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POPIS KRATICA:

5-HT — 5-hidroksitriptamin (engl. 5-hydroxytryptamine)

AP — amiloid beta (engl. Amyloid beta)

Ach — acetilkolin (engl. Acetylcholine)

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

ALS — amiloidna lateralna skleroza (engl. Amyloid lateral sclerosis)

AMPA — receptor a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (engl. a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptors)

APP —amiloid prekursor protein (engl. Amyloid precursor protein)

BACE 1 — B-mjesto cijepaju¢i enzim (egl. B-site APP cleaving enzyme)

Bax — regulatorni protein apoptoze Bax (egl. Apoptosis regulator BAX)

BBB — krvno-mozdana barijera (engl. Blood-brain barrier)

Bcl-2 — B- stani¢ni limfom 2 (Engl. B-cell lymphoma)

CAT — katalaza (engl. Catalase)

CNS — centralni ziv¢ani sustav (engl. Central nervous system)

CSF — cerebrospinalna tekucina (engl. Cerebrospinal fluid)

ER — endoplazmatski retikulum (engl. Endoplasmatic reticulum)

GABA — y-aminomaslacna kiselina (engl. 7-Aminobutyric acid)

GPX — glutation peroksidaza (engl. Glutathione peroxidase)

GSH — glutation (engl. Glutathione)

GSGG — glutation disulfid (engl. Glutathion disulfide)

HA — hlapljivi anestetici (engl. Volatile anesthetic)

IRPs — regulatori zeljeznog proteina (engl. Iron regulatory proteins)

LO- — lipidni radikal (engl. Lipid radical)

LOO- — peroksilni radikal (engl. Peroxyl radical)

LOOH - lipidni hidroperoksil (engl. Lipid hydroperoxyl)

LP — lipidna peoksidacija (engl. Lipid peroxidation)

MAC — alveolarna koncentracija anestetika (egl. minimum alveolar concentration of
anesthetics)

MAPK — mitogen aktivirane proteinske kinaze (engl. Mitogen - activated preotein kinases)
MDA — malondialdehid (engl. Malondialdehyde)

Mr — molekularna masa (engl. Molecular weight)



NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid (engl. Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

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

NMDA — N-metil-D-aspartat (engl. N-methyl-D-aspartate)

PD — Parkinsonova bolest (engl. Parkinson's disease)

PEN-2 — presenilin pojacivac 2 (engl. Presenilin enhancer 2)

POD — postoperativni delirijum (engl. Postoperative delirium)

POCD - postoperativni kognitivni pad (engl. Postoperative cognitive disfunction)
PS-1 — prsenilin 1 (engl. Presenilin 1)

PS-2 — presenilin 2 (engl. Presenilin 2)

PUFA — visestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acids)
ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species)

SOD - superoksid dismutaza (engl. Superoxide dismutase)

SR — sarkoplazmatski retikulum (engl. Sarcoplasmic reticulum)

TBARS - reaktivne tvari tiobarbiturne kiseline (engl. Thiobarbituric acid reactive
substances)

TEER - trans-endotelni elektri¢ni otpor (engl. Transendothelial electrical resistance)
TGF-B1 — transformirajuéi faktor rasta B1 (engl. Transforming growth factor 1)

TNF-o — tumor nekrozis faktor o (engl. Tumor necrosis factor o)



1. UVOD

Anestezija je bitan korak prije po¢etka same operacije i kod ljudi i kod Zivotinja. To je
medicinska metoda koja ukljucuje primjenu anestetika kako bi se postiglo odsustvo boli i/ili
nesvjestica. Ovaj ucinak postize se djelovanjem anestetika na mozak ili periferni Zivcani
sustav kako bi se suzbili odgovori na senzorsku stimulaciju. Anestezija moze biti opca i
lokalna. Opc¢a anestezija ukljuCuje gubitak svijesti, obi¢no u svrhu ublazavanja boli tijekom
operacije $to se postize gubitkom osjecaja za bol i gubitkom tonusa skeletnih misi¢a, dok
lokalna ukljucuje gubitak osjeta u jednom dijelu tijela blokiranjem provodenja signala u
ziveima. Opca anestezija moze se primijeniti inhalacijskim anestetikom, intravenskim
lijekovima, ili naj¢eS¢e kombinacijom oba. Za sve ove oblike anestezije utvrdeno je da
moduliraju imunoloski sustav i utjecu na urodeni i steCeni imunitet (Stollings i sur., 2016).
Stadiji opée anestezije ukljucuju uvod u anesteziju, odrzavanje anestezije 1 budenje iz
anestezije (Juki¢ i sur., 2016).

Prva kirur$ka anestezija upotrijebljena je 1846. godine s dietil-ecterom. Sljedece godine
uveden je kloroform, a nakon toga dusikov oksid (1863. godine) i ciklopropan (1929. godine).
Rastom broja elektricnih uredaja u operacijskim salama javila se potreba za sigurnim,
nezapaljivim inhalacijskim anesteticima, stoga je 1956. godine uveden halotan. Nakon
halotana uslijedila je pojava nekoliko halogeniranih alkana i etera, ali zbog njihovih
kancerogenih i eksplozivnih svojstava ili toksi¢nosti metabolita uklonjeni su iz uporabe u
razvijenim zemljama (Pihlainen i Ojanpera, 1998). Od nedavno u Hrvatskoj najéesée koristeni
inhalacijski anestetik bio je halotan, a danas se upotrebljavaju jo§ izofluran i sevofluran
(Brozovi¢ i sur., 2006).



1.1 INHALACIJSKI ANESTETICI

Zahtjevi za klinicki korisnim anestetickim lijekom nuzno su strogi i ukljucuju: Siroku
granicu sigurnosti, ukupnu reverzibilnost anestetickog lijeka i odsutnost dugotrajne
toksi¢nosti. Uspjesan inhalacijski anestetik mora kombinirati kapacitet za depresiju sredisnjeg
ziv€anog sustava sa niskom razinom uplitanja u respiraciju i cirkulaciju. U¢inci na sredisnji
ziv€ani sustav moraju biti brzo reverzibilni (Cohen, 1978).

Inhalacijski anestetici se primjenjuju kao komponenta mjeSavine plinova. Parcijalni
tlak je dio ukupnog tlaka koji pridonosi jedna komponenta mjesavine plinova, pri ¢emu svaka
komponenta pridonosi tlaku u izravnoj proporciji s njenom molarnom frakcijom. Parcijalni
tlak anestetickog plina mjera je njegove termodinamicke aktivnosti i odreduje njegov
farmakoloski u¢inak. Obi¢no se navodi kao postotak isporucene plinske mjesavine, pri cemu
je atmosferski tlak blizu 1 atm (760 mm Hg). Maksimalni parcijalni tlak hlapljivog spoja je
njegov tlak pare i jedinstven je za svaki anestetik te se povecava uz povecanje temperature

(Forman i Ishizawa, 2016).

Opéenito prihvaéeni moderni fluorirani inhalacijski anestetici su halotan, enfluran,
izofluran, sevofluran i desfluran. Po stastavu halotan je halogenirani ugljikovodik, dok su
ostali halogenirani eteri. Svi spojevi su lako hlapive, bezbojne tekué¢ine koje ulaze u tijelo
kroz inhalaciju, a zatim se difuzijom prenose kroz alveokapilarnu membranu u krvotok a onda
krvotokom u sredisnji ziv¢ani sustav 1 u sve druge organe (Slika 1) (Pihlainen i Ojanper4,
nacin kojim bi se teku¢i inhalacijski anestetik pretvorio u oblik koji bi se mogao dostaviti
bolesniku u obliku pare. Ispariva¢ je uredaj koji se obi¢no nalazi priklju¢en na anestezijski
aparat, a isporucuje zadanu koncentraciju hlapljivog anestetika (Juki¢ i sur., 2016). Vecina
inhalacijskih anestetika eliminira se iz tijela putem disanja; medutim dio njih se metabolizira
u jetri preko obitelji citokroma P450 oksidaze i izluCuje se kroz bubrege (Brozovi¢ i sur.,
2006). Indukcija mikrosomalnih enzima jetre, primjerice fenitoin, izoniazid, fenobarbital,

alkohol, povecava metabolizam anestetika (Pihlainen i Ojanperd, 1998).

Inhalacijski anestetici spadaju medu potencijalno opasne lijekove jer koncentracija
koja uzrokuje poremecaj cirkulacije je samo 2-4 puta veca od odgovarajuce koncentracije

anestetika, primjerice za halotan, terapeutska koncentracija za odrzavanje anestezije iznosi



0,5-2 %, a toksi¢na doza moZe biti svega 3 %. Medutim, kontrolirani uvjeti tokom anestezije

smanjuju morbiditet i smrtnost uzrokovanu predoziranjem (Pihlainen i Ojanpera, 1998).

Druga tkiva

7 a ) Metabolizam

Druga tkiva

Slika 1. Put ulaska i izlaska inhalacijskog anestetika (preuzeto i prilagodeno sa

https://clinicalgate.com/general-anesthetics/)

Topljivost anestetika je kljuéna za nastup, dubinu i trajanje anestezije. Mnogo je
koeficijenata koji opisuju topljivost plina u tekuéini, a kod anestetika je to izraz topljivosti
inhalacijskog anestetika u krvi ili tkivu pri odredenoj temperaturi. Postoji snazna korelacija
izmedu jaine anestetika i njegove lipidne topljivosti. To se moze vidjeti u Tablici 1
usporedujuc¢i koeficijent raspodjele masnoce: krv i minimalnu vrijednost alveolarne
koncentracije (MAC). MAC je alveolarna koncentracija anestetika koja sprjecava pokrete u

50 % ljudi i Zivotinja izloZenih Stetnim stimulansima (Pihlainen i Ojanpera, 1998).



Tablica 1. Najvaznija fizi¢ka svojstva inhalacijskih anestetika*

Halotan Desfluran | Enfluran | Izofluran | Sevofluran
Molekulska masa (Mr) | 197,381 168,036 | 184,491 | 184,491 200,053
g/mol
Tocka vrenja °C 50,2 23,5 56,5 485 58,5
Tlak pare (20°C, mmHg) 244 669 172 240 157
Koeficjent raspodijele
Krv:plin (37°C) 2,57 0,42 1,9 1,38 0,68
Masnoce:krv (37°C) 51,1 27,2 31,0 449 475
Mozak:krv (37°C) 1,94 1,29 1,4 1,57 1,7
MAC (%/1 atm) 0,74 6,0 1.6 1,15 1,71

*Preuzeto od Pihlainen i Ojanpera, 1998

Kod strukturno sli¢nih spojeva ja¢ina anestetika raste s porastom molekularne mase

zbog vece lipofilnosti. Kod strukturno razli¢itih spojeva to nije slucaj. Primjerice, sevofluran

ima vefu molekularnu masu od izoflurana, a ima slabiju anesteticku mo¢ (Pihlainen i

Ojanperd, 1998). Budu¢i da je vecina anestetika hidrofobna, oni imaju tendenciju da pokazuju

visoku topljivost u tkivima s visokim sadrzajem lipida i vezu se na mnoge proteine koji tvore

hidrofobne dZzepove (Forman i Ishizawa, 2016).

Brzina oporavka od anestezije je obrnuto proporcionalna topljivosti anestetika: najbrzi

oporavak je s najmanje topljivim anestetikom. Razlika se pojacava trajanjem anestezije (Slika

2) (https://clinicalgate.com/inhalational-anaesthetic-agents/).
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Slika 2. Brzina oporavka od anestezije (preuzeto i prilagodeno s

https://clinicalgate.com/inhalational-anaesthetic-agents/)

Veliki postotak starijih pacijenata (>65 godina) nakon izlaganja anesteticima pokazuje
postoperativni delirijum (POD), a mnogi naknadno razvijaju postoperativni kognitivni pad
(POCD). Postoperativna kognitivna disfunkcija povezana je s neurodegenerativnim bolestima,
a karakteriziraju je akutni napadi poremecaja pozornosti i kognitivne promjene. Postavlja se
pitanje kakav je ucinak anestetika na mozak? Krvno mozdana barijera (BBB) regulira kretanje
raznih biomolekula u mozak i iz njega, Sto je presudno za uspostavljanje i odrZavanje
homeostaze mozga i omogucavanje normalne funkcije neurona i glija stanica unutar mikro
okoliga mozga. Cimbenici koji ometaju funkciju BBB mogu potaknuti prolazno ili kroni¢no
propustanje komponenti plazme u moZdano tkivo, ¢ime se ometa homeostaza 1 pokrecu se
bolesti, a upravo inhalacijski anestetici povecavaju propusnost krvno-mozdane barijere
(BBB). Nekoliko neurodegenerativnih bolesti, osobito Alzheimerova bolest (AD), pokazuju
raspad BBB kao dosljednu patoloSsku osobinu koja vjerojatno pridonosi i inicijaciji 1 progresiji

bolesti (Acharya i sur., 2015).



1.1.1 Toksi¢nost inhalacijskih anestetika

lako su svi inhalacijski anestetici male molekule topljive u lipidima koje dijele
zajednicko svojstvo medureakcije s anestetskim ciljanim mjestima unutar mozga, oni se
znacajno razlikuju s obzirom na njihovu toksi¢nost (Kenna i Jones, 1995). Postoji znacajna
povezanost izmedu metabolizma anestetika i1 razvoja toksiCnosti. Vec¢ina lijekova se
metabolizira u tijelu do manje toksi¢nih derivata, no to nije uvijek tako. Povremeno se
kemijski inertni spojevi mogu transformirati u reaktivne metabolite koji se mogu kombinirati
sa makromolekulama tkiva i time mogu nastati otrovni spojevi. Malo anestetickih sredstava,
izuzev kloroforma, mogu izazvati izravno stanicno oStecenje. PredloZena su tri alternativna
puta povezanosti metabolizma anestetika i njihove toksi¢nosti: a) akumulacija toksi¢nih
koncentracija metabolita; b) proizvodnja reaktivnih meduprodukata koji tvore nepovratne
veze s makromolekulama tkiva; c) te formiranje haptena koji bi mogli proizvesti
preosjetljivost ili imunoloske odgovore (Cohen, 1978).

