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11. DODATAK



POPIS OZNAKA I KRATICA

AQP-1 — akvaporin-1

AQP-2 — akvaporin-2

ATA =1 atmosfera; normalni atmosferski tlak na morskoj povrsini, 760 mmHg
CD — klaster diferencijacije (eng. Cluster of differentiation)

CSD — domena kaveolinske skele (eng.Caveolin scaffolding domain)

ESL-1 — E-selektin ligand-1

Gb3Cer/CD77 — globotriaozilceramid

GSL — glikosfingolipid

HB — hiperbari¢ni tretman

HBO - hiperbari¢na oksigenacija

HUS — hemoliti¢ko uremicki sindrom (eng. Hemolytic uremic syndrome)
ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula tipa 1 (eng. Intercellular adhesion
molecule 1)

ICAM-2 — medustani¢na adhezijska molekula tipa 2 (eng. Intercellular adhesion
molecule 2)

IL-1 — interleukin-1

LPS — lipopolisaharid

PSGL-1 — P-selektin glikoproteinski ligand-1

RNS — reaktivni spojevi duSika (eng. Reactive nitrogen species)

ROS — reaktivni spojevi kisika (eng. Reactive oxygen species)

SCUBA — autonomni ronilacki aparat (eng. Self Contained Underwater Breathing
Aparatus)

sLe* — sijalil Lewis x

Stx — Shiga toksin

TNF-alfa — ¢cimbenik nekroze tumora (eng. Tumor necrosis factor)-alfa



1. UVOD

Hiperbari¢na medicina

Hiperbari¢na medicina je relativno nova klinicka grana medicine. Udisanjem hiperbari¢nog
kisika dobijamo do 20 puta vise kisika otopljenog u krvi nego udisanjem normalnog zraka, $to
olaksava difuziju u tkivu i ispravlja nedostatak kisika. Nedostatak kisika u tkivima, hipoksija,
jedan je od najvaznijih uzroka ili posljedica brojnih bolesti. Ta ¢injenica dovela je do razvoja
primjene hiperbaricnog kisika u terapeutske svrhe, a od kraja pedesetih godina hiperbari¢na
medicina je postala nova klinicka grana koja se temelji na povecanju udjela kisika fizicki

otopljenog u tjelesnim teku¢inama: krv, limfa, tkivne tekucine (1).

Farmaceutska industrija dosad nije uspjela stvoriti u¢inkovit pripravak koji poveéava kolic¢inu
raspolozivog kisika u krvi. Hiperbaricna oksigenacija (HBO) je metoda lijeCenja
potpomognutim ili spontanim udisanjem ¢istog (100 %) medicinskog kisika, pri tlaku okoline
vecem od 1 atmosfere (ATA), Sto je normalni tlak na razini mora. U hipoksi¢nim stanjima,
zasi¢enost krvi kisikom je znatno manja nego u normalnim stanjima, pa odatle i svakodnevna
primjena udisanja Cistog kisika pri normalnom tlaku okoline u lijeCenju hitnih stanja
(astmatski napad, te$ka trauma, mozdani udar, sréani infarkt). Cisti kisik je potencijalno
otrovan plin ako su mu plu¢a predugo izloZena. HBO provodi se u posebnom uredaju —
barokomori, koji omogucava boravak na povecanom tlaku, zbog Cega je ujedno simulator
ronjenja. U podvodnoj i hiperbari¢noj medicini do izrazaja dolaze fizicki i matematicki
precizni zakoni o plinovima, ¢ime je bitno smanjen rizik oStecenja pluca kisikom (2).

Hiperbari¢na oksigenacija danas ima viSestruku primjenu jer potie stvaranje novih krvnih
zila, ubrzano cijeljenje rana (kod gangrena, komplikacija dijabetesa), ubrzava cijeljenje kosti,
koristi se u oslabljenoj imunoloskoj obrani, kod trovanja uglji¢nim monoksidom itd. Korist od

primjene HBO kao pomo¢ne metode u modernoj medicini danas je nepobitna (3).



Povecani tlak kisika u tkivima tijekom HBO povecava proizvodnju reaktivnih spojeva kisika
(ROS) kao i reaktivnih spojeva dusika - (RNS). Enzimi poput superoksid dismutaze, glutation
reduktaze i1 glutation katalaze, neutraliziraju neke visokoreaktivne spojeve (poput superoksida,
hidroksilnih radikala i vodikovog peroksida), ali kad dotok kisika premasi njihov maksimum
djelovanja, dolazi do toksi¢nog ucinka kisika, oSte¢enja stanicnih membrana, bjelancevina i
enzima (4). Brojne kontrolirane studije su potvrdile da klinicka uc¢inkovitost HBO proizlazi iz
modulacije unutarstani¢nih transdukcijskih kaskada, koje vode ka sintezi ¢imbenika rasta i

promoviraju zacjelivanje rana u post-ishemickim i post-upalnim ozljedama (5).

Tretman hiperbaricnim zrakom (HB) povecava otopljenost kisika u krvi udisanjem kisika pod
tlakom koji je vec¢i od atmosferskog. Hiperbari¢ni tretman u naSem istrazivanju odnosi se na
smjesu zraka (21 % kisika, 79 % dusika) pri tlaku od 7,5 ATA, koji odgovara dubini zarona
od 65 m, ¢ime se oponasaju zaroni ronioca pri velikim dubinama. Dakle, razlika izmedu
hiperbari¢ne oksigenacije 1 hiperbari¢nog tretmana (HB) bila bi upravo u postotku kisika
koriStenog u tretmanima, kod HBO je to 100% kisik, a kod HB je smjesa zraka pod poviSenim

tlakom.

Glikosfingolipidi

Glikosfingolipidi (GSL) predstavljaju sastavni dio stani¢nih membrana svih sisavaca, a zbog
svoje strukturne grade oblikuju membranske mikrodomene, takozvane lipidne splavi. Sinteza
GSL se zbiva na luminalnoj strani Golgijevog aparata. Lipidne splavi su bogate
transmembranskim signalnim proteinima 1 kolesterolom u lipidnom hidrofobnom dijelu, dok
su na citoplazmatskoj strani vezani s G proteinima (6). Lipidne, ili kasnije nazvane

membranske splavi su uvuceni dijelovi membrane u obliku boce. To su male (20 - 100 nm)



heterogene domene bogate sterolom i GSL, koje postoje u unutarstanicnim i plazma
membranama, a vazne su zbog protein-protein i protein-lipid interakcija (7).

GSL su gradeni od oligosaharidnog lanca koji je vezan za lipidnu strukturu zvanu ceramid, za
razliku od glikofosfolipida koji nastaju iz diacilglicerola. Ceramid sadrzi amino-alkohol
sfingozin, dok diacilglicerol sadrzi alkohol glicerol. Hidrofilni oligosaharidni dio GSL nalazi
se na povrsini stanica u vodenom okoliSu, §to ih ¢ini odliénim molekulama za stani¢no
prepoznavanje (8). Poznato je vise od 400 molekula GSL, od kojih mnogi sluze kao receptori
za viruse, bakterije i toksine (9), a mnogi su i antigeni krvnih grupa kao CD (eng. Cluster of
Differentiation) molekule, tj. stani¢ni povrSinski biljezi (10). CD nazivlje se temelji na
dogovoru iz kongresa o humanim leukocitnim antigenima (eng. /st International Workshop
and Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens). Taj sustav sluzi za
klasifikaciju monoklonskih protutijela (mAb) koji djeluju na epitope koji se nalaze na

povrsini leukocita.

U ovoj disertaciji ispitali smo utjecaj djelovanja hiperbaricnog zraka na leukocitne biljege
CDI11b, CD15s te na biljege CD34 i CD77 u stanicama tkiva bubrega, pluca i srca. U naSem
istrazivanju Zeljeli smo hiperbari¢nim tretmanom oponasati uvjete s kojima se susrecu ronioci
pri ve¢im morskim dubinama, u svrhu ispitivanja proupalne reakcije organizma na ekstremne

uvjete.

Globotriaozilceramid CD77

Glikosfingolipid globotriaozilceramid (Gb3Cer ili CD77) obilno je prisutan u membranama

bubreznih endotelnih i epitelnih stanica gdje je ukalupljen u kaveole, varijacije lipidnih splavi



bogate proteinom kaveolinom (11). Na Slici 1 prikazana je kaveola u bubreznim epitelnim

stanicama (12).

Nephron

Glomer@

Thick—"|

ascending B
limb

Loop of —
Henle

%:Na*
Caveolin-1
Agonist
Bﬁ ﬁ SRS

Na*/K*-ATPase a1 //

Binding\

Outer
medulla

N,

*
K+
Plasma
membrane

“Bulk”

Cytosol ER Lumen

Slika 1. Prikaz kaveole u bubreznim epitelnim stanicama (12).

