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Zahvale   

 Izrada ove doktorske disertacije rezultat je višegodišnjeg znanstveno-istraživačkog rada 

usmjerenog na razumijevanje složenih mehanizama vaskularne regulacije pod utjecajem 

hiperbarične oksigenacije, s posebnim naglaskom na ulogu purinergičkog sustava i 

adenozinskih receptora. Interes za ovu temu proizašao je iz sve većeg kliničkog i znanstvenog 

značaja hiperbarične oksigenacijske terapije i nedovoljno istraženog utjecaja na adenozinske 

receptore u vaskularnoj reaktivnosti. 

 Ova disertacija ne bi bila moguća bez nesebične pomoći, stručnog vodstva i podrške 

brojnih osoba kojima dugujem veliku zahvalnost. Prije svega, zahvaljujem svojem mentoru izv. 

prof. dr. sc. Aleksandru Kibelu i komentorici doc. dr. sc. Zrinki Mihaljević na kontinuiranoj 

podršci, stručnoj pomoći i poticanju znanstvene radoznalosti. Posebnu zahvalnost upućujem 

članovima istraživačkog tima i laboratorijskog osoblja čija su stručnost i posvećenost bili 

neprocjenjivi tijekom provedbe eksperimentalnog dijela istraživanja. Zahvaljujem Katedri za 

fiziologiju i imunologiju, Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije i Vivariju Medicinskog 

fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku na osiguranim uvjetima i sredstvima 

za rad u okvirima projekata IP8-MEFOS-2020 (Uloga adenozinskih A1 i A2A receptora u 

promjenama vaskularne reaktivnosti nakon hiperbarične oksigenacije, voditelj projekta doc. dr. 

sc. Aleksandar Kibel), IP5-MEFOS-2021 (Uloga adenozinskih A1 i A2A receptora u 

mehanizmima vaskularne reaktivnosti nakon hiperbarične oksigenacije – molekularni 

pristup, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljević), IP25-MEFOS-2024 (Uloga 

utišavanja NRF2 transkripcijskog čimbenika pomoću siRNA in vivo ili in vitro na endotelnu 

funkciju nakon hiperbarične oksigenacije kod ljudi, u animalnim modelima i staničnim 

kulturama, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljević), IP7-MEFOS-2025 (Uloga NRF2 

transkripcijskog faktora u vaskularnoj reaktivnosti prije i nakon hiperbarične oksigenacije te 

utjecaj hiperbarične oksigenacije na indikatore upale posredovane oksidativnim stresom u 

Sprague-Dawley štakora i ljudi, voditeljica projekta  doc. dr. sc. Zrinka Mihaljević). 

Najiskrenije hvala i mojoj obitelji i prijateljima na razumijevanju, strpljenju i stalnoj podršci 

tijekom svih faza stvaranja doktorske disertacije.  

 Ova disertacija posvećena je svima koji vjeruju u znanost kao važno sredstvo napretka 

i boljeg razumijevanja svijeta. 

Vedran Đambić 
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1. UVOD 

 Vaskularna reaktivnost (vazoreaktivnost) odnosno sposobnost odgovora krvnih žila na 

različite kemijske i mehaničke podražaje vazodilatacijom ili vazokonstrikcijom ključna je za 

održavanje perfuzijskog tlaka i adekvatne oksigenacije tkiva (1). Regulirana je kompleksnom 

interakcijom prvenstveno endotelnih i glatkomišićnih stanica unutar kojih se odvijaju brojni 

signalni putevi među kojima purinergična signalizacija, uključujući adenozin trifosfat 

(ATP)/adenozin i adenozinske receptore, predstavlja ključni modulacijski put u kontroli 

vaskularnog odgovora, angiogeneze i vaskularnog remodeliranja (2). Adenozinski A1 receptori 

(A1R) i adenozinski A2a receptori (A2aR) pokazuju različite, često suprotne učinke na 

vaskularnu funkciju, ovisno o tipu tkiva, lokalnoj koncentraciji adenozina i fiziološkom 

kontekstu (3). Njihova uloga u regulaciji vaskularne homeostaze osobito je važna u uvjetima 

oksidativnog i metaboličkog stresa (4). S obzirom na to da hiperbarična oksigenacija (HBO2) 

može promijeniti izražaj gena i proteina, modulirati signalne puteve te utjecati na strukturu i 

funkciju krvnih žila (4-7), posebno je zanimljivo istražiti utjecaj na adenozinergički sustav jer 

mehanizmi kojima HBO2 utječe na adenozinske receptore (AR) i posljedične promjene 

vaskularne reaktivnosti još uvijek nisu u potpunosti istraženi.  

 

1.1 Anatomija, histologija i funkcionalne posebnosti srednje moždane arterije u ljudi i 

štakora 

 Stijenka srednje moždane arterije (engl. middle cerebral artery – MCA, lat. arteria 

cerebri media) građena je od tri sloja:  

a) endotelni sloj, lat. tunica intima, unutarnji sloj arterije koji se sastoji se od jednoslojnog sloja 

endotelnih stanica koje prekrivaju lumen krvne žile iza kojeg se nalazi bazalna membrana koja 

zajedno sa subendotelnim slojem vezivnog tkiva, lat. lamina elastica interna s brojnim 

fenestracijama, lat. fenestrirane membrane, čini barijeru između krvi i dubljih slojeva stijenke 

b) mišićni sloj, lat. tunica media, srednji i najdeblji sloj arterijske stijenke, građen pretežno od 

glatkih mišićnih stanica, engl. vascular smooth muscle cells – VSMCs, između kojih se nalazi 

izvanstanični matriks bogat elastinom poredanim u lamele sa spiralno poredanim kolagenim 

vlaknima i  

c) adventicija, lat. tunica adventitia, vanjski sloj arterijske stijenke, sastavljen uglavnom od 

vezivnog tkiva bogatog kolagenim vlaknima poredanog uzdužno duž stijenke) (8-12).  
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 Vaskularni endotel obložen glikokaliksom tvori biološku barijeru između 

intravaskularnog i ekstravaskularnog prostora kako bi regulirao transport i izmjenu molekula te 

je ključan za održavanje zdravlja krvnih žila i homeostaze regulirajući stres smicanja, 

vaskularni tonus, adheziju monocita ili leukocita, agregaciju trombocita te lučenje i ravnotežu 

vazodilatacijskih, vazokonstrikcijskih, protuupalnih, proupalnih, oksidativnih i 

antioksidativnih čimbenika (13-15). Endotelni glikokaliks je negativno nabijen gelatinozni sloj, 

debljine do 0,5–1 µm u mikrocirkulaciji, koji prekriva luminalnu (unutarnju) površinu endotela 

krvnih žila i predstavlja prvu liniju barijere između protoka krvi i endotela, a sastoji se od 

proteoglikana, glikozaminoglikana, glikoproteina i adsorbiranih plazmatskih proteina (16, 17). 

Proteoglikani (npr. sindekani i glipikani) sidre se u membranu endotela i predstavljaju glavnu 

okosnicu sloja (18), glikozaminoglikani (dugi polisaharidni lanci poput heparan sulfata, 

hondroitin sulfata i hijaluronske kiseline) daju sloju viskoznost i negativan naboj, glikoproteini 

(npr. selektin, integrin, međustanična adhenzijska molekula 1 (engl. Intercellular Adhesion 

Molecule-1, ICAM-1) sudjeluju u interakciji s leukocitima i trombocitima, dok se plazmatski 

proteini (albumin, antitrombin III, lipoproteini) vežu na glikozaminoglikane i stvaraju dodatni 

zaštitni sloj (19). Glikokaliks predstavlja mehaničku barijeru smanjujući propusnost žilne 

stijenke i sprječavajući nekontrolirani prolazak proteina i tekućine u intersticij (20), utječe na 

regulaciju vaskularnog tonusa kada mehanička sila protoka preko glikokaliksa prenosi signal 

na endotelne stanice čime se aktivira endotelna sintaza dušikovog oksida (eNOS) (14), 

sprječava adheziju leukocita i trombocita prekrivajući površinu endotela bogatu adhezijskim 

molekulama, čime smanjuje upalu i trombozu (21), pohranjuje enzime, faktore rasta i signalne 

molekule (npr. antitrombin III, superoksid-dismutaza (SOD), lipoproteinska lipaza) čime 

ostvaruje regulatornu ulogu u antioksidativnoj obrani i angiogenezi (22). Najzastupljeniji tip 

stanica MCA su VSMCs koje imaju veliku ulogu u miogenom odgovor (širenje ili suženje žile 

kao posljedica promjene perfuzijskog (intraluminalnog) tlaka) koji je neovisan o endotelu u 

ljudskim i štakorskim cerebralnim arterijama (23-25). Broj VSMCs se s godinama kod štakora 

može smanjivati, dok u patološkim uvjetima ove stanice mogu migrirati i proliferirati (26). 

Elastin u vaskularnoj stijenci stabilizira arterijsku strukturu i daje žilama elastičnost, a funkcija 

elastina (bez promjene u količini) u moždanim arterijama smanjuje se starenjem (27). Također, 

sama veličina i broj fenestracija smanjuju se starenjem (12). Kolagen predstavlja ključni 

ojačavajući strukturni element i glavnu nerastezljivu komponentu arterijske stijenke (11). U 

mišićnom sloju, u sinergiji s elastinom, ima važnu ulogu u očuvanju strukturnog integriteta 

krvnih žila te u modulaciji njihove elastičnosti i krutosti, dok u adventiciji kolagen pridonosi 

mehaničkoj otpornosti i regulaciji vaskularne krutosti (11,28).  
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 Ljudska MCA najveća je grana zajedinčke unutrašnje karotidne arterije podijeljena u 

četiri segmenta (M1 – M4), promjera ~2,5–3,5 mm, tipične građe mišićnog tipa arterija, ali s 

izraženom unutarnjom elastičnom laminom (12, 29). MCA u štakora predstavlja glavnu granu 

zajedničke unutrašnje karotidne arterije bez jasne segmentacije, promjera ~200–350 μm kod 

Sprague-Dawley (SD) štakora, histološki tipična mišićna arterija ranije opisana (12). Glavne 

razlike su, osim u promjeru i grananju, u histološkoj građi pri čemu štakorska MCA ima tanji 

endotelni sloj sa znatnim brojem fenestracija, znatno tanji mišićni sloj zbog manje slojeva 

mišićnih stanica i tanju adventiciju zbog manje elastičnih vlakana (12, 30, 31). U usporedbi sa 

sistemskim arterijama, MCA u ljudi i štakora nema vanjske elastične lamine, osim ponekad kod 

ljudskog M1 segmenta gdje postoji fragmentirana vanjska elastična lamina (29). Funkcionalno 

gledano ljudske MCA imaju slabiju miogensku kontrakciju i veću otpornost na akutne 

promjene protoka zbog višeg udjela elastičnih komponenti, dok štakorske MCA imaju izrazit 

miogenski tonus i osjetljivost na promjene perfuzijskog (intraluminalnog) tlaka, što ih čini 

pogodnima za in vitro ispitivanja (32). Miogena reaktivnost predstavlja intrizični mehanizam 

glatkih mišićnih stanica da se aktivno kontrahiraju ili relaksiraju kao odgovor na promjene 

intraluminalnog (perfuzijskog) tlaka, neovisno o živčanoj ili hormonskoj regulaciji kako bi se 

održao protok kroz tkivo konstantnim, unatoč promjenama sistemskog krvnog tlaka, dakle 

sprječila hipoperfuzija ili hiperpefuzija i oštećenje endotela (33). Kada se poveća transmuralni 

tlak aktiviraju se mehanički osjetljivi ionski kanali što rezultira depolarizacijom membrane i 

vazokonstrikcijom, dok u slučaju pada transmuralnog tlaka dolazi do hiperpolarizacije i 

oslobađanja vazodilatacijskih molekula s ciljem vazorelaksacije (33, 34). 

 Kod SD štakora postoje spolne strukturne razlike u MCA: MCA ženki štakora ima manji 

unutarnji promjer, tanju stijenku, manje vaskularnih glatkih mišićnih stanica, manje 

kontraktilne sposobnosti i više kolagena u mišićnom sloju, ali ne i u adventiciji, te deblju 

unutarnju elastičnu laminu s manje fenestra (35). Funkcionalno gledano ženke MCA imaju viši 

bazalni miogeni tonus, nižu inkrementalnu rastezljivost i veće naprezanje stijenke te smanjene 

miogene odgovore na povišenje perfuzijskog tlaka (35). S obzirom na to da estrogen povećava 

sintezu dušikovog oksida (NO) i drugih vazodilatatora te da ženka MCA ima veći odgovor na 

NO, a slabiji na angiotenzin II (ANG-II) i endotelin 1 (ET-1), a nema odgovor na tromboksan 

A2 (TXA2), razlog pojačanog miogenog tonusa kod ženki su estrogenski uvjetovana veća 

gustoća struje, ali smanjene osjetljivosti visokoprovodnih kalijevih kanala aktiviranih kalcijem 

(engl. Big conductance Ca2+-activated K+ channels, BK channels, hrv. BK kanali),  dok razlog 

smanjenog miogenog odgovora je manji broj i manja kontraktilna sposobnost VSMCs (35). 
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1.2. Vazoreaktivnost i fiziološki podražaji vazoreaktivnosti 

 Vazoreaktivnost je sposobnost krvnih žila da se stežu (vazokonstrikcija) ili šire 

(vazodilatacija) pod utjecajem vazomotornih signala s ciljem prilagodbe lokalne perfuzije kako 

bi se zadovoljile vremenski promjenjive metaboličke potrebe tkiva (1). U osnovi 

vazoreaktivnosti je dinamička ravnoteža između vazodilatacijskih i vazokonstrikcijskih 

signala, a endotel i vaskularne glatke mišićne stanice igraju dominantnu ulogu u vaskularnoj 

reaktivnosti (36). Vazoreaktivnost je rezultat koordiniranog djelovanja više čimbenika, 

uključujući endotelne, neurohumoralne, metaboličke i mehaničke mehanizme (37). Endotelne 

stanice luče brojne endotelno derivirane vazodilatacijske faktore (engl. Endothelium-Derived 

Relaxing Factors, EDRF) odnosno bioaktivne molekule poput ciklooksigenazom 

posredovanog metabolita arahidonske kiseline prostaciklina I2 (PGI2), lipooksigenazom 

posredovanih metabolita arahidonske kiseline lipoksina A4 i B4, NO-a, adrenomedulina, 

endotelom izvedenih hiperpolarizacijskih faktora (engl. Endothelium-Derived Hyperpolarizing 

Factor, EDHF) i vazokonstrikcijske bioaktivne molekule (engl. Endothelium-Derived 

Contracting Factors, EDCF) poput ET-1, ciklooksigenazom posredovanih metabolita 

arahidonske kiseline poput TXA2 i prostanglandina F2α, lipooksigenazom posredovanih 

metabolita arahidonske kiseline leukotriena B4, C4, D4 i E4 te reaktivni kisikovi derivati (37). 

NO sintetiziran od strane eNOS predstavlja ključni medijator koji uzrokuje relaksaciju glatkih 

mišićnih stanica aktivacijom gvanilat ciklaze i povećanjem cikličnog gvanozin monofosfata 

(engl. cyclic guanosine monophosphate, cGMP) te smanjenjem koncentracije i povećanjem 

koncentracije intracellularnog kalcija (Ca2+) redukcijom unosa kroz L-tip naponski-ovisnih 

Ca2+ kanala (engl. L-type voltage-dependent calcium channels, LTCC), dok PGI2 posreduje 

relaksaciju putem aktivacije adenilat ciklaze u VSMCs (37, 38) . Adrenomedulin je peptidni 

vazoaktivni protein/hormon koji se inducira hipoksijom, oksidativnim stresom i upalnim 

citokinima (tumorski nekrozni faktor alfa (TNF-α), interleukin 1β (IL-1β)), a proizvodi se 

najviše u endotelu i VSMCs s ciljem vazodilatacije posredovane putem aktivacije puta 

cikličkog adenozin-monofosfata i protein kinaze A (cAMP/PKA put), ali i smanjuje ekspresiju 

upalnih citokina i adhezijskih molekula, štiti endotel i potiče produkciju NO, stimulira 

proliferaciju endotela i vaskularnu remodelaciju te kroz aktivaciju puta fosfatidilinozitol-3-

kinaze i protein kinaze B (PI3K/Akt put) ima antiapoptotski učinak (38, 39). EDHF predstavlja 

skupinu različitih aktivnih biomolekula i aktivacijskih mehanizama u različitim vrstama arterija 

i arteriola kojima endotel uzrokuje hiperpolarizaciju glatkih mišićnih stanica (negativizacija 

membranskog potencijala) što uzrokuje zatvaranje Ca2+ kanala i posljedični pad intracelularne 
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koncentracije kalcija što za posljedicu ima vazorelaksaciju (40). U moždanim arterijama, 

posebice u MCA, EDHF i NO djeluju sinergistički, dok u stanjima narušene sinteze NO 

(upotreba inhibitora eNOS ili u patološkim stanjima poput oksidativnog stresa, hipoksija, 

ishemija-reperfuzija), EDHF postaje glavni medijator vaskularne relaksacije odnosno rezervni 

ili kompenzacijski faktor vaskularne relaksacije (41, 42). Najvažniji endotelom izvedeni 

hiperpolarizacijski faktori su kalij (K+), mioendotelne spojnice, vodikov peroksid, 

endokanabinoidi te epoksieikozatrienska kiselina (EET) (40). Nakon stimulacije (npr. 

acetikolinom, bradikininom) endotelne stanice podižu svoju unutarnju koncentraciju Ca2+, 

aktiviraju endotelne Ca2+-ovisne K+ kanale / kalcijem aktivirane kalijeve kanale (KCa kanali) i 

to kalcijem aktivirani kalijevi kanali male vodljivosti, SK kanali (engl. Small-conductance 

Ca2+-activated K+ channels) te kalcijem aktivirani kalijevi kanali srednje vodljivosti, IK kanali 

(engl. Intermediate-conductance Ca2+-activated K+ channels)), što dovodi do otvaranja tih 

kanala i oslobađanja K+ iz endotela čiji gubitak pozitivnog naboja uzrokuje hiperpolarizaciju 

endotela, a ona se dalje prenosi na VSMCs putem mioendotelnih spojnica (engl. gap junctions) 

poput konneksina Cx37, Cx40, Cx43, omogućavajući električni prijenos koji smanjuje 

membranski potencijal VSMCs i zatvaranje naponski-ovisnih Ca2+ kanala (43, 44). 

Oslobađanje kalija iz endotela u intersticijski prostor, kada KCa kanali rade, uzrokuje aktivaciju 

Na+/K+ ATP-aze i unutarnjih rektifier kalijevih kanala (engl. inward-rectifier potassium 

channel, Kir) u VSMCs dodatno hiperpolarizirajući mišićne stanice (45). Vodikov peroksid se 

može ponašati kao EDHF posebice u koronarnim i cerebralnima arterijama ako se generira u 

endotelu (npr. dismutacijom superoksida) te tako može izazvati pojačanu mobilizaciju Ca2+ iz 

endotelnih intracelularnih skladišta (endoplazmatskog retikula), što aktivira KCa kanale u 

endotelnim stanicama, a zatim se hiperpolarizacija može prenijeti na VSMCs kroz gap junctions 

ili putem izlučenja K+ u intersticijski prostor, što zatim aktivira Kir ili Na+/K+ATPazu u glatkom 

mišiću kako je prethodno opisano (46, 47). Endokanabinoidi, poput anandamida i 2-

arahidonoilglicerola, su lipofilne molekule izvedene iz membranskih fosfolipida (arahidonske 

kiseline) koje mogu djelovati kao vazorelaksanti aktivirajući endotelne kanabinoidne CB1 

receptore stimulirajući tako povećanje intracelularnog Ca2+ u endotelnim stanicama, što otvara 

SKCa i IKCa kanale, dovodeći do hiperpolarizacije membrane endotela koja se dalje prenosi već 

opisanim mehanizmom na glatke mišićne stanice (48). 

