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1. UVOD

1.1. Anestezija

Anestezija je medicinska metoda kojom se, prije izvodenja operacije koristeci
anestetik, pacijenta ili Zivotinju dovodi u stanje sna (op¢a anestezija) ili se dio tijela ne osjeca
kako bi se izbjegla bol (lokalna anestezija). Cilj provodenja anestezije jest postizanje
bolesnikove:
nesvjesnosti,
amnezije,
analgezije,
nepokretnosti,
slabljenja odgovora autoimunoga zivéanog sustava na bolnu stimulaciju, pritom kojih
treba dati optimalne doze lijekova s ciljem postizanja pravoga ucinka, a izbjegavanja nuspoja-
va ili toksi¢nosti lijekova, te odrzavanja unutarnje homeostaze (Juki¢ i sur., 2015).

Prva faza sekvencijalnog postupka je indukcija koja inicira privremeno stanje
nesvijesti, amnezije, analgezije 1 opuStanja miSi¢a, a sve pocinje pripremom pacijenta i
procjenom u sigurnom i nadziranom okruzenju anestetske sobe gdje se provode primijena
lijekova i intervencija diSnih puteva, te anestetik zatim prolazi faze odrzavanja, ekscitacije i
oporavka (Dean i Chapman, 2018). Pacijenta se uvodi u opc¢u anesteziju, njena uloga je
omoguditi intubaciju osobe ili Zivotinje, te se u pravilu izvodi intravenskom primjenom
anestetika (Jukic i sur., 2015).

Nakon zavrSetka indukcijske faze slijedi faza odrzavanja gdje se kontinuirano daje
intravenozni (IV) anestetik, no u vecini slucajeva dolazi do uvodenja hlapljivog anestetika jer
se koncentracija IV anestetika u mozgu ubrzano smanjuje, a koncentracija hlapljivog doseze
anesteticke koncentracije sporo §to dovodi do potencijalnog raskoraka u dubini anestezije, te
se pacijenta povezuje sa disSnim kruznim putem primjenjujuéi pare ili svjezi plin kako bi se
postigla srednja alveolarna koncentracija (MAC, engl. Minimal alveolar concentration) od
najmanje 0,8 izbjegavajuci slucajnu svjesnost (Dean i Chapman, 2018).

U konacnici dolazi do oporavka Koje pocinje kako se zahvat blizi kraju, te ovisi 0
starosti pacijenta, njegovom zdravstvenom stanju i tipu operacijskog zahvata (Dean i
Chapman, 2018).


http://www-staro.vef.unizg.hr/org/kirurgija/?page_id=80
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1.1.2. Opéa anestezija

Opcéom se anestezijom pacijentu oduzima svijest, bolni podrazaji mu se ublazuju, te se
osigurava gubitak refleksije koja pomaze u operativnom procesu. Bolesnik se u opcéu
anesteziju moze uvesti i odrzavati primjenom tvari intravenskim, inhalacijskim ili
kombiniranim putem, a u svakodnevnoj praksi najées¢i je uvod intravenskim lijekovima, te
odrzavanje dominantno inhalacijskim (Juki¢ i sur., 2015). Odsutnost svijesti tijekom opce
anestezije obi¢no se moze uociti kao gubitak reakcije na naredbu ili odsutstvo izri¢itog
sjeCanja, medutim, tijekom progresivnog produbljenja opce anestezije mnogi pacijenti
prestaju reagirati i odvajaju se od okoline, ali ipak zadrzavaju odredeni subjektivni osjecaj
postojanja $to se naziva 'parcijalnom svijesti' (Sleigh i sur., 2018). Najcesc¢e koristeni lijekovi
za vodenje opée anestezije su:
adjuvantni lijekovi (antiemetici, antiaritmici, simpatomimetici, parasimpatomimetici i sl.)
inhalacijski anestetici (N,O, sevofluran, izofluran, desfluran, halotan)
intravenski anestetici (tiopental, propofol, etomidat, ketamin, midazolam)
misicni relaksansi (sukcinilkolin, pankuronij, vekuronij, rokuronij, atrakurij itd.)
opioidi (morfin, fentanil, sufentanil, alfentanil, remifentanil) (Juki¢ i sur., 2015).

Op¢i anestetici djeluju specificno na simpati¢ki prijenos u srediSnjem Ziv€éanom
sustavu pojacavajuéi inhibicijski prijenos 1 smanjujuci ekscitacijski prijenos, a sinapticki
mehanizmi op¢ih anestetika ukljuuju 1 presinapticke ucinke na oslobadanje odaSiljaca i
postsinapticke ucinke na funkciju receptora (Hemmings Jr., 2009). Smatra se da opéi
anestetici potiskuju imunosni odgovor i poticu proces metastaziranja stanica raka (Tedore,
2015).

Pod utjecajem opce anestezije postoji Sansa od 1 naprema 10 000 da se pojavi
anafilaksija koja predstavlja generaliziranu ili sustavnu reakciju preosjetljivosti i moze biti
alergijska (IgE, IgG ili posredovana komplementom) ili nealergijska gdje se lijekom izravno
stimulira degranulacija mastocita i bazofila (Dean i Chapman, 2018). Takoder, postoje podaci
kako op¢i anestetici znac¢ajno moduliraju ekspresiju nuklearnog faktora kapa B (NF-kB, engl.
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i proupalne gene u bubrezima

Stakora (Aravindan i sur., 2006).



1.1.3. Lokalna anestezija

Lokalna ili regionalna anestezija se provodi na odredenom dijelu tijela pacijenta, te
djeluje na sva tkiva, a njen ucinak je reverzibilan. Dijeli se na centralnu (subduralna,
epiduralna) i perifernu (regionalna intravenska), te lokalnu infiltracijsku anesteziju kojima se
osobu odrzava pri svjesti sa svim refleksima, medutim, dio tijela gubi osjet na vanjske
podrazaje (Jukic i sur., 2015). Lokalni anestetici djeluju zastitnicki u odnosu na rast tumora i
metastaziranje putem izravne citotoksi¢nosti, indukcije apoptoze, inhibicije proliferacije,
migracije i invazije, te modulacije ekspresije gena putem metilacije DNA (Tedore, 2015).
Lokalna anestezija je jednostavnija od opce, pacijent je budan i svjestan, te je oporavak brzi.

Vecina lokalnih anestetika sadrzava hidrofilnu amino skupinu koja je spojena sa
srediSnjim lancem lipofilnog aromatskog ostatka, pripremaju se kao soli hidroklorne ili
sulfurne Kiseline, te su takve soli u obliku jakih kiselih otopina, ali je iritacija tkiva minimalna
zbog velike sposobnosti neutralizacije od strane organizma (Juki¢ i sur., 2015). Lokalna
anestezija smanjuje akutnu bol, kroni¢nu bol nakon nekih kirurskih postupaka, postoperativnu
mucninu i povracanje, te pluéne komplikacije, medutim neka Su istrazivanja pokazala kako je
povezana sa smanjenjem recidiva raka, infekcijama kirur§kih mjesta, te smrtnosti (Hutton i
sur., 2018).

Ona blokira provodljivost ziv€anih impulsa u svim zivéanim tkivima kako bi se
stvorio nedostatak osjecaja na anesteziranom podrucju ¢ija Sirina ovisi 0 mjestu davanja
otopine lokalnog anestetika, ukupno danog volumena, koncentracije anestetika i sposobnosti
anestetika da prodire u tkiva (Juki¢ i sur., 2015). U visokim je koncentracijama citotoksi¢na
za neurone, a toksicnost korelira sa topljivosti lipida, te ukljuCuje smrt stanice uzrokovanu
nekrozom ili apoptozom (Tedore, 2015). Primjena lokalnog anestetika kod kirurskih rana je
ucinkovita nakon manjih kirurSkih zahvata, ali nije se pokazala djelotvornom nakon vec¢ih
operacija, te intraperitonealna primjena lokalnih anestetika ima kratkotrajan i slab analgetski

ucinak nakon laparoskopskih postupaka (Kehlet i Dahl, 2003).



1.2. Anestetici

Anestetici su vrste lijekova u plinovitom, teku¢em ili drugom obliku. Prvi anestetik
koji se koristio u operativne svrhe 1846. godine, bio je dietil-eter. Medutim, zbog njegovih
lako hlapljivih i zapaljivih svojstava stvorila se potreba za pronalaskom novih anestetika, te se
danas koriste fluorirani inhalacijski anestetici od kojih je u najvecoj mjeri zastupljen
izofluran. U Hrvatskoj je u Zadru 13. oZzujka 1847. godine, prvi put obavljena operacija
koristenjem eterske narkoze (Juki¢ i sur., 2015).

Unos anestetika moze biti putem ulja, spreja ili kapljicno, injekcijom u venu ili
inhalacijski plinom. Postupak anestezije provodi se s ciljem olakSavanja kirurskih i drugih
bolnih zahvata. Anestetici djeluju tako $to zaustavljaju ziv€ane signale koji odrzavaju stanje
svijesti, ¢cime induciraju stanje sna, te nakon prestanka djelovanja anestetika, Ziv€ani signali
pocinju dopirati ponovno do mozga vraéajuci pacijentu svijest. Neke nuspojave anestetika
mogu biti osjecaj slabosti ili povracanje, vrtoglavica, drhtanje, glavobolja, svrbez, upala, bol i
slicno, medutim one uglavnom traju kratko. Vecina anestetika se potpuno ili djelomi¢no
metabolizira u jetri pa kod nje dolazi Cesto do ozljeda koje uklju¢uju oksidacijski stres,
nekrozu jetre i apoptozu (Zhu i sur., 2017).

Prema nacinu unosa, anestetike dijelimo na: inhalacijske, injekcijske (intravenozne,
intramuskularne i subkutane), oralne i rektalne. Inhalacijski anestetici detaljnije su opisani u
sljede¢em poglavlju. Injekcijski anestetici unose se u tijelo putem igle, te su u tekuéem stanju.
Tekudi se anestetik na ovaj nacin unosi direktno u venu (intravenozno) i ukljucuje u protok
krvi, te ima najbrze djelovanje. Intramuskularni unos podrazumijeva unos tekuéine iglom
direktno u misi¢no tkivo gdje se anestetik takoder brzo apsorbira, dok je apsorpcija kod
subkutanog unosa, u prostor izmedu koZe i miSica, sporija. Op¢i anestetici djeluju kao
posrednici na simpaticki prijenos u srediSnjem ziv€anom sustavu pojacavajuéi inhibicijski
prijenos 1 reduciraju¢i ekscitacijsku transmisiju ukljuc¢ujuci djelovanje na presinapticke i
postsinapticke uc¢inke (Hemmings Jr., 2009).

Postoje dva temeljna mehanizma djelovanja i medureakcije kako lijekova tako i
anestetika, a to su farmakodinamika i farmakokinetika. Farmakodinamika se bavi
proucavanjem promjena Sto ih neko sredstvo izaziva 1 mehanizmima tih promjena, te
proucava odnos izmedu koncentracije sredstva i odgovora na isti u svrhu izbora terapije.
Farmakokinetika, s druge strane, proucava promjene koncentracije sredstva u odredenom
vremenu 1 u razliitim dijelovima tijela, te se bavi apsorpcijom, raspodjelom,

biotransformacijom i eliminacijom sredstva u namjeni odabira najpogodnije koli¢ine sredstva.



Pokazalo se da gotovo svi anestetici imaju negativan utjecaj na razli¢ite komponente
imunosnog sustava, kao Sto je inhibicija imunosti posredovana stanicama ili stvaranje
promjene u ravnotezi izmedu proupalnih i protuupalnih citokina (Tedore, 2015). Anesteticke
molekule se umecu u lipidni dvosloj ¢ime membrane postaju fluidnije 1 nepravilne, takoder
dolazi do smanjenja temperatura prijelazne faze membrana, odvajanja lateralnih faza, te
mijenjanja elektri¢nih svojstava membrana kao §to su membranska dielektricna konstanta i

povrsinski dipolni potencijal (Urban i sur., 2006).



1.2.1. Inhalacijski anestetici

Inhalacijski anestetici su lako hlapljive tekucine, unose se i eliminiraju disnim putem,
imaju slabiju biotransformaciju u jetri, te difuzijom preko alveokapilarne membrane ulaze u
krvotok kojim dalje putuju prema organima i srediSnjem zivéanom sustavu. TO su male,
hidrofobne molekule koje jednostavno prelaze barijeru stanicne membrane, oslabljuju
stani¢no disanje, te omogucéavaju brzu indukciju, brzu promjenu dubine anestezije i brz
oporavak. Njihovo je uklanjanje neovisno o bubreznoj i jetrenoj funkciji, a neki dokazi
upucuju na njihova moguca kardioprotektivna svojstva (Spence i sur., 2017). Imaju
protuupalni uc¢inak u razli¢itim organima, kao $to su Ziv€ani sustav, srce, diSni sustav i
bubrezi (Blum i Zuo, 2013), te poveéavaju ionsku propusnost liposoma koja je povezana s
njihovom koncentracijom (Urban i sur., 2006).

Na sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku nalaze se u tekucem stanju, ali imaju
sposobnost prelaska u plinovitu fazu zbog visokog tlaka pare, te im je zbog velike povrSine
pluca pristup cirkulaciji brz kao i njihovi farmakoloski ucinci pa su tako gotovo trenutacno
apsorbirani i izbjegavaju metabolizam jetre (Brozovi¢ i sur., 2017). Inhalacijski anestetici se
naj¢eS¢e primjenjuju u opc¢oj anesteziji za uvod u anesteziju 1 za njeno odrZavanje u
kombinaciji s intravenskim lijekovima. Inhalacijska indukcija podrazumijeva unos visokih
koncentracija hlapljivih anestetika koji se potom apsorbiraju kroz alveolarnu membranu u
cirkulaciju 1 difundiraju preko krvne moZdane barijere konacno dosezu¢i odgovarajuce
koncentracije koje uzrokuju nesvjesticu (Dean i Chapman, 2018). Umanjuju neuroloska i
histoloska ostecenja nastala cerebralnom ishemijom smanjuju¢i brzinu mozdanog
metabolizma i depolarizaciju periinfarkta, te inhibiraju¢i ekscitotoksi¢nost glutamata
(Nellgard i sur., 2000).

Nazocnost i1 djelovanje anestetika moze se odrediti u razli¢itim tkivima, ukljucujuéi
plu¢a, mozak, i spinalnu tekucinu, te posebice u krvi (Pihlainen i Ojanpera, 1998). Odnos
izmedu doze i ucCinka anestetika iskazuje se putem minimalnog MAC-a Koji izrazava
koncentraciju inhalacijskog anestetika, u volumnim postotcima (vol%), koja kod 50%
pacijenata, sprjecava refleksno kretanje u vrijeme operacijskog zahvata pri bolnoj stimulaciji
(incizija koze, elektricna stimulacija).

Cimbenici koji poveéavaju brzinu indukcije inhalacijskih anestetika su: udahnuta
koncentracija hlapljivog anestetika, alveolarna ventilacija, funkcionalni rezidualni kapacitet,
topljivost (koeficijent raspodjele krvi 1 plina), src¢ani 'output' (koli¢ina krvi koju srce pumpa u
odredenom vremenu), alveolarno-venski parcijalni gradijent tlaka i drugi ucinak plina (engl.

Second gas effect) (Dean i1 Chapman, 2018). Drugi ucinak plina uzrokovan je
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koncentracijskim uc¢inkom dusikovog (I) oksida (N2O, engl. Nitrous oxide) na parcijalne
tlakove ostalih plinova u alveolarnoj smjesi tako $to brzi unos visokih koncentracija N,O
proizvodi porast alveolarne koncentracije kisika i prate¢ih hlapljivih anestetickih tvari (Peyton
i sur., 2011). Trenutni dokazi upuéuju na dvostruke u¢inke hlapljivih anestetika na upalni
proces: mogu inhibirati upalu izazvanu raznim potencijalno Stetnim podrazajima, kao Sto su
ishemija i spojevi koji induciraju upalu, te izazvati neuroupalu u odsutstvu tih podrazaja
(Blum i Zuo, 2013).

Svi inhalacijski anestetici uzrokuju ovisno o dozi, odredeni stupanj depresije sréane
akcije 1 vazodilataciju uz posljedicni pad krvnog tlaka, te postoji mogucénost pojave
genotoksi¢nih ucinaka. Smanjuju respiracijski volumen, te dovode do porasta frekvencije
disanja i smanjenja respiracijskog odgovora na ugljicni dioksid. Takoder dovode do
smanjenja jetrenog protoka ovisno o primijenjenoj dozi. Jedan od ucinaka inhalacijskih
anestetika jest redukcija stani¢ne nekroze koja se javlja uslijed dugotrajne okluzije koronarne
arterije, te reperfuzije. Oni takoder proizvode farmakoloski preduvjet protiv miokardijskog
infarkta u eksperimentalnim modelima ozljede ishemijom i reperfuzijom, imaju vazne zastitne
ucinke na srce kod ljudi s bolestima koronarnih arterija, te smanjuju apoptoti¢ni odgovor na
ishemiju i druge oblike ozljede tkiva (Jamnicki-Abegg i sur., 2005). Jednako tako, inhalacijski
anestetici smanjuju cerebrovaskularnu otpornost i povecavaju protok krvi u mozgu (CBF,
engl. Cerebral blood flow), te imaju potencijal povecanja intrakranijalnog tlaka (ICP, engl.
Intracranial pressure), $to je posebno opasno u pacijenata s neuskladenim ICP (Campkin,
1984).

Farmakoloski gledano, razlikujemo dvije vrste inhalacijskih anestetika:
mocne inhalacijske anestetike koji pokazuju pozitivnu modulaciju GABAA, receptora (engl. y-
Aminobutyric acid type A) i anestetski djeluju na druge receptore ili kanale ukljucujuéi
povecéanje inhibitornih receptora glicina, inhibiciju ekscitacijskog NMDA (engl. N-methyl-D-
aspartate) tipa glutamata i neuronskih nikotinskih acetilkolinskih receptora, aktivaciju
domene dviju pora Ky kanala (engl. Two-pore-domain background K* channels) i
propustanje kalijevih (K, engl. Potassium ion) kanala, te inhibiciju presinapti¢kih natrijevih
(Na*, engl. Sodium ion) kanala; i
plinovite inhalacijske anestetike koji ukljucuju ciklopropan, N,O i ksenon, koji su inaktivni na
GABAA receptorima, ali blokiraju NMDA receptore i aktiviraju odredene Kyp kanale pri
klinickim koncentracijama (Hemmings Jr., 2009).