Protein kaveolin karakterizira domena CSD (eng. Caveolin Scaffolding Domain) koja veze

signalne molekule poput G-proteina, Src-kinaze, Ras i e-NOS s kaveolarnom membranom
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(13). Osim u signalizacijskim procesima, lipidne splavi imaju vaznu ulogu u mnogim
bioloSkim procesima: apoptozi, virusnim infekcijama, stani¢noj adheziji, migraciji, kao i u
egzocitozi i1 endocitozi. MiSevi koji imaju nedostatak kaveolina-1 pokazuju abnormalnosti u

pluénom tkivu, masnom tkivu i vaskularnom sustavu (14).

CD77 je neutralni GSL koji nastaje vezanjem glukozilceramida s galaktozom posredovanjem
B1,4-galaktoziltransferaze pri ¢emu nastaje laktozilceramid, na koji se veze jo§ jedna

galaktoza i nastaje Gb3Cer.

H _OH

O
o)
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NI/(CH:)MCHa,

Globotriaozilceramid (Gb3Cer)

Slika 2. Struktura Gb3Cer

CD77 je receptor za Shiga toksine (Stx) iz Shigella dysenteriae tipa 1 i Escherichiae coli, koji
se smatraju naj¢eS¢im uzrokom hemoliticko-uremickog sindroma (HUS). Shiga toksini su
podijeljeni u dvije skupine: Stx-1 i Stx-2, od kojih svaka sadrzi nekoliko inacica Stx (15). Stx
poznati su i pod imenom verotoksini (Vt - s), budu¢i da su citotoksi¢ni za tzv. Vero stanice,
stanicnu liniju epitelnih stanica bubreznih tubula kod africkih zelenih majmuna. Stx spadaju u
obitelj holotoksina jer sadrZze enzimatsku A podjedinicu nekovalentno vezanu za B
podjedinicu (16). B podjedinica je pentamer vazan za unutar stanicni transport holotoksina, a

moze na sebi vezati 10 - 15 molekula Gb3Cer (17). Kompleks toksin-receptor prenosi se
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preko Golgijevog aparata do endoplazmatskog retikuluma, gdje se proteoliticki razdvaja
podjedinica A od kompleksa receptor-toksin. Tada podjedinica A ispoljava svoj ucinak
uzrokuju¢i apoptozu stanice putem inhibicije sinteze proteina (18). Drugi istrazivac¢i dokazali
su citotoksi¢nost Stx putem kaspaza i mitohondrijske depolarizacije kao i putem oksidativnog

stresa (19, 20).

Humane endotelne stanice glomerula bubrega najvise su pogodene Stx (21). U oko 90 %
bolesnika s HUS-om uzrok bolesti je infekcija bakterijom E.coli, podvrsta E.coli 0157:H7. Do
infekcije dolazi putem hrane, nepasteriziranog mlijeka ili termic¢ki nedovoljno obradenog
mesa. Samo 5 — 10 % inficiranih razvit ¢e HUS, $to je posljedica osStecenja bubrega i
poremecaj koji se o€ituje trombocitopenijom i makrocitnom hemolitickom anemijom. Obi¢no
je potrebno bolnic¢ko lijeCenje, jer veliki broj bolesnika treba dijalizu zbog akutnog zatajenja

bubrega (22).

Pokazano je da Stx-2 uzrokuje zatajenje bubrega u miSeva. Dokazano je da stanice bubreZznih
tubula 1 u kori 1 srzi imaju veliki izrazaj CD77 biljega, a iste stanice tretiranjem sa Stx-2
zapocinju apoptozu. Na Slici 3. prikazana je apoptoza stanice iz stani¢ne linije leukemije
THP-1 koja je inducirana Stx-1 (23). Stx-2 u in vivo pokusima inducira gubitak funkcije
sabirnih kanala, §to rezultira pove¢anom produkcijom razrijedenog urina, dehidratacijom, te

vodi k zatajenju bubrega (24).
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Slika 3. Apoptoza inducirana Stx-om-1 u stani¢noj liniji leukemije THP-1 (23).

CD77 je antigen na eritrocitima rijetke krvne grupe P, a takoder je ve¢ dugo poznat kao

antigen Burkitovog limfoma (24, 25). Izrazaj CD77 je povecan u kolorektalnim tumorima i

njihovim metastazama (26), tumoru jajnika i raku dojke (27).

Istrazivaci biologije novotvorina zadnjih godina intenzivno tragaju za novim antitumorskim

terapeutskim agensima poput bakterijskih toksina. Stx-1 induciraju apoptozu u stani¢nim

linijama bubreznih tumorskih stanica (28 - 30), raka kolona (31) i raja dojke (32) te se Stx

ozbiljno razmatra u terapeutskoj upotrebi ili kao onkoloski alat u oznacavanju tumora.

Pretklini¢ki modeli na miSevima dokazali su da se uzastopno koristenje B podjedinice, oralno
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ili intravenski, dobro podnosi i ne izaziva nuspojave niti patoloSke promjene u bubreznom

sustavu (33).

CD77 je izrazen na endotelnim stanicama glomerula i na podocitima, te se oSte¢enja ovih
stanica mogu detektirati u uzorcima urina iz pacijenata koji su oboljeli od HUS-a (34 - 39).
Biopsija bubrega u HUS pacijenata pokazala je poveanu stopu apoptoze glomerularnih
stanica i stanica tubula (40 - 42). Skupina autora pokazala je da kod miSeva endotelne stanice
glomerula i podociti nisu osjetljivi na Stx2 in vitro i in vivo, zato $to nemaju izrazen biljeg
CD77. Nadalje, bubrezni tubuli miSeva, ukljuc¢ujuéi i sabirne kanali¢e, imaju izrazen biljeg
CD77 te Stx2 kod ovih stanica inducira apoptozu, Sto rezultira disfunkcijom stvaranja urina i
dehidratacijom (43). Zdravo bubrezno tkivo miSeva imunohistokemijskim bojanjem protu-
Gb3 protutijelom, dokazalo je prisustvo biljega CD77 samo na stanicama tubula te u kori i
srzi bubrega, ali ne u glomerularnim stanicama ili na krvnim Zilama. Kako bi se otkrilo gdje je
biljeg CD77 najzastupljeniji, ista skupina autora je imunofluorescencijskom tehnikom ispitala
kolokalizaciju biljega CD77 s akvaporinom-1 (AQP-1) 1 akvaporinom-2 (AQP-2). Akvaporini
su citoplazmatski i membranski proteini koji sudjeluju u reapsorpciji vode iz bubreznog
tubularnog lumena (44). Proksimalni tubuli smjeSteni u kori bubrega te tanka silazna
Henleova petlja u srzi bubrega izrazavaju AQP-1, dok sabirni kanali¢i u kori i srZi bubrega te
papile izrazavaju AQP-2 (44). Pronadeno je da je CD77 izrazen na istim proksimalnim
tubulima u kori bubrega koji izrazavaju i AQP-1, ali neki tubuli negativni na AQP-1 u kori
bubrega takoder su pokazali izrazaj biljega CD77. Bojanje s protutijelima na AQP-2 i CD77
dokazalo je da se gotovo svi tubuli koji imaju izraZaj ova dva biljega odnose na sabirne
kanali¢e. Zanimljivo je da ista skupina autora nije dokazala prisustvo biljega CD77 na
podocitima u glomerulu kod miSeva, za razliku od nekih drugih autora, iako su se sluzili
ve¢im dozama protutijela u metodama istrazivanja (45, 46). Zbog nekih od prijasnjih studija,

smatralo se da Stx pokazuje toksi¢nost na ljudskim glomerularnim epitelnim stanicama pri
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visokim dozama in vitro (47), ali ova skupina autora izolirala je podocite iz smjese
glomerularnih stanica koriste¢i biljeg za podocite WT-1 (46, 48, 49) i dokazala citotoksi¢nost
Stx2 na glomerularne epitelne stanice i pri nizim dozama Stx2. To podrzava ranije dokazane
tvrdnje kako je u HUS-u za daljnji tijek bolesti dominantna glomerularna disfunkcija (50, 51).

.....

nego na stanice tubula (43).

Glikofosfoprotein CD34

CD34 je sijalomucinski tip glikofosfoproteina, tradicionalni biljeg hematopoetskih stanica, ali
naden je 1 na endotelnim stanicama krvnih Zila i fibroblastima (52). U obitelj CD34
povrSinskih stani¢nih antigena spadaju i podokaliksin (stani¢ni antigen hematopoetskih
prekursorskih stanica) i endoglikan, pa je antigen CD34 iznimno vazan u identifikaciji
hematopoetskih stanica (53). Pretpostavlja se da je u fizioloSkim uvjetima biljeg CD34
potreban za migraciju hematopoetskih stanica, a utvrdeno je da sli¢nu ulogu ima u poticanju
migracije mastocita i eozinofila u periferna tkiva (54). MiSi¢ne satelitske stanice, intersticijske
stanice te keratinociti roznice takoder imaju izraZen CD34 (55). CD34 je biljeg i endotelnih
cirkuliraju¢ih stanica koje obnavljaju stjenku krvnih Zzila (56). Takoder, vazno je re¢i da
postoji skupina necirkuliraju¢ih zrelih endotelnih stanica koje imaju na sebi biljeg CD34 i
smjeStene su u malim krvnim zilama, za razliku od vecine endotelnih stanica u velikim
venama i arterijama koje su negativne na CD34 (57). Dokazano je da CD34 ima vaZznu ulogu

u regulaciji diferencijacije misSi¢nih progenitornih stanica (58).