 Metaboliti arahidronske kiseline predstavljaju kompleksan sustav različitih bioaktivinih 

molekula koje imaju različite učinke na vaskularnu strijenku (49). Esterificirana arahidonksa 

kiselina na unutarnjoj površini stanične membrane hidrolizira se u svoj slobodni oblik pomoću 
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fosfolipaze A2 te se može metabolizirati putem tri glavna enzimatska puta posredovana 

ciklooksigenazom (COX) (sinteza prostanglandina, prostaciklina PGI2 i TXA2), CYP450 

epoksigenazom (sinteza epoksieikosatrienske kiseline (EET) i CYP450 ω-hidroksilazom (20-

hidroksieikozatetraensku kiselinu (20HETE)) i lipooksigenazom (LOX) (sinteza leukotriena 

LTB4, LTC4, LTD4, lipoksina LXA4, LXB4 i 5,12,15-hidroksieikosatetraenoične kiseline 

(5HETE, 12HETE, 15HETE)) (49).  Tromboksan A2, prostanglandin PGF2α, leukotrieni B4,C4 

i D4 i 20-HETE mogu djelovati vazokonstriktorno jer inhibiraju K+ kanale i povećavaju Ca2+ u 

glatkim mišićnim stanicama (55-52), dok drugi poput PGI2, PGD2, EET, 12-HETE, 15-HETE 

i metaboliti 15-LOX (15-hidroksi-11,12-epoksieikozatrienoinska kiselina (15-H-11,12-EETA) 

i 11,12,15-trihidroksieikozatrienoinska kiselina (11,12,15-THETA)) mogu pokazivati EDHF-

sličnu aktivnost poticanjem endotelne hiperpolarizacije i relaksacije vaskularne stijenke (53, 

54). 5-HETE i PGD2 mogu pokazivati dvosmjerne učinke na cerebralni vaskularni tonus jer u 

fiziološkim uvjetima PGD2 putem prostanoidnog DP1 receptora (Gs–cAMP–PKA) i 5-HETE 

preko endotelne aktivacije peroksizom-proliferatorom aktiviranih receptora gama (engl. 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPAR-γ) i stimulacijom puteva koji 

povećavaju NO signalizaciju, uzrokuju vazodilataciju (54). Međutim, u prooksidativnim i 

upalnim stanjima ili pri višim koncentracijama, oba spoja mogu djelovati vazokonstriktorno, 

preko tromboksan-prostanoidnog receptora (TP), DP2 receptora ili direktne inhibicije K+ kanala 

i povećanja intracelularnog Ca2+ u glatkim mišićnim stanicama (55-59). EET-e predstavlja 

jedan od najvažnijih endotelom izvedenih hiperpolarizacijskih faktora i nastaje djelovanjem 

epokigenaza iz obitelji CYP2C i CYP2J djelujući vazodilatacijski na glatke mišiće, dok ω-

hidroksilaze poput CYP4a i CYP4f proizvode 20HETE koji kontrahira glatke mišićne stanice 

krvnih žila (25). Sinteza EET-e je izazvana protokom krvi (engl. shear stress), acetilholinom, 

bradikininom ili metabolizmom glutamata u moždanim astroglijalnim stanicama te se potom 

oslobađaju i difundiraju do glatkih mišićnih stanica gdje aktiviraju KCa kanale te TRPV4-

kanale, uzrokujući hiperpolarizaciju i relaksaciju krvnih žila, dok se razgradnja EETs provodi 

putem enzimatske razgradnje topljivom epoksid-hidrolazom (engl. soluble epoxide hydrolase, 

sEH) u DHETs, što ograničava njihov vazodilatacijski učinak (60, 61). Pokazano je da 

djelovanje EET, posredovano aktivacijom metabotropnih glutamatnih receptora tipa I u 

astrocitima, ima ključnu ulogu u povećanju moždanog krvnog protoka tijekom hipoksije, 

djelujući kao važan endotelno-glijalni vazodilatacijski medijator (62). S druge strane, 20HETE 

je vazokonstriktor koji depolarizira stanice glatkih mišića krvnih žila blokiranjem BK kanala, 

aktivacijom protein kinaze C (PKC), tirozin kinaze Src-tipa, rho kinaze i mitogenom aktivirane 

protein kinaze (MAPK) te pojačava odgovor na ANG II, ET-1, ATP i druge Gq ovisne 
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vazoaktivne molekule (25, 63). Također potiče vaskularnu hipertrofiju (remodeliranje), 

endotelnu disfunkciju, vaskularnu restenozu, angiogenezu, upalu i apoptozu (64), ali inhibira 

agregaciju trombocita (65).  Osim endotelnih bioaktivnih molekula važan doprinos 

vazoreaktivnosti daju i neurohumoralni čimbenici: simpatički i parasimpatički neurotransmiteri 

te hormoni (npr. adrenalin, vazopresin, atrijalni natriuretski peptid), kao i lokalni metabolički 

produkti (parcijalni tlak ugljikovog dioksida (pCO2), parcijalni tlak kisika (pO2), pH, adenozin 

i laktat) (66,67). Mehanički podražaji poput promjene transmuralnog tlaka ili trenja protokom 

krvi po endotelu (engl. shear stress) dodatno doprinose ovom složenom mehanizmu regulacije 

vaskularne reaktivnosti (68, 69). Dokazano je da porast transmuralnog tlaka u moždanim 

arterijama dovodi do aktivacije fosfolipaze A u VSMCs i katalize arahidonske kiseline iz 

membanskim fosfolipida čime se potiče sineza 20HETE (70). Osim vazokonstriktornih 

metabolita arahidonske kiseline, endotelne i glatke mišićne stanice proizvode jedan od 

najpotentnijih endogenih vazokonstriktora ET-1 koji djeluje preko endotelin A receptora (ETA) 

koji se nalaze u VSMCs uzrokojući vazokonstrikciju i proliferaciju glatkih mišićnih stanica te 

preko endotelin B1 receptora (ETB1) gdje u endotelu uzrokuje vazodilataciju putem NO, PGI₂ 

i EDHF mehanizama, dok preko ETB2 receptora u VSMCs vazokonstrikciju (71).  Poveć izražaj 

ET-1 koji potiče produkciju slobodnih kisikovih radikala (ROS) i inhibira NO signalizaciju te 

promijenjeni omjer ETA/ETB signalizacije tijekom hipoksije, hiperbarične oksigenacije i 

oksidativnog stresa doprinose promjenama vaskularne reaktivnosti (72, 73). ROS i reaktivne 

dušikove vrste (RNS) su kratkotrajne, ali visoko reaktivne molekule koje u povišenim 

koncentracijama uzrokuju oksidativni stres u vaskularnom sustavu (74). 

 Glavne vrste ROS uključuju superoksidni anion (O2
-), vodikov peroksid (H2O2) i 

hidroksilni radikal (•OH), dok su ključne RNS vrste dušikov (mon)oksid (NO) i peroksinitrit 

(ONOO-) (75). U vaskularnom endotelu i glatkim mišićima, ROS se proizvode preko 

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze (NADPH oksidaza), nesparene eNOS-a i 

mitohondrija, dok upalne stanice dodatno doprinose stvaranjem superoksida i peroksinitrita 

(76). ROS inducira vazokonstrikciju prvenstveno smanjenjem dostupnosti NO jer superoksid 

reagira s NO stvarajući peroksinitrit, čime se gubi endotelno-posredovana relaksacija (77). 

Nadalje, ROS može direktno aktivirati glatke mišiće, stimulirajući L-tip Ca²⁺ kanale i PKC 

signalizaciju te inhibirajući K⁺ kanale, što dovodi do depolarizacije i povećanog ulaska Ca²⁺ u 

stanice (78). ROS također modulira ekspresiju EDCF-a, uključujući ET-1 i vazokonstriktorne 

prostaglandine poput TXA₂ i 20HETE, što dodatno pojačava kontraktilni odgovor vaskularne 

stijenke (75). Danas je sve više novih istraživanja koja proširuju dosadašnji poznati model 
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vaskularne reaktivnosti i ukazuju na to da endotelne stranice komuniciraju s VSMCs i 

imunološkim stanicama putem egzovezikula i mikroRNA, a mehanotransdukacija je jedan od 

glavnih mehanizmama aktivacije ovog sustava (80). Egzovezikuli, mali membranski vezikuli 

veličine 30–150 nm, sadrže različite molekule uključujući lipide, proteine, glasničke RNA 

(mRNA) i mikroRNA te omogućuju intercelularnu komunikaciju (79). Poznato je da 

mikroRNA-126, koja je specifična za endotel, sudjeluje u održavanju vaskularne integriteta i 

angiogenezi (80). S druge strane, mikroRNA-92a, također prisutna u endotelnim stanicama, 

može utjecati na funkciju glatkih mišićnih stanica i doprinositi patogenezi ateroskleroze (81). 

 U ovom radu korištena su dva fiziološka podražaja u ispitivanju izravnih promjena 

vazoreaktivnosti: protokom potaknuta dilatacija i hipoksijom potaknuta dilatacija. Protokom 

potaknuta dilatacija (engl. Flow-Induced Dilation, FID) označava mehanički podražaj (engl. 

shear stress) vazodilatacije krvnih žila koja nastaje kao odgovor na povećani luminalni protok 

krvi promjenom gradijenta tlaka na endotelne stanice čime se aktiviraju mehanotransdukcijski 

mehanizmi (uključujući glikokaliks i cito-skelet) s posljedičnom aktivacijom eNOS i porastom 

sinteze NO, PGI2 te EDHF (82, 83). FID predstavlja ključni mehanizam autoregulacije protoka 

krvi, osobito u mikrovaskulaturi i malim arterijama (84). U zdravim i većim arterijama NO igra 

dominantnu ulogu u vaskularnoj relaksaciji, dok EDHF i PGI2 igraju ulogu u malim arterijama 

i patološkim stanjima (76). Vazodiltaciji također doprinosi H2O2 kao važan medijator FID-a jer 

sami mehanički podražaj aktivira mitohondrijsku i NADPH oksidazu čime nastaju ROS, a 

djelovanjem superoksid dismutaze iz superoksida nastaje H2O2 (78). On aktivira K+ kanale u 

VSMCs inducirajući hiperpolarizaciju glatke mišićne stanice te modulira kinazu aktiviranu 

proteinom i putevima kinaza aktiviranih mitogenima (engl. mitogen-activated protein kinase 

pathway, MAPK put) čime doprinosi vazodilataciji (85, 86), dok u zdravim arterijama doprinosi 

FID-u, posebice u mikrovaskulaturi kada NO signalizacija nije dominantna, dok u stanjima 

oksidativnog stresa i endotelne difunkcije može djelovati vazokonstrikcijski (87). U patološkim 

stanjima poput hipertenzije, dijabetesa, ateroskleroze, metaboličkog sindroma, starenja i upale, 

protokom potaknuta dilatacija je često smanjena zbog smanjene NO-bioaktivnosti, povećanog 

oksidativnog stresa i upalnih procesa, dok EDHF i H₂O₂ djeluju kompenzatorno kako bi održali 

dilatacijski kapacitet malih arterija što u konačnici ipak rezultira povećanim vaskularnim 

otporom, smanjenom perfuzijom tkiva te predstavlja rani marker endotelne disfunkcije i 

neželjenih kardiovaskularnih događaja (84, 85, 88-90). 

 Hipoksijom potaknuta dilatacija (engl. Hypoxia-induced dilation; HID) označava 

metabolički podražaj vazodilatacije na smanjenu razinu kisika u tkivu (91), pri čemu se osim 
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aktivacije eNOS i sinteze NO, oslobađaju i drugi vazodilatatori poput prostaciklina, EDHF te 

lokalni metabolički produkti poput adenozina (92), kalija (93) i promjena pH (94), koji zajedno 

djeluju na relaksaciju glatkih mišićnih stanica vaskularnog zida aktivacijom ATP osjetljivh K+ 

kanala (engl. ATP-sensitive potassium channels, KATP), što je osobito značajno u moždanim 

arterijama i potvrđeno u istraživanjima koje su proveli Wilderman i Armstead (95).  

 Najvažniji medijatori vazoreaktivnosti kao odgovora na fiziološke podražaje poput FID-

a, hiperoksije i HID-a su spomenuti metaboliti arahidonske kiseline (npr. prostaglandini, EET-

i, 20HETE) i NO (96).  

 

1.3. Adenozin, klasifikacija i distribucija adenozinskih receptora 

 Adenozin su prvi put kao biološki aktivnu tvar u srcu i krvnim žilama opisali Albert 

Newton Drury i Albert Szent-Györgyi 1929., dok su specifični membranski receptori za 

adenozin identificirani i farmakološki klasificirani tijekom 1970-ih i 1980-ih godina (97). 

Adenozin je endogeni nukleozid koji se može sintetizirati izvanstanično najčešće u patološkim 

uvjetima najprije defosforilacijom ATP-a oslobođenog iz endotelnih stanica pomoću 

ektonukleozid trifosfat difosfohidrolaze (CD39) u adenozin monofosfat (AMP) te dalje pomoću 

izvanstanične ekto-5'-nukleotidaze (CD73) u adenozin ili najčešće u fiziološkim uvjetima 

unutarstanično hidrolizom AMP-a pomoću citosolne endo-5'-nukleotidaze (CD73) ili 

iz S- adenozilhomocisteina (SAH) putem SAH hidrolaze u adenozin (97). Razgradnja 

adenozina u inozin odvija se prvenstveno u patološkim uvjetima pomoću adenozin deaminaza 

(ADA) ili se najčešće u fiziološkim uvjetima fosforilira u AMP pomoću adenozin kinaza (AK), 

što adenozinu daje fiziološki poluživot <1 s. (7). Inozin se dalje pretvara u hipoksantin pomoću 

purinske nukleozidne fosforilaze (engl. purine nucleoside phosphorylase, PNP) (98). Osim 

svoje enzimske aktivnosti, ADA se može vezati na adenozinske receptore (ekto-ADA) i 

pojačavati afinitet receptora i njihovu signalizaciju (99). Smjer unosa ili oslobađanja adenozina 

iz stanica određen je razlikom koncentracija preko membrane i budući da adenozin nije lipofilan 

odvija se pomoću dvije glavne skupine prijenosnika: ravnotežni nukleozidni transporeter 1 

(ENT-1) i koncentrativni nukleozidni transporter (CNT) (97). ENT-ovi prenose adenozin u 

izvanstanični prostor putem olakšane difuzije (ENT1 i ENT2) ili transporta ovisnog o kationima 

(ENT3 i ENT4) (100). ENT-1 jedan je od najzastupljenijih membranski proteina endotelnih 

stanica koji omogućuje pasivni transport adenozina u smjeru koncentracijskog gradijenta bez 

potošnje energije najčešće s ciljem uklanjanja adenozina iz ekstracelularnog prostora i 
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podvrgavanja njegovoj unutarstaničnoj deaktivaciji, osim u situacijama hipoksije kada se smjer 

može mijenjati (101, 102). Postoje tri podtipa CNT transportera koji imaju značajno manju 

ulogu i mogu samo aktivno unositi adenozin koristeći energiju natrijevih iona (97). 

Koncentracija adenozina ovisi o energetskom statusu i razinama kisika u tkivu, a regulirana je 

upravo njegovom sintezom i razgradnjom (7).  

 Adenozin ostvaruje svoje biološke učinke u različitim tkivima putem aktivacije četiri 

G-protein-vezana membranska receptora (engl. G protein-coupled receptor, GPCR): A1, A2a, 

A2b i A3, koji se razlikuju prema farmakološkim svojstvima (97).  Općenito u organizmu 

receptori A1 i A2a pokazuju visoki afinitet prema adenozinu, A3 srednji afinitet, dok se A2b 

smatra receptorom niskog afiniteta (103), osim u stanjima stresa (104). Svi podtipovi 

adenozinskih receptora imaju središnju domenu koja sedam puta prolazi kroz staničnu 

membranu, s karakterističnim izvanstaničnim glikozilacijskim i unutarstaničnim 

fosforilacijskim mjestima važnima za desenzibilizaciju i internalizaciju, pri čemu se razlikuju 

u broju aminokiselina (105). Ligandno mjesto leži u transmembranskom snopu s važnim 

ekstracelularnim petljama koje oblikuju ulaz za adenozin ili sintetske ligande, a vezanjem 

liganda dolazi do konformacijskih promjena u transmembranskom dijelu pri čemu se formira 

aktivna i stabilna konformacija receptora TM6 koja omogućuje vezivanje s heterotrimernim G 

proteinima (106). Receptor katalizira GDP u GTP na Gα podjedinici koja se disclocira od Gβγ 

podjedinice što omogućava paralelno djelovanje obje jedinice (107). Aktivacija adenozinskih 

A1 i A3 receptora vezanih za Gi i Go obitelj G proteina dovodi do inhibicije adenilat ciklaze 

(Gαi/o), čime se smanjuje intracelularna koncentracija cAMP-a i PKA aktivnost, pri čemu Gαi 

podjedinica također može dodatno aktivirati i određene MAPK puteve, dok suprotno tomu 

stimulacija adenozinskih A2A i/ili A2B receptora vezanih uz Gs obitelj G proteina (Gαs) 

aktivira adenilat ciklazu i povećava proizvodnju cAMP-a u ciljnim stanicama što rezultira 

aktivacijom PKA i posljedične fosforilacije niza ciljanih proteina, ionskih kanala i 

transkripcijskih faktora (108). Adenozinski A2b receptor može se vezati i na Gq obitelj u 

određenim stanicma što rezultira aktivacijom fosfolipaze C, inozitol 1,4,5-

trisfosfat/diacilglicerol (IP3/DAG) te promjenama u unutarstaničnim razinama kalcija  (98). 

Također Gβγ podjedinica oba kod aktivacije svih tipova receptora paralelno može pokrenuti 

otvaranje ili zatvaranje ionskih kanala, npr. G-proteinom regulirani kalijevi kanali s unutarnjom 

rektifikacijom (engl. G-protein–gated inwardly rectifying potassium channel, GIRK), 

modulirati presinaptičke Ca2+ kanale, aktivirati fosfatidilinozitol-3-kinazu gama (engl. 

Phosphoinositide 3-kinase gamma, PI3K-γ) i modulirati razne enzimske aktivnosti najčešće u 
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brzom presinaptičkom učinku A1 receptora (107). Osim navedenih signalnih puteva aktivacija 

adenozinskih receptora pokreće niz regulatornih mehanizama koji kontroliraju intenzitet i 

trajanje signalizacije među koje pripada fosforilacija receptora, regrutacija β-arrestina, 

internalizacija i recikliranje receptora koji zajedno čine temelj smanjenja stanične osjetljivosti 

na produženu stimulaciju (tzv. desenzitizacija) (109). Nakon interakcije s G proteinom i 

pokretanja signalnog odgovora, aktivirani adenozinski receptor postaje supstrat za fosforilaciju 

koje provode G protein vezane kinaze (GRK) koje prepoznaju aktivnu konformaciju receptora 

i fosforiliraju serinske i treoninske ostatke u njegovom intracelularnom C-terminalnom 

segmentu i trećoj intracelularnoj petlji s ciljem smanjenja sposobnosti receptora da dalje 

aktivira G protein te stvaranja visoko afinitetnog veznog mjesta za β-arrestine 1 ili 2 (110). 

Fosforilirani adenozinski receptor veže β-arrestin, pri čemu mu onemogućava novi ciklus G 

protein signalizacije (homologna desenzitizacija), i poput adaptera/nosača (enlg. scaffolds) 

povezuje receptor s drugim staničnim proteinima te aktivira alternativne MAPK/ERK signalne 

puteve koji pojačavaju desenzitizaciju receptora fosforilacijom samih receptora, proteina 

uključenih u endocitozu i sami transkiripcijskih faktora odgovorih za promjenu genskog 

izražaja (111-113). β-arrestin formira kompleks s proteinskim komponentama endocitoznog 

aparata AP-2 (engl. adaptor protein 2) i klatrin usmjeravajući receptor-arrestin kompleks prema 

klatrinom obloženim vezikulama (invaginacijama plazma membrane) pri čemu se formiraju 

endosomi unutar kojih receptor ostaje unutarstanično lokaliziran (internalizacija receptora) 

(111, 114). Sudbina internaliziranih odnosno endocitoziranih receptora može završiti 

recikliranjem nazad na plazma membranu postupkom defosforilacije i odvajanja od β-arrestina 

(resenzitizacija receptora) ili u uvjetima dugotrajne stimulacije degradiranjem (engl. down-

regulation) biti usmjeren u lizosome, čime se smanjuje ukupan broj funkcionalnih receptora u 

stanici (110). Kinetika i dinamika signalizacije adenozinskih receptora definiraju intenzitet i 

trajanje staničnog odgovora, a ovise o brzini aktivacije i deaktivacije G proteina, razini 

stvaranja i razgradnje sekundarnih glasnika te vremenskom slijedu uključivanja β-arrestin-

ovisnih kaskada (fosforilacija, desenzitizacija i internalizacija), pri čemu brze promjene 

(sekunde) u koncentraciji sekundarnih glasnika (npr. cAMP, Ca2+) i ionskih struja prethode 

kasnijim fazama (minute i sati) koje uključuju aktivaciju MAPK puta, fosforilacije efektorskih 

proteina te promjene u genskom izražaju (115). Znanstvena istraživanja pokazuju da su 

adenozinski receptori podtipova A2A i A2B podložni relativno brzoj desenzitizaciji i down-

regulaciji (manje od jedan sat), dok se A1 receptori nepotpuno fosforiliraju i internaliziraju 

znatno sporije (približno 8 sati), a A3 podtip najbrže reagira, često u trajanju od nekoliko minuta 

(110, 116, 117).    
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 Osim signalizacije posredovane G proteinima, aktivacija adenozinskih receptora 

također utječe na niz alternativnih signalnih puteva posebice kada se stanice susreću s 

oksidativnim stresom, promjenama perfuzije tkiva i upalnim procesima (63). Jedna od važnih 

alternativnih signalnih puteva jest opisan, a posredovan je aktivacijom β-arrestina koji regrutira 

kinaze MAPK/ERK te druge kinaze povezane sa stresom (ROS, hipoksija) poput p38 kinaza 

aktivirana mitogenima (engl. p38 mitogen-activated protein kinase, p38 MAPK) c-Jun N-

terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal kinase, JNK), ali i aktivira protein kinazu B (Akt ili 

PKB) što za posljedice ima, osim opisane desenzitizacije recepora, stabiliziraciju faktora 

induciranog hipoksijom 1 alfa (engl. Hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF-1α), regulaciju 

izražaja antioksidativnih gena i moduliraciju endotelne barijere (111, 118, 119). Aktivacija 

A2A i A2B receptora preko Gβγ podjedinice ili β-arrestin uzrokuje regrutaciju fosfoinozitid 3-

kinaze (engl. Phosphoinositide 3-kinase, PI3K) koja pretvorbom PIP2 u PIP3 aktivira PKB koja 

se spaja sa svojim aktivirajućim kinazama i postaje aktivna te u daljnjoj kaskadi fosforilira i 

aktivira eNOS s ciljem vazodilatacije i zaštite endotela, stabilizra transkipcijskih faktor HIF-1α 

koji aktivira vaskularni endotelni čimbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor, 

VEGF) s ciljem angiogeneze i vaskularne adaptacije te fosfolirira pro-apoptotski protein Bad 

čime ga inaktivira i više nema sposobnost blokirati anti-apoptotski protein B-limfom 2 (Bcl-2) 

koji blokira apoptotski put sprečavajući otpuštanje citokroma C iz mithohondrija s ciljem 

preživljavanja stanica (97, 113, 120). Aktivacija A2A receptora aktivira Src kinaze preko β-

arrestina pri čemu ona fosforilira VEGF receptor i integrine te na taj način modulira 

angiogenezu i reorganizaciju citoskeleta (121). cAMP neovisno o PKA aktivira i regulira signal 

Epac (engl. Exchange Protein directly Activated by cAMP) koji prenosi signal na Rap1/B-

Raf/MEK/ERK kaskadni put utječujući na adheziju i endotelnu barijeru (122). Aktivacija A2A 

i A2B receptora inducira NRf2 faktor (engl. Nuclear factor erythroid 2–related factor 2, Nrf2) 

koji povećava genski izražaj hem oksigenaze 1 (HO-1), SOD i katalaze s ciljem smanjenja 

ROS-a i oksidativnog stresa (123). Široka rasprostranjenost ovih receptora u živčanom, 

kardiovaskularnom, respiratornom, gastrointestinalnom, urogenitalnom i imunološkom sustavu 

te u kostima, zglobovima, očima i koži naglašava njihovu važnu ulogu u fiziopatologiji (97). 

