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1. UVOD



1.1. STANICNA MEMBRANA I GLIKOSFINGOLIPIDI

Sve stanice okruzene su stanicnom membranom — fosfolipidnim dvoslojem koji
odreduje stani¢ne granice 1 odjeljuje njihov sadrzaj od okolisa tj. oblikuje stabilnu barijeru
izmedu dvaju razliitth vodenih odjeljaka (unutarstani¢nog i izvanstani¢nog prostora).
Stani¢na membrana je nepropusna za veéinu u vodi topljivih molekula, stoga ioni i veéina
bioloskih molekula mogu prolaziti kroz stanicnu membranu (bilo da ulaze u stanicu ili izlaze
iz nje) zahvaljujuci proteinima koji su odgovorni za selektivni prijenos molekula. Osim ovih
transportnih proteina, na povrSini stanica se nalaze joS i brojne druge molekule koje su
uklju¢ene u medustani¢nu signalizaciju odnosno sluze kao senzori pomocu kojih stanica

prima signale iz svog okolisa (1).

1.1.1. Grada stani¢ne membrane

Stani¢ne membrane animalnih stanica gradene su od fosfolipida, kolesterola,
membranskih proteina i glikolipida. Kolesterol ima posebnu ulogu, ugradujuci se u dvosloj
fosfolipida, odrzavanja stani¢ne fluidnosti pri razli¢itim temperaturama. Membranski proteini
odgovorni su ve¢inom za izvrSavanje specificnih membranskih funkcija, dok je uloga
glikolipida sudjelovanje u mnogim bioloskim funkcijama poput razvrstavanja proteina,
membranske signalizacije, medustani¢nog prepoznavanja te adhezije stanica. Dijelovi
struktura glikolipida Cine tkivno-specifiéne antigene te antigene krvnih grupa, a odredene

vrste imaju ulogu receptora za bakterijske toksine (npr. kolera-toksin) (1).

1.1.2. Struktura i organizacija glikosfingolipida

Glikolipidi su lipidi koji sadrZavaju masnu kiselinu te ugljikohidratni dio koji se
nalaze isklju¢ivo u vanjskom sloju stanicne membrane. S obzirom na lipidni dio, glikolipide
dijelimo u dvije strukturalne kategorije: glikofosfolipide, koji imaju jezgru gradenu od
fosfatidilglicerola, te glikosfingolipide (GSL), koji su nastaju vezanjem ugljikohidrata na
ceramidnu jezgru. Ceramid je graden od masne kiseline vezane amidnom vezom na
dugolancani amino alkohol sfingozin (Slika 1), pa otuda potjece ime glikosfingolipidima (2).
Sintetizira se u endoplazmatkom retikulumu kondenzacijom serina i acil-CoA te kao takav
ima funkciju signalne molekule tzv. ,,drugog glasnika®. Njegova funkcija je da regulira
stanicne procese: stani¢ni ciklus, diferencijaciju i starenje, no uglavnom djeluje

protuproliferativno i izaziva apoptozu (3).
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Slika 1. Kemijska struktura ceramida (preuzeto sa: http://www.labmuffin.com/labmuffin/wp-

content/uploads/2012/10/ceramide.png)

Najjednostavniji GSL, poznati jo§ 1 kao cerebrozidi, su galaktozilceramid (GalCer,
koji nastaje vezanjem galaktoze na ceramid, a nalazi se veéinom u neuralnim tkivima) te
glukozilceramid (GlcCer, koji nastaje vezanjem glukoze na ceramid, a nalazi se ve¢inom u
ne-neuralnim tkivima) (3). Na temelju toga, GSL dijelimo u tri glavne skupine: neutralne GSL
(bez nabijenih Secera ili ionskih grupa), gangliozide (koji nastaju iz GlcCer te su kiseli GSL
koji sadrzavaju sijalinsku kiselinu) i sulfatidi (koji nastaju sulfatiranjem GalCer) (4). Nadalje,
mozemo ih grupirati na temelju njihove sinteze, u jednu od Cetiri glavne strukturalne obitelji:
ganglio-, globo-, lakto- i/ili neolakto- skupine (5, 6). Ove podgrupe glikosfingolipida su
karakteristi¢ne za neka tkiva, pa se tako npr. ganglio-GSL, iako Siroko rasprostranjeni, najvise
nalaze u mozgu, dok su neolakto-GSL cesti na odredenim hematopoetskim stanicama
ukljuCujuéi leukocite. Lakto-GSL izraZeni su u sekretornim organima, dok globo-GSL u
najveéem broju nalazimo na eritrocitima. Nomenklatura GSL temelji se na I[UPAC-IUB
preporuci (7) 1 Svennerholm-ovoj nomenklaturi (8).

Sinteza GSL zapoc€inje na luminalnoj strani membrane Golgijevog aparata. Nakon
toga GSL prolaze kroz membranu bilo da difundiraju kroz nju, preskacu je ili prelaze kao
monomeri. Oni nisu uniformno rasporedeni, ve¢ formiraju tzv. ,lipidne splavi“ odnosno
,»glikosignalizirajuée domene* na vanjskoj strani plazma membrane (Slika 2) (9). Iako je
to¢na struktura lipidnih splavi upitna, za njihove izvanstani¢ne komponente se vjeruje da su
gradene od sfingolipida, uklju€uju¢i GSL i sfingomijelin. Osim sfingolipida, lipidne splavi su

bogate kolesterolom i nekim proteinima, poput transmembranskih signalnih proteina, u
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svojem hidrofobnom dijelu dok su na citoplazmatskoj strani povezani sa G proteinima

odnosno tirozin-kinazom (10).

ghikosfingolipidi

kolesterol
transmembranski proteini

Slika 2. Prikaz grade lipidne splavi

1.1.3. Funkcija glikosfingolipida

Glikosfingolipidi se primarno nalaze na vanjskom sloju fosfolipidnog dvosloja. Njihov
ceramidni, hidrofobni dio uklopljen je u stani¢cnu membranu, dok se glikani pruzaju u
izvanstani¢ni prostor. Taj je polozaj glavni uvjet za njihovo normalno funkcioniranje. Njihova
funkcija dijeli se na dvije velike kategorije: medustani¢nu interakciju te moduliranje
aktivnosti proteina na stanicnoj membrani iste stanice. Na jednostani¢noj razini, GSL nisu
neophodni za zivot. Stanice bez njih mogu prezivjeti, proliferiraju te ¢ak imaju i sposobnost
diferencijacije. Medutim, od iznimne su vaznosti za razvoj cjelokupnog organizma. To
najbolje pokazuje pokus na miSevima kojima su oduzeti geni za GlcCer te se oni ne razvijaju
dalje od gastrule zbog ekstenzivne apoptoze u embriju. Drugi primjer medustani¢ne
interakcije jest uloga GSL na leukocitima i njihovo adheriranje i kona¢no vezanje za endotel
krvnih zila u procesu upale. Prva faza odgovora na upalu je upravo adhezija leukocita na
endotel. Ova interakcija je posredovana glikan-vezu¢im proteinima, selektinima. Jedan od
selektina, E-selektin koji je lociran na lipidnim splavima endotelnih stanica, veze se za GSL
na leukocitima i time potpomaze u inicijalnom priljubljivanju leukocita za endotelne stanice,
nakon ¢ega se oni mogu zaustaviti te migrirati na podrucje upale. Ova dva primjera pokazuju
da su GSL iznimno vaZzni za medustani¢no komuniciranje i koordinaciju u viSestani¢nih

organizama (10). Osim ovoga, oni sluze i kao receptori za bakterije, viruse i toksine. Jedan od
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poznatijih primjera za ovo jest gangliozid GMI, receptor za enterotoksin V.cholerae. (11).
Ovaj receptor nam dokazuje da GSL imaju vaznu ulogu u stani¢nom funkcioniranju i
modulaciji aktivnosti stani¢nih proteina. Nakon §to se kolera toksin veze za GM1, aktivira se
G-protein vezan za receptor Sto dovodi do povecane aktivnosti adenilat ciklaze i posljedi¢nog
povecanja ciklickog AMP-a. Kao drugi glasnik, ciklicki AMP povecava propusnost stani¢nih
CFTR proteina (engl. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) (Koji su zapravo
kloridni kanali) (12).