Podokaliksin se smatra vaznim za razvoj strukture bubreznih podocita. Podociti su epitelne
bubrezne stanice gradene od stani¢nog tijela s brojnim nastavcima i malih, interdigitalnih

,»hozica” koje se Sire iz vecih nastavaka. Podxl -/- miSevi nemaju razvijene ,,nozice” podocita
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dok su apikalne povrSine stani¢nih tijela i nastavaka podocita prekrivene podokaliksinom
(59). Poznato je kako podokaliksin u glomerulanoj strukturi poti¢e adheziju slicno kao i CD34

(60).

Funkcije CD34 proteina nisu u potpunosti razjasnjene pa su neophodna daljnja istrazivanja
koja ¢e rasvijetliti to¢ne uloge CD34 antigena u raznim tkivima. Najbolje istrazena funkcija
CD34 obitelji proteina je limfocitna adhezija na krvozilni endotel i limfati¢na tkiva (61).
Medutim, iako je uloga u poticanju adhezije dobro opisana, neke studije ukazale su da CD34

proteini ponekad djeluju blokiraju¢i adheziju, kao kod adhezije mastocita (62, 63).

Bubreg je organ koji ima moguénost regeneriranja nakon ozljede. Epitel bubrega podrucje je
velikih ispitivanja. Temeljna pitanja ovog znanstvenog polja jesu: da li bubrezne mati¢ne
stanice postoje u odraslih, ako da, gdje su locirane (intersticij, tubuli, kora, srz) i koji se biljezi
mogu koristiti u svrhu izolacije 1 odredivanja ovih mati¢nih stanica (64). Ostatne
mati¢ne/progenitorne stanice razliitih ljudskih organa izraZavaju biljege hematopoetskih
mati¢nih stanica poput CD34, CD117 i CD133. U bubrezima je CD34 imunoflorescencijom
naden na glomerularnim stanicama kao i na peritubularnim kapilarima. Kasnije je tehnikama
elektronske mikroskopije naden na membranama svih glomerularnih stanica, ukljucujuci
endotelnu luminalnu i abluminalnu membranu te na podocitima (65). U novijoj studiji opisan
je fenomen proliferacije i diferencijacije stanica koji se dogada u proksimalnim tubulima
bubrega Stakora poslije ishemijsko/reperfuzijske ozljede (66). Stanice koje sudjeluju u ovom
procesu pokazuju obnavljajuéu sposobnost mati¢nih/progenitornih stanica, te izrazavaju
CD34 i CDI133 antigene u dijelovima srzi i spoju kora-srz bubrega, Sto je dokazano
imunohistokemijskim bojanjima. Istrazivaci smatraju kako se poslije ishemijsko/reperfuzijske
ozljede u bubregu, fenomen proliferacije i diferencijacije dogada u proksimalnim tubulima

bubrega, i isti migrira iz srzi do kore bubrega (66).
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Tijekom embriogeneze, neuralna molekula stanicne adhezije (NCAM) izraZena je u ranom
stadiju bubreznog razvoja (67). U odraslom ljudskom bubregu izrazaj NCAM-a je ogranicen
na rijetke intersticijske stanice koje takoder imaju izraZene biljege hematopoetskih mati¢nih
stanica CD34 i CDI133, pa se smatra da bi upravo ove stanice mogle biti bubrezne
progenitorne stanice. Glomerulogenezu proucava i Takano koji je opisao znaCajni izrazaj
biljega CD34 na endotelnim stanicama glomerularnih kapilara u male djece, koja se s

godinama gotovo potpuno izgubi (68).

Biljezi na stani¢noj povrsini leukocita

Poznato je vise od 4000 razli¢itih molekula na membrani leukocita (69). Neutrofini leukociti
imaju vaznu ulogu u obrani organizma od bakterijske infekcije (70). Tijekom sazrijevanja
neutrofila (proces koji se zbiva u koStanoj srzi) dolazi i do promjena u broju i vrsti antigena
koji se nalaze na povrSini neutrofila (71). Neutrofile dijelimo na: mirujuée (eng.
unstimulated), podrazeni (eng. primed) i aktivirani (eng. activated). Miruju¢i su oni koji
cirkuliraju krvoZiljem u stanju bez upale. PodraZeni neutrofili dolaze u kontakt s proupalnim
¢imbenikom ili produktom patoloskog mikroorganizma, a aktivirani neutrofili preuzimaju

vaznu ulogu u patogenezi bolesti, upala i tumora (72).

Tijekom procesa upale dolazi do adhezijskih interakcija izmedu cirkuliraju¢ih neutrofila i
proteina iz obitelji selektina na povrSini endotela krvih Zila, §to dovodi do kotrljanja (eng.
rolling) neutrofila niz endotel (73). Obitelj selektina sadrzi tri srodne molekule: L-selektin, E-
selektin 1 P-selektin (74). Interakcija liganda na neutrofilima s endotelnim selektinima,
posebno E i P—selektinom, posreduje u procesu vezanja i kotrljanja leukocita niz endotel
krvnih zila u procesima upale. P-selektin sudjeluje u interakcijama izmedu leukocita i

endotela te se smatra da je najvjerojatnije ukljuc¢en u ranu fazu kotrljanja (75).
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E-selektin se nalazi u lipidnim splavima, a posebno je izraZzen na endotelu krvnih zila u
podru¢jima upale (76). Upalni medijatori koji jako utjeCu na izrazaj E-selektina su:
interleukin-1 (IL-1), ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-alfa) i lipopolisaharid (LPS) (77).
Vaznu ulogu u kotrljanju neutrofila niz endotel krnih zila imaju ligandi na neutrofilima: P-
selektin glikoproteinski ligand-1 (PSGL-1), L-selektin, E-selektin ligand-1 (ESL-1), CD44 te
CD43. Svi ti ligandi na sebi imaju izrazene glikane tipa sLe™, koji se smatraju kljuénim u

prepoznavanju E-selektina (78).

Biljeg CD15s

CD15s ili 3-fukozil-N-acetillaktozamin Lewis x ili sijalilLewis x ili sLe® je antigen koji je
kod ljudi izrazen na monocitima, zrelim neutrofilima i mijeloidnim stanicama (79, 80). Sijalil
Lewis x 1 sli€ne skupine imaju vaznu ulogu u dogadanjima koja prethode ekstravazaciji
leukocita u upalno tkivo. Smatra se da one sluze kao ugljikohidratni ligandi za E i P-selektin
(81 - 85). Zen i suradnici su u svom radu, inhibiraju¢i sLe™ specifiénim monoklonskim
protutijelom, poremetili migraciju i indukciju agregacije neutrofila te poremetili indukciju

oslobadanja njihovih sekundarnih granula (86).
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Slika 4. Kemijska struktura sijalil Lewis x (87).

Sijalil Lewis x (sLe®, CD15s) je tetrasaharid te je najmanji poznati ligand za selektine, izrazen
na stani¢noj povrSini cirkuliraju¢ih granulocita i monocita a nastaje sijalizacijom distalne
laktozaminske jedinice prije njene fukozilacije (88). Izuzev na leukocitima, CD15s je

procesu oplodnje tj. vezanju spermija za jajnu stanicu (89).

Identificiran je ranije kao humani tumor-vezuju¢i antigen i naden je na svim malignim
tipovima stanica raka, te se smatra da ima vaznu ulogu u procesima metastaziranja tumora.
Slika 5. prikazuje vezanje tumorskih stanica na endotel posredstvom veza koje se stvaraju
izmedu selektina i njihovih ugljikohidratnih liganada na leukocitima (sLe"). Kako ova veza
nije dovoljno jaka da se suprostavi sili strujanja krvi, stanice se kotrljaju. Kotrljanje pomaze
stanicama tumora uspostaviti kontakt s upalnim ¢imbenicima koji su izrazeni na povrSini

endotela. Ova interakcija stimulira stanice tumora na brzo povecanje izrazaja i dostupnosti

19



beta2 integrina (CD11la i CD11b) na povrSini tumorskih stanica za ligande s endotela —
ICAM-1 (medustani¢na adhezijska molekula tipa 1) i ICAM-2 (medustani¢na adhezijska

molekula tipa 2) ¢ime dolazi do adhezije tumorskih stanica na endotel (90).
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Slika 5. Pocetno vezanje stanica tumora na endotelne stanice odvija se interakcijom
endotelnog selektina (E-selektina) s ligandima poput sLe” i CD44, koji su izraZeni na

tumorskim stanicama (90).