Raznolikost funkcija koje posreduju adenozinski receptori upućuje na ključnu ulogu 

adenozinske signalizacije u održavanju homeostaze i u adaptacijskim odgovorima na stres 

poput hipoksije ili hiperoksije. 
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1.4. Uloga adenozinskih receptora u arterijskim krvnim žilama i mikrocirkulaciji 

 Adenozinski receptori (A1, A2A, A2B i A3) izražavaju se ne samo na endotelnim 

stanicama, već i na glatkim mišićnim stanicama krvnih žila te u perivaskularnim živcima gdje 

moduliraju vaskularni tonus putem endotelno-posredovane i endotelno-neovisne relaksacije ili 

putem kontrakcije, kao i regulacijom neurogenog prijenosa (124). Izraženost i funkcionalna 

uloga pojedinih podtipova u vaskularnoj stijenci mogu varirati ovisno o vrsti krvne žile, 

fiziološkom stanju organizma ili patološkim okolnostima poput hipoksije, hipertenzije ili 

oksidacijskog stresa (125). A2AR i A2BR su dominantno izraženi na endotelnim stanicama, 

gdje potiču vazodilataciju, dok su A1 i u manjoj mjeri A3 prisutni i u endotelu, ali češće u 

glatkim mišićnim stanicama, gdje mogu izazvati kontrakciju ili relaksaciju ovisno o vrsti krvne 

žile i patofiziološkim okolnostima (125). Adenozinski A1 receptori u krvnim žilama imaju 

visok afinitet što znači da se aktiviraju već pri bazalnim tj. fiziološkim koncentracijama 

adenozina (EC50 ≈ 0.1–0.3 μM), a u moždanoj i bubrežnoj mikrocirkulaciji A1R pridonose 

miogenoj reaktivnosti i autoregulaciji protoka (125).  A2AR imaju visok afinitet za adenozin 

(EC50 ≈ 0.3–0.7 μM) i djeluju u fiziološkim i patološkim uvjetima , dok A2bR imaju niži afinitet 

(EC50 ≈ 10–20 μM) i aktiviraju se tek pri povišenim koncentracijama adenozina primjerice 

tijekom hipoksije ili reperfuzije (126). A3R u krvnim žilama imaju niži afinitet za adenozin 

(EC50 ≈ 1–5 μM) i aktiviraju se tek pri višim koncentracijama adenozina tijekom hipoksije, 

ishemije ili upale, ali funkcionalno imaju dvostruku ulogu, pri čemu u fiziološkim uvjetima 

mogu doprinijeti blagoj vazokonstrikciji, dok u hipoksiji ili hiperoksiji imaju citoprotektivnu i 

vazodilatacijsku ulogu (127). U perivaskularnim živcima A1 receptori presinaptički inhibiraju 

oslobađanje noradrenalina, dok A2A mogu facilitirati neurotransmisiju, čime adenozin 

modulira i miogeni i neurogeni tonus krvnih žila (125). Adenozinski receptori imaju važnu 

ulogu u krvnim žilama i smatraju se ključnim posrednicima između metaboličkog statusa tkiva 

i vaskularnog odgovora, posebno u kontekstu hipoksije, reperfuzije i hiperbarične oksigenacije, 

a osim u samoj ulozi regulacije vaskularne kontraktilnosti i endotelne funkcije, imaju brojne 

uloge u regulaciji staničnog metabolizma, energetske homeostaze i mitohondrijske funkcije, 

kontroli staničnog preživaljavanja i apoptoze, angiogenzi, proliferaciji, diferencijaciji i 

migraciji stanica, kontroli upale i imunmodulaciji, antioksidativnoj obrani stanice i 

neuropreotekciji (124, 128).  

 Aktivacija A1R u VSMCs rezultira najčešće vazokonstrikcijom putem signala 

posredovanog G proteinima i poznatom aktivacijom diacilglicerola (DAG) i oslobađanjem 

arahidonske kiseline iz fosfolipidne membrane s posljedičnom aktivacijom CYP4a što rezultira 
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proizvodnjom 20-HETE koja funkcionira kao sekundarni drugi glasnik i aktivira protein kinazu 

C alfa (PKC-α) te dolazi do posljedičnog nizvodnog aktiviranja ekstracelularno signalom 

regulirane kinaze 1 i 2 (ERK1/2) puta koji integrira signalizaciju za kontrakciju i prenosi je na 

miozin kinazu lakog lanca (MLCK), miozin fosfatazu lakog lanca (MLCP) i regulatorne 

proteine tankih filamenata VSMCs (63). Također, poznatno je da ANG II pojačava A1 

receptorima posredovanu kontrakciju te istovremeno inhibira A2B-ovisnu vazodilataciju (129). 

Osim regulacije vaskularne kontraktilnosti, adenoznski A1R imaju važnu ulogu u autoregulaciji 

protoka krvi kroz mozak i bubrege, gdje njihova aktivacija smanjuje oslobađanje noradrenalina 

i inhibira presinaptičku transmisiju, čime se smanjuje metaboličko opterećenje i štiti tkivo od 

ishemijskog oštećenja (130, 131). Nadalje, adenozin putem A1R smanjuje potrošnju ATP-a 

inhibicijom Na+/K+-ATPaze i kalcijevih kanala s ciljem održavanja energetske homeostaze 

(132).  

 Aktivacija A2AR u vaskulaturi putem signalnog puta stimulirajućeg Gs proteina preko 

cikličkog adenozin monofosfata i protein kinaze A (Gs-cAMP-PKA) inducira aktivaciju CYP-

epoksigenaza (npr. CYP2C23, CYP2J2) te posljedičnu sintezu EET-e, koje posreduju 

vazodilataciju neovisnu o NO, a kada je ta signalizacija narušena (npr. u odsutnosti A2AR ili 

pri povišenom unosu soli), dolazi do sinteze enzima sEH koji razgrađuju EET na 

dihidroksieikozatretraensku kiselinu (DiHETE) i ulogu preuzima vazokonstrikcijski 

metabolizam poput 20-HETE (133, 134). Aktivacija A2A i A2B receptora u endotelnim 

stanicama potiče sintezu dušikovog oksida (NO) putem fosforilacije i aktivacije endotelne NO 

sintaze (eNOS), što doprinosi povećanoj perfuziji tkiva i zaštiti od hipoksičnog oštećenja (137). 

A2AR osim smanjenja rane upalne reakcije nakon vaskularne ozljede, smanjenim 

oslobađanjem TNF-α, IL-1β, IL-6, a povećanim IL-10 (131, 135, 136), dodatno mogu povećati 

endotelnu proliferaciju/migraciju i kapacitet angiogeneze, povećati sintezu proangiogenih 

faktora poput vaskularnog endotelnog čimbenika rasta (engl. Vascular Endothelial Growth 

Factor, VEGF) ili smanjiti izražaj antiangiogenih faktora poput solubilnog VEGF receptor-1 

(engl. soluble Fms-like tyrosine kinase-1; sFLT-1, poznat i kao engl. soluble VEGFR-1) (137). 

Nadalje, dokazano je da A2AR imaju i proaterosklerotske i antiaterosklerotske učinke, no jasan 

učinak zapravo nije do kraja razjašnjen (131). Aktivacija adenozinskih receptora također utječe 

na otpuštanje NO, prostaciklina te modulaciju reaktivnih kisikovih vrsta i citokina, čime 

adenozin postaje ključan lokalni modulator vaskularne reaktivnosti i upalnog odgovor (109). 

Aktivacija adenozinskih A2AR smanjuje oksidativni stres i povećava antioksidativni odgovor, 

dok A1 može pojačavati ROS u patološkim uvjetima (84, 88). Adenozinskim A2A receptorima 
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mogu se inhibirati kontraktilni efekti EDCF-a, dok A1 receptori pojačavaju kontrakciju u nekim 

arterijama (76). A2BR može stimulirati sintezu prostaciklina (PGI2) i vaskularnog endotelnog 

faktora rasta (VEGF), čime posreduje angiogenezu i vaskularnu remodelaciju (138, 139). 

Adenozinski receptori sudjeluju u održavanju stanične homeostaze putem PI3K/Akt i 

MAPK/ERK signalnih puteva koji reguliraju proliferaciju, preživljavanje i diferencijaciju 

vaskularnih stanica (119, 140). Aktivacija tih puteva povezana je s povećanom ekspresijom 

HIF-1α i VEGF-a, što pridonosi angiogenezi i prilagodbi tkiva na hipoksične uvjete (141). 

 U uvjetima smanjene oksigenacije, povećana razina izvanstaničnog adenozina potiče 

ekspresiju A2B receptora putem HIF-1α, što predstavlja adaptivni mehanizam za poboljšanje 

mikrovaskularne perfuzije i smanjenje upale (142). A2B receptor potiče proliferaciju 

fibroblasta i glatkih mišićnih stanica putem ERK1/2 i mTOR puta (142). A3R u stanicama 

krvnih žila signalizira uglavnom preko Gi/o proteina (smanjenje cAMP), ali i kroz βγ-ovisnu 

aktivaciju PLC te može inducirati i MAPK (ERK1/2) i PI3K/Akt puteve, što omogućuje 

modulaciju vaskularnog tonusa, proliferacije i vaskularne reaktivnosti (143, 144), ali može i 

modulirati imunosne odgovore, uključujući aktivaciju neutrofila i mastocita (145). Aktivacija 

A3R može uzrokovati vazodilataciju otvaranjem K+ kanala i/ili kroz NO ovisne mehanizme, 

dok u patološkim stanjima odgovor može doprinijeti vazokonstrikciji ili modulirati učinke 

drugih AR-a (146). 

 

1.5. Utjecaj hiperbarične oksigenacije na krvožilni sustav 

 Hiperbarična oksigenacija (HBO2) je neinvazivna terapijska i eksperimentalna metoda 

u kojoj se koristi 100 % kisik pri tlaku većem od atmosferskog, obično u rasponu od 2,0 do 2,5 

apsolutne atmosfere (ATA) tijekom 90–120 minuta kroz jedan (akutni HBO2, Ac-HBO2) ili 

uzastopce više ponovljenih tretmana (intermitentna HBO2, In-HBO2) (5). Terapijska osnova 

temelji se na trima faktorima: disanje 100 %-tnog kisika pogoduje difuziji u hipoksično tkivo, 

koncentracija kisika u krvi raste s porastom parcijalnog tlaka kisika (pO2) te se povećava 

postotak kisika otopljenog u plazmi što dovodi do hiperoksemije i hiperoksije koje ne utječu na 

razinu hemoglobina i nezavisan je o razini hemoglobina (147). Na molekularnoj i staničnoj 

razini HBO2 direktno podiže tkivni pO2 i smanjuje tkivnu hipoksiju, modulira oksidativni stres 

i antioksidativni odgovor inducirajući adaptivne antioksidativne odgovore i smanjenje 

kroničnih upalnih markera (148), smanjuje oksidativno oštećenje DNA i povećava signalizaciju 

koja podržava popravak i preživljavanje stanica (npr. Akt, NrF2)  (149), pokreće signalne 
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putove koji nalikuju odgovorima na hipoksiju (npr. induciranje HIF-1α signalnih puteva) čime 

se pokreću regenerativne kaskade bez stvarne dugotrajne hipoksije (tzv. hiperoksično-

hipoksični paradoks ili pseudohipoksija) (150), modulira imunološki upalni odgovor i smanjuje 

leukocitnu infiltraciju u oštećenja tkiva reducirajući sintezu proinflamatornih citokina (npr. 

TNF-α i IL-6) te povećavajući sintezu antiinflamatornih citokina (npr. IL-10) (151), potiče 

angiogenzu i remodelaciju tkiva poticanjem genskog izražaja pro-angiogenih faktora (engl. 

endothelial growth factor (VEGF), engl. placental growth factor (PGF), engl. angiopoietin 

(Ang) 1 and 2) čime se poboljšava vaskularizacija tkiva (152), potiče neuroplastičnost i inducira 

neuroprotekciju (153). Sve ovo objašnjava njezinu učinkovitost u brojnim kliničkim stanjima 

(npr. kronične dijabetičke rane, refraktorni osteomijelitis, otrovanje ugljičnim monoksidom, 

dekompresijska bolest, radijacijska oštećenja, nekrotizirajuće infekcije...), ali i sve više 

pronalazi primjenu za nove indikacije (post COVID19 sindrom, tuberkuloza pluća, karcinom, 

akutni moždani udar), no potrebna su daljnja istraživanja i standardizirani protokoli prije široke 

terapijske implementacije (154). 

 Hiperbarični kisik predstavlja signalnu molekulu koja utječe na izražaj gena i proteina, 

dokazano modulira signalne putove na molekularnoj, staničnoj i tkivnoj razini utječući na 

vaskularnu strukturu i funkciju što je od velike važnosti u fiziopatološkim procesima (5). 

Utjecaj hiperbaričnog kisika na mijenjanje funkcioniranja koordiniranog sustava krvnih žila i 

mikrocirkulacije nije u potpunosti razjašnjen (5). Učinci HBO2 ovise o primijenjenim 

protokolima, trajanju i učestalosti izlaganja HBO2 jer dugotrajna izloženost visokim 

koncentracijama kisika i neuspjeh u suzbijanju oksidativnog stresa mogu dovesti do toksičnosti 

kisika i sistemskih promjena (147). Ac-HBO2 dovodi do povećane periferne vazokonstrikcije 

posredovane samom hiperoksijom (155) i prolazno narušava vazorelaksaciju te smanjuje 

odgovor krvne žile na hipoksiju, zbog povećane proizvodnje superoksida i ukupnog porasta 

oksidativnog stresa, koja se obnavlja 24 sata nakon tretmana (156). Ravnoteža između razine 

slobodnih radikala i razine i aktivnosti antioksidansa određuju opseg oksidativnog stresa 

(157). S druge strane, In-HBO2 poboljšava vaskularnu reaktivnost na podražaje kao što su 

angiotenzin-(1-7) [ANG-(1-7)] i ANG II zbog aktivacije mehanizama povezanih s aktivacijom 

enzima CYP450 i sintezom EET-e te induciranjem antioksidativnih obrambenih 

mehanizama (158, 159). Stoga se pretpostavlja da akutna izloženost HBO2 smanjuje osjetljivost 

i funkcijsku aktivnost adenozinskih A1 i A2A receptora te time narušava vazoreaktivnost, dok 

dugotrajnija izloženost HBO2 dovodi do različitih prilagodbi u izražaju A1R i A2AR i promjena 

u enzimatskoj aktivnosti koja regulira pretvorbu adenozina i EET-a, što bi moglo poboljšati 
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vazoreaktivnost. Nadalje, ključna korist HBO2 na vaskularni sustav je aktivacija brojnih 

signalnih puteva poput ekstracelularno signalom regulirana kinaza/mitogeno regulirana protein 

kinaza ERK/MAPK i aktivacija c-Jun N-terminalne kinaze (JNK), generiranja eNOS i 

stabilizacije faktora induciranog hipoksijom 1 alfa (engl. hypoxia-inducible factor 1 alpha 

(HIF-1α)) koji su poznati regulatori vaskularne funkcije te kojima se potiče angiogeneza i 

neovaskularizacija putem povećanog izražaja VEGF, stromalnog čimbenika 1 (engl. Stromal 

cell–Derived Factor 1 (SDF-1), novija oznaka CXCL12), proliferacije matičnih stanica i razine 

endotelnih progenitorskih stanica (160-162). HBO2 učinkovito smanjuje izražaj 

metaloproteinaza 12 (MMP-12) koje oštećuju endotelni glikokaliks i potiču endotelnu 

disfunkciju (163). S druge strane, HBO2  pojačava izražaj antioksidativnih gena u ljudskim 

endotelnim stanicama, smanjuje proizvodnju ROS-a i štiti od oksidativnog oštećenja (147). 

Također povećava izražaj glasničke RNA (mRNA) i proteina eNOS-a te time razinu NO što 

ima protektivni učinak na endotelne stanice (163), dok s druge strane putem ERK1/2, proteinske 

kinaze B (Akt) i nuklearnog faktora kappa B (NF κB) signalnih puteva smanjuje izražaj i 

aktivnost inducibilne sintaze dušičnog oksida (iNOS) (147). Potencijalne koristi HBO2 

potvrđene su u održavanju integriteta endotela i poboljšanju stabilnosti plaka smanjenjem 

razine reaktivnih kisikovih radikala (ROS) i inhibicijom upalnih citokina (tumorski nekrozni 

faktor alfa (TNF-α), interleukin 6 (IL-6)) uključenih u destabilizaciju plaka (148). Hiperoksija 

stimulira VSMCs i endotelne stanice na autofagiju koja doprinosi uklanjanju oštećenih 

komponenti i održavanju zdravlja krvnih žila (164). Endotelni glikokaliks je izrazito osjetljiv 

na oksidativni stres, upalne citokine, hipoksiju i reperfuziju, visok krvni tlak i glikemiju (165, 

165), a u uvjetima hipoksije dokazano dolazi do enzimske degradacije glikokaliksa (aktivacija 

heparanaza, metaloproteinaza), što povećava propusnost endotela i doprinosi edemu i 

disfunkciji mikrocirkulacije (167), dok sama HBO2 se pokazala korisnom jer stabilizira i štiti 

glikokaliks, smanjuje oksidativni stres, potiče sintezu antioksidativnih enzima i potiče 

reparaciju endotela, posebice u slučaju endotelne disfunkcije (147, 168). 

 S obzirom na to da je poznato da MCA SD štakora ima izraženu miogenu aktivnost, 

važno je naglasiti kako HBO2 može modulirati miogenu reaktivnost jer smanjuje lokalnu 

akumulaciju adeonzina i time smanjujući bazalnu aktivnost A1 receptora, a pojačavajući 

A2B/A2B signalizaciju s ciljem vazorelaksacije i stabilizacije protoka (33, 169). 

 In-HBO2 potiče izražaj ne samo antioksidativnih već i citoprotektivnih gena u 

endotelnim stanicama (170). Antioksidativni kapacitet može spriječiti oštećenje DNA 

slobodnim kiskovim radiklima kod duže izloženosti HBO2 (171). 
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1.6. Utjecaj hiperbarične oksigenacije i hipoksije na adenozinske receptore i vaskularnu 

reaktivnost 

 Hiperbarična oksigenacija i hipoksija imaju utjecaj na regulaciju adenozinergičkog 

signalnog puta modulacijom aktivnosti brojnih faktora koji reguliraju sintezu i razgradnju ATP-

a i adenozina, transport adenozina, nizvodne signalne puteve nakon aktivacije adenozinskih 

receptora te izražaj adenozinskih receptora (4). Usklađena koordinacija sinteze i razgradnje 

adenozina ključna je za koncentraciju izvanstaničnog adenozina kao odgovor na opskrbu tkiva 

kisikom (4). Izvanstanično nakupljanje signalne molekule adenozina jedan je od prvih koraka 

u protektivnoj auto-parakrinoj kaskadi staničnog oštećenja uzrokovanog hipoksijom, 

uključujući vazodilataciju posredovanu NO i stimulaciju razgradnje glikogena s ciljem 

proizodnje ATP-a anaerobnom glikolizom (172). Hipoksija uzrokuje povećanje koncentracije 

unutarstaničnog i plazmatskog adenozina povećanom razgradnju ATP-a u AMP koji je 

prekursor adenozina, povećanjem razine ektoenzima ekto apiraze (CD39), CD73 i ADA čija 

sinteza ovisi o HIF-1α te sprječavanjem razgradnje adenozina putem adenozin kinaze i 

adenozin deaminaze (172-174). Tijekom normoksije većina sintetiziranog adenozina potječe 

iz S –adenozilhomocisteina, dok za vrijeme hipoksije sinteza je preusmjerena na 5'-adenozin 

monofosft put (5'-AMP) koji tek tada aktivira adenozinske receptore (175). Povećana 

koncentracija kisika (hiperoksija) ovisno o dozi smanjuje koncentraciju adenozina u plazmi, 

proizvodnju cAMP-a posredovanu adenozinskim A2A receptorom i izražaj dipeptidil peptidaze 

4 (CD26), dok povećava izražaj CD73 i ADA (4). Sama hiperbarija nema učinak na razinu 

adenozina, ADA, CD73 i CD26 (4). Neočekivani porast CD73 u hiperoksiji je posljedica 

povratnog mehanizma vraćanja razine adenozina u krvnoj plazmi (4). Neočekivani porast ADA 

u hipoksiji najvjerojatnije ima zaštitnu ulogu radi citotoksičnosti adenozina (4). Također, 

dugotrajni gubitak aktivnosti CD26 povećava antioksidativnu sposobnost kod duže izloženosti 

HBO2, dok kod akutne se smanjuje aktivnost CD26 s ciljem smanjene razgradnje vazoaktivnih 

i antioksidativnih peptida (176). Obrnuti odnos razine kisika i izražaja CD26 pronađeni su i u 

studijama kod ljudi što predstavlja adaptivni odgovor na visoke razine kisika nerazgradnjom 

antioksidativnih i vazokonstriktornih peptida poput snažnog neuropeptida Y putem CD26 što 

rezultira povećanjem vaskularnog tonusa (4).  Ove promjene su od velike važnosti u 

patofiziološkim mehanizmima hipoksije/ishemije/upale jer smanjenje aktivacije 

adenozinergičkog signalnog puta posredovanog A2AR u akutnoj hiperoksiji kod upale pluća 

inhibira fiziološki mehanizam zaštite tkiva posredovan A2AR i time pogoršava akutnu upalnu 

ozljedu pluća, pri čemu inhalacija agonista A2AR može imati kliničku važnost (177). Postoji 
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hipoteza da tijekom hipoksije samo je jedan A2AR ili A2BR funkcionalno dominantan podtip 

u krvnim žilama, a to su navodno A2AR koji imaju snažan vazodilatatorni i proangiogeni 

učinak (). Jedan od glavnih medijatora odgovornih za vazodilataciju u štakora tretiranih HBO2 

je 11,12-EET, čija je sinteza povećana aktivacijom A2AR (178). A2BR predstavljaju uz A2AR, 

glavne adeneozinergične receptore na endotelnim stanicama, dok primjerice u uvjetima 

hipoksije adenozin aktivira i A3R ().  Bruzzese i suradnici su pokazali da hiperoksija 

smanjuje izražaj gena A2AR u mozgu i samu proizvodnju cAMP posredovani tim receptorima, 

dok hipoksija povećava izražaj istih (4, 180). Nadalje, i sama hiperbarija mijenja izražaj 

proteina A2AR putem transkripcijske i translacijske regulacije (4). ROS induciran putem HBO2 

može povećati izražaj A1R-a aktiviranjem regulatornog mjesta NF kappa B na ovom genu i 

time pojačati citoprotektivnu ulogu adenozina neutralizacijom štetnih učinaka ROS-a (181). 