GSL sluze 1 kao antigeni krvnih grupa, kao specifi¢ni stani¢ni biljezi te kao CD
molekule (engl. Cluster of differentiation). CD nazivlje je utemeljeno na Prvoj medunarodnoj
radionici 1 konferenciji o humanim leukocitnim diferencijacijskim antigenima (engl. Ist
International Workshop and Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens).
Ovaj sustav sluzi za klasifikaciju monoklonskih protutijela (mAb) koji djeluju na epitope koji
se nalaze na povrsini leukocita. Odredenoj molekuli na povrsini stanice se dodjeljuje CD broj
nakon $to se za nju vezu dva specificna monoklonska protutijela. Ako molekula pak ima samo

jedno monoklonsko protutijelo ili nije dovoljno istrazena, dodjeljuje joj se indikator ,,w*.



1.2. CD15s

Leukociti, da bi izvrsili svoju obrambenu funkciju, moraju prijeci iz krvotoka u tkivo,
tj. u podrucje upale. Kao sto je ve¢ navedeno, taj proces zapocinje njihovim priljubljivanjem
uz zid krvne Zzile te kotrljanjem po njenoj stjenci . U tom procesu sudjeluju odredene
molekule, kako na endotelu krvnih zila (E i P-selektini), tako i na stani¢noj membrani
leukocita (13). Biokemijskim ispitivanjima utvrdeno je da razliciti glikoproteini prepoznaju E-
selektin te se vezu za njega (PSGL-1, L-selektin, CD43, CD44 itd) (14). Svim ovim
molekulama je zajedni¢ko da na svojoj povrSini imaju izrazene glikane tipa sijalil Lewis X,
stoga se smatra da upravo ova molekula ima vaznu ulogu u adheziji leukocita, tj. da ona sluzi
kao ugljikohidratni ligand za E i P-selektin (15-19). Sijalil Lewis x (sLe*, CDI13s) je
tetrasaharid 1 najmanji poznati ligand za selektine. On nastaje sijalizacijom distalne

laktozaminske jedinice prije njene fukozilacije (20) (Slika 3).

Stjalil Lewis (sLe* )

. N-Acetineuraminska kiselina (NeusAc) M Fukoza (Fuc)
B N-Acetighikozamin (GlcNAc) O Galaktoza (Gal)

Slika 3. Struktura sijalil Lewis x

Ova molekula je izrazena na stanicnim membranama monocita i granulocita, te
vezanjem za endotelne selektine posreduje u adheziji leukocita na endotelne stanice. U
istrazivanjima na leukemijskim blastima nadeno je da su isti bili negativni za CD15 i slabo
pozitivni za CD135s te da je, sazrijevanjem stanica prema zrelim oblicima, rastao i izrazaj ovih
molekula na stani¢noj povrSini (21-23). Leukociti, pod utjecajem kemoatraktanata,
poveéavaju izrazaj sLe”. Oni se potom, do$avsi na mjesto upale, vezu slabim, reverzibilnim
vezama za selektine. Obzirom da ta veza nije dovoljno jaka da se suprotstavi strujanju krvi,
leukociti se nastavljaju kotrljati po endotelu neprestano stvarajuci i razbijajuci te veze. Nakon

upalnog podrazaja, dolazi do izrazaja i drugih molekula na povrSinama leukocita i endotela



koje, stvaraju¢i jace veze, u konacnici zaustavljaju leukocit i omogucuju njegovu

ekstravazaciju (24) (Slika 4). Vaznost ovog procesa dokazali su Zen i sur. koji su, inhibirajuci

sLe® specifiécnim monoklonskim protutijelom, poremetili migraciju, indukciju agregacije

neutrofila te indukciju oslobadanja njihovih sekundarnih granula (25). Osim na leukocitima,

sudjeluje u procesu oplodnje tj. vezanju spermija za jajnu stanicu (26).
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1.3. CD11b

Integrini su velika obitelj stani¢nih povrSinskih aff heterodimera koji su ukljuceni u
interakcije koje se zbivaju izmedu stanica te stanice i njenog okruzenja. B2 integrini, koji
imaju zajedni¢ku B-podjedinicu (B2, CDI18), ali razli¢ite a-podjedinice (CD11la, CD11b,
CDll1c i CD11d), vazni su leukocitni receptori ne samo za funkciju leukocita ve¢ i za razvoj
upalnog odgovora in vivo (27).

Integrin CD11b/CD18 (aMf2), poznat i pod nazivima Mac-1 i komplement receptor
tip 3 (CR3), je dominantni 2 integrinski receptor na neutrofilima, makrofagima i monocitima
(28). Ovaj integrin ima posebnu ulogu u upalnom procesu, dijelom zajedno s integrinom
CDl11a (29), a njegovu biolosku vaznost za normalno funkcioniranje imunoloskih procesa
potvrduju 1 razli¢ita patoloSka stanja gdje su integrini defektni ili nedostaju i u tih osoba
njihov nedostatak uzrokuje Zivotno ugrozavajuce infekcije. U bolesti nazvanoj Leukocitna
adhezijska deficijencija tip 1 cirkuliraju¢i neutrofili ne mogu adherirati ili migrirati preko
endotela pa su bolesnici podlozni ponavljaju¢im, zivotno ugrozavaju¢im bakterijskim
infekcijama (30-32). Slicno tome, pojacana aktivacija leukocitnih integrina uzrokuje stalno
poticanje i odrZavanje upale, nastanak ishemijsko-reperfuzijske ozljede (akutno bubrezno
zatajenje, aterosklerozu itd (32-34) i razvoj razli¢itih autoimunih bolesti (35) te u konacnici
dovodi do stetnih posljedica za zdravlje.

U mirujué¢im neutrofilima odraslih, ve¢ina CD11b/CD18 kompleksa pohranjena je i
nalazi se uklopljena u membrane specificnih granula i sekretornih vezikula, a samo je 5%
1zraZzeno na stani¢noj povrsini. Nakon §to proupalni podrazaj dovede do stimulacije neutrofila,
dolazi do pojacanog izrazaja CDI11b na njthovoj povrSini (36). Upravo zato uocavanje
pojacanog izrazaja CD11b moZe posluziti kao pokazatelj da je nastupila aktivacija neutrofila

(37, 38).



1.4. CD34

Obitelj CD34 povrsinskih stanicnih transmembranskih proteina obuhva¢a CD34
stanini antigen hematopoetskih prekursorskih stanica, podokaliksin (poznat i1 kao
podocalyxin-like protein 1, PODXL) i endoglikan (poznat i kao podocalyxin-like protein 2,
PODXL2) (39). CD34 je transmembranski fosfoglikoprotein izrazen na preteama
hematopoetskih stanica i stanicama endotela krvnih zila, te se koristi kao biljeg u izolaciji 1
identifikaciji hematopoetskih stanica i prastanica u procesu pripreme za transplantaciju
kosStane srzi (40). Danas se joS koristi 1 kao biljeg u identifikaciji drugih tkivno-specifi¢nih
matic¢nih stanica, poput miSiénih satelitskih stanica i preteca epidermalnih stanica.