Iako se halogenirani inhalacijski anesteticki lijekovi normalno smatraju nereaktivnim,
pod odgovaraju¢im uvjetima metaboliziraju se u reaktivne slobodne radikale koji stupaju u
kemijske reakcije sa dijelovima stanica (proteinima, lipidima, ugljikohidratima, molekulama
DNA) pri ¢emu dovode do biokemijskih, strukturnih i1 funkcionalnih poremecaja. U
najstabilnijim spojevima, elektronske orbite svih atoma popunjene su s parovima elektrona
suprotnog spina. Medutim, neki fizicki ili kemijski ¢imbenici, poput onih izazvanih
metabolizmom, mogu poremetiti ovo uravnotezeno stanje, stvarajuci spojeve koji sadrze atom
s jednim oslabljenim elektronom u vanjskoj orbiti. Uklanjanjem jednog elektron iz para,
procesom koji se zove oksidacija, molekula postaje nestabilana i reaktivna (“radikalna”
molekula) koja napada susjedne biomolekule u okolini stvarajuc¢i nove slobodne radikale -
lan¢anom reakcijom. Nastankom slobodnih radikala u stanici mijenja se razina antioksidanasa
koji su odgovorni za uklanjanje slobodnih radikala i sprjecavanje oste¢enja. Pojavom
neravnoteze izmedu nastanka slobodnih radikala 1 njthovog uklanjanja putem

antioksidacijskih mehanizama nastaje oksidacijski stres (Tiirkan i sur., 2005).



1.1.2 Mehanizam djelovanja

Mehanizam djelovanja inhalacijskih anestetika moze se podijeliti na: makroskopski,
mikroskopski i molekularni. Makroskopski ukljucuje djelovanje na razini mozga i ledne
mozdine. U lednoj mozdini putem smanjenja prijenosa Stetnih aferentnih signala u talamus,
inhibicije spinalnih refleksa i smanjenja motori¢kih odgovora. U mozgu uzrokuju depresiju
cerebralnog protoka krvi i metabolizma glukoze. Mikroskopski mehanizam odnosi se na
sinapse i aksone. Djeluje putem inhibicije predsinapticke ekscitatorke aktivnosti ACh
(acetilkolina), 5-HT (5-hidroksitriptamin receptora) i glutamina, te povecanje postsinapticke
inhibicijske aktivnosti GABA. Anesteti¢ki agensi takoder mogu mijenjati funkciju molekula
unutar CNS-a. No specificni mehanizam djelovanja hlapljivih anestetika (HA) na
molekularnoj razini nije jo$ u cijelosti poznat. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da hlapljivi
anestetici svoj ucinak ostvaruju djeluju¢i na viSe meta u srediSnjem ziv€anom sustavu.
Proucavaju¢i mehanizme djelovanja HA doSlo se do spoznaje da djeluju na aktivaciju
kaspaza, povecavaju nastajanje P-amiloidnog proteina, povisuju proupalne citokine i
¢imbenik nekroze tumora, TNF-a (engl. tumor necrosis factor), te podrzavaju apoptozu
stanice. A upravo ti mehanizmi mogli bi dati odgovor na promjenu kognitivnih funkcija
nakon izlaganja hlapljivim anesteticima. Na stanje memorije i svijesti djeluje potiskujuci
funkciju m-ACh receptora. Izofluran poveéava razinu transformirajuéeg ¢imbenika, TGF-f1
(engl. transforming growth factor 1), te povecava broj kaveola u stani¢noj membrani mozga
(Acharya i sur., 2015). Smatra se da je mehanizam kojim izofluran podrzava otpornost mozga
na nastalu ishemiju porast koncentracije unutarstani¢nog Ca?*, aktivacija NMDA (N-metil-D-
aspartat) receptora i mitogenima aktivirane protein kinaze, MAP (engl. mitogen activated
protein kinase) (Khan i sur., 2014).

Anestetici imaju sposobnost suprimirati brzinu metabolizma mozga, antagonizirati
ekscitotoksicnost posredovanu glutamatom i poboljsati inhibicijski sinapticki prijenos. Stoga
postoji znatan interes za otkrivanjem anestetika koji mogu smanjiti ishemijsku neuronsku
ozljedu (Kawaguchi i sur., 2005). Brojni istrazivac¢i pokazali su da se to mozZe posti¢i
hlapljivim anesteticima. Miura i sur. (1998) pokazali su da su hipokampalna CALl ozljeda i
kortikalna ozljeda, nakon skoro kompletne globalne ishemije, bile manje kod S$takora
anesteziranih izofluranom u usporedbi s onima koji primaju ketamin ili duSikov oksid 1
fentanil. Soonthon-Brant i sur. (1999) su pokazali da je volumen infarkta nakon fokalne
cerebralne ishemije kod Stakora anesteziranih izofluranom bio znatno nizi nego kod zivotinja

koje su bile ili bez primijenjene anestezije ili obradene s fentanilom. Takoder se pokazalo da



HA mogu ublaziti ekscitotoksi¢nost inhibiranjem otpuStanja glutamata 1 postsinaptickim
odgovorima posredovanim receptorom glutamata. No precizan mehanizam kojim HA
smanjuju ozljedu mozga nije u potpunosti definiran. Smatra se i da je jedan od mogucih
mehanizama utjecaj anestetika na sinapticki ton, te da neuronska apoptoza moze imati vaznu

ulogu u napredovanju ozljede mozga (Kawaguchi i sur., 2005).

1.1.3 lzofluran

Izofluran, CsH,CIFsO (Slika 3), je halogenirani eter, hlapljiva, bezbojna tekucina pri

sobnoj temperaturi (Pihlainen i Ojanperéd, 1998).

Slika 3. Struktura izoflurana (R,S)-1-kloro-2,2,2-trifluoro-etil difluorometil eter (preuzeto i

prilagodeno od Pihlainen i Ojanperd, 1998)

Koristi se od 1980-ih, ima izrazito nisku stopu metabolizma (Tablica 2) i topljivosti
Sto dovodi do smanjene indukcije anestezije tijekom operacije i skrac¢uje vrijeme oporavka
nakon operacije (Lee i sur., 2015). Gotovo je otporan na biorazgradnju, te je inhalacijski spoj
koji je dobar izbor za neurokirurske operacije (Dale i Brown, 1987). Ima neugodan miris, pa

nije dobar za uvod u anesteziju, nego samo za odrzavanje (Jukic i sur., 2016).



Tablica 2. Stopa metabolizma pojedinog inhalacijskog anestetika*

Anestetik Stopa metabolizma (%)
Halotan 20-46

Enfluran 2,4-8,5

Sevofluran 2,5-3,3

Izofluran 0,2

Desfluran 0,02

*Preuzeto od Pihlainen i Ojanpera, 1998

Citotoksi¢nost izoflurana ovisna je o dozi. Pri niskim dozama izofluran ima

neuroprotektivni uc¢inak, dok pri visokim dozama dolazi do neurotoksi¢nosti (Wei i sur.,

2005).

Pokazalo se da izofluran smanjuje ekscitotoksi¢nu ozljedu posredovanu s NMDA i
AMPA (receptor a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline) in vivo kod
Stakora. Takoder moze smanjiti ucestalost Sirenja depresivnih prolaznih depolarizacija
tijekom fokalne ishemije. Te depolarizacije povecavaju dotok kalcija u neurone, ¢ime se
povecava neuronska ozljeda. Inhibicija tih depolarizacija izofluranom moZze ograniciti ozljedu
uzrokovanu fokalnom ishemijom (Kawaguchi i sur., 2005).

Odrzavanje dovoljne koli¢ine kalcija unutar endoplazmatskog retikuluma (ER) ima
kljuénu ulogu u normalnoj ER strukturi, sintezi proteina, rastu stanica i smrti. Prekomjerno
oslobadanje kalcija, od ER preko aktivacije receptora rianodina i/ili smanjenje unosa kalcija
putem inhibicije kalcijeve ATPaze na ER membrani, dovodi do smanjenja kalcija ER-a i

naknadne smrti stanica putem apoptoze.

Apoptoza je genetski odreden 1 aktivan oblik stani€ne smrti koji ima bitnu ulogu u
fizioloSkim 1 patoloSkim uvjetima tijekom embrionalnog razvoja 1 kasnijeg zivota
viSestani¢nih organizama. MozZe se pokrenuti izvanstani¢nim ili unutarstani¢nim signalima.
Kod apoptoze, specificna klasa cistein proteaza, nazvanih kaspazama, aktivirana je u
amplifikacijskoj proteolitickoj kaskadi. Neaktivne prokaspase su konstitutivno eksprimirane u
zdravih stanica, a pojavom apoptoti¢kih podraZaja, aktiviraju se (Loop i sur., 2005). Clanovi
obitelji Bcl-2 su aktivni medijatori apoptoze koji ili inhibiraju (npr. Bcl-2) ili olakSavaju (npr.
Bax) apoptoznu stani¢nu smrt. Odrzavanje ravnoteze Bcl-2 i Bax utjece na na homeostazu ER

gdje Ca** igra vaznu ulogu u odredivanju sudbine stanica; razina Ca’* klju¢na je za ulazak



stanice u proliferaciju ili apoptozu. lzofluran smanjuje omjer Bcl-2/Bax, a svaki spoj koji

smanjuje taj omjer moze potaknuti apoptozu (Wei i sur., 2005).

Hlapljivi anestetici razli¢ito utjeCu na homeostazu kalcija. Izofluran inducira
otpustanje Ca’* iz ER reverzibilno u cerebrokortikalnim i hipokampalnim neuronima.
Takoder inducira otpustanje Ca®* iz sarkoplazmatskog retikuluma (SR), analogno ER u
neuronima, aktiviranjem receptora rianodina ili inhibiranjem unosa Ca** u SR (Wei i sur.,
2005). Wei i sur. (2005) pokazali su da izofluran inhibira sintezu proteina i izlucivanje, te
inducira citotoksi¢nost u ljudskim i Stakorskim hepatocitima, te apoptozu kod humanih
limfocita. U razvoju mozga Stakora, izofluran u klini¢kim koncentracijama (0,75 % izoflurana
tijekom 6 sati) uzrokuje neurodegenerativna ostecenja i trajne nedostatke u ucenju. Iako je
blokada NMDA receptora i/ili aktivacije GABA receptora predlozena za neurodegenerativne
procese uzrokovane izofluranom u razvoju mozga, vjerojatno je da je u ovom slucaju

neurotoksi¢nost izoflurana uzrokovana iscrpljivanjem Ca®* iz ER-a.

Alzheimerova bolest (AD) najces¢i je oblik demencije povezane s dobi. Glavna
patoloska obiljezja AD su proizvodnja i/ili nakupljanje amiloid B-proteina (AB). AP protein je
mali peptid koji sadrzi 39-43 aminokiseline, a nastaje od amiloidnog prekursorskog proteina
(APP), kojeg na N-terminalnom kraju cijepa B-sekretaza, a na C-terminalnom kraju vy-
sekretaza. B-sekretazu kodira gen BACEL (od engl. /4-site APP-cleaving enzyme 1) dok je y-
sekretaza je membranski kompleks koji se sastoji od Cetiri proteina: presenilina (PS1 ili PS2),
nikastrina, proteina PEN-2 i APH-1, s presenilinom u aktivnom mjestu tog kompleksa.
Izofluran mijenja obradu APP-a, povecava razinu AP i poveéava AP agregaciju. Takoder
moze inducirati aktivaciju kaspaze i apoptozu, Sto zatim povecava aktivnosti BACE 1 y-
sekretaze. Povec¢ani BACE i y-sekretaza mogu olaksati obradu APP-a te povecati nakupljanje
AP proteina. Kona¢no, povecéana akumulacija AP proteina poti¢e izofluranom induciranu
kaspazu i apoptozu. Alternativno, izofluran moze inducirati ciklus apoptoze i nakupljanje Ap
proteina promoviraju¢i AB njihovo agregiranje. Otkriveno je da su iABS5 i klokinol, u¢inkoviti
inhibitori AP agregacije, specificno smanjuju apoptozu induciranu izofluranom. Pokazalo se
da izofluran moze izazvati zaCarani ciklus apoptoze (Slika 4) Sto u konacnici dovodi do
stani¢ne smrti. Ovi nalazi upucuju na to da bolesnici s poviSenim razinama AP mogu biti
takoder povezane s postoperativnom kognitivnom disfunkcijom, suptilnim oblikom demencije

nakon operacije i anestezije. Potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se utvrdilo jesu li
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dogadaji postoperativne kognitivne disfunkcije povezani s poviSenom razinom A u ljudskom

mozgu, CSF i plazmi (Xie i sur., 2007).

Izofluran Af agregacija

AFPF obrada

.——{Ap nakupljanje |

Slika 4. 1zofluran izaziva zacarani ciklus (preuzeto i prilagodeno od Xie i sur., 2007)

Kod manjih operacija, izofluran ima protuupalno i antioksidativno djelovanje na
pluéno i sréano tkivo, ali ne i na mozak (Lee i sur., 2015). S druge strane, dugoro¢no izlaganje
inhalacijskim anesteticima ima negativan utjecaj. Jedan od mehanizama toksi¢nosti je

oksidacijski stres (Kovacic i Somanathan, 2011).
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1.2 REAKTIVNE KISIKOVE VRSTE (ROS) | OKSIDACIJSKI STRES

Slobodni radikali su kemijski spojevi s nesparenim elektronima, smatraju se vrlo
aktivnim molekulama. Stanice su razvile vlastite antioksidacijske obrambene sustave kako bi
na taj nacin sprijecile sintezu slobodnih radikala i njihove toksi¢ne u¢inke. Oni se sastoje od
enzima Koji razgraduju perokside, enzima Kkoji vezuju prijelazne metale ili spojeve koji se
smatraju sredstvima za uklanjanje slobodnih radikala. Reaktivne vrste oksidiraju biomolekule
koje ¢e dodatno izazvati ozljede tkiva i stani¢nu smrt. Slobodni radikali mogu nastati

razli¢itim mehanizmima (Borza i sur., 2013).