Na razini kraljeznicne mozdine, inhalacijski anestetici smanjuju prijenos Sstetnih

aferentnih informacija koje se rasprostiru uzlazno od kraljeznicne mozdine do mozdanog
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korteksa preko talamusa, ¢ime se smanjuje supraspinalni podrazaj, inhibiraju spinalnu
eferentnu neuronsku aktivnost reducurajuci pokrete u odgovoru na bol, te smanjuju mozdani
protok krvi i metabolizam glukoze (Khan i sur., 2014). Inhibiraju neuronske naponske kanale
Na® pri klini¢kim koncentracijama, a redukcija u otpuStanju neurotransmitera uzrokovana
hlapljivim anesteticima ukljucuje inhibiciju presinapti¢ih akcijskih potencijala kao rezultat
blokade Na* kanala u izoliranim Zivéanim zavrSecima $takora (Hemmings Jr., 2009). Oni
mogu Smanjiti ishemi¢nu mozdanu ozljedu, te ublazavaju ekscitotoksi¢nost inhibiranjem
otpustanja glutamata i postsinaptickim odgovorima posredovanim receptorom glutamata
(Kawaguchi i sur., 2005).

Inhalacijski anestetici imaju negativan utjecaj na imunosnu funkciju i Sirenje raka,
gdje povecavaju koncentraciju ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGF, engl. Vascular
endothelial growth factor) 1 matriéne metaloproteinaze (MMPs, engl. Matrix
metalloproteinase) (stimulatora angiogeneze) koji povecavaju migraciju stanica; te
povecavaju regulaciju hipoksijom induciranih ¢imbenika koji posreduju u zastitnim u¢incima
inhalacijskih anestetika na ozljede ishemije i reperfuzijskih bolesti, ali su ukljuceni i u
povecanu tumorigenezu I metastaziranje utje¢ué¢i na angiogenezu, energiju metabolizma,
proliferaciju stanica, apoptozu i migraciju stanica (Tedore, 2015). Istodobna primjena
inhalacijskog anestetika sa cisplatinom, smanjuje uc¢inkovitost cisplatina reducirajuci njegove
Stetne sposobnosti, mehanizmom kompetitivnog vezanja na isto mjesto vezanja lijeka
(Brozovi¢ i sur., 2011). Inhalacijski anestetici smanjuju pobudni postsinapticki potencijal
(EPSPs, engl. Excitatory postsynaptic potentials) u spinalnim i hipokampalnim neuronima
koji se neizravno pripisuje presinaptiCkom mehanizmu, te smanjuju kortikalnu osjetiljivost
neurona na primijenjeni glutamat koji predstavlja postsinapticki mehanizam (Hemmings Jr.,

2009).



1.3. 1zofluran

Izofluran (Slika 1) je patentiran 1969. godine, a u upotrebi se nalazi od 1980-ih
godina. Halogeni je metil-ctilni eter, bezbojna, nezapaljiva tekucina iritiraju¢eg djelovanja na
respiratorni sustav, ¢iji MAC iznosi 1,2 vol%. Zbog toga mu je primjena kao sredstvo za uvod
u anesteziju ograni¢ena. Koristi se kao inhalacijski anestetik ¢ime se izbjegavaju problemi
vezani uz injicirane anestetike, kao $to je dug poluZzivot, nedostatak spojeva za preokretanje
aktivnosti u slucaju predoziranja ili mogucih nuspojava, te relativno mala razlika izmedu
terapijske 1 letalne doze (Szczesny i sur., 2004). Medutim, odliCan je anestetik za
neurokirurSku anesteziju zbog zanemarivog djelovanja na mozdani protok krvi i
intrakranijalni tlak, te u slucaju jetrenih bolesti zbog odrzavanja postoje¢eg krvnog protoka

kroz portalnu venu (Karadza i sur., 2004).

F F F

F Cl F

Slika 1. Struktura izoflurana (preuzeto od: Lee i sur., 2015).

Izofluran se u mjeri od 0,2% podvrgava oksidacijskom metabolizmu enzimima
citokroma P450 u jetri, bubregu i plu¢ima (Brozovi¢ i sur., 2017). Nunn (1985) je proveo
istrazivanje u kojem je ustanovio kako izofluran odrzava stabilnim sréani ritam, arterijski tlak,
te potice brz oporavak nakon anestezije zbog slabe topljivosti. Medutim, neki manji nedostaci
ustanovljeni tijekom istog istrazivanja ukljuuju blago nadrazuju¢u prirodu anestetika,
povremeni slucaj tahikardije, te pojavu delirija i boli pri budenju iz anestezije. Izofluran
inducira reverzibilno otpustanje kalcijevih iona (Ca®*, engl. Calcium ion) iz endoplazmatskog
retikuluma (ER, engl. Endoplasmatic reticulum) u cerebrokortikalne i hipokampalne neurone,
te iz sarkoplazmatskog retikuluma (SR, engl. Sarcoplasmic reticulum) aktivacijom rianodin
receptora (RyRs, engl. Ryanodine receptor) ili inhibicijom unosa Ca® uSRu kojem je sadrzaj
Ca®*" smanjen (Wei i sur., 2005).



Szczesny i sur. (2004) ustanovili su da u djelovanju od 6,5 sati, izofluran ne utjece na
ritmiCke oscilatorne kontrakcije i relaksaciju prekapilarnih arteriola u mikrocirkulaciji, te
odrzava stabilnim srednji arterijski krvni tlak i brzinu otkucaja srca. Ima antioksidativno i
protutumorsko djelovanje na sve stanice, osim na neurone, ¢ime smanjuje upalu i oksidativni
stres u manjim operacijama (Lee i sur., 2015), te otvara krvno-mozdanu barijeru §to moze
povecati propusnost intravaskularnih tvari u tkivo mozga (Blum i Zuo, 2013). Unos
inhalacijom, dopusta mu brzu apsorpciju i1 cirkulaciju zbog velike povrsSine plu¢a i brzo
farmakolosko djelovanje, a koriste¢i komet test, moze se uociti potencijalna genotoksicnost
izoflurana tijekom i nakon anestezije (Brozovi¢ i sur., 2017), te je pojednostavljeni

metabolicki put izoflurana prikazan na Slici 2 (Pihlainen i Ojanpera, 1998).

0,

FZHC—O—CC]I-I—CF3 — - F2HC—O—CO—CF3>+C1' ili (F3C—COCI>

/e

Kovalentno vezanje F,C—COOH
na proteine Izlu¢ivanje
putem bubrega

Slika 2. Biotransformacija izoflurana (preuzeto i prilagodeno prema: Pihlainen i Ojanpera,
1998).

S druge strane povecava koronarni protok vise nego S§to je potreba miokarda za
kisikom c¢ime stvara mogucénost 'krade' odnosno preusmjeravanja protoka iz granicno
prokrvljenih dijelova miokarda u one dobro prokrvljene Sto posljedi¢no rezultira ishemijom
miokarda (Doyle, 2007). lako izofluran ima manji toksi¢ni u¢inak na jetru pokazan je i blagi
porast aminotransferaza, te su zabiljezeni slucajevi u kojima je navedeni anestetik doveo do
izrazenije jetrene disfunkcije, ali i fulminantnog hepatitisa te jetrene nekroze. Izofluran u
anestetickim dozama djeluje antiproliferativno i citogeneticki na tumorske i zdrave ljudske
stanice, medutim pokazano je da izofluran uzrokuje velika oSteCenja DNA na periferne
leukocite, te poti¢e pojavu genotoksi¢nih ucinaka posebice na mozZdane i jetrene stanice
(Brozovi¢ i sur., 2011).

Prozvodnja i/ili akumulacija amiloidnog beta proteina (A, engl. Amyloid beta) glavni
su patoloski znak Alzheimerove bolesti, a stvara se putem proteolize amiloidnog

prekursorskog proteina (APP, engl. Amyloid precursor protein) pomocu aspartil B-proteaznog
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APP-cjepajuceg enzima (BACE, engl. Aspartyl protease beta-site APP-cleaving enzyme), -
sekretaze ili y-sekretaze (Xie i sur., 2007). U istom radu, navedeno je kako izofluran moze
inducirati apoptozu i aktivaciju kaspaze 3 (neovisno o djelovanju APP), te povecava
nakupljanje AP i razinu BACE.

Subtoksi¢na izloZenost izofluranu moze povecati akutnu otpornost tubularnih stanica.
Uocene smanjene razine otpustanja laktat dehidrogenaze i odrzavanje koncentracije ATP-a
(engl. Adenosine Triphosphate) potvrduju djelovanje izoflurana koji sprjeCava bubrezne
tubularne ozljede. Izofluran inhibira apoptozu u bubreznoj srzi koja je posredovana
kasnjenjem aktivacije kaspaza. Takoder, izofluran stimulira fosforilaciju proteina Koji
signaliziraju prezivljenje i u isto vrijeme aktivira protein kinazu B (Akt, engl. Protein kinase
B), antiapoptotic¢ki ¢imbenik, koji poti¢e prezivljenje stanica (Aravindan i sur., 2006). Visoka
doza izoflurana izaziva neurotoksi¢nost, inhibira sintezu i sekreciju proteina, inducira
citotoksi¢nost hepatocita ljudi i Stakora, te inducira apoptozu ljudskih limfocita, a u razvoju
mozga Stakora klinicke koncentracije izoflurana uzrokuju neurodegenerativne promjene i
trajne nedostatke u uc¢enju (Wei i sur., 2005).

U odnosu na enfluran i metoksifluran, izofluran je otporniji na defluoriranje i moze se
koristiti za dulje vrijeme trajanja operacije bez znacajnog povecanja razine fluorida u serumu
(Khan, 2014). Izofluran smanjuje ekscitotoksi¢nu ozljedu i reducira depresivnu frekvenciju
Sirenja tranzitnih depolarizacija tijekom fokalne ishemije koje inade pove¢avaju dotok Ca?* u
neurone ¢ime se povecava neuronska ozljeda, a njihova inhibicija ograni¢ava ozljedu

(Kawaguchi i sur., 2005).
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1.4. Teski metali

Metali imaju vaznu ulogu u raznim bioloskim procesima te je odrzavanje njihove
homeostaze regulirano mehanizmima unosa, skladistenja i izlu¢ivanja kako bi se odrzali u
odredenim granicama. Poremecaj homeostaze metala, moze dovesti do vezanja metala za
druga proteinska vezna mjesta ili pogreSnog vezanja metala za vezna mjesta namijenjena
drugim metalima, te dovesti do oksidativnih oStecenja bioloskih makromolekula, stvaranja
radikala i nastanka mnogih bolesti (Jomova i Valko, 2011). Metalima posredovano stvaranje
radikala uzrokuje razne modifikacije DNA baza, modificiranje homeostaze kalcija i
sulthidrila, te pojacanu lipidnu peroksidaciju gdje lipidni peroksidi, nastali napadom radikala
na fosfolipidne ostatke polinezasi¢enih masnih kiselina, mogu dalje reagirati sa redoks
metalima stvarajuéi mutagene i kancerogene malondialdehidne (MDA, engl.
Malondialdehyde), 4-hidroksinonenalne (4-HNE, engl. 4-hydroxynonenal) i druge
egzociklicke DNA adukte (etano i/ili propano adukte) (Valko i sur., 2005).

Metali utjecu na transkripciju gena, ekspresiju i aktivaciju brojnih signalnih proteina,
ukljucujuéi receptore ¢imbenika rasta, G-proteine kao $to je ras, tirozin kinaze kao $to je c-
src, proteine mitogen aktivirane proteinske kinaze (MAPK, engl. Mitogen - activated protein
kinases) i nuklearne transkripcijske ¢imbenike kao §to su NF-kB, nuklearni faktor aktiviranih
T stanica (NFAT, engl. Nuclear factor of activated T cells), aktivacijski protein 1 (AP-1, engl.
Activator protein 1), tumor supresor protein (p53, engl. Tumor suppressor protein) i
hipoksijom inducirani faktor 1 (HIF-1, engl. Hypoxia-inducible factor 1) (Leonard i sur.,
2004). Najznacajniji ué¢inak metala na signalne putove zapazen je kod MAPK/AP-1 i NF-xB
puteva, gdje je NF-kB ukljucen u upalne reakcije, a AP-1 je vazan za rast i diferencijaciju
stanica (Valko i sur., 2005). Ti uéinci mogu ukljucivati aktivaciju ili inaktivaciju, biti izravni
preko medureakcije metala sa proteinima ili neizravni stvaranjem metalom induciranih
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive oxygen species) (Leonard i sur., 2004).

Koncentracija radikala proizvedenih unutar stanica utjece na selektivnu aktivaciju
transkripcijskih ¢imbenika AP-1 i NF-xB c¢ija je aktivacija ukljuena u stani¢nu diobu i
proliferaciju, te gena p53 koji Stiti kontrolnu tocku stanicnog ciklusa 1 €ija inaktivacija
omogucuje nekontroliranu proliferaciju, te se stani¢na apoptoza ili smrt mogu povezati s
izlaganjem karcinogenim metalima (Valko i sur., 2005). Antioksidansi (enzimski i
neenzimski) pruzaju zastitu od napada slobodnih radikala posredovanih metalima, pa tako
vitamin E i melatonin mogu sprije€iti ve¢inu metalom posredovanih o$te¢enja u in vitro

sustavima, ali i u zivotinja sa poviSenim razinama metala u organizmu (Valko i sur., 2005).
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1.4.1. Zeljezo

Zeljezo je vrlo vazan metal u tijelu Govjeka §to se moZe uoditi iz &injenice da se nalazi
u strukturi hemoglobina kojeg nalazimo u krvi, te ima funkciju prenosSenja kisika. Sudjeluje u
proizvodnji crvenih krvnih stanica, ima klju¢nu ulogu u stanicnom metabolizmu, katalizira
mnoge enzimske reakcije, posreduje u imunosnom odgovoru i pomaze u proizvodnji vezivnih
tkiva i neurotransmitera u mozgu (Juluri i sur., 2013). Preporuceni oralni unos zeljeza iznosi
15 mg/dan, gdje zdrave odrasle osobe apsorbiraju 5-10% zeljeza iz hrane, te je to osnova za
procijenjenu parenteralnu potrebu od priblizno 1 mg/dan koja nadoknaduje gubitke uklanjanja
koze 1 sluznice iz crijeva i genitourinarnog sustava (Burns i Pomposelli, 1999). Prosjecna
tezina Covjeka sadrzi oko 4-5 g Zeljeza, a u bioloskim se sustavima nalazi u tri oksidacijska
stanja:

Fe (I1) koji je na fizioloskom pH topljiv, ali nestabilan u vodenom mediju, te reagira s
molekularnim kisikom (O, engl. Molecular oxygen) u svrhu stvaranja Fe (111) i superoksida;
Fe (1) koji se na fiziolosSkom pH precipitira kao oksihidroksidni polimer; i

Fe (IV) koji je vrlo rijedak (Valko i sur., 2005).

Skladi$ni oblik Zeljeza javlja se u dva oblika, kao: (1) topljiva proteinska jezgra
feritina koji predstavlja klasu jednolancanih, metal vezujucih proteina sa dva vezna mjesta, te
ima svojstvo stroge povezanosti i meduovisnosti vezanja metala i aniona; i (2) kao dio
netopljivog hemosiderina koji se sastoji od anorganskog zeljeza povezanog sa proteinima i
drugim tvarima u promijenjivim omjerima, te moze potjecati od razgradenog feritina (Aisen i
Listowsky, 1980). Feritin se sastoji od velikog proteinskog premaza (apoferitina) koji
okruzuje jezgru oksidiranog vodikovog zZeljeza koja moze sadrzavati do 4 500 atoma Zeljeza,
a njen se promjer krec¢e izmedu 4 1 9 nm, dok je vanjski promjer molekule 12 nm (Coe 1 sur.,
1995).

[ako je zeljezo potrebno u organizmu za njegovu normalnu funkciju, smatra se da ima
kancerogene posljedice na organizam koje nastaju stvaranjem ROS-a u prisutstvu metala
(Leonard i sur., 2004). Zbog svoje elektronske strukture i sposobnosti upravljanja
elektronskim reakcijama smatra se glavhom komponentom u proizvodnji i metabolizmu
slobodnih radikala u bioloskim sustavima (Valko 1 sur., 2015). Smatra se da Zeljezo moze
utjecati na redoks stanje, inhibicijom enzima uklju¢enih u antioksidacijsku obranu. Zeljezo je
ucinkoviti katalizator tirozinske nitracije drugim citotoksicnim oksidantom, peroksinitritom
(Lipscomb i sur., 1997).

Nedostatak Zeljeza naj¢esé¢i je uzrok anemije zeljeza u tkivima, a jedna od najgorih

posljedica njegovog nedostatka jest mentalna retardacija u djece. Nedostatak Zeljeza je
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prisutniji u dojencadi, djece 1 Zena u vrijeme poroda, a neadekvatne pohrane zeljeza u tijelu
mogu dovesti do ozbiljnih zdravstvenih posljedica, te smrti (Juluri i sur., 2013). Prekomjerna
koli¢ina zeljeza je rjedi slucaj u koji su ukljuceni poremecaji U apsorpciji i prijenosu zeljeza,
te sekundarni poremecaji koji su povezani Sa bolestima jetre i srca, rakom,
neurodegenerativnim  poremecajima, dijabetesom, hormonalnim abnormalnostima i
abnormalnostima imunosnog sustava (Valko i sur., 2005).

