tjedana slabi reaktivnost
aortnih prstenova na ACh samo u OVX, ali ne i u ne-OVX zenskih SD S$takora, §to
ukazuje na to da Zenski spolni hormoni mogu imati zastitni u¢inak (barem privremeno)
na vaskularnu relaksaciju kod Stakora s DM-om tipa 1.

Ovo je prva studija koja mjeri znatno smanjene ekspresije CYP4a3 mRNA u tkivu
torakalne aorte OVX-DM S$takorica u usporedbi s njihovim kontrolama (OVX-CTR
skupina) i koja pokazuje da selektivni inhibitor epoksidacije EETs-a nije smanjio
AChIR u OVX-DM stakorica kao u OVX kontrolama, zajedno ukazujuci da 6-tjedno
trajanje dijabetesa tipa 1 u OVX Stakorica smanjuje sintezu EETs-a i time naruSava
vazorelaksaciju izoliranih aortnih prstenova na ACh u OVX S§takorica, upravo tako §to
smanjuje brzinu reagiranja na EETs-e.

Nasi rezultati predstavljaju korak prema opseznijem znanju i razumijevanju uloge
zenskih spolnih hormona i regulatornih svojstava EETs-a u makrovaskularnoj funkciji
zdravih Stakorica 1 Stakorica s dijabetesom tipa 1.

Stoga je znanstveni doprinos ovog istrazivanja po prvi put demonstriran u¢inak HBOT
na mehanizme vaskularne reaktivnosti kod jedinki Zzenskog spola s dijabetesom
melitusom tipa 1 te razjas$njavanja mehanizama vazoreaktivnosti na o endotelu- ovisne

stimulatore (kao §to je acetilkolin).
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Cilj: Cilj predlozene doktorske disertacije bio je utvrditi kako HBOT utjece na funkciju krvnih
zila te identificirati specifi¢ne mehanizme kojima HBOT utjece na relaksaciju aortnih prstenova

potaknutu acetilkolinom kod zdravih Stakorica i dijabetickih Stakorica.

Dodatni cilj bio je rasvijetliti ulogu 20-HETE u makrovaskularnoj reaktivnosti ovisnoj o

endotelu kod Zenki dijabetickih Stakora.

Uvod: U stanjima smanjene dopreme kisika tkivu kao dopunsku terapiju koristimo hiperbari¢nu
oksigenaciju (HBOT). Promjene parcijalnog tlaka kisika (pO2) mogu djelovati na sintezu
metabolita arahidonske kiseline i mogu mijenjati vaskularnu reaktivnost u zdravih i bolesnih
pacijenata proizvodnjom CYP450 metabolita. U zdravih Zivotinja relaksacijski odgovor na
hipoksiju posredovan je prostaciklinom (PGl.), a relaksacija kao odgovor na acetilkolin (ACh)

posredovana je uglavhom NO putem.

Materijali i metode: U ovoj studiji koristio sam Sprague-Dawley (SD) stakorice u dobi od 12
tjedana starosti u vrijeme pokusa, trajanje dijabetesa 6 tjedana. Zivotinje su bile podijeljene u 4
skupine: skupina 1 (CTR) — zdrave nelijeCene Stakorice, skupina 2 (DM) — stakorice kojima
je izazvan dijabetes melitus tip 1 pomocu streptozocina, skupina 3 (DM + HBOT) — stakorice
s DM-om izlozene djelovanju hiperbari¢nog kisika u barokomori, skupina 4 (CTR + HBOT) —
zdrave S$takorice izlozene djelovanju hiperbari¢nog kisika u barokomori. Dodatno su uvedene
jo$ dvije skupine ovarijektomiranih zdravih (CTR + OVX) i dijabetickih (DM + OVX)
Stakorica. Vaskularni odgovor na kumulativne koncentracije acetilkolina (10™° — 10° M) u
prekontrahiranim aortnim prstenovima mjerio se s/bez indometacina, L-NAME, MS-PPOH te
HETO0016. Odvojeno su se provodili pokusi s natrij-nitroprusidom (SNP). U svrhu utvrdivanja
utjecaja HBOT-a na izrazajnost enzima koji stvaraju metabolite odgovorne za vaskularnu
reaktivnost u odgovoru na ACh, odredivao sam mRNA za eNOS, iNOS, CYP450-w»
hidroksilazu (izoforme), COX 1, 2; TXA2 sintazu i PGl sintazu te vaskularne izoforme

CYP450 epoksigenaze u sve 4 skupine Stakorica.

Rezultati: Nije bilo znacajne razlike u AChIR izoliranih aortnih prstenova stakorica medu
skupinama. U CTR i DM skupini Stakorica analiza osjetljivosti aortnog prstena na ACh
pokazala je da je osjetljivost na ACh u prisutnosti L-NAME i u prisutnosti MSPPOH znatno
smanjena u usporedbi s osnovnim odgovorom ili odgovorom na ACh u prisutnosti
indometacina. U CTR + HBOT i DM + HBOT skupini samo prisutnost L-NAME, ali ne i MS-
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PPOH ili INDO znatno je smanjila AChIR izoliranih aortnih prstenova stakorica. Ekspresija
MRNA za iNOS u aortnom tkivu $takorica znatno je pove¢ana u DM skupini $takorica U
usporedbi s CTR skupinom Stakorica. Ekspresija mRNA za eNOS, COX-1, COX-2, TBXASI,
CYP2J3, CYP4Al i CYP4A3 u tkivu torakalnih aorta nije bila znatno razli¢ita medu
eksperimentalnim skupinama stakorica. Ova studija pokazuje da trajanje DM-a tipa 1 od 6
tjedana slabi reaktivnost aortnih prstenova na ACh samo u OV X stakorica, ali ne i kod ne-OVX

SD stakorica.

