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1. UvOD

1.1. Anestezija

Anestezija je smanjena osjetljivost cijelog ili pojedinih dijelova tijela koja se postize
sredstvima za depresiju sredi$njeg ziv€anog sustava u potpunosti ili lokalnog ziv¢éanog tkiva, a
prema vrsti razlikujemo opcu i lokalnu anesteziju te sedaciju. Sedacija podrazumijeva centralnu
depresiju i pospanost te gubitak svijesti o okolini. Lokalnom anestezijom dolazi do gubitka
osjeta samo u ogranicenom dijelu tijela, dok je, za razliku od lokalne, opca anestezija
farmakoloski izazvano nesvjesno stanje Kkarakterizirano kontroliranom, reverzibilnom
depresijom centralnog Ziv€anog sustava. Obzirom na na¢in primjene anestetika, opéa anestezija
(ubrizgavanje otopina anestetika intravenozno, intramuskularno ili subkutano) (Butterworth i
sur., 2018; Flecknell, 2015; Grimm i sur., 2011).

1.1.1. Inhalacijski anestetici

Inhalacijski anestetici, od kojih najpoznatiji enfluran, izofluran, sevofluran i desfluran,
su lako hlapive tekuéine koje omogucéavaju sve znacajke opée anestezije — amneziju, gubitak
svijesti i imobilizaciju, kao rezultat specificnog djelovanja na razli¢ite neuronske puteve u
srediSnjem ziv€anom sustavu, stoga se u danasnje vrijeme ucestalo koriste u klinickoj praksi
(Hemmings i Egan, 2019).

Mehanizam djelovanja inhalacijskih anestetika moze se podijeliti na makroskopski
(mozak i lednu mozdinu), mikroskopski (sinapse i aksoni), te molekularni (presinapticke i
postsinapti¢ke membrane). Na razini ledne mozdine, inhalacijski anestetici Smanjuju prijenos
aferentnih informacija od ledne mozdine do mozdane kore, a dolazi i do inhibicije eferentne
ziv¢ane aktivnosti, odnosno inhibicije pokreta izazvanog bolnim podrazajem. Djelovanjem na
ionske kanale Zivéanog tkiva, inhalacijski anestetici mogu utjecati na presinapti¢ko oslobadanje
neurotransmitera, mijenjati prag postsinaptickog odgovora na neurotransmitere ili oboje (Khan
i sur., 2014). Za razliku od intravenoznih, inhalacijski anestetici u klini¢ki relevantnim
koncentracijama mogu djelovati na brojne kanale i receptore vezane na membranu. Tako

hlapljivi anestetici djeluju aktivacijski na inhibitorne GABAAa i glicinske receptore te K kanale,



a inhibicijski na ekscitacijske Na* i Ca?* kanale, $to rezultira smanjenim Ziv&anim i sinapti¢kim
prijenosom signala, odnosno informacije (Hemmings i Egan, 2019; Khan i sur., 2014).
Inhalacijski anestetici pokazuju Sirok spektar klinicki znacajnih ucinaka na vise
organskih sustava, kako korisnih, tako i potencijalno Stetnih. Potencijalno korisni ucinci
ukljucuju zastitu organa, odnosno organskih sustava, dok $tetni ucinci ukljucuju respiratornu i

kardiovaskularnu depresiju (Hemmings i Egan, 2019).

1.1.2. lzofluran

Izofluran (C3H2CIFsO) hlapivi je halogeni spoj, nezapaljiv i karakteristi¢na mirisa nalik
eteru (Slika 1). Tako je izomer enflurana iste molarne mase, razlicitih su fizikalno-kemijskih
svojstava. Kemijski je vrlo stabilan i moze se koristiti za indukciju i odrzavanje opCe anestezije.
Prednost koriStenja ovog anestetika jest mala pojavnost nuspojava, no njegov utjecaj na razlicite
vrste stanica, kao i na DNA, jo$ uvijek nije potpuno razjaSnjen — neka istrazivanja pokazuju
genotoksi¢ne uc¢inke dok druga govore da mu je posljedica visi antioksidativni status organizma
(Brozovi¢ i sur., 2017; Butterworth i sur., 2018; Hemmings i Egan, 2019; Kim i sur., 2006;
Ruxanda i sur. 2014).

Slika 1. Kemijska struktura izoflurana. (preuzeto iz: Khan i sur., 2014)

U koncentracijama ve¢im od 1 MAC (minimalna aleveolarna koncentracija; alveolarna
koncentracija anestetika, pri 1 atm, koja sprjecava pokret kao odgovor na bolnu stimulaciju u
50% bolesnika), povecava mozdani protok krvi i intrakranijalni tlak, ¢ime postize blazi ué¢inak
od onog uzrokovanog halotanom. Izofluran smanjuje metabolicke potrebe mozga za kisikom,
a na neuromuskulaturu utje¢e opustanjem skeletnih misi¢a. Smanjuje protok krvi kroz bubrege,
stopu glomerularne filtracije 1 lu¢enje mokrace. Takoder, moZe smanjiti ukupan protok krvi
kroz jetru, a jetrena opskrba kisikom bolje je o¢uvana primjenom izoflurana nego primjenom
halotana jer se odrzava prokrvljenost jetrene arterije. Jetrene probe nisu narusene upotrebom

izoflurana (Butterworth i sur., 2018).



Izofluran se metabolizira u trifluoroctenu kiselinu. lako se razine fluorida u serumu
mogu povecati, nefrotoksi¢nost je malo vjerojatna, ¢ak i u prisutnosti enzimskih induktora.
Tako 1 produljena sedacija teskih bolesnika (> 24 sata, 0,1 — 0,6% izoflurana) uzrokuje
povecéanu razinu fluorida u plazmi (15 — 50 umol / L), ali bez dokaza o oste¢enju bubrega.
Ogranicenim oksidativnim metabolizmom izofluran takoder smanjuje moguénost znacajne

jetrene disfunkcije (Butterworth i sur., 2018).

1.2. Bioloski udinci ionizirajuceg zracenja

Zraenje ili radijacija jest prirodna pojava prijenosa energije elektromagnetskim
valovima ili snopovima subatomskih ¢estica koje se usmjereno gibaju kroz prostor (Bolf, 2018).
Ioniziraju¢im zracenjem, ili skrac¢eno IR, nazivamo zracenje koje emitira dovoljno energije za
izbijanje elektrone iz atoma tvari kroz koju prolazi, te ih pritom ionizira i stvara nabijene Cestice.
Fotonsko (X-zrake i y-zrake) i Cesticno zraCenje (elektroni, protoni, neutroni, a-Cestice i -
Cestice) dvije su glavne vrste IR (McFadyen i sur., 2011). Primljeno zraenje moze potjecati iz
prirodnih radioaktivnih izvora (npr. kozmicko zracenje) ili umjetnih (medicinskih, npr. RTG i
nemedicinskih, npr. nuklearnih elektrana), a rezultat izlaganja zracenju su mnogobrojni bioloski
ucinci koji se kasnije mogu pojaviti u obliku klinickih simptoma (Aggarwal, 2014). 1zvedena
jedinica doze IR u Sl sustavu (Medunarodni sustav jedinica) je Gy (grej; J / kg), a izrazena je

kao omjer apsorbirane energije i mase ozracenoga tijela (Bolf, 2018).

Ucinak IR ovisi o brojnim ¢imbenicima poput prirode i energije zracenja, ukupne doze
1 brzine, opsega 1 dijela tijela koji je izlozen, dobi osobe izloZzene zracenju te radiosenzitivnosti
ozraCenog organa (Aggarwal, 2014). IzloZenost IR na molekularnoj razini uzrokuje ostecenja
organela i stani¢nih struktura, posebice DNA, proteina, mitohondrija i stani¢nih membrana
(Slika 2), sto moze rezultirati popravkom ostecenja, genomskom nestabilnosc¢u ili stani¢nom
smréu (Mavragani i sur., 2017; Mishra, 2018). Na razini tkiva, organa i organizma posljedica
izloZenosti zracenju moze biti ili oporavak ili stvaranje ranih/kasnih ozljeda (akutne i kasne
tkivne reakcije, radijacijske bolesti, sterilnost, promjene u nasljednim ¢imbenicima i pojavnost
tumora/raka (Mishra, 2018).



Mitochondria damage DNA damage Membrane damage
Apoptosome: Cyt-C, :‘:lce" cycle ‘:]| Lipid peroxidation,
procaspase-9, Apaf-1 , \.arrest \ . Protein oxidation

Lethal DNA Non-Lethal :
damage DNA damage - l

Activecasmase-s, Aol i T IS (P . ProinBaanmaroy

effector caspases 3,6, 7 mediators

Senescence, Genomic
instability: Aberration,
Mutation...

Cell Death:

Mitotic, Apoptotic,
Phagocytosis...

Early effects ,/ OFO\\ Delayed effects

| Recovery)
g = @
Acute tissue reactions: Erythema, | Radiation & | Late tissue reactions: Fibrosis, | Hereditary
T (R A X Sterility SRR T Cancer
desquamation, xerostomia,... sickness necrosis, cataract,... effects

Slika 2. Shematski prikaz ucinaka IR na stanice. (Preuzeto iz: Mishra i sur., 2018)

Stetni uéinci zratenja mogu se podijeliti na deterministicke i stohasticke.
Deterministicki ucinci pojavljuju se iznad odredenog praga doze zracenja, nisu slucajni 1 imaju
predvidljiv odgovor na zra¢enje. Rezultat su odumiranja stanica ili gubitka stani¢ne funkcije, a
ucinak im se povecava povecanjem doze. Neki od primjera deterministickih u¢inaka su eritemi,
povracanje, nekroza, krvarenje pa Cak i smrt (Aggarwal, 2014; Elgazzar 1 Kazem, 2015). Za
stohasti¢ke uéinke se ne moze odrediti prag doze, a uobiCajeni nastaju nakon kroni¢ne
izloZenosti niskoj dozi zraCenja. Obuhvacaju somatske bolesti (npr. rak, leukemiju), ali 1
genske mutacije koje se prenose na potomstvo (npr. mentalna zaostalost) (Aggarwal, 2014;
Elgazzar i Kazem, 2015; Mishra, 2018). Somatski uc¢inci zraéenja mogu se primjetiti u osobe
izloZzene zraCenju u obliku oste¢enja tkivnih stanica, te mogu biti vidljivi odmah nakon
izloZenosti (unutar nekoliko sati ili tjedana) ili godinama nakon njega. Rani ucinci nastaju
uslijed akutne izlozenosti, odnosno izloZenosti velikoj dozi primljenoj u kratkom vremenu
(nekoliko sati ili manje), te se pripisuju drastiénom padu stani¢nih populacija uslijed stani¢ne
smrti. Kasne u¢inke karakterizira dugo razdoblje latencije (¢ak 30-40 god), te se mogu primjetiti

kod osoba s duzim vremenskim razdobljem izlozenosti niskim razinama zrac¢enja ili kod osoba

4



koje su se ve¢ oporavile od ranijih u¢inaka izlozenosti. Primjeri kasnih u¢inaka su pojavnost
tumora, tkivne fibroze i katarakte. Za razliku od somatskih, genetski ucinci ocituju se na
potomstvu osobe izlozene zracenju uslijed oste¢enja DNA njene germinativne linije. Ti u¢inci
ukljucuju promjenu broja i strukture kromosoma, odnosno genske mutacije, te ovise o stupnju
razvoja spolnih stanica, ja¢ini i frakcioniranosti doze te vremenskom intervalu od izlaganja do

zaceCa (Elgazzar 1 Kazem, 2015).

