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POPIS KRATICA

ANOVA - (Analysis of Variandeanaliza varijance

CBF - (Cerebral Blood Flow protok krvi u mozgu

CSF - (Cerebrospinal Fluidcerebrospinalni likvor

DMSO - (Dimethyl Sulfoxidedimetil sulfoksid

DNA - (Deoxyribonucleic Acifldeoksiribonukleinska kiselina

EDTA - (Ethylenediaminetetraacetic Agidtilendiamintetraoctena kiselina
HFIP — (Hexafluoroisopropanglheksafluoroizopropanol

HSD —(Honest Significant Differenyenaajna razlika

LMA — (Low-Melting Agarospagaroza niske tte taliSta

MN — (Micronucleu$ mikronukleus

MNRET — (Micronucleated Reticulocytesetikulociti koji sadrZemikronukleus
NMP — (N-Methylpyrrolidong N-metilpirolidon

PBL — (Peripheral Blood Leucocytgteukociti periferne krvi

PBRET — (Peripheral Blood Reticulocytesetikulociti periferne krvi

ROS —(Reactive Oxygen Spediesaktivne vrste kisika

SD —(Standard Deviationstandardna devijacija

Tl — (Tail Intensity intenzitet repa

TL — (Tail Lengh} duZina repa

TM — (Tail Momen} repni moment



1.UVvOD

1.1. ANESTEZIJA

Razlikujemo opu, regionalnu, provodnu i lokalnu anesteziju.c®m@nestezija je stanje
neosjetljivosti na vanjske podrazaje koje je izawya kontroliranom, reverzibilnom
depresijom zi¥anih stanica. Pojam ukluje gubitak svijesti, svih bolnih osjeta, gasenje
obrambenih refleksa, &esto i relaksaciju skeletnih migl. Oa anestezija moze biti
izazvana inhalacijskim anesteticima, kombinacijorgevanestetika i tehnika. Inhalacijski
anestetik ulazi preko pta u krv, intravenski se anestetik daje preko verwrkulaciju, a
mogLee je anesteziju izazvati i intramuskularnim davan|gekova i rektalnom aplikacijom.

Pod pojmom regionalna anestezija podrazumijevamearga anestetika epiduralno,
subarahnoidalno i izvienje blok-anestezije. Bolesnik je pri svijesti @&neanim refleksima,
diSe spontano. Davanjem anestetika/analgetika jegamio tijela dini neosjetljivim na
vanjske podrazaje. $ho se dogda kod provodne (blok) anestezije i intravenskeaegine
anestezije. Kod lokalne anestezije neosjetljivesizaziva infiltracijom anestetika u tkivo, te

njegovim kapanjem i prskanjem po mjestu primjengi¢Ji sur. 2005).

1.2. ANESTETICI

Za izvaienje anestezije danas se rabe anestetici. Razhikujiya osnovna tipa anestetika:

< OPCI ANESTETICI - tvari koje uzrokuju ofu anesteziju

» INHALACIISKI (duSikov oksidul, sevofluran, eter,
halotan...)

» INTRAVENSKI (barbiturati)

s LOKALNI ANESTETICI - tvari koje na mjestu primjene izazivaju

neosjetljivost na podrazaje, ponajprije na bol

» ESTERSKOG TIPA(benzokain, prokain, tetrakain)

» AMIDNOG TIPA (lidokain)

Dobar anestetik treba posjedovati atdnea svojstva: nisku toksiost u velikom terapijskom
podrju, jednostavnost davanja i rukovanja za anéstet] brz nastup i brzo izjedtemje s
dozom potrebnom za odrzavanje Zeljene razine amjestedobra analgetska svojstva,

minimalni winak na respiratorne i kardiovaskularne funkcijez liritacije koze ili sluznica,
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dobra fiztka 1 kemijska svojstva (stabilno vrijeme skladigéen neisparljivost,

neeksplozivnost) (Jukii sur. 2005).

1.3. INHALACIJSKI ANESTETICI

Inhalacijski anestetici daju se udisanjem prekokeaasi smjesi s kisikom i zrakom. To su
plinovi ili lako hlapljive teki¢ine. Ovim ng&inom anestezije se lako upravlja, péasjem
parcijalnog tlaka anestetika p@ava se njegova koncentracija u smjesi. Njihove indéesu
vecinom halogenirani ugljikovodici, malene, lako sedju u mastima i uljima (lipofilne su)

i lako prolaze kroz staéme membrane. Snazni inhalacijski anestetici sufaean, desfluran,
halotan i izofluran. DusSikov oksidul ili duSikov{bksid (NO) je slab anestetik. Snazni
anestetici mogu, za razliku od slabih, om@&guza bolesnika siguran nastanak stanja
anestezije u prisutnosti dovoljne kitie kisika. Kemijska struktura inhalacijskih andigi®

prikazana je na Slici 1.
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Slika 1.Kemijska struktura inhalacijskih anestetika

Cetiri su faze farmakokinetike svakog lijeka: apsig raspodjela (distribucija),
metabolizam i izlgivanje (ekskrecija). Tijekom apsorpcije lijek s st primjene ulazi u
krvnu struju. Faza apsorpcije ne postoji tijekortmamenske primjene lijeka. Distribucijom se
lijek prenosi kroz raztita tkiva u organizmu. Biotransformacija je fizikalkemijski proces
pri kojem dolazi do promjene lijeka u Zivom organiz Tijekom ekskrecije lijek se izuje
iz organizma. Djelovanje inhalacijskih anestetika&ipje nainom primjene (inhalacijom) i
mjestom ulaska u organizam (alveolo-kapilarna mamdoy. U tijelo ulaze kroz pda i svi se

primarno eliminiraju preko plia, izdisanjem. Drugi rni eliminacije ovise o intenzitetu



biotransformacije. Kotina metaboliziranog anestetika odieea je jetrenom enzimatskom
aktivnoZu i trajanjem izlozenosti anestetika jetri.