1) homoliticko cijepanje kovalentne molekule, svaki atom zadrzava jedan elektron:

XeeY — X'+Y°
2) gubitak jednog elektrona
A — Aste
3) primanje jednog elektrona
At+e — Ae

Zbog svoje prisutnost u atmosferi, ali i u tijelu, reakcija slobodnih radikala s kisikom
je neizbjezna (Borza i sur., 2013). Reaktivne kisikove vrste (ROS) su reaktivne molekule i
slobodni radikali izvedeni iz molekularnog kisika. Ove molekule, proizvedene kao
nusprodukti tijekom mitohondrijskog prijenosa elektrona aerobnog disanja ili oksidacijsko-
redukcijskih reakcija enzima i oksidacije metalnih katalizatora, mogu izazvati niz Stetnih
dogadaja. Izvorno se mislio da su samo fagocitne stanice odgovorne za proizvodnju ROS-a
kao mehanizmima obrane stanica domacina (Held, 2015). Slobodni radikali izvedeni iz kisika
vazni su medijatori ozljeda stanica 1 smrti. Ne samo da su te visoko reaktivne kemijske vrste
vazne za proces starenja, ve¢ su izravno ili neizravno ukljuene u razliCite klinicke
poremecaje, kao Sto su ateroskleroza, ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, pluéna toksi¢nost,
makularna degeneracija i rak. Osim toga, oni igraju vaznu ulogu u kroni¢noj granulomatoznoj
bolesti 1 djeluju kao sekundarni izvori stani¢ne ozljede kod kroni¢nih upalnih procesa i
nekoliko poremecaja sredisnjeg zivéanog sustava (Tiirkan i sur., 2005), a mogu posluziti i kao

unutarstani¢ni i medustanicni glasnici (Held, 2015).
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Oksidacijski stres moze nastati neravnotezom izmedu proizvodnje reaktivnih Kisikovih
radikala i njihovog uklanjanja. Iako je ROS neophodan za normalan metabolizam, kao §to je
ubijanje vanjskih Stetnih ¢imbenika i odrzavanje stanicne signalizacije u stanicama,
prekomjerna proizvodnja ROS-a moze dovesti do stani¢ne disfunkcije. Akumulacija
oksidacijskog stresa igra vaznu ulogu u etiologiji raznih kroni¢nih bolesti ukljucujuci

neurodegenerativne bolesti, rak te bolesti srca i krvnih zila (Lee i sur., 2015).

Prijelaz elektrona duz enzima respiratornog lanca nije potpuno ucinkovit. Razni
respiratorni kompleksi propustaju elektrone na kisik, naro¢ito kompleks I i 111, tako stvarajuéi
superoksidni radikal (O,) (Slika 5). Ova wvrsta moze smanjiti citokrom c¢ (u
medumembranskom prostoru), ili se moze pretvoriti u vodikov peroksid (H20;) i Kisik (u
matriksu i medumembranskom prostoru). Povecane koncentracije O, U Stanju mirovanja
mogu smanyjiti prijelazne metale (koji zauzvrat reagiraju s H,O, stvaraju¢i hidroksilne radikale
(OHe) ili mogu reagirati s dusikovim oksidom i nastaje peroksinitrit. I OHe i peroksinitrit su
jaki oksidansi koji neselektivno reagiraju s lipidima i proteinima nukleinskih kiselina
(Turrens, 2004).

Citoplazma 0, H,0,

H
Qlummmilnul-a:irlu:h
i

“-H-"‘-_‘_,_r"'-""
H-:Dz O:
Medumembranski :
prostor mﬁk eyte’*
o

Kompleks 1

Mairiks Mn500

Slika 5. Mjesta stvaranja superoksidnog radikala (O;") u respiratornom lancu (preuzeto

i prilagodeno od Turrens, 2004)
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Vecina reaktivnih vrsta kisika nastaje kao nusproizvod tijekom prijenosa
mitohondrijskih elektrona. Pored toga, ROS se formira kao nuzan meduprodukt oksidacijskih
reakcija kataliziranih metalima. Atomski kisik ima dva nepovezana elektrona u zasebnim
orbitama u svojoj vanjskoj ovojnici elektrona. Ova elektronska struktura ¢ini kisik osjetljivim
na stvaranje radikala (Held, 2015). Najvazniji ROS su superoksidni anionski radikal (O),
vodikov peroksid (H,O,) i visokoreaktivni hidroksilni radikal (OHe) (Leonard i sur., 2004), tu
su jos§ i hidroksil ion i dusikov oksid (Slika 6) (Held, 2015).

Q-

Tore: 00

Kisik Superoksidni anion Peroksid

H:0:0:H

Vodikov peroksid

. -2

Hidroskilni radikal

2
: O H
Hidroksilni ion

OH"

Hy,0, - OH

Slika 6. Elektronske strukture reaktivnih kisikovih vrsta (crvene toc¢ke oznacavaju

nesparene elektrone) (preuzeto i prilagodeno prema Held, 2015)

Zivéani sustav je osobito osjetljiv na oksidacijski stres iz slijedeé¢ih razloga: (1) visoka
potro$nja kisika u mozgu rezultira prekomjernom proizvodnjom ROS-a; (2) neuronske
membrane bogate su polinezasi¢enim masnim kiselinama, koje su posebno osjetljive na napad
slobodnih radikala; (3) antioksidacijski obrambeni mehanizmi su slabi - posebice su niske
razine katalaze, glutation peroksidaze i vitamina E; (4) visoka nazo¢nost Zeljeza u mozgu i
oSteCenje mozga rezultira trenutnim otpusStanjem Zeljeznih iona sposobnih za kataliziranje

reakcija slobodnih radikala (Gadoth i Gobel, 2011).
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1.2.1 Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je jedan od najcescih pokazatelja stvaranja slobodnih radikala;
klju¢ni je pokazatelj oksidacijskog stresa. To je proces u kojem slobodni radikal "ukrade"
elektrone iz lipida u stani¢nim membranama, Sto rezultira oSte¢enjem stanica. Proces se
odvija mehanizmom lan¢ane reakcije slobodnih radikala. Sastoji se od tri glavne faze:
inicijacija, propagacija i terminacija (Borza i sur., 2013). ViSestruko nezasi¢ene masne
kiseline (PUFA) zajednic¢ki su cilj slobodnih radikala. Lipidnu peroksidaciju najéesce
uzrokuje hidroksilni radikal (OH¢), medutim i pojedini drugi radikali mogu pokrenuti 0vaj
proces. To ostavlja nespareni elektron na masnoj kiselini koja tada moze zarobiti kisik,
stvarajuéi peroksi radikal (Slika 7). Lipidni peroksidi su nestabilni i razgraduju se kako bi
nastali kompleksni niz spojeva koji ukljucuju reaktivne karbonilne spojeve, poput
malondialdehida (MDA) (Held, 2015) i drugih reaktivnih spojeva s tiobarbiturnom kiselinom
(TBARS). Zasi¢ene masne kiseline i masne kiseline koje sadrze jednu dvostruku vezu, mnogo

su otpornije prema djelovanju ROS-a negoli PUFA-e (Stefan i sur., 2007).

1'|_| IT' IT' ',_I Nezasi¢ena
R—-C-— C:(:—(;—(:_F{2 masna kiselina

H H HH
l <:OH Hidroksilni radikal

Hié'- H Voda

2 Radikal

HH o HH

Q_ C=C—Q_IC_R na ugljiku
H H

l/—r 0:=0  Kisik

H H
RLC— C=C—C—C—R? Peroksilni radikal
H

Slika 7. llustrirani prikaz lipidne peroksidacije (preuzeto i prilagodeno prema Held, 2015).
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Zeljezo je izravno povezano s lipidnom peroksidacijom. Ono moze reagirati s
lipidnim hidroperoksidima (LOOH), daju¢i reaktivne lipidne alkoksilne radikale (LO<) koji
dalje sudjeluju u Sirenju lipidne oksidacije:

Fe**+ LOOH — Fe** + LO« + OH-.

Lipidnu peroksidaciju katalizira hemski i nehemski vezano zeljezo. Disocijacijom
LOOH-a dolazi do nakupljanja kratkolan¢anih kona¢nih produkata peroksidacije, vrste
aldehida i ugljikovodika. Superoksidni radikal je negativnog naboja i ne sudjeluje u ovom
procesu jer nema sposobnost ulaska u unutra$njost stani¢ne membrane. Hidroperoksilni
radikal (OH;") vrlo je reaktivan, te moZe potaknuti peroksidaciju stvaraju¢i peroksidne
radikale:

HO,+ ROOH —RO;" + H,0,.
Unos masnih kiselina hranom, poglavito ®-3 PUFA-e, praceno je povecanjem aktivnosti
superoksid dismutaze i katalaze, §to upucuje na povecanu lipidnu peroksidaciju. Povecana
lipidna peroksidacija u bioloSkim membranama dovodi do gubitka fluidnosti, povecanja
permeabilnosti prema H* i drugim ionima, moguéeg otpustanja sadrzaja iz stanice i opadanja
vrijednosti membranskoga potencijala. Takoder dovodi do povecanog rizika za razvoj

ateroskleroze i drugih upalnih bolesti (Stefan i sur., 2007).

1.2.2 Antioksidacijski obrambeni mehanizmi

Postoji kriti€na ravnoteZza izmedu oksidansa i antioksidacijske zastite. Ako stanice nisu
u stanju odrzavati ovu redoks ravnotezu, dolazi do kroni¢nog upalnog stanja. To moze dovesti
do oste¢enja stanica i okolnog tkiva zbog aktivacije signalnih putova, produkcije upalnih
citokina, promjena ekspresije gena i drugih stani¢nih modifikacija te nastanka raznih bolesti.
Proizvodnja ROS-a je dio normalnog metabolizma stanica i obrane. Lanac prijenosa elektrona
u mitohondrijima i lizosomima proizvodi reaktivne vrste kao dio normalne stani¢ne funkcije
(Jomova i Valko, 2011). Stanice pokusavaju neutralizirati nastanak ROS-a s antioksidansima.
Djelovanje antioksidansa ukljucuje razli¢ite mehanizme: uklanjanje slobodnih radikala,
uklanjanje metalnih iona, uklanjanje kisika, ili utjecanje na smanjivanje lokalnih

koncentracija kisika, te uklanjanje ROS-a (Stefan i sur., 2007).
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1.2.2.1. Enzimatski obrambeni mehanizmi

Enzimi superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPX) su

najpoznatije komponente bioloskog zastitnog sustava (Zhang i sur., 2012).

SOD je prvi enzim detoksikacije i najmocniji endogeni antioksidans u stanici koji
djeluje protiv ROS-a. Metaloenzim je i stoga zahtijeva metalni kofaktor za svoju aktivnost,
primjerice Zeljezo (Fe), cink (Zn) bakar (Cu) i mangan (Mn). Temeljem navedenog
razlikujemo tri SOD oblika (Slika 8), a to su: (1) Fe-SOD, koji se obi¢no nalazi u
prokariotima i kloroplastima nekih biljaka (2) Cu/Zn-SOD prevladava u eukariotima i
raspodijeljen je u osnovi u citosolu, ali se takoder nalazi u kloroplastima i peroksisomima i (3)
Mn-SOD prisutan u prokariotima i mitohondrijima eukariota (Ighodaro i Akinloye, 2017).
Smatra se da SOD §titi od slobodnih radikala koji nastaju procesom starenja i ishemijskim
oste¢enjem tkiva. Takoder utjeCe na upalu. Mutacije u Cu/Zn-SOD povezane su s obiteljskom
amiloidnom lateralnom sklerozom (ALS). SOD neutralizira superoksidni radikal pretvarajuci
ga u vodikov peroksid koji je manje reaktivan (Slika 9). Budu¢i da je nepolaran, moze
difundirati kroz membrane stanica i organa, i stoga djeluje Siroko kao drugi glasnik u
putovima prijenosa signala. Vodikov peroksid se s druge strane neutralizira u vodi enzimima

katalaze i glutation peroksidaze (Slika 9) (Burton i Jauniaux, 2011).

Cu,Zn SOD

Slika 8. Oblici SOD-a (preuzeto sa: http://pdb101.rcsb.org/motm/94)
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CAT je tetramerni protein s Cetiri sliéne podjedinice od kojih svaka polipeptidna
podjedinica sadrzi jedan zeljezo protoporfirin. CAT je zajednicki antioksidacijski enzim
prisutan gotovo u svim zivim tkivima koja koriste kisik. Enzim koristi ili zeljezo ili mangan
kao kofaktor. Vrlo je u¢inkovit, u jednoj sekundi moze unistiti milijune molekula vodikovog
peroksida. Enzim se nalazi prvenstveno u peroksisomima, a odsutan je u mitohondrijama
stanica sisavaca. Jedina iznimka su mitohondriji prisutni u srcu Stakora (Ighodaro i Akinloye,
2017).

GPX vazan je unutarstani¢ni enzim koji razgraduje vodikov peroksid u vodu i lipidne
perokside u njihove odgovarajuce alkohole, uglavnom u mitohondrijima i ponekad u citosolu.
U vecini slucajeva njegova aktivnost ovisi o mikronutrijentnom kofaktoru-selenu. Iz tog
razloga Cesto se naziva selenocistein peroksidaza. Enzim igra kljuénu ulogu u inhibiranju
procesa lipidne peroksidacije i stoga $titi stanice od oksidativnog stresa (Ighodaro i Akinloye,
2017).

Vazno je da antioksidacijski enzimi djeluju =zajedno, jer neravnoteza u
koncentracijama superoksidnog radikala i vodikovog peroksida moze rezultirati stvaranjem

mnogo opasnijeg hidroksilnog radikala (OHe) (Burton i Jauniaux, 2011).

