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Inhalacijski se anestetici primjenjuju za uvod u anesteziju ili za odrzavanje anestezije.
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dismutaze (SOD); b) procjeniti razinu upale, mjerenjem relativne tezine perifernih organa u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu; ¢) analizom promjene tjelesne tezine, biokemijskih
pokazatelja krvi i osmotske fragilnosti eritrocita kao pokazatelja oStecenja stanica i tkiva i
cjelokupnog organizma. Rezultati ukazuju kako sevofluran i AICIz primjenjeni sami ili u
kombinaciji imaju najveci prooksidacijski i proupalni u¢inak na jetru i bubreg, dok u tkivu
pluca i slezene ovaj u¢inak nije zamjecen. Razinu oStecenja i toksi¢nost sevoflurana i AlICl3
potvrduju i manje promjene u tjelesnoj tezini zivotinja, biokemijskim parametrima, posebice u
ALP, ALT, amilazi i razini fosfora te osmotska fragilnost eritrocita.
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Inhalational anesthetics are used for induction or maintaining anesthesia. Main
mechanisms of anesthetic toxicity include intracellular accumulation of metabolites, hapten
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POPIS KRATICA:

AP — amiloid beta (engl. Amyloid beta)

AD — Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer's disease)

AK — aminokiselina (engl. Aminoacid)

Akt — protein kinaza B (engl. Protein kinase B)

ALB — albumin (engl. Albumin)

ALP — alkalna fosfataza (engl. Alkaline phosphatase)

ALT — alanin aminotransferaza (engl. Alanine aminotransferase)

AMP — adenozin monofosfat (engl. Adenosine monophosphate)

AMY —amilaza (engl. Amylase)

ANT — adenin nukleotid translokaza (engl. Adenin nucleotide translocase)
APC — anestetikom potaknuta prekondicioniranje (engl. Anesthetic induced preconditioning)
APP — amiloid prekursor protein (engl. Amyloid precursor protein)

ATP — adenozin trifosfat (engl. Adenosine Triphosphate)

ATSDR — Agencija za otrovne tvari i registar bolesti (engl. Agency for Toxic Substances and

Disease Registry)

BACE 1 — B-mjesto cijepajuci enzim (engl. S-site APP cleaving enzyme)
Bcl-2 — B- stani¢ni limfom 2 (engl. B- cell lymphoma)

Bax — regulatorni protein apoptoze Bax (engl. Apoptosis regulator BAX)
BUN — dusik uree u krvi (engl. Blood urea nitrogen)

CA - kromosomske aberacije (engl. Chromosomal aberrations)

Caco-2 - karcinomu debelog crijeva (engl. Colon carcinoma)

CAT — katalaza (engl. Catalase)



CCPDK I — kalcij/kalmodulin — vezana protein kinaza Il (engl. Calcium/calmodulin-binding

protein kinase Il)

cGMP — cikli¢ni gvanozin monofosfat (engl. Cyclic guanosine monophosphate)

CRE — kreatinin (engl. Creatitine)

CREB - cikli¢ni AMP vezni protein (engl. Cyclic AMP response element binding protein)
CO2 — ugljikov dioksid (engl. Carbon dioxide)

CuznSOD - citosolna superoksid dismutaza (engl. Cytosol superoxide dismutase)

CMR - mozdani metabolizam (engl. Cerebral metabolic rate)

DNA — deoksiribonukleinsa kiselina (engl. Deoxiribonucleic acid)

EC — SOD - izvanstani¢na SOD (engl. Extracellular SOD)

EFSA — Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)

ER — endoplazmatski retikulum (engl. Endoplasmatic reticulum)

ERK — vanstani¢na signalom regulirana kinaza (engl. Extracellular signal — regulated kinase)
ETC — lanac elektrona (engl. Electron transport chain)

FAO - Organizacija za prehranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture Organization)
FDA - Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

FDVE - fluorometil-2,2-difluoro-1-(trifluorometil)-vinil eter (engl. Fluoromethyl-2,2-
difluoro-1-(trifluoromethyl)-vinyl ether)

GABA- y-aminomaslaé¢na kiselina (engl. y-Aminobutyric acid)
GDP — gvanozin disosfat (engl. Guanosine diphosphate)
GLOB — globulin (engl. Globuline)

GPx — glutation peroksidaza (engl. Glutathione peroxidase)
GS — glutamin sintaza (engl. Glutamine sinthase)

GSH — glutation (engl. Glutathione)



GSSG - glutation disulfid (engl. Glutathion disulfide)

GTP — gvanozin trifosfat (engl. Guanosine triphosphate)

H>0> — vodikov peroksid (engl. Hydrogen peroxide)

Hep-2 - karcinom grkljana (engl. Larynx carcinoma)

HFIP — heksafluoroisopropanol (engl. Hexafluoroisopropanol)
HO.+ — hidroperoksilni radikal (engl. Hydroperoxyl radical)
HOCI — hipokloritna kiselina (engl. Hypochlorite acid)

HYP — hipoksija (engl. Hypoxia)

IxB — inhibitorni kB (engl. Inhibitory kB)

IL — interleukin (engl. Interleukine)

IPs - Inozitol-1,4,5-trifosfat (engl. Inositol-1,4,5-triphosphate)
IRP-2 — Zeljezo regulirajudi proteini (engl. Iron regulatory proteins)

JECFA — Zajednicki stru¢ni odbor FAO/WHO za prehrambene aditive (engl. Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)

K™ - kalijev ion (engl. Potassium ion)
Katp — kalijev kanal (engl. Potassium channel)

LDso — letalna doza; standardna mjera toksi¢nosti tvari koja ¢e ubiti pola obradene populacije

(engl. Lethal dose)

LO- - lipidni radikal (engl. Lipid radical)

LOO- - peroksilni radikal (engl. Preoxyl radical)

LOOH - lipidni hidroperoksil (engl. Lipid hydroperoxyl)

LOX — lipooksigenaza (engl. Lipooxygenase)

MAPK — mitogen aktivirane proteinske kinaze (engl. Mitogen - activated protein kinases)

MDA — malondialdehid (engl. Malondialdehyde)


https://en.wikipedia.org/wiki/Radical_(chemistry)

Mdm - 2 — engl. Murine double minute 2 protein

MI - metabolic¢ka inhibicija (engl. Metabolic inhibition)

MIA PaCa-2 — karcinom gusterace (engl. Pancreatic carcinoma)

MN — mikronukleus (engl. Micronucleus)

MnSOD — mitohondrijska SOD (engl. Mitochondrial SOD)

MTP — mitohondrijska tranzicijska pora (engl. Mitochondrial transition pore)
Na* - natrijev ion (engl. Sodium ion)

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid (engl. Nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate)

NF-xB — nuklearni ¢imbenik kB (engl. Nuclear factor xB)

NFT — unutar-neuralni neurofibrilarni ¢vorovi (engl. Intranuronal neurofibrillary tangles)
NMDA — N-metil D-aspartat (engl. N-methyl-D-aspartate)

NO — dusikov oksid (engl. Nitric oxide)

NO:z — dusikov (IV) oksid (engl. Nitrogen dioxide)

OH’ — hidroksilni radikal (engl. Hidroxyl radical)

10, - singletni kisik (engl. Singlet oxygen)

02— superoksidni anion (engl. Superoxide anion)

ONOQO" — peroksinitrit (engl. Peroxynitrite)

p38 MAPK — p38 mitogen-aktivirana kinaza (engl. p38 mitogen-activated protein kinase)
p53 — tumor supresor protein (engl. Tumor suppressor protein)

PCD — programirana stani¢na smrt (engl. Programmed cell death)

PHOS — fosfati (engl. Phosphates)

PI3K - fosfatidilinozitol-3-OH kinaza (engl. Phosphatidilinositol-3-OH kinase)



PKC — protein kinaza C (engl. Protein kinase C)

PLA: — fosfolipaza Az (engl. Phospholipase Az)

PLC - fosfolipaza C (engl. Phospholipase C)

PMN — polimorfonuklearni neutrofili (engl. Polymorphonuclear neutrophils)
PUFA- nezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acids)

rCBF - regionalni cerebralni protok krvi (engl. Regional cerebral blood flow)
RO- — alkoksilni radikal (engl. Alkoxy radical)

RO,« — peroksidni radikali (engl. Peroxide radicals)

RNS — reaktivne dusikove vrste (engl. Reactive nitrogen species)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species)

SCCS - Znanstveni odbor za sigurnost potroSaca (engl. Scientific Committee on Consumer
Safety)

SCE - izmjena sestrinskih kromatida (engl. Sister chromatid exchange)

SCGE - gel elektroforeza pojedinacnih stanica (engl. Single cell-gel elctrophoresis)
SH — sarc homologna domena (engl. Sarc homology domain)

SOD - superoksid dismutaza (engl. Superoxide dismutase)

SP — senilni plakovi (engl. Senile plaques)

SW-620 - slabo diferencirane stanice metastaza karcinoma debelog crijeva u limfnom ¢voru

(engl. Poorly differentiated cells from lymph node metastasis of colon carcinoma)

TBARS - reaktivne tvari tiobarbiturne Kiseline (engl. Thiobarbituric acid reactive

substances)
TBIL — ukupni bilirubin (engl. Total bilirubin)
TNR-a — tumor nekrozis faktor o (engl. Tumor necrosis factor «)

TP — ukupni proteini (engl. Total protein)



VDAC - o voltazi ovisan anionski kanal (engl. Voltage dependent anion channel)
VEGF - krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular endothelial growth factor)
XOD - ksantin oksidaza (engl. Xantin oxidase)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World health organisation)

WI-38 — stani¢na linija normalnih fibroblasta (engl. Normal fibroblast cell line)



1. UvOD

1.1. INHALACIJSKI ANESTETICI

Opc¢a anestezija je jedno od najvecih dostignuc¢a medicine; ona omoguéava sigurno
izvodenje zahtjevnih operacija, ¢ak i kod jako mladih ili starih pacijenata. Ipak, ona nije bez
rizika, a to je ¢injenica koju dnevno prihvaca velik broj oboljelih.

Inhalacijski se anestetici ¢esto primjenjuju za uvod ili odrZzavanje anestezije, narocito
kod zahtjevnijih i opseznijih operacija. To su lako hlapljive tekuéine koje u organizam ulaze
disanjem, a zatim difuzijom kroz alveokapilarnu membranu prelaze u krvotok. Krvotokom se
zatim dopremaju do sredi$njeg ziv€anog sustava i ostalih organa. Veci dio ovih anestetika se
iz organizma uklanja respiracijom, medutim jedan se dio metabolizira u jetri putem obitelji
citokrom oksidaza P-450 i izluCuje putem bubrega. Njihovi metaboliti mogu izazvati akutnu
ili kroni¢nu toksi¢nost putem nekoliko mehanizama: 1) unutarstanicno nakupljanje
metabolita, 2) stvaranje haptena koji mogu dovesti do hiperosjetljivosti ili imunoreakcije, i 3)
stvaranje reaktivnih metabolita koji se mogu kovalentno vezati za stani¢éne makromolekule i
stvarati slobodne radikale. Vezanje reaktivnih metabolita inhalacijskih anestetika za proteine
tkiva, moze uzrokovati formiranje hapten-protein konjugata. Nadalje, konjugati mogu voditi
prema sintezi specifi¢nih protutijela i time prouzrokovati imunoloski odgovor. U normalnim
uvjetima, glutation i sulfhidril imaju funkciju stani¢nih antioksidansa koji konjugiraju
slobodne radikale, dok u slu¢aju njihove nestaSice Stetan utjecaj slobodnih radikala dovodi do
stani¢ne smrti. Zbog lipofilne prirode inhalacijskih anestetika, do najveéeg oste¢enja dolazi u

lipidnim mebranama stanica (Brozovi¢ i sur., 2006).

1.1.1. Oksidacijski stres u mozgu izazvan inhalacijskim anesteticima

Neurotoksicnost je definirana kao strukturna ili funkcionalna promjena Ziv€anog
sustava kao rezultat nekog kemijskog, bioloskog ili fizickog ¢imbenika. Ranjivost Ziv€anog
sustava je vrlo visoka u periodu razvoja, kada krvno-mozdana barijera nije do kraja razvijena,
kada je stopa neurogeneze i sinaptogeneze vrlo visoka, te neurotransmiteri imaju druk¢iji
u¢inak nego u odraslom mozgu, primjerice GABA (y-aminomaslac¢na kiselina) je u periodu
razvoja mozga ekscitacijski neurotransmiter i pored neurotransmisije regulira proliferaciju i
diferencijaciju mati¢nih stanica. Osim rane faze razvoja mozga, mozak starih jedinki je

takoder osjetljiv, iako iz drugih razloga. Mozak zrele jedinke, kao i mozak mlade jedinke,
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sadrzi nezrele stanice koje se mogu razviti u neurone i inkorporirati u neuronske krugove.
Takoder sadrzi i podrucja koja konstantno remodeliraju sinapticke veze u vrlo dinamickom
procesu koji se zove sinapticka plasti¢nost 1 koji je temelj ucenja i pamcenja. Mozak starih
jedinki trpi Stetu nastalu zbog starosti, kao Sto je smanjenje neurona, gubitak razlicitih
neurotransmitera i receptora, niske stope neurogeneze i sinaptogeneze i akumulacija toksi¢nih
nusproizvoda. 1z navedenih razloga, takav mozak ima smanjenu sposobnost kompenzacije,
uslijed Cega je, kao i mozak mladih jedinki, podloZniji u¢inku neurotoksi¢nosti.

Inhalacijski anestetici su bioloski i kemijski ¢imbenici koji imaju sposobnost uplitanja
u neurotransmisiju, bilo pozitivno moduliraju¢i inhibitornu GABA neurotransmisiju ili
antagoniziraju¢i glutamatom posredovanu ekscitacijsku neurotransmisiju, N-metil-D-aspartat
(NMDA) koji ima vezno mjesto za glutamat.

Rezultati brojnih istrazivanja govore u prilog tome kako aktivacija NMDA ili GABA
receptora uzrokuje smrt neurona. Ipak, mehanizmi nisu potpuno razjasnjeni. Poznato je kako
kontinuirano izlaganje anesteticima dovodi do deregulacije podjedinica NMDA receptora,

odnosno do regulacije NR1 podjedinice (Slika 1).

glutamat

Up-regulacija
NMDA receptora

L-karnitin

Slika 1. Prikaz smrti neurona uslijed obrade anesteticima (Wang i sur., 2010)

Uslijed toga dolazi do prekomjernog nakupljanja kalcija (NMDA je kalcijev kanal),
¢ija koncentracija prelazi mitohondrijsku moguénost puferiranja, te se remeti lanac elektrona

§to uzrokuje prekomjernu produkciju ROS-a. Takoder, promjenom konformacije NMDA
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receptora dolazi do oslobadanja inhibitornog IkB s transkripcijskog ¢imbenika NFxB. NF«xB
tada prelazi u jezgru stanice, gdje uzrokuje povecanu transkripciju proapoptotskih gena.
Proapoptotski proteini koji tada nastaju tvore pore u membranama mitohondrija, Sto dovodi
do otpustanja citokroma c u citosol, gdje on aktivira kaspaze, a one posljedicno dovode do

apoptotske smrti stanice (Wang i sur., 2010).

1.1.2. Neuroprotektivni utjecaj anestetika

Inhalacijski se anestetici mogu davati prije ishemije mozga, kada govorimo o stvaranju
svojevrsne obrane od manjih ozljeda (engl. preconditioning), ili tijekom same ishemije, kada
je glavna funkcija anestetika neurozastita (engl. neuroprotection).

Inhalacijski anestetici, davani prije ili za vrijeme ishemije, stabiliziraju peri-ishemijski
regionalni cerebralni protok krvi (engl. regional cerebral blood flow, rCBF) i smanjuju
mozdani metabolizam (engl. cerebral metabolic rate, CMR), te tako povecavaju razinu
energije u mozgu (Slika 2). Neurozastitni u¢inak se moze ostvariti inhibicijom stvaranja ROS-
a u neuronima, vezanjem na slobodne radikale i inhibicijom lipidne peroksidacije i
degeneracije membrane neurona. Takoder, inhalacijski anestetici mogu modulirati
ekscitotoksi¢nost smanjenjem oslobadanja katekolamina, potenciranjem GABAergicne
neurotransmisije i inhibicijom neurotransmisije posredovane glutamatom. Antagonisti AMPA
(a-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina) i NMDA receptora za glutamat
mogu smanjiti koncentraciju Ca?" i povecati proizvodnju glutamat-receptor povezanog
ciklicnog gvanozin monofosfata (cGMP). Paradoksalno neurodegenerativnom ucinku
anestetika, inhalacijskim anesteticima posredovano poveéanje koncentracije Ca®" moZze imati
zastitni ucinak u ishemijskom mozgu ako se anestetik primjeni prije ishemije. Takav porast
koncentracije kalcija moze modulirati zastitne procese u mozgu Koji su ovisni o kalciju, kao
Sto su kalmodulin, CCPDKII (kalcij/kalmodulin-vezana protein kinaza Il) i MAPK-ERK put
(mitogen aktivirane protein kinaze, izvorno nazvane ERK, vanstani¢nim signalom regulirane
kinaze (engl. extracellular signal-regulated kinases). Djelovanjem na MAPK-ERK put,
anestetici djeluju na aktiviranje antiapoptotskog faktora Akt (protein kinaze B), ¢ime se
smanjuje ili usporava apoptoza zbog smanjene ekspresije Bax proteina. Aktivacija adenozin
A1 receptora takoder moze potaknuti otvaranje i aktivaciju kalijevih (Katp) kanala za koje se
pretpostavlja kako mijenjaju proizvodnju ROS-a smanjujuc¢i intraishemijsko nakupljanje
kalcija u mitohondrijima i povecavajuéi postishemijsku proizvodnju energije (Kitano i sur.,

2007). Navedeni mehanizmi prikazani su na Slici 2.
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Slika 2. Neurozastitni mehanizmi anestetika (Kitano i sur., 2007)

1.1.3. Kardioprotektivni utjecaj anestetika

Osim u zastiti mozdanih stanica, inhalacijski se anestetici mogu koristiti i u zastiti
sréanog tkiva, odnosno u zastiti od ishemijsko-reperfuzijskih oSteéenja in vivo (Bienengraeber
I sur., 2005). Brojna istrazivanja su potvrdila zastitni ucinak anestetika u slucajevima
zacepljenja i reperfuzije koronarne arterije (Slika 3), koji se zove anestetikom potaknuto
prekondicioniranje (APC). Nekoliko je bitnih ¢imbenika u APC, a zajednic¢ki su onima u
anestetikom potaknutoj zastiti ishemijskog mozga. Mehanizam zaStite sranih stanica

prikazan je na Slici 3.
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Slika 3. Unutarstani¢ni prijenosa signala u APC (Pratt i sur., 2006)

Inhalacijski anestetici utjecu na ERK 1/2 i PI3K (fosfatidilinozitol-3-OH kinaza)
stani¢ne puteve. Oni na ERK utje¢u preko Ras obitelj G-vezanih proteina koje hidroliziraju
GTP (gvanozin-trifosfat), pri ¢emu nastaje GDP (gvanozin-difosfat) i jedna molekula fosfata
koji fosforilira ERK, te ju tako aktivira. Djelovanje na PI3K posredovano je kalijevim
kanalima, odnosno & i1 € izoformama protein kinaze C koja posreduje u senzitizaciji Katp
kanala (4) (Ludwig i sur., 2004). Ona posljedi¢no aktivira antiapoptotsku Akt kinazu (1).
Aktivacija Akt rezultira fosforilacijom Mdm2 (engl. murine double minute-2) proteina koji je
negativni regulator tumor supresor proteina p53 (3).

Poznata je ¢inenica kako anestetici uzrokuju povecanje proizvodnje ROS-a, koje mogu
aktivirati, tj. fosforilirati IxB (inhibitor kB), zbog ¢ega dolazi do njegovog odvajanja od NF«xB
(5) (Zandi i Karin, 1999). NFxB tada prelazi u jezgru stanice gdje, zajedno s ERK 1/2 (2),
poti¢e transkripciju citokina i krvozilnog endotelnog c¢imbenika rasta (engl. vascular
endothelial growth factor, VEGF) (6). VEGF je, pored antiapoptotskih citokina, bitan
¢imbenik u zastiti od oStec¢enja stanice, €ija je funkcija angiogeneza i ponovno uspostavljanje

dovoda kisika (Pratt i sur., 2006).



1.1.4. Sevofluran

Sevofluran [fluorometil-2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil) etil eter] se u klini¢koj praksi
koristi od 90-tih godina proslog stolje¢a, a danas je jedan od najéeSce koristenih anestetika,
koji se zbog svog slatkastog mirisa narocito koristi u pedijatriji (Slika 4). To je anestetik male
topljivosti u krvi, zbog ¢ega pruza brzo dovodenje u stanje anestezije, ali i brzo budenje (Lee i
sur., 2015). Zbog svoje sli¢nosti s drugim anesteticima iz obitelji flurana (Burrows i sur.,
2004), te zbog njihove nekarcinogenosti, sevofluran nije bio podvrgnut formalnom ispitivanju
od strane ameri¢ke Agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
(Braz i Karahalil, 2015). Iz tog se razloga danas mnogi znanstvenici bave procjenom njegove

toksi¢nosti, ali i zaStite kako in vitro, tako i in vivo.