DusSikov oksidul je jedini anestezijski plin, svetale inhalacijske anestetike ubrajamo u
hlapljive anestetike, tj. pare hlapljivih tekna jer su pri sobnoj temperaturi i tlaku téke.
Danasnji inhalacijski anestetici su neioniziranimaju nisku molekularnu masu. Njihova
difuzija je brza i nije potrebna olakSana difuzijaktivni transport iz krvi u tkiva.

Inhalacijski anestetici uzrokuju znatne promjenmentalnoj funkciji, potrosnji kisika u
mozgu, protoku krvi u mozgu (endlerebral Blood FlowCBF), dinamici cerebrospinalnog
likvora (engl. @rebrospinal fluidCSF) i u elektrofiziologiji srediSnjeg zianog sustava.

Takader svi inhalacijski anestetici uzrokuju respirakijdepresiju, porast PaGQorelira
s dozom anestetika. Yi@a anestetika s povanjem koncentracije po¥ava frekvenciju
disanja i smanjuje diSni volumen. Svi anestetiezizaju depresiju respiracijskog odgovora
na CQ. Visoke doze mogu ukinuti ovaj odgovor. Snaznairlijski anestetici ne razlikuju se
bitno po «&inku na bronhomotorni tonus. Oni dovode do padaratpu diShom putu jer
uzrokuju bronhodilataciju i histerezu phoga tkiva, blokiraju bronhokonstrikciju u istom
stupnju.

Sto se tie utjecaja na ganoZilni sustav, svi snazni inhalacijski anesteimanjuju
arterijski tlak u korelaciji s dozom. Mehanizam snemja krvnoga tlaka ukljuje
vazodilataciju, smanjenje minutnoga volumena srhsagzdepresije miokarda i smanjenje
tonusa simpatkog Ziwanog sustava. PotrosSnja kisika smanjena je tijeBnestezije 5-10%
u odnosu prema budnom stanju. Barorefleksni odggxarslabljen tijekom primjene ove
vrste anestetika. Anestetici imaju izravidinak na jetrenu cirkulaciju, smanjuju splantiai

protok krvi.

1.3.1. Metabolizam i toksiénost

Fluorinacijom inhalacijskih anestetika p@¢a@a se stabilnost molekule. Ovo je vrlo vazno
jer su jetrena i bubrezna toksost posljedica biotransformacije anestetika, aintaktne
molekule.

Sevofluran je otporan na razgradnju kiselinama,salirazgréuje u soda apsorberu i
barijevu apsorberu, ovisno o temperaturi. Koncefjrakrajnjih proizvoda pouana je
tijekom izlozenosti sevoflurana suhom soda apsarbgfekom anestezije s niskim protokom
plinova i u kruznom sustavu. P@ama koncentracija anestetika posljedica je paneg
udisanja izdahnutih plinova i manjih gubitaka kf#jnproizvoda putem visokoga protoka.
Krajnji je proizvod CFH-O-C(-CR)(CF) ili spoj A. Pojava spoja A povezana je s nastamko
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bubrezne tubularne nekroze. Znakovi tokesti u laboratorijskih zivotinja pojavljuju se
tijekom izlaganja anestetiku na razini oko 110 pmmnletalna kotiina je 340-350 ppm.
Metabolizamin vivo ovisan je o tkivnoj topljivosti te vremenu potrelom za potpuno
uklanjanje lijeka. Prisutnost anestetika u tijetoZproduljeni period zbog visoke topljivosti,
vodi za sobom kontinuiranu biotransformaciju teastwje Stetnih proizvoda kao anorganski
fluor. Drugi je ¢imbenik podloznost lijeka biotransformaciji, tj. stanku méuspojeva
(metabolita) u jetri, pléima ili bubrezima, koji su n&&e uzrok njegove tok&mosti.

Kolicine anestetika koje podlijezu metabolizmu lijek&gmane su u Tablici 1.

Tablica 1. Biotransformacija inhalacijskih anestetika

Anestetik % biotransformacija
halotan 15-20
sevofluran 3
izofluran 0.2
desfluran 0.02

Inhalacijom desflurana nastaje malo péage anorganskoga fluora u serumu. Rizik
nefrotoksténosti sevoflurana je nizak, jer je serumska razinarganskog fluorida povisena
relativno kratko vrijeme nakon anestezije. Halotaaofluran i desfluran odgovarajusu izbor
u prijeteoj nefrotoksénosti. Hepatotoksnost halotana bila je glavni razlog za razvoj novih
anestetika s visoko stabilnom molekulom rezistemtnma metabolizann vivo. Pojavnost
hepatitisa u korelaciji s halotanom je rijetkosalétan ima mnogo §& ucinak na jetru nego
drugi anestetici. Izlaganje halotanu moze stvonjete da se razvije imunosni odgovor.

Za razliku od halotana, desfluran ne uzrokuje reirestéenje, a izofluran i sevofluran
imaju minimalna nezZeljena djelovanja. Hepatotéhksst nije zabiljezena kod desflurana.
Zabiljezena su dva siaja o3téenja jetre koja se mogu pripisati sevofluradini se da

desfluran, sevofluran i izofluran éepogorsati kronu jetrenu bolest (Juki sur. 2005).