Dokazano je da SCUBA ronjenje uzrokuje znacajan porast leukocita, posebno neutrofila.
Takoder, SCUBA ronjenje inducira znacajan porast broja monocita koji izrazavaju CDI35s,

kao i porast male subpopulacije monocita koja ima jako izrazen CD15s (91).
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Biljeg CD11b

Integrini predstavljaju obitelj stani¢nih povrSinskih biljega. To su aff heterodimeri koji su
ukljuceni u stani¢ne interakcije. 2 integrini imaju zajednicku B podjedinicu (s, CD18), a
razlicite a-podjedinice: CD11a, CD11b, CD11c i CD11d bitni su leukocitni receptori kako za

funkciju leukocita tako i za razvoj upalnog odgovora in vivo (92).

Integrin CD11b/CD18 (aMf2), poznat i pod nazivom Mac-1, ima posebnu ulogu u upalnom
procesu, dijelom zajedno s integrinom CD11a (93), a njegovu biolosku vaznost za normalno
funkcioniranje imunoloskih procesa potvrduju i razlicita patoloska stanja gdje su integrini
defektni ili nedostaju. Kod mirujuc¢ih neutrofila u odraslih ljudi, velika veéina ukupnog
sadrzaja CD11b/CD18 kompleksa nalazi se ukalupljena u membrane specificnih granula i
sekretornih vezikula, a samo 5 % nalazi se na stani¢noj povrsini (94). Kada proupalni
podrazaj stimulira neutrofile, dolazi do pojaanog izrazaja CD11b na njihovoj povrSini pa je
zaklju€eno da pojacani izrazaj CD11b moze ukazati da nastupa aktivacija neutrofila (94 - 96).
Tijekom upalnog procesa, kotrljanje neutrofila stimulira neutrofile na brzo povecanje izrazaja
B2 integrina (CD1la 1 CDI11b) na povrSini samog neutrofila, koji stupa u interakciju s
ligandom s endotela — ICAM-1. Kod pacijenata koji boluju od leukocitne adhezijske
deficijencije tipa 1, cirkuliraju¢i neutrofili ne mogu adherirati ili migrirati preko endotela pa
su ovi bolesnici podlozni ucestalim, po zivot opasnim, bakterijskim infekcijama (97 - 99).
Takoder, kod pojacane aktivacije leukocitnih integrina dolazi do stalnog poticanja i
odrzavanja upale, Sto utjeCe na nastanak ishemijsko-reperfuzijske ozljede i moze dovesti do

Stetnih posljedica za zdravlje (99 - 101).

Pokazano je da primjenom HBO dolazi do inhibicije leukocitne adhezije za endotel, a taj

mehanizam je povezan sa smanjenim izrazajem CD11b/CD18 na neutrofilima (102).
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Ugljikohidratne skupine na obje podjedinice CD11b/CD18 su bitne za njihovu urednu
funkciju ukljucujuéi vezanje liganda (103). I Zen i suradnici su u svom radu, proucavajuci
ljudske neutrofile, iznijeli direktne dokaze da obje podjedinice B2 integrina, CD11b i CDI18,
prepoznaju protu-sLe” protutijela, $to je dokaz da oba na sebi imaju izrazene sLe* skupine
(82). Povecani izrazaj sLe* na stani¢noj povrSini neutrofila istodobno je pratio i povecani
izrazaj CD11b/CD18. (104). Kako su Zen i suradnici u svom radu iznijeli dokaze da su
CD11b biljezi na ljudskim neutrofilima oblozeni s CD15s, pretpostavlja se da tijekom upale
dolazi do znacajnog povecéanja izrazaja CD15s biljega. Biljeg CD15s ima vaznu dijagnosticku

vrijednost u predvidanju ozbiljnih bakterijskih infekcija (105).

Zbog svega navedenog, odlucili smo ispitati izrazaj biljega CD11b i CD15s kao proupalnog

fenotipa u hiperbari¢nom tretmanu.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti postotak leukocita Stakora koji imaju izrazene CD11b i CD15s biljege u
skupini koja je bila izlozena hiperbari¢cnim uvjetima u usporedbi sa skupinom
Stakora koji su uzgajani pri normalnim okoliSnim uvjetima.

2. Odrediti postotak stanica bubrega, srca 1 pluca Stakora koji imaju izrazene CD77 i
CD34 biljege u skupini koja je bila izloZzena hiperbaricnim uvjetima u usporedbi sa
skupinom Stakora koji su uzgajani pri normalnim okoli$nim uvjetima.

3. Odrediti postoji li znacajna povezanost izmedu izrazaja biljega CD77 1 CD34 na
stanicama tkiva bubrega, srca i pluca Stakora s izrazajem CD15s i CDI11b na

leukocitima Stakora.

Hipoteze istrazZivanja

1. Hiperbari¢ni tretman znacajno povecava udio ukupnih CD15s+ leukocita u
odnosu na kontrolnu skupinu.

2. Hiperbari¢ni tretman znacajno smanjuje udio ukupnih CD77+ bubreznih stanica u
u odnosu na kontrolnu skupinu.

3. Hiperbari¢ni tretman znacajno mijenja ukupni udio CD34+ stanica u srcu i
plu¢ima.

4. Postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu izrazaja CD15s 1 CD11b biljega na
leukocitima 1 izrazaja biljega CD77 1 CD34 na endotelnim stanicama srca,

bubrega i pluca.
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3. METODE I MATERIJALI

Ustroj istraZivanja
Istrazivanje je s obzirom na pristup bilo eksperimentalno. Glede nacina dobivanja podataka,
rijec je o intervencijskom istrazivanju, dok je vremenska orijentacija prospektivna buduci da
se analiza biljega tkiva vrSila nakon hiperbari¢nog tretmana i nakon Zrtvovanja Zivotinja.
Ispitivane zivotinje su podijeljene u grupu ,,kontrola® i ,,zivotinje podvrgnute hiperbari¢nom

tretmanu®.
Tijek istrazivanja:

- Podvrgavanje Zivotinja hiperbari¢nom tretmanu

- Prikupljanje uzoraka krvi kroz tri dana

- Zrtvovanje Zivotinja i prikupljanje tkiva

- Obrada tkiva

- Imunokemijsko bojanje

- Kvantifikacija 1 statisticka obrada dobivenih rezultata

- Tumacenje rezultata u usporedbi s o¢ekivanim rezultatima

Ishod istrazivanja

Primarni ishod istraZivanja je odredivanje izraZzaja biljega CD11b i CDI15s na leukocitima
Stakora nakon HB u odnosu na kontrolnu skupinu, te izrazaja CD77 1 CD34 na stanicama
bubrega, srca i pluéa u HB zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu. Izrazaj biljega se
odredivao proto¢nom citometrijom, a mjerna jedinica za mjeru ishoda je postotak stanica koje

imaju izrazen biljeg.
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Zamjenske (sekundarne) mjere ishoda

Sekundarna mjera ishoda je odredivanje povezanosti izmedu izrazaja CD15s i CD11b biljega

na leukocitima i izrazaja biljega CD77 i CD34 na stanicama srca, bubrega i pluca.

Eti¢ka nacela

Zbog obavljanja pokusa na Zivotinjama dobiveno je odobrenje od Ministarstva poljoprivrede,
ribarstva i ruralnog razvoja (Uprava za veterinarstvo), te je dobivena potvrda Etickog

povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu.

Disertacija je izradena u sklopu projekta “Patobiologija glikosfingolipidnih antigena” MZOS
HR br. 216-2160133-0066200, voditeljice prof.dr.sc. Anite Markoti¢, Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Splitu.

Metode istrazivanja

Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na 4 tjedana starim muZjacima Stakorskog soja Sprague — Dawley
koji su se uzgajali u kontroliranim uvjetima: temperatura zraka 22 + 1°C , 14 sati svjetla,10
sati mraka. Zivotinje su uzete iz SveuéiliSne nastambe za pokusne Zivotinje Sveudilita u
Splitu te uzgajane i odrzavane sukladno Vodicu za njegu i koriStenje laboratorijskih Zivotinja

(NIH, 1996). Hrana i vodovodna voda Stakorima je davana ad libitum.
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Zivotinje su podijeljene u 2 skupine: ispitivanu skupinu od 9 Zivotinja koja je podvrgnuta
hiperbari¢énom tretmanu (HB skupina) i netretiranu, kontrolnu skupinu, od 5 Zivotinja. Broj
zivotinja potrebnih za istrazivanje odreden je pomocu programa G-Power za izracun velicine
uzorka. Tretirana skupina Stakora podvrgnuta je hiperbari¢nom tlaku smjese zraka (21 % kisik
i 79 % dusik) koji odgovara dubini zarona od 65 m, u trajanju od 30 min. Isti protokol se

ponavljao tijekom 3 sljedeca dana.

