SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

MEDICINSKI FAKULTET OSNEK

Vedran Dambié

ULOGA ADENOZINSKIH Al | A2A RECEPTORA U PROMJENAMA VASKULARNE
REAKTIVNOSTI NAKON HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

Doktorski rad

Osijek, 2025.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

MEDICINSKI FAKULTET OSNEK

Vedran Dambié

ULOGA ADENOZINSKIH Al | A2A RECEPTORA U PROMJENAMA VASKULARNE
REAKTIVNOSTI NAKON HIPERBARICNE OKSIGENACIJE

Doktorski rad

Osijek, 2025.



Mentor rada: izv. prof. dr. sc. Aleksandar Kibel, dr.med.
Komentor rada: doc. dr. sc. Zrinka Mihaljevi¢, prof.

Rad ima 71 stranicu.



Zahvale

Izrada ove doktorske disertacije rezultat je viSegodiSnjeg znanstveno-istrazivackog rada
usmjerenog na razumijevanje slozenih mehanizama vaskularne regulacije pod utjecajem
hiperbari¢ne oksigenacije, s posebnim naglaskom na ulogu purinergickog sustava i
adenozinskih receptora. Interes za ovu temu proizasao je iz sve veéeg klinickog i znanstvenog
znacaja hiperbari¢ne oksigenacijske terapije i hedovoljno istrazenog utjecaja na adenozinske

receptore u vaskularnoj reaktivnosti.

Ova disertacija ne bi bila moguca bez nesebi¢ne pomoci, stru¢nog vodstva i podrske
brojnih osoba kojima dugujem veliku zahvalnost. Prije svega, zahvaljujem svojem mentoru izv.
prof. dr. sc. Aleksandru Kibelu i komentorici doc. dr. sc. Zrinki Mihaljevi¢ na kontinuiranoj
podrsci, struénoj pomoci i poticanju znanstvene radoznalosti. Posebnu zahvalnost upucujem
¢lanovima istrazivackog tima i laboratorijskog osoblja ¢ija Su struénost i posvecenost bili
neprocjenjivi tijekom provedbe eksperimentalnog dijela istrazivanja. Zahvaljujem Katedri za
fiziologiju 1 imunologiju, Laboratoriju za fiziologiju cirkulacije i Vivariju Medicinskog
fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku na osiguranim uvjetima i sredstvima
za rad u okvirima projekata IP8-MEFOS-2020 (Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u
promjenama vaskularne reaktivnosti nakon hiperbari¢ne oksigenacije, voditelj projekta doc. dr.
sc. Aleksandar Kibel), IP5-MEFOS-2021 (Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u
mehanizmima vaskularne reaktivnosti nakon hiperbariéne oksigenacije — molekularni
pristup, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljevi¢), 1P25-MEFOS-2024 (Uloga
utisavanja NRF2 transkripcijskog ¢imbenika pomoc¢u siRNA in vivo ili in vitro na endotelnu
funkciju nakon hiperbari€ne oksigenacije kod ljudi, u animalnim modelima i stani¢nim
kulturama, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljevic), IP7-MEFOS-2025 (Uloga NRF2
transkripcijskog faktora u vaskularnoj reaktivnosti prije 1 nakon hiperbaricne oksigenacije te
utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na indikatore upale posredovane oksidativnim stresom u
Sprague-Dawley S$takora i ljudi, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljevic).
Najiskrenije hvala i mojoj obitelji i prijateljima na razumijevanju, strpljenju i stalnoj podrsci

tijekom svih faza stvaranja doktorske disertacije.

Ova disertacija posvecena je svima koji vjeruju u znanost kao vazno sredstvo napretka

i boljeg razumijevanja svijeta.

Vedran Dambié
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Popis kratica koriStenih u tekstu:

5-AMP — 5'-adenozin monofosfat (prema engl. 5'-Adenosine monophosphate)

A1R — adenozinski Al receptor (prema engl. Adenosine Al receptor)

A2AR — adenozinski A2A receptor (prema engl. Adenosine A2A receptor)

ACh — acetilkolin (prema engl. Acetylcholine)

Ac-HBO:; — akutna hiperbari¢na oksigenacija / akutna skupina (prema engl. Acute hyperbaric
oxygenation / acute group)

ADA — adenozin deaminaza (prema engl. Adenosine deaminase)

AK — adenozin kinaza (prema engl. Adenosine kinase)

AMP — adenozin monofosfat (prema engl. Adenosine monophosphate)

ANG-(1-7) — angiotenzin-(1-7) (prema engl. Angiotensin-(1-7))

ANG-II — angiotenzin Il (prema engl. Angiotensin I1)

AP2 — adaptorski proteinski kompleks 2 (prema engl. Adaptor protein complex 2)

AR — adenozinski receptor (prema engl. Adenosine receptor)

BK kanali — visokoprovodni kalijevi kanali aktivirani kalcijem (prema engl. Large
conductance calcium-activated potassium channels)

CCPA — agonist adenozinskog Al receptora (prema engl. A1 adenosine receptor agonist)
CD26 — dipeptidil peptidaza 4 (prema engl. Dipeptidyl peptidase 4)

CD39 - ekto-apiraza / ektonukleozid trifosfat difosfohidrolaza (prema engl. Ecto-apyrase /
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase)

CD73 — ekto-5"-nukleotidaza / endo-5'-nukleotidaza (prema engl. Ecto-5'-nucleotidase / endo-
5'-nucleotidase)

CAMP — cikli¢ki adenozin-monofosfat (prema engl. Cyclic adenosine monophosphate)
CAMP/PKA put — put ciklickog adenozin-monofosfata i protein kinaze A (prema engl.
cAMP/protein kinase A pathway)

cGMP — cikli¢ki gvanozin monofosfat (prema engl. Cyclic guanosine monophosphate)
CGS 21680 — agonist adenozinskog A2a receptora (prema engl. A2a adenosine receptor
agonist)

COX - ciklooksigenaza (prema engl. Cyclooxygenase)

CNT - koncentrativni nukleozidni transporter (prema engl. Concentrative nucleoside
transporter)

CREB - protein koji veZe element odgovora na cAMP (prema engl. CAMP response element-
binding protein)



CTRL — kontrolna skupina (prema engl. Control group)

DAG - diacilglicerol (prema engl. Diacylglycerol)

DIHETE - dihidroksieikozatetraenska kiselina (prema engl. Dihydroxyeicosatrienoic acid)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (prema engl. Deoxyribonucleic acid)

DPCPX — antagonist adenozinskog Al receptora (prema engl. A1 adenosine receptor
antagonist)

EDHF — endotelom izveden hiperpolarizacijski faktor (prema engl. Endothelium-derived
hyperpolarizing factor)

EDRF — endotelno derivirani vazodilatacijski faktori (prema engl. Endothelium-derived
relaxing factor)

EET — epoksieikozatrienska kiselina (prema engl. Epoxyeicosatrienoic acid)

ENT — ravnotezni nukleozidni transporter (prema engl. Equilibrative nucleoside transporter)
eNOS — endotelna sintaza dusikovog oksida (prema engl. Endothelial nitric oxide synthase)
EPSIN — epsin protein (prema engl. Epsin protein)

ERK1/2 — ekstracelularno signalom regulirane kinaze 1 i 2 (prema engl. Extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2)

ERK/MAPK - ekstracelularno signalom regulirane / mitogenom aktivirane protein kinaze
(prema engl. Extracellular signal-regulated / mitogen-activated protein kinases)

ET-1 - endotelin 1 (prema engl. Endothelin 1)

ETA — endotelin A receptor (prema engl. Endothelin A receptor)

ETB1 — endotelin B1 receptor (prema engl. Endothelin B1 receptor)

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

GIRK — G-proteinom regulirani kalijevi kanali s unutarnjom rektifikacijom (prema engl. G-
protein-coupled inwardly rectifying potassium channels)

Gs-CAMP-PKA — signalni put stimuliraju¢eg G-proteina preko cCAMP i PKA (prema engl.
Gs-cAMP-protein kinase A pathway)

HBO: — hiperbari¢na oksigenacija (prema engl. Hyperbaric oxygenation)

HETE - 20-hidroksieikozatetraenska kiselina (prema engl. 20-Hydroxyeicosatetraenoic acid)
HHP — hiperoksi¢no-hipoksi¢ni paradoks (prema engl. Hyperoxic-hypoxic paradox)

HID — hipoksijom potaknuta dilatacija (prema engl. Hypoxia-induced dilation)

HIF-1a — faktor induciran hipoksijom 1 alfa (prema engl. Hypoxia-inducible factor 1 alpha)
HO-1 — hem-oksigenaza-1 (prema engl. Heme oxygenase-1)

HRE — hipoksijski odgovor element (prema engl. Hypoxia response element)

ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1 (prema engl. Intercellular adhesion molecule
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1)

IK kanali — kalcijem aktivirani kalijevi kanali srednje vodljivosti (prema engl. Intermediate-
conductance calcium-activated potassium channels)

IL — interleukin (prema engl. Interleukin)

In-HBO: — intermitentna hiperbari¢na oksigenacija / intermitentna skupina (prema engl.
Intermittent hyperbaric oxygenation / intermittent group)

IP3/DAG - inozitol-1,4,5-trisfosfat / diacilglicerol (prema engl. Inositol-1,4,5-trisphosphate /
diacylglycerol)

INOS — inducibilna sintaza duSikovog oksida (prema engl. Inducible nitric oxide synthase)
JNK — c¢-Jun N-terminalna kinaza (prema engl. c-Jun N-terminal kinase)

Katp kanali — ATP-osjetljivi kalijevi kanali (prema engl. ATP-sensitive potassium channels)
Kca kanali — kalcijem aktivirani kalijevi kanali (prema engl. Calcium-activated potassium
channels)

Kir — rektifier kalijevi kanali / kanali s unutarnjom rektifikacijom (prema engl. Inward
rectifier potassium channels)

Kca (BK) — vidi BK kanali

Kca (IK) — vidi IK kanali

Kca (SK) — vidi SK kanali

LTCC — L-tip naponski ovisni kalcijevi kanali (prema engl. L-type voltage-gated calcium
channels)

LOX — lipooksigenaza (prema engl. Lipoxygenase)

MAPK - put kinaza aktiviranih mitogenima (prema engl. Mitogen-activated protein kinase
pathway)

MCA - srednja moZdana arterija (prema engl. Middle cerebral artery)

MLCK — miozin kinaza lakog lanca (prema engl. Myosin light chain kinase)

MLCP — miozin fosfataza lakog lanca (prema engl. Myosin light chain phosphatase)
MRNA — glasnicka RNA (prema engl. Messenger RNA)

mTOR - cilj sisavaca rapamicina (prema engl. Mammalian target of rapamycin)

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (prema engl. Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

NF-xB — nuklearni faktor kappa B (prema engl. Nuclear factor kappa B)

NO — dusikov oksid (prema engl. Nitric oxide)

Nrf2 — nuklearni faktor eritroidnog 2-povezan 2 (prema engl. Nuclear factor erythroid 2—

related factor 2)



ONOO- — peroksinitrit (prema engl. Peroxynitrite)

PGI2 — prostaciklin 12 (prema engl. Prostacyclin 12)

PDH — prolil hidroksilaza (prema engl. Prolyl hydroxylase)

PI3K-y — fosfatidilinozitol-3-kinaza gama (prema engl. Phosphatidylinositol-3-kinase
gamma)

PI3K/Akt — put fosfatidilinozitol-3-kinaze i protein kinaze B (prema engl. P13K/protein
kinase B pathway)

PKA — protein kinaza A (prema engl. Protein kinase A)

PKC — protein kinaza C (prema engl. Protein kinase C)

PKC-a — protein kinaza C alfa (prema engl. Protein kinase C alpha)

PNP — purinska nukleozidna fosforilaza (prema engl. Purine nucleoside phosphorylase)
PPAR-y — peroksizom-proliferatorom aktivirani receptor gama (prema engl. Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma)

PSS — fizioloska otopina soli (prema engl. Physiological saline solution)

RNA — ribonukleinska kiselina (prema engl. Ribonucleic acid)

ROS - slobodni kisikovi radikali (prema engl. Reactive oxygen species)

RNS - reaktivne dusikove vrste (prema engl. Reactive nitrogen species)

rtPCR — lancana reakcija polimeraze s reverznom transkripcijom (prema engl. Reverse
transcription polymerase chain reaction)

SAH — S-adenozilhomocistein (prema engl. S-adenosylhomocysteine)

SAK — istezanjem aktivirani kationski kanali (prema engl. Stretch-activated potassium
channels)

SCH-58261 — antagonist adenozinskog A2a receptora (prema engl. A2a adenosine receptor
antagonist)

SD — Sprague-Dawley (prema engl. Sprague-Dawley)

SDF-1/CXCL12 — stromalni ¢imbenik 1 (prema engl. Stromal cell-derived factor 1/
CXCL12)

SEH — topljiva epoksid-hidrolaza (prema engl. Soluble epoxide hydrolase)

SK kanali — kalcijem aktivirani kalijevi kanali male vodljivosti (prema engl. Small
conductance calcium-activated potassium channels)

SNP — natrijev nitroprusid (prema engl. Sodium nitroprusside)

SOD - superoksid dismutaza (prema engl. Superoxide dismutase)

TNF-o — tumorski nekrozni faktor alfa (prema engl. Tumor necrosis factor alpha)

TP — tromboksan-prostanoidni receptor (prema engl. Thromboxane-prostanoid receptor)

Vi



TXA2 — tromboksan A2 (prema engl. Thromboxane A2)

VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (prema engl. Vascular endothelial growth
factor)

VEGFR-1 — receptor za vaskularni endotelni ¢imbenik rasta 1 (prema engl. Vascular
endothelial growth factor receptor 1)

VSMCs — glatke misi¢ne stanice (prema engl. Vascular smooth muscle cells)
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1. UvOoD

Vaskularna reaktivnost (vazoreaktivnost) odnosno sposobnost odgovora krvnih zila na
razli¢ite kemijske i mehani¢ke podrazaje vazodilatacijom ili vazokonstrikcijom kljucna je za
odrzavanje perfuzijskog tlaka i adekvatne oksigenacije tkiva (1). Regulirana je kompleksnom
interakcijom prvenstveno endotelnih i glatkomisi¢nih stanica unutar kojih se odvijaju brojni
signalni putevi medu kojima purinergi¢na signalizacija, ukljucuju¢i adenozin trifosfat
(ATP)/adenozin i adenozinske receptore, predstavlja kljuéni modulacijski put u kontroli
vaskularnog odgovora, angiogeneze i vaskularnog remodeliranja (2). Adenozinski Al receptori
(A1R) i adenozinski A2a receptori (A2aR) pokazuju razliCite, Cesto suprotne ucinke na
vaskularnu funkciju, ovisno o tipu tkiva, lokalnoj koncentraciji adenozina i fizioloSkom
kontekstu (3). Njihova uloga u regulaciji vaskularne homeostaze osobito je vazna u uvjetima
oksidativnog i metabolickog stresa (4). S obzirom na to da hiperbari¢na oksigenacija (HBO>)
moze promijeniti izrazaj gena i proteina, modulirati signalne puteve te utjecati na strukturu i
funkciju krvnih zila (4-7), posebno je zanimljivo istraziti utjecaj na adenozinergicki sustav jer
mehanizmi kojima HBO: utjeCe na adenozinske receptore (AR) i posljedi¢éne promjene

vaskularne reaktivnosti jo$ uvijek nisu u potpunosti istrazeni.

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

Stakora

Stijenka srednje mozdane arterije (engl. middle cerebral artery — MCA, lat. arteria

cerebri media) gradena 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 zile iza kojeg se nalazi bazalna membrana koja
zajedno sa subendotelnim slojem vezivnog tkiva, lat. lamina elastica interna s brojnim

fenestracijama, lat. fenestrirane membrane, ¢ini barijeru izmedu krvi i dubljih slojeva stijenke

b) misi¢ni sloj, lat. tunica media, srednji i najdeblji sloj arterijske stijenke, graden pretezno od
glatkih miSi¢nih stanica, engl. vascular smooth muscle cells — VSMCs, izmedu kojih se nalazi
izvanstani¢ni 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 uzduzno duz stijenke) (8-12).



Vaskularni endotel oblozen glikokaliksom tvori biolosku barijeru izmedu
intravaskularnog i ekstravaskularnog prostora kako bi regulirao transport i izmjenu molekula te
je klju¢an za odrzavanje zdravlja krvnih zila i homeostaze reguliraju¢i stres smicanja,
vaskularni tonus, adheziju monocita ili leukocita, agregaciju trombocita te lucenje i ravnotezu
vazodilatacijskih,  vazokonstrikcijskih,  protuupalnih,  proupalnih,  oksidativnih i
antioksidativnih ¢imbenika (13-15). Endotelni glikokaliks je negativno nabijen gelatinozni sloj,
debljine do 0,5-1 um u mikrocirkulaciji, koji prekriva luminalnu (unutarnju) povrsinu endotela
krvnih Zila i predstavlja prvu liniju barijere izmedu 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, medustani¢na 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) vezu na glikozaminoglikane i stvaraju dodatni
zaStitni sloj (19). Glikokaliks predstavlja mehanicku barijeru smanjujuéi propusnost Zilne
stijenke i sprjecavajuci nekontrolirani prolazak proteina i tekucine u intersticij (20), utjece na
regulaciju vaskularnog tonusa kada mehanicka sila protoka preko glikokaliksa prenosi signal
na endotelne stanice ¢ime se aktivira endotelna sintaza dusikovog oksida (eNOS) (14),
sprjecava adheziju leukocita 1 trombocita prekrivaju¢i povrsinu endotela bogatu adhezijskim
molekulama, ¢ime smanjuje upalu i trombozu (21), pohranjuje enzime, faktore rasta i signalne
molekule (npr. antitrombin 111, superoksid-dismutaza (SOD), lipoproteinska lipaza) ¢ime
ostvaruje regulatornu ulogu u antioksidativnoj obrani i angiogenezi (22). Najzastupljeniji tip
stanica MCA su VSMCs koje imaju veliku ulogu u miogenom odgovor (Sirenje ili suZenje zile
kao posljedica promjene perfuzijskog (intraluminalnog) tlaka) koji je neovisan o endotelu u
ljudskim i Stakorskim cerebralnim arterijama (23-25). Broj VSMCs se s godinama kod Stakora
moze smanjivati, dok u patoloskim uvjetima ove stanice mogu migrirati i proliferirati (26).
Elastin u vaskularnoj stijenci stabilizira arterijsku strukturu i daje zilama elasti¢nost, a funkcija
elastina (bez promjene u koli¢ini) u mozdanim arterijama smanjuje se starenjem (27). Takoder,
sama veli¢ina i broj fenestracija smanjuju se starenjem (12). Kolagen predstavlja klju¢ni
ojacavajuci strukturni element i glavnu nerastezljivu komponentu arterijske stijenke (11). U
misi¢nom sloju, u sinergiji s elastinom, ima vaznu ulogu u oCuvanju strukturnog integriteta
krvnih zila te u modulaciji njihove elasti¢nosti 1 krutosti, dok u adventiciji kolagen pridonosi

mehanickoj otpornosti i regulaciji vaskularne krutosti (11,28).



Ljudska MCA najveca je grana zajedincke unutrasnje karotidne arterije podijeljena u
Cetiri segmenta (M1 — M4), promjera ~2,5-3,5 mm, tipi¢ne grade miSi¢nog tipa arterija, ali S
izrazenom unutarnjom elasti¢cnom laminom (12, 29). MCA u $takora predstavlja glavnu granu
zajedni¢ke unutra$nje karotidne arterije bez jasne segmentacije, promjera ~200-350 pum kod
Sprague-Dawley (SD) stakora, histoloski tipicna mi$i¢na arterija ranije opisana (12). Glavne
razlike su, osim u promjeru i grananju, u histoloskoj gradi pri ¢emu $takorska MCA ima tanji
endotelni sloj sa znatnim brojem fenestracija, znatno tanji misi¢ni sloj zbog manje slojeva
miSi¢nih stanica i tanju adventiciju zbog manje elasti¢nih vlakana (12, 30, 31). U usporedbi sa
sistemskim arterijama, MCA u ljudi i Stakora nema vanjske elasti¢ne lamine, osim ponekad kod
ljudskog M1 segmenta gdje postoji fragmentirana vanjska elasticna lamina (29). Funkcionalno
gledano ljudske MCA imaju slabiju miogensku kontrakciju i ve¢u otpornost na akutne
promjene protoka zbog viSeg udjela elasticnih komponenti, dok Stakorske MCA imaju izrazit
miogenski tonus i osjetljivost na promjene perfuzijskog (intraluminalnog) tlaka, $to ih ¢ini
pogodnima za in vitro ispitivanja (32). Miogena reaktivnost predstavlja intrizicni mehanizam
glatkih miSi¢nih stanica da se aktivno kontrahiraju ili relaksiraju kao odgovor na promjene
intraluminalnog (perfuzijskog) tlaka, neovisno o Ziv€anoj ili hormonskoj regulaciji kako bi se
odrzao protok kroz tkivo konstantnim, unato¢ promjenama sistemskog krvnog tlaka, dakle
sprjecila hipoperfuzija ili hiperpefuzija i ostecenje endotela (33). Kada se poveca transmuralni
tlak aktiviraju se mehanicki osjetljivi ionski kanali §to rezultira depolarizacijom membrane i
vazokonstrikcijom, dok u sluc¢aju pada transmuralnog tlaka dolazi do hiperpolarizacije 1

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

Kod SD stakora postoje spolne strukturne razlike u MCA: MCA Zenki $takora ima manji
unutarnji promjer, tanju stijenku, manje vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica, manje
kontraktilne sposobnosti i vise kolagena u misi¢nom sloju, ali ne i u adventiciji, te deblju
unutarnju elasti¢énu laminu s manje fenestra (35). Funkcionalno gledano zenke MCA imaju visi
bazalni miogeni tonus, nizu inkrementalnu rastezljivost i ve¢e naprezanje stijenke te smanjene
miogene odgovore na poviSenje perfuzijskog tlaka (35). S obzirom na to da estrogen povecava
sintezu dusikovog oksida (NO) i drugih vazodilatatora te da zenka MCA ima veci odgovor na
NO, a slabiji na angiotenzin Il (ANG-II) i endotelin 1 (ET-1), a nema odgovor na tromboksan
A2 (TXA), razlog pojacanog miogenog tonusa kod zenki su estrogenski uvjetovana veca
gustoca struje, ali smanjene osjetljivosti visokoprovodnih kalijevih kanala aktiviranih kalcijem
(engl. Big conductance Ca?*-activated K* channels, BK channels, hrv. BK kanali), dok razlog
smanjenog miogenog odgovora je manji broj i manja kontraktilna sposobnost VSMCs (35).