Funkcije CD34 obitelji proteina jo§ uvijek nisu u potpunosti razjaSnjene iako im se
pripisuje Citav niz razliitih uloga. Smatra se da CD34 poti¢e stani¢nu proliferaciju i/ili
blokira diferencijaciju prastanica, a podokaliksin i CD34 poti¢u migraciju hematopoetskih
stanica. Podokaliksin igra ulogu u stani¢noj morfogenezi. Zanimljivo je istaknuti da ¢lanovi
CD34 obitelji ujedno poticu i blokiraju stani¢nu adheziju (41).

Najbolje istrazena funkcija CD34 obitelji proteina jest limfocitna adhezija na
krvozilni endotel i limfaticka tkiva (42). Usprkos ovoj jasno istrazenoj ulozi u poticanju
adhezije, druge studije ukazuju da CD34 proteini u vecini slucajeva djeluju blokirajuci
adheziju, kao $to je kod adhezije mastocita (43). Objasnjenje za ovakvo razilazenje vjerojatno
se nalazi u jacini izraZaja i u¢inku koje razli¢ite razine ovih proteina imaju na druge molekule.
CD34 je vrlo dobro poznat po svom izraZaju na stanicama hematopoetskog sustava i
pretpostavlja se da je, u fizioloskim uvjetima, potreban za njihovu migraciju. Utvrdeno je da
ima sli¢nu ulogu u poticanju 1 olakSavanju prometa mastocita 1 eozinofila u periferna tkiva
(44). CD34 se smatra biljegom endotelno progenitornih stanica koje cirkuliraju u perifernoj
krvi te tako obnavljaju stjenku krvnih Zzila (45). Postoji skupina necirkuliraju¢ih zrelih
endotelnih stanica koje su takoder CD34+, smjesStenih u malim krvnim Zilama, dok je vecina
endotelnih stanica u velikim venama 1 arterijama CD34- (46). Rezultati istrazivanja
Beauchamp 1 suradnika pokazuju da CD34 ima vaZznu ulogu u regulaciji diferencijacije
miSi¢nih progenitornih stanica (47).

Podokaliksin je neophodan za razvoj i odrZzavanje strukture bubreznih podocita. Ove
epitelne stanice gradene su od stani¢nog tijela s brojnim nastavcima te malih, interdigitalnih
"nozica" koje se Sire iz veCih nastavaka. Apikalne povrSine stani¢nih tijela i nastavaka

odocita prekrivene su podokaliksinom, a Podx! -/- miSevi uopcée nemaju razvijene "nozice"
p p p ) p i i



podocita. U glomerularnoj strukturi podokaliksin poti¢e adheziju, dok na stanicama endotela
krvnih zila blokira adheziju i pomaze imunostani¢nu migraciju u limfne ¢vorove interakcijom
sa L - selektinima cirkulirajucih limfocita, slicno kao CD34 (48).

Fieger 1 suradnici 2003. godine objavili su da endoglikan, kao i druga dva ¢lana CD34
obitelji, moZe funkcionirati kao L-selektin ligand (nakon posttranslacijske modifikacije), no
on koristi drugaciji mehanizam vezanja, koji jako sli¢i onome kod glikoproteinski ligand P-
selektina tipal (PSGL-1, eng. P-selectin glycoprotein ligand-1) (49).

Zbog svega navedenog, vazno je istaknuti nuznost daljnjeg istrazivanja koje ce

rasvijetliti tocne uloge ¢lanova CD34 obitelji u razlicitim tkivima (50).
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1.5. CD77

Kaveole endotelnih plazma membrana, pa tako 1 humanog bubrega i1 organa
kardiovaskularnog sustava, bogate su neutralnim GSL, posebice globotriaozilceramidom,
Gb3Cer ili CD77 (51, 52). Prilikom sinteze Gb3Cer na glukozilceramid veze se galaktoza
djelovanjem B1,4-galaktoziltransferaze 1 nastaje laktozilceramid, na koji «al,4-

galaktoziltransferaza dodaje galaktozu i nastaje globotriaozilceramid (Slika 5).

OH _OH
0
HO

OH |
0o _OH oH OH
o) R 2
HO&\'S O/YV\(CH:ethHa
Sh OS H~E,<CW)1GCH3

Globotriaozilceramid (Gb3Cer)

Slika 5. Prikaz strukture globotriaozilceramida (Gb3Cer/CD77)

Gb3Cer/CD77 sudjeluje u patogenezi infekcija uzrokovanih E. coli 0157: H7 1
Shigella dysenteriae tip 1, koje uzrokuju gastrointestinalne bolesti, uklju¢ujuéi i hemoragi¢ni
kolitis, a mogu uzrokovati 1 hemoliticko uremijski sindrom (HUS, engl. Hemolytic uremic
syndrome) koji je glavni uzrok akutnog bubreznog zatajenja u djece (53). Toksin ovih
bakterija, tj. Shiga-toxin (Stx), koji je glavni toksin u patofiziologiji HUS-a, djeluje na
endotelne stanice krvnih Zila (54) te dovodi do njihova oSte¢enja bilo inhibicijom sinteze
proteina, stimuliranjem protrombotskih poruka/impulsa ili induciranjem apoptoze. Stx su
trenutno najvazniji 1 najbolje okarakterizirani STEC (eng. Shiga toxin-producing Escherichia
coli) virulentni ¢imbenici koji mogu uzrokovati mikrovaskularno endotelno oSte¢enje (55).
Stx, takoder poznati kao verotoksini, nazvani su prema svom selektivnom citotoksicnom
djelovanju na Vero-stanice, stani¢ne loze epitela bubreZnih tubula afri¢kog zelenog majmuna.

Stx je €lan obitelji AB5 obitelji proteinskih holotoksina koji se sastoje od enzimske
podjedinice (A) nekovalentnom vezom vezan za podjedinicu (B) koja se veze za njegov
receptor Gb3Cer/CD77 na povrSini prijemljivih endotelnih stanica (56). Podjedinica B je
pentamer odgovoran za stani¢no obiljezavanje 1 unutarstani¢ni prijenos holotoksina te moze

vezati od 10 do 15 molekula Gb3Cer (57). Vjeruje se da su oba dijela, 1 ugljikohidratni i
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ceramidni dio, sidro receptora te da su vazni za vezanje toksina. Dokazano je da duljina
lanaca masnih kiselina Gb3Cer ima utjecaj na funkciju receptora, unutarstani¢no sortiranje i
retro-translokaciju Stx u citosol 1 stani¢nu signalizaciju (58, 59). Nakon Sto se veze za
receptor, verotoksin biva ubacen u stanicu. Retrogradnim transportom prolazi kroz Golgijev
aparat te dolazi do ER-a gdje se proteoliticki razdvaja podjedinica A od kompleksa receptor-
toksin. Kada se odvoji, podjedinica A ispoljava svoj uc¢inak, tj. inhibira sintezu proteina $to u

konacnici dovodi do smrti stanice (56).
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1.6. PROTOCNA CITOMETRIJA