Kako bi se kontrolirala reaktivnost Zeljeza, on je u organizmu prisutan u kompleksu sa
proteinima, a metabolizam Zeljezovih iona kontroliran je masSinerijom koja otkriva njegovu
koncentraciju, obavlja njegov prijenos u krvi i preko membrana, osigurava ione Zeljeza
tijekom slaganja i sazrijevanja proteina, te skladisti ione zeljeza (Cheignon i sur., 2018).
Transferin i feritin, prijenosni i skladi$ni proteini metabolizma Zeljeza smanjenjem kataliticke
aktivnosti zeljeza u redoks rekacijama s jednim elektronom mogu smanjiti izloZenost stanica
potencijalno Stetnim vrstama poput peroksida, superoksida i hidroksilnog radikala (OH", engl.
Hidroxyl radical), te dovoljno ¢vrsto vezu Zeljezo kako bi sprije€ili formiranje netopljivih
hidroliti¢kih produkata, iako reverzibilno tako da je metal dostupan stanicama po potrebi
(Aisen i Listowsky, 1980).

Visak parenteralnog Zeljeza i onog iz hrane izdvaja se putem retikuloendotelnog
sustava 1 moze dovesti do hepatospleni¢ne sideroze koja je sekundarni uzrok preoptere¢enosti
zeljezom, dok je nasljedna hemokromatoza primarni uzrok (Burns i Pomposelli, 1999).
Prekomjerno kroni¢no izlaganje Zeljezu povezano je s oSteCenjem Stanica jetre (Slika 3) i
fibrozom §to u konacnici dovodi do ciroze. Preopterec¢enje Zeljezom vodi pojacanoj lipidnoj
peroksidaciji bioloskih membrana i narusavanju funkcije organa (Masini i sur., 2000). Uzroci
nedostatka Zeljeza ukljuCuju neadekvatan unos, kronian gubitak mase tijela ili njihovu
kombinaciju. Nadoknada nedostatka Zeljeza moze se posti¢i poveéanim oralnim unosom
zeljeza u obliku dodataka, medutim, zbog netolerantnosti nekih pacijenata na oralnu terapiju
ili gastrointestinalne disfunkcije, rjeSenje se nalazi u parenteralnom unosu zeljeza (Burns i
Pomposelli, 1999).

Nakupljanje zeljeza, zajedno sa cinkom i bakrom, u amiloidnim plakovima oznaka je
Alzheimerove bolesti (Cheignon i sur., 2018). Zeljezo u Alzheimerovoj bolesti ima
patofiziolosku ulogu katalizatora stvaranja slobodnih radikala na temelju posjedovanja slabo
vezanog elektrona i sposobnosti postojanja u vise valencija, pa tako je dvovalentni Fe?* (engl.
Ferrous ion) sposoban prenositi jedan elektron i omoguciti proizvodnju slobodnih radikala
(Markesbery, 1997).
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Zeljezo je u dijelu srednjeg mozga zvanom SNpc (lat. Substantia nigra pars
compacta) prisutno u visokim koncentracijama, medutim, u jednom obliku parkinsonizma
magnetskom rezonancom se moze utvrditi abnormalno poveéanje paramagnetskog ucinka
zeljeza u repatoj jezgi (engl. Caudate nucleus) i putamenu bazalnih ganglija (Montgomery,
1995).

Slika 3. Akumulacija kolagena u gerbilima (sko¢imi$evima) obradenim Zeljezom. Na slici A
prikazani su dijelovi jetre iz kontrole, a slika B prikazuje zeljezom obradeno tkivo jetre gdje

se primjecuje dramati¢na akumulacija kolagena (fibroza) (preuzeto od: Masini i sur., 2000).
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1.4.2. Zeljezo dekstran

Kompleksi zeljezo dekstrana farmaceutski su vazni sinteticki modeli proteina feritina
koji skladisti zeljezo, te se sastoje od dekstranskog (linearna (1-6)-poli-D-glukoza) omotaca
koji okruzuje vodenu jezgru Zeljezovog oksida i koriste se za lije¢enje anemija u nedostatku
zeljeza (Oshtrakh i sur., 1994). Dekstrani ¢ine skupinu skladi$nih polisaharida i koriste se u
medicini, prirodno se nalaze u kvascu i bakterijama, te su koriSteni kao 'umjetna krv' zbog
sposobnosti stvaranja kompleksa sa zeljezom (Graczykowski i Dobek, 2011). Jezgra od
zeljeza u kompleksima zeljezo dekstrana ima svojstva sli¢na feritinu i kao kod feritina,
karboksilatnim je skupinama povezana sa vanjskim premazom koji je kod Zeljezo dekstrana
sastavljen od ugljikohidrata (Coe i sur., 1995). Masa zeljezne jezgre iznosi 105 kDa, a
ukupnog Zeljezo dekstran kompleksa, komercijalno dostupnog kao imferon, 166 kDa
(Graczykowski i Dobek, 2011). Komercijalno je dostupan kao stabilna, bistra, viskozna i
crvenkasto-smeda koloidna suspenzija koja sadrzi 5% zeljeza i 20% dekstrana (Juluri i sur.,
2013).

Apsorpcija zeljezo dekstrana vrsi se kroz stanice retikuloendotelnog sustava gdje
makrofagna aktivnost ovisi o veli¢ini ¢estica (Lazaro i sur., 2003). Otpusteno zeljezo, iz
retikuloendotelnog sustava, preuzima transferin u plazmi i prenosi ga u kostanu srz gdje se
ugraduje u molekulu hemoglobina. Takoder, veliki dio Zeljeza veze se za raspolozive
proteinske dijelove kojima se formiraju hemosiderin ili feritin, fizioloski oblici Zeljeza
(Graczykowski i Dobek, 2011). Kod pacijenata na hemodijalizi, pokazalo se da zeljezo
dekstran poboljSava pohranu Zeljeza 1 smanjuje koriStenje rekombinantnog humanog
eritropoetina (rHUEPO, engl. Recombinant human erythropoietin) sto rezultira smanjenjem
ukupnih troskova (Greenbaum 1 sur., 2000).

Zeljezo dekstran prvenstveno djeluje na jetru i dobar je model procjene toksiénosti
zeljeza, te kroni¢ni unos Zeljezo dekstrana izaziva znacajnu lipidnu peroksidaciju i povecanu
oksidaciju proteina u cerebralnom korteksu, a ujedno je povezan sa smanjenjem sadrzaja
neenzimatskih antioksidansa, superoksid dismutaze (SOD, engl. Superoxide dismutase) i
aktivnosti katalaze (CAT, engl. Catalase) sto rezultira teSkom neurotoksi¢nosc¢u, dok akutna
doza dovodi do pojave oksidacijskog stresa u mozgu Stakora s povecanjem aktivnosti katalaze
i vezanja NF-kB sa DNA koji djeluju kao zastitni stani¢ni parametri (Piloni i sur., 2016).

Intramuskularne injekcije kompleksa Zeljezo dekstrana Cesto koriStene za lijeCenje
anemije u ljudi, uzrokuju sarkom vretena stanica ili pleomorfni sarkom u Stakora na mjestu
ubrizgavanja, a zbog rizika od anafilaksije unos se vrsi putem 'ukupne doze infuzije' (TDI,

engl. Total dose infusion) ili odrzavanjem doze parenteralnom prehranom (PN, engl.
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Parenteral nutrition) (Valko i sur., 2005). Kod djece, odrzavanje doziranja Zeljezo dekstrana
ima manji rizik od anafilaksije u usporedbi sa TDI-om, te oblici niskomolekulskog (LMW,
engl. Low molecular weight) zeljezo dekstrana imaju manji rizik od anafilaksije nego one
visokomolekulskog (HMW, engl. High molecular weight) (Lee i sur., 2017). Parenteralni
zeljezo dekstran koristi se za opskrbljivanje Zeljeza u pacijenata na kroni¢noj hemodijalizi, sa
kroni¢nim gastrointestinalnim gubitcima i u kirurSkim zahvatima gdje pacijenti odbijaju
transfuziju krvi, a nuspojave se javljaju od blage akutne anemije do teSke anafilakticke
reakcije, pogorSanja autoimunih bolesti, miSi¢nih bolesti, maligniteta vezivnog tkiva,
sindroma preopterecenja Zeljezom i infekcije oSte¢enom imunosti (Burns i Pomposelli, 1999).
Razli¢iti pripravci parenteralnog zeljeza koriste se za lijeCenje anemije i kod kroni¢nog
zatajenja bubrega (CRF, engl. Chronic renal failure) zajedno s eritropoetinom (Lim i Vaziri,
2004b), te u slué¢ajevima melapsorpcijskog sindroma, Chronove bolesti, upalne bolesti crijeva
1 kroni¢ne opstrukcije crijeva (Juluri i sur., 2013).

Najucinkovitiji nacin pruzanja potpore crvenim krvnim stanicama u terapijama za
anemiju kroni¢ne bolesti bubrega je intravenski unos zeljeza (Pai i sur., 2007). Kada, u
lijecenju pacijenata na hemodijalizi, oralna terapija ne uspijeva odrzati odgovarajuce koli¢ine
pohranjenog zeljeza, primijenjuje se intravenozni pripravak Zeljezo dekstrana koji dovodi do
brzog poboljsanja eritropoeze (Fishbane i sur., 1996). Zabiljezeno je da su ukupne doze
zeljezo dekstrana pogorSale simptome reumatoidnog artritisa 1 vaskularne bolesti kolagena, te
su povezane s vecom pojavnoscu anafilaksije (Burns i Pomposelli, 1999).

Od svih pacijenata koji primaju parenteralnu terapiju zeljeza, njih 26% dozivljava
ogranic¢avajuce i blage nuspojave, a 3% pacijenata ima ozbiljnije simptome od kojih 0,1-0,6%
razvija anafilaksiju koja ugrozava Zivot, te se vecina reakcija dogada odmah tijekom davanja
odgovarajuce doze i popratni poremecaji ukljucuju dispneju, glavobolju, crvenilo, bol u
prsima, bol u trbuhu ili ledima, poviSenu temperaturu, napadaje, hipotenziju, urtikariju i
anafilaksiju; a odgodene se reakcije javljaju jedan do tri dana nakon infuzije i povezane su s
talozenjem zeljeza u tkivima koje ukljucuje mijalgiju, artralgiju, flebitis 1 limfoadenopatiju
(Burns i Pomposelli, 1999). Parenteralno davanje lijeka povezano je s neposrednim
nuspojavama kao S§to su dispneja, bolovi u trbuhu ili ledima, mucnina i povracanje, vrudica,
utrikarija i moguce fatalne anafilakticke reakcije (Juluri i sur., 2013). Zbog onesposobljavanja
tijela da sprijeci preopterecenje Zeljezom, intravenozna primjena preparata Zeljeza dovodi do
brzog 1 nefizioloSkog porasta zeljeza u kratkom vremenu, te je moguca niska razina
toksi¢nosti jer kemijska struktura preparata minimizira otpustanje kataliticki aktivnog Zeljeza

U izvanstani¢ni prostor (Lim i Vaziri, 2004b).
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Ponovljena primjena parenteralnog kompleksa Zeljezo dekstrana moze potencijalno
rezultirati toksi¢nim koli¢inama slobodnog Zeljeza u krvi, te je predlozena usporena i
produljena transdermalna isporuka zeljeza putem koze koja simulira usporenu intravenoznu
infuziju, s ciljem izbjegavanja pretjeranog zasic¢enja transferina i kontrole pohrane zeljeza u
sistemskoj cirkulaciji, medutim ona je ograni¢ena zbog velike molekularne mase i1 visoke
hidrofilnosti, te se u tom slucaju koriste mikroinjekcije koje olakSavaju isporuku

makromolekula i koloidnih lijekova preko koze (Juluri i sur., 2013).
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1.5. Upala i oksidacijski stres

Upala je reakcija organizma na ozljedu tkiva, te su u upalnu reakciju ukljuceni
specifi¢ni i nespecificni mehanizmi obrane. TO je reakcija na fizicki, kemijski ili bioloski
uzrok ozljede, gdje imunosne stanice razaraju, razrjeduju ili ograduju Stetnu tvar i vlastite
unistene stanice nakon Cega slijedi proces reparacije ili cijeljenja (Andreis i sur., 2010). U
slucaju izostanka regulacije upale moze do¢i do ostecenja tkiva, septickog Soka, poremecaja
homeostaze, autoimunosti, te kroni¢nih autoupalnih bolesti.

U slucaju infekcije 1 pojave upale postoji vjerojatnost obrane od infekcije, ali i
vjerojatnost stvaranja autoimunosti, oStecenja tkiva, te pojave septiCkog Soka. OStecenjem
tkiva moze do¢i do popravka nastalih ostecenja ili do pojave fibroze, metaplazije, te rasta
tumora. U stresnim reakcijama upala moze pomo¢i pri prilagodbi na novonastalu situaciju i
uspostavljanju homeostaze ili voditi nastanku autoupalnih bolesti tijekom duzeg perioda.

U upali sudjeluju stanice kao §to su makrofagi (fagocitoza i baktericidni ucinak),
pomoc¢nicke T-stanice, NK stanice (engl. Natural killer), neutrofili (fagocitoza i baktericidni
ucinak), bazofili (medijator upale — histamin), eozinofili (izlu¢uju toksi¢ne tvari za otklanjanje
parazita), monociti (fagocitoza), te mnoge druge koje proizvode citokine koji djeluju kao
kemijski signali, te dovode do pocetka kaskadne imunoreakcije. Infekcija i1 ozljeda pokrecu
sustavni upalni odgovor (SIN, engl. Systemic inflammatory response) ¢iji je cilj ograni¢avanje
ozljeda, popravak tkiva i povecanje imunosti, a klasi¢ni odgovor ukljucuje vruéicu,
hipotenziju, tahikardiju, hiperglikemiju, povecani katabolizam proteina i smanjenu zasi¢enost
zeljezo-transferinom povecavajuci razinu bakra i1 cinka u serumu (Burns 1 Pomopnelli, 1999).

Upala se dijeli na akutnu i kroni¢nu, te se javlja kao imunoreakcijski odgovor. Na
pocetak upale utjecu mnogobrojni citokini koje sintetiziraju straZarske stanice, a dijelimo ih
na protuupalne, proupalne i regulacijske. Neki protuupalni citokini su interleukin (engl.
Interleukine) 4 (IL-4), I1L-9 i IL-13; proupalni: IL-1, IL-6, ¢imbenik tumorske nekroze o
(TNF-a, engl. Tumor necrosis factor-a) i IL-12; regulacijski: 1L-10, te transformirajuci
¢imbenik rasta (TGF-f, engl. Transforming growth faktor-5). Poviseno oslobadanje citokina
znak je upale, a ukljuceni su IL-1, TNF i IL-6 koji se javljaju zajedno sa povisenim razinama
glukagona, kortizola i epinefrina, te posreduju u metaboli¢koj kaskadi sustavnog upalnog
odgovora (Burns i Pomponelli, 1999).

Akutna upala je pocetna reakcija organizma na ozljedu, te dolazi do povecanog
protoka krvi na mjesto upale, te prodora plazme i leukocita u ozlijedeno podrucje.

Karakteristike akutne upale su crvenilo, oteklina, toplina, bol i oSte¢enja odredenih funkcija.
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Dugotrajno djelovanje dovodi do razvitka u kroni¢nu upalu koja je u sustini Stetnog utjecaja
zbog nelijecenja akutne upale, te moze do¢i do razvoja razlicitih poremecaja u koje spadaju i
tumori.

Na mjestima upale i1 raznih ozljeda, moguca je pojava raka, a u njegovom formiranju i
progresiji klju¢nu ulogu imaju upalne stanice, gdje 'promocija' raka rezultira novacenjem
upalnih stanica, oslobadanjem kemijskih medijatora, oksidacijskim osteéenjem, te
neuspjesnom apoptozom koja u konacnici dovodi do nepromijenjene i nastavljene
proliferacije stanica i pojave angiogeneze tumora (Tedore, 2015).

Pretvorba energije jedan je od temeljnih procesa Zivota, a u organizmima je prisutno
kretanje iona preko polupropusne membrane koje se koristi za stvaranje ionskog gradijenta, tj.
redoks reakcija u kojima se elektroni prenose od prvotnog donora preko nekoliko posrednika
do konacnog receptora, a kod ljudi i Zivotinja je to O ¢ija je prednost visoki redoks potencijal
i energija u reakciji: O, + 4e” + 4H" = 2H,0 (Cheignon i sur., 2018).

Oksidacijski stres je stanje u kojem se javlja nesrazmjer u stvaranju i otklanjanju ROS-
a i dusikovog (II) oksida (NO, engl. Nitric oxide), dolazi do smanjenja antioksidacijske
zaStite, te se nastala oStecenja na tkivima i organima ne mogu uspjeSno popraviti. Ima bitnu
ulogu u sluéaju kroni¢nih upalnih odgovora, novaéenjem imunosnih stanica na oSteena
podrucja. Anaerobno okruzenje i O,, kao konacni akceptor elektrona, rezultiraju stalnom
proizvodnjom ROS-a koji nastaju enzimski (npr. u makrofagima za ubijanje napadaca) ili
neenzimski, kao sporedna reakcija u respiratornom lancu (Cheignon i sur., 2018). Uoceno je
da oksidacijski stres sudjeluje u promicanju aktivacije raznih upalnih transkripcijskih
¢imbenika (NF-kB, AP-1, p53) praceno produkcijom raznih upalnih medijatora koji oteZavaju
upalni odgovor. Posljedicno tome, velike koli¢ine upalnih medijatora kroni¢nom upalom
uzrokuju oksidacijski stres.

Slobodne reaktivne cestice su atomi ili molekule koje sadrze nespareni elektron, zbog
kojega su visoko reaktivni, a njega neutraliziraju antioksidansi. Prema definiciji,
antioksidanski spoj je endogena ili egzogena molekula koja kada je prisutna u niskim
koncentracijama u usporedbi s oksidiraju¢im supstratom, znacajno odgada ili inhibira
oksidaciju supstrata mehanizmima uklanjanja ROS-a, gasenja izvora ROS-a i regeneracije
endogenih antioksidansa (Cheignon i sur., 2018). Prva linija obrane protiv ROS-a je
sprje¢avanje njihovog formiranja, tj. prevencija, a u sluc¢aju ve¢ stvorene Stetne vrste dolazi do
deaktiviranja presretanjem S$tetnih vrsta u svrhu sprjecavanja daljnjih reakcija formiranjem

neradikalnih i nereaktivnih krajnjih produkata, dok se u slu¢aju neucinkovitosti prethodnih
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procesa obavlja popravak nastalih oStecenja (Sies, 1997). U ljudskim stanicama enzimatsku
antioksidantsku obranu pruzaju SOD, CAT i glutation peroksidaza (GPx, engl. Glutath
ione peroxidase) (Halliwell i Gutteridge, 1986).

