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Popis kratica

ARDS - akutni sindrom respiratornog distresa (engl. acute respiratory distress syndrome)
BAL - bronhoalveolarni lavat

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DMPC - dimiristoilglicerofosforilkolin

DPPC - dipalmitoilfosfatidilkolin

ESR - elektronska spinska rezonancija

FTIR spektroskopija - spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform

infrared spectroscopy)
HFIP - heksafluoroizopropanol
IR - infracrveni (engl. infrared)

IRDS - sindrom respiratornog distresa novorodenceta (engl. infant respiratory distress

syndrome)

LB - lamelarno tjelesce (engl. lamellar body)

LPC - lizofosfatidilkolin

MAC - minimalna alveolarna koncentracija (engl. minimal alveolar concentration)
NMR - nuklearna magnetska rezonancija

NOE - nuklearni Overhauserov efekt



PC - glavna komponenta (engl. principal component)
PE - fosfatidiletanolamin

PG - fosfatidilglicerol

PI - fosfatidilinozitol

PS - fosfatidilserin

SM - sfingomijelin

TM - tubularni mijelin



1. UVOD

Velika je vjerojatnost da ¢e svaki Covjek barem jednom u Zivotu biti podvrgnut anestezioloSkom
postupku koji uklju¢uje manipulaciju s mehanikom disanja i primjenu inhalacijskih anestetika
¢ija je funkcija odrzavanje opce anestezije kako za kratkotrajne zahvate, tako i za zahvate koji
mogu potrajati 1 vise od 20 sati. Nepovoljan utjecaj anestezioloskog postupka na disanje
posljedica je mnogih ¢imbenika, a neki bi mogli biti vezani uz poremecaj pluénog surfaktanta
uzrokovan izlaganjem inhalacijskim anesteticima. Pluéni surfaktant je povrSinski aktivna tvar
koja se nalazi u pluénim alveolama svih sisavaca. Glavnina pluénog surfaktanta se u obliku
fosfolipidnog jednosloja rasprostire duz granice zraka i vode gdje, snizavaju¢i povrsinsku
napetost, izravno omogucuje proces disanja. Usprkos tome, istrazivanja utjecaja inhalacijskih
anestetika na pluéni surfaktant iznimno su slabo zastupljena u literaturi. Dosada$nja istrazivanja
govore u prilog destabiliziraju¢em ucinku inhalacijskih anestetika na fosfolipidni film pluénog
surfaktanta (Enhorning i sur., 1986., Lalchev i sur., 1992.), dok se posljednjih godina govori i
o utjecaju anestetika na promjenu sastava surfaktanta kao jednom od uzroka pogorSanja
mehanike disanja i nastanka alveolarnog kolapsa (Malacrida i sur., 2014.). Znacajno ve¢i broj
istrazivanja utjecaja inhalacijskih anestetika na fosfolipide proveden je na membranama
(Trudell i Hubbell, 1976., Koehler i sur., 1977., Franks i Lieb, 1979., Simon i sur., 1979.,
Yoshida i sur., 1984. 1 1989., Craig i sur., 1987., Tsai i sur., 1987 1 1990., Baber i sur., 1995.,
North i Cafiso, 1997., Tang i sur., 1997., Tu i sur., 1998., Ueda i Yoshida, 1999., Koubi i sur.,
2000. 1 2001., Pickholz i sur., 2005.). Membrane su sastavom slicne pluénom surfaktantu pa se
spoznaje proizaSle iz tih istrazivanja mogu djelomi¢no primjeniti i na pluéni surfaktant.
Rezultati ovih istrazivanja su, medutim, oprecni, a medu istraziva¢ima jo$ uvijek ne postoji

konsenzus o nacinu i mjestu djelovanja inhalacijskih anestetika na fosfolipide.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj dva, u danaSnje vrijeme najceS¢e primjenjivana

inhalacijska anestetika, izoflurana i1 sevoflurana na fosfolipidnu komponentu pluénog



surfaktanta, budué¢i da upravo ta komponenta nosi glavni dio odgovornosti za povrSinsku

aktivnost pluénog surfaktanta.

Hipoteza ovog istrazivanja, temeljena na rezultatima dosadasnjih istrazivanja 1 na
preliminarnim rezultatima ovog istrazivanja na modelu pluénog surfaktanta jest da inhalacijski

anestetici imaju utjecaj na strukturu pluénog surfaktanta.

U istrazivanju je primjenjena infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl.
Fourier transform infrared, FTIR), metoda koja omoguc¢ava identifikaciju tvari usporedbom
spektara, izravno svjedocCenje o strukturi tvari kao 1 kvantitativnu analizu uzorka (Gtinzler i
Gremlich, 2003.), a uspjesno je primjenjivana u istrazivanjima pluénog surfaktanta (Mautone 1
sur., 1987., Dluhy i sur., 1989., Das i sur., 1995., Das i sur., 1997., Knells i sur., 1995., McCrae
i sur. 2001.). Rezultati su obradeni na dva nacina: metodom analize glavnih komponenti i

Studentovim #-testom.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Plu¢ni surfaktant

Pluéni surfaktant je povrSinski aktivan lipoproteinski kompleks koji se nalazi u pluénim
alveolama na granici zraka i vode. Njegova uloga je snizavanje povrSinske napetosti u
alveolama pluca ¢ime se sprjecava njihovo kolabiranje na kraju izdisaja te olakSava prijenos
plinova (Bourbon, 1991.). Sinteza plu¢nog surfaktanta odvija se u alveolarnim stanicama tipa
II. U plu¢ima fetusa prisutnost surfaktanta neophodna je za izvodenje prvog udisaja. Njegova
deficijencija, Cesto prisutna u nerazvijenim plu¢ima nedonoscadi, moze dovesti do sindroma
respiratornog distresa novorodenceta, dok je u odraslih sindrom respiratornog distresa
uzrokovan s viSe ¢imbenika koji mogu ukljucivati i poremecaj pluénog surfaktanta uslijed
dugotrajne mehanicke ventilacije i opcée inhalacijske anestezije. Pluca, Cija respiratorna
povrsina iznosi ¢ak do 80 m* (Weibel, 1963.), jedna su od prvih struktura koja dolazi u doticaj
s plinovima iz okoliSa pa tako i s inhalacijskim anesteticima koji, da bi usli u krvotok, moraju

prijeci i sloj pluénog surfaktanta.

2.1.1 Povijest istrazivanja plu¢nog surfaktanta

Plu¢ni surfaktant je predmet proucavanja ve¢ gotovo 90 godina. Poceci istrazivanja sezu u
1929. godinu kada je von Neergard objavio znanstvene rezultate o razlici tlaka potrebnoj da se
ekspandiraju plu¢a ispunjena zrakom odnosno teku¢inom, donose¢i zakljuc¢ak da pluéne alveole
posjeduju sposobnost snizavanja prirodno velike povrSinske napetosti na granici zraka i vode
(von Neergaard, 1929.). Thannhauser i suradnici su 1946. godine objavili da tkivo plu¢a ima
visok sadrzaj lipida dipalmitil lecitina (Thannhauser 1 sur., 1946.) kojeg danas nazivamo DPPC.
Pattle je 1955. godine predlozio da mjehur sastavljen od materijala iz plu¢a odrzava stabilnost
pomocu povrsinski aktivnog materijala (Pattle, 1955.). Nekoliko godina kasnije Clements i

suradnici teoretiziraju o ulozi surfaktanta kod stabilizacije plu¢a (Clements i sur., 1958.).



Clementsova je grupa takoder prvi put istrazivala svojstvo snizavanja povrSinske napetosti
nekih lipida te otkrila da je frakcija lipida koja u tome sudjeluje fosfolipidna. Objavili su i da

je sintetski DPPC sli¢an fosfolipidima izoliranim iz govedih plu¢a (Klaus i sur., 1961.).

Avery 1 Mead su 1959. godine objavili istraZivanje o povezanosti visoke povrSinske napetosti
u alveolama pluca s nastankom bolesti hijalinth membrana (danas poznate kao respiratorni
distresni sindrom novorodencadi) u prijevremeno rodene djece (Avery i Mead, 1959.). Mjere¢i
povrsinsku napetost ekstrakta plu¢a nedonoscadi i djece koja su bolovala od bolesti hijalinih
membrana dolaze do podatka da je ona viSa od ocekivane. ZakljuCuju da bi deficijencija
povrsinski aktivnog materijala u plu¢ima te djece mogla biti znacajna za patogenezu bolesti
hijalinth membrana. 1967. godine dokazano je da se DPPC stvara tijekom razvoja pluca te
izlu€uje u alveolarni prostor (Gluck i sur., 1967.), a 1973. godine objavljeno je istrazivanje
koje govori o mogucoj vaznosti proteina kao dijelova plu¢nog surfaktanta (King i sur., 1973.).
Dvije godine kasnije ukazuje se na vaznost fosfatidilglicerola kao sastavnog dijela surfaktanta
te govori o njegovom manjku u djece koja boluju od IRDS-a (Hallman i sur., 1975.).
Nomenklatura proteina surfaktanta predlozena je 1988. godine: SP-A, SP-B i SP-C (Possmayer,
1988.). Ubrzo je otkriven i ¢etvrti protein surfaktanta nazvan, u skladu s nomenklaturom, SP-D
(Persson i sur., 1989.). Prekretnicu predstavlja 1980. godina kada je provedeno prvo uspjesno
ispitivanje primjene surfaktanta u terapiji IRDS-a (Fujiwara i sur., 1980.). Od tada je primjena
surfaktanta vrlo uspjesno uvedena kao terapijski postupak (Schwartz i sur., 1994.), a koristi se

1 danas.

2.1.2 Pluca i povrSinska napetost

Izmjena plinova u plu¢ima dogada se u alveolama (Slika 2.1). Tkivo plu¢a obujma 1 cm’ ima
300 cm® povrsine dostupne za izmjenu plinova (Creuwels i sur., 1997). Kisik difundira iz
alveola u pluéne kapilare, a uglji¢ni dioksid napusta kapilare i difundira u alveole. Alveole
imaju oblik mjehura ¢ija je unutarnja povrsina dijelom oblozena slojem tekucine. Privlacne sile
vodikovih veza medu molekulama unutarnje vlaZzne povrSine alveole stvaraju povrSinsku
napetost zbog koje alveola ima tendenciju kolabiranja na kraju izdisaja. Ovu tendenciju
zna¢ajno umanjuje prisutnost pluénog surfaktanta, povrSinski aktivne tvari koja, snizavajuci
povrsinsku napetost, omogucéava udisaj, a nalazimo ga u plu¢ima svih sisavaca. Snizavajuci
povrSinsku napetost, pluéni surfaktant znacajno smanjuje rad ulozen u proces disanja i

povecava pluénu popustljivost ¢ime izravno utjeCe na mehaniku disanja. Takoder, odrzava



veliku unutarnju povr$inu pluéa (oko 1 m?® na 1 kg tjelesne mase) ¢ime se postize kvalitetnija
izmjena plinova u plu¢ima te stabilizira iznimno tanku (1 pm) barijeru krv-plin. Snizavajuc¢i
permeabilnost plu¢a smanjuje mogucnost nastanka pluénog edema. Pluéni surfaktant sudjeluje

1 u obrani plu¢a od mikrobioloskih organizama.

slojalveolarne tekudine
alveolarnastanica s pluénimsurfaktantom

tipa2 makrofag

alveolarnastanicatipal
intersticijska tekucina

L)Iuéna alveola

apilara

eritrocit

Slika 2.1 Ilustracija presjeka kroz pluénu alveolu.

(slika preuzeta s http//:images.slideplayer.us/1/225701/slide/slide_26.jpg)

2.1.3 Sastav plu¢nog surfaktanta

Evolucijski gledano, molekulski sastav surfaktanta visoko je homologan u svih vrsta koje ga
posjeduju (Possmayer i sur., 1984.; Cockshutt i Possmayer, 1992.). Sastoji se od dvije skupine

makromolekula: lipida i proteina specifi¢nih za surfaktant (engl. surfactant proteins, SP).

2.1.3.1 Lipidi

Lipidi ¢ine priblizno 90 % sastava surfaktanta, a ve¢inom su fosfolipidi. Ostali lipidi koje

nalazimo u surfaktanu su: kolesterol ¢iji je udio 2,4 % masenog udjela ukupnog sastava

surfaktanta (Possmayer i sur., 1984.), triacilglicerol i slobodne masne kiseline.



Fosfatidilkolin je najzastupljenija komponenta surfaktanta s udjelom od 70 - 80 % od ukupne
koli¢ine lipida. On je svojim ve¢im udjelom prisutan u obliku dipalmitoilfosfatidilkolina
(DPPC) (Slika 2.2). DPPC je glavna povrSinski aktivna komponenta pluénog surfaktanta
(Batenburg, 1992.; Holm i sur., 1996), primarno odgovoran za sudjelovanje u smanjivanju

povrsinske napetosti na vrlo niske vrijednosti.

Fosfatidilglicerol (PG) ¢ini 7 - 15 % ukupne koli¢ine fosfolipida, pri ¢emu je 17 - 38 % u obliku
dipalmitoila (Funkhouser i sur., 1981.; Veldhuizen i sur., 2004.; Possmayer, 2004.). Njegova
uloga nije sasvim pojasnjena no pretpostavlja se da sudjeluje u odrzanju stabilnosti alveole, a
novija istrazivanja govore da regulira prirodeni imuni odgovor te da posjeduje antiviralnu
aktivnost (Numata i sur., 2010.; Kandasamy i sur. 2011.; Numata i sur., 2012.; Kuronuma i sur.,

2009).

Preostali fosfolipidi su fosfatidiletanolamin (PE, oko 5 %), fosfatidilinozitol (PI, oko 3 %) te
fosfatidilserin (PS), lizofosfatidilkolin (LPC) i sfingomijelin (SM) koji zajedno ¢ine manje od
2 % (Cockshutt i sur., 1992.; Goerke, 1974).

Fosfolipidi su amfifilne molekule gradene od hidrofilnog (tzv. glave) i hidrofobnog dijela (tzv.
repa) zajedno vezanih molekulom glicerola. Hidrofobni rep je graden od dva lanca masnih
kiselina, a hidrofilna glava od fosfatne skupine na koju se dalje mogu vezati jednostavne
molekule, pa je tako kod fosfatidilkolina na nju vezan kolin. Glicerol je za lance masnih kiselina
vezan esterskim vezama i to se podrucje u literaturi na engleskom naziva interfacial region.
Rep fosfolipida je najcesce graden od jedne zasiCene i jedne nezasi¢ene masne kiseline.
Molekula DPPC-a je iznimka od ovog pravila budu¢i da sadrzi dva lanca palmitinske kiseline

koja je zasi¢ena masna kiselina.
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Slika 2.2 Molekula dipalmitoilfosfatidilkolina



2.1.3.2 Proteini

Proteini ¢ine priblizno 10 % sastava surfaktanta. Opisana su Cetiri proteina specifi¢na za
surfaktant (Johansson i sur., 1994.), a dijelimo ih u dvije skupine. Prvu skupinu predstavljaju
hidrofilni proteini SP-A i SP-D ¢ija je uloga pretezno imunoloska, dok oni druge skupine,
hidrofobni proteini SP-B i SP-C, sudjeluju u stvaranju i odrzavanju filma surfaktanta. Proteine

surfaktanta nalazimo gotovo iskljucivo u plu¢ima.

SP-A je glikoprotein iz porodice kolektina i najzastupljeniji je protein surfaktanta. Molekulska
masa monomera ovog proteina iznosi 28 — 36 kDa, dok SP-A izoliran iz bronhoalveolarnog
lavata (BAL) ima molekulsku masu 650 kDa (McCormack i sur., 1997.; Hawgood i Shiffer,
1991.). Funkcije su mu raznovrsne pa tako sudjeluje u formaciji tubularnog mijelina (TM) te
posreduje unos i ponovno iskoristavanje surfaktanta u alveolarnim stanicama tipa II (Rooney i
sur., 1994.). Takoder djeluje kao sudionik u negativnoj povratnoj sprezi inhibirajuéi sintezu
fosfolipida (Wright i sur., 1991.). Sudjeluje i u prirodenom imunom odgovoru (Wright, 2004.)
te potencijalno ima zaStitnu ulogu u odrzavanju integriteta surfaktanta kod ozljede pluca

(Chabot i sur., 2003.).

SP-D je glikoprotein molekulske mase 43 kDa. Regulira metabolizam surfaktanta u alveolarnim
stanicama tipa II. Kao i SP-A, takoder je protein prirodenog imunog odgovora organizma.
PospjesSuje endocitozu patogenih organizama putem makrofaga (Hogenkamp i sur., 2007.),
stimulira fagocitozu i kemotaksiju te regulira citokine i proizvodnju slobodnih radikala (Wright,
2004.).

SP-B je homodimer molekulske mase 18 kDa koji pospjesuje brzu disperziju lipida u jednosloj
na granici tekucine i zraka (Kuroki i sur., 1988.), a sudjeluje i u stvaranju TM-a (deMello i sur.,
1994.; Scott, 2004.). Mutacija gena odgovornog za sintezu ovoga proteina kao i prirodeni
nedostatak proteina SP-B onemogucuju proces stvaranja komponenti surfaktanta i u ljudi su

smrtonosni (Cutz i sur., 2000.).

SP-C je nepolarni protein sekundarne strukture alfa-zavojnice molekulske mase 4,2 kDa, a

sudjeluje u stvaranju i odrzavanju filma surfaktanta.



2.1.4 Sinteza 1 sekrecija pluénog surfaktanta

Sinteza pluénog surfaktanta u ljudi zapo€inje oko 26. i traje do 35. tjedna trudnoce. Sazrijevanje
plu¢a kao i1 proizvodnja pluénog surfaktanta stimulirana je raznim c¢imbenicima poput
glukokortikoida, hormona §titnjace, estrogena i drugih ¢imbenika rasta (Ballard, 1986.; Post i

van Golde, 1988.).

Surfaktant se sintetizira, pohranjuje, izlu€uje 1 reciklira u alveolarnim stanicama —
pneumocitima tipa II. Sinteza zapocinje na slobodnim ribosomima u citoplazmi i nastavlja se u
lumenu endoplazmatskog retikuluma nakon €ega surfaktant biva transportiran 1 skladisten u
lamelarnim tjeleScima (engl. lamellar body, LB). LB sadrzi koncentri¢ne, gusto pakirane lamele
sac¢injene od DPPC-a u ¢ijem pakiranju vaznu ulogu ima SP-B. Fosfolipidni sastav LB-a vrlo
je sli¢an sastavu medustani¢nog matriksa (Adachi i sur., 1989.; Jobe i sur., 1980.; Oulton i sur.,
1986.). U membranama pneumocita tipa II odgovornih za sintezu LB-a nalaze se
transmembranski proteini koje svrstavamo u ABC (engl. ATP binding cassete) transportere.
Ove molekule imaju domenu na koju se vezuje adenozin-trifosfat (ATP) §to osigurava energiju
potrebu za transport lipida koji ulaze u sastav ovih tjeleSaca (Yamano i sur., 2001.). Proteini
SP-B i SP-C se nakon obrade u Golgijevom tjeleScu prenose do LB-a multivezikularnim
tjeleScima dok se fosfolipidi do LB-a prenose direktno (Veldhuizen i Possmayer, 2004.), a jedan

od predlozenih mehanizama je autofagija (Lajoie i sur., 2005.).

Spajanjem LB-a sa stanihom membranom zapo€inje egzocitoza surfaktanta iz alveolarnih
stanica tipa Il u izvanstani¢ni prostor pluéne alveole. Ovaj proces takoder pospjesuju ABC
prijenosnici prvenstveno ABCA3 (engl. ATP-binding cassette sub-family A member 3) koji se
nalazi na vanjskoj membrani LB-a alveolarnih stanica tipa II (Cheong i sur., 2006.; Kaltenborn
i sur. 2012.). Mutacije gena za ABCA3 uzrokuju poremecaje u sintezi i obradi surfaktanta
(Fitzgerald 1 sur. 2007.) te posljedi¢no, zbog njegova nedostatka, dovode do smrti

novorodencadi.