1.3.2. Sevofluran

Sevofluran je kompletno fluoriran metilni izopropeter (Slika 2.) prozirna, bezbojna
tekuwtina bez aditiva, slabo topljiva u vodi. Ne raspagapod utjecajem svjetlosti, pa ne
zahtijeva nikakve posebne uvjete skladiStenja. [dégavu razgradnju ne utje toplina niti
jake kiseline, ali moZe ju potaknuti soda i barigysorber. MoZe se rabiti u raspréwa
Topljivost krv/plin je odmah iza desflurana. Nijgabilan i snazan je bronhodilatator. To ga
¢ini pogodnim za davanje preko maske u djece i wgdr. Koronarni je vazodilatator,

posjeduje pola snage izoflurana.

F,C

AN

H C OCH.F

/

F4C

Slika 2. Strukturna formula sevoflurana
(fluorometil 2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil) etieter)

Sevofluran metabolizira citokrom P450 2E1 u heksafhizopropanol uz oslobanje
anorganskog fluorida i COFormirani heksafluoroizopropanol brzo konjugrglukurEnom
kiselinom i eliminira se kao metabolit urina. Idireanja su pokazale da se samo 5%
sevoflurana metaboliziran vivo. Ne stimulira stvaranje protutijela pa nema pokkata
nastajanju hepatitisa koji bi bio posljedica imw#kih reakcija. Ne nastaje ugljikov
monoksid kad se izlaze G@psorberu. U prisutnosti G@dsorbera nastaje vinil-halid ili
“spoj A" Compound A Dokazana je nefrotoksiost u Stakora, ali ne i u zdravih
dobrovoljaca ili bolesnika u kojih je protok svjezlinova bio 3 L/min (Jukii sur. 2005).

Molekula DNA (engl.Deoxyribonucleic AcidDNA) je neprestano izloZzena brojnim
bioloskim, kemijskim i fizikalnim faktorima koji ngu uzrokovati promjene u njezinoj
strukturi i dovesti do mutacija te promijeniti njea funkcijuin vivo (Halliwell i Cross 1994).
Medu brojnim egzogenim spojevima, anesidtiplinovi koji se koriste u zahvatima pod

opéom anestezijom, privukli su veliku pozornost na esebzbog mogéh



mutagenih/genotok&nih winaka (Karabiyik i sur. 2001; Sardasur. 1998). Istrazivanje koje
je provela Rozgaj i sur. (2009) pokazalo je dagalge sevofluranu, izofluranu i dusSikovom
oksidulu uzrokuje ostenja u genomu osoliga struka zahtijeva doticaj s navedenim tvarima.
Genotokstnost u leukocitima periferne krvi (engPeripheral Blood Leucocytes?BL),
stanicama jetre, bubrega i mozga Swiss albino raiSaakon uzastopnog izlaganja
sevofluranun vivo tehnikom alkalnog komet testa, dokazana je u pdetbm radu (Brozovic
i sur. 2008).

Alkalni komet test je metoda koja sesto Kkoristi u istrazivanjima genoto&sosti
razlicitih tvari, a kojom se mijeri primarno ogenje DNA u pojedinim stanicama (Slika 3.),
ali treba imati na umu da on otkriva r&ik oStéenja (jednoladane i dvolatane lomove,

mjesta osjetljiva na alkalne uvjete).

Tip 0
Stanice bez o¥tedenja DNA

Tipl Tip2

Stanice s umjerenim oSte€enjem DNA

Tip 3 Tip 4

Stanice sa jakim oXteCenjem DNA

Slika 3. Alkalni komet test - prikaz os&tenja DNA

Drugi pokazatel] kromosomskih o8emja je prisutnost mikronukleusa (engl.
Micronucleus,MN) u perifernim limfocitima. Mikronukleus je pouzdgokazatelj loma i
gubitka kromosoma, Sto @i jedinstvenim u usporedbi s drugim citogedidatn testovima.
Oste€enje  kromosoma je pokazatelj genotdksisti i moze ultimativnho rezultirati
aneuploidijom. Kromosomske aberacije su tedovazan segment u karcinogenezi. Velike
kolicine oStéene DNA mogu uzrokovati: preoptéemje mehanizama popravka DNA,

znaajno poveéati broj mikronukleusa, kao i smrt stanica. Jagehiayak (2000) su pokazali



korelaciju izméu pojave mikronukleusa i stope prezivljavanja staniTestin vivo je
posebno vazan za procjenu genot&ksg Winka, cak u toj mjeri da omodiava razmatranje
faktora metabolizma, farmakokinetike i procesa poka DNA in vivo, a koristan je i za
istraZzivanje mutagenogiimka koji se provodin vitro genotoksinim testom.

Navedene tvrdnje izazvale su odkeu dozu =zabrinutosti, stoga je cilj ovog
istrazivanja bio istraziti povezanost a&tnaja i popravka DNA u leukocitima periferne krvi,
stanicama jetre, bubrega i mozga miSeva, uzrokayamzastopnim izlaganjem sevofluranu u
vezi sa vremenom koje je proteklo od izlaganjanst@dreien je stupanj os¢enja DNA
gore navedenih stanica u potpuno zdravim SwissnalbniSevima, neposredno nakon
uzastopnog izlaganja sevofluranu i usiere je sa stupnjem ostnja DNA nakon Sto su
prosla dva, Sest i dvadesetetiri sata, pri tome su koriStene visoko osjetljiganike; alkalni
komet test i mikronukleus test vivo. Jedna od pretpostavki bila je da smanjenjecesja
DNA u promatranim vremenskim razmacima ovisi 0 sppo®sti stanice da izvrSi popravak
oSt&€enja, a druga pretpostavka bila je @ase oSigenje DNA povéati zbog proizvodnje
vecih kolicina metabolita sevoflurana. Za lakSe otkrivanjeapegavljenih oStéenja genoma
upotrijebljen je mikronukleus test, a kako bi s&Sk ugile razlike u popravku nakon
uzastopnog udisanja sevoflurana, kao tvari kojakige oStéenje DNA u zdravim (PBL,
jetrenim, bubreznim i mozdanim) stanicama, updifgn je komet test za analizu
jednolarganih lomova u DNA i unakrsnih veza DNA-DNA i DNAgtein.