Konstantno izmjenjivanje ravnoteze izmedu ROS-a i antioksidansa moze povecati
osjetljivost na neke poremecaje kao $to su upala, autoimune bolesti, rak, dijabetes, ishemija-
reperfuzija (IR, engl. Ischemia reperfusion) ozljede, ozljede pluc¢a, neurodegenerativne i
kardiovaskularne bolesti (Sharma i Kutala, 2013). ROS utjee na pojavu apoptoze
remecenjem raznih redoks reguliranih transkripcijskih ¢imbenika ili signalnih puteva $to je

prikazano na Slici 4 (Kehrer, 2000).

Oksidacijski putevi 1 apoptoza

Redoks putevi ROS putevi
Tiolni antioksidansi (npr. NAC) ROS

‘ \I l Antioksidansi koji

NDGA mepp- [zmijenjeni intracelularni tioli razbijaju lanac

p33/p21
p53 l
Detektor abnormalnosti Abnormalni signal stani¢nog ciklusa

\ Apoptoza /

Slika 4. Oksidacijski putevi koji aktiviraju apoptozu. Reaktivni kisikovi radikali mogu
dovesti do ostecenja koja izravno aktiviraju apoptozu. ROS ili tiol antioksidansi mogu
mijenjati unutarstani¢ni oksidativni tonus, rezultiraju¢i abnormalnim signalnim putevima koji

u konacnici stimuliraju apoptozu (preuzeto i prilagodeno prema: Kehrer, 2000).

Akumulacija oksidacijskog stresa ima vaznu ulogu u etiologiji razli¢itih kroni¢nih
bolesti kao Sto su neurodegenerativne bolesti, kardiovaskularne bolesti i rak, te su razvijeni
razni biomarkeri za odredivanje stanja oksidacijskog stresa kao Sto su: prekid dvostrukih
lanaca DNA koji se moze otkriti fosforilacijom histona H2AX (engl. H2A histone family
member X), nastanak ulomaka DNA i njihova migracija komet testom, o$tecenje lipida
proizvodnjom MDA i 4-HNE koji su dobro poznati biomarkeri lipidne peroksidacije (Lee i
sur., 2015). Povecana koncentracija MDA dobivena lipidnom peroksidacijom i smanjena

funkcija antioksidacijskog sustava, niske razine SOD-a i glutationa (GSH, engl. Glutathione)
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pronadena je u bolesnika na hemodijalizi, te djeluje nepovoljno na proteine, lipide i
nukleinske kiseline ostecuju¢i baze DNA (posebno gvanin putem oksidacije) ili modificirajuci
Secere ¢ime Se kod bolesnika s CRF moze povecati rizik od kasnijeg razvoja raka (Sung i sur.,
2013). Slobodni radikali su korisni u fagocitozi bakterija i redoks signalizaciji, medutim
djeluju toksi¢no u medureakciji s vitalnim molekulama kao Sto je DNA stvarajuc¢i stabilne
adukte ¢ime se inducira mutagenost (Sharma i Kutala, 2013).

Alzheimerova bolest karakterizirana je progresivnim pogorSanjem kognitivnih
funkcija koje se mogu povezati sa znacajnom redukcijom volumena mozga u odnosu na
zdrave osobe, a atrofija proizlazi iz degeneracije sinapsi i smrti neurona, naroito u
hipokampusu, regiji koja je zasluzna za sjecanje i prostornu orijentaciju (Cheignon i sur.,
2018). U Alzheimerovoj bolesti dolazi do povecanog oksidacijskog stresa §to je dokazano:

. povecanom koli¢inom zeljeza, aluminija i zive Kkoji su sposobni stimulirati stvaranje
slobodnih radikala;

. povecanom peroksidacijom lipida, smanjenom koli¢inom polinezasi¢enih masih kiselina u
mozgu i poveéanim 4-HNE, aldehidnim produktom lipidne peroksidacije u ventrikularnoj
tekudini;

. povecanom oksidacijom proteina i DNA;

smanjenom energijom metabolizma i snizenom oksidazom citokroma c;

. poveéanom koli¢inom proizvoda glikacije (AGE, engl. Advanced glycation end products),
MDA, karbonila, peroksinitrita, hem oksigenaze-1 i SOD-1 u neurofibrilarnim zapletima i
senilnim plakovima (SP, engl. Senile plaques); i

istrazivanjima koja pokazuju da je AP peptid sposoban stvarati slobodne radikale
(Markesbery, 1997).

Oboljeli od Parkinsonove bolesti imaju povecanu osjetljivost na oksidacijski stres koji
je povezan s poveéanom autooksidacijom dopamina uzrokovanom visokim koncentracijama
zeljeza (Montgomery, 1995). U mozgu osobe oboljele od Parkinsonove bolesti dolazi do
smanjenja razine feritina 1 povecanja koncentracije Zeljeza u nigralnim dopaminergi¢kim
neuronima, smanjenja GSH, te povecanja peroksidacije lipida u nazocnosti zeljeza Sto vodi

uniStenju stanica (Halliwell, 1992).
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1.5.1. Utjecaj izoflurana na pojavu upale i oksidacijskog stresa

Pojava upale sluzi zastiti domacina od nepovoljnih podrazaja kao §to su patogena
infekcija i mehanicki stres. Jedan od najvaznijih biljega upale je transkripcijski ¢imbenik NF-
kB koji potic¢e ekspresiju proupalnih citokina (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) i enzima (COX-2,
iINOS, LOX), te promotora oSte¢enja DNA. lzofluran uzrokuje povecanje oksidacije lipida i
proteina, parametara oksidacijskog stresa, te ima snazan genotoksi¢ni ucinak koji je na
vrhuncu 120 minuta nakon anestezije, a aktivnost popravka DNA pocinje tre¢eg dana nakon
anestezije 1 zavrSava petoga dana (Brozovi¢ i sur., 2017). Isto tako, postoji razlika u pojavi
oksidacije, upale i oSte¢enja DNA odnosno oSteCenja mozdanog tkiva s obzirom na vrstu
zahvata i duljinu trajanja anestezije.

Iako mehanizam djelovanja hlapljivih anestetika nije u potpunosti razjasnjen,
anestetici aktiviraju kaspaze, poveéavaju nastajanje Af proteina, povisuju proupalne citokine,
posebice TNF-a, te podrzavaju apoptozu stanica. Pri operacijama se u krvotok otpustaju razni
proupalni citokini, kao $to je TNF-a i interleukin IL-B, §to potvrduje da upalni odgovor ima
klju¢nu ulogu u patogenezi i neurodegenerativnim poremecajima kao $to je Alzheimerova
bolest (Naidu i sur., 2013). Proupalni citokini djeluju na sredi$nji ziv¢ani sustav direktno ili
indirektno, preko slabopropusne krvno mozdane barijere ili mijenjajuci aferentnu funkciju
vagalnog zivca. Glia stanice se mogu aktivirati, te potaknuti otpuStanje raznih upalnih
medijatora (Ologunde i Ma, 2011). Dugotrajna upala koja podrazumijeva poremecenu
urodenu imunost ili produljeni stani¢ni stres inducira disfunkciju, a moze voditi prema
povecanom riziku razvoja kroni¢nih bolesti.

Pod hipoksi¢nim uvjetima, izofluran djeluje zastitno medureakcijom s putevima Kkoji
ukljucuju fosfolipazu C koja aktivira antiapoptoticke puteve, te otpuStanje Ca®* iz
unutarstani¢nih skladista (Burchell i sur., 2013). Kod Zivotinja izofluran ima zastitni ucinak
na ventrikularne miocite tako da djeluje na stanja uzrokovana neravnotezom kisika poput
hipoksije, pojave hidrogen peroksida i upalnog odgovora induciranog neutrofilima. Kod
zivotinja su takoder smanjeni biljezi oksidacijskog ostecenja i medijatori upale djelovanjem
izoflurana, dok je povecano stvaranje antioksidativnih enzima. Temeljem navedenog,
pokazano je da izofluran ima antioksidativno i protuupalno djelovanje na pluéno i sréano
tkivo, ali ne i na mozdano (Lee i sur., 2015).

Apoptoza bubreznih stanica potencijalni je okidac upale i poti¢e patogenezu akutnog
otkazivanja bubrega, medutim subtoksi¢no izlaganje izofluranu moze povecati otpornost
tubularnih stanica, te sprijeciti stani¢nu smrt, tj. inhibirati apoptozu posredstvom ka$njenja

aktivacije kaspaza (Aravindan i sur., 2006). Stani¢na smrt inducirana izofluranom
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karakterizirana je jezgrenom kondenzacijom, fragmentacijom i aktivacijom kaspaze 3 i 9
(Wei i sur., 2005). Dugotrajna upala i disfunkcija stanica mogu dovesti do kroni¢nih oboljenja
povecanjem infiltracije upalnih imunosnih stanica, te povecanja oksidacijskog stresa.
KoriStenje izoflurana kao anestetika u operaciji za modeliranje neonatalne
ishemije/hipoksije, dovelo je do pretpostavke kako izofluran moze imati zaStitne u¢inke na
novorodencad, te posebno pokazuje neuroprotektivni ucinak u nekoliko modela mozdanog
udara, ukljucuju¢i subarahnoidalno krvarenje (SAH, engl. Subarachnoid hemorrhage),
srednju cerebralnu arterookluziju (MCAO, engl. Middle cerebral arteryocclusion),
intracerebralno krvarenje, traumatsku ozljedu mozga i neonatalnu hipoksi¢nu/ishemijsku
ozljedu mozga (Zhao i sur., 2016). Smatra se da izofluran inhibira ekscitotoksi¢nost koja je
pokrenuta akumulacijom glutamata tijekom ishemije Sto rezultira smanjenjem nekroze gdje
izofluran smanjuje izvanstani¢ni glutamat, te je ujedno i antagonist GABA receptora Koji

osigurava inhibicijski u€inak protiv ekscitotoksi¢nosti (Burchell i sur., 2013).
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1.5.2. Aktivacija upale i oksidacijskog stresa prilikom upotrebe zeljezo dekstrana

Stvaranje slobodnih radikala posredstvom metala uzrokuje razne modifikacije DNA
baza, poboljsava lipidnu peroksidaciju i mijenja homeostazu kalcija i sulfhidrila, a lipidni
peroksidi koji nastaju napadom radikala na ostatke fosfolipida polinezasi¢enih mashih
kiselina mogu nadalje reagirati s redoks metalima stvaraju¢i mutageni i karcinogeni MDA, 4-
HNE i druge eksociklicke DNA, etano i/ili propano, adukte (Valko i sur., 2005). Dokazi o
pojacanoj aktivnosti glia stanica nakon obrade Zivotinja sa Zeljezom ukazuju na ubrzanje
patoloskih i1 upalnih dogadaja. Visak iona Zeljeza koji prijedu krvnomozdanu barijeru ili se
otpustaju prilikom oS$te¢enja mozga induciraju oksidacijski stres i stvaranje ROS-a preko
Fentonske i Haber-Weissove reakcije (Slika 5).

U Fentonskoj reakciji metal reagira s vodikovim peroksidom (H,O,, engl. Hydrogen
peroxide) pri emu nastaje reaktivni OH’, te oksidirani Fe** (engl. Ferric ion). On se reducira
superoksidnim anionom (O%, engl. Superoxide anion) u Fe** u Haber-Weissovoj reakciji te
opet reagira s H,O,. Hidroksilni radikali o$tecuju proteine DNA i membranske lipide. ROS-
ovi imaju ulogu u poticanju stvaranja oSte¢enja stanica koja mogu voditi karcinogenezi, mogu
poticati kaskadnu reakciju nastajanja novih ROS-ova, stimuliraju upalu koja ukljucuje
izlu€ivanje kemotakti¢kih ¢imbenika, ¢imbenika rasta, proteolitickih enzima, lipooksigenaza i
ciklooksigenaza, inaktivaciju antiproteolitickih enzima 1 oslobadanje signalnih proteina

(Leonard i sur., 2004).

sustavi generiranja O
superoksida A |
+e_ ) Fed* Cu2+ ’/ Fe2+* Cut
O I 02 + Co3* Cré+ = Co# Cro*
2
\\\\ :
.___\__q__\___h_v_ﬂh__*_ S 0 D
o,
Fentonska
reakcija
Y

hidroksilni radikal OH’
singlet kisik 'O,
metal-perokso [Me-O0 ]
. _~lipidna peroksidacija LOO LO
Aktivacija gena
RAK ostecene DNA
Slika 5. Putevi oksidacijskog stresa uzrokovanog redoks aktivnim metalima (preuzeto i

prilagodeno prema: Jomova i Valko, 2011).
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Intravenozni Zeljezni pripravei koriste se u rutinskom lijecenju anemije, zajedno sa
eritropoetinom, kod bolesnika s CRF kod kojih je karakteristicna upala i pojava oksidacijskog
stresa (Lim 1 Vaziri, 2004b). Mehanizmi povezani s osteCenjem jetre u kroni¢nom
preopterecenju zeljezom ukljucuju povecanu krhkost lizosomalne membrane posredstvom
zeljezom inducirane lipidne peroksidacije, te peroksidacijsko oStecenje organela kao Sto su
mikrosomi i mitohondriji (Stohs i Bagchi, 1995).

Dokazano je da Zeljezo-dekstran u subkroni¢nim dozama potic¢e oksidacijski stres i
obrambene antioksidacijske mehanizme u Stakora (Piloni i sur., 2015). Unos Zeljeza oralnim
putem rezultira njegovom slabom apsorbancijom u gornjem dijelu gastrointestinalnog sustava
i vecina se nakuplja u upaljenom dijelu debelog crijeva, te putem Fentonove reakcije nastaju
ROS-ovi koji dalje poti¢u oStecenja i povecanje propusnosti sluznice, novacenje neutrofila i
aktivaciju transkripcijskin ¢imbenika, npr. NF-kB, regulirajuci transkripciju adhezijskih
molekula, citokina i enzima ukljucenih u upalni odgovor (Carrier 1 sur., 2001).

Sama pojava oksidacijskog stresa moze biti posljedica poremecaja homeostaze iona
zeljeza pa dolazi do nastanka redoks aktivnog zeljeza. Takvo Zeljezo stvara ROS-ove koji
uzrokuju ozljede tkiva, poremecaj rasta stanica 1 oksidacijski stres. Povecana lipidna
peroksidacija vodi modifikaciji proteina, te osStecenju Sto vodi nastanku neuroloskih
poremecaja kao §to su Alzheimerova ili Parkinsonova bolest (Jomova i Valko, 2011). Pojava
oksidacijskog stresa, upale i osteCenja DNA uocena je kod bolesnika podvrgnutih ve¢im
kirur§kim zahvatima, kao S§to su abdominalne i ortopedske operacije, histerektomije,
kolecistektomije i torakotomije. Kod manjih operacija ne javljaju se promjene takvog oblika.

Povecana toksi¢nost uzrokovana kompleksom Zeljezo dekstrana moze se povezati sa
pojavom CRF-a jer se u kardiovaskularnim tkivima povecava oksidacijski stres. Primjena
samo jedne doze Zeljezo dekstrana rezultira znacajnim poboljSanjem anemije. Jedini do sad
dokazani utjecaj jednokratne primjene zeljezo dekstrana jest umjereno povecanje
oksidacijskog stresa, dok ista koli¢ina ne djeluje negativno na funkciju bubrega (Lim i Vaziri,
2004b). Jednako tako ioni Zeljeza utjeCu na aktivnost i aktivaciju NF-kB, aktivnost
transkripcijskog ¢imbenika AP-1, te ekspresiju i transkripciju p53, a ujedno i poti¢u njegove

mutacije (Leonard i sur., 2004).
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1.6. Cilj rada

Dugotrajno izlaganje anesteticima djeluje negativno na periferne organe i tkiva, te
poti¢e upalu, oksidacijski stres, nekrozu, apoptozu vodec¢i pojavnosti neurodegenerativnih
bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. Nazo¢nost visoke razine metala tijekom
izlaganja anesteziji izofluranom na periferna tkiva i organe nije dostatno istrazena. Temeljem
navedenog, cilj rada jest istraziti utjecaj primjene anestetika izoflurana samog i/ili zdruzenog
sa zeljezo dekstranom na razinu oksidacijskog stresa i1 posljedi¢ne upale na uzorcima tkiva

jetre, slezene i bubrega.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijali

2.1.1. Pokusne zZivotinje

Za istrazivanje SuU koriStena oba spola visokosrodnih Stakora Y59 stara 3 mjeseca
uzgojena na Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno - matematickog
fakulteta u Zagrebu. Navedeno je istrazivanje provedeno na ukupno 24 Y59 Stakora
podijeljenih u 4 skupine sa po 6 Zivotinja ovisno o obradi (izofluran i Zeljezo dekstran sami i
/ili u kombinaciji) koji su bili hranjeni standardnom hranom za laboratorijske Zivotinje
(Standard Diet GLP, 4RF21, Mucedola, Settimo Milanese M, Italija), te koji su imali stalni
pristup vodi. Uvjeti su bili standardni (dnevni ritam od 12 sati dana i 12 sati mraka,
temperatura od 24 °C uz kontroliranu vlaznost zraka).

Istrazivanje je provedeno prema etickim nacelima vaze¢ima u Republici Hrvatskoj
(Zakon o zastiti zivotinja, NN 102/2017) i Vodicu za drzanje i koriStenje laboratorijskih
zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH) Publ # 86-23).

2.1.2. Kemijski spojevi

2.1.2.1. 1zofluran
Kao inhalacijski anestetik koristen je izofluran (C3H,CIFsO; Mr = 184,49 g/mol)

proizvodaca Baxter.