NAD*

Superoksid NADH,

dismutazi

[03] + [03] + Hp s ()., + H, 0

2 H,0

Peroksidarza

: HHLHIHIHE HED ¥ DE

H;0,

Slika 9. Neutralizacija superoksidnog radikala i vodikovog peroksida (preuzeto i
prilagodeno s: http://lecturer.ukdw.ac.id/dhira/NutritionGrowth/images/superoxide.gif)
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1.2.2.2. Neenzimatski obrambeni mehanizmi

Postoji niz neenzimatskih molekula koje igraju ulogu u neutralizaciji slobodnih
radikala. Jedne od najvaznijih su glutation, vitamin C i vitamin E. Glutation (Slika 10) moze
biti najvaznija unutarstani¢na obrana od Stetnih ucinaka reaktivnih vrsta kisika. Ovaj tripeptid
(glutamil-cisteinil-glicin) osigurava izlozenu sulthidrilnu skupinu koja sluzi kao cilj napada.
Postoji u relativno velikim koli¢inama i sluzi za detoksifikaciju peroksida i regeneraciju
brojnih vaznih antioksidansa (npr. o-tokoferola i askorbinske Kkiseline). Reakcije s
molekulama ROS oksidiraju glutation (GSSG), a reducirani oblik glutationa (GSH) se
regenerira pomoéu NADPH ovisne reduktaze: GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP".
Omijer oksidiranog oblika glutationa i reduciranog oblika je dinamicki pokazatel]
oksidativnog stresa organizma (Held, 2015). Opcenito, bilo koje stanje povezano sa
prekomjernom proizvodnjom ROS-a smanjit ¢e razine GSH ili omjer GSH/GSSG (Frijhoff i
sur., 2015).

glutation (GSH)

SH

0 O H 0
M
-0 ';I |/ o-
H
*NH, O glicin
glutamat cistein

Slika 10. Strukturna formula glutationa (preuzeto i prilagodeno sa:

http://cultua.info/glutathione/)

Vitamin C ili askorbinska kiselina je molekula topiva u vodi koja moze smanjiti ROS,
dok je vitamin E (a-tokoferol) molekula topiva u lipidima za koju se pretpostavlja da igra
sli¢cnu ulogu u membranama (Held, 2015). Vitamin C moze djelovati izravno reakcijom s
vodenim peroksilnim radikalima, i posredno, obnavljanjem antioksidacijskih svojstava
vitamina E (Bendich i sur., 1986). Uklanja slobodne radikale doniranjem elektrona, pri ¢emu

nastaje slabo reaktivan askorbilni radikal (Stefan i sur., 2007). Polinezasiéene masne kiseline
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su vrlo osjetljive na napad slobodnih radikala. Smatra se da vitamin E sprjecava Sirenje
peroksidacije koju iniciraju slobodni radikali kroz masne kiseline fosfolipida kao antioksidans
koji razara lanac (Pekiner, 2003). Vitamin E reagira s peroksilnim radikalima brze no $to oni

uspiju reagirati s nezasicenim masnim kiselinama i proteinima (Stefan i sur., 2007).

Redoksni aktivni metali kao $to su zeljezo (Fe), bakar (Cu), krom (Cr), kobalt (Co) i
drugi metali prolaze redoks reakcije i posjeduju sposobnost proizvodnje reaktivnih radikala
(Jomova i Valko, 2011).

1.3 METALI

Teski metali pokazuju sposobnost izazivanja oksidacijskog stresa stvaranjem ROS-a.
Oksidacijski stres uzrokovan teSkim metalima rezultat je negativhog pomaka ravnoteze
izmedu proizvodnje ROS-a i sposobnosti bioloskih sustava da se lako suprotstavljaju
ostecenju uzrokovanom ROS-om ili da ga brzo popravljaju. Toksi¢nost teskih metala
uzrokovana je njihovim izravnim vezivanjem s tiolnim skupinama proteina/enzima uzrokujuci
narusavanje njihovih trodimenzionalnih konformacija ili zamjenu dvovalentnih metalnih iona
iz njihovog Kkatalitickog dzepa, koji su u suStini potrebni proteinima/enzimima kao
kofaktorima za njihovu optimalnu aktivnost. Poremecaji u ovom normalnom redoks stanju
kod teskih metala mogu uzrokovati toksi¢ne uéinke posredno kroz proizvodnju slobodnih
radikala (Gupta i sur., 2015).

Metali mogu uzrokovati proizvodnju ROS-a kroz razliite mehanizme. Jedan od
najvaznijih mehanizama stvaranja slobodnih radikala posredovano metalima je putem
Fentonske i Haber-Weissove reakcije. U Fentonskoj reakciji metal reagira s vodikovim

peroksidom i nastaje visokoreaktivni hidroskilni radikal (OHe¢) i oksidirani metalni ion:
metal™ + H,0; — metal™! + ‘OH + OH

U Haber-Weissovoj reakciji oksidirani metalni ion se reducira sa superoksidnim

anionskim radikalom (O’) te reagira s H,O, pri ¢emu nastaje OHe:

|n+1

metal™™ + O,” — metal™ + O,

metal™ + H,0, — metal™ + "OH + OH"

20



Metali takoder uzrokuju aktivaciju nuklearnih transkripcijskih ¢imbenika, aktivaciju

razli¢itih signalnih proteina, zaustavljanje stani¢nog ciklusa i apoptozu (Leonard i sur., 2004).

Poremecaj homeostaze metalnih iona moze dovesti do oksidativnog stresa, stanje koje
nadvladava zastitu tijela od antioksidansa i potom uzrokuje oSte¢enje DNA, peroksidaciju
lipida, modifikaciju proteina i druge u¢inke Koji vode nastanku brojnih bolesti, ukljuc¢ujuci
rak, kardiovaskularne bolesti, dijabetes, aterosklerozu, neuroloske poremecaje (Alzheimerova
bolest, Parkinsonove bolesti), kroni¢ne upale i druge. Mehanizam stvaranja slobodnih radikala
izazvanih metalima ¢vrsto je pod utjecajem djelovanja stani¢nih antioksidansa. Mnogi
antioksidanti niske molekulske mase (askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin
E), glutation (GSH), karotenoidi, flavonoidi i drugi antioksidansi) mogu kelirati metalne ione,
¢ime se smanjuje njihova kataliticka aktivnost da se dobije ROS. Dva glavna antioksidacijska
enzima, superoksid dismutaza (SOD) i katalaza (CAT) sadrze, kao sastavni dio svojih
aktivnih mjesta, metalni ioni u borbi protiv toksi¢nih u¢inaka metalima induciranih slobodnih
radikala. Metali igraju vaznu ulogu u Sirokom rasponu bioloskih procesa Zivih sustava.
Homeostaza metalnih iona, odrzava se ¢vrsto reguliranim mehanizmima upijanja, skladiStenja
i izlu¢ivanja, stoga je kriticna za zivot i odrzava se u strogim granicama (Jomova i Valko,
2011).

Razni antioksidansi (enzimski i neenzimski) osiguravaju zastitu od metala Koji
uzrokuju S$tete izazvane slobodnim radikalima. Opcéenito, antioksidansi mogu zastititi
toksi¢nost uzrokovanu metalima na vise nacina: (a) keliranjem Zeljeznih iona i sprjeCavanjem
reakcije s molekulskim kisikom ili peroksidima, (b) keliranje Zeljeza i njegovo odrzavanje u
redoks statusu, sto sprjecava zeljezo da reducira molekularni kisik i (c) zarobljavanjem bilo

kojeg stvorenog radikala (Jomova i Valko, 2011).

1.3.1 Zeliezo

Zeljezo (Fe) nije samo bitan mikronutrijent, ve¢ i bio-katalizator klju¢nih
oksidacijsko-redukcijski reakcija, svojstvo koje pogoduje stvaranju stani¢nih reaktivnih vrsta
kisika (ROS) kada se postignu prekomjerne razine prijelaznog metala. U takvim uvjetima
postize se oksidacijsko propadanje biomolekula s gubitkom njihovih funkcija, pro-
oksidacijsko stanje tkiva koje se moze procijeniti mjerenjem omjera oSteenje/zastita kao
indikatora. To uklju¢uje indeks lipidnog radikala (LR") /a-tokoferola (aT) i omjera askorbil

radikal(A")/askorbat (AH"), koji reflektiraju stvarni oksidativni obrambeni status uglavnom na
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lipofilnoj i hidrofilnoj razini, ¢ime se osigurava rana i jednostavna dijagnoza stresa
(Nakatsuka i sur., 2009).

Suprotno teskom razvoju oksidacijskog stresa, umjereno povecanje ROS-a u
odredenom razdoblju moze regulirati ekspresiju gena S citoprotektivnim odgovorima, sto
predstavlja preventivnu zastitu protiv kasnijeg Stetnog dogadaja. U takvim uvjetima, umjerene
razine ROS mogu regulirati funkciju proteina putem reverzibilne oksidacije sulfhidril i/ili
ekspresije gena induciranjem promjena u specificnoj funkciji kinaze, fosfataze ili faktora
transkripcije. ROS mogu aktivirati redukcijski osjetljive transkripcijske ¢imbenike kao $to je
NF-«kB, koji koordiniraju razli¢ite bioloske reakcije (Nakatsuka i sur., 2009).

Zeljezo je kljuéna komponenta mnogih proteina bitnih za funkciju mozga, ukljutujuéi
citokrom a, b i ¢, citokrom oksidazu i komplekse zeljezo-sumpor u mitohondrijskom lancu
transporta elektrona. Takoder je kofaktor za neke enzime koji su ukljuceni u sintezi DNA.
Razinu Zeljeza u mozgu kontrolira krvno-mozdana barijera (BBB) i sustav bjelanéevina za
kontrolu Zeljeza u mozgu (Ong i Farooqui, 2005). Poznato je da je Zeljezo ukljuc¢eno u
neuronske bolesti kao $to su neurodegenerativne bolesti, ishemija mozga i epilepsija. Iako je
ono bitno za sisavce u prijenosu kisika, sustavno preopterecenje Zeljeza uzrokuje cirozu jetre,
sr€anu bolest 1 dijabetes kod pacijenata s hemokromatozom. U mozgu Zeljezo igra vaznu
ulogu u proizvodnji mijelina, metabolizmu monoaminskih transmitera i sintezi GABA. S
druge strane, akumulacija beta-amiloida s Zeljezom utvrdena je kao izravni izvor

oksidacijskog stresa kod Alzheimerove bolesti (Nakatsuka i sur., 2009).

Istrazivanje koje su proveli Piloni i suradnici (2015) upucuje na to da se sadrzaj Fe u
korteksu i striatumu povecava u vecoj mjeri nego u hipokampusu, pri ¢emu su aktivnosti
superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT) znatno povecane u korteksu, ali ne u striatumu
1 hipokampusu. Ovi podaci upucuju na to da razli¢ita podru¢ja mozga pokazuju razlicito

osjetljivost na ucinke povecane koncentracije zeljeza.

Mozak tezi samo nekoliko posto tjelesne mase, ali ¢ini oko 20 % ukupne bazalne
potro$nje Kisika iz mitohondrija. U ljudskom mozgu, Zeljezo se prvenstveno skladisti
feritinom u mijelinskim ovojnicama. Akumulira se fizioloski s godinama, dosezuci plato u
dobi od 40-50 godina (Haider, 2015). Kod Alzheimerove bolesti (AD) pronadene su povisene
razine feritina u tkivu mozga (Ayton i sur., 2015). Eksperimentalna ozljeda ledne mozdine

otkrila je da Zeljezo moZe pojacati oksidacijsko oStecenje u lezijama srediSnjeg Ziv€anog
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sustava. Uoc¢eno je da Zeljezo oslobodeno u izvanstani¢nom prostoru tijekom raspada mijelina

pojacava prvi val oksidacijskog stresa kod multiple skleroze (Haider, 2015).

Zeljezo se javlja u oksidacijskim stanjima +IlI i +III. Zeljezni ioni su topivi u
bioloskim teku¢inama i generiraju se u prisutnosti Kisika oste¢ujué¢i hidroksilne radikale.
Zeljezni ioni su nestabilni u vodenim medijima i obi¢no reagiraju s molekulskim kisikom u
obliku zeljeznih iona i superoksidnog anionskog radikala. Oksidirani oblik Zeljeza je netopiv
u vodi pri neutralnom pH i precipitira se u obliku Zeljeznog hidroksida. Zeljezna homeostaza
je slozen proces jer postoji mnogo razli¢itih proteina koji ne reagiraju samo na ukupno
preoterecenje zeljeza u tijelu, ve¢ i na podrazaje poput hipoksije, anemije i upale. Oko 65 %
zeljeza je vezano za hemoglobin, 10 % je sastavni dio mioglobina, citokroma i enzima Kkoji
sadrze zeljezo, a 25 % je vezano za Zeljezne proteine za skladiStenje, feritin i hemosiderin.
Oko 0,1 % Zzeljeza cirkulira u plazmi vezano za transferin. Proces keliranja ne samo da
olaksava transport Zeljeza u stanice, nego takoder sprjeCava toksi¢nost slobodnog radikala
posredovanog zeljeza. Proces stjecanja i skladiStenja stani¢nog zZeljeza reguliran je
regulatorima Zeljeznog proteina (IRPs). Preopterecenje Zeljeza je stanje koje je karakteristicno
za pacijente koji pate od hemokromatoze, $to uzrokuje Sirenje oSte¢enja organa. Mnoga Su
istrazivanja dokazala da mutacije u enzimima superoksid dismutaze i regulatornih proteina
zeljeza mogu dovesti do suvisnih razina superoksidnih anionskih radikala i preopterecenja
zeljezom. Disregulacija homeostaze zeljeza u mozgu kljuéni je Cimbenik za rane
neuropatoloske dogadaje u Alzheimerovoj bolesti (AD), ukljucujucéi oksidacijski stres, upalne
procese, amiloidno talozenje, tau fosforilaciju i neuronalni regulacijski neuspjeh u stani¢cnom

ciklusu te apoptozu (Jomova i Valko, 2011).

1.3.2 Fe-dekstran

Zeljezo dekstran, FeH,04S (Slika 11), je tamno smeda, lagano viskozna otopina,
koristi se za lijeCenje nedostatka zeljeza. Doze zeljeznog dekstrana koje premasuju zahtjeve
za obnovu hemoglobina i nadopunjavanje Zeljezne pohrane mogu dovesti do hemosideroze
(Fokalno ili generalizirano talozenje Fe bez prateceg oste¢enja tkiva). Zabiljezeni su slucajevi
teskih, ponekad fatalnih alergijskih reakcija (gubitak svijesti, kolaps, poteSkoce s disanjem,
oticanje ili konwvulzije) i ozbiljno nizak krvni tlak (hipotenzija) uz upotrebu zeljeznog

dekstrana.
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Slika 11. 2D struktura Fe-dekstrana (preuzeto sa:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/iron_dextran#section=Molecular-Formula)

Taj gusti spoj Zeljeza i dekstrana, moze prije¢i krvno mozdanu barijeru (BBB) tako
da oponasa patoloski put u srediSnjem ziv€anom sustavu. ZabiljeZzeno je da moze uci u mozak
i pohraniti se u cerebralna tkiva kao Sto je korteks. Smatra se da je akumulacija zeljeza
ukljuéena u patogenezu Parkinsonove bolesti (PD). PD je progresivna neurodegenerativna
bolest povezana s gubitkom dopaminergic¢kih neurona i rezultira klinickim sindromom kojeg
karakterizira tremor, krutost i tesko pogorSana pokretljivost (Jiang i sur., 2007).