Bioloski ucinci ionizirajuéeg zracenja posljedica su prijenosa energije ionizacijom i
ekscitacijom tjelesnih stanica, odnosno tkiva nakon zracenja, ¢ime je narusena njihova
normalna funkcija. Budu¢i da udio vode u ljudskim tkivima prelazi 70%, vec¢ina primljene
energije pogodit ¢e, pobuditi i ionizirati molekule vode, a tek mali dio energije ¢e se prenijeti
izravno na ostale biomolekule. Zrac¢enje u interakciji s vodom stvara radioliticke produkte vode
poput *H, *OH i *H20-. Slobodni radikali lako reagiraju s biomolekulama u stanici i stvaraju
oStecenja vaznih biomolekula poput DNA 1 proteina. OSte¢enja mogu dovesti do inhibicije
stani¢ne diobe, nastanka kromosomskih aberacija, genskih mutacija i stani¢ne smrti. lako
apsorpcija energije zracenja u tkivima organa traje vrlo kratko (10-15 s), bioloski u¢inci nastalih
oSte¢enja mogu trajati od nekoliko sati do nekoliko godina. Ometanjem procesa stani¢ne diobe,

zracenje uzrokuje poremecaje funkcije tkiva i organa (Taylor, 2013).

Oste¢enja DNA nastaju zbog direktnih ili indirektnih uéinaka IR. Direktna su rezultat
izravne IR interakcije s DNA, dok indirektna djeluju posredstvom nastalih slobodnih radikala
uslijed radiolize vode i njihove interakcije s DNA (Hill, 2020; Mishra, 2018). Oste¢enja DNA
uslijed IR izlaganja mogu ukljuéivati gubitak Se¢erne skupine, purinskih i pirimidinskih baza,
odnosno promjene u slijedu nukleotida (supstitucije, insercije i delecije), jednostruke ili
viSestruke jednolancane i dvolancane lomove DNA, krizno povezivanje DNA 1 proteina te
disfunkciju telomera (Hill, 2020; Mavragani i sur., 2017; Mishra, 2018; Sisakht i sur., 2020).
Koli¢ina i slozenost oSteCenja ovisi o dozi i linearnom prijenosu energije (LET - koli¢ina
energije koju ionizirajuéa valna cCestica prenosi na materijal), odnosno povecava se s
povecanjem linearnog prijenosa energije (Hill, 2020; Rodriguez-Ruiz i sur., 2019). Sama vrsta
ostecenja ima velik utjecaj na prezivljenje stanica, a stani¢énu smrt uglavnom uzrokuje vise
letalnih oSte¢enja koja onemogucuju oporavak stanice (Mishra, 2018). Oste¢enjem DNA

smanjuje se stopa replikacije, Sto dovodi do stani¢nog starenja i stanicne smrti (Ni i sur., 2016).

Stetni u¢inci IR na molekulu DNA osnova su radioterapijskih postupaka u kojima se
uzima u obzir samo ona djelovanja na tumorska tkiva koja mogu rezultirati stani¢nom smrcu.
Usmjeren prijenos energije na to¢no odredenoj putanji IR (ovisno o svrsi terapije) uzrokuje
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ciljano oStecenje DNA na zeljenom mjestu. Upravo su mjesta viSestrukih oste¢enja DNA
nastala djelovanjem IR klju¢na za unistavanje tumorskih stanica jer su tesko popravljiva
(Lomax, 2013). Stoga je glavni cilj radioterapije povecati koli¢inu zracenja koja se dovodi u
tumorsko tkivo, kako bi se osigurala lokalna kontrola i smanjila koli¢ina zra¢enja u susjednim
zdravim tkivima (Biau i sur., 2019). Ipak, uz pozeljne u¢inke na tumorska tkiva, radioterapija
utjece i na zdrave stanice, §to ograni¢ava primjenjivost iste (Deycmar i sur., 2019). Danas se
naj¢esce koristi frakcionirana radioterapija, u kojoj je ukupna potrebna doza IR raspodijeljena
u vise manjih doza, svaka najcesce po 2 Gy. Time se smanjuje Stetan uéinak izlaganja na
normalna tkiva koja okruzuju tumor te se postize bolja lokalna kontrola tumora u usporedbi s

koriStenjem jedne ili nekoliko vecih doza (Stone 1 sur., 2003).

1.3. Popravak oStecenja DNA

Mehanizmi su ukljuéeni u popravak osStecenja nastalih djelovanjem IR su brojni —
razlikujemo direktni popravak te popravak ostecenja nastalih replikacijom pomocéu popravka
krivo sparenih baza. Popravak izrezivanjem baza karakteristiCan je za oksidirane baze i
jednolancane lomove, popravak izrezivanjem nukleotida za oSte¢enja nukleotida, homologna
rekombinacija za dvolancane lomove u S/G2 fazi stani¢nog ciklusa, a nehomologno sparivanje
krajeva za popravak dvolan¢anih lomova neovisno o stanicnom ciklusu (Averback i sur., 2006).
Dvolan¢ani lomovi predstavljaju najcitotoksi¢niju vrstu oSte¢enja DNA, a povecanjem
njihovog broja nehomologno sparivanje krajeva postaje sve sklonije pogreSkama koje mogu
dovesti do kromosomskih aberacija (Deycmar i Pruschy, 2018; Fu i sur., 2019). Procesi
popravka DNA klju¢ni su za odrzavanje genske stabilnosti u stanicama. U odgovoru na
oste¢enja DNA, mreze nadzornih sustava reagiraju te privremeno zaustavljaju progresiju
stani¢nog ciklusa 1 promoviraju popravak . Regulacija popravka DNA obi¢no je ovisna o,
odnosno uzima u obzir, dva faktora —tip lezije DNA koja treba biti popravljena i fazu stani¢nog
ciklusa u kojoj se DNA nalazi (Branzei i Foiani, 2008). Ukoliko se u odredenim okolnostima
ne poprave sva oSteCenja DNA, aktivira se regulatorni odgovor. Regulatorni odgovor jest
programirana stani¢na smrt ili apoptoza, koja uklanja genomski nestabilne stanice (Chatterjee i
Walker, 2017).



1.4. Kombinirana upotreba anestetika i ionzirajuceg zracenja

Medicinsko osoblje, prisutno pri operacijskim zahvatima, u danasnje je vrijeme sve
¢escée izlozeno genotoksi¢nim agensima kao Sto su anestezioloski plinovi i IR (Rajabi Pour i
sur., 2020). Izlaganje malim koli¢inama inhalacijskih anestetika zaostalih u zraku operacijskih
sala i1 jedinica za intenzivnu njegu (tzv. otpadni anestezioloski plinovi) predstavlja rizik od
razvoja profesionalnih bolesti u zdravstvenih djelatnika (Deng i sur., 2018; Lucio i sur., 2018).
Brzi razvoj intervencijske radiologije (medicinska disciplina koja koristi minimalno invazivne
perkutane metode umjesto kompliciranih klasi¢nih operacijskih zahvata) i radioloskog
snimanja povecao je broj zahvata, a kao posljedica je i veca izlozenost zracenju koja predstavlja
potencijalni rizik u anestezioloskoj praksi (Leone, 2018; McFadyen i sur., 2011). Nedavna
istrazivanja genotoksi¢nosti inhalacijske anestezije u pacijenata podvrgnutih operacijama s
op¢om anestezijom te u medicinskog osoblja izlozenog anesteticima na svom radnom mijestu,
pokazala su da i koncentracije u tragovima otpadnih anestezioloskih plinova mogu dovesti do

povecéanja genetskih oste¢enja (Kucharova i sur., 2020).

Inovativni pristupi i jedinstvene kombinacije razli¢itih oblika lijeCenja obiljezavaju
nedavni napredak u terapiji raka, a kirurgija je sve ¢eS¢e uparena s kemoterapijom ili zraéenjem
(Arunkumar i sur., 2013). Tako utjecaj anestetika i ionizirajueg zracenja nije ograni¢en samo
na medicinsko osoblje ve¢ i1 na pacijente. Radioterapija kod mladih pedijatrijskih pacijenata
teSko je provediva u budnom stanju jer pacijent tijekom cijelog postupka, koji je Cesto
dugotrajan, mora biti u potpunosti miran. Uz to, kod klasi¢ne radioterapije i protonske terapije,
koriste se naprave za imobilizaciju i fiksaciju kao Sto je, primjerice, termoplasticna maska.
Takve naprave ne predstavljaju problem samo pedijatrijskim, ve¢ i odraslim pacijentima Kkoji
pate od klaustrofobije, stoga je u takvim slu¢ajevima pacijente potrebno podvrgnuti opc¢oj
anesteziji inhalacijskim anesteticima u svrhu provedbe ciljane terapije zra¢enjem (Arunkumar
i sur., 2013; Ntoukas i sur., 2020).



2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti vrijednosti primarnih oste¢enja DNA nastalih
uslijed izlozenosti ioniziraju¢em zracenju u dozi od 1 Gy i/ili inhalacijskog anestetika
izoflurana (1,7 vol %), te brzinu popravka u leukocitima periferne krvi, stanicama mozga, jetre
I bubrega u Swiss albino miSeva. Primarna osteCenja mjerena su alkalnim komet testom, a

brzina popravka procjenjivana je u vremenskim intervalima 0, 2, 6 i 24 sata od jednokratnog
izlaganja navedenim uvjetima.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja koristeni su misevi soja Swiss albino uzgojeni u Nastambi

za uzgoj laboratorijskih Zivotinja U Zavodu za animalnu fiziologiju na BioloSkom odsjeku

Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Pokus je odobren od strane

Eti¢kog povjerenstva Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu i proveden se u skladu

sa Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/17.), te Pravilnikom o zastiti zZivotinja koje se koriste u

znanstvene svrhe (NN 55/13; 39/17). MiSevi starosti 60+5 dana uzgojeni su u standardnim

uvjetima propisanima za uzgoj laboratorijskih Zivotinja (temperatura od 25 °C, dnevni ritam

svjetla i tame 12/12 sati), te hranjeni standardnom hranom za laboratorijske zivotinje (Standard

Diet GLP, 4RF 1, Mucedola, Settimo Milanese MI, Italija), uz dostupnost vode ad libitum.

Misevi su podijeljeni u trinaest skupina (4 Zivotinje po svakoj skupini):
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kontrolna skupina;

skupina zrtvovana neposredno nakon tretmana izofluranom (1,7 vol %)
skupina zrtvovana 2 sata nakon tretmana izofluranom (1,7 vol %)
skupina zrtvovana 6 sati nakon tretmana izofluranom (1,7 vol %)
skupina zrtvovana 24 sata nakon tretmana izofluranom (1,7 vol %)
skupina zrtvovana neposredno nakon izlaganja IR (1Gy)

skupina zrtvovana 2 sata nakon izlaganja IR (1Gy)

skupina zrtvovana 6 sati nakon izlaganja IR (1Gy)

skupina zrtvovana 24 sata nakon izlaganja IR (1Gy)

. skupina Zrtvovana neposredno nakon izlaganja izofluranu (1,7 vol %) i IR (1Gy)
. skupina Zrtvovana 2 sata nakon izlaganja izofluranu (1,7 vol %) i IR (1Gy)
. skupina Zrtvovana 6 sati nakon izlaganja izofluranu (1,7 vol %) i IR (1Gy)

. skupina Zrtvovana 24 sata nakon izlaganja izofluranu (1,7 vol %) i IR (1Gy)



3.1.1. Anestezija i zracenje

Ovisno o skupini, misevi su anestezirani izofluranom (1,7 vol%) u kontinuiranom
protoku mjesavine kisika i zraka u omjeru 50:50 u indukcijskoj komori spojenoj s anestezijskim
uredajem (Sulla 800, Drager). Anestezija je provodena u periodu od dva sata, tijekom kojeg su

misevi mirno spavali, spontano disali i nisu odgovarali na podrazaje (pedalni refleks).