2.1.2.2. Zeljezo dekstran
Koristen je zeljezo dekstran (FeH,04S; Mr = 153,92 g/mol) proizvodaca Santa Cruz
Biotechnology, SAD.

2.1.2.3. Priprema Zeljezo dekstrana
Otopina zeljezo dekstrana pripremljena je otapanjem FeH,0,S u dozi od 50 mg/kg

zivotinje u procis¢enoj vodi.
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2.1.3. Laboratorijska oprema

Centrifuga: Centrifuge 5702 (proizvodac: Eppendorf, Njemacka);
Homogenizator: Sonopuls mini (proizvodac: Bandelin, Njemacka);
Spektrofotometar: Libra S22 (proizvodac: Biochrom, UK);

Vaga: ABS 220 — 4 (proizvodac: Kern & Sohn, Njemacka);
VetScan® VS2 uredaj (proizvodac: Abaxis, UK);

Vortex: Vortex Genius 3 (proizvodac: IKA, SAD).
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2.2. Metode

2.2.1. Pradenje promjena tjelesne mase

Tijekom izvodenja pokusa, te neposredno prije pocetka izvodenja pokusa, zivotinje su
pojedina¢no izvagane i oznacene, te su na temelju tih podataka razvrstane u skupine sa
priblizno sli¢nom tjelesnom masom (£ 10 g). Za pojedinu je skupinu, na temelju mase
zivotinja, odredena koli¢ina pojedina¢nih pripravaka koji su davani tijekom pokusa, te je
primjenom istih pradena promjena mase. Mjerenja tjelesnih masa, izvrSena su digitalnom

vagom.

2.2.2. Relativni indeks tezine organa

Relativna tezina organa izra¢unata je prema sljede¢oj formuli:

, ) ukupne tezing organe x 100 ; - y
relativna tezina organa (g/100g) = 7ne = orgeme i izrazena u g/100 g.
konacne tjelasna tazZinag

2.2.3. Obrada Zivotinja

Patofizioloske promjene izazvane su intraperitonealnim (ip) injiciranjem otopine
zeljezo dekstrana u subkroni¢noj dozi od 50 mg/kg Stakora 1 anesteziranjem Stakora
izofluranom (1,5%) tijekom 28 dana (Tablica 1).

Pokusne zivotinje podijeljene su u cetiri skupine po 6 zivotinja: 1. skupinu su Cinili
Stakori koji su sluzili kao kontrola te su primali 0,9% NaCl svaki drugi dan tijekom 28 dana.
Drugu su skupinu ¢inili Stakori koji su bili izlozeni kroz dva sata 1,5% inhalacijskom
anestetiku izofluranu svaki drugi dan tijekom 28 dana. Tre¢u skupinu su ¢inili Stakori koji su
intraperitonealno primali gore opisanu otopinu zeljezo dekstrana svaki drugi dan tijekom 28
dana, a cetvrtu su skupinu cinile zivotinje koje su dva sata nakon intraperitonealnog
injiciranja otopine Zeljezo dekstrana primale 1,5% inhalacijski anestetik izofluran kroz dva
sata svaki drugi dan tijekom 28 dana.

Nakon 28 dana obrade zivotinja, zivotinje Su anestezirane i analgezirane
intraperitonealnim injiciranjem kombinacije Xylapana® (Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R.
Poljska) i Narketana® (Vetoquinol S.A. BP 189 Lure Cedex, Francuska), te zrtvovane kako bi

se prikupila tkiva i organi za daljnju analizu.
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Tablica 1. Pokusne skupine i na¢in obrade

Oznaka Sastav pokusne Doziranje Nacdin primjene | Period obrade
skupine otopine (dani)
0. Kontrola 0,9% NaCl 0,5 mL svaki ip 28
drugi dan
1. 1zofluran Izofluran, 1,5% svaki inhalacijski 28
inhalacijski drugi dan
anestetik
2. FeH,0,4S 50 mg/kg 0,5 mL svaki ip 28
50 mg/kg FeH,O,Su 0,5 | drugidan
mL aqua pro
3. FeH,0,4S 50 mg/kg 0,5 mL pokusne | ip + inhalacijski | 28
50 mg/kg u|FeH,O,Su0,5 | otopineu
kombinaciji sa | mL aquaprou | kombinaciji sa
Izofluranom kombinacijisa | 1,5%

Izofluranom

inhalacijskim
anestetikom

svaki drugi dan
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2.2.4. Priprema i izolacija tkiva

Nakon tjedan dana odvagano je 75 - 100 mg tkiva u Eppendorf epruvetu volumena 2
mL, gdje je dodan fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10, te su uzorci potom homogenizirani
ultrazvu¢nom sondom (homogenizatorom). Dobiveni homogenati su centrifugirani na 15 000
okretaja kroz 15 min na 4 °C, nakon cega je izdvojen supernatant homogenata, te je
napravljeno razrjedenje 10x i 40x. Izolirana tkiva bubrega, jetre i slezene pohranjena su na -

20 °C do pripreme za daljnje analize.

2.2.5. Analiza biokemijskih parametara

Kako bi se procijenili biokemijski parametri krvi, prikupljeni su uzorci krvi u
epruvetama s vakuumom bez antikoagulansa, te je serum koristen za daljnju biokemijsku
analizu. Biokemijski parametri koji su odredivani su: alanin aminotransferaza (ALT, engl.
Alanine aminotransferase), albumin (ALB, engl. Albumin), alkalna fosfataza (ALP, engl.
Alkaline phosphatase), amilaza (AMY, engl. Amylase), dusik uree u krvi (BUN, engl. Blood
urea nitrogen), kreatinin (CRE, engl. Creatinine), glukoza u krvi (GLU, engl. Glucose),
ukupni bilirubin (TBIL, engl. Total bilirubin), ukupni proteini (TP, engl. Total protein), natrij,
fosfor, kalcij, kalij i globulin (GLOB, engl. Globuline) koristenjem VetScan® kita (engl.
Comprehensive Diagnostic Profile reagent rotor) na VetScan® VS2 uredaju (Abaxis, UK).

2.2.6. Osmotska otpornost eritrocita

Izmedu stani¢ne i izvanstani¢ne tekucine, selektivno propusne stani¢ne membrane
uspostavljaju osmotski gradijent. Koncentracija nedifuzibilnih iona s obje strane membrane
utjeCe na jacinu osmotskog tlaka. Izotoni¢na otopina je 0,9% NaCl, §to znaci da ako se
eritrociti stave u takav medij, preko njihove ¢e se membrane uspostaviti osmotska ravnoteza
izmedu izvanstani¢ne i stani¢ne tekucine, te ¢e neto izlaz i ulaz vode iznositi nula. U
hipertoni¢nom mediju, kao $to je 1,8% otopina NaCl, stanicama se mijenja njihov normalni
bikonkavni oblik tijekom povecanog osmotskog gubitka vode. U hipotoni¢nom mediju, npr.
0,4% NaCl ili destilirana voda, javlja se povecani ulazak vode u stanicu pa Stanica bubri,
narusava se cjelovitost stanicne membrane i dolazi do pojave hemolize: hemoglobin pocinje
izlaziti iz stanice i otapati se u okolnom mediju.

Metoda se temelji na cinjenici kako broj stanica koje su u hemolizi ovisi o
hipotoni¢nosti izvanstani¢nog medija, te na razli¢itim osmotskim otpornostima pojedinih
eritrocita. Pokazatelj stupnja osmotske hemolize u svakoj test otopini je koncentracija

oslobodenog hemoglobina. Cilj ove metode je ispitati odnos izmedu osmolalnosti medija u
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kojem su eritrociti suspendirani i stupnja hemolize. Ova metoda sluzi kao dobar indikator
stupnja metabolickih poremecaja unutar eritrocita, oSteCenja staniéne membrane eritrocita,
poremecaja u strukturi hemoglobina ili sinteze enzima.

Pripremljen je niz epruveta s po 0,9 mL 0,9%; 0,8%; 0,7%; 0,6%; 0,5%; 0,4%; 0,3%);
0,2%; 0,1% i 0,0% otopine NaCl. Kako bi se dobila homogena suspenzija stanica, uzorak Krvi
promijeSan je Stapi¢em. Potom se pipetom rasporedi po 0,01 mL uzorka krvi u priredene
epruvete, nakon ¢ega slijedi inkubacija uzoraka u vremenu od 30 minuta. Epruvete se potom
centrifugiraju 10 min na 2200 okretaja/min. Supernatant se zatim mjeri spektrofotometrijski

na 540 nm, a prva se epruveta (0,9% NaCl) koristi kao slijepa proba.

2.2.7. Metode biljega oksidacijskoqg stresa

2.2.1.1. Odredivanje proteina po Lowry-u

U odredivanju koli¢ine proteina koristio se protokol koji su predlozili Lowry i sur.
(1951). Metoda po Lowry-u temelji se na reakciji proteina s divalentnim ionima bakra (Cu®,
engl. Copper (I1) ion) i Folinovim reagensom (reagens razrijeden vodom, Mr = 260,2 g/mol)
koji sadrzi fosfovolframsku i fosfomolibdensku kiselinu. U luznatim uvjetima Cu? tvori
kompleks s peptidnim vezama te se reducira u monovalentni ion bakra (Cu®, engl. Copper (1)
ion). Taj kompleks koji ukljucuje ostatke tirozina, triptofana i cisteina iz proteina te Cu’,
potom reagira s dodanim Folinovim reagensom. U toj reakciji nastaje nestabilni produkt koji
se naposljetku reducira do molibden/volfram plavog obojenja otopine.

Ovom metodom izmjerena je koncentracija proteina iz tkiva bubrega, jetre i slezene
koriStenjem razrjedenja 10x. U svaku je epruvetu dodano 100 pL supernatanta uzorka i 2 mL
otopine D. Otopina D dobivena je mijesanjem 2% Na,CO3 u 0,1M NaOH, natrij-kalij tartarata
u destiliranoj vodi (dH,0) i 0,5% CuSQO,4 x 5H,0 u dH,0 u omjeru 48:1:1. Nakon toga, uzorci
su inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi. Potom je dodano 200 uL otopine Folinova
reagensa (smjesa Folin & Ciocalteu's phenol reagens i dH,O u omjeru 2:1), te su uzorci
promijesani na vortexu i inkubirani dodatnih 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi.
Apsorbancija je mjerena na spektrofotometru na valnoj duljini od 600 nm. Za bazdarni graf
koriSten je albumin govedeg seruma (BSA, engl. Bovine serum albumin) u poznatim
koncentracijama (od 2 mg/mL prema manjim koncentracijama: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125; 0,015625 mg/mL). Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji

BSA izracunat je nagib pravca preko kojega su odredene koncentracije proteina u uzorcima,
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izrazene u mg proteina/mL uzorka, prema formuli:

c= ( A-uzurka_b.smm;:'j'lve F{r[vn.i_."e : ).‘I rcxzrjea"enje.
nagib provee stanicne krivulje

2.2.7.2. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT)

Enzimska aktivnost katalaze metodom po Aebiju (1984) utvrduje se kao koli¢ina
potrosenog vodikovog peroksida, H,O,, koji se razgraduje na vodu i kisik. Ova
spektrofotometrijska metoda mjeri aktivnost katalaze na valnoj duljini od 240 nm u vremenu
od jedne minute preko ekstinkcijskog koeficijenta H,O, (¢ = 39,4 m/Mcm). U Kivetu,
volumena 1 mL, dodano je 20 pL uzorka i 980 uL 10 mM H,0,. Za jetru i slezenu
upotrijebljeno je razjedenje 40x, a za bubreg 10x. Aktivnost katalaze se izrazava kao U/mg

proteina $to predstavlja umol razgradenog H>O, u minuti po mg proteina. Formula koja je

. o . T ] ] . . . ..
koristena u izracunu glasi: ¢ = ﬁ';“l x razrjedenje, gdje broj 1 oznacava put koji zraka
=lHy O )x

svjetla prode kroz kivetu (1 cm).

2.2.1.3. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Ovaj modificirani protokol, metode koju su predlozili Jayakumar i sur. (2007), mjeri
koli¢inu lipidne peroksidacije preko koncentracije MDA Kkoji je krajnji produkt lipidne
peroksidacije. Kada reaktivni Kisikovi spojevi (npr. peroksid i superoksid radikal) razgraduju
visestruke nezasicene masne kiseline nastaje MDA (reaktivni produkt) koji djeluje kao
biomarker oksidacijskog stresa. Za utvrdivanje koncentracije MDA u bioloskom uzorku
najcesc¢e se koristi metoda derivatizacije MDA s 2-tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri
¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA i nastaje MDA-(TBA), kromogeni kompleks
(Slika 6) kojeg mjerimo pomocu spektrofotometra. Reakcija se odvija u kiselim uvjetima na
temperaturi od 95 'C i pritom nastaje MDA-(TBA), crveni fluorescentni kompleks, te mu se
koncentracija odreduje pomocu spektrofotometra pri valnoj duljini od 532 nm. Nacelo metode

zasniva se na narednoj reakciji:

34



. . S N 0 s N\ OH HO /N SH
NG Y

" G VWL

0 OH OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks
Slika 6. Mehanizam reakcije TBARS s tiobarbiturnom kiselinom (preuzeto i prilagodeno

prema: Weitner i sur., 2016).

Kao slijepa proba koristen je PBS pufer. Postupak mjerenja MDA u uzorcima tkiva
ukljuéivao je upotrebu homogenata, tj. u Eppendorf epruvete, volumena 2 mL, izpipetirano je
100 uL homogenata i 1,6 mL reagensa A (Tablica 2). Prethodno pripremljene epruvete bile su
odloZene na stalak, te omotane aluminijskom folijom i potom inkubirane u vodenoj kupelji na
95 °C u vremenu od 60 minuta. Potom je stalak s epruvetama odlozen na led u vremenu od 10
minuta kako bi se otopina naglo ohladila, tijekom cega su folikule, nastale kao proizvod
mjeSanja uzorka i otopine A, ostale na dnu. Uzorci su potom centrifugirani 10 minuta na 5000
okretaja zbog lakSeg odvajanja supernatanta. Apsorbancija supernatanta mjerena je na
spektrofotometru na 532 nm. Ukupna koncentracija MDA iskazana je kao nmol MDA po mg

proteina, a dobivena je putem ekstinkcijskog koeficijenta za MDA (e = 1,56 x 10°/M) prema

Ayzorkax Vr gakcijshke smjese

sljede¢oj formuli: ¢ =

% Vyrorka * Cproteing u urorku

Tablica 2. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

Otopine Nacin pripreme otopina

8,1% SDS 0,81 g SDS-a + 10 mL dH,0

20% octena kiselina 20 mL 99,5% octene kiseline i 2,31 mL HCI (37%), nadopuniti do
50 mL dH,O i podesiti pH na 3,5, te nadopuniti dH,O do 100 mL

0,8% TBA 0,8 g TBA + 40 mL dH,O uz lagano zagrijavanje (35 - 40 °C).
Nakon otapanja dodati 500 uL. 5M NaOH, te nadopuniti s dH,O do
100 mL

Reagens A 100 uL 8,1% SDS + 750 uL 20% octene kiseline (pH = 3,5) + 750
uL 0,81% TBA
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2.2.7.4. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Katalizacija dismutacije dvaju superoksidnih radikala (O2") u H,O, i molekularni kisik
nastaje djelovanjem metaloenzima SOD. Njegova aktivnost utvrdena je metodom po Flohéu i
Ottingu (1971) i odreduje se inhibicijom redukcije citokroma ¢ u sustavu ksantin/ksantin
oksidaza (XOD, engl. Xanthine oxygenase).

U postupku su koristene dvije slijepe probe gdje se prva sastojala od otopine A, a
apsorbancija se mjerila spektrofotometrom na 550 nm u vremenu od 3 minute. Druga slijepa
proba sluzila je za postavljanje enzimske aktivnosti XOD-a, koja mora iznositi oko 0,025
U/min. U Kkivetu, nakon slijepe probe, dodano je 25 pL uzorka, 1,45 mL otopine A i
odgovaraju¢i volumen enzima XOD. Nakon dosegnute optimalne aktivnosti SOD, provedena
je analiza uzoraka.

