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1. UVOD

1.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres neravnoteza je izmedu proizvodnje reaktivnih Kisikovih spojeva
(ROS) 1 antioksidacijske zastite stanica, $to dovodi do poremecaja redoks signalizacije i
kontrole i/ili oSte¢enja molekula (1). Smatra se da je oksidacijski stres ukljucen u brojne bolesti
(upale, rak i degenerativne bolesti), intoksikacije i starenje. Reaktivni Kisikovi spojevi molekule
su koje sadrzavaju Kisik poput singletnoga kisika (O:°¢), vodikova peroksida (H20.),
hipokloritne kiseline (HOCI), hidroksilnog aniona (OHe), superoksidnog aniona (Oz*) i
dusi¢nog oksida (NOe¢). Vecina njih slobodni su radikali jer posjeduju nespareni elektron u
vanjskim orbitalama, $to ih ¢ini vrlo reaktivhima (2). Reakcija izmedu dvaju nesparenih
elektrona rezultira kovalentnom vezom, ali kada radikal reagira s neradikalom, novonastali
radikal pokrece lanc¢anu reakciju. lako po definiciji H.O: nije radikal uz O, svrstani su kao
ROS jer mogu proizvesti vise reaktivnih meduspojeva u prisutnosti katalizatora ili drugih
slobodnih radikala. Mnogi vazni slobodni radikali potjecu iz Oz i NOe, a njihovi metaboliti kao
Sto su H20: i peroksinitrit (ONOO") smatraju se ROS-om zbog svoje reaktivnosti u bioloskom
okruzju. Najreaktivniji Kisikov radikal je hidroksilni (OHe), koji moze ostetiti ugljikohidrate,
proteine, lipide i deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK).

Vecina bioloske energije u stanici proizlazi iz redukcije dvoatomne molekule kisika (O2) u
superoksidni radikal (O2¢") u mitohondrijskom transportu elektrona koji stvara vodu, a energija
protona daje adenozin trifosfat (ATP) (3). Smanjenje nije 100 % ucinkovito i 1 — 3 % kisika
istjece iz transportnog lanca elektrona u obliku O2*~ (4). Ostatak O2+~ dismutiran je u H.0O: u
mitohondrijskom matriksu mangan-superoksid dismutazom (MnSOD), a u stani¢noj citoplazmi
superoksidnom-dismutazom koja sadrzi bakar (CuSOD) (3). Vodikov peroksid nadalje se
disocira na H20 i O: katalazom (CAT) i glutation-peroksidazom (GPx) (5). Slobodan ion
zeljeza je bioloski vazan metal koji moze sudjelovati u osSte¢enju stanica prouzrocenom
kisikom. Najveca je koli¢ina slobodnog Zeljeza u Fe** obliku te se mora reducirati u Fe?* oblik
da bi postao aktivan. Aktivan oblik Fe** zajedno s H20: stvara visokoreaktivni radikal OH ¢
Fentonovom reakcijom. Vodikov peroksid jo§ moze nastati u reakciji ksantin oksidaze,
aminokiselinske oksidaze i nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (NADPH) oksidaze.
Dusikov (I1) oksid (duSikov monoksid) vazan je radikal (proizveden NO-sintazom) zbog

sudjelovanja u veliku broju fizioloskih procesa. Reakcijom dusikova monoksida i




superoksidnog radikala nastaje ONOO™ koji je vrlo reaktivan i sudjeluje u raznim signalnim
putovima, a moze prouzroditi i oStecenje stanica.

visenezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA) stvarajuéi tako visokoreaktivne lipoperokside.
Jedan OHe moze poceti lancanu reakciju i stvoriti velik broj hidroksiperoksida, dok reakciju ne
zaustavi antioksidans koji zaustavlja lanac (7). Lipidna peroksidacija uvelike je pod utjecajem
zeljeznih iona. Dolazi do naruSavanja strukture, biofizikalnih karakteristika i konformacije
masnih kiselina. Takoder, narusava se cjelovitost bioloskih membrana, $to dovodi do njihova
raspada i potpune peroksidacije masti stvaraju¢i produkte koji su reaktivni i toksi¢ni. Zavrsni
su produkti lipidne peroksidacije aldehidi (4-hidroksinonenal — HNE i malondialdehid — MDA)
i prostaglandinski sli¢ni spojevi nazvani F2-izoprostani (F2-IsoPs), odnosno metabolicki
produkti oksidacije arahidonske kiseline (8). U vecini istrazivanja o djelovanju anestetika na
promjenu oksidacijskog stresa mjeren je MDA. U nekima se koristio manje specifi¢an test
temeljen na derivatizaciji MDA tiobarbituratnom kiselinom (TBA). Tim testom stvaraju se
obojeni produkti koje nazivamo tiobarbiturnim tvarima reaktivnima na kiseline (TBARS) (9).
MDA je indirektni pokazatelj oksidacijskog stresa mjerljiv u sistemskoj cirkulaciji te
upotrebljiv kao biljeg ishemijsko-reperfuzijske ozljede (IRI). Patogeneza IRI-a slozena je i u
njoj sudjeluje vise ¢imbenika kao $to su suviSak slobodnih radikala kisika i1 drugih reaktivnih
kisikovih spojeva, aktivacija neutrofila, aktivacija komplementa, citokini i drugi upalni
posrednici te vazokativne tvari poput NO-a i endotelina. Na stani¢noj razini produljena ishemija
i vazokonstrikcija dovode do anaerobnog metabolizma i proizvodnje mlije¢ne kiseline, Sto
rezultira smanjivanjem zaliha ATP-a i unutarstani¢nom acidozom. Kao posljedica inaktiviraju
se ATPaze (npr. natrij-kalij ATPaza), pridonose¢i pove¢anju unutarstani¢nog i mitohondrijskog
kalcija, Sto se moZe objasniti nefunkcionalnim istjecanjem kalcijevih iona i njihovim
smanjenim ponovnim unosom u endoplazmatski retikulum. Istodobno, prekomjerna
proizvodnja ROS-a i prekomjerna koncentracija kalcijevih iona rezultiraju povecanom
propusno$¢u mitohondrija. Ksantin oksidaza, koja ina¢e ima neznatan utjecaj na IRI, nastaje u
hipoksi¢nim uvjetima iz ksantin dehidrogenaze i ATP katabolizma. Oslobadanje ksantin
oksidaze omogucuje proizvodnju O2¢~ i H20. povecavajuci tako ukupan IRI. Proizvodnja
superoksidnoga anionskog radikala moze izravno oksidirati razne biomolekule i inaktivirati
enzime te pokrenuti apoptozu, pojacati proupalni podrazaj, modificirati ekspresiju adhezijskih
molekula na povrsini leukocita i endotelnih stanica. Hipoksija tkiva i stvaranje ROS-a tijekom
ishemije aktiviraju stanice prirodenog i steCenog imunosnog sustava zahvaenog mjesta,