Takoder, miSevi su ovisno o skupini ozrac¢eni primjenom X- zrac¢enja (KB Sveti Duh,
Zagreb) u dijagnosticki relevantnoj dozi od 1 Gy. Kao izvor IR-a koristen je kobalt (®°Co-
Theratron Phoenix teletherapy unit, Atomic Energy Ltd.), a brzina doze iznosila je 1,88 Gy/min.

3.1.2. Priprema uzoraka

Misevi su Zrtvovani cervikalnom dislokacijom (dopustena metoda za male glodavce
prema Pravilniku o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13; 39/17). Iz
svake skupine uzeti su uzorci leukocita periferne krvi, tkiva jetre, bubrega i mozga. Uzorci krvi
(5 uL) skupljeni su iz repne vene. Uzorci tkiva mozga, jetre i bubrega priredeni su mehani¢kim
usitnjavanjem u puferu za homogenizaciju (0,075 M NaCl i 0,024 M Na;EDTA) u omjeru 1 g
tkiva na 1 mL pufera. Pufer je drzan u hladnjaku na 4° C. Za metodu komet testa u alkalnim

uvjetima koristeno je 5 uL priredenih homogenata.

3.2. Alkalni komet test

Komet test, odnosno tehnika pojedina¢nih stanica u gelu, ¢esto je koriStena brza,
jednostavna i osjetljiva metoda kojom je moguce mjeriti primarna osSteCenja DNA u
pojedina¢nim stanicama u svrhu odredivanja nastalih o$tecenja. lzolirane stanice u mjeSavini
agaroznog gela nanose se na predmetno stakalce i pritom se rasprostru kroz gel, te se nakon
solidifikacije stanice liziraju ¢ime se njihova DNA oslobada od stani¢nih komponenti (stani¢na
membrana, citoplazma i jezgrina ovojnica). Nakon lize provodi se denaturacija za oslobadanje
mjesta na DNA gdje su nastala oSteCenja, a zatim slijedi elektroforeza, neutralizacije, te
priprema preparata za analiziranje koje ukljucuje bojanje fluorescentnom bojom sa

sposobnosc¢u vezanja za DNA (Karahan i sur., 2017). Manji fragmenti DNA, nastali uslijed
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ostecenja, gelom putuju dalje od neostecenih dijelova DNA i od same jezgre DNA koja zbog
manjeg promjera agaroznih pora od njenog promjera ostaje na svom uklopljenom agaroznom
mjestu. Krajnji korak podrazumijeva analizu slike koja prikazuje glavu (sadrzi neostecenu
DNA) i rep kometa (sadrzi fragmente DNA) (Mpller i sur., 2014). Uz bojanje fluorescentnim
bojama, metoda zahtjeva i uporabu fluorescencijskog mikroskopa. Alkalni komet test najéesce
se koristi za detekciju jednolancanih lomova, no razli¢itim modifikacijama metode moguce je
kvantificirati i dvolancane lomove, oksidaciju purinskih i primidinskih baza te male koli¢ine
promjena u molekuli DNA (Collins, 2004; Kucharova i sur., 2020). Zahvaljujuci osjetljivosti i
mogucnosti kvantitativnih mjerenja, komet test je metoda koja se uobi¢ajeno koristi u testovima
genotoksi¢nosti, ispitivanjima kemijske sigurnosti, ekoloskim i slicnim testovima (Collins,

2004; Singh 2018).

Slika 3. Karakteristican izgled kometa pod epifluorescencijskim mikroskopom nakon

provedbe komet testa, povecanje 400x.

U istrazivanju je koriStena standardna metoda komet testa u alkalnim uvjetima (Singh i
sur. 1988.; Collins 2004) na leukocitima periferne krvi, te stanicama tkiva mozga, jetre i

bubrega.

Na brusena predmetna stakalca nanesen je sloj 1%-tne agaroze normalne tocke taliSta

(NMP engl. normal melting point), potom su stakalca susena na sobnoj temperaturi. Na tako
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pripremljena stakalca dodano je 500 pL 0,6%-tne agaroze NMP. Nakon 10 minuta inkubacije
na ledu, dodan je sloj od 5 puL uzorka pomijesanog sa 100 uL 0,5%-tne agaroze niske tocke
talista (LMP engl. low melting point). Preparati su zatim prekriveni novim slojem 0,5%-tne
agaroze LMP (100 pL). Tako pripremljeni mikrogelovi nakon solidifikacije na 4°C od 10
minuta, uronjeni su u hladni svjezi pufer za liziranje stani¢nih membrana (pH=10; 2,5 M NaCl,
100 mM Na:EDTA, 10 mM Tris-HCI, 1% Na-sarkozinata, 1% Triton X-100 i 10% DMSO)
tijekom 2 sata na 4°C. Nakon lize stanica, preparati SU prebaceni u pufer za denaturaciju
(pH=13) na period od 20 minuta. Zatim je provedena elektroforeza u istom puferu na 25 V
tijekom 20 minuta. Nakon elektroforeze, preparati su neutralizirani Tris-HCl-om (pH 7,5) tri
puta po 5 minuta, dehidrirani u apsolutnom alkoholu te pohranjeni do analize na suhom i
tamnom mijestu. Prije analize preparati su rehidrirani destiliranom vodom tijekom 10 minuta,
obojeni etidij-bromidom (20 ug/mL), te analizirani pod epifluorescencijskim mikroskopom
pomocu racunalnog sustava za analizu slike Comet assay IV (Perceptive Instruments Ltd.,
Instem, London, Velika Britanija). 1zmjereni su parametri: duzina repa kometa (udaljenost
fragmenata DNA u repu od glave kometa, engl. tail length ili TL), intenzitet repa kometa
(postotak DNA u repu kometa, engl. tail intensity ili TI) i repni moment (umnozak duZine
kometa i postotka DNA u repu kometa, engl. tail moment ili TM). Svi uzorci su pripremljeni u
duplikatima, te je za jedan uzorak u grupi izmjereno ukupno 50 kometa, dakle za jednu mjerenu

toCku ukupno 200 kometa.

3.3. Stanic¢ni indeks popravka DNA

Stani¢ni indeks popravka DNA (CRI; engl. cellular DNA repair index) Koristili smo za
kvantifikaciju u¢inkovitosti stani¢nog popravka. Stani¢ni indeks popravka DNA izveden je na
temelju parametara kometa, to¢nije, za svaki parametar definiran je kao postotak smanjenja

ostecenja uslijed popravka, a definiran formulom (Nair i Nair, 2013):

vrijednost parametra kometa u vremenu t
CRI=[1—( — S )]XlOO
vrijednost parametra kometa u poCetnom vremenu t,
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3.4. Statisti¢ke metode

Promatrani parametri (duzina repa kometa, intenzitet repa kometa, repni moment)
analizirani su pomocu deskriptivne statistike u programu Microsoft Office Excel. Dobivene su
srednje vrijednosti sa standardnom pogreskom (SE), medijani (med) te minimalna (min) i
maksimalna (maks) vrijednost svakog parametra, te interval u kojem se nalazi minimalno 25 i
maksimalno 75% svih vrijednosti izmjerenih za svaku mjernu tocku od 800 kometa. Pomocu
racunalnog programa STATISTICA 9.0 (StatSoft, Tulsa, SAD) obradeni su rezultati, te je
primijenjena Break Down Anova analiza varijance s post hoc Scheffe-vom modifikacijom u

svrhu usporedbe razlika u oStecenju DNA.
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4. REZULTATI

Primarna ostec¢enja DNA u leukocitima periferne krvi, stanicama bubrega, jetre i mozga
promatrana su unutar 13 skupina - kontrolna (bez tretmana), neposredno nakon (Oh), nakon 2
sata (2 h), nakon 6 sati (6 h) i 24 sata nakon (24 h) tretmana izofluranom, ioniziraju¢im
zracenjem te kombiniranog tretmana izofluranom i ioniziraju¢im zra¢enjem, a svaku skupinu
¢inila su po 4 misa. Za procjenu primarnih oste¢enja DNA u navedenim stanicama koriStena je
metoda alkalnog komet testa, a koriStena su tri parametra kometa — duzina repa (TL), intenzitet
repa (TI) i repni moment (TM). Vrijednosti parametara analizirane su pomoc¢u deskriptivne
statistike, a kao prag statisticke znaCajnosti koristen je p < 0,05. Ucinkovitost stani¢nog
popravka DNA za svaku vrstu stanica procijenjena je pomocu stani¢nog indeksa popravka

(CRI).

4.1. Leukociti periferne krvi

KoriStenjem Cetiriju parametara deskriptivne statistike — srednja vrijednost sa
standardnom pogreSkom, medijan, minimum i maksimum, analizirani su parametri kometa,
odnosno, duzina repa (TL), intenzitet repa (TI) i repni moment kometa (TM). Izmjerene
vrijednosti parametra TL u svim skupinama tretiranim izofluranom statisti¢ki su znacajno (p <
0,05) viSe u odnosu na kontrolnu skupinu. Srednje vrijednosti parametra duzine repa kometa u
skupinama tretiranim izofluranom su u odnosu 2 h > 24 h > 6 h > 0 h. Vrijednost parametra TL
24 h nakon tretmana izofluranom je statisticki zna¢ajno visa u odnosu na onu 0 h, a niza u
donosu na onu 2 h. Medu skupinama tretiranima IR-em, sve su vrijednosti parametra TL
statisti¢ki znacajno vise u odnosu na vrijednost izmjerenu u kontrolnoj skupini, izuzev one od
6 h. Unutar skupina tretiranih IR-em odnos srednjih vrijednosti parametra TL jeOh>24 h>2
h > 6 h. Vrijednost parametra TL izmjerena 2 h nakon tretmana statisticki je znacajno niza u
odnosu na onu od 0 h. Vrijednost parametra TL izmjerena 6 h nakon tretmana statisticki je
znacajno niza u odnosu na one izmjerene nakon 0 h i 2 h, a u skupini od 24 h je statisticki
znacajno visa u odnosu na onu od 6 h. Vrijednosti parametra TL izmjerene pri kombiniranom
tretmanu izofluranom i IR-em statisticki Su znacajno vise u odnosu na kontrolnu skupinu, a u
medusobnom odnosu 6 h > 24 h > 2 h > 0 h. Vrijednost parametra TL nakon 6 h statisticki je

znacajno visa u odnosu na onu od 0 h (Tablica 1, Slika 4).

14



Sve su vrijednosti parametra T, u svim skupinama tretiranima izofluranom, statisticki
znacajno vise u usporedbi s kontrolnom skupinom. Vrijednosti parametra TI promatrane u
skupinama tretiranima izofluranom u medusobnom su odnosu 6 h> 0 h> 24 h > 2 h. Vrijednosti
TI izmjerene u skupinama tretiranima IR-em statisticki Su znacajno vise u odnosu na kontrolnu.
Pri tretmanu IR-em, medusobni odnos izmjerenih srednjih vrijednosti parametra Tl po
skupinama je 6 h >0 h > 24 h > 2 h. U skupinama unutar kombiniranog tretmana, vrijednosti
parametra Tl statisticki su znacajno vise od kontrolne, izuzev one od 0 h. Odnos srednjih

vrijednosti T1 unutar kombiniranog tretmana jest 6 h>24 h > 2 h >0 h (Tablica 1, Slika 5).