F
F—C —F H
|
H—C—0—C —H
N S
|
F

Slika 4. Struktura sevoflurana (Lee i sur., 2015)

Poznata je Cinjenica kako inhalacijski anestetici poti¢u stvaranje ROS-a, koje onda
aktiviraju stani¢ne puteve kao $to je MAPK. MAPK zauzvrat oslobada NFkB od IkB, te
NF«B tada prelazi u jezgru, gdje potice transkripciju proupalnih citokina (IL-1, IL-6, I1L-8) i
enzima lipooksigenaze (LOX), te TNF-a, zbog Cega dolazi do oSteCenja DNA (Lee i sur.,
2015). Cini se, ipak, kako sevofluran nema jednako $tetan utjecaj na stanice, kao neki drugi

¢esto koriSteni inhalacijski anestetici.

1.1.4.1. Utjecaj sevoflurana na apoptozu

Odrzavanje dovoljne razine kalcija u ER-u (endoplazmatskom retikulumu) ima vaznu
ulogu u normalnoj strukturi ER-a, sintezi proteina, rastu i smrti stanice. Prekomjerno
oslobadanje kalcija iz ER-a ili smanjeni unos u ER dovodi do njegovog manjka u ER-u, te
posljedi¢no do apoptotske smrti stanice. Bcl-2 je obitelj gena koji su aktivni posrednici u
procesu apoptoze, a sastoji se od antiapoptotskih (Bcl-2) i proapoptotskih (Bax) gena. Bcl-2
moze sprijeCiti apoptozu suzbijanjem prekomjernog izlaska kalcija iz ER-a. Ravnoteza Bcl-2 i

Bax gena ima, dakle, vaznu ulogu u odredivanju sudbine stanice.



Razli¢iti inhalacijski anestetici na ovu ravnotezu djeluju drugacije. Za izofluran je
dokazano kako poti¢e neravnotezu, odnosno poti¢e transkripciju proapoptotskog Bax
proteina, dok kod sevoflurana nije takav slucaj. Sevofluran ili inhibira oslobadanje kalcija iz
ER-a, odnosno potice transkripciju Bcl-2 gena, ili nema nikakav utjecaj na ovu ravnotezu.

To¢ni mehanizmi ovog fenomena jo$ nisu razjasnjeni (Wei i sur., 2005).

1.1.4.2. Genotoksicnost sevoflurana

Do genotoksi¢nosti anestetika ne dolazi direktno od njih, ve¢ mahom od njihovih
metabolita. Oni se, u raznim postotcima, metaboliziraju u jetri pomocu obitelji citokrom
oksidaza P-450 i izluCuju putem bubrega. Samo se 5% sevoflurana metabolizira u tijelu i
jedini je inhalacijski anestetik koji prolazi proces konjugacije. On se razdvaja ha
heksafluoroizopropanol (HFIP) i anorganski fluorid. lako je HFIP neuro- i hepatotoksican,
kao i anorganski fluorid, vjeruje se kako ovi spojevi ne dostizu razinu koja bi mogla izazvati
doticaju sevoflurana sa absorberom bazi¢nog CO- (Braz i Karahalil, 2015).

Mnogi su znanstvenici pokusali odrediti razinu genotoksi¢nosti sevoflurana, pri ¢emu
su neki tvrdili kako on nema genotoksi¢an u¢inak (Szyfter i sur., 2004). Ipak, s novijim je
istrazivanjima toksi¢ni u¢inak je potvrden.

Prilikom istrazivanja ovog ucinka koriste se biomarkeri ranog bioloskog utjecaja, kao
Sto su DNA mikrocip analiza, izmjena sestrinskih kromatida (engl. sister chromatid exchange,
SCE), kromosomske aberacije (engl. chromosomal aberrations, CA), mikronukleus (MN)
test) i gel elektroforeza pojedina¢nih stanica (engl. single cell-gel elctrophoresis, SCGE).
Istrazivanja Braz i Karahalil (2015), Brozovi¢ i suradnika (2008; 2010), te Rozgaj i suradnika
(2009) pokazala su koliki je razmjer oStec¢enja uzrokovanih sevofluranom. Do najveceg je
ostec¢enja doSlo odmah nakon obrade, a od toga najvise na leukocitima. Od oSte¢enja nadeni
su lomovi DNA alkalnim komet testom i veé¢i broj mikronukleusa u odnosu na kontrolnu
skupinu. Ostecenja jetre, bubrega i mozga bila su vidljiva 6 h nakon izlaganja sevofluranu, sto
je period koji je potreban za dostavu i metabolizam sevoflurana u jetri, nakon ¢ega metaboliti
oste¢enja. Popravak DNA nastupio je minimalno 24 h nakon izlaganja sevofluranu, a za
potpuni popravak trebalo je oko 5 dana.

Iz navedenog je ocito kako sevofluran ima genotoksicni utjecaj, medutim, potrebna su

daljnja istrazivanja kako bi se odredilo vrijeme potrebno za popravak DNA, te usporedio



njegov utjecaj s drugim anesteticima u klinicki relevantnim dozama. Ono S§to je takoder ocito

je kako bi se u anesteziji trebali koristiti anestetici koji nemaju moguénost biotransformacije.

1.1.4.3. Ostecenja perifernih tkiva i organa uzrokovana sevofluranom — animalni modeli

Inhalacijski anestetici imaju, manje ili viSe, toksican utjecaj na organizam. Glavne
mete njihovih metabolita su jetra, gdje se anestetici metaboliziraju, bubrezi, preko kojih se
metaboliti izbacuju iz organizma, pluca, koja su prvi organ na udaru inhalacijskih anestetika i
slezena, gdje se oSteceni eritrociti razgraduju. Utjecaj anestetika ovisi o starosti i spolu
jedinke. Sevofluran tako izaziva najveca oste¢enja kod starih zenki Stakora, pracena s
oStec¢enjima kod starih muzjaka. Takoder, do oStecenja dolazi i kod mladih Zzenki Stakora, dok
ovaj utjecaj nije primje¢en kod mladih muzjaka (Arslan i sur., 2010).

Kharasch i suradnici (2006) promatrali su promjenu ekspresije gena u bubrezima
Stakora obradenih s fluorometil-2,2-difluoro-1-(trifluorometil)-vinil eterom (FDVE). Ovaj
spoj izaziva nekrozu proksimalnih tubula, koja je popraéena povecanom koncentracijom
kreatinina u serumu, povecanom diurezom i ekskrecijom proteina, glukoze i renalnih
tubularnih enzima. FDVE reagira s glutationom, dajuéi tako glutation konjugate, koji se mogu
cijepati na netoksicne merkapturate koji se izlu€uju urinom, ili toksi¢ne konjugate
merkapturne kiseline ¢ija razina toksi¢nosti nije poznata. Osim toga, u ovom je istrazivanju
potvrdeno kako doza koja izaziva nefrotoksicnost takoder ima sposobnost mijenjanja
ekspresije gena. Geni koji su tada eksprimirani imaju velik utjecaj na toksi¢nost (apoptozu,
oksidacijski stres i/ili nekrozu) i odgovor na ozljedu (upalu, regeneraciju, popravak). Dolazi
dakle do povecane ekspresije antiapoptotskih gena (npr. glutation peroksidaza i osteopontin
(privla¢i makrofage, sprijecava apoptozu), naroCito 24 h nakon izlaganja FDVE, a njihova
ekspresija pada ovisno o vremenu obrade. Ovo otkri¢e potvrdeno je i pronalaskom vece
renalne ozljede 24 h nakon izlaganja spoju FDVE, nego nakon 72 h i vise (Kharasch i sur.,
2006).

Ipak, razina oSteCenja nastalih zbog obrade sevofluranom je manja je nego kod nekih
drugih inhalacijskih anestetika, kao §to je propofol ili izofluran. Takoder, neki organi, kao Sto
su pluca, manje su podlozni promjenama (Kovacic i Somanathan, 2011). Temeljem
navedenog, prije primjene anestetika posebnu paznju treba obratiti na poremeca;j ili bolest od

kojih jedinka pati.



1.1.4.4. Utjecaj sevoflurana na tkiva i stanicne linije kod ljudi

Sevofluran iz pluéa prelazi u krv, otkuda odlazi u druga tkiva i organe. Ipak,
donedavno nisu postojali znacajni dokazi o njegovom utjecaju na krvne stanice, pogotovo
leukocite. Polimorfonuklearni neutrofili (PMN) su vazan dio perifernih leukocita koji se bore
protiv patogenih mikroorganizama fagocitozom i proizvodnjom visokih razina ROS-a (Amer i
Fibach, 2005). Razli¢ite proupalne tvari, kao Sto je sevofluran, takoder mogu potaknuti
stvaranje ROS-a ili NO-a u PMN-u. Sevofluran dovodi i do smanjene koncentracije GSH
zbog povecane proizvodnje superoksidnog radikala i H2O., ali i do aktivacije kaspaze 3, te do
smanjenja membranskog potencijala mitohondrija. Najvaznija uloga PMN-a je ubijanje
mikroorganizama, medutim ukoliko dode do pretjerane proizvodnje ROS-a, govorimo o
autotoksicnosti, odnosno mogucénosti izazivanja oSte¢enja DNA, proteina i lipida od strane
PMN-a. Kako sevofluran izaziva povecanu proizvodnju ROS-a i aktivaciju kaspaze 3, moze
se zakljuciti kako on ustvari ima zasStitni u€inak na okolna tkiva i organe sprijeavajuci
autotoksi¢nost PMN-a (Wong i sur., 2006).

Utjecaj sevoflurana proucavan je i na nekim oblicima tumora, odnosno njihovim
stani¢nim linijama. Kvolik i suradnici (2004) su proveli istrazivanje na karcinomu debelog
crijeva (Caco-2), karcinomu grljana (Hep-2), karcinomu gusterace (MIA PaCa-2), slabo
diferenciranim stanicama metastaza karcinoma debelog crijeva u limfnom ¢voru (SW-620) i
normalnim fibroblastima (WI-38). Ovo istrazivanje je provedeno zbog poznatih Stetnih
utjecaja anestetika, kao §t0 su mutageneza i karcinogeneza. Sevofluran, nakon 2 i 4 h
primjene blago potice rast Caco-2 stanica, medutim ve¢ nakon 6 h zna€ajno inhibira njihov
rast. Sli¢no djeluje i na stani¢ne linije SW-620 i Hep-2, dok na MIA PaCa-2 i WI-38 ima
manji utjecaj. Iz ovih je rezultata vidljivo kako sevofluran ima veéi utjecaj na tumorske, nego
na normalne stanice, a sli¢ne su rezultate, na normalnim stanicama bubrega, dobili Muckter i
suradnici (1998). Do ovoga vjerojatno dolazi zbog veceg protoka krvi u tumorskim stanicama
i smanjene upale u plu¢ima (Hep-2). Apoptoza je zamjeCena u svim stanicama izlozenima
sevofluranu, iako nije bila kvantificirana, zbog ¢ega bi se u buducim istrazivanjima trebale
koristiti osjetljivije metode, kao $to je proto¢na citometrija (Kvolik i sur., 2004).

Sevofluran ima negativni u¢inak i u skeletnim misi¢ima. Inozitol-1,4,5-trifosfat (IPs)
je sekundarni glasnik koji ima vaznu ulogu u pobudi hipermetaboli¢ke aktivnosti skeletnih
miSica, kao 1 u malignoj hipertermiji.

Maligna hipertermija je poremecaj skeletnih miSi¢a do kojeg dolazi nakon izlaganja
inhalacijskim anesteticima. Ukoliko jedinka ima predispoziciju za hipertermiju, nakon obrade

anestetikom dolazi do pojave tahikardije, hipertermije, povecanog nastajanja uglji¢nog

9



dioksida, te na kraju smrti. Tijekom maligne hipertermije dolazi do unutarstanicnog
nakupljanja kalcija. Njegovo otpustanje iz sarkoplazmatskog retikuluma kontrolira IP3 preko
IP3 receptora. Povecanje koncentracije IP3 uzrokuje povecanje unutarstanicne koncentracije
Ca?*, te tako izaziva stani¢ni odgovor, uklju¢ujuéi kontrakciju misi¢a i depolarizaciju plazma
membrane. Do oslobadanja IP3 dolazi preko PLC (fosfolipaza C), koja je aktivirana
receptorima na stani¢noj membrani, kao §to je G-vezani protein $to dovodi do stimulacije
aktivnosti tirozin kinaza, fosfolipaza A2 (PLA?) i protein kinaze C (PKC).

Kudoh i Matsuki (2000) dokazali su i sevofluranovu sposobnost povecanja prizvodnje
IP3. Do povecanje proizvodnje IP3 dolazi zbog toga Sto sevofluran stimulira PLC, PLA> i
tirozin kinazne receptore preko G vezanih proteina, a s pove¢anom proizvodnjom IP3 dolazi i
do unutarstani¢nog nakupljanja kalcija. Prema tome, sevofluran ima sposobnost potaknuti

malignu hipertermiju.

1.1.4.5. Zastitni ucinak sevoflurana

Sevofluran &titi neurone od smrti izazvane nedostatkom glukoze i Kisika, vjerojatno
stabiliziranjem membranskog potencijala mitohondrija (Wise-Faberowski i sur., 2003).

Sevofluran takoder §titi neurone moduliranjem ravnoteze izmedu proapoptoskih i
antiapoptostskih proteina. Dva su glavna mehanizma ishemijske smrti neurona: apoptoza i
nekroza. Apoptoza je aktivni proces potaknut proteinima, ¢ije su tipi¢ne znacajke smanjenje
veli¢ine stanice, pupanje membrane, stvaranje apoptotickih tjeleSaca i kondenzacija
kromatina. Glavni protein u apoptozi je p53, koji je aktiviran oksidacijskim stresom i
fragmentacijom DNA, i koji povecava koncentraciju proapoptoskog proteina Bax. p53 je
povezan s antiapoptotstkim proteinom Mdm-2 (engl. murine double minute 2 protein)
povratnom vezom. Protein Bcl-2 sluzi u zastiti stanice od ishemijom izazvane smrti na
nekoliko nacina: 1) regulacijom transporta kalcija preko mitohondrijske membrane, 2)
zaStitom od prodiranja kroz mitohodrijsku membranu 1 3) kontrolom stani¢nih antioksidansa.
Bcl-2 i Bax su dimeri od kojih je Bcl-2 homodimer (graden od dva Bcl-2 proteina), dok je
Bax heterodimer (jedan Bcl-2 i jedan Bax protein). Kojeg ¢e dimera biti viSe u stanici, ovisi 0
njihovim koncentracijama u stanici. Sevofluran poti¢e stvaranje antiapoptotskih proteina Bcl-
2 i Mdm-2. Drugi mehanizam ishemijske smrti neurona je nekroza. Ona je, za razliku od
apoptoze, pasivan proces. Morfoloski, nekroza je karakterizirana bubrenjem stanice,
piknozom jezgre, kariolizom, povecanom citoplazmatskom eozinofilijom 1 upalnim
odgovorom. Sevofluran sprijecava eozinofilno oSteenje mozga. On smanjuje cerebralni

metabolizam, te tako obnavlja ravnotezu izmedu potraznje i opskrbe energije i kisika.
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Sevofluran takoder umanjuje oslobadanje cerebralnih katekolamina 1 ekscitotoksi¢nih
neurotransmitera (npr. glutamata). Ukratko, sevofluran $titi neurone od smrti, do koje
uglavnom dolazi procesom apoptoze, a manjim dijelom i nekroze (Pape i sur., 2006).

Wise-Faberowski i suradnici (2003) su otkrili kako sevofluran §titi neurone i od smrti
izazvane nedostatkom glukoze i kisika, vjerojatno stabiliziranjem membranskog potencijala
mitohondrija, odnosno pozitivnim reguliranjem Bcl-2 proteina.

Osim navedenog, sevofluran ima sposobnost zaStite sréanog tkiva od ishemijom
potaknutog isrcpljivanja ATP-a (adenozin trifosfata), prekomjernog nakupljanja kalcija i
oksidacijskog stresa. Zastita je temeljena na aktivaciji PKC, otvaranju mitohondrijskih Katp
kanala i stvaranju ROS-a. Bouwman i suradnici (2009) proveli su istrazivanje ¢iji je cilj bio
odrediti razlikuje li se ova sposobnost u druk¢ijim sluéajevima ishemije — hipoksiji (HYP) i
metabolickoj inhibiciji (MI). Cijanidom potaknuta ishemija moze izazvati metabolicku
inhibiciju. Cijanid aktivira citokrom c¢ oksidazu u kompleksu IV mitohondrijskog lanca
elektrona (engl. electron transport chain, ETC), $to rezultira troSenjem ATP-a i stvaranjem
ROS-a. Hipoksija je, s druge strane, povezana sa smanjenjem koncentracije O, ¢ime se
sprije¢ava prijenos elektrona iz kompleksa IV, a to takoder dovodi do smanjenja ATP-a. Ona
takoder uzrokuje smanjenu potrosnju kisika u mitohondrijima, $to dovodi do stvaranja
superoksidnog radikala. Hipoksija je, za razliku od MI, popraéena reoksigenacijom, §to moze
dovesti do dodatnog ostecenja srca.

Relativni doprinos triju signalnih molekula u sevofluranom potaknutoj zastiti srca nisu
ovisni o tipu stimulansa koji je potaknuto ishemiju. Aktivacija PKC, otvaranje
mitohondrijskih Kartp kanala i stvaranje ROS-a najvazniji su dijelovi ove zastite. Razlike
izmedu HYP i MI su: 1) razli¢iti izvori ROS-a, 2) visa koncentracija ROS-a kod MI zbog
vece prisutnosti kisika i 3) mitohondrijsko signaliziranje ovisno o NO-u tijekom hipoksije.
Proizvodnja ROS-a tijekom prekondicioniranja sevofluranom je uklju¢ena u inhibiciju ETC,
Sto sugerira kako su razlike izmedu HYP i MI odgovorne za varijacije u zastitnom odgovoru
nakon obrade sevofluranom. Zastita od hipoksije je klini¢ki relevantnija, medutim trovanje
cijanidom odgovara trovanju uglji¢nim monoksidom. Aktivirani unutarstani¢ni signalni put,
dakle nije ovisan o stimulansu, $to znai da im je zajedni¢ki Cimbenik razina ROS-a

(Bouwman i sur., 2006).
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1.2. UTJECAJ ALUMINIJA

Aluminij je najzastupljeniji metal i tre¢i najzastupljeniji kemijski element u Zemljinoj
kori. Zbog velikog afiniteta prema kisiku u prirodi se nikad ne pojavljuje u elementarnom
obliku, nego u obliku razli¢itih spojeva s kisikom, sumporom, silicijem i sl. (Liang i sur.,
2012). Aluminijeve su kemijske znacajke slozene, topljivost mu je povecana u kiselim ili
luznatim uvjetima, dok pri neutralnom pH podlijeze hidrolizi, precipitira i stvara AI(OH)s3
(Bharathi i sur., 2008).

Ovaj metal ima Siroku primjenu u svakodnevnom zivotu ljudi, te zbog toga ima lak
pristup nasem tijelu kroz pribor za jelo, kozmetiku, pa ¢ak i vodu (Liang i sur., 2012). Bez
obzira na put primjene, aluminij je poznat neurotoksin, te je povezan s viSe
neurodegenerativnih bolesti, kao $to je Alzheimerova bolest. Ipak, istrazivanja in vivo i in
vitro pokazala su kako njegova fizioloska aktivnost i bioloska dostupnost uvelike ovise o
njegovoj kemijskoj formi (Dornyei i sur., 2003; Zhou i Yokel, 2005).

Aluminij je metal niskog redoks potencijala koji, unato¢ tome, moze izazvati
oksidacijska osteCenja stanica: a) moze potaknuti Zeljezom izazvanu lipidnu peroksidaciju
preko Fentonove reakcije (Slika 5), ili b) lipidnu peroksidaciju koja nije izazvana zeljezom, c)
oksidaciju NADH koja nije izazvana zeljezom, te d) stvaranje hidroksil radikala (HO").
Mehanizmi preko kojih moze do¢i do oSteCenja stanica su: a) vezanje aluminija za Ciljni
supstrat - negativno nabijene fosfolipide koje sadrze polinezasi¢ene masne kiseline, uslijed
¢ega dolazi do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS-a) (kao §to su Oz, H202, OH i OH")
(Verstraeten i sur., 2004), b) njegovo vezanje za druge pro-oksidanse, kao $to je zeljezo, Sto
uzrokuje lipidnu peroksidaciju preko Fentonove reakcije, pri ¢emu dolazi do stvaranja ROS-a
i Fe®" ili, c) vezanje za oksidans, kao §to je superoksidni anion (O2), gdje nastaje kompleks

Al-Oy, ¢ime se povecéava oksidacijska sposobnost Oz (Exley, 2004).