uglavnom signalizacijom preko molekula za prepoznavanje uzorka, posebno TLR4 (engl. toll-
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like receptor 4) i proizvodnjom IL-17. Nadalje, oslobadaju se proupalni medijatori u
ishemijskom podrucju, kao $to su ROS-spojevi, citokini/kemokini iz aktiviranog endotela,
makrofaga i mastocita, Sto aktivira leukocite (npr. neutrofili, monociti i limfociti). Osim toga,
postoji obilje dokaza koji danas sugeriraju ulogu trombocita u IR1-u. Na tome mjestu trombociti
dobivaju aktivirani fenotip nakon interakcije s glikoproteinom Iba, endotelnim P-selektinom i
von Willebrandovim faktorom, §to dovodi do njihove agregacije 1 oslobadanja njihovih
posrednika. Poznato je da u IRI-u sudjeluje i komplement (10).

Proteini su glavna meta ROS-a jer su prisutni u vrlo visokoj koncentraciji (11). Oksidacijski
stres moze ostetiti proteine fragmentacijom peptidnog lanca, modulacijom njihova elektricnog
naboja, umrezavanjem proteina i oksidacijom specifi¢nih aminokiselina, $to moze rezultirati
ostecenjem ili gubitkom funkcije proteina i pove¢anom osjetljivos¢u na proteaze (4). Reaktivni
peroksidni meduspojevi koji nastaju na aminokiselinskim (Tyr, His, Trp) ostatcima mogu
pokrenuti daljnja ostecenja. Biljezi oksidacijskog stresa proteina karbonilne su skupine uvedene
u bo¢ne lance aminokiselina. Modifikacije DNK-a zbog proizvodnje ROS-a ukljucuju
degradaciju baza, jedno- ili dvolanane lomove DNK-a, modifikaciju Secera, purina i
pirimidina, §to moze prouzroc€iti mutacije, brisanje, translokaciju i umrezavanje S proteinima
(4). Oksidacija ima negativan ucinak na transkripciju i replikaciju bitnih gena. Najpoznatija je
modifikacija DNK-a stvaranje 8-hidroksideoksigvanozina (8-OH-G) nastala hidroksilacijom
gvanina u nukleozidu (6). Oznake oSteCenja DNK-a izmjerene su jednostaniénom gel
elektroforezom (kometski test) ili modifikacijom kometskog testa s formamidopirimidin DNK-
glikozilazom (fpg).

Stani¢na antioksidacijska obrana pretvara visokoreaktivne vrste kisika u manje reaktivne
spojeve. Neenzimski antioksidansi su glutation (GSH), vitamin E, vitamin C, koenzim Q10,
melatonin, 3-karoten, mokra¢na kiselina, bilirubin i proteini koji vezu metale kao sto su feritin,
laktoferin i ceruloplazmin. Najvazniji su enzimski antioksidansi superoksid-dismutaza (SOD),
katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GPx), glutation-reduktaza (GSHR) i glutation-S-
transferaza. Ostali su oksigenaza-1 i redoks proteini, tioredoksini (TRXs), peroksidroksini
(PRX) i glutaredoksini. Antioksidansi su ucinkoviti na razli¢itim razinama S§irenja
oksidacijskog stresa. Naime, oni ne uklanjaju ROS potpuno, ve¢ odrzavaju njihovu nisku
koncentraciju potrebnu za stani¢nu signalizaciju (12). Reaktivne kisikove vrste kriticne su
signalne molekule uklju¢ene u regulaciju stani¢ne proliferacije, apoptoze i ekspresije gena
(6,13,14). Hoce li do¢i do redoks signalizacije ili oksidacijskog stresa, ovisi o vrsti ROS-a i
njihovoj lokalnoj koncentraciji (15). Kljuc¢an je transkripcijski faktor koji kontrolira aktivaciju
antioksidacijske obrane eritroid 2-vezujuci faktor 2 (Nrf2) usidren u citoplazmi s pomocu
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proteina Keapl (Keapl) slicna Kelchu. Kad se stimulira, odvaja se od Keapl i prebacuje u
jezgru koja inducira ekspresiju antioksidacijskih enzima (16,17).