Hiperbari¢na komora koja se koristila u hiperbari¢cnom tretmanu je Comexova hiperbari¢na
komora (Slika 6) na Odjelu za podvodnu i hiperbari¢nu medicinu Instituta pomorske medicine
Hrvatske ratne mornarice u Splitu (Comex, Marseilles, Francuska). Koncentracije kisika i
ugljikovog dioksida u komori tijekom izlaganja zivotinja hiperbariji su kontrolirane Servomex
570A analizatorom kisika (Servomex, Houston, TX, SAD) i infracrvenim CQO, analizatorom

(Infrared Industries Inc., Santa Barbara, CA, SAD).

1/

/)]

2

Slika 6. Comexova hiperbari¢na komora na Odjelu za podvodnu i hiperbari¢nu medicinu

Instituta pomorske medicine Hrvatske ratne mornarice u Splitu
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Odredivanje izrazaja CD11b i CD15s na leukocitima

Nakon svakog hiperbari¢nog tretmana, Stakorima je uzeto 1 ml venske krvi iz vene jugularis

pod anestezijom dietileterom.

Uzorak krvi je sakupljan u Vacutainer epruvetu s K3EDTA antikoagulansom. Puna krv (100
puL) je tretirana s FcR reagensom za blokiranje nespecificnog vezanja protutijela, a zatim
inkubirana s protu-CD15 protutijelom konjugiranim s FITC-om i protu-CD11b protutijelom
konjugiranim s PE u jednoj tubici te protu-CD15s protutijelom u drugoj tubici 30 min na
+4°C. U drugu tubicu je zatim dodano sekundarno protumisje protutijelo konjugirano s FITC-
om i inkubirano 30 min na +4°C. Nakon hemolize eritrocita otopinom za liziranje, 10’
dogadaja je biljezeno na Epics XL proto¢nom citometru (Beckman Coulter). Izotipske
kontrole, kao i neobojeni uzorci stanica, koristeni su kao negativne kontrole. Nespecificno
vezanje sekundarnog protutijela iskljuceno je koriste¢i stanice obojene samo sekundarnim
protutijelom konjugiranim s FITC-om. Broj stanica analiziran je racunalnim programom
WinMDI 1 izraZen kao postotak pozitivno obiljezenih stanica. U odabiru protokola vodili smo

se ranije objavljenim znanstvenim radovima (106).

Odredivanje CD34 i CD77 na stanicama tkiva bubrega, pluéa i srca

Nakon vadenja krvi posljednjeg treceg dana, Zivotinje su Zrtvovane te su im se izvadila tkiva
bubrega, srca i1 pluc¢a. Tkiva su isprana od viska krvi u fosfathom puferu (PBS). Tkiva su
usitnjena u 0.2 % otopini kolagenaze u omjeru 100 mg tkiva / 5 mL otopine kolagenaze u
PBS-u. Stanice su se jo$ dodatno suspendirale provlacenjem kroz Spricu. Suspenzija stanica
inkubirana je 30 min na 37 °C uz lagano mijeSanje. Nakon inkubacije suspenzija je filtrirana

kroz svilenu mrezicu te filtrat dalje koristen kao otopina izoliranih stanica.
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Izolirane stanice tkiva razrijedene u PBS-u s 0.1 % NaN3; inkubirane su 30 min u mraku na +4
°C s dva protutijela za dvostruko bojenje stanica: 1 pg protutijela na CD34 konjugirano s
fikoeritrin-cijaninom 5 (PC5) i 1 pg protutijela na CD77 konjugirano s FITC-om.
Fluorescencija dvije boje mjerila se proto¢nim citometrom Epics XL (Beckman Coulter) na
valnoj duljini ekscitacije 488 nm. Broj stanica je analiziran ra¢unalnim programom WinMDI i

izrazen kao postotak pozitivno obiljezenih stanica.

Protocna citometrija

Protoc¢na citometrija je tehnika koju ¢ine tri medusobno povezana sustava: protocni, opticki i
elektronski, a koristi se ve¢ 30-ak godina. Jedna od najveéih prednosti moderne proto¢ne
citometrije je to da stanice prije analize nije potrebno prethodno fizicki razdvojiti. Od ostalih
prednosti valja izdvojiti veliku brzinu mjerenja signala (>103 stanica u sekundi) te istodobno
mjerenje viSe parametara (fizickih parametara i fluorescentnih signala). Iz tog razloga na
modernim citometrima se istodobno moze analizirati i do desetak parametara (107). Proto¢ni
sustav odnosi se na pokretacku tekucinu, stani¢nu suspenziju i zracni potisak. Stanice iz
stani¢ne suspenzije pojedina¢no laminarnim protokom dolaze do laserskog svjetla. Lasersko
svjetlo, le¢e 1 filteri su opticki sustav. Stanice se obasjavaju laserskim svjetlom. Stupan]
rasprSenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je fizi€kih osobina stanica zrnatosti (svjetlost
rasprSena pod pravim kutom - SSC, prema eng. side scatter) i veliCine (svjetlost koja se
rasprsila pod malim kutom 0.5-10°, FSC - prema eng. forward scatter). Za dodatno
obiljezavanje specificnih stani¢nih struktura koristi se obiljeZzavanje stanica slobodnim ili
(¢es¢e) za monoklonska protutijela vezanim fluorescentnim bojama (fluorokromima).
Fluorokromi koji se najces¢e koriste su fikoeritrin (eng. phycoerythrin, PE) i fluorescein

izotiocijanat (eng. fluorescein-isothiocyanate, FITC). Elektronski sustav sve svjetlosne
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signale pretvara u digitalne signale, koji se prenose u racunalo i analiziraju. Kako bi se
definirale stani¢ne populacije, koristi se citogram veli¢ine i1 zrnatosti stanica (FSCxSSC) na
kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih stanica iz kojih ¢e se analizirati specifi¢ni
fluorescentni signali. Proto¢na citometrija se danas ponajvise rabi u cilju imunofenotipizacije,
tj. obiljezavanje specificnih stani¢nih biljega; u analizi limfocita periferne krvi u cilju ocjene
imunoloskog statusa, kod imunofenotipizacija leukemija i limfoma i pracenje ostatnih
malignih stanica (minimalne rezidualne bolesti), za mjerenje broja CD34+ krvotvornih
maticnih stanica u perifernoj krvi i leukocitnom koncentratu za potrebe transplantacije
krvotvornih mati¢nih stanica. Proto¢na citometrija je svoju primjenu nasla i u drugim granama
medicine, kao §to su patologija, biokemija, mikrobiologija i interna medicina, ali jos uvijek se

najcesce koristi u hematologiji i imunologiji (108).

Koristene kemikalije i protutijela

e PBS (fosfatni pufer u fizioloskoj otopini, od eng. Phosphate saline buffer)

e Vacutainer epruvete s antikoagulansom (litij heparin, K3EDTA)

e Kolagenaza tip A (iz Clostridium histolyticum, SIGMA, Saint Louis, Missouri, SAD)

e FcR blocking reagent (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka)

e Primarno protu-CD15s protutijelo (Pharmingen, San Diego, CA, SAD)

e Sekundarno protu-misje protutijelo konjugirano s fluorescein-izotiocijanatom (FITC)
(Pharmingen, San Diego, CA, SAD)

e Protu-Stakorsko CD11b protutijelo, konjugirano s fikoeritrinom (PE) (Immunotech,

Marseille, Francuska)
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e Protu-CD77 protutijelo konjugirano s FITC-om (Pharmingen, San Diego, CA, SAD) i
protu-CD34 protutijelo konjugirano s fikoeritrin-cijanin 5 (PC5) (Beckman Coulter,
Brea, CA, SAD).

e Red Blood Cell Lysis Solution (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,

Njemacka)

Statisti¢ki postupci

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki te statisticki obradeni uz pomo¢ racunalnog programa
Statistica 12.0 (Statsoft, Tulsa, SAD). U analizi rezultata koristio se Mann Whitney U test
kako bi se odredilo da li postoji statisticki znaCajna razlika u izrazaju biljega izmedu
kontrolne i ispitivane skupine. Koeficijent korelacije je izracunat izmedu postotka CD11b+ i
CD15s+ leukocita i postotka CD34+ i CD77+ stanica srca, bubrega i plu¢a, Pearsonovim

koeficijentom korelacije. Razina statisticke znacajnosti postavljena je na 95 % (P < 0.05).
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4. REZULTATI