Proto¢ni citometar je uredaj koji se sastoji od 3 medusobno povezana sustava:
proto¢nog, optickog i elektronskog. Proto¢ni sustav ¢ine pokretacka tekucina, koja je nosac
stani¢ne suspenzije, stani¢na suspenzija i zracni potisak, a omogucuje da stanice iz stanicne
suspenzije pojedina¢no laminarnom protokom kroz sustav uske kapilare dolaze do snopa
laserskog svjetla. Lasersko svjetlo s le¢ama, filtrima 1 osjetnicima ¢ini opticki sustav. Stanice
se obasjavaju laserskim svjetlom, a stupanj rasprsenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je
fizickih osobina stanica - veliCine (svjetlost koja se rasprSila pod malim kutom od 0,5-10°,
FSC - prema engl. forward scatter) i zrnatosti (svjetlost rasprsena pod pravim kutom - SSC,
prema engl. side scatter). Dodatno obiljezavanje stanica slobodnim ili (ponajcesce) za
monoklonska protutijela vezanim fluorescentnim bojama (fluorokromima) rabi se za dodatno
obiljezavanje specifi¢nih stani¢nih struktura. Fluorokromi obasjani laserskom svjetlos¢u
emitiraju svjetlost ve¢e valne duljine od ulazne svjetlosti, a hvataju je specificni osjetnici
(detektori) proto¢nog citometra. Najces¢i fluorokromi koji se koriste su fikoeritrin (engl.
phycoerythrin, PE) i fluorescein izotiocijanat (engl. fluorescein-isothiocyanate, FITC). Sve
svjetlosne signale elektronski sustav pretvara u digitalne signale koji se prenose u
elektronicko racunalo i sluze za analizu. Za definiciju stani¢nih populacija naj¢esce se koristi
citogram veliCine i zrnatosti stanica (FSCxSSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko
ciljnih stanica iz kojih ¢e se analizirati specifi¢ni fluorescentni signali. Upravo je to jedna od
najvec¢ih prednosti moderne proto¢ne citometrije, buduéi da stanice prije analize nije potrebno
prethodno fizicki razdvojiti. Od ostalih prednosti valja izdvojiti veliku brzinu mjerenja signala
(>10* stanica u sekundi) te istodobno mjerenje viSe parametara (fizickih parametara i
fluorescentnih signala), pa se na modernim citometrima istodobno moze analizirati 1 do
Sezdesetak parametara (60).

Premda je do danas razvijen velik broj proto¢no-citometrijskih testova za analizu
razliCitih stani¢nih obiljezja 1/ili funkcija, ona se jo§ uvijek ponajviSe rabi u cilju
imunofenotipizacije, tj. obiljeZavanje specifi¢nih stani¢nih biljega. Od imunofenotipskih
analiza posebno se izdvaja analiza limfocita periferne krvi u cilju ocjene imunoloSkog statusa,
imunofenotipizacija leukemija i limfoma i pracenje ostatnih malignih stanica (minimalne
rezidualne bolesti), mjerenje broja CD34+ krvotvornih mati¢nih stanica u perifernoj krvi i
leukocitnom koncentratu za potrebe transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica, dijagnostika

paroksizmalne noéne hemoglobinurije 1 mjerenje sadrzaja stanicne DNA u cilju otkrivanja
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aneuploidija (najceS¢e u leukemijama) 1 proliferacijske aktivnosti stanica (za funkcijske
testove limfocita ili procjenu proliferacije tumorskih stanica.

Tehnike proto¢ne citometrije postaju sve vaznije u suvremenoj klinickoj medicini
ponajvise zahvaljujuéi ¢injenici da ona omogucuje objektivnu, osjetljivu, brzu i to¢nu analizu
relativno velikog broja stani¢nih svojstava. lako je svoju primjenu nasla i u drugim granama
medicine, kao $to su patologija, biokemija, mikrobiologija i interna medicina, najcesce se

koristi u hematologiji i imunologiji (61) (Slika 6).
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Slika 6. Princip rada protocne citometrije (preuzeto sa:

http://www.nature.com/jid/journal/v132/n10/fig_tab/jid2012282f1.html)
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1.7. HIPERBARICNI TRETMAN

Hiperbaricni tretman je proces u kojem se nastoji povecati otopljenost kisika u krvi
udisanjem kisika pod tlakom koji je visi od atmosferskog. Danas se posebna grana medicine,
hiperbaricna medicina, bavi primjenom hiperbari¢nog kisika u lijeCenju brojnih stanja (62).

97,5% kisika se u krvi prenosi hemoglobinom koji se nalazi u eritrocitima, a ostalih
2,5% je otopljeno u plazmi. Poveéanjem atmosferskog tlaka, povecava se topljivost kisika u
plazmi. Elementarni kisik neophodan je za odrzavanje stani¢nog disanja i sintezu stani¢nih
proteina. Povecanjem koncentracije kisika otopljenog u plazmi povecava se i priljev kisika
tkivima. Zbog tog svojstva, hiperbaric¢ni tretman se poceo koristiti u lijecenju nekoliko bolesti.
Kod trovanja ugljikovim monoksidom, zbog veceg afiniteta i ireverzibilnog vezanja
monoksida za hemoglobin, eritrociti nisu u stanju prenositi dovoljno kisika tkivima pa se
ovim postupkom nastoji odrZati normalna oksigenacija tkiva. Iz istog razloga koristi se i kod
kroni¢nih rana koje ne zacjeljuju, rana kod dijabeticara, reperfuzijskih i iradijacijskih ozljeda
itd. Kod dekompresijske bolesti, koja nastaje zbog prebrzog izrona ronioca s bocama, u krvi
nastaju mjehuri¢i plina. Primjenom hiperbari¢nog zraka sprjecava se nastanak tih mjehurica te
se dopusta pacijentu da viSak plina, koji se otopio u krvi, izdahne plu¢ima i izbjegne nastanak
dekompresijske bolesti. Nadalje, poznato je kako Hiperbari¢ni tretman ima direktan toksi¢ni
ucinak i na neke anaerobne bakterije, poglavito na Clostridium perfringens, te se zbog toga
pocela koristiti u lije¢enju klostridijskih gangrena i nekrotizirajuceg fascitisa. Medutim, kod
prevelikih doza, u duzem periodu vremena, kisik ispoljava i neke toksi¢ne ucinke koji su
povezani sa stvaranjem 1 oslobadanjem reaktivnih molekula poput superoksida, hidroksilnih
radikala i vodikovog peroksida. Organizam ¢ovjeka posjeduje mehanizme koji neutraliziraju
ove visokoreaktivne spojeve (superoksid dismutaza, glutation i glutation reduktaza te
katalaza), ali kao 1 svi mehanizmi, 1 oni imaju svoj maksimum djelovanja. Kada priljev kisika

premasi njihove kapacitete, dolazi do oStec¢enja stani¢énih membrana, proteina i enzima (62).
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Slika 7. Hiperbaricna komora (preuzeto sa: http://www.etcaerospacesolutions.com/wp-

content/media/product/images/chamber-main.jpg)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istrazivanja je procijeniti utjecaj hiperbaricnog tretmana na izrazaj biljega
CD77 na endotelnim (CD34+) stanicama Stakorskih bubrega, pluc¢a i srca te proupalnih
biljega CD11b i CD15s na leukocitima u usporedbi sa zivotinjama koje su bile uzgajane pri

normalnim uvjetima.
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3. MATERIJALI I METODE
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U ovom radu je provedeno eksperimentalno istrazivanje pri Katedri za medicinsku
kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta u Splitu na muZzjacima Stakorskog soja Sprague-
Dawley koji su uzgajani u kontroliranim uvjetima (temperatura 22+1°C, 14h svjetlo/10h
mrak) u SveuciliSnoj nastambi za pokusne zivotinje Sveucilista u Splitu.