S prvim udahom nakon rodenja naglo se povecava sekrecija surfaktanta. Nakon izlu¢ivanja iz
alveolarnih stanica tipa II, LB se u prisustvu SP-A velikom brzinom transformira u TM,
jedinstvenu reSetkastu strukturu koja na granici zraka i tekuéine takoder velikom brzinom

formira povrsSinski aktivan film (Metcalfe 1 sur., 1980.; Enhorning i Possmayer, 1980.;
Williams, 1982.).



IskoriSteni surfaktant stanica razgraduje na gradivne komponente. Dio tih makromolekula se
endocitozom vrac¢a u alveolarne stanice tipa II te, ili ponovo ugraduje u LB i iskoriStava

(Zimmermann i sur., 2005.), ili biva razgraden pomoc¢u makrofaga (Zimmermann i sur., 2005.;

Wright 1 Dobbs, 1991.).

2.1.5 Poremecaji plu¢nog surfaktanta

Avery 1 Mead (1959.) su prvi opazili da nedostatan povrSinski aktivan materijal uzrokuje
previsoku povrSinsku napetost na granici tekucine i zraka u alveolama plu¢a novorodencadi
oboljele od bolesti tada poznate kao bolest hijalinih membrana. Danas znamo da poremecaje
koji dovode do nedostatka u sintezi pluénog surfaktanta mozemo povezati s patofiziologijom

nekoliko pluénih bolesti.

2.1.5.1 Sindrom respiratornog distresa novorodenceta (IRDS)

U djece rodene prije termina, zbog nerazvijenosti alveolarnih stanica tipa Il moze do¢i do
nedostatne proizvodnje pluénog surfaktanta Sto uzrokuje bolest koju nazivamo sindromom

respiratornog distresa novorodenceta (engl. infant respiratory distress syndrome, IRDS).

Vjerojatnost nastanka IRDS-a moze se predvidjeti mjerenjem pluéne popustljivosti u odnosu
na dob trudnoce (Bhutani i Abbasi, 1992.; Silver i sur., 1993.) kao i analizom surfaktanta u

amnionskoj tekuéini (Gluck i sur., 1967.; Gluck i sur., 1971.).

Geneticki ¢imbenici takoder igraju znacajnu ulogu kod nastanka IRDS-a (Lankenau, 1976.) §to
1 terminsku djecu ¢ini podloznom razvoju IRDS-a. Vecina genetickih poremecaja surfaktanta
vezana je uz mutacije gena za proteine SP-B i SP-C te prijenosnik fosfolipida ABCA3.
Mutacije gena za SP-B su povezane s fatalnim IRDS-om (Nogee, 2004.), a one za SP-C s
intersticijskom bolesti plu¢a (Nogee i sur., 2002.; Nerelius i sur., 2008.; Zarbock i sur., 2012.).

Do nerazvijenosti pluca, pa samim time i nedostatne proizvodnje surfaktanta, mogu dovesti i
neka stanja uslijed kojih dolazi do kompresije plu¢a poput dijafragmalne hernije ili kroni¢nog

oligohidramniona (Wilcox i sur., 1996.).



2.1.5.2 Akutni sindrom respiratornog distresa (ARDS)

Poremecaji u sintezi surfaktanta mogu se naci i u odraslih, naj¢esc¢e u sklopu akutnog sindroma
respiratornog distresa (engl. acute respiratory distress syndrome, ARDS) te akutne ozljede

pluéa (Cogo i sur., 2007.). Najces¢i uzroci ARDS-a su upala pluca i sepsa.

U bolesnika s ARDS-om zamjecen je manjak fosfatidilkolina i PG-a te povecanje koli¢ine Pl-a,

PE-a, LPC-a i SM-a (Gregory i sur., 1991.).

Kod respiratornih infekcija, promjena u sastavu surfaktanta posljedica je razgradnje surfaktanta
i inhibicije njegove biosinteze ili poremecene sekrecije (Alcorn i Wright, 2004.; Wright, 2004.;
Henderson i sur., 2006.; Wu i sur., 2007.; Miakotina i sur., 2007.; Glasser i Mallampalli, 2012.).
P. aeruginosa negativno utjece na funkciju surfaktanta bilo da stimulira razgradnju SP-A i SP-
D ili inhibira transkripciju gena CCTo (engl. choline-phosphate cytidylyltransferase A)
ukljucenog u proces sinteze fosfatidilkolina (Glasser i sur., 2012.). Adenovirusi uzrokuju
promjene u fosfolipidnom sastavu surfaktanta (Glasser i1 sur., 2012.). Negativan utjecaj
patogenih organizama na stvaranje pluénog surfaktanta mogao bi biti i putem aktivacije imunog

odgovora i otpustanja citokina domacina (Agassandian i Mallampalli, 2013.).

Poremecena funkcija surfaktanta prisutna je i kod drugih bolesti plu¢a poput cisti¢ne fibroze,

kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca i astme (Kurashima i sur., 1991.; Hull i sur., 1997.).

2.1.6 Lijecenje surfaktantom

Meta analiza randomiziranih istrazivanja egzogenog surfaktanta je pokazala da on dramati¢no
poboljsava ili prevenira respiratorno zatajenje nakon $to je primijenjen u di$ni put kod IRDS-a

ili kod djece rodene znacajno prije termina (Merritt i sur., 1993.).

Istrazivanja su takoder pokazala da surfaktant zivotinjskog podrijetla koji sadrzi SP-B i SP-C
ucinkovitije snizava mortalitet nego komercijalno dostupni sintetski surfaktanti koji ne sadrze

proteine (Halliday, 1997.).

Kod ARDS-a, egzogeni surfaktant ublazava klinicku sliku respiratornog zatajenja (Hartog i

sur., 1999.).

Primjena surfaktanta koji sadrzi hidrofobne proteine snizava mortalitet od ARDS-a (Gregory i

sur., 1997.).
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2.1.7 Ostali utjecaji na pluéni surfaktant

Duhanski dim ima negativan utjecaj na fosfolipide surfaktanta budu¢i da sadrzi izmedu 2000 i
4000 spojeva medu kojima su organski 1 anorganski toksini koji mogu vrSiti toksi¢ni u¢inak na
pluca i uzrokovati promjene surfaktanta (Scott, 2004.). Komponente dima mijenjaju sposobnost
surfaktanta da snizava povrSinsku napetost, reduciraju koli¢inu DPPC-a i povecavaju koli¢inu
PE-a i SM-a. Duhanski dim utjeCe i na razvoj pluca, sintezu i sekreciju surfaktanta (Scott,

2004.).

Aerosolni detergenti kao i produZena izlozenost visokim koncentracijama kisika mogu takoder

povecati permeabilnost bioloSkih membrana (Tobin i sur., 2000.).

2.2 Anestezioloski postupak 1 inhalacijski anestetici

Poceci primjene anestezije sezu u 1846. godinu kada je americki stomatolog William Morton
bolesniku bezbolno izvadio zub daju¢i mu da prethodno udise eter (Morton, 1850.). Spoj je
otprije bio poznat, a do tada se koristio u razonodne svrhe. Poceci primjene anestezije nisu bili
samo zaceci anestezioloske struke, ve¢ su bili prekretnica u razvoju kirurske struke koja je do

tada bila vrlo ograni¢enih moguénosti.

Anesteziju dijelimo na tri vrste: lokalnu, regionalnu i opéu anesteziju. Opcéa anestezija je
promijenjeno fiziolosko stanje koje podrazumijeva reverzibilno oduzimanje bolesnikove
svijesti, amneziju, analgeziju te odredeni stupanj miSi¢ne relaksacije (Butterworth, 2013.).
Tijek opce anestezije se dijeli u tri dijela: uvod u anesteziju, odrzavanje anestezije i budenje.
Uvod u anesteziju se najcesée postize intravenskim anesteticima a nesto rjede inhalacijskim
anesteticima. Odrzavanje anestezije se najceS€e postize inhalacijskim, a puno rjede

intravenskim anesteticima.

Inhalacijski anestetici su lako hlapljive tekucine koje na sobnoj temperaturi i atmosferskom
tlaku prelaze u pare. Inhalacijski anestetici ukljuCuju inertne elemente poput ksenona,
jednostavne anorganske spojeve poput dusi¢nog oksidula, halogenirane ugljikohidrate poput
halotana te etere kao $to su desfluran, izofluran i sevofluran. Putem posebnih rasprsivaca koji
su sastavni dijelovi anestezioloskih strojeva dodaju se u smjesu plinova koja se zatim sustavom
cijevi dovodi do plu¢a bolesnika gdje udisanjem ulaze u organizam. Prelaskom alveolo-

kapilarne membrane ulaze u krvotok kojim dolaze u sva tkiva, a posebno u sredi$nji Ziv€ani
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sustav koji je ciljno mjesto djelovanja. Djeluju sistemski izazivajuci depresiju sredi$njeg
zivéanog sustava, kardiovaskularnog sustava i1 disanja te hipotenziju i miorelaksaciju
(Butterworth, 2013.). To¢an mehanizam djelovanja inhalacijskih anestetika joS uvijek nije do
kraja razjaSnjen. Novija istrazivanja potvrduju pretpostavke o molekulskom utjecaju anestetika

na sinapsu i protok neurotransmitera (Baumgart i sur., 2015.).

Volumni udio inhalacijskog anestetika potreban da bolesnika odrzi u anesteziji izrazava se kao
minimalna alveolarna koncentracija (engl. minimal alveolar concentration, MAC). MAC je
onaj volumni udio inhalacijskog anestetika u smjesi plinova pri kojoj 50 % osoba nece
odgovoriti na standardni kirurski podrazaj (Goodman i sur., 2006.). MAC je razliCit za razli¢ite
anestetika, a ovisi o dobi bolesnika te raznim promjenama fiziologije bolesnika. Na MAC utjece

1 kombiniranje inhalacijskih anestetika s drugim anestezioloSkim lijekovima.

Inhalacijski anestetici se iz organizma izlucuju ve¢inom nepromijenjeni u smjesi izdahnutih

plinova.

2.2.1 Izofluran

Izofluran je inhalacijski op¢i anestetik, nezapaljiv u koncentracijama koje se primjenjuju za

anesteziranje. Po kemijskom je sastavu 1-kloro-2,2,2-trifluoroetil difluorometil eter (Slika 2.3).
{

Slika 2.3 Strukturna formula izoflurana

Primjenjuje se u djece i odraslih za uvod i odrzavanje opée anestezije. Doza se odreduje
individualno za svakog bolesnika ovisno o bolesnikovoj dobi i klinickom stanju, a anestezija
se postize unutar 7 do 10 minuta. Za odrzavanje kirurske anestezije primjenjuju se doze od 0,5
do 2,5 % u smjesi s dusikovim oksidulom i kisikom ili u smjesi sa zrakom i kisikom. Budenje

nastupa oko deset minuta nakon prestanka primjene izoflurana.
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Izofluran se vrlo malo metabolizira u organizmu, u mokra¢i prethodno anesteziranih bolesnika
se u obliku metabolita nade tek oko 0,17 % apsorbirane doze izoflurana (Sazetak opisa

svojstava lijeka Foranea).

U usporedbi sa sevofluranom uzrokuje neSto izraZeniju, o dozi ovisnu, depresiju
kardiovaskularnog i1 diSnog sustava. MoZe izazvati oSteéenje jetre, a kod bolesnika s
neuromuskularnim bolestima porast kalija u serumu i aritmiju. Uzrokuje preosjetljivost
miokarda na adrenalin. Uoceno je i povecanje broja bijelih krvnih stanica. Sa suhim uglji¢nim
dioksidom moze uéi u interakciju uz stvaranje ugljicnog monoksida. Tijekom anestezije
izofluranom dolazi do minimalnog povisenja serumskih koncentracija anorganskog fluorida

(Sazetak opisa svojstava lijeka Foranea) .

2.2.2 Sevofluran

Sevofluran je inhalacijski op¢i anestetik. Nezapaljiva je, kemijski stabilna, lako hlapljiva

tekucina. Po kemijskom je sastavu 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-fluorometoksipropan (Slika 2.4).

Slika 2.4 Strukturna formula sevoflurana

Primjenjuje se u djece i u odraslih za uvod i odrzavanje opcée anestezije. Doza se odreduje
individualno za svakog bolesnika ovisno o bolesnikovoj dobi i klinickom stanju, a anestezija
se postize unutar nekoliko minuta. Za odrZavanje kirurske anestezije primjenjuju se doze od 0,5
do 3 % u smjesi s dusi¢nim oksidulom i kisikom ili u smjesi sa zrakom i kisikom. Budenje

takoder nastupa unutar nekoliko minuta nakon prestanka primjene sevoflurana.

Sevofluran se najve¢im dijelom izlucuje putem pluca. U ljudskom se organizmu metabolizira

manje od 5 % sevoflurana. Defluorira se posredstvom citokromnog izoenzima p450(CYP)2E1
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uz posljedi¢no stvaranje heksafluoroizopropanola (HFIP) i oslobadanje anorganskog fluorida

te ugljikova dioksida. HFIP se zatim konjugira s glukuronskom kiselinom i izlu¢uje mokra¢om.

Sevofluran u velikog broja bolesnika uzrokuje o dozi ovisnu depresiju kardiovaskularnog i
diSnog sustava dok su ostale nuspojave poput mucnine, povracanja i drhtavice te aritmija rjede

(Sazetak opisa svojstava lijeka Sevoranea).

Najvaznije fizikalne konstante inhalacijskih anestetika izoflurana i sevoflurana su navedene u

Tablici 2.1 (preuzeto iz Sazetaka opisa svojstava lijekova Foranea i Sevoranea).

Tablica 2.1 Najvaznije fizikalne konstante izoflurana i sevoflurana (preuzeto iz Sazetaka
svojstava lijekova Foranea i Sevoranea)

izofluran sevofluran
relativna molekulska masa 184,5 200,5
vreliste pri 760 mmHg 48,5 °C 58,6 °C
specifi¢na masa pri 20 °C 1,5 1,520 - 1,525
tlak para (mmHg)
pri 20 °C 238 157
pri 25 °C 295 197
pri 35 °C 450
pri 36 °C 317
koeficijent razdvajanja faza
(srednja vrijednost) pri 37 °C
voda / plin 0,61 0,36
krv / plin 1,43 0,63 - 0,69
ulje / plin 90,8 47,2 -539
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2.2.3 Utjecaj anestezioloSkog postupka na pluca i pluéni surfaktant

Dugotrajna mehanicka ventilacija koja se primjenjuje tijekom opce anestezije moze, zbog svoje
nesavrsenosti u oponasanju fiziologije disanja, dovesti do ozljede plu¢nog tkiva. Najcesci
mehanizam nastanka ozljede je naprezanje diSnih putova i prejako otvaranje dijela pluénih
alveola s posljedi¢nim kolabiranjem preostalih alveola $to dovodi do pojave pluénih atelektaza.
Ozljeda moze nastupiti i kao posljedica aktivacije imunoloskog odgovora tkiva. Osim nastanka
atelektaza, u plu¢ima uslijed ozljede dolazi i do nastanka pluénog edema te gubitka plu¢nog

surfaktanta (Lachmann i Verbrugge, 1998).

Procesi peroksidacije fosfolipida uslijed visokih koncentracija kisika u smjesi plinova koji se
primjenjuju tijekom anestezije te kemijska priroda inhalacijskih anestetika bi takoder mogli biti

jedan od mehanizama nastanka oSte¢enja plué¢nog surfaktanta (Lalchev i sur., 1992.).

Utjecaj inhalacijskih anestetika na fosfolipide membrana predmet je veceg broja istraZivanja
dok je broj istrazivanja provedenih na pluénom surfaktantu zna¢ajno manji. Usprkos tome, do
danas ne postoji konsenzus o mjestu njihova vezanja kao ni o mehanizmu djelovanja na pluéni
surfaktant. Najveci broj istrazivanja podrzava teoriju da anestetici djeluju na vodikove veze
hidrofilnog dijela fosfolipidne molekule (Yoshida i sur., 1984.,1 1989., Craig i sur., 1987., Tsai
isur., 1987.11990., XuiTang, 1997.,). To bi moglo imati nepovoljan utjecaj na vodeni matriks
koji stabilizira membransku strukturu te posljedi¢no tome dovesti do destabilizacije membrane

(Ueda i Yoshida, 1999.).

2.3 Osnove infracrvene spektroskopije

Infracrvena spektroskopija je mocan alat u istrazivanjima vibracijskih svojstava bioloSkih
molekula. Njena primjena je gotovo neograniena jer omogucava istrazivanje vrlo malih
koli¢ina raznih uzoraka gotovo svih agregatnih stanja, a njeno veliko znacenje temelji se na

visokoj informacijskoj vrijednosti spektra (Giinzler i Gremlich, 2006.; Stuart, 1997.).

Spektar je prikaz ovisnosti intenziteta promatranog snopa elektromagnetskog zracenja o valnoj
duljini fotona koji su sadrzani u snopu (Brnjas-Kraljevi¢, 2001.). Elektromagnetski val je
prijenos energije elektromagnetskog polja kroz prostor. Oc€ituje se kao sinusna promjena jakosti
elektri¢nog 1 magnetskog polja u vremenu i u prostoru (Brnjas-Kraljevi¢, 2001.). Elektri¢no i

magnetsko polje titraju u fazi i vektori polja su medusobno okomiti. Period titranja je vremenski
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interval izmedu dvaju susjednih maksimuma. Valna duljina je udaljenost izmedu dviju
susjednih tocaka koje titraju u fazi te je ovisna o mediju kojim se val §iri (Brnjas-Kraljevic,
2001.). S obzirom na valnu duljinu, elektromagnetsko zracenje je podjeljeno na nekoliko
podrucja. Infracrveno zraCenje se nalazi u podrucju valnih duljina izmedu 700 nm i 1 mm, a
vrsta interakcije koja se odvija unutar Cestica su vibracije. U vibracijskoj spektroskopiji je
uobicajeno umjesto valne duljine rabiti valni broj. Valni broj predstavlja recipro¢nu vrijednost

valne duljine.

U strukturnim istrazivanjima makromolekula na temelju interakcija s infracrvenim zracenjem
naj¢eS¢e se primjenjuje apsorpcijska spektroskopija (Brnjas-Kraljevi¢, 2001.). Prilikom
interakcije infracrvenog zracenja i tvari, do izmjene energije moze do¢i samo ako molekula
apsorbira foton energije jednak razlici dva vibracijska nivoa Cestice tvari. Apsorpcija kvanta
infracrvenog zracenja uzrokovat ¢e prelazak u vise vibracijsko stanje. Mjeriti se mogu samo
one vibracije koje uzrokuju promjenu elektricnog dipolnog momenta molekule (Brnjas-
Kraljevi¢, 2001.). Za takvu vibraciju kazemo da je infracrveno aktivna. Infracrveni spektar
dobivamo promatrajuci ovisnost intenziteta zracenja o frekvenciji, odnosno valnoj duljini ili
valnom broju nakon $to promatrani uzorak izlozimo infracrvenom zracenju izvora. Intenzitet
spektralnih vrpcei ovisi o vjerojatnosti prijelaza izmedu vibracijskih energetskih nivoa, njihovoj

popunjenosti ¢esticama i ukupnom broju Cestica u kontaktu sa zracenjem.