Medu skupinama tretiranima izofluranom, samo je vrijednost parametra TM 0 h
statisti¢ki znacajno visa od kontrolne. Unutar tretmana izofluranom, srednje vrijednosti TM u
odnosu su 24 h>6h>0h>2h. Zatretman IR-em sve su vrijednosti parametra TM, osim one
nakon 2 h, statisticki znacajno veée u odnosu na kontrolnu. Odnos srednjih vrijednosti
parametra TM, unutar skupina tretiranih IR-em je O h > 6 h > 24 h > 2 h. U skupinama
tretiranima kombinacijom izoflurana i IR-a, vrijednosti parametra TM nakon 6 h i 24 h
statisti¢ki su znacajno vise od kontrolne. Za srednje vrijednosti istoga parametra izmjerenih u

skupinama ovoga tretmana vrijedi odnos 24 h>2h>6h >0 h (Tablica 1).

Sve statisticke znacajnosti izmjerenih parametara komet testa izmedu svih tretiranih

grupa u leukocitima periferne krvi prikazane su u Tablici 1.
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Tablica 1. Primarna oste¢enja DNA u leukocitima periferne krvi izmjerena komet testom u periodima od 0/2/6/24 h nakon izlaganja: izofluranu (1,7 vol %);

ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); izofluranu i ionizirajuéem zracenju, izrazena parametrima: duzina repa (um), intenzitet repa (% DNA) i repni moment.

DUZINA REPA (um) INTENZITET REPA (% DNA) REPNI MOMENT
SV £ SE med | min | maks | SV+SE med | min | maks | SV+SE med min | maks
kontrola 12,53+ 0,10 12,82 | 9,61 16,67 1,13+ 0,17 0,26 0,00 | 2,15 0,12+0,02 0,03 0,00 | 2,15
oh 14,91 +0,15 15,00 | 9,58 | 24,58 3,80+ 0,41 0,85 0,00 | 30,50 0,28 + 0,03 0,06 0,00 | 2,73
2h 16,41 +£0,16 15,83 | 11,25 | 29,17 3,13+0,29 1,17 0,00 21,20 0,25+0,02 0,10 0,00 1,68
izofluran : :
6h 14,96 £ 0,22 14,58 | 9,17 25,00 3,98 + 0,43 0,92 0,00 | 4531 0,30+ 0,03 0,07 0,00 | 3,57
24 h 15,12 + 0,39 15,42 | 5,83 | 37,08 3,73 +0,55 1,74 0,00 | 99,09 0,34+ 0,10 0,10 0,00 19,65
a, b, c a
0h 20,06 + 0,38 19,17 | 8,33 | 40,83 6,11+0,78 2,70 0,00 | 99,41 0,55+ 0,09 0,23 0,00 16,17
a,b,cde a a,c
ionizirajuce | o alzes? +0,30 16,67 | 10,00 | 31,67 3,95 +0,36 1,82 0,00 | 22,91 0,30 + 0,03 0,13 0,00 1,97
zraenje _
1G 13,70 + 0,37 12,08 | 6,25 | 35,83 6,19+0,71 2,48 0,00 | 99,08 0,47 +0,08 0,19 0,00 14,79
( y) 6 h b,cd fg a a
19,68 + 0,39 20,00 | 5,00 | 33,33 3,99 +0,32 1,96 0,01 18,99 0,32 +0,02 0,21 0,00 1,52
24h a, b,c,de h a a
15,34 £ 0,26 14,17 | 7,50 28,75 2,36 +0,26 0,38 0,00 17,33 0,17+0,02 0,02 0,00 1,15
- Oh a,f,ghi f ohi f.h
izofluran
+ 2h 16,58 + 0,28 15,42 | 10,42 | 38,75 3,74+ 0,59 0,71 0,00 | 99,64 0,35+0,11 0,06 0,00 | 22,20
R .. e, fhi f
ionizirajuée v ‘
zraenje 6h alzz(f) :,EJO’B 17,29 | 7,92 35,83 :1,81 +0,46 1,66 0,00 | 29,91 ?,34 +0,03 0,12 0,00 | 2,33
1G
( y) 24 h 17,00 £ 0,44 15,42 | 7,92 43,75 4,73+ 0,44 1,66 0,00 27,17 0,37+ 0,03 0,15 0,00 2,21
a e f hi a a

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinac¢nih kometa (50 po svakoj zivotinji).

SV — srednja vrijednost; SE — standardna pogreska; med — medijan; min — minimalna vrijednost; maks — maksimalna vrijednost

statisti¢ka znacajnost (p < 0,05): a — u odnosu na kontrolu; b — u odnosu na izofluran (Oh); ¢ — u odnosu na izofluran (2h); d — u odnosu na izofluran (6h); e — u odnosu na izofluran (24h); f —u
odnosu na IR (Oh); g — u odnosu na IR (2h); h —u odnosu na IR (6h); i — u odnosu na IR (24h); j —u odnosu na izofluran + IR (Oh); k —u odnosu na izofluran + IR (2h); | —u odnosu na
izofluran + IR (6h); m —u odnosu na izofluran + IR (24h); IR — ionizirajuée zracenje ,
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Slika 4. Vrijednost duzine repa kometa (um) u leukocitima periferne krvi: neposredno nakon

(A), nakon 2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja anestetiku izofluranu i/ili

zracenju 1 Gy (D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max —minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | —tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zraCenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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Slika 5. Vrijednost intenziteta repa kometa (% DNA) u leukocitima periferne krvi: neposredno

nakon (A), nakon 2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja anestetiku izofluranu

1/ili zraCenju 1 Gy (D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max —minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | —tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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4.2. Stanice bubrega

U stanicama bubrega, parametri duzina repa (TL), intenzitet repa (TI) i repni moment
(TM) kometa analizirani su pomoc¢u deskriptivne statistike. Vrijednosti parametra TL izmjerene
unutar skupina tretiranih izofluranom 2 h i 24 h nakon tretmana, statisticki su znacajno (p <
0,05) vise u odnosu na 0 h, a vrijednost 24 h nakon takoder je statisti¢ki zna¢ajno visa u odnosu
na 6 h. U skupinama tretiranima izofluranom, izmjerene srednje vrijednosti parametra TL su u
odnosu 24 h>2h > 6h >0 h. Medu skupinama tretiranima IR-em (1 Gy), vrijednost parametra
TL statisticki je znacajno visa nakon 24 h u odnosu na kontrolnu skupinu. Odnos vrijednosti
parametra TL unutar skupina za tretman IR-em jest 24 h >0 h > 2 h > 6 h. Vrijednost parametra
TL izmjerena u skupini 24 h nakon ozracivanja, statisticki je znacajno visa u odnosu na one
izmjerene u svim ostalim skupinama unutar istoga tretmana. Statisticki je znacajno visa i
vrijednost parametra TL izmjerena 6 h nakon ozradivanja u usporedbi s 0 h. Vrijednosti
parametra TL unutar skupine 24 h nakon kombiniranog tretmana, statisticki je znacajno visa od
kontrolne skupine. Unutar kombiniranog tretmana, srednje vrijednosti parametra TL unutar
skupina opisuje odnos 24 h>0h>6h > 2 h. Vrijednost TL izmjerena 24 h po tretmanu, takoder

je statisticki znacajno visa od one 2 h nakon (Tablica 2, Slika 6).

Vrijednosti parametra Tl kometa izmjerene u skupinama 0 h i 24 h nakon tretmana
izofluranom, statisti¢ki su znacajno viSe u odnosu na kontrolnu, za razliku od onih izmjerenih
u 2 hi6 h, koje su statisticki znacajno nize.Vrijednosti parametra Tl kometa unutar tretmana
izofluranom, odnosno skupina, opisuje odnos 24 h > 0 h > 2 h > 6 h. Medu ozra¢enim
skupinama, sve su vrijednosti parametra TI statisticki znacajno vise od kontrolne. Srednje
vrijednosti parametra T1 unutar skupina tretiranih IR-em opisuje meduodnos 6 h>24h>0h>
2 h. Vrijednost Tl izmjerena nakon 6 h je statisticki zna¢ajno visa u odnosu na 2 h. Sve su
vrijednosti parametra Tl unutar skupina podvrgnutih kombiniranom tretmanu statisti¢ki
znacajno viSe u odnosu na kontrolnu skupinu. Srednje vrijednosti parametra Tl u skupinama

tretiranima kombiniranim tretmanom u odnosu su 2 h > 24 h > 6 h > 0 h (Tablica 2, Slika 7).

Vrijednosti parametra TM izmjerene u skupinama 0 h i 24 h nakon tretmana
izofluranom, statisti¢ki su znacajno vise, dok su one izmjerene 2 h i 6 h nakon tretmana
statisticki znacajno nize u odnosu na kontrolnu skupinu. Medu uzorcima tretiranima
izofluranom, odnosno skupinama, izmjerene vrijednosti parametra TM u odnosu su 24 h>0 h
> 2 h>6 h. Sve su vrijednosti parametra TM unutar ozracenih skupina, statisticki znacajno vise

u odnosu na kontrolnu. Srednje vrijednosti TM unutar skupina podvrgnutin IR-em u
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medusobnom su odnosu 6 h>24 h>0h> 2 h. Vrijednost parametra TM izmjerena 6 h nakon
ozracivanja, statisticki je znacajno visa od 2 h. Sve su vrijednosti parametra TM u skupinama
tretiranima kombiniranim tretmanom, statisti¢ki Su znacajno vise od kontrolne skupine. Odnos
srednjih vrijednosti TM u skupinama kombiniranog tretmana jest 6 h>0h> 2 h>24 h (Tablica
2).

Sve statisticke znacajnosti izmjerenih parametara komet testa, izmedu svih tretiranih

skupina, prikazane su u Tablici 2.
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Tablica 2. Primarna o$te¢enja DNA u stanicama bubrega izmjerena komet testom u periodima od 0/2/6/24 h nakon izlaganja: izofluranu (1,7 vol %); ionizirajuéem

zracenju (1 Gy); izofluranu i ioniziraju¢em zracenju, izraZzena parametrima: duzina repa (um), intenzitet repa (% DNA) i repni moment.