Hrana i vodovodna voda su davane ad libitum. Zivotinje su uzgajane i odrzavane
sukladno Vodicu za njegu i koriStenje laboratorijskih zivotinja, te je protokol odobren od
strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu.

4 tjedna stari Stakori podijeljeni su u dvije grupe: ispitivanu skupinu (n=9) koja je
podvrgnuta hiperbaricnom tretmanu te netretiranu kontrolnu skupinu (n=5). Tretirana skupina
Stakora ju bila izloZzena hiperbaricnom tlaku smjese zraka (21% kisik, 79% dusik), koji
odgovara zaronu od 65 metara (7.5 ATA), u trajanju od 30 minuta. Dekompresijske pauze su
bile 1 minuta na dubini od 15 metara, 7 min na 12 m, 10 min na 9 m, 23 min na 6 m i 47 min
na 3 m, sukladno dekompresijskim tablicama Americke mornarice
(http://www.usu.edu/scuba/navy_manual6.pdf). Isti protokol se ponavljao sljede¢a 2 dana. U
izboru pravog protokola vodili smo se prethodnim rezultatima (63). Zivotinje su podvrgnute
hiperbari¢nim uvjetima u Comex hiperbaricnoj komori (Comex, Marseilles, Francuska).
Razine kisika i ugljicnog dioksida u komori su kontrolirane Servomex 570A analizatorom
kisika (Servomex, Houston, TX, SAD) te infracrvenim analizatorom uglji¢nog dioksida
(Infrared Industries inc., Santa Barbra, CA, SAD).

U ovoj studiji, metode pripreme uzoraka za proto¢nu citometriju, kao i protutijela, bila

su u skladu s prethodnom studijom (64).

3.1. Protoc¢na citometrija leukocita

Uzorci krvi za protocnu citometriju su uzeti iz vene jugularis u vakumirane staklene
epruvete sa EDTA antikoagulansom, jedan sat nakon hiperbari¢nog tretmana, a prije
zrtvovanja. Sto mikrolitara pune krvi je prvo tretirano sa FcR (Fc-receptor) blokerom
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka) u svrhu sprjeavanja nespecificnog
vezanja te je inkubirano u mraku, na ledu, 30 minuta sa 0.5 pg primarnog protu-CD15s misjeg
protutijela (Pharmigen, San Diego, CA, SAD). Nakon dva ispiranja u 0.1 M PBS-u (otopina
fosfatnog pufera, od engl. phosphate buffer solution) sa 0.1% natrijevim azidom, stanicama je
dodano 0.5 pg sekundarnog FITC-konjugiranog kuni¢jeg protu-misjeg protutijela (Pharmigen,
San Diego, CA, SAD) te 1 pg PE-konjugiranog protutijela reaktivnog na CD11b (IQ Test,

Beckman Coulter, Marseille, Francuska) i inkubirano u mraku na ledu 30 min. Nakon
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hemolize eritrocita otopinom za liziranje (Militenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Njemacka),
10° dogadaja je zabiljeZeno na Coulter Epics XL proto¢nom citometru (Beckman Coulter
Corporation, Miami, SAD). Kao negativna kontrola koristene su fluorokrom-minus-jedan i
isotipske kontrole kao i neobojane stanice. Analiza uzoraka provedena je na WinMDI 2.9
programu za analizu. Rezultati su prikazani kao postotak stanica koje pokazuju izrazaj

ispitivanih biljega.

3.2. Protoc¢na citometrija stanica tkiva

Nakon treceg hiperbaricnog tretmana, Stakori su zrtvovani produzenim izlaganjem
dietileteru te su bubrezi, pluca i srce izvadeni iz svih Zivotinja. Tkiva su usitnjena Skarama i
inkubirana u 0.1 M otopini PBS-a s 0.1%-tnom (za bubrege) i 0.2%-tnom (za srce i pluca)
kolagenazom tipa IA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka) u omjeru: 100 mg
tkiva/5 mL kolagenaze u PBS-u. Stani¢ne suspenzije su inkubirane 30 min/1 sat (bubreg/srce,
plu¢a) na 37°C uz lagano mijeSanje. Nakon inkubacije, stani¢ne suspenzije su filtrirane kroz
najlonsku mrezicu Sirine pora 40 um (Cell Strainer, BD Bioscienses, San Jose, CA, SAD) te
je u¢injena suspenzija stanica od 1.0 x 10° stanica u 100 pL 0.1 M PBS. Monoklonska protu-
CD34 protutijela konjugirana sa fikoeritrin cijaninom 5 (PCS5, Beckman Coulter, Marseilles,
Francuska) koriStena su za detekciju CD34 pozitivnih stanica. Monoklonska protu-CD77
protutijela konjugirana sa FITC-om (BD Pharmingen, Erembodegem, Belgija) koriStena su za
detekciju CD77 pozitivnih stanica. Izolirane stanice su inkubirane u mraku 30 min na 4°C s
dva protutijela za dvostruko obiljezavanje: 1 pg protu-CD34-PC5 1 1 pg protu-CD77-FITC.
Nakon 2 ispiranja u 0.1 M PBS-u, stanice su suspendirane u 0.3 mL 0.1 M PBS-u. 10°
dogadaja je zabiljeZeno na Coulter Epics XL proto€nom citometru (Beckman Coulter
Corporation, Miami, SAD). Fluorokrom-minus-jedan kontrole kao i neobojane stanice su
mjerene 1 obradene kao negativne kontrole u svrhu postavljanja odgovarajucih regija. Analiza
uzoraka je provedena na WinMDI 2.9 programu za analizu. Rezultati su prikazani kao

postotak stanica koje pokazuju izrazaj ispitivanih biljega.

3.3. Statisticka analiza

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Ukupni
CD15s+ leukociti su definirani kao zbroj % CD11b-CD15s+ 1 % CD11b-CD15s+ leukocita.
Ukupni CD11b leukociti su definirani kao zbroj % CDI11b+CD15s+ 1 % CD11b+CD15s-
stanica. Ukupne CD34+ stanice su definirane kao zbroj % CD34+-CD77- i % CD34+CD77+
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stanica. Ukupne CD77+ stanice su definirane kao zbroj % CD34-CD77+ i % CD34+CD77+
stanica. Obzirom na relativno malen uzorak, neparametrijski Mann Whitney U test je koriSten
u svrhu testiranja znacaja razlike izmedu kontrolne i ispitivane skupine. Koeficijent
podudarnosti je izracunat izmedu varijabli: CD11b+ i CD15s+ leukocita i CD34+ i CD77+
tkivnih stanica. Svi rezultati se smatraju znacajnima s 95%-tnom razinom znacaja (P<0.05) te

su dobiveni koriste¢i program Statistica 12.0 (StatSoft, SAD).
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4. REZULTATI
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Tablica 1. Usporedba postotaka razli¢itih CD11b+ 1 CD15s+ leukocitnih subpopulacija

u kontrolnoj skupini i tretiranoj skupini

Leukociti CD15s+ CD15s+ CD15s- Ukupni Ukupni
CD11b- CD11b+ CD11b+ CD15s+ CD11b
+
KONTROLA 1.71+1.11 2.90+1.38 4.42+2.32 4.51+£2.42 7.3243.
98
HB 1.DAN 23.424+2.85% 2.60+2.01 3.00+£2.11  25.68+3.22*  5.25+0.
75
HB 2.DAN 26.53+1.20* 2.26+1.19 4.1842.62  29.13£1.31* 6.78+1.
45
HB 3.DAN 16.97+2.89* 2.10+1.13 4.22+2.91 19.06+£2.98*  6.32+2.
64