Zaklju¢ak: HBOT i DM mijenjaju mehanizme vazorelaksacije prema NO ovisnom putu.
Trajanje DM-a tipa 1 od 6 tjedana slabi reaktivnost aortnih prstenova na ACh samo u OVX
Stakorica, ali ne i kod ne-OVX SD $takorica, §to ukazuje na to da zenski spolni hormoni mogu
imati zastitni u¢inak (barem privremeno) na vaskularnu relaksaciju kod Stakorica s DM-om tipa
1. Primjena HBOT-a u strogo definiranim uvjetima pokusa (2 atm, 120 minuta, 4 dana
uzastopno) ne povecava oksidativni stres. Rezultati ove studije potvrdili su prethodna otkri¢a o
zaStitnom ucinku estrogena na vaskularnu i endotelnu funkciju jer sui OVX kontrole i Stakorice
s dijabetesom tipa 1 pokazale smanjenu vazorelaksaciju na ACh u odnosu na ne-OVX-CTR i
ne-OVX-DM stakorice.

Kljuéne rijeci: vaskularna reaktivnost, DM, HBOT, EETs, estrogeni, Stakorice.
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EFFECT OF HYPERBARIC OXYGEN THERAPY ON MODULATION OF
MACROVASCULAR REACTIVITY IN FEMALE RATS WITH TYPE 1 DIABETES
MELLITUS

Objective: The objective of the proposed dissertation was to determine how HBOT affects
vascular function and to identify specific mechanisms through which HBOT affects

acetylcholine-induced relaxation of aortic rings in healthy and diabetic female rats.

Additional objective was to clarify the role of 20-HETE in endothelium-dependent

macrovascular reactivity in diabetic female rats.

Introduction: Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) is used as complementary treatment in
cases of hypoxia. Changes in partial pressure of oxygen (pO2) may affect the synthesis of
arachidonic acid metabolites, and change vascular reactivity in health and disease by producing
CYP450 metabolite. In healthy animals, relaxation response to hypoxia is mediated by
prostacyclin (PGI2), and relaxation response to acetylcholine (ACh) is mediated mainly by NO

pathway.

Materials and Methods: Sprague-Dawley (SD) female rats used in this study were 12 weeks
old at the time of the experiment, with diabetes duration of 6 weeks. The animals were divided
into 4 groups: group 1 (CTR) — healthy untreated female rats, group 2 (DM) — female rats with
streptozotocin-induced type 1 diabetes mellitus, group 3 (DM + HBOT) — female rats with DM
exposed to hyperbaric oxygen in a hyperbaric chamber, group 4 (CTR + HBOT) — healthy
female rats exposed to hyperbaric oxygen in a hyperbaric chamber. In addition, two more
groups of healthy ovariectomized female rats (CTR+OVX) and ovariectomized diabetic female
rats (DM + OV X) were included in the study. Vascular response to cumulative acetylcholine
concentrations (10° — 10° M) in precontracted aortic rings was measured in the
presence/absence of indomethacin, L-NAME, MS-PPOH and HETO0016. Experiments with
sodium nitroprusside (SNP) were conducted separately. For the purpose of determining the
effect of HBOT on the expression of enzymes producing metabolites responsible for vascular
reactivity in response to ACh, mRNA was determined for eNOS, INOS, CYP450-w
hydroxylase (isoforms), COX 1,2; TXA2 synthase and PGI2 synthase, and vascular isoforms

of CYP450 epoxygenases in all 4 groups of female rats.
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Results: There were no significant differences in AChIR of isolated aortic rings between
different rat groups. In the CTR and DM groups of rats, sensitivity analysis of aortic ring to
ACh has shown that sensitivity to ACh in the presence of L-NAME and MS-PPOH is
significantly reduced compared to the basic response or response to ACh in the presence of
indomethacin. In the CTR + HBOT and DM + HBOT groups, only the presence of L-NAME
significantly reduced the AChIR of isolated aortic rings of rats, whereas the presence of MS-
PPOH or indomethacin had no such effect. mMRNA expression of iNOS in rat aortic tissue in the
DM group was significantly increased in comparison with the CTR group. mRNA expression
of eNOS, COX-1, COX-2, TBXAS], CYP2J3, CYP4Al and CYP4A3 in thoracic aorta tissue
was not significantly different between the experimental groups of female rats. This study has
shown that 6-week T1DM reduces the reactivity of aortic rings to ACh only in the OV X female
SD rats.

Conclusion: HBOT and DM modify the vasorelaxation mechanisms according to NO-
dependent pathway. 6-week T1DM reduces the reactivity of aortic rings to ACh only in the
OVX female SD rats, but not in the non-OVX ones, which indicates that female sex hormones
can have a protective effect (at least temporarily) on vascular relaxation in female rats with
T1DM. Application of HBOT under strictly defined experimental conditions (2 atm, 120
minutes, 4 consecutive days) does not increase oxidative stress level. Results of this study
confirmed previous discoveries on the protective effect of estrogen on vascular and endothelial
function, since both the OVX controls and the T1DM female rats exhibited reduced
vasorelaxation to ACh in comparison with the non-OVX-CTR and non-OVX-DM groups of

female rats.

Keywords: Vascular reactivity, DM, HBOT, EETSs, estrogens, female rats
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