2. MATERIJALI I METODE

2.1.POKUSNE ZIVOTINJE

Za pokus je upotrijebljeno 30 muzjaka Swiss albiméeva (starosti 2 mjeseca, tezine
20-25Q) iz vlastitog uzgoja Zavoda za animalnuofizgiju Prirodoslovno-matemgkog
fakulteta (Slika 4.). Zivotinje su drzane u konirahim uvjetima mikrookolida (22+1°C), uz
standardnu laboratorijsku hranu i pitku vodad libitum Anestezija je odrzavana
sevofluranom (2.4 vol%) uz kontinuirani protok ngefe kisika i zraka (3 L/min) u omjeru
50:50 u specijalno dizajniranom inkubatoru spojeneauréaj za anesteziju (Sulla 800;
Drager). Svjezi plin je uvijek protjecao u jednomjsru bez mogénosti ponovnog udisanja
ve¢ izdahnutih plinova. Izdahnuti plinovi su ispustanatmosferu kroz ispusnu cijev.cila
anestezije se smatrala zadovolja¢am ukoliko su miSevi spavali mirno, spontano disali
nisu micali repom. Pokusne skupine miSeva izlagansevofluranu u dozi od 2.4 vol% po
dva sata dnevno, 3 dana uzastopce. Kao kontrolazdase 5 miSeva koji nisu bili u doticaju
s anestetikom. Zivotinje su Zrtvovane cervikalndsiakacijom.

Istrazivanje je osmiSljeno i provedeno u sukladetgkim naelima vazéim u
Republici Hrvatskoj (Zakon o zastiti laboratorijgkZivotinja, NN 19, 1999), te prema
uputama vodia za drZzanje i koriStenje laboratorijskih Zivotirffauide for Care and Use of
laboratory Animals, DHHS (NIH) Publ # 86-23).

Slika 4. Swiss albino mis



2.2.SEVOFLURAN

Inhalacijski anestetik sevofluran (“Sevorane”) prod je Abbott Laboratories LTD
(Queenborough, UK).

2.3.PLAN POKUSA

MiSevi su podijeljeni u pet pokusnih skupina:
e kontrolna skupina
* (SO) skupina miSeva Zzrtvovanih déredan pokusa neposredno nakon izlaganja
sevofluranu
e (S2) skupina miSeva zrtvovanihdrelan pokusa 2 sata nakon izlaganja sevofluranu
e (S6) skupina miSeva zrtvovanihdrelan pokusa 6 sati nakon izlaganja sevofluranu

e (S24) skupina miSeva zrtvovanihdrédan pokusa 24 sata nakon izlaganja sevofluranu

2.4.KOMET-TEST - METODOLOGIJA

U svakoj skupini nalazilo se pet miSeva. Uzorkaii kizeti su mikropipetom iz zarezane
repne vene misa. Uzorci tkiva mozga, jetre i buaregeti su iz miSeva, potom su protisnuti
kroz sito u homogeniziranu pufersku otopinu pH Q375 M NaCl i 0.024 M EDTA) i
ohladeni su na temperaturu od 4°C (u omjeru 1g tkivanlLlpufera). KoriSten je Potter-type
homogenizator (Sasaki i sur. 1997). Svi sakuplierairci pripremljeni su za analizu potno
modificirane metode koju su koristili Singh i sunéd (1988), kojace biti opisana u
narednom tekstu (Slika 5.). Sest mikrolitara honmage tkiva bubrega, jetre, mozga ili
periferne krvi suspendirano je u 10@.5% agaroze niske d¢ke taliSta (englLow-Melting
Agarose,LMA) (Sigma, USA) i naneSeno je na&is&ena predmetna stakalca, koja su
prethodno premazana s 3000.6% NMP agaroze. Kako bi se agarozni gel skrdiakalca
su stavljena 10 minuta na led i nakon toga su pzamaslojem 0.5% LMP agaroze. Nakon
Sto se gel ponovo skrutio, stakalca su uronjena sat u ledenu otopinu za lizu stanica, koja
se sastojala od 100 mM pEEDTA, 2.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI i 1% natrijeva &asinata,
¢ija pH vrijednost je podeSena na pH 10 pomd% Triton X-100 i 10% DMSO dodanog
neposredno prije upotrebe. Prije elektroforezekadta su izvdena iz ledene otopine za lizu
stanica i staviljena su u horizontalni dag za elektroforezu (u blizini anode) na 20 minuta,
koji je bio ispunjen alkalnim puferom kako bi doglo odmotavanja DNA molekule i kako bi
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se utvrdila oStgenja odnosno alkalno-labilna mjesta u DNA molekdélikalna otopina za
elektroforezu se sastojala od 1 mM,EBTA i 300 mM NaOH, pH 13. Nakon Sto se DNA
odmotala, provedena je elektroforeza u svjeze gmjenoj alkalnoj otopini na 25V (300 mA)
u trajanju od 20 minuta. Alkalno odmotavanje DNAama elektroforeza provodili su se na
temperaturi od 4°C. Elektroforeza sa visokim pHednostima, rezultira nastankom struktura
koje nalikuju kometu, a detektiraju se fluorescgkam mikroskopom. Ovisno o tome kakav
je intenzitet repa kometa u odnosu na njegovaotijglavu), moze se utvrditi brojnost lomova
u DNA molekuli. Po zavrSetku elektroforeze predraestakalca su neutralizirana pofao
Tris pufera (pH 7.5), obojana su s 2(0Detidij bromida (Sigma, USA) (2d/ml), te su
pokrivena i pohranjena u dobro zatvorene kutijeamperaturu od 4°C, spremne za daljnju
analizu. Svi koraci u pripremi preparata provedsniu polumraku kako bi se sptij@a
dodatna oSteenja DNA molekule.