Za odredivanje aktivnosti SOD izracunat je postotak inhibicije aktivnosti XOD prema

formuli: % inhibicije = 100 — ——2=erka__ 100, |z postotka inhibicije potom je
Adnptipnost XOD

izraCunata  aktivnost SOD  izrazena u U/mL  uzorka prema  formuli:
“winhibicije+12,757

Akt 50D = 10 50,982 . SOD je izrazena kao U/mg proteina i izraCunata prema

formuli: Akt SOD = aktivnost SOD U kL

x razrjedenje. KoriStena razrjedenja za jetru i
Crproteing o usoTiu

slezenu bila su 40x, a za bubreg 10x.
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Tablica 3. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti SOD

Otopine Nadin pripreme otopina

50 mM PBS 17 mL (1,56 g NaH,PO, x 2H,0 u 50 mL dH,0) + 183
mL (5,678 g Na;HPO, u 200 mL dH,O) = 200mL
(namjestiti pH na 7,8 i nadopuniti do 800 mL dH,0)

50 mM PBS s 0,1 mM EDTA 3,72 mg EDTA + 100 mL 50 mM PBS

Citokrom ¢ 0,05 mM 29 mg cyt ¢ + 190 mL 50 mM PBS + 0,1 mM EDTA

Xantin 1 mM 3 mg ksantina + 19,74 mL 1 mM NaOH (tesko se otapa,
lagano zagrijavati); cyt ¢ (-20 °C); Xantin (+ 4 °C) otopiti
na 30 - 40 °C (paziti da ne ispari)

Reakcijska otopina A 190 mL 0,05 mM citokroma ¢ (29 mg citokroma ¢ u 50
mM PBS s 0,1 mM EDTA do 190 mL) i 19 mL 1 mM
ksantina (3 mg ksantina u 19,74 mL 1 mM NaOH, tesko

se otapa, lagano zagrijavati)

Reakcijska otopina B (XOD, 40 pL ksantin oksidaze i 960 uLL dH,O
aktivnost 0,8 U/mL)

2.2.7.5. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

GSH je antioksidans prisutan u stanicama sisavaca u reduciranom obliku, a kao takav
nastaje redukcijom oksidiranog oblika glutation disulfida (GSSG, engl. Glutathion disulfide)
glutation reduktazom. Koncentracija ukupnog glutationa odredena je modificiranim
protokolom koju je predstavio Tietze (1969). Polazna tocka metode je reakcija tiolnog
reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB, Ellmanov reagens) sa sulthidrilnom
grupom GSH pri ¢emu nastaje kromofor, Zuto obojena 5-tionitrobenzoic¢na kiselina (TNB,
engl. 2-nitro-5-thiobenzoic acid) koja se pri valnoj duljini 405 - 414 nm moze
spektrofotometrijski ocitati. Jednako tako stvara se i mijeSani disulfid, GS-TNB c¢ijom
daljnjom redukcijom glutation reduktazom (GR, engl. Glutathione reductase) i NADPH
nastaje molekula TNB i reciklira GSH. Brzina kojom nastaje TNB razmjerna je reciklirajucoj
reakciji koja je izravno proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku. Ovom metodom sav

oksidirani GSH (disulfid GSSG) prisutan u reakcijskoj smjesi ili nastao iz mijeSanog disulfida

GR
GS-TNB, moze se reducirati do GSH u prisutnosti GR i NADPH: GSSG + NADPH + H® —

2GSH + NADP*. Kona¢no dobiveni rezultat slaZe se s ukupnom koncentracijom reduciranog i

oksidiranog GSH u uzorku.
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Za potrebe mjerenja GSH u uzorcima tkiva, razrjedenje koriSteno za jetru i slezenu
bilo je 40x, a za bubreg 10x. Koncentracija ukupnog GSH mijeri se u mikrotitarskoj plo¢ici
gdje je u svaku jazicu stavljeno 20 pL uzorka, 40 uL 10 mM DTNB (reagensa A) i 40 puL
0,035 M HClI, te se provodi inkubacija u vremenu od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
toga se mjeri apsorbancija na valnoj duljini od 412 nm. Potom se dodaje 100 uL reakcijske
smjese B, te je apsorbancija mjerena tijekom 5 min. Priprema navedenih otopina prikazana je
u Tablici 4.

Tablica 4. Priprema otopina za odredivanje koncentracije ukupnog GSH.

Otopine Nacin pripreme otopina

0,035 M HCI 7 mL 0,1M HCI + 193 mL dH,Oili iz 12,178 M HCI
- 0,287 pL (37% HCI) + 99,713 mL dH,0

0,5 M (50 mM) pufer PBS 17 mL 1 M Na;HPO,4 x 2H,0 (3 g Na;HPO,4 x 2H,0

do 17 mL dH,0) + 183 mL 1M Na,HPO, x 12H,0
(65,5 g Na;HPO, x 12H,0 do 183 mL dH-0)

0,5M EDTA 37,29 EDTA u 200 mL dH,0O

0,5 M pufer PBSs 0,5 M EDTA 200 mL 0,5 M PBS + 200 mL 0,5 M EDTA

Reakcijska smjesa A (10 mM DTNB) | 100 pL 8,1% SDS + 750 uL 20% octene kiseline (pH
— Ellmanov reagens =3,5)+ 750 uL 0,81% TBA

Reakcijska smjesa B 9980 uL 0,8 mM NADPH (0,8 mM NADPH: 6,67
mg NADPH + do 10 mL 0,5 M pufer PBS s 0,5 M
EDTA) + 20 pL glutation reduktaze

Bazdarni 0,6 mg GSH (reducirani glutation) + 10 mL 0,5 M
pufer PBS s 0,5 M EDTA

Za sve su standarde nacrtani pravci kao promjena apsorbancije u vremenu. Nagibi
pravaca su ocitani, te je nacrtan pravac kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH.

Dobiveni je pravac, u konacnici, upotrijebljen za dobivanje koncentracije ukupnog GSH u

nagib praveayorgy — negib proveagiiopa proba

nagib pravecg on dorda

uzorku prema formuli: ¢ = x razrjedenje.

Koncentracija ukupnog GSH izrazena je kao uM GSH po mL proteina.
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2.2.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka je analiza podataka obradena pomoc¢u programa STATISTICA 13 (StatSoft,
Tulsa, OK, USA), a statisticka to¢nost je odredena s P < 0,05. Svi ishodi su izrazeni srednjom
vrijednosti + standardna pogreska (SV =+ SP). Podaci su analizirani pomoc¢u Kruskal-Wallis
ANOVA-a testa. Daljnja ispitivanja razlika izmedu skupina napravljena su viSestrukom
usporedbom srednjih vrijednosti svih skupina. Rezultati su prikazani graficki i tabli¢no
pomocu box-plot prikaza. Za pripremu podataka koristen je raunalni program Microsoft
Excel 2007.
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3. REZULTATI

3.1. Relativni indeks teZine jetre

Stakori (N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su
izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Analizom rezultata
relativnog indeksa tezine jetre (Slika 7) pokazana je statisti¢ki znacajna razlika izmedu
skupine izlozene izofluranu u odnosu na skupinu injiciranu s Fe-dekstranom (P < 0,01), te
izmedu skupine obradene Fe-dekstranom u odnosu na kombinaciju izoflurana i Fe-dekstrana
(P <0,05).

3,6
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341 O

337

327

31t
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29 r O

Relativni indeks teZine jetre (g/100g)

28|

2,7

, , , . B sv
Kontrola Izofluran Fe-dekstran |1zofluran+Fe-dekstran U svisp
Skupine L svsspD

2,6

Slika 7. Relativni indeks tezine jetre Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV = SP (SD).
Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Izofluran vs Fe-dekstran (P < 0,01); Fe-dekstran vs Izofluran +
Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.2. Relativni indeks tezine slezene

Analizom rezultata relativnog indeksa tezine slezene (Slika 8) pokazana je statisticki
znaCajna razlika izmedu skupine izloZene izofluranu u odnosu na Fe-dekstran (P < 0,05) i
skupine izlozene izofluranu u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (P < 0,05).
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Kontrola Izofluran Fe-dekstran  Izofluran+Fe-dekstran [J gy+gp

Skupine I svisD
Slika 8. Relativni indeks tezine slezene Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i

0,14

kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-
dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja
Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki znacajno razli¢ito: Izofluran vs
Fe-dekstran (P < 0,05); Izofluran vs Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo

dekstran.
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3.3. Relativni indeks tezine bubrega

Analizom rezultata relativnog indeksa tezine bubrega (Slika 9) pokazana je statisticki
znacajna razlika izmedu skupine izloZzene izofluranu u odnosu na skupinu izlozenu Fe-
dekstranu (P < 0,01).
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Slika 9. Relativni indeks teZzine bubrega Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-
dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja
Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki zna¢ajno razlicito: Izofluran vs
Fe-dekstran (P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4. Mjerenje oksidacijskog stresa u perifernim organima Stakora

3.4.1. Ukupni proteini u uzorcima organa jetre stakora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u jetri stakora (Slika 10) pokazuju statisticki
znacajne razlike izmedu sljedecih skupina: kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,05); izofluran vs
Fe-dekstran (P < 0,01); izofluran vs izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05).
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Slika 10. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima organa jetre Stakora obradenih
izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razli¢ito: Kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,05). Izofluran vs Fe-dekstran (P < 0,01);
Izofluran vs lzofluran + Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.2. Razina lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima organa jetre stakora

Rezultati mjerenja razine MDA u jetri Stakora (Slika 11) pokazuju statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu kontrolne skupine i skupine obradene kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana
(P < 0,05), te skupine izlozene Fe-dekstranu u odnosu na kombinaciju izoflurana i Fe-
dekstrana (P < 0,01).
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Slika 11. Razina lipidne peroksidacije u uzorcima organa jetre $takora obradenih izofluranom,
Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) obradeni su
izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisti¢ki znac¢ajno
razli¢ito: Kontrola vs lzofluran + Fe-dekstran (P < 0,05); Fe-dekstran vs lIzofluran + Fe-
dekstran (P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.3. Razina ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima organa jetre Stakora

Mjerenjem razine GSH u jetri Stakora (Slika 12) dobiveni rezultati pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu sljedecih skupina: kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,05); izofluran vs

Fe-dekstran (P < 0,01); izofluran vs izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05).
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Slika 12. Razina ukupnog glutationa u uzorcima organa jetre Stakora obradenih izofluranom,
Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) obradeni su
izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisti¢ki znac¢ajno
razli¢ito: Kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,05). 1zofluran vs Fe-dekstran (P < 0,01); Izofluran vs
Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna

pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.4. Enzimska aktivnost katalaze (CAT) u uzorcima organa jetre Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti CAT u jetri Stakora (Slika 13) pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu skupine obradene kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu
na kontrolnu skupinu (P < 0,05), te skupine izlozene izofluranu u odnosu na kombinaciju
izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05).
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Slika 13. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima organa jetre Stakora obradenih izofluranom,

18

Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) obradeni su
izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisti¢ki znac¢ajno
razli¢ito: Kontrola vs Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05); Izofluran vs lzofluran + Fe-dekstran
(P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna

devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.5. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima organa jetre $takora

Mjerenje aktivnosti SOD u jetri Stakora (Slika 14) pokazuje statisti¢ki znac¢ajnu razliku
izmedu skupine izlozene izofluranu u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i

Fe-dekstrana (P < 0,01).
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Slika 14. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima organa jetre Stakora obradenih

izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razlicito: Izofluran vs Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,01). Kratice: SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo

dekstran.
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3.4.6. Ukupni proteini u uzorcima organa slezene $takora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u slezeni stakora (Slika 15) pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu skupine injicirane s Fe-dekstranom u odnosu na skupinu obradenu

kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05).
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Slika 15. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima organa slezene S$takora obradenih

izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razlicito: Fe-dekstran vs Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo
dekstran.
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3.4.7. Razina lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima organa slezene $takora

Rezultati mjerenja razine MDA u slezeni Stakora (Slika 16) pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu sljede¢ih skupina: kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,05); izofluran vs

Fe-dekstran (P < 0,01); izofluran vs izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05).
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Slika 16. Razina lipidne peroksidacije u uzorcima organa slezene S$takora obradenih
izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razlic¢ito: Kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,05); Izofluran vs Fe-dekstran (P < 0,01);
Izofluran vs lzofluran + Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo dekstran.
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3.4.8. Razina ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima organa slezene §takora

Mjerenja razine GSH u slezeni Stakora (Slika 17) pokazuju odsutstvo statisticki

znacajne razlike izmedu svih skupina.
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Slika 17. Razina ukupnog glutationa u uzorcima organa Slezene S$takora obradenih

izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Kratice:
SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran —

zeljezo dekstran.

50



3.4.9. Enzimska aktivnost katalaze (CAT) u uzorcima organa slezene Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti CAT u slezeni Stakora (Slika 18) pokazuju odsutstvo

statisticki znacajne razlike izmedu svih skupina.
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Slika 18. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima organa slezene S$takora obradenih
izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Kratice:
SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran —

zeljezo dekstran.
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3.4.10. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima organa slezene

Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti SOD u slezeni Stakora (Slika 19) pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine u odnosu na skupinu injiciranu s Fe-dekstranom
(P <0,01) i kontrolne skupine u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (P < 0,01).
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Slika 19. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima organa slezene Stakora
obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori
(N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, $takori su izlozeni 1,5%
izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV
+ SP (SD). Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,01); Kontrola vs
Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna

pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.11. Ukupni proteini u uzorcima organa bubrega $takora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u bubregu Stakora (Slika 20) pokazuju odsutstvo

statisticki znacajne razlike izmedu svih skupina.
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Slika 20. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima organa bubrega Stakora obradenih

80

izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Kratice:
SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran —

zeljezo dekstran.
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3.4.12. Razina lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima organa bubrega Stakora

Rezultati mjerenja razine MDA u bubregu Stakora (Slika 21) pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupine obradene kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (P < 0,01).
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Slika 21. Razina lipidne peroksidacije u uzorcima organa bubrega S$takora obradenih

izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razlic¢ito: Kontrola vs lIzofluran + Fe-dekstran (P < 0,01). Kratice: SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo
dekstran.
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3.4.13. Razina ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima organa bubrega $takora

Mjerenjem razine GSH u bubregu Stakora (Slika 22) dobiveni rezultati pokazuju
statistiCcki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupine obradene kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05), te izmedu skupine izloZene izofluranu u odnosu na

kombinaciju izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,01).

6,5

6,0 1

557+

50 | — O

45t

4,0 ¢

o 1
1

GSH (nmol/mg proteina bubrega)

357+

30

B sv
25 : : : :
Kontrola Izofluran Fe-dekstran Izofluran+Fe-dekstran L] SV+SP
Skupine T svzspD

Slika 22. Razina ukupnog glutationa u uzorcima organa bubrega Stakora obradenih

izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razli¢ito: Kontrola vs Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05); Izofluran vs Izofluran +
Fe-dekstran (P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.14. Enzimska aktivnost katalaze (CAT) u uzorcima organa bubrega $takora

Rezultati mjerenja aktivnosti CAT u bubregu Stakora (Slika 23) pokazuje statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupine injicirane s Fe-dekstranom (P < 0,01), te

izmedu kontrolne skupine u odnosu na kombinaciju izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,01).
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Slika 23. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima organa bubrega Stakora obradenih
izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6)
obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD). Statisticki
znacajno razlic¢ito: Kontrola vs Fe-dekstran (P < 0,01); Kontrola vs Izofluran + Fe-dekstran (P
< 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna

devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran.
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3.4.15. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima organa bubrega

Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti SOD u bubregu Stakora (Slika 24) pokazuju statisti¢ki
znacajnu razliku izmedu sljede¢ih skupina: kontrola vs izofluran (P < 0,01); kontrola vs

izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05); izofluran vs Fe-dekstran (P < 0,05).
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Slika 24. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima organa bubrega Stakora

obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori
(N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5%
izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV
+ SP (SD). Statisticki znacajno razli¢ito: Kontrola vs lzofluran (P < 0,01); Kontrola vs
Izofluran + Fe-dekstran (P < 0,05); Izofluran vs Fe-dekstran (P < 0,05). Kratice: SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo

dekstran.
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3.5. Analiza biokemijskih parametara

Analiza biokemijskih parametara seruma iz krvi Stakora pokazuje znacajne razlike u
koncentraciji enzima i proteina obradenih skupina (Tablica 5) u odnosu na skupinu izloZzenu
kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana, te razlike izmedu kontrolne skupine i skupine izlozene
izofluranu u odnosu na skupinu injiciranu s Fe-dekstranom. Vrijednosti metabolita i supstrata
(Tablica 6) pokazuju znacajne promjene u skupinama izlozenih izofluranu i kombinaciji

izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu injiciranu s Fe-dekstranom.
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Tablica 5. Vrijednosti analize enzima i proteina u serumu S$takora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-

dekstrana.
ANALIZA BIOKEMIJSKIH PARAMETARA — ENZIMI I PROTEINI (X + SP)

OBRADA ALP (U/L) ALT (U/L) AMY (U/L) ALB (g/L) TP (g/L) GLOB (g/L)
Kontrola 226,00 £4,38 * 43,00+ 0,73 *° 593,33 £ 21,12 54,33 £ 0,42 68,33 + 0,84 13,33 £ 0,55
Izofluran 154,67 + 4,42 41,33 +1,52 671,00 £ 0,97 */** | 56,33 +£0,76 * 72,67+1,11%* 16,00 £ 0,97
Fe-dextran 164,33+ 9,12 33,00 + 2,03 538,67 + 10,70 54,67 +0,42 72,33 £ 1,11 ** 17,33+ 1,38
Izofluran + Fe- 118,00 £ 7,96 37,67 £1,52 561,00 £ 28,21 50,33 £0,21 65,33+ 0,92 15,00 + 0,97
dextran

Stakori (N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja
Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD).

* Statisticki znacajno razli¢ito u usporedbi sa skupinom izlozenom kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana (* P < 0,01, ** P < 0,05); Statisticki
znacajno razli¢ito u usporedbi sa skupinom izlozenom Fe-dekstranu (** P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska,
SD - standardna devijacija, Fe-dekstran — zeljezo dekstran, ALP — alkalna fosfataza, ALT — alanin aminotransferaza, AMY — amilaza, ALB —
albumin, TP — ukupni proteini, GLOB — globulin.
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Tablica 6. Vrijednosti analize metabolita i supstrata u serumu $takora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-

dekstrana.
ANALIZA BIOKEMIJSKIH PARAMETARA — METABOLITI I SUPSTRATI (X + SP)

OBRADA GLU TBIL BUN PHOS CRE Na* K* Ca”*

(mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Kontrola 154+027* 4,67 £0,21 7,03+027** |2,75+0,03* |38,00+3,52 |138,33+1,72|5,77+0,13 | 2,59+0,03 **
Izofluran 16,17 +£ 0,39 4,67 £0,21 6,1 +£0,33 2,11+0,15 38,67 +4,00 |139,67+0,76 | 6,67+0,35 |2,46+0,01
Fe-dextran 14,97 £ 0,44 * | 5,00 + 0,00 6,07 £ 0,43 2,34 +£0,14 33,33+4,97 | 136,33 +£0,76 | 4,8+0,1 */*° | 2,56 + 0,04
Izofluran + | 19,37 +0,31 5,00+ 0,00 5,33 +0,33 2,53 +£0,08 40,33 +2,08 | 136,67 +£0,56 | 6,33 +0,02 | 2,53 +£0,02
Fe-dextran

Stakori (N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja

Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV + SP (SD).