Hipoksija i porast razine samog adenozina također reguliraju izražaj gena adenozinkih 

receptora (182). Feoktisov i suradnici upozoravaju da učinci hipoksije na izražaj adenozinskih 

receptora A2A mogu biti specifični za stanice i tkiva (183). Zanimljivo je da hipoksija smanjuje 

izražaj i aktivnosti ENT-1 transportera aktivacijom A2A i A2B receptora putem HIF-1, 

povećavajući razine ekstracelularnog adenozina i time povečavajući vazodilatacijski učinak 

(172, 184). Također, aktivacija A2AR i vjerojatno A2BR može potaknuti fosforilaciju protein 

kinaze A (PKA), što dovodi do brze ubikvitinacije i proteasomske razgradnje ENT-1 

transportera (185). S obzirom na to da HBO2 ima suprotan učinak od hipoksije i dokazano 

djeluje na brojne signalne puteve (VEGF, HIF-1α, Nrf2, hem-oksigenaza-1 (HO-1) i 

ERK/MAPK) koji su poznati ili sumnjivi regulatori ENT-1 aktivnosti (186), može se 

pretpostaviti da hiperbarična oksigenacija modulira vaskularnu reaktivnost djelomično putem 

promjena u izražaju ili funkcionalnoj aktivnosti ENT-1, posredno utječući na dostupnost 

adenozina i time na aktivaciju njegovih receptora. U normoksičnim uvijetima HIF-1α se 

konstantno hidroksilira prolil hidroksilazom (PDH) i ubikvitinira putem von Hippel–Lindau 

proteina, čime se razgrađuje u proteasomu (187), dok u hipoksičnim uvjetima aktivnost enzima 

prolil hidroksilaze (PHD) opada jer im je potreban kisik kao kofaktor pa se HIF-1α stabilizira, 

akumulira u citoplazmi i potom ulazi u jezgru gdje se veže na HIF-1β i aktivira hipoksijski 

odgovorni element (engl.  Hypoxia-Responsive Element, HRE) na DNA (188-200).  Glavni 

signalni putevi povezani s HIF-1α (engl. HIF-1α-related pathways) su PI3K/Akt/mTOR put 

kojim se povećava translacija HIF-1α proteina putem mTOR kompleksa (engl. Mammalian 

Target of Rapamycin) čak i pri normalnom pO2 (119, 201), MAPK/ERK put kojim se povećava 

transkripcija HIF-1α i stabilnost kompleksa HIF-1α/HIF-1β u jezgri (202),  NF-κB put kojim 

se inducira ekspresija gena za HIF-1α (203), djelovanje ROS osobito onih koje nastaju u 

https://www.google.com/search?q=Hypoxia-Responsive+Element&sca_esv=48ce434805bc8b69&rlz=1C1BNSD_hrHR938HR938&sxsrf=AE3TifOgphWT_4bnmbLSm-c65dMrzAtQIQ%3A1760712482660&ei=IlfyaIWAKPPxi-gPtMfi0Ag&oq=HRE+hipo&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiCEhSRSBoaXBvKgIIADIIEAAYFhgeGAoyCBAAGIAEGKIEMgUQABjvBTIFEAAY7wUyBRAAGO8FMgUQABjvBUjSIlAAWJkbcAF4AJABAJgBmAGgAekJqgEDMC45uAEDyAEA-AEBmAIKoALxCsICChAjGIAEGIoFGCfCAgQQIxgnwgIQECMYyQIY8AUYgAQYigUYJ8ICBRAAGIAEwgIFEC4YgATCAgsQLhiABBjHARjRA8ICChAuGIAEGIoFGEPCAgoQABiABBiKBRhDwgILEC4YxwEY0QMYgATCAhoQLhjHARjRAxiABBiXBRjcBBjeBBjgBNgBAcICBhAAGBYYHsICBxAAGIAEGA3CAgYQABgeGA3CAgUQIRigAZgDAOIDBRIBMSBAugYGCAEQARgUkgcDMS45oAfSTLIHAzAuObgH6QrCBwcyLTMuNi4xyAdu&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfBULEw_aQrTTrWRv14LsaboezYFIsR6ZHbZIC2NaioGN5uUKo0aLesqlT2e_ULhLpj_suk-NHEdtcy2dhxDTt_ZcDcpy_sRuE3lijoKvZcebnfBYQuiION9IN74rF_2aqYCqghfQM7eLn7hrnSQIl-FT8YIBAyHs7zoYIAk64MQNXXNGAdwWcp7hzRrDtvoCdzS4F4lryUHgJv9tKdXr2ByOtE4cpwim2FjBUD3KCGN44AuufZ8RpITUe4sZiFMkL2FnRcUEvpnWJM5wu7Spl9D&csui=3&ved=2ahUKEwjBi-GovauQAxVT_wIHHS9WKCAQgK4QegQIARAC
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mitohondrijima, stabiliziraju HIF-1α inhibicijom PHD enzima (204) te NO koji može imati 

dvosmjeran učinak jer u hipoksiji stabilizira HIF-1α, dok ga u hiperoksiji može degradirati 

(205). Adenozin preko A2AR i A2BR aktivira PI3K/Akt i ERK puteve u endotelnim stanicama 

što dovodi do povećane razine i stabilizacije HIF-1α proteina, ključnog transkripcijskog faktora 

koji regulira ekspresiju gena odgovornih za adaptaciju stanica na hipoksiju, uključujući gene za 

angiogenezu, metabolizam i transport kisika (119). 

 Adenozin ima važnu ulogu u očuvanju integriteta glikokaliksa putem aktivacije A2AR 

(AC – cAMP – PKA – eNOS – NO) s posljedičnim porastom sinteze NO koji ima ključnu ulogu 

u stabilizaciji glikokaliksa jer smanjuje oksidativni stres, inhibira adheziju leukocita i sprječava 

enzimsko razgrađivanje proteoglikana (19, 14, 165).  Studije su pokazale da blokada A2AR ili 

smanjenje sinteze NO dovodi do ubrzanog razgradnje i odvajanja glikokaliksa, povećane 

leukocitne adhezije i narušene vaskularne reaktivnosti (165, 197, 206, 207). Nadalje, A2AR i 

A2BR aktiviraju PI3K/Akt signalni put, koji također stimulira eNOS i potiče sintezu 

antioksidativnih i citoprotektivnih proteina, uključujući heme-oxygenazu-1 (HO-1) i SOD čime 

zajednički doprinose stabilnosti glikokaliksa i smanjenju njegove degradacije uzrokovane 

ROS-om i upalnim citokinima tijekom hipoksije i reperfuzije (119, 120). U uvjetima hipoksije, 

povećana koncentracija izvanstaničnog adenozina potiče ekspresiju A2BR putem aktivacije 

HIF-1α, čime se pojačava endotelna zaštita sprječavanjem gubitaka glikokaliksa, održavanjem 

mikrovaskularne propusnosti, održavanjem vazodilatacijske i antiinflamatorne funkcije 

endotela te se potiče angiogena signalizacija s ciljem poboljšanja perfuzije tkiva u hipoksičnim 

uvjetima (140). S druge strane, povećani parcijalni tlak kisika tijekom HBO2 potiče 

adenozinsku signalizaciju koja ima dodatni zaštitni učinak potičući antioksidativne mehanizme 

koji smanjuju oksidativnu degradaciju endotelnog glikokaliksa (168). 

 Dakle, postoje naznake da adenozinski A1 i A2A receptori mogu igrati važnu ulogu u 

mehanizmu djelovanja kisika i ugljičnog dioksida kao reaktivnih signalnih molekula i 

vazoaktivnih tvari, pri čemu bi njihov izražaj gena i proteina mogao biti moduliran HBO2 i 

hipoksijom. 
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2. HIPOTEZE 

 Ovo istraživanje temelji se na trima polaznim hipotezama: 

1. Adenozinski A1 i/ili A2A receptori igraju važnu funkcionalnu ulogu u mehanizmima 

modulacije vaskularnih odgovora uzrokovanih hiperbaričnom oksigenacijom.  

2. Agonisti i antagonisti adenozinskih A1 i A2A receptora utječu na promjene vaskularne 

reaktivnosti uzrokovane hiperbaričnom oksigenacijom. 

3. Specifični protokoli akutne i intermitentne hiperbarične oksigenacije dovode do promjena 

genskog i proteinskog izražaja adenozinskih A1 i A2A receptora. 
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3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 Cilj je doktorske disertacije ispitati vaskularnu reaktivnost odnosno krivulju 

stupnjevitog odnosa doza i učinka in vitro izoliranih srednjih moždanih na agoniste 

adenozinskih A1 i A2A receptora u štakora koji su tretirani s hiperbaričnom oksigenoterapijom 

(akutno i intermitentno) u usporedbi s kontrolnim (netretiranim) životinjama. 

 Drugi cilj je ispitati vaskularnu reaktivnost in vitro izoliranih srednjih moždanih 

arterija na hipoksijom potaknutu dilataciju (HID) i protokom potaknutu dilataciju (FID) sa i bez 

prisutnosti agonista ili antagonista adenozinskih A1 ili  A2A receptora u štakora koji su tretirani 

hiperbaričnom oksigenoterapijom (akutno i intermitentno) i kontrolnih (netretiranih) životinja. 

 Treći cilj je ispitati utjecaj hiperbarične oksigenacije na genski i proteinski izražaj 

adenozinskih A1 i A2A receptora na površinskim moždanim arterijama u štakora koji su 

tretirani hiperbaričnom oksigenoterapijom (akutno i intermitentno) i kontrolnih 

(netretiranih) životinja. 
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4. MATERIJALI I METODE 

 Istraživanje je provedeno na Zavodu za fiziologiju u Laboratoriju za fiziologiju 

cirkulacije i Laboratoriju za kliničku i molekularnu imunologiju Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. 

 

4.1. Nacrt studije 

 Studija je strukturirana kao randomizirani kontrolirani pokus na animalnom modelu 

korištenjem sorte Sprague-Dawley (SD) štakora oba spola u starosti od 8 do 10 tjedana. 

Životinje su nasumično raspoređene u tri eksperimentalne skupine:  

a) skupina jedan (KONTROLNA SKUPINA - CTRL) – zdravi SD štakori koji nisu izloženi 

protokolu hiperbarične oksigenacije 

b) skupina dva (AKUTNA SKUPINA – Ac-HBO2 ) – zdravi SD štakori jednokratno izloženi 

hiperbaričnoj oksigenaciji u barokomori za pokusne životinje prema protokolu te 

c) skupina tri (INTERMITENTNA SKUPINA – In-HBO2) – zdravi SD štakori izloženi jednom 

dnevno hiperbaričnoj terapiji u barokomori za pokusne životinje prema protokolu kroz 

uzastopna četiri dana.  

 Svi pokusi provedeni su prema unaprijed definiranim protokolima, a promjene 

vaskularne reaktivnosti ispitane su na izoliranim srednjim moždanim arterijama SD štakora. 

Svi eksperimentalni postupci bili su u skladu s Europskim smjernicama za njegu i korištenje 

laboratorijskih životinja (Direktiva 86/609) i odobreni su od strane lokalnog i nacionalnog 

Etičkog odbora (#2158-61-07-21-88; EP-348/2021). 

 

4.2. Materijali 

 Svi korišteni SD štakori oba spola (N = 126) uzgojeni su u Vivariju pri Medicinskom 

fakultetu Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, koji je registriran i certificiran kao 

korisnik/uzgajivač miševa i štakora u obrazovne i znanstvene svrhe (br. HR-POK-005). Štakori 

su bili smješteni u kavezima (engl. Individually Ventilated Cage (IVC) samoventilirajući kavezi 

Tecniplast GR900) u standardiziranim uvjetima uzimajući u obzir temperaturu od 21˚C do 

23˚C, prostoriju s kontroliranom vlagom i svjetlom te slobodan pristup vodi iz slavine te su 
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hranjeni prema želji (lat. ad libitum) komercijalno pripremljenom peletiranom hranom 

(Mucedola, Milano, Italija) i održavani na ciklusu svjetlo-tama od 12:12 sati. 

 

 

Slika 4.2.1. Sprague-Dawley eksperimentalni štakori smješteni u samoventilirajućim kavezima 

u standardiziranim uvjetima unutar prostorija Vivarija Medicinskog fakulteta Osijek. 

(Izvor: autor rada) 

 

Hiperbarična eksperimentalna komora za laboratorijske životinje zapremnine 110 litara – Đuro 

Đaković Aparati d.d., nalazi se u Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije u sklopu Vivarija 

Medicinskog fakulteta u Osijeku (Slika 4.2.2.). 

 

Slika 4.2.2. Hiperbarična eksperimentalna komora za laboratorijske životinje                           

(Izvor: autor rada) 
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 U skladu s odobrenim eksperimentalnim protokolom, žrtvovanje životinja provedeno je 

nakon primjene duboke anestezije i analgezije, postignute intraperitonealnom injekcijom 

ketamina 75 mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule od 2 ml, Pfizer) i midazolama 2,5 mg/kg 

(Midazolam Torrex 5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma) nakon čega je uslijedilo usmrćivanje 

dekapitacijom pomoću giljotine za dekapitaciju laboratorijskih životinja. Za anesteziranje 

životinja upotrebljene su sterline šprice od 5 ml (BD Discardit II) za administriranje anestetika. 

Prilikom svakog intraperiotenalnog apliciranja upotrebljena je jednokratna igla od 25G (BD 

Microlance 3, 25G x1“ – Nr. 18, 0,5 mm x 25mm). Za uzorkovanje krvnih žila korišten su 

disekcijski alati tvrtke FST GMBH (Fine Science Tools GmbH, Njemačka) – ravne škare, 

pincete (forcepsi), disekcijske igle i mikroklješta.  

 Za provedbu samih pokusa na izoliranim srednjim moždanim arterijama žilama korišten 

je svjetlosni mikroskop i tlačni miograf (Pressure Myograph System, model 110P MyoView, 

verzija 1.2.0, tvrtke DMT-Danish Myo Technology, Danska) povezan s računalom radi jasnog 

prikaza i mjerenja unutrašnjeg promjera krvnih žila te povezan dvjema plinskim bocama 

korištenim ovisno o eksperimentanom protokolu (Slika 4.3.). Miografija izoliranih krvnih žila 

jedan je od fiziološki najrelevantnijih in vitro tehnika i pristupa proučavanju funkcionalnih 

odgovora krvnih žila kojom se proučavaju promjene izometrijskog vaskularnog tonusa (208, 

209). 

 

 

Slika 4.2.3. Tlačni miograf povezan s računalom   

(Izvor: autor rada) 

4.3. Metode 

4.3.1. Priprema pokusnih grupa i protokol izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji 
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 KONTROLNA SKUPINA (CTRL): prva je skupina zdravih netretiranih SD štakora 

konstantno boravila u nastambi do trenutka žrtvovanja. 

 AKUTNA SKUPINA (Ac-HBO2): druga je skupina zdravih SD štakora konstatno 

boravila u kavezu, osim u trenutku izlaganja jednom tretmanu hiperabarične oksigenaciju u 

barokomori prema protokolu (udisanje 100 %-tnog kisika pod tlakom od 2 bara tijekom dva 

sata, s dodatnih 15 minuta za kompresiju i 15 minuta za dekompresiju) te odmah po završetku 

tretmana životinja je žrtvovana i proveden je pokus prema određenom protokolu.  

 INTERMITENTNA SKUPINA (In-HBO2): treća je skupina zdravih SD štakora 

konstantno boravila u kavezu, osim u trenutku izlaganja u približno isto vrijeme uzastopno četiri 

dana prema protokolu hiperabarčne oksigenacije u barokomori (udisanje 100 %-tnog kisika pod 

tlakom od 2 bara tijekom dva sata, s dodatnih 15 minuta za kompresiju i 15 minuta za 

dekompresiju). Peti je dan životinja žrtvovana i proveden je pokus prema određenom protokolu.  

Za provedbu HBO2 korištena je eksperimentalna hiperbarična komora za laboratorijske 

životinje.  

 Opisani protokol za izlaganje HBO2 je standardiziran i više puta je korišten u 

prethodnim istraživanjima (96, 156, 158, 159, 210, 211). 

 Štakori su izvagani prije žrtvovanja za pokus. Sve su skupine imale slobodan pristup 

hrani i vodi te uobičajeno kretanje. 

 

4.3.3. In vitro izolirane perfundirane srednje moždane arterije 

 Eksperimentalni protokol započeo je vaganjem SD štakora i intraperiotonealnom 

anestezijom životinja, nakon čega je učinjena dekapitacija. Odmah nakon dekapitacije, mozak 

je kirurški izoliran, a srednja cerebralna arterija se odmah pod kontrolom svjetlosnog 

mikroskopa kirurški izolira i postavi u komoru tlačnog miografa na dvije staklene mikropipete 

(vanjski promjer ~ 100-200 µm) smještene u komori napunjenom toplom (37 °C) fiziološkom 

otopinom soli (engl. Physiological Saline Solution, PSS), (pH = 7,4 ± 0,05; sastav (u mM/l): 

119 NaCl, 4,7 KCl, 1,17 MgSO4, 1,6 CaCl2, 1,18 NaH2PO4, 24 Na-HCO3, 0,026 EDTA i 5,5 

glukoza) koja imitira ionski sastav izvanstanične tekućine. Sustav je kontinuirano oksigeniran 

smjesom plinova od 21 % O2, 5 % CO2 i ostatka N2 (oksigenacija, ispitivanja protokom 

potaknute dilatacije) ili smjesom plinova od 0 % O2, 5 % CO2 i ostatka N2 (hipoksija, ispitivanje 

hipoksijom potaknute dilatacije) ovisno o istraživačkom protokolu.  
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 Nakon postavljanja u komoru, srednja moždana arterija je inkubirana 60 minuta s 

intravaskularnim tlakom održavanim na 80 mmHg kako bi se procijenio osnovni (bazalni) 

promjer. Žila je cijelo vrijeme snimana infracrvenom kamerom s jasnom slikom na monitoru 

kako bi se precizno izmjerile promjene promjera žile između unutarnjih rubova endotela (Slika 

4.3.3.1.).  

 

 

Slika 4.3.3.1. Monitorski prikaz izolirane srednje moždane arterije spojene na sustav tlačnog 

miografa s prikazom mjerenja unutrašnjeg promjera aterije. 

(Izvor: autor rada) 

 

 U oba eksperimentalna protokola za utvrđivanje vaskularne reakivnosti štakori su 

nasumično žrtvovani iz različitih skupina, a agonisti i antagonisti adenozinskih A1 i A2A 

receptora također su upotrebljavani nasumično (N=7 po skupini). U pokusu su korišteni sljedeći 

agonisti i antagonisti adenozinskih A1 i A2A receptora u koncentraciji 10-6 M: agonist 

adenozinskog A1 receptora (2-kloro-N6-ciklopentiladenozin, CCPA, Abcam), antagonist 

adenozinskog A1 receptora (8-ciklopentil-1,3-dipropilksantin, DPCPX,  Abcam), agonist 

adenozinsog A2A receptora (3-[4-[2-[[6-amino-9-[(2R, 3R, 4S,5S)-5-(etilkarbamoil)-3,4-

dihidroksioksolan-2-il]purin2 il]amino]etil]fenil]propanoična kiselina, CGS 21680, Abcam) i 

antagonist adenozinskog A2A receptora (5-amino-7-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo(4,3-e)-

1,2,4-triazolo(1,5-c)pirimidin, SCH-58261, Abcam). Spojevi CCPA, CGS-21680, DPCPX i 

SCH-58261 odabrani su za ovu studiju zbog svoje visoke selektivnosti receptora, posebno u 

kontekstu endotelne funkcije, dobro okarakteriziranih farmakodinamičkih profila i široko 
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rasprostranjene standardne upotrebe kao referentnih liganada za adenozinske A1 i A2A 

receptore, što osigurava pouzdane i usporedive rezultate (212-215). 

 Preostale površinske krvne žile su izolirane, prikupljene i zamrznute u tekućem dušiku 

te pohranjene na -80°C za provedbu molekularnih metoda istraživanja – određivanje 

proteinskog i genskog izražaja adenozinskih A1 i A2A receptora.   

 

4.3.4. Eksperimentalni protokoli za utvrđivanje krivulje stupnjevitog odnosa doza i 

učinka agonista adenozinskih A1 i A2A receptora na izoliranoj srednjoj moždanoj arteriji 

 Nakon postavljanja u komoru srednje moždane arterije i 60-minutne inkubacije, 

najmanja doza agonista adenozinskoga A1 receptora (CCPA, 10-10 M) ili agonista 

adenozinskoga A2A receptora (CGS 21680, 10-10 M) dodana je u donji dio komore uz 

intravaskularni tlak održavan na 80 mmHg, a nakon 15 minuta inkubacije agonista izmjeren je 

promjer krvne žile. Postupak je ponavljan do najviše određene koncentracije lijeka (10-5 M). 

Prije dodavanja sljedeće doze agonista, PSS u komori zamijenjen je svježim PSS-om. Detaljan 

shematski prikaz protokola prikazan je u Prilogu 1. Doza-odgovor svakog agonista određena je 

u sve tri skupine: CTRL, Ac-HBO2 i In-HBO2.  

 

4.3.5. Eksperimentalni protokoli za utvrđivanje mehanizama vaskularne reaktivnosti na 

izoliranoj srednjoj moždanoj arteriji 

 Nakon postavljanja u komoru srednje moždane arterije i 60-minutne inkubacije s 

oksigenacijom (smjesom plinova od 21 % O2, 5 % CO2 i ostatka N2), krvna žila je izložena 

protoku, što je generirano istovremenim promjenama ulaznog i izlaznog tlaka (gradijenti tlaka 

Δ0, Δ10, Δ20, Δ40, Δ60, Δ80, Δ100 mmHg). Svaki gradijent tlaka rezultirao je promjenom 

protoka otopine PSS-a kroz postavljenu krvnu žilu (protokom potaknuta dilatacija – FID), a 

promjer žile vidljiv na monitoru izmjeren je između unutrašnjih rubova endotela i zabilježen 

pri svakom od navedenih gradijenata. Za testiranje hipoksijom potaknute dilatacije (HID), 

nakon stabilizacije žile kroz 30 minuta pri gradijentu tlaka od Δ80, žila je izložena hipoksiji 

(smjesa plinova promijenjena je s 21 % O2 na 0 % O2) tijekom 20 minuta pri gradijentu tlaka 

od Δ80, a promjer žile je mjeren pri gradijentu tlaka od Δ0 (tlak ulaska i izlaska 80 mmHg) tri 

minute nakon promjene gradijenta tlaka. Neposredno nakon HID-a uslijedila je reoksigenacija 

srednje moždane arterije pri gradijentu tlaka od Δ80 kroz 30 minuta, zatim je izmjeren promjer 

krvne žile nakon 3 minute izlaganja žile gradijentu tlaka od Δ0. Prije svakog testiranja agonista 
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i antagonista adenozinskih receptora najprije je testiran FID i HID (za procjenu početnih 

vrijednosti). S ciljem randomizacije pokusa pojedini protokoli započeti su testiranjem FID-a pa 

zatim HID-a, a pojedini protokoli testiranjem HID-a zatim FID-a.  

 Po završetku mjerenja promjera žile kod FID-a i HID-a uslijedila je najprije 30 minutna 

stabilizacija žile pri gradijentu tlaka od Δ80, nakon čega je dodan određeni agonist ili 

antagnonist u dozi od 10-6 M u komoru tlačnog miografa te nakon 30 minuta inkubacije pri 

talku 80/0 mmHg, tj. gradijentu tlaka od Δ80 izmjeren je i zabilježen promjer između 

unutrašnjih rubova endotela srednje moždane arterije. Detaljan shematski prikaz protokola 

prikazan je u Prilogu 2. 