Tijekom operacije bolesnici su izloZeni razli¢itim ¢imbenicima oksidacijskog stresa kao §to su
kirurs§ka trauma, upala (npr. akutna upala slijepog crijeva) i postupcima koji ukljucuju
ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu koja moze prouzrociti oksidacijski stres. Takvi su postupci
napuhivanje i ispuhivanje pneumoperitoneuma, Esmarchova traka (pneumatska poveska),
kardiopulmonalno premostenje i transplantacija organa (18,19). Buducéi da anestetici takoder
utje¢u na oksidacijski stres, treba izabrati onaj koji ¢e najmanje utjecati na promjenu
oksidacijskog stresa kako bi se izbjegle daljnje ozljede tkiva tijekom operacije,

U ovom radu mijereni biljezi oksidacijskog stresa jesu ukupni glutation (GSH), proteinski
karbonili, malondialdehid (MDA), superoksid-dismutaza (SOD), reaktivni kisikovi spojevi
(ROS) i ukupni antioksidacijski kapacitet plazme (FRAP). Osim navedenih, moze se mjeriti
ukupni antioksidacijski status (TAS), ukupni oksidacijski status (TOS) i indeks oksidacijskog
stresa (OSI). OSI je omjer TOS-a i TAS-a, a pokazatelj je razine oksidacijskog stresa.

Svrha je ovog rada usporediti kako pojedini anestetici utjeGu na ve¢ postojeci oksidacijski stres
prouzroCen operacijom jer je nastanak oksidacijskog stresa vazan i smatra se da izaziva
poslijeoperacijske komplikacije. Osim toga, cilj rada bio je usporediti balansiranu anesteziju i
anesteziju vodenu ciljnom koncentracijom lijeka. Oskudni su i proturjecni podatci o tome koja
je od njih povoljnija za bolesnika s obzirom na nastanak oksidacijskog stresa, pogotovo u

djecjoj dobi.




1.2. Anestezija

Anestezija je stanje kontroliranog, privremenog i reverzibilnog izazivanja neosjetljivosti. Ona
moze biti opCa, regionalna, provodna i lokalna. Termin ,,op¢a anestezija“ obuhvacéa primjenu
medicinskog postupka kojem je cilj bolesniku koji se nalazi pred invazivnim terapijskim ili
dijagnostickim zahvatom oduzeti svijest (hipnoti¢ki ucinak), suprimirati bolne podrazaje
(analgetski ucinak) i liSiti ga neugodnih sje¢anja na postupak (amnesticki u¢inak) te ovisno o
vrsti postupka osigurati bolesnikovu nepokretnost koja izvodacu zahvata osigurava bolje uvjete
rada. Primjena postupka opée anestezije neodvojiva je od nadzora bolesnika i odrzavanja
njegovih vitalnih funkcija unutar granica normalnog stanja. Bolesnik se u op¢u anesteziju moze
uvesti i odrzavati primjenom tvari intravenskim, inhalacijskim ili kombiniranim putem. U

skladu s time, opca anestezija dijeli se na inhalacijsku, intravensku i balansiranu.

1.2.1. Inhalacijska anestezija

Inhalacijska anestezija podrazumijeva uvod u anesteziju i odrzavanje anestezije samo Smjesom
inhalacijskog anestetika i udahnutoga kisika ili dusikova oksidula. Spontano disanje preko
maske kod inhalacijskog uvoda omogucuje bolesniku da sam regulira dubinu anestezije.
Najcesce su koriSteni inhalacijski anestetici sevofluran, izofluran i desfluran. To su tekucine pri
sobnoj temperaturi i prisutnome atmosferskom tlaku koje postaju pare tih tekucina u isparivacu
i primjenjuju se preko pluca. Svi su neionizirani, imaju malu molekularnu masu, sto olaksava
brzo difundiranje iz krvi u tkiva bez potrebe za aktivnim transportom. Njihov jedinstveni put
unosa vrijedi za sve dobne skupine. Brzina nastupa djelovanja, plinovito stanje i put primjene
omogucuju lako smanjivanje i podizanje koncentracije u plazmi. Prvi je izbor za uvod u
anesteziju sevofluran jer ima jedva osjetljiv miris, ne iritira diSne putOve i snazan je
bronhodilatator, sto sve pogoduje djecjoj populaciji. Inhalacijski anestetici najpopularniji su za
odrzavanje anestezije zbog svoje jednostavnosti titriranja dubine anestezije i ué¢inkovitosti bez
obzira na dob. Njihova su pozitivna svojstva tijekom operacije relaksacija skeletnih misica,
oCuvanje sr¢anog izbacaja i mozdanog protoka te predvidljivo budenje iz anestezije, a od
negativnih svojstava mogu se istaknuti nedostatak analgetskog ucinka i povezanost s

poslijeoperacijskom muéninom i povracanjem.