Vibracije molekula ukljucuju promjenu duljine kemijskih veza pa tada govorimo o vibracijama
istezanja, ili promjenu kuteva izmedu kemijskih veza pa govorimo o vibracijama savijanja.
Vibracije istezanja mogu biti u fazi pa govorimo o simetri¢nim vibracijama istezanja, ili izvan
faze pa govorimo o asimetri¢nim vibracijama istezanja (Stuart, 1997.). Dvoatomske molekule
mogu vibrirati samo na jedan nacin, istezanjem, pa kazemo da imaju jedan stupanj slobode.
Troatomske nelinearne molekule poput molekule vode imaju 3 stupnja slobode od kojih dva
odgovaraju istezanju, a jedan savijanju molekule. Troatomske linearne molekule poput
ugljicnog dioksida imaju 4 stupnja. Poliatomska nelinearna molekula koja sadrzi N atoma ima
3N-6 vibracijskih stupnjeva slobode, a linearna 3N-5 (sa 6, odnosno s 5 stupnjeva su opisane
translacija i rotacija molekule) (Stuart, 1997.). Vibracije koje se mogu pobuditi neovisno jedna
od druge i u kojima atomi istovremeno prolaze kroz polozaj ravnoteZe zovu se normalni
modovi. Kona¢na vibracija molekule moze se prikazati kao linearna kombinacija normalnih
modova. Mogu se podijeliti u dvije kategorije: skeletni modovi u kojima sudjeluju gotovo svi

atomi u molekuli 1 grupne vibracije koje ukljucuju samo mali dio molekule, naj¢esce samo dva
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ili tri atoma. Grupne vibracije su neovisne od ostatka molekule i korisne su za identifikaciju
spojeva u spektru a medu one od posebne vaznosti mozemo ubrojiti C=0 vibracije. Ova je veza
sklona intermolekulskom i intramolekulskom djelovanju ¢ime utje¢e na molekulsku strukturu,
a zbog visoke polarnosti koja znaci i veliku promjenu dipolnog momenta, cesto je jedna od

najintenzivnijih vrpci u spektru (Serec, 2016.).

2.3.1 Vibracije fosfolipida

Tipican infracrveni spektar fosfolipida se moze podijeliti u tri osnovna dijela: vibracije
hidrofobnog dijela molekule, vibracije karbonilnih skupina ukljucenih u stvaranje esterskih
veza 1 vibracije polarnog dijela molekule fosfolipida (Fringeli i Gunthard, 1981.; Casal i
Mantsch, 1984.; Lee i1 Chapman, 1986.; Mantsch i McElhaney, 1991.). Asignacija

karakteristi¢nih vibracijskih vrpci spektra fosfolipida je navedena u Tablici 2.2.

Vibracijske vrpce koje odgovaraju hidrofobnom dijelu molekule proizlaze prvenstveno iz C-H
vibracija i nalaze se u podrugju izmedu 3100 i 2800 cm™ (Arrondo i Goiii, 1998.). Vibracijske
vrpce asimetrinog i simetricnog istezanja CH, skupine su najdominantnije vrpce spektra
fosfolipida i javljaju se na 2920, odnosno 2850 cm™ (Arrondo i Goiii, 1998.). Vibracijske vrpce
koje odgovaraju vibracijama terminalnih CH; skupina se javljaju na 2956 cm™ za vibraciju
asimetri¢nog istezanja i na 2870 cm™ za vibraciju simetri¢nog istezanja, a javljaju se u obliku
ramena vecih vibracijskih vrpci istezanja CH, skupine (Arrondo i Goiii, 1998.). Polozaji vrpci
istezanja CH; i CHj3 skupina su osjetljivi na promjene u konformaciji lanaca masnih kiselina.
Vibracijska vrpca istezanja nezasi¢enih lanaca masnih kiselina (=C-H) se javlja na 3012 cm’'
(Stuart, 1997.). Vibracijska vrpca savijanja CH, skupine se javlja oko 1470 cm™ i prekriva
vibracijsku vrpcu asimetri¢nog savijanja CHsz skupine (Stuart, 1997.). Vibracijska vrpca

simetri¢nog savijanja CHj skupine se javljana 1378 cm™ (Stuart, 1997.).

Vibracijske vrpce koje proizlaze iz vibracije istezanja karbonilne skupine se javljaju u podrucju
izmedu 1750 i 1700 cm™ (Arrondo i Goiii, 1998.). Kada promatramo spektar DPPC-a, u ovom
se podrucju javlja Siroka vibracijska vrpca koja je, najvjerovatnije, zbroj dvije vibracijske vrpce
koje odgovaraju vibracijama istezanja karbonilnih skupina na polozajima sn-1 1 sn-2 lanaca
masnih kiselina (Arrondo i Goiii, 1998.). Vibracijska vrpca koja se javljana 1742 cm™ odgovara
vibraciji istezanja C=0 skupine na polozaju sn-1 lanca, dok se vibracijska vrpca istezanja C=0

skupine na polozaju sn-2 lanca javlja na 1728 cm™.
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Najizrazenije vibracijske vrpce koje proizlaze iz vibracija polarne glave molekule fosfolipida
su one koje odgovaraju vibracijama fosfatne skupine i javljaju se u podrucju valnih brojeva
izmedu 1300 i 1000 cm™ (Arrondo i Goi, 1998.). Buduéi da je ovaj dio molekule izrazito
osjetljiv na hidrataciju, vrpce koje se javljaju u ovome podrucju ¢e takoder ovisiti o hidrataciji.
Kada promatramo spektar DPPC-a, vrpca koja odgovara vibraciji asimetricnog istezanja
PO, skupine se kod nehidratiranog DPPC-a javlja oko 1240 cm™, a kod hidratiranog &ini
pomak na 1220 cm™ (Arrondo i Goiii, 1998.). Vrpca koja kod hidratiranog DPPC-a odgovara
vibraciji simetri¢nog istezanja PO, se javlja oko 1086 cm™ (Arrondo i Goi, 1998.).
Vibracijska vrpca koja odgovara vibraciji asimetri¢nog istezanja kolina (CH3);N" se nalazi na

972 cm™ (Stuart, 1997.).

Tablica 2.2 Asignacija vibracijskih vrpci fosfolipida (Stuart, 1997., Arrondo i Goiii, 1998.)

valni broj (cm™) asignacija

3012 =C-H istezanje
2956 CHjs istezanje, asimetricno
2920 CH; istezanje, asimetricno
2870 CHjs istezanje, simetri¢no
2850 CH; istezanje, asimetricno
1742 C=0 istezanje, sn-1
1728 C=0 istezanje, sn-2
1485 (CH3);N" savijanje, asimetri¢no

1473, 1472, 1468, 1463 CHj; sjeckanje (engl. scissoring)
1405 (CH3);N" savijanje, simetri¢no
1378 CHjs savijanje, simetricno
1240 PO, istezanje, asimetri¢no
1159 C-C istezanje, skeletno
1085 PO, istezanje, simetri¢no
972 (CH;);N" istezanje, asimetriéno
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2.4 Istrazivanja vezana uz inhalacijske anestetike

Usprkos svakodnevnoj primjeni inhalacijskih anestetika, tocan mehanizam njihova djelovanja
jo§ uvijek nije do kraja razjaSnjen. Jedan od najranijih predlozenih mehanizama bio je
interakcija s membranskim lipidima. Jo$ u 19. stolje¢u, botanicar Charles Ernest Overton i
farmakolog Hans Horst Meyer su neovisno dosli do istog otkri¢a poznatog kao Meyer-
Overtonova korelacija prema kojoj u€inak anestetika ovisi o njegovoj topljivosti u maslinovom
ulju (Arcario i sur, 2014). Unato¢ do sada uglavnom usuglasenom prihvacanju ove teorije, neki
znanstvenici vjeruju da joj treba pristupiti kriti€ki jer smatraju da se radi o klasi¢noj

reverzibilnoj reakciji izmedu liganda i receptora u membrani (Abraini i sur., 2014.).

Novija istrazivanja potvrduju pretpostavke o molekulskom utjecaju anestetika na sinapsu i
protok neurotransmitera. Smatra se da djeluju presinapticki, smanjujuc¢i otpustanje
neurotransmitera te postsinapticki, moduliraju¢i funkciju receptora (Baumgart i sur., 2015.).
Inhalacijski anestetik izofluran inhibira egzocitozu u presinaptickim neuronima smanjujuci
koncentraciju iona kalcija (Baumgart i sur., 2015.). Jedan od mehanizama je i ograni¢avanje
ulaska izvanstanicnog kalcija kroz kanale aktivirane karbaholom smjeStene distalno od
muskarinskih receptora u membrani neurona (Corrales i sur., 2004.). Pinheiro je sa suradnicima
dokazala da se radi o intracelularnom kalciju koji se u stanici pohranjuje u glatkom
endoplazmatskom retikulumu, a njegovo je oslobadanje posredovano aktivacijom receptora za
inozitol 3-fosfat (IP3) (Pinheiro i sur., 2006.). Ovaj u¢inak na koncentraciju slobodnog kalcija
protektivno djeluje na ishemiju srca (Lemoine i sur., 2016.), dok se istovrsni u¢inak na
hipoperfuziju i ishemiju renalnog tkiva postize djelovanjem na hipoksijom inducirani faktor 2a

(engl. hypoxia-inducible factor 2o. (HIF-2a)) (Zheng i sur., 2015.).

Ksenon i duSi¢ni oksidul najvjerojatnije inhibiraju N-metil D-aspartat (NMDA) receptore
(Yamakura 1 Harris, 2000.). NMDA su ekscitatorni receptori u mozgu. Drugi inhalacijski
anestetici najvjerojatnije djeluju na drugim receptorima poput GABA-e. Neka istrazivanja
predlazu da inhalacijski anestetici djeluju na nespecifi¢an nacin, djelovanjem na membranski

dvosloj (Butterworth, 2013.).
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2.4.1 IstraZzivanja utjecaja inhalacijskih anestettka na kulturu

alveolarnih stanica

Saznanja o utjecaju inhalacijskih anestetika na kulturu alveolarnih stanica su oskudna.
Istrazivanja provedena na inhalacijskom anestetiku halotanu pokazuju da on inhibira
sposobnost primarne kulture pneumocita tipa II Stakora da sintetizira fosfolipide (Molliex i sur.,
1994.) te modulira razinu mRNA za protein SP-C (Paugam-Burtz i sur., 2000.). Ovisno o
primjenjenoj dozi, halotan moZze imati razli¢it u¢inak na stani¢nu liniju karcinoma plu¢a A549
koju odlikuje sposobnost proizvodnje glavnih komponenti surfaktanta (Li i sur., 2002.) i stoga
se ve¢ vise od 40 godina koristi kao in vitro model za ispitivanje alveolarnih stanica tipa II
(Lieber i sur., 1976.). Taj ucinak je prvenstveno citostatican, citotoksi¢an 1 genotoksican
(Stephanova 1 sur., 2007.). Subtoksi¢ne koncentracije do 1,05 nM utjeCu na proizvodnju
surfaktanta kao i na kapacitet snizavanja povrsinske napetosti. Doze izmedu 1,2 i 2,1 nM
induciraju oStec¢enje svih membrana, supresiju proliferativne aktivnosti kao i oSte¢enje DNA
dok one vise od 2,1 nM rezultiraju smanjenjem ili gubitkom adhezijskih svojstava, smanjenom
sintezom fosfolipida te programiranom smrti stanice u jednom dijelu stani¢ne populacije

(Stephanova i sur., 2007.).

2.4.2 IstraZivanja utjecaja inhalacijskih anestetika na fosfolipide

Proteklih godina objavljen je znacajan broj istrazivanja utjecaja inhalacijskih anestetika na
fosfolipide. Najcesc¢e istrazivani anestetik je halotan koji se u klini¢koj praksi danas rijetko
koristi jer je zamijenjen novijim anesteticima izofluranom, sevofluranom i desfluranom. Veéina
ovih istrazivanja temelji se na spoznajama dobivenim proucavanjem raznih fosfolipidnih
modela dok je znatno manji broj studija proveden na pluénom surfaktantu izoliranom iz
bronhoalveolarnog lavata zivotinja. Usprkos tome, do danas ne postoji konsenzus o mjestu

njihova vezanja kao ni o0 mehanizmu djelovanja na pluéni surfaktant.

2.4.2.1 IstraZivanja utjecaja inhalacijskih anestetika na plu¢ni surfaktant

Jos su 1969. godine Woo i suradnici objavili da halotan smanjuje plué¢nu popustljivost te da
anestetici topljivi u lipidima mogu mijenjati funkciju surfaktanta tijekom mehanicke ventilacije

(Woo i sur., 1969).
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Enhorning i suradnici su 1986. godine proveli istrazivanje utjecaja kloroforma, enflurana i
halotana na pluéni surfaktant dobiven lavazom plu¢a zeca (Enhorning i sur., 1986.).
Istrazivanje je provedeno uporabom surfaktometra pulsiraju¢eg mjehura (engl. pulsating
bubble surfactometer), instrumenta kojim se mjerenjem razlike tlaka preko povrSine mjehura
odreduje povrsinska napetost tekuéine u kojoj je mjehur formiran. Ustanovljeno je da kloroform
te halotan u koncentraciji znatno viSoj od one koja se primjenjuje za anesteziju imaju

destabilizirajuéi utjecaj na surfaktant, dok je utjecaj enflurana bio nesto slabije izrazen.

Temeljeno na hipotezi da bi proces peroksidacije fosfolipida uslijed visokih koncentracija
kisika te kemijska priroda inhalacijskih anestetika takoder mogli biti jedan od mehanizama
nastanka oStecenja pluénog surfaktanta, provedeno je in vitro istrazivanje dvosloja lipidnog
filma dobivenog iz pulmonalne lavaze Stakora izlozenih inhalacijskim anesteticima halotanu i
metoksifluranu (Lalchev i sur., 1992.). Rezultati su pokazali da ovi anestetici dizu prag
vrijednosti razrjedenja lavaze Sto je glavni pokazatelj sposobnosti fosfolipida da stvaraju
stabilan film. Eksperimenti radeni na pulmonalnoj lavazi izoliranoj iz Stakora koji su bili
izlagani halotanu i kisiku pokazali su poveéanu koli¢inu fosfolipida, ali i promijenjen sastav
fosfolipida lavaze. Koncentracija nezasi¢enog fosfatidilkolina bila je blago snizena dok je
koncentracija produkata razgradnje lizo-fosfatidilkolina i lizo-fosfatidiletanolamina bila

udvostru¢ena nakon polusatnog izlaganja.

Jedan od predlozenih mehanizama utjecaja inhalacijskih anestetika na pluéni surfaktant jest da
halotan, enfluran i sevofluran snizavaju kooperativne interakcije fosfolipida u jednosloju
pluénog surfaktanta te da prekidaju vezanje plu¢nog surfaktanta za alveolarnu membranu

(Tobin i sur., 2000).

Malacrida i suradnici su istrazivali nepovoljan utjecaj sevoflurana na sastav i funkciju pluénog
surfaktanta kao mogucéi razlog nastanka pluénih atelektaza (Malacrida i sur., 2014.). U sastavu
pluénog surfaktanta Sprague-Dawley Stakora izlozenih 30 minutnoj anesteziji sevofluranom
pronadena je poviSena koncentracija lizo-fosfatidilkolina te snizena koncentracija
fosfatidilkolina $to se dovodi u vezu sa znac¢ajnim pogorSanjem pluéne mehanike i alveolarnim
kolapsom. Navode kako opazane promjene sastava surfaktanta upucuju prvenstveno na

direktan utjecaj sevoflurana na funkciju surfaktanta.
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2.4.2.2 Istrazivanja utjecaja inhalacijskih anestetika na fosfolipidne modele

U istrazivanjima utjecaja anestetika na razne fosfolipidne modele dominiraju prvenstveno
metode NMR (nuklearna magnetska rezonancija), ESR (elektronska spinska rezonancija) te
Ramanova i FTIR spektroskopija. NMR je spektroskopska tehnika koja se temelji na
magnetskim svojstvima jezgre. Nakon izlaganja jakom magnetskom polju, neke jezgre
rezoniraju na karakteristicnim frekvencijama ¢ije varijacije daju detaljne informacije o
molekulskoj strukturi promatranog spoja (Jacobsen, 2007.) Ovisno o promatranim jezgrama,
istraziva®i su primjenjivali nekoliko vrsta NMR-a, 'H, *H (deuterij) i "°F. ESR, zvana jo§ i
elektronska paramagnetska rezonancija, metoda je slicna NMR-u s razlikom $to se, umjesto

jezgre, temelji na prijelazima izmedu spinskih stanja elektrona u vanjskom magnetskom polju.

Odreden broj studija proveden je i uporabom metode simulacije molekulske dinamike.
Istrazivanja su ve¢inom provedena na starijim anesteticima kloroformu, halotanu i enfluranu, a

njihov detaljniji pregled je naveden u daljnjem tekstu.

Koehler i1 suradnici su jo§ 1977. objavili da halotan uzrokuje perturbacije membrane, a
istrazivanje je provedeno primjenom NMR-a (Koehler i sur., 1977.). Rani radovi, temeljeni na
studijama difrakcije rendgenskih i neutronskih zraka kroz anestetike u dvosloju sac¢injenom od
dimiristoila, lecitina i kolesterola, doveli su, medutim, istrazivace do zakljucka kako nema
znacajne promjene u strukturi dvosloja (Franks i Lieb, 1979.). Iste godine, Simon i suradnici
su, na temelju neosjetljivosti particijskih koeficijenata na duljinu lanca masne kiseline,

zakljucili da anestetici ne mogu prodrijeti u podrucje lipidne jezgre (Simon i sur., 1979.).

Suezaki i suradnici su 1985. godine objavili da molekule kloroforma i halotana preferiraju
visoko komprimirane jednoslojeve fosfatidilkolina dok enfluran ima najve¢i afinitet za srednje
komprimirane jednoslojeve uz zakljucak da ne postoji direktno vezanje anestetika za molekule
DPPC-a te da anestetici prodiru u Supljine jednosloja i zauzimaju mjesta fosfatidilkolina na

granici zrak-tekucina (Suezaki i sur., 1985.).

Dio istrazivaca podrzava stav da je preferirano mjesto lokalizacije anestetika na granici voda-
membrana tj. u podruc¢ju hidrofilne glave fosfolipida (Lieb i sur., 1982., Yoshida i sur., 1984.,
Craig i sur., 1987., Yoshida i sur., 1989., Tsai i sur., 1987., Tsai i sur., 1990., Ueda i Yoshida,
1999.). Ovu ideju, da je hidrofilni dio primarno mjesto lokalizacije anestetika podrzao je Shieh
sa suradnicima jo§ 1976. godine u istrazivanju liposoma 1,2-diheksadecil-sn-glicero-3-

fosforilkolina primjenom 'H NMR-a (Shieh i sur., 1976.).
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Sposobnost anestetika da prekidaju vodikove veze su predlozili Eyring i Jhon jo§ 1969. godine
(Eyring i Jhon, 1969.), a nekoliko godina kasnije to je potvrdeno spektroskopskim istrazivanjem
fluorouglji¢nih anestetika (di Paulo i Sandorfy, 1974). Prisutnost vodika kao kiseline u molekuli
kao 1 njegova relativno visoka polarizabilnost navode se kao uvjet anestetskog djelovanja

(Hobza i Sandorfy, 1984).

Yoshida i suradnici su primjenom 'H NMR-a proveli istraZivanje utjecaja enflurana na
otpustanje vode kod sustava obrnute micele. Rezultati istraZivanja su na temelju rasta
pokretljivosti vezane vode pokazali da je anestetik smanjio broj molekula vode vezanih za
povrs$inu membrane (Yoshida i sur., 1984.). Ovaj su rezultat potvrdili u istraZivanju primjenom
*H NMR-a nekoliko godina kasnije (Yoshida i sur., 1989.). Isti autori govore i o postojanju
povrsinski vezanih molekula vode u dvije forme, one vezane primarno i one vezane sekundarno
za primarno vezane molekule. Istrazivanjem su pokazali da je anestetik povecao pokretljivost

samo sekundarno vezanih molekula vode.