 

4.3.6. Mjerenja dilatacije inducirane acetilkolinom, dilatacije neovisne o endotelu i 

maksimalnog promjera srednje moždane arterije  

 Dilatacija inducirana acetilkolinom (ACh, 10-6 mol/l, Fluka) testirana je na početku 

svakog eksperimenta da bi se provjerio integritet i funkcionalnost endotela. Izravni donor NO, 

natrijev nitroprusid (SNP, 10-6 mol/l, Sigma Aldrich), korišten je za određivanje dilatacije 

neovisne o endotelu na kraju eksperimenata kako bi se utvrdila funkcionalnost vaskularne 

glatke muskulature. Po završetku SNP protokola, otopina PSS-a u sustavu zamijenjena je 

otopinom PSS-a bez Ca2+ (pH = 7,4 ± 0,05; sastav (u mM/l): 119 NaCl, 4,7 KCl, 1,17 MgSO4, 

1,18 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 0,026 EDTA i 5,5 glukoze) za mjerenje maksimalnog promjera 

krvne žile. Žile koje nisu pokazale značajne razine aktivnog tonusa (50 %) elimirane su iz 

pokusa. Aktivni tonus izračunat je u postocima prema formuli: [(Dmax - Dbas)/Dmax] x 100, 

gdje su Dmax i Dbas maksimalni i osnovni promjer (Δ0 mmHg, bez protoka) krvne žile.  

 

4.3.7. Eksperimentalni protokol za utvrđivanje genskog izražaja adenozinskih A1 i A2A 

receptora 

 Izražaj gena adenozinskih receptora određen je metodom lančane reakcije polimeraze s 

reverznom transkripcijom (RT-PCR) korištenjem sustava Bio-Rad CFX96 (Slika 4.3.7.1.).  

Analiza je provedena na uzorcima površinskih krvnih žila mozga, uključujući tkivo srednje 

moždane arterije. Uređaj omogućuje istodobnu amplifikaciju do 96 uzoraka te detekciju 

fluorescentnih signala u stvarnom vremenu putem integriranog višekanalnog optičkog sustava. 

 Visoka reproduktibilnost i osjetljivost mjerenja osigurane su uniformnom kontrolom 

temperature i optimiziranim ciklusima denaturacije, sparivanja početnica i ekstenzije. Ova 
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metoda korištena je za analizu promjena u genskom izražaju nakon izlaganja hiperbaričnoj 

oksigenaciji. 

 

 

Slika 4.3.7.1. Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR sustav korišten u ovom istraživanju za 

kvantitativno određivanje izražaja ciljnih gena metodom qPCR. 

(Izvor: autor rada) 

 

 Ukupna ribonukleinska kiselina (RNA) ekstrahirana je pomoću TRI reagensa 

(Molecular Re-search Center, INC), prema uputama proizvođača. Koncentracija i čistoća RNA 

provjerene su pomoću NanoDropa (Implen, Thermo Scientific). Ukupna RNA dodatno je 

pročišćena iz deoksiribonukleinske kiseline (DNA) pomoću Deoxyribonuclease kita (Sigma) 

prema uputama proizvođača kitova. Reverzna transkripcija provedena je pomoću High 

Capacity cDNA Reverse Transcription kita (Applied Biosystems), prema uputama proizvođača 

na C1000 Touch termalnom cikleru (BioRad) (Slika 4.3.7.2.).  
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Slika 4.3.7.2. UV kabinet za pripremu PCR reakcija, korišten za održavanje kontroliranih i 

sterilnih uvjeta tijekom manipulacije uzorcima i reagencijama. Kabinet je opremljen UV-C 

lampom koja omogućuje učinkovitu dekontaminaciju radne površine i degradaciju mogućih 

ostataka nukleinskih kiselina između pojedinih ciklusa rada. U ovom istraživanju korišten je za 

pripremu qPCR reakcijskih smjesa da bi se minimizirala mogućnost kontaminacije i osigurala 

visoka pouzdanost amplifikacijskih rezultata.  

(Izvor: autor rada) 

 

 Izražaj se određuje korištenjem jedinstveno dizajniranih početnica na Primer Express 

sustavu (Applied Biosystems, Tablica 4.3.7.1.) korištenjem ABsolute QPCR SYBR Green low 

ROX master mix-a (Thermo scientific). Izražaj gena normaliziran je u odnosu na referentni 

(engl. housekeeping) gen HPRT (tablica 4.3.7.1.). 

Tablica 4.3.7.1. Prikaz sekvenci primera korištenih za kvantifikaciju izražaja gena 

Gen 

(ciljani) 

Forward primer (5' → 3') Reverse primer (5' → 3') 

A1 

receptor 

TTCCAGGCTGCCTACATTGG ATGGAGCTCTGGGTGAGGAT 

A2A 

receptor 

GCAGCGCTAGTTTCGAAGTC CTCGAACAGACAGGTCACCC 

HPRT  GAAAGAACGTCTTGATTGTTGAAGA

TAT 

GAGAGGTCCTTTTCACCAGC

AA 
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4.3.8. Eksperimentalni protokol za utvrđivanje proteinskog izražaja adenozinskih A1 i 

A2A receptora 

 Razina proteina adenozinskih A1 i A2A receptora određena je Western blot metodom 

iz prikupljenih površinskih krvnih žila mozga. Površinske krvne žile mozga su nakon izolacije 

odmah zamrznute u tekućem dušiku i pohranjene na -80 °C do homogenizacije. Uzorci dvaju 

štakora iz iste skupine tretmana združene su u jedan uzorak. Uzorci površinskih krvnih žila 

mozga združeni su da bi se osigurao dovoljan prinos proteina za Western blot analizu i da bi se 

smanjio ukupan broj korištenih životinja, u skladu s 3R principom (zamjena, smanjenje, 

pročišćavanje). Uzorci su prvo usitnjeni u tekućem dušiku, a homogenati uzoraka tkiva 

pripremljeni su na ledu pomoću ULTRA-TURARAX homogenizatora korištenjem pufera za 

homogenizaciju koji sadrži 10 mmol/l Tris baze (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L EDTA (Sigma-

Aldrich), 0,4 % SDS (Acros Organic) i koktel inhibitora proteinaze (4 µl/100 µ, Sigma Aldrich). 

Prije određivanja koncentracije ukupnih proteina, homogenati su centrifugirani pri 17 000 

okretaja u minuti, 30 minuta na 4 °C, ukupna koncentracija proteina određena je u 

supernatantima Bradfordovim testom (AppliChem) prema uputama proizvođača i pohranjena 

na -80 °C do daljnjeg protokola. Izražaj proteina adenozinskih A1 i A2A receptora određena je 

Western blot metodom, koja se sastoji od elektroforeze (radi odvajanja proteina na gelu prema 

veličini), prijenosa proteina s gela na polivinilidin fluoridnu membranu (PVDF membrana) i 

detekcije ciljnih proteina pomoću specifičnih antitijela (Slika 4.3.8.1.). 

 

Slika 4.3.8.1. Sustav za Western blot analizu prikazan s lijeva na desno: (1) aparat za izljevanje 

poliakrilamidnih gelova korišten za pripremu razdvajajućih i koncentrirajućih gelova prema 

veličini proteina, (2) kadica za SDS–PAGE elektroferezu u kojoj se provodi razdvajanje 

proteina prema molekularnoj masi pod denaturirajućim uvjetima, (3) izvor napajanja (engl. 
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power supply) koji osigurava kontrolirani napon i struju tijekom elektroforetskog razdvajanja 

te (4) transferna kadica korištena za elektrotransfer proteina s poliakrilamidnog gela na PVDF 

membranu metodom mokrog prijenosa. Ovaj konfiguracijski raspored predstavlja standardni 

eksperimentalni tijek Western blot analize, od pripreme gela do prijenosa proteina na 

membranu za daljnju imunodetekciju.  

(Izvor: autor rada) 

 

 Prije primarne (4 °C preko noći) i sekundarne (dva sata na sobnoj temperaturi) 

inkubacije antitijela, membrane su blokirane dva sata u 50 ml otopine za blokiranje (5 %-tna 

otopina obranog mlijeka u prahu u Tris-buferskoj otopini s NaCl i Tween 20 (TBST), sobna 

temperatura). Razina proteina procijenjena je korištenjem odgovarajućih primarnih antitijela 

(zečje poliklonsko anti-štakorsko adenozin A1 receptor antitijelo, Abcam, ab82477; zečje 

poliklonsko anti-štakorsko adenozin A2A receptor antitijelo, Abcam, ab3461; β-aktin-HRP, 

mišje MonoAb, Abcam, ab49900) i sekundarnih antitijela (kozje anti-zečje HRP, Abcam, 

ab205718). Detekcija je provedena kemiluminiscencijskom metodom korištenjem Pierce ECL 

Western Blotting supstrata (Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD) prema uputama 

proizvođača, a signal je zabilježen korištenjem BioRad ChemiDoc MP Imaging Systema (Slika 

4.3.8.2.). Dobivene slike obrađene su i analizirane pomoću softvera ImageJ (verzija 1.52a; 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD) (216) prema uputama programera softvera, 

a izražaj proteina je određen kao relativni izražaj odnosu na β-aktin, koji je također korišten kao 

kontrola opterećenja (engl. loading control). 
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Slika 4.3.8.2. Sustav za digitalnu detekciju Western blot signala (Bio-Rad) opremljen 

integriranom kamerom visoke osjetljivosti i upravljan Image Lab Touch softverom. Sustav 

omogućuje automatizirano hvatanje kemiluminiscentnih i fluorescentnih signala, optimizaciju 

ekspozicije u realnom vremenu te kvantifikaciju proteinskih traka. Uređaj osigurava 

standardizirane uvjete snimanja i minimalnu varijabilnost, čime se postiže visoka 

reproducibilnost rezultata.  

(Izvor: autor rada) 

 

4.4. Statističke metode 

 Rezultati funkcionalne analize odgovora na FID, ACh i SNP analizirani su 

dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) radi procjene učinka dvaju neovisnih 

čimbenika i njihove međusobne interakcije. Nakon što je ANOVA pokazala statistički značajne 

razlike, Tukeyjev post hoc test (engl. Tukey's Honestly Significant Difference test) korišten je 

za višestruke usporedbe srednjih vrijednosti među skupinama, uz korekciju za pogrešku 

višestrukog testiranja. Za analizu rezultata izražaja gena i proteina korištena je jednosmjerna 

analiza varijance (ANOVA), nakon koje je, ovisno o distribuciji podataka, primijenjen Holm-

Sidakov test ili Kruskal-Wallisov test za višestruke usporedbe. Za usporedbu između dviju 

neovisnih skupina korišten je Studentov t-test u slučajevima kad su numerički podaci pokazivali 

normalnu distribuciju, dok je u slučajevima odstupanja od normalnosti korišten neparametrijski 

Mann-Whitneyjev U test. Snaga testa (engl. power) postavljena je na 0,8, uz razinu značajnosti 
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P < 0,05 i minimalnu očekivanu razliku od 0,25, što je ukazivalo na potrebu za najmanje četiri 

životinje po skupini. Statistička analiza provedena je pomoću softverskih paketa SigmaPlot 

v.12 (Systat Software, Inc., Chicago, IL, SAD) i GraphPad Prism v.6.01 za Windows 

(GraphPad Software, Boston, MA, SAD). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti ± 

standardna devijacija (SD), a razina statističke značajnosti određena je pri P < 0,05. 
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5. REZULTATI 

5.1. Tjelesna masa štakora, bazalni promjer, maksimalni promjer i aktivni tonus srednjih 

moždanih arterija korištenih u eksperimentima 

 U Tablici 5.1.1. prikazani su tjelesna masa štakora i osnovni morfometrijski i 

funkcionalni parametri srednjih moždanih arterija izoliranih iz tri eksperimentalne skupine: 

kontrolne (CTRL), akutno izložene hiperbaričnom kisiku (Ac-HBO2) te intermitentno izložene 

hiperbaričnom kisiku (In-HBO2). Tjelesna masa (izražena u gramima) kontrolnih štakora 

iznosila je 372±53 (n=42), masa štakora akutno tretiranih u hiperbaričnoj komori iznosila je 

350±44 (n=42), a masa štakora intermitetno tretiranih u hiperbaričnoj komori iznosila je 

349±44 (n=42). Nije zabilježena statistički značajna razlika u tjelesnoj masi između skupina (p 

> 0,05). Promjer srednjih moždanih arterija izmjeren pri transmuralnom tlaku od 0 mmHg (∆0 

mmHg) bio je nešto veći u kontrolnoj skupini (133 ± 23 μm) u odnosu na Ac-HBO2 (123 ± 26 

μm) i In-HBO2 skupine (125 ± 23 μm), no razlike nisu bile statistički značajne. Maksimalni 

promjer arterija, izmjeren u Ca2+-free otopini, također se nije značajno razlikovao među 

skupinama, s vrijednostima od 207 ± 19 μm (CTRL), 190 ± 11 μm (Ac-HBO2) i 207 ± 14 μm 

(In-HBO2). Aktivni tonus arterija izražen kao postotak maksimalne dilatacije iznosio je 43 ± 8 

% u kontrolnoj skupini, 40 ± 6 % u Ac-HBO2, te 42 ± 10 % u In-HBO2 skupini, bez značajnih 

statističkih razlika između skupina (p > 0,05). 

Tablica 5.1.1. Prikaz tjelesne mase štakora, bazalnog promjera, maksimalnog promjera 

i aktivnog tonusa srednjih moždanih arterija korištenih u eksperimentima 

 CTRL* Ac-HBO2 In-HBO2 

masa štakora [g] 372 ± 53 350 ± 44 349 ± 60 

bazalni promjer srednje moždane 

arterije pri ∆0 mmHg [μm] 
133 ± 23 123 ± 26 125 ± 23 

maksimalni promjer srednje 

moždane arterije (Ca2+ free) [μm] 
207 ± 19 190 ± 11 207 ± 14 

aktivni tonus srednje moždane 

arterije (%) 
43 ± 8 40 ± 6 42 ± 10 

*CTRL – kontrolna skupina, Ac-HBO2 – akutna skupina, In-HBO2 – intermitentna skupina 
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5.2. Rezultati na izoliranim srednjim moždanim arterijama 

5.2.1. Rezultati krivulja stupnjevitog odnosa doza i učinka agonista adenozinskih A1 i 

A2A receptora na izoliranoj srednjoj moždanoj arteriji 

 Na slici 5.2.1.1. prikazan je postotak vazokonstrikcije srednjih moždanih arterija  u 

kontrolnoj skupini (CTRL), kao i u skupinama akutno (Ac-HBO2) i intermitentno (In-HBO2) 

izloženima hiperbaričnoj oksigenaciji, nakon primjene selektivnog agonista adenozinskog A1 

receptora (CCPA) u koncentracijama od 10-10 do 10-5 M. Vazokonstrikcijski odgovor na 

primjenu CCPA bio je sličan u skupinama CTRL i In-HBO2, dok je odgovor u Ac-HBO2 

skupini bio statistički značajno smanjen u usporedbi s CTRL i In-HBO2 skupinama pri 

koncentracijama od 10-9 do 10-5 M (p<0,05; označeno simbolima * i #).  
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Slika 5.2.1.1. Odgovor srednjih moždanih arterija na selektivni agonist A1 adenozinskog 

receptora (CCPA) primijenjen u postupnim koncentracijama od 10-10 do 10-5 M. Prikaz 

promjene dijametra žile kao srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na CTRL; 

#p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na In-HBO2 

 

 Na slici 5.2.1.2. prikazan je postotak vazodilatacije srednjih moždanih arterija  u 

kontrolnoj skupini (CTRL), kao i u skupinama akutno (Ac-HBO2) i intermitentno (In-HBO2) 

izloženima hiperbaričnoj oksigenaciji, nakon primjene selektivnog agonista adenozinskog 

A2AR-a (CGS-21680) u koncentracijama od 10-10 do 10-5 M. Vazodilatacija u odgovoru na 

CGS-21680 bila je značajno smanjena u štakora izloženih akutnoj hiperbaričnoj oksigenaciji 

(Ac-HBO2) u usporedbi s kontrolnom (CTRL) i intermitentno izloženom (In-HBO2) skupinom 

pri višim koncentracijama lijeka 10-6 do 10-5 M (p<0,05; označeno simbolima * i #). 
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Slika 5.2.1.2. Odgovor srednjih moždanih arterija na selektivni agonist A1 adenozinskog 

receptora (CGS-2168) primijenjen u postupnim koncentracijama od 10-10 do 10-5 M. Prikaz 

promjene dijametra žile kao srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na CTRL; 

#p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na In-HBO2 

 

5.2.2. Rezultati utvrđivanja vaskularne reaktivnosti u odgovoru srednje moždane arterije 

na protokom potaknutu dilataciju, acetilkolin, natrijev nitroprusid te primjenu agonista 

i antagonista adenozinskih A1 i A2A receptora 

 Na slici 5.2.2.1. prikazan je odgovor odnosno postotak vazodilatacije srednje moždane 

arterije na protokom potaknutu dilataciju (FID) pri različitom postupnom porastu gradijenta 

tlaka (Δ10–100 mmHg) u odnosu na početno stanje bez protoka (Δ0 mmHg), u kontrolnoj 

skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i intermitentnog (In-HBO2) izlaganja 

hiperbaričnoj oksigenaciji. U svim skupinama zabilježen je porast vazodilatacije s porastom 

gradijenta tlaka te su uočene značajne razlike između skupina. Vaskularni odgovor srednje 

moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju (FID) bio je značajno smanjen u skupini 

štakora izloženih akutnoj hiperbaričnoj oksigenaciji (A-HBO2), u odnosu na kontrolnu skupinu 

i u odnosu na skupinu izloženu intermitentnoj HBO2 (In-HBO2) (p<0,05; označeno sa * i #). 

Najizraženija razlika zabilježena je pri većim gradijentima tlaka od Δ80 i Δ100 mmHg.  
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Slika 5.2.2.1. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju bez primjene 

agonista i antagonista adenozinskih A1 i A2A receptora. Prikaz promjene dijametra žile kao 

srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na CTRL; #p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu 

na In-HBO2 

 

 Na slici 5.2.2.2. prikazan je vazodilatacijski odgovor srednjih moždanih arterija na 

primjenu acetilkolina (ACh, 10-6 M) u uvjetima bez protoka (pri 80 mmHg). U skupini štakora 

akutno izloženih hiperbaričnoj oksigenaciji (Ac-HBO2) zabilježen je statistički značajno 

smanjen postotak dilatacije u usporedbi s kontrolnom skupinom (CTRL) i skupinom s 

intermitentnom izloženošću (In-HBO2) (p<0,05, označeno sa * i #). Nasuprot tomu, odgovor 

na ACh u In-HBO2 skupini bio je usporediv s onim u kontrolnoj skupini, bez značajnih razlika.  
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Slika 5.2.2.2. Odgovor srednje moždane arterije na acetilkolin u koncentraciji od 10-6 M u 

uvjetima bez protoka (pri 80 mmHg). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 

Ac-HBO2 u odnosu na CTRL; #p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na In-HBO2 

 

 Na slici 5.2.2.3. prikazan je vazodilatacijski odgovor srednje moždane arterije na natrij-

nitroprusid (SNP) u koncentraciji 10-6 M, izravni donor dušikovog oksida za određivanje 

dilatacije neovisne o endotelu. Nisu uočene statistički značajne razlike u postotku dilatacije 

između skupina CTRL, Ac-HBO2 i In-HBO2. Sličan odgovor na SNP među svim skupinama 

ukazuje na očuvanu funkciju glatkih mišićnih stanica vaskularne stijenke tijekom pokusa, 

neovisno i o protokolu hiperbarične oksigenacije. 
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Slika 5.2.2.3. Odgovor srednje moždane arterije na natrij-nitroprusid (SNP) u koncentraciji od 

10-6 M u uvjetima bez protoka (pri 80 mmHg). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± 

SD.  

 

 Na slici 5.2.2.4. prikazana je promjena dilatacije srednje moždane arterije (MCA) 

štakora pri različitim gradijentima tlaka (10–100 mmHg) u kontrolnim uvjetima (CTRL) te 

nakon inkubacije sa selektivnim agonistima adenozinskih receptora, CCPA (A1 agonist) i CGS-

21680 (A2A agonist). U kontrolnoj skupini zabilježeno je blago povećanje dilatacije s porastom 

gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od približno 15–20 % pri 80–100 mmHg. Primjena 

CCPA nije značajno izmijenila krivulju odgovora u odnosu na kontrolu. Slično tomu, ni 

inkubacija s CGS-21680 nije dovela do statistički značajnih promjena dilatacijskog odgovora 

u odnosu na kontrolnu skupinu. 
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Slika 5.2.2.4. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu 

agonista adenozinskog A1 receptora (CCPA) u koncentraciji 10-6 M i agonista adenozinskog 

A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10-6 M kod kontrolne skupine štakora. Podaci su 

prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 

 

 Na slici 5.2.2.5. prikazan je dilatacijski odgovor srednje moždane arterije (MCA) 

štakora pri različitim gradijentima tlaka (10–100 mmHg) u kontrolnim uvjetima (CTRL) te 
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nakon inkubacije s antagonistima adenozinskih receptora, DPCPX (A1 antagonist) i SCH-

58261 (A2A antagonist). U kontrolnoj skupini dilatacija se postupno povećavala s porastom 

gradijenta tlaka, pri čemu je maksimalni odgovor iznosio približno 15–20 % pri 80–100 mmHg. 

Inhibicija A1 receptora DPCPX-om nije značajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na 

kontrolu. Također, blokada A2A receptora SCH-58261-om nije dovela do statistički značajnih 

promjena u odnosu na kontrolnu skupinu. 

-10

0

10

20

30

40

%
 d

il
a

ta
c

ij
e

CTRL, n = 7
CTRL+DPCPX, n = 7
CTRL+SCH-58261, n = 7

10 20 40 60 10080

gradijent tlaka (mmHg)
 

Slika 5.2.2.5. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu 

antagonista adenozinskog A1 receptora (DPCPX) u koncentraciji 10-6 M i antagonista 

adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10-6 M kod kontrolne skupine 

štakora. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 

 

 Na slici 5.2.2.6. prikazan je dilatacijski odgovor srednje moždane arterije (MCA) 

štakora nakon akutne izloženosti hiperbaričnoj oksigenaciji (Ac-HBO2) u kontrolnim uvjetima 

(CTRL) te nakon inkubacije s agonistima adenozinskih receptora, CCPA (A1 agonist) i CGS-

21680 (A2A agonist). U skupini Ac-HBO2 zabilježeno je postupno povećanje dilatacije s 

porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od približno 10–15 % pri 80–100 mmHg. 

Primjena CCPA nije značajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na skupinu Ac-HBO2. 