1.2. Vazoreaktivnost i fiziolo§ki podraZaji vazoreaktivnosti

Vazoreaktivnost je sposobnost krvnih zila da se stezu (vazokonstrikcija) ili Sire
(vazodilatacija) pod utjecajem vazomotornih signala s ciljem prilagodbe lokalne perfuzije kako
bi se zadovoljile vremenski promjenjive metabolicke potrebe tkiva (1). U osnovi
vazoreaktivnosti je dinamicka ravnoteza izmedu vazodilatacijskih i vazokonstrikcijskih
signala, a endotel i vaskularne glatke miSi¢ne stanice igraju dominantnu ulogu u vaskularnoj
reaktivnosti (36). Vazoreaktivnost je rezultat koordiniranog djelovanja viSe ¢imbenika,
ukljucujuéi endotelne, neurohumoralne, metabolicke i mehani¢ke mehanizme (37). Endotelne
stanice luce brojne endotelno derivirane vazodilatacijske faktore (engl. Endothelium-Derived
Relaxing Factors, EDRF) odnosno bioaktivne molekule poput ciklooksigenazom
posredovanog metabolita arahidonske Kkiseline prostaciklina I (PGI2), lipooksigenazom
posredovanih metabolita arahidonske Kkiseline lipoksina As i Bs, 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 TXA: i prostanglandina F»,, lipooksigenazom posredovanih
metabolita arahidonske kiseline leukotriena B4, Cs, D4 i E4 te reaktivni kisikovi derivati (37).
NO sintetiziran od strane eNOS predstavlja kljuéni medijator koji uzrokuje relaksaciju glatkih
miSi¢nih stanica aktivacijom gvanilat ciklaze i povecanjem cikli¢nog gvanozin monofosfata
(engl. cyclic guanosine monophosphate, cGMP) te smanjenjem koncentracije i poveéanjem
koncentracije intracellularnog kalcija (Ca?*) redukcijom unosa kroz L-tip naponski-ovisnih
Ca2" kanala (engl. L-type voltage-dependent calcium channels, LTCC), dok PGI. 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-a), interleukin 1B (IL-1pB)), a proizvodi se
najviSe u endotelu i VSMCs s ciljem vazodilatacije posredovane putem aktivacije puta
ciklickog adenozin-monofosfata i protein kinaze A (CAMP/PKA put), ali i smanjuje ekspresiju
upalnih citokina i1 adhezijskih molekula, §titi endotel i poti€e produkciju NO, stimulira
proliferaciju endotela i vaskularnu remodelaciju te kroz aktivaciju puta fosfatidilinozitol-3-
kinaze i protein kinaze B (PI3K/Akt put) ima antiapoptotski u¢inak (38, 39). EDHF predstavlja
skupinu razli¢itih aktivnih biomolekula i aktivacijskih mehanizama u razli¢itim vrstama arterija
1 arteriola kojima endotel uzrokuje hiperpolarizaciju glatkih miSiénih stanica (negativizacija

membranskog potencijala) §to uzrokuje zatvaranje Ca?* kanala i posljedi¢ni pad intracelularne



koncentracije kalcija Sto za posljedicu ima vazorelaksaciju (40). U mozdanim arterijama,
posebice u MCA, EDHF i NO djeluju sinergisticki, dok u stanjima narusene sinteze NO
(upotreba inhibitora eNOS ili u patoloskim stanjima poput oksidativnog stresa, hipoksija,
ishemija-reperfuzija), EDHF postaje glavni medijator vaskularne relaksacije odnosno rezervni
ili kompenzacijski faktor vaskularne relaksacije (41, 42). Najvazniji endotelom izvedeni
hiperpolarizacijski faktori su kalij (K"), mioendotelne spojnice, vodikov peroksid,
endokanabinoidi te epoksieikozatrienska kiselina (EET) (40). Nakon stimulacije (npr.
acetikolinom, bradikininom) endotelne stanice podiZzu svoju unutarnju koncentraciju Ca?*,
aktiviraju endotelne Ca?*-ovisne K* kanale / kalcijem aktivirane kalijeve kanale (Kca kanali) i
to kalcijem aktivirani kalijevi kanali male vodljivosti, SK kanali (engl. Small-conductance
Ca?*-activated K* channels) te kalcijem aktivirani kalijevi kanali srednje vodljivosti, IK kanali
(engl. Intermediate-conductance Ca?*-activated K* channels)), $to dovodi do otvaranja tih
kanala i oslobadanja K" iz endotela ¢iji gubitak pozitivnog naboja uzrokuje hiperpolarizaciju
endotela, a ona se dalje prenosi na VSMCs putem mioendotelnih spojnica (engl. gap junctions)
poput konneksina Cx37, Cx40, Cx43, omogucavajuc¢i elektricni prijenos koji smanjuje
membranski potencijal VSMCs i zatvaranje naponski-ovisnih Ca®" kanala (43, 44).
Oslobadanje 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 hiperpolarizirajuc¢i misi¢ne stanice (45). Vodikov peroksid se
moze ponasati kao EDHF posebice u koronarnim i cerebralnima arterijama ako se generira u
endotelu (npr. dismutacijom superoksida) te tako mozZe izazvati poja¢anu mobilizaciju Ca?" iz
endotelnih intracelularnih skladista (endoplazmatskog retikula), Sto aktivira Kca kanale u
endotelnim stanicama, a zatim se hiperpolarizacija moze prenijeti na VSMCs kroz gap junctions
ili putem izlu¢enja K* u intersticijski prostor, §to zatim aktivira Kir ili Na*/K*ATPazu u glatkom
misi¢u 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 aktiviraju¢i endotelne kanabinoidne CB1
receptore stimulirajuéi tako poveéanje intracelularnog Ca?* u endotelnim stanicama, $to otvara
SKca I IKca kanale, dovode¢i do hiperpolarizacije membrane endotela koja se dalje prenosi ve¢

opisanim mehanizmom na glatke misi¢ne stanice (48).

Metaboliti arahidronske kiseline predstavljaju kompleksan sustav razli¢itih bioaktivinih
molekula koje imaju razli¢ite u¢inke na vaskularnu strijenku (49). Esterificirana arahidonksa

Kiselina na unutarnjoj povrsini stani¢ne membrane hidrolizira se u svoj slobodni oblik pomocu



fosfolipaze A2 te se moze metabolizirati putem tri glavna enzimatska puta posredovana
ciklooksigenazom (COX) (sinteza prostanglandina, prostaciklina PGl> i TXAz), CYP450
epoksigenazom (sinteza epoksieikosatrienske kiseline (EET) i CYP450 w-hidroksilazom (20-
hidroksieikozatetraensku kiselinu (20HETE)) i lipooksigenazom (LOX) (sinteza leukotriena
LTB4, LTCs, LTDs4, lipoksina LXA4, LXB4 1 5,12,15-hidroksieikosatetraecnoi¢ne kiseline
(5HETE, 12HETE, 15HETE)) (49). Tromboksan A, prostanglandin PGFza, leukotrieni B4,C4
i D4 i 20-HETE mogu djelovati vazokonstriktorno jer inhibiraju K* kanale i poveéavaju Ca®* u
glatkim miSi¢nim stanicama (55-52), dok drugi poput PGl,, PGD,, 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-
slicnu aktivnost poticanjem endotelne hiperpolarizacije i relaksacije vaskularne stijenke (53,
54). 5-HETE i PGD2 mogu pokazivati dvosmjerne u¢inke na cerebralni vaskularni tonus jer u
fizioloskim uvjetima PGD> putem prostanoidnog DP: receptora (Gs—CAMP-PKA) i 5-HETE
preko endotelne aktivacije peroksizom-proliferatorom aktiviranih receptora gama (engl.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPAR-y) i stimulacijom puteva koji
povecavaju NO signalizaciju, uzrokuju vazodilataciju (54). Medutim, u prooksidativnim i
upalnim stanjima ili pri visSim koncentracijama, oba spoja mogu djelovati vazokonstriktorno,
preko tromboksan-prostanoidnog receptora (TP), DP2 receptora ili direktne inhibicije K* kanala
i poveéanja intracelularnog Ca?* u glatkim misiénim stanicama (55-59). EET-e predstavlja
jedan od najvaznijih endotelom izvedenih hiperpolarizacijskih faktora i nastaje djelovanjem
epokigenaza iz obitelji CYP2C i CYP2J djelujuci vazodilatacijski na glatke misi¢e, dok -
hidroksilaze poput CYP4a i CYP4f proizvode 20HETE koji kontrahira glatke misi¢ne stanice
krvnih Zila (25). Sinteza EET-e je izazvana protokom krvi (engl. shear stress), acetilholinom,
bradikininom ili metabolizmom glutamata u mozdanim astroglijalnim stanicama te se potom
oslobadaju i difundiraju do glatkih miSi¢nih stanica gdje aktiviraju Kca kanale te TRPV4-
kanale, uzrokujuci hiperpolarizaciju i relaksaciju krvnih zila, dok se razgradnja EETs provodi
putem enzimatske razgradnje topljivom epoksid-hidrolazom (engl. soluble epoxide hydrolase,
sEH) u DHETSs, §to ograniCava njihov vazodilatacijski u¢inak (60, 61). Pokazano je da
djelovanje EET, posredovano aktivacijom metabotropnih glutamatnih receptora tipa | u
astrocitima, ima klju¢nu ulogu u povecanju mozdanog krvnog protoka tijekom hipoksije,
djelujuci kao vazan endotelno-glijalni vazodilatacijski medijator (62). S druge strane, 20HETE
je vazokonstriktor koji depolarizira stanice glatkih misi¢a krvnih Zzila blokiranjem BK kanala,
aktivacijom protein kinaze C (PKC), tirozin kinaze Src-tipa, rho kinaze i mitogenom aktivirane

protein kinaze (MAPK) te pojacava odgovor na ANG II, ET-1, ATP i druge Gq ovisne
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vazoaktivne molekule (25, 63). Takoder poti¢e vaskularnu hipertrofiju (remodeliranje),
endotelnu disfunkciju, vaskularnu restenozu, angiogenezu, upalu i apoptozu (64), ali inhibira
agregaciju trombocita (65). Osim endotelnih bioaktivnih molekula vazan doprinos
vazoreaktivnosti daju i neurohumoralni ¢imbenici: simpatic¢ki i parasimpati¢ki neurotransmiteri
te hormoni (npr. adrenalin, vazopresin, atrijalni natriuretski peptid), kao i lokalni metabolicki
produkti (parcijalni tlak ugljikovog dioksida (pCO.), parcijalni tlak kisika (pO2), pH, adenozin
i laktat) (66,67). Mehanicki podrazaji poput promjene transmuralnog tlaka ili trenja protokom
krvi po endotelu (engl. shear stress) dodatno doprinose ovom sloZenom mehanizmu regulacije
vaskularne reaktivnosti (68, 69). Dokazano je da porast transmuralnog tlaka u mozdanim
arterijama dovodi do aktivacije fosfolipaze A u VSMCs i katalize arahidonske kiseline iz
membanskim fosfolipida ¢ime se potice sineza 20HETE (70). Osim vazokonstriktornih
metabolita arahidonske kiseline, endotelne i glatke misi¢ne stanice proizvode jedan od
najpotentnijih endogenih vazokonstriktora ET-1 koji djeluje preko endotelin A receptora (ETA)
koji se nalaze u VSMCs uzrokojuéi vazokonstrikciju i proliferaciju glatkih misSi¢nih stanica te
preko endotelin B1 receptora (ETB1) gdje u endotelu uzrokuje vazodilataciju putem NO, PGl.
i EDHF mehanizama, dok preko ETB; receptora u VSMCs vazokonstrikciju (71). Povec izrazaj
ET-1 koji potice produkciju slobodnih kisikovih radikala (ROS) i inhibira NO signalizaciju te
promijenjeni omjer ETA/ETB signalizacije tijekom hipoksije, hiperbaricne oksigenacije i
oksidativnog stresa doprinose promjenama vaskularne reaktivnosti (72, 73). ROS i reaktivne
dusikove vrste (RNS) su kratkotrajne, ali visoko reaktivne molekule koje u povisenim

koncentracijama uzrokuju oksidativni stres u vaskularnom sustavu (74).

Glavne vrste ROS ukljuéuju superoksidni anion (O27), vodikov peroksid (H202) i
hidroksilni radikal (*OH), dok su kljuéne RNS vrste dusikov (mon)oksid (NO) i peroksinitrit
(ONOO") (75). U vaskularnom endotelu i glatkim misi¢ima, 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 stvarajuéi peroksinitrit, ¢ime se gubi endotelno-posredovana relaksacija (77).
Nadalje, ROS moze direktno aktivirati glatke miSice, stimuliraju¢i L-tip Ca*" kanale i PKC
signalizaciju te inhibiraju¢i K* kanale, $to dovodi do depolarizacije 1 pove¢anog ulaska Ca* u
stanice (78). ROS takoder modulira ekspresiju EDCF-a, uklju¢uju¢i ET-1 i vazokonstriktorne
prostaglandine poput TXA: i 20HETE, $to dodatno pojacava kontraktilni odgovor vaskularne

stijenke (75). Danas je sve vise novih istrazivanja koja prosiruju dosadasnji poznati model



vaskularne reaktivnosti i ukazuju na to da endotelne stranice komuniciraju s VSMCs i
imunoloskim stanicama putem egzovezikula i mikroRNA, a mehanotransdukacija je jedan od
glavnih mehanizmama aktivacije ovog sustava (80). Egzovezikuli, mali membranski vezikuli
veli¢ine 30-150 nm, sadrze razli¢ite molekule ukljuc¢ujuci lipide, proteine, glasnicke RNA
(mMRNA) i mikroRNA te omoguéuju intercelularnu komunikaciju (79). Poznato je da
mikroRNA-126, koja je specificna za endotel, sudjeluje u odrzavanju vaskularne integriteta i
angiogenezi (80). S druge strane, mikroRNA-92a, takoder prisutna u endotelnim stanicama,

moze utjecati na funkciju glatkih miSi¢nih stanica i doprinositi patogenezi ateroskleroze (81).

U ovom radu koristena su dva fizioloska podrazaja u ispitivanju izravnih promjena
vazoreaktivnosti: protokom potaknuta dilatacija i hipoksijom potaknuta dilatacija. Protokom
potaknuta dilatacija (engl. Flow-Induced Dilation, FID) ozna¢ava mehani¢ki podrazaj (engl.
shear stress) vazodilatacije krvnih zila koja nastaje kao odgovor na poveéani luminalni protok
krvi promjenom gradijenta tlaka na endotelne stanice ¢ime se aktiviraju mehanotransdukcijski
mehanizmi (ukljucujuci glikokaliks i cito-skelet) s posljedi¢énom aktivacijom eNOS i porastom
sinteze NO, PGI, te EDHF (82, 83). FID predstavlja kljuéni mehanizam autoregulacije protoka
Krvi, osobito u mikrovaskulaturi i malim arterijama (84). U zdravim i ve¢im arterijama NO igra
dominantnu ulogu u vaskularnoj relaksaciji, dok EDHF i PGl igraju ulogu u malim arterijama
i patoloskim stanjima (76). Vazodiltaciji takoder doprinosi H>O2 kao vazan medijator FID-a jer
sami mehanicki podrazaj aktivira mitohondrijsku i NADPH oksidazu ¢ime nastaju ROS, a
djelovanjem superoksid dismutaze iz superoksida nastaje H202 (78). On aktivira K* kanale u
VSMCs inducirajuéi hiperpolarizaciju glatke miSiéne stanice te modulira kinazu aktiviranu
proteinom i putevima kinaza aktiviranih mitogenima (engl. mitogen-activated protein kinase
pathway, MAPK put) ¢ime 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 moze djelovati vazokonstrikcijski (87). U patoloskim
stanjima poput hipertenzije, dijabetesa, ateroskleroze, metabolickog sindroma, starenja i upale,
protokom potaknuta dilatacija je ¢esto smanjena zbog smanjene NO-bioaktivnosti, pove¢anog
oksidativnog stresa 1 upalnih procesa, dok EDHF i H20: djeluju kompenzatorno kako bi odrzali
dilatacijski kapacitet malih arterija sto u konacnici ipak rezultira poveéanim vaskularnim
otporom, smanjenom perfuzijom tkiva te predstavlja rani marker endotelne disfunkcije i
nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja (84, 85, 88-90).

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

metabolic¢ki podrazaj vazodilatacije na smanjenu razinu kisika u tkivu (91), pri ¢emu se osim



aktivacije eNOS i sinteze NO, oslobadaju i drugi vazodilatatori poput prostaciklina, EDHF te
lokalni metabolicki produkti poput adenozina (92), kalija (93) i promjena pH (94), koji zajedno
djeluju na relaksaciju glatkih miSi¢nih stanica vaskularnog zida aktivacijom ATP osjetljivh K*
kanala (engl. ATP-sensitive potassium channels, KATP), $to je osobito zna¢ajno u mozdanim

arterijama i potvrdeno u istrazivanjima koje su proveli Wilderman i Armstead (95).

Najvazniji medijatori vazoreaktivnosti kao odgovora na fizioloske podrazaje 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 bioloski aktivnu tvar u srcu i krvnim Zilama opisali Albert
Newton Drury i Albert Szent-Gyorgyi 1929., dok su specificni membranski receptori za
adenozin identificirani i farmakoloski klasificirani tijekom 1970-ih i 1980-ih godina (97).
Adenozin je endogeni nukleozid koji se moze sintetizirati izvanstani¢no najc¢esce u patoloskim
uvjetima najprije defosforilacijom ATP-a oslobodenog iz endotelnih stanica pomocéu
ektonukleozid trifosfat difosfohidrolaze (CD39) u adenozin monofosfat (AMP) te dalje pomoc¢u
izvanstani¢ne ekto-5'-nukleotidaze (CD73) u adenozin ili najces¢e u fizioloskim uvjetima
unutarstani¢no hidrolizom AMP-a pomocu citosolne endo-5'-nukleotidaze (CD73) ili
iz S- adenozilhomocisteina (SAH) putem SAH hidrolaze u adenozin (97). Razgradnja
adenozina u inozin odvija se prvenstveno u patolo$kim uvjetima pomocu adenozin deaminaza
(ADA) ili se najcesce u fizioloskim uvjetima fosforilira u AMP pomoc¢u adenozin kinaza (AK),
Sto adenozinu daje fizioloski poluzivot <1 s. (7). Inozin se dalje pretvara u hipoksantin pomoc¢u
purinske nukleozidne fosforilaze (engl. purine nucleoside phosphorylase, PNP) (98). Osim
svoje enzimske aktivnosti, ADA se moZe vezati na adenozinske receptore (ekto-ADA) i
pojacavati afinitet receptora i njihovu signalizaciju (99). Smjer unosa ili oslobadanja adenozina
iz stanica odreden je razlikom koncentracija preko membrane i buduc¢i da adenozin nije lipofilan
odvija se pomocu dvije glavne skupine prijenosnika: ravnotezni nukleozidni transporeter 1
(ENT-1) i koncentrativni nukleozidni transporter (CNT) (97). ENT-ovi prenose adenozin u
izvanstani¢ni prostor putem olakSane difuzije (ENT1 i ENT2) ili transporta ovisnog o kationima
(ENT3 i ENT4) (100). ENT-1 jedan je od najzastupljenijih membranski proteina endotelnih
stanica koji omogucuje pasivni transport adenozina u smjeru koncentracijskog gradijenta bez

potoSnje energije najceSce s ciljem uklanjanja adenozina iz ekstracelularnog prostora i



podvrgavanja njegovoj unutarstani¢noj deaktivaciji, osim u situacijama hipoksije kada se smjer
moze mijenjati (101, 102). Postoje tri podtipa CNT transportera koji imaju znacajno manju
ulogu i mogu samo aktivno unositi adenozin Koriste¢i energiju natrijevih iona (97).
Koncentracija adenozina ovisi 0 energetskom statusu i razinama kisika u tkivu, a regulirana je

upravo njegovom sintezom i razgradnjom (7).

Adenozin ostvaruje svoje bioloSke ucinke u razlic¢itim tkivima putem aktivacije Cetiri
G-protein-vezana membranska receptora (engl. G protein-coupled receptor, GPCR): Al, A2a,
A2b i A3, koji se razlikuju prema farmakoloSkim svojstvima (97). Opcenito u organizmu
receptori Al 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 srediSnju domenu koja sedam puta prolazi kroz stanicnu
membranu, s karakteristicnim izvanstanicnim  glikozilacijskim 1 unutarstani¢nim
fosforilacijskim mjestima vaznima za desenzibilizaciju i internalizaciju, pri ¢emu se razlikuju
u broju aminokiselina (105). Ligandno mjesto lezi u transmembranskom snopu s vaznim
ekstracelularnim petljama koje oblikuju ulaz za adenozin ili sintetske ligande, a vezanjem
liganda dolazi do konformacijskih promjena u transmembranskom dijelu pri ¢emu se formira
aktivna i stabilna konformacija receptora TM6 koja omogucuje vezivanje s heterotrimernim G
proteinima (106). Receptor katalizira GDP u GTP na Ga podjedinici koja se disclocira od Gy
podjedinice §to omogucava paralelno djelovanje obje jedinice (107). Aktivacija adenozinskih
Al i A3 receptora vezanih za Gi i G, obitelj G proteina dovodi do inhibicije adenilat ciklaze
(Gai/o), ¢ime se smanjuje intracelularna koncentracija CAMP-a 1 PKA aktivnost, pri ¢emu Gai
podjedinica takoder moze dodatno aktivirati 1 odredene MAPK puteve, dok suprotno tomu
stimulacija adenozinskih A2A i/ili A2B receptora vezanih uz Gs obitelj G proteina (Gas)
aktivira adenilat ciklazu i povecava proizvodnju cAMP-a u ciljnim stanicama S$to rezultira
aktivacijom PKA i posljedi¢ne fosforilacije niza ciljanih proteina, ionskih kanala i
transkripcijskih faktora (108). Adenozinski A2b receptor moze se vezati i na Gq obitelj u
odredenim  stanicma §to  rezultira  aktivacijom  fosfolipaze C, inozitol 1,4,5-
trisfosfat/diacilglicerol (IP3/DAG) te promjenama u unutarstani¢nim razinama kalcija (98).
Takoder GBy podjedinica oba kod aktivacije svih tipova receptora paralelno moze 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 presinapticke Ca?" kanale, aktivirati fosfatidilinozitol-3-kinazu gama (engl.