Yoshino i suradnici su primjenom NMR-a na jezgre '°F istrazivali dubinu prodiranja halotana
u micele natrij dodecilsulfata (Yoshino i sur., 1994.). Zakljucili su da anestetici prodiru samo
do druge razine CH, . Da bi potvrdili ove rezultate proveli su istrazivanje kombiniraju¢i metode
'H i ”F NMR-a s metodom nuklearnog Overhauserovog efekta (NOE) (Yoshino i sur., 1998.).
Istu su metodu primjenili i Xu i Tang u istrazivanju mjesta vezanja ksenona na vezikule
sa¢injene od lecitina i kolesterola dispergirane u *H,O. Pronasli su da su mjesta medudjelovanja
ksenona s ispitivanim lipidima usmjerena prema glavama lipida te da medudjeluju s vodom (Xu
i Tang, 1997.). Ksenon je anestetik novije generacije. Iste godine, Tang i suradnici su
primjenom '’F NMR-a proveli i istrazivanje utjecaja izoflurana na vezikule saGinjene od
fosfatidilkolina kojim su pokazali da se ovaj anestetik rasporeduje u podru¢ja membrane koja
dopustaju kontakt s vodom dok su se ne-anestetici smjestili duboko u jezgru lipida (Tang i sur.,

1997.).

Lieb 1 suradnici su istrazivanjem utjecaja halotana na lipide primjenom Ramanove
spektroskopije zakljucili da pri klinickim koncentracijama halotan nema utjecaja na
konformaciju lanca masne kiseline multilamelarnih suspenzija izgradenih od

dimiristoilglicerofosforilkolina (DMPC) i kolesterola (Lieb i sur., 1982.).

Sli¢ne rezultate dobila je i1 skupina znanstvenika okupljenih oko Craiga koji su primjenom iste
metode istrazivali utjecaj halotana na DPPC te svojim istrazivanjem podupiru interpretaciju da

molekule halotana obitavaju u podrucju fosfatnih glava fosfolipida te znacajno povecavaju
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pokretljivost te skupine (Craig i sur., 1987). Zakljucuju i da se Ramanova spektroskopija moze
uspjesSno primjeniti na istrazivnje utjecaja halotana na karakteristike lanaca masnih kiselina

dvosloja DPPC-a odrazenog u promjenama intenziteta vibracija istezanja C-H i C-C.

Polaze¢i od premise da je PO, skupina glavno mjesto vezanja vode na fosfolipid, Tsai i
suradnici su proveli istrazivanje utjecaja anestetika infracrvenom spektroskopijom na
medudjelovanje vode i lipida DMPC-a (Tsai i sur., 1987.). Istrazivanje je ukljucivalo polarne
spojeve halotan, kloroform i enfluran, anestetike tada primjenjivane u svakodnevnoj klini¢koj
praksi te nepolarni ugljikov tetraklorid (CCls). Kada je molarni omjer vode i DMPC-a preSao
18, vibracijska vrpca istezanja OH skupine koja predstavlja vodu pomakla se s 3369 cm™ na
stalnih 3430 cm™, a vibracijska vrpca slobodne vode se po&ela javljati na 3490 cm™ pri omjeru
30. Vibracijska vrpca istezanja P=0 skupine nehidratiranog DMPC-a se nakon dodavanja vode
u omjeru 9 : 1 prema DMPC-u pomakla s 1262 cm™ na stalnih 1238 cm™. Vibracijske vrpce
istezanja CH, skupine ugljikovodi¢nih repova, C=0 skupine esterskih veza i (CH3);N" skupine
su promijenile polozaj prema visim valnim brojevima nakon dodavanja jedne molekule vode
na jednu molekulu fosfolipida. Dodavanje vise od jedne molekule nije rezultiralo daljnjom
promjenom poloZzaja ovih vibracijskih vrpci. Kod dodavanja CCly ovakav rezultat je izostao.
Istrazivanje je provedeno na micelama DMPC-a s obrnutim odnosom hidrofilnog i hidrofobnog
dijela. Ovaj se rezultat slaze s rezultatima istrazivanja kojeg su dvije godine ranije proveli
Buchet i suradnici objavljujuci o razlici u sposobnosti kidanja vodikovih veza CCly 1 anestetika
(Buchet i sur., 1985.).

Tsai 1 suradnici su istom metodom istrazivali utjecaj halotana i enflurana na DPPC (Tsai i sur.,
1990.). U visokim koncentracijama anestetik je potaknuo znafajne promjene u polozajima
vibracijskih vrpci istezanja fosfatnih glava u molekuli fosfolipida, §to podrzava rezultate
njihovog ranijeg istrazivanja da je primarna lokalizacija anestetika fosfatna skupina lipida te da

su molekule vode vezane za fosfatnu skupinu zamijenjene molekulama anestetika.

Istrazivanje primjenom ESR spektroskopije koje su proveli Gulfo i suradnici, pokazalo je da se
anestetici poput halotana i kloroforma koji su proton donori vezu blizu fosfatne grupe DPPC-a

te remete ravnotezu vezivanja vodika (Gulfo 1 sur., 1988.).

Suprotno rezultatima navedenih istrazivanja, druga skupina istrazivaca podrzava stav da je
preferirano mjesto lokalizacije anestetika u podrucju hidrofobnih repova fosfolipida. Jo§ 1976.
godine objavljeno je istrazivanje molekulskog kretanja i raspodjele halotana u modelu

fosfolipidnog dvosloja provedeno '’F NMR-om (Trudell i Hubbell, 1976.). Rezultat je pokazao
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da anestetik velikom brzinom prelazi iz vodene faze u fazu lipidnog dvosloja i obrnuto te da

ima jednak pristup i polarnim glavama i lancima masnih kiselina.

Istrazivanjem utjecaja inhalacijskih anestetika halotana, enflurana i izoflurana na dvosloj
palmitoiloleoilfosfatidilkolina (POPC) primjenom “H NMR-a, Baber i suradnici su zakljugili
da je lokalizacija anestetika prvenstveno u podrucju lanaca masnih kiselina te da nije naden u
visokim koncentracijama unutar podrucja polarnih glava §to su za halotan potvrdili i primjenom
NOE-a (Baber i sur., 1995). Do sli¢nog su zakljucka dosli i North i Cafiso dvije godine kasnije
istrazivajuéi primjenom "’F-NMR-a lokalizaciju djelomi¢no halogeniranog ciklobutana u
POPC-u. (North 1 Cafiso, 1997.). Navode da se anestetik ne nalazi unutar podruc¢ja polarne
glave lipida.

Tu 1 suradnici su metodom simulacije molekulske dinamike (engl. molecular dynamics
simulations) proveli istrazivanje utjecaja halotana na dvosloj DPPC-a (Tu i sur., 1998.).
Istrazivali su ucinak halotana u koncentraciji koja se upotrebljava u klini¢kim uvjetima, a
rezultat je pokazao da nije doslo do uocljive promjene u strukturi lipidnog dvosloja te da halotan
ne pokazuje sklonost vezanju za polarnu glavu kao niti specifi¢nu orijentaciju u odnosu prema

granici lipid-voda.

Ista skupina istrazivaca je dvije godine kasnije ponovila istrazivanje primjenjujuci znatno visu
koncentraciju halotana, onu u omjeru 1 : 2 u odnosu na DPPC (Koubi i sur., 2000.). Pronasli su
da se molekule halotana segregiraju u gornjim dijelovima lanaca masnih kiselina s
maksimalnom vjerojatnosti segregacije u blizini C5 razine CH; skupine uz povecanje nereda
u repovima fosfolipida osim u podrucju koje je ograniceno prisutnosc¢u anestetika (Koubi i sur.,
2000.). Ove su rezultate potvrdili istrazivanjem kojim se usporedivao utjecaj anestetika s

utjecajem heksafluoroetana na DPPC (Koubi i sur., 2001.).

Istrazuju¢i mehanizam djelovanja halotana na model membrane metodom simulacije
molekulske dinamike, Pickholz i suradnici su zakljucili da molekule anestetika povecavaju
segmentalni red lipida u podru¢ju lanaca masnih kiselina koje je blize polarnoj glavi.
Istrazivanje su proveli sa Sest razlicitih koncentracija anestetika ukljucuju¢i i koncentracije
znatno viSe od onih koje se primjenjuju u klini¢koj praksi te pronasli da s porastom

koncentracije anestetika raste i segmentalni red (Pickholz i sur., 2005.).
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2.5 Primjena FTIR spektroskopije u istrazivanju plu¢nog

surfaktanta

Mautone i suradnici su 1987. godine istrazivali povrSinski aktivan materijal prikupljen iz
BAL-a zeca. FTIR spektroskopija je s uspjehom primijenjena u istrazivanju termotropnih
svojstava ovog materijala temeljenog na promjenama polozaja vibracijskih vrpci istezanja CH,

skupine (Mautone i sur., 1987.).

Dluhy i suradnici su 1989. godine proveli FTIR spektroskopsko istrazivanje molekulske
strukture fosfolipidne komponente pluénog surfaktanta izoliranog iz BAL-a goveda. Istrazivali
su dva razli¢ita stanja surfaktanta dvijema razli¢itim spektroskopskim metodama. Metodu
transmisije su primijenili na opazanje promjena surfaktanta u "bulk" fazi, a metodu vanjske
refleksije (engl. external reflection infrared spectroscopy) na opazanje promjena filma
surfaktanta na granici zrak-voda. Pratili su promjene polozaja vibracijskih vrpci istezanja CH,
skupine lanaca masnih kiselina fosfolipida u odnosu na promjenu temperature u prvom dijelu
istrazivanja, odnosno tlaka u drugom dijelu istrazivanja. Zakljucuju da se infracrvena (engl.
infrared, IR) spektroskopija uspjeSno moze primijeniti u istrazivanju strukture pluénog

surfaktanta (Dluhy i sur., 1989.).

Vodeni cinjenicom da se FTIR spektroskopija godinama uspjeSno primjenjuje za
karakterizaciju i identifikaciju strukturnih promjena kemijskih spojeva, Das i suradnici su ovu
metodu primijenili na istrazivanje sastava i strukture lipida i proteina dobivenih iz BAL-a
miSeva izlozenih metil-zivinom kloridu (engl. methylmercurychloride (MMC)). Usporedba
spektara kontrolne s tretiranom skupinom uzoraka pokazala je promjene u intenzitetima i
polozajima vibracijskih vrpci lipida, a istrazivaci su zakljucili da se FTIR spektroskopija moze
uspjesSno primjenjivati u otkrivanju malih promjena bioloskih komponenti BAL-a izlozenih

utjecaju lijeka (Das i sur., 1995.).

Ista skupina je dvije godine kasnije provela istraZivanje utjecaja MMC-a na funkciju pluénog
surfaktanta analizom BAL-a izoliranog iz miSeva izlozenth MMC-u. Uz analizu BAL-a
elektronskom mikroskopijom i surfaktometrom mjehura proveli su i FTIR spektroskopsku
analizu koja je pokazala promjene i lipidne i proteinske komponente BAL-a. Usporedujuci
rezultate ove tri metode zakljucuju da izlaganje MMC-u moze znacajno utjecati na sastav

BAL-a kao i na njegova svojstva vezana uz povrsinsku napetost (Das i sur., 1997.).
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Knells i suradnici su proveli spektroskopsko istrazivanje plu¢nog surfaktanta izoliranog iz
BAL-a zeca. Istrazivali su tri podfrakcije surfaktanta temeljene na karakteristikama
sedimentacije koje se, osim po morfologiji i sadrzaju, medusobno razlikuju i po sposobnosti
snizavanja povrsinske napetosti. Usporedujuéi rezultate dobivene metodom biokemijskog eseja
s rezultatima dobivenim FTIR spektroskopijom zakljucili su da se oni podudaraju te da se
spektroskopska metoda moze uspjesno primijeniti u klinicke svrhe za ispitivanje pluénog
surfaktanta. Poseban znacaj su dali istrazujuci dotada slabo istrazivano podrucje valnih brojeva

vibracija istezanja fosfatne glave fosfolipida pluénog surfaktanta (Knells i sur., 1995.).

McCrae i suradnici su proveli FTIR spektroskopsko istrazivanje utjecaja izlaganja pluénog
surfaktanta miSeva sporama Strachyobotrys chartaruma. Rezultati su pokazali sveukupnu
redukciju fosfolipida u sve tri subfrakcije surfaktanta te povecanu razinu lizofosfolipida.
Istrazivaci su na temelju rezultata zakljucili da izlaganje sporama uzrokuje promjene regulacije

sekrecije 1 sinteze surfaktanta (McCrae i sur. 2001.).
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3. MATERIJALI T METODE

3.1 Materijali

U ovom istrazivanju koristili smo inhalacijske anestetike Forane i Sevorane proizvodaca Abbot
Laboratories Ltd. Forane para inhalata je bezbojna tekuéina koja sadrzi samo djelatnu tvar
izofluran bez dodanih drugih sastojaka. Sevorane para inhalata je, takoder, bezbojna teku¢ina
koja sadrzi samo djelatnu tvar sevofluran bez dodanih drugih sastojaka. Izofluran i sevoflurane

su polarne tvari. Oba anestetika su primjenjena u svom komercijalnom obliku.

Kao pluéni surfaktant odabrali smo komercijalni preparat Curosurf 120 mg/1,5 mL ukapnu
tekucinu za dusnik i plu¢a koji je za potrebe ovog istrazivanja donirao distributer za Hrvatsku.
Curosurf je sterilni, prirodni surfaktant podrijetla iz alveola plu¢a svinje, proizvodaca Chiesi
Farmaceutici S.p.A. Parma, Italija. Kako je navedeno u Sazetku opisa svojstva lijeka, 1 mL
suspenzije sadrzi 80 mg fosfolipidne frakcije iz svinjskih pluca (poraktant alfa), Sto odgovara
priblizno 76 mg/mL ukupnih fosfolipida od ¢ega je dipalmitoilfosfatidilkolina 30 mg/mL 1 0,9
mg/mL hidrofobnih bjelancevina male molekulske mase. Preparat sadrzi gotovo iskljucivo
samo polarne lipide, osobito fosfatidilkolin (oko 70 % ukupnog fosfolipidnog sadrzaja) i oko
1 % specificnih hidrofobnih bjelancevina male molekulske mase SP-B i SP-C. Ne sadrzi
aditive. Pomo¢ne tvari koje se nalaze u preparatu su natrij klorid i voda za ustrcavanje. Kao
pomoc¢na tvar naveden je i natrij hidrogenkarbonat no on nije u sastavu lijeka ve¢ se koristi u
postupku proizvodnje za korekciju pH vrijednosti. Neutralni lipidi poput triacilglicerola i
kolesterola su filtrirani metodom kromatografije te ih Curosurf ne sadrzi. Curosurf je
liposomalni lijek. Terapijska indikacija Curosurfa je lijeCenje IRDS-a, a primjenjuje se i kao
profilaksa u nedonos¢adi kod koje postoji rizik od IRDS-a. U ovom istrazivanju Curosurf je
koriSten u svom komercijalnom obliku. Detaljan sastav Curosurfa je naveden u Tablici 3.1

(Zhang i sur., 2011.).
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Tablica 3.1 Detaljan sastav Curosurfa (Zhang i sur., 2011.). Podaci prikazani u tablici
predstavljaju maseni postotak svakog sastojka u odnosu na ukupnu masu Curosurfa.

Fosfolipidi 99
fosfatidilkolin/DPPC 69/47

PG 1,2

PE 4,5-74

PIiPS 45-84

LPC 1,0-7,0

SM 1,8-7,9
Hidrofobni proteini 1,1
SP-B 0,4
SP-C 0,7

3.2 Priprema uzoraka

Pripremljeno je devet pripravaka za izradu uzoraka. Jedan pripravak je sadrzavao Cisti,
netretirani Curosurf. Cetiri pripravka su sadrzavala Curosurf s &etiri razli¢ita volumna udjela
izoflurana. Preostala Cetiri pripravka su sadrzavala Curosurf s Cetiri razli¢ita volumna udjela
sevoflurana. U Tablici 3.2 je naveden sastav svakog pojedinog pripravka te njihovi nazivi koji

¢e se rabiti u daljnjem tekstu.
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Tablica 3.2 Sastav i nazivi pripravaka

volumni udio volumni udio volumni udio

pripravak Curosurfa izoflurana sevoflurana
Curosurf 100 %
12010 90 % 10 %
12020 80 % 20 %
12030 70 % 30 %
12040 60 % 40 %
Sevol0 90 % 10 %
Sevo20 80 % 20 %
Sevo30 70 % 30 %
Sevod0 60 % 40 %

Valja naglasiti da su volumni postoci anestetika kojima smo izlagali Curosurf znatno visi od
onih koji se primjenjuju u klini¢koj praksi s ciljem da se naglasi djelovanje anestetika na

surfaktant.

Pripravci su izradeni u polipropilenskim epruvetama s nepropusnim ¢epom te stavljeni u
hladnjak na 4 °C. Prije izrade uzoraka za spektroskopska mjerenja, pripravci su izvadeni iz

hladnjaka te ostavljeni na sobnoj temperaturi 60 minuta.

Za spektroskopska mjerenja je iz svakog pripravka pripremljeno po 30 uzoraka, dakle ukupno
270 uzoraka. 10 pL pripravka je naneseno na silicijevu plo€icu koja ujedno sluzi i kao IR prozor
te suseno pomocu vakuum pumpe u eksikatoru tijekom 60 minuta da se dobiju tanki filmovi
(Slika 3.1). Vrijeme susenja je odredeno snimanjem spektara uzoraka suSenih 30, 40, 50, 60,
70 1 80 minuta. Njihova usporedba je pokazala da se vrpce slobodne vode prestaju javljati u
spektrima susenim 60 i viSe minuta. Eliminacija slobodne vode je nuzna budu¢i da se vrpce

slobodne vode preklapaju sa spektrom surfaktanta te znacajno oteZavaju interpretaciju spektra.
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Slika 3.1 Tanki film uzorka dobiven nanoSenjem pripravka na silicijevu plo€icu i suSenjem
uzorka u eksikatoru

3.3 Metode 1 obrada rezultata

Za karakterizaciju uzoraka napravljena je infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom (FTIR), a rezultati su obradeni dvijema statistickim metodama: metodom
analize glavnih komponenti (engl. principal component analysis, PC analiza) i Studentovim -

testom.

3.3.1 Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

FTIR spektri su snimani na PerkinElmer uredaju Spectrum GX (PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, USA) u Laboratoriju za nanomaterijale Zavoda za fiziku i1 biofiziku
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Koristen je MCT (Mercury Cadmium Telluride)
detektor hladen teku¢im duSikom te KBr djelitelj zrake (engl. beamsplitter). Prije snimanja
uzoraka uginjeno je snimanje pozadine usrednjavajuéi 200 skenova s rezolucijom 4 cm™.
Spektri uzoraka su snimani u transmisijskom modu usrednjavaju¢i 100 skenova s rezolucijom
4 cm™'. Snimanja su uéinjena u podru&ju valnih brojeva od 3800 do 700 cm™. Svi spektri su
snimljeni na sobnoj temperaturi unutar 60 minuta od izrade tankih filmova. Snimljen je set od
30 FTIR mjerenja tankih filmova uzoraka iz istog pripravka zbog relevantnosti statisticke

metode. Svi uzorci tretirani su na isti nacin i snimljeni pod jednakim uvijetima.

Prije snimanja setova spektara tretiranih uzoraka (uzorci pripravljeni iz pripravaka 1zo10,
12020, 1030, 12040, Sevol0, Sevo20, Sevo30 1 Sevo40), snimljen je set spektara netretiranog
Curosurfa te su na temelju literature (Stuart, 1997.; Arrondo i Gofii, 1998.) asignirane

karakteristi¢ne vibracijske vrpce.
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Da bismo provjerili prikazuju li se vibracijske vrpce anestetika u spektrima tretiranih uzoraka
zbog njihovog moguceg prekrivanja vaznih vibracijskih vrpci Curosurfa, snimljeni su i spektri

oba anestetika.