Fe*¥4 0% —s Fe™40;

Fe?*+H,0, —> Fe¥*+-0OH+ *OH

Slika 5. Fentonova reakcija (Anon, 2018a)
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1.2.1. Dostupnost aluminija

Aluminij se moZe nazvati ,,zelenim“ metalom jer zadovoljava brojne ekoloske i
tehnoloske zahtjeve. Osim toga, njegova su kemijska i mehaniCka svojstva poput celika,
bakra, olova ili titana. Aluminij je metal male gustoée, visoke ¢vrstoce i dugotrajnosti, bez
mirisa, te je otporan na koroziju zbog stvaranja tankog oksidnog sloja na povrsSini metala koji
ga §titi od daljnje oksidacije. 1z svih navedenih razloga, vrlo se Cesto koristi u svakodnevnom
zivotu, zbog Cega dolazi do njegova povecana izlaganja. Osim u gradevinarstvu, elektro
sektoru, autotransportu, pa ¢ak pakiranju hrane i pi¢a, aluminij se koristi i u brojnim
kozmeti¢kim proizvodima, posebice su naj¢es¢i antiperspiranti i ruzevi za usne.

U kozmetickoj se industriji koristi nekoliko spojeva s aluminijem: spojevi topljivi u
vodi (jednostavni organski i anorganski spojevi, aluminijev benzoat, klorohidrati) i spojevi
netopljivi u vodi (minerali, gline, karbohidrati, soli masnih kiselina). Prema Znanstvenom
odboru za sigurnost potrosac¢a (SCCS, engl. Scientific Committee on Consumer Safety) od
2014. god. najéesci spojevi u antiperspirantima su aluminijevi derivati, kao $to je aluminijev
dobiva reakcijom aluminijevog klorida i aluminijevog sulfata (Al2(SOas)3). Vecéina
aluminijevih spojeva koja se koristi u antiperspirantima je u netopljivom obliku, zbog ¢ega je
samo mali postotak tako primjenjenog aluminija biodostupan. U ostatku antiperspiranata se
koriste spojevi koji su topljivi pri niskom pH, medutim, i oni se u doticaju s kozom
(proizvodima znojnih zlijezda i bakterija prirodno prisutnih na kozi) pretvaraju u netopljive
spojeve.

Aluminij u hrani ili vodi se slabo apsorbira u gastrointestinalnom sustavu ljudi. Osim
toga, postoji bitna razlika u apsorpciji razli¢itih spojeva koji sadrze aluminij, te postoje
razli¢iti ligandi u hrani koji mogu povecati ili smanjiti apsorpciju. Ligandi koji povecavaju
apsorpciju uglavnom tvore komplekse topljive u vodi (limunska i mlijecna kiselina), dok
ligandi koji smanjuju apsorpciju tvore netopljive spojeve (fosfati ili otopljeni silikat). Postoji
nekoliko manjih istrazivanja koja su se bavila procjenom apsorpcije aluminija kod ljudi
(Jouhanneau i sur., 1993; Hohl i sur., 1994; Driieke i sur., 1997; Yokel i sur., 2001) &iji je
krajnji zakljuc¢ak kako apsorpcija aluminija moze varirati i do deset puta, uzimajuci u obzir
samo razlike u kemijskim spojevima u obliku kojih je aluminij dostupan. Dosadasnja
istrazivanja ukazuju i kako bi koncentracija aluminija u vodi trebala biti 10 000 puta veca
nego Sto stvarno jest, kako bi doSlo do najmanjih prepoznatljivih promjena kod Stakora
(Poirier i sur., 2011). Uzmajuci u obzir dosada$nje rezultate, jasno je kako su potrebna daljnja

istrazivanja u svrhu dobivanja kona¢nih statisti¢ki znacajnih rezultata apsorpcije aluminija.
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1.2.2. Toksiénost aluminija

Brojna istrazivanja su se bavila procjenom toksi¢nosti aluminija Europska agencija za
sigurnost hrane (EFSA, engl. European Food Safety Authority, 2008, 2011); Agencija za
otrovne tvari i registar bolesti (ATSDR, engl. Agency for Toxic Substances and Disease
Registry, 2008); Procjene zajednickog stru¢nog odbora FAO/WHO o aditivima u hrani
(JECFA, engl. Evaluations of the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives,
2008, 2011). U daljnjem je tekstu kratak saZzetak dobivenih rezultata.

Akutna toksi¢nost prilikom oralne primjene aluminijevih spojeva (bromidi, kloridi,
nitrati, sulfati) je srednja do niska. Prema rezultatima istrazivanja, LDso (engl. lethal dose)
standardna mjera toksi¢nosti tvari koja ¢e ubiti pola obradene populacije za takve spojeve
iznosi 162 — 750 mg Al/kg tjelesne tezine $takora, ovisno o kemijskom spoju kojim je
populacija obradena.

Lokalni se utjecaj aluminija odnosi na primjenu antiperspiranta koji sadrze aluminij.
Sorenson i suradnici su 1974. godine zakljucili kako aluminijevi spojevi u antiperspirantima
nisu Stetni za kozu. Ipak, kod odredenih osoba, moze se pojaviti iritacija koZe izazvana
upravo tim spojevima. Takoder, kod ljudi koji pate od hiperhidroze (pretjerano znojenje),
nakon obrade aluminijevim kloridom heksahidratom (AICIz x 6H20) moze doéi do iritacije
koze (Ellis i Scurr, 1979; Goh, 1990).

Istrazivanja sustavne toksi¢nosti nakon viSekratnog izlaganja proucavala su ucinke
oralne primjene, dok lokalna primjena nije proucavana. Rezultati ovih iStrazivanja variraju,
ovisno o spoju kojim su Zivotinje obradene, a spojevi koji su se koristili bili su nitrati i sulfati.
Subkroni¢na primjena doze od 104 mg Al/kg tjelesne tezine/dan uzrokovala je promjene kao
Sto su smanjena tjelesna teZina, te blage histopatoloSke promjene u tkivima slezene, bubrega 1
jetre Stakora. Pri neSto visim dozama uocen je i utjecaj na kosti, testise te zeludac. Slijedom
toga, ozbiljnost promjena rasla je s povec¢anjem doze. Ipak, glavni toksi¢ni utjecaj aluminija je

njegova neurotoksic¢nost (potpoglavlje 1.2.4) i nefrotoksi¢nost (potpoglavlje 1.2.5).

1.2.2.1. Genotoksicnost aluminija

Aluminijevi spojevi nisu bili dokazani kao mutageni u dosadas$njim istrazivanjima na
bakterijskim stanicama i stanicama sisavaca, ali neki su izazvali oStecenja DNA, te su imali
utjecaj na cjelovitost kromosoma i segregaciju in vitro (EFSA, 2008). Predlozeno je nekoliko

indirektnih mehanizama koji mogu objasniti genotoksi¢ni utjecaj (Strukturne kromosomske
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aberacije, gubitak kromosoma, izmjene izmedu sestrinskih kromatida). Ti su mehanizmi
sljede¢i: krizno povezivanje (engl. cross-linking) DNA s kromosomskim proteinima,
medureakcija sa sastavljanjem mikrotubula i funkcijom diobenog vretena, indukcija
oksidacijskog ostec¢enja, oStecenje lizosomske membrane oslobadanjem DNaza i sl. Bitno je
naznaciti kako je do ovih ostecenja doslo prilikom unosa visokih doza aluminijevih spojeva
(EFSA, 2008).

1.2.3. Aluminij uzrokuje neurotoksi¢nost i neurodegenerativne bolesti

Tkivo mozga je vrlo osjetljivo na oksidacijski stres iz nekoliko razloga: zbog njegove
visoke potroS$nje kisika (20% ukupne tjelesne potroSnje), mnoStva polinezasi¢enih masnih
kiselina u membranama stanica, visokog udjela zeljeza (Fe) i niske antioksidacijske enzimske
aktivnosti. Aluminij moze potaknuti lipidnu peroksidaciju, promijeniti aktivnost postojecih
antioksidacijskih enzima kao S§to je SOD (superoksid dismutaza) ili potaknuti oksidaciju
uzrokovanu Zeljezom. Globularni protein feritin je vrlo bitan u dostavljanju zeljeza u mozak,
preko krvno-mozdane barijere. Medutim, ukoliko dode do oSteéenja mozga, dolazi do
otpustanja metalnih iona Zeljeza i bakra, koji kataliziraju nastanak slobodnih radikala kao $to
je hidroksilni radikal (OH") (Friedman, 2011). Rezultat ovih dogadaja je stvaranje slobodnih
radikala koji izazivaju lezije mozga povezane s Alzeimerovom bolesti (Liang i sur., 2012).

Neurodegenerativne bolesti karakterizirane su brojnim patoloskim promjenama koje
imaju slicne procese kao Sto je oksidacijski stres, aktivnost slobodnih radikala, nakupljanje
proteina, mitohondrijska disfunkcija i gubitak energije. One su posredovane ili potaknute
neravnotezom metalnih iona koja dovodi do promjena u kriticnim bioloskim sustavima i
pokrece kaskadu dogadaja koji rezultiraju smréu stanice. Iako tocni mehanizmi jo§ nisu
razjasnjeni, dosadaSnja istraZivanja pokazuju kako dolazi do promjena u redoks prijelazim
metalima (engl. redox transition metals), naro¢ito u Zeljezu i bakru (EFSA, 2008).

Izlaganje aluminiju viSe od 120 minuta moZe izazvati oSteCenja karakteristina za
Alzheimerovu bolest (AD). Klinicka slika AD ukljuCuje progresiju poremecaja ucenja,
gubitak pamcenja i pad kognitivnih sposobnosti. Karakterizira ju veliki pad u broju neurona,
stvaranje neurofibrilarnih snopica (engl. neurofibrillary tangles, NFT) i senilnih plakova (SP)
(Slika 6). Neurofibrilarni snopici nastaju nakupljanjem hiperfosforiliranog tau proteina, dok
su senilni plakovi rani toksi¢ni dogadaj do kojeg dolazi postepenim nakupljanjem amiloid 3
proteina (AP) (Liang i sur., 2012).
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NEUROFIBRILARNI SNOPICI

SENILNI PLAKOVI

Slika 6. NFT i SP (Anon, 2018b)

Tau proteini su normalno eksprimirani u aksonima i dendritima neurona, gdje sluze u
sklapanju monomera tubulina u mikrotubule, koji su odgovorni za odrzavanje oblika i
polarnosti neurona te u aksonalnom prijenosu. Uslijed abnormalne fosforilacije, odnosno
hiperfosforilacije tau proteina, dolazi do spiralizacije tau molekula te do unutarstani¢nog
nakupljanja. Kada stanica optere¢ena ovim formacijama dozivi smrt, tau molekule se
nakupljaju izvanstani¢no, u neurofibrilarne snopié¢e (Ferreira i sur., 2008). Pretpostavljena
mjesta fosforilacije su Ser 199/202/205, Thr 212, Thr 231/Ser 235, Ser 262/356 te Ser 404,
dok fosforilacija na mjestima Thr 231, Ser 396 i Ser 422 uzrokuje medusobno povezivanje tau
proteina u navedene snopice. Koncentracija tau proteina do 300 puta je veca kod oboljelih od
AD, nego u zdravoj populaciji.

Amiloid B protein se takoder nalazi u zdravom mozgu, a postoje 2 oblika, AB40 i
AP42, ovisno o tome od koliko se aminokiselina sastoji (40 ili 42). AP nastaje cijepanjem
amiloid prekursor proteina (APP), ¢ije cijepanje zapocCinje enzim BACE1 (engl. S-site APP
cleaving enzyme), nakon Cega proces dovrSavaju proteoliticki enzimi, sekretaze. B 1 y
sekreteze su glavni enzimi koji cijepaju APP na amino- i karboksil- kraju, te su direktno
odgovorne za nastanak AP peptida. Osim ovih sekretaza, postoji i sekretaza o Cija je uloga
zaStitna, buduci ona potice stvaranje sAPP-a, koji sprijeCavaju nastanak neurotoksi¢nih AP
peptida (Rodrigo, 2009).

Molekule AP proteina se u zdravom mozgu nakupljaju u oligomere. Ako dode do
pogreske prilikom slaganja u oligomere, dolazi do patoloskog nakupljanja ovih oligomera,
koji su toksi¢ni za stanicu, u senilne plakove. AB42 oblik proteina ima vecu sklonost stvaranju

ovih oligomera (Ferreira i sur., 2008). Koncentracija amiloid B proteina kod osoba oboljelih
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od AD je 50% veca nego kod zdrave osobe. Mehanizmi nastanka NFT i SP jos§ uvijek nisu
razjas$njeni, iako se pretpostavlja kako znac¢ajan u¢inak u tome ima upravo aluminij. Ova je
pretpostavka izvedena iz brojnih istrazivanja koje su proucavale kolokalizaciju aluminija i SP
(Crapper i sur., 1973; Yumoto i sur., 2009) i aluminija i NFT (Walton, 2007) (Slika 7).

VELICINA ZDRAVOG MOZGA

SMANJENA VELICINA
'MOZGA OSOBE
OBOUELE OD AD

NElIJRON S NFT

/ § S % .
b “SOh ok

SENILNIT &
10"'. . ;;

PLAK p ‘

ZDRAVI NEURON ——#

v a . “

*ADAM.

Slika 7. Prikaz mozga zdrave osobe i osobe oboljele od AD (Anon, 2018c¢)

Veéina ovih istrazivanja je usmjerena na aluminij u vodi, iako je poznato kako su voda
i hrana tek manji izvor izlaganja prema dosadasnjim saznanjima. Osim toga, teSko je
procijeniti kako koncentracije Al u hrani ili vodi utjecu na razvoj AD. Postoje pretpostavke
koje govore kako neke jedinke imaju genetsku varijantu zbog koje zadrzavaju vise aluminija,
ali takva pretpostavka jo$ nije dokazana. U svijetlu navedenih istrazivanja, EFSA i JECFA
zakljucuju kako dostupne informacije nisu dosljedne i ne podupiru vezu izmedu izlaganja
aluminiju i AD ili drugih neurodegenerativnih bolesti.

Katyal i suradnici (1997) predlazu kako aluminij moze imati i protuupalan ucinak.
Doze AI** od 12.5 umol/L pokazale su sposobnost inhibicije oksidacije mozdanog tkiva kod
miSeva, dok doze 25 umol/L — 50 pmol/L povecavaju oksidaciju proteina. Prema tome,

aluminij moze proizvesti zastitni uc¢inak protiv okidacijskog stresa, ali i potaknuti ga.

1.2.4. Aluminij izaziva oksidacijski stres u perifernim tkivima i organima $takora

Aluminij izaziva oStecenje lipida i proteina, kao i promjenu u statusu antioksidacijske
obrane i cjelovitosti membrane (Bhalla i Dhawan, 2009; Sumathi i sur., 2011). Takoder, Al

potiCe oksidacijski stres mijenjanjem homeostaze metala, posebice zeljeza (Ward i sur., 2001,
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Kim i sur., 2007; Wu i sur., 2012). Prisutnost Al u tkivima podrazumijeva povecanu
koncentraciju OH" iona i njegovih prekursora koji mogu biti neutralizirani jedino pomocéu
sakupljaca slobodnih radikala (Sharma i Sharma, 2012).

Toski¢nost aluminija na periferne organe Stakora proucavali su Berlyne i suradnici
(1972). Aluminij se, u zdravoj jedinki, izluuje bubrezima. Zbog toga je postavljena hipoteza
kako ¢e kod jedinki sa zatajenjem bubrega nakupljanje aluminija rezultirati toksi¢nim
ucinkom, a ta je hipoteza dokazana povisenom razinom aluminija u plazmi. Ipak, osim ovog
opazanja, nije se puno znalo o utjecaju aluminija, osim pada u koncentraciji fosfata. Berlyne i
suradnici pretpostavljali su kako drugi poremecaji nisu zamjeceni zbog mahom netopljivih
aluminijevih soli kojima su Zivotinje u prijaSnjim istrazivanjima bile obradene, a bilo je
potrebno zakljuciti o kojim je sve poremecajima rije¢, buduci su ljudi sa zatajenjem bubrega
bili lijeceni aluminijevim hidroksidom (Al(OH)3). U njihovom istrazivanju, obradene
zivotinje imale su sljede¢e promjene: letargija, periorbitalno krvarenje, anoreksija, povecana
koncentracija Al u plazmi i sl. Osim toga, aluminijevi spojevi su nadeni u razli€itim tkivima 1
organima, kao $to su mozak, jetra, srce, misi¢i i kosti. U jetri je bila vidiljiva smanjena
respiracija te smanjena koncentracija proteina. Takoder, nadena je blago povisena
koncentracija fosfata, zbog ¢ega je odbacena dotadasnja tvrdnja kako je to glavni poremecaj
koji se pojavljuje zbog aluminija. Visoka koncentracija aluminija pronadena je i u kostima,
zbog Cega je postavljena pretpostavka kako on utjeCe i na nastanak osteoporoze. Takoder, do
nakupljanja aluminija doslo je u epitelu roznice, Sto je uzrokovalo periorbitalno krvarenje.
Ipak, mehanizmi ovih oSteCenja nisu bili razjasnjeni. Zbog navedenih dokaza, kao i zbog
¢injenice kako se zatajenje bubrega u ljudi u to vrijeme lijecilo obradom aluminijem, ovi su
znanstvenici zakljucili kako su potrebna daljnja istrazivanja o utjecaju aluminija, te kako bi se
lijeCenje aluminijem trebalo uzeti sa zadrskom (Berlyne i sur., 1972).

Aluminijeva je neurotoksi¢nost, kao I njegova sposobnost izazivanja
neurodegenerativnih bolesti, dobro poznata, zbog toga §to su se dosadasnja istrazivanja
uglavnom bavila upravo ovom problematikom. Ipak, poznato je i kako Al potic¢e oksidacijski
stres 1 upalu u brojnim perifernim tkivima i organima, kao §to su jetra, slezena, bubreg, pluca i
sl. (SCCS, 2014). Kako su bubreg i jetra glavni filtratorski sustavi u tijelu, upravo ti organi
trpe najvecu Stetu zbog nakupljanja Al.

Ipak, najviSe se istrazivanja bavilo njegovim utjecajem na mozak, zbog cega Su
Ghorbel i suradnici (2016) proveli istrazivanje 0 utjecaju aluminija na nastanak oksidacijskog
stresa u jetri Stakora. Rezultati su pokazali povecanje razine MDA 1 Oz, §to dokazuje

ukljucenost Al u stvaranje ROS-a (Slika 8). Uslijed prekomjernog stvaranja superoksidnog

18



radikala, doslo je do smanjenja aktivnosti katalaze i glutation peroksidaze, te do poveéanja
aktivnosti SOD, §to je posljedi¢no dovelo do nakupljanja H2O u stanicama (Slika 8). Osim

H202, u stanicama je doslo i do nakupljanja Ca?*, §

Sto dokazuje kako Al utjece na homeostazu
kalcija, te do nakupljanja ALT (alanin aminotransferaza) i AST (aspartat aminotransferaza),
dvaju proteina pokazatelja oSteCenja jetre. Takoder, doslo je do povecane ekspresije
proupalnih citokina, kao $to su TNF-o, IL-6 i IL-1b (Ghorbel i sur., 2015). Ovi su
znanstvenici postavili hipotezu kako metaloproteinaze imaju veliki utjecaj u osteenju jetrenih

stanica, medutim to¢ni mehanizmi jo$ nisu razjasnjeni.

Fe?*+ 0, «> Fe™*+ 0,0 AP

2H20 2“20 + 03 J; Hzo

A A

| 0, AlO, 2 GSSG
GSSG 2GSH =
l_ GSH-Px Fe? gentonova Fe™* OH- 2GSH
| _ REAKCIJA
L soD \_-/ /
20;" f\ H;0; OH'
2H* 0, l
> LIPIDNA PEROKSIDACIJA —

Slika 8. Mehanizmi djelovanja aluminija (Yuan i sur., 2012)

Kako se ova istrazivanja razlikuju u brojnim ¢imbenicima, kao $to su starost obradenih
zZivotinja, nacin obrade (koncentracija i vrsta primjenjenog aluminijevog spoja), istrazeni
mehanizmi i koriStene metode, potrebna su daljnja i temeljitija istraZivanja koja ¢e ih

upotpuniti i povezati dosadasnja istrazivanja.
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1.3. OKSIDACIJSKI STRES

Aerobni organizmi imaju sposobnost oksidiranja nekih tvari i reduciranja drugih, pri
¢emu je krajnji oksidans molekularni kisik (O2) (Roberts i sur., 2009). U normalnim
bioloskim uvjetima, O neenzimatskom oksidacijom povremeno oduzima elektrone drugim
molekulama, §to uzrokuje nastanak slobodnih radikala (Stefan i sur., 2007). Slobodni radikali
su, dakle, produkti normalnog aerobnog mehanizma (McDermott, 2000), medutim, ukoliko
njihova proizvodnja prelazi antioksidacijsku stani¢nu aktivnost, to definiramo kao
okisidacijski stres, koji oSteCuje stanicne membrane i molekule DNA te doprinosi razvoju
upalnih bolesti (McCord, 2000). Slobodni radikali su vrlo nestabilne kemijske Cestice koje
imaju nespareni elektron. Oni nastaju homolitickim cijepanjem kovalentne veze, pri ¢emu
svaki elektron ostaje vezan u susjednom atomu. Zbog nesparenoga elektrona, ove su Cestice
vrlo reaktivne. Kako ove Cestice nastaju u normalnim bioloSkim uvjetima, stanice organizma
imaju obrambene mehanizme s ciljem njihovog neutraliziranja. U organizmu postoji nekoliko
skupina antioksidacijskih enzima ukljucujuci superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i
glutation peroksidaze (GPx) (Stefan i sur., 2007). Dosadasnja istraZivanja upucuju na
oksidacijski stres kao primarni uzrok patogeneze upale, djelomi¢nih ishemija i metabolic¢kih
bolesti (Love, 1999). Takoder, akumulacijom oksidacijskog stresa, moze do¢i do razvitka
brojnih kroni¢nih bolesti kao $to su neurodegenerativne bolesti, bolesti kardiovaskularnog
sustava, ali i do nastanka raka (Hussain i sur., 2003; Sugamura i Keaney, 2011; Sanders i
Greenamyre, 2013; Song i sur., 2014). Zbog velike vaznosti pravovremenO otkrivanje ovog
poremecaja, razvijeno je nekoliko biomarkera mjerenjem: a) razine slobodnih radikala; b)

ostecenja DNA, lipida i proteina c) aktivnosti enzimskih antioksidansa.