DUZINA REPA (um) INTENZITET REPA (% DNA) REPNI MOMENT
SV £ SE med min | maks | SV +SE med min | maks | SV +SE med min | maks
kontrola 15,43+ 0,28 | 15,00 6,25 | 24,17 | 4,85+0,57 0,41 0,00 | 39,81 | 0,35+0,04 0,02 0,00 | 2,90
oh 13,14+0,25 | 12,50 8,33 | 36,67 | 7,13+0,83 2,57 0,00 | 99,80 | 0,52+0,07 0,18 0,00 | 11,58
2h 15,44 £ 0,27 14,79 8,33 | 32,50 | 4,24+0,41 1,17 0,00 | 24,76 0,35+0,04 0,09 0,00 | 3,17
. b a a
izofluran
6h 13,80+ 0,16 | 13,75 7,08 | 20,83 | 3,95+0,42 1,82 0,00 | 43,11 | 0,30+0,03 0,15 0,00 | 3,22
24 h 17,06 £ 0,46 | 16,04 7,92 | 46,67 | 7,23+0,62 3,32 0,00 | 46,01 | 0,58 +0,05 0,30 0,00 | 3,83
b, d a a
0h 16,90 +0,48 | 15,83 7,50 | 44,17 | 6,77+0,59 3,02 0,00 | 35,82 | 0,53+0,05 0,22 0,00 | 4,04
ionizirajuée ’ : ’
zradenje 2h t}6,03 +0,31 | 15,42 8,33 | 32,92 ?,88 +0,48 2,32 0,00 | 42,89 2),39 + 0,04 0,17 0,00 | 3,62
1G
( y) 14,63 £ 0,49 12,50 6,67 | 43,75 11,86 +£0,92 7,23 0,00 | 61,85 0,91 +0,08 0,50 0,00 | 6,86
6h e f acdg a,b,cdg
19,78 +0,52 | 17,71 7,08 | 43,33 | 8,66 0,68 5,20 0,01 | 38,38 | 0,73+0,06 0,42 0,00 | 3,59
24 h a,b,cdfgh acd a cd
0h 16,86 +£0,47 | 15,21 6,67 | 37,50 | 8,88+0,78 4,02 0,00 | 51,32 | 0,69+0,06 0,28 0,00 | 4,69
izofluran b a a,d
+ 2h 15,05+0,45 | 13,33 6,67 | 42,50 | 6,09=+0,85 1,66 0,00 | 99,25 | 0,59+0,13 0,12 0,00 | 20,62
. .. i ,h ,h
lonizirajuce 16,13+0,49 | 13,96 7,08 | 42,08 a965 +0,95 5,08 0,00 | 67,23 2)74i008 0,33 0,00 | 6,26
Zl‘aéenje 6 h b ) s y y y ay’cy ; ) [} [} [} ay’d ) [} [} Il
(1 Gy) 18,62 £ 0,58 16,88 7,08 | 44,17 | 6,68 £0,66 2,40 0,00 | 38,05 0,59 +0,07 0,18 0,00 | 5,27
24 h a, b, d, h, k a, h a

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinac¢nih kometa ( 50 po svakoj Zivotinji).

SV — srednja vrijednost; SE — standardna pogreska; med — medijan; min — minimalna vrijednost; maks — maksimalna vrijednost

statisticka znacajnost (p < 0,05): a — u odnosu na kontrolu; b — u odnosu na izofluran (0h); ¢ — u odnosu na izofluran (2h); d — u odnosu na izofluran (6h); e — u odnosu na izofluran (24h); f —u
odnosu na IR (0Oh); g — u odnosu na IR (2h); h —u odnosu na IR (6h); i — u odnosu na IR (24h); j —u odnosu na izofluran + IR (Oh); k —u odnosu na izofluran + IR (2h); | —u odnosu na
izofluran + IR (6h); m —u odnosu na izofluran + IR (24h); IR — ionizirajuée zracenje
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Slika 6. Vrijednost duzine repa kometa (um) u stanicama bubrega: neposredno nakon (A),
nakon 2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja izofluranu 1/ili zracenju 1 Gy
(D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.

Min-max —minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | —tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zraCenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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Slika 7. Vrijednost intenziteta repa kometa (% DNA) u stanicama bubrega: neposredno nakon

(A), nakon 2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja izofluranu i/ili zracenju 1
Gy (D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max —minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | —tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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4.3. Stanice jetre

U stanicama jetre tri su parametra kometa — duzina repa (TL), intenzitet repa (TI) i repni
moment (TM), analizirana pomoc¢u deskriptivne statistike. Izmjerene vrijednosti parametra TL
u svim skupinama tretiranim izofluranom nisu pokazale statisticki znacajne (p < 0,05) razlike
u odnosu na kontrolnu skupinu, niti unutar samih skupina. Medusobni odnos srednjih
vrijednosti parametra TL unutar skupina tretmana izofluranom jest 2h>24h>0h> 6 h. Sve
su se vrijednosti parametra TL, izmjerene u skupinama podvrgnutima IR-u (1 Gy), pokazale
statisti¢ki znac¢ajno vi§ima u odnosu na kontrolnu skupinu. Izmjerene vrijednosti parametra TL
unutar ozracenih skupina pokazale su medusobni odnos 0 h > 2 h > 6 h > 24 h. Vrijednosti
parametra TL izmjerene u skupinama 6 h i 24 h nakon tretmana zraCenjem, statisticki su
znacajno nize od 0 h i 2 h. Za vrijednosti parametra TL unutar skupina kombiniranog tretmana
vrijedi, da su one 0 h i 2 h nakon tretmana statisticki znacajno vise od onih u kontrolnoj skupini.
Vrijednosti parametra TL izmjerene unutar skupina kombiniranog tretmana izofluranom i IR-
emu odnosu suOh>2h>6h>24h. Vrijednosti parametra TL 6 h i 24 h nakon tretmana,
statisticki su znacajno nize od 0 h i 2 h (Tablica 3, Slika 8).

Vrijednosti parametra Tl izmjerene u svim skupinama tretiranim izofluranom nisu
pokazale statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu, a u medusobnom su odnosu
24 h>2h>0h>6h. Vrijednosti parametra Tl izmjerene u svim skupinama tretiranim IR-em
statisticki su znac¢ajno vise u odnosu na kontrolnu skupinu. Unutar ozracenih skupina, srednje
vrijednosti T1 se odnose 6 h > 0 h > 2 h > 24 h. Sve su vrijednosti parametra T unutar skupina
tretiranih kombiniranim tretmanom izofluranom i ioniziraju¢im zracenjem statisticki znacajno
vise u odnosu na kontrolne, osim one izmjerene 2 h nakon. Izmjerene vrijednosti parametra Tl
unutar kombiniranog tretmana, odnosno skupina, u odnosu su 24 h>0h >6 h > 2 h (Tablica
3, Slika 9).

Medu skupinama tretiranima izofluranom, vrijednosti parametra TM kometa nisu
pokazale statisti¢ki znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu, niti unutar samog tretmana.
Odnos vrijednosti parametra TM medu skupinama tretiranima izofluranom je 24 h>2h >0 h
> 6 h. Za skupine unutar tretmana IR-em vrijedi da su, vrijednosti parametra TM izmjerene 0
h, 2 h i 6 h nakon ozradivanja, statisticki znacajno viSe u odnosu na kontrolnu. Srednje
vrijednosti TM medu ozraenim skupinama opisuje odnos 6 h > 0 h > 2 h > 24 h. Takoder,
vrijednost TM 24 h nakon tretmana statisticki je zna¢ajno niza u odnosu na 6 h. Sve vrijednosti

parametra TM unutar kombiniranog tretmana, osim one izmjerene u skupini 2 h nakon
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tretmana, statisticki su znacajno vise u odnosu na kontrolnu skupinu. Za parametar TM u
skupinama kombiniranog tretmana izofluranom i IR-em, vrijedi odnosOh>6h>24h>2h
(Tablica 3).

Staticke znacajnosti svih izmjerenih parametara komet testa u stanicama jetre, medu

svim tretiranim grupama, prikazane su u Tablici 3.

25



Tablica 3. Primarna o$te¢enja DNA u stanicama jetre izmjerena komet testom u periodima od 0/2/6/24 h nakon izlaganja: izofluranu (1,7 vol %); ionizirajuéem

zracenju (1 Gy); izofluranu i ioniziraju¢em zracenju, izraZzena parametrima: duzina repa (um), intenzitet repa (% DNA) i repni moment.

DUZINA REPA (um) INTENZITET REPA (% DNA) REPNI MOMENT
SV £ SE med min maks | SV £ SE med min maks | SV +SE med min | maks
kontrola 14,68 + 0,26 1458 | 7,08 2250 |2,43+0,33 0,21 0,00 28,53 | 0,17+0,02 0,01 0,00 2,09
0Oh 13,31+0,18 13,33 | 7,92 22,92 | 3,19 £0,34 0,66 0,00 26,13 | 0,22+0,02 0,04 0,00 2,05
2h 14,87+ 0,23 15,00 | 5,83 2458 | 3,61+0,37 0,98 0,00 25,10 | 0,28 +0,03 0,09 0,00 2,16
izofluran 6h 13,09 £ 0,24 1250 | 6,67 22,92 |2,89+0,36 0,98 0,00 32,41 | 0,21 +£0,02 0,07 0,00 2,34
24 h | 13,63 +0,37 12,50 | 7,08 35,83 | 4,58 +0,47 1,09 0,00 34,05 | 0,33+0,04 0,08 0,00 3,85
19,66 + 0,51 17,92 | 7,92 41,67 | 6,09+0,59 1,95 0,00 39,66 | 0,62+0,08 0,19 0,00 6,84
- - o 7 Oh a,b,cde a a, b, d
Ionizirajuce
zracenie 19.64+0,50 | 18,96 | 7,08 |4125 |524+0,48 2,26 0,00 [31,21 [0,50+0,05 0,21 0,00 |567
(1G ‘; 2h ab,cde a a,b,d
y 15,00 + 0,45 1292 | 8,33 37,92 | 9,41+0,78 5,46 0,00 59,45 | 0,70 £0,06 0,41 0,00 5,68
6h f.g a,b,cde a,b,cde
24 h 14,16 + 0,38 1292 | 7,50 35,83 | 5,17+0,49 1,78 0,00 34,05 | 0,38 +0,04 0,12 0,00 3,36
f.g a, h h
oh 19,72 £ 0,41 20,00 | 7,92 35,83 | 5,67+0,50 3,00 0,00 37,80 | 0,49+0,05 0,27 0,00 4,46
iZOfluran a,b,cdeh,i a a, b, d
+ 2h 17,99 £ 0,53 1542 | 7,92 43,33 | 4,42+0,46 0,99 0,00 32,52 | 0,38+0,04 0,09 0,00 3,27
lonizirajuée ‘"‘1:‘;191'0 46 12,08 | 7,92 40,42 2311051 2,29 0,01 37,81 :)41 +0,05 0,15 0,00 4,86
Zraéenje 6 h fy g jJY k b 1 H ) N 9 b L L L a19h 9 1 1 1
(1 Gy) 24 h 14,03 £ 0,44 11,25 | 7,08 39,58 | 5,71+£0,52 2,52 0,01 33,95 | 0,40=+0,04 0,14 0,00 2,62
f.gjk a ah

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa (50 po svakoj Zivotinji).

SV — srednja vrijednost; SE — standardna pogreska; med — medijan; min — minimalna vrijednost; maks — maksimalna vrijednost

statisti¢ka znacajnost (p < 0,05): a — u odnosu na kontrolu; b — u odnosu na izofluran (0h); ¢ — u odnosu na izofluran (2h); d — u odnosu na izofluran (6h); e — u odnosu na izofluran (24h); f —u
odnosu na IR (Oh); g — u odnosu na IR (2h); h —u odnosu na IR (6h); i — u odnosu na IR (24h); j —u odnosu na izofluran + IR (Oh); k —u odnosu na izofluran + IR (2h); | —u odnosu na
izofluran + IR (6h); m —u odnosu na izofluran + IR (24h); IR — ionizirajuée zracenje
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Slika 8. Vrijednost duZzine repa kometa (um) u stanicama jetre: neposredno nakon (A), nakon

2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja izofluranu i/ili zraéenju 1 Gy (D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max —minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | —tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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Slika 9. Vrijednost intenziteta repa kometa (% DNA) u stanicama jetre: neposredno nakon (A), nakon
2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja izofluranu i/ili zra¢enju 1 Gy (D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max —minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | —tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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4.4.Stanice mozga

U stanicama mozga parametri kometa — duzina repa (TL), intenzitet repa (TI) i repni
moment (TM), analizirani pomocu Cetiri parametra deskriptivne statistike. Za parametar TL
vrijedi da je vrijednost izmjerena 0 h nakon tretmana, statisticki znacajno niza (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu. Izmjerene srednje vrijednosti parametra TL unutar skupina tretiranih
izofluranom odnose se 6 h > 2 h > 24 h > 0 h. Vrijednosti parametra TL unutar tretmana
izofluranom izmjerene u skupinama 6 h i 2 h, statisticki Su znacajno vise u odnosu na vrijednost
0 h. Vrijednosti parametra TL kometa izmjerene u skupinama O h i 2 h nakon tretmana IR-em
(1 Gy), statisticki su znacajno vise u odnosu na kontrolnu. Odnos vrijednosti parametra TL
unutar skupina za tretman IR-em jest 2 h >0 h > 24 h > 6 h. Takoder, one izmjerene u skupinama
6 h i 24 h nakon ozracivanja statisti¢ki su znacajno nize u odnosu na 0 h i 2 h. Izuzev vrijednosti
parametra TL izmjerene 0 h nakon kombiniranog tretmana, sve su ostale statisticki znac¢ajno
vise u odnosu na kontrolnu. U skupinama unutar kombiniranog tretmana, vrijednosti parametra
TLsuuodnosu6h>2h>24h>0h (Tablica 4, Slika 10).