3.3.2 Obrada spektara

Obrada spektara je ucinjena pomocu programskog paketa Kinetics u sklopu Matlaba.
Neobradeni spektri su prvo korigirani na osnovnu liniju (engl. baseline correction), a zatim su
normirani na vibracijsku vrpcu 1739 cm™ koja odgovara vibraciji istezanja C=0O skupine.
Korekcija osnovne linije (engl. baseline) se provodi da bi se ispravili nedostaci osnovne linije
koji mogu biti posljedica prevelike debljine i nehomogensti uzorka, a mogu biti vezani i uz
instrument poput variranja temperature i napona te uzroci vezanih uz detektor, laser ili
interferometar. Normiranje na odredenu vrpcu podrazumijeva mnozenje apsorbancije cijelog
spektra konstantnim faktorom tako da apsorbancija vrpce nakon normiranja iznosi 1, $to

olaksava medusobnu usporedbu spektara (Serec, 2016.).

3.3.3 Analiza glavnih komponenti (PC analiza)

Analiza glavnih komponenti (PC analiza) je nenadgledana, kvalitativna statistiCka metoda koja
omogucava svodenje i analizu velikog broja promatranih, medusobno koreliranih varijabli na
manji broj novih, medusobno nekoreliranih varijabli linearnim kombiniranjem izvornih
varijabli uz minimalan gubitak informacija. Linearne kombinacije izvornih varijabli se nazivaju
glavne komponente (engl. principal components, PC). Prvom glavnom komponentom (PC1)
objasnjen je maksimum varijance iz podataka, drugom glavnom komponentom (PC2) objasnjen
je maksimum varijance koja je ostala neobjasnjena prvom glavnom komponentom i tako redom.
Ukupna varijanca je zbroj varijanci svih izvornih varijabli. Cilj je u prvih nekoliko glavnih
komponenti izdvojiti §to veci dio ukupne varijance te tako reducirati broj izvornih varijabli.
Tako izdvojene komponente se uobifajeno izrazavaju u kumulativnim postocima ukupne

varijance.

Dobiveni podaci mogu se prikazati tockama u n-dimenzijskom prostoru gdje svaki vektor
predstavlja odredenu varijablu. Uvodenjem glavnih komponenti smanjuje se dimenzionalnost
prostora ¢ime se pojednostavnjuje interpretacija podataka. Glavne komponente su medusobno

ortogonalne. Udaljenost projekcije promatrane tocke na glavnu komponentu od ishodista
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koordinatnog sustava odgovara vrijednosti tzv. faktorskog boda (engl. score) za podatak tocke.
Korelacija izmedu originalnih varijabli i glavnih komponenti moZe se opisati tzv. optere¢enjem

(engl. loading) (Jednacak, 2013.).

Statisticki podaci dobiveni PC analizom mogu se vizualizirati pomocu faktorskih bodova.
Vrijednosti faktorskih bodova za spektre koji se razlikuju su odvojeni, dok se vrijednosti
faktorskih bodova za slicne spektre nalaze vrlo blizu, Sto omoguéava i njihovo grupiranje

(Jednacak, 2013.).

PC analiza je uc¢injena pomoc¢u programskog paketa PLS Toolbox u sklopu Matlaba. Spektri su
prije provodenja PC analize obradeni na nacin opisan u poglavlju 3.3.2. Prije provedbe PC
analize na sve je spektre primjenjeno predprocesuiranje srednjeg centra (engl. mean center

preprocessing).

Rezultati su prikazani na dva nacina, kao faktorski bodovi i kao optere¢enja. Svaka tocka na
grafu faktorskih bodova (engl. scores plot) predstavlja spektar jednog uzorka, a iz grafova
optere¢enja (engl. loadings plof) mogu se uociti djelovi spektra koji najviSe doprinose

vrijednostima pojedinih faktorskih bodova na glavnoj komponenti.

3.3.4 Statisticka obrada spektara Studentovim z-testom

Studentov t-test je proveden pomocu programskog paketa Kinetics u sklopu Matlaba. Prije
provedbe Studentovog #-testa, spektri su obradeni na nacin opisan u poglavlju 3.3.2. Za svaki
set spektara uzoraka iz istog pripravka je zatim izracunata srednja vrijednost spektara koju
nazivamo srednjim spektrom. Srednji spektar svakog tretiranog uzorka (spektri uzoraka iz
pripravaka 1zo10, 12020, 12030, 1z040, Sevol0, Sevo20, Sevo30 i Sevo40) je zatim oduzet od
srednjeg spektra netretiranog uzorka (spektri uzoraka iz pripravka Curosurf) dajuéi razlikovni
spektar dva usporedivana srednja spektra. Pozitivne i negativne promjene u razlikovnom
spektru oznacavaju podrucja spektra u kojima se javljaju razlike izmedu dva promatrana srednja
spektra. Pozitivna promjena oznafava porast, a negativna promjena pad intenziteta srednjeg
spektra kojeg se usporeduje s kontrolnim srednjim spektrom. Razlikovni spektri dobiveni ovom
metodom su zatim analizirani pomoc¢u Studentovog ¢-testa koji je proveden za svaku tocku u
spektru, a oni valni brojevi na kojima se javila statisticki znacajna razlika izmedu dva
promatrana srednja spektra su na razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom. Kriterij statisticke

znacajnosti je bio p <0,01.
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4. REZULTATI

4.1 Karakteristicne vibracije u FTIR spektru Curosurfa

Srednji spektar tankog filma Curosurfa u podru&ju valnih brojeva od 3800 do 700 cm™ prikazan
je na Slici 4.1. Spektar je podijeljen u tri podrucja koja odgovaraju vibracijama tri osnovna
dijela molekule fosfolipida: podruéje vibracija hidrofobnog dijela molekule (3100 - 2800 cm™),
podrudje vibracija karbonilne skupine (1750 - 1700 cm™) i podrugje vibracija polarnog dijela
molekule fosfolipida (1300 - 1000 cm™). Na temelju ranije objavljenih rezultata mjerenja
fosfolipida infracrvenom spektroskopijom (Stuart, 1997.; Arrondo i Gofii, 1998.) napravljena
je asignacija vibracija vibracijskih vrpci tankih filmova pluénog surfaktanta Curosurfa

prikazana u Tablici 4.1 i detaljnije opisana u daljenjem tekstu.
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Slika 4.1 Spektar tankog filma Curosurfa
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Tablica 4.1 Asignacija karakteristicnih vibracijskih vrpci fosfolipida tankog filma Curosurfa.
Asignacija je napravljena na temelju literature (Stuart, 1997.; Arrondo i Goiii, 1998.)

valni broj (cm™) asignacija

3700 - 3100 OH
2957 CHj istezanje, asimetri¢no
2921 CH; istezanje, asimetricno
2873 CHj; istezanje, simetri¢no
2851 CH; istezanje, simetri¢no

1739, 1733 C=0 istezanje
1472 CH; sjeckanje
1244 PO, istezanje, asimetri¢no
1091 PO, istezanje, simetri¢no
970 (CH;);N" istezanje, asimetriéno

Vibracijske vrpce koje odgovaraju vibracijama hidrofobnog dijela molekule fosfolipida, tzv.
repovima, proizlaze iz C-H vibracija. To su vibracijska vrpca asimetri¢nog istezanja CH»
skupine na valnom broju 2921 c¢m™, vibracijska vrpca simetri¢nog istezanja CH, skupine na
valnom broju 2851 cm’', vibracijska vrpca asimetri¢nog istezanja CHj skupine na valnom broju
2957 em’ i vibracijska vrpca simetriénog istezanja CH; skupine na valnom broju 2873 cm™.
Vibracijske vrpce istezanja CH, skupine su ujedno i najintenzivnije vrpce spektra Curosurfa,
dok se vibracijske vrpce istezanja CH3 skupine javljaju u obliku “ramena” vibracijskih vrpci
vibracija CH; skupine. Vibracijska vrpca sjeckanja CH; skupine javila se na valnom broju 1472

cm’'. Navedene vibracijske vrpce su asignirane na temelju literature (Arrondo i Goiii, 1998.).

Vibracijske vrpce koje odgovaraju vibracijama istezanja C=0 skupina ukljucenih u stvaranje
esterskih veza s glicerolom se javljaju na valnim brojevima 1739 cm™ i 1733 cm™. Navedene

vibracijske vrpce su asignirane na temelju literature (Stuart, 1997., Wong i Mantsch, 1988.).

Vibracijske vrpce koje odgovaraju vibracijama polarnog dijela molekule fosfolipida, tzv. glavi,
proizlaze iz vibracija istezanja PO, skupine. Nalaze se na valnom broju 1244 cm™ za vibraciju

asimetri¢nog istezanja PO,  skupine te na valnom broju 1091 cm™ za vibraciju simetri¢nog
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istezanja PO," skupine. Navedene vibracijske vrpce su asignirane na temelju literature (Arrondo
i Goiii, 1998.). Vibracijska vrpca koje proizlazi iz vibracije istezanja (CH3);N" skupine nalazi
se na valnom broju 970 cm™. Navedena vibracijska vrpca je asignirana na temelju literature

(Stuart, 1997.).

Siroka vibracijska vrpca koja se nalazi u podru&ju valnih brojeva od 3700 do 3100 cm™ s

maksimumom intenziteta na 3384 cm™ odgovara vibraciji istezanja OH skupine.

4.2 Spektri izoflurana 1 sevoflurana

U spektrima izoflurana i sevoflurana uocava se vibracijska vrpca na valnom broju 1240 cm’™
(Slika 4.2 1 Slika 4.3). Ova vibracijska vrpca se nalazi u podrucju koje u spektrima uzoraka
odgovara vibraciji asimetri¢nog istezanja fosfatne skupine. U spektrima uzoraka se ne javljaju
vibracijske vrpce na polozajima preostalih vibracijskih vrpci anestetika te mozemo re¢i da
vibracijska vrpca na 1240 cm™ u spektrima tretiranih uzoraka nije vibracijska vrpca anestetika
ve¢ fosfolipidne fosfatne skupine. Nedostatak vrpci anestetika u spektrima uzoraka posljedica

je brzog isparavanja anestetika i suSenja uzoraka.
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Slika 4.2 Spektar izoflurana
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Slika 4.3 Spektar sevoflurana

4.3 Vibracije tankih filmova tretiranih uzoraka

4.3.1 Vibracije hidrofobnog dijela molekule fosfolipida

Najintenzivnije vibracijske vrpce podrucja spektra koje odgovara vibracijama hidrofobnog
dijela molekule su one koje proizlaze iz vibracija istezanja CH, skupina (Slike 4.4 do 4.7).
Osnovna promjena koja se uoc¢ava u ovom podrucju spektra u spektrima svih tretiranih uzoraka
je promjena intenziteta obiju vibracijskih vrpci CH; skupine. U spektrima uzoraka tretiranih
izofluranom se javlja i promjena vibracijske vrpce sjeckanja CH, skupine. U Tablicama 4.2 do
4.5 su za svaki uzorak navedeni polozaji 1 intenziteti vibracijskih vrpci karakteristi¢nih vibracija

ovog podrucja spektra.

4.3.1.1 Uzorci tretirani 1zofluranom

U spektrima uzoraka tretiranih izofluranom (uzorci iz pripravaka [zo10, 12020, 1z030 i 1zo40)
uocava se porast intenziteta vibracijske vrpce asimetri¢nog istezanja CH, skupine na valnom

broju 2921 cm™ s porastom volumnog udjela izoflurana u pripravku. Istovjetna promjena moze
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se uoditi i za vibracijsku vrpcu simetriénog istezanja CH, skupine na valnom broju 2851 cm’!

(Slika 4.4).

Vibracijske vrpce asimetri¢nog (2957 cm™) i simetri¢nog (2873 cm™) istezanja CH; skupine su
vrlo malo promjenjene u spektrima svih uzoraka tretiranih izofluranom s izuzetkom vrpce
asimetricnog istezanja CHj; skupine u spektru uzoraka iz pripravka 1zo30 koja je nesto slabijeg

intenziteta (Slika 4.4).

Na vibracijskoj vrpci sjeckanja CH, skupine na valnom broju 1472 cm™ se nakon dodavanja
izoflurana javilo slabo izraZeno rame na valnom broju 1469 cm™ te blagi porast intenziteta

vibracijske vrpce u spektru uzoraka iz pripravka 1zo40 (Slika 4.5).
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Slika 4.4 Vibracijske vrpce FTIR spektara hidrofobnog dijela molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih izofluranom - vibracijske vrpce istezanja CH, i CHs skupina
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Slika 4.5 Vibracijske vrpce FTIR spektara hidrofobnog dijela molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih izofluranom - vibracijska vrpca sjeckanja CH, skupine

Tablica 4.2 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci
hidrofobnog dijela molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih izofluranom - vibracijske vrpce istezanja i sjeckanja CH, skupine

CHZ CHZ CHZ

asimetricno istezanje simetri¢no istezanje sjeckanje

uzorak iz valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija

pripravka  (cm') (p.) (cm™) (p.) (cm™) (p.)
Curosurf 2921 1,09 2851 1,00 1472 0,71
12010 2921 1,28 2851 1,10 1472 0,72
12020 2921 1,32 2851 1,11 1472 0,71
12030 2921 1,38 2851 1,11 1472 0,71
12040 2921 1,44 2851 1,18 1472 0,74
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Tablica 4.3 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci
hidrofobnog dijela molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih izofluranom - vibracijske vrpce istezanja CHj skupine

CH; CH;

asimetricno istezanje simetricno istezanje

uzorak iz valni broj  apsorbancija  valni broj  apsorbancija
pripravka (cm™) (j.) (cm™) (j.)
Curosurf 2957 0,54 2873 0,08
1zo10 2957 0,54 2873 0,08
12020 2957 0,54 2873 0,08
12030 2957 0,51 2873 0,07
12040 2957 0,55 2873 0,08

4.3.1.2 Uzorci tretirani sevofluranom

Spektri uzoraka tretiranih sevofluranom (uzorci iz pripravaka Sevol0, Sevo20, Sevo30 i
Sevo40) su pokazali neSto drugacije ponasanje u odnosu na one tretirane izofluranom.
Vibracijske vrpce koje odgovaraju asimetri¢noj i simetri¢noj vibraciji istezanja CH, skupine
imaju razli€ite intenzitete, medutim, porast intenziteta ovih vrpci ne prati porast volumnog
udjela anestetika u uzorku ve¢ je nekonzistentan. Najslabiji intenzitet javlja se kod vibracijske
vrpce spektra uzorka iz pripravka Sevol0, a slijede ga intenziteti vibracijskih vrpci uzoraka iz

Curosurfa te pripravaka Sevo40, Sevo30 i Sevo20 (Slika 4.6).

Mali pad intenziteta s porastom volumnog udjela anestetika u pripravku pojavljuje se za
vibracijske vrpce asimetri¢nog (2957 cm™) i simetri¢nog (2873 cm™) istezanja CH; skupine
(Slika 4.6).

Promjene vibracijske vrpce sjeckanja CH, skupine na valnom broju 1472 cm™ su minimalne

(Slika 4.7).
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Slika 4.6 Vibracijske vrpce FTIR spektara hidrofobnog dijela molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih sevofluranom - vibracijske vrpce istezanja CH, i CH3 skupina
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Slika 4.7 Vibracijske vrpce FTIR spektara hidrofobnog dijela molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih sevofluranom - vibracijska vrpca sjeckanja CH, skupine
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Tablica 4.4 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci
hidrofobnog dijela molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih sevofluranom - vibracijske vrpce istezanja i sjeckanja CH, skupine

CHZ CHz CHZ

asimetricno istezanje simetri¢no istezanje sjeckanje

uzorak iz valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija

pripravka  (cm™) (P3j.) (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.)
Curosurf 2921 1,09 2851 1,00 1472 0,71
Sevol0 2921 1,02 2851 0,94 1472 0,72
Sevo20 2921 1,32 2851 1,11 1472 0,70
Sevo30 2921 1,29 2851 1,07 1472 0,70
Sevo40 2921 1,13 2851 0,97 1472 0,72

Tablica 4.5 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci
hidrofobnog dijela molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih sevofluranom - vibracijske vrpce istezanja CHs skupine

CH; CH;

asimetricno istezanje simetri¢no istezanje

uzorak iz valni broj  apsorbancija  valni broj  apsorbancija
pripravka (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.)
Curosurf 2957 0,54 2873 0,08
Sevol0 2957 0,53 2873 0,08
Sevo20 2957 0,53 2873 0,07
Sevo30 2957 0,50 2873 0,06
Sevo40 2957 0,49 2873 0,06
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4.3.2 Vibracije karbonilne skupine

Najintenzivnija vibracijska vrpca podrucja spektra koje odgovara vibracijama istezanja C=0
skupina ukljuéenih u stvaranje esterskih veza s glicerolom se nalazi na valnom broju 1739 cm’™
u spektrima svih uzoraka (Slika 4.8 i Slika 4.9). Na valnim brojevima 1743 cm™ i 1733 cm™ se
uocavaju dvije vibracijske vrpce u obliku ramena vodece vrpce. U Tablicama 4.6 1 4.7 su za
svaki uzorak navedeni polozaji i intenzitet vibracijskih vrpci karakteristi¢nih vibracija ovog

podrucja spektra.

4.3.2.1 Uzorci tretirani 1zofluranom

Vibracijska vrpca koja se nalazi na valnom broju 1739 cm™, a odgovara vibraciji istezanja C=0
skupine, nepromjenjena je u spektrima svih uzoraka tretiranih izofluranom (uzorci iz pripravaka
12010, 12020, 12030 i 1z040) (Slika 4.8). S porastom volumnog udjela izoflurana u pripravku,
uotava se formiranje ramena na valnom broju 1743 cm™ te vrlo mali pad intenziteta
novonastale vrpce s porastom volumnog udjela anestetika u pripravku. Vibracijska vrpca na
valnom broju 1733 cm™ je s dodatkom anestetika postala izrazenija. Valja napomenuti da se u
spektru uzorka iz pripravka 12020 ne mogu razluciti navedene promjene ve¢ taj spektar prati

liniju spektra Curosurfa.
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Slika 4.8 Vibracijske vrpce FTIR spektara karbonilne skupine molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih izofluranom
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Tablica 4.6 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci
karbonilne skupine molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih izofluranom

C=0 C=0 C=0

uzorak iz  valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija

pripravka  (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.)
Curosurf - - 1739 1,00 1733 0,92
1010 1743 0,96 1739 1,00 1733 0,93
12020 1743 0,96 1739 1,00 1733 0,92
12030 1743 0,95 1739 1,00 1733 0,93
12040 1743 0,95 1739 1,00 1733 0,93

4.3.2.2 Uzorci tretirani sevofluranom

U spektrima uzoraka tretiranih sevofluranom (uzorci iz pripravaka Sevol0, Sevo20, Sevo30 i
Sevo40) javile su se vrlo male promjene (Slika 4.9). Vibracijska vrpca na valnom broju 1743
cm™ u spektrima ovih uzoraka nije razluéiva te ju stoga nismo uvrstili u Tablicu 4.7. Promjene

vrpee na valnom broju 1733 cm™ su neznatne.
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Slika 4.9 Vibracijske vrpce FTIR spektara karbonilne skupine molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih sevofluranom

Tablica 4.7 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristi¢nih vibracijskih vrpci
karbonilne skupine molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih sevofluranom

C=0 C=0 C=0

uzorak iz valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija

pripravka  (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.)
Curosurf - - 1739 1,00 1733 0,92
Sevol0 - - 1739 1,00 1733 0,93
Sevo20 - - 1739 1,00 1733 0,92
Sevo30 - - 1739 1,00 1733 0,93
Sevo40 - - 1739 1,00 1733 0,94
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4.3.3 Vibracije polarnog dijela molekule fosfolipida

Najintenzivnije vibracijske vrpce polarnog dijela molekule fosfolipida su one koje proizlaze iz
vibracija istezanja PO, skupine i javljaju se na valnim brojevima 1244 cm™ za vibraciju
asimetriénog istezanjei 1091 cm™ za vibraciju simetri¢nog istezanje (Slika 4.10 i Slika 4.11).
Promjene koje se uocavaju u ovom podru€ju spektra vezane su upravo za vibracijske vrpce
PO, skupine i javljaju se u spektrima svih uzoraka. U Tablicama 4.8 i 4.9 su za svaki uzorak
navedeni polozaji i intenziteti vibracijskih vrpci karakteristi¢nih vibracija ovog podrucja

spektra.