1.3.1. Reaktivni spojevi kisika (ROS) i dusika (RNS)

Kisik je snazno oksidacijsko sredstvo, €ija reakcija potpune redukcije ima veliki
redukcijski potencijal. Molekula kisika u svome elementarnom stanju ima dva nesparena
elektrona. Ukoliko ona primi jedan elektron, dolazi do nastanka superoksidnog radikala (O2™),
dok primanjem dva nesparena elektrona nastaje peroksidni anion (O2%). Peroksidni anion

(Slika 9) tada moze prijeé¢i u vodikov peroksid (H2032) sljede¢om reakcijom:
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Q2 +e” — 02‘

O2 +2e  + 2H+ — Hlo2

Slika 9. Nastanak vodikovog peroksida proteiniranjem peroksidnog aniona (Stefan i sur.,
2007)

Osim ova dva aniona, u slobodne kisikove radikale spadaju i hidroksilni (OH” i
hidroperoksilni (HO?") radikali, dok su u ROS ukljucene Cestice koje nisu slobodni radikali,
kao $to su vodikov peroksid i singletni kisik (*O2) (Stefan i sur., 2007).

Postoji nekoliko mehanizama nastanka ROS-a, koji su objasnjeni u daljnjem tekstu.
Prvi je mehanizam metalne indukcije nastanka kisikovih radikala Fentonovom reakcijom
(Slika 5) (Inoue i sur., 1989; Data i sur., 1993). U ovoj reakciji tranzicijski metalni ion
(metal™) reagira s H20;, tvoreéi tako hidroksilni radikal i oksidirani metalni ion (metal™*?).
Do nastanka ROS-a moze do¢i i Haber-Weissovom reakcijom (Weinstein i Bielski., 1979;
Freeman i sur., 1982; Leonard i sur., 1998), prilikom koje oksidirani metal (metal"*!) biva
reduciran pomocu superoksidnog radikala. Tako reduciran stupa u reakciju s H20», uslijed

¢ega ponovno dolazi do nastanka hidroksilnog radikala (Slika 10).

i .
metal”t’ + 0, rmetal” + 0,

metal”t + H,O> —metal™! +*OH + OH

Slika 10. Haber-Weissova reakcija (Leonard i sur., 2004)

Ova je reakcija posebno vazna u procesu fagocitoze, kada makrofagi proizvode velike
koli¢ine O2" tijekom respiratornog praska (engl. respiratory burst). Kako metali sluze kao
katalizatori Haber-Weissove reakcije, fagocitoza Cestica koje ih sadrze moze izazvati ovaj
dogadaj. Osim ovih reakcija, postoji joS nekoliko mehanizama koji mogu potaknuti stvaranje
ROS-a. Neki metalni ioni mogu reagirati izravno sa stani¢nim mehanizmima (Quintiliani i
sur., 1977; Shi i sur., 1990, 1994), te potaknuti neke stani¢ne signalne puteve. Na primjer,
metalni 1on moZe reagirati s aminokiselinom kao §to je cistein, uslijed ¢ega dolazi do nastanka
tiolnih radikala. Ovi radikali tada mogu izazvati oSteCenje stanice, ili reagirati s drugim
tiolnim molekulama, pri ¢emu nastaje O2", koji onda potice nastanak H20,. Metali mogu biti
reducirani pomocu flavoenzima, glutation reduktaze i sl. Tijekom ovog se procesa O takoder
reducira u O2", koriste¢i NADPH kao kofaktor. Takoder, metalni ioni mogu izazvati nastanak

ROS-a indirektnim mehanizmom, aktivacijom stani¢nih proizvodaca radikala, kao §to je
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NADH oksidaza. Ipak, do nastanka ROS-a dolazi i u normalnom stani¢nom metabolizmu i
obrani, npr. pri transportu elektrona u mitohondrijima i lizosomima (Leonard i sur., 2004).

Uz ROS, postoje i reaktivne duSikove vrste (RNS), od kojih su najvazniji dusikov (II)
oksid (NO") i dusikov (IV) oksid (NO2). NO" je relaksacijski ¢imbenik krvozilnog sustava,
koji moze reagirati s endogenim radikalima, kao $to je O2", stvarajuci tako peroksinitrite
(ONOO). Peroksinitriti su vrlo jaki oksidansi koji se, pri niskom pH i neovisno o prisutnosti

prijelaznih metala, razgraduju u hidroksilne radikale (Stefan i sur., 2007).

1.3.2. Prirodni antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje dovode do odgadanja ili inhibicije oksidacije supstrata.
Njihovo se djelovanje moze opisati mehanizmima: uklanjanjem kisika ili metalnih iona,
uklanjanjem ciljnih ROS-a, slobodnih radikala ili singletnog kisika (Stefan i sur., 2007).
Antioksidansi se dijele na unutarstanicne, membranske i izvanstani¢ne antioksidanse.

Unutarstani¢ni antioksidansi brane stanicu od oksidacijskih oSte¢enja na nekoliko
razina: sprijeCavanjem nastanka slobodnih radikala, njihovom neutralizacijom, popravkom
osStecenja nastalih djelovanjem slobodnih radikala, ili sprije€avanjem popravka oSte¢enih
molekula, ukoliko je njihov broj prevelik. Neki unutarstani¢ni antioksidansi su superoksid
dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPx) (Tablica 1). SOD je
metaloenzim, kojeg kod ljudi postoje tri vrste: citosolna (CuzZnSOD), mitohondrijska
(MnSOD) 1 izvanstanicna (EC-SOD). GPx je vefinom citosolni enzim, dok se u
mitohondrijima nalazi oko 10%. U sisavaca postoji najmanje 5 GPx izozima.

Membranski antioksidansi su vitamin E, B-karoten i koenzim Q (Tablica 1). Oni se
svojim lipofilnim dijelovima ugraduju u membranske sustave, a glavna im je funkcija
neutraliziranje lipofilnih radikala koji nastaju u unutrasnjosti membrana. Tako vitamin E
reagira s peroksilnim radikalima brZze nego oni uspiju reagirati s nezasiCenim masnim
kiselinama i proteinima. U plazmi, vitamin E S§titi lipoproteine od oksidacije, dok je
antioksidacijski u¢inak B-karotena in vivo manje izrazen.

Primarna uloga izvanstani¢nih antioksidansa je zadrZavanje iona Zeljeza i1 bakra u
nereaktivnim oblicima, te sprijeCavanje njihovog moguceg medudjelovanja s O2" i H20..
Takoder, iako u izvanstani¢noj tekuéini nema unutarstani¢nih enzima, dokazana je prisutnost
glikoliziranih oblika GPx 1 SOD. Izvanstani¢ni antioksidansi su transferin, laktoferin,
haptoglobin, hemopleksin, albumin, ceruloplazmin, EC-SOS, EC-GSHPX, bilirubin, urati i
glukoza (Tablica 1).
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Osim ove tri vrste, postoje endogeni i egzogeni antioksidansi. Egzogeni se mogu
unositi hranom i dodacima prehrani, a neki od njih su vitamin C, selen, karotenoidi i
polifenoli, dok endogeni nastaju u organizmu, ali se u njega mogu unijeti i prehranom. Takvi
su antioksidansi na primjer glutation i koenzim Q10. Njihovo je djelovanje prikazano u
Tablici 1:

Tablica 1. Ucinci unutarstani¢nih, membranskih, izvanstani¢nih, te endogenih i egzogenih
antioksidansa (Stefan i sur., 2007).

Unutarstani¢ni antioksidansi

Superoksid dismutaza (SOD) Kataliticki uklanja O

Katalaza (CAT) Uklanja H,O, kada je prisutan u velikim
koncentracijama

Glutation peroksidaza (GPx) Uklanja H;O, kada je prisutan u malim
koncentracijama; takoder uklanja organske
hidroperokside

Citokrom oksidaze Prije¢i oslobadanje aktivnih kisikovih spojeva
tijekom redukcije O, u H;O

Membranski antioksidansi

Vitamin E Antioksidacijsko djelovanje ostvaruje
kidanjem lanaca

B-karoten Ima sposobnost uklanjanja singletnog kisika i
slobodnih radikala

Koenzim Q Ima antioksidacijsko djelovanje u
respiratornom lancu

Izvanstani¢ni antioksidansi

Transferin VeZe ione zeljeza

Laktoferin Veze zeljezo pri nizim vrijednostima pH-a
Haptoglobin Veze hemoglobin

Hemopleksin Veze hem

Albumin Veze bakar, hem i uklanja HOCl
Ceruloplazmin Veze ione bakra, koristi vodikov perokid za

reoksidaciju bakra

EC-SOD Kataliticki uklanja superoksidni anion
EC-GSHPx Kataliticki uklanja hidroperokside
Bilirubin Uklanja peroksilne radikale
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Urati Uklanjaju radikale i vezu metale
Glukoza Uklanja OHe
Endogeni i egzogeni antioksidansi

Glutation Uklanja radikale, koristi se za konjugaciju, za
regeneraciju askorbata, te kao koenzim

Vitamin C Uklanja  slobodne radikale doniranjem
elektrona, pri ¢emu nastaje slabo reaktivni
askorbilni radikal

Polifenoli Uklanjaju slobodne radikale i vezu metalne
ione

Bilirubin Uklanja peroksilne radikale

Urati Uklanjaju radikale i veZu metalne ione

Glukoza Uklanja hidroksilne radikale

Selen Koenzim glutation peroksidaza

1.3.3. Utjecaj oksidacijskog stresa na stani¢ne strukture

Oksidacijsko ostecenje bioloskih struktura podrazumijeva kombinirano djelovanje

slobodnih radikala i elemenata u tragovima (Zeljeza i/ili bakra). Strukture koje podlijezu

ovom tipu oSte¢enja su proteini, lipidi i molekule DNA (Slika 11).

h»
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= LIPIDNA PEROKSIDACIA

= OSTECENJE
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LIPOPROTEINA

DNA |

[ PROTEINI ]

= LOMOVI DNA LANACA

* MUTACIJE KOJE VODE K
RAZVOJU BOLESTI

= AGREGACIJA |
FRAGMENTACIA
« INHIBICUJA ENZIMA

Slika 11. Utjecaj ROS-a na stani¢ne strukture (Anon, 2018d)

Do oSte¢enja proteina najc¢eS¢e dolazi Fentonovom reakcijom, gdje je Zeljezo

katalizator reakcije. 1z ovoga slijedi kako je oSte¢enje pojedinih aminokiselina koje grade
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proteine ovisno o njihovoj udaljenosti od veznog mjesta Fe iona ili od aktivhog mjesta enzima
koji sadrzi Fe ili Cu (Sto je udaljenost manja, to je oStecenje vece). Aminokiseline (AK) koje
su najosjetljivije su lizin, prolin, histidin 1 arginin. Oksidacijsko oste¢enje ovih AK u
proteinskoj strukturi, enzimom koji sadrzi Fe i pomoéu H203, izaziva stvaranje karbonil-1
skupina na proteinima, odnosno, dolazi do oksidacije proteina. Takve proteine neutralne
proteaze razgraduju do aminokiselina. Ovo oStecenje najcesSce izaziva brzi gubitak enzimske
aktivnosti mnogih proteina, kao Sto je glutamin sintaza (GS), medutim, moze dovesti i do
aktivacije nekih proteina, inaktivirajuci njihove inhibitore (Floyd i Carney, 1992). Strukturno,
prilikom reakcije sa slobodnim radikalima, moze do¢i i do kriznog povezivanja (engl. cross
linking) proteina. Do ovog poremec¢aja moze do¢i u prisutstvu molekularnog kisika, ali i u
njegovoj odsutnosti kod proteina koji su relativno otporni na redukciju. Proteini se mogu i
fragmentirati pomoc¢u H»O» i keliranih metala, uslijed ¢ega dolazi do oslobadanja hidroksilnih
radikala (OH"). Prilikom ovog dogadaja ne nastaju fragmenti razli¢itih duzina, ve¢ oni ¢ija je
duzina odredena (Gutteridge i sur., 1983; Wolff i sur., 1986). Broj fragmenata varira ovisno o
proteinu, pri ¢emu kolagen daje najveéi broj. Kako fragmentacija povecava broj amino-
skupina, ovo cijepanje predstavlja hidrolizu peptidne veze (Wolff i sur., 1986).

Osim oste¢enja proteina, slobodni radikali izazivaju i oSteéenje stani¢nih lipida.
Zasi¢ene masne kiseline 1 masne kiseline koje sadrze jednu dvostruku vezu, puno su otpornije
na djelovanje ROS-a, negoli polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA). Lipidnu peroksidaciju
najcesce uzrokuje OH". Ovaj proces sastoji se od tri dijela: inicijacije, propagacije i
terminacije. Zapocinjanje peroksidacije odnosi se na izdvajanje metilenske (-CH»-) skupine
pomo¢u ROS-a, uslijed ¢ega iz PUFA-e nastaju slobodni lipidni radikali (LO"). Prisutnost
dvostrukih veza u masnim kiselinama oslabljuje C-H veze na atomima ugljika u blizini
dvostruke veze, Sto €ini premjeStanje vodika laksim. Ugljikovi radikali koji tako nastaju,
pokusavaju se stabilizirati tvorec¢i diene, koji se u aerobnim uvjetima mogu spajati s O, te
tako stvarati peroksilne radikale (LOO"). Oni dalje eliminiraju H" iz neke druge organske
molekule, ukljucujué¢i PUFA, pri ¢emu se oblikuju lipidni hidroperoksidi (LOOH) i reaktivni
ugljikovi radikali koji nastavljaju reakciju. Faza propagacije ukljucuje disocijaciju LOOH u
LO® u prisutnosti zeljeza, Sto dovodi do reinicijalizacije peroksidacije. Disocijacijom LOOH
dolazi do nakupljanja kratkolanc¢anih produkata aldehida i ugljikovodika. Slobodni radikali
koji mogu reagirati s PUFA su OH’, HO>", RO" i RO, dok je superoksidni radikal nedovoljno
reaktivan za eliminaciju vodika (§tefan 1 sur., 2007).

Do os$te¢enja molekula DNA moze do¢i direktnim i indirektnim mehanizmima. Kako

je stanica osjetljiva na oSteCenja DNA, ovi su mehanizmi od posebnog interesa pri
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istrazivanju oksidacijskih oStec¢enja. Hiperbari¢ni kisik, gamma zraCenje, te tvari koje poticu
nastanak H.O> i O2" su mutageni koji mogu izazvati deleciju kromosoma, kromosomske
dicentrike 1 izmjenjivanje izmedu sestrinskih kromatida. U sluCajevima vanjskog izazivanja
nastanka ROS-a (npr. prilikom aktiviranja fagocita dodavanjem H>O>), osteéenje se moze
sprijeciti dodavanjem katalaze. SOD nije dobra u uklanjanju ROS-a, a pretpostavlja se kako
ne moze lako pro¢i kroz stani¢nu membranu. Ipak, ni superoksidni radikal, ni vodikov
peroksid ne ulaze u reakciju s DNA, zbog Cega su postavljena dva moguc¢a mehanizma. Prvi
mehanizam jest formiranje OH" radikala. H2O2, koji lako prolazi kroz stani¢ne membrane,
moze uéi u jezgru, te tamo reagirati s ionima zeljeza ili bakra. Ipak, zbog vrlo visoke
reaktivnosti ovog radikala 1 zbog njegove nemogucénosti difundiranja na velike udaljenosti,
ova je hipoteza to¢na jedino u slucajevima kada do njegovog formiranja dode u neposrednoj
blizini DNA. Kako bi do njegovog formiranja doslo u neposrednoj blizini DNA, mora se
dogoditi jedna od sljedecih situacija: a) metalni ioni moraju uvijek biti prisutni oko DNA, $to
je moguce u slucaju bakrovih iona, za koje se pretpostavlja kako su vezani za kromosome ili
b) metalni se ioni uslijed oksidacijskog stresa mogu otpustiti u stanicu, te se onda vezati za
DNA. Drugi moguéi mehanizam nastanka DNA oStecenja jest izazvanje slijeda metaboli¢kih
dogadaja koji vode k aktiviranju nukleaza, koje onda cijepaju okosnicu DNA. Takav primjer
je porast u koncentraciji unutarstani¢nog kalcija (Ca®"), koji moze fragmentirati DNA
aktiviraju¢i endonukleaze ovisne o Ca?". Navedeni mehanizmi nisu medusobno iskljucivi

(Halliwell i Aruoma, 1991).

1.3.4. Oksidacijski stres izaziva apoptozu stanica

Postoje dva puta aktivacije apoptoze: vanjski i unutra$nji put (Slika 12). Vanjski je put
aktiviran signalima preko receptora smrti, kao $to su TNF-a (engl. tumor necrosis factor- a) i
Fas/Fas-ligand. Ovi ¢imbenici smrti stanice djeluju preko DISC signalnog kompleksa (engl.
death-inducing signalning complex) i kaspaze 8. Unutrasnji se put aktivira stani¢nim stresom
(potpoglavlje 1.3.4.1) i prenosi signal, preko kaspaza opstanka, u mitohondrije gdje dolazi do
aktivacije kaspaze 9 oslobadanjem citokroma c. Ova dva puta aktivacije apoptoze
konvergiraju na kaspazi 8, koja dovodi do smaknuca stanice. ROS 1 RNS mogu djelovati na
nekoliko tocaka ovih puteva. ROS moze modulirati signalne molekule prezivljavanja, kao Sto
je c-Jun-N- terminalna kinaza i MAP kinaza (p38 protein kinaza aktivirana mitogenima), dok
RNS moze djelovati dvostruko. Dusikov oksid (NO) moZe izazvati oStecenje DNA, te tako
dovesti do apoptoze aktivirane proteinom p53, ili moze uzrokovati aktivaciju NFkB, te tako
sprijeciti apoptozu (Roberts i sur., 2009).
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Slika 12. Unutrasnji i vanjski put apoptoze (Roberts i sur., 2009)

1.3.4.1. Oksidacijski stres i mitohondriji

Superoksidni radikal je primarni kisikov radikal proizveden u mitohondrijima,
vjerojatno neenzimatskim mehanizmom. Ubisemikvinon (engl. ubisemiquinone) koji nastaje u
reakcijama transporta elektrona u respiracijskom lancu, donira elektron molekuli Kisika, te
tako pruza stalni izvor superoksida (Fridovitch, 1995). Kako superoksid mozZe reagirati s
enzimima u Cijem je srediStu Zeljezo (npr. sukcinat dehidrogenazu ili NADH-ubikvinon
oksidoreduktazu), te tako uzrokovati oslobadanje iona zeljeza, potreban je enzim koji brzo
uklanja ovaj radikal. Taj je enzim SOD, uz pomo¢ se kojeg ovaj radikal uklanja pretvorbom u
H20> prije nego stupi u medureakciju sa svojim supstratom. Drugi, puno $tetniji radikal je
hidroksil radikal, koji nastaje Fentonovom reakcijom iz H2O2, u prisutnosti Zeljezovih ili
bakrovih iona. U sprijeCavanju oStec¢enja od strane hidroksil radikala sluzi enzim GPx, koji
vodikov peroksid pretvara u vodu (Beyer, 1991; Fridovitch, 1995).