Phosphoinositide 3-kinase gamma, PI3K-y) i modulirati razne enzimske aktivnosti najcesée u
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brzom presinaptickom uc¢inku A1 receptora (107). Osim navedenih signalnih puteva aktivacija
adenozinskih receptora pokre¢e niz regulatornih mehanizama koji kontroliraju intenzitet i
trajanje signalizacije medu koje pripada fosforilacija receptora, regrutacija [-arrestina,
internalizacija i recikliranje receptora koji zajedno ¢ine temelj smanjenja stani¢ne osjetljivosti
na produzenu 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 1 trecoj intracelularnoj petlji s ciljem smanjenja Sposobnosti receptora da dalje
aktivira G protein te stvaranja visoko afinitetnog veznog mjesta za [-arrestine 1 ili 2 (110).
Fosforilirani adenozinski receptor veze B-arrestin, pri ¢emu mu onemogucéava novi ciklus G
protein signalizacije (homologna desenzitizacija), i poput adaptera/nosaca (enlg. scaffolds)
povezuje receptor s drugim stani¢énim proteinima te aktivira alternativne MAPK/ERK signalne
puteve koji pojacavaju desenzitizaciju receptora fosforilacijom samih receptora, proteina
ukljucenih u endocitozu i sami transkiripcijskih faktora odgovorih za promjenu genskog
izrazaja (111-113). B-arrestin formira kompleks s proteinskim komponentama endocitoznog
aparata AP-2 (engl. adaptor protein 2) i klatrin usmjeravajuéi receptor-arrestin kompleks prema
klatrinom oblozenim vezikulama (invaginacijama plazma membrane) pri ¢emu se formiraju
endosomi unutar kojih receptor ostaje unutarstani¢no lokaliziran (internalizacija receptora)
(111, 114). Sudbina internaliziranih odnosno endocitoziranih receptora moze zavrsiti
recikliranjem nazad na plazma membranu postupkom defosforilacije i odvajanja od (3-arrestina
(resenzitizacija receptora) ili u uvjetima dugotrajne stimulacije degradiranjem (engl. down-
regulation) biti usmjeren u lizosome, ¢ime se smanjuje ukupan broj funkcionalnih receptora u
stanici (110). Kinetika i dinamika signalizacije adenozinskih receptora definiraju intenzitet i
trajanje stani¢nog odgovora, a ovise o brzini aktivacije i deaktivacije G proteina, razini
stvaranja i razgradnje sekundarnih glasnika te vremenskom slijedu ukljuéivanja B-arrestin-
ovisnih kaskada (fosforilacija, desenzitizacija i internalizacija), pri ¢emu brze promjene
(sekunde) u koncentraciji sekundarnih glasnika (npr. cAMP, Ca?*) i ionskih struja prethode
kasnijim fazama (minute i sati) koje ukljucuju aktivaciju MAPK puta, fosforilacije efektorskih
proteina te promjene u genskom izrazaju (115). Znanstvena istrazivanja pokazuju da su
adenozinski receptori podtipova A2A i A2B podlozni relativno brzoj desenzitizaciji i down-
regulaciji (manje od jedan sat), dok se Al receptori nepotpuno fosforiliraju i internaliziraju
znatno sporije (priblizno 8 sati), a A3 podtip najbrZe reagira, Cesto u trajanju od nekoliko minuta

(110, 116, 117).
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Osim signalizacije posredovane G proteinima, aktivacija adenozinskih receptora
takoder utjeCe na niz alternativnih signalnih puteva posebice kada se stanice susrecu s
oksidativnim stresom, promjenama perfuzije tkiva i upalnim procesima (63). Jedna od vaznih
alternativnih signalnih puteva jest opisan, a posredovan je aktivacijom B-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) §to za posljedice ima, osim opisane desenzitizacije recepora, stabiliziraciju faktora
induciranog hipoksijom 1 alfa (engl. Hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF-1a), regulaciju
izrazaja antioksidativnih gena i moduliraciju endotelne barijere (111, 118, 119). Aktivacija
A2A i A2B receptora preko GBy podjedinice ili B-arrestin uzrokuje regrutaciju fosfoinozitid 3-
kinaze (engl. Phosphoinositide 3-kinase, PI3K) koja pretvorbom PIP2 u PIP3 aktivira PKB koja
se spaja sa svojim aktiviraju¢im kinazama 1 postaje aktivna te u daljnjoj kaskadi fosforilira i
aktivira eNOS s ciljem vazodilatacije i zastite endotela, stabilizra transkipcijskih faktor HIF-1a
koji aktivira vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor,
VEGF) s ciljem angiogeneze i vaskularne adaptacije te fosfolirira pro-apoptotski protein Bad
¢ime ga inaktivira i viSe nema sposobnost blokirati anti-apoptotski protein B-limfom 2 (Bcl-2)
koji blokira apoptotski put sprecavajuci otpusStanje citokroma C iz mithohondrija s ciljem
preZivljavanja stanica (97, 113, 120). Aktivacija A2A receptora aktivira Src kinaze preko -
arrestina pri ¢emu ona fosforilira VEGF receptor i integrine te na taj nacin 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 Rapl/B-
Raf/MEK/ERK kaskadni put utjecujuci na adheziju i endotelnu barijeru (122). Aktivacija A2A
i A2B receptora inducira NRf2 faktor (engl. Nuclear factor erythroid 2—related factor 2, Nrf2)
koji povecava genski izrazaj hem oksigenaze 1 (HO-1), SOD i katalaze s ciljem smanjenja
ROS-a i oksidativnog stresa (123). Siroka rasprostranjenost ovih receptora u Zivéanom,
kardiovaskularnom, respiratornom, gastrointestinalnom, urogenitalnom 1 imunoloSkom sustavu
te u kostima, zglobovima, o¢ima i kozi naglasava njihovu vaznu ulogu u fiziopatologiji (97).
Raznolikost funkcija koje posreduju adenozinski receptori upucuje na klju¢nu ulogu
adenozinske signalizacije u odrzavanju homeostaze i u adaptacijskim odgovorima na stres

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

Adenozinski receptori (Al, A2A, A2B i A3) izrazavaju se ne samo na endotelnim
stanicama, ve¢ i na glatkim mi$i¢nim stanicama krvnih zila te u perivaskularnim Zivcima gdje
moduliraju vaskularni tonus putem endotelno-posredovane i endotelno-neovisne relaksacije ili
putem kontrakcije, kao i regulacijom neurogenog prijenosa (124). Izrazenost i funkcionalna
uloga pojedinih podtipova u vaskularnoj stijenci mogu varirati ovisno o vrsti krvne zile,
fizioloSkom stanju organizma ili patoloskim okolnostima poput hipoksije, hipertenzije ili
oksidacijskog stresa (125). A2AR i A2BR su dominantno izrazeni na endotelnim stanicama,
gdje poti¢u vazodilataciju, dok su Al i u manjoj mjeri A3 prisutni i u endotelu, ali ¢es¢e u
glatkim misi¢énim stanicama, gdje mogu izazvati kontrakciju ili relaksaciju ovisno o vrsti krvne
zile i patofizioloskim okolnostima (125). Adenozinski Al receptori u krvnim Zilama imaju
visok afinitet $to zna¢i da se aktiviraju ve¢ pri bazalnim tj. fizioloskim koncentracijama
adenozina (ECsp =~ 0.1-0.3 uM), a u mozdanoj i bubreznoj mikrocirkulaciji A1R pridonose
miogenoj reaktivnosti i autoregulaciji protoka (125). A2AR imaju visok afinitet za adenozin
(ECs0~0.3-0.7 uM) i djeluju u fizioloskim i patoloskim uvjetima , dok A2bR imaju nizi afinitet
(ECso = 10-20 uM) i aktiviraju se tek pri povisenim koncentracijama adenozina primjerice
tijekom hipoksije ili reperfuzije (126). A3R u krvnim Zilama imaju nizi afinitet za adenozin
(ECs0 = 1-5 uM) i aktiviraju se tek pri vi§im koncentracijama adenozina tijekom hipoksije,
ishemije ili upale, ali funkcionalno imaju dvostruku ulogu, pri ¢emu u fizioloskim uvjetima
mogu doprinijeti blagoj vazokonstrikciji, dok u hipoksiji ili hiperoksiji imaju citoprotektivnu i
vazodilatacijsku ulogu (127). U perivaskularnim zivcima A1 receptori presinapticki inhibiraju
oslobadanje noradrenalina, dok A2A mogu facilitirati neurotransmisiju, ¢ime adenozin
modulira i miogeni i neurogeni tonus krvnih zila (125). Adenozinski receptori imaju vaznu
ulogu u krvnim Zilama i smatraju se klju¢nim posrednicima izmedu metaboli¢kog statusa tkiva
1 vaskularnog odgovora, posebno u kontekstu hipoksije, reperfuzije i hiperbari¢ne oksigenacije,
a osim u samoj ulozi regulacije vaskularne kontraktilnosti i endotelne funkcije, imaju brojne
uloge u regulaciji stanicnog metabolizma, energetske homeostaze i mitohondrijske funkcije,
kontroli stani€nog preZivaljavanja i apoptoze, angiogenzi, proliferaciji, diferencijaciji 1
migraciji stanica, kontroli upale i imunmodulaciji, antioksidativnoj obrani stanice i
neuropreotekciji (124, 128).

Aktivacija A1IR u VSMCs rezultira najces¢e vazokonstrikcijom putem signala
posredovanog G proteinima i poznatom aktivacijom diacilglicerola (DAG) i oslobadanjem

arahidonske kiseline iz fosfolipidne membrane s posljedi¢nom aktivacijom CYP4a §to rezultira
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proizvodnjom 20-HETE koja funkcionira kao sekundarni drugi glasnik i aktivira protein kinazu
C alfa (PKC-a) te dolazi do posljedi¢nog 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). Takoder, poznatno je da ANG II pojacava Al
receptorima posredovanu kontrakciju te istovremeno inhibira A2B-ovisnu vazodilataciju (129).
Osim regulacije vaskularne kontraktilnosti, adenoznski A1R imaju vaznu ulogu u autoregulaciji
protoka krvi kroz mozak i bubrege, gdje njihova aktivacija smanjuje oslobadanje noradrenalina
1 inhibira presinapticku transmisiju, ¢ime se smanjuje metabolicko opterecenje 1 stiti tkivo od
ishemijskog oste¢enja (130, 131). Nadalje, adenozin putem A1R smanjuje potrosnju ATP-a
inhibicijom Na'/K*-ATPaze i kalcijevih kanala s ciljem odrzavanja energetske homeostaze

(132).

Aktivacija A2AR u vaskulaturi putem signalnog puta stimuliraju¢eg Gs proteina preko
ciklickog adenozin monofosfata i protein kinaze A (Gs-CAMP-PKA) inducira aktivaciju CYP-
epoksigenaza (npr. CYP2C23, CYP2J2) te posljedicnu sintezu EET-e, koje posreduju
vazodilataciju neovisnu o NO, a kada je ta signalizacija narusena (npr. u odsutnosti A2AR ili
pri poviSenom unosu soli), dolazi do sinteze enzima SEH koji razgraduju EET na
dihidroksieikozatretraensku Kiselinu (DIHETE) 1 ulogu preuzima vazokonstrikcijski
metabolizam poput 20-HETE (133, 134). Aktivacija A2A i A2B receptora u endotelnim
stanicama potice sintezu duSikovog oksida (NO) putem fosforilacije 1 aktivacije endotelne NO
sintaze (eNOS), $to doprinosi povecanoj perfuziji tkiva i zastiti od hipoksi¢nog osteéenja (137).
A2AR osim smanjenja rane upalne reakcije nakon vaskularne ozljede, smanjenim
oslobadanjem TNF-a, IL-1p, IL-6, a povecanim IL-10 (131, 135, 136), dodatno mogu povecati
endotelnu proliferaciju/migraciju i kapacitet angiogeneze, povecati sintezu proangiogenih
faktora poput vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl. Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF) ili smanjiti izrazaj 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 uc¢inke, no jasan
ucinak zapravo nije do kraja razjasnjen (131). Aktivacija adenozinskih receptora takoder utjece
na otpusStanje NO, prostaciklina te modulaciju reaktivnih kisikovih vrsta i citokina, ¢ime
adenozin postaje kljucan lokalni modulator vaskularne reaktivnosti i upalnog odgovor (109).
Aktivacija adenozinskih A2AR smanjuje oksidativni stres i povecava antioksidativni odgovor,

dok Al moze pojacavati ROS u patoloskim uvjetima (84, 88). Adenozinskim A2A receptorima
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mogu se inhibirati kontraktilni efekti EDCF-a, dok Al receptori pojacavaju kontrakciju u nekim
arterijama (76). A2BR moze stimulirati sintezu prostaciklina (PGI2) i vaskularnog endotelnog
faktora rasta (VEGF), ¢ime posreduje angiogenezu i vaskularnu remodelaciju (138, 139).
Adenozinski receptori sudjeluju u odrZavanju staniéne homeostaze putem PI3K/Akt i
MAPK/ERK signalnih puteva koji reguliraju proliferaciju, prezivljavanje i diferencijaciju
vaskularnih stanica (119, 140). Aktivacija tih puteva povezana je s povecanom ekspresijom

HIF-1a i VEGF-a, $to pridonosi angiogenezi i prilagodbi tkiva na hipoksi¢ne uvjete (141).

U uvjetima smanjene oksigenacije, povecana razina izvanstanicnog adenozina potice
ekspresiju A2B receptora putem HIF-1a, $to predstavlja adaptivni mehanizam za poboljSanje
mikrovaskularne perfuzije i smanjenje upale (142). A2B receptor potice proliferaciju
fibroblasta i glatkih miSi¢nih stanica putem ERK1/2 i mTOR puta (142). A3R u stanicama
krvnih zila signalizira uglavnom preko Gi/o proteina (smanjenje cAMP), ali i kroz By-ovisnu
aktivaciju PLC te moze inducirati i MAPK (ERK1/2) i PI3K/Akt puteve, §to omoguéuje
modulaciju vaskularnog tonusa, proliferacije i vaskularne reaktivnosti (143, 144), ali moze i
modulirati imunosne odgovore, ukljucujuéi aktivaciju neutrofila i mastocita (145). Aktivacija
A3R moze uzrokovati vazodilataciju otvaranjem K* kanala i/ili kroz NO ovisne mehanizme,
dok u patoloskim stanjima odgovor moze doprinijeti vazokonstrikciji ili modulirati u¢inke

drugih AR-a (146).

1.5. Utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na krvozilni sustav

Hiperbari¢na oksigenacija (HBO2) je neinvazivna terapijska i eksperimentalna metoda
u kojoj se koristi 100 % kisik pri tlaku ve¢em od atmosferskog, obi¢no u rasponu od 2,0 do 2,5
apsolutne atmosfere (ATA) tijekom 90-120 minuta kroz jedan (akutni HBO2, Ac-HBO) ili
uzastopce vise ponovljenih tretmana (intermitentna HBO., In-HBO,) (5). Terapijska osnova
temelji se na trima faktorima: disanje 100 %-tnog kisika pogoduje difuziji u hipoksi¢no tkivo,
koncentracija kisika u krvi raste s porastom parcijalnog tlaka kisika (pO2) te se povecava
postotak kisika otopljenog u plazmi §to dovodi do hiperoksemije i hiperoksije koje ne utjecu na
razinu hemoglobina i nezavisan je o razini hemoglobina (147). Na molekularnoj i stani¢noj
razini HBO; direktno podize tkivni pO2 i smanjuje tkivnu hipoksiju, modulira oksidativni stres
I antioksidativni odgovor induciraju¢i adaptivne antioksidativne odgovore i smanjenje
kroni¢nih upalnih markera (148), smanjuje oksidativno ostecenje DNA i povecava signalizaciju

koja podrzava popravak i prezivljavanje stanica (npr. Akt, NrF2) (149), pokrece signalne
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putove koji nalikuju odgovorima na hipoksiju (npr. induciranje HIF-1a signalnih puteva) ¢ime
se pokre¢u regenerativne kaskade bez stvarne dugotrajne hipoksije (tzv. hiperoksi¢no-
hipoksicni paradoks ili pseudohipoksija) (150), modulira imunoloski upalni odgovor i smanjuje
leukocitnu infiltraciju u oStecenja tkiva reduciraju¢i sintezu proinflamatornih citokina (npr.
TNF-a i IL-6) te povecavajuci sintezu antiinflamatornih citokina (npr. 1L-10) (151), potice
angiogenzu i remodelaciju tkiva poticanjem genskog izrazaja pro-angiogenih faktora (engl.
endothelial growth factor (VEGF), engl. placental growth factor (PGF), engl. angiopoietin
(Ang) 1 and 2) ¢ime se poboljsava vaskularizacija tkiva (152), poti¢e neuroplasti¢nost i inducira
neuroprotekciju (153). Sve ovo objasnjava njezinu uéinkovitost u brojnim klinickim stanjima
(npr. kroni¢ne dijabeticke rane, refraktorni osteomijelitis, otrovanje ugljiénim monoksidom,
dekompresijska bolest, radijacijska osSteCenja, nekrotizirajuce infekcije...), ali i sve vise
pronalazi primjenu za nove indikacije (post COVID19 sindrom, tuberkuloza pluéa, karcinom,
akutni mozdani udar), no potrebna su daljnja istrazivanja i standardizirani protokoli prije Siroke

terapijske implementacije (154).

Hiperbari¢ni Kisik predstavlja signalnu molekulu koja utjece na izrazaj gena i proteina,
dokazano modulira signalne putove na molekularnoj, stani¢noj i tkivnoj razini utje¢uéi na
vaskularnu strukturu i funkciju $to je od velike vaznosti u fiziopatoloskim procesima (5).
Utjecaj hiperbari¢nog kisika na mijenjanje funkcioniranja koordiniranog sustava krvnih zila i
mikrocirkulacije nije u potpunosti razja$njen (5). Ucinci HBO2 ovise 0 primijenjenim
protokolima, trajanju i ucestalosti izlaganja HBO:2 jer dugotrajna izloZenost Vvisokim
koncentracijama kisika 1 neuspjeh u suzbijanju oksidativnog stresa mogu dovesti do toksi¢nosti
Kisika i sistemskih promjena (147). Ac-HBO: dovodi do povecane periferne vazokonstrikcije
posredovane samom hiperoksijom (155) i prolazno narusava vazorelaksaciju te smanjuje
odgovor krvne Zile na hipoksiju, zbog povecane proizvodnje superoksida i ukupnog porasta
oksidativnog stresa, koja se obnavlja 24 sata nakon tretmana (156). Ravnoteza izmedu razine
slobodnih radikala i razine i aktivnosti antioksidansa odreduju opseg oksidativnog stresa
(157). S druge strane, In-HBO:> poboljsava vaskularnu reaktivnost na podrazaje kao $to su
angiotenzin-(1-7) [ANG-(1-7)] i ANG Il zbog aktivacije mehanizama povezanih s aktivacijom
enzima CYP450 i sintezom EET-e te induciranjem antioksidativnih obrambenih
mehanizama (158, 159). Stoga se pretpostavlja da akutna izlozenost HBO2 smanjuje osjetljivost
I funkcijsku aktivnost adenozinskih Al i A2A receptora te time narusava vazoreaktivnost, dok
dugotrajnija izloZzenost HBO2 dovodi do razlicitih prilagodbi u izrazaju AL1R i A2AR i promjena

u enzimatskoj aktivnosti koja regulira pretvorbu adenozina i EET-a, $to bi moglo poboljsati
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vazoreaktivnost. Nadalje, klju¢na korist HBO. na vaskularni sustav je aktivacija brojnih
signalnih puteva poput ekstracelularno signalom regulirana kinaza/mitogeno regulirana protein
kinaza ERK/MAPK i aktivacija c-Jun N-terminalne kinaze (JNK), generiranja eNOS i
stabilizacije faktora induciranog hipoksijom 1 alfa (engl. hypoxia-inducible factor 1 alpha
(HIF-1a)) koji su poznati regulatori vaskularne funkcije te kojima se poti¢e angiogeneza i
neovaskularizacija putem povecanog izrazaja VEGF, stromalnog ¢imbenika 1 (engl. Stromal
cell-Derived Factor 1 (SDF-1), novija oznaka CXCL12), proliferacije mati¢nih stanica i razine
endotelnih  progenitorskin stanica (160-162). HBO: ucinkovito smanjuje izrazaj
metaloproteinaza 12 (MMP-12) koje ostecuju endotelni glikokaliks i poti¢u endotelnu
disfunkciju (163). S druge strane, HBO> pojacava izrazaj antioksidativnih gena u ljudskim
endotelnim stanicama, smanjuje proizvodnju ROS-a i §titi od oksidativnog o$tecenja (147).
Takoder povecava izrazaj glasnicke RNA (MRNA) i proteina eNOS-a te time razinu NO $to
ima protektivni u¢inak na endotelne stanice (163), dok s druge strane putem ERK1/2, proteinske
kinaze B (Akt) i nuklearnog faktora kappa B (NF «B) signalnih puteva smanjuje izrazaj i
aktivnost inducibilne sintaze dusi¢nog oksida (iNOS) (147). Potencijalne koristi HBO>
potvrdene su u odrZavanju integriteta endotela i poboljSanju stabilnosti plaka smanjenjem
razine reaktivnih kisikovih radikala (ROS) i inhibicijom upalnih citokina (tumorski nekrozni
faktor alfa (TNF-a), interleukin 6 (IL-6)) uklju¢enih u destabilizaciju plaka (148). Hiperoksija
stimulira VSMCs i endotelne stanice na autofagiju koja doprinosi uklanjanju osteé¢enih
komponenti i odrzavanju zdravlja krvnih zila (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), $to poveéava propusnost endotela i doprinosi edemu i
disfunkciji mikrocirkulacije (167), dok sama HBO: se pokazala korisnom jer stabilizira i §titi
glikokaliks, smanjuje oksidativni stres, potice sintezu antioksidativnih enzima i potice

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

S obzirom na to da je poznato da MCA SD Stakora ima izrazenu miogenu aktivnost,
vazno je naglasiti kako HBO2 moZe modulirati miogenu reaktivnost jer smanjuje lokalnu
akumulaciju adeonzina i time smanjujuéi bazalnu aktivnost Al receptora, a pojacavajuci