Na svakom uzorku analizirano je 100 nastmaiodabranih stanica (broji se 50 stanica
ukoliko se radi o stakalcu duplikatu). Ukupno 50@ngca iste vrste iz svake skupine
analizirano je pomtu Leitz Orthoplan epifluorescencijskog mikroskopa movetanju od
250x, koji je opremljen s eksitacijskim filterom 8d5-560 nm i filterom za fluorescenciju od
590 nm. Mikroskop je bio spojen preko kamere rmmalni sustav za analizu slike (Comet
Assay IV software, Perspective instruments).

Komete (Slika 5.) su nasuénmio snimane na konstantnoj dubini gela i pritom su
izbjegavani rubovi gela, povremene mrtve stanigmlbZeni kometi. Kao mjera zacjau

oSteenja DNA molekule u ovom radu se koristdazina repa kometa (TL, udaljenost u

mikrometrima koju je preSla DNA migriraju iz sredine tijela stanice tj. jezgrefepni

moment (TM, duzina repa x % DNA u repujntenzitet repa (T, postotak genomske DNA

koja je migrirala tijekom elektroforeze iz jezgreap).
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Slika 5. Komet test - pregled postupka, te prikaz kometapifiuorescencijskom mikroskopu

2.5.MIKRONUKLEUS-TEST IN VIVO- METODOLOGIJA

Krvni razmaz uzorka periferne krvi pripremljen pgema metodi koju je opisao
Holden i sur. (1997). Uzorci krvi uzeti su iz repyene miSa neposredno nakon posljednjeg
izlaganja anestetikuugorak S0, dva satayzorak S2, Sest satiyzorak S6), dvadeset i
Cetiri sata (zorak S29, te cetrdeset i osam satuorak S48 nakon posljednjeg izlaganja
anestetiku. Razmaz je pripremljen na prethodtid¢enim predmetnim stakalcima. Krvni
razmazi su se suSili na sobnoj temperaturi i fdirsu u apsolutnom metanolu 5 minuta.
Nakon fiksacije stakalca su obojana acridin oramger dva puta isprani fosfatnim puferom
(pH 6.8) kako je opisao Hayashy i sur. (1994). Oldmakon toga su na predmetna stakalaca
stavljene pokrovnice.

Preparati su analizirani pod Leitz Orthoplan epifescencijskim mikroskopom s
eksitacijskim filterom 502-525 nm na prisutnost rikukleusa. Jezgra stanica i struktura
endoplazmatskog retikuluma retikulocita fluoregaraintenzivno zeleno i crveno.
Mikronukleusi (Slika 6.) su okrugli po obliku i ftwesciraju intenzivno Zuto-zeleno. Stanice
sa samo crvenom fluorescirépm tackicom ili tockicama nisu smatrane retikulocitima.
Analiza &estalosti pojave retikulocita koji sadrze mikroredde (engl.Micronucleated

ReticulocytesMNRET), temeljila se na pra@avanju 2000 stanica retikulocita po Zivotinji.
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Kako bi se umanijila varijabilnost rezultata zbodpjsutivnosti, analizu je proveo jed&itac

stakalaca bez informacija o p&@vanim skupinama miSeva.

Slika 6. Mikronukleusi u retikulocitima periferne krvi miga

2.6.STATISTI CKA ANALIZA PODATAKA

Statisttka analiza podataka provedena je u programu Bdaiistica 5.0 (Statisoft,
Tulsa, USA). Srednja vrijednost i standardna deyga(engl. Standard Deviation,SD)
raunata je za sve Zivotinje po skupinama. Analizajaace (engl.Analysis of Variance,
ANOVA) odabrana je za testiranjgtinka sevoflurana. Tukey HSD test (endgdonest
Significant Differenc#JSD) koriSten je za analizu razlika izde promatranih skupina.
Razina statistke zn&ajnosti iznosila je p<0.05 (5%).