Jesu 1i ROS srediste procesa apoptoze (programirana stani¢na smrt, PCD), jesu li
vazne samo U nekim oblicima PCD, ili su samo nuspojava tog procesa? Ovo pitanje je,
izgleda, nastalo zbog razliCitih pokretaca procesa apoptoze. S druge strane, stani¢na je smrt
dio procesa koji nije sluc¢ajan i vodi sazrijevanju organizma, i koji je dio razvojne biologije
svih vrsta. Poznato je kako se povecanje koncentracije ROS-a moze otkriti u ranim stadijima
apoptoze aktivirane proteinom p53, otpuStanjem ceramida ili TNF-om (engl. tumor necrosis
factor). Suprotno tome, sami slobodni radikali kao §to su H20: ili O2", mogu biti pokretaci

apoptoze (Liu i sur., 1996).
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Apoptoza je proces gdje se cistein proteaze aktiviraju kroz kompleks signalnih
kaskada, $to uzrokuje razaranje DNA, uslijed ¢ega dolazi do stani¢ne smrti. Nekoliko
mitohondrijskih komponenti igra klju¢nu ulogu u ovoj kaskadi. Pocetni je signal oslobadanje
citokroma ¢ s njegovog veznog mjesta na vanjskoj strani unutraSnje membrane mitohondrija,
te njegovo otpustanje u citosol. Razli¢iti su uzroci ovog oslobadanja, a pretpostavlja se kako
se dogadaju odjednom, s promjenom u propusnosti unutrasnje membrane mitohondrija. U
uvjetima niskog ATP-a, visoke koncentracije citosolnog kalcija ili pove¢anom proizvodnjom
ROS-a, adenin nukleotidni translokator (engl. adenine nucleotide translocator), koji se nalazi
na unutrasnjoj membrani mitohondrija, prolazi kroz konformacijsku promjenu koja
omogucuje otpuStanje membranskog potencijala 1 pH gradijenta. Ovaj se dogadaj naziva
promjena propusnosti mitohondrija (engl. mitochondrial permeability transition, MPT) ili
otvaranje mitohondrijske prijelazne pore (engl. mitochondrial transition pore, MTP) (Raha i
Robinson, 2002).

Otpustanje citokroma ¢ moze se potaknuti dodavanjem Bax (Bid, Bax, Baf) grupe
proteina. Ovi proteini se oslobadaju mehanizmima koji se pokrecu uskrac¢ivanjem ¢imbenika
rasta, sustavima koji nadziru oStecenja stanice, ili preko liganda citokina. U nekim sustavima
je dokazana translokacija Bad i Bax iz citosola u mitohondrij, kao odgovor na slobodne
radikale ili neke druge apoptotske poticaje (von Harsdorf i sur., 1999). Dogadaji koji prethode
oslobadanju citokroma c ili promjeni permeabilnosti jo§ nisu razjasnjeni. Poznato je kako se
protein Bad inaktivira fosforilacijom pomocu Akt kinaze (protein kinaza B) (Slika 13), dok se

njime upravlja faktorima prezivljavanja kao Sto je IL-3 (Vander Heiden i sur., 1999).
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Slika 13. Uloga Akt (protein kinaze B) (Raha i Robinson, 2001)

Prisutstvo ili uskracivanje cCimbenika rasta moze znaciti zivot ili smrt brojnim
stanicama, zbog postojanja receptora za ¢imbenike rasta, koji odgovaraju na vezanje vanjskog
liganda regrutacijom SH (engl. sarc homology) domena (Slika 12). Ove domene sadrze
proteine koji djeluju kao aktivatori fosfoinozotid-3 kinaze, a ona tada poti¢e proizvodnju
fosfoinozotid-3-fosfata. Fosfoinozotid-fosfat aktivira Akt (protein kinazu B), serin/treonin
protein kinazu. Akt kao supstrat ima brojne supstrate koji su klju¢ni u procesu apoptoze.
Najvazniji od njih su ciklicni AMP vezni protein (engl. cyclic AMP response element binding
protein, CREB), kB kinaza, proapoptotski protein Bad i kaspaza 9 (Hengartner, 2000). Neto
ucinak aktivacije Akt je smanjenje kataboliCkih puteva aktivacijom CREB i uklanjanje
apoptotickih stimulansa pomocu Bad i kaspaze 9. Fosforilacija IkB kinaze uzrokuje
fosforilaciju IkB i otpustanje NFkB u jezgru, gdje NFkB zapocinje transkripciju brojnih
obrambenih mehanizama, ukljuc¢uju¢i MnSOD (Raha i Robinson, 2001).

Bax grupa proteina, dakle, otpusta citokrom ¢ promjenom voltaze anionskog kanala
(engl. voltage dependent anion channel, VDAC) na vanjskoj mitohondrijskoj membrani
(Narita i sur., 1998; Shimizu i sur., 1999; Hengartner, 2000). Ugradnja VDAC u liposome ne
doprinosi propusnosti citokroma ¢, a dodavanje Bcl-xL zapravo ograniCava propusnost
liposoma s VDAC za saharozu, dok Bax i Bad povecavaju tu propusnost i omogucavaju

prijelaz citokroma c preko membrane.
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Ovaj proces odgovara poznatim stanicnim utjecajima ove grupe proteina, ali i
istrazivanjima ovih dogadaja kod kvasaca s izbrisanom ekspresijom VDAC, gdje nije dolazilo
do oslobadanja citokroma c. Takoder, poznata je ¢injenica kako suzenje VDAC pora, koje su
povezane s adenin nukleotid translokazom (engl. adenine nucleotide translocase, ANT),
uzrokuje restrikciju transporta nukleotida, $to dovodi do povecanja membranskog potencijala,
skupa s poveéanom ekspresijom Bcl-2 grupe proteina. Cinjenica kako Bax moze reagirati s
ANT bilo direktnim ili indirektnim putem temeljena je na istrazivanju Marzo i suradnika
(1998), koji su dokazali kako su kvasci zasticeni od apoptoze zbog nulte ekspresije ANT
(Raha i Robinson, 2001).

1.4. Cilj rada

Podaci ukazuju kako dugotrajno izlaganje anesteticima moze biti uzrok nastanka
Alzheimerove bolesti koja ne pogada samo centralni ziv€ani sustav nego izaziva sustavne
promjene u organizmu dovode¢i do nastanka upale, oksidacijskog stresa i dr. Do pojave
oksidacijskog stresa, upale i oSte¢enja DNA dolazi kod bolesnika podvrgnutih veéim
kirurSkim zahvatima koji traju dulje od 120 minuta. Uc¢inak anestetika na tkiva i organe je
razli¢it. Unato¢ navedenom, malo je poznato o utjecaju anestetika na periferne organe,
posebice u kombinaciji s AICls, stoga je glavni cilj ovoga istrazivanja procijeniti razinu upale
i oksidacijskog stresa na uzorcima perifernih organa nastalih zbog primjene anestetika

sevoflurana samog 1/ili zdruZenog s AlCls.
Temeljem navedenog specificni ciljevi rada su istraZiti:

a) antioksidacijski/prooksidacijski u¢inak sevoflurana na AIClz izazvani oksidacijski
stres pracenjem promjena u oksido-redukcijskom statusu u stanicama perifernih organa jetre,
slezene, bubrega i plu¢a mjenjenjem razine malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta
lipidne peroksidacije, glutationa (GSH), te aktivnosti enzima katalaze (CAT) i superoksid
dismutaze (SOD);

b) razinu upale, mjerenjem relativne tezine perifernih organa u odnosu na zdravu

kontrolnu skupinu;

C) promjene tezine zivotinja, biokemijskih pokazatelja krvi i osmotske fragilnosti

eritrocita kao pokazatelja ostecenja stanica i tkiva te cjelokupnog organizma.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI

2.1.1. Pokusne Zivotinje

U istrazivanju su koriStena oba spola visokosrodnih Stakora Y59 stara 3 mjeseca
uzgojena na Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno na ukupno 24 Y59 stakora podijeljenih u 4
skupine sa po 6 zivotinja obzirom na obradu (Sevofluran i AlIClz sami i
/ili u kombinaciji) koje su bile hranjene standardnom hranom za laboratorijske Zivotinje
(Standard Diet GLP, 4RF21, Mucedola, Settimo Milanese M, Italija), uz stalnu dostupnost
vode. Uvjeti su bili standardni (dnevni ritam od 12 sati dana i 12 sati mraka, temperatura 24
°C uz kontroliranu vlaznost zraka).

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

2.1.2. Kemijski spojevi

2.1.2.1. Sevofluran

Kao inhalacijski anestetik koriSten je sevofluran (Cs4HsF7O; Mr= 200,005 g/mol)

proizvodaca Baxter.

2.1.2.2. Aluminijev klorid 6-hidrat

Koristen je aluminijev Klorid 6-hidrat (AICls; Mr = 241,45) proizvodaca Gram-mol

d.o.o., Hrvatska.
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2.1.2.3. D - galaktoza

Koristena je D (+) -galaktoza (Laktoglukoza; CsH1206; Mr: 180,16 g/mol) proizvodaca
Merck, Njemacka. Pripremljena je otopina D-galaktoze otapanjem 432,48 mg D-galaktoze u

10 mL fosfatnog pufera (PBS) do kona¢ne koncentracije od 120 mM.

2.1.2.4. Priprema aluminijevog klorida

Otopina aluminijevog klorida je pripremljena otapanjem AICIs u dozi od 50 mg/kg u
destiliranoj vodi. U tako pripremljenu otopinu aluminijeva klorida je dodana prethodno
opisana otopina D-galaktoze. Otopine su pomijeSane u jednakom volumenu (1:1) i pH je
podesen na 7,4 sa 1 M NaOH.

2.1.3. Laboratorijska oprema

Centrifuga: Centrifuge 5702 (proizvoda¢: Eppendorf, Njemacka);
Spektrofotometar: Libra S22 (proizvodac: Biochrom, UK)

Vaga: ABS 220 — 4 (proizvodac: Kern & Sohn, Njemacka)
Vortex: Vortex Genius 3 (proizvodac: IKA, SAD)

Homogenizator: Sonopuls mini (proizvodac¢: Bandelin, Njemacka).

2.2. METODE

2.2.1. Praéenje promjena tjelesne mase

Prije pocetka izvodenja pokusa, kao 1 tijekom izvodenja pokusa, Zzivotinje su
pojedinacno oznacene i izvagane, te su na temelju toga razvrstane u skupine s priblizno
sli¢nom tjelesnom masom (£ 10 g). Na temelju mase Zivotinja za pojedinu skupinu odredena
je koli¢ina pojedinacnih pripravka koje su davane tijekom pokusa, te je pracena promjena

mase tijekom istih. Mjerenja tjelesnih masa su izvrSena digitalnom vagom.

2.2.1.1. Relativni indeks teZine organa

Relativna tezina organa izracunata je prema sljedecoj formuli:

ukupna tezina organa x 10

% i izrazena u g/ 100 g.

relativna tezina organa (g/100 g) =

konatna tjelesna teiina
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2.2.2. Obrada zZivotinja

PatofizioloSke promjene su izazvane intraperitonealnim (ip) injiciranjem otopine AlCls
u subkroni¢noj dozi od 50 mg/kg Stakora i 120 mM D-galaktoze, te anesteziranjem Stakora
sevofluranom (1,5 %) tijekom 21 dana (Tablica 2).

Pokusne zivotinje su podjeljene u Cetiri skupine po 6 Zivotinja: 1. skupinu su €inili
Stakori koji su sluzili kao kontrola te su primali 0,9 % NaCl svaki drugi dan tijekom 21 dana.
Drugu skupinu su ¢inili Stakori koji su bili izloZeni kroz dva sata 1,5 % inhalacijskom
anestetiku sevofluranu svaki drugi dan tijekom 21 dana. Trecu skupinu su €inili $takori koji su
primali ip gore opisanu otopinu AICls + D(+) galaktoze svaki drugi dan tijekom 21 dana, dok
su Cetvrtu skupinu ¢inile Zivotinje koje su 2 h nakon ip injiciranja otopine AICIl3 + D(+)
galaktoze primale 1,5 % inhalacijski anestetik sevofluran kroz dva sata svaki drugi dan
tijekom 21 dana.

Nakon 21 dana obrade zivotinja, Zzivotinje su anestezirane i analgezirane ip
injiciranjem kombinacije Narketana® (Vetoquinol S.A. BP 189 Lure Cedex, Francuska) i1
Xylapana® (Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska), te zrtvovane kako bi se prikupila
tkiva i organi za daljnju analizu.

Tablica 2. Pokusne skupine i nac¢in obrade

Nacin obrade Zivotinja unutar istraZivanja
Skupine pokusnih Sastav Doziranje Nacin primjene | Period obrade
Zivotinja pokusne (dani)
otopine
0. Kontrola 0,9 % NaCl | 0,5 mL svaki ip 21
drugi dan
1.sevofluran sevofluran, 1,5 % svaki inhalacijski 21
inhalacijski drugi dan
anestetik
2. AICl3 50 mg/kg 0,5 mL svaki ip 21
50 mg/kg + AICIsu 0,5 drugi dan
120 mM D- mL dH20 +
galaktoza 120 mM D-
galaktoza u
PBS-u
3. AlCls 50 mg/kg 0,5 mL pokusne | ip + inhalacijski | 21
50 mg/kg + AIClzu 0,5 otopine u
120 mM D- mL dH.O + | kombinaciji sa
galaktoza u 120mMD- [15%
kombinaciji sa galaktoza u inhalacijskim
sevofluranom PBS-uu anestetikom
kombinaciji | svaki drugi dan
sa
sevofluranom
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2.2.3. lzolacijai priprema tkiva

Izolirana tkiva jetre, slezene, plu¢a i bubrega pohranjena su na -80 °C do pripreme za
analizu. Tjedan dana nakon pohrane, odvagano je 70-100 mg organa u Eppendorf epruvetu
volumena 2 mL, dodan fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10 te su uzorci homogenizirani
ultrazvu¢nim homogenizatorom. Dobiveni homogenati su centrifugirani na 15000 okretaja
kroz 15 min na 4 °C, a nakon centrifugiranja je odvojen nadtalog, te su napravljena

razrjedenja. Potom su svi uzorci pohranjeni na -20 °C do analiza.

2.2.4. QOdredivanje parametara oksidacijskoqg stresa

2.2.4.1. Odredivanje proteina metodom po Lowryju

U odredivanju koli¢ine proteina koristio se protokol koji su predlozili Lowry 1 sur.
(1951).

Ova metoda bazira se na reakciji Cu?* iona i Folinova reagensa (komercijalni reagens
razrijeden vodom, Mr: 260,2 g/mol), koji sadrzi fosfovolframsku i fosfomolibdensku kiselinu,
sa proteinima. loni Cu?* vezu se u luznatom mediju na peptidne veze i reduciraju u Cu” te
nastaje kompleks Cu* - protein. Nakon dodatka Folinova reagensa dolazi do reakcije Cu® -
protein kompleksa sa Folinovim reagensom pri ¢emu se razvija kona¢no plavo obojenje
otopine.

Metodom po Lowryju izmjerena je koncentraciju proteina u tkivima jetre, slezene,
pluca i bubrega, koriStenjem razrjedenja 10x. U svaku epruvetu stavljano je 100 uL nadtaloga
i 2 mL otopine D te su potom uzorci inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je
dodano 200 pL otopine Folinova reagensa, nakon ¢ega su uzorci vorteksirani te ponovo
inkubirani u mraku na sobnoj temperaturi 30 minuta. Aposorbancija je mjerena na
spektrofotometru na valnoj duljini od 600 nm. Kao standard je koriSten albumin govedeg
seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA) u poznatim koncentracijama (od 2 mg/mL prema
manjim koncentracijama (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL). Vrijednosti
proteina dobivene su koriStenjem standarne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
BSA iz koje je prvo izraunat nagib pravca. KoriStenjem dobivene vrijednosti nagiba pravca,

izraCunata je koncentracija proteina u uzorcima prema formuli:

A n = B s o . ] . e v
C =( uzovha SEAVIDUIE )x razrijedenje. Dobivene koncentracije izraZzene su kao mg
nagib pravca st.krivulje

proteina/mL.
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2.2.4.2. Mjerenje razine lipidne peroksidacije

Koli¢inu lipidne peroksidacije odredena je modificiranim protokolom koji su
predlozili Jayakumar 1 sur. (2007).

Ovom se metodom mijeri koncentracija malondialdehida (MDA), jednog od glavnih
produkata lipidne peroksidacije, koji u organizmu nastaje kada reaktivni kisikovi spojevi
razgraduju visestruke nezasi¢ene masne kiseline. Metoda koja se najCeSce koristi za
odredivanje koncentracije MDA u bioloSkom wuzorku je derivatizacija MDA s 2-
tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri ¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA i nastaje
MDA-(TBA)2 kompleks (Slika 14). Reakcija se odvija u kiselim uvjetima i pri temperaturi od
95" C pri ¢emu nastaje crveni fluorescentni kompleks MDA-(TBA). ¢ija se koncentracija
mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini 532 nm. Princip ove metode se zasniva na

sljedecoj reakeiji:

+2Y —»Y Y+2HZO
e WG T W WL

OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks

Slika 14. Mehanizam reakcije TBARS s tiobarbiturnom kiselinom (Anon, 2018e)

Za mjerenje MDA u uzorcima tkiva koriSteni su homogenati. U Eppendorf epruvete
stavljeno je 100 uL. homogenata i 1,6 mL otopine A (Tablica 3). Pripremljene epruvete na
stalku bile su omotane aluminijskom folijom 1 stavljene u vodenu kupelj na 95 °C 60 minuta.
Nakon toga, stalak s epruvetama stavljen je na led kako bi se otopina naglo ohladila, prilikom
¢ega su se folikule, nastale mjeSanjem uzorka 1 otopine A, slegnule na dno. Kako bi se lakse
odvojio nadtalog, uzorci su centrifugirani 10 minuta na 5000 okretaja. Apsorbancija nadtaloga
mjerena je spektrofotometrijski na 532 nm. Ukupna koncentracija MDA izraCunata je pomoc¢u

ekstinkcijskog koeficijenta za MDA (¢ = 1,56 x 10° M?) prema sljede¢oj formuli:

A rra X Veeakciiah i e .. .
c = — =B EE - Koncentracija je iskazana kao nmol MDA po mg proteina.

ex Vyzorka ¥ Cproteina uuzorku
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Tablica 3. Priprema otopina za odredivanje koncnetracije MDA.

Otopine Nacin pripreme otopina
8,1 % SDS 0,81 g SDS-a u 10 mL dH20
20 % octena kiselina 20 mL 99,5 % octene kiseline i 2,31 mL HCI,

nadopuni se do 50 mL dH2O i podesi pH=3,5 te
nadopuni dH20 do 100 mL

0,8 % TBA 0,8 g TBA u 40 mL dH.0 uz lagano zagrijavanje.
Nakon §to se otopi dodaje se 500 L. 5M NaOH te se
nadopuni s dH20 do 100 mL.

Otopina A 100 uL 8,1 % SDS + 750 uL 20 % octene kiseline
(pH =3,5) + 750 uL 0,81 % TBA

2.2.4.3. Mjerenje razine ukupnog glutationa (GSH)

Koncentracija ukupnog glutationa odredena je prema modificiranom protokolu koji je
predlozio Tietze (1969).

Metoda se temelji na reakciji tiolnog reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline
(DTNB, Ellmanov reagens) s GSH pri ¢emu se stvara kromofor (5-tionitrobenzoi¢na kiselina
- TNB koja apsorbira pri valnoj duljini 405 - 414 nm. Osim TNB, stvara se i mije$ani disulfid,
GS - TNB ¢ijom se redukcijom pomocu GSH reduktaze (GR) i NADPH otpusta molekula
TNB 1 reciklira GSH. Brzina nastanka TNB proporcionalna je recikliraju¢oj reakciji koja je
proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku. Pri ovoj metodi sav oksidirani GSH
(disulfid GSSG) prisutan u reakcijskoj smjesi ili nastao iz mijesanog disulfida GS-TNB brzo
se reducira do GSH. Konacan rezultat koji se dobije odgovara ukupnoj koncentraciji
reduciranog i oksidiranog GSH u uzorku.

Za mjerenje GSH u uzorcima tkiva, koriSteno je razrjedenje 40x za jetru i slezenu, te
razrjedenje 10x za pluca i bubreg. Koncentracija ukupnog GSH mijeri se u mikrotitarskoj
plocici. U svaku jazicu stavljeno je 20 puL uzorka, 40 uL 0,035 M HCl 1 40 pLL. 10 mM DTNB,
te je apsorbancija mjerena na valnoj duljini od 415 nm. Zatim je dodano 100 pL otopine GR
(20 uL GR (50 U/mL) + 9980 uL 0,8 mM NADPH) te je apsorbancija mjerena tijekom 5 min.

Nacrtani su pravci za sve standarde kao promjena apsorbancije u vremenu. Oc¢itani su nagibi
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pravaca, nacrtan je pravac kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH. Konacno, taj

dobiveni pravac koriSten je za dobivanje koncentracije ukupnog GSH u uzorku prema

_ (nagib pravca — nagib pravca slijepe probe

: x razrjedenje
nagib pravea standarda

sljede¢oj  formuli

Koncentracija ukupnog GSH prikazna je kao uM GSH po mL proteina.

2.2.4.4. Mjerenje enzimatske aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze odredena je spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (1984).