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

In-HBO: potice izrazaj ne samo antioksidativnih ve¢ 1 citoprotektivnih gena u
endotelnim stanicama (170). Antioksidativni kapacitet moze sprijeCiti oSteCenje DNA
slobodnim kiskovim radiklima kod duze izloZzenosti HBO> (171).
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1.6. Utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije i hipoksije na adenozinske receptore i vaskularnu

reaktivnost

Hiperbari¢na oksigenacija i hipoksija imaju utjecaj na regulaciju adenozinergickog
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 izrazaj adenozinskih receptora (4). Uskladena koordinacija sinteze i razgradnje
adenozina klju¢na je za koncentraciju izvanstani¢nog adenozina kao odgovor na opskrbu tkiva
kisikom (4). Izvanstani¢no nakupljanje signalne molekule adenozina jedan je od prvih koraka
u protektivnoj auto-parakrinoj kaskadi stanicnog o$teéenja uzrokovanog hipoksijom,
ukljucujuéi vazodilataciju posredovanu NO i stimulaciju razgradnje glikogena s ciljem
proizodnje ATP-a anaerobnom glikolizom (172). Hipoksija uzrokuje povecanje koncentracije
unutarstani¢nog i plazmatskog adenozina poveéanom razgradnju ATP-a u AMP Kkoji je
prekursor adenozina, povecanjem razine ektoenzima ekto apiraze (CD39), CD73 i ADA ¢ija
sinteza ovisi 0 HIF-1a te sprjeCavanjem razgradnje adenozina putem adenozin kinaze i
adenozin deaminaze (172-174). Tijekom normoksije vecina sintetiziranog adenozina potjece
iz S —adenozilhomocisteina, dok za vrijeme hipoksije sinteza je preusmjerena na 5'-adenozin
monofosft put (5-AMP) koji tek tada aktivira adenozinske receptore (175). Povecana
koncentracija kisika (hiperoksija) ovisno o dozi smanjuje koncentraciju adenozina u plazmi,
proizvodnju cAMP-a posredovanu adenozinskim A2A receptorom i izrazaj dipeptidil peptidaze
4 (CD26), dok povecava izrazaj CD73 i ADA (4). Sama hiperbarija nema ucinak na razinu
adenozina, ADA, CD73 i CD26 (4). Neocekivani porast CD73 u hiperoksiji je posljedica
povratnog mehanizma vracanja razine adenozina u krvnoj plazmi (4). Neocekivani porast ADA
u hipoksiji najvjerojatnije ima zaStitnu ulogu radi citotoksi¢nosti adenozina (4). Takoder,
dugotrajni gubitak aktivnosti CD26 povecava antioksidativnu sposobnost kod duze izloZenosti
HBO., dok kod akutne se smanjuje aktivnost CD26 s ciljem smanjene razgradnje vazoaktivnih
I antioksidativnih peptida (176). Obrnuti odnos razine kisika i izrazaja CD26 pronadeni su i u
studijama kod ljudi $to predstavlja adaptivni odgovor na visoke razine kisika nerazgradnjom
antioksidativnih i vazokonstriktornih peptida poput snaznog neuropeptida Y putem CD26 $to
rezultira povecanjem vaskularnog tonusa (4). Ove promjene su od velike vaznosti u
patofizioloskim  mehanizmima  hipoksije/ishemije/upale  jer smanjenje  aktivacije
adenozinergic¢kog signalnog puta posredovanog A2AR u akutnoj hiperoksiji kod upale plu¢a
inhibira fizioloski mehanizam zastite tkiva posredovan A2AR i time pogorSava akutnu upalnu

ozljedu pluéa, pri ¢emu inhalacija agonista A2AR moze imati klini¢ku vaznost (177). Postoji
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hipoteza da tijekom hipoksije samo je jedan A2AR ili A2BR funkcionalno dominantan podtip
u krvnim zilama, a to su navodno A2AR koji imaju snazan vazodilatatorni i proangiogeni
ucinak (). Jedan od glavnih medijatora odgovornih za vazodilataciju u Stakora tretiranih HBO>
je 11,12-EET, ¢ija je sinteza povecana aktivacijom A2AR (178). A2BR predstavljaju uz A2AR,
glavne adeneozinergi¢ne receptore na endotelnim stanicama, dok primjerice u uvjetima
hipoksije adenozin aktivira i A3R (). Bruzzese i suradnici su pokazali da hiperoksija
smanjuje izrazaj gena A2AR u mozgu i samu proizvodnju cCAMP posredovani tim receptorima,
dok hipoksija povecava izrazaj istih (4, 180). Nadalje, i sama hiperbarija mijenja izrazaj
proteina A2AR putem transkripcijske i translacijske regulacije (4). ROS induciran putem HBO:
moze povecati izrazaj A1R-a aktiviranjem regulatornog mjesta NF kappa B na ovom genu i
time pojacati citoprotektivnu ulogu adenozina neutralizacijom $tetnih u¢inaka ROS-a (181).
Hipoksija i porast razine samog adenozina takoder reguliraju izrazaj gena adenozinkih
receptora (182). Feoktisov i suradnici upozoravaju da ucinci hipoksije na izrazaj adenozinskih
receptora A2A mogu biti specifi¢ni za stanice i tkiva (183). Zanimljivo je da hipoksija smanjuje
izrazaj 1 aktivnosti ENT-1 transportera aktivacijom A2A i A2B receptora putem HIF-1,
povecavajudi razine ekstracelularnog adenozina i time povecavaju¢i vazodilatacijski ucinak
(172, 184). Takoder, aktivacija A2AR i vjerojatno A2BR moze potaknuti fosforilaciju protein
kinaze A (PKA), §to dovodi do brze ubikvitinacije i proteasomske razgradnje ENT-1
transportera (185). S obzirom na to da HBOz ima suprotan ucinak od hipoksije i dokazano
djeluje na brojne signalne puteve (VEGF, HIF-1a, Nrf2, hem-oksigenaza-1 (HO-1) i
ERK/MAPK) koji su poznati ili sumnjivi regulatori ENT-1 aktivnosti (186), moze se
pretpostaviti da hiperbari¢na oksigenacija modulira vaskularnu reaktivnost djelomi¢no putem
promjena u izrazaju ili funkcionalnoj aktivnosti ENT-1, posredno utje¢u¢i na dostupnost
adenozina i time na aktivaciju njegovih receptora. U normoksi¢nim uvijetima HIF-la se
konstantno hidroksilira prolil hidroksilazom (PDH) i ubikvitinira putem von Hippel-Lindau
proteina, ¢ime se razgraduje u proteasomu (187), dok u hipoksi¢nim uvjetima aktivnost enzima
prolil hidroksilaze (PHD) opada jer im je potreban kisik kao kofaktor pa se HIF-1a stabilizira,
akumulira u citoplazmi 1 potom ulazi u jezgru gdje se veZe na HIF-1 i1 aktivira hipoksijski
odgovorni element (engl. Hypoxia-Responsive Element, HRE) na DNA (188-200). Glavni
signalni putevi povezani s HIF-1a (engl. HIF-/a-related pathways) su PI3K/Akt/mTOR put
kojim se povecava translacija HIF-1a proteina putem mTOR kompleksa (engl. Mammalian
Target of Rapamycin) ¢ak i pri normalnom pO2 (119, 201), MAPK/ERK put kojim se poveéava
transkripcija HIF-1a i stabilnost kompleksa HIF-1o/HIF-1B u jezgri (202), NF-xB put kojim

se inducira ekspresija gena za HIF-1a (203), djelovanje ROS osobito onih koje nastaju u
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mitohondrijima, stabiliziraju HIF-1a inhibicijom PHD enzima (204) te NO koji moZe imati
dvosmjeran ucinak jer u hipoksiji stabilizira HIF-1a, dok ga u hiperoksiji moze degradirati
(205). Adenozin preko A2AR i A2BR aktivira PI3K/Akt i ERK puteve u endotelnim stanicama
Sto dovodi do povecane razine i stabilizacije HIF-1a proteina, klju¢nog transkripcijskog faktora
koji regulira ekspresiju gena odgovornih za adaptaciju stanica na hipoksiju, ukljucujuéi gene za

angiogenezu, metabolizam i transport kisika (119).

Adenozin ima vaznu ulogu u ofuvanju integriteta glikokaliksa putem aktivacije A2AR
(AC — cAMP — PKA —eNOS — NO) s posljedi¢nim porastom sinteze NO koji ima klju¢nu ulogu
u stabilizaciji glikokaliksa jer smanjuje oksidativni stres, inhibira adheziju leukocita i sprjecava
enzimsko razgradivanje proteoglikana (19, 14, 165). Studije su pokazale da blokada A2AR ili
smanjenje sinteze NO dovodi do ubrzanog razgradnje i odvajanja glikokaliksa, povecane
leukocitne adhezije i narusene vaskularne reaktivnosti (165, 197, 206, 207). Nadalje, A2AR i
A2BR aktiviraju PI3K/Akt signalni put, koji takoder stimulira eNOS i potie sintezu
antioksidativnih i citoprotektivnih proteina, ukljucujuéi heme-oxygenazu-1 (HO-1) i SOD ¢ime
zajednicki doprinose stabilnosti glikokaliksa i smanjenju njegove degradacije uzrokovane
ROS-om i upalnim citokinima tijekom hipoksije i reperfuzije (119, 120). U uvjetima hipoksije,
poveéana koncentracija izvanstani¢nog adenozina potice ekspresiju A2BR putem aktivacije
HIF-1a, ¢ime se pojac¢ava endotelna zastita sprje¢avanjem gubitaka glikokaliksa, odrzavanjem
mikrovaskularne propusnosti, odrzavanjem vazodilatacijske 1 antiinflamatorne funkcije
endotela te se poti¢e angiogena signalizacija s ciljem poboljSanja perfuzije tkiva u hipoksi¢nim
uvjetima (140). S druge strane, povecani parcijalni tlak kisika tijekom HBO2 potice
adenozinsku signalizaciju koja ima dodatni zastitni uc¢inak potic¢uc¢i antioksidativne mehanizme

koji smanjuju oksidativnu degradaciju endotelnog glikokaliksa (168).

Dakle, postoje naznake da adenozinski A1 i A2A receptori mogu igrati vaznu ulogu u
mehanizmu djelovanja kisika 1 ugljicnog dioksida kao reaktivnih signalnih molekula 1
vazoaktivnih tvari, pri ¢emu bi njihov izrazaj gena i proteina mogao biti moduliran HBO: i

hipoksijom.
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2. HIPOTEZE
Ovo istrazivanje temelji se na trima polaznim hipotezama:

1. Adenozinski Al i/ili A2A receptori igraju vaznu funkcionalnu ulogu u mehanizmima

modulacije vaskularnih odgovora uzrokovanih hiperbaricnom oksigenacijom.

2. Agonisti i antagonisti adenozinskih Al i A2A receptora utjeCu na promjene vaskularne

reaktivnosti uzrokovane hiperbari¢nom oksigenacijom.

3. Specifi¢ni protokoli akutne i intermitentne hiperbari¢ne oksigenacije dovode do promjena

genskog i proteinskog izrazaja adenozinskih A1 i A2A receptora.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj je doktorske disertacije ispitati vaskularnu reaktivnost odnosno Kkrivulju
stupnjevitog odnosa doza i uéinka in vitro izoliranih srednjih mozdanih na agoniste
adenozinskih Al i A2A receptora u Stakora koji su tretirani s hiperbariénom oksigenoterapijom

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

Drugi cilj je ispitati vaskularnu reaktivnost in vitro izoliranih srednjih mozdanih
arterija na hipoksijom potaknutu dilataciju (HID) i protokom potaknutu dilataciju (FID) sa i bez
prisutnosti agonista ili antagonista adenozinskih Al ili A2A receptora u $takora koji su tretirani

hiperbari¢nom oksigenoterapijom (akutno i intermitentno) i kontrolnih (netretiranih) zivotinja.
Treéi cilj je ispitati utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na genski i proteinski izrazaj
adenozinskin Al i A2A receptora na povrSinskim mozdanim arterijama u Stakora koji su

tretirani  hiperbaricnom  oksigenoterapijom (akutno i intermitentno) i kontrolnih

(netretiranih) zivotinja.
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4. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za fiziologiju u Laboratoriju za fiziologiju
cirkulacije i Laboratoriju za klini¢ku i molekularnu imunologiju Medicinskog fakulteta

Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

4.1. Nacrt studije

Studija je strukturirana kao randomizirani kontrolirani pokus na animalnom modelu
koriStenjem sorte Sprague-Dawley (SD) stakora oba spola u starosti od 8 do 10 tjedana.

Zivotinje su nasumic¢no rasporedene u tri eksperimentalne skupine:

a) skupina jedan (KONTROLNA SKUPINA - CTRL) — zdravi SD stakori koji nisu izlozeni

protokolu hiperbari¢ne oksigenacije

b) skupina dva (AKUTNA SKUPINA — Ac-HBO: ) — zdravi SD S§takori jednokratno izlozeni

hiperbari¢noj oksigenaciji u barokomori za pokusne zivotinje prema protokolu te

¢) skupina tri (INTERMITENTNA SKUPINA — In-HBO) — zdravi SD S$takori izloZeni jednom
dnevno hiperbari¢noj terapiji u barokomori za pokusne Zivotinje prema protokolu kroz

uzastopna Cetiri dana.

Svi pokusi provedeni su prema unaprijed definiranim protokolima, a promjene
vaskularne reaktivnosti ispitane su na izoliranim srednjim moZdanim arterijama SD Stakora.
Svi eksperimentalni postupci bili su u skladu s Europskim smjernicama za njegu i koriStenje
laboratorijskih Zivotinja (Direktiva 86/609) 1 odobreni su od strane lokalnog 1 nacionalnog

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

4.2. Materijali

Svi koristeni SD Stakori oba spola (N = 126) uzgojeni su u Vivariju pri Medicinskom
fakultetu Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, koji je registriran i certificiran kao
korisnik/uzgajiva¢ miseva i §takora u obrazovne i znanstvene svrhe (br. HR-POK-005). Stakori
su bili smjesteni u kavezima (engl. Individually Ventilated Cage (IVC) samoventilirajuci kavezi
Tecniplast GR900) u standardiziranim uvjetima uzimajuéi 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 zelji (lat. ad libitum) komercijalno pripremljenom peletiranom hranom

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

Slika 4.2.1. Sprague-Dawley eksperimentalni Stakori smjesteni u samoventiliraju¢im kavezima

u standardiziranim uvjetima unutar prostorija Vivarija Medicinskog fakulteta Osijek.

(Izvor: autor rada)

Hiperbari¢na eksperimentalna komora za laboratorijske zivotinje zapremnine 110 litara — Puro
bakovi¢ 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. Hiperbaricna eksperimentalna komora za laboratorijske Zivotinje

(Izvor: autor rada)
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U skladu s odobrenim eksperimentalnim protokolom, zrtvovanje Zivotinja 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 ¢ega je uslijedilo usmréivanje
dekapitacijom pomocu giljotine za dekapitaciju laboratorijskih Zivotinja. Za anesteziranje
zivotinja upotrebljene su sterline Sprice od 5 ml (BD Discardit 1) 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 zila koriSten su
disekcijski alati tvrtke FST GMBH (Fine Science Tools GmbH, Njemacka) — ravne skare,
pincete (forcepsi), disekcijske igle i mikrokljesta.

Za provedbu samih pokusa na izoliranim srednjim mozdanim arterijama Zilama koriSten
je svjetlosni mikroskop i tla¢ni miograf (Pressure Myograph System, model 110P MyoView,
verzija 1.2.0, tvrtke DMT-Danish Myo Technology, Danska) povezan s racunalom radi jasnog
prikaza i mjerenja unutras$njeg promjera krvnih zila te povezan dvjema plinskim bocama
koristenim ovisno o eksperimentanom protokolu (Slika 4.3.). Miografija izoliranih krvnih Zila
jedan je od fiziolo$ki najrelevantnijih in vitro tehnika i pristupa proucavanju funkcionalnih
odgovora krvnih zila kojom se proucavaju promjene izometrijskog vaskularnog tonusa (208,

209).

Slika 4.2.3. Tla¢ni miograf povezan s ra¢unalom
(lzvor: autor rada)
4.3. Metode

4.3.1. Priprema pokusnih grupa i protokol izlaganja hiperbari¢noj oksigenaciji
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KONTROLNA SKUPINA (CTRL): prva je skupina zdravih netretiranih SD S$takora

konstantno boravila u nastambi do trenutka zrtvovanja.

AKUTNA SKUPINA (Ac-HBOy): druga je skupina zdravih SD S$takora konstatno
boravila u kavezu, osim u trenutku izlaganja jednom tretmanu hiperabari¢ne 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 zavrsetku

tretmana zivotinja je zZrtvovana i proveden je pokus prema odredenom protokolu.

INTERMITENTNA SKUPINA (In-HBO3): tre¢a je skupina zdravih SD Stakora
konstantno boravila u kavezu, osim u trenutku izlaganja u priblizno isto vrijeme uzastopno Cetiri
dana prema protokolu hiperabar¢ne 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 Zivotinja zrtvovana i proveden je pokus prema odredenom protokolu.

Za provedbu HBO: koristena je eksperimentalna hiperbaricna komora za laboratorijske
Zivotinje.

Opisani protokol za izlaganje HBO: je standardiziran i viSe puta je KoriSten u
prethodnim istrazivanjima (96, 156, 158, 159, 210, 211).

Stakori su izvagani prije Zrtvovanja za pokus. Sve su skupine imale slobodan pristup

hrani i vodi te uobi¢ajeno kretanje.

4.3.3. In vitro izolirane perfundirane srednje moZdane arterije

Eksperimentalni protokol zapoceo je vaganjem SD Stakora i intraperiotonealnom
anestezijom Zzivotinja, nakon ¢ega je uéinjena dekapitacija. Odmah nakon dekapitacije, mozak
je kirurski izoliran, a srednja cerebralna arterija se odmah pod kontrolom svjetlosnog
mikroskopa kirurski izolira i postavi u komoru tlacnog miografa na dvije staklene mikropipete
(vanjski promjer ~ 100-200 pm) smjestene u komori napunjenom toplom (37 °C) fizioloskom
otopinom soli (engl. Physiological Saline Solution, PSS), (pH = 7,4 £ 0,05; sastav (u mM/I):
119 NacCl, 4,7 KCI, 1,17 MgSQg4, 1,6 CaCly, 1,18 NaH2PO4, 24 Na-HCO3, 0,026 EDTA i 5,5
glukoza) koja imitira ionski sastav izvanstani¢ne tekuéine. Sustav je kontinuirano oksigeniran
smjesom plinova od 21 % O, 5 % CO: i ostatka N> (oksigenacija, ispitivanja protokom
potaknute dilatacije) ili smjesom plinova od 0 % O, 5 % CO: i ostatka N2 (hipoksija, ispitivanje

hipoksijom potaknute dilatacije) ovisno o istrazivac¢kom protokolu.
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Nakon postavljanja u komoru, srednja mozdana arterija je inkubirana 60 minuta s
intravaskularnim tlakom odrzavanim na 80 mmHg kako bi se procijenio osnovni (bazalni)
promjer. Zila je cijelo vrijeme snimana infracrvenom kamerom s jasnom slikom na monitoru
kako bi se precizno izmjerile promjene promjera zile izmedu unutarnjih rubova endotela (Slika
4.3.3.1.).
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Slika 4.3.3.1. Monitorski prikaz izolirane srednje mozdane arterije spojene na sustav tlacnog

miografa s prikazom mjerenja unutra$njeg promjera aterije.

(Izvor: autor rada)

U oba eksperimentalna protokola za utvrdivanje vaskularne reakivnosti Stakori su
nasumi¢no zrtvovani iz razli¢itih skupina, a agonisti i antagonisti adenozinskih Al i A2A
receptora takoder su upotrebljavani nasumi¢no (N=7 po skupini). U pokusu su koristeni sljedeci
agonisti i antagonisti adenozinskih Al i A2A receptora u koncentraciji 10® M: agonist
adenozinskog Al receptora (2-kloro-N6-ciklopentiladenozin, CCPA, Abcam), antagonist
adenozinskog Al 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 ilJamino]etil]fenil]propanoi¢na 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 farmakodinamickih profila i Siroko
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rasprostranjene standardne upotrebe kao referentnih liganada za adenozinske Al i A2A

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

Preostale povrsinske krvne zile su izolirane, prikupljene i zamrznute u teku¢em dusiku
te pohranjene na -80°C za provedbu molekularnih metoda istrazivanja — odredivanje

proteinskog i genskog izrazaja adenozinskih Al i A2A receptora.

4.3.4. Eksperimentalni protokoli za utvrdivanje krivulje stupnjevitog odnosa doza i

ucinka agonista adenozinskih Al i A2A receptora na izoliranoj srednjoj mozdanoj arteriji

Nakon postavljanja u komoru srednje mozdane arterije i 60-minutne inkubacije,
najmanja doza agonista adenozinskoga Al receptora (CCPA, 10° M) ili agonista
adenozinskoga A2A receptora (CGS 21680, 10° M) dodana je u donji dio komore uz
intravaskularni tlak odrZzavan na 80 mmHg, a nakon 15 minuta inkubacije agonista izmjeren je
promjer krvne Zile. Postupak je ponavljan do najvise odredene koncentracije lijeka (10> M).
Prije dodavanja sljedece doze agonista, PSS u komori zamijenjen je svjezim PSS-om. Detaljan
shematski prikaz protokola prikazan je u Prilogu 1. Doza-odgovor svakog agonista odredena je
u sve tri skupine: CTRL, Ac-HBO: i In-HBO3.

4.3.5. Eksperimentalni protokoli za utvrdivanje mehanizama vaskularne reaktivnosti na

izoliranoj srednjoj mozdanoj arteriji

Nakon postavljanja u komoru srednje mozdane arterije i 60-minutne inkubacije s
oksigenacijom (smjesom plinova od 21 % Oz, 5 % CO: i ostatka N2), krvna zila je izlozena
protoku, $to je generirano istovremenim promjenama ulaznog i izlaznog tlaka (gradijenti tlaka
A0, A10, A20, A40, A60, A8O, A100 mmHg). Svaki gradijent tlaka rezultirao je promjenom
protoka otopine PSS-a kroz postavljenu krvnu Zilu (protokom potaknuta dilatacija — FID), a
promjer zile vidljiv na monitoru izmjeren je izmedu unutrasnjih rubova endotela i zabiljezen
pri svakom od navedenih gradijenata. Za testiranje hipoksijom potaknute dilatacije (HID),
nakon stabilizacije zile kroz 30 minuta pri gradijentu tlaka od A80, Zila je izloZena hipoksiji
(smjesa plinova promijenjena je s 21 % Oz na 0 % O») tijekom 20 minuta pri gradijentu tlaka
od A80, a promjer zile je mjeren pri gradijentu tlaka od AO (tlak ulaska i izlaska 80 mmHg) tri
minute nakon promjene gradijenta tlaka. Neposredno nakon HID-a uslijedila je reoksigenacija
srednje mozdane arterije pri gradijentu tlaka od A80 kroz 30 minuta, zatim je izmjeren promjer

krvne Zile nakon 3 minute izlaganja Zile gradijentu tlaka od AO. Prije svakog testiranja agonista
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I antagonista adenozinskih receptora najprije je testiran FID i HID (za procjenu pocetnih
vrijednosti). S ciljem randomizacije pokusa pojedini protokoli zapoceti su testiranjem FID-a pa

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

Po zavrSetku mjerenja promjera Zile kod FID-a i HID-a uslijedila je najprije 30 minutna
stabilizacija zile pri gradijentu tlaka od A80, nakon Cega je dodan odredeni agonist ili
antagnonist u dozi od 10° M u komoru tla¢nog miografa te nakon 30 minuta inkubacije pri
talku 80/0 mmHg, tj. gradijentu tlaka od A80 izmjeren je i zabiljezen promjer izmedu
unutra$njih rubova endotela srednje mozdane 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 moZdane arterije

Dilatacija inducirana acetilkolinom (ACh, 10 mol/l, Fluka) testirana je na podetku
svakog eksperimenta da bi se provjerio integritet i funkcionalnost endotela. Izravni donor NO,
natrijev nitroprusid (SNP, 10 mol/l, Sigma Aldrich), koristen je za odredivanje dilatacije
neovisne o endotelu na kraju eksperimenata kako bi se utvrdila funkcionalnost vaskularne
glatke muskulature. Po zavrSetku SNP protokola, otopina PSS-a u sustavu zamijenjena je
otopinom PSS-a bez Ca?* (pH = 7,4 + 0,05; sastav (u mM/1): 119 NaCl, 4,7 KCI, 1,17 MgSOs,
1,18 NaH2POg4, 24 NaHCO3, 0,026 EDTA i 5,5 glukoze) za mjerenje maksimalnog promjera
krvne Zile. Zile koje nisu pokazale znacajne razine aktivnog tonusa (50 %) elimirane su iz
pokusa. Aktivni tonus izracunat je u postocima prema formuli: [(Dmax - Dbas)/Dmax] x 100,

gdje su Dmax i Dbas maksimalni i osnovni promjer (A0 mmHg, bez protoka) krvne Zile.

4.3.7. Eksperimentalni protokol za utvrdivanje genskog izrazaja adenozinskih Al i A2A

receptora

Izrazaj gena adenozinskih receptora odreden je metodom lancane reakcije polimeraze s
reverznom transkripcijom (RT-PCR) koriStenjem sustava Bio-Rad CFX96 (Slika 4.3.7.1.).
Analiza je provedena na uzorcima povrsinskih krvnih zila mozga, ukljucujuéi tkivo srednje
mozdane arterije. Uredaj omogucuje istodobnu amplifikaciju do 96 uzoraka te detekciju
fluorescentnih signala u stvarnom vremenu putem integriranog viSekanalnog optickog sustava.

Visoka reproduktibilnost i osjetljivost mjerenja osigurane su uniformnom kontrolom

temperature i optimiziranim ciklusima denaturacije, sparivanja pocetnica i ekstenzije. Ova
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metoda koriStena je za analizu promjena u genskom izrazaju nakon izlaganja hiperbari¢noj

oksigenaciji.

Slika 4.3.7.1. Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR sustav koriSten u ovom istraZivanju za

kvantitativno odredivanje izrazaja ciljnih gena metodom qPCR.