1.2.2. Intravenska anestezija

Intravenski anestetici prouzrocuju anksiolizu, sedaciju, hipnozu do anestezije ovisno o dozi.
Koriste se najces¢e za uvod u anesteziju, a rjede kao stalna infuzija intravenskog anestetika.
Kombiniraju se s opioidnim analgeticima, neuromiSi¢nim relaksatorima, inhalacijskim
anesteticima 1/ili duSikovim oksidulom. Od intravenskih anestetika najées¢e se upotrebljava
barbiturat s ultrakratkim djelovanjem (tiopental), derivat fenola (propofol), derivat imidazola
(etomidat), derivat fenciklidina (ketamin) i benzodiazepini (midazolam). Otkri¢e propofola
znacilo je revoluciju intravenske anestezije. Njegova primjena pocela je davne 1977. godine, a
danas je jedini prikladan lijek za uvod i odrZzavanje anestezije (20). Pocetci totalne intravenske
anestezije (TIVA) sezu u 1982. godinu, a nekoliko godina poslije, 1989., spominje se po¢etak
totalne intravenske anestezije vodenjem ciljnom koncentracijom lijeka (TCI). KoriStenje
TIVA-om u djecjoj populaciji nije ¢esto, spominje se da se njome otprilike 10 % djecjih
anesteziologa Koristi jedanput ili vise puta tjedno (21). Indikacije TIVA-e u djecjoj populaciji
mozemo podijeliti na one koje ovise o bolesniku, vrsti operacije ili dijagnosti¢kom postupku.
Indikacije koje ovise 0 bolesniku jesu: maligna hipertermija u anamnezi, povecana osjetljivost
i rizik nastanka maligne hipertermije, miSi¢ne distrofije, razli¢ite neuromuskularne bolesti,
poslijeoperacijska muc¢nina i povra¢anje (PONV) u anamnezi, akutna ili kroni¢na reaktivnost
disnih putova, strah od maske i alergije. TIVA ima prednost u kirurgiji glave i vrata i torakalnoj
kirurgiji, u neurokirurgiji, Kirurgiji koja zahtijeva nadzor evociranih potencijala, kirurgiji
srednjeg uha te kirurgiji koja ima povecan rizik PONV-a. Osim toga, korisna je u
dijagnostickim postupcima poput magnetske rezonancije (MR) ili biopsije misica kod
dokazivanja neuromuskularnih bolesti (21). TIVA ima mnogo prednosti, ali i nedostataka u
djecjoj populaciji. Prednosti su smanjena reaktivnost disnih putova te time i Smanjena ucestalost
laringospazma i bronhospazma, smanjen PONV, pojacana cilijarna funkcija, bronhodilatacija
te oCuvana hipoksi¢na pluéna vazokonstrikcija, smanjena vjerojatnost poslijeoperacijskog
delirija, moguénost koristenja kod neuromuskularnih bolesti, u kirurgiji koja zahtijeva nadzor
s evociranim potencijalima, moguénost spontanoga disanja tijekom operacije te u konacnici ne
oneciscuje okolinu isparavanjem u atmosferu. Nedostatci su rizik od bakterijske kontaminacije,
bol kod davanja propofola, rizik od sindroma povezanog s infuzijom propofola (PRIS), potreba
za infuzijskom pumpom, nedostatak EEG-nadzora u djecjoj populaciji, produljena duljina
budenja kod pretile djece zbog farmakokinetickih i farmakodinamickih osobina propofola u toj
dobi (21). U ovom istrazivanju upotrebljavala se TIVA uz pomo¢ infuzijske pumpe za

odrzavanje ciljne koncentracije lijeka, odnosno TCI. Infuzijska pumpa TCI radi prema nacelima
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klinicke farmakologije koriste¢i se saznanjima o farmakokinetickim i farmakodinamickim
svojstvima pojedinih lijekova. Adekvatnost takve anestezije temelji se na odrzavanju
koncentracija lijeka u mozgu, naj¢esce propofola i remifentanila, kratkodjeluju¢eg opioida, koji
djeluju sinergisticki. Medutim, zbog osobina farmakokinetickog modela ,Minto* za
remifentanil te nemoguénosti koristenja u osoba koje imaju manje od 30 kg, u ovom istrazivanju
upotrebljavao se samo farmakokineticki model za propofol. Postoji nekoliko TCI
farmakokineti¢kih modela za propofol. Svi se oni temelje na modelu od triju odjeljaka ili tzv.
kompartmenta (engl. compartment) unutar tijela. U odraslih se najcesée koriste dva
farmakokineticka modela ,,Shnider” i ,,Marsh®“, a u djecjoj dobi ,Kataria“ i ,,Paecdfusor®.
Primjenom takvih modela moze se objasniti odnos izmedu primijenjene doze lijeka i izmjerene
koncentracije (farmakokinetika) te odnos izmedu koncentracije lijeka i njegova ucinka
(farmakodinamika). TCI racunalni program, odnosno mikroprocesor povezan s infuzijskom
pumpom i korisnickim suceljem, omogucéuje na osnovi unesenih podataka o bolesniku (dob,
spol, visina, tezina) i podataka o odnosima koncentracija i vremena slozenim matemati¢kim
izraCunom odrZavati stalnu Zeljenu koncentraciju u plazmi ili na mjestu djelovanja. TCI ima
dva nacina rada. Prvi je nacin rada infuzija kontrolirana ciljnom koncentracijom u plazmi gdje
korisnik odabire zeljenu (ciljnu) koncentraciju lijeka u plazmi, a farmakokineticki model
upotrebljava se za izracunavanje stopa infuzije potrebnih za postizanje te koncentracije. Drugi
je infuzija kontrolirana ciljnom koncentracijom na mjestu u¢inka, u ovom slucaju mozgu. Pri
tom nacinu rada korisnik postavlja ciljnu koncentraciju u mozgu, a uz pomoé
farmakodinamickog modela izraGunava se stopa infuzije potrebne za postizanje te
koncentracije. Pumpa ima jednostavno korisni¢ko sucelje na kojem se prikazuje stopa infuzije,
ukupna isporucena doza lijeka i procijenjene koncentracije u plazmi i na mjestu u¢inka kako bi
se korisniku omoguéilo pracenje informacija o vodenju anestezije. Interval izmedu primjene
lijeka i pocetka njegova djelovanja oznacuje vrijeme potrebno da lijek iz cirkulacije (centralni
odjeljak) dode do mjesta djelovanja (ciljnog odjeljka) i da se uspostavi ravnoteza izmedu
koncentracije lijeka u plazmi i koncentracije na mjestu djelovanja. Vazno je naglasiti da je u
stanju ravnoteze ciljna koncentracija u plazmi jednaka koncentraciji u mozgu (22).
Farmakokineticki model koji ima tri odjeljka ima centralni, primarni odjeljak te dva periferna,
brzi i spori. Nakon intravenske aplikacije lijeka njegova ukupna koli¢ina nalazi se u centralnom
odjeljku (V1). Ubrzo odredena kolicina lijeka prelazi primarno u brzi periferni odjeljak (V-), a
ta se raspodjela dogada prema kinetici prvog reda i odredena je konstantom k:.. Konstanta
eliminacije k broj je koji numericki opisuje frakciju lijeka koja se konstantno eliminira u jedinici