Oberhauser i sur. (1970) proveli su istrazivanje sa 40 zeCeva i 12 majmuna kojima
su intravenski ubrizgavali Zeljezo u obliku zeljezo-dekstrana. Nakon odredene kumulativne
doze, zivotinje su razvile neuroloSki sindrom koji uklju¢uje abnormalne pokrete sli¢ne
parkinsonovom tremoru. Istodobno je opaZeno da je Zeljezo preslo krvno-mozdanu barijeru i
pojavilo se u mozgu. Koncentracija Zeljeza u bazalnom gangliju bila je znatno vi$a nego u
cerebralnom korteksu (Oberhauser i sur., 1970).

Piloni i suradnici (2016) prikazuju da je kroni¢na primjena Fe-dekstrana (50 mg/kg
/dan, 5 puta tjedno tijekom 4 tjedna) izazvala pojac¢anu lipidnu peroksidaciju i pobolj$anje
oksidacije bjelancevina u cerebralnom korteksu, povezanu sa smanjenjem sadrzaja
neenzimatskog antioksidansa i aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT), Sto
rezultira ozbiljnom neurotoksi¢nosti. Suprotno tome, akutna obrada Fe-dekstranom
(pojedinac¢na doza od 500 mg/kg) dovela je do razvoja oksidacijskog stresa u mozgu Stakora s
paralelnim poticanjem aktivnosti CAT 1 DNA vezuju¢eg nuklearnog ¢imbenika-kB (NF-kB),

kao stani¢nih zastitnih parametara.
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1.4 CILJISTRAZIVANJA

Cilj rada je istraziti moguci antioksidativni/prooksidativni u¢inak izoflurana i zeljezo-
dekstrana, kao i njihovo zajedni¢ko djelovanje na uzorcima tkiva mozga Stakora primjenom
metoda kako slijedi: analiza osmotske fragilnosti eritrocita, promjena hematoloskih
pokazatelja krvi, procjena razine neuroupale, mjerenje relativne tezine mozga, te mjerenje
biljega oksidacijskog stresa (razina cjelokupnog glutationa i lipidne peroksidacije, aktivnost

katalaza i superoksid dismutaza).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI

2.1.1. Pokusne zZivotinje

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 (izofluran i zeljezo dekstran sami i
fili u kombinaciji) koje su bile hranjene standardnom hranom za laboratorijske Zivotinje
(Standard Diet GLP, 4RF21, Mucedola, Settimo Milanese MI, Italija), uz stalnu dostupnost
vode. Uvijeti 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 vazecima 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. I1zofluran

Kao inhalacijski anestetik koristen je izofluran (C3H,CIFsO; Mr=184,492 g/mol)

proizvodaca Baxter.
2.1.2.2. Zeljezo dekstran

Koristen je zeljezo dekstran (FeH,04S; Mr = 153,917 g/mol) proizvodaca Santa Cruz
Biotechnology, SAD.

2.1.2.3. Priprema Zeljezo dekstrana

Otopina zeljezo dekstrana pripremljena je otapanjem FeH,0,S u dozi od 50 mg/kg
zivotinje u procis¢enoj vodi.
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2.1.3. Laboratorijska oprema

Centrifuga: Centrifuge 5702 (proizvodac: Eppendorf, Njemacka);
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. Pradenje promjena tjelesne mase

Prije pocetka izvodenja pokusa, kao i tijekom izvodenja pokusa, Zzivotinje su
pojedina¢no 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 pojedinaénih pripravka koje su davane tijekom pokusa, te je pra¢ena 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 organax100

relativna teZzina organa = iizrazenau g/ 100 g.

konacna tjelesna tezina

2.2.2. Obrada Zivotinja

Patofizioloske promjene su izazvane intraperitonealnim (ip) injiciranjem otopine
zeljezo dekstrana u subkroni¢noj dozi od 50 mg/kg Stakora, te anesteziranjem Stakora
izofluranom (1,5 %) tijekom 28 dana (Tablica 3).

Pokusne Zivotinje su podijeljene u Cetiri skupine po 6 zivotinja: Prvu skupinu su ¢inili
Stakori koji su sluzili kao kontrola te su primali 0,9 % NaCl svaki drugi dan tijekom 28 dana.
Drugu skupinu su ¢inili Stakori koji su bili izloZeni kroz dva sata 1,5 % inhalacijskom
anestetiku izofluranu svaki drugi dan tijekom 28 dana. Trec¢u skupinu su ¢inili $takori koji su
primali ip gore opisanu otopinu zeljezo dekstrana svaki drugi dan tijekom 28 dana, dok su
¢etvrtu skupinu ¢inile zivotinje koje su 2 h nakon ip injiciranja otopine Zeljezo dekstrana

primale 1,5 % inhalacijski anestetik izofluran kroz dva sata svaki drugi dan tijekom 28 dana.
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Nakon 28 dana obrade Zzivotinja, Zzivotinje su anestezirane i analgezirane ip

injiciranjem kombinacije Narketana® (Vetoquinol S.A. BP 189 Lure Cedex, Francuska) i

Xylapana® (Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska), te zrtvovane kako bi se prikupila

tkiva i organi za daljnju analizu.

Tablica 3. Pokusne skupine i na¢in obrade

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

izofluranom

inhalacijskim
anestetikom
svaki drugi dan

2.2.3. Izolacija i priprema tkiva

Nakon tjedan dana odvagano je 75 - 100 mg organa u Eppendorf epruvetu volumena 2

mL, te je dodan fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10. Uzorci su zatim homogenizirani

ultrazvuénim homogenizatorom. Homogenati su centrifugirani 15 min na 15 000 okretaja na 4

°C, odvojen je supernatant u novu Eppendorf epruvetu, te su napravljena razrjedenja 10x i

40x. Svi uzorci su zatim pohranjeni do analize na -20 °C.
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2.2.4. Odredivanje parametara oksidacijskog stresa

2.2.4.1. Odredivanje proteina metodom po Lowry-u

Metodom po Lowry-u (1951) odredena je koli¢ina proteina u uzorcima tkiva mozga.
Metoda kombinira biuretsku reakciju i oksidaciju aromatskih bo¢nih ogranaka. Biuretska
reakcija temelji se na redukciji bakra u reakciji sa peptidnom vezom u luznatim uvjetima. loni
Cu?* vezu se na peptidne veze i reduciraju u Cu® te nastaje kompleks Cu” - protein. Dodatkom
Folinova reagensa dolazi do reakcije Cu™ - protein kompleksa sa Folinovim reagensom pri

¢emu se razvija plavo obojenje otopine.

Uzorci tkiva mozga razrijedeni su 10 puta. U epruvetu je stavljeno 100 uL nadtaloga i
2 mL otopine D (Tablica 4) te je 10 min inkubirano na sobnoj temperaturi. Nakon toga je
dodano 200 uL otopine E (Tablica 4). Uzorci su vorteksirani i stavljeni na inkubaciju u mraku
u trajanju od 30 min. Na spektrofotometru mjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 600
nm. Kao standard je koriSten albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA) u
poznatim koncentracijama (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL). Nagib
pravca je odreden koriStenjem standardne Krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji

BSA, te su koncentracije proteina u uzorcima izracunate preko nagiba pravca, po formuli:

( Auzorka=— bst.krivulje

, —— ) X razrijedenje
nagib pravca st.krivulje

. Koncentracije su izrazene kao mg proteina/mL

uzorka.
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Tablica 4. Priprema otopina za odredivanje proteina

Otopine Nadin pripreme

Otopina A: 2 % (w/v) Na,CO3 u 0,21M NaOH
9,6 g + 480 mL 0,1M NaOH

Otopina B: 1 % (w/v) natrij-kalij tartarat u

dH,0 0,1 g+ 10 mL dH,0

Otopina C: 0,5 % (w/v) CuSO4 x 5H,0 u

dH.0 0,05 g+ 10 mL dH,0

Otopina D pomijesati otopine A:B:C u omjeru 48:1:1
Otopina E pomijesati Folin & Ciocalteu's phenol

reagens i dH20 u omjeru 2:1
( npr. 14 mL Folin & Ciocalteu's phenol
reagens + 7 mL dH20)

2.2.4.2. Mjerenje kolicine lipidne peroksidacije

Modificiranom metodom koju su opisali Jayakumar i sur. (2007) odredena je koli¢ina
lipidne peroksidacije. U ovoj metodi mjeri se koli¢ina jednog od glavnih produkata lipidne
peroksidacije - malondialdehida (MDA). MDA u organizmu nastaje kada reaktivni kisikovi
spojevi razgraduju visestruko nezasi¢ene masne Kiseline. Za odredivanje koncentracije MDA
u bioloskom uzorku najcesce se koristi metoda derivatizacije MDA s 2-tiobarbituratnom
kiselinom (TBA) pri ¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA i nastaje MDA-(TBA),
kompleks. Reakcija se odvija na visokoj temperaturi (95°C) i u kiselim uvjetima pri ¢emu
nastaje crveni fluorescentni kompleks MDA-(TBA), ¢&ija se koncentracija mjeri na

spektrofotometru pri valnoj duljini od 532 nm.

Za mjerenje MDA u uzorcima tkiva mozga koristeni su homogenati. U Eppendorf
epruvetu stavljeno je 100 pL uzorka i dodano 1,6 mL prethodno pripremljene otopine A
(Tablica 5). Epruvete na stalku su zatim bile umotane u aluminijsku foliju i stavljene u
vodenu kupelj 60 min na 95 °C. Nakon toga stalak s epruvetama je stavljen na led 10 min
kako bi se otopina naglo ohladila, te su potom uzorci centrifugirani na 5000 okretaja 10 min.
Na taj nacin su se folikule koje su nastale mijeSanjem uzorka i otopine A slegnule na dno.
Supernatant je odvojen i mjerena je apsorbancija na spektrofotometru pri valnoj duljini od 532

nm. Ukupna koncentracija MDA izracunata je pomocu ekstinkcijskog koeficijenta za MDA (e
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Auzorka ><Vreakcijske smjese (mL)

= 1,56 x 10° M™) prema sljedecoj formuli: ¢ = . Ukupna

exXV. Xc .
uzorka(mL) ™%y oteina u uzorku(%)

koncentracija MDA izrazena je kao nmol MDA po mg proteina.

Tablica 5. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

Otopine Nadin pripreme otopina

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

20 % octena kiselina 20 mL 99,5 % octene kiseline i 2,31 mL HCI,
nadopuni se do 50 mL dH,O i podesi pH = 3,5 te
nadopuni dH,0O do 100 mL

0,8 % TBA 0,8 g TBA u 40 mL dH,O uz lagano zagrijavanje.
Nakon §to se otopi dodaje se 500 uL 5M NaOH te se
nadopuni s dH,0 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 koli¢ine ukupnog glutationa (GSH)

Prema modificiranoj metodi koju je opisao Tietze (1969) odredena je koli¢ina
ukupnog glutationa u uzorcima tkiva mozga. Metoda se temelji na reakciji izmedu tiolonog
reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB, Ellmanov reagens) i GSH pri ¢emu
nastaje kromofor (5-tionitrobenzoi¢na kiselina (TNB)) koji se moze ocitati fotometrijski na
valnoj duljini 412 nm. Osim TNB, stvara se GS-TNB koji se reducira pomo¢u GSH reduktaze
1 NADPH pri ¢emu se otpusta druga molekula TNB i reciklira se GSH. Brzina nastanka TNB
je proporcionalna recikliraju¢oj reakciji koja je proporcionalna koncentraciji GSH u uzorku.
U ovoj metodi sav oksidirani GSH (disulfid GSSG) brzo se reducira do GSH. Konacan

dobiveni rezultat odgovara ukupnoj koncentraciji oksidiranog i reduciranog GSH u uzorku.

Mjerenje koncentracije ukupnog GSH provedeno je u mikrotitarskoj plocici
koriStenjem razrjedenja 10x za uzorke mozga. U svaku pojedinu jazicu dodano je 20 uL
uzorka, 40 uL 0,035 M HCl 1 40 uL 10 mM DTNB 1 zatim se mjeri apsorbancija na valnoj
duljini od 415 nm. Nakon toga dodano je 100 uL otopine GR (20 uL GR (50 U/mL) + 9980
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uL 0,8 mM NADPH) te je apsorbancija mjerene tijekom 5 min. Za sve standarde nacrtani su
pravci kao promjena apsorbancije u vremenu. Nagibi pravca su ocitani, te je nacrtan pravac

kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH. Taj dobiveni pravac koristen je za dobivanje

.. . ib - ib slij b
koncentracije ukupnog GSH u uzorku prema formuli: ¢ = 292 PTEEE AT TUEPEPTODE
nagib pravca standarda

razrjedenje. Koncentracija ukupnog GSH prikazna je kao uM GSH po mL proteina.
2.2.4.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze

Spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (1984) odredena je aktivnost katalaze. Za
odredivanje katalaze koriStena su razrjedenja 10x. U kivetu ukupnog volumena 1 mL dodano
je 20 pL uzorka i 980 pL prethodno pripremljenog 10 mM H,0, (113 pL 30 % H202 +
99,887 mL PBS). Aktivnost katalaze mjerila se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 240

Auzorka

nm tijekom jedne minute i izracunata je prema formuli: CAT =
& (Hzoz)x 1

x razrjedenje,

gdje je ekstinkcijski koeficijent € = 39,4 mM* cm?, a broj | je jednak putu koji zraka svijetla
prode kroz kivetu (1 cm). Dobivena koncentracija izrazena je kao U/mg proteina, Sto

odgovara pmol razgradenog H,O, u minuti po miligramu proteina.
2.2.4.5. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Prema metodi po Flohé i Otting (1971) odredena je aktivnost superoksid dismutaze u
uzorcima. Metoda se temelji na inhibiciji redukcije citokroma ¢ u sustavu ksantin/ksantin
oksidaza (XOD). SOD je metaloenzim koji katalizira dismutaciju dvaju superoksidnih
radikala (O;) u H,0, i Oa.