(Izvor: autor rada)

Ukupna ribonukleinska kiselina (RNA) ekstrahirana je pomocu TRI reagensa
(Molecular Re-search Center, INC), prema uputama proizvodaca. Koncentracija i Cistoéa RNA
provjerene su pomo¢u NanoDropa (Implen, Thermo Scientific). Ukupna RNA dodatno je
proc¢is¢ena iz deoksiribonukleinske kiseline (DNA) pomoc¢u Deoxyribonuclease kita (Sigma)
prema uputama proizvodaca kitova. Reverzna transkripcija provedena je pomocu High
Capacity cDNA Reverse Transcription kita (Applied Biosystems), prema uputama proizvodaca

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, koristen za odrzavanje kontroliranih i
sterilnih uvjeta tijekom manipulacije uzorcima i reagencijama. Kabinet je opremljen UV-C

lampom koja omogucuje ucinkovitu dekontaminaciju radne povrsine i degradaciju mogucih

ostataka nukleinskih kiselina izmedu pojedinih ciklusa rada. U ovom istrazivanju koriSten je za

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

visoka pouzdanost amplifikacijskih rezultata.

(Izvor: autor rada)

Izrazaj se odreduje koriStenjem jedinstveno dizajniranih pocetnica na Primer Express
sustavu (Applied Biosystems, Tablica 4.3.7.1.) koristenjem ABsolute QPCR SYBR Green low

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

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

Tablica 4.3.7.1. Prikaz sekvenci primera koristenih za kvantifikaciju izrazaja gena

Gen Forward primer (5' — 3') Reverse primer (§8' — 3'")
(ciljani)

Al TTCCAGGCTGCCTACATTGG ATGGAGCTCTGGGTGAGGAT
receptor

A2A GCAGCGCTAGTTTCGAAGTC CTCGAACAGACAGGTCACCC
receptor

HPRT GAAAGAACGTCTTGATTGTTGAAGA | GAGAGGTCCTTTTCACCAGC

TAT AA
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4.3.8. Eksperimentalni protokoel za utvrdivanje proteinskog izrazaja adenozinskih Al i

A2A receptora

Razina proteina adenozinskih Al i A2A receptora odredena je Western blot metodom
iz prikupljenih povrSinskih krvnih Zila mozga. PovrSinske krvne Zile mozga su nakon izolacije
odmah zamrznute u teku¢em dusiku i pohranjene na -80 °C do homogenizacije. Uzorci dvaju
Stakora iz iste skupine tretmana zdruzene su u jedan uzorak. Uzorci povrSinskih krvnih zila
mozga zdruzeni su da bi se osigurao dovoljan prinos proteina za Western blot analizu i da bi se
smanjio ukupan broj koristenih Zivotinja, u skladu s 3R principom (zamjena, smanjenje,
prociS¢avanje). Uzorci su prvo usitnjeni u tekuéem duSiku, a homogenati uzoraka tkiva
pripremljeni su na ledu pomo¢u ULTRA-TURARAX homogenizatora koriStenjem pufera za
homogenizaciju koji sadrzi 10 mmol/l Tris baze (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L EDTA (Sigma-
Aldrich), 0,4 % SDS (Acros Organic) i koktel inhibitora proteinaze (4 ul/100 p, Sigma Aldrich).
Prije odredivanja koncentracije ukupnih proteina, homogenati su centrifugirani pri 17 000
okretaja u minuti, 30 minuta na 4 °C, ukupna koncentracija proteina odredena je u
supernatantima Bradfordovim testom (AppliChem) prema uputama proizvodaca i pohranjena
na -80 °C do daljnjeg protokola. Izrazaj proteina adenozinskih Al i A2A receptora odredena je
Western blot metodom, koja se sastoji od elektroforeze (radi odvajanja proteina na gelu prema
veli¢ini), prijenosa proteina s gela na polivinilidin fluoridnu membranu (PVDF membrana) i

detekcije ciljnih proteina pomocu specifi¢nih 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 koriSten za pripremu razdvajajucih 1 koncentriraju¢ih gelova prema
veli¢ini proteina, (2) kadica za SDS-PAGE elektroferezu u kojoj se provodi razdvajanje

proteina prema molekularnoj masi pod denaturirajuéim uvjetima, (3) izvor napajanja (engl.
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power supply) koji osigurava kontrolirani napon i struju tijekom elektroforetskog razdvajanja
te (4) transferna kadica koriStena 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 no¢i) 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 koriStenjem odgovarajucih primarnih antitijela
(ze¢je poliklonsko anti-Stakorsko adenozin Al receptor antitijelo, Abcam, ab82477; zeCje
poliklonsko anti-stakorsko adenozin A2A receptor antitijelo, Abcam, ab3461; p-aktin-HRP,
miSje MonoAb, Abcam, ab49900) i sekundarnih antitijela (kozje anti-ze¢je HRP, Abcam,
ab205718). Detekcija je provedena kemiluminiscencijskom metodom koriStenjem Pierce ECL
Western Blotting supstrata (Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD) prema uputama
proizvodaca, a signal je zabiljeZen koriStenjem BioRad ChemiDoc MP Imaging Systema (Slika
4.3.8.2.). Dobivene slike obradene Su i analizirane pomocu softvera Imagel (verzija 1.52a;
National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD) (216) prema uputama programera softvera,
a izrazaj proteina je odreden kao relativni izrazaj odnosu na p-aktin, koji je takoder koristen kao

kontrola opterecenja (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
omogucuje automatizirano hvatanje kemiluminiscentnih i fluorescentnih signala, optimizaciju
ekspozicije u realnom vremenu te kvantifikaciju proteinskih traka. Uredaj osigurava
standardizirane uvjete snimanja i minimalnu varijabilnost, ¢ime se postize visoka

reproducibilnost rezultata.

(Izvor: autor rada)

4.4. Statisticke metode

Rezultati funkcionalne analize odgovora na FID, ACh i SNP analizirani su
dvosmjernom analizom varijance (two-way ANOVA) radi procjene uéinka dvaju neovisnih
¢imbenika i njihove medusobne interakcije. Nakon §to je ANOVA pokazala statisticki znacajne
razlike, Tukeyjev post hoc test (engl. Tukey's Honestly Significant Difference test) koristen je
za viSestruke usporedbe srednjih vrijednosti medu skupinama, uz korekciju za pogresku
viSestrukog testiranja. Za analizu rezultata izraZaja gena i proteina koristena je jednosmjerna
analiza varijance (ANOVA), nakon koje je, ovisno o distribuciji podataka, primijenjen Holm-
Sidakov test ili Kruskal-Wallisov test za viSestruke usporedbe. Za usporedbu izmedu dviju
neovisnih skupina koristen je Studentov t-test u slucajevima kad su numericki podaci pokazivali
normalnu distribuciju, dok je u slu¢ajevima odstupanja od normalnosti koriSten neparametrijski

Mann-Whitneyjev U test. Snaga testa (engl. power) postavljena je na 0,8, uz razinu znacajnosti

34



P < 0,05 i minimalnu oc¢ekivanu razliku od 0,25, §to je ukazivalo na potrebu za najmanje Cetiri
zivotinje po skupini. Statisticka analiza provedena je pomocu 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 statisticke znac¢ajnosti odredena je pri P <0,05.
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5. REZULTATI

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

mozZdanih arterija koriStenih u eksperimentima

U Tablici 5.1.1. prikazani su tjelesna masa Stakora i osnovni morfometrijski i
funkcionalni parametri srednjih mozdanih arterija izoliranih iz tri eksperimentalne skupine:
kontrolne (CTRL), akutno izlozene hiperbari¢nom kisiku (Ac-HBO>) te intermitentno izloZene
hiperbaricnom kisiku (In-HBO3). Tjelesna masa (izrazena u gramima) kontrolnih Stakora
iznosila je 37253 (n=42), masa Stakora akutno tretiranih u hiperbari¢noj komori iznosila je
350+44 (n=42), a masa Stakora intermitetno tretiranih u hiperbari¢noj komori iznosila je
349144 (n=42). Nije zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika u tjelesnoj masi izmedu skupina (p
> 0,05). Promjer srednjih mozdanih arterija izmjeren pri transmuralnom tlaku od 0 mmHg (A0
mmHg) bio je nesto ve¢i u kontrolnoj skupini (133 = 23 pm) u odnosu na Ac-HBO> (123 £ 26
um) 1 In-HBO> skupine (125 + 23 um), no razlike nisu bile statisticki znac¢ajne. Maksimalni
promjer arterija, izmjeren u Ca?*-free otopini, takoder se nije znacajno razlikovao medu
skupinama, s vrijednostima od 207 £ 19 um (CTRL), 190 £ 11 pm (Ac-HBO2) 1 207 £ 14 pm
(In-HBO3). Aktivni tonus arterija izrazen kao postotak maksimalne dilatacije iznosio je 43 + 8
% u kontrolnoj skupini, 40 £ 6 % u Ac-HBO., te 42 £ 10 % u In-HBO; skupini, bez znacajnih
statistickih razlika izmedu skupina (p > 0,05).

Tablica 5.1.1. Prikaz tjelesne mase $takora, bazalnog promjera, maksimalnog promjera

i aktivnog tonusa srednjih moZdanih arterija koriStenih u eksperimentima

CTRL* Ac-HBO: In-HBO:-
masa Stakora [g] 372 £53 350 + 44 349 £ 60
bazalni promjer srednje mozdane
o 133+23 123 + 26 125+ 23
arterije pri A0 mmHg [pum]
maksimalni  promjer  srednje
207 £ 19 190+ 11 207+ 14
mozdane arterije (Ca?* free) [um]
aktivni tonus srednje mozdane
N 43+8 40+ 6 42 +10
arterije (%)

*CTRL — kontrolna skupina, Ac-HBO> — akutna skupina, In-HBO> — intermitentna skupina
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5.2. Rezultati na izoliranim srednjim moZdanim arterijama

5.2.1. Rezultati krivulja stupnjevitog odnosa doza i u¢inka agonista adenozinskih Al i

A2A receptora na izoliranoj srednjoj mozZdanoj arteriji

Na slici 5.2.1.1. prikazan je postotak vazokonstrikcije srednjih mozdanih arterija u
kontrolnoj skupini (CTRL), kao i u skupinama akutno (Ac-HBOy) i intermitentno (In-HBO>)
izlozenima hiperbari¢noj oksigenaciji, nakon primjene selektivnog agonista adenozinskog Al
receptora (CCPA) u koncentracijama od 107*° do 10° M. Vazokonstrikcijski odgovor na
primjenu CCPA bio je slican u skupinama CTRL i In-HBO,, dok je odgovor u Ac-HBO:
skupini bio statisticki znaCajno smanjen u usporedbi s CTRL i In-HBO. skupinama pri

koncentracijama od 10 do 10° M (p<0,05; oznageno simbolima * i #).
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Slika 5.2.1.1. Odgovor srednjih mozdanih arterija na selektivni agonist Al adenozinskog
receptora (CCPA) primijenjen u postupnim koncentracijama od 10° do 10° M. Prikaz
promjene dijametra zile kao srednje vrijednosti £ SD. *p<0,05 Ac-HBO: u odnosu na CTRL,;
#p<0,05 Ac-HBO- u odnosu na In-HBO;

Na slici 5.2.1.2. prikazan je postotak vazodilatacije srednjih mozdanih arterija u
kontrolnoj skupini (CTRL), kao i u skupinama akutno (Ac-HBO) i intermitentno (In-HBO>)
izlozenima hiperbari¢noj oksigenaciji, nakon primjene selektivnog agonista adenozinskog
A2AR-a (CGS-21680) u koncentracijama od 10° do 10° M. Vazodilatacija u odgovoru na
CGS-21680 bila je znacajno smanjena u Stakora izlozenih akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji
(Ac-HBO2) u usporedbi s kontrolnom (CTRL) i intermitentno izlozenom (In-HBO) skupinom

pri vi§im koncentracijama lijeka 10 do 10° M (p<0,05; oznadeno simbolima * i #).
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Slika 5.2.1.2. Odgovor srednjih mozdanih arterija na selektivni agonist Al adenozinskog
receptora (CGS-2168) primijenjen u postupnim koncentracijama od 10°° do 10° M. Prikaz
promjene dijametra zile kao srednje vrijednosti £ SD. *p<0,05 Ac-HBO> u odnosu na CTRL;
#p<0,05 Ac-HBO; u odnosu na In-HBO;

5.2.2. Rezultati utvrdivanja vaskularne reaktivnosti u odgovoru srednje moZdane arterije
na protokom potaknutu dilataciju, acetilkolin, natrijev nitroprusid te primjenu agonista

i antagonista adenozinskih Al i A2A receptora

Na slici 5.2.2.1. prikazan je odgovor odnosno postotak vazodilatacije srednje mozdane
arterije na protokom potaknutu dilataciju (FID) pri razli¢itom postupnom porastu gradijenta
tlaka (A10-100 mmHg) u odnosu na pocetno stanje bez protoka (A0 mmHg), u kontrolnoj
skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO2) i intermitentnog (In-HBO>) izlaganja
hiperbari¢noj oksigenaciji. U svim skupinama zabiljezen je porast vazodilatacije s porastom
gradijenta tlaka te su uocene znacajne razlike izmedu skupina. Vaskularni odgovor srednje
mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju (FID) bio je znafajno smanjen u skupini
Stakora izlozenih akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji (A-HBO3), u odnosu na kontrolnu skupinu
I U odnosu na skupinu izlozenu intermitentnoj HBO2 (In-HBO.) (p<0,05; oznaceno sa * i #).

Najizrazenija razlika zabiljeZena je pri ve¢im gradijentima tlaka od A80 i A100 mmHg.
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Slika 5.2.2.1. Odgovor srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju bez primjene
agonista i antagonista adenozinskih Al i A2A receptora. Prikaz promjene dijametra zile kao
srednje vrijednosti + SD. *p<0,05 Ac-HBO; u odnosu na CTRL; *p<0,05 Ac-HBO> u odnosu
na In-HBO>

Na slici 5.2.2.2. prikazan je vazodilatacijski odgovor srednjih mozdanih arterija na
primjenu acetilkolina (ACh, 10 M) u uvjetima bez protoka (pri 80 mmHg). U skupini $takora
akutno izlozenih hiperbari¢noj oksigenaciji (Ac-HBO2) zabiljezen je statisticki znacajno
smanjen postotak dilatacije u usporedbi s kontrolnom skupinom (CTRL) i skupinom s
intermitentnom izlozeno$¢u (In-HBO32) (p<0,05, oznaceno sa * i #). Nasuprot tomu, odgovor

na ACh u In-HBO: skupini bio je usporediv s onim u kontrolnoj skupini, bez znacajnih razlika.
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Slika 5.2.2.2. Odgovor srednje mozdane 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-HBO> u odnosu na In-HBO>

Na slici 5.2.2.3. prikazan je vazodilatacijski odgovor srednje mozdane arterije na natrij-
nitroprusid (SNP) u koncentraciji 10® M, izravni donor dusikovog oksida za odredivanje
dilatacije neovisne o endotelu. Nisu uocene statisticki znacajne razlike u postotku dilatacije
izmedu skupina CTRL, Ac-HBO: i In-HBO:. Sli¢an odgovor na SNP medu svim skupinama
ukazuje na ocuvanu funkciju glatkih miSiénih stanica vaskularne stijenke tijekom pokusa,

neovisno 1 o protokolu hiperbari¢ne oksigenacije.
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Slika 5.2.2.3. Odgovor srednje mozdane 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 mozdane arterije (MCA)
Stakora pri razli¢itim gradijentima tlaka (10-100 mmHg) u kontrolnim uvjetima (CTRL) te
nakon inkubacije sa selektivnim agonistima adenozinskih receptora, CCPA (Al agonist) i CGS-
21680 (A2A agonist). U kontrolnoj skupini zabiljezeno je blago povecanje dilatacije s porastom
gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od priblizno 15-20 % pri 80—100 mmHg. Primjena
CCPA nije znacajno izmijenila krivulju odgovora u odnosu na kontrolu. Sli¢no tomu, ni
inkubacija s CGS-21680 nije dovela do statisti¢ki zna¢ajnih promjena dilatacijskog odgovora

u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 5.2.2.4. Odgovor srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu
agonista adenozinskog Al receptora (CCPA) u koncentraciji 10 M i agonista adenozinskog
A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10 M kod kontrolne skupine $takora. Podaci su

prikazani kao srednje vrijednosti £ SD.

Na slici 5.2.2.5. prikazan je dilatacijski odgovor srednje mozdane arterije (MCA)

Stakora pri razli¢itim gradijentima tlaka (10-100 mmHg) u kontrolnim uvjetima (CTRL) te
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nakon inkubacije s antagonistima adenozinskih receptora, DPCPX (Al antagonist) i SCH-
58261 (A2A antagonist). U kontrolnoj skupini dilatacija se postupno povecavala s porastom
gradijenta tlaka, pri ¢emu je maksimalni odgovor iznosio priblizno 15-20 % pri 80—100 mmHog.
Inhibicija Al receptora DPCPX-om nije zna¢ajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na
kontrolu. Takoder, blokada A2A receptora SCH-58261-om nije dovela do statisticki znacajnih

promjena u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 5.2.2.5. Odgovor srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu
antagonista adenozinskog Al receptora (DPCPX) u koncentraciji 10® M i antagonista
adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10 M kod kontrolne skupine

Stakora. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti = SD.

Na slici 5.2.2.6. prikazan je dilatacijski odgovor srednje mozdane arterije (MCA)
Stakora nakon akutne izlozenosti hiperbari¢noj oksigenaciji (Ac-HBO2) u kontrolnim uvjetima
(CTRL) te nakon inkubacije s agonistima adenozinskih receptora, CCPA (Al agonist) i CGS-
21680 (A2A agonist). U skupini Ac-HBO:> zabiljezeno je postupno povecanje dilatacije s
porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od priblizno 10-15 % pri 80-100 mmHg.
Primjena CCPA nije znac¢ajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na skupinu Ac-HBO:..
Sli¢no tomu, ni inkubacija s CGS-21680 nije rezultirala statisticki znac¢ajnim promjenama u

odnosu na Ac-HBO:.
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Slika 5.2.2.6. Odgovor srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu
agonista adenozinskog A1l receptora (CCPA) u koncentraciji 10 M i agonista adenozinskog
A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10° M kod akutne skupine $takora. Podaci su

prikazani kao srednje vrijednosti = SD.

Na slici 5.2.2.7. prikazan je dilatacijski odgovor srednje mozdane arterije (MCA)
Stakora nakon akutne izlozenosti hiperbari¢noj oksigenaciji (Ac-HBOz) u kontrolnim uvjetima
(CTRL) te nakon inkubacije s antagonistima adenozinskih receptora, DPCPX (Al antagonist)
i SCH-58261 (A2A antagonist). U skupini Ac-HBO: zabiljezeno je postupno povecanje
dilatacije s porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od priblizno 10-15 % pri 80—
100 mmHg. Primjena DPCPX nije znacajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na
skupinu Ac-HBO>. Sli¢no tomu, ni inkubacija s SCH-58261 nije rezultirala statisticki

znacajnim promjenama u odnosu na Ac-HBO:.
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Slika 5.2.2.7. Odgovor srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu
antagonista adenozinskog Al receptora (DPCPX) u koncentraciji 10® M i antagonista
adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10° M kod akutne skupine §takora.

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti = SD.

Na slici 5.2.2.8. prikazan je dilatacijski odgovor srednje mozdane arterije (MCA)
Stakora nakon intermitentne izlozenosti hiperbari¢noj oksigenaciji (In-HBO2) u kontrolnim
uvjetima (CTRL) te nakon inkubacije s agonistima adenozinskih receptora, CCPA (Al agonist)
I CGS-21680 (A2A agonist). U skupini In-HBO: zabiljeZeno je postupno poveéanje dilatacije
s porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od priblizno 20-25 % pri 80-100
mmHg. Primjena CCPA nije znacajno izmijenila dilatacijski odgovor u odnosu na skupinu
CTRL. Primjena SCH-58261 rezultirala je statisticki znacajnim 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 mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu
agonista adenozinskog A1l receptora (CCPA) u koncentraciji 10 M i agonista adenozinskog
A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10° M kod intermitentne skupine $takora. Podaci
su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. *p<0,05 In-HBO> + CGS-21680 u odnosu na CTRL

Na slici 5.2.2.9. prikazan je dilatacijski odgovor srednje mozdane arterije (MCA)
Stakora nakon intermitentne izloZenosti hiperbari¢noj oksigenaciji (In-HBO2) u kontrolnim
uvjetima (CTRL) te nakon inkubacije s antagonistima adenozinskih receptora, DPCPX (Al
antagonist) i SCH-58261 (A2A antagonist). U skupini In-HBO: zabiljeZeno je postupno
povecanje dilatacije s porastom gradijenta tlaka, s maksimalnim odgovorom od priblizno 20-
25 % pri 80-100 mmHg. Primjena DPCPX nije znacajno izmijenila dilatacijski odgovor u
odnosu na CTRL i Ac-HBO: skupinu. Sli¢no tomu, niti inkubacija s SCH-58261 nije rezultirala

statisti¢ki znacajnim promjenama u odnosu na CTRL 1 Ac-HBO:..
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Slika 5.2.2.9. Odgovor srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju uz primjenu
antagonista adenozinskog A1l receptora (DPCPX) u koncentraciji 10°® M i antagonista
adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10 M kod intermitentne skupine

Stakora. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti + SD.

5.2.3. Rezultati utvrdivanja vaskularne reaktivnosti u odgovoru srednje moZdane arterije
na hipoksijom potaknutu dilataciju te primjenu agonista i antagonista adenozinskih Al i

A2A receptora

Slika 5.2.3.1. prikazuje vaskularni odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom
induciranu vazodilataciju u kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO>) i
intermitentnog (In-HBO>) izlaganja hiperbari¢noj oksigenaciji. Izlozenost hipoksiji izazvala je
dilataciju srednje mozdane arterije u sve tri ispitivane skupine. Znacajno smanjenje vaskularne
reaktivnosti (vazodilatacije) srednje mozdane arterije uoceno je kod SD S$takora izlozenih
akutnoj hiperbari¢noj oksigenaciji (HBO2) u usporedbi s kontrolnom (CRTL) i intermitentnom
(In-HBOy) skupinom (p<0,05, oznaceno sa * i #) tijekom hipoksi¢nih uvjeta, u odsutnosti
modulatora adenozinskin Al i A2A receptora, Sto ukazuje na oslabljeni hipoksi¢ni
vazodilatacijski odgovor nakon akutnog HBO- tretmana. Suprotno tomu, kod Zivotinja koje su
bile podvrgnute intermitentnoj (Cetverodnevnoj) hiperbari¢noj oksigenaciji (In-HBOp),

odgovor na hipoksiju nije se znacajno razlikovao od kontrolnih vrijednosti.
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Slika 5.2.3.1. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju (HID) bez
primjene agonista i antagonista adenozinskih Al i A2A receptora. Podaci su prikazani kao
srednje vrijednosti + SD. *p<0,05 Ac-HBO- u odnosu na CTRL; *p<0,05 Ac-HBO_ u odnosu
na In-HBO>

Slika 5.2.3.2. prikazuje odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu
dilataciju uz primjenu agonista adenozinskog Al receptora (CCPA) u koncentraciji 10° M u
kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBOy) i intermitentnog (In-HBOy) izlaganja
hiperbari¢noj oksigenaciji. Nisu utvrdene znacajne razlike u vazoreaktivnosti induciranoj
hipoksijom nakon primjene agonista adenozinskog Al receptora u $takora izloZenih akutnoj ili

intermitentnoj HBO2, u usporedbi s neizlozenim kontrolnim zivotinjama.
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Slika 5.2.3.2. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu
agonista adenozinskog A1 receptora (CCPA) u koncentraciji 10° M. Podaci su prikazani kao

srednje vrijednosti + SD.