vremena neovisno o koncentraciji. Cim se odredena koli¢ina lijeka nade u perifernom odjeljku,
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mala koli¢ina lijeka ponovno se vra¢a u centralni odjeljak, Sto je opisano konstantom k.
Konstante ks 1 ks opisuju uspostavljanje ravnoteze izmedu centralnog i sporog perifernog
odjeljka (Vs). Eliminacija po¢inje odmah nakon primjene lijeka. Zbroj svih volumena odgovara
ukupnu volumenu distribucije u stanju ravnoteze. Prijelaz lijeka izmedu odjeljaka kvantificira
se tzv. distribucijskim ili meduodjeljnim klirensom (engl. clirens). Svaki odjeljak ima svoj
klirens — brzi i spori izmedu odjeljaka te eliminacijski. Brzina sniZzavanja koncentracije ovisi 0
veli¢ini odjeljaka te o njihovim klirensima. Ukupni volumen distribucije moze biti znatno veéi
od volumena tijela jer su ti volumeni virtualni i dobivaju se matemati¢kim izratunom. Vrijeme
od pocetka infuzijske primjene lijeka do trenutka kada se koncentracija lijeka smanji na
polovicu pocetne vrijednosti definira se kao vrijeme polovi¢ne eliminacije (engl. context-
sensitive half-time), odnosno vrijeme potrebno da se koncentracija u plazmi smanji na 50 % od
pocetne vrijednosti nakon prekida kontinuirane infuzije lijeka. Prema vremenu poloviéne
eliminacije moze se odrediti kada ¢e biti potrebno ponovno dati lijek kako bi se postigla ciljna
koncentracija lijeka u organizmu (23).

Vazno je napomenuti da postoje brojne razlike u metabolizmu lijekova izmedu odraslih i djece
kao i izmedu novorodenceta, dojenceta i starijega djeteta. Te razlike u metabolizmu uzrokuju

farmakodinamicke i farmakokineticke posebnosti razli¢itih dobnih skupina.

1.2.3. Balansirana anestezija

Balansirana anestezija vrsta je opce anestezije kod koje se koriste razliciti lijekovi (intravenski
hipnotici, analgetici, inhalacijski anestetici) u najmanjoj koli¢ini koja je potrebna da se postigne
zeljeni ucinak i tako izbjegnu nuspojave koje su moguce pri upotrebi veéih doza jednog od

primijenjenih lijekova.




1.3. Anestetici

1.3.1. Intravenski anestetici

1.3.1.1. Propofol

OH
H,C CHj

H,C CH,

Slika 1.3.1.1. Kemijska struktura propofola

Propofol (2,6-diisopropilfenol) je alkilfenol netopljiv u vodenoj otopini. To je intravenski
anestetik koji se Siroko upotrebljava za uvod u anesteziju i njezino odrzavanje kao totalna
intravenska anestezija (TIVA/TCI), sedaciju pri zahvatima u regionalnoj anesteziji i kao
sredstvo za sedaciju u jedinicama intenzivne medicine. Njegova upotreba odobrena je 1989.
godine (24). Priprema se kao emulzija od 1 % izotoni¢ne otopine, 10 % sojina ulja, 2,25 %
glicerola i 1,2 % lecitina iz jaja. Doza propofola za indukciju anestezije u odraslih je od 1,5 do
2,5 mg/kg, a u djece do 5 mg/kg, sto dovodi do gubitka svijesti za manje od 30 sekundi. Jedna
je od vaznih prednosti, za razliku od ostalih intravenskih hipnotika, osim brzog pocetka i kratko
djelovanje. Anestezija traje 15 minuta uz minimalne rezidualne simptome sredi$njega zivéanog
sustava (25). Mehanizam djelovanja nije jasan, ali ¢ini se da propofol stimulira receptor y-
aminomaslacne kiseline (GABA) vezivanjem za B-podjedinicu, $to dovodi do povecane
transmembranske kloridne provodljivosti prouzrocujuéi hiperpolarizaciju postsinapticke
stani¢ne membrane i time inhibiciju provodljivosti postsinapti¢kog neurona (25). Drugi su
mehanizmi inhibicija glutamatnih N-metil-D-aspartat receptora (NMDA) i receptora a-amino-
3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (AMPA), stimulacija glicinskih receptora,
inhibicija nikotinskih acetilkolinskih receptora te djelovanje na spore kalcijeve ionske kanale,

Sto umanjuje priljev kalcija (24). Propofol ima vrijeme polovi¢ne eliminacije od 30 do 90 min.