Rezultati hiperbari¢nog tretmana na izrazaj leukocitnih biljega CD11b i CD15s

U disertaciji je istrazivan ucinak tri ponovljena hiperbari¢na tretmana na izrazaj biljega
CDI11b i CD15s na leukocitima. Hiperbaricni tretman je statisticki znacajno povecao postotak
CD15s+CD11b- leukocita u skupini koja je bila izlozena HB u odnosu na kontrolnu skupinu
(od 1.71 £ 1.1 % u kontrolnoj skupini do 23.42 + 2.85 % (P < 0.001) nakon prvog dana
tretmana, 26.53 £ 1.20 % ( P < 0.001) nakon drugog dana tretmana i 16.97 + 2.89 % (P <
0.001) nakon tre¢eg dana u HB skupini). Smanjenje postotka CD15s+CD11b- leukocita od
drugog do treCeg dana nije bilo statisticki znacajno. Hiperbaricni tretman je statistiCki
znacajno povecao postotak ukupnih CD15s+ leukocita u skupini koja je bila izlozena HB u
odnosu na kontrolnu skupinu (od 4.51 + 2.42 % u kontrolnoj skupini do 25.68 + 3.22 % (P <
0.001) nakon prvog dana, 29.13 £+ 1.31 % (P < 0.001) nakon drugog dana te 19.06 + 2.98 %
(P <0.001) nakon tre¢eg dana u HB skupini). Postotak ukupnih CD15s leukocita smanjio se
od drugog do tre¢eg dana, ali ne statisti¢ki znac¢ajno (s 29.13 = 1.31 % na 19.06 £ 2.98 %).
Hiperbari¢ni tretman nije promijenio postotak ukupnih CD11b+ leukocita u skupini koja je
bila izlozena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (7.32 £ 3.98 % u kontrolnoj skupini u
odnosu na 5.25 £ 0.75 % nakon prvog dana, 6.78 + 1.45 % nakon drugog dana te 6.32 +
2.64 % nakon treCeg dana u HB skupini). Hiperbari¢ni tretman nije promijenio postotak
CDI15+CD11b- stanica u skupini koja je bila izlozena HB tretmanu (2.90 = 1.38 % u
kontrolnoj skupini u odnosu na 2.10 £ 1.13% nakon tre¢eg dana u HB skupini) kao §to se nije
promijenio ni postotak CD15s-CD11b+ stanica (4.42 + 2.32 % u kontrolnoj skupini u odnosu

na 4.22 +£2.91 % nakon tre¢eg dana u HB skupini).
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Slika 7. Usporedba postotaka razli¢itih CD11b+ i CD15s+ leukocitnih subpopulacija u

kontrolnoj skupini i tretiranoj skupini.
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Rezultati hiperbari¢nog tretmana na izrazaj biljega CD77 i CD34 na bubreZnim

stanicama

Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno smanjio postotak ukupnih CD77+ stanica
bubreznog tkiva u skupini koja je bila izlozena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 16.35
+ 5.5 % u kontrolnoj skupini do 4.48 = 1.28 % u HB skupini, P < 0.001). Hiperbari¢ni
tretman je statisticki znacajno smanjio postotak ukupnih CD34+ stanica bubreznog tkiva u
skupini koja je bila izloZena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 23.24 + 8.38 % u
kontrolnoj skupini do 10.76 + 6.32 % u HB skupini, P = 0.002). Postotak CD77-CD34+
bubreznih stanica nije znacajno razlicit u skupini koja je bila izlozena HB u odnosu na
kontrolnu skupinu (8.77 + 4.18 % u kontrolnoj skupini te 7.09 + 5.40 % u HB skupini, P =
0.363). Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno smanjio postotak CD77+CD34- bubreznih
stanica u skupini koja je bila izloZena HB tretmanu u odnosu na kontrolnu skupinu (od 1.74 +
0.65 % u kontrolnoj skupini do 0.81 + 0.44 % u HB skupini, P = 0.014) kao 1 postotak
CD77+CD34+ bubreznih stanica koji je takoder statisticki znacajno manji u skupini koja je
bila izloZzena HB (od 14.61 + 6.51% u kontrolnoj skupini do 3.67 + 1.22 % u HB skupini, P <

0.001).
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Slika 8. Usporedba postotaka CD77+CD34- stanica, CD77+CD34+ stanica, CD77- CD34+
stanica, ukupnih CD77+ te ukupnih CD34+ stanica u suspenziji ukupnih bubreznih stanica

kontrolne skupine i tretirane skupine Stakora
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Rezultati hiperbari¢nog tretmana na izrazaj biljega CD77 i CD34 na stanicama

pluca

Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno povecao postotak ukupnih CD34+ stanica plu¢nog
tkiva u skupini koja je bila izloZena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 3.27 + 2.01 % u
kontrolnoj skupini do 11.92 + 6.22 % u HB skupini, P < 0.001). Hiperbari¢ni tretman je
statisticki znacajno povecao postotak ukupnih CD77+ stanica pluénog tkiva u skupini koja je
bila izloZena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 3.41 + 2.11 % u kontrolnoj do 23.53 +
13.09 % u HB skupini, P < 0.001). Postotak CD77-CD34+ stanica plu¢a nije se znac¢ajno
promijenio prije i nakon hiperbaricnog tretmana (kontrola 1.38 = 1.07 %, HB 1.30 £ 1.15 %).
Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno povecao postotak CD77+CD34- stanica u skupini
koja je bila izloZena hiperbaricnom tretmanu u odnosu na kontrolnu skupinu (od 1.52 £+ 0.96
% u kontrolnoj do 12.91 + 7.13 % u HB skupini, P < 0,001). Hiperbari¢ni tretman je
statistiCki znacajno povecao postotak CD77+CD34+ stanica u skupini koja je bila izlozena
HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 1.89 + 2.36 % u kontrolnoj do 10.62 + 5.80 % u HB

skupini, P = 0,002).
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Rezultati hiperbari¢nog tretmana na izrazaj biljega CD77 i CD34 na sréanim

stanicama

Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno povecao postotak ukupnih CD34+ stanica u
skupini koja je bila izlozena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 4.98 + 3.17 % u
kontrolnoj do 33.79 + 14.69 % u HB skupini, P < 0.001). Hiperbari¢ni tretman je statistic¢ki
znacajno povecao postotak ukupnih CD77+ stanica srcanog tkiva u skupini koja je bila
izlozena hiperbariénom tretmanu u odnosu na kontrolnu skupinu (od 1.81 + 2.15 % u
kontrolnoj do 8.19 + 4.29 % u HB skupini, P = 0.007). Postotak CD77+CD34- stanica srca
nije se znacajno promijenio prije i nakon hiperbari¢nog tretmana (kontrola 0.12 + 0.10 %, HB
0.14 £ 0.12 %). Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno povecao postotak CD77+CD34+
stanica u skupini koja je bila izloZena HB u odnosu na kontrolnu skupinu (od 1.70 = 1.06 % u
kontrolnoj skupini do 8.05 + 4.24 % u HB skupini, P = 0.009). Hiperbari¢ni tretman je
statisti¢ki znacajno povecao postotak CD77-CD34+ stanica u skupini koja je bila izloZena HB
u odnosu na kontrolnu skupinu (od 1.81 £+ 2.15 % u kontrolnoj do 8.19 + 4.29 % u HB

skupini, P = 0.009).
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Rezultati analize korelacije leukocitnih biljega s biljezima tkiva

Rezultati analize korelacije izmedu leukocitnih biljega CD11b i CDI15s s biljezima tkiva

bubrega, pluc¢a 1 srca CD34 i CD77 prikazani su u Tablici 1. Nije pronadena statisticki

znacajna korelacija izmedu leukocitnih biljega i biljega tkiva.

Tablica 1. Korelacija izrazaja leukocitnih biljega CDI15s i CDI11b i srcanih, pluénih i

bubreznih biljega CD34 i CD77

Tkivne stani¢ne

subpopulacije

Leukocitne populacije

Ukupni CD11b+ Ukupni CD15s+

R P R P

Sréani Ukupni
CD34+

Ukupni
CD77+

Bubrezni  Ukupni
CD34+

Ukupni
CD77+

Pluéni Ukupni
CD34+

Ukupni
CD77+

0.55 0.12 -0.28 0.46

0.64 0.06 -0.51 0.16

0.46 0.21 -0.30 0.43

0.24 0.53 -0.57 0.11

0.26 0.50 0.17 0.67

-0.17  0.67 0.29 0.45

R = koeficijent korelacije

P = statisticka znacajnost korelacije

Ukupni CD11b+ = CDI11b+CD15s- + CD11b+CD15s+
Ukupni CD15s + = CD11b-CD15s+ + CD11b+CD15s+
Ukupni CD34 + = CD34+CD77- + CD34+CD77+
Ukupni CD77+ = CD34-CD77+ + CD34+CD77+
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5. RASPRAVA

U ovoj disertaciji je ispitivan uc¢inak 3 ponavljana hiperbari¢na tretmana na postotak CD11b+
1 CD15s+ leukocita. Hiperbari¢ni tretman nije promijenio postotak ukupnih CD11b pozitivnih

leukocita.