Slika 5.2.3.3. prikazuje odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu
dilataciju uz primjenu antagonista adenozinskog A1 receptora (DPCPX) u koncentraciji 10°M
u kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO.) i intermitentnog (In-HBO>)
izlaganja hiperbaricnoj oksigenaciji. Nisu utvrdene znacajne razlike u vazoreaktivnosti
induciranoj hipoksijom nakon primjene antagonista adenozinskog Al receptora u Stakora

izlozenih akutnoj ili intermitentnoj HBO2, u usporedbi s neizlozenim kontrolnim Zivotinjama.

S0 B CTRL,n=7
20 & CTRL+DPCPX,n=7
T BEm Ac-HBO,, n=7
1 Ac-HBO,+DPCPX,n=7
a) 304 *i#
T l B In-HBO,, n=7
ES = In-HBO,+DPCPX,n=7

i

Slika 5.2.3.3. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu

Im T
I

0_

antagonista adenozinskog Al receptora (DPCPX) u koncentraciji 10 M. Podaci su prikazani

kao srednje vrijednosti + SD.

Slika 5.2.3.4. prikazuje odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu
dilataciju uz primjenu agonista adenozinskog A2AR-a (CGS-21680) u koncentraciji 10° M u
kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBOy) i intermitentnog (In-HBOy) izlaganja
hiperbari¢noj oksigenaciji. Nisu zabiljeZene znalajne promjene u odgovoru na hipoksiju
tijekom primjene agonista adenozinskog A2AR-a u skupini izlozenoj akutnoj HBO2 u odnosu
na kontrolu. Medutim, u prisutnosti agonista A2AR-a, vazodilatacijski odgovor na hipoksiju
bio je znacajno izrazeniji kod Zivotinja izlozenih intermitentnoj HBO2 u usporedbi s onima

1zlozenima akutnoj HBO..
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Slika 5.2.3.4. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu

agonista adenozinskog A2A receptora (CGS-21680) u koncentraciji 10° M. Podaci su prikazani
kao srednje vrijednosti + SD. *p<0,05 In-HBO2 + CGS-21680 u odnosu na Ac- HBO; + CGS-

21680.

Slika 5.2.3.5. prikazuje odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu

dilataciju uz primjenu antagonista adenozinskog A2AR-a (SCH-58261) u koncentraciji 10°M
u kontrolnoj skupini (CTRL) te nakon akutnog (Ac-HBO.) i intermitentnog (In-HBO>)

izlaganja hiperbari¢noj oksigenaciji. Nisu utvrdene znaCajne razlike u vazoreaktivnosti

induciranoj hipoksijom nakon primjene antagonista adenozinskog A2AR-a u §takora izloZenih

akutnoj ili intermitentnoj HBO2, u usporedbi s neizlozenim kontrolnim Zivotinjama.
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Slika 5.2.3.5. Odgovor srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju uz primjenu

antagonista adenozinskog A2A receptora (SCH-58261) u koncentraciji 10°® M. Podaci su

prikazani kao srednje vrijednosti £ SD.
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5.3. Rezultati molekularnih metoda istrazivanja
5.3.1. Rezultati genskog izrazaja adenozinskih Al i A2A receptora

Rezultati analize relativnog izraZaja gena adenozinskih Al receptora prikazana je na
slici 5.3.1.1. Uoceno je statisticki znacajno povecanje izrazaja gena adenozinskih Al receptora
u skupini $takora izloZenih intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji (In-HBO2) u usporedbi s
kontrolnom skupinom (CTRL) (p < 0,05). S druge strane, nije zabiljezena znacajna razlika u

izrazaju gena adenozinskih Al receptora izmedu skupina Ac-HBO: i In-HBO..

2.0
Bl CTRL,n=6

> 3 Ac-HBO,, n =6
ﬂé 1.5- * Ea In-HBO,, n =6
"?E _
)N
S I 10- =
il
<
s  0.5-
[}
(19
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Slika 5.3.1.1. Relativni genski izrazaj adenozinskih Al receptora u perfiernim mozdanim
arterijama. Rezultati su prikazani kao srednji relativni izrazaj mRNA normalizirane na izrazaj

referentnog (housekeeping) gena HPRT1. Statisticki znacajne razlike utvrdene su za vrijednosti

p <0,05. *p <0,05 In-HBO- u odnosu na CTRL.

Relativni genski izrazaj adenzinskih A2AR-a prikazana je na slici 5.3.1.2. Skupina In-
HBO:2 pokazala je znacajno povecanje izrazaja gena adenozinskih A2AR-a u usporedbi s obje
druge skupine — kontrolnom (CTRL) i Ac-HBO: (p < 0,05). Nije uoCena statisticki znacajna
razlika u izrazaju A2AR gena izmedu skupina CTRL i Ac-HBO:.
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Slika 5.3.1.2. Relativni genski izrazaj adenozinskih A2AR-a u perfiernim mozdanim arterijama.
Rezultati su prikazani kao srednji relativni izrazaj mMRNA normalizirane na izrazaj referentnog
(housekeeping) gena HPRT1. Statisticki znacajne razlike utvrdene su za vrijednosti p < 0,05.

*p <0,05 In-HBO? u odnosu na CTRL i Ac-HBO:.

5.3.2. Rezultati proteinskog izraZaja adenozinskih Al i A2A receptora

Proteinski izrazaj adeozinskih Al receptora bio je zna¢ajno smanjen u skupini Zivotinja
akutno izloZenih hiperbari¢noj oksigenaciji (Ac-HBO>) u odnosu na skupinu s intermitentnom
izlozenos¢u (In-HBOy). S druge strane, u skupini In-HBO: razine proteina adeonozinskih Al
receptora bile su usporedive s onima u kontrolnoj skupini, bez statisticki znacajnih razlika.
Rezultati su prikazani na slici 5.3.2.1.a. Proteinski izrazaj adeozinskih A2AR-a bila je znacajno
smanjena u skupini zivotinja akutno izlozenih hiperbari¢noj oksigenaciji (Ac-HBO2) u odnosu
na kontrolnu skupinu (CTRL). U intermitentnoj skupini (In-HBO2) razine proteina
adeonozinskin A2AR-a bile su usporedive s onima u kontrolnoj skupini, bez statisti¢ki

znacajnih razlika. Rezultati su prikazani na slici 5.3.2.1.b.
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Slika 5.3.2.1. Relativni izrazaj proteina i reprezentativni prikaz (blot) a) adenozinskih Al i b)
A2A receptora u perifernim mozdanim arterijama odreden metodom Western blot. Slika je
snimljena pomoc¢u Bio-Rad ChemiDoc sustava i analizirana u programu ImageJ. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti relativnog izrazaj proteina, normalizirane na izrazaj B-aktina.
Statisticki znacajne razlike utvrdene su za vrijednosti p < 0,05. Slika a) #p<0,05 Ac-HBO; u
odnosu na In-HBO2; Slika b) **p <0,05 Ac-HBO2 u odnosu na CTRL i In-HBOx.

Ukratko, dobiveni rezultati ukazuju da stakori koji su bili izlozeni akutnoj hiperbari¢noj

oksigenaciji imaju narusene vaskularne odgovore na agoniste adenozinskog Al receptora
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(AL1R) i adenozinskog A2A receptora (A2AR). U obje skupine, Ac-HBO: i In-HBO.,
modulacija A1R nije znacajno utjecala na protokom potaknutu dilataciju (FID) niti na
hipoksijom potaknutu dilataciju (HID). Stimulacija A2AR smanjila je FID u In-HBO- skupini,
dok antagonizam A2AR nije znaCajno utjecao na HID. Medutim, prisutnost A2AR agonista
pojacala je HID kod Stakora izlozenih In-HBO.. Izrazaj proteina A1R-a i A2AR-a bio je
smanjena nakon Ac-HBO:, dok je genski izrazaj bio poveéan nakon In-HBO.. Ovi nalazi
upucuju na to da AR imaju ulogu u HBO:-induciranoj vazoreaktivnosti, koja se vjerojatno
mijenja u srednjim mozdanim arterijama (MCA), potencijalno putem modulacije genskog i

proteinskog izrazaja AR. Rezultati su sazeto slikovno prikazani na slici 5.3.2.2.

VASKULARNI PROTEINSKI |
ODGOVOR GENSKI IZRAZAJ
RECEPTORA

agonistima
Akutno izlaganje posredovana

vazokontrikcija

MCA % l A1,A2a
agonistima
posredovana

vazodilatacija

MCA
% IA1, A2a

vazodilatacija tijekom
FID-a uz primjenu

- agonista
Wifsrmiiteino iziaganis vazodilatacija tijekom

HID-a uz primjenu
agonista

Slika 5.3.2.2. Slikoviti saZetak zna¢ajnih rezultata istraZivanja.

(Izvor: autor rada)

53



6. RASPRAVA

Kada se govori o razlikama izmedu akutne (Ac-HBO;) i intermitentne (In-HBO,)
izlozenosti zdravih zivotinja visokim koncentracijama kisika, hiperbari¢na oksigenoterapija
(HBO2) ima ucinke na strukturu i funkciju krvnih Zila koji do sada nisu dovoljno
eksperimentalno istrazeni, posebice na molekularnoj razini (217). S obzirom na to da
adenozinski A1R i adenozinski A2AR imaju vaznu ulogu u modulaciji vaskularnog tonusa i
prilagodbi mozdane cirkulacije na promjene oksigenacijskog statusa, zanimljivo je istraziti
kako dva ekstremna stanja promjene parcijalnog tlaka kisika, a to su hiperoksija i hipoksija,
utjeCu na adenozinergi¢ku signalizaciju. Cilj istrazivanja bio je rasvijetliti utjecaj razlicitih
protokola HBO:> na vaskularnu reaktivnost MCA u odgovoru na FID i HID sa i bez aktivacije
AlR i A2AR. Dobiveni rezultati pokazuju da razli¢ita izloZzenost HBO. modificira
vazokonstriktorne i vazodilatacijske odgovore posredovane adenozinskim receptorima, uz
promjene u njihovom genskom i proteinskom izrazaju. Uoceno je sSmanjenje A1R-posredovane
vazokonstrikcije i A2A-posredovane vazodilatacije bez fizioloskog podrazaja FID-a i HID-a te
smanjenje odgovora na FID i HID bez prisutnosti adenozinskih agonista i antagonista nakon
akutne izlozenosti HBO2, dok intermitentna HBO pokazuje razliite obrasce reaktivnosti,
ukljucujuéi smanjenje vaskularnog odgovora na A2A stimulaciju tijekom FID-a, ali povecanje
vaskularnog odgovora tijekom HID-a. Ove promjene prate i diferencijalne prilagodbe na razini
izraZaja gena i proteina samih receptora, pri ¢emu je Ac-HBO; smanjila proteinski izrazaj oba
receptora, dok je In-HBO: povecala njihov genski izrazaj, $to ukazuje na kompleksnu
regulaciju adenozinergickog sustava pod uvjetima hiperoksije. Razumijevanje ovih
mehanizama klju¢no je za optimizaciju terapijske primjene HBO2, osobito u neuroloskim i
cerebrovaskularnim poremecajima gdje je regulacija mozdane perfuzije presudna. U nastavku
¢e se detaljno analizirati dobiveni rezultati istrazivanja u kontekstu prethodnih istrazivanja, s
naglaskom na potencijalne molekularne i funkcionalne mehanizme koji stoje u osnovi ovih

promjena.

Vaskularna reaktivnost srednje moZdane arterije nakon izlaganja hiperbaric¢noj oksigenaciji
u odgovoru na FID i HID bez prisutnosti agonista i antagonista adenozinskih A1l i A2A

receptora

Dilatacija inducirana protokom i dilatacija inducirana hipoksijom vazni su regulatori

protoka krvi i perfuzije tkiva, a vaskularni oksidativni stres moZe znacajno promijeniti
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vaskularni odgovor srednje mozdane arterije na ove podrazaje (90, 218). Rezultati ovog
istrazivanja U skladu su s prethodnim opazanjima da akutna izlozenost HBO2 osteCuje
vaskularni odgovor na FID i HID (156). S obzirom na to da FID u velikoj mjeri ovisi 0 NO,
dok HID u manjoj mjeri, narusen vaskularni odgovor posljedica je induciranja sinteze
reaktivnih kisikovih spojeva, posebice formiranja peroksinitrita (ONOO ~) koji inaktiviraju NO
I sSmanjuju njegovu bioraspolozivost, Sto posljedni¢no narusava vazodilataciju posredovanu
dusikovim oksidom (156, 217, 219). Epicentar povecane proizvodnje ROS-a su mitohondriji, a
rizik od oksidativnog stresa moZe negativno utjecati na dobrobiti HBO; (220). Kratkotrajna
primjena HBO: ima Stetne ucinke i na aktivnost mitohondrija i na proizvodnju ROS, a tek veéi
broj uzastopnih tretmana poboljSava aktivnost mitohondrija i dovodi do smanjenja razine ROS-
a pojacavajuéi antioksidativne obrambene mehanizme kao dio zastitnog odgovora stanice kako
bi smanjile proizvodnju ROS-a (157). ROS mogu aktivirati RnoA/ROCK, PKC i druge kinaze
u VSMCs sto rezultira naruSenom vazodilatacijom ili poja¢anom vazokonstrikcijom te mogu
pokrenuti upalne reakcije induciranjem NF- kB i sintezom citokina (IL-6, TNF-a) $to dovodi
do povecanog izrazaja endotelnih adhezijskih molekula i pro-kontraktivnih prostanoida sto
utjeCe na modulaciju vaskularnog odgovora (74). Nadalje, Ac-HBO2 moze dovesti do
oksidativne modifikacije BK kanala u VSMCs i smanjenja njihove osjetljivosti na Ca®* i
metabolicke signale S$to naruSava hiperpolarizaciju i dilataciju (221) te povecati sintezu
potentnog vazokonstriktora ET-1 (222). Jedan od vaznih razloga je promjena metabolizma
arahidonske kiseline i povecanje prvenstveno 20-HETE i TXA; te smanjenje EET-e i PGl §to
narusava ravnotezu dilatacijskih i konstriktivnih signala (223, 224). S druge strane,
intermitetntna izlozenost moze biti korisna za vaskularnu relaksaciju (156, 210, 225-227).
Unato¢ ocekivanjima da bi In-HBO2 mogla poboljsati endotelnu funkciju, intermitentno
izlaganje HBO: tijekom cetiri dana nije dovelo do povecanja FID i HID odgovora MCA u
odnosu na kontrolnu skupinu. Razlozi bi se mogli objasniti adaptacijskim i homeostatskim
mehanizmima vaskularnog sustava. Zdrave krvne zile SD Stakora veé¢ su imale urednu
endotelnu funkciju, a FID je dominantno posredovan putem NO ¢ija je koncentracija blizu
fizioloSkog maksimuma tzv. stropni efekt (engl. ceiling effect) pa kratkotrajni protokol ne
uzrokuje znacajno dodatno poboljSanje sinteze NO 1 dodatnu znacajnu dilataciju, osim kod
disfukcionalnog endotela (228, 229). Nadalje, molekularne adaptacije koje uklju¢uju povecéanje
izrazaja eNOS-a, povecane osjetljivosti ATP-osjetljivin kalijevih kanala (K-atp kanali),
antioksidativnih enzima i proangiogenih faktora obi¢no zahtijevaju dulji period izlaganja (228-
230). Ujedno, In-HBO2 moze modulirati konstriktivne (npr. 20-HETE, ET-1) i dilatacijske (npr.

EET, prostanoidi) signale putem promjena u izrazaju enzima i proteina, §to utjee na vaskularnu
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funkciju (231, 232). Mihaljevic¢ i sur. pokazali su da su stakori izlozeni HBO» tijekom 4 dana
(4D-HBO2) u aorti potpuno obnovili endotelnu funkciju u odnosu na o$te¢enu endotelnu
funkciju kod akutne HBO., koja je smanjila vaskularni odgovor. Ovakva restauracija funkcije
povezana je s poveanjem izrazaja antioksidativnih enzima (SOD1, superoksid dismutaza 3
(SOD3), katalaza, glutation peroksidaza (GPx)) i modulacijom nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat oksidaze (NADPH-oksidaza) (156). Ovo istrazivanje pokazuje obnavljanje vaskularne
funkcije kod Cetverodnevnog izlaganja HBO> privremeno naruSeno akutnom HBO2, ali ne
trajno poboljSanje vaskularne funkcije u odnosu na kontrolnu skupinu. Mnogi klinicki i
eksperimentalni radovi koji prijavljuju trajne koristi na vasklarnu funkciju koriste vise od 10
tretmana HBO> (228, 233, 234). Dakle, kra¢i protokoli mogu dati neutralan ishod na markere
funkcije endotela, jer oksidativne adaptacije i reprogramiranja endotelnih signalnih puteva
mogu dovesti do fiziolo§ke normalizacije nalik kontrolnoj skupini, $to i jest potvrdeno ovim
istrazivanjem. Kad je rije¢ o HID-u koji se temelji prvenstveno na aktivaciji A2aR receptora i
K-atp kanala te u manjoj mjeri NO i EDHF putevima, osim ve¢ navedenog moguceg
neodgovarajuéeg vremenskog okvira za adaptaciju na oksidativni stres i ostecenja signalnog
puta posredovanog NO, postoji moguénost da funkcionalna razina A2AR-a jo§ uvijek nije
dovoljnja da poboljsa vaskularni odgovor na HID, §to je i potvrdeno ovim istrazivanjem kad
govorimo o proteinskom i genskom izrazaju adenozinskih receptora. Nadalje, poznato je da
oksidativna modifikacija K-Ca kanala i PKC u glatkom miSi¢u moze trajati dulje ¢ak i nakon
smanjenja razine ROS-a, $to za posljedicu ima smanjenu osjetljivost signalnog puta
posredovanog A2A receptorima (74). Protokol In-HBO2 u ovom radu koristi ograni¢en broj
sesija, no 1 s tim brojem ponovljenih izlaganja uocene su promjene u vaskularnoj reaktivnosti
Sto ukazuje da hiperbari¢na oksigenacija poboljsava endotelnu funkciju te uzrokuje promjene

u izrazaju proteina i gena adenozinskih receptora koji reguliraju vaskularnu kontraktilnost.

Adenozinski Al receptori u vaskularnoj reaktivnost srednje moZdane arterije nakon

izlaganja hiperbaric¢noj oksigenaciji

Rezultati ispitivanjem krivulje stupnjevitog odnosa doza i u¢inka agonista A1R ukazuju
da HBO. doprinosi modifikaciji vaskularnog odgovora na direktnu promjenu Al agnoista. Ac-
HBO- znacajno narusava vazokonstriktorni odgovor na direktnu primjenu ¢ak i male doze (10
19 M) A1 agonista, dok nije bilo znagajne razlike u vaskularnom odgovoru izmedu CTRL i In-

HBO-. Poznatno je da ROS mogu oksidirati tiolne skupine na samom ALR ili njegovom G;i
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proteinu ¢ime se naruSava konformacijska aktivacija receptora i prijenos signala na adenilat
ciklazu ¢ime se naruSava fizioloski kontraktilni odgovor posredovan A1R (235). Unutar
nekoliko sati izlagnja akutnoj HBO2 moze nastupiti i sama desenzitizacija ALR jer akutni
oksidativni stres aktivira PKC i GRK2 receptore koji fosforiliraju A1R (109). Nadalje, ovo
istrazivanje provedeno za potrebe doktorskog rada je prva studija koja potvrduje
vazokonstrikciju aktivacijom AIR u MCA SD Sstakora jer se uloga ALR u regulaciji tonusa
krvnih Zila razlikuje medu krvnim zilama (236). Na primjer, Bryan i suradnici pokazali su da
AlR i A2AR djeluju sinergisticki i podjednako doprinose adenozinom induciranoj
vazodilataciji u skeletnim misi¢ima SD Stakora (237). Nadalje, bilo je od interesa ispitati kako
dodatna stimulacija A1R modificira vaskularnu reaktivnost u odgovoru na FID i HID koja se
mijenja izloZeno§¢u razli¢itim HBOz protokolima. Primjena agonista i antagonista A1R u FID-
u i HID-u nije rezultirala zna¢ajnom razlikom u vaskularnoj reaktivnosti u Ac-HBOz i In-HBO>
skupinama u usporedbi s kontrolnom skupinom (CTRL). S obzirom na to da oksidativni stres
nastao izlaganjem HBO2 moze ostetiti Gj signalizaciju, adenilat ciklazu ili ciljne receptorske
kanale, postoji moguénost postreceptorskog smanjenog ocekivanog efekta agonista ili
antagonista A1R. Takoder, dokazano je da uloga A1R na mozdanim arterijama ima dvojaku
ulogu, a to je izravna vazonkonstrikcija preko aktivacije A1R u VSMCs, dok preko endotela
djelomicno aktivira eNOS §to rezultira paradoksalnim smanjenjem kontrakcije s ciljem fine
modulacije tonusa (109). Oksidativna inaktivacija endotelnog puta i postreceptorsko ostecenje
signalnog puta mogu objasniti minimalne razlike kod akutnih, ali i kod intermitetnih skupina u
odnosu na CTRL jer receptorski signal Al receptora moze biti i nakon nekoliko dana izlaganja
HBO, neadekvatan. Takoder, ravnoteza izmedu razli¢itih endotelnih vazokonstriktora ili
vazodilatatora mogla bi narusiti ili maskirati uc¢inak posredovan AIR tijekom razli¢itih
protokola HBO2. ROS povecéavaju sintezu snaznih vazokonstriktora ET-1, 20-HETE i TXA;
koji znacajno povecavaju kontraktilni tonus VSMCs i dodatna aktivacija ili inhibicija A1IR u
VSMCs moze imati minimalan uc¢inak jer je maksimalan fizioloski efekt postignut Sto se naziva
efekt stropa ili u¢inak zasic¢enja (engl. ceiling/floor effect) (239-241). Ngai i sur. pokazali su da
inhibicija A1R nije utjecala na dilataciju induciranu adenozinom (242), dok studija na
bubreznim arkuatnim arterijama nije uocila vazokontriktorni odgovor aktivacijom A1R (243),
Sto ukazuje na potrebu daljnjih istrazivanja o ulozi AIR u regulaciji vaskularne funkcije u
razli¢itim vrstama krvnih zila, budu¢i da razli¢ite Zile mogu razli¢ito reagirati na agonizam ili
antagonizam ovih receptora. Takoder, adenozin osloboden tijekom hipoksije uzrokuje
cerebralnu vazodilataciju djeluju¢i na A2AR-e, dok A1R-i imaju minimalnu funkcionalnu

ulogu u hipoksi¢nim uvjetima (244) §to potencijalno moze objasniti izostanak ocekivanog
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odgovora kod HID-a. U glatkim misi¢cima aorte miSa, stimulacija A1R povezana je s
proizvodnjom 20-HETE i aktivacijom PKC, §to inhibira aktivnost BK kanala, $to rezultira
vazokonstrikcijom (245). S obzirom na to da ROS takoder nastaju aktivacijom adenozinskih
receptora (246) i da ROS igraju ulogu u modulaciji aktivnosti BK kanala (247, 248), mozemo
nagadati da Ac-HBO; pa ¢ak i ¢etverodnevna In-HBO. moduliraju vaskularni odgovor putem
BK kanala na stimulaciju A1R, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se testirala ova
hipoteza. Dakle, ovi rezultati mogu upucivati da uloga A1R u vaskularnoj reaktivnosti moze
biti neutralizirana ili zamaskirana istovremenim promjenama u tzv. nizvodnoj (engl.
downstream) signalizaciji, oksidativnom okruzenju, eikozanoidnoj ravnotezi ili moguéim
eksperimentalnim limitacijama (npr. problemi s penetracijom lijeka u tkivo, slaba ili odsutna
direktna stimulacija A1R na glatkom misi¢u). Posebnu pozornost potrebno je usmijeriti na
ekspresiju, membransku lokalizaciju 1 funkcionalnu aktivnost A1R, kao i na u¢inkovitost Gi-
proteinski posredovanih signalnih puteva koji sudjeluju u prijenosu signala od receptora do
efektorskih sustava glatkih miSi¢a. Nadalje, vazno je procijeniti ulogu oksidativnog stresa u
modulaciji adenozinske signalizacije, ukljucujuéi odredivanje razine reaktivnih kisikovih vrsta,
markera oksidativne modifikacije proteina i antioksidativne obrane. U tom kontekstu potrebno
je dodatno istraziti i funkcionalni status endotela, osobito biodostupnost dusikovog oksida,
aktivnost enzima sGC te potencijalne promjene u ravnotezi izmedu vazodilatatornih i
vazokonstriktornih eikozanoida (TXAz, PGlz, 20-HETE, EETs). Takav integrirani pristup
omogucio bi preciznije odredivanje razine na kojoj dolazi do poremecaja A1R-posredovanog
odgovora te bolju interpretaciju vremenske dinamike i mehanizama oporavka vaskularne

funkcije nakon razli¢itih protokola hiperbari¢ne oksigenacije.