Nakon infuzije dulje od osam sati vrijeme polovi¢ne eliminacije manje je od 40 minuta.
Metabolizira se u jetri uz pomo¢ citokroma P450 i izluCuje urinom. Njegov klirens iznosi
izmedu 20 i 30 mL/kg/min, to jest veci je od protoka krvi kroz jetru. To upozorava na postojanje
drugog nacina eliminacije koji zaobilazi jetru. Propofol ima sedativna, anksioliticka i
antikonvulzivna svojstva. Nadalje, ima korisne protuupalne i antioksidacijske u¢inke kao i
neuroprotektivna svojstva, ukljucujué¢i smanjenje intrakranijalnog tlaka. Uobicajene su
nezeljene reakcije nakon primjene propofola depresija kardiovaskularnog sustava, sto dovodi
do smanjenja otkucaja srca i krvnog tlaka, smanjenje perifernoga vaskularnog otpora,
respiratorna depresija ovisna o dozi, bol na mjestu injiciranja i alergijske reakcije. Doza
propofola dovoljna za odrzavanje anestezije smanjuje udisajni volumen (engl. tidal volumen) i
povecava frekvenciju disanja. Ventilacijski odgovor na hipoksiju i CO. znatno je suprimiran.
Apneja (prestanak disanja) dogada se znatno ¢eS¢e nakon indukcijske doze propofola nego kod
ostalih anestetika. Bol pri injiciranju ¢esc¢a je kod injekcije u podru¢ju malih vena dorzuma
Sake, stoga se preporucuje davanje u vece kubitalne vene ili uz adjuvanse poput opioida ili
lokalnog anestetika. Katkad se tijekom indukcije vidaju ekscitacijski uéinci (mioklonus,
opistotonus i konvulzije), a moguce su i alergijske reakcije (25). PRIS je rijedak sindrom koji
zahvaca bolesnike u jedinicama intenzivne medicine kod dugotrajnoga davanja propofola u
dozama (> 4 mg/kg/h u vise od 24 h), sto moze dovesti do sr¢anoga zatajenja, rabdomiolize,
metaboli¢ke acidoze i zatajenja bubrega. Smatra se da je uzrok PRIS-a poremecaj metabolizma
masnih kiselina na razini mitohondrija. Najcesce se dogada u djece s kongenitalnom sr¢anom
greskom ili boles¢u nakupljanja te u bolesnika koji istodobno primaju kateholamine i steroide.
Lijecenje je potporno, tj. rano prepoznavanje i $to ranije prekidanje infuzije propofola (24).

Propofol ima antioksidacijski potencijal u sprjecavanju lipidne peroksidacije (26). Zbog
sli¢nosti s a-tokoferolom (oba imaju fenolnu hidroksilnu skupinu) propofol moze zamijeniti
antioksidacijsku funkciju a-tokoferola. Propofol i a-tokoferol prekidaju lanac lipidne
peroksidacije uklanjanjem lipidnih peroksilnih radikala (LOO") (27). U toj reakciji propofol
postaje fenoksi radikal koji je puno manje reaktivan od LOO’. Propofol donira vodikov atom
iz hidroksilne (OH") skupine i time inhibira peroksidaciju lipida. Osim inhibicije peroksidacije
lipida, u razli¢itim organima Stakora mjerenim in vitro propofol povecava antioksidacijski
obrambeni sustav (28). U pokusima na $takorima nadeno je da propofol stiti bubreg od
bubreznog zatajenja (29) i oStecenja jetre nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede (30)(31),
smanjuje lipidnu peroksidaciju u lednoj mozdini nakon ozljede (32), ublazava
poslijeoperacijske znakove ozljede organa nakon transplantacije jetre (33)(34) i §titi od

opstrukcijske zutice (35).
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Pretpostavlja se da nekoliko neanestetickih i nesedativnih svojstava propofola moze biti
povezano s oksidacijskim stresom. Neki autori otkrili su da propofol moze smanjiti oksidacijski
stres prouzrocen doksorubicinom u kultiviranim kardiomiocitima novorodencadi, pa su
predlozili propofol kao mogucu dodatnu terapiju u takvoj citostatskoj terapiji (36). U drugim je
istrazivanjima otkriveno kako propofol S§titi jetru Stakora od upalnih ucinaka halotana u
hipoksi¢nim uvjetima (37), kao i nakon djelomi¢ne hepatektomije (38). Takoder je predlozeno
da propofol moze biti koristan u lijeCenju glioblastoma jer na ljudskim stanicama glioblastoma
GBM 8401 aktivira apoptozu smanjuju¢i Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma 2), povecavajuci
aktivaciju Bax-a (engl. BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator) i kaspaze (39). Smatra se da
propofol ima i blagotvorno djelovanje u kriti¢nih bolesnika, osobito onih sa sustavnim upalnim
odgovorom i sepsom (40). U tih bolesnika smanjuje koncentraciju citokina i modulira
ekspresiju dusi¢nog oksida. U bolesnika anesteziranih propofolom kojima je u¢injena radikalna
ezofagektomija ucestalost teskih poslijeoperacijskih komplikacija bila je znatno niza (7/92) u
usporedbi s bolesnicima koji su anestezirani inhalacijskim anestetikom sevofluranom (18/94)
(42).
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1.3.2. Inhalacijski anestetici

1.3.2.1. Sevofluran
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Slika 1.3.2.1. Kemijska struktura sevoflurana

FsC

Sevofluran [fluorometil-2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil) etil eter] potpuno je fluorinirani metil
izopropilni eter slatkasta mirisa koji se koristi od 90-ih godina proS§loga stolje¢a za opéu
anesteziju. Njegov tlak pare dopusta upotrebu klasi¢nog isparivaca, slabo je topljiv u krvi, sto
omogucuje brz uvod u anesteziju i brzo budenje nakon anestezije. Zbog jedva osjetljiva mirisa,
bez nadraZljivosti diSnih putova i zbog snaznog bronhodilatatornog svojstva, sevofluran je
naj¢escée koriSten anestetik za uvodenje anestezije preko maske u djece (25,42). Sevofluran se
ne biotransformira do trifluoroacetata kao ostali inhalacijski anestetici, nego nastaje acil-halid
(heksafluoroizopropranolol). Na taj se nacin ne stvaraju protutijela na trifluoroacetilirajuce
proteine jetre, a samim time ni hepatitis kakav izaziva halotan. Sevofluran se u prisutnosti
apsorbera za ugljikov dioksid razgraduje i stvara fluorometil-2,2-difluoro-1-
(trifluorometil)vinil-eter nazvan ,,spojem A*. Taj je spoj, ovisno o dozi, nefrotoksi¢an u Stakora
te prouzrocuje tubularno ostecenje bubrega. Nije dokazana povezanost ,,spoja A*“ s bubreznim
oSte¢enjem U ljudi koji ve¢ otprije imaju poznatu bubreznu bolest kao ni u ljudi kod kojih je
anestezija odrzavana niskim i minimalnim protocima ispod 1 L/min i manje (25).