4.3.3.1 Uzorci tretirani 1izofluranom

Najznacajnija promjena u spektrima uzoraka tretiranih izofluranom (uzorci iz pripravaka [zo10,
12020, 12030 1 1z040) javlja se na vibracijskoj vrpci asimetri¢nog istezanja PO, skupine (Slika
4.10). Polozaj vrpce se pomile prema nizim valnim brojevima: s 1244 cm™ na 1236 cm™ u
spektrima uzoraka iz pripravka 12010 i 12030, na 1237 cm™ u spektru uzoraka iz pripravka 12020
ina 1234 cm™ u spektru uzoraka iz pripravka Izo40. Uo&ava se i proirenje vrpce s porastom
volumnog udjela izoflurana u pripravku. Intenzitet ove vrpce je takoder blago porastao s

porastom volumnog udjela izoflurana u pripravku.

Uocava se i promjena polozaja vibracijske vrpce simetri¢nog istezanja PO, skupine na valnom
broju 1091 cm™ prema niZim valnim brojevima. Intenzitet ove vibracijske vrpce je porastao s

porastom volumnog udjela izoflurana u pripravku (Slika 4.10).

Vibracijska vrpca istezanja kolina na valnom broju 970 cm™ je vrlo blago promjenjenih

intenziteta (Slika 4.10).
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Slika 4.10 Vibracijske vrpce FTIR spektara polarnog dijela molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih izofluranom

Tablica 4.8 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci polarnog
dijela molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka tretiranih
izofluranom

PO, POy .
T VTR (CH3)sN
asimetricno istezanje simetricno istezanje

uzorak iz  valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija

pripravka  (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.)
Curosurf 1244 0,76 1091 0,73 970 0,42
12010 1236 0,77 1090 0,77 970 0,41
12020 1237 0,77 1090 0,77 970 0,42
12030 1236 0,79 1090 0,78 970 0,42
12040 1234 0,80 1089 0,81 970 0,43
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4.3.3.2 Uzorci tretirani sevofluranom

Najznacajnija promjena javlja na vibracijskoj vrpci asimetri€nog istezanja PO," skupine u
spektrima svih uzoraka tretiranih sevofluranom (uzorci iz pripravaka Sevol0, Sevo20, Sevo30
i Sevo40) (Slika 4.11). Polozaj vrpce se pomi&e prema nizim valnim brojevima: s 1244 cm™ na
1242 cm™ u spektru uzoraka iz pripravka Sevol0, na 1240 cm™ u spektru uzoraka iz pripravka
Sevo20, na 1239 cm™ u spektru uzoraka iz pripravka Sevo30 i na 1238 cm™ u spektru uzoraka
iz pripravka Sevo40. Uocava se 1 prosirenje vrpce s porastom volumnog udjela sevoflurana u
pripravku. Intenzitet ove vrpce je vrlo blago porastao s porastom volumnog udjela izoflurana u

pripravku uz iznimku spektra uzoraka iz pripravka Sevo10.

. . .. . oy . . - . . 1.
Intenzitet vibracijske vrpce simetricnog istezanja PO, skupine na valnom broju 1091 cm™ je,
uz iznimku spektra uzoraka iz pripravka Sevol0, porastao s porastom volumnog udjela
sevoflurana u pripravku, a moZe se uociti i promjena polozaja ove vrpce prema nizim valnim

brojevima (Slika 4.11).

Promjene intenziteta vibracijske vrpce istezanja kolina na valnom broju 970 cm™ su vrlo blage.
Nesto veci porast intenziteta ove vrpce javlja se tek u spektru uzoraka iz pripravka Sevo40

(Slika 4.11).
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Slika 4.11 Vibracijske vrpce FTIR spektara polarnog dijela molekule fosfolipida uzoraka
Curosurfa i uzoraka tretiranih sevofluranom
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Tablica 4.9 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta karakteristicnih vibracijskih vrpci polarnog
dijela molekule fosfolipida u FTIR spektrima uzoraka Curosurfa i uzoraka tretiranih
sevofluranom

PO, POy )
o S (CH;):N
asimetricno istezanje simetricno istezanje

uzorak iz valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija valni broj apsorbancija

pripravka  (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.) (cm™) (pJ.)
Curosurf 1244 0,76 1091 0,73 970 0,42
Sevol0 1242 0,75 1091 0,72 970 0,43
Sevo20 1240 0,77 1090 0,75 970 0,42
Sevo30 1239 0,79 1090 0,79 970 0,44
Sevo40 1238 0,81 1089 0,82 970 0,47

4.3.4 Vibracije OH skupine

Vibracije istezanja OH skupine se javljaju kao Siroka vibracijska vrpca s maksimumom
intenziteta na valnom broju 3384 cm™ (Slika 4.12 i Slika 4.13). Porast intenziteta ove vrpce
javlja se u spektrima svih tretiranih uzoraka, (uzorci iz pripravaka 1zo10, 12020, 1z030, 12040,
Sevol0, Sevo20, Sevo30 i Sevo40). Porast intenziteta ove vrpce u spektrima uzoraka iz
pripravaka 1zo10 i Sevol0 je nesrazmjerno visi u odnosu na porast intenziteta ove vrpce u
spektrima ostalih uzoraka. Promjene intenziteta u skupini uzoraka tretiranih sevofluranom su
slabije izrazene od promjena intenziteta u skupini uzoraka tretiranih izofluranom. U Tablici

4.10 su za svaki uzorak navedeni polozaji i intenziteti vibracijske vrpce OH skupine.
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Slika 4.12 Vibracijske vrpce FTIR spektara OH skupine uzoraka Curosurfa i uzoraka
tretiranih izofluranom
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Slika 4.13 Vibracijske vrpce FTIR spektara OH skupine uzoraka Curosurfa i uzoraka tretiranih
sevofluranom
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Tablica 4.10 Vrijednosti valnih brojeva i intenziteta vibracijskih vrpci OH skupine u FTIR
spektarima svih uzoraka

OH
uzorak iz valni broj apsorbancija
pripravka (cm™) (pJ.)
Curosurf 3384 0,51
1zo10 3384 0,71
12020 3384 0,60
12030 3384 0,62
12040 3384 0,76
Sevol0 3384 0,55
Sevo20 3384 0,52
Sevo30 3384 0,53
Sevo40 3384 0,56

4.4 PC analiza FTIR spektara tankih filmova uzoraka

Vrijednosti dobivene analizom glavnih komponenti (PC) FTIR spektara tankih filmova uzoraka

pokazuju da je vecina varijacije podataka predstavljena s prvom glavnom komponentom, PC1

(Tablica 4.11).

Tablica 4.11 Varijance opisane s prve dvije glavne komponente za FTIR spektre tankih filmova
uzoraka

Udio varijance, %

spektri uzoraka iz pripravaka spektri uzoraka iz pripravaka
Curosurf, 1zo10, 1z020, 1z0o30 1 1zo40 Curosurf, Sevol0, Sevo20, Sevo30 i Sevo40
PC1 63,11 60,93
PC2 11,40 10,60
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4.4.1 Uzorci tretirani izofluranom

Na grafickom prikazu faktorskih bodova u prostoru glavnih komponenti PC1 i PC2 prikazano
je jasno grupiranje spektara uzoraka iz pripravaka Curosurf, 1z010, 12020, 1zo30 i 1zo40 (Slika
4.14). Vidi se i znacajna razdvojenost spektara uzoraka Curosurfa i spektara uzoraka

pripravljenih iz pripravka 1zo40 medusobno te u odnosu na spektre ostalih uzoraka.
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Slika 4.14 Graficki prikaz faktorskih bodova u prostoru prve dvije glavne komponente za
spektre uzoraka iz pripravka Curosurf i pripravaka tretiranih izofluranom

Opterecenja prve glavne komponente, PC1, koja odgovaraju faktorskim bodovima za spektre
uzoraka Curosurfa i uzoraka iz pripravaka 12010, 1z020, 1zo30 i 1z040 su graficki prikazana na

Slici 4.15.

Na grafu optereéenja se u podrucju valnih brojeva koje odgovara vibracijama hidrofobnog
dijela uocava nekoliko manje izrazenih optere¢enja koje ukljucuju opterecenje negativne
vrijednosti pri 2960 cm™, opterecenje pozitivne vrijednosti pri 2920 cm™', optereéenje pozitivne

vrijednosti pri 2862 cm™ i optereéenje negativne vrijednosti pri 2842 cm™ (Slika 4.15).

Na grafu opterecenja, u podrucju valnih brojeva koje odgovara vibracijama karbonilne skupine,
izdvajaju se slijedeca optereéenja: optereéenje pozitivne vrijednosti pri 1746 cm™ i optereéenje

negativne vrijednosti pri 1735 cm™ (Slika 4.15).
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Na grafu opterecenja se u podrucju valnih brojeva koje odgovara vibracijama polarnog dijela
molekule fosfolipida izdvaja optere¢enje negativne vrijednosti s minimumom intenziteta pri
1258 cm™ koje se nastavlja u optereéenje pozitivne vrijednosti s maksimumom intenziteta pri

1212 cm™ (Slika 4.15).

Najintenzivnije optereéenje na grafu opterecenja je pozitivne vrijednosti i javlja se pri 1472
cm™'. Na ovom valnom broju nalazi se vibracijska vrpca koja odgovara vibraciji sjeckanja CH,

skupine (Slika 4.15).
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Slika 4.15 Graficki prikaz opterec¢enja prve glavne komponente koja odgovaraju faktorskim
bodovima za spektre uzoraka iz pripravaka tretiranih izofluranom

4.4.2 Uzorci tretirani sevofluranom

Na grafickom prikazu faktorskih bodova u prostoru glavnih komponenti PC1 i PC2 prikazano
je jasno grupiranje spektara uzoraka iz pripravaka Curosurf, Sevol0, Sevo20, Sevo30 i Sevo40

(Slika 4.14).
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Slika 4.16 Graficki prikaz faktorskih bodova u prostoru prve dvije glavne komponente za
spektre uzoraka iz pripravka Curosurf i pripravaka tretiranih sevofluranom

Opterecenja prve glavne komponente koja odgovaraju faktorskim bodovima za FTIR spektre
uzoraka Curosurfa te uzorke iz pripravaka Sevol0O, Sevo20, Sevo30 i Sevo40 graficki su

prikazana na Slici 4.17.

Na grafu optereéenja se u podrucju valnih brojeva koje odgovara vibracijama hidrofobnog
dijela molekule fosfolipida uotava optereéenje izrazito pozitivne vrijednosti pri 2921 cm’ te
optereéenje izrazito negativne vrijednosti pri 2851 cm™. Ova opteretenja odgovaraju
asimetricnoj odnosno simetri¢noj vibraciji istezanja CH, skupine. Manje izraZzena opterecenja
se uocavaju pri 3018 cm™ (negativna vrijednost), 2964 cm™ i 2939 cm™ (pozitivna vrijednosti),

2910 cm™ (negativna vrijednosti) i 2859 cm™ (pozitivna vrijednosti) (Slika 4.17).
g y P Y

Na grafu opterecenja, u podrucju valnih brojeva koje odgovara vibracijama karbonilne skupine,
uocavaju se slijede¢a optereéenja: optereéenje negativne vrijednosti pri 1737 cm™ i opterecenje

pozitivne vrijednosti pri 1732 cm™ (Slika 4.17).

Na grafu optere¢enja, u podrucju valnih brojeva koje odgovara vibracijama polarnog dijela
molekule fosfolipida, izdvaja se opterefenje izrazito negativne vrijednosti s minimumom
intenziteta pri 1289 cm™ koje se nastavlja u opterecenje pozitivne vrijednosti s maksimumom

intenziteta pri 1227 cm™ (Slika 4.17).
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Slika 4.17 Graficki prikaz optere¢enja prve glavne komponente koja odgovaraju faktorskim
bodovima za spektre uzoraka iz pripravaka tretiranih izofluranom

4.5 Studentov 7-test

Zbog izrazito velikog broja usporedivanih mjerenja klasi¢ni tabli¢ni prikaz rezultata
Studentovog f-testa nije izvediv te su rezultati prikazani graficki (Slike 4.18 do 4.25).
Razlikovni spektar dobiven je oduzimanjem srednjeg spektra svakog seta tretiranih uzoraka
(uzorci iz pripravaka 1zol0, 1z020, 12030, 1zo40, Sevol0, Sevo20, Sevo30 i Sevo40) od
srednjeg spektra seta uzoraka Curosurfa. Pozitivne i negativne promjene u razlikovnom spektru
oznacavaju podrucja spektra u kojima se javljaju razlike izmedu dva usporedivana srednja
spektra. Pozitivna promjena oznaCava porast, a negativna promjena pad intenziteta srednjeg
spektra tretiranih uzoraka u odnosu na srednji spektar Curosurfa. Studentov #-test je proveden
za svaki valni broj razlikovnog spektra. Valni brojevi na kojima se javila statisticki znacajna
razlika izmedu dva promatrana srednja spektra su na razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom
(Slike 4.18 do 4.25). Kriterij statisticke znacajnosti je bio p < 0,01. Pomo¢u Kolmogorov -
Smirnov testa uz p <0,05 je pokazano da tocke u promatranim spektrima uz vrlo rijetke iznimke
zadovoljavaju uvjet normalne raspodjele koja je uvjet za primjenu Studentovog ¢-testa.

Standardna devijacija srednjih spektara je prikazana tankom linijom (Slike 4.18 do 4.25).
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4.5.1 Uzorci tretirani izofluranom

U podrucju spektra koje odgovara vibracijama hidrofobnog dijela molekule fosfolipida, na
razlikovnom spektru se za usporedivane srednje spektre svih uzoraka javljaju dvije jasno
naznadene vrpce pozitivnog intenziteta s maksimumima intenziteta pri 2921 cm™ odnosno 2851
cm’', a odgovaraju vibracijama asimetriénog odnosno simetri¢nog istezanja CH, skupine (Slike
4.18 do 4.21). Statisticki znacajna razlika vibracijske vrpce asimetri¢nog istezanja CH, skupine
javlja se izmedu srednjih spektara uzoraka Curosurfa i uzoraka iz pripravka 1zo30 (Slika 4.20).
Statisticki znacajna razlika obje vibracijske vrpce CH, skupine javlja se izmedu srednjih
spektara uzoraka Curosurfa i uzoraka iz pripravka 1zo40 (Slika 4.21). Na valnim brojevima
1472 em™ i 1469 cm™ koji odgovaraju polozaju vibracijske vrpce sjeckanja CH, skupine se na
razlikovnom spektru za usporedivane srednje spektre svih uzoraka javljaju vrpce pozitivnog
intenziteta. Statisticki zna¢ajna razlika javlja se na valnom broju 1469 cm™ izmedu srednjih

spektara Curosurfa i uzoraka iz pripravka 1zo40.

U podrucju spektra koje odgovara vibracijama karbonilne skupine se na razlikovnom spektru
za usporedivane srednje spektre svih uzoraka javljaju dvije vrpce negativnog intenziteta s
minimumima intenziteta pri 1748 cm™ i 1733 cm™ (Slike 4.18 do 4.21). Statisti¢ki zna¢ajna

razlika ovih vrpci se javlja izmedu srednjih spektara svih usporedivanih uzoraka.

U podrucju spektra koje odgovara vibracijama polarnog dijela molekule fosfolipida se na
razlikovnom spektru se usporedivane srednje spektre svih uzoraka javljaju Cetiri vrpce: vrpca
negativnog intenziteta s minimumom intenziteta pri 1260 cm™ koja se nastavlja u vrpcu
pozitivnog intenziteta s maksimumom intenziteta pri 1216 cm™ te vrpca negativnog intenziteta
s minimumom intenziteta pri 1111 cm™ koja se nastavlja u vrpcu pozitivnog intenziteta s
maksimumom intenziteta pri 1087 cm™ (Slike 4.18 do 4.21). Statisticki znagajna razlika ovih

vrpci se javlja izmedu srednjih spektara svih usporedivanih uzoraka.

U podrucju spektra koje odgovara vibraciji istezanja OH skupine, na razlikovnog spektru se za
usporedivane srednje spektre svih uzoraka uocava Siroka vrpca pozitivnog intenziteta (Slike
4.18 do 4.21). Statisti¢ki znacajna razlika ove vrpce se javlja izmedu srednjih spektara svih

usporedivanih uzoraka.
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Slika 4.18 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka [zo10 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom). Valni
brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znaCajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.
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Slika 4.19 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka [z020 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom). Valni
brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znaCajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.
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Slika 4.20 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka [zo30 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom). Valni
brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znaCajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.
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Slika 4.21 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka [zo40 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom). Valni
brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znaCajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.

4.5.2 Uzorci tretirani sevofluranom
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U podrucju spektra koje odgovara vibracijama hidrofobnog dijela molekule fosfolipida, na
razlikovnom spektru se za usporedivane srednje spektre svih uzoraka javljaju dvije vrpce pri
2921 c¢m™ odnosno 2851 cm™, a odgovaraju vibracijama asimetri¢nog odnosno simetri¢nog
istezanja CH, skupine (Slike 4.22 do 4.25). Na razlikovnom spektru srednjeg spektra uzoraka
Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevol0, obje vrpce su negativnog intenziteta
1 nisu obiljeZene kao statisticki znacajne (Slike 4.22). Na razlikovnom spektru srednjeg spektra
uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevo20, obje vrpce su pozitivnog
intenziteta te takoder nisu obiljezene kao statisti¢ki znacajne (Slike 4.23). Na razlikovnom
spektru srednjeg spektra uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevo30,
vrpca koja odgovara vibracijama asimetriénog istezanja CH, skupine pri 2921 cm’ je
pozitivnog intenziteta i nije obiljeZena kao statisticki znacajna, dok je vrpca simetri¢nog
istezanja negativnog intenziteta i obiljezena je kao statisticki znacajna (Slike 4.24). Na
razlikovnom spektru srednjeg spektra uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka
Sevo40 obje su vrpce negativnog intenziteta i obiljeZene kao statisti¢ki znacajne (Slike 4.25).
Izostalo je javljanje vrpci na polozajima koji odgovaraju vibracijskim vrpcama sjeckanja CH»

skupine.

U podrucju spektra koje odgovara vibracijama karbonilne skupine, na razlikovnim spektrima
srednjeg spektra uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevo20, Curosurfa
1 Sevo30 te Curosurfa i Sevo40, javlja se vrpca negativnog intenziteta s minimumom intenziteta
pri 1750 cm™ (Slike 4.23 do 4.25). Statisticki znaGajna razlika ovih vrpci javlja se izmedu

srednjih spektara navedenih uzoraka.