Slično tomu, ni inkubacija s CGS-21680 nije rezultirala statistički značajnim promjenama u 

odnosu na Ac-HBO2. 
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Slika 5.2.2.6. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu 

agonista adenozinskog A1 receptora (CCPA) u koncentraciji 10-6 M i agonista adenozinskog 

A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10-6 M kod akutne skupine štakora. Podaci su 

prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 

 

 Na slici 5.2.2.7. prikazan je dilatacijski odgovor srednje moždane arterije (MCA) 

štakora nakon akutne izloženosti hiperbaričnoj oksigenaciji (Ac-HBO2) u kontrolnim uvjetima 

(CTRL) te nakon inkubacije s antagonistima adenozinskih receptora, DPCPX (A1 antagonist) 

i SCH-58261 (A2A antagonist). U skupini Ac-HBO2 zabilježeno je postupno povećanje 

dilatacije s porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od približno 10–15 % pri 80–

100 mmHg. Primjena DPCPX nije značajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na 

skupinu Ac-HBO2. Slično tomu, ni inkubacija s SCH-58261 nije rezultirala statistički 

značajnim promjenama u odnosu na Ac-HBO2. 
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Slika 5.2.2.7. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu 

antagonista adenozinskog A1 receptora (DPCPX) u koncentraciji 10-6 M i antagonista 

adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10-6 M kod akutne skupine štakora. 

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 

 

 Na slici 5.2.2.8. prikazan je dilatacijski odgovor srednje moždane arterije (MCA) 

štakora nakon intermitentne izloženosti hiperbaričnoj oksigenaciji (In-HBO2) u kontrolnim 

uvjetima (CTRL) te nakon inkubacije s agonistima adenozinskih receptora, CCPA (A1 agonist) 

i CGS-21680 (A2A agonist). U skupini In-HBO2 zabilježeno je postupno povećanje dilatacije 

s porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od približno 20-25 % pri 80–100 

mmHg. Primjena CCPA nije značajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na skupinu 

CTRL. Primjena SCH-58261 rezultirala je statistički značajnim smanjenjem vazodilatacije pri 

gradijentovima tlaka od 60 do 100 mmHg u odnosu na CTRL. 
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Slika 5.2.2.8. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu 

agonista adenozinskog A1 receptora (CCPA) u koncentraciji 10-6 M i agonista adenozinskog 

A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10-6 M kod intermitentne skupine štakora. Podaci 

su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 In-HBO2 + CGS-21680 u odnosu na CTRL 

 

 Na slici 5.2.2.9. prikazan je dilatacijski odgovor srednje moždane arterije (MCA) 

štakora nakon intermitentne izloženosti hiperbaričnoj oksigenaciji (In-HBO2) u kontrolnim 

uvjetima (CTRL) te nakon inkubacije s antagonistima adenozinskih receptora, DPCPX (A1 

antagonist) i SCH-58261 (A2A antagonist). U skupini In-HBO2 zabilježeno je postupno 

povećanje dilatacije s porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od približno 20-

25 % pri 80–100 mmHg. Primjena DPCPX nije značajno izmijenila dilatacijski odgovor u 

odnosu na CTRL i Ac-HBO2 skupinu. Slično tomu, niti inkubacija s SCH-58261 nije rezultirala 

statistički značajnim promjenama u odnosu na CTRL i Ac-HBO2. 
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Slika 5.2.2.9. Odgovor srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu 

antagonista adenozinskog A1 receptora (DPCPX) u koncentraciji 10-6 M i antagonista 

adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10-6 M kod intermitentne skupine 

štakora. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 

 

5.2.3. Rezultati utvrđivanja vaskularne reaktivnosti u odgovoru srednje moždane arterije 

na hipoksijom potaknutu dilataciju te primjenu agonista i antagonista adenozinskih A1 i 

A2A receptora 

 Slika 5.2.3.1. prikazuje vaskularni odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom 

induciranu vazodilataciju u kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i 

intermitentnog (In-HBO2) izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji. Izloženost hipoksiji izazvala je 

dilataciju srednje moždane arterije u sve tri ispitivane skupine. Značajno smanjenje vaskularne 

reaktivnosti (vazodilatacije) srednje moždane arterije uočeno je kod SD štakora izloženih 

akutnoj hiperbaričnoj oksigenaciji (HBO2) u usporedbi s kontrolnom (CRTL) i intermitentnom 

(In-HBO2) skupinom (p<0,05, označeno sa * i #) tijekom hipoksičnih uvjeta, u odsutnosti 

modulatora adenozinskih A1 i A2A receptora, što ukazuje na oslabljeni hipoksični 

vazodilatacijski odgovor nakon akutnog HBO2 tretmana. Suprotno tomu, kod životinja koje su 

bile podvrgnute intermitentnoj (četverodnevnoj) hiperbaričnoj oksigenaciji (In-HBO2), 

odgovor na hipoksiju nije se značajno razlikovao od kontrolnih vrijednosti. 
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Slika 5.2.3.1. Odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju (HID) bez 

primjene agonista i antagonista adenozinskih A1 i A2A receptora. Podaci su prikazani kao 

srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu na CTRL; #p<0,05 Ac-HBO2 u odnosu 

na In-HBO2 

 

 Slika 5.2.3.2. prikazuje odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu 

dilataciju uz primjenu agonista adenozinskog A1 receptora (CCPA) u koncentraciji 10-6 M u 

kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i intermitentnog (In-HBO2) izlaganja 

hiperbaričnoj oksigenaciji. Nisu utvrđene značajne razlike u vazoreaktivnosti induciranoj 

hipoksijom nakon primjene agonista adenozinskog A1 receptora u štakora izloženih akutnoj ili 

intermitentnoj HBO2, u usporedbi s neizloženim kontrolnim životinjama.  
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Slika 5.2.3.2. Odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu 

agonista adenozinskog A1 receptora (CCPA) u koncentraciji 10-6 M. Podaci su prikazani kao 

srednje vrijednosti ± SD. 

 

 Slika 5.2.3.3. prikazuje odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu 

dilataciju uz primjenu antagonista adenozinskog A1 receptora (DPCPX) u koncentraciji 10-6 M 

u kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i intermitentnog (In-HBO2) 

izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji. Nisu utvrđene značajne razlike u vazoreaktivnosti 

induciranoj hipoksijom nakon primjene antagonista adenozinskog A1 receptora u štakora 

izloženih akutnoj ili intermitentnoj HBO2, u usporedbi s neizloženim kontrolnim životinjama.  
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Slika 5.2.3.3. Odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu 

antagonista adenozinskog A1 receptora (DPCPX) u koncentraciji 10-6 M. Podaci su prikazani 

kao srednje vrijednosti ± SD. 

 

 Slika 5.2.3.4. prikazuje odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu 

dilataciju uz primjenu agonista adenozinskog A2AR-a (CGS-21680) u koncentraciji 10-6 M u 

kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i intermitentnog (In-HBO2) izlaganja 

hiperbaričnoj oksigenaciji. Nisu zabilježene značajne promjene u odgovoru na hipoksiju 

tijekom primjene agonista adenozinskog A2AR-a u skupini izloženoj akutnoj HBO2 u odnosu 

na kontrolu. Međutim, u prisutnosti agonista A2AR-a, vazodilatacijski odgovor na hipoksiju 

bio je značajno izraženiji kod životinja izloženih intermitentnoj HBO2 u usporedbi s onima 

izloženima akutnoj HBO2. 
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Slika 5.2.3.4. Odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu 

agonista adenozinskog A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10-6 M. Podaci su prikazani 

kao srednje vrijednosti ± SD. *p<0,05 In-HBO2 + CGS-21680 u odnosu na Ac- HBO2 + CGS-

21680. 

 

 Slika 5.2.3.5. prikazuje odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu 

dilataciju uz primjenu antagonista adenozinskog A2AR-a (SCH-58261) u koncentraciji 10-6 M 

u kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i intermitentnog (In-HBO2) 

izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji. Nisu utvrđene značajne razlike u vazoreaktivnosti 

induciranoj hipoksijom nakon primjene antagonista adenozinskog A2AR-a u štakora izloženih 

akutnoj ili intermitentnoj HBO2, u usporedbi s neizloženim kontrolnim životinjama.  
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Slika 5.2.3.5. Odgovor srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu 

antagonista adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10-6 M. Podaci su 

prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 
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5.3. Rezultati molekularnih metoda istraživanja 

5.3.1. Rezultati genskog izražaja adenozinskih A1 i A2A receptora 

 Rezultati analize relativnog izražaja gena adenozinskih A1 receptora prikazana je na 

slici 5.3.1.1. Uočeno je statistički značajno povećanje izražaja gena adenozinskih A1 receptora 

u skupini štakora izloženih intermitentnoj hiperbaričnoj oksigenaciji (In-HBO2) u usporedbi s 

kontrolnom skupinom (CTRL) (p < 0,05). S druge strane, nije zabilježena značajna razlika u 

izražaju gena adenozinskih A1 receptora između skupina Ac-HBO2 i In-HBO2. 
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Slika 5.3.1.1. Relativni genski izražaj adenozinskih A1 receptora u perfiernim moždanim 

arterijama. Rezultati su prikazani kao srednji relativni izražaj mRNA normalizirane na izražaj 

referentnog (housekeeping) gena HPRT1. Statistički značajne razlike utvrđene su za vrijednosti 

p < 0,05. *p <0,05 In-HBO2 u odnosu na CTRL. 

 

 Relativni genski izražaj adenzinskih A2AR-a prikazana je na slici 5.3.1.2. Skupina In-

HBO2 pokazala je značajno povećanje izražaja gena adenozinskih A2AR-a u usporedbi s obje 

druge skupine – kontrolnom (CTRL) i Ac-HBO2 (p < 0,05). Nije uočena statistički značajna 

razlika u izražaju A2AR gena između skupina CTRL i Ac-HBO2. 
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Slika 5.3.1.2. Relativni genski izražaj adenozinskih A2AR-a u perfiernim moždanim arterijama. 

Rezultati su prikazani kao srednji relativni izražaj mRNA normalizirane na izražaj referentnog 

(housekeeping) gena HPRT1. Statistički značajne razlike utvrđene su za vrijednosti p < 0,05. 

*p <0,05 In-HBO2 u odnosu na CTRL i Ac-HBO2. 

 

5.3.2. Rezultati proteinskog izražaja adenozinskih A1 i A2A receptora 

 Proteinski izražaj adeozinskih A1 receptora bio je značajno smanjen u skupini životinja 

akutno izloženih hiperbaričnoj oksigenaciji (Ac-HBO2) u odnosu na skupinu s intermitentnom 

izloženošću (In-HBO2). S druge strane, u skupini In-HBO2 razine proteina adeonozinskih A1 

receptora bile su usporedive s onima u kontrolnoj skupini, bez statistički značajnih razlika. 

Rezultati su prikazani na slici 5.3.2.1.a. Proteinski izražaj adeozinskih A2AR-a bila je značajno 

smanjena u skupini životinja akutno izloženih hiperbaričnoj oksigenaciji (Ac-HBO2) u odnosu 

na kontrolnu skupinu (CTRL). U intermitentnoj skupini (In-HBO2) razine proteina 

adeonozinskih A2AR-a bile su usporedive s onima u kontrolnoj skupini, bez statistički 

značajnih razlika. Rezultati su prikazani na slici 5.3.2.1.b. 
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Slika 5.3.2.1. Relativni izražaj proteina i reprezentativni prikaz (blot) a) adenozinskih A1 i b) 

A2A receptora u perifernim moždanim arterijama određen metodom Western blot. Slika je 

snimljena pomoću Bio-Rad ChemiDoc sustava i analizirana u programu ImageJ. Rezultati su 

prikazani kao srednje vrijednosti relativnog izražaj proteina, normalizirane na izražaj β-aktina. 

Statistički značajne razlike utvrđene su za vrijednosti p < 0,05. Slika a)  #p<0,05 Ac-HBO2 u 

odnosu na In-HBO2; Slika b) *#p <0,05 Ac-HBO2 u odnosu na CTRL i In-HBO2. 

 

 Ukratko, dobiveni rezultati ukazuju da štakori koji su bili izloženi akutnoj hiperbaričnoj 

oksigenaciji imaju narušene vaskularne odgovore na agoniste adenozinskog A1 receptora 
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(A1R) i adenozinskog A2A receptora (A2AR). U obje skupine, Ac-HBO₂ i In-HBO₂, 

modulacija A1R nije značajno utjecala na protokom potaknutu dilataciju (FID) niti na 

hipoksijom potaknutu dilataciju (HID). Stimulacija A2AR smanjila je FID u In-HBO₂ skupini, 

dok antagonizam A2AR nije značajno utjecao na HID. Međutim, prisutnost A2AR agonista 

pojačala je HID kod štakora izloženih In-HBO₂. Izražaj proteina A1R-a i A2AR-a bio je 

smanjena nakon Ac-HBO₂, dok je genski izražaj bio povećan nakon In-HBO₂. Ovi nalazi 

upućuju na to da AR imaju ulogu u HBO₂-induciranoj vazoreaktivnosti, koja se vjerojatno 

mijenja u srednjim moždanim arterijama (MCA), potencijalno putem modulacije genskog i 

proteinskog izražaja  AR. Rezultati su sažeto slikovno prikazani na slici 5.3.2.2. 

 

Slika 5.3.2.2. Slikoviti sažetak značajnih rezultata istraživanja.  

(Izvor: autor rada) 
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6. RASPRAVA 

 Kada se govori o razlikama između akutne (Ac-HBO2) i intermitentne (In-HBO2) 

izloženosti zdravih životinja visokim koncentracijama kisika, hiperbarična oksigenoterapija 

(HBO2) ima učinke na strukturu i funkciju krvnih žila koji do sada nisu dovoljno 

eksperimentalno istraženi, posebice na molekularnoj razini (217). S obzirom na to da 

adenozinski A1R i adenozinski A2AR imaju važnu ulogu u modulaciji vaskularnog tonusa i 

prilagodbi moždane cirkulacije na promjene oksigenacijskog statusa, zanimljivo je istražiti 

kako dva ekstremna stanja promjene parcijalnog tlaka kisika, a to su hiperoksija i hipoksija, 

utječu na adenozinergičku signalizaciju. Cilj istraživanja bio je rasvijetliti utjecaj različitih 

protokola HBO2 na vaskularnu reaktivnost MCA u odgovoru na FID i HID sa i bez aktivacije 

A1R i A2AR. Dobiveni rezultati pokazuju da različita izloženost HBO2 modificira 

vazokonstriktorne i vazodilatacijske odgovore posredovane adenozinskim receptorima, uz 

promjene u njihovom genskom i proteinskom izražaju. Uočeno je smanjenje A1R-posredovane 

vazokonstrikcije i A2A-posredovane vazodilatacije bez fiziološkog podražaja FID-a i HID-a te 

smanjenje odgovora na FID i HID bez prisutnosti adenozinskih agonista i antagonista nakon 

akutne izloženosti HBO2, dok intermitentna HBO2 pokazuje različite obrasce reaktivnosti, 

uključujući smanjenje vaskularnog odgovora na A2A stimulaciju tijekom FID-a, ali povećanje 

vaskularnog odgovora tijekom HID-a. Ove promjene prate i diferencijalne prilagodbe na razini 

izražaja gena i proteina samih receptora, pri čemu je Ac-HBO2 smanjila proteinski izražaj oba 

receptora, dok je In-HBO2 povećala njihov genski izražaj, što ukazuje na kompleksnu 

regulaciju adenozinergičkog sustava pod uvjetima hiperoksije. Razumijevanje ovih 

mehanizama ključno je za optimizaciju terapijske primjene HBO2, osobito u neurološkim i 

cerebrovaskularnim poremećajima gdje je regulacija moždane perfuzije presudna. U nastavku 

će se detaljno analizirati dobiveni rezultati istraživanja u kontekstu prethodnih istraživanja, s 

naglaskom na potencijalne molekularne i funkcionalne mehanizme koji stoje u osnovi ovih 

promjena. 

 

Vaskularna reaktivnost srednje moždane arterije nakon izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji 

u odgovoru na FID i HID bez prisutnosti agonista i antagonista adenozinskih A1 i A2A 

receptora 

 Dilatacija inducirana protokom i dilatacija inducirana hipoksijom važni su regulatori 

protoka krvi i perfuzije tkiva, a vaskularni oksidativni stres može značajno promijeniti 
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vaskularni odgovor srednje moždane arterije na ove podražaje (90, 218). Rezultati ovog 

istraživanja u skladu su s prethodnim opažanjima da akutna izloženost HBO2 oštećuje 

vaskularni odgovor na FID i HID (156). S obzirom na to da FID u velikoj mjeri ovisi o NO, 

dok HID u manjoj mjeri, narušen vaskularni odgovor posljedica je induciranja sinteze 

reaktivnih kisikovih spojeva, posebice formiranja peroksinitrita (ONOO –) koji inaktiviraju NO 

i smanjuju njegovu bioraspoloživost, što posljednično narušava vazodilataciju posredovanu 

dušikovim oksidom (156, 217, 219). Epicentar povećane proizvodnje ROS-a su mitohondriji, a 

rizik od oksidativnog stresa može negativno utjecati na dobrobiti HBO2 (220). Kratkotrajna 

primjena HBO2  ima štetne učinke i na aktivnost mitohondrija i na proizvodnju ROS, a tek veći 

broj uzastopnih tretmana poboljšava aktivnost mitohondrija i dovodi do smanjenja razine ROS-

a pojačavajući antioksidativne obrambene mehanizme kao dio zaštitnog odgovora stanice kako 

bi smanjile proizvodnju ROS-a (157). ROS mogu aktivirati RhoA/ROCK, PKC i druge kinaze 

u VSMCs što rezultira narušenom vazodilatacijom ili pojačanom vazokonstrikcijom te mogu 

pokrenuti upalne reakcije induciranjem NF- κB i sintezom citokina (IL-6, TNF-α) što dovodi 

do povećanog izražaja endotelnih adhezijskih molekula i pro-kontraktivnih prostanoida što 

utječe na modulaciju vaskularnog odgovora (74). Nadalje, Ac-HBO2 može dovesti do 

oksidativne modifikacije BK kanala u VSMCs i smanjenja njihove osjetljivosti na Ca2+ i 

metaboličke signale što narušava hiperpolarizaciju i dilataciju (221) te povećati sintezu 

potentnog vazokonstriktora ET-1 (222). Jedan od važnih razloga je promjena metabolizma 

arahidonske kiseline i povećanje prvenstveno 20-HETE i TXA2 te smanjenje EET-e i PGI2, što 

narušava ravnotežu dilatacijskih i konstriktivnih signala (223, 224). S druge strane, 

intermitetntna izloženost može biti korisna za vaskularnu relaksaciju (156, 210, 225-227). 

Unatoč očekivanjima da bi In-HBO2 mogla poboljšati endotelnu funkciju, intermitentno 

izlaganje HBO2 tijekom četiri dana nije dovelo do povećanja FID i HID odgovora MCA u 

odnosu na kontrolnu skupinu. Razlozi bi se mogli objasniti adaptacijskim i homeostatskim 

mehanizmima vaskularnog sustava. Zdrave krvne žile SD štakora već su imale urednu 

endotelnu funkciju, a FID je dominantno posredovan putem NO čija je koncentracija blizu 

fiziološkog maksimuma tzv. stropni efekt (engl. ceiling effect) pa kratkotrajni protokol ne 

uzrokuje značajno dodatno poboljšanje sinteze NO i dodatnu značajnu dilataciju, osim kod 

disfukcionalnog endotela (228, 229). Nadalje, molekularne adaptacije koje uključuju povećanje 

izražaja eNOS-a, povećane osjetljivosti ATP-osjetljivih kalijevih kanala (K-ATP kanali), 

antioksidativnih enzima i proangiogenih faktora obično zahtijevaju dulji period izlaganja (228-

230). Ujedno, In-HBO2 može modulirati konstriktivne (npr. 20-HETE, ET-1) i dilatacijske (npr. 

EET, prostanoidi) signale putem promjena u izražaju enzima i proteina, što utječe na vaskularnu 
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funkciju (231, 232). Mihaljević i sur. pokazali su da su štakori izloženi HBO2 tijekom 4 dana 

(4D-HBO2) u aorti potpuno obnovili endotelnu funkciju u odnosu na oštećenu endotelnu 

funkciju kod akutne HBO2, koja je smanjila vaskularni odgovor. Ovakva restauracija funkcije 

povezana je s povećanjem izražaja antioksidativnih enzima (SOD1, superoksid dismutaza 3 

(SOD3), katalaza, glutation peroksidaza (GPx)) i modulacijom nikotinamid adenin dinukleotid 

fosfat oksidaze (NADPH-oksidaza) (156). Ovo istraživanje pokazuje obnavljanje vaskularne 

funkcije kod četverodnevnog izlaganja HBO2 privremeno narušeno akutnom HBO2, ali ne 

trajno poboljšanje vaskularne funkcije u odnosu na kontrolnu skupinu. Mnogi klinički i 

eksperimentalni radovi koji prijavljuju trajne koristi na vasklarnu funkciju  koriste više od 10 

tretmana HBO2 (228, 233, 234). Dakle, kraći protokoli mogu dati neutralan ishod na markere 

funkcije endotela, jer oksidativne adaptacije i reprogramiranja endotelnih signalnih puteva 

mogu dovesti do fiziološke normalizacije nalik kontrolnoj skupini, što i jest potvrđeno ovim 

istraživanjem. Kad je riječ o HID-u koji se temelji prvenstveno na aktivaciji A2aR receptora i 

K-ATP kanala te u manjoj mjeri NO i EDHF putevima, osim već navedenog mogućeg 

neodgovarajućeg vremenskog okvira za adaptaciju na oksidativni stres i oštećenja signalnog 

puta posredovanog NO, postoji mogućnost da funkcionalna razina A2AR-a još uvijek nije 

dovoljnja da poboljša vaskularni odgovor na HID, što je i potvrđeno ovim istraživanjem kad 

govorimo o proteinskom i genskom izražaju adenozinskih receptora. Nadalje, poznato je da 

oksidativna modifikacija K-Ca kanala i PKC u glatkom mišiću može trajati dulje čak i nakon 

smanjenja razine ROS-a, što za posljedicu ima smanjenu osjetljivost signalnog puta 

posredovanog A2A receptorima (74). Protokol In-HBO2 u ovom radu koristi ograničen broj 

sesija, no i s tim brojem ponovljenih izlaganja uočene su promjene u vaskularnoj reaktivnosti 

što ukazuje da hiperbarična oksigenacija poboljšava endotelnu funkciju te uzrokuje promjene 

u izražaju proteina i gena adenozinskih receptora koji reguliraju vaskularnu kontraktilnost. 