Inhalacijski anestetici su lipofilni i lako prolaze kroz posteljicu. Fetusi mogu biti izlozeni
primjerice lipofilnom inhalacijskom anestetiku sevofluranu tijekom neopstetrickih operacija i
fetalnih intervencija u drugom tromjeseCju trudno¢e kada pocinje razvoj mozga (43).
Oksidacijski stres u mozgu eksperimentalnih Zivotinja prouzro¢en ve¢im dozama sevoflurana

potrebnim za postizanje mirovanja maternice izaziva upalu, apoptozu, promjenu sinaptickih
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proteina i nakupljanje hiperfosforiliranih tau proteina koji su u korelaciji s oStecenjem
pamcenja. Kognitivno oSte¢enje takoder je uoceno kod miSeva koji su opetovano bili izloZeni
sevofluranu kao i porast proupalnih proteina interleukina 6 (IL-6) i tumor nekrotizirajuéeg
faktora a (TNF-o) (44). Porast IL-6 i faktora Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related
factor 2, Nrf2) takoder je pronaden u Stakora izlozenih sevofluranu pet sati (45).

Inhalacijski anestetici mogu dovesti do akutnog neurotoksi¢nog uc¢inka §to je povezano S
oksidacijskim stresom i kasnijim potesko¢ama u uéenju i paméenju koje nazivamo anestetikom
izazvana neurotoksi¢nost (AIN) (46). Postoji teorija da je nakon visestrukog izlaganja i nakon
duze anestezije moguc¢ rizik od hiperaktivnog poremecaja i deficita paznje te poremecaj u
usvajanju jezika i apstraktnom rasudivanju (47). U velikome randomiziranom multicentri¢nom
kontroliranom ispitivanju koje je provedeno u 722 djece u 28 bolnica (Australija, Italija, SAD,
Velika Britanija, Kanada, Nizozemska, Novi Zeland) testiran je rizik od nepovoljnih
neurorazvojnih ishoda (48,49). Nakon prac¢enja od dvije i pet godina utvrdeno je da opéa
anestezija od 1 h u dojenackoj dobi ne prouzrocuje znatne neurokognitivne ili bihevioralne
deficite. U starijih osoba opca anestezija inhalacijskim anesteticima moze prouzrociti
poslijeoperacijski kognitivni poremecaj (POCD). Starija dob smatra se neovisnim ¢imbenikom
rizika, dok su ostali ¢imbenici koji su povezani s POCD-0m vece i invazivnije operacije, dulje
trajanje opée anestezije, dubina anestezije, nize obrazovanje bolesnika, ponovljene opce
anestezije, poslijeoperacijska infekcija te respiracijske komplikacije. Zbog toga je vazno
upotrebljavati intraoperacijski nadzor dubine anestezije kako bi se smanjila mogucnost
nastanka POCD-a (50). Danas se provodi program ERAS (engl. Enhanced Recovery After
Surgery, ERAS), ¢iji je cilj Sto kra¢i boravak starijih osoba u bolnici, $to smanjuje
poslijeoperacijske komplikacije, a oporavak je brzi. Nedavno su objavljeni prilicno
kontroverzni rezultati o neurotoksi¢nosti sevoflurana u dje¢joj dobi. Smatralo se da opca
anestezija sevofluranom ima utjecaj na nezreli mozak te je preporuceno da se izbjegava opca
anestezija do tre¢e godine zivota (42). Godinu dana poslije objavljeni su rezultati triju velikih
studija GAS-a (engl. general anesthesia spinal), PANDA (engl. Pediatric Anesthesia
Neurodevelopment Assessment) i MASK (engl. Mayo Anesthesia Safety in Kids) te je
zakljuCeno da rutinska anestezija za krace operacije nije neurotoksi¢na i ne utjee na razvoj
mozga (51).

Nadalje, u studijama na ljudima podvrgnutim manjim operacijama sevofluran ima
antioksidacijska i protuupalna svojstva (52). Suprotno tome, u bolesnika koji su prosli vecu

operaciju (npr. kolecistektomija, histerektomija, ortopedske operacije itd.), a time i dulje
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trajanje opée anestezije, sevofluran privremeno poveéava  oksidacijski  stres.

1.4. Nadzor ziv¢anog sustava

1.4.1. Elektroencefalografija

Elektroencefalografija (EEG) neinvazivna je metoda koja biljezi elektri¢énu aktivnost mozdanih
stanica (neurona). Vazne promjene EEG-a tijekom djetinjstva pokazuju sazrijevanje mozga. To
je osobito izrazeno tijekom prve godine zivota, a odraz su karakteristi¢nih obrazaca razvoja od
neonatalnog razdoblja do adolescencije (53). S druge strane, farmakoloski utjecaj anestetika na
mozak takoder se mijenja ovisno o djetetovoj dobi. Zbog te interindividualne varijabilnosti vrlo
je vazno znati kako pojedini anestetik utje¢e na mozak. Ti se ucinci mogu pratiti analizom
kortikalnog signala EEG-a. Profili EEG-a, ovisni o dobi, Siroko su opisani kod djece bez
anestezije, dok je podataka tijekom anestezije vrlo malo. Unato¢ tome postoje mnoge
pedijatrijske studije koje govore 0 nadzoru dubine anestezije koji se temelji na EEG-u. U tim
studijama bispektralni indeks (BIS), koji omogucuje izraCunavanje jednoga broja iz algoritma
koji ukljucuje kortikalne parametre EEG-a, jedan je od najvise proucavanih nadzora dubine

anestezije u djecjoj dobi (54).