Ovom se metodom aktivnost katalaze odreduje kao koli¢ina potrosenog H202 koji se
razgaduje na vodu i kisik. U kivetu ukupnog volumena 1 mL dodano je 980 uL10 mM H20>
te 20 uL uzorka. KoriStena razjedenja uzoraka bila su: 40x za jetru i slezenu, te 10x za pluca i

bubreg. Aktivnost katalaze mjerila se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 240 nm

Ayzorka

Z(H,0,)x 1 x razrjedenje, gdje je

tijekom jedne minute i1 izracunata je prema formuli: ¢ =

ekstinkcijski koeficijent € = 39,4 mM™ cm™, a broj 1 je jednak putu koji zraka svijetla prode
kroz kivetu (1 cm). Dobivena koncentracija izrazena je kao U/mg proteina, §to odgovara pmol

razgradenog H202 u minuti po miligramu proteina.

2.2.4.5. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost superoksid dismutaze odredena je prema metodi inhibicije redukcije
citokroma ¢ u sustavu ksantin/ksantin oksidaza (XOD) (metoda po Flohéu i Ottingu, 1971).

Superoksid dismutaza je metaloenzim koji katalizira dismutaciju dvaju superoksidnih
radikala (O2) u H202 i O2. U ovoj su metodi koriStene dvije slijepe probe. Prva se sastojala od
otopine A te je apsorbancija mjerena u UV-160 Shimadzu spektrofotometru na 550 nm
tijekom 3 minute. Druga slijepa proba sluzila je za namjestanje aktivnosti ksantin oksidaze
(XOD), koja mora biti oko 0,025 U/min. U kivetu je dodano 25 pL fosfatnog pufera, 1,45 mL
otopine A, a zatim enzim XOD u pocetnom volumenu od 25 pL (Tablica 4). Nakon $to se
postigla optimalna aktivnost SOD, uzorci su analizirani. U svaku reakcijsku smjesu, umjesto
pufera, dodano je 25 pL uzorka te odgovarajuc¢i volumen ksantin oksidaze i odmah nakon
toga mjerena je apsorbancija u spektrofotometru.

Za odredivanje aktivnosti SOD prvo je izraCunat postotak inhibicije aktivnosti XOD

prema formuli: %inhibicije=1ﬂﬂ—Mxll]ﬂ. Iz % inhibicije je zatim

i"f!‘hsii_." epe probe

izraCunata  aktivnost SOD  izrazena kao U/mL uzorka prema  formuli:
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% inhibici je + 12,757

aktivnost SOD = 10 50,952 . Aktivnost SOD izrazena kao U/mg proteina je zatim

aktivnost SO0 U /mlL

izraCunata prema formuli: aktivnast 50D = x razrjedenje. KoriStena

Cproteing u uzroku

razrjedenja bila su 40x za jetru i slezenu, te 10x za pluca i bubreg.

Tablica 4. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti SOD

Otopine Nacdin pripreme otopina

50 mM PBS Pomijesati 17 mL (1,56 g NaH2PO4 x 2H>0 u 50 mL
dH20) i 183 mL (5,678 g NazHPO4 u 200 mL dH20),
namjestiti pH=7,8 te nadopuniti do 800 mL

50 mM PBSs 0,1 mM EDTA 3,72 mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS

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

se otapa, lagano zagrijavati)

Reakcijska otopina B 40 pL ksantin oksidaze i 960 uL dH.O

XOD (aktivnost 0,8 U/mL)

2.2.5. Analiza biokemijskih parametara

Za procjenu biokemijskih parametara krvi, uzorci krvi bili su prikupljeni u epruvete s
vakuumom bez antikoagulansa, te je serum bio koristen za daljnju biokemijsku analizu. Od
biokemijskih parametara odredeni su: albumin (ALB), alanin aminotransferaza (ALT),
alkalna fosfataza (ALP), amilaza (AMY), dusik uree u krvi (engl. blood urea nitrogen, BUN),
kreatinin (CRE), glukoza u krvi, ukupni bilirubin (engl. total bilirubin, TBIL), ukupni proteini
(engl. total protein, TP), natrij, kalij, kalcij, fosfati i globulin (GLOB) koristenjem VetScan®
kita (engl. Comprehensive Diagnostic Profile reagent rotor) na VetScan® VS2 uredaju
(Abaxis, UK).

2.2.6. Osmotska otpornost eritrocita

Selektivno propusne stanicne membrane uspostavljaju osmotski gradijent izmedu

stanicne 1 izvanstani¢ne tekucine. Ja€ina osmotskog tlaka ovisi o koncentraciji nedifuzibilnih
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iona s obje strane membrane. Za 0,9 % otopinu NaCl kaze se da je izotoni¢na: stave li se
eritrociti u takav medij, preko njihove ¢e se membrane uspostaviti osmotska ravnoteza
izmedu stanicne 1 izvanstanicne tekucine, pa ¢e neto ulaz i izlaz vode biti nula. U
hipertoni¢nom mediju, npr. 1,8 % NaCl, stanice gube svoj normalni bikonkavni oblik uslijed
brzog osmotskog gubitka vode. U hipotoni¢nom mediju, npr. 0,4 % NaCl ili destilirana voda,
dolazi do povecanog ulaska vode u stanicu: stanice bubre, narusava se cjelovitost stani¢ne
membrane i dolazi do hemolize — hemoglobin izlazi iz stanice i otapa se u okolnom mediju.

Ova se metoda temelji na razli¢itim osmotskim otpornostima pojedinih eritrocita i
¢injenici kako broj stanica koje su u hemolizi ovisi o hipotoni¢nosti izvanstanicnog medija.
Koncentracija oslobodenog hemoglobina u svakoj test otopini je pokazatelj stupnja osmotske
hemolize. Cilj ove metode je istraZiti odnos izmedu stupnja hemolize 1 osmolalnosti medija u
kojem su eritrociti suspendirani. Ova metoda sluzi kao dobar pokazatelj stupnja oSteCenja
staniéne membrane eritrocita, metabolickih poremecaja unutar eritrocita, sinteze enzima ili
poremecaja u strukturi hemoglobina.

Pripremljen je niz epruveta s po 0,9 mL 0,9 %; 0,8 %; 0,7 %; 0,6 %; 0,5 %; 0,4 %; 0,3
%; 0,2 %; 0,1 % 1 0,0 % otopine NaCl. Uzorak krvi promijeSan je Stapi¢em kako bi se dobila
homogena suspenzija stanica. Pipetom se zatim rasporedi po 0,01 mL uzorka krvi u priredene
epruvete, nakon ¢ega se uzorci inkubiraju 30 minuta. Epruvete se zatim centrifugiraju 10 min
na 2200 okretaja/min. Nadtalog se zatim mjeri spektrofotometrijski na 540 nm, pri cemu se

prva epruveta (0,9% NaCl) koristi kao slijepa proba.

2.2.7. Statisticka obrada podataka
Statisticka analiza je provedena pomoc¢u STATISTICA 13 programa (StatSoft, Tulsa, OK,

USA), a statisticka to¢nost odredena je s P < 0,05. Svi rezultati izraZeni su kao srednja vrijednost
+ standardna pogreska (SV £ SP). Podaci su analizirani pomocu Kruskal-Wallis ANOVA-a testa.
Daljnja analiza razlika izmedu skupina napravljena je viSestrukom komparacijom srednjih
vrijednosti svih skupina. Rezultati su prikazani tabli¢no i grafi¢ki pomocu box-plot prikaza.

Za pripremu podataka koriSten je racunalni program Microsoft Excel 2003, dok je za
statistiCku analizu podataka koristen statisticki program STATISTICA 13.0 (StatSoft, Tulsa,
SAD).
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3. REZULTATI

3.1. Promjena teZine Stakora
Analiza rezultata promjene tezine Stakora ukazuje na znacajne promjene obradenih
skupina u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 15). U skupini obradenoj s AICIz i
kombinacijom sevoflurana i AICI3 vidljiva je povecana tezina Stakora nakon obrade, dok je
kod skupine obradene sevofluranom primjeéena smanjena tezina Stakora u odnosu na
kontrolnu skupinu. Statisticki znacajna odstupanja vidljiva su izmedu skupina kako slijedi:
Kontrola vs Sevofluran + AICIz (P < 0,05); Sevofluran vs AICI; (P < 0,01); Sevofluran vs
Sevofluran + AICI3 (P < 0,001).
30

25- @
20
15}

S
Ot i
o sv

Kontrola Sewvofiuran AICI3 Sewofluran+AICI3 [ gy+sp
Skupine I svisD

takora (%)

zine §

Promjene te

Slika 15. Promjena tezine Stakora obradenih sevofluranom, AICl3 s D-galaktozom i
kombinacijom sevolfurana i AlICls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana 1 AICIs (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Kontrola vs Sevofluran + AICIs (P < 0,05); Sevofluran vs AICl3
(P <0,01); Sevofluran vs Sevofluran + AICIs (P < 0,001).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija; AICIz — aluminij klorid

D-gal — D-galaktoza.
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3.1.1. Relativni indeks jetre

Analiza rezultata relativnog indeksa jetre (Slika 16) pokazuje statistiCki znacajne
razlike izmedu skupina izloZenih sevofluranu i AICI3 (P < 0,01) i skupina izloZzenih AICI3 i

kombinaciji sevoflurana i AICI3 (P < 0,05).
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Slika 16. Relativni indeks jetre Stakora obradenih sevofluranom, AIClz s D-galaktozom i
kombinacijom sevolfurana i AlICls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICls, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki 2 dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Sevofluran vs AICls ( P < 0,01); AICIs vs Sevofluran + AICIz (P
< 0,05).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, AIClz — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.1.2. Relativni indeks slezene

Analiza rezultata relativnog indeksa slezene (Slika 17) pokazuje statisticki znacajnu
razliku jedino izmedu skupine izloZzene AICI3 i1 one izlozene kombinaciji sevoflurana i AICls
(P <0,05).
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Slika 17. Relativni indeks slezene Stakora obradenih sevofluranom, AlIClz s D-galaktozom i

kombinacijom sevolfurana i AlICls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICls, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki 2 dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: AICls vs Sevofluran + AICIs (P < 0,05).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, AICIz — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.1.3. Relativni indeks pluéa

Analiza rezultata relativnog indeksa pluca pokazuje kako nema statisticki znacajne
razlike izmedu nijedne od skupina (Slika 18).
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Slika 18. Relativni indeks pluca Stakora obradenih sevofluranom, AICl3 s D-galaktozom i

kombinacijom sevolfurana i AlICls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki 2 dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, AICI; - aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.1.4. Relativni indeks bubrega

Analiza rezultata relativnog indeksa bubrega pokazuje kako nema statisticki znacajne

razlike izmedu nijedne od skupina (Slika 19).

0,40

0,38 |

0,36 |

0,34} T o

Relativni indeks bubrega (g/100 g)

0,32 }
[m]
l D
0,30 + L
0,28 : : :
Kontrola AICI3+D-gal 0 gV
Sevofluran AICI3+D-gal+Sewofiuran ] gy+gp
Skupine I sv+sD

Slika 19. Relativni indeks bubrega Stakora obradenih sevofluranom, AlCl3 s D-galaktozom i
kombinacijom sevolfurana i AICl3; s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki 2 dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, AICIz — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2. Oksidacijski stres u perifernim tkivima organa Stakora

3.2.1. Ukupni proteini u uzorcima tkiva jetre $§takora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu jetre Stakora (Slika 20) pokazuju manju
koli¢inu proteina u svim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Rezultati analize koli¢ine
proteina u tkivu jetre Stakora ukazuju na statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine
i skupine obradene kombinacijom sevoflurana i AICIz (P < 0,001) i skupine obradene

kombinacijom sevoflurana i AICI3 u odnosu na skupinu izlozenu sevofluranu (P < 0,01).
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Slika 20. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva jetre S$takora obradenih
sevofluranom, AICl3z s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlICI3 s D-galaktozom.
Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Kontrola vs Sevofluran + AIClz ( P < 0,001); Sevofluran vs
Sevofluran + AICl3 (P < 0,01).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICls — aluminij Klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.2. Mjerenje razine lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva jetre Stakora

Rezultati mjerenja MDA u tkivu jetre Stakora (Slika 21) pokazuju vecu vrijednost u
skupinama obradenim sevofluranom ili kombinacijom sevoflurana i AIClz u odnosu na
kontrolnu skupinu. Rezultati analize koli¢ine MDA u tkivu jetre Stakora ukazuju na statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupine obradene kombinacijom sevoflurana i
AICI3 (P < 0,01) i skupine obradene kombinacijom sevoflurana i AIClz u odnosu na skupinu
izlozenu AICl3z (P < 0,05).
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Slika 21. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva jetre Stakora obradenih sevofluranom, AIClz s
D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlICl3 s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisticki znacajno razlic¢ito: Kontrola vs Sevofluran + AICIz ( P < 0,01); AICIs vs Sevofluran
+ AICl3 (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICls — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.3. Mjerenje razine ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva jetre Stakora
Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa (Slika 22) ukazuju na pad

koncentracije GSH u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Razlika u
koncentraciji GSH postoji izmedu kontrolne skupine i skupine izlozene AICI3 (P < 0,05) i
izmedu kontrolne skupine i skupine obradene kombinacijom sevoflurana i AICIz (P < 0,01).
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Slika 22. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva jetre Stakora obradenih sevofluranom, AlCl3z s
D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlICl3 s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Kontrola vs AICIz (P < 0,05); Kontrola vs Sevofluran + AIClz (P
<0,01).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIs — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva jetre Stakora

Rezultati odredivanja aktivnosti CAT (Slika 23) u uzorcima tkiva jetre pokazali su
nizu aktivnost CAT u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki
znacajna razlika vidljiva je u skupini izlozenoj AICI3 u odnosu na kontrolnu skupinu (P <
0,001) 1 u skupini izloZenoj kombinaciji sevoflurana i AICIz u odnosu na kontrolnu skupinu
(P < 0,05).
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Slika 23. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva jetre Stakora obradenih sevofluranom, AICl3z s
D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlICl3 s D-galaktozom.
Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisticki znacajno razlic¢ito: Kontrola vs AICl3 (P < 0,001); Kontrola vs Sevofluran + AICl3
(P < 0,05).
Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija AICl; —aluminij klorid, D-

gal — D-galaktoza.
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3.2.5. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD) u uzorcima jetre
Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti SOD prikazani su na Slici 24. Niza aktivnost SOD
uocena je svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki znacajna

razlika uo¢ena je samo u skupini izlozenoj AICI3 u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,001).
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Slika 24. Aktivnost SOD u uzorku tkiva jetre Stakora obradenih sevofluranom, AIClz s D-
galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AIClz s D-galaktozom.
Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Kontrola vs AICl3 (P < 0,001).
Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICls — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.6. Ukupni proteini u uzorcima tkiva slezene $takora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu slezene Stakora (Slika 25) pokazuju vecu
koli¢inu proteina u skupini obradenoj kombinacijom sevoflurana i AlCls, dok je u skupinama
obradenim sevofluranom i AICl3 ona manja nego u kontrolnoj skupini. Statisticki znacajna
razlika postoji izmedu skupine obradene sevofluranom i skupine obradene kombinacijom
sevoflurana i AICIz (P < 0,01) i skupine obradene AICl3 i kombinacijom sevoflurana i AICIs
(P < 0,05).
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Slika 25. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva slezene $takora obradenih

sevofluranom, AICl3z s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICI3 s D-galaktozom.
Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisticki znacajno razli¢ito: Sevofluran vs Sevofluran + AIClz (P < 0,01); AICI3 vs
Sevofluran + AICl3 (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIs — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.7. Mjerenje razine lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva slezene $takora

Rezultati mjerenja MDA u tkivu slezene Stakora (Slika 26) pokazuju najmanju
vrijednost MDA u skupini obradenoj sevofluranom i AICI3 u odnosu na kontrolnu skupinu.
Statisticki znacajna razlika postoji samo izmedu skupine obradene sevofluranom i skupine

obradene kombinacijom sevoflurana i AIClz (P < 0,05).
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Slika 26. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva slezene Stakora obradenih sevofluranom,
AICl3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICIs s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICls, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisticki znacajno razli¢ito: Sevofluran vs Sevofluran + AICl3z (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICls — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.8. Mjerenje razine ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva slezene Stakora

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa (Slika 27) pokazuju najmanju
koncentraciju GSH u skupini obradenoj sevofluranom, dok je koncentracija GSH u skupini
obradenoj kombinacijom sevoflurana i AIClz najviSa. Statisticki znacajna razlika u
koncentraciji GSH postoji izmedu kontrolne skupine i skupine obradene AICI3 (P < 0,05);
skupine obradene sevofluranom i skupine obradene AIClz (P < 0,001); skupine obradene

sevofluranom i skupine obradene kombinacijom sevoflurana i AIClz (P < 0,05).
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Slika 27. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva slezene Stakora obradenih sevofluranom,
AICl3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICl; s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisticki znacajno razlicito: Kontrola vs AICI3 (P < 0,05); Sevofluran vs AICI; (P < 0,001);
Sevofluran vs Sevofluran + AICIs (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIs — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.9. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva slezene §takora

Rezultati odredivanja aktivnosti CAT (Slika 28) u uzorcima tkiva slezene pokazali su
najmanju aktivnost CAT u skupini obradenoj kombinacijom sevoflurana i AlICls. Statisticki
znaajna razlika vidljiva je jedino izmedu kontrolne skupine i skupine obradene

kombinacijom AICIs i sevoflurana (P < 0,001).
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Slika 28. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva slezene Stakora obradenih sevofluranom,
AICl3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICIs s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisticki znacajno razli¢ito: Kontrola vs Sevofluran + AICl3z (P < 0,001).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija AlICIs —aluminij klorid, D-

gal — D-galaktoza.
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3.2.10. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD) u uzorcima slezene
Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti SOD prikazani su na Slici 29. Nema statisti¢ki znacajne
razlike izmedu nijedne od skupina.
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Slika 29. Aktivnost SOD u uzorku tkiva slezene Stakora obradenih sevofluranom, AlClsz s D-

galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlCls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIz — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.11. Ukupni proteini u uzorcima tkiva pluéa Stakora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu plu¢a Stakora (Slika 30) pokazuju kako
nema statisticki znacajne razlike izmedu nijedne od skupina.
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Slika 30. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva pluca Stakora obradenih

sevofluranom, AICl3z s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICI3 s D-galaktozom.
Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija AICI; — aluminij klorid, D-

gal — D-galaktoza.
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3.2.12. Mjerenje razine lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva pluca $takora

Rezultati mjerenja MDA u tkivu plu¢a Stakora prikazani su na Slici 31. Nema

statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji MDA izmedu nijedne od skupina.
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Slika 31. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva pluca Stakora obradenih sevofluranom, AlCl3

s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlClz s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICls (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIs — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.13. Mjerenje razine ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva pluca $takora

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa u uzorcima tkiva pluca
Stakora prikazani su na Slici 32. Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji GSH

izmedu nijedne od skupina.
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Slika 32. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva pluca Stakora obradenih sevofluranom, AICl3 s

D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICI3 s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIz — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.14. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva pluéa Stakora

Rezultati odredivanja aktivnosti CAT (Slika 33) u uzorcima tkiva pluca pokazali su
najmanju aktivnost CAT u skupini obradenoj s AICls. Statisti¢ki znacajna razlika vidljiva je
izmedu skupine obradene sevofluranom i skupine obradene AlICI3 (P < 0,05) i izmedu skupine
obradene AIClI3 i skupine obradene kombinacijom sevoflurana i s AICI3 (P <0,01).
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Slika 33. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva pluéa Stakora obradenih sevofluranom, AlIClIs s

D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICl3 s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICls, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Sevofluran vs AICls (P < 0,05); AIClz vs Sevofluran + AICls (P
<0,01).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija AlICIs —aluminij klorid, D-

gal — D-galaktoza.
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3.2.15. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD) u uzorcima pluéa
Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti SOD prikazani su na Slici 34. Nema statisticki znacajne

razlike izmedu nijedne od skupina.
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Slika 34. Aktivnost SOD u uzorku tkiva plu¢a Stakora obradenih sevofluranom, AICI3 s D-
galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlICl3 s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIz — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.16. Ukupni proteini u uzorcima tkiva bubrega Stakora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu bubrega Stakora (Slika 35) pokazuju kako
nema statisticki znacajne razlike izmedu nijedne od skupina.
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Slika 35. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva bubrega Stakora obradenih

sevofluranom, AICl3z s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICI3 s D-galaktozom.
Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija AICI; — aluminij klorid, D-

gal — D-galaktoza.
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3.2.17. Mjerenje razine lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva bubrega $takora

Rezultati mjerenja MDA u tkivu bubrega Stakora (Slika 36) pokazuju najmanju
vrijednost MDA u kontrolnoj skupini, dok je najveca u skupini obradenoj kombinacijom
sevofluranom i1 AICls. Statisticki znacajna razlika postoji samo izmedu kontrolne skupine i

skupine obradene kombinacijom sevoflurana i AICI3 (P < 0,001).
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Slika 36. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva bubrega Stakora obradenih sevofluranom,
AICl3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICIs s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICls, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV=+ SD (SP).