 

Adenozinski A1 receptori u vaskularnoj reaktivnost srednje moždane arterije nakon 

izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji  

 Rezultati ispitivanjem krivulje stupnjevitog odnosa doza i učinka agonista A1R ukazuju 

da HBO2 doprinosi modifikaciji vaskularnog odgovora na direktnu promjenu A1 agnoista. Ac-

HBO2 značajno narušava vazokonstriktorni odgovor na direktnu primjenu čak i male doze (10-

10 M) A1 agonista, dok nije bilo značajne razlike u vaskularnom odgovoru između CTRL i In-

HBO2. Poznatno je da ROS mogu oksidirati tiolne skupine na samom A1R ili njegovom Gi 
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proteinu čime se narušava konformacijska aktivacija receptora i prijenos signala na adenilat 

ciklazu čime se narušava fiziološki kontraktilni odgovor posredovan A1R (235). Unutar 

nekoliko sati izlagnja akutnoj HBO2 može nastupiti i sama desenzitizacija A1R jer akutni 

oksidativni stres aktivira PKC i GRK2 receptore koji fosforiliraju A1R (109). Nadalje, ovo 

istraživanje provedeno za potrebe doktorskog rada je prva studija koja potvrđuje 

vazokonstrikciju aktivacijom A1R u MCA SD štakora jer se uloga A1R u regulaciji tonusa 

krvnih žila razlikuje među krvnim žilama (236). Na primjer, Bryan i suradnici pokazali su da 

A1R i A2AR djeluju sinergistički i podjednako doprinose adenozinom induciranoj 

vazodilataciji u skeletnim mišićima SD štakora (237). Nadalje, bilo je od interesa ispitati kako 

dodatna stimulacija A1R modificira vaskularnu reaktivnost u odgovoru na FID i HID koja se 

mijenja izloženošću različitim HBO2 protokolima. Primjena agonista i antagonista A1R u FID-

u i HID-u nije rezultirala značajnom razlikom u vaskularnoj reaktivnosti u Ac-HBO2 i In-HBO2 

skupinama u usporedbi s kontrolnom skupinom (CTRL). S obzirom na to da oksidativni stres 

nastao izlaganjem HBO2 može oštetiti Gi signalizaciju, adenilat ciklazu ili ciljne receptorske 

kanale, postoji mogućnost postreceptorskog smanjenog očekivanog efekta agonista ili 

antagonista A1R. Također, dokazano je da uloga A1R na moždanim arterijama ima dvojaku 

ulogu, a to je izravna vazonkonstrikcija preko aktivacije A1R u VSMCs, dok preko endotela 

djelomično aktivira eNOS što rezultira paradoksalnim smanjenjem kontrakcije s ciljem fine 

modulacije tonusa (109). Oksidativna inaktivacija endotelnog puta i postreceptorsko oštećenje 

signalnog puta mogu objasniti minimalne razlike kod akutnih, ali i kod intermitetnih skupina u 

odnosu na CTRL jer receptorski signal A1 receptora može biti i nakon nekoliko dana izlaganja 

HBO2 neadekvatan. Također, ravnoteža između različitih endotelnih vazokonstriktora ili 

vazodilatatora mogla bi narušiti ili maskirati učinak posredovan A1R tijekom različitih 

protokola HBO2. ROS povećavaju sintezu snažnih vazokonstriktora ET-1, 20-HETE i TXA2 

koji značajno povećavaju kontraktilni tonus VSMCs i dodatna aktivacija ili inhibicija A1R u 

VSMCs može imati minimalan učinak jer je maksimalan fiziološki efekt postignut što se naziva 

efekt stropa ili učinak zasićenja (engl. ceiling/floor effect) (239-241). Ngai i sur. pokazali su da 

inhibicija A1R nije utjecala na dilataciju induciranu adenozinom (242), dok studija na 

bubrežnim arkuatnim arterijama nije uočila vazokontriktorni odgovor aktivacijom A1R (243), 

što ukazuje na potrebu daljnjih istraživanja o ulozi A1R u regulaciji vaskularne funkcije u 

različitim vrstama krvnih žila, budući da različite žile mogu različito reagirati na agonizam ili 

antagonizam ovih receptora. Također, adenozin oslobođen tijekom hipoksije uzrokuje 

cerebralnu vazodilataciju djelujući na A2AR-e, dok A1R-i imaju minimalnu funkcionalnu 

ulogu u hipoksičnim uvjetima (244) što potencijalno može objasniti izostanak očekivanog 
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odgovora kod HID-a. U glatkim mišićima aorte miša, stimulacija A1R povezana je s 

proizvodnjom 20-HETE i aktivacijom PKC, što inhibira aktivnost BK kanala, što rezultira 

vazokonstrikcijom (245). S obzirom na to da ROS također nastaju aktivacijom adenozinskih 

receptora (246) i da ROS igraju ulogu u modulaciji aktivnosti BK kanala (247, 248), možemo 

nagađati da Ac-HBO2 pa čak i četverodnevna In-HBO2 moduliraju vaskularni odgovor putem 

BK kanala na stimulaciju A1R, ali potrebna su daljnja istraživanja kako bi se testirala ova 

hipoteza. Dakle, ovi rezultati mogu upućivati da uloga A1R u vaskularnoj reaktivnosti može 

biti neutralizirana ili zamaskirana istovremenim promjenama u tzv. nizvodnoj (engl. 

downstream) signalizaciji, oksidativnom okruženju, eikozanoidnoj ravnoteži ili mogućim 

eksperimentalnim limitacijama (npr. problemi s penetracijom lijeka u tkivo, slaba ili odsutna 

direktna stimulacija A1R na glatkom mišiću). Posebnu pozornost potrebno je usmjeriti na 

ekspresiju, membransku lokalizaciju i funkcionalnu aktivnost A1R, kao i na učinkovitost Gi-

proteinski posredovanih signalnih puteva koji sudjeluju u prijenosu signala od receptora do 

efektorskih sustava glatkih mišića. Nadalje, važno je procijeniti ulogu oksidativnog stresa u 

modulaciji adenozinske signalizacije, uključujući određivanje razine reaktivnih kisikovih vrsta, 

markera oksidativne modifikacije proteina i antioksidativne obrane. U tom kontekstu potrebno 

je dodatno istražiti i funkcionalni status endotela, osobito biodostupnost dušikovog oksida, 

aktivnost enzima sGC te potencijalne promjene u ravnoteži između vazodilatatornih i 

vazokonstriktornih eikozanoida (TXA2, PGI2, 20-HETE, EETs). Takav integrirani pristup 

omogućio bi preciznije određivanje razine na kojoj dolazi do poremećaja A1R-posredovanog 

odgovora te bolju interpretaciju vremenske dinamike i mehanizama oporavka vaskularne 

funkcije nakon različitih protokola hiperbarične oksigenacije. 

 

Adenozinski A2A receptori u vaskularnoj reaktivnost srednje moždane arterije nakon 

izlaganja hiperbaričnoj oksigenaciji 

 Poznato je da je vazodilatacijski odgovor moždanih arterija sigurno posredovan A2AR-

om, dok pri višim koncentracijama adenozina (>1 μM) A2BR također može doprinijeti (242). 

Aktivacija A2A receptora potiče sintezu NO i PGI2 putem Gs protein vezanog mehanizma koji 

uključuje porast intracelularnog cAMP-a i aktivaciju PKA, čime se ostvaruje vazodilatacijski 

učinak (249, 250). Povećana produkcija NO i PGI2 dodatno može inhibirati sintezu 

vazokonstriktora poput ET-1, 20-HETE i tromboksana A2, čime se vaskularni tonus pomiče 

prema dilataciji (251, 252). U uvjetima oksidativnog stresa ili hiperoksije, ovaj balans može 
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biti narušen smanjenjem biodostupnosti NO-a i promjenom aktivnosti enzima uključenih u 

sintezu eikozanoida, što može rezultirati slabljenjem A2A posredovanog vazodilatacijskog 

odgovora (235, 253, 254). Također, dokazano je da smanjenje bioraspoloživosti NO je izravno 

povezano s povećanjem učinaka 20HETE (255) što objašnjava kako gubitak NO može osnažiti 

vazokonstrikciju posredovanu ovim vazokonstriktornim eikozanoidom. Stimulacija A2AR-a 

agonistom u ovoj studiji rezultirala je značajnim smanjenjem vazodilatacije pri ispitivanju 

krivulje stupnjevitog odnosa doza i učinka pri višim dozama (10-6 i 10-5 M) u Ac-HBO2. S 

obzirom na to da stimulacija A2AR rezultira glatko-mišićnom i endotelno-ovisnom 

vazodilatacijom, povećano stvaranje ROS-a tijekom Ac-HBO2, aktivacija prooksidativnih 

enzima, oksidativna disfunkcija endotela i smanjena biodostupnost NO te oksidativna 

difunkcija receptora i receptorskih signalnih puteva mogli bi biti kombinirani potencijalni 

razlozi narušene vazorekativnosti. Poznato je da ROS oksidiraju tiolne skupine A2AR i α-

podjedinicu Gs-proteina, čime se smanjuje njihova sposobnost aktivacije adenilat-ciklaze te se 

smanjuje cAMP i PKA aktivnost što rezultira oslabljenom dilatacijom (235, 256). Premda 

postoje dokazi da oksidativni stres mijenja funkciju i signalizaciju A2A receptora (257), dosad 

nije dokumentiran eksperimentalan dokaz da ROS uzrokuje njihovu internalizaciju. Uzimajući 

u obzir smanjenu funkcionalnu disponibilnost A2AR nakon akutne HBO2, potrebno je provesti 

dodatne eksperimenate koji bi direktno ispitali receptornu internalizaciju (npr. markiranje 

receptora, kolokalizacija s endosomskim markerima, inhibitor endocitoze) u uvjetima 

povišenog ROS.  S obzirom na to da ROS reagiraju s NO i stvaraju NOOO- koji direktno 

inaktivira sGC u glatkim mišićima, oksidira koenzim tetrahidrobiopterin (BH4) pri čemu eNOS 

ne može pravilno prenositi elektrone i sintetizirati NO, već dolazi do povećane sinteze ROS-a 

što rezultira smanjenom proizvodnjom NO (257), a on važan u posredovanju vazodilatacijsog 

odgovora aktivacijom A2AR, može se potencijalno pretpostaviti dodatni razlog narušenog 

vazodilatacijskog odgovora MCA nakon akutnog izlaganja HBO2. Nadalje, iako su studije 

pokazale da hiperoksija može potaknuti sintezu vazokonstriktornog 20-HETE (npr. inhibitor 

sinteze 20-HETE smanjuje hiperoksijsku konstrikciju) (259, 260) i da hiperoksija povećava 

ekspresiju COX-2 u određenim modelima (261, 262), još uvijek nedostaje potpuni 

eksperimentalni dokaz za simultani pomak ravnoteže eikozanoida (npr. porast TXA₂ i PGI₂ te 

smanjenje EETs) u cerebralnim arterijama nakon akutne HBO2 te kako taj pomak utječe na 

odgovor putem A2A receptora, ali postoji pretpostavka da povećan omjer vazokonstriktora u 

odnosu na vazodilatatore može maskirati ili antagonizirati stimulacijski odgovor posredovan 

A2AR (260, 263).  
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 Različiti vazoaktivni metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini, EET, 20-HETE), 

koje stvaraju različiti CYP450 enzimi, značajno moduliraju vaskularnu funkciju te se 

međusobno preklapaju s adenozinergičkim signalnim putem, osobito onim posredovanim 

adenozin-epoksigenaznim sustavom (96, 178, 264, 265). Poznato je da je u uvjetima Ac-HBO2 

oštećena endotelno posredovana vazorelaksacija tijekom odgovora na FID i hipoksiju,  

posredovana povećanom sintezom 20-HETE (96). Ovaj eikozanoid može pridonijeti endotelnoj 

disfunkciji smanjenjem oslobađanja NO i povećanjem proizvodnje superoksida, čime dodatno 

narušava sintezu izmežu vazodilatacijskih i vazokonstriktornih medijatora (133). Uz to, 20-

HETE, NO, KCa kanali, istezanjem aktivirani kationski kanali (engl. Stretch-activated channels 

(SAK)) i ROS igraju važnu ulogu u modulaciji vazomotornog tonusa kao odgovor na promjene 

tlaka i protoka, pri čemu je 20-HETE glavni medijator konstrikcije inducirane protokom u MCA 

(266). ROS, posebno oni koji nastaju aktivacijom enzima CYP450 4A, dodatno smanjuju 

biodostupnost NO-a, što rezultira pojačanom sintezom 20-HETE i daljnjom vazokonstrikcijom 

tijekom FID-a u MCA štakora (266). S obzirom na to da je prethodno pokazano da akutni HBO2 

smanjuje adenozinergički put posredovan A2AR-om (4), rezultati ovog istraživanja nisu 

pokazali značajne promjene vaskularne reaktivnosti nakon A2A stimulacije tijekom FID-a i 

hipoksije mogli bi se objasniti takvim poremećajem u oksidativno-eikozanoidnoj ravnoteži. 

 Intermitentna izloženost HBO2 smanjuje izražaj endopeptidaze CD26, koja igra ključnu 

ulogu u razgradnji vazokonstriktornih i antioksidativnih peptida, što predstavlja adaptivni 

odgovor na visoke razine kisika povećanjem vaskularnog tonusa i povećanjem antioksidativnih 

enzima (4, 176, 267). U ovom istraživanju zabilježen je smanjeni vazodilatacijski odgovor na 

stimulaciju agonistom A2AR-a CGS-21680 kao odgovor na FID kada je intravaskularna razlika 

tlaka povećana na 80 i 100 mmHg. Poznato je da povećanje intraluminalnog tlaka i 

intraluminalnog protoka (Δ protoka) dovodi do protokom stimulirane dilatacije, a pri višim 

tlakovima, protokom stimulirane konstrikcije ljudske i štakorske MCA kao dijela autoregulacije 

cerebralnog protoka krvi (268, 269). Ovaj dvofazni odgovor MCA također je uočen u ovoj 

studiji u prisutnosti agonista A2AR  i FID-a, što ukazuje da interakcija mehaničkog istezanja 

stijenke, metaboličkih čimbenika (npr. adenozin) i kemijskih signala (npr. pCO2, pH i pO2) 

može modulirati učinkovitost A2A posredovane vazodilatacije (270, 271). Dodatno, nekoliko 

studija potvrdilo je da se ne samo velike arterije poput MCA, već i manje bočne grane MCA 

(promjera oko 50 mikrometara) sužavaju pri povećanju tlaka i protoka (266, 267, 268, 272), što 

naglašava važnost mikrocirkulacije u autoregulaciji cerebralnog protoka (273). Također, 

potvrđeno je da porastom luminalnog protoka u ljudskim i štakorskim cerebralnim arterijama 
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izazvana vazokonstrikcija u sklopu autoregulacije je posredovana 20HETE i TP receptorima 

(269), što upućuje da protok-inducirani kontrakcijski mehanizmi mogu maskirati ili nadjačati 

klasične vazodilatacijske puteve, uključujući adenozinergički A2A receptorski odgovor, 

osobito u uvjetima oksidativnog stresa i promijenjene eikozanoidne ravnoteže. Nadalje, 

Bruzzese i suradnici potvrdili su da intermitentna izloženosti HBO2 može smanjiti funkcionalnu 

dostupnost A2A receptora što je povezano s nižom cAMP signalizacijom, što znači da agonisti 

A2A receptora imaju slabiji vazodilatacijski učinak nakon duže izloženosti HBO2. Isti autori 

ukazuju da oksidativni stres i promjena u ekspresiji CD26 mogu modulirati adenozinergički put 

i odgovore vaskularnih i živčanih stanica (4). Sing i suradnici potvrđuju da dugotrajniji ili 

ponovljeni stres (intermitetna hiperoksija ili hipoksija) mogu modulirati odgovor A2AR na 

način da pojačaju bazalnu akitvnost receptora u sklopu adaptacije, čineći agoniste manje 

učinkovitima ili čak povećavati staničnu štetu aktivacijom PKC-K-ATP puta koji u uvjetima 

povećanog oksidativnog stresa ima suprotan efekt jer PKC aktivira ROS proizvodnju, što 

dovodi do disfunkcionalne hiperpolarizacije čime se smanjuje ukupni vazodilatacijski efekt 

A2A agonista (274). Stoga, postoje preliminarni podaci koji mogu upućivati da dugotrajnija 

izloženost HBO2 može utjecati na A2AR, ali potrebna su dodatna istraživanja kako bi se ti 

učinci preciznije karakterizirali i kvantificirali.  

 Rezultati ovoga istraživanja upućuju da In-HBO2 poboljšava vaskularni odgovor na 

HID (u usporedbi sa štakorima izloženim Ac-HBO2) aktivacijom adenozinskih A2AR-ova, 

suprotno učincima na FID. Tijekom hipoksije i metaboličkog stresa razina ekstracelularnog 

adenozina značajno raste zbog povećane aktivnosti ektopičnih nukleotidaza (CD39 i CD73), 

smanjenog unosa adenozina u stanice, povećane degradacije ATP-a iz endotela i smanjene 

razgradnje adenozina inhibicijom adenozin deaminaze čime izravno pojačava adenozinergički 

tonus i funkcionalnost adenozinskih receptora (109, 141, 207, 275), pri čemu A2AR igraju 

glavnu zaštitnu i vazodilatacijsku ulogu te djeluju kao važni metabolički senzori hipoksije koji 

posljedično pojačavaju endotelnu proizvodnju NO-a (276, 277), inhibiraju CYP4A i COX-2 

aktivnost, povećavaju sintezu EET-e i PGI2 (250) te smanjuju sintezu 20HETE (255, 278) i 

TXA2 (251), inhibiraju upalu i adheziju leukocita i koordiniraju s HIF-1α signalizacijom jer 

cAMP/PKA put može stabilizirati HIF-1α  i tako pojačati ekspresiju zaštitnih gena (279, 280), 

što očigledno A2AR čini važnim modulatorima homeostaze tijekom hipoksijskog stresa. 

Prethodno je dokazano da je povećani vazodilatacijski odgovor na hipoksiju kod štakora 

izloženih intermitentnom HBO2 povezan s aktivacijom COX-a, s posljedičnom sintezom 

prvenstveno PGI2 i aktivacijom CYP450 epoksigenaza i stvaranjem EET-a (96). Povećani 
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omjer vazodilatatora (prvenstveno EET i PGI2) u usporedbi s vazokonstriktorima (prvenstveno 

20HETE) tijekom intermitentnog izlaganja HBO2, može predstavljati temeljni mehanizam 

pojačane vazorelaksacije tijekom hipoksije (96). U izoliranim lučnim arterijama SD štakora, 

dilatacija pri tlaku od 80 mmHg bila je posredovana aktivacijom A2AR i povećanim 

oslobađanjem EET-a (178, 264). EET-i djeluju kao sekundarni glasnici koji putem aktivacije 

Gsα proteina rezultiraju otvaranjem Ca2+-aktiviranih K+ kanala u preglomerularnim 

mikrožilama (178). Jedan od mehanizama cerebralne vazodilatacije predložen je putem 

stimulacije adenozinskih receptorskih podtipova A2A i A2B, čija aktivacija adenozinom 

inducira stvaranje O2
- iz NADPH oksidaze i mitohondrijskih izvora te stvaranje njegovog 

produkta dismutacije H2O2, kao što je pokazano u izoliranim mišićnim stanicama moždanih 

arterija (281). Generiranje oksidansa može ojačati funkcionalne učinke ovih adenozinskih 

receptorskih podtipova integrirajući se s drugim oslobođenim faktorima, kao što su NO, PGI2 i 

EET-i ili EDHF (43). Pretpostavljamo da tijekom hipoksičnih uvjeta dolazi do povećane 

proizvodnje spomenutih vazodilatacijskih faktora i značajno boljeg vaskularnog odgovora na 

HID aktiviranjem A2AR kod SD štakora izloženih In-HBO2. To je u skladu sa studijama na 

izoliranim ljudskim i štakorskim perifernim i cerebralnim arterijama koje pokazuju da se 

cerebralne arterije značajno dilatiraju u hipoksičnim uvjetima unatoč postojanju cerebralne 

autoregulacije, što implicira da metabolički signali mogu nadjačati autoregulacijsko suženje 

izazvano protokom (282-284). Dakle, hipoksija je jedan od najmoćnijih kemijskih induktora 

vazodilatacije, izražaja gena, metaboličkih promjena i regenerativnih procesa (285). Nadalje, 

intermitentna izloženost HBO2 inducira nekoliko hipoksičnih staničnih mehanizama jer se 

fluktuacije u koncentraciji slobodnog kisika između serija HBO2, a ne apsolutne razina kisika, 

mogu protumačiti na staničnoj razini kao nedostatak kisika, što se naziva hiperoksično-

hipoksični paradoks (HHP) (285) ili intermitentna pseudohipoksija (156). Upravo HHP ima 

najdominantniji učinak na stabilizaciju HIF-1α i aktivaciju hipoksijom induciranih gena (285). 

Ovaj lažni signal hipoksije tijekom uzastopnih izlaganja HBO2 inhibira prolil hidroksilazu koja 

razgrađuje HIF-1α i na taj način dolazi do njegove akumulacije i stabilizacije u stanici, a 

krivulja doza-odgovor povezana je s primijenjenim tlakom, vremenom i brojem izlaganja HBO2 

(285). HIF-1α utječe na izražaj VEGF-a, antioksidativnih enzima poput HO-1, glikolitičkih 

enzima, eNOS-a, iNOS-a, SIRT-1, ciklooksigenaze-2 (COX-2) i proizvodnju NO i 

prostaglandina u uvjetima HHP-a što dovodi do poboljšanja endotelne funkcije odnosno 

pojačanog vazodilatacijskog odgovora (285, 287). Povećani vazodilatacijski odgovor na 

hipoksiju posljedica je aktivacije COX-a s posljedičnom sintezom prvenstveno PGI2 i 

aktivacijom epoksigenaza CYP450 i EET-a (96) te povećanog izražaja HIF1α koji izravno 
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povećava ekspresiju adenozinskih A2A i A2B receptora (285). Aktivacija A2AR može 

neizravno povećati sintezu EET-a aktiviranjem cAMP-a i povećanjem sinteze enzima CYP450 

ili njihove stabilnosti inhibiranjem enzima sEH koji razgrađuju EET-e (207, 243, 279, 288), što 

bi moglo doprinijeti boljem vaskularnom odgovoru, ali možda ne dovoljno da nadjača 

autoregulacijske mehanizme (koji vjerojatno nisu posredovani A2AR-ima), osim u prisutnosti 

jakog induktora vazodilatacije poput hipoksije. Pojačano stvaranje adenozina tijekom HHP 

indirektno povećava staničnu razinu NAD+  kroz purinski ciklus čime se aktivira SIRT1 (NAD+ 

-ovisna deacetilaza) (289) te direktno aktivacijom A2AR i cAMP/PKA puta, koji može povećati 

ekspresiju SIRT1 putem CREB transkripcijskog faktora (290). SIRT1 doprinosi stabilizaciji 

HIF-1 α te inhibira NF-κB i deacetilira FOXO3a i eNOS, čime smanjuje oksidativni stres, 

upalne procese i povećava sintezu dušikovog oksida (NO) (291, 292). Također, dokazano je da 

SIRT1 inhibira NF-κB i upalne gene koji smanjuju ekspresiju A2AR-a (293). Ova dvosmjerna 

interakcijska suradnja i zajednički signalni mehanizmi aktivacije A2AR i SIRT1 omogućuju 

sinergističke učinak u očuvanju endotelne funkcije, smanjenju vaskularne upale i stabilizaciji 

redoks ravnoteže te mogu imati ključnu ulogu u adaptivnom preoblikovanju vaskularne 

reaktivnosti, pri čemu njihova aktivacija doprinosi rebalansu između vazodilatacijskih (NO, 

PGI₂, EETs) i vazokonstriktorskih medijatora (20-HETE, endotelin-1), što rezultira 

poboljšanom endotelno ovisnom vazodilatacijom i smanjenjem oksidativnog oštećenja nakon 

intermitentne HBO2 izloženosti (136, 294). 