Adenozinski A2A receptori u vaskularnoj reaktivnost srednje moidane arterije nakon

izlaganja hiperbaric¢noj oksigenaciji

Poznato je da je vazodilatacijski odgovor mozdanih arterija sigurno posredovan A2AR-
om, dok pri vi§im koncentracijama adenozina (>1 uM) A2BR takoder moze doprinijeti (242).
Aktivacija A2A receptora potice sintezu NO i PGI2 putem Gs protein vezanog mehanizma koji
ukljucuje porast intracelularnog cAMP-a i aktivaciju PKA, ¢ime se ostvaruje vazodilatacijski
ucinak (249, 250). Pove¢ana produkcija NO i PGl dodatno moze inhibirati sintezu
vazokonstriktora poput ET-1, 20-HETE i tromboksana A, ¢ime se vaskularni tonus pomice

prema dilataciji (251, 252). U uvjetima oksidativnog stresa ili hiperoksije, ovaj balans moze
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biti naruSen smanjenjem biodostupnosti NO-a i promjenom aktivnosti enzima ukljucenih u
sintezu eikozanoida, §to moze rezultirati slabljenjem A2A posredovanog vazodilatacijskog
odgovora (235, 253, 254). Takoder, dokazano je da smanjenje bioraspolozivosti NO je izravno
povezano s povecanjem u¢inaka 20HETE (255) §to objasnjava kako gubitak NO moze osnaziti
vazokonstrikciju posredovanu ovim vazokonstriktornim eikozanoidom. Stimulacija A2AR-a
agonistom u ovoj studiji rezultirala je znaCajnim smanjenjem vazodilatacije pri ispitivanju
krivulje stupnjevitog odnosa doza i uéinka pri visim dozama (10 i 10° M) u Ac-HBOz. S
obzirom na to da stimulacija A2AR rezultira glatko-misi¢cnom i endotelno-ovisnom
vazodilatacijom, povecano stvaranje ROS-a tijekom Ac-HBO., aktivacija prooksidativnih
enzima, oksidativna disfunkcija endotela i smanjena biodostupnost NO te oksidativna
difunkcija receptora i receptorskih signalnih puteva mogli bi biti kombinirani potencijalni
razlozi narusene vazorekativnosti. Poznato je da ROS oksidiraju tiolne skupine A2AR i a-
podjedinicu Gs-proteina, ¢ime se smanjuje njihova sposobnost aktivacije adenilat-ciklaze te se
smanjuje cAMP i PKA aktivnost §to 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. Uzimajuci
u obzir smanjenu funkcionalnu disponibilnost A2AR nakon akutne HBO., potrebno je provesti
dodatne eksperimenate koji bi direktno ispitali receptornu internalizaciju (npr. markiranje
receptora, kolokalizacija s endosomskim markerima, inhibitor endocitoze) u uvjetima
povisenog ROS. S obzirom na to da ROS reagiraju s NO i stvaraju NOOO" koji direktno
inaktivira sGC u glatkim misi¢ima, oksidira koenzim tetrahidrobiopterin (BHa) pri cemu eNOS
ne moZe pravilno prenositi elektrone 1 sintetizirati NO, ve¢ dolazi do povecane sinteze ROS-a
§to rezultira smanjenom proizvodnjom NO (257), a on vazan u posredovanju vazodilatacijsog
odgovora aktivacijom A2AR, moze se potencijalno pretpostaviti dodatni razlog narusenog
vazodilatacijskog odgovora MCA nakon akutnog izlaganja HBO.. Nadalje, iako su studije
pokazale da hiperoksija moze potaknuti sintezu vazokonstriktornog 20-HETE (npr. inhibitor
sinteze 20-HETE smanjuje hiperoksijsku konstrikciju) (259, 260) i da hiperoksija povecava
ekspresiju COX-2 u odredenim modelima (261, 262), jo§ uvijek nedostaje potpuni
eksperimentalni dokaz za simultani pomak ravnoteze eikozanoida (npr. porast TXA: i PGl te
smanjenje EETS) u cerebralnim arterijama nakon akutne HBO:> te kako taj pomak utjeCe na
odgovor putem A2A receptora, ali postoji pretpostavka da pove¢an omjer vazokonstriktora u
odnosu na vazodilatatore moze maskirati ili antagonizirati stimulacijski odgovor posredovan
A2AR (260, 263).
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Razli¢iti vazoaktivni metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini, EET, 20-HETE),
koje stvaraju razli¢iti CYP450 enzimi, znacajno moduliraju vaskularnu funkciju te se
medusobno preklapaju s adenozinergi¢kim signalnim putem, osobito onim posredovanim
adenozin-epoksigenaznim sustavom (96, 178, 264, 265). Poznato je da je u uvjetima Ac-HBO>
oste¢ena endotelno posredovana vazorelaksacija tijekom odgovora na FID i hipoksiju,
posredovana pove¢anom sintezom 20-HETE (96). Ovaj eikozanoid moze pridonijeti endotelnoj
disfunkciji smanjenjem oslobadanja NO i povec¢anjem proizvodnje superoksida, ¢ime dodatno
narusava sintezu izmezu vazodilatacijskih i vazokonstriktornih medijatora (133). Uz to, 20-
HETE, NO, Kca kanali, istezanjem aktivirani kationski kanali (engl. Stretch-activated channels
(SAK)) i ROS igraju vaznu ulogu u modulaciji vazomotornog tonusa kao odgovor na promjene
tlaka i protoka, pri ¢emu 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, $to rezultira poja¢anom sintezom 20-HETE i daljnjom vazokonstrikcijom
tijekom FID-a u MCA stakora (266). S obzirom na to da je prethodno pokazano da akutni HBO-
smanjuje adenozinergic¢ki put posredovan A2AR-om (4), rezultati ovog istrazivanja nisu
pokazali znacajne promjene vaskularne reaktivnosti nakon A2A stimulacije tijekom FID-a i

hipoksije mogli bi se objasniti takvim poremecajem u oksidativno-eikozanoidnoj ravnotezi.

Intermitentna izloZzenost HBO2 smanjuje izrazaj endopeptidaze CD26, koja igra klju¢nu
ulogu u razgradnji vazokonstriktornih i1 antioksidativnih peptida, §to predstavlja adaptivni
odgovor na visoke razine kisika povecanjem vaskularnog tonusa i povecanjem antioksidativnih
enzima (4, 176, 267). U ovom istrazivanju zabiljezen je smanjeni vazodilatacijski odgovor na
stimulaciju agonistom A2AR-a CGS-21680 kao odgovor na FID kada je intravaskularna razlika
tlaka povecana na 80 i 100 mmHg. Poznato je da povecanje intraluminalnog tlaka 1
intraluminalnog protoka (A protoka) dovodi do protokom stimulirane dilatacije, a pri visim
tlakovima, protokom stimulirane konstrikcije ljudske i stakorske MCA kao dijela autoregulacije
cerebralnog protoka krvi (268, 269). Ovaj dvofazni odgovor MCA takoder je uocen u 0VOj
studiji u prisutnosti agonista A2AR i FID-a, §to ukazuje da interakcija mehani¢kog istezanja
stijenke, metabolickih ¢imbenika (npr. adenozin) i kemijskih signala (npr. pCO2, pH i pO2)
moze modulirati u¢inkovitost A2A posredovane vazodilatacije (270, 271). Dodatno, nekoliko
studija potvrdilo je da se ne samo velike arterije poput MCA, ve¢ i manje bo¢ne grane MCA
(promjera oko 50 mikrometara) suZavaju pri povecanju tlaka i protoka (266, 267, 268, 272), sto
naglasava vaznost mikrocirkulacije u autoregulaciji cerebralnog protoka (273). Takoder,

potvrdeno je da porastom luminalnog protoka u ljudskim i Stakorskim cerebralnim arterijama

60



izazvana vazokonstrikcija u sklopu autoregulacije je posredovana 20HETE i TP receptorima
(269), sto upucuje da protok-inducirani kontrakcijski mehanizmi mogu maskirati ili nadjacati
klasi¢ne vazodilatacijske puteve, ukljucuju¢i adenozinergicki A2A receptorski odgovor,
osobito u uvjetima oksidativnog stresa i promijenjene eikozanoidne ravnoteze. Nadalje,
Bruzzese i suradnici potvrdili su da intermitentna izlozenosti HBO2 moze smanjiti funkcionalnu
dostupnost A2A receptora §to je povezano s nizom cAMP signalizacijom, §to znaci da agonisti
A2A receptora imaju slabiji vazodilatacijski u¢inak nakon duZze izlozenosti HBO.. Isti autori
ukazuju da oksidativni stres i promjena u ekspresiji CD26 mogu modulirati adenozinergicki put
i odgovore vaskularnih i ziv€anih stanica (4). Sing i suradnici potvrduju da dugotrajniji ili
ponovljeni stres (intermitetna hiperoksija ili hipoksija) mogu modulirati odgovor A2AR na
nacin da pojacaju bazalnu akitvnost receptora u sklopu adaptacije, ¢ine¢i agoniste manje
u¢inkovitima ili ¢ak povecavati stani¢nu Stetu aktivacijom PKC-K-atp puta koji u uvjetima
poveéanog oksidativnog stresa ima suprotan efekt jer PKC aktivira ROS proizvodnju, $to
dovodi do disfunkcionalne hiperpolarizacije ¢ime se smanjuje ukupni vazodilatacijski efekt
A2A agonista (274). Stoga, postoje preliminarni podaci koji mogu upucivati da dugotrajnija
izlozenost HBO2 moZe utjecati na A2AR, ali potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se ti

ucinci preciznije karakterizirali 1 kvantificirali.

Rezultati ovoga istrazivanja upucuju da In-HBO2 poboljsava vaskularni odgovor na
HID (u usporedbi sa Stakorima izlozenim Ac-HBO>) aktivacijom adenozinskih A2AR-ova,
suprotno u¢incima na FID. Tijekom hipoksije i metaboli¢kog stresa razina ekstracelularnog
adenozina znacajno raste zbog povecane aktivnosti ektopicnih nukleotidaza (CD39 1 CD73),
smanjenog unosa adenozina u stanice, pove¢ane degradacije ATP-a iz endotela i smanjene
razgradnje adenozina inhibicijom adenozin deaminaze ¢ime izravno pojacava adenozinergicki
tonus i funkcionalnost adenozinskih receptora (109, 141, 207, 275), pri cemu A2AR igraju
glavnu zastitnu i vazodilatacijsku ulogu te djeluju kao vazni metabolicki senzori hipoksije koji
posljedi¢no pojacavaju endotelnu proizvodnju NO-a (276, 277), inhibiraju CYP4A i COX-2
aktivnost, povecavaju sintezu EET-e i PGl2 (250) te smanjuju sintezu 20HETE (255, 278) i
TXA: (251), inhibiraju upalu i adheziju leukocita i koordiniraju s HIF-1a signalizacijom jer
cAMP/PKA put moze stabilizirati HIF-1a i tako pojacati ekspresiju zastitnih gena (279, 280),
Sto ocigledno A2AR ¢ini vaznim modulatorima homeostaze tijekom hipoksijskog stresa.
Prethodno je dokazano da je povecani vazodilatacijski odgovor na hipoksiju kod Stakora
izlozenih intermitentnom HBO2 povezan s aktivacijom COX-a, s posljedicnom sintezom

prvenstveno PGl i aktivacijom CYP450 epoksigenaza i stvaranjem EET-a (96). Povecani
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omjer vazodilatatora (prvenstveno EET i PGI) u usporedbi s vazokonstriktorima (prvenstveno
20HETE) tijekom intermitentnog izlaganja HBO2, moze predstavljati temeljni mehanizam
pojacane vazorelaksacije tijekom hipoksije (96). U izoliranim lu¢nim arterijama SD S$takora,
dilatacija pri tlaku od 80 mmHg bila je posredovana aktivacijom A2AR i povecanim
oslobadanjem EET-a (178, 264). EET-i djeluju kao sekundarni glasnici koji putem aktivacije
Gso. proteina rezultiraju otvaranjem Ca®*-aktiviranih K* kanala u preglomerularnim
mikrozilama (178). Jedan od mehanizama cerebralne vazodilatacije predloZzen je putem
stimulacije adenozinskih receptorskih podtipova A2A i A2B, ¢ija aktivacija adenozinom
inducira stvaranje O2" iz NADPH oksidaze i mitohondrijskih izvora te stvaranje njegovog
produkta dismutacije H20>, kao §to je pokazano u izoliranim miSi¢nim stanicama mozdanih
arterija (281). Generiranje oksidansa moze ojacati funkcionalne ucinke ovih adenozinskih
receptorskih podtipova integrirajuci se s drugim oslobodenim faktorima, kao $to su NO, PGl i
EET-i ili EDHF (43). Pretpostavljamo da tijekom hipoksi¢nih uvjeta dolazi do povecane
proizvodnje spomenutih vazodilatacijskih faktora i znacajno boljeg vaskularnog odgovora na
HID aktiviranjem A2AR kod SD Stakora izloZenih In-HBO>. To je u skladu sa studijama na
izoliranim ljudskim i Stakorskim perifernim i cerebralnim arterijama koje pokazuju da se
cerebralne arterije znacajno dilatiraju u hipoksi¢énim uvjetima unato¢ postojanju cerebralne
autoregulacije, sto implicira da metabolicki signali mogu nadjacati autoregulacijsko suzenje
izazvano protokom (282-284). Dakle, hipoksija je jedan od najmoénijih kemijskih induktora
vazodilatacije, izraZaja gena, metaboli¢kih promjena i regenerativnih procesa (285). Nadalje,
intermitentna izloZzenost HBO> inducira nekoliko hipoksi¢nih stani¢nih mehanizama jer se
fluktuacije u koncentraciji slobodnog kisika izmedu serija HBO2, a ne apsolutne razina Kisika,
mogu protumaciti na stani¢noj razini kao nedostatak kisika, Sto se naziva hiperoksi¢no-
hipoksi¢ni paradoks (HHP) (285) ili intermitentna pseudohipoksija (156). Upravo HHP ima
najdominantniji u¢inak na stabilizaciju HIF-1a i aktivaciju hipoksijom induciranih gena (285).
Ovaj lazni signal hipoksije tijekom uzastopnih izlaganja HBO; inhibira prolil hidroksilazu koja
razgraduje HIF-1a i na taj nacin dolazi do njegove akumulacije i stabilizacije u stanici, a
krivulja doza-odgovor povezana je s primijenjenim tlakom, vremenom i brojem izlaganja HBO>
(285). HIF-1a utjece na izrazaj VEGF-a, antioksidativnih enzima poput HO-1, glikoliti¢kih
enzima, eNOS-a, iNOS-a, SIRT-1, ciklooksigenaze-2 (COX-2) i proizvodnju NO i
prostaglandina u uvjetima HHP-a §to dovodi do poboljsanja endotelne funkcije odnosno
pojacanog Vazodilatacijskog odgovora (285, 287). Povecani vazodilatacijski odgovor na
hipoksiju posljedica je aktivacije COX-a s posljediénom sintezom prvenstveno PGI i

aktivacijom epoksigenaza CYP450 i EET-a (96) te povecanog izrazaja HIF1a koji izravno
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povecava ekspresiju adenozinskih A2A i A2B receptora (285). Aktivacija A2AR moze
neizravno povecati sintezu EET-a aktiviranjem cAMP-a i povec¢anjem sinteze enzima CYP450
ili njihove stabilnosti inhibiranjem enzima sEH koji razgraduju EET-e (207, 243, 279, 288), §to
bi moglo doprinijeti boljem vaskularnom odgovoru, ali mozda ne dovoljno da nadjaca
autoregulacijske mehanizme (koji vjerojatno nisu posredovani A2AR-ima), osim u prisutnosti
jakog induktora vazodilatacije poput hipoksije. Pojacano stvaranje adenozina tijekom HHP
indirektno povecava stani¢nu razinu NAD™ kroz purinski ciklus ¢ime se aktivira SIRT1 (NAD*
-ovisna deacetilaza) (289) te direktno aktivacijom A2AR i cAMP/PKA puta, koji moze povecati
ekspresiju SIRT1 putem CREB transkripcijskog faktora (290). SIRT1 doprinosi stabilizaciji
HIF-1 o te inhibira NF-kB i deacetilira FOXO3a i eNOS, ¢ime smanjuje oksidativni stres,
upalne procese i povecava sintezu dusikovog oksida (NO) (291, 292). Takoder, dokazano je da
SIRT1 inhibira NF-kB i upalne gene koji smanjuju ekspresiju A2AR-a (293). Ova dvosmjerna
interakcijska suradnja i zajednicki signalni mehanizmi aktivacije A2AR i SIRT1 omogucuju
sinergisticke ucinak u o¢uvanju endotelne funkcije, smanjenju vaskularne upale i stabilizaciji
redoks ravnoteze te mogu imati klju¢nu ulogu u adaptivhom preoblikovanju vaskularne
reaktivnosti, pri ¢emu njihova aktivacija doprinosi rebalansu izmedu vazodilatacijskih (NO,
PGL, EETs) i vazokonstriktorskih medijatora (20-HETE, endotelin-1), S§to rezultira
poboljsanom endotelno ovisnom vazodilatacijom i smanjenjem oksidativnog oste¢enja nakon

intermitentne HBO- izlozenosti (136, 294).

Nedostatak promjene vaskularne reaktivnosti nakon primjene antagonista A2A
receptora u Ac-HBO: i In-HBO: skupinama ukazuje da u tim uvjetima adenozinergicki tonus
posredovan A2A receptorima nije imao znacajan funkcionalni doprinos u regulaciji odgovora
na FID i HID. Jedno od moguc¢ih obja$njenja je da su povecani oksidativni stres tijekom i nakon
HBO:2 i promjene u metabolizmu arahidonske kiseline, osobito povecanje 20-HETE i smanjena
sinteza prostaciklina i EET-e, narusili signalni put A2A receptora, smanjujuci njegov doprinos
NO-ovisnoj vazodilataciji. Osim toga, smanjena biodostupnost NO-a i poremeéaj cAMP/PKA
signalizacije mogu dodatno umanjiti ucinak endogenog adenozina, Cime blokada A2A
receptora nema mjerljiv fizioloski u¢inak. Nadalje, dokazano je da supresija adenozinergickog
signalnog puta posredovanog A2AR-ima u akutnoj hiperoksiji inhibira fiziolo§ki mehanizam
zaStite tkiva posredovan A2AR-om (177, 295), sto dokazuje da farmakoloski antagonizam
tijekom FID-a i HID-a ne moze dodatno smanjiti vazodilataciju jer sama akutna hiperoksija
smanjuje funkcionalnu aktivnosti receptora. U intermitentno izlozenih zivotinja,

kompenzacijska aktivacija drugih adenozinskih podtipova receptora (npr. A2B) ili alternativnih
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vazodilatacijskih mehanizama (EDHF, prostaciklin) takoder moze pridonijeti ocuvanju
odgovora na FID i HID neovisno o A2A receptorima. Medutim, ovi mehanizmi zasad se mogu
smatrati hipotetskima jer izravni dokazi o utjecaju oksidativnog stresa i eikozanoidne
neravnoteze na funkcionalnu aktivnost A2A receptora u kontekstu hiperbari¢ne oksigenacije
jo$ uvijek nedostaju. Stoga bi daljnja istrazivanja trebala biti usmjerena na ispitivanje
povezanosti izmedu oksidativnog statusa, izrazaja 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 HBO: izloZenosti.

Proteinski i genski izraZaj adenozinskih Al i A2A receptora

Analizom genskog i proteinskog izrazaja adenozinskih Al i A2A receptora znacajno je
smanjen proteinski izrazaj A1R (u usporedbi s In-HBO-) i A2AR (u usporedbi s In-HBO:> i
CTRL) kod akutnih izlaganja HBO, dok nije bilo znacajne razlike u izrazaju gena. In-HBO>
skupina imala je sli¢ni izrazaj proteina oba adenozinska receptora kao i CTRL skupina. Buduc¢i
da akutna izlozenost HBO2 dovodi do povecéane sinteze ROS-a, a poznato je da ROS sudjeluju
u aktivaciji transkripcijskih faktora i modulaciji posttranslacijskih odgovora (296), mozemo
pretpostaviti da su potencijalne promjene u izrazaju proteina ALR i A2AR uzrokovane
spomenutim razlogom. Rezultati ovog istrazivanja, koji pokazuju smanjen izrazaj proteina
A2AR nakon akutne izloZzenosti HBO2, podudaraju se sa studijom Bruzzese i sur., koja je
takoder pokazala da akutna HBO2 moze znacajno smanjiti proteinski izrazaj A2AR i oslabiti
vaskularnu reakciju na A2AR-agoniste, $to upucuje da bi oksigenacijski uvjeti imali potencijal
modulirati adenozinergic¢ku signalizaciju i utjecati na funkciju krvnih zila (4). Postoje dokazi
da ROS mogu inducirati posttranslacijsku modifikaciju GPCR receptora koji nakon aktivacije
podlijeze fosforilaciji i vezanju za B-arrestin koji pokrece endocitozu (tzv. internalizacija
receptora) pomoc¢u klatrinskih vezikula te se nakon razvrstavanja u endosomu podlijeze
ubikvitinizaciji i lizosomskoj degradaciji (297, 298). Takoder, ROS moze potaknuti i ubikvitin-
neovisnu degradaciju adenozinskih receptora putem [-arrestin-posredovane internalizacije i
aktivacije ERK1/2 signalnog puta, pri ¢emu fosforilacija receptora i vezanje adaptorskih
proteina (poput engl. Adaptor Protein Complex 2 - AP2, engl. Epsin protein - EPSIN)
omogucuju klatrin-ovisni endocitozni unos i lizosomalnu razgradnju bez potrebe za
ubikvitinacijom (298-300). Poznatno je da se signalni put ERK1/2 aktivira preko (-arrestina
nakon stimulacije A2A receptora, a dodatno se moze aktivirati zbog oksidativnog stresa i

promjene NO/EET signalizacije te tako smanjiti proteinski izrazaj receptora poticanjem
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degradacije istih i na taj nacin neizravno modulirati vaskularni odgovor (301-302). No unato¢
postojanju mehanizama desenzitizacije i internalizacije adenozinskih receptora (110, 303),
konkretna studija u uvjetima hiperoksije koja bi to potvrdila nije dostupna te je potrebno kroz
buduce eksperimente mjeriti ubrzanu internalizaciju/ubikvitinizaciju A2AR nakon Ac-HBO:
(npr. oznacavanje receptora na povrsini stanice, kolokalizacija tj. pracenje prisutnosti receptora
u ranim endosomima s biomarkerima Rab5/EEAL, mjerenje ubikvitina spojenog na receptor)
kako bi se validirala hipoteza. lako se ne radi o adenozinskim receptorima, ovo istrazivanje
potkrepljuje ideju da oksidativni stres moze uzrokovati oksidaciju receptorskih tiolnih skupina,
promijeniti funkciju receptora i omesti interakciju s p-arrestinom, $to moze ubrzati ili
promijeniti unutarnji promet receptora (npr. internalizaciju) i na taj nacin dovesti do lizosomske
degradacije i smanjenja ukupne dostupnosti receptora na povrsini (304), $to potencijalno moze
objasniti smanjenje proteinskih izrazaja bez promjene genskog izrazaja adenozinskih receptora.
Dakle, ROS se smatra ranim modulatorima funkcionalne dostupnosti receptora (brzi
posttranslacijski uéinci) modulirajué¢i [-arrestin—posredovanu signalizaciju, dok su
transkripcijski ucinici odnosno stabilne promjene genskog izrazaja moguci tek nakon
dugotrajnijeg izlaganja HBO>, $to moze objasniti zasto akutno izlaganje HBO2 nema utjecaj na

genski izrazaj adenozinskih receptora (233, 305, 306).