Medu skupinama tretiranima izofluranom, vrijednosti parametra Tl ne pokazuju
statisticki znacajne razlike, a odnose se 24 h > 6 h > 0 h > 2 h. Vrijednosti parametra Tl
izmjerene u skupinama 0 h, 2 h i 24 h nakon ozracivanja, statisti¢ki su zna¢ajno vise od one u
kontrolnoj skupini. Odnos srednjih vrijednosti parametra T1 pri tretmanu IR-em je 2h>0h >
24 h > 6 h. Vrijednosti T1 u skupinama 6 h i 24 h nakon ozracivanja, statisticki su znacajno nize
u odnosu na 2 h, dok je 6 h takoder statisticki zna¢ajno niza od 0 h. Vrijednosti parametra Tl u
skupinama tretiranima kombiniranim tretmanom, statisti¢ki su znacajno viSe u odnosu na
kontrolnu. Medusobni odnos srednjih vrijednosti Tl izmjerenih nakon kombiniranog tretmana
izofluranom i IR-emje2h>6 h>24 h> 0 h (Tablica 4, Slika 11).

Za vrijednosti parametra TM unutar skupina tretiranih izofluranom nisu uocene
statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu, a medusobno ih opisuje odnos 24 h
>6 h>0h>2h. Pritretmanu IR-em, vrijednosti parametra TM izmjerene po skupinama
statisti¢ki SU znacajno viSe u odnosu na kontrolnu, izuzev skupine od 6 h. Takoder, srednje
vrijednosti parametra TM ozraéenih skupina odnose se 2 h >0 h > 24 h > 6 h. Vrijednost TM
izmjerena u skupini 2 h nakon ozracivanja, statisticki je znacajno visa od 0 h, dok su vrijednosti
24 hi 6 h statisticki znacajno nize od 2 h. Unutar kombiniranog tretmana izofluranom i IR-em,
vrijednosti parametra TM u skupinama 2 h i 6 h, statisti¢ki su znacajno vise u odnosu na

kontrolnu. Srednje vrijednosti parametra TM izmjerene unutar kombiniranog tretmana
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pokazuju odnos 2 h > 6 h > 24 h > 0 h. Vrijednosti parametra TM u skupinama 2 h i 6 h,
statisti¢ki SU znacajno viSe u odnosu na 0 h. Vrijednost istog parametra u skupini 24 h, statisticki

je znacajno niza od 2 h (Tablica 4).

U Tablici 4 prikazane su staticke znacajnosti svih izmjerenih parametara komet testa u

stanicama mozga, medu svim tretiranim skupinama.
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Tablica 4. Primarna oStec¢enja DNA u stanicama mozga izmjerena komet testom u periodima od 0/2/6/24 h nakon izlaganja: izofluranu (1,7 vol %); ionizirajuéem

zracenju (1 Gy); izofluranu i ioniziraju¢em zracenju, izraZzena parametrima: duzina repa (um), intenzitet repa (% DNA) i repni moment.

DUZINA REPA (um) INTENZITET REPA (% DNA) REPNI MOMENT
SV +SE med | min | maks | SV +SE med min | maks | SV+SE med | min | maks
kontrola 22,16 + 0,63 22,08 | 7,92 36,67 | 8,96+0,71 5,42 0,00 38,61 0,93+0,08 0,59 | 0,00 | 4,62
oh 15,91+ 0,35 14,79 | 8,33 31,25 | 9,97+0,83 5,21 0,01 56,00 0,79 £0,07 0,43 | 0,00 | 4,61
2h 18,60 + 0,29 17,92 | 12,08 | 32,08 | 8,03+0,64 4,96 0,01 57,84 0,76 = 0,06 0,45 | 0,00 | 6,73
izofluran i
6h 21,34+ 0,54 22,08 | 9,58 37,92 |9,98+0,78 5,15 0,00 41,78 1,04 £ 0,09 0,40 | 0,00 | 4,66
b
24h | 18,39+£0,50 16,25 | 4,58 37,08 | 13,08 +0,88 9,18 0,04 78,61 1,24+ 0,10 0,76 | 0,00 | 7,21
oh 33,04 £0,76 35,00 | 8,33 47,92 | 18,11 +£0,80 17,94 0,02 39,72 2,87+0,15 2,66 | 0,00 | 7,80
a,b,cde a, b,cde a,b,cde
ionizirajuce | o p | 37:00+0,60 3017 [ 12,08 [ 49,58 | 24,83£0,79 2691|002 |5143 |428%0,16 452 0,00 |893
zradenje
(1G J) 23,15+ 0,69 21,88 | 8,33 47,50 | 10,81+0,70 1,57 0,00 47,85 1,16 £ 0,08 0,82 | 0,00 |6,31
y 6h b,e f, g f.g f.g
25,95 +0,78 25,42 | 7,50 49,58 | 15,95+0,81 14,85 0,01 39,73 1,81 +0,10 1,59 | 0,00 | 7,03
24 h b,cefg ab,cdg a,b,cdfg
23,75+0,48 23,96 | 7,50 42,92 | 9,32+0,66 6,45 0,00 37,80 0,94 +0,07 0,65 | 0,00 | 4,38
- Oh b,cefg foi fogi
izofluran
+ 27,42 +£0,81 26,88 | 8,75 48,33 | 17,19+1,04 17,40 0,00 43,86 2,70+0,19 1,53 | 0,00 | 8,60
ionizira' c'e 2 h a,b,cdefg a,b,cg a,b,cdegh,j
ju
X 27,61 £0,55 27,50 | 11,25 | 45,83 | 14,32+0,80 13,07 0,04 48,49 1,77+0,11 1,55 | 0,00 | 5,35
zr]z-\c(gnje 6h | ibcdeqgh ab,cg ab,cdfgj
(1 Gy) 27,19+ 0,61 26,67 | 10,00 | 46,67 | 11,11 +0,68 9,24 0,02 39,75 1,30+ 0,09 1,04 | 0,00 | 5,93
24 h a,b,cdefgh f.g f.gk

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinac¢nih kometa (50 po svakoj zivotinji).

SV — srednja vrijednost; SE — standardna pogreska; med — medijan; min — minimalna vrijednost; maks — maksimalna vrijednost

statisti¢ka znacajnost (p < 0,05): a — u odnosu na kontrolu; b — u odnosu na izofluran (Oh); ¢ — u odnosu na izofluran (2h); d — u odnosu na izofluran (6h); e — u odnosu na izofluran (24h); f —u
odnosu na IR (Oh); g — u odnosu na IR (2h); h —u odnosu na IR (6h); i — u odnosu na IR (24h); j —u odnosu na izofluran + IR (Oh); k —u odnosu na izofluran + IR (2h); | —u odnosu na
izofluran + IR (6h); m —u odnosu na izofluran + IR (24h); IR — ionizirajuée zracenje
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Slika 10. Vrijednost duzine repa kometa (um) u stanicama mozga: neposredno nakon (A), nakon

2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja anestetiku izofluranu i/ili zracenju 1 Gy

(D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max — minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | — tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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Slika 11. Vrijednost intenziteta repa kometa (% DNA) u stanicama mozga neposredno nakon

(A), nakon 2 sata (B), nakon 6 sati (C) i nakon 24 sata od izlaganja anestetiku izofluranu i/ili

zracenju 1 Gy (D).

Mjerenja su provedena na ukupno 200 pojedinaénih kometa. Prikazani su rezultati deskriptivne statistike.
Min-max — minimalna i maksimalna vrijednost; kontrola — bez tretmana; | — tretman izofluranom; 1 Gy — izlaganje
ioniziraju¢em zracenju (1 Gy); | + 1 Gy — izlaganje izofluranu + ioniziraju¢em zracenju (1 Gy)
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4.5. Stani¢ni indeks popravka primarnih osteéenja DNA u leukocitima periferne krvi
te u stanicama bubrega, jetre i mozga

Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar duzine repa kometa u leukocitima
periferne krvi neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em (1
Gy) te kombiniranim tretmanom izofluranom i IR-em, prikazan je na Slici 12A. Najvisi
postotak popravka (31,70%) vidljiv je 6 sati nakon tretmana ioniziraju¢im zra¢enjem, a najvisi
postotak nepopravljenih primarnih ostecenja (15,38%) vidljiv je 6 sati nakon tretmana
izofluranom. Tretmani izofluranom te kombinirani tretman u svim vremenskim razdobljima
pokazuju povecanje primarnih ostec¢enja u odnosu na pocetne vrijednosti, dok za tretman IR-

em vrijedi obratno.

Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar intenziteta repa kometa u leukocitima
periferne krvi neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em te
kombiniranim tretmanom izofluranom i IR-em, prikazan je na Slici 12B. Najvisi postotak
popravka (35,35 %) vidljiv je 2 sata nakon tretmana ioniziraju¢im zracenjem, a najvisi postotak
nepropravljenih primarnih oste¢enja (103,81%) 6 sati nakon kombiniranog tretmana. Svi
vremenski intervali unutar kombiniranog tretmana ukazuju na povecanje primarnih oste¢enja u
odnosu na pocetnu vrijednost, dok u preostala dva tretmana sve vrijednosti osim onih 6 sati

nakon tretmana ukazuju na povecanje popravka u usporedbi s po¢etnom vrijednoscu.
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Slika 12. Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametre duzine repa (A) te intenziteta repa
kometa (B) neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, ioniziraju¢im

zracenjem (1 Gy) te izofluranom i ionizirajuéim zra¢enjem (1 Gy) u leukocitima periferne krvi.

35



Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar duzine repa kometa u stanicama bubrega
neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em (1 Gy) te
kobiniranim tretmanom izofluranom i IR-em prikazan je na Slici 13A. Najvisi postotak
popravka (13,43%) vidljiv je 6 sati nakon tretmana IR-em. Tretman izofluranom u svim
vremenskim periodima pokazuje povecanje primarnih oste¢enja u odnosu na pocetne
vrijednosti. Najvi§i postotak primarnih ostecenja u odnosu na pocetne vrijednosti, odnosno
postotak ostecenja koja se nisu popravila, vidljiv je 24 sata nakon tretmana izofluranom

(29,83%), a povecanje ostecenja je vidljivo i 24 sata nakon drugih tretmana.

Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar intenziteta repa kometa u stanicama
bubrega neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em, te
kombiniranim tretmanom prikazan je na Slici 13B. Najvisi postotak popravka (44,60%) vidljiv
je 6 sati nakon tretmana izofluranom. Kod svih tretmana nakon 2 sata vidiljivo je smanjenje
primarnih ostecenja. Najvisi postotak primarnih oSte¢enja koja nisu popravljena vidljiv je 6 sati

nakon tretmana IR-em (74,74%).
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Slika 13. Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametre duzine repa (A) te intenziteta repa
kometa (B) neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, ioniziraju¢im

zracenjem (1 Gy) te izofluranom i ioniziraju¢im zrac¢enjem (1 Gy) u stanicama bubrega.
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Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar duzine repa kometa u Stanicama jetre
neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em, te izofluranom i
IR-em prikazan je na Slici 14A. Najvisi postotak popravka (28,85%) vidljiv je 24 sata nakon
kombiniranog tretmana. Tretmani IR-em, te kombinirani tretman u svim vremenskim
razdobljima pokazuju smanjenje primarnih ostecenja u odnosu na pocetnu vrijednost. Najvisi
postotak primarnih ostec¢enja koja nisu popravljena vidljiv je 2 sata nakon tretmana izofluranom
(11,72%).

Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar intenziteta repa kometa u stanicama jetre
neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em, te izofluranom i
IR-em prikazan je na Slici 14B. Najvisi postotak popravka (22,05%) vidljiv je 2 sata nakon
kombiniranog tretmana. Najvisi postotak primarnih ostec¢enja koja nisu popravljena vidljiv je 6
sati nakon tretmana IR-em (54,52%), ali je nakon 24 sata to jedini tretman koji pokazuje

smanjenje ostecenja u odnosu na pocetnu vrijednost.
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Slika 14. Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametre duzine repa (A) te intenziteta repa
kometa (B) neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, ioniziraju¢im

zracenjem (1 Gy) te izofluranom i ioniziraju¢im zracenjem (1 Gy) u stanicama jetre.
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Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar duzine repa kometa u stanicama mozga
neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em, te kombiniranim
tretmanom izofluranom i ioniziraju¢im zraenjem prikazan je na Slici 15A. Najvisi postotak
popravka (29,93%) vidljiv je 6 sati nakon tretmana IR-em, a smanjenje primarnih ostecenja u
odnosu na pocetnu vrijednost vidljivo je i nakon 24 sata. Najvisi postotak primarnih osteé¢enja
koja nisu popravljena (34,13%) vidljiv je 6 sati nakon tretmana izofluranom. Tretmani
izofluranom te kombiniranim tretmanom u svim vremenskim razdobljima pokazuju povecéanje

primarnih ostecenja u odnosu na pocetne vrijednosti.

Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametar intenziteta repa kometa u stanicama
mozga neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, IR-em, te
izofluranom i IR-em prikazan je na Slici 15B. Najvisi postotak popravka (40,31%) vidljiv je 6
sati nakon tretmana IR-em. Smanjenje primarnih oste¢enja u odnosu na pocetnu vrijednost
takoder je vidljivo 2 sata nakon tretmana izofluranom te 24 sata nakon tretmana IR-em. Najvisi
postotak primarnih oste¢enja koja nisu popravljena (84,44%) vidljiv je 2 sata nakon tretmana
izofluranom i IR-em, unutar kojeg je i u drugim vremenskim razdobljima vidljivo poveéanje

oStecenja u odnosu na pocetnu vrijednost.
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Slika 15. Stani¢ni indeks popravka (CRI) za parametre duzine repa (A) te intenziteta repa
kometa (B) neposredno nakon, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon tretmana izofluranom, ioniziraju¢im

zraCenjem (1 Gy) te izofluranom i ioniziraju¢im zra¢enjem (1 Gy) u stanicama mozga.
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5. RASPRAVA

Izofluran je jedan od najceSce koriStenih inhalacijskih anestetika za induciranje opce
anestezije, stoga je vazno istraziti njegov utjecaj na razliCite organe i tkiva, kako bi se
procijenila sigurnost njegova koristenja u klinickoj praksi (Brozovi¢ i sur., 2017; Kim i sur.,
2006). Dosada$nja istrazivanja pokazala su da izofluran u nekim aspektima uzrokuje manje
Stetnih nuspojava od drugih inhalacijskih anestetika, dok se u drugima pokazao podjednako
Stetan ili $tetniji. Smanjena Stetnost izoflurana u, primjerice, jetri ili u diSnom sustavu, moze se
objasniti manjom razinom metabolizma izoflurana u odnosu na druge inhalacijske anestetike
(Hudson i Hemmings, 2019; Khan i sur., 2014). Fokus ovog istrazivanja bila su primarna
oStecenja DNA nastala djelovanjem izoflurana te ucinkovitost njithova popravka u razli¢itim
vrstama stanica. Dosadasnja istrazivanja djelovanja izoflurana na DNA 1 ostale stani¢ne
komponente, kao 1 procjene njegove genotoksiCnosti i citotoksi¢nosti, pokazala su se
kontradiktornima. S jedne strane, postoje istrazivanja koja su pokazala znacajna oStecenja DNA
nakon izlaganja razlic¢itih vrsta stanica miSeva, Stakora, ali i ljudi izofluranu, uglavnom u
ovisnosti 0 trajanju anestezije i vremenu nakon tretmana (limfociti, jetra, bubreg, mozak,
pluca,itd.). Koli¢ina oste¢enja DNA povecava se produljenjem trajanja anestezije izofluranom,
ali se smanjuje nakon zavrsetka tretmana zahvaljuju¢i mehanizmima popravka DNA te se pri
jednokratnom izlaganju vrijednosti oSte¢enja DNA stanica u krvi pacijenata vracaju na
normalnu razinu otprilike 3 dana nakon izlaganja izofluranu (Brozovi¢ i sur., 2017; Brozovi¢ i
sur., 2011; Karabiyik i sur., 2001; Kim i sur., 2006; Kucharova i sur., 2020; Ni i sur., 2017).
Nasuprot tome, neka istrazivanja nisu pokazala znacajna ostecenja stanica, odnosno DNA pri
koriStenju izoflurana u klini¢koj praksi (Braz i sur., 2011; Kargar Shouroki i sur., 2018;
Ruxanda 1 sur., 2014). Treca skupina istrazivanja ukazuje na potencijalne antioksidativne i
protuupalne ucinke izoflurana na Zivotinjskim modelima, ali 1 kod ljudi, ¢ime se otvara
mogucnost protektivnog djelovanja izoflurana na razlicite vrste stanica (Lee i sur., 2015; Rocha
i sur., 2015). U ovom istrazivanju, pomocu alkalnog komet testa, mjerena su primarna ostecenja
DNA u leukocitima periferne krvi te stanicama bubrega, jetre i mozga 0, 2, 6 i 24 sata nakon
izlaganja miSeva izofluranu. Rezultati istraZivanja upucuju na razlicit utjecaj izoflurana na
razliCite vrste stanica. U stanicama mozga 1 jetre, vrijednosti parametra duZine repa kometa
pokazale su se nizima u odnosu na kontrolnu skupinu u svim skupinama nakon izlaganja
izofluranu, dok druga dva parametra (intenzitet repa i repni moment kometa) u jetri takoder

pokazuju nize vrijednosti u odnosu na kontrolnu skupinu, dok u mozgu ne pokazuju takve
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vrijednosti u svim vremenskim intervalima. NajviSe vrijednosti stani¢nog indeksa popravka
DNA u mozgu vidljive su nakon 2 sata, a u jetri 6 sati nakon izlaganja. Ovi rezultati ukazuju
na potencijalno zastitno djelovanje izoflurana na stanice jetre i mozga u miSeva, $to je u skladu
s rezultatima istrazivanja koja govore o pove¢anom antioksidativnom statusu stanica prilikom
anestezije izofluranom (Rocha i sur., 2015). U leukocitima periferne krvi vrijednosti svih
parametara u svim vremenskim intervalima nakon tretmana izofluranom pokazuju vece
vrijednosti u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je indeks stani¢nog popravka najveci 6 sati
nakon tretmana za parametar duzine repa kometa, a 2 sata nakon tretmana za parametar
intenziteta repa kometa. Ovi rezultati upucuju na genotoksi¢ni u¢inak izlaganja leukocita
periferne krvi izofluranu, ali i na potencijal popravka nastalih oStec¢enja ovisno o vremenu
nakon tretmana, iako se 24 sata nije pokazalo dovoljno dugim periodom za popravak svih
oStecenja. Stanice bubrega pokazuju vrijednosti nize u odnosu na kontrolu 0 1 6 sati nakon
tretmana za parametar duzine repa, 2 i 6 sati nakon tretmana za parametar intenziteta repa te 6
sati nakon tretmana izofluranom za parametar repnog momenta kometa, dok je stani¢ni indeks
popravka najve¢i 6 sati nakon tretmana. Ovi rezultati upucuju na potrebu za dodatnim
istrazivanjima djelovanja izoflurana na stanice bubrega, ali s obzirom da nema statisticki
znacajnih razlika u odnosu na kontrolnu skupinu moze se reci, u skladu s nekim od dosadasnjih

istrazivanja, da ne uzrokuje njihova znacajna oste¢enja DNA (Ruxanda i sur., 2014).

Ionizirajuce zraCenje pokazuje dobro dokumentirana oste¢enja DNA pri svim dozama,
medutim, prilikom koriStenja niskih doza ta su oSteCenja uglavnom popravljiva, a citotoksi¢ni
ucinak raste s povecanjem doze. Zracenje uzrokuje ostecenja DNA u svim vrstama stanica svih
organa. U¢inak ovisi o vrsti stanica pa su tako, primjerice, limfociti i druge hematopoetske
S obzirom da se zraenje moze koristiti za terapijske i1 dijagnosticke svrhe, vazno je istraziti
njegovu interakciju s drugim agensima koji se potencijalno mogu primjenjivati tijekom terapije,
odnosno dijagnostike, te na¢ine za eventualno smanjenje Stetnih u¢inaka zracenja na normalna
tkiva (Abdelrazzak i sur., 2019; Dobrzynska, 2007; Mavragani i sur., 2017; McBride i Schaue,
2020; Ueno i sur., 2007; Wang i sur., 2013). U ovom istrazivanju, vrijednosti parametara
kometa nakon ozracivanja miSeva ioniziraju¢im zraenjem u dozi od 1 Gy sukladne su
dosadasnjim istraZivanjima te pokazuju oste¢enja DNA svih ispitivanih vrsta stanica (leukociti
periferne krvi, bubreg, jetra i mozak). Ipak, 6 sati nakon tretmana, moZe se primijetiti smanjenje
vrijednosti parametara u odnosu na krace vremenske intervale, koje ostaje primjetno i nakon

24 sata u svim stanicama, osim u stanicama bubrega. Ovakvi rezultati potencijalno su posljedica
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aktivacije mehanizama popravka DNA, koja je prema stanicnom indeksu popravka
najefikasnije popravljena upravo 6 sati nakon tretmana zra¢enjem. Popravak DNA je slozen
proces koji ukljucuje brojne mehanizme i intermedijere te mu je za potpunu aktivaciju potrebno
odredeno vrijeme. Pri malim dozama koje se koriste u terapijske ili dijagnosticke svrhe moze
biti izrazito efikasan, iako se u ovom istrazivanju sva o$te¢enja uzrokovana zracenjem nisu
popravila niti nakon 24 sata (Biau, 2019; Santivasi i Xia, 2014; Sisakht i sur., 2020).