Statisticki znacajno razli¢ito: Kontrola vs Sevofluran + AICI3 (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIs — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.18. Mjerenje razine ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva bubrega Stakora

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa u uzorcima tkiva bubrega
Stakora prikazani su na Slici 37. Najmanja koncentracija GSH prisutna je u skupini obradenoj
AICIs. Statisticki znacajna razlika u koncentraciji GSH postoji izmedu kontrolne skupine i
skupine obradene AICl3 (P < 0,01) i skupine obradene sevofluranom i one obradene s AlCI3
(P < 0,05).

9
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Sewvofluran AICI3+D-gal+Sewvofiuran [] gy+gp

Skupine I svtsD
Slika 37. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva bubrega Stakora obradenih sevofluranom,

AICl3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICIs s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znacajno razli¢ito: Kontrola vs AICIs3 (P < 0,01); Sevofluran vs AICl3z (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICls — aluminij Klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.2.19. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva bubrega $takora

Rezultati odredivanja aktivnosti CAT (Slika 38) u uzorcima tkiva bubrega pokazali su
najmanju aktivnost CAT u skupini obradenoj AICIs. Statisti¢ki znacajna razlika nije vidljiva

izmedu nijedne od skupina.
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Slika 38. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva bubrega $takora obradenih sevofluranom,

AICl3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AICIs s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija AICI; — aluminij klorid, D-

gal — D-galaktoza.
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3.2.20. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD) u uzorcima bubrega
Stakora

Rezultati mjerenja aktivnosti SOD prikazani su na Slici 39. Najveca aktivnost SOD
bila je u skupini obradenoj sevofluranom. Statisticki znacajna razlika postoji izmedu
kontrolne skupine i skupine obradene AICI3 (P < 0,05); skupine obradene sevofluranom i
skupine obradene AICI3 (P < 0,001); skupine obradene sevofluranom i skupine obradene

kombinacijom sevoflurana i AICI3 (P < 0,05).
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Slika 39. Aktivnost SOD u uzorku tkiva bubrega Stakora obradenih sevofluranom, AICI3 s D-
galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlICls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AIClz (50 mg/kg) ili kombinacijom
sevoflurana i AICI3 (2 h nakon ip injiciranja AlCls, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)
svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisticki znacajno razlicito: Kontrola vs AICI3 (P < 0,05); Sevofluran vs AICI; (P < 0,001);
Sevofluran vs Sevofluran + AICI3 (P < 0,05).

Kratice: SV - srednja vrijednost, SP - standardna pogreska, SD - standardna devijacija; AICIs — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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3.3. Analiza biokemijskih parametara

Biokemijska analiza seruma iz krvi Stakora pokazala je znacajne razlike u
koncentraciji enzima i proteina obradenih skupina (Tablica 5) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Vrijednosti metabolita i supstrata (Tablica 6) pokazale su najveée promjene u skupini

izlozenoj AICIls, u odnosu na skupinu izlozenu sevofluranu i kontroli.
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Tablica 5. Vrijednosti analize enzima i proteina u serumu Stakora obradenih sevofluranom, AICI3 s D-galaktozom i kombinacijom sevolfurana i
AICI3 s D-galaktozom.

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

TRETMAN ALP (U/L) ALT (U/L) AMY (U/L) ALB (g/L) TP (g/L) GLOB (g/L)
Kontrola 172,67 + 14,5 29,33 + 0,56 553,00 + 16,62 51,67 + 1,84 67,33 + 2,64 13,33 0,56
Sevofluran 13433 +8,66* |3133+0,76° 679,00 + 42,38 55,00 + 2,22 72,33 3,10 17,00 £ 1,59
AICI3 + D-gal 226,00 + 4,38 43,00+ 0,73** [ 59333 +21,12 54,33 + 0,42 68,33 = 0,84 1567+ 1,72
Sevofluran + AICIs | 213,67 2,01 34,33 + 0,56 810,67 + 23,59 *° | 49,00 + 0,73 66,00 2,53 17,00 £ 1,59

+ D-gal

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICl3 (50 mg/kg) ili kombinacijom sevoflurana i AICIs (2 h nakon intraperitonealnog

injiciranja AlCls, Stakori su izloZeni 1,5 % sevofluranu) svaki 2 dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

* Statisti¢ki znacajno razli¢ito u usporedbi s kontrolnom skupinom (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001); Statisti¢ki znacajno razli¢ito u

usporedbi sa skupinom izlozenom AICIz (° P < 0,05).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, AIClz - aluminij klorid, D-gal — D-galaktoza.




Tablica 6. Vrijednosti analize metabolita i supstrata u serumu Stakora obradenih sevofluranom, AICI3 s D-galaktozom i kombinacijom
sevolfurana i AlClzs D-galaktozom.

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

TRETMAN

GLU

TBIL

BUN

(mmol/L) (umol/L) (mmol/L) PHOS (mmol/L) | CRE (umol/L) | Na" (mmol/L) | K* (mmol/L) | Ca (mmol/L)
Kontrola 1540+ 0,27 |4,67+021 |7,03+0,27 |2,15+0,06 38,00 + 3,52 138,33+ 1,72 |5,77+0,13 2,59 + 0,03
Sevofluran | 13564072 [500+0 7,06+0,46 | 2,75+0,03 58,67 + 6,28 146,00 +2,03 | 5,43 +0,24 272 +0,07
AICIz + D- . "o .
gl 15,70+ 1,19 | 4,00+0 746+0,33 |3,19+0,06 34,67 + 5,67 14333 +451 |6,20+0,20 257 +0,08
Sevofluran
+AICIz + D- | 13,46+ 0,49 | 4,67+0,21 |7,00+£0,10 |2,75+0,14 4833+ 1,72 138,00 £2,28 | 5,77 +0,15 2,56 + 0,06
gal

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICls (50 mg/kg) ili kombinacijom sevoflurana i AICIs (2 h nakon intraperitonealnog

injiciranja AlClIs, stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu) svaki 2 dan tijekom 21 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

* Statisticki znacajno razli¢ito u usporedbi sa skupinom izlozenom sevofluranu (* P < 0,05); Statisticki znacajno razli¢ito u usporedbi sa

kontrolnom skupinom (*** P < 0,001).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija, AICI; —aluminij klorid, D-gal — D-galaktoza.
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3.4. Osmotska fragilnost eritrocita

Analizom rezultata hemolize eritrocita (Slika 40) vidljivo je kako se kod svih skupina

100 %-tna hemoliza eritrocita dogodila pri koncentraciji NaCl 0,3 %. U kontrolnoj skupini do

50 %-tne hemolize eritrocita doslo je pri koncentraciji NaCl 0,5 %, dok je kod svih obradenih

skupina vidljivo odstupanje, tj. 50 %-tna hemoliza se dogada pri manjoj koncentraciji NaCl.
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Slika 40. Analiza % hemolize eritrocita Stakora obradenih sevofluranom, AICl3 s D-

galaktozom i kombinacijom sevolfurana i AlCls s D-galaktozom.

Stakori (N=6) su obradeni sevofluranom (1,5 %), AICIz (50 mg/kg) ili kombinacijom

sevoflurana i AICIz (2 h nakon ip injiciranja AICIs, Stakori su izlozeni 1,5 % sevofluranu)

svaki drugi dan tijekom 21 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogres$ka, SD — standardna devijacija, AICI3 — aluminij klorid,

D-gal — D-galaktoza.
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti antioksidacijski/prooksidacijski u¢inak sevoflurana na
AICl3 izazvani oksidacijski stres prac¢enjem: 1) promjena u oksido-redukcijskom statusu u
stanicama perifernih organa jetre, slezene, bubrega i plu¢a mjerenjem razine malondialdehida
(MDA - krajnjeg produkta lipidne peroksidacije), glutationa (GSH), te aktivnosti enzima
katalaze (CAT) i superoksid dismutaze (SOD); 2) procjeniti razinu upale, mjerenjem relativne
tezine perifernih organa u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu; 3) analizom promjene
biokemijskih pokazatelja krvi kao pokazatelja oste¢enja tkiva i1 organa.

Mjerenje % promjene tezine Stakora (Slika 15) pokazalo je smanjenu tezinu Stakora u
skupini izloZzenoj sevofluranu, dok je tezina Stakora u skupinama izlozenim AICI3 i
kombinaciji sevoflurana i AICI3 porasla. Do statisti¢ki znacajne promjene tezine doslo je u
skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICIz u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05);
skupini izlozenoj AICl3 u odnosu na skupinu izloZzenu sevofluranu (P < 0,01); skupini
izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICI3 u odnosu na skupinu izlozenu sevofluranu (P <
0,001). Porast u tezini skupina izlozenih AIClz moze biti posljedica unosa D-galaktoze koja
je, osim §to omogucava naruSavanje krvno-mozdane barijere te tako omogucava veci ulazak
aluminija u tkivo mozga, klju¢na i u stvaranju povecane koli¢ine ROS-a i naprednih
glikacijskih krajnjih produkata (engl. advanced glycation end products, AGE) koji su usko
povezani s patoloskim promjenama raznih bolesti povezanih sa starenjem, posebice dijabetes,
ateroskleroza, nefropatija, infekcija i Alzheimerovom bolescéu.

D-galaktoza (D-gal) je monosaharid koji u normalnim koncentracijama moze biti
metaboliziran, medutim u poviSenim koncentracijama poti¢e proizvodnju ROS-a i AGE.
Medudjelovanje AGE sa stani¢nim receptorima kao $to je RAGE (engl. receptor for advanced
glycation endproducts) potice aktivaciju proteinskog kompleksa NF-kB (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), ¢ime se poveéava stvaranje signalnih
molekula upale i aktivacija astrocita i mikroglija. Kontinuirana obrada glodavaca D-gal
dovodi do smanjene ekspresije proteina vezanih za pamcenje, pogorSanih sposobnosti ucenja i
pamcenja i patoloskih promjena na astrocitama. RAGE, ¢lan imunoglobulinske superporodice
molekula, eksprimiraju i jetrene stelatne stanice gdje ima ulogu u procesima fibrogeneze.
Upala je nacin na koji tkivo pokusava smanjiti nastala oSteceja u tkivu. Nakupljanje leukocita
u tom podrucju rezultira povecanjem osStecenja i stimuliranjem fibrogeneze putem sekrecije
topljivih medijatora i produkata vezanih uz oksidacijski stres. Prva linija obrane su specifi¢ni
jetreni makrofagi tzv. Kupffer-ove stanice. One otpustaju proupalne i fibrogene ¢imbenike
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koji ukljuc¢uju citokine, kemokine, superoksidni anion, duSikov oksid, eikozanoide, te
lizosomalne i1 proteoliticke enzime. Kupfferove stanice otpustaju i trombocitni faktor rasta
(engl. platlet-derived growth factor, PDGF) i TGF-B1 koji pojacavaju fibrogenezu. Takoder,
AICls, ali i sevofluran poti¢u oksidacijski stres u organima poput bubrega i jetre. Oksidacijski
stres sudjeluje u promicanju aktivacije razliCitih proupalnih transkripcijskih ¢imbenika
(NFxB, p53) koji poti¢u transkripciju upalnih medijatora. Uslijed toga, AlClz i sevofluran
poticu upalni odgovor, koji je takoder mogao dovesti do promjene tezine organa. Proupalni i
fibrogeni ¢imbenici mogu utjecati na relativnu tezinu jetre kao i drugih organa.

Analiza relativnog indeksa jetre (Slika 16) pokazala je smanjenu tezinu jetre u skupini
izloZenoj sevofluranu i poveéanu tezinu u skupini izlozenoj AICl3 u odnosu na kontrolnu
skupinu. Do statisti¢ki znacajne promjene relativnog indeksa doslo je u skupini izloZzenoj
AICI3 u odnosu na skupinu izlozenu sevofluranu (P < 0,01) i u skupini izloZenoj kombinaciji
sevoflurana i AICIz u odnosu na skupinu izlozenu AICI3 (P < 0,05).

Analiza relativnog indeksa slezene (Slika 17) pokazala je povecanu tezinu slezene u
skupini izlozenoj AIClz u odnosu na skupinu izlozenu AlCls. To su ujedno i jedine dvije
skupine izmedu kojih postoji statisti¢ki znacajna razlika (P < 0,05).

Relativni indeks pluc¢a (Slika 18) pokazao je kako nema statisticki znaCajne razlike
izmedu nijedne od skupina. Opazen je blagi porast indeksa u skupini izlozenoj sevofluranu, te
blagi pad u relativnom indeksu skupina izlozenih AlCI3 i kombinaciji sevoflurana i AIClIs,
iako te promjene nisu statisticki znacajne.

Relativni indeks bubrega (Slika 19) takoder je pokazao kako nema statisticki znacajne
razlike izmedu nijedne od skupina. Opazen je blagi pad u skupinama izloZenim sevofluranu i
AICls, dok je relativni indeks bubrega u skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICl3
raznolik, tj. postoje veca odstupanja od srednje vrijednosti.

Moguce je kako je u jetri i slezeni doSlo do povecanja tezine zbog unosa D-galaktoze,
ali i njihove uloge da neprestano eliminiraju toksine iz krvi, posebice jetra kao klju¢ni organ,
dobro prokrvljen, s propusnim endotelnim stanicama koji sudjeluju u filtriranju Kkrvi. Jetra
sudjeluje u metabolizmu odnosno funkcioniranju izmjene tvari u organizmu. Jetrene stanice
(hepatociti) imaju mnoStvo metabolickih funkcija kao Sto su: sinteza albumina i ¢imbenika
zgrusavanja ovisnih o vitaminu K, odstranjenje produkata metabolizma, poput bilirubina koji
nastaje razgradnjom eritrocita 1 koji se putem zuci izluCuje u crijevo, spolnih hormona,
skladiStenje nekih vitamina (B12) i glikogena, metabolizam lijekova 1 drugih egzogenih 1 1

endogenih spojeva. Vjerojatno iz istog razloga nije doslo do povecanja tezine pluc¢a i bubrega.
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Rezultati analize razine ukupnih proteina u tkivu jetre (Slika 20) pokazuju pad
koncentracije proteina u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Do
statisticki znacajnog odstupanja doslo je u skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICIz u
odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,001) i u odnosu na skupinu izloZzenu sevofluranu (P <
0,01). Do najznacajnijeg odstupanja dos$lo je u skupinama izlozenim AlCls i kombinaciji
sevoflurana i AICIs, zbog ¢ega mozemo zakljuciti kako je razlog pada koncentracije proteina
u obradenim skupinama upravo toksican ucinak AIClz na jetrene stanice. Prema istrazivanju
Bharathi i suradnika (2008) aluminij uzrokuje promjene u transkripcijskim ¢imbenicima i
promjene u ekspresiji gena, te time moze uzrokovati promjene u koli¢ini ukupnih proteina.

Analizom oksidacijsko-redukcijskih promjena u tkivu jetre zamjeCene su znaajne
promjene u skupinama obradenim AICI3 i kombinacijom sevoflurana i AICI3 u odnosu na
kontrolnu skupinu. Mjerenjem koncentracije MDA (Slika 21) primije¢ena je poviSena razina
MDA u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Do statisticki znacajnog
povecéanja doslo je u skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICIz u odnosu na kontrolnu
skupinu (P < 0,01) i u skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICIz (P < 0,05) u odnosu
na skupinu izlozenu AICIz (P < 0,05).

Slobodni radikali izazivaju 1 oSte¢enje stani¢nih lipida. Zasi¢ene masne kiseline i
masne kiseline koje sadrze jednu dvostruku vezu puno su otpornije na djelovanje ROS-a,
negoli polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA). Slobodni radikali koji mogu reagirati s PUFA
su OH’, HO2", RO" i RO3, dok je superoksidni radikal nedovoljno reaktivan za eliminaciju
vodika (Stefan i sur., 2007). MDA je jedan od glavnih produkata lipidne peroksidacije, koji u
organizmu nastaje kada reaktivni kisikovi spojevi razgraduju viSestruke nezasi¢ene masne
kiseline. Uzevsi u obzir visu koncentraciju MDA u tkivima obradenih skupina u odnosu na
kontrolnu skupinu, moZzemo zakljuéiti kako su ove doze sevoflurana i AICIz bile dovoljne za
nastanak oksidacijskog stresa. Ovi rezultati su u sukladu s brojnim prijasnjim istrazivanjima
koja govore kako aluminij moze izazvati oksidacijska oStecenja putem nekoliko mehanizama:
a) vezanjem za negativno nabijene fosfolipide u stanicama koji sadrze polinezasi¢ene masne
kiseline, S§to vodi stvaranju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS-a); b) poticanjem Zzeljezom
izazvane lipidne peroksidacije preko Fentonove reakcije, Ste uzrokuje formiranje ROS-a i
Fe®*; c) neutralizacijom superoksidnog aniona (027) s AI**, pri ¢emu nastaje Al-Op-kompleks
koji povecava oksidacijski u¢inak Oz™ (Exley, 2004).

GSH je jedan od najvaznijih mehanizama antioksidacijske obrane stanice, a njegova
visoka koncentracija S§titi od ROS-a. GSH moZe reagirati izravno s radikalima u

neenzimatskim reakcijama (Saez i sur., 1990) ili biti donor elektrona u reakciji redukcije
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peroksida kataliziranoj GPx (Chance i sur., 1979). Iz rezultata ukupne koncentracije GSH
(Slika 22) vidljivo je kako je do smanjenja koncentracije GSH u odnosu na kontrolnu skupinu
dosSlo u svim obradenim skupinama. StatistiCki znacajna razlika postoji izmedu kontrolne
skupine i skupine izlozene AIClz (P < 0,05) i skupine izloZene kombinaciji sevoflurana i
AICI3 u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,01). NajniZza koncentracija GSH bila je prisutna u
skupini izloZenoj kombinaciji sevoflurana i AIClz. U svim obradenim skupinama je vjerojatno
doslo do trosenja GSH kako bi se neutralizirali prekomjerno stvoreni slobodni radikali.

Izlaganje sevofluranu uzrokuje povecanje proizvodnje ROS-a, zbog cega je moglo
do¢i do troSenja GSH u stanicama jetre, pa i1 posljedi¢nog pada u koncentraciji GSH u odnosu
na kontrolnu skupinu. AICI3 ima puno veci prooksidacijski ucinak u tkivima, te takoder
uzrokuje povecanje proizvodnje ROS-a, zbog ¢ega je pad koncentracije GSH u skupinama
izlozenim AlICl3 puno ve¢i, negoli u skupini izloZenoj samo sevofluranu.

Mijerenje aktivnosti enzima CAT (Slika 23) pokazalo je pad aktivnosti enzima u svim
obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Do statisticki zna¢ajnog pada doslo je
u skupini izlozenoj AIClz u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,001), te u skupini izlozenoj
kombinaciji sevoflurana i AICI3 u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05).

Mijerenje enzimske aktivnosti SOD u tkivu jetre (Slika 24) pokazalo je pad enzimske
aktivnosti SOD u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. U odnosu na
kontrolnu skupinu, jedino je u skupini izlozenoj AICIl3 doslo do statisticki znaCajnog
odstupanja (P < 0,001).

Uloga SOD je dismutiranje superoksidnog aniona u H>O2 (Ghorbel i sur., 2006).
Dismutiranjem ovog aniona tro$i se slobodna SOD, §to dovodi do pada u njezinoj
koncentraciji. Takoder, aktivnos¢u SOD dolazi do prekomjernog nastanka H>O», kojeg GSH i
CAT razgraduju na H2O i O2. Uslijed prekomjernog stvaranja H2O>, dolazi do ,,zasi¢enja“
slobodnih GSH i CAT, §to znaci kako dolazi do pada u koncentraciji GSH i aktivnosti CAT, a
to je u skladu s dobivenim rezultatima.

Mjerenje ukupne koncentracije proteina u slezeni Stakora pokazalo je sniZenu
koncentraciju proteina u skupinama izlozenim sevofluranu i AICl3 u odnosu na kontrolnu
skupinu, dok je koncentracija proteina u skupini izloZzenoj kombinaciji sevoflurana i AlICIs
bila povisena (Slika 25). Do statisticki znac¢ajnog odstupanja doslo je u skupini izloZenoj
kombinaciji sevoflurana i AICIz u odnosu na skupinu obradenu sevofluranom (P < 0,01) i u
skupini izloZzenoj kombinaciji sevoflurana i AIClz u odnosu na skupinu izlozenu AlCls (P <
0,05). Prema istrazivanju Bharathi i suradnika (2008) aluminij uzrokuje promjene u

transkripcijskim ¢imbenicima mijenjajuci ekspresiju gena, te time moze uzrokovati promjene
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u koli¢ini ukupnih proteina. Isto je poznato i za sevofluran. Do smanjenja koncentracije
proteina u skupinama izloZzenim sevofluranu i AIClz moglo je do¢i zbog prekomjernog
nakupljanja ROS-a, sto je moglo dovesti do apoptotske smrti stanica. Koncentracija proteina u
skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICI3 bila je poviSena, §to se mozZe objasniti
povecanom transkripcijom proteina u svrhu zastite stanice od ROS-a.