* Statisticki znacajno razli¢ito u usporedbi sa skupinom izlozenom kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana (* P < 0,01, ** P < 0,05); Statisticki

znacajno razlic¢ito u usporedbi sa skupinom izloZzenom izofluranu (** P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija, Fe-dekstran — Zeljezo dekstran, GLU — glukoza, TBIL — ukupni bilirubin, BUN — dusik uree u krvi, PHOS - fosfati, CRE —

kreatinin.
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3.6. Osmotska fragilnost eritrocita

Analiza rezultata hemolize eritrocita (Slika 25) pokazuje pojavu 100%-tne hemolize
eritrocita kod svih skupina pri koncentraciji NaCl 0,1%. U kontrolnoj je skupini do 50%-tne
hemolize eritrocita doslo pri koncentraciji NaCl 0,5%, medutim kod ostalih je skupina uoc¢eno

malo odstupanje, te je 50%-tna hemoliza nastupila pri nesto manjoj koncentraciji NaCl.
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Slika 25. Analiza % hemolize eritrocita Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) obradeni su izofluranom (1,5%), Fe-
dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon ip injiciranja
Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5% izofluranu kroz 2 h) svaki drugi dan tijekom 28 dana.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV = SP (SD). Kratica: Fe-dekstran — Zeljezo dekstran.
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti u¢inak primjene anestetika izoflurana i Fe-dekstrana
samog i/ili zdruzenog na oksidacijsko-redukcijske promjene, upalu i toksi¢nost u stanicama
jetre, slezene 1 bubrega. Ucinak je istrazen mjerenjem odrednica oksidacijskog stresa i upale,
te procjene toksi¢nosti pomoc¢u hemolize eritrocita. Oksidacijsko-redukcijske promjene pratili
smo mjerenjem: a) razine malondialdehida, krajnjeg produkta lipidne peroksidacije; b)
glutationa kao stani¢nog neenzimskog antioksidansa; c) aktivnosti superoksid dismutaze,
metaloenzima koji katalizira redukciju i oksidaciju superoksidnog aniona u molekularni kisik
i vodikov peroksid; te d) aktivnosti enzima katalaze, klju¢ne u razgradnji vodikovog
peroksida na kisik i vodu. Upalne promjene pratili smo mjerenjem: a) relativne tezine organa
jetre, slezene i bubrega u odnosu na kontrolnu skupinu; b) analizom promjena biokemijskih
odrednica krvi mjerenjem alanin aminotransferaze (ALT), aloumina (ALB), alkalne fosfataze
(ALP), amilaze (AMY), dusik uree u krvi (BUN), kreatinina (CRE), glukoze u krvi, ukupnih
bilirubina (TBIL), ukupnih proteina (TP) i globulina (GLOB), te promjene razine vaznih
elektrolita kao Sto je natrij, fosfor, kalcij i kalij. Eritrocite, stanice posebice osjetljive na
oksidacijska ostecenja, upotrijebili smo za procjenu toksi¢nosti anestetika i Zeljezo dekstrana.
Eritrociti su pogodan model za procjenu oksidacijskih oSte¢enja, buduéi da djeluju kao
nosioci kisika, nemaju sposobnost samoobnavljanja, eritrocitna membrana podlozna je
peroksidaciji lipida, dok je hemoglobin sklon autooksidaciji. Osjetljivost eritrocita na
peroksidaciju lipida povezana je s nazo¢noS¢u visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih
kiselina u membrani eritrocita te stalnoj izloZenosti stanica kisiku uz nazo¢nost reaktivnog
zeljeza u hemoglobinu $to posljedicno vodi stvaranju slobodnih radikala i slabljenju
antioksidativne obrane eritrocita, te gubitka cjelovitosti eritrocitne membrane.

Nasi rezultati analize relativnog indeksa tezine jetre (Slika 7) pokazali su povecanu
tezinu jetre u skupini obradenoj Fe-dekstranom u odnosu na tezinu jetre u skupini obradenoj
izofluranom (P < 0,01), te u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (P < 0,05).

Analiza relativnog indeksa tezine slezene (Slika 8) ukazala je na smanjenu tezinu u
skupini izlozenoj izofluranu u odnosu na tezinu slezene u skupini izlozenoj Fe-dekstranu (P <
0,05) te u odnosu na kombinaciju izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05). Relativni indeks tezine
bubrega (Slika 9) pokazao je smanjenjenu tezinu u skupini izlozenoj izofluranu u odnosu na

tezinu U skupini izlozenenoj Fe-dekstranu; rezultati ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku od
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P < 0,01. Nadalje, smanjena tezina bubrega vidljiva je i u skupini izlozenoj kombinaciji
izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu na obradu Fe-dekstranom.

Mogucée objasnjenje sSmanjenje tezine organa jetre i slezene, u slucaju izlaganja
izofluranu, jest njihovo osteCenje te pojavnost nekroze i apoptoze stanica u navedenim
tkivima kako sugerira Zhu i sur. (2017), dok je kod bubrega nejasno zasto je doslo do
smanjenja tezine jer izofluran sprjeava oStecenja bubreznih tubula, $to se o€ituje smanjenjem
otpustanja laktat dehidrogenaze i odrzavanjem koncentracije ATP-a, te inhibira apoptozu u
bubreznoj mozdini smanjujuci ekspresiju 85 do 96 gena povezanih s apoptozom (Aravindan i
sur., 2006). Medutim, smatramo da dugotrajno izlaganje izofluranu moze dovesti do nastanka
imunokompleksa, te prouzrociti oStecenje bubrega kroz nakupljanje upalnih stanica, posebice
makrofaga i neutrofila koji su ukljuceni u fagocitozu takvih imunokompleksa kroz porast
potroSnje kisika, te pojavnost "oksidacijskog, respiracijskog ili metabolickog praska”. Ovi
oksidacijski mehanizmi mogu biti odgovorni za o$tecenja bubrega na §to ukazuju rezultati
povecéane razine MDA i glutationa (Slika 16 i 17). Potvrdu navedenog trebalo bi dokazati
histoloskom analizom.

Povecanje teZzine svih organa uslijed izlaganja Fe-dekstranu moZe se objasniti
njihovom dobrom prokrvljenos¢u, tj. tijekom prekomjernog izlaganja zeljezu, jetra povecava
skladiStenje zeljeza kako bi zastitila ostala tkiva od oSte¢enja (Easo i Mohanan, 2016). Drugo
objasnjenje moglo bi se temeljiti na povecanoj razini ROS-a i oksidacijskog stresa koja
dovodi do oStec¢enja brojnih stanica ukljucujuéi eritrocite koje hvataju makrofagi jetre
(Kupferove stanice) kao i1 makrofagi slezene vode¢i njihovoj razgradnji te ponovnom
iskoriStenju aminokiselina i1 Fe u sintezi hema 1 molekule hemoglobina. Nadalje, jetra koristi
aminokiseline kao gradivni materijal za sintezu vlastitih proteina i proteina plazme, koji imaju
razlicite vitalne funkcije u organizmu. Svakako treba istaknuti njenu ulogu u pojacanoj sintezi
proteina plazme povezanih s upalom te sintezi prijenosnih proteina, primjerice transferina,
haptoglobina, ceruloplazmina zaduzenih za prijenos Zeljeza, bakra, te nekih drugih tvari
unutar organizma.

Rezultati analize ukupnih proteina u uzorcima organa jetre (Slika 10) pokazali su
statisticki znaCajan porast koncentracije proteina u skupini obradenoj Fe-dekstranom u odnosu
na kontrolnu skupinu (P < 0,05). Uocen je pad koncentracije proteina u skupini obradenoj
izofluranom u odnosu na skupinu obradenu Fe-dekstranom sa statisti¢ki znacajnom razlikom
(P < 0,01). Sli¢ni podaci u smanjenoj koncentraciji proteina jetre vidljivi su izmedu skupine
obradene izofluranom u odnosu na kombinaciju izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05). Razlozi

smanjenja koncentracije proteina u skupini obradenoj izofluranom mogu biti nekroza i
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apoptoza stanica jetre Sto posljedi¢no vodi smanjenoj sintezi inzulinu slicnog ¢imbenika rasta
1 (IGF-1, engl. Insulin-like growth factor) ¢ija je uloga zastita jetre (Zhu i sur., 2017).
Medutim, proces biotransformacije brojnih spojeva, ukljucujuci toksine odvija se najvise u
jetri Sto izaziva dodatne posljedice na jetri. Tijekom samog procesa biotransformacije u vecini
slu¢ajeva nastaju toksi¢ni metaboliti, najéeSce slobodni radikali (O, , HOO ) koji su izuzetno
reaktivni 1 brzo uzrokuju peroksidaciju lipida, najceS¢e lipida staniéne membrane, S§to
uzrokuje ostecenje i odumiranje jetrenih stanica.

MDA je jedan od proizvoda lanCane reakcije slobodnih radikala i lipidne
peroksidacije, te promjene u razini MDA tkiva pokazatelj su oksidacije polinezasic¢enih
masnih kiselina staniéne membrane, te se promjene u oksidacijsko-redukcijskim procesima
procijenjuje pomoc¢u koncentracije MDA, GSH te aktivnosti SOD i CAT (Quin i sur., 2014).
Visoko kompleksan antioksidacijski obrambeni sustav sastoji se od brojnih enzima kao $to su
SOD, CAT i GPx, te endogenih i prehrambenih antioksidacijskih spojeva, medutim
neravnoteza izmedu stvaranja ROS-a 1 antioksidacijskog kapaciteta vodi pojavnosti
oksidacijskog stresa (Lim i Vaziri, 2004a). SOD ubrzava konverziju superoksida u H,O,, dok
CAT i GPx pretvaraju H,O, u vodu (Finkel i Holbrook, 2000).

Lipidna peroksidacija, vaZan biljeg oksidacijskog stresa, javlja se u bioloskim
membranama u kojima dolazi do gubitka fluidnosti, opadanja vrijednosti membranskoga
potencijala, povecanja permeabilnosti prema H® i drugim ionima, oStecenja stanice i
otpustanja njenog sadrZaja. Brojni patoloSki poremecaji posljedica su lipidne peroksidacije
nastale inaktivacijom ili manjkom antioksidacijskih mehanizama, otpustanjem metalnih iona
(npr. zeljeza) iz mjesta skladistenja, te metaloproteina koji su hidrolizirani enzimima
otpustenih iz oteéenih lizosoma (Stefan i sur., 2007).

Rezultati analize razine lipidne peroksidacije jetre (Slika 11) ukazuju da izofluran
izaziva oksidacijske promjene u stanicama jetre i vodi njithovom brzom propadanju na §to
ukazuje smanjena razina proteina, povecana razina glutationa, SOD i CAT aktivnosti (Slike
10-14). Ovi podaci su u sukladu s podacima Wei i sur. (2005) koji su pokazali da izofluran
inhibira sintezu proteina, te inducira citotoksi¢nost u ljudskim i Stakorskim hepatocitima, te
apoptozu kod humanih limfocita kroz smanjenje omjera Bcl-2/Bax proteina klju¢nih za
apoptozu.

Fe-dekstran u stanicama jetre vodi pove¢anju MDA i izrazitom smanjenju razine
glutationa dok izofluran u kombinaciji s Fe-dekstranom vodi zaStitnom ucinku; vidljiva je
smanjena razina MDA i poveéanje razine GSH. Smanjena aktivnost SOD i CAT u skupini

obradenoj izofluranom u kombinaciji s Fe-dekstranom je rezultat prilagodbe na okolisne
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uvjete. Aktivnosti katalaze u stanicama jetre (Slika 13) u skupini obradenoj kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana statisticki je znac¢ajno manja u odnosu na kontrolnu skupinu (P <
0,05) i skupinu izlozenu izofluranu (P < 0,05).

SOD je jedan od najvaznijih antioksidanasa koji uklanja ROS i $titi mitohondrije od
oSte¢enja uzrokovanih potencijalno citotoksi¢nim reakcijama (Quin i sur., 2014), te
predstavlja primarnu antioksidacijsku obranu (Remya i sur., 2016). Graden je kao heterodimer
koji u svojem sredi$tu sadrzi molekulu mangana. Toc¢nije, SOD je metaloenzim te zahtijeva
metalni kofaktor za svoju aktivnost, primjerice Zeljezo (Fe), cink (Zn), bakar (Cu) i mangan
(Mn). Temeljem navedenog razlikujemo tri SOD oblika: (1) Fe-SOD, koji se obi¢no nalazi u
prokariotima i Kloroplastima nekih biljaka, (2) Cu/Zn-SOD prevladava u eukariotima i
raspodijeljen je u osnovi u citosolu, ali se takoder nalazi u kloroplastima i peroksisomima, te
(3) Mn-SOD prisutan u prokariotima i mitohondrijima eukariota (Ighodaro i Akinloye, 2017).
Katalaza je enzim, tetramer koji sadrzi Cetiri iste podjedinice, a svaka od njih posjeduje hem
skupinu i nikotinamid adenin dinukleotid (NADPH, engl. Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate), te u svom sredi$tu ima molekulu Zeljeza, a glavna uloga joj je kataliza reakcije
H,0O; u vodu i molekularni kisik.

Iz rezultata mjerenja enzimske aktivnosti SOD u stanicama jetre (Slika 14) uocljiv je
pad enzimske aktivnosti u skupini izlozenoj kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu
na porast enzimske aktivnosti u skupini izloZenoj izofluranu, te izmedu njih postoji statisticki
znacajna razlika (P < 0,01). Takoder je vidljiv i blagi pad enzimske aktivnosti u skupini
izlozenoj Fe-dekstranu u odnosu na kontrolnu skupinu. Pad SOD u sluc¢aju kombinacije
izoflurana i Fe-dekstrana, te Fe-dektrana mogu¢ je zbog toksi¢nog djelovanja zeljeza, dok je
za porast aktivnosti kod izoflurana zasluzna zastitnicka uloga anestetika na tkivo jetre.

Tioli su organski spojevi, sumporni analogni alkoholi, ¢ije redoks stanje ima ulogu u
kontroli apoptoze, a GSH, kao jedan od tiola, kontrolira redoks regulirane signalne putove, te
njegova razina korelira s osjetljivosti stanica na apoptozu (Kehrer, 2000). Glutation je glavni
antioksidans u stanici koji pruza otpor oksidacijskom stresu neutraliziraju¢i ROS i druge
slobodne radikale i u zdravih se stanica vise od 90% ukupnog glutationa nalazi u
sulfhidrilnom obliku (GSH), a 10% u disulfidnom obliku (GSSG), te se povecanje omjera
GSSG prema GSH smatra pokazateljem toksi¢nosti oksidacijskog stresa (Remya i sur., 2016).

Prema rezultatima ukupne koncentracije GSH jetre (Slika 12) vidljivo je povecanje
koncentracije GSH kod skupine izlozene izofluranu u odnosu na skupinu izlozenu Fe-
dekstranu i skupinu izloZzenu kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana. Statisticki znaajna

razlika postoji izmedu kontrolne skupine u odnosu na skupinu izlozenu Fe-dekstranu (P <
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0,05), te skupine izlozene izofluranu u odnosu na skupinu izlozenu Fe-dekstranu (P < 0,01) i
u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05).

Porast GSH nakon izlaganja izofluranu moze se objasniti obranom od oksidativnog
stresa i ROS-a, njegovim zastitni¢kim djelovanjem na tkivo jetre (Karadza i sur., 2004), te
protutumorskim i antioksidacijskim djelovanjem (Lee i sur., 2015). Pad GSH pod
djelovanjem Fe-dekstrana mogu¢ je zbog njegovog nakupljanja i preoptereéenjem jetre, te
tezom redukcijom H,O, (Lim i Vaziri, 2004a, Easo i Mohanan, 2016).

Prema rezultatima mjerenja ukupnih proteina slezene (Slika 15) vidljiva je sniZena
koncentracija proteina u skupini izlozenoj Fe-dekstranu u odnosu na sve ostale skupine;
statistiCki znacajna razlika vidljiva je izmedu Fe-dekstrana i skupine izlozene kombinaciji
izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05). Smanjena koncentracija proteina znak je njihove lize
proteolitickim enzimima te oslobadanja slobodnog Zeljeza iz veznih proteina (Lim i Vaziri,
2004a) Sto vodi povecanju oksidacijskog stresa u nazocnosti metala i do tisuéu puta.

U odnosu na kontrolnu skupinu, mjerenja razine MDA slezene (Slika 16), pokazala su
pad razine u skupini obradenoj Fe-dekstranom i skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i
Fe-dekstrana, te blagi porast u skupini obradenoj izofluranom. Do statisticki znacajne razlike
doslo je izmedu kontrolne skupine u odnosu na skupinu obradenu Fe-dekstranom (P < 0,05),
skupine obradene izofluranom u odnosu na skupinu obradenu Fe-dekstranom (P < 0,01), te
izmedu skupine obradene izofluranom u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05). Blagi porast razine MDA u skupini izloZenoj
izofluranom moze ukazivati na smanjenu fluidnost membrane i oSte¢enje normalne
membranske strukture mitohondrija (Quin 1 sur., 2014). Pad razine MDA u slu¢aju Fe-
dekstrana nije u potpunosti u sukladu s prethodnim istraZzivanjem (Halliwell, 1992) u kojem
zeljezni ioni pridonose peroksidaciji lipida stimulirajuéi peroksidaciju reakcijom s lipidnim
hidroperoksidima, razgraduju¢i ih peroksilnim i alkoksilnim radikalima koji mogu izdvojiti
H*, te dovesti do daljnje peroksidacije. Medutim, Remya i sur. (2016) pokazali su smanjenu
koncentraciju MDA koja se poklapa s dobivenim rezultatima. Sazimajuéi sve dobivene
rezultate vezane s biljezima oksidacijskog stresa i s obzirom na dugotrajno izlaganje Fe-
dekstranu, moze se izvesti zakljucak da je povecani oksidacijski stres doveo do propadanja
osjetljivih stanica i sacuvao stanice otpornije na oksidacijski stres; to¢nije saCuvane su stanice
s vecom sposobno$¢u stvaranja GSH, te pojacane sinteze enzima CAT i SOD (Slike 16-19).
Povecana aktivnost SOD ukazuje na brzo i rano povecanje razine superoksid aniona (Easo i
Mohanan, 2016), te ulogu SOD enzima da u nazo¢nosti povecane razine ROS-a djeluju kao
primarna antioksidacijska obrana od oksidacijskog stresa. SOD neutralizira superoksidni
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radikal pretvaraju¢i ga u H,O, koji je manje reaktivan. Iz rezultata aktivnosti SOD u slezeni
(Slika 19) vidljiva je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine u odnosu na
skupinu obradenu Fe-dekstranom (P < 0,01), te izmedu kontrolne skupine i skupine obradene
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,01). Nadalje, dobiveni rezultati jasno ukazuju
na kooperativnost aktivnosti CAT i GSH u rjesavanju visokih koncentracija H,O,, jer oboje
kataliziraju istu redukcijsku reakciju, te se CAT s niskim afinitetom za H,0, novaci pri
visokim koncentracijama, a GSH s veé¢im afinitetom djeluje pri niskim koncentracijama (Easo
i Mohanan, 2016).