KONTROLA - skupina netretiranih Stakora, HB — skupina tretiranih Stakora
Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost £ SD

*oznaceni su statisticki znac¢ajni rezultati P<0.05 (vs. kontrolna skupina)

Postotci CD15s+CD11b- i ukupnih CD15s leukocita su znacajno poviseni u skupini
tretiranih Stakora. Hiperbari¢ni tretman nije znacajno promijenio postotak ukupnih CD11b+

leukocita

Tablica 2. Usporedba postotaka CD77 pozitivnih ne-endotelnih (CD34-) stanica,
CD77 pozitivnih 1 CD77 negativnih endotelnih (CD34+) stanica, ukupnih CD77 pozitivnih te
ukupnih CD34 pozitivnih stanica u suspenziji ukupnih bubreZnih stanica kontrolne skupine 1

tretirane skupine Stakora

BubreZne CD77+ CD77+ CD77- Ukupni Ukupni
stanice CD34- CD34+ CD34+ CD77+ CD34+
KONTROLA  1.74+0.65 14.61+6.51 8.77+4.18 16.35+5.5 23.24+8.38
HB 0.81+£0.44*  3.67+£1.22*  7.09+5.40 4.48+1.28*  10.76+6.32*

KONTROLA - skupina netretiranih Stakora, HB — skupina tretiranih Stakora
Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + SD

*oznaceni su statisticki znacajni rezultati P<0.05 (vs. kontrolna skupina)
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Postotci CD77+CD34-, CD77+CD34+, ukupnih CD77+ 1 ukupnih CD34+ bubreznih
stanica Stakora u tretiranoj skupini su bili znac¢ajno smanjeni u usporedbi sa kontrolnom

skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znac¢ajno promijenio postotak CD77-CD34+ stanica.

Tablica 3. Usporedba postotaka CD77 pozitivnih ne-endotelnih (CD34-) stanica,
CD77 pozitivnih 1 CD77 negativnih endotelnih (CD34+) stanica, te ukupnih CD77 pozitivnih
i CD34 pozitivnih stanica u suspenziji ukupnih stanica plu¢a kontrolne skupine i tretirane

skupine Stakora

Pluéne CD77+CD34- CD77+CD34+ CD77- Ukupni Ukupni
stanice CD34+ CD77+ CD34+
KONTROLA 1.52+0.96 1.89+2.36 1.38+1.07 3.41£2.11 3.27+2.01
HB 12.91+£7.13*%  10.62+5.80* 1.30+1.15 23.53+13.09* 11.92+6.22*

KONTROLA - skupina netretiranih Stakora, HB — skupina tretiranih Stakora
Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost £ SD

*oznaceni su statisticki znac¢ajni rezultati P<0.05 (vs. kontrolna skupina)

Postotci CD77+CD34-, CD77+CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ stanica
plu¢a Stakora u tretiranoj skupini su bili znacajno poviSeni u usporedbi sa kontrolnom

skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znac¢ajno promijenio postotak CD77-CD34+ stanica.

Tablica 4. Usporedba postotaka CD77 pozitivnih ne-endotelnih (CD34-) stanica,
CD77 pozitivnih 1 CD77 negativnih endotelnih (CD34+) stanica, te ukupnih CD77 pozitivnih
1 CD34 pozitivnih stanica u suspenziji ukupnih stanica sréanog misi¢a kontrolne skupine 1

tretirane skupine Stakora

Sréane stanice CD77+CD34- CD77+CD34+ CD77-CD34+ Ukupni Ukupni
CD77+ CD34+

KONTROLA 0.1240.10 1.70+1.06 3.28+1.79 1.814+2.15 4.98+3.17

HB 0.14+0.12 8.05+4.24* 25.74+11.27*  8.19+4.29*%  33.79+14.69*

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + SD

*oznaceni su statisticki znacajni rezultati P<0.05 (vs. kontrolna skupina)

25



Postotci CD77+CD34+, CD77-CD34+, ukupnih CD77+ 1 ukupnih CD34+ sréanih
stanica Stakora u tretiranoj skupini su bili znacajno poviseni u usporedbi sa kontrolnom

skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znacajno promijenio postotak CD77+CD34- stanica.

Tablica 5. Korelacija izmedu udjela razli¢itih leukocita i stani¢nih subpopulacija iz

srca, pluca i bubrega

TKivne stanic¢ne Leukocitne populacije
subpopulacije

Ukupni 11b+  Ukupni 15s+

r P r P

Sréani Ukupni 34+ 055 0.12 -0.28 0.46
Ukupni 77+ 0.64 0.06 -0.51 0.16
Pluéni Ukupni 34+ 0.46 0.21 -0.30 0.43
UKkupni 77+ 0.24  0.53 -0.57 0.11
Bubrezni Ukupni 34+ 0.26 0.50 0.17 0.67

Ukupni 77+ -0.17 0.67 0.29 0.45

Rezultati korelacijske analize izmedu leukocitnih biljega CD11b i CD15s i tkivnih
antigena CD34 1 CD77 nisu pokazali statisticki znacaj.
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5. RASPRAVA
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5.1. Utjecaj hiperbari¢nog tretmana na leukocitne biljege CD11b i CD15s

U ovoj studiji istrazivan je ucinak 3 ponavljana hiperbari¢na tretmana na postotak
CD11b+ i CD15s+ leukocita. Postotci CD15s+CD11b- i ukupnih CD15s su znac¢ajno poviseni
u hiperbari¢nim tretmanom tretiranoj skupini Stakora. Hiperbari¢ni tretman nije promijenio
postotak ukupnih CD11b+ leukocita (Tablica 1).

Pronadeno je da je izrazaj aterogene adhezijske molekule, CD11b, snizen nakon
visokointenzivne dugotrajne tjelovjezbe (65). Granulocit-endotelna stanica adhezijski testovi
su pokazali da je izrazaj CDI11b, velikog membranskog proteina dekoriranog CD15s
molekulom (25), snizen nakon hiperbaricnog tretmana. Medutim, dobiveni podatci pokazuju
nepromijenjen izrazaj CD11b na leukocitima Stakora nakon hiperbari¢nog tretmana. Suprotni
rezultati bi se mogli objasniti drugacijim uvjetima u obi¢nom hiperbaricnom tretmanu
nasuprot hiperbari¢noj oksigenaciji.

Rezultati statisticki znaCajnog porasta CDI15s+ leukocita nakon ponavljanih
hiperbari¢nih tretmana u skladu su sa prethodnim istrazivanjima te rasvjetljavaju ulogu ovog
proteina u akutnim upalnim stanjima. Postotci CD15s+CD11b- leukocita snizili su se drugog i
treceg dana, iako ne statisti¢ki znacajno. Nakon velikog pocetnog povecanja postotka ukupnih
CD15s+ leukocita nakon prvog i drugog hiperbari¢nog tretmana, ovaj postotak se lagano
smanjio nakon tre¢eg tretmana. Primjecen je nekoliko puta visi postotak ukupnih CD15s+ u
usporedbi s ukupnim postotkom CDI11b+ leukocita. Ovo bi mogla biti posljedica veceg
afiniteta vezanja protu-CD15s protutijela na Sialyl Lewis x glikoepitop CD11b glikoproteina
od afiniteta protu-CD11b protutijela na peptidni epitop Mac-1 na CD11b glikoproteinu.
Rezultati ovog rada ukazuju na znac¢aj CD15s kao glavnog proupalnog leukocitnog biljega te
prezentiraju CD15s+ leukocite kao inteligentne stanice kriticne za regulaciju upalnih procesa

sa sposobnos¢u prilagodavanja ekstremnim uvjetima.