Izrazaj CD11b biljega je snizen nakon napornog i dugog vjezbanja (109). Kod ljudi, u
miruju¢im neutrofilima, ve¢ina CD11b/CD18 kompleksa nalazi se uklopljena u membrane
specificnih granula i sekretornih mjehuri¢a dok je samo 5 % izraZzeno na stani¢noj povrsini.
Kada proupalni podrazaj dovede do stimulacije neutrofila, dolazi do pojaanog izrazaja
CD11b na njihovoj povrsini (94). Zbog toga se smatra kako uocavanje pojaanog izrazaja
CD11b moze posluziti kao indikator aktivacije neutrofila (110, 111). Novorodencad, trudnice
1 starije osobe imaju pojacan izrazaj CD11b na stani¢noj povrs$ini granulocita u perifernoj krvi
(112 - 114). Dokazano je da je pojacan izrazaj CD11b biljega prisutan u odraslih bolesnika s
infekcijom i sepsom (115 - 120), a temeljem vrijednosti izrazaja CD11b na stani¢noj povrsini
neutrofila moZe se predvidjeti tijek bolesti u pacijenata s cirozom jetre i septi¢kim Sokom te
krajnji ishod lijecenja (115, 118, 121). Povecanje izrazaja CD11b na neutrofilima je vaZan
biljeg u dijagnostici rano nastale novorodenacke infekcije (122, 123). Dokazano je da je
izrazaj CD11b na neutrofilima i monocitima znacajno ve¢i u novorodencadi s infekcijom u
usporedbi s zdravom novorodencadi (124). Ranije je pronadeno da se izrazaj CD11b, glavnog
membranskog proteina koji je oblozen sa CD15s, smanjuje nakon HBO (125). Medutim, nasi
rezultati su pokazali nepromijenjen izrazaj CD11b biljega na leukocitima u Stakora koji su
tretirani HB-om. Razli¢ito od ocekivanja, taj rezultat naSeg istrazivanja moZe se objasniti

razli¢itim uvjetima izmedu HBO 1 HB.
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Postotci CD15s+CD11b- i ukupnih CD15s pozitivnih leukocita su znac¢ajno poviSeni u HB
skupini Stakora. Rezultat znacajno povecanog postotka leukocita koji imaju izrazen CD15s
biljeg poslije ponavljajucih hiperbari¢nih tretmana je u skladu s ranije poznatim rezultatima o
jasnoj ulozi ovog proteina u akutnom upalnom procesu (126). Nedavno istrazivanje ispitivalo
je izrazaj CD15 i CDI15s biljega u punoj krvi na roniocima nakon zarona od 54 metra i
pokazalo dvostruki porast CD15+ monocita nakon ronjenja, kao i porast subpopulacije
monocita koji imaju izrazen CD15s biljeg. Apsolutni broj monocita bio je povecéan, ali ne i
statisticki znacajno povecan nakon ronjenja, dok je apsolutni broj granulocita bio statisticki
znacajno povecan. Studija je dokazala kako zaron na velikoj dubini uzrokuje biokemijske
promjene koje primarno aktiviraju postoje¢e monocite, a ne mijenjaju njihov broj (91).
Rezultati ove disertacije rasvjetljavaju ulogu CD15s u proupalnim procesima, a CD15s+

leukocite definiraju kao inteligentne stanice sa sposobnosc¢u prilagodbe ekstremnim uvjetima.

Bubrezi imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze krvi. Edremitlioglu i suradnici su u
svojom istrazivanju pokazali da HBO poboljSava bubreznu disfunkciju u sepsi i to
zahvaljujuci pove¢anim obrambenim antioksidacijskim mehanizmima: povec¢anjem aktivnosti
superoksid dismutaze i katalaze u bubreznoj kori, te povecanjem aktivnosti katalaze u
bubreznoj srzi (127). Utjecaj HB na zdrave buberege je nepoznat. Dnevna sekrecija urina se
povecava za 500 mL tijekom ronjenja sa smjesom zraka (od 3 do 49 ATA) iako unos tekucine
kao i glomerularna filtracija ostaje nepromijenjena (128). NaSe istrazivanje je pokazalo da je
postotak CD77+CD34+, kao i ukupnih CD77+ bubreznih stanica u Stakora u skupini koja je
bila podvrgnuta hiperbari¢nom tretmanu zna¢ajno manji nego u kontrolnoj skupini. S obzirom

na ¢injenicu da su CD77 biljezi locirani u blizini Na/K - ATPaze u kaveolama bubreznih
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epitelnih stanica (129), nasi rezultati upucuju na mogucu ulogu biljega CD77 u mehanizmima
odgovornim za razvoj hiperbari¢ne diureze. Takoder, temeljem naSih rezultata, mozemo
spekulirati kako su pozitivni ucinci hiperbari¢ne oksigenacije na bubreznu disfunkciju
uzrokovanu E.coli, $to je ranije dokazao Edremitlioglu, posredovani smanjenjem izrazaja

CD77 na bubreznim stanicama.

U odraslom ljudskom bubregu protutijela na CD34 vezat ¢e se na gotovo sve endotelne
stanice (130). Luminalna membrana podocita sadrzi sijalomucine iz obitelji CD34 biljega:
podokaliksin i endoglin ¢ija funkcija je slabo objasnjena. Acevedo je dokazao povecan izrazaj
CD34 na bubreznim glomerulanim stanicama kod starijih dijabeti¢nih Stakora, §to ukazuje na
povezanost CD34 i patogeneze glomerularnih promjena povezanih sa starenjem i dijabetesom
(131). U ronioca samo jedan zaron akutno inducira vaskularni oksidativni stres, uzrokujuci
endotelnu disfunkciju $to vodi do toga da endotelne progenitorne stanice i1 i cirkulirajuce
angiogenetske stanice utjeu na oporavak epitela, ili putem integriranja u osteceni endotel ili
izluCuju¢i angiogenetske Cimbenike rasta (132). NaSe istrazivanje pokazalo je smanjenje
postotka CD34+ bubreZnih stanica nakon ponavljajuéeg HB. Smatra se da hiperoksijom
inducirano stvaranje ROS-a, smanjenje bioraspoloZivosti NO 1 direktno mehanic¢ko oStecenje
endotela tijekom dekompresije, igraju vaznu ulogu u disfunkciji endotela (133). MoZemo
pretpostaviti da ROS inducira apoptozu bubreznih CD34+ stanica, $to utjeCe na smanjenje
njihovog broja nakon HB. Takoder, ranije je dokazano u $takora da dekompresijska trauma
povecava razinu interleukina—6 (134) pa moZemo spekulirati kako proupalni citokini u

odgovoru na HB mogu povecati stopu apoptoze bubreznih endotelnih stanica.

Kao $to je poznato, plu¢ni epitel je jos jedno ciljno mjesto za Stxs, a smatra se da Stx-om

povezane ozljede pluénog epitela igraju vaznu ulogu u patogenezi plué¢ne upale povezane s
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E.coli. Temeljem naSih rezultata, mozemo zaljuciti kako HB neée imati pozitivan uc¢inak na
rad pluca u uvjetima koji su povezani s pluénom infekcijom uzrokovanom E.coli, buduéi da
je ukupni broj CD77+ pluénih stanica porastao u skupini koja je podvrgnuta HB, za razliku od

kontrolne skupine.

Postotak ukupnih CD34+ stanica u pluénom tkivu nakon HB je takoder bio poveéan i
mozemo pretpostaviti da hiperbariéni uvjeti uzrokuju pluénu endotelnu angiogenezu.
Nedavna istrazivanja pokazala su da cirkulirajuée CD34+ endotelne progenitorne stanice
doprinose pluénoj angiogenezi. Takve CD34+ stanice okarakterizirane s aktivnom stani¢nom
diobom, prelaze u ostatne endotelne stanice tijekom kompenzatornog plu¢nog rasta. Ovi
autori nagovijestaju terapeutsku ulogu ovih stanica u brojnim pluénim bolestima (135).
Dakle, i nas$ rezultat povecanog postotka CD34+ plu¢nih stanica nakon HB podrzava hipotezu
kako endotelne progenitorne stanice imaju vaznu ulogu u rastu pluénog tkiva u fizioloSkim 1

patofizioloSkim uvjetima.

U naSem istrazivanju analizirali smo izrazaj biljega CD34 1 CD77 na stanicama sr¢anog tkiva.
Razli¢ite stanice, poput mononuklearnih stanica iz koStane srzi i mobilnih CD34+ stanica,
danas se koriste u istrazivanjima za potencijalnu terapiju u smanjivanju src¢anih oziljaka te
kako bi se povecala sr€ana funkcija u pacijenata s ishemi¢nom kardiomiopatijom (136).
Nedavno su studije dokazale direktno in vivo reprogramiranje sréanih fibroblasta u
kardiomiocite koji su CD34+, §to bi moglo predstavljati novi terapeutski pristup u sréanoj

regeneraciji (137).

Sréana i periferna ishemija stimuliraju endogenu mobilizaciju CD34+ stanica i one putuju do
zone ishemije, gdje promoviraju angiogenezu ili putem direktnog uklapanja u novostvorene

krvne zile ili putem izlucivanja angiogenetskih ¢imbenika rasta, $to stimulira lokalni peri-
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endotelni razvoj krvnih zila (138). Upotreba CD34+ stanica u tretiranju ishemi¢nih
kardiovaskularnih bolesti je relativno nova. Nedavna istrazivanja su dokazala kako
jednokratno maksimalno vjezbanje povecava broj cirkuliraju¢ih endotelnih progenitornih
stanica i1 kod zdravih osoba, ali i kod kardiovaskularnih pacijenata (139). Visoko vaskularno
oksidativno opterecenje koje nastane iz maksimalnog vjezbanja uzrokuje trenutno smanjenje
vazodilatacije ovisne o endotelu, $to se popravlja nakon 12 - 24 sata. Ovakav akutni period
vaskularnog stresa stimulira mehanizme oporavka, ukljucuju¢i mobilizaciju endotelnih
progenitornih stanica, $to se smatra prikladnim fizioloskim odgovorom na ovakve promjene

(140).