U metodi su koriStene dvije slijepe probe. Prva slijepa proba bila je samo otopina A
(Tablica 6) te je u spektrofotometru mjerena aprosrbancija na valnoj duljini od 550 nm
tijekom 3 min. Druga slijepa proba koristila se za namjeStanje aktivnosti ksantin oksidaze
(XOD). Ta aktivnost trebala je biti oko 0,025 U/min. U kivetu je stavljeno 25 puL fosfatnog
pufera, 1,45 mL otopine A i na kraju enzim XOD u poéetnom volumenu od 25 pL. Uzorci su
analizirani nakon §to se postignula optimalna aktivnost SOD. U svaku reakcijsku smjesu,
umjesto pufera, dodano je 25 pL uzorka i odgovarajuci volumen ksantin oksidaze te je odmah
nakon toga mjerena apsorbancija u spektrofotometru. Za odredivanje aktivnosti SOD prvo je

izraCunat postotak inhibicije aktivnosti XOD prema formuli: % inhibicije = 100 —

AA L . .
——urorka 5 100. Iz % inhibicije je izra¢unata aktivnost SOD izrazena kao U/mL uzorka
AAslijepe probe

%inhibicije+12,757

prema formuli: aktivnost SOD = 10 30,932 . Aktivnost SOD (U/mg proteina) je
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izraCunata prema formuli: aktivnost SOD =

aktivnost SOD U/mL

X razrjedenje. KoriStena

Cproteina u uzorku

razrjedenja uzoraka mozga bila su 10x.

Tablica 6. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Otopine

Nacin pripreme otopina

50 mM PBS

Pomijesati 17 mL (1,56 g NaH,PO, x 2H,0 u 50 mL
deO) i 183 mL (5,678 g Na,HPO, u 200 mL deO),
namjestiti pH = 7,8 te nadopuniti do 800 mL

50 mM PBS s 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

XOD (aktivnost 0,8 U/mL)

40 pL ksantin oksidaze i 960 uL. dH,O

2.2.5. Analiza hematolo$kih parametara Krvi

Uzorci krvi za analizu hematoloSkih parametara uzeti su iz aksilarnog spleta krvnih

zila pokusnih Zivotinja. Uzorci su stavljeni u heparinizirane staklene vacuutainere s dodatkom

EDTA (Becton Dickinson, Plymouth, UK) te su pohranjeni na temperaturi od 4 °C tijekom 2

sata do odredivanja hematoloSkih parametara. Od hematoloSkih parametara odredivan je broj

etrirocita (Erc), broj leukocita (Lkc), hematokrit (Hct), koncentracija hemoglobina (Hb), broj

segmentiranih neutrofila, broj limfocita, monocita i eozinofila. Hematoloski parametri

odredivani su na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu preporucenim analitickim metodama.

Odredeni su na elektronskom broja¢u Horiba ABX169 (Micros, Francuska).
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2.2.6. Osmotska otpornost eritrocita

Osmotski gradijent izmedu stani¢ne i izvanstani¢ne tekucine uspostavljaju selektivno
propusne stani¢ne membrane. O koncentraciji nedifuzibilnih iona s obje strane membrane
ovisi jacina osmotskog tlaka. Za 0,9 % otopinu NaCl kazemo da je izotoni¢na: stave li se
eritrociti u takav medij, preko njihove ¢e se membrane uspostaviti osmotska ravnoteza izmedu
stani¢ne 1 izvanstani¢ne tekuéine, tako da ¢e neto ulaz i izlaz vode biti nula. U hipertoni¢cnom
mediju, npr. 1,8 % NaCl, uslijed brzog osmotskog gubitka vode, stanice gube svoj normalni
bikonkavni oblik. U hipotoni¢nom mediju, npr. 0,4 % NacCl, dolazi do povecanog ulaska vode
u stanicu: narusava se cjelovitost stani¢ne membrane, stanice bubre i dolazi do hemolize —
hemoglobin izlazi iz stanice i otapa se u okolnom mediju.

Metoda se temelji na razli¢itim osmotskim otpornostima pojedinih eritrocita i ¢injenici
kako broj stanica koje su u hemolizi ovisi o hipotoni¢nosti izvanstani¢nog medija. Pokazatelj
stupnja osmotske hemolize je koncentracija oslobodenog hemoglobina u svakoj test otopini.
Cilj je istraziti odnos izmedu osmolalnosti medija u kojem su eritrociti suspendirani i stupnja
hemolize. Ova metoda sluzi kao pokazatelj metaboli¢kih poremecaja unutar eritrocita, stupnja
oSteCenja stanicne membrane eritrocita, sinteze enzima ili poremecaja u strukturi
hemoglobina.

Pripremljen je niz epruveta: 0,9 mL 0,9 %; 0,8 %; 0,7 %; 0,6 %; 0,5 %; 0,4 %; 0,3 %j;
0,2 %; 0,1 % i 0,0 % otopine NaCl. Stapiéem je pomijesan uzorak krvi kako bi se dobila
homogena suspenzija stanica. Pipetom se stavi po 0,01 mL uzorka krvi u pripremljene
epruvete, te se uzorci inkubiraju 30 minuta. Epruvete se centrifugiraju 10 min na 2200
okretaja/min. Spektrofotometrijski se mjeri odvojeni supernatant na 540 nm, a kao slijepa
proba koristi se prva epruveta (0,9 % NacCl).

2.2.7. StatistiCka obrada podataka

Za pripremu podataka koriSten je raCunalni program Microsoft Excel 2016. Statisticka
analiza je provedena putem programa STATISTICA 13 (StatSoft, Tulsa, OK, USA), a statisticka
to¢nost odredena je s P < 0,05. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska
(SV £+ SP). Pomocu Kruskal-Wallis ANOVA-a testa analizirani su podaci. Visestrukom
komparacijom srednjih vrijednosti svih skupina napravljena je daljnja analiza razlika izmedu

skupina. Rezultati su prikazani graficki i tabliéno pomocu box-plot prikaza.
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3. REZULTATI

3.1. RELATIVNI INDEKS TEZINE MOZGA

Analizom rezultata relativnog indeksa tezine mozga (Slika 12) vidljiva je statisticki
znaajna razlika u skupini obradenoj Fe-dekstranom u odnosu na skupinu obradenu

kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05).

0.85
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0.70 | )

|

0.80 | a
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Relativniindeks tezine mozga (g 100g)

0.45 0 sy
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Slika 12. Relativni indeks tezine mozga Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa izofluranom (1,5 %),
Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon
intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). (*Statisti¢ki znagajno

razli¢ito u odnosu na Fe-dekstran (“P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna

pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.2. ODREDIVANJE PARAMETARA OKSIDACIJSKOG STRESA

3.2.1. Odredivanje koli¢ine proteina u uzorcima tkiva mozga Stakora

Analizom rezultata koliine proteina u uzorcima tkiva mozga Stakora (Slika 13)
uocene su statisti¢ki znacajne razlike u skupinama: kontrola vs izofluran (P < 0,05) i kontrola
vs Fe-dekstran (P < 0,05). Rezultati pokazuju manju koncentraciju proteina u skupini

obradenoj izofluranom i skupini obradenoj Fe-dekstranom u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 13. Koncentracija proteina u uzorcima tkiva mozga Stakora obradenih izofluranom, Fe-
dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa
izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

(Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost,

SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.2.2. Mjerenje razine lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva mozga Stakora

Rezultati mjerenja razine MDA u uzorcima tkiva mozga Stakora (Slika 14) pokazuju
statisticki znacajnu razliku u skupini obradenoj sa izofluranom u odnosu na skupinu obradenu
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,01). Rezultati u skupini obradenoj
izofluranom pokazuju manju koncentraciju MDA u odnosu na skupinu obradenu izofluranom

i Fe-dekstranom.
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Slika 14. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva mozga Stakora obradenih izofluranom, Fe-
dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa
izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5 % izofluranu)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
(‘Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na izofluran ("P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost,

SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.2.3. Mjerenje ukupne koli¢ine glutationa (GSH) u uzorcima tkiva mozga $takora

Rezultati mjerenja ukupne koli¢ine glutationa (Slika 15) u uzorcima tkiva mozga
Stakora pokazuju veéu koli¢inu GSH u svim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu.
Medutim analizom rezultata statisticki znacajna razlika uocena je samo u skupini obradenoj

izofluranom u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,01).
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Slika 15. Koncentracija GSH u tkivu mozga Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa izofluranom (1,5 %),
Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon
intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). ("Statisticki znacajno
razli¢ito u odnosu na kontrolu (**P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska,

SD — standardna devijacija).
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3.2.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva mozga $takora

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva mozga Stakora (Slika
16) ne pokazuju statisticki znacajnu razliku niti u jednoj obradenoj skupini u odnosu na

kontrolnu.

2,8

2,6

2,4t

227t

207

J B2

16

CAT (U/mg proteina mozga)

14+t =]
12 ¢ l
10

0,8

B sv

Kontrola 1zofluran Fe-dekstran Izofluran+Fe-dekstran L] SV+SP
T svsp

Skupine

Slika 16. Koncentracija katalaze u uzorcima tkiva mozga Stakora obradenih izofluraom, Fe-
dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa
izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). (Kratice:

SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.2.5. Mjerenje enzimske aktivnosti SOD u uzorcima tkiva mozga Stakora

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti SOD (Slika 17) u uzorcima tkiva mozga
Stakora pokazuju viSu vrijednost u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu
skupinu. Analizom rezultata statisticki znacajna razlika uocena je u skupini obradenoj Fe-
dekstranom (P < 0,01) i skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P <
0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder je uocena manja aktivnost SOD u skupini
obradenoj izofluranom u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-

dekstrana (P < 0,05).
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Slika 17. Aktivnost SOD u uzorcima tkiva mozga S$takora obradenih izofluranom, Fe-
dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa
izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
(*Statistiéki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (**P < 0,01 TP < 0,001); “Statisticki
znacajno razli¢ito u odnosu na izofluran ('P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna

pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.3. ANALIZA HEMATOLOSKIH POKAZATELJA KRVI

3.3.1. Analiza ukupnog broja eritrocita

Rezultati analize ukupnog broja eritrocita (Slika 18) pokazuju statisticki znacajnu
razliku u skupini obradenoj izofluranom (P < 0,05) i skupini obradenoj kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu, te skupini obradenoj

izofluranom u odnosu na skupinu obradenu Fe-dekstranom (P < 0,05).
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Slika 18. Ukupni broj eritrocita u uzorcima krvi Stakora obradenih izofluranom, Fe-
dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa
izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
(*Statistiéki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05); “Statisti¢ki znagajno razli¢ito

u odnosu na Fe-dekstran (“P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija).
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3.3.2. Analiza hemoglobina

Analizom rezultata koli¢ine hemoglobina u uzorcima krvi Stakora (Slika 19) uocena je

statisticki znacajna razlika u skupini obradenoj izofluranom u odnosu na skupinu obradenu

Fe-dekstranom (P < 0,01) i skupini obradenoj Fe-dekstranom u odnosu na skupinu obradenu

kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05).
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Slika 19. Koncentracija hemoglobina u uzorcima krvi $takora obradenih izofluranom, Fe-

dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa

izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2

h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu)

svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

(AStatistiéki znacajno razli¢ito u odnosu na Fe-dekstran (AP < 0,05; 2P < 0,01). Kratice: SV —

srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.3.3. Analiza hematokrita

Rezultati analize hematokrita (Slika 20) u uzorcima krvi $takora ukazuju na statisti¢ki
znacajnu razliku u skupini obradenoj izofluranom (P < 0,05) i skupini obradenoj
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu, skupini
obradenoj izofluranom u odnosu na skupinu obradenu Fe-dekstranom (P < 0,05), te skupini
obradenoj Fe-dekstranom u odnosu na skupinu obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana (P < 0,01).
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Slika 20. Koncentracija hematokrita u uzorcima krvi stakora obradenih izofluranom, Fe-
dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa
izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2
h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu)
svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
(" Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu ('P < 0,05); “Statisticki znacajno razlicito

u odnosu na Fe-dekstran (AP < 0,05; %P < 0,01). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna

pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.3.4. Ostali hematoloski pokazatelji

Rezultati ostalih hematoloskih parametara prikazani su u Tablici 7. Najznacajnije
promjene u svim hematoloSkim parametrima zabiljezene su u skupini obradenoj
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana, potom u skupini obradenoj Fe-dekstranom, te

skupini obradenoj izofluranom.

Tablica 7. Analiza hematoloskih pokazatelja u krvi Stakora obradenih izofluranom, Fe-

dekstranom i kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana

Hematoloski pokazatelji krvi (x+SD)

SN
Skupine MCV (fL) MCH (pg) MCHC (g/L) RDW (%)

o AA
Kontrola 55+0,00 20+ 0,00 365,33 +5,81 14 + 0,00

56,00 = 0,00 | 19,00 + 0,00 339,00 + 3,57 13,00 + 0,00
Izofluran

<> xK
Fe-dekstran 55,00+0,00 19,66+ 0,51 359,33 +8,11 12,33+ 0,51

Izofluran+Fe- |56,00+0,00° [1833+0,51"~ |331,00+2,36 “* |[12,16+0,41"

dekstran

® Stakori (N=6) su obradeni sa izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-
dekstrana, Stakori su izloZeni 1,5 % izofluranu) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni
rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). (" Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu
(*P <0,05; “P< 0,01; P< 0,001); "Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na izofluran (‘P <
0,05); AStatisticki znacajno razli¢ito u odnosu na Fe-dekstran (AP < 0,05; 2P < 0,01). Kratice:

SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD — standardna devijacija).
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3.4. ANALIZA LEUKOCITA | DIFERENCIJALNE KRVNE SLIKE

3.4.1. Analiza ukupnog broja leukocita

Rezultati analize ukupnog broja leukocita (Slika 21) pokazuju manji broj leukocita u
svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki znacajna razlika
vidljiva je u skupini obradenoj izofluranom (P < 0,001) 1 skupini obradenoj kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu, te u skupini obradenoj

izofluranom u odnosu na skupinu obradenu Fe-dekstranom (P < 0,05).
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Slika 21. Ukupan broj leukocita kod S$takora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa izofluranom (1,5 %),
Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon
intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). ("Statisti¢ki zna&ajno
razli¢ito u odnosu na kontrolu (P < 0,05; ~ P < 0,001); “Statisticki znacajno razli¢ito u

odnosu na Fe-dekstran (“P < 0,05). Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD —

standardna devijacija).
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3.4.2. Analiza diferencijalne krvne slike

Rezultati diferencijalne krvne slike prikazani su u Tablici 8. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost + standardna devijacija. Dobiveni rezultati ne pokazuju statisticku

znacajnost izmedu obradenih skupina.