 Nedostatak promjene vaskularne reaktivnosti nakon primjene antagonista A2A 

receptora u Ac-HBO₂ i In-HBO₂ skupinama ukazuje da u tim uvjetima adenozinergički tonus 

posredovan A2A receptorima nije imao značajan funkcionalni doprinos u regulaciji odgovora 

na FID i HID. Jedno od mogućih objašnjenja je da su povećani oksidativni stres tijekom i nakon 

HBO2 i promjene u metabolizmu arahidonske kiseline, osobito povećanje 20-HETE i smanjena 

sinteza prostaciklina i EET-e, narušili signalni put A2A receptora, smanjujući njegov doprinos 

NO-ovisnoj vazodilataciji. Osim toga, smanjena biodostupnost NO-a i poremećaj cAMP/PKA 

signalizacije mogu dodatno umanjiti učinak endogenog adenozina, čime blokada A2A 

receptora nema mjerljiv fiziološki učinak. Nadalje, dokazano je da supresija adenozinergičkog 

signalnog puta posredovanog A2AR-ima u akutnoj hiperoksiji inhibira fiziološki mehanizam 

zaštite tkiva posredovan A2AR-om (177, 295), što dokazuje da farmakološki antagonizam 

tijekom FID-a i HID-a ne može dodatno smanjiti vazodilataciju jer sama akutna hiperoksija 

smanjuje funkcionalnu aktivnosti receptora. U intermitentno izloženih životinja, 

kompenzacijska aktivacija drugih adenozinskih podtipova receptora (npr. A2B) ili alternativnih 
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vazodilatacijskih mehanizama (EDHF, prostaciklin) također može pridonijeti očuvanju 

odgovora na FID i HID neovisno o A2A receptorima. Međutim, ovi mehanizmi zasad se mogu 

smatrati hipotetskima jer izravni dokazi o utjecaju oksidativnog stresa i eikozanoidne 

neravnoteže na funkcionalnu aktivnost A2A receptora u kontekstu hiperbarične oksigenacije 

još uvijek nedostaju. Stoga bi daljnja istraživanja trebala biti usmjerena na ispitivanje 

povezanosti između oksidativnog statusa, izražaja i funkcionalne signalizacije A2A receptora 

te promjena u sintezi NO-a i arahidonskih metabolita, da bi se preciznije utvrdilo u kojoj mjeri 

ti procesi doprinose  vaskularnoj reaktivnosti nakon akutne i intermitentne HBO₂ izloženosti. 

 

Proteinski i genski izražaj adenozinskih A1 i A2A receptora 

 Analizom genskog i proteinskog izražaja adenozinskih A1 i A2A receptora značajno je 

smanjen proteinski izražaj A1R (u usporedbi s In-HBO2) i A2AR (u usporedbi s In-HBO2 i 

CTRL) kod akutnih izlaganja HBO2, dok nije bilo značajne razlike u izražaju gena. In-HBO2 

skupina imala je slični izražaj proteina oba adenozinska receptora kao i CTRL skupina. Budući 

da akutna izloženost HBO2 dovodi do povećane sinteze ROS-a, a poznato je da ROS sudjeluju 

u aktivaciji transkripcijskih faktora i modulaciji posttranslacijskih odgovora (296), možemo 

pretpostaviti da su potencijalne promjene u izražaju proteina A1R i A2AR uzrokovane 

spomenutim razlogom. Rezultati ovog istraživanja, koji pokazuju smanjen izražaj proteina 

A2AR nakon akutne izloženosti HBO2, podudaraju se sa studijom Bruzzese i sur., koja je 

također pokazala da akutna HBO2 može značajno smanjiti proteinski izražaj A2AR i oslabiti 

vaskularnu reakciju na A2AR-agoniste, što upućuje da bi oksigenacijski uvjeti imali potencijal 

modulirati adenozinergičku signalizaciju i utjecati na funkciju krvnih žila (4). Postoje dokazi 

da ROS mogu inducirati posttranslacijsku modifikaciju GPCR receptora koji nakon aktivacije 

podliježe fosforilaciji i vezanju za β-arrestin koji pokreće endocitozu (tzv. internalizacija 

receptora) pomoću klatrinskih vezikula te se nakon razvrstavanja u endosomu podliježe 

ubikvitinizaciji i lizosomskoj degradaciji (297, 298). Također, ROS može potaknuti i ubikvitin-

neovisnu degradaciju adenozinskih receptora putem β-arrestin-posredovane internalizacije i 

aktivacije ERK1/2 signalnog puta, pri čemu fosforilacija receptora i vezanje adaptorskih 

proteina (poput engl. Adaptor Protein Complex 2 - AP2, engl. Epsin protein - EPSIN) 

omogućuju klatrin-ovisni endocitozni unos i lizosomalnu razgradnju bez potrebe za 

ubikvitinacijom (298-300). Poznatno je da se signalni put ERK1/2 aktivira preko β-arrestina 

nakon stimulacije A2A receptora, a dodatno se može aktivirati zbog oksidativnog stresa i 

promjene NO/EET signalizacije te tako smanjiti proteinski izražaj receptora poticanjem 
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degradacije istih i na taj način neizravno modulirati vaskularni odgovor (301-302). No unatoč 

postojanju mehanizama desenzitizacije i internalizacije adenozinskih receptora (110, 303), 

konkretna studija u uvjetima hiperoksije koja bi to potvrdila nije dostupna te je potrebno kroz 

buduće eksperimente mjeriti ubrzanu internalizaciju/ubikvitinizaciju A2AR nakon Ac-HBO2 

(npr. označavanje receptora na površini stanice, kolokalizacija tj. praćenje prisutnosti receptora 

u ranim endosomima s biomarkerima Rab5/EEA1, mjerenje ubikvitina spojenog na receptor) 

kako bi se validirala hipoteza. Iako se ne radi o adenozinskim receptorima, ovo istraživanje 

potkrepljuje ideju da oksidativni stres može uzrokovati oksidaciju receptorskih tiolnih skupina, 

promijeniti funkciju receptora i omesti interakciju s β-arrestinom, što može ubrzati ili 

promijeniti unutarnji promet receptora (npr. internalizaciju) i na taj način dovesti do lizosomske 

degradacije i smanjenja ukupne dostupnosti receptora na površini (304), što potencijalno može 

objasniti smanjenje proteinskih izražaja bez promjene genskog izražaja adenozinskih receptora. 

Dakle, ROS se smatra ranim modulatorima funkcionalne dostupnosti receptora (brzi 

posttranslacijski učinci) modulirajući β-arrestin–posredovanu signalizaciju, dok su 

transkripcijski učinici odnosno stabilne promjene genskog izražaja mogući tek nakon 

dugotrajnijeg izlaganja HBO2, što može objasniti zašto akutno izlaganje HBO2 nema utjecaj na 

genski izražaj adenozinskih receptora (233, 305, 306).  

 U skladu s time, SD štakori izlagani In-HBO2 su imali povećan izražaj gena A1R (u 

usporedbi s CTRL) i A2AR (u usporedbi s CTRL i Ac-HBO2) , ali ne i proteinski izražaj 

adenozinskih A1 i A2A receptora. Nije bilo razlike u izražaju gena A2AR između kontrolne i 

akutne skupine. Povećan izražaj gena A1R i A2AR, uzrokovan HBO2, najvjerojatnije 

predstavlja adaptivni mehanizam protiv štetnih učinaka ROS-a i poboljšanja cerebralne 

perfuzije, s obzirom na to da je poznato da oba receptora imaju neuroprotektivne uloge (294). 

Ponovljena stimulacija In-HBO2 može povećati stabilnost mRNA i aktivnost transkripcijskih 

faktora (npr. engl. cAMP response element binding protein -CREB, HIF-1α) te vremenski 

razmak između sesija omogućuje recikliranje receptora i pojačanu transkripciju, što rezultira 

ukupnim povećanjem genskog izražaja adenozinskih receptora (299, 301, 307). Dok je kronična 

hipoksija klasično stanje u kojem dolazi do aktivacije transkripcijskih mehanizama, 

prvenstveno preko HIF signalizacije, njezin utjecaj na adenozinske receptore jasno je prikazan 

u studiji Browna i suradnika (308). Autori su demonstrirali da produljena hipoksija dovodi do 

značajnog povećanja izražaja ADORA2A gena i to putem izravnog vezanja HIF-2α na 

promotor A2AR, što rezultira povećanjem i mRNA i proteinskog izražaja A2AR te pojačanom 

funkcionalnom osjetljivošću stanica na adenozin (308). Takav odgovor predstavlja adaptivni 
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mehanizam čiji je cilj povećati adenozinergički tonus i poboljšati preživljenje tkiva u uvjetima 

niske dostupnosti kisika. Suprotan obrazac vidljiv je u stanjima gdje dominira oksidativni stres, 

kao što je akutna hiperoksija inducirana HBO2. U klasičnoj studiji Nie i suradnika  pokazano je 

da ROS mogu inducirati ekspresiju adenozinskih receptora, posebice A1R, ali putem sasvim 

drugog mehanizma, tj. preko aktivacije NF-κB, transkripcijskog faktora koji se aktivira u 

oksidativnim stanjima i pokreće genske reakcije povezane s upalom i staničnim stresom (181). 

Dakle, za razliku od hipoksije (HIF-posredovani put), oksidativni stres aktivira NF-κB-ovisnu 

regulaciju, što pokazuje da različiti stresori pokreću genski izražaj različitih podtipova 

receptora i potpuno različite signalne osi. Zanimljivo je da In-HBO2, iako ne uključuje 

kontinuiranu hipoksiju, aktivira slične adaptivne mehanizme kao kronična hipoksija, što se 

može objasniti tzv. hiperoksično-hipoksičnim paradoksom. Nadalje, akutne oscilacije između 

hiperoksije tijekom HBO2 sesija i relativne hipoksije u razdobljima između njih, u kombinaciji 

s ROS-posredovanom inhibicijom PHD enzima, dovode do stabilizacije HIF-1α i HIF-2α te 

aktivacije hipoksiji sličnog transkripcijskog programa. S obzirom na to da je poznato da 

kronična hipoksija putem HIF-2α selektivno povećava ekspresiju A2AR (Brown et al., 2011), 

moguće je da sličan mehanizam djeluje u intermitentnoj HBO2, pri čemu se kroz ponavljane 

cikluse hiperoksije i normoksije inducira transkripcijska aktivacija ADORA1 i ADORA2A 

gena. Ova poveznica dodatno objašnjava zašto intermitentna, a ne akutna HBO2, rezultira 

povećanim genskih ekspresijom adenozinskih receptora u našem modelu.  

Zaključno, u  kontekstu akutne HBO2, porast ROS je izrazito nagao i vremenski kratak, što 

znači da stanični odgovor nije dominanto transkripcijski (jer za genske učinke treba vrijeme), 

već posttranslacijski. ROS mogu potaknuti fosforilaciju receptora, regrutaciju β-arrestina, 

klatrin-ovisnu internalizaciju te ubrzanu degradaciju u endolizosomalnom sustavu. To 

objašnjava zašto u akutnoj skupini dolazi do pada proteinskog izražaja A1R-a i A2AR-a bez 

promjena u genskoj ekspresiji. Nasuprot tomu, intermitentna HBO2 predstavlja sasvim 

drugačije biološko stanje gdje između sesija hiperoksije dolazi do faza reperfuzije i normoksije, 

što omogućuje aktivaciju transkripcijskih faktora poput HIF-1α i CREB-a, koji su poznati 

regulatori ADORA gena i stabilnosti mRNA (141, 309). Ukupno gledajući, kronična hipoksija 

i intermitentna HBO2 imaju sličan krajnji ishod (povećanje adenozinergičkog tonusa), ali putem 

različitih molekularnih mehanizama pri čemu hipoksija aktivira HIF-ovisnu transkripciju, 

oksidativni stres aktivira NF-κB i brze posttranslacijske promjene, a intermitentna HBO2 

kombinira oba mehanizma (ROS, HIF)  te dodatnu pojačanu aktivnost drugih transkripcijskih 

faktora (npr. CREB) uz sami vremenski prostor za obnovu i recikliranje receptora između 
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intermitentnih sesija. Dakle, u modelu akutne HBO2, koji prvenstveno stvara nagli porast ROS, 

očekivane su brze posttranslacijske promjene receptora (fosforilacija, β-arrestin regrutacija, 

internalizacija i povećana degradacija) umjesto neposrednog povećanja genskog izražaja, dok 

dugotrajnije ili intermitentno izlaganje omogućuje aktivaciju transkripcijskih faktora (HIF, 

CREB) i stabilizaciju mRNA koja vodi do povećanog genskog izražaja.  

 Ti rezultati pružaju dokaze u prilog hipotezi da dodatna stimulacija ili inhibicija 

adenozinskih A1R i A2AR modificira vaskularnu reaktivnost koja se mijenja pod različitim 

protokolima HBO2 što je potrebno dodatno istražiti na staničnoj i molekularnoj razini. Različite 

razine oksidativnog stresa tkiva, antioksidativnog obrambenog kapaciteta i antioksidativnog 

prekondicioniranja u različitim protokolima izloženosti HBO2 mogle bi imati različite učinke 

na adenozinergički put. Promjene u omjeru vazokonstriktornih i vazodilatacijskih metabolita 

na staničnoj i molekularnoj razini, uključujući utjecaj interakcije između EET i 20-HETE, koja 

u konačnici modulira vaskularnu funkciju, tek treba dalje istražiti. Vrlo je jasno da intervencije 

koje mijenjaju oksidativno stanje (npr. hiperbarična oksigenacija) ili mehanički stres (FID) 

mogu pomaknuti upravo tu ravnotežu izmežu EDRF i EDCF siganala. Uloga adenozinskih 

receptora u vaskularnoj reaktivnosti ima translacijske implikacije jer bolje razumijevanje 

interakcije između HBO2 i adenozinskih receptora stvara osnovu za optimiziranije odluke pri 

korištenju hiperbarične oksigenacije u terapijskom i kliničkom kontekstu. 

 

Ograničenja studije  

 Unatoč uvidima koje pruža ova studija, potrebna su daljnja istraživanja da bi se bolje 

razumjela uloga reaktivnih vrsta kisika u ravnoteži između oksidativnog stresa i mehanizama 

antioksidativne obrane, posebno u kontekstu hiperbarične oksigenacije. Ova interakcija može 

značajno utjecati na signalizaciju adenozinskih receptora mijenjajući njihov izražaj, afinitet i 

funkciju. Još uvijek nema dovoljno podataka o tkivno specifičnim razlikama u odgovoru na 

HBO2 i o molekularnim mehanizmima putem kojih adenozinski receptori posreduju u njegovim 

učincima. Buduća istraživanja trebala bi biti usmjerena na detaljnije razjašnjenje vremenske 

dinamike oporavka vaskularne funkcije nakon različitih protokola hiperbarične oksigenacije, 

uz procjenu molekularnih mehanizama koji određuju reaktivnost adenozinskih receptora, 

osobito odnosa između adenozinske signalizacije, oksidativnog stresa i endotelno-ovisnih 

puteva (NO, eikozanoidi). Takvi podaci omogućili bi preciznije određivanje razdoblja u kojem 

dolazi do stabilizacije i potencijalnog poboljšanja vaskularne funkcije nakon ponavljanog 
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HBO₂ izlaganja. Dodatnim istraživanjima preciznije bi se razjasnila uloga pojedinačnih 

podtipova receptora, posebno u različitim fiziološkim i patološkim uvjetima izloženosti 

hiperoksičnom stresu, što bi moglo imati važne implikacije za optimizaciju terapijske upotrebe 

hiperbarične oksigenacije.  
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7. ZAKLJUČCI 

 Na temelju provedenog istraživanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeći 

zaključci: 

- akutna hiperbarična oksigenacija značajno smanjuje vaskularni odgovor srednjih moždanih 

arterija tijekom ispitivanja krivulje stupnjevitog odnosa doza i učinka agonista adenozinskih 

A1 i A2A receptora 

- akutna hiperbarična oksigenacija značajno je smanjila vaskularne odgovore srednjih 

moždanih arterija tijekom protokom i hipoksijom potaknute dilatacije bez prisutnosti agonista 

i antagonista adenozinskih A1 i A2A receptora 

- primjena agonista i antagonista adenozinskih A1 receptora nije značajno utjecala na protokom 

i hipoksijom potaknutu dilataciju srednjih moždanih arterija kod štakora izloženih akutnoj i 

intermitentnoj hiperbaričnoj oksigenaciji 

- primjena agonista adenozinskih A2A receptora značajno je smanjila vaskularni odgovor 

srednje moždane arterije na protokom potaknutu dilataciju, ali je pojačala vaskularni odgovor 

srednje moždane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju kod štakora izloženih 

intermitentnoj hiperbaričnoj oksigenaciji 

- primjena antagonista adenozinskih A2A receptora nije značajno utjecala na protokom i 

hipoksijom potaknutu dilataciju srednjih moždanih arterija kod štakora izloženih akutnoj i 

intermitentnoj hiperbaričnoj oksigenaciji 

- akutna hiperbarična oksigenacija smanjuje proteinski izražaj adenozinskih A1 i A2A receptora 

- intermitentna hiperbarična oksigenacija povećava genski izražaj adenozinskih A1 i A2A 

receptora. 
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8. SAŽETAK 

 Cilj istraživanja: Ispitati utjecaj akutne i intermitentne hiperbarične oksigenacije 

(HBO2)  na genski i proteinski izražaj adenozinskih A1 i A2A receptora te promjene vaskularne 

reaktivnost srednje moždane arterije posredovane adenozinskim A1 ili A2A receptorima. 

 Nacrt studije: Istraživanje je strukturirano kao randomizirani kontrolirani pokus na 

animalnom modelu.  

 Materijali i metode: Pomoću tlačnog miografa ispitana je protokom potaknuta dilatacija 

(FID) i hipoksijom potaknuta dilatacija (HID), u prisutnosti ili odsutnosti agonista (CCPA za 

A1R i CGS-21680 za A2AR) i antagonista (DPCPX za A1R i SCH-58261 za A2AR) 

adenozinskih receptora, u izoliranim srednjim moždanim arterijama Sprague-Dawley štakora 

oba spola u starosti 8-10 tjedana koji su bili izloženi ili akutnoj HBO2 (Ac-HBO2) ili 

intermitentnoj HBO2 tijekom četiri dana (In-HBO2) te su uspoređivani s kontrolnom 

skupinom. Molekularnim metodama istraživanja određen je genski i proteinski izražaj 

adenozinskih A1 i A2A receptora na izoliranim perifernim moždanim arterijama.  

 Rezultati: Akutna HBO2 narušila je vaskularne odgovore tijekom ispitivanja odnosa 

doza i učinka agonista adenozinskih A1 i A2A receptora. Također, akutna HBO2 značajno je 

narušila vazoreaktivnost tijekom FID-a i HID-a bez prisutnosti agonista i antagonista 

adenozinskih A1 i A2A receptora. U obje skupine (Ac-HBO2 i In-HBO2), primjena A1 

agonista te A1 i A2A antagonista nije značajno utjecala na FID ni HID. Primjena agonista 

adenozinskih A2A receptora smanjila je FID, ali je pojačala vaskularni odgovor na HID u 

skupini In-HBO2. Proteinski izražaj adenozinskih A1 i A2A receptora bio je smanjen nakon 

Ac-HBO2, dok je genski izražaj porastao nakon In-HBO2.  

 Zaključak: Adenozinski A1 i A2A receptori imaju važnu ulogu u vaskularnim 

odgovorima induciranim HBO2, a promjene u funkciji srednjih moždanih arterija vjerojatno su 

povezane s modulacijom signalnih puteva i izražaja adenozinskih A1 i A2A receptora na razini 

gena i proteina.   

 Ključne riječi: adenozinski receptori, hiperbarična oksigenacija, hipoksijom potaknuta 

dilatacija, izražaj gena i proteina, moždane krvne žile, protokom potaknuta dilatacija, Sprague-

Dawley štakori 
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9. SUMMARY 

The Role of Adenosine A1 and A2A Receptors in Vascular Reactivity Changes after 

Hyperbaric Oxygenation 

 Objective: To investigate the effects of acute and intermittent hyperbaric oxygenation 

(HBO2) on the gene and protein expression of adenosine A1 and A2A receptors, as well as on 

the changes in the vascular reactivity of the middle cerebral artery mediated by adenosine A1 

or A2A receptors. 

 Study Design: A randomized controlled experimental study using an animal model. 

 Materials and Methods: Flow-induced dilation (FID) and hypoxia-induced dilation 

(HID) were assessed using a pressure myograph, in the presence or absence of adenosine 

receptor agonists (CCPA for A1R and CGS-21680 for A2AR) and antagonists (DPCPX for 

A1R and SCH-58261 for A2AR), in isolated middle cerebral arteries of male and female 

Sprague-Dawley rats aged 8–10 weeks. Animals were exposed to either to acute HBO2 (Ac-

HBO2) or intermittent HBO2 for four days (In-HBO2) and were compared with a control group. 

Gene and protein expression of adenosine A1Rs and A2ARs in isolated pial arteries were 

determined using molecular methods. 

 Results: Acute HBO2 impaired vascular responses during dose–response testing with 

adenosine A1 and A2A receptor agonists. It also significantly reduced vasoreactivity during 

both FID and HID in the absence of adenosine receptor agonists and antagonists. In both Ac-

HBO2 and In-HBO2 groups, administration of the A1 agonist or A1/A2A antagonists did not 

significantly affect FID or HID. Administration of the A2A agonist following FID but enhanced 

HID in the In-HBO2 group. Protein expression of adenosine A1 and A2A receptors was reduced 

after Ac-HBO2, whereas gene expression was increased after In-HBO2. 

 Conclusion: Adenosine A1 and A2A receptors play an significant role in vascular 

responses induced by HBO2, and and the observed functional changes in middle cerebral 

arteries are likely associated with modulation of signaling pathways and altered gene and 

protein expression of these receptors. 

  Keywords: adenosine receptors, gene and protein expression, hyperbaric oxygenation, 

hypoxia-induced dilation, cerebral blood vessels, flow-induced dilation, Sprague-Dawley rats 
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