U ovom istrazivanju izlaganje HB je odgovarao dubini zarona od 65 metara. Za pretpostaviti
je kako mijenjanje hiperbari¢nih uvjeta sigurno mijenja i izrazaj antigena. Izlaganje
specijalnim uvjetima okoline, pa tako i hiperbari¢ni tretman, inducira sistematske fizioloSke

promjene koje utjecu na termalnu homeostazu i mehanizme izmjene tjelesne topline (141).

Unato¢ tome Sto nije pronadena razliku u postotcima CD77-CD34+ bubreznih stanica,
CD77-CD34+ plu¢nih stanica 1 CD77+CD34- sréanih stanica u HB skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu, ove stanice jako su zanimljive za buduca istrazivanja jer su to stanice koje

imaju visoku sposobnost prilagodbe na ekstremne uvjete.
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6. ZAKLJUCAK

. Postotci CD15s+CD11b- i ukupnih CDI15s leukocita su znacajno ve¢i u skupini
Stakora tretiranih hiperbariénim tretmanom u odnosu na kontrolnu skupinu.
Hiperbari¢ni tretman nije znacajno promijenio postotak ukupnih CD11b+ leukocita.

. Postotci CD77+CD34-, CD77+CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ bubreznih
stanica Stakora u skupini tretiranoj hiperbari¢nim tretmanom su znacajno nizi u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Hiperbari¢ni tretman nije znacajno promijenio
postotak CD77-CD34+ bubreznih stanica.

. Postotci CD77+CD34-, CD77+CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ stanica
pluca Stakora u skupini tretiranoj hiperbari¢nim tretmanom su znacajno ve¢i u odnosu
na kontrolnu skupinu. Hiperbari¢ni tretman nije znacajno promijenio postotak CD77-
CD34+ pluénih stanica.

. Postotci CD77+CD34+, CD77-CD34+, ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ sréanih
stanica Stakora u skupini tretiranoj hiperbari¢énim tretmanom su znacajno veéi u
odnosu na kontrolnu skupinu. Hiperbari¢ni tretman nije zna€ajno promijenio postotak
CD77+CD34- srcanih stanica.

. Ne postoji statistiCki znacajna korelacija izmedu postotka ukupnih CD11b+ i ukupnih
CD15s+ na leukocitima i postotka ukupnih CD34+ i ukupnih CD77+ na stanicama

tkiva.
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7. SAZETAK

Uvod: Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti u¢inak hiperbari¢nog tretmana (HB) na leukocitne
proupalne biljege CD15s i CD11b. Dodatno, istrazivanje opisuje promjene u izrazaju CD77 i

CD34 biljega na stanicama bubreznog, plu¢nog i sr¢anog tkiva nakon hiperbari¢nog tretmana.

Materijali i metode: Izrazaj CD11b i CD15s na leukocitima, kao i CD77 i CD34 biljega na
suspenziji stanica bubreznog, pluénog i sréanog tkiva u Zzivotinja nakon hiperbari¢nog

tretmana i u kontrolnim zivotinjama, odreden je protocnom citometrijom.

Rezultati: Hiperbari¢ni tretman je statisticki znacajno povecao postotak leukocitnih
CD15s+CD11b- stanica (od 1.71 £ 1.11 do 23.42 £+ 2.85, P < 0.05). Hiperbari¢ni tretman je
statisticki znacajno smanjio postotak CD77+CD34- i CD77+CD34+ stanica u bubreZznom
tkivu (od 16.35 + 5.5 do 4.48 + 1.28, P < 0.05). Hiperbari¢ni tretman je statisticki znac¢ajno
povecao postotak CD34+ stanica u plu¢nom tkivu (od 3.27 +2.01 do 11.92 £ 6.22, P < 0.05).
Nase istraZivanje je prvo koje je pokazalo utjecaj hiperbari¢nog tretmana na CD34+ stanice u

sr¢anom tkivu kod Stakora.

Zakljucak: Nasi rezultati povecanog postotka endotelnog liganda CD15s+ na leukocitima,
nakon hiperbari¢nog tretmana, upucuju na njegovu ulogu u procesima ostecenja endotela.
Pronasi smo takoder znacajni porast postotka CD34+ stanica u sr€anom tkivu kao i postotka
CD34+ stanica u pluénom tkivu nakon hiperbari¢nog tretmana, $to moze biti posljedica

mehanizama oporavka oste¢enog endotela usljed hiperoksije.
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8. ABSTRACT

Objective(s): The aim of this study was to estimate effects of hyperbaric (HB) treatment by
determination of CD15s and CDI11b leukocyte proinflammatory markers expression. In
addition, this study describes changes in CD77 and CD34 expression on rat endothelial cells

in renal, pulmonary and cardiac tissue following exposure to hyperbaric pressure.

Materials and Methods: Expression of CD11b and CD15s on leukocytes, as well as CD77
and CD34 expression on endothelial cells in cell suspensions of renal, pulmonary and cardiac
tissue in rats after hyperbaric treatment and in control rats were determined by flow

cytometry.

Results: Hyperbaric treatment significantly increased percentage of leukocytes expressing
CD15s+CD11b- (from 1.71 + 1.11 to 23.42 + 2.85, P < 0.05). Hyperbaric treatment
significantly decreased sum percentage of CD77+CD34- and CD77+CD34+ renal cells (from
16.35+£5.5t04.48 +£1.28, P <0.05). Hyperbaric treatment significantly increased percentage
of CD34+ pulmonary cells (from 3.27 £ 2.01 to 11.92 + 6.22, P < 0.05). Our study is the first

reporting the hyperbaric environment influence on CD34+ heart cells in rats.

Conclusion: The current findings of increased percentage of leukocytes expressing
endothelial selectin ligand CD15s after hyperbaric treatment, point its role in endothelial
damage. We found out a significantly increase in percentage of CD34+ cardiac cells as well
as CD34+ pulmonary cells in rats after HB treatment which could be a part of repair

mechanism of injured endothelium caused by hyperoxia.
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11. DODATAK

Tablica 2. Usporedba postotaka razli¢itih CD11b+ i CD15s+ leukocitnih subpopulacija u

kontrolnoj skupini i skupini tretiranoj hiperbari¢nim tretmanom

Leukociti CDI15s+CD11b- CDI15s+CD11b+ CD15s- Ukupni Ukupni
CD11b+ CDI15s+ CDI11b+
Kontrola 1.71+1.11 2.90+1.38 4.42+2.32 4.51+£2.42 7.32+3.98
HB l.dan 23.42+2.85% 2.6042.01 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 4224291 19.064+2.98* 6.32+2.64

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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Tablica 3. Usporedba postotaka CD77+CD34- stanica, CD77+CD34- stanica , CD77-CD34+
stanica, ukupnih CD77 pozitivnih te ukupnih CD34 pozitivnih stanica u suspenziji ukupnih

bubreznih stanica kontrolne skupine i tretirane skupine Stakora

Bubrezne CD77+CD CD77+CD34 CD77-CD34+ Ukupni UkupniC
stanice 34- + CD77+ D34+
Konrola 1.74+0.65 14.61+£6.51 8.77+4.18 16.35+£5.5 23.244+8.3
8
HB 0.81+£0.44 3.67+£1.22*  7.09+£5.40 4.48+1.28* 10.76+6.3
ES 2>X<

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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Tablica 4. Usporedba postotaka CD77+CD34- stanica, CD77+CD34+ stanica, CD77-CD34+
stanica, te ukupnih CD77 pozitivnih i CD34 pozitivnih stanica u suspenziji ukupnih stanica

pluca kontrolne skupine i tretirane skupine Stakora

Plu¢ne CD77+CD34- CD77+CD34+ CD77- Ukupni UkupniCD34+
stanice CD34+ CD77+

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 znacajni rezultati P<0.05 (vs. kontrolna skupina)
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Tablica 5. Usporedba postotaka CD77+CD34- stanica, CD77+CD34+ stanica, CD77-CD34+

stanica, te ukupnih CD77 pozitivnih i CD34 pozitivnih stanica u suspenziji ukupnih stanica

sr¢anog misic¢a kontrolne skupine i tretirane skupine Stakora

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

stanice CD34+ CD34+
CD77+

Kontrola 0.12+0.10 1.70£1.06 3.28+1.79 1.81£2.15 4.98+3.17

HB 0.144+0.12 8.05+4.24* 25.74+11.27* 8.19+4.29* 33.79+14.69*

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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