U podrucju spektra koje odgovara vibracijama polarnog dijela molekule fosfolipida, na
razlikovnom spektru srednjeg spektra Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka
Sevol0, javlja se vrpca negativnog intenziteta s minimumom intenziteta pri 1256 cm™ i prelazi
u vrpeu pozitivnog intenziteta s maksimumom intenziteta pri 1214 cm™ (Slika 4.22). Statisticki
znaGajnom je obiljezena tocka pri 1244 cm™. Na razlikovnom spektru srednjeg spektra uzoraka
Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevo20 javlja se vrpca negativnog intenziteta
s minimumom intenziteta pri 1265 cm™ koja prelazi u vrpcu pozitivnog intenziteta s
maksimumom intenziteta pri 1217 cm™ te vrpca negativnog intenziteta s minimumom
intenziteta pri 1112 cm™' koja prelazi u vrpcu pozitivnog intenziteta s maksimumom intenziteta
pri 1088 cm™ (Slika 4.23). Navedene vrpce su obiljeZene kao statisticki znadajne. Na
razlikovnom spektru uzoraka srednjeg spektra uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz

pripravka Sevo30, javlja se vrpca negativnog intenziteta s minimumom intenziteta pri 1261
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em™ i prelazi u vrpcu pozitivnog intenziteta s maksimumom intenziteta pri 1216 cm™ te vrpca
negativnog intenziteta s minimumom intenziteta pri 1112 cm™ koja prelazi u vrpcu pozitivnog
intenziteta s dva maksimuma intenziteta pri 1084 cm™ i 1047 cm™ (Slika 4.24). Navedene vrpce
su obiljezene kao statistiCki znacajne. Na razlikovhom spektru uzoraka srednjeg spektra
uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevo40, javlja se vrpca negativnog
intenziteta s minimumonm intenziteta pri 1269 cm™ i nastavlja se na vrpcu pozitivnog intenziteta
s maksimumom intenziteta pri 1217 cm™ te vrpca negativnog intenziteta s minimumom
intenziteta pri 1116 cm™ koja se nastavlja na vrpcu pozitivnog intenziteta s maksimumima
intenziteta pri 1084 cm™ i 1047 cm™ (Slika 4.25). Navedene vrpce su obiljezene kao statisticki

znacajne.

U podrucju spektra koje odgovara vibraciji istezanja OH skupine, na razlikovnim spektrima
uzoraka srednjeg spektra uzoraka Curosurfa i srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevol0 te
Curosurfa 1 Sevo40, uocava se Siroka vrpca pozitivnog intenziteta obiljezena kao statisticki
zna¢ajna tek na manjem dijelu razlikovnog spektra srednjeg spektra uzoraka Curosurfa i

srednjeg spektra uzoraka iz pripravka Sevo40 (Slika 4.22 1 Slika 4.25).

razlikovni spektar

apsorbancija/ p.j.

Curosurf

0 i AN Sevo10

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

valnibroj/cm?

Slika 4.22 Rezultat Studentovog t-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka SevolO (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom).
Valni brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znacajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.
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razlikovni spektar
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Slika 4.23 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka Sevo20 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom).
Valni brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znacajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.

4 razlikovni spektar

apsorbancija/ p.j-
N
I

Curosurf
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

valnibroj/cm?

Slika 4.24 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka Sevo30 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom).
Valni brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znacajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.
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razlikovni spektar
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Slika 4.25 Rezultat Studentovog #-testa provedenog za srednje spektre uzoraka Curosurfa i
uzoraka iz pripravka Sevo40 (p < 0,01, standardna devijacija je oznacena tankom linijom).
Valni brojevi na kojima je razlika izmedu usporedivanih spektara statisticki znacajna su na
razlikovnom spektru oznaceni zvjezdicom.
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5. RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je uporabom infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom istraziti utjecaj inhalacijskih anestetika izoflurana i sevoflurana na
fosfolipidnu komponentu pluénog surfaktanta te provjeriti mogu li se multivarijantna analiza
podataka 1 statistiCka analiza Studentovim #-testom uspjeSno primjeniti kao nadopuna obradi
spektara i razumjevanju opazanih promjena. Infracrvena spektroskopija je odavno prepoznata
kao vrijedna analiticka metoda, dijelom zbog svoje niske cijene, visoke osjetljivosti i
nedestruktivnosti u odredivanju molekulskih svojstava bioloskih molekula i utjecaja vanjskih
¢imbenika na bioloske molekule, a dijelom jer pruza moguénost rada s raznolikim uzorcima

vrlo malih koli¢ina.

Infracrvena spektroskpija je u ovom istrazivanju upotpunjena multivarijantnom analizom
podataka — PC analizom i statistickom analizom Studentovim #-testom. PC analiza je iznimno
korisna metoda kada se barata s velikim brojem varijabli. U ovom istraZivanju varijable su valni
brojevi. Da bi se potvrdilo da postoji razlika izmedu setova spektara uzoraka iz svakog
pripravka u odnosu na cijelo transmisijsko podrucje, odredeni su faktorski bodovi na ¢ijem se
grafu vidi jasno grupiranje setova spektara iz svakog pripravka, ¢ime je potvrdeno postojanje
razlike. Opterecenja su odredena da bi se odredilo koji valni brojevi doprinose razdvajanju
setova spektara te potvrdilo da razdvajanju, tj. razlici medu spektrima, doprinose glavne

funkcionalne skupine molekule fosfolipida.

Nezavisno od PC analize napravljeni su izracuni razlikovnih spektara izmedu srednjeg spektra
uzoraka Curosurfa te srednjeg spektra uzoraka iz svakog pripravka te je ucinjena njihova
analiza Studentovim ¢-testom kojim se, za svaki valni broj u spektru, odredilo postojanje
statistiCki znacajne razlike. Studentovim #-testom je potvrdena razlika medu spektrima na onim

valnim brojevima na kojima se nalaze glavne funkcionalne skupine fosfolipida.
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Dosadasnja istrazivanja utjecaja inhalacijskih anestetika na pluéni surfaktant su iznimno rijetka
i ve¢inom starijeg datuma (Woo 1 sur., 1969., Enhorning i sur., 1986., Lalchev i sur. 1992.,
Tobin i sur., 2000.), a niti jedno do sada objavljeno istraZivanje se ne temelji na uporabi
infracrvene spektroskopije $to je donekle predstavljalo oteZzavajuc¢i ¢imbenik u interpretaciji
rezultata ovog istrazivanja. Nasuprot tome, istraZivan je utjecaj inhalacijskih anestetika na
fosfolipide membrane, strukture kojoj je pluéni surfaktant vrlo slican, medutim i ova su
istrazivanja ve¢inom starijeg datuma. Prema podacima iz dostupne literature, istrazivani su
najcesce stariji anestetici kloroform, halotan i enfluran koji su danas zamijenjeni izofluranom,
sevofluranom 1 desfluranom, uc¢inkovitijim anesteticima novije generacije s mnogo manje
nezeljenih svojstava. Spoznaje proizasle iz tih istrazivanja, kao 1 literatura vezana uz vibracijsku
spektroskopiju fosfolipida, doprinijele su razvoju metodologije i razumijevanju rezultata ovog
istrazivanja. Fosfolipidi su odli¢an kandidat za infracrvenu spektroskopiju s Fourierovom
transformacijom buducdi da sadrze infracrveno aktivne veze u sva tri dijela od kojih je molekula
gradena: u hidrofobnim repovima, u podrucju esterskih veza s glicerolom i u hidrofilnoj glavi

(Lewis 1 McElhaney, 1998.).

Bioloske membrane nisu idealan model za istrazivanje pluénog surfaktanta budu¢i da su
gradene od lipidnog dvosloja, dok se pluéni surfaktant in vivo nalazi u obliku jednosloja.
Curosurf je, medutim, liposomalni lijek §to ga zbog postojanja lipidnog dvosloja €ini znatno
pogodnijim za usporedbu s bioloskim membranama. Membrane karakterizira temperatura
faznog prijelaza pri kojoj lipidi iz gel faze u kojoj su lanci masnih kiselina ispruZeni i gusto
naslagani prelaze u fazu tekucih kristala koju karakterizira porast neuredenosti i fluidnosti
membrane. Na temperaturu faznog prijelaza utjeCe nekoliko ¢imbenika poput duljine lanca
masne kiseline, stupnja nezasi¢enosti masne kiseline te naboja lipida. Iako se nigdje u dostupnoj
literaturi ne navodi temperatura faznog prijelaza Curosurfa, zbog visokog udjela DPPC-a ¢ija
je temperatura faznog prijelaza 41 °C (http://www.avantilipids.com), smatramo da je Curosurf
na sobnoj temperaturi pri kojoj su se vrsila mjerenja u gel fazi. Treba naglasiti i da Curosurf,
za razliku od pluénog surfaktanta in vivo, ne sadrzi kolesterol ¢ija prisutnost takoder moze

utjecati na uredenost strukture dvosloja odnosno jednosloja.

Infracrveni spektar pluénog surfaktanta Curosurfa je snimljen i analiziran prije snimanja
spektara tretiranih uzoraka, a asignacija vibracijskih vrpci, ucinjena na temelju podataka o
polozaju vibracijskih vrpci fosfolipida ranije objavljenih u literaturi je pokazala da spektar

Curosurfa sadrzava elemente tipicnog spektra fosfolipida.
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Hidrofobni dio

U podruéju valnih brojeva od 3100 do 2800 cm™" koje odgovara vibracijama hidrofobnih repova
javljaju se vibracijske vrpce istezanja CH, i CH3 skupina. Vibracijske vrpce koje odgovaraju
asimetricnom i simetricnom istezanju CH, skupina su ujedno i najintenzivnije vibracijske vrpce

cijelog podrucja spektra Curosurfa.

Polozaji vibracijskih vrpci istezanja CH, 1 CHs skupina su osjetljivi na konformaciju te
odrazavaju promjene trans/gauche omjera lanaca masnih kiselina (Stuart, 1997.). Smanjenje
uredenosti lanaca s trans konformacijom karakterizirano je promjenom polozaja vibracijskih
vrpci simetriénog 1 asimetriénog istezanja CH, skupine prema valnim brojevima visih
vrijednosti te proSirenjem ovih vrpci (Snyder, 1967.), Sto je karakteristika faznog prijelaza iz

gel faze u fazu tekucih kristala (Lewis i McElhaney, 2013.).

Otprije je poznato da neki inhalacijski anestetici povecavaju neuredenost membranskih modela
te da snizavaju temperaturu faznog prijelaza, a buduci da je neuredenost membrane posljedica
promjene konformacije lanaca masnih kiselina, opéenito se smatra da je snizavanje temperature
faznog prijelaza posljedica neposrednog ucinka inhalacijskih anestetika na hidrofobni dio
molekule lipida (Tsai 1 sur., 1990.). Neki su autori mi§ljenja da polarni inhalacijski anestetici
zbog prisutnosti pozitivnog naboja medudjeluju isklju¢ivo s hidrofilnim dijelom molekule
lipida (Yoshida i sur., 1989.), pa je predlozeno da ucinak polarnih, za razliku od nepolarnih
anestetika, na porast neuredenosti membrane moze biti posljedica oslobadanja potpore vodenog
matriksa te da mehanizam kojim polarni inhalacijski anestetici snizavaju temperaturu faznog
prijelaza ne ukljucuje u¢inak na hidrofobni dio molekule (Tsai 1 sur., 1990.). Tsai i suradnici
su, uporabom FTIR spektroskopije, usporedujuc¢i ucinak polarnih anestetika halotana i
enflurana s u¢inkom nepolarnog ugljikovog tetraklorida na membranu sa¢injenu od DPPC-a u
rasponu temperatura od 25 do 50 °C (ovaj raspon ukljuCuje temperaturu faznog prijelaza)
zakljucili da je ucinak polarnih anestetika na porast neuredenosti membrane 1 temperaturu
faznog prijelaza razli¢it od u¢inka nepolarnog ugljikovog tetraklorida te da je opcenito ucinak

anestetika na membrane kompleksan (Tsai 1 sur. 1990).

Budu¢i da smo istrazivanje proveli na temperaturi od 25 °C koja je bitno ispod temperature
faznog prijelaza, ne opazamo ucinak anestetika na temperaturu faznog prijelaza. Ovaj bi se
ucinak mogao detaljnije prouciti u temperaturno ovisnom mjerenju. U spektrima tretiranih
uzoraka nije se javila promjena poloZzaja niti proSirenje vibracijskih vrpci CH, 1 CH3 skupina

Sto navodi na zakljucak da anestetici nisu potakli stvaranje gauche rotamera Sto bi smanjilo broj
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trans rotamera te povecalo konformacijsku neuredenost te utjecalo na porast mobilnosti
dvosloja. U spektrima skupine uzoraka tretiranih izofluranom javio se, medutim, porast
intenziteta obiju vibracijskih vrpci istezanja CH, skupine koji je proporcionalan porastu
volumnog udjela izoflurana u pripravku. Bunow i Levin navode da bi porast intenziteta ovih
vrpci mogao reflektirati porast intermolekulskog nereda (Bunow i Levin, 1977.) §to je u
suglasju s istrazivanjima utjecaja anestetika provedenim uporabom simulacija molekulske

dinamike (Tu 1 sur., 1998., Koubi i sur., 2000.).

PC analiza provedena na spektrima Curosurfa i spektrima svih uzoraka tretiranih izofluranom
prikazala je opterec¢enja u podrucju valnih brojeva koji odgovaraju vibracijama asimetri¢nog i
simetri¢nog istezanja CH, skupine $to je u skladu s opazanim promjenama u spektrima i ¢ime
se potvrdio njihov doprinos razdvajanju spektara na grafu faktorskih bodova. U razlikovnom
spektru se za usporedivani srednji spektar Curosurfa i srednje spektre svih uzoraka tretiranih
izofluranom na valnim brojevima vibracijskih vrpci asimetri¢nog i simetri¢nog istezanja CH,
skupine javljaju dvije vrpce pozitivnog intenziteta koje potvrduju porast intenziteta ovih vrpci
nakon dodavanja izoflurana. Statisticki znacajna razlika javlja se tek za srednje spektre uzoraka
s volumnim udjelom anestetika 30 % i viSe medutim u ovom podrucju srednjih spektara svih

uzoraka je velika standardna devijacija Sto utje¢e na preciznost Studentovog #-testa.

Porasti intenziteta vibracijskih vrpei asimetricnog i simetri¢nog istezanja CH, skupine u
spektrima uzoraka tretiranih sevofluranom nisu proporcionalni porastu volumnog udjela
sevoflurana u pripravku te se javlja naizgled nasumican porast odnosno pad intenziteta koji za
sada ne mozemo objasniti. PC analiza provedena na spektrima Curosurfa i spektrima svih
uzoraka tretiranih sevofluranom prikazala je opterecenja u podrucju valnih brojeva koji
odgovaraju vibracijama asimetri¢nog i simetri¢nog istezanja CH, skupine §to je i za oCekivati
buduci da, iako je nekonzistentna, razlika intenziteta ovih vibracijskih vrpci postoji te doprinosi
razdvajanju spektara na grafu faktorskih bodova. U razlikovnom spektru se za usporedivani
srednji spektar Curosurfa i srednje spektre svih uzoraka tretiranih sevofluranom na valnim
brojevima vibracijskih vrpci asimetricnog i simetricnog istezanja CH, skupine javljaju dvije
vrpce €iji su intenziteti pozitivni odnosno negativni u skladu s porastom odnosno padom

intenziteta opazanim u spektrima.

Vrpca koja se javlja na 1472 cm™ odgovara vibraciji sjeckanja CH, skupine. Broj i poloZaj
vibracijskih vrpci u ovom podrucju takoder ovise o konformaciji te o slaganju (engl. packing)

lanaca masnih kiselina (Stuart, 1997.). U spektrima uzoraka tretiranih izofluranom javilo se
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razdvajanje ove vibracijske vrpce s pojavom novonastale vrpce na valnom broju 1469 cm™ §to

takoder moze reflektirati promjene u intermolekularnom redu.

PC analiza provedena na spektrima Curosurfa i spektrima svih uzoraka tretiranih izofluranom
je na polozaju 1472 cm™ prikazala najintenzivnije optereéenje &ime je potvrdena razlika koja
se opaza u spektrima. U razlikovnom spektru se na polozajima 1469 cm™ i 1472 cm™ javljaju
vrpce za usporedivani srednji spektar Curosurfa i srednje spektre svih uzoraka tretiranih

izofluranom §to takoder potvrduje postojanje razlike koja se opaza u spektrima.

U spektrima uzoraka tretiranih sevofluranom nema znacajnih razlika ove vibracijske vrpce, s
¢ime je u skladu i nedostatak opterecenja nakon provedbe PC analize kao i izostanak vrpce u

razlikovnim spektrima Curosurfa i uzoraka tretiranih sevofluranom.

Karbonilna skupina

U podruéju valnih brojeva od 1750 do 1700 cm™ koje odgovara vibracijama karbonilnih
skupina ukljucenih u stvaranje esterskih veza s glicerolom, javljaju se vibracijske vrpce
istezanja karbonilnih skupina uklju¢enih u stvaranje esterskih veza s glicerolom. Ovo podrucje
moze sadrzavati jednu ili viSe infracrveno aktivnih skupina koje mogu pruziti vijedne
informacije o strukturi lipida. Od znacaja je 1 Sto se javljaju se u podrucju spektra u kojem nema
vibracijskih vrpci drugih vaznih infracrveno aktivnih skupina (Arrondo I Goiii, 1998.). Usprkos
tome, vrlo je malo istrazivanja posveceno detaljnoj interpretaciji strukture vibracijskih vrpci
istezanja C=0 skupine diacilglicerolipida. U svom udZbeniku o infracrvenoj spektroskopiji,
Stuart navodi da ¢e se u ovom podrucju kod fosfolipida koji sadrze dva lanca masnih kiselina
poput dipalmitoilfosfatidilglicerola, javljati barem dvije vibracijske vrpce koje odgovaraju C=0
skupinama uklju¢enim u stvaranje esterske veze svakog od dva lanca. Navodi da razlika u
valnom broju nastaje zbog nejednakosti u strukturi lanaca $to je posljedica toga da jedan lanac
zauzima trans konformaciju, a drugi gauche konformaciju ne bi li se odrzao njihov paralelan
polozaj (Stuart, 1997.). Karbonilna skupina ¢ija je vibracija istezanja na vis§em valnom broju je
vezana za lanac s trans konformacijom, a ona na nizem valnom broju na lanac s gauche
konformacijom (Stuart, 1997.). Asignacija ovih vibracijskih vrpci ipak nije tako jednostavna
budué¢i da na ove vibracijske vrpce utje¢e mnogo vise Cimbenika od konformacije lanca.
Polozaji ovih vibracijskih vrpci su izrazito osjetljivi na vezanje vodika pa se promjene ovih

vrpci dogadaju i kada nastaju promjene u hidrataciji ali i kod prijelaza iz gel faze u fazu tekuc¢ih
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kristala (Lewis i McElhaney, 2013.). Iz objavljenih istrazivanja faznog prijelaza lipida moze se
zakljuciti da su vibracijske vrpce istezanja C=O skupine sloZene i ovise o duljini i strukturi
lanca masne kiseline (Abrahamsson i sur., 1978., Mantsch i sur., 1985., Lewis i McElhaney,
1990.), ali i o kemijskoj strukturi polarnog dijela molekule (Mantsch i sur., 1982., Sarris i sur.,
1998., Zhang 1 sur., 1997.) te se moze re¢i da pruzaju uvid u nacin na koji su fizikalna svojstva
lipidnog dvosloja pod utjecajem promjena u kemijskoj strukturi sva tri dijela molekule

fosfolipida (Lewis i McElhaney, 2013.).