5.2. Utjecaj hiperbari¢nog tretmana na CD77 i CD34 biljege na bubreZnim
stanicama

Bubrezi imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze krvi. Edremitlioglu i sur. su
pokazali da se bubrezna insuficijencija u sepsi poboljsala koriStenjem hiperbari¢ne
oksigenacije te da je bila popracena povecanjem antioksidativnih obrambenih mehanizama:
superoksid dismutaze i katalaze u bubreznoj kori, 1 pove¢anjem aktivnosti katalaze u srzi

bubrega (66). Utjecaj hiperbaricnog tretmana na zdrave bubrege do danas ostaje nepoznat.
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Dnevno izlucivanje urina povecava se za 500 mL tijekom ronjenja s mjeSavinom zraka (do 3-
49 ATA), unato¢ nepromijenjenom unosu tekucéine i brzini glomerularne filtracije (67).
Nadalje, pokazano je da je Gb3 prekomjerno izrazen u proliferiraju¢im endotelnim stanicama
rastu¢ih tumora u usporedbi sa stanicama u stanju mirovanja te bi mogao biti dobra
alternativna meta za tumorsku imunoterapiju i inhibiciju angiogeneze (68). Ova studija
pokazuje da su postotci CD77+CD34+ stanica bubrega Stakora u skupini izlozenoj
hiperbari¢nim uvjetima bili znac¢ajno nizi nego u kontrolnoj skupini, kao i postotci ukupnih
CD77+ stanica (Tablica 2). Uzevsi u obzir Cinjenicu da se CD77 molekule nalaze pokraj
Na"/K* ATP-aze u kaveolama bubreznih epitelnih stanica (69), na$i rezultati pokazuju
mogucu ulogu CD77 u mehanizmima odgovornim za razvoj hiperbari¢ne diureze. Sukladno
nasim saznanjima, takoder smatramo da su pozitivni ucinci hiperbari¢ne oksigenacije kod
renalne disfunkcije u sepsi uzrokovanoj E.coli (66) posredovani smanjenim postotkom
CD77+ stanica.

U odraslim bubrezima, protutijela na CD34 oznacavaju gotovo sve endotelne stanice
(70). Podocitna luminalna membrana sadrzi i druge sijalomucine iz CD34 obitelji:
podokaliksin i endoglin, ¢ije funkcije nisu do kraja razjaSnjene. Aacevedo i sur. su prikazali
povecan izrazaj CD34 na glomerularnim stanicama starijih dijabeti¢nih Zivotinja $to upucuje
na sudjelovanje CD34 u patogenezi glomerularnih promjena povezanih s dijabetesom i
staro$¢u (71). Samo jedan zaron akutno inducira vaskularni oksidativni stres uzrokujuéi
prolaznu endotelnu disfunkciju. Progenitorne stanice endotela te cirkulirajue angiogene
stanice doprinose popravku endotela, bilo da se uklope u oStec¢eni endotel ili da izlucuju
angiogene faktore rasta (72). Ova studija je, upravo suprotno, dokazala smanjenje postotka
CD34+ bubreznih stanica nakon ponavljanih hiperbari¢nih tretmana. Smatra se da
hiperoksijom inducirano stvaranje reaktivnih radikala kisika (ROS), smanjenje dostupnosti
duSikovog oksida te direktna mehanicka oSteCenja endotela tijekom dekompresije imaju
veliku ulogu u endotelnoj disfunkciji (73). Takoder se smatra da je ROS-om inducirana
apoptoza bubreznih CD34+ moguc¢i mehanizam za njihovo sniZenje. Dodatno, pokazano je u
Stakora da dekompresijska trauma akutno povecava razine interleukina-6 (74) stoga moZemo
pretpostaviti da otpusStanje proupalnih citokina kao odgovor na hiperbari¢ni tretman moze

uzrokovati apoptozu u endotelnim stanicama bubrega.
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5.3. Utjecaj hiperbari¢nog tretmana na CD77 i CD34 biljege na stanicama pluca

Dobro je poznato da je pluéni epitel jedna od meta za Stxs te se smatra da Stx-om
posredovane ozljede pluénih epitelnih stanica imaju vaznu ulogu u patogenezi pluénih
simptoma povezanih sa E. coli infekcijom (75). Prema rezultatima naseg istraZivanja,
hiperbari¢ni tretman nece imati povoljan ucinak na pluca u stanjima povezanim sa E.coli
infekcijom jer se postotak ukupnih CD77+ stanica u pluénom tkivu poveéao u skupini
tretiranih Stakora (Tablica 3).

Postotak ukupnih CD34+ stanica u plu¢énom tkivu se takoder povecao, stoga mozemo
pretpostaviti kako hiperbari¢ni uvjeti poticu plué¢nu endotelnu angiogenezu. Nekoliko novijih
studija pokazuje kako CD34+ endotelne progenitorne stanice iz krvi pridonose pluénoj
angiogenezi. Zaklju¢eno je da cirkulirajuée CD34+ progenitorne stanice, karakterizirane
aktivnom stani¢cnom diobom te pojacanom transkripcijom, prelaze u zrele endotelne stanice
tijekom kompenzatornog rasta plu¢a. Neki autori raspravljaju o tome kako bi terapeutsko
manipuliranje ovim stanicama moglo biti blagotvorno u razli¢itim pluénim bolestima (76).
Nasi rezultati poveéanog postotka CD34+ pluénih stanica nakon hiperbari¢nog tretmana
podupiru hipotezu da endotelne progenitorne stanice igraju vaznu ulogu u rastu pluéa u

fizioloSkim i mnogim patofizioloskim stanjima.

5.4. Utjecaj hiperbari¢nog tretmana na CD77 i CD34 biljege na sréanim
stanicama

Poznato je da i ishemija miokarda 1 periferna ishemija stimuliraju endogenu CD34+
stani¢nu mobilizaciju. Tokom mobilizacije, ove stanice teze prema ciljnim zonama ishemije
gdje, smatra se, potpomazu angiogenezu bilo njihovim direktnim uklapanjem u novonastale
krvne Zile ili izluCivanjem angiogenih faktora rasta koji stimuliraju lokalni peri-endotelni
razvoj krvnih zila (77, 78). Koristenje CD34+ stanica u lijeCenju ishemijskih bolesti srca je
relativno nova metoda. Nekoliko istrazivackih skupina je pokazalo da nastup jedne
maksimalne tjelovjezbe izaziva povecanje u broju cirkuliraju¢ih progenitornih endotelnih
stanica i u zdravih ispitanika i u kardiovaskularnih bolesnika (79, 80). Visoko vaskularno
oksidativno opterecenje koje nastupa u jednoj maksimalnoj tjelovjezbi izaziva privremeno
smanjenje endotelno-ovisne vazodilatacije, koja je praena znacajnim poboljSanjem nakon
12-24 h. Cini se da takav akutni period vaskularnog stresa poti¢e popravljatke mehanizme,
ukljucujuéi mobilizaciju progenitornih endotelnih stanica, S§to bi mogao biti adekvatni

fizioloski odgovor.
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Ova studija je prva koja pokazuje utjecaj hiperbaricnog okolisa na CD34+ srcane
stanice Stakora. Otkriveno je znacajno povecanje u postotku CD34+ sréanih stanica u Stakora
nakon hiperbari¢nog tretmana, u usporedbi s kontrolnom skupinom (Tablica 4), koja je u
skladu s prethodno opisanim popravljackim mehanizmima hiperoksijom ozlijedenog endotela.