Tablica 8. Analiza diferencijalne krvne slike Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i

kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana

Skupine? Diferencijalna analiza periferne krvi (X£SD)
Limfociti (%) | Neutrofili (%) | Monociti (%) | Eozinofili (%)
Kontrola 68,00£8,53 29,66+7,44 2,50+0.57 1,00+0,00
Izofluran 52,00+5,36 47,33+£5,39 1,00+0,00 1,00+0,00
Fe-dekstran 65,66+10,28 | 33,33+9,85 1,50+0,57 -
Izofluran+Fe-dekstran | 59,50+18,24 | 40,16+17,83 1,00+0,00 -

*Stakori (N=6) su obradeni sa izofluranom (1,5 %), Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili

kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon intraperitonealnog injiciranja Fe-

dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu) svaki drugi dan tijekom 28 dana. Dobiveni

rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). (Kratice: SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, SD

— standardna devijacija).
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3.5. OSMOTSKA OTPORNOST ERITROCITA

Rezultati hemolize eritrocita (Slika 22) pokazuju da se kod svih skupina 100 %
hemoliza eritrocita dogodila pri otprilike 0,1 % koncentraciji NaCl. Kod kontrolne skupine 50
% hemoliza eritrocita dogodila se pri nesto malo viSoj kocentraciji od 0,5 % NaCl, dok je kod
svih obradenih skupina vidljivo da se 50 % hemolize eritrocita dogada pri nizoj kocentraciji

0,5 % NaCl.
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Slika 22. Analiza % hemolize eritrocita Stakora obradenih izofluranom, Fe-dekstranom i
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana. Stakori (N=6) su obradeni sa izofluranom (1,5 %),
Fe-dekstranom (50 mg/kg) ili kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (2 h nakon
intraperitonealnog injiciranja Fe-dekstrana, Stakori su izlozeni 1,5 % izofluranu) svaki drugi
dan tijekom 28 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

47



4. RASPRAVA

Cilj rada bio je istraziti antioksidativni/prooksidativni ucinak izoflurana i Fe-
dekstrana, te njihovo zajednicko djelovanje na uzorcima tkiva mozga Stakora pracenjem: 1)
promjene relativne tezine mozga Stakora u odnosu na kontrolnu skupinu kako bi se procijenila
razina neuroupale ili gubitka stanica procesom stani¢ne smrti; 2) mjerenjem promjena u
oksidacijsko-redukcijskom statusu mozga pra¢enjem biljega oksidacijskog stresa: a) koli¢ine
malondialdehida (MDA) krajnjeg produkta lipidne peroksidacije, b) koli¢ine glutationa
(GSH), glavnog stani¢nog neenzimatskog antioksidansa koji sprijecava osStecenja stanica od
toksi¢nih radikala i peroksida, c) aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) koji katalizira
dismutaciju superoksidnog aniona u molekularni Kisik i vodikov peroksid i d) katalaze (CAT)
koja katalizira kemijsku reakciju razgradnje toksi¢nog vodikovog peroksida na molekule
kisika i vode; 3) analizom promjene hematoloskih parametara krvi i osmotske otpornosti

eritrocita kao pokazatelja toksi¢nosti izoflurana i Fe-dekstrana te njihove kombinacije.

ROS su nusprodukti normalnog stanicnog metabolizma i djeluju kao esencijalne
signalne molekule. Niska i umjerena koli¢ina ROS-a ima vazan uc¢inak na nekoliko fizioloskih
procesa, ukljucujuci ubijanje Stetnih patogena, zacjeljivanje rana i procese popravljanja tkiva.
Medutim, nerazmjerno stvaranje ROS-a predstavlja ozbiljan problem za odrzavanje
homeostaze 1 uzrokuje oksidacijsko oStecenje tkiva (Bhattacharyya i sur., 2014). IstraZivanja
su pokazala da dugotrajno izlaganje opéim anesteticima vodi povecanoj razini oksidacijskog i
nitrativnog stresa u mozgu $to posljedi¢no vodi povecanoj smrti stanica mozga uzrokovanoj
anestezijom. Zapazeno je da anesteticki lijekovi uzrokuju Siroko rasprostranjenu apoptozu u
mozgu Stakora ovisnu o dozi, te da ROS moze igrati vaznu ulogu u apoptozi neurona (Wang i
sur., 2010), posebice u mozgu koji se razvija (Ikonomidou i sur., 1999; Jevtovi¢-Todorovié i
sur., 2003). Aktivacija N-metil D-aspartat NMDA ili y-aminomaslacne kiseline GABA
receptora moze biti uzrok stani¢ne smrti neurona (Ikonomidou i sur., 1999; Olney 1 sur.,

2002).

Homeostaza stani¢nog Zeljeza temelji se na dobroj medureakciji uzimanja Zeljeza,
unutarstani¢nog transporta, skladiStenja, koriStenja i gubljenja zeljeza (Bresgen i Eckl, 2015).
Doze Fe-dekstrana koje premaSuju zahtjeve za obnovu hemoglobina i nadopunjavanja
Zeljezne pohrane mogu dovesti do hemosideroze. Zeljezo je neophodno za Zivot, ali visak

zeljeza moze biti toksi¢no za tkivo. Smatra se da Zeljezo oStecuje tkivo prvenstveno
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stvaranjem slobodnih radikala kisika kroz Fentonovu reakciju (Loh i sur., 2009). U mozgu je
vazno za prijenos kisika, prijenos elektrona, sintezu neurotransmitera i proizvodnju mijelina.
Poviseno zeljezo je ukljueno u patogenezu mnogih kroni¢nih neuroloskih poremecaja

ukljucujuéi Alzheimerovu bolest, Parkinsonovu bolest i multiplu sklerozu (Stankiewicz i sur.,

2007).

Nadalje neki od podataka ukazuju da izofluran i sevofluran imaju antioksidativni i
protuupalni u¢inak u svim stanicama, osim stanica mozga (Lee i sur., 2015). Razli¢ite pokusi
na zivotinjama pokazuju da su izofluran i sevofluran ne samo da su sigurni, ve¢ i da mogu
smanjiti oksidativni stres i upalu kod modela glodavaca. U ¢ovjeku, istrazivanja pokazuju da
kratkotrajne operacije ne uzrokuju oksidativni stres, upalu i oSteCenje DNA nakon izlaganja
izofluranu i sevofluran dok velike i dugotrajne operacije povecavaju oksidativni stres, upalu i
oSte¢enja DNA stanica mozga. Temeljem navedenog potrebno je istraZiti ulogu anestezije u
razli¢itim okolnostima.

Nasi podaci ukazuju da je relativni indeks mozga Stakora (Slika 12) smanjen u skupini
obradenoj izofluranom i skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu
na kontrolnu skupinu, dok je u skupini obradenoj Fe-dekstranom zabiljeZzen blagi porast
relativnog indeksa mozga u odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez statisticki znacajne razlike.
Temeljem navedenog ocito je da viSekratna anestezija sama ili u kombinaciji s Fe-dekstranom
vodi pojatanom propadanju stanica mozga (Slika 12). Suprotno tome, statisticki znacajna
razlika zabiljeZena je izmedu skupine obradene Fe-dekstranom 1 skupine obradene
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,05), gdje skupina obradena Fe-dekstranom
ima veci relativni indeks mozga §to ukazuje na postojanje neuroupale. Almond i sur. (2017) u
istrazivanju na prasadi zapazili su povecanu tjelesnu teZinu prasadi obradenih sa Fe-
dekstranom u dozi od 150 mg i 200 mg/kg. Oberhauser i sur. (1970) u istraZivanju na
zeCevima i majmunima injiciranih intravenski s Fe-dekstranom, zapazeno je da zeljezo prolazi
krvno-mozdanu barijeru i pojacano se akumulira u mozgu. Moguce je da je povecani indeks
tezine mozga Stakora u naSem slu¢aju kod skupine obradene Fe-dekstranom rezultat prelaska
Fe-dekstrana preko krvno-mozdane barijere sto uzrokuje nakupljanje zeljeza u tkivu mozga te
povecava razinu oksidacijskog stresa i neuroupale. Mozak je jako osjetljiv na oksidacijski
stres jer ima visoku stopu oksidativne metaboli¢ke aktivnosti, visoku potrosnju kisika, nisku
razinu zastitnih antioksidacijskih enzima, visok omjer povr§ine membrane na citoplazmatski
volumen i neuronsku anatomsku mrezu osjetljivu na poremecaje (BoSkovi¢ i sur., 2011).

Promjene cjelovitosti krvno-mozdane barijere mogu se procijeniti mjerenjem trans-

49



endotelnog elektricnog otpora (TEER). Prema istrazivanju Thal i sur. (2012) hlapljivi
anestetici, izofluran i sevofluran, znatno smanjuju TEER u miSeva nakon 24 sata izlozenosti
plinu. Temeljem navedenog, moguce je da je u skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i
Fe-dekstrana, izofluran ima neuroprotektivni u¢inak te se na taj nacin bori protiv akumulacije
zeljeza u mozgu i smanjuje razinu neuroupale na S$to ukazuju rezultati relativnog indeksa
mozga. Prema Grasshoff i sur. (2006) tijekom i nakon anestezije metabolizam mozga je
smanjen $to pogoduje neuroprotektivnom djelovanju.

Rezultati analize razine ukupnih proteina (Slika 13) u uzorcima tkiva mozga Stakora
pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku u skupini obradenoj izofluranom (P < 0,05) i skupini
obradenoj Fe-dekstranom (P < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu. Razina ukupnih proteina
u ovim skupinama niza je nego u kontrolnoj skupini. U skupini obradenoj kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana nema znacajne promjene u odnosu na kontrolnu skupinu. Moguce je
da je u skupini obradenoj izofluranom i skupini obradenoj Fe-dekstranom doslo do stvaranja
ROS-a §to je prouzroCilo promjene u proteinima. Visoke koncentracije ROS-a uzrokuju
oksidacijske promjene koje mogu dovesti do promjene funkcije proteina, kemijske
fragmentacije ili povecane osjetljivosti na proteoliticke enzime (Droge, 2002). Povecanju
razine ROS-a u odredenim uvjetima pridonose i inhalacijski anestetici koji metaboliziraju u
ROS te povecanje koncentracije Zzeljeza koje vodi genotoksicnom stresu 1 stvaranju
superoksidnih aniona (O;) i vodikovog peroksida (H,O,) te nastanku visoko reaktivnog
hidroksilnog radikala (OH®) (Haber-Weiss reakcija). Povecani oksidacijski stres zasigurno

uzrokuje ozbiljna oSte¢enja membrane, proteina 1 DNA (Halliwell 1 Gutteridge, 1984).

Oksidacijski stres oste¢enjem membrane vodi porastu krajnjih produkata lipidne
peroksidacije (Halliwell, 2006), a jedan od glavnih produkata je upravo MDA. Lipidna
peroksidacija slozena je lanCana reakcija razgradnje (oksidacije) viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acids) koje se nalaze u sastavu lipida svih
bioloskih membrana. Analizom oksidacijsko-redukcijskih promjena u uzorcima tkiva mozga
Stakora zapaZene su razlike u svih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu. Mjerenjem
koncentracije MDA (Slika 14) uocena je povecana koncentracija MDA u skupini obradenoj
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana u odnosu na kontrolnu skupinu, gdje je jedino i
zabiljeZena statisticki znacajna razlika (P < 0,01). U ostalim skupinama nije zabiljezen
statisticki znacaj porast koncentracije MDA u odnosu na kontrolnu skupinu. S obzirom da je
do porasta koncentracije MDA doslo jedino u skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i

Fe-dekstrana mozemo zakljuciti da je upotrijebljena doza jednog i drugog spoja u kombinaciji
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bila dovoljna za pojavu oksidacijskog stresa §to je dovelo do povecane lipidne peroksidacije i
porasta koncentracije MDA. Tao i sur. (2013) u istrazivanju na Stakorima koji su izlozeni 2 %
izofluranu tijekom 3 h uodili su da nije doslo do znacajne promjene koncentracije MDA u
odnosu na kontrolnu skupinu $to je u sukladu sa naSim rezultatima za skupinu obradenu
izofluranom. Njihov cilj bio je istraziti uc¢inak izofluranske anestezije na sposobnost ucenja i
pamcenja, te aktivnost mozga kod odraslih Stakora i dosli su do zakljucka da 2 % anestezija

izoflurana ne mijenja sposobnost ucenja i pamcenja te aktivnosti mozga kod odraslih Stakora.

Jedan od indikatora oksidacijskog stresa je i iscrpljivanje antioksidacijskog glutationa
(GSH). Rani dogadaj nakon iscrpljivanja GSH je oslobadanje arahidonske kiseline ovisne o
fosfolipazi A2. Arahidonska kiselina moze uzrokovati oSte¢enje osiromasenih stanica kroz
metabolizam lipooksigenaze. Generiranje superoksidnih radikala tijekom metabolizma
arahidonske kiseline igra vaznu ulogu u toksi¢nim dogadajima koji slijede GSH iscrpljivanje
(Mytilineou i sur., 2002). Analiza rezultata mjerenja ukupne koncentracije GSH (Slika 15)
pokazuje porast koncentracije GSH u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu
skupinu, ali jedino je statisticki znacajna razlika zabiljeZena u skupini obradenoj izofluranom
(P < 0,01). Rezultati ukazuju na to da se organizam pokuSava obraniti stvaraju¢i povecane
koncentracije GSH, kao jednog od najvaznijih mehanizama antioksidacijske obrane cija
visoka koncentracija §titi od ROS-a. Takoder, visoka koncentracija glutationa moze znaciti da
organizam pokuSava sprije€iti mogucu toksicnost uzrokovanu izloZenim spojevima. Visoke
koncentracije i prekomjerno izlaganje inhalacijskim anesteticima i Fe-dekstranu imaju
toksi¢ni ucinak, te su ukljuceni u patogenezu raznih bolesti ukljucujuéi Alzheimerovu bolest,
Parkinsonova bolest i Huntigton bolest (Gerlach i sur., 1994). Ova pretpostavka je podrzana i
od Yu i sur. (2011) koji pokazuju da stres izazvan visokim preoptere¢enjem Fe u Stakora
ojaca sloZenost procjene rizika psiholoskog stresa dok su Chen i sur (2013) pokazali da
preopterecenje s Fe vodi smrti neurona procesom autofagije. Maaroufi i sur. (2009) razvili su
kroni¢ni model preoptere¢enosti s Fe u dozi od 3 mg Fe/kg dnevno primijenjen kod odraslih
Stakora tijekom 5 dana koji vodi znacajnoj akumulaciji Fe u hipokampusu, cerebelumu i
bazalnom gangliju ali tek nakon 16 dana. Povecana toksi¢nost zahtjeva i znacajan
antioksidacijski odgovor na Sto ukazuju porast koncentracije superoksid dismutaze u svim
obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 17). Statisticki znacajna razlika
kod mjerenja enzimske aktivnosti SOD zabiljeZena je u skupini obradenoj Fe-dekstranom (P

< 0,01) i skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana (P < 0,001) u odnosu na
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kontrolnu skupinu, te u skupini obradenoj izofluranom (P < 0,05) u odnosu na skupinu

obradenu kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana.