Mijerenje ukupnih proteina bubrega (Slika 20) pokazalo je podjednake vrijednosti
koncentracije proteina kod svih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu bez statisticki
znacajnih razlika izmedu skupina. Razlog podjednake vrijednosti u slucaju izoflurana moze se
objasniti njegovim pozitivnim djelovanjem na stimulaciju fosforilacije signalnih proteina i
aktivaciju Akt signalnog puta koji poti¢e prezivljavanje stanica induciraju¢i proizvodnju
raznih antiapoptotickih proteina (Aravindan i sur., 2006).

Mjerenjem razine MDA bubrega (Slika 21) uocen je porast razine MDA u svim
skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu; statisticki znacajna razlika MDA utvrdena je
izmedu kontrolne skupine u odnosu na skupinu izlozenu kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana
(P <0,01). Pove¢anu razinu MDA prati snizena razina GSH (P < 0,05), te povecanje SOD (P
< 0,05) i CAT aktivnosti (P < 0,01) (Slike 22-24). Temeljem navedenog, upala i utjecaj ROS-
a dovode do povecanja lipidne peroksidacije i povecane proizvodnje MDA, toksicnog
produkta koji djeluje kao biljeg oksidacijskog stresa u skupini izloZenoj kombinaciji
izoflurana i Fe-dekstrana, dok je koncentracija GSH usko povezana sa stupnjem zatajenja
bubrega zbog povecanja ROS-a i oksidacijskog stresa (Toblii 1 sur., 2010). U slucaju porasta
GSH pod djelovanjem izoflurana, moguce objasnjenje je pokusaj uklanjanja ROS-ova nastalih
kao nusprodukt oksidacijskog stresa (Turkan i sur., 2004).

Povecana enzimska aktivnost katalaze (Slika 23) i superoksid dismutaze bubrega
(Slika 24) vidljiva je kod svih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu. Povecane ativnosti oba
enzima mogu se objasniti njihovim antioksidacijskim djelovanjem i uklanjanjem ROS-a
(Tirkan i sur., 2014), te je opcenito uoCeno nakon izlaganja izofluranu blago povecanje
antioksidacijskog kapapciteta u plazmi (Brozovi¢ i sur., 2017).

Analizom biokemijskih parametara, iz seruma Stakora, dobivene su statisticki znacajne
razlike u koncentracijama enzima i proteina (Tablica 5), te metabolita i supstrata (Tablica 6).
Obrada izofluranom pokazala je statisticki znacajnu razliku u slu¢aju AMY (P < 0,01), ALB

(P <0,01) i TP (P < 0,01) u odnosu na skupinu izlozenu kombinaciji izoflurana i Fe-
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dekstrana, AMY (P < 0,01) i K" (P <0,01) u odnosu na skupinu izloZzenu samo Fe-dekstranu,
te u slu¢aju PHOS (P < 0,01) i Ca?* (P < 0,01) u odnosu na kontrolnu skupinu. Obrada Fe-
dekstranom pokazala je statisticki znacajnu razliku kod ALT (P < 0,01) u odnosu na
kontrolnu skupinu, te kod TP (P < 0,05), GLU (P < 0,01) i K (P < 0,01) u odnosu na skupinu
izlozenu kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana. Kombinacija izoflurana i Fe-dekstrana
pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku pri ALP (P < 0,01), GLU (P < 0,01) i BUN (P < 0,05)
u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki znacajna razlika nije zamijeCena u razinama
globulina, ukupnog bilirubina, kreatinina i koncentracije Na’. Ipak, razina globulina je
povecana kod svih obradenih skupina U odnosu na kontrolu $to ukazuje na pojacanu sintezu
globulina koji sluze kao prijenosnici brojnih molekula nastalih kao posljedica razli¢itih
metaboli¢kih procesa, posebice: oy globulina, sluze u prijenosu masti, lipida, vitamina A, D,
E, K, Bip, tiroksina, kortizola, bilirubina; o, globulina, sudjeluju u prijenosu lipida,
triglicerida, bakra, hemoglobina; B globulina, u prijenosu hema, Zeljeza, vitamina, hormona,
kolesterola, glicerida; te y globulina ¢ija je sinteza najveca, a sudjeluju u nastanku
imunokompleksa s oSteenim proteinima i drugim promijenjenim sastavnicama oSte¢enih
stanica. Promjene u AMY, ALB, TP, PHOS i K" kod izoflurana mogu se objasniti njegovim
nepovoljnim djelovanjem na proucavane organe, a posebice na jetru (Brozovic€ i sur., 2011).
Fe-dekstran je uzrokovao promjene u sluéaju ALT, TP, GLU i K* ¢ime se moze potvrditi
djelovanje toksi¢ne koncentracije zeljeza u krvi (Juluri i sur., 2013). Do promjena je doslo
kod ravnoteze i na K* u slucaju izoflurana i Fe-dekstrana, $to ukazuje na pojadana oSteéenja
stani¢nih membrana te pretjerani izlazak iona K* koji je sastavni dio unutarstaniéne tekuéine i
nazocan u stanicama u daleko ve¢em % u odnosu na medustani¢nu tekucinu i plazmu (77% :
2,5% : 3%).

Rezultati mjerenja osmotske fragilnosti eritrocita i pojave hemolize (Slika 25) pokazali
su zanemariv postotak hemolize pri koncentraciji 0,7% NaCl, medutim do znacajne je
hemolize doslo pri 0,5% NaCl u kontrolnoj skupini. U odnosu na kontrolu, 50%-tna hemoliza
ostalih skupina nastupila je pri nesto manjoj koncentraciji od 0,5% NaCl. Cini se da su
izofluran i Fe-dekstran uzrok poveéanom oksidacijskom stresu $to je dovelo do povecane
osjetljivosti eritrocitnih stanica te brzeg propadanja stanica; to¢nije do hemolize pri nizim
koncentracijama NaCl. Poznato je da se hemoglobin transportira u eritrocitima, a oni su
opskrbljeni antioksidacijskim enzimima koji imaju obrambena svojstva, te se manja
odstupanja uoCena u radu mogu objasniti njihovim djelovanjima (Juluri i sur., 2013).

Odstupanje u sluc¢aju Fe-dekstrana moze se objasniti oslobadanjem zeljeza iz kompleksa
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uslijed kojeg hemoglobin biva razgraden od strane H,O, (Kkoji nastaje kao posljedica
oksidacijskog stresa) koji katalizira reakcije ROS-a iz prstena hema, medutim hemoglobin
moze reagirati s H,O, formirajuci protein vezujuéu oksidiraju¢u molekulu, sposobnu da
stimulira lipidnu peroksidaciju (Halliwell, 1992). Povecana liza eritocita rezultat je
oksidacijskog oStecenja eritrocitne membrane te prouzrokuje smanjenu fluidnost membrane i
smanjuje njenu sposobnost otpora osmotskim promjenama (osmotskoj rezistenciji).
Unutarstani¢ni glutation u eritrocitima oksidira se u vecoj mjeri, povecanje GSSG i MDA u
eritrocitima, te nedostatak GSH, aktivira proteoliticke mehanizme na membrani i uzrokuje
otpusStanje sijaloglikopeptida 1 promjene povrSine eritrocita koje omogucuju lakse
odstranjivanje takvih stanica iz krvotoka, posebice u makrofagima jetre i slezene.

Dobiveni podaci ukazuju na nove spoznaje o dugotrajnom djelovanju izoflurana, Fe-
dekstrana te njihovom zdruzenom ucinku na stanice jetre, slezene i bubrega. ZdruZzeno
djelovanje izoflurana i Fe-dekstrana potrebno je istraziti primjenom dodatnih
imunohistoloskih i molekularnih metoda kao i procjenom njihove funkcije kako bi potvrdili
dobivene rezultate. Izofluran je halogenirani hlapljivi anestetik, koji se opcenito smatra
nehepatotoksi¢nim, iako je zabiljezen veliki broj slucajeva poremecaja rada jetre nakon
njegove primjene, pa tako razlikujemo umjerena oSteenja povezana s blago povecanim
razinama aminotransferaznih enzima, te fulminantne hepatotoksi¢nosti karakterizirane
znaCajnim povecanjem razine jetrenih enzima 1 bilirubina koje rezultiraju masnom
hepatickom nekrozom (Zhu 1 sur., 2017). Kanali za otpustanje kalcija kontroliraju otpusStanje
Ca’®* iz unutarstani¢nih organela, te svako djelovanje anestetika na te unutarstani¢ne kanale
moze potencirati ili ublaziti anesteticke ucinke na unutarnju koncentraciju kalcija
posredovanu izvanstanicnim Kalcij-prijenosnim kanalima kao $to su NMDA receptorski
kanali ili izlazni naponski kalcijevi kanali (Urban i sur., 2006). Sung i sur. (2013) pokazali su
kako hlapljivi anestetici induciraju oksidacijski stres smanjenjem antioksidacijkog
obrambenog mehanizma ili stvaranjem reaktivnih slobodnih radikala (npr. superoksidni
anion), $to potvrduju i nasi podaci mjerenja biljega oksidacijskog stresa.

Xie 1 sur. (2007) pokazali su kako povecana aktivnost BACE i y-sekretaze,
uzrokovane djelovanjem izoflurana, povecavaju proizvodnju/akumulaciju AR putem APP-a
koja dovodi do aktivacije kaspaze i potenciranja apoptoze koja je pocetno izazvana
izofluranom stvarajuci tako ponavljajuci ciklus apoptoze koja u konac¢nici moze dovesti do
pojave Alzheimerove bolesti. Takoder, stani¢na smrt inducirana izofluranom moze biti
karakterizirana nuklearnom kondenzacijom, fragmentacijom i aktivacijom kaspaze 3 i

kaspaze 9, koje predstavljaju svojstva apoptoze (Wei i sur., 2005). Vazno je napomenuti kako

69



fosforilacija proteazne kaspaze 9 ili indukcija transkripcijskih ¢imbenika od strane Akt,
blokira indukciju apoptoze od strane istih ¢imbenika (Aravindan i sur., 2006). ROS radikali
jesu posrednici apoptoze; to¢nije niske doze mogu potaknuti proliferaciju, srednje apoptozu, a
izrazito visoke nekrozu. Temeljem navedenog primjena antioksidanasa mogla bi sprjeciti
ve¢inu oblika apoptoze bili oni inducirani od strane ROS-a ili ne. Pokazano je da
antioksidacijski enzimi (GPx i SOD) mogu zamijeniti antiapoptoticki gen B — stani¢nog
limfoma (bcl-2, engl. B-cell lymphoma) i sprijeciti apoptozu posredovanu disregulacijom
mitohondrija kao glavnog izvora ROS-a i pokretaca procesa apoptoze (Kehrer, 2000).

Zeljezo dekstran je kompleks Cije se srediste ili jezgra sastoji od Zeljeza u Fe** stanju,
okruzenog lancima dekstrana (sintetski polimeri glukoze) (Fishbane i sur., 1996) §to vodi
prooksidacijskom u¢inku i poveéanju lipidne peroksidacije (Pai i sur., 2007; Lim i Vaziri,
2004a) stvaranjem visoko citotoksi¢nih OH" iz H,O, putem Fentonove ili Haber-Weissove
reakcije (Lim 1 Vaziri, 2004a). Povetana pohrana zeljeza u jetri rezultira povecanom
proizvodnjom ROS-a te oSteéenjem jetre (Easo i Mohanan, 2016). Dokazano je kako su
toksicni i1 kancerogeni metali sposobni za medureakciju s nukleinskim proteinima i DNA
uzrokujuéi oStecenja na tom specificnom mjestu, gdje razlikujemo: 'izravno' oStecenje koje
uklju¢uje konformacijske promjene biomolekula, te 'neizravno' ostecenje koje je posljedica
stvaranja metalnih formacija ROS-a i reaktivnih dusikovih vrsta (NOS, engl. Reactive
nitrogen species) ukljucujuéi superoksidne i hidroksilne radikale, N,O, H,O, i/ili druge
endogene oksidanse (Valko i sur., 2005).

Pokazano je da mutacije u enzimima superoksid dismutaze i regulatori unosa Zeljeza
mogu dovesti do poviSenih razina superoksidnog aniona 1 preopterecenja zeljezom, Sto dovodi
do sudjelovanja redoks aktivnog Zeljeza u organskim 1 anorganskim reakcijama koje ukljuc¢uju
stimulaciju lipidne peroksidacije i kataliziranje stvaranja $tetnih OH" o$te¢ujuéi tkiva (Jomova
i Valko, 2011). Nadalje, H,O; zajedno s ionima Zeljeza vezanim na/ili blizu DNA stvara OH’
koji moze velikom brzinom reagirati s DNA, membranskim lipidima i ugljikohidratima
djelujudi citotoksicno i stvarajuci oStec¢enja (Halliwell, 1992).

Razni enzimski i neenzimski antioksidansi osiguravaju zastitu od Stetnih metalima
posredovanih slobodnih radikala na nacin da: keliraju Zeljezne ione i sprje¢avaju reakcije sa
O, ili peroksidima, keliraju Zeljezo i odrzavaju ga u redoks stanju u kojem ono ne moze
reducirati O, te blokiranjem stvorenih radikala (Valko i sur., 2005). Jedna od najucinkovitijih
klasa antioksidansa su tiolni spojevi, naro¢ito GSH, koji osiguravaju zastitu hvatanjem
radikala, smanjenjem peroksida i odrzavanjem redoks stanja stanice (Valko i sur., 2004b).

Posebna klasa antioksidacijske enzimske obitelji je GPx koja ima aktivnost peroksidaze, a
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djeluje tako da smanjuje stvorene hidrogen perokside u vodi i lipidne hidroperoksidaze na
njihove odgovaraju¢e alkohole, ¢ime ograni¢ava toksi¢nost stanica vezanih uz oksidativni
stres (Remya i sur., 2016). U konacnici, polimorfizmi jednog nukleotida antioksidacijskih
enzima ukljuc¢uju¢i SOD, GPx i CAT mogu pridonijeti bolestima povezanim s oksidacijskim
stresom kao S§to su Alzheimerova bolest i druge neurodegenerativne bolesti, rak, dijabetes,
kardiovaskularne bolesti i CRF (Sung i sur., 2013). Zbog raznih o$tec¢enja i promjena na
tkivima nastalin djelovanjem izoflurana, Fe-dekstrana te smanjenja antioksidacijskog
obrambenog mehanizma prema naSim rezultatima i prethodnim radovima, te nedostatka
odredenih podataka i mjerenja, potrebno je provesti nova, usmjerenija i detaljnija istraZzivanja
koja bi mogla objasniti razlike u dobivenim podacima, popuniti nedostatke prethodnih

istrazivanja, te prona¢i moguce nacine prevencije i rjeSenja nastalih oste¢enja i bolesti.
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5. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog rada doveli su do sljedecih zakljucaka:
Dugotrajno izlaganje Stakora izofluranu vodi smanjenju relativne tezine jetre, slezene i
bubrega $to moze biti pokazatelj gubitka stanica.
Izlaganje Fe-dekstranu vodi povecanju relativne tezine jetre, slezene i bubrega ukazujuci na
prisutnost upalnih procesa u navedenim tkivima.
Izofluran u kombinaciji s Fe-dekstranom smanjuje relativnu tezinu jetre i bubrega dok je
relativna tezina slezene poveéana moguce zbog njene uloge kao hematopoetskog i limfatickog
organa.
Izlaganje izofluranu vodi inhibiciji sinteze proteina u jetri, Fe-dekstran povecava sintezu
proteina dok njihov zdruZeni u€inak vodi prema normalnim vrijednostima.
Fe-dekstran vodi padu razine proteina u slezeni dok izofluran i kombinacija izoflurana i Fe-
dekstrana ne izazivaju velike promjene u razini proteina.
IstraZivani pripravci kod bubrega ne remete sintezu proteina.
Istrazivani pripravci vode povecanom oksidacijskom stresu, izazivajué¢i smrt stanica ili
poveéanu upalnu reakciju Sto prati povecana i/ili smanjena razina GSH, te aktivnost SOD i
CAT.
Nastala oStecenja jetre, bubrega i slezene nakon izlaganja izofluranu, Fe-dekstranu ili
njihovom zdruZenom ucinku potvrduje povecanje razine biokemijskih odrednica u serumu u
odnosu na kontrolnu skupinu
Vidljiva je povecana koncentracija ALP, GLU i BUN u skupini izloZenoj kombinaciji
izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu na kontrolnu skupinu; obrada Fe-dekstranom inducirala je
promjene koncentracija ALT u odnosu na kontrolnu skupinu, te TP, GLU i K* u odnosu na
skupinu izlozenu kombinaciji izoflurana i Fe-dekstrana; a najveci je utjecaj imala obrada
izofluranom koja je potakla promjene u koncentracijama AMY, ALB i TP u odnosu na obradu
kombinacije izoflurana i Fe-dekstrana, AMY i K* u odnosu na obradu Fe-dekstranom, te u
slu¢aju PHOS i Ca”* u odnosu na kontrolnu skupinu.
Izofluran i Fe-dekstran uzrok su povecanom oksidacijskom stresu te povecanoj osjetljivosti
eritrocitnih stanica na hemolizu; to¢nije do hemolize dolazi pri nizim koncentracijama NacCl.
Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da izlaganje izofluranu te primjena Fe-dekstrana
mogu u jetri, bubregu i slezeni izazvati oSte¢enja Sto ukazuje na dodatni oprez tijekom

primjene navedenih spojeva.
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