Ova saznanja su jako zanimljiva te otvaraju Siroki spektar mogucih objaSnjenja. Za
sada, mozemo jedino nagadati o povoljnom ucinku hiperbari¢nog tretmana u povecanju
sréane angiogeneze kao i koriStenju hiperbari¢nih uvjeta kao moguce terapijske metode za

ishemijsku bolest srca.
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6. ZAKLJUCCI
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Temeljem istrazivanja provedenog u ovom radu mozemo donijeti slijedece zakljucke:

1. Postotci CD15s+CD11b- i ukupnih CD15s leukocita su znacajno poviseni u skupini
tretiranih Stakora. Hiperbari¢ni tretman nije znac¢ajno promijenio postotak ukupnih CD11b+
leukocita

2. Postotci CD77+CD34-, CD77+CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+
bubreznih stanica Stakora u tretiranoj skupini su bili znacajno smanjeni u usporedbi sa
kontrolnom skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znac¢ajno promijenio postotak CD77-CD34+
stanica.

3. Postotci CD77+CD34-, CD77+CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ stanica
plu¢a Stakora u tretiranoj skupini su bili znacajno poviseni u usporedbi sa kontrolnom
skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znac¢ajno promijenio postotak CD77-CD34+ stanica.

4. Postotci CD77+CD34+, CD77-CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ sréanih
stanica Stakora u tretiranoj skupini su bili znacajno poviseni u usporedbi sa kontrolnom
skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znac¢ajno promijenio postotak CD77+CD34- stanica.

5. Rezultati korelacijske analize izmedu leukocitnih biljega CD11b i CD15s 1 tkivnih
antigena CD34 1 CD77 nisu pokazali statisticki znacaj.
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CILJ ISTRAZIVANJA: Procijeniti moguéi proupalni u¢inak hiperbari¢nog tretmana
u Stakora odredujuci izrazaj biljega CD11b i CD15s na leukocitima. Opisati promjene u
izrazaju biljega CD77 na Stakorskim endotelnim (CD34+) stanicama bubrega, pluca i srca
nakon izlaganja hiperbari¢nom tlaku.

MATERIJALI I METODE: Eksperimentalno istraZivanje provedeno je na Katedri
za medicinsku kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta u Splitu. MuZzjaci Stakorskog soja
Sprague-Dawley, starosti 4 tjedna bili su podijeljeni u 2 skupine: ispitivanu skupinu koja je
podvrgnuta hiperbariénom tretmanu (n=9) i netretiranu kontrolnu skupinu (n=5). Stakori su
podvrgnuti hiperbari¢nom tlaku smjese zraka koji odgovara dubini zarona od 65 m, u trajanju
od 30 min. Tijekom tri dana, nakon izlaganja hiperbariji, Stakorima je uzet uzorak krvi za
odredivanje leukocitnih biljega CDI15s i CD11b protocnom citometrijom. Treceg dana
Zivotinje su zZrtvovane produljenom anestezijom dietileterom te su im nakon toga izvadeni
bubrezi, srce 1 plu¢a. Pripremljene stanice bubrega, pluca i srca obiljezene su protutijelima za
CD34 i CD77 te su analizirane proto¢nom citometrijom. Za statistiCku obradu koriSten je
neparametrijski Mann Whitney U test.

REZULTATI: Postotci CD15s+CD11b- leukocita i ukupnih CD15s leukocita bili su
znacajno poviSeni u skupini tretiranih Stakora naspram kontrolne skupine. Postotak
CD77+CD34- stanica bubrega Stakora u ispitivanoj (HB) skupini bio je znacajno manji nego
u kontrolnoj skupini, kao i udio ukupnih CD77+ stanica. Uoceno je znacajno smanjenje %
CD77+CD34+ bubreznih stanica u HB skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. Ukupni udio
CD34+ bubreznih stanica bio je znacajno poviSen u odnosu na kontrolu. Postotak
CD77+CD34-, % ukupnih CD77+, % CD77+CD34+, kao i % ukupnih CD34+ stanica pluca
Stakora u HB skupini bio je znacajno vis$i nego u kontrolnoj skupini. Postotak ukupnih
CD77+, % ukupnih CD34+, % CD77+CD34+, kao i % CD77-CD34+ stanica srca Stakora u
HB skupini bio je zna¢ajno visi nego u kontrolnoj skupini.

ZAKLJUCAK: Rezultati poveéanog postotka leukocita koji imaju izrazen CD15s,
ligand za endotelni selektin, nakon hiberbari¢nog tretmana, ukazuju na njegovu ulogu u
prevenciji oStecenja endotela. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na mogucu ulogu CD77 u
mehanizmu odgovornim za razvoj hiperbari¢ne diureze. Hiperbari¢ni tretman znacajno je
povecao postotak pluénih i src¢anih endotelnih stanica Sto moze biti dio mehanizma popravka

hiperoksijom ozlijedenog endotela.
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AIM OF RESEARCH: To estimate the potential pro-inflammatory effect of
hyperbaric treatment in rats by determination of CDI11b and CDI15s on leukocytes. To
describe the changes in the expression of CD77 in rat's kidney, pulmonary and cardiac
endotelial (CD34+) cells.

MATHERIALS AND METHODS: Experimental research was conducted at
Department for Medical Chemistry and Biochemistry, University of Split School of Medicine.
Male Sprague-Dawley rats, 4 weeks old, were divided into 2 groups: the examination group,
that undergone hyperbaric treatment (n=9) and untreated control group (n=>5). The rats were
exposed to hyperbaric pressure of air composition that equals the depth of immersion of 65 m,
in duration of 30 min. During three days, after the treatment, a blood sample was collected
from the rats for determination of leukocyte CD11b and CD15s markers. By the end of the
third day from the beginning of hyperbaric treatment rats were sacrified in prolonged
anesthesia with diethylether and their kidneys, lungs and heart were extracted afterwards.
Furthermore, prepared isolated renal, pulmonary and cardiac cells were incubated with
antibodies for CD34 and CD77, and were analysed by flow cytometry. For statistical analysis
non-parametric Mann Whitney U test was used.

RESULTS: The percentage of CD15s+CDI11b- leukocytes and total CDI15s
leukocytes were significantly increased in examination group compared to control group. The
percentage of CD77+CD34+ kidney cells in examination group was significantly lower
compared to control group, as well as the percentage of total CD77+ cells. A significant
decrease in % CD77+CD34+ kidney cells was observed in examination group compared to
control group. Total share of CD34+ kidney cells was significantly higher compared to
control group. The percentage of CD77+CD34-, % of total CD77+, % CD77+CD34+, as well
as the % of totalCD34+ pulmonary cells in examination group was significantly higher
compared to control group. The percentage of total CD77+, % of total CD34+, % of
CD77+CD34+, as well as % of CD77-CD34+ cardiac cells in examination group was
significantly higher compared to control group.

CONCLUSION: The results of increased percentage of leukocytes that have CD135s,
ligand for endothelial selectin, after hyperbaric treatment, suggest its role in the prevention of
endothelial damage. The results of this experiment indicate a possible role of CD77 in the
mechanism responsible for hyperbaric diuresis. Hyperbaric treatment significantly increased
the percentage of pulmonary and cardiac endothelial cells which may be a part of hyperoxia-

induced endothelial damage repair mechanism.
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