3. REZULTATI

3.1.KOMET-TEST

Koristeli racunalni sustav za analizu slike, izmjerena sudsta u DNA molekuli
leukocita periferne krvi (PBL), te stanicama jettmjbrega i mozga neposredno nakon
uzastopnog izlaganja sevofluranu i usgerg su s oStenjima DNA nakon dva, Sest i
dvadeset tetiri sata. Skupina od pet miSeva koji nisu tretir@anestetikom posluzili su kao
kontrola. Rezultati komet testa provedeni na PBhsirstanicama jetre, bubrega i mozga
prikazani su u Tablici 2. Dvadesetetiri sata nakona izlaganja sevofluranu u tkivinsun
uoéeni znakovi popravka ostenja. U usporedbi s kontrolom, sve skupine dbna
sevofluranom pokazale su p@éemje srednje vrijednosti TL, TM i Tl u leukocitinpeeriferne
krvi. Rezultati TL-a u leukocitima periferne knalozenih skupina miSeva (osim S2 skupine),

zn&ajno su se razlikovali od kontrolne skupine (p<(,@Steéenje molekule DNA u PBL-
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ima dva sata nakon obrade, td&pje bilo vée od onog u PBL-ima kontrolne skupine miSeva,
ali nije bilo zn&ajno. Najznaajnije povéanje TL, TM i Tl u@eno je 24 sata nakon izlaganja
sevofluranu. Procjena razine a&eja DNA uzrokovanog sevofluranom, pokazuje da se
najvee osStéenje DNA u stanicama jetre dogodilo Sest sati nalateganja sevofluranu
(p<0,05 u usporedbi s kontrolom, SO i S2). Nakost &&ati oStéenje DNA se péelo
smanjivati, ali se stanje u DNA molekuli nije vtatina p&etnu razinu ni nakon 24 sata
(p<0,05 u usporedbi s kontrolom i S0). Q@si@e DNA u stanicama bubrega nakon
uzastopnog izlaganja sevofluranu bilo je nég/€4 sata nakon izlaganja sevofluranu (prema
duzini repa p<0,05 u usporedbi s kontrolom, SO ), SBb je u suprotnosti s rezultatima
dobivenim u stanicama jetre. Procjena razine ¢esj@a DNA uzrokovanog sevofluranom
pokazuje da su stanice bubrega najosjetljivije il spomenutih stanica. Mozdane stanice
Swiss albino miSeva nakon uzastopne obrade seaaftun, pokazale su najae oStéenja
DNA Sest sati nakon obrade (p<0.05 u sva tri pata@me odnosu na kontrolu, SO i S2).
Zanimljivo je da se oSéenje DNA u mozdanim stanicama nije smanjilo nakest Sati, nego

je ostalo na gotovo istoj razini i nakon 24 sata.
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Tablica 2. Rezultati alkalnog komet testa za leukocite pemnéekrvi (PBL), stanice jetre, bubrega i mozga meSelozenih sevofluranu

(srednja vrijednost £ SD)

PBL STANICE JETRE
TL/100 | TM/100 | TI/100 | TL/100 | TM/100 | TI/100 | TL/100 | TM/100 | TI/200 | TL/100 | TM/100 | TI/100
kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa | kometa
Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja | Srednja
vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost| vrijednost
Tretman +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD
14,38+ 0,15+ 1,77+ 15,86+ 0,23+ 2,30+ 17,80+ 0,42+ 4,18+ 13,76+ 0,12+ 1,43+
. 2,758% | 0,24 2,81 4,13 1,00 5,67 4,00 | 0,46" 4,47 241 | 027 | 2,77¢
18,22+ 0,28+ 2,74+ 16,20+ 0,21+ 2,15+ 17,39+ 0,43+ 4,32+ 14,09+ 0,09+ 1,04+
S%‘;lozg(;‘;‘” 4,57 0,39 37 | 392° | 042 | 408 | 440° | 046 | 4a5¢ | 2,79° | o01d° | 1,06¢
15,80+ 0,22+ 2,44+ 18,19+ 0,30+ 2,98+ 18,24+ 0,29+ 2,91+ 14,98+ 0,16+ 1,73+
S‘Z‘;?Igg” 36% | 028 | 31F | 460 | 04F | 43¢ | 500° | 039 | 01¢F | 31%° | 033 | 3,07¢
17,93+ 0,22+ 1,98+ 21,95+ 0,77+ 6,68+ 23,22+ 1,08+ 8,46+ 19,09+ 0,40+ 4,03+
S%‘;lozgg‘;‘” 5,5° 035 | 3,05 | 725" | 079" | 662" | 639" | 1,14° | 82F | 546" | 059 | 6,04
19,26+ 0,42+ 4,01+ 19,80+ 0,39+ 3,54+ 25,54+ 1,26+ 10,17+ | 18,40+ 0,46+ 4,45+
52%0‘25%‘ 502° | 05P%¢ | 44 | 444° | 042 3,06 | 7,48% | 108 | 7,73 | 438" | 047" | 47¢*

*Statistitki znasajno u usporedbi s kontrolofStatistitki znasajno u usporedbi s SBBtatistiki znasajno u usporedbi s SStatistiski znasajno

u usporedbi s S6Statistiki znatajno u usporedbi s S24.
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3.2.MIKRONUKLEUS-TEST

Rezultati analize d¢estalosti pojave mikronukleusa u 2000 retikulogigiferne krvi
(engl.Peripheral Blood Reticulocyte®BRET) po skupini prikazani su u Tablici 3. Napze
ucestalost pojave mikronukleusa dema je u stanicama Sest sati nakon posljednje ebrad
miSeva sevofluranom (p<0,05 u odnosu na kontrokupisiu, SO i S48 skupina). Weno je i
konstantno pov&nje broja mikronukleusa u retikulocitima perifekrei tijekom prvih Sest
sati. Suprotno povanju broja mikronukleusa u retikulocitima perifek®i u prvih Sest sati,
doSlo je do smanjenja broja mikronukleusa u retikitima 24 sata i 48 sati nakon izlaganja
miSeva sevofluranu. ¢g¢stalost pojave mikronukleusa u 2000 retikulocganpSu koji je bio
izlozen djelovanju sevoflurana varirala je tijekamemena i bila je statiski znaajna u
usporedbi s kontrolom (11,75; 13,75; 20,50; 15%%5 u odnosu na 2,0)