Rezultati analize koncentracije MDA u tkivu slezene pokazali su poviSenu
koncentraciju MDA u skupini izlozenoj sevofluranu i snizenu koncentraciju MDA u
skupinama izlozenim AICI3 i kombinaciji sevoflurana i AICIz u odnosu na kontrolnu skupinu
(Slika 26). Ipak nijedna od tih razlika nije statisticki znacajna. Do statisticki znacajnog
odstupanja doslo je jedino u skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICI3 u odnosu na
skupinu izlozenu sevofluranu (P < 0,05). Koncentracija MDA u skupini izlozenoj kombinaciji
sevoflurana i AICIz je najniza od svih skupina.

Mjerenje razine ukupnog glutationa u tkivu slezene pokazalo je najnizu koncentraciju
GSH u skupini izlozenoj sevofluranu i najvisu koncentraciju GSH u skupini izlozenoj AlClz u
odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 27). Do statisticki znacajnog odstupanja doslo je u
skupini izlozenoj AICIlz u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05) i skupinu izloZenu
sevofluranu (P < 0,001), te u skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICI3 u odnosu na
skupinu izlozenu sevofluranu (P < 0,05).

Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze u tkivu slezene pokazalo je smanjenje
aktivnosti u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu (Slika 28), ali od njih je
statisticki znacajna razlika bila izmedu skupine izloZene kombinaciji sevoflurana i AlCl3 i
kontrolne skupine (P < 0,001). Do zna¢ajnog pada aktivnosti CAT u skupini izlozenoj
kombinaciji sevoflurana i AlCI3 vjerojatno je doslo zbog prekomjernog nakupljanja H2O> koji
je potrosio svu ili ve¢i dio CAT.

Mjerenje enzimske aktivnosti SOD u tkivu slezene nije pokazalo statisticki znacajnu
razliku izmedu nijedne od skupina (Slika 29). U skupini izlozenoj kombinaciji sevoflurana i
AICl3 doslo je do velikih odstupanja od srednje vrijednosti, Sto moze biti razlog nedostatka
statistickih razlika.

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu pluca Stakora takoder nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku. Ipak, u svim obradenim skupinama doslo je do blagog povecanja
koncentracije proteina (Slika 30).

Mjerenje koncentracije MDA takoder nije pokazalo statisticki znacajnu razliku
izmedu nijedne od skupina, iako je zabiljeZen blagi porast u koncentraciji MDA u skupini

izlozenoj kombinaciji sevoflurana i AICI3 (Slika 31).
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Mjerenja koncentracije GSH (Slika 32) 1 aktivnosti enzima SOD (Slika 34) takoder
nisu pokazala statisticki znacajno odstupanje. Mjerenjem aktivnosti SOD pokazano je veliko
odstupanje od srednje vrijednosti unutar skupine izloZzene AlICls.

StatistiCki znacajno odstupanje vidljivo je u mjerenju enzimske aktivnosti CAT (Slika
33). Najniza aktivnosti CAT bila je u skupini izloZzenoj AICls, dok je aktivnosti CAT bila visa
u skupinama izlozenim sevofluranu i kombinaciji sevoflurana i AICIs. Statisticki znacajna
odstupanja bila su u skupini izlozenoj AICl3 u odnosu na skupinu izloZzenu sevofluranu (P <
0,05) 1 u skupini izloZzenoj kombinaciji sevoflurana i AIClz u odnosu na skupinu izlozenu
AICI3 (P <0,01).

Ovi rezultati mogu biti posljedica protuupalnog i antioksidacijskog djelovanja
sevoflurana u tkivu pluca.

Rezultati mjerenja ukupnih proteina (Slika 35) i enzimske aktivnosti CAT (Slika 38) u
tkivima bubrega Stakora nisu pokazala statisticki znac¢ajno odstupanje izmedu nijedne od
skupina. Mjerenje aktivnosti CAT pokazalo je njenu najnizu aktivnost u skupini izlozenoj
AICl3, dok je mjerenje aktivnosti CAT u skupini izloZenoj sevofluranu pokazalo znacajno
odstupanje od srednje vrijednosti unutar skupine.

Mijerenje koncentracije MDA (Slika 36) pokazalo je porast u koncentraciji MDA u
tkivu bubrega u svim skupinama u odnosu na kontrolu. Statisticki znacajna razlika bila je
prisutna samo izmedu kontrolne skupine i skupine izlozene kombinaciji sevoflurana i AlCl3
(P < 0,05). Brojni autori ukazuju kako aluminij moze izazvati oksidacijska ostec¢enja putem
nekoliko mehanizama: 1) vezanjem za negativno nabijene fosfolipide u stanicama koji sadrze
polinezasi¢ene masne kiseline vodi stvaranju reaktivnih kiskovih vrsta (ROS), 2) poticanjem
zeljezom izazvane lipidne peroksidacije preko Fentonove reakcije, §to uzrokuje formiranje
ROS-a i formiranje Fe®", c) neutralizacijom Oz s AI**, zbog Eega nastaje Al-O2” kompleks
koji povecava oksidacijsku sposobnost Oz (Exley, 2004).

Rezultati mjerenja koncentracije GSH u tkivu bubrega pokazala su smanjenje
koncentracije GSH u svim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 37). Do najveceg
pada u koncentraciji GSH doslo je u skupini izloZenoj AICls. Statisticki znacajna odstupanja
bila su prisutna u skupini izlozenoj AlCIz u odnosu na zdravu kontrolu (P < 0,01) i u odnosu
na skupinu izloZenu sevofluranu (P < 0,05). Do ovog pada u koncentraciji GSH u skupini
izloZzenoj AICl3 vjerojatno je doSlo zbog prekomjernog nakupljanja ROS, koje su uzrokovale
redukciju GSH.

Mijerenje enzimske aktivnosti SOD (Slika 39) pokazalo je porast aktivnosti SOD u

skupini izloZenoj sevofluranu, te pad u skupinama izlozenima AICl3z i kombinaciji sevoflurana
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i AICl3, u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki znacajno odstupanje bilo je prisutno
izmedu kontrolne skupine i skupine izloZzene AICl3 (P < 0,05); skupine izloZzene AICl3 i one
izlozene sevofluranu (P < 0,001); skupine izloZene kombinaciji sevoflurana i AIClz i skupine
izloZzene sevofluranu (P < 0,05). Sevofluran S§titi stanice moduliranjem ravnoteze izmedu
proapoptoskih i antiapoptostskih proteina, $to moze objasniti vecu aktivnost SOD u skupini
obradenoj sevofluranom. Aluminij, s druge strane, potie stvaranje ROS-a, $to smanjuje
koncentraciju slobodne SOD, a to objasnjava znacajno smanjenu aktivnost superoksid
disumtaze u skupinama izlozenim AlCl3z i kombinaciji sevoflurana i AlCls.

Krv je jedno od prvih tkiva koja dolaze u doticaj s anesteticima. Sevofluran lako
difundira kroz alveolarne kapilare, dok se s druge strane aluminij krvlju prenosi vezan za
molekule transferina. Analiza biokemijskih parametara pokazala je statisticki znacajne
promjene u proteinima i enzimima (Tablica 5) i metabolitima i supstratima (Tablica 6) u
serumu Stakora. Obrada sevofluranom pokazala je statisticki znacajan utjecaj na ALP (P <
0,01) i ALT (P < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu. Obrada AICIs pokazala je zna¢ajan
utjecaj na ALT (P < 0,001) i PHOS (P < 0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu; na TBIL (P <
0,05) i CRE (P < 0,05) u odnosu na skupinu obradenu sevofluranom. Kombinacija
sevoflurana i AICIls pokazala je statisticki znacajan utjecaj na AMY u odnosu na kontrolnu
skupinu (P < 0,05) i u odnosu na skupinu izlozenu samo AICI3z (P < 0,05). Razine glukoze,
albumina, globulina i ukupnih proteina nisu bile promijenjene. Takoder, nije zamijeCena
statisti¢ki zna¢ajna razlika ni u koncentraciji mikronutrijenata: Na*, K* i Ca*, iako je poznato
kako sevofluran i AICIz mogu poremetiti stani¢nu ravnotezu ovih iona. Utjecaj sevoflurana na
enzime kao $to su ALT i ALP je u sukladu s dosada$njim istraZivanjima, te upucuje da
sevofluran inducira manja osteéenja jetre i bubrega u odnosu na izofluran i halotan (Brozovi¢
i sur., 2006).

Mijerenje osmotske fragilnosti eritrocita (Slika 40) pokazalo je kako je u kontrolnoj
skupini doslo do ve¢e hemolize u odnosu na obradene skupine §to moze znaciti kako je u
obradenim skupinama doSlo do pojave novonastalih stanica koje imaju jo$ ocuvanu i
neoSte¢enu membranu te mogu preZivjeti u otopinama manje koncentracije od izotoni¢ne.

Osmotska fragilnost eritrocita mjeri stabilnost stanica, tako Sto se testira moguénost

M all

stanica da "izdrze" hemolizu u otopinama soli §to manje koncentracije. Test osmotske
fragilnosti je grubi indeks omjera povrSine i volumena eritrocita (Amanullah i sur., 2013).

Iz analize rezultata hemolize (Slika 40) vidljivo je kako je postotak hemolize pri
koncentraciji 0,8 % NaCl zanemariv, dok je do znacajne hemolize doslo pri 0,50 % NaCl u

kontrolnoj skupini. Dok je kod obradenih skupina primjec¢ena razlika u odnosu na kontrolu,
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vidljivo je kako se 50 % hemolize dogodilo pri koncentraciji od oko 0,40 % NacCl.
Pretpostavka je kako je u obradenim skupinama doslo do prividno smanjene hemolize zbog
izlaganja sevofluranu i AICIs; i tako uzrokovanog oksidacijskog stresa koji je potaknuo
propadanje zrelih eritrocita tijekom perioda obrade (21 dan). Drugim rije¢ima, doslo je do
pojacane hemolize oSte¢enih stanica i pojavnosti novih stanica zbog nastale hipoksije i
potrebe organizma za kisikom. Gutteridge i suradnici (1985) su pokazali peroksidacijske
promjene na membranama eritrocita pod utjecajem aluminija, kao i stvaranje rupa i lizu
stanica. To moze objasniti hemoliticki uc¢inak aluminija, koji uzrokuje promjene
permeabilnosti membrana eritrocita $to moze biti potencijalni uzrok ometanja metabolizma
stanica. Sevofluran je vjerojatno pojacao toksicne ucinke aluminija, buduéi je kombinacija
sevoflurana i AICI3 pokazala najvece promjene od obradenih skupina.

Dobiveni podaci potvrduju dio nekih od poznatih ¢injenica kako sevofluran i AICI3
mogu utjecati na stanice perifernih organa, ali daju i nove podatke o njihovoj zdruzenoj
kombinaciji. Cini se kako su jetra i bubreg kao kljuéni organi u eliminaciji toksiénih
metabolita najvise pogodeni te pri njihovoj zdruzenoj primjeni najvise paznje treba usmjeriti
upravo na ove organe. Inhalacijski se anestetici ¢esto primjenjuju za uvod ili odrZavanje
anestezije, naroCito kod zahtjevnijih i opseznijih operacija. Veci se dio anestetika iz
organizma uklanja respiracijom, medutim jedan se dio metabolizira u jetri putem obitelji
citokrom oksidaza P-450, i izluuje putem bubrega (Fee i sur., 1997). Njihovi metaboliti
mogu izazvati akutnu ili kroni¢nu toksi¢nost putem nekoliko mehanizama: 1) unutarstani¢no
nakupljanje metabolita, 2) stvaranje haptena koji mogu dovesti do hiperosjetljivosti ili
imunoreakcije, 1 3) stvaranje reaktivnih metabolita koji se mogu kovalentno vezati za stani¢ne
makromolekule i stvarati slobodne radikale (Brozovi¢ i sur., 2006).

Najées¢e koristeni inhalacijski anestetici su sevofluran i izofluran (po sastavu
halogenirani eteri) koji uz besvijesno stanje imaju i analgetski uc¢inak. Oni su pare hlapljivih
tekucina, neionizirani, male molekulske mase i liposolubilni pri ¢emu brzo difundiraju u tkiva
i uzrokuju brz uvod u anesteziju i brzo budenje (Antkowiak, 2001). Anestezija se postize
izjednaavnjem parcijalnih tlakova inhalacijskog anestetika u alveolama, krvi i mozgu. Slabo
se metaboliziraju i ve¢inom se eliminiraju gotovo nepromijenjeni preko plu¢a (McHaourab i
sur., 2001) Sto potvrduju i nasi rezultati. Nakon anestezije smanjen je metabolizam mozga pa
tako imaju neuroprotektivno djelovanje, dok su protok krvi kroz mozak i intrakranijalni tlak
povecani (Grasshoff i sur., 2006).

Metabolizmom sevoflurana stvara se heksafluoroizopropanol (HFIP) i anorganski

floridi koji ne izazivaju oStecenja stanica jetre i bubrega (Kharasch i sur., 1995), ali njihova
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poviSena koncentracija moze dovesti do depresije centralnog zivéanog sustava u miseva in
VivO te prouzrociti citotoksi¢nost stanica jetre in vitro (Conti i sur., 2006).

Sevofluran ima antioksidacijska i protuupalna svojstva u pluénom i sr¢anom tkivu, ali
ne 1 mozdanom. Kod ljudi se nefrotoksicno djelovanje moze ocitovati povecanom
oksidacijom lipida i proteina koja se javlja nakon anestezije kod operacija koje traju duze od
120 minuta. DNA oSte¢enja dokazana su komet testom. Periferni limfociti u bolesnika
izlozenih sevofluranu imali su povecano oste¢enje DNA i smanjenu razinu glutationa koji
regulira oksidaciju.

Nadalje, aluminij je metal koji nije podlozan redoks promjenama i koji do stanica
ziv€anog sustava dolazi preko krvi pomocu transferina ili monokarboksilata gdje prolazi kroz
krvno-mozdanu barijeru. MoZe se unijeti i nazalno olfaktornim putem ili preko
cerebrospinalnog likvora. Metali poput aluminija mogu ubrzati i potencirati nastanak
neuralnih o$te¢enja kao i oStecenja jetre i bubrega. Aluminij se smatra jednim od ¢imbenika
koji pridonose oksidacijskom stresu i stvaranju ROS-a (Katyal i sur., 1997).

Aluminij uzrokuje oksidacijska o$te¢enja stanica djeluju¢i u obliku aluminijevog
superoksida (AlOz¢) koji stabilizira ione Zeljeza reducirajuéi ih iz Fe** u Fe?* i katalizirajuéi
stvaranje H202. Sami ioni Zzeljeza potpomazu stvaranje ROS-a na nacin da kataliziraju
Fentonovu reakciju u kojoj nastaju OH®, OH", Fe* pri ¢emu aluminij ima ulogu supresora
superoksid dismutaze (SOD) i katalaze. Superoksidni radikali konvertirani su u H2O> koja se
zbog smanjenog djelovanja katalaze ne razdvaja na H>O i Oz. Nakupljanje H.O> vodi do
povecanog stvaranja OHe radikala koji uzrokuju oSte¢enja proteina DNA 1 lipida membrane
(Exley, 2004) sto potvrduju rezultati razine MDA jetre i bubrega (Slika 21, Slika 36).

Osim pro-upalne prirode aluminija, aluminij je prooksidans i uzrokuje OS sam ili u
nazocnosti Zeljeza. Visoke koli¢ine slobodnog zeljeza su vrlo otrovne. Kada je unutarstani¢na
razina zeljeza niska, IRP-2 aktivnost (engl. Iron regulatory proteins) povecava sintezu
receptora transferin koji preuzimaju izvanstani¢no zeljeza, Sto uzrokuje da razina
unutarstanicnog slobodnog Zeljeza raste. IRP-2 takoder suprimira sinteza feritina koji inace
vezu slobodno Zeljezo. Aluminij disregulira stani¢ni metabolizam Zeljeza in vitro i in vivo
stabiliziranjem IRP-2 (Ward sur., 2001). To uzrokuje da se stanice ponaSaju kao da je u
trajnom stanju nedostatka Zeljeza. Dakle, akumulacija aluminija izravno moZe proizvesti
oksidacijski ucinak u stanicama i1 moZe disregulirati metabolizam Zeljeza koji dodatno
pogorsava razinu oksidacijskog stresa. Vrlo je vjerojatno da in vivo oksidacijske aktivnosti

aluminija i Zeljeza su nerazdvojive (Walton 1 Wang, 2009) i temeljem toga izazivaju povecani
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oksidacijski stres na §to ukazuju mjereni biljezi oksidacijskih oSte¢enja tkiva koji su dobar
pokazatelj razine oksidacijskih ostecenja.

Biljezi oksidacijskog oStecenja tkiva su MDA (biljeg lipidne peroksidacije), te enzimi
SOD, GSH-Px i katalaza. Sevofluran ima sposobnost izazivanja lipidne peroksidacije in vivo i
in vitro, dok istovremeno ne dovodi do povecanja koncentracije antioksidacijskih enzima
SOD i GSH-Px. Iz ovoga je vidljivo kako on potice nastanak oSteéenja izazvanih
oksidacijskim stresom, bilo povecanjem razine ROS-a ili smanjenjem antioksidacijske zastite
(Tirkan 1 sur., 2011). Uzevsi u obzir kako oksidacijska oSte¢enja doprinose smanjenju
funkcionalne sposobnosti pojedinih tkiva i organe, vrijedno bi bilo dalje spoznati koja su
oSteenja trajna, a koja oSteéenja se popravljaju brzo, ali i kako preventivno utjecati te

smanjiti razinu oStecenja.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

1. AICI3 i kombinacija sevoflurana i AICl3 uzrokovala je znacajno poveéanje tjelesne
tezine u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je sevofluran uzrokovao smanjenje tjelesne
tezine.

2. Mijerenje relativne tezine organa pokazalo je najveci utjecaj sevoflurana na smanjenje
relativne tezine jetre, dok na drugim organima ovaj u¢inak nije zamjecen. Statisticki
znacajna promjena Vidljiva je u tkivu jetre i slezene, u skupini izlozenoj kombinaciji
sevoflurana i AICl3, u odnosu na skupinu izloZzenu AlClIs.

3. Mjerenje ukupne razine proteina pokazalo je najveci utjecaj kombinacije sevoflurana i
AICI3 na smanjenje koncentracije proteina u tkivu jetre u odnosu na kontrolnu
skupinu; u tkivu slezene najveci utjecaj na smanjenje koncentracije proteina imao je
sevofluran, dok na tkivima pluca i bubrega nije primjefen znacajan ucinak razli¢itih
obrada.

4. Mjerenje razine MDA pokazalo je povecanje koncentracije MDA u svim obradenim
skupinama u tkivu jetre i bubrega, a najveci je utjecaj u odnosu na kontrolnu skupinu
imala kombinacija sevolfurana i AICls. Ovaj utjecaj nije zamjecen u tkivima slezene i
pluca.

5. Mjerenje razine GSH pokazalo je, u usporedbi s kontrolnom skupinom, najveci utjecaj
kombinacije sevoflurana i AICIz na smanjenje koncentracije GSH u tkivu jetre, dok je
skupina obradena AICl3 pokazala neSto manji utjecaj; u tkivu bubrega najveci utjecaj
na smanjenje koncentracije GSH izazvala je obrada AICl3; u tkivu slezene primjeéen
je porast u koncentraciji GSH u skupini izlozenoj AlCl3, dok na tkivu pluéa nije uoéen
nikakav utjecaj.

6. Mijerenje enzimske aktivnosti CAT pokazalo je najveéi utjecaj AIClz na smanjenje
aktivnosti CAT u tkivima jetre, pluca i bubrega u odnosu na kontrolnu skupinu, ali je
do statisticki znacajnog odstupanja doslo samo u tkivu jetre, dok je u tkivu slezene
najveci utjecaj imalo izlaganje kombinaciji sevoflurana i AlCls.

7. Mjerenje enzimske aktivnosti SOD pokazalo je najveéi utjecaj AICl3 na smanjenje
aktivnosti SOD u tkivima jetre i bubrega u odnosu na kontrolnu skupinu, dok u

tkivima slezene i pluca nije bilo statisticki znacajne razlike medu skupinama. U tkivu
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8.

9.

bubrega doslo je i do poveéanja aktivnosti SOD u skupini izlozenoj sevofluranu u
odnosu na kontrolnu skupinu.

Analiza biokemijskih parametara pokazala je znacajne promjene koncentracije ALP i
ALT u skupni izloZenoj sevofluranu u odnosu na kontrolnu skupinu; kombinacija
sevoflurana i AICl3 uzrokovala je znacajno povecéanje koncentracije AMY u odnosu na
kontrolnu skupinu i skupinu izlozenu AICIs; najveéi je utjecaj imala obrada AlCls,
koja je uzrokovala znacajno povecéanje koncentracije ALT i PHOS u odnosu na
kontrolnu skupinu. lzlaganje AICIs takoder je uzrokovalo smanjenje koncentracije
TBIL i CRE u odnosu na skupinu izloZzenu sevofluranu.

Analiza osmotske fragilnosti eritrocita ukazuje na gotovo jednak utjecaj svih obrada u
odnosu na kontrolnu skupinu: sve obrade dovode do prividno smanjene hemolize

uslijed stanicne smrti starijih stanica izazvane obradom.
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