Za razliku od SOD aktivnosti CAT aktivnost je bila niza, posebice u skupini obradenoj
Fe-dekstranom ali bez statistiCke znaCajnosti. Smatra se da neodgovaraju¢i signalno-
antioksidacijski odgovor moze biti pocetni uzrok smrti neurona kod nekih
neurodegenerativnih bolesti (Ke i Qian, 2007). Prema istrazivanju Chen i Liu (2016) u kojem
su Stakori kontinuirano izlozeni 1,2 % izofluranu (4 mL/min) tijekom 2 h, izofluran kod
starijih Stakora znacajno snizava razine antioksidacijskih obrambenih enzima ukljucujuéi
SOD, GSH-Px i CAT, dok je razina MDA znacajno povecana. Takoder dolazi do znacajnog
poveéanja Bax i znacajnog smanjenja Bcl-2 u odnosu na kontrolnu skupinu. Tijekom
izlozenosti proizvedene su velike koli¢ine oksidacijskog stresa. Njihovi rezultati pokazuju da
izlozenost izofluranom znacajno smanjuje prostorno ucenje i funkciju pamcenja kod starijih
Stakora. Nasi rezultati nisu u skladu sa ovim rezultatima. Kod nas je u skupini izloZenoj
izofluranu doslo do povecane razine GSH i SOD, dok znacajnije promjene u MDA i CAT
nisu zabiljezene. Takoder se ne slazu sa rezultatima koje su dobili Chen i sur. (2016) gdje
izofluran uzrokuje smanjenje koncentracije GSH 1 SOD kod Stakora izlozenih 1,4 %
izofluranu tijekom 2 h. Razlog ovom ne poklapanju mogli bi protumaciti kao rezultate
razlicite koncentracije izoflurana kojoj su izloZeni Stakori tijekom perioda obrade ali 1 duzine

vremena izlaganja izofluranu i Fe-dekstranu.

Nasi rezultati mjerenja oksidacijsko-redukcijskih parametara djelomic¢no se slazu sa
istrazivanjem koje su proveli Piloni i suradnici (2016). Njihovi rezultati pokazuju da je
kroni¢na primjena Fe-dekstrana (50 mg/kg /dan, 5 puta tjedno tijekom 4 tjedna) izazvala
pojacanu lipidnu peroksidaciju (porast MDA) povezanu sa smanjenjem aktivnosti superoksid
dismutaze (SOD) i katalaze (CAT), Sto rezultira ozbiljnom neurotoksi¢nosti. Kod nas je doslo
do porasta lipidne peroksidacije i smanjena aktivnosti katalaze, no aktivnost superoksid

dismutaze je porasla, kao i razina GSH.

Prema dobivenim rezultatima mozemo pretpostaviti kako je doSlo do povecanog
stvaranja superoksidnih radikala u svim obradenim skupinama. Superoksidni radikali se
potom neutraliziraju pomoc¢u SOD koja ih pretvara u vodikov peroksid, manje reaktivan spoj.
Vodikov peroksid se neutralizira u vodi enzimima katalaze i glutation peroksidaze (Burton i
Jauniaux, 2011). S obzirom na rezultate koji pokazuju da je koncentracija katalaze smanjena u

svim skupinama mozemo zakljuciti da se vodikov peroksid neutralizira pomoc¢u glutation
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peroksidaze. Glutation peroksidaza igra klju¢nu ulogu u inhibiranju procesa lipidne

peroksidacije i1 stoga Stiti stanice od oksidativnog stresa.

Utjecaj izoflurana i Fe-dekstrana pojedinac¢no, kao i njihov zajednicki utjecaj vidljiv je
i u hematoloskim parametrima (Tablica 7 i 8; Slike 18-22). Krv je tjelesna tekué¢ina koja
dovodi potrebne tvari u stanice tijela kao Sto su hranjive tvari, kisik te transportira otpadne
proizvode daleko od tih istih stanica. NajvaZznija je tjelesna tekuc¢ina koja upravlja vitalnim
funkcijama tijela poput disanja, cirkulacije, izlu¢ivanja, osmotske ravnoteze i transporta
metabolickih tvari. Kruzenje krvi u kardiovaskularnom sustavu bitno je za prijenos plinova,
hranjivih tvari, minerala, metaboli¢kih proizvoda i hormona izmedu razli¢itih organa (Savithri
i sur., 2010). Jedno je od prvih tkiva koje dolazi u doticaj sa inhalacijskim anesteticima. Dok
se izofluran difuzijom prenosi kroz alveokapilarnu membranu u krvotok, zeljezo je u krvi u
najvecoj mjeri vezano za hemoglobin, zatim za zeljezne proteine za skladistenje, feritin 1

hemosiderin, a najmanje cirkulira u plazmi vezan za transferin.

Eritrociti su crvene krvne stanice koje sluze za prijenos kisika vezanog za hemoglobin,
prijenos CO; i odrzavanje pH krvi. Hematokrit je direktno povezan sa hemoglobinom i koristi
se za mjerenje krvnog kapaciteta, a MCV je mjera za prosjecni obujam eritrocita. Analizom
rezultata ukupnog broja eritrocita (Slika 18) uoCen je poveéan broj eritrocita u skupini
obradenoj izofluranom 1 skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana, te snizen
broj eritrocita u skupini obradenoj Fe-dekstranom u odnosu na kontrolnu skupinu. Rezultati
hematoloskih parametara (Tablica 7) pokazuju poviSene razine hemoglobina, hematokrita i
MCV-a u skupini obradenoj izofluranom i skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i Fe-
dekstrana u odnosu na kontrolnu skupinu. Prema rezultatima u skupini obradenoj izofluranom
i skupini obradenoj kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana uo¢avamo kako poviSeni broj
eritrocita prati i poviSeni hemoglobin, hematokrit i MCV iz ¢ega se moze zakljuciti kako
imamo snizenu koncentraciju kisika u krvi i dolazi do stvaranja povecanog broja eritrocita
kako bi se nadoknadile nize koncentracije kisika i zadovoljile potrebe organizma za kisikom
Sto je posebice vazno za mozak koji ne moze funkcionirati bez potrebne koli¢ine kisika. Zbog
nedostatka kisika 1 hranjivih tvari dolazi do oSteenja i1 odumiranja ziv€anih stanica u
zahvacenim dijelovima mozga $to se manifestira oSteCenjem funkcija kojima ti dijelovi mozga
upravljaju. A porast hemoglobina omogucava poveéanu sposobnost prenosenja kisika.
Deckardt 1 sur. (2007) u istrazivanju na laboratorijskim Stakorima dosli su do rezultata koji se
ne slazu sa naSima. Njihove zenke izlozene izofluranu pokazale su blago smanjenje broja
crvenih krvnih stanica, hemoglobina i hematokrita.
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U skupini obradenoj Fe-dekstranom snizen broj eritrocita popracéen je sniZenim
hemoglobinom i hematokritom u odnosu na kontrolnu skupinu, dok u MCV-u nema znacajne
promjene. To moze ukazivati na pojavu anemije koja moze biti posljedica oksidacijskog
stresa uzrokovanog primjenom Fe-dekstrana. Iz toga proizlazi zakljuak da su isporuene
doze Fe-dekstrana prevelike i one su prouzrocile pojavu oksidacijskog stresa koji je doveo do
pojave anemije. Time je izazvan kontraucinak Fe-dekstrana koji inace sluzi za lijecenje
nedostatka zeljeza kada se primjenjuje u primjerenim dozama. Najc¢e$¢i oblik anemije u
organizmu je sideropeni¢na anemija koja nastaje zbog smanjenog unosa, poremecene
apsorpcije u probavnom sustavu, gubitka krvi ili zbog povecane potrebe za Zeljezom. Nasi
rezultati ne slazu se sa rezultatima koje su dobili Oberhauser i sur. (1970) istrazivanjem na
zeCevima 1 majmunima koji su obradeni s Fe-dekstranom. U njihovom istrazivanju imamo
poviSene koncentracije hemoglobina u krvi obradenih Zivotinja. Moguc¢i uzroci tome mogli bi
se vezati za razli¢ite skupine zZivotinja, te razlicite doze i uvjete obrade kao i vrijeme obrade s
Fe-dekstranom. Ostali hematoloski parametri (Tablica 7) su snizeni u svim obradenim
skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu. MCH se odnosi na tezinu hemoglobina u
prosjecnom eritrocitu 1 u pravilu povecanje ili snizenje MCH usporedno prati promjenu MCV
Sto kod nas nije slucaj. MCV je poviSen dok je MCH snizen. Isti slucaj je zabiljeZen 1 sa
snizenom razinom RDW (Sirina raspodjele volumena eritrocita) koji bi takoder trebao pratiti
razinu MCV-a, a koji je u nasim rezultatima poviSen. Promjene u hematoloskim parametrima
skupine obradene izofluranom uglavnom prate promjene u skupini obradenoj kombinacijom
izoflurana i Fe-dekstrana, dok su promjene u skupini obradenoj Fe-dekstranom suprotne

njima.

Bijele krvne stanice, leukociti, su stanice imunoloSkog sustava ¢ija je osnovna zadaca
zaStita organizma od stranih tijela 1 mikroorganizama. Relativni pomak u populaciji leukocita
ukazuje na stres (Smutna i sur., 2010). Analizom nasih rezultata (Slika 21) uocen je smanjen
broj leukocita u svim obradenim skupinama u odnosu na kontrolnu. Prema knjizi Laboratory
Animal Medicine, 30-minutno izlaganje izofluranu uzrokuje smanjenje bijelih krvnih stanica
za 15,4 % Sto je u sukladu sa naSim rezultatima u skupini obradenoj izofluranom. Niska razina
bijelih krvnih stanica moZe ukazivati na negativan utjecaj koriStenih spojeva na imunoloski

sustav.

Test osmotske fragilnosti koristi se za odredivanje stupnja hemolize na nacin da se
eritrociti izlazu razli¢itim koncentracijama fizioloSke otopine (NaCl) (Tungjai 1 sur., 2018).
Mijerenje osmotske fragilnosti eritrocita (Slika 22) pokazalo je da je u kontrolnoj skupini
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doslo do nesto ve¢e hemolize u odnosu na ostale obradene skupine. Analizom rezultata (Slika
22) uoceno je da je do znacajne hemolize doslo pri 0,5 % koncentraciji NaCl u kontrolnoj
skupini, dok je kod svih obradenih skupina uoceno da se 50 % hemolize dogodilo pri nesto
nizoj koncentraciji NaCl. Mozemo pretpostaviti kako je u obradenim skupinama djelovanjem
izoflurana i Fe-dekstrana doSlo do snizene hemolize i pojave oksidacijskog stresa koji je
uzrokovao propadanje zrelih eritrocita tijekom perioda obrade od 28 dana. Doslo je do
pojacane hemolize oSteenih stanica, te je zbog nastale hipoksije i potrebe organizma za
kisikom doslo do pojave novih stanica. Ovo je u skladu sa rezultatima koli€ine eritrocita,
hemoglobina 1 hematokrita u skupini obradenoj izofluranom 1 skupini obradenoj
kombinacijom izoflurana i Fe-dekstrana gdje su te koncentracije poviSene zbog nedostatka
kisika $to uzrokuje stvaranje novih eritrocita kako bi se tijelo opskrbilo potrebnom koli¢inom

kisika.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata mozemo zakljuditi:

1. Izofluran uzrokuje znacajan porast koncentracije GSH sto ukazuje na poveéani
oksidacijski stres u mozgu 1 ulogu GSH kao glavnog stani¢nog neenzimatskog
antioksidansa koji sprijeCava oSte¢enja stanica od toksi¢nih radikala i

peroksida.

2. Fe-dekstran uzrokuje lipidnu peroksidaciju i neuroupalu te posljedi¢no vodi

povecanju relativnog indeksa mozga.

3. Kombinacija izoflurana i Fe-dekstrana ne uzrokuje neke znacajne promjene u
oksidacijsko-redukcijskim parametrima; izofluran ima neuroprotektivno
djelovanje u kombinaciji s Fe-dekstranom na $to ukazuje porast aktivnosti

superoksid dismutaze.

4. lzofluran i kombinacija izoflurana i Fe-dekstrana uzrokuju jednake promjene u
hematoloSkim parametrima:

a. Povecavaju razinu eritrocita u krvi koja je popra¢ena s povecanom
razinom hemoglobina, hematokrita i MCV-a §to upucuje na nedostatak
kisika u krvi.

b. Znacajno snizavaju razinu leukocita.

C. Snizavaju preostale hematoloske parametre.

5. Fe-dekstran uzrokuje:
a. Znacajan pad razine proteina, te znaCajan porast enzimske aktivnosti
superoksid dismutaze.
b. Pad ukupne koli¢ine eritrocita u krvi popraen sa snizenom
koncentracijom hemoglobina 1 hematokrita §to ukazuje na anemiju koja
je nastala kao rezultat povecanog oksidacijskog stresa nastalog

prekomjernim opterecenjem stanica s Fe.
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c. Pad ukupne koli¢ine leukocita, kao 1 preostalih hematoloskih

parametara.

6. Rezultati ukazuju da razliCiti uvjeti 1 duzina izlaganja izofluranu u nazoc¢nosti
Fe zasigurno mogu biti razli¢iti s obzirom na akumulaciju Fe u pojedinim
regijama kao i slozene mehanizme koji se odvijaju tijekom opterecenja s Fe.
Bolje razumijevanje svih ovih vaznih gledista bitno ¢e poboljsati nase znanje o
metabolizmu Fe u mozgu kao i njegovu ulogu u razvoju neurodegenerativnih

poremecaja.
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