Tablica 3. Broj mikronukleusa u retikulocitima periferne kmmiSeva izloZzenih sevofluranu
(srednja vrijednost £ SD)

Kontrola 2,041 4P

Sevofluran 2h (S2) 13,75+3,10

Sevofluran 24h (S24) 15,25+3,40

*Statistiki znasajno u usporedbi s kontrolonfStatistiki znasajno u usporedbi s SO;
°Statistiki znasajno u usporedbi s S2°Statistiski znaajno u usporedbi s S6znasajno u
usporedbi s S24Statistiki znasajno uusporedbi s S48
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4. RASPRAVA

Mnogi lijekovi i tvari u okoliSu mogu uzrokovatiStg&enja u DNA molekuli. Stoga
velik izazov za razvoj farmacije, zdravstva i znstn@ okoliSu predstavlja predianje i
razumijevanje mogiih ishoda izlozenosti opasnim i Stetnim tvarima.rayo kompleksno
uzajamno djelovanje brojnih st&nih puteva koji utjgu na oStéenje i popravak struktura
unutar stanica, oddeje kon&ne bioloSke posljedice izlaganja Stetnim tvarimaodénje
sevoflurana u kliniku praksu potaknulo je istraZivanja biokemijskihhraeizama odgovornih
za tokstnost anestetika, te se istovremeno nastavilo s¢klim istrazivanjima o povezanosti
metabolizma anestetika i njegove tdk&isti na organe (Kharasch 1995). Podaci o
genotoksinosti sevoflurana jo$ uvijek su nedostatni. Szyfteur. (2004) zakljeili su da
sevofluran nema genotokea svojstvau uvjetiman vivo i in vitro. Medutim rezultati
istrazivanja na stanicama periferne krvi medicigskasoblja (Rozgaj i sur. 2009), te
stanicama periferne krvi, bubrega jetre i mozgasSveilbino miSeva (Brozovic i sur. 2008)
ukazuju na genotoksiost sevoflurana.

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti povezanasteenja i popravka u DNA molekuli
uzrokovanog uzastopnim izlaganjem sevofluranu. tthzsvanju je upotrijebljen komet test
kao winkovita metoda za péanje raspona ostenja i popravaka DNA molekule nakon
kratkorainog izlaganja niskim dozama lijekova ili toksinalk@&lni komet test pokazatelj je
jednolarganih ili dvolartanih lomova, mjesta osjetljivih na alkalne uvjetanogu«uje
praenje popravka nastalih o8emja, te lomova povezanih s replikacijom stanicge ko
proliferiraju) (Dusinska i Collins 2008). Rezultatu pokazali statistki znatajno povéanje
srednje vrijednosti TL, TM i Tl u svim pregledaniorganima u usporedbi s kontrolom.
Velicina oStéenja DNA u t@éno odréienom vremenu nakon uzastopnog izlaganja
sevofluranu, bila je drugga za svaki pregledani organ. NajeeoStéenje DNA u@eno je
odmah nakon izlaganja sevofluranu, posebno u letikac periferne krvi (S0). Rezultati
dobiveni na Zivotinjskom modelu u potpunosti suarsgivi s rezultatima dobivenim na
ljudskom modelu uz slihu vremensku dinamiku, blago modificiranu zbog atnkih
razlika meu vrstama. U radu (Karabiyik i sur. 2001), aut@avade podatke o genoto&sim
svojstvima dvaju inhalacijskih anestetika (sevadhur i izofluranu) u limfocitima periferne
Krvi pacijenata, prije, tijekom i nakon anestezgepivene na temelju komet testa. Primijetili
Su zng&ajno povéanje srednje vrijednosti odgovora na komet testwil lkzetoj pacijentima

jedan sat i dva sata nakon anestezije. Ti se aepibdudaraju sa rezultatima dobivenima
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ovim istrazivanjem, ali u kéem vremenu (S0) zbog brzeg metabolizma miSeva. Ijd¢ada
autori su naveli podatke o nestanku é8tga u DNA molekuli 72 sata nakon anestezije.
Takadier su naveli da je proces popravk&emunutar prvih 48 sati, te da je potpuni popravak
izvrSen unutar pet dana. Treba imati na umu da Seemje DNA sastoji véinom od
kratkotrajnih lezija. Popravak DNA molekule je Kiju element u zastiti naSih stanica od raka,
jer uklanja potencijalno mutagene promjene u DNAigiDska i Collins 2008). Na temelju
toga nize vrijednosti TL, TM i Tl u S2 skupini, moge objasnitéinjenicom da u leukocitima
funkcioniraju mehanizmi popravka. Kasnije péarje TL, TM i Tl vrijednosti nakon 6 sati i
24 sata, moze se objasnithjenicom da genotok&ne kemikalije mogu utjecati na brzinu
popravaka, kao ic¢injenicom da metabalka transformacija povava koncentraciju
metabolita sevoflurana u krvi. Ovakvi rezultati mkipy na mogéu kroninu proizvodnju
reaktivnih vrsta kisika (engReactive Oxygen Specid®)S) nakon udisanja anestetika, koje
mogu uzrokovati statino oStéenje DNA (Morgan 2003a, 2003b). Potvrda navedesaom
istrazivanja provedena na ljudskoj kozi, koja ulkazoa produzeni oksidativni stres nakon
zratenja (Laurent i sur. 2006). Z&gniji popravak lomova u DNA molekuli nastupio jekt
nakon 24 sata, te su doneSeni zakljuslicni onima dobivenim iz istrazivanja na ljudima
(Karabiyik i sur. 2001).