Anesteziolozi koji rade u operacijskim salama ili na hitnim intervencijama cesto su
istovremeno izlozeni inhalacijskim anesteticima, kao i niskim dozama ionizirajuceg zracenja.
Isto tako, pacijenti koji se podlazu nekoj vrsti radioterapije ili dijagnostickih postupaka koji
koriste ionizirajuce zracenje, posebno pedijatrijski pacijenti, ¢esto zbog obuzdavanja budu
podvrgnuti opéoj anesteziji ili sedaciji. Opravdanost istovremenog koristenja anestetika i
ionizirajueg zraCenja uvelike je diskutirana u literaturi. Anestezija se smatra opravdano
koriStenom uz ioniziraju¢e zracenje samo ukoliko ne postoji drugi naCin za smirivanje
pacijenta. Anesteziolozi koji su zbog svog posla izloZeni ioniziraju¢em zracenju svakako bi
trebali biti pod monitoringom utjecaja zracenja na organizam te koristiti prikladnu zastitnu
opremu tijekom takvih zahvata (Anastasian i sur., 2011; Leone, 2018; Ntoukas i sur., 2020;
Rajabi Pour i sur., 2020; Taylor i sur., 2013). Utjecaj kombinirane upotrebe anestetika na
stani¢noj razini do sada nije znacajno istrazen, stoga se u ovom radu promatrao utjecaj
kombinirane upotrebe anestetika izoflurana i ioniziraju¢eg zrac¢enja u dozi od 1 Gy, u usporedbi
s pojedina¢nim tretmanima. Rezultati ovog istraZivanja pokazali su veéa oSteCenja DNA pri
kombiniranoj upotrebi zracenja i izoflurana u odnosu na kontrolne skupine u svim promatranim
stanicama, kao i u svim vremenskim intervalima. Ipak oSte¢enja DNA su se pokazala manjima
0d onih pri tretmanu samim ioniziraju¢im zra¢enjem U istim vremenskim intervalima, posebno
u stanicama jetre i mozga. Razlog tome moglo bi biti antagonisticko djelovanje izoflurana, koji
je u samostalnom tretmanu pokazao potencijal za citoprotektivni u¢inak, na Stetu nastalu uslijed
tretmana ioniziraju¢im zracenjem. Benkovi¢ i sur. (2015) su u sli¢nom istrazivanju pokazali
sinergisticki u¢inak anestetika izoflurana i ioniziraju¢eg zracenja na primarna o$tecenja DNA
u istih stanica kao i u ovom istrazivanju. Stani¢ni indeks popravka pokazao se manjim u odnosu
na ostale tretmane u leukocitima periferne krvi i stanicama mozga, u stanicama bubrega
popravak je bio podjednako efikasan, dok je u stanicama jetre stani¢ni indeks popravka visi

prilikom kombiniranog tretmana.

S obzirom na nedostatak dostupne literature za utjecaj kombinirane upotrebe anestetika

1 ionizirajuéeg zracenja na oste¢enja DNA, potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se
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utvrdila priroda medusobne interakcije inhalacijskih anestetika i ioniziraju¢eg zracenja te
njihov utjecaj na mehanizme popravka DNA. Takoder, u¢inak samog izoflurana mogao bi se

dodatno prouciti kako bi se donio konacan zaklju¢ak o njegovom djelovanju na DNA.
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6. ZAKLJUCAK

Alkalni komet test osjetljiva je metoda koriStena za utvrdivanje primarnih oStecenja
DNA u leukocitima periferne krvi te stanicama bubrega, jetre i mozga Swiss albino
miSeva tretiranih izofluranom (1,7 vol%), ionizirajuéim zratenjem (1 Gy), te
kombinacijom navedenih dvaju agensa. U svakoj skupini tretirane su po 4 Zivotinje, a
uzorci su skupljeni neposredno, 2 sata, 6 sati i 24 sata nakon izlaganja. U¢inak anestetika
izoflurana, ionizirajueg zracenja te njegove kombinacije na primarna oSte¢enja DNA
procjenjivan je analizom triju parametara kometa — duzine repa (TL), intenziteta repa
(T1) i repnog momenta (TM).

Tretman izofluranom pokazao je manje primarnih oSte¢enja DNA u odnosu na kontrolu,
tretman ioniziraju¢im zracenjem u dozi od 1 Gy te na kombinirani tretman izofluranom
11onizirajuéim zra¢enjem u svim vremenskim intervalima kod stanica jetre 1 mozga, Sto
ukazuje na njegov potencijalno protektivni u¢inak na ove vrste stanica. U leukocitima
periferne krvi pokazao je vise primarnih oste¢enja DNA u odnosu na kontrolu, ali manje
u odnosu na ostale skupine u odgovaraju¢im vremenskim intervalima Sto moze
ukazivati na njegov genotoksicni u¢inak na leukocite, koji je manje izrazen pri primjeni
samog izoflurana nego u kombinaciji sa zracenjem. U stanicama bubrega vrijednosti
parametara su nize u odnosu na kontrolu neposredno i 6 sati nakon tretmana, dok su u
odnosu na ostale tretmane vrijednosti nize, $to ponovno ukazuje na manji genotoksic¢ni
ucinak izoflurana u usporedbi s ostalim tretmanima, dok je utjecaj samog izoflurana na
stanice bubrega kontradiktoran. Objasnjenje pokazane kontradiktornosti moglo bi lezati
u interakciji izoflurana s mehanizmima stani¢nog popravka DNA, koji su se pokazali
najucinkovitijima 6 sati nakon tretmana.

Stani¢ni indeks popravka DNA pri tretmanu izofluranom za parametar duzine repa
kometa ukazuje na neucinkovitost mehanizama popravka, 0sim u stanicama jetre 6 sati
nakon tretmana, dok vrijednosti za parametar intenziteta repa pokazuju najvecu
ucinkovitost popravka u leukocitima periferne krvi i stanicama bubrega.

Tretman ioniziraju¢im zraCenjem U dozi od 1 Gy ocekivano je pokazao najveca
ostecenja DNA, a primjetan je pad vrijednosti parametara 6 sati nakon izlaganja
ionizirajuéem zraenju, §to se moze objasniti efikasnom aktivacijom mehanizama

popravka DNA, a vidljivo je i iz vrijednosti stani¢nog indeksa popravka.
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Kombinirani tretman izofluranom i ioniziraju¢im zraenjem pokazao je viSe primarnih
oste¢enja DNA u odnosu na kontrolu i tretman izofluranom u svim stanicama, ali nesto
manje u odnosu na tretman samim ioniziraju¢im zracenjem, posebno u stanicama jetre
i mozga. Takvi rezultati upuéuju na antagonisticki u¢inak potencijalno citoprotektivnog
izoflurana na $tetu nastalu uslijed zracenja.

Stani¢ni indeks popravka za kombinirani tretman pokazao je manju ucinkovitost
popravka u odnosu na ostale tretmane u leukocitima periferne krvi i stanicama bubrega,
u stanicama mozga ucinkovitost je podjednaka, a u stanicama jetre popravak je
ucinkovitiji u odnosu na ostale tretmane, $to ukazuje na razli¢it utjecaj kombiniranoga
tretmana na mehanizme stani¢nog popravka DNA u razli¢itim vrstama stanica.
Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se utvrdila priroda medusobne
interakcije inhalacijskih anestetika i ionizirajué¢eg zraenja na primarna oste¢enja DNA
u razli¢itim tipovima stanica te njihov utjecaj na mehanizme popravka DNA. Takoder,
ucinak samog izoflurana trebao bi se dodatno prouciti kako bi se donio konacan

zakljuc¢ak o njegovom djelovanju na DNA.
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8. ZIVOTOPIS

Osobni podaci 5
Ime i prezime: Dunja Sikic¢
e-mail: dsikic@stud.biol.pmf.hr

Obrazovanje

2018.—danas Diplomski studij Eksperimentalne biologije, modul Fiziologija i imunobiologija
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb

2014. —2018. Preddiplomski studij Znanosti o okolisu
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb

2013. —2014. Preddiplomski studij Geologije
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb

2009. — 2013. V. gimnazija, Zagreb

Radno iskustvo
Ak. godina 2019./20.  Demonstrator na kolegiju Laboratorijske zivotinje u bioloskim
istraZivanjima
Ak. godina 2019./20.  Demonstrator na kolegiju Laboratorijske zivotinje u znanosti
Ak. godina 2016./17.  Demonstrator na kolegiju Kraljeznjaci
2015. — danas igraonice.hr
e animator na dje¢jim rodendanima, rad u call centru, mentor mladim
kolegama

Dodatne aktivnosti
Veljaca — lipanj 2020. Organizacija dogadaja "Meet The Biologists — HRZZ izdanje"

Lipanj 2019. Laboratorijska praksa pri Klinici za infektivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢",
Odjel za imunolosku 1 molekularnu dijagnostiku
e upoznavanje s molekularnim metodama u dijagnostici infektivnih
bolesti

Lipanj 2019. Izrada diplomskog rada pri Institutu za medicinska istrazivanja,
Jedinica za mutagenezu
e koriStenje metoda za procjenu genotoksi¢nih utjecaja na ljudskim
limfocitima  (indukcija  mikronukleusa, strukturne aberacije
kromosoma, mikrogel elektroforeza — komet test)

Travanj 2019./2018./2017. Aktivno sudjelovanje na manifestaciji "No¢ biologije"
Bioloski odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb

Listopad 2018. — veljata 2019. Tecaj za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim
Zivotinjama
Laboratory Animal Science Course (60 sati)
o certifikat za A kategoriju (FELASA 2 ekvivalent)
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Lipanj 2018.

2017. — danas

2016. -2017.

dezinfekciji drvenih umjetnina kontaminiranih gljivama)

Sudjelovanje na projektu PlasmaArt

Aktivno sudjelovanje na Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja— SiSB4
(Tema: Istrazivanje primjene hladnog atmosferskog plazmenog mlaza u

razvoj nove metode uzgoja gljivica Serpula lacrymans i Coniophora

puteana na simuliranim drvenim umjetninama, uzgoj na hranjivim
podlogama, tretman hladnim atmosferskim plazmenim mlazom,
analiza i usporedba rezultata

Laboratorijska praksa pri Prehrambeno — biotehnoloskom fakultetu
Zavod za biokemijsko inzenjerstvo; Laboratorij za biologiju 1 genetiku
mikroorganizama
e rad s uskoskarim rakom (Astacus leptodactylus) — hranjenje, ¢iS¢enje
vode u akvarijima, uzimanje briseva i uzoraka hemolimfe, priprema
uzoraka za PCR, brojanje stanica hemolimfe
e analiza sastava prehrane sivog vuka (Canis lupus) — priprema uzoraka
neprobavljene dlake iz fecesa, mikroskopska analiza, analiza rezultata

Poznavanje jezika

Materinski jezik Hrvatski
Strani jezici:
jezik slusanje Citanje govorna govorna pisanje
interakcija produkcija
Engleski B2 B2 B2 B2 B2
Njemacki Al Al Al Al Al

Komunikacijske vjeStine
e vrlo razvijene komunikacijske vjestine steGene u dugogodiSnjem radu s ljudima iz
pozicije pruzatelja usluge, ali i ¢lana velikog tima zaposlenika te tijekom dugogodisnjeg
obrazovanja, izlaganja na skupovima i rada s kolegama studentima

Ostale vjestine

e vladanje alatima Microsoft Office (Word, Excell, PowerPoint)
e vozacka dozvola: B kategorija
e 0snovna znanja programiranja u programu DevPascal
e zavrSena osnovna glazbena Skola
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