Lewis i McElhaney zastupaju stajaliSte da su ove vibracijske vrpce zbroj doprinosa dviju
esterskih C=0 skupina te kao razlog oskudnosti istrazivanja ovog podrucja navode poteskoce s
tradicionalnim metodama asignacije koje su posljedica visoke osjetljivosti ovog podrucja na
promjene u strukturi lipidne molekule (Lewis i McElhaney, 2013.). Levin i suradnici su
vibracijsku vrpcu na 1743 cm™ asignirali kao vibraciju istezanja C=O skupine na poloZaju sn-1,
avrpcu na 1728 cm™' kao vibraciju istezanja C=O skupine na polozaju sn-2 (Levin i sur., 1982.).
Ove su asignacije temeljene na istrazivanjima ‘suhih’ ili vrlo slabo hidratiranih DPPC-a i ne
mogu se jednostavno primijeniti na u cijelosti hidratirane fosfolipide. U prilog ovom stajaliStu
govori istrazivanji provedeno na u cijelosti hidratiranim diacilglicerolipidima kod kojih je C=O
skupina obiljezenom izotopom C, a ¢&iji je zakljudak da kod dvosloja diacilglicerolipida u gel
fazi i fazi tekucih kristala, esterske C=O skupine na polozajima sn-1 i sn-2 daju sli¢ne obrasce
apsorpcije infracrvenog zracenja te da su podkomponente vibracijskih vrpci istezanja C=0O
skupine zbroj usporedivih doprinosa obje skupine, a ne posljedica konformacijskih razli¢itosti.
Predlazu da bi ove podkomponente mogle biti pripisane subpopulacijama slobodne C=0O
skupine i C=0O skupine s vezanim vodikom (Blume i sur., 1988.). Sli¢no su istrazivanje
nekoliko godina kasnije proveli i Lewis i suradnici istrazujuci vibracije C=O skupine u cijelosti
hidratiranih fosfolipidnih dvosloja gdje je samo jedna C=O skupina oznacena izotopom "C te
objavljuju da dolazi do javljanja dvije vibracijske vrpce na oko 1743 1 1728 cm™ te su zakljugili
da ove vrpce proizlaze iz hidratiranih subpopulacija obje karbonilne skupine (Lewis i sur.,

1994.).

U spektru Curosurfa, ove se vibracijske vrpce javljaju na valnim brojevima 1739 cm™ i 1733
cm’™'. Prema Stuart (Stuart, 1997.), vibraciji istezanja C=O skupine na poloZaju sn-1 odgovara
vibracijska vrpca na 1739 em™, a vibracijska vrpca na 1733 cm™ odgovara vibraciji istezanja
C=0 skupine na polozaju sn-2. C=0 skupina ¢ija je vibracija istezanja na visSem valnom broju
(1739 cm™) je vezana za lanac s trans konformacijom, a ona na nizem valnom broju (1733

cm™) na lanac s gauche konformacijom. Intenzivnija vrpca je ona na 1739 cm™ te se moze
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zakljuciti da je trans konformacija favorizirana konformacija lanaca masnih kiselina fosfolipida

Curosurfa.

Uc¢inak inhalacijskih anestetika na ove vibracijske vrpce istrazivali su Tsai i suradnici
uporabom FTIR ATR (engl. atenuated total reflectance) spektroskopije, a istrazivanje je
provedeno s halotanom i enfluranom (Tsai 1 sur., 1990.). Objavljuju da se nakon dodavanja
anestetika u ovom podruju javljaju tri vibracijske vrpce &iji su polozaji na 1744 cm™, 1735
cm' 11728 cm™ za uzorke tretirane halotanom te na 1740 cm™, 1734 cm™ i 1729 cm™ za uzorke
tretirane enfluranom. Wong i Mantsch su predlozili da vrpca na 1744,3 cm™ odgovara vibraciji
istezanja slobodne C=0 skupine na poloZzaju sn-1, a vibracijske vrpce na 1737,5 cm™ i 1728,2
cm™ vibracijama istezanja slobodne C=0O skupine i C=O skupine s vezanim vodikom na
polozaju sn-2 (Wong i Mantsch, 1988.). Tsai i suradnici su, temeljeno na ovim spoznajama,
zakljucili da anestetici prekidaju vodikove veze na skeletu glicerola zbog ¢ega je doslo do
javljanja vibracijske vrpce slobodne C=0 skupine na polozaju sn-2 te predlazu da je ova pojava

uzrok perturbacijama membrane nakon tretiranja anestetikom (Tsai i sur., 1990.).

Rezultati naSeg istrazivanja su u suglasju s rezultatima koje su objavili Tsai i1 suradnici. U
spektrima svih uzoraka javlja se vibracijska vrpca na valnom broju 1739 cm™ koju smo
asignirali kao vibracijsku vrpcu istezanja C=O skupine na polozaju sn-1. PolozZaj i intenzitet
ove vibracijske vrpce je nepromjenjen u spektrima svih uzoraka. Vibracijsku vrpcu koja se u
spektrima uzoraka tretiranih izofluranom javila na valnom broju 1733 cm™ asignirali smo kao
vibracijsku vrpcu istezanja slobodne C=O skupine na polozaju sn-2. Ova vrpca se
najvjerovatnije pocela javljati kao posljedica dehidratacije uzrokovane anestetikom.
Vibracijska vrpca koja bi odgovarala vibraciji istezanja C=0O skupine s vezanim vodikom se
nije javila, $to je najvjerovatnije posljedica suSenja uzoraka prije snimanja spektara. U spektru
uzoraka iz pripravka 12020 nije se javila vibracijska vrpca na valnom broju 1733 c¢m™, §to bi
mogao biti rezultat usrednjavanja spektara s ve¢im odstupanjem. Blagi pad intenziteta koji se
javlja na valnom broju 1743 cm™, ocrtavajuéi konture moguée novonastale vibracijske vrpce,
mogao bi biti posljedica Suma, medutim, zbog dosljednog eksperimentalnog ponaSanja

rezultata ne mozemo iskljuciti da je njen nastanak posljedica utjecaja anestetika.

PC analiza provedena na spektrima Curosurfa i spektrima svih uzoraka tretiranih izofluranom
prikazala je opterec¢enja u podrucju valnih brojeva koji odgovaraju polozajima novonastalih
vibracijskih vrpci ¢ime je potvrden njihov doprinos razdvajanju spektara na grafu faktorskih

bodova. Studentovim t-testom je potvrdena statisticki znacajna razlika izmedu srednjeg spektra
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Curosurfa i srednjih spektara uzoraka tretiranih izofluranom koja je u skladu s promjenama

opazanim u spektrima.

U spektrima uzoraka tretiranih sevofluranom, vibracijske vrpce istezanja C=O skupine ostale
su gotovo nepromjenjene, a opaza se tek vrlo blagi porast intenziteta vrpce na 1733 cm™ kada
je udio anestetika u pripravku bio 40 % (pripravak Sevo40) Sto navodi na zakljucak da
sevofluran ima znacajno slabiji u¢inak na dehidrataciju od izoflurana te je moguce da se ona
dogada tek pri vrlo visokim udjelima anestetika koji su nekoliko desetaka puta visi od volumnih
udjela koji se primjenjuju u klini¢koj praksi. Optere¢enja koja su prikazana nakon provedbe PC
analize na valnim brojevima blizu poloZzaja vrhova vrpce istezanja C=0O najvjerovatnije
odrazavaju vrlo male promjene u Sirini kontura ove vibracijske vrpce te porast intenziteta
vibracijske vrpce istezanja slobodne C=0O skupine na poloZaju sn-2 u spektrima uzoraka iz
pripravka s najve¢im volumnim udjelom sevoflurana. Studentovim #-testom je potvrdena
statistiCki znacajna razlika izmedu srednjeg spektra Curosurfa i srednjih spektara uzoraka
tretiranih sevofluranom na valnim brojevima na kojima se javlja gore navedeno prosirenje ove

vibracijske vrpce.

Hidrofilni dio

U podruéju valnih brojeva od 1300 do 1000 cm™' koje odgovara vibracijama hidrofilnog dijela,
tj. polarne glave molekule fosfolipida javljaju se vibracijske vrpce istezanja fosfatne skupine.
Ove su vibracijske vrpce izrazito osjetljive na prisutnost razli¢itih kationa 1 hidratacijske uvjete,
s time da je asimetri¢na vibracija ona osjetljivija te promjene njenog intenziteta i valnog broja

sugeriraju strukturne promjene molekule (Serec, 2016.).

Fosfatni dio molekule fosfolipida, odavno prepoznat kao glavno mjesto vezanja vode (Ueda i
Yoshida, 1999.), predlozen je i kao glavno mjesto djelovanja i vezanja polarnih inhalacijskih
anestetika na fosfolipide membrana (Shieh i sur., 1976., Lieb i sur., 1982., Yoshida i sur., 1984.
11989., Craig i sur., 1987., Tsai i sur., 1987.11990., Ueda i Yoshida, 1999.).

Najznacajnija promjena u spektrima svih tretiranih uzoraka javila se upravo na vibracijskim
vrpcama istezanja fosfatne skupine koje su nakon dodavanja anestetika promijenile 1 polozaj i
intenzitet. Vibracijska vrpca kolina koja se javlja na valnom broju 970 cm™ ukazuje na

prisutnost fosfatidilkolina u sastavu Curosurfa.
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Nasi rezultati su u suglasju s rezultatima studija koje su pokazale dehidratiraju¢i ucinak
anestetika na fosfolipide plué¢nog surfaktanta (Di Paulo i Sandorfy, 1974., Tsai i sur., 1990.).
Arrondo i suradnici navode da se vibracijska vrpca asimetri¢nog istezanja ‘suhe’ fosfatne
skupine DPPC-a nalazi oko valnog broja 1240 cm™ te se pomiée na oko 1220 cm™ za potpuno
hidratirani DPPC (Arrondo i sur., 1984). Vibracijska vrpca asimetri¢nog istezanja fosfatne
skupine Curosurfa se nalazi na 1244 cm™ $to je u skladu s polozajem vibracije asimetri¢nog
istezanja dehidratirane fosfatne skupine. Curosurf u svom sastavu sadrzi vodu te mozemo
pretpostaviti da je fosfatna skupina fosfolipida sadrzanih u Curosurfu prije suSenja uzoraka
stvorila veze s vodom sadrZzanom u preparatu. Nakon dodavanja anestetika, opaza se pomak
ove vibracijske vrpce prema nizim valnim brojevima. Budu¢i da se hidratacijski uvjeti uzorka
nisu mijenjali, ovaj pomak je najvjerovatnije posljedica prekidanja vodikove veze te vezanja
anestetika na to mjesto zbog ¢ega se vibracija molekule fosfolipida pomice prema nizim valnim
brojevima. Ovaj je ucinak anestetika ostao i nakon susenja te je mogucée da anestetici stvaraju
jace veze s fosfatnom skupinom nego voda. Vibracijska vrpca istezanja fosfatne skupine u
spektrima uzoraka iz pripravka 1zo10 se u odnosu na ovu vibracijsku vrpcu u spektru Curosurfa
pomakla za 8 cm™', dok su promjene ove vrpce u spektrima preostalih uzoraka mnogo manje
Sto navodi na zakljucak da sam porast volumnog udjela izoflurana ne utjece zna¢ajno na stupanj
dehidratacije. Ovaj rezultat pruza perspektivu za daljnje istrazivanje utjecaja izoflurana na
fosfolipide pluénog surfaktanta u volumnim udjelima koji se primjenjuju u klinickoj praksi, a
kojim bi se mogao istraziti najmanji volumni udio anestetika pri kojem se opaza promjena
polozaja ove vibracijske vrpce. Promjene polozaja vibracijske vrpce simetricnog istezaja
fosfatne skupine takoder govore u prilog dehidratacijskom ucinku izoflurana, no kako je ova
vrpca znatno manje osjetljiva na hidratacijske uvjete, i promjene koje se na njoj javljaju su

znato manje.

U spektrima uzoraka tretiranih sevofluranom se takoder javlja promjena polozaja vibracijskih
vrpci asimetri€nog i simetrinog istezanja fosfatne skupine prema nizim valnim brojevima
proporcionalno porastu volumnog udjela anestetika u pripravku, ali je pomak slabije izrazen

$to navodi na zakljucak da sevofluran ima slabiji utjecaj na fosfatnu skupinu.

PC analiza provedena na spektrima Curosurfa i spektrima uzoraka tretiranih izofluranom te
uzoraka tretiranih sevofluranom prikazala je opterecenja u podrucju valnih brojeva koji
odgovaraju vibracijama asimetri¢nog i simetri¢nog istezanja fosfatne skupine ¢ime je potvrden
njihov doprinos razdvajanju spektara na grafu faktorskih bodova. Studentovim #-testom je

potvrdena statisticki znacajna razlika ovih vibracijskih vrpci izmedu srednjeg spektra Curosurfa
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i srednjih spektara uzoraka tretiranih izofluranom te srednjih spektara uzoraka tretiranih
sevofluranom. Prijelazi iz negativnih u pozitivne intenzitete koji se vide u ovom podrucju
razlikovnih spektara javljaju se kada postoji promjena valnog broja promatrane funkcionalne

skupine.

Vibracijska vrpca istezanja kolina ((CH3)3N") koji je u molekuli fosfatidilkolina vezan na
polarnu glavu gotovo je nepromjenjena u spektrima svih uzoraka. Vrlo blagi porast intenziteta
ove vrpce u spektru uzorka iz pripravka Sevo40 u odnosu na spektar Curosurfa kao i vrlo blage
varijacije u intenzitetu ove vrpce u spektrima uzoraka iz ostalih tretiranih pripravka su
zanemarivi. Moze se zakljuciti da, usprkos prisutnosti pozitivnog elektrostatskog naboja ove
skupine, izofluran i sevofluran nemaju uc¢inak na ovaj dio molekule. Tsai i suradnici su u svom
istrazivanju hidratacije fosfolipida slabu ulogu ove skupine u hidrataciji doveli u vezu s
terminalnim CHj3; skupinama lanaca masnih kiselina, predlazu¢i da ova skupina uzrokuje
‘zaStitu’ (engl. shielding) naboja (Tsai 1 sur., 1987.) te se moze pretpostaviti da je zbog toga
izostalo i medudjelovanje s anesteticima. PC analizom provedenom na Curosurfu i uzorcima iz
pripravaka tretiranih izofluranom nije se pronasla razlika izmedu spektara na ovom valnom
broju kao niti statisticki znacajna razlika na razlikovnom spektru nakon provodenja
Studentovog #-testa ¢ime smo potvrdili promjenu opazanu u spektrima. PC analiza provedena
na spektrima Curosurfa i spektrima uzoraka iz pripravaka tretiranih sevofluranom prikazala je
opterecenje na ovom valnom broju, a Studentovim #-testom je potvrdeno postojanje statisticki
znacajne razlike na razlikovnom spektru srednjih spektara uzoraka Curosurfa i uzoraka iz
pripravaka Sevo40 Sto je u skladu s porastom intenziteta koji se javlja u spektru uzoraka iz ovog

pripravka.

Primjetili smo porast vibracijske vrpce OH skupine u spektrima svih tretiranih uzoraka. Ovaj
porast bi mogao biti povezan sa suSenjem uzoraka, medutim, nalaz se sistematski ponavlja u
spektrima svih tretiranih uzoraka (uz iznimku spektara uzoraka iz pripravaka [zo10 i Sevol0 u
kojima je ova vrpca nesrazmjerno porasla u odnosu na volumni udio anestetika u pripravku) te
je mogucée da je porast intenziteta ove vrpce posljedica neke od promjena koje nastaju u
molekuli fosfolipida nakon izlaganja anesteticima. Potrebna su daljnja istrazivanja ne bi li se

objasnilo podrijetlo ovog procesa.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju medudjelovanje fosfatnog dijela molekule fosfolipida
sadrzanih u pluénom surfaktantu s inhalacijskim anesteticima izofluranom i sevofluranom te

govore u prilog njihovom dehidratacijskom u¢inku na hidrofilni dio i na podru¢je molekule u
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kojem karbonilne skupine ¢ine esterske veze s glicerolom. Takoder govore u prilog postojanju
ucinka na porast intermolekularnog nereda u koji je ukljuen hidrofobni dio molekule
fosfolipida. Budu¢i da se pluéni surfaktant nalazi u pluénoj alveoli na granici zraka i vode,
dehidratacija polarnih glava jednosloja pluénog surfaktanta bi mogla utjecati na oslabljenje sile
koja odrzava film surfaktanta Sto bi za posljedicu moglo imati oslabljenje njegove funkcije

snizavanja povrSinske napetosti.

U¢inak sevoflurana na Curosurf je slabiji i manje dosljedan od ucinka izoflurana. Budu¢i da je
sevofluran anestetik novije generacije, s manje nezeljenih ucinaka od izoflurana, njegov slabiji
ucinak na pluéni surfaktant je tome dosljedan. Trebalo bi, medutim, provesti detaljnije
istrazivanje primjenjuju¢i volumne udjele anestetika koje se primjenjuju u klini¢koj praksi te
primjeniti klinicke uvijete. Valja takoder naglasiti da se u ljudi pluéni surfaktant u alveolama
nalazi u obliku lipidnog jednosloja dok se u Curosurfu on nalazi u obliku liposoma. Bilo bi
zanimljivo, ali i veliki izazov, provesti FTIR spektroskopsko istrazivanje plu¢nog surfaktanta
sakupljenog u razliita vremena za vrijeme opce anestezije iz pacijenata izlaganih razli¢itim
volumnim udjelima ova dva anestetika te u istrazivanje ukljuciti i promjene proteinske
komponente pluénog surfaktanta. Ovo bi mogao biti slijedec¢i korak u razumijevanju razmjera
1 reverzibilnosti promjena plu¢nog surfaktanta za vrijeme i nakon velikih anestezioloSkih

procedura.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju proucavan je utjecaj inhalacijskih anestetika izoflurana i sevoflurana na
fosfolipide pluénog surfaktanta Curosurfa. Vibracijska dinamika tankih filmova Curosurfa
tretiranog razli¢itim volumnim udjelima anestetika pracena je infracrvenom spektroskopijom,
a dobiveni spektri su analizirani metodom glavnih komponenti i Studentovim z-testom.

Temeljem rezultata istrazivanja moze se zakljuciti slijedece:

1. Vibracijski spektri tankih filmova tretiranih uzoraka pokazali su da pri volumnim
udjelima izoflurana odnosno sevoflurana od 10 %, 20 %, 30% i 40 % postoji uc¢inak
anestetika na pluéni surfaktant Curosurf, a promjene u spektrima su dosljedne porastu
volumnog udjela anestetika kojim je Curosurf tretiran.

2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom upotpunjena PC analizom
spektara, moze se uspjesSno primijeniti za istrazivanje strukturnih promjena fosfolipidne
komponente pluénog surfaktanta izloZzenog inhalacijskim anesteticima izofluranu i
sevofluranu.

3. Najizrazeniji u€inak oba anestetika je na hidrofilni dio molekule fosfolipida i u skladu
je s dehidratacijskim uc¢inkom anestetika na fosfolipidne dvosloje. Promjena polozaja
vibracijskih vrpci istezanja fosfatne skupine prema niZzim valnim brojevima upucuje
prvenstveno na prekidanje vodikovih veza i vezanje anestetika na to mjesto.

4. Ucinak izoflurana na karbonilne skupine ukljucene u stvaranje esterskih veza koji se
ocituje javljanjem novonastale vibracijske vrpce istezanja slobodne karbonilne skupine
na polozaju sn-2, takoder upuduje na dehidratacijski ucinak anestetika. Ucinak
izoflurana na hidrofobni dio molekule koji se o€ituje kao porast intenziteta vibracijskih
vrpci istezanja CH, skupina upucuje na promjene u uredenosti fosfolipidnog dvosloja.

5. Uc¢inak sevoflurana na karbonilne skupine se ne opaza, a njegov u¢inak na CH, skupine
je nekonzistentan porastu volumnog udjela anestetika u pripravku $to upucuje na
zakljucak da je ucinak izoflurana na fosfolipidni dio molekule pluénog surfaktanta

izrazeniji od ucinka sevoflurana.
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6. Ovo istrazivanje pruza perspektivu za daljnja spektroskopska istrazivanja utjecaja
inhalacijskih anestetika na pluéni surfaktant koja bi se mogla provesti na surfaktantu

sakupljenom iz pluc¢a ljudi izlaganih inhalacijskim anesteticima u klinickim uvjetima.
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