Mikronukleus test upotrijebljen je kao dopuna komedtu, kako bi se procijenila
sposobnost sevoflurana da uzrokuje dvostruke londMA. Ucestalost mikronukleusa u
2000 retikulocita miSeva izloZenih sevofluranu,abje statistiki znatajna i mijenjala se
tijekom vremena u odnosu na kontrolu (11.75, 1320650, 15.25, 9.75 vs 2.0). Najvdroj
mikronukleusa pror#en je u grupi S6 (6 sati nakon viSestrukog izlaganjSeva anestetiku
sevofluranu), a smanjio se nakon 24 i 48 sati. Bodabiveni mikronukleus testom,
podudaraju se s podacima dobivenim komet testorn.dBaira na genetku fragmentaciju
koja se dogda zbog klastogenih ili aneugenih mehanizama, razuakon eritropoetskog
rasta ostaje isti: stanice koje pretrpeevenStéenje DNA prolaze proces gubitka jezgre
(enukleacija), ali formiraju retikulocite koji samr “mikronukleuse”, male fragmente DNA
obavijene jezgrinom membranom (Heddle i sur. 19PbYynato je da slezena ima vaznu ulogu
u uklanjanju oStgenih eritrocita, tako da ikda <1% eritrocita u cirkulaciji spontano sadrZi
mikronukleuse nastale os@njima DNA. Ovi podaci se podudaraju s podacimae ke
iznijeli drugi autori, oni naime upozoravaju da dugno izlaganje osoblja malim kélhama
brzo hlapljivin anestetika ima Stetartinak na zdravlje tih ljudi (Byhahn i sur. 2001;
Hobbhahn i sur.1998). Nasuprot tome, Wiesner i @008) pokazali su da samo jedan brzo

hlapljivi anestetik (sevofluran) u malim koncenffama uzrokuje pow&anu izmjenu
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sestrinskih kromatida, ali ne i nastanak mikronukée Razlog tome mogao bi biti drdgia
n&in izlaganja sevofluranu, kao i upotrijebljeni mbdestrazivanjima (mis¢ovjek).

Uzorak induciranog ostenja DNA molekule tijekom vremena razlikovao sevims
prouwavanim organima u odnosu na leukocite periferne kmducirano oStéenje se dogodilo
Sest sati kasnije u organima nego u stanicama k&ta, je bilo i za ®ekivati prema
toksikokinetékim modelima, jer se sevofluran prvo apsorbira wi.KDrugi razlog mogao bi
biti visoka osjetljivost hematopoetskog sustavegaaotoksine tvari, djelomino zbog toga
Sto se hematopoetske stanice brzo dijele. lakoflsesn ima nisku topljivost u krvi i tkivima,
te se metabolizira do slobodnog fluorida | heksafhizopropanola (engl.
Hexafluoroisopropanol, HFIP) koji se brzo eliminira urinom (Kharasch 1995),008%
udahnutog sevoflurana se metabolizira u jetri prekokroma P450, a posebno preko
izoenzima 2E1, a najviSe se metabolizira oksidativputem. Uzimajti u obzir, da se
zna&ajno oStéenje DNA u stanicama jetre, bubrega i mozga dogaghbkt sati kasnije nego u
krvnim stanicama, moze se zakifu da je to vrijeme bilo potrebno za procese
biotransformacije. Akumulacija razitih metaboltkih ostataka sevoflurana i inhibicija
procesa popravka u tom vremenskom periodu, moglaitbiodgovorna za povane TL
vrijednosti u stanicama jetre, bubrega i mozga.djadnakon Sto je proSlo 6 sati, odnosno 24
sata koléina ostéenih DNA lanaca se smanjila u jetrenim i mozdanianigama, vjerojatno
zbog kombiniranih procesa eliminacije ksenobiotikponovnog uspostavljanja aktivnosti
enzima popravka. S obzirom na @&tee DNA u svim navedenim tipovima stanica, stanic
bubrega su najosjetljivije na djelovanje anestetiRenice bubrega pokazuju kontinuirano
poveanje razine ostenja DNA, a 24 sata nakon izlaganja razina d@$t@ dostize svoj
vrhunac (p<0.05 u usporedbi s kontrolom, SO i Sipstom).
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5. ZAKLJU CCI

Temeljem dobivenih rezultata mozemo izvesti zakigukako slijedi:

1. Niti jedno od prodavanih tkiva nije pokazivalo znakove popravka sek disu prosla
24 sata od izlaganja sevofluranu. Uzrok toga mahentetabolizam sevoflurana i
preostali ostaci njegove biotransformacije kojij@si uvijek prisutni u organizmu od 6
do 24 sata.

2. U usporedbi s kontrolom, sve skupine alanae sevofluranom pokazale su p&ge

srednje vrijednosti TL, TM i Tl u leukocitima pegiine krvi.

3. Procjena razine ostenja DNA uzrokovanog sevofluranom pokazuje da sumice
bubrega najosjetljivije od svih spomenutih stanica.

4. Opcenito gledano, najva westalost pojave mikronukleusadena je u stanicama Sest
sati nakon posljednjeg tretmana miSeva sevofluraqo0.05 vs kontrolna skupina,
S0 i S48 skupina).

5. Daljnja istrazivanja trebala bi se provoditi duzejeme, kako bi se moglo ¢o

utvrditi vrijeme potrebno za popravak DNA molekuiakon uzastopnog izlaganja

sevofluranu raztitih tipova stanica.
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