U skladu s time, SD stakori izlagani In-HBO> su imali povecéan izrazaj gena ALR (u
usporedbi s CTRL) i A2AR (u usporedbi s CTRL i Ac-HBOy) , ali ne i proteinski izrazaj
adenozinskih Al i A2A receptora. Nije bilo razlike u izrazaju gena A2AR izmedu kontrolne i
akutne skupine. Povecan izrazaj gena AlR i A2AR, uzrokovan HBO2 najvjerojatnije
predstavlja adaptivni mehanizam protiv Stetnih ucinaka ROS-a i poboljsanja cerebralne
perfuzije, s obzirom na to da je poznato da oba receptora imaju neuroprotektivne uloge (294).
Ponovljena stimulacija In-HBO2 moze povecati stabilnost mRNA i aktivnost transkripcijskih
faktora (npr. engl. CAMP response element binding protein -CREB, HIF-1a) te vremenski
razmak izmedu sesija omogucuje recikliranje receptora 1 pojacanu transkripciju, Sto rezultira
ukupnim povecanjem genskog izrazaja adenozinskih receptora (299, 301, 307). Dok je kroni¢na
hipoksija klasicno 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
znacajnog povecanja izrazaja ADORA2A gena i to putem izravnog vezanja HIF-2o na
promotor A2AR, §to rezultira povecanjem i MRNA i proteinskog izrazaja A2AR te pojacanom

funkcionalnom osjetljivoséu stanica na adenozin (308). Takav odgovor predstavlja adaptivni
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mehanizam ¢iji je cilj povecati adenozinergicki tonus i poboljsati prezivljenje tkiva u uvjetima
niske dostupnosti kisika. Suprotan obrazac vidljiv je u stanjima gdje dominira oksidativni stres,
kao $to je akutna hiperoksija inducirana HBO.. U klasi¢noj studiji Nie i suradnika pokazano je
da ROS mogu inducirati ekspresiju adenozinskih receptora, posebice ALR, ali putem sasvim
drugog mehanizma, tj. preko aktivacije NF-kB, transkripcijskog faktora koji se aktivira u
oksidativnim stanjima i pokrece genske reakcije povezane s upalom i stani¢nim stresom (181).
Dakle, za razliku od hipoksije (HIF-posredovani put), oksidativni stres aktivira NF-kB-ovisnhu
regulaciju, Sto pokazuje da razliCiti stresori pokrecu genski izrazaj razli¢itih podtipova
receptora i potpuno razlic¢ite signalne osi. Zanimljivo je da In-HBO., iako ne ukljucuje
kontinuiranu hipoksiju, aktivira slicne adaptivne mehanizme kao kroni¢na hipoksija, $to se
moze objasniti tzv. hiperoksi¢no-hipoksi¢nim paradoksom. Nadalje, akutne oscilacije izmedu
hiperoksije tijekom HBO: sesija i relativne hipoksije u razdobljima izmedu njih, u kombinaciji
s ROS-posredovanom inhibicijom PHD enzima, dovode do stabilizacije HIF-1a i HIF-2a te
aktivacije hipoksiji sli¢nog transkripcijskog programa. S obzirom na to da je poznato da
kroni¢na hipoksija putem HIF-2a selektivno povecava ekspresiju A2AR (Brown et al., 2011),
moguce je da slican mehanizam djeluje u intermitentnoj HBO2, pri ¢emu se kroz ponavljane
cikluse hiperoksije i normoksije inducira transkripcijska aktivacija ADORAL i ADORA2A
gena. Ova poveznica dodatno objasnjava zasto intermitentna, a ne akutna HBO3, rezultira

povecanim genskih ekspresijom adenozinskih receptora u nasem modelu.

Zakljuéno, u kontekstu akutne HBO>, porast ROS je izrazito nagao i vremenski kratak, §to
znaci da stani¢ni odgovor nije dominanto transkripcijski (jer za genske ucinke treba vrijeme),
ve¢ posttranslacijski. ROS mogu potaknuti fosforilaciju receptora, regrutaciju B-arrestina,
Klatrin-ovisnu internalizaciju te ubrzanu degradaciju u endolizosomalnom sustavu. To
objasnjava zasto u akutnoj skupini dolazi do pada proteinskog izrazaja A1R-a i A2AR-a bez
promjena u genskoj ekspresiji. Nasuprot tomu, intermitentna HBO: predstavlja sasvim
drugacije biolosko stanje gdje izmedu sesija hiperoksije dolazi do faza reperfuzije i normoksije,
Sto omogucuje aktivaciju transkripcijskih faktora poput HIF-1a i CREB-a, koji su poznati
regulatori ADORA gena i stabilnosti mMRNA (141, 309). Ukupno gledaju¢i, kroni¢na hipoksija
I intermitentna HBO2 imaju sli¢an krajnji ishod (povecanje adenozinergi¢kog tonusa), ali putem
razli¢itih molekularnih mehanizama pri ¢emu hipoksija aktivira HIF-ovisnu transkripciju,
oksidativni stres aktivira NF-kB i brze posttranslacijske promjene, a intermitentna HBO>
kombinira oba mehanizma (ROS, HIF) te dodatnu pojac¢anu aktivnost drugih transkripcijskih

faktora (npr. CREB) uz sami vremenski prostor za obnovu i recikliranje receptora izmedu
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intermitentnih sesija. Dakle, u modelu akutne HBO2, koji prvenstveno stvara nagli porast ROS,
o¢ekivane su brze posttranslacijske promjene receptora (fosforilacija, f-arrestin regrutacija,
internalizacija i povecana degradacija) umjesto neposrednog povecanja genskog izrazaja, dok
dugotrajnije ili intermitentno izlaganje omogucuje aktivaciju transkripcijskih faktora (HIF,

CREB) i stabilizaciju mRNA koja vodi do poveéanog genskog izrazaja.

Ti rezultati pruzaju dokaze u prilog hipotezi da dodatna stimulacija ili inhibicija
adenozinskih A1R i A2AR modificira vaskularnu reaktivnost koja se mijenja pod razli¢itim
protokolima HBO: §to je potrebno dodatno istraziti na stani¢noj i molekularnoj razini. Razlicite
razine oksidativnog stresa tkiva, antioksidativnog obrambenog kapaciteta i antioksidativnog
prekondicioniranja u razli¢itim protokolima izloZzenosti HBO2 mogle bi imati razli¢ite ucinke
na adenozinergicki put. Promjene u omjeru vazokonstriktornih i vazodilatacijskih metabolita
na stani¢noj i molekularnoj razini, uklju¢ujuci utjecaj interakcije izmedu EET i 20-HETE, koja
u konaénici modulira vaskularnu funkciju, tek treba dalje istraziti. Vrlo je jasno da intervencije
koje mijenjaju oksidativno stanje (npr. hiperbari¢na oksigenacija) ili mehanicki stres (FID)
mogu pomaknuti upravo tu ravnotezu izmezu EDRF i EDCF siganala. Uloga adenozinskih
receptora u vaskularnoj reaktivnosti ima translacijske implikacije jer bolje razumijevanje
interakcije izmedu HBO: i adenozinskih receptora stvara osnovu za optimiziranije odluke pri

koriStenju hiperbari¢ne oksigenacije u terapijskom i klini¢kom kontekstu.

Ogranicenja studije

Unatoc¢ uvidima koje pruza ova studija, potrebna su daljnja istrazivanja da bi se bolje
razumjela uloga reaktivnih vrsta kisika u ravnotezi izmedu oksidativnog stresa i mehanizama
antioksidativne obrane, posebno u kontekstu hiperbari¢ne oksigenacije. Ova interakcija moze
znacajno utjecati na signalizaciju adenozinskih receptora mijenjajuci njihov izrazaj, afinitet i
funkciju. Jo§ uvijek nema dovoljno podataka o tkivno specificnim razlikama u odgovoru na
HBO. i 0 molekularnim mehanizmima putem kojih adenozinski receptori posreduju u njegovim
ucincima. Buduca istrazivanja trebala bi biti usmjerena na detaljnije razjasnjenje vremenske
dinamike oporavka vaskularne funkcije nakon razli¢itih protokola hiperbaricne oksigenacije,
uz procjenu molekularnih mehanizama koji odreduju reaktivnost adenozinskih receptora,
osobito odnosa izmedu adenozinske signalizacije, oksidativnog stresa i endotelno-ovisnih
puteva (NO, eikozanoidi). Takvi podaci omoguc¢ili bi preciznije odredivanje razdoblja u kojem

dolazi do stabilizacije 1 potencijalnog poboljSanja vaskularne funkcije nakon ponavljanog
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HBO: izlaganja. Dodatnim istrazivanjima preciznije bi se razjasnila uloga pojedinacnih
podtipova receptora, posebno u razli¢itim fizioloskim 1 patoloskim uvjetima izloZenosti
hiperoksi¢nom stresu, $to bi moglo imati vazne implikacije za optimizaciju terapijske upotrebe

hiperbari¢ne oksigenacije.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci
zakljuccei:
- akutna hiperbari¢na oksigenacija znacajno smanjuje vaskularni odgovor srednjih mozdanih

arterija tijekom ispitivanja krivulje stupnjevitog odnosa doza i ucinka agonista adenozinskih

Al i A2A receptora

- akutna hiperbari¢na oksigenacija znacajno je smanjila vaskularne odgovore srednjih
mozdanih arterija tijekom protokom i hipoksijom potaknute dilatacije bez prisutnosti agonista
I antagonista adenozinskih Al i A2A receptora

- primjena agonista i antagonista adenozinskih A1 receptora nije zna¢ajno utjecala na protokom
i hipoksijom potaknutu dilataciju srednjih mozdanih arterija kod Stakora izloZenih akutnoj i

intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

- primjena agonista adenozinskih A2A receptora znacajno je smanjila vaskularni odgovor
srednje mozdane arterije na protokom potaknutu dilataciju, ali je pojacala vaskularni odgovor
srednje mozdane arterije na hipoksijom potaknutu dilataciju kod Stakora izloZenih

intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji

- primjena antagonista adenozinskih A2A receptora nije znaajno utjecala na protokom i
hipoksijom potaknutu dilataciju srednjih mozdanih arterija kod Stakora izloZenih akutnoj i

intermitentnoj hiperbari¢noj oksigenaciji
- akutna hiperbari¢na oksigenacija smanjuje proteinski izrazaj adenozinskih Al i A2A receptora

- intermitentna hiperbari¢na oksigenacija povecava genski izrazaj adenozinskih Al i A2A

receptora.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati utjecaj akutne i intermitentne hiperbaricne oksigenacije
(HBO2) na genski i proteinski izrazaj adenozinskih A1 i A2A receptora te promjene vaskularne

reaktivnost srednje mozdane arterije posredovane adenozinskim Al ili A2A receptorima.

Nacrt studije: Istrazivanje je strukturirano kao randomizirani kontrolirani pokus na

animalnom modelu.

Materijali i metode: Pomocu tlacnog miografa ispitana je protokom potaknuta dilatacija
(FID) i hipoksijom potaknuta dilatacija (HID), u prisutnosti ili odsutnosti agonista (CCPA za
AlR i CGS-21680 za A2AR) i antagonista (DPCPX za A1R i SCH-58261 za A2AR)
adenozinskih receptora, u izoliranim srednjim mozdanim arterijama Sprague-Dawley Stakora
oba spola u starosti 8-10 tjedana koji su bili izlozeni ili akutnoj HBO2 (Ac-HBO?2) ili
intermitentnoj HBO2 tijekom cetiri dana (In-HBO2) te su usporedivani s kontrolnom
skupinom. Molekularnim metodama istrazivanja odreden je genski i proteinski izrazaj

adenozinskih Al i A2A receptora na izoliranim perifernim mozdanim arterijama.

Rezultati: Akutna HBO2 narusila je vaskularne odgovore tijekom ispitivanja odnosa
doza i ucinka agonista adenozinskih Al i A2A receptora. Takoder, akutna HBO2 znacajno je
narusila vazoreaktivnost tijekom FID-a i HID-a bez prisutnosti agonista i antagonista
adenozinskih Al i A2A receptora. U obje skupine (Ac-HBO2 i In-HBO2), primjena Al
agonista te A1 i A2A antagonista nije znacajno utjecala na FID ni HID. Primjena agonista
adenozinskih A2A receptora smanjila je FID, ali je pojacala vaskularni odgovor na HID u
skupini In-HBO?2. Proteinski izrazaj adenozinskih A1 i A2A receptora bio je smanjen nakon
Ac-HBO2, dok je genski izrazaj porastao nakon In-HBO2.

Zakljuc¢ak: Adenozinski Al i1 A2A receptori imaju vaznu ulogu u vaskularnim
odgovorima induciranim HBO2, a promjene u funkciji srednjih moZzdanih arterija vjerojatno su
povezane s modulacijom signalnih puteva i izrazaja adenozinskih A1 i A2A receptora na razini

gena i proteina.

Kljuéne rije¢i: adenozinski receptori, hiperbari¢na oksigenacija, hipoksijom potaknuta
dilatacija, izrazaj gena i proteina, mozdane krvne zile, protokom potaknuta dilatacija, Sprague-

Dawley Stakori
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9. SUMMARY

The Role of Adenosine Al and A2A Receptors in Vascular Reactivity Changes after
Hyperbaric Oxygenation

Objective: To investigate the effects of acute and intermittent hyperbaric oxygenation
(HBO:>) on the gene and protein expression of adenosine Al and A2A receptors, as well as on
the changes in the vascular reactivity of the middle cerebral artery mediated by adenosine Al
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
Al1R 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 HBO. (Ac-
HBO>) or intermittent HBO: for four days (In-HBO-) 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 HBO, impaired vascular responses during dose—response testing with
adenosine Al 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-
HBO: and In-HBO- 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-HBO> group. Protein expression of adenosine Al and A2A receptors was reduced

after Ac-HBO-, whereas gene expression was increased after In-HBO:..

Conclusion: Adenosine Al and A2A receptors play an significant role in vascular
responses induced by HBO», 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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2013. — Demonstrator na kolegiju Fizologija i imunologija ¢ovjeka, Medicinski fakultet Osijek

Znanstveno-istrazivacki rad:
Sudjelovanje u projekima:

2025. — Znanstveno-istrazivacki projekt, Uloga NRF2 transkripcijskog faktora u vaskularnoj
reaktivnosti prije i nakon hiperbaricne oksigenacije te utjecaj hiperbari¢ne oksigenacije na
indikatore upale posredovane oksidativnim stresom u Sprague -Dawley Stakora i ljudi,
voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljevi¢, Medicinski fakultet Sveucilista Josipa Jurja

Strossmayera u Osijeku

2024. — Znanstveno-istrazivacki projekt, Uloga utiSavanja NRF2 transkripcijskog ¢imbenika
pomocu siRNA in vivo ili in vitro na endotelnu funkciju nakon hiperbari¢ne oksigenacije kod
ljudi, u animalnim modelima i stani¢nim kulturama, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka

Mihaljevi¢, Medicinski fakultet Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku

2021. — Znanstveno-istrazivacki projekt, Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u
mehanizmima vaskularne reaktivnosti nakon hiperbariéne oksigenacije - molekularni
pristup, voditeljica projekta doc. dr. sc. Zrinka Mihaljevi¢, Medicinski fakultet Sveucilista

Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku

2020. — Znanstveno-istrazivacki projekt, Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u
promjenama vaskularne reaktivnosti nakon hiperbari¢ne oksigenacije, voditelj projekta doc. dr.

sc. Aleksandar Kibel, Medicinski fakultet Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku

Istrazivacki interesi: cerebrovaskularna fiziologija, kardiovaskularna fiziologija, purinergijska

signalizacija, hiperbari¢na oksigenacija, vaskularna reaktivnost

Objavljeni znanstveni radovi i knjige:

Znanstveni radovi:
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2025. Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u mehanizmima vaskularne reaktivnosti nakon
hiperbaricne oksigenacije, Molecules. 2025;30(14):2918-2939. MDRPI.
DOI:10.3390/molecules30142918.

2025. Varijabilnost mehanizama vazodilatacije inducirane protokom u cerebralnim
arterijama: utjecaj razlicitih protokola hiperbaricne oksigenacije, Medical Gas Research.
2025;15(3):383-390. Wolters Kluwer - Medknow.
DOI:10.4103/mgr. MEDGASRES-D-24-00091.

2025. Odnos SYNTAX score Il s nalazima lipidograma i urata te prisustvom Secerne bolesti u
bolesnika s visezilnom koronarnom bolesti, Acta Clinica Croatica. 2025;64(1):309-323.
Udruga lije¢nika — Acta Clinica Croatica.

Knjige:

2025. Poglavlje u knjizi, Tlacna natriureza u regulaciji krvnog tlaka, Odabrane teme iz
fiziologije krvnog tlaka, London: Delhi: IntechOpen 2025. DOI:10.5772/intechopen.1002577

2020. Poglavlje u knjizi, Znacaj renin-angiotenzinskog sustava u klinickim stanjima; Odabrana
poglavlja o renin-angiotenzinskom sustavu, London: Delhi: IntechOpen 2020. DOI:
10.5772/intechopen.92309.

Sudjelovanje na znanstvenim skupovima s objavljenim sazetcima:

2025. Regionalni sastanak fiziologa 2025.: Napredak u fiziologiji: Povezuju¢i obrazovanje,
istrazivanje i praksu, poster, Vazodilatacija posredovana adenozinskim A2A receptorom

odrzava se kod povremene, ali ne i akutne hiperbaricne oksigenacije, Ljubljanja, Slovenija

2025. Dvogodisnji sastanak Europskog drustva za mikrocirkulaciju (ESM 2025), predavanje,
Intermitentna hiperbaricna oksigenacija obnavlja mehanizme vazodilatacije u Zivotinjskom

modelu Stakora, Szeged, Madarska

2023. 16. godisnji sastanak Hrvatskog fizioloskog druStva s medunarodnim sudjelovanjem,
poster, Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u mehanizmima vaskularne reaktivnosti nakon

hiperbaricne oksigenacije, Osijek, Hrvatska

2023. 4. RECOOP Medunarodna studentska konferencija (ISC) i 17. RECOOP Konferencija
Mostovi u biomedicinskim znanostima, poster, Uloga adenozinskih Al i A2A receptora u

promjenama vaskularne reaktivnosti nakon hiperbaricne oksigenacije, Prag, Ceska

97



2022. 6. kongres hitne medicine s medunarodnim sudjelovanjem, predavanje, Nove atipicne
i/ili naizgled benigne promjene u elektrokardiogramu vazne su za rano prepoznavanje akutnog

koronarnog sindroma, Vodice, Hrvatska

2022. 3. regionalni kongres fizioloskih drustava; 5. kongres Hrvatskog fizioloskog drustva,
poster, Proteinski izrazaj adenozinskih Al i A2A receptora u cerebralnim krvnim Zilama

Sprague-Dawley stakora izlozenih hiperbaricnoj oksigenaciji, NP Plitvicka jezera, Hrvatska

2022. 20. Losinjski dani bioetike: Integrativna bioetika i nova epoha, predavanje, Svrha i
dobrobit laboratorijskih Zivotinja u pogledu njihove upotrebe, zakonodavstva i medunarodnih

organizacija koje se bave pitanjima dobrobiti Zivotinja, Mali LoSinj, Hrvatska

2022. 31. Europski sastanak o hipertenziji i zastiti kardiovaskularnog sustava, poster,
Uloga adenozinskin Al i A2A receptora u mehanizmima vaskularne reaktivnosti nakon

hiperbaricne oksigenacije - molekularni pristup, Atena, Gréka

2021. 24. Kongres Hrvatske udruge djelatnika hitne medicinske pomoc¢i s medunarodnim
sudjelovanjem "Znanost i iskustva spaSavaju zivote", predavanje, Koristimo li potencijal

gadgeta zvanog kapnometar u izvanbolnickoj hitnoj medicinskoj sluzbi?, Pula, Hrvatska

2021. 4. medunarodna znanstveno-stru¢na konferencija Digitalizacija, nove tehnologije i
informacijsko drustvo u razvoju ruralnih krajeva, predavanje, Povecanje sigurnosti cestovnog

prometa kroz edukaciju biciklista, Gospi¢, Hrvatska

2021. Svjetski dan hipertenzije, poster, Hipertenzivna emergencija i urgencija, Osijek,

Hrvatska

2018. 12. Kongres Hrvatskog kardioloskog drustva, predavanje, Odnos SYNTAX score Il s
nalazima lipidograma i urata te prisustvom Secerne bolesti u bolesnika s viseZilnom

koronarnom bolesti, Zagreb, Hrvatska

Sudjelovanjima na projektima i festivalima:

2016.-2018. Sudjelovanje u organizaciji manifestacije Tjedan mozga u sklopu udruge SenzOS-
a, Osijek

2017. Sudjelovanje u projektu Znanje i vjestine u organizaciji EMSA-e, Osijek

2014. Sudjelovanje na Festivalu znanosti, Osijek
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Nagrade i priznanja:

2022. — 2. mjesto za poster, 3. regionalni kongres fizioloskih drustava; 5. kongres Hrvatskog
fizioloskog drustva, Proteinski izrazaj adenozinskih Al i A2A receptora u cerebralnim krvnim
Zilama Sprague-Dawley Stakora izloZenih hiperbaricnoj oksigenaciji, NP Plitvicka jezera,

Hrvatska

2017. — osvojeno 9. mjesto na natjecaju ,,Najbolja poduzetnicka ideja*“ Osjecko-baranjske

Zupanije

Jezici:
Hrvatski (materinji jezik)
Engleski (aktivno govorenje i pisanje)

Njemacki (aktivno govorenje i pisanje)

Racunalne vjestine:
MS Office (Word, Excel, PowerPoint)
Statisti¢ki softver (GraphPad Prism, SPSS)

Ostali alati (ImageJ, Python, Canva)

Clanstvo:
2022. — Clan Hrvatskog fizioloskog drustva
2019. — Clan Hrvatskog drustva za hitnu medicinu

2017. — Clanstvo u Gradskom drustvu Crvenog kriza Osijek
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