1.4.2. Bispektralni indeks

Bispektralni indeks (BIS) monitor (Covidien, Boulder, CO, USA [prije Aspect Medical
Systems, Norwood, MA, USA]) kvantitativni je neinvazivni EEG-uredaj koji se koristi to¢nim
algoritmom za analizu elektri¢nog signala dobivenog iz prednjega frontalnog elektrodnog polja
generirajuci broj izmedu 01 100. Vrijednosti ve¢e od 80 odgovaraju budnom stanju, izmedu 60
i 80 sedaciji (bolesnik moze odgovarati na stimulans), a vrijednosti izmedu 40 i 60 odrazavaju
razinu nesvjesnosti koja je pogodna za operaciju, dok 0 odgovara izoelektri¢noj liniji $to
odrazava potpunu inhibiciju izbijanja cerebralnoga korteksa (engl. burst suppression) (55).
Monitor BIS pruza korisne informacije tijekom svih triju faza anestezije: za uvod u anesteziju,
tijekom odrzavanja anestezije i pri budenju. Uporabom BIS monitora izbjegava se budno stanje
za vrijeme operacije i postize brze budenje bolesnika zbog mogucega preciznijeg titriranja

lijekova pratec¢i dubinu anestezije. Usporedba utjecaja propofola i sevoflurana na vrijednosti
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BIS monitora razlic¢ita je. Vecina intravenskih anestetika izaziva, ovisno o dozi, usporavanje
oscilacija EEG-a dostizuci razdoblja izoelektri¢ne linije. BIS vrijednosti dokazano se smanjuju
kako se povecava koncentracija propofola od 2 do 6 ug/mL u plazmi. U djece starije od pet
godina ucinci propofola na EEG nalikuju na one u odraslih. Tijekom ,kirurSke anestezije*
propofolom dominira delta (8) spora aktivnost u zapisu EEG-a. S druge strane, opisan je
dinamicki profil brzih beta-oscilacija: beta-aktivnost poveéava se kod nizih koncentracija
propofola od 2 do 3 pg/mL u plazmi, a smanjuje se kako se koncentracija propofola u plazmi
povecéava. Ovisno o dozi sevoflurana vrijednosti na ekranu BIS monitora mijenjaju se u dvije
faze. Prva je faza smanjenje vrijednosti BIS-a ovisno o dozi kada se koncentracija sevoflurana
povecava s 0 % na 4 %. Druga je faza ponovna pojava visokih vrijednosti BIS-a nakon
povecanja koncentracije sevoflurana s 4 % na 5 %. Razli¢iti autori pretpostavljaju da povecane
vrijednosti BIS-a mogu biti vise povezane s brzim oscilacijama u EEG-u nego s nedovoljnom

dubinom anestezije (54).

Slika 1.4.2. Bispektralni indeks monitor. Preuzeto iz: Monitoring consciousness, Using the
Bispectral Index (BIS) brain monitoring system. A pocket guide for clinicians.
Medtronic, 2018.
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1.4.3. Nadzor cerebralne oksigenacije

1.4.3.1. Bliska infracrvena spektroskopija

Bliska infracrvena spektroskopija (NIRS) neinvazivna je spektrofotometrijska metoda
otkrivena sredinom 70-ih godina, a omogucuje pracenje ravnoteze izmedu dostave i potrosnje
kisika u mozgu ili drugim tkivima (56). Primarne su molekule koje apsorbiraju svjetlost unutar
valnih duljina svjetlosti bliskom infracrvenom svjetlu (700 — 1300 nm) kromofori: hemoglobin,
bilirubin i citokrom. Uredaji za tu vrstu spektroskopije koriste izvor svjetlosti od dvije valne
duljine (7301 810 nm) koje, prolaze¢i kroz tkiva, mjere njihova apsorpcijska svojstva. Pri valnoj
duljini od 730 nm apsorpcijski spektri hemoglobina i oksihemoglobina maksimalno su
razdvojeni i postoji minimalno preklapanje s apsorpcijskim spektrom vode. Pri valnoj duljini
od 810 nm imaju jednaku apsorpciju, ¢ime se dobiva ukupna koncentracija hemoglobina.
Kompjutorski program obraduje dobivene informacije prema modificiranom Beer-Lambertovu
zakonu, kojim se dobiva broj¢ana vrijednost cerebralne ili somatske oksigenacije (57). Prema
Beerovu zakonu intenzitet svjetlosti opada kako se povecava koncentracija tvari kroz koju
svjetlost prolazi, dok Lambertov zakon tvrdi da se intenzitet svjetlosti smanjuje kako se
povecava udaljenost kroz koju svjetlost prolazi. Na temelju obaju zakona kisik se moze izmjeriti
prema koli¢ini emitirane svjetlosti koju tvar apsorbira 1 prema koli¢ini svjetlosti koja kroz nju
prolazi. Apsorpcija svjetlosti bit ¢e proporcionalna statusu oksigenacije tkiva (58).

Senzor se sastoji od izvora svjetla i dvaju detektora, a postavlja se na kozu iznad promatranog
tkiva tako da je jedan detektor blize, a drugi dalje od izvora svjetla. Fotoni putuju do detektora
kroz tkivo po elipti¢noj liniji i na tom putu dolazi do njihove refleksije, disperzije i apsorpcije.
Prema izvoru svjetla koji moze biti dioda (engl. light-emitting diode, LED) ili laser razlikujemo
nekoliko vrsta monitora — monitori koji se koriste diodom (INVOS i Equanox) i monitori koji
se koriste laserom (Fore-Sight, NIRO-300, CerOx) (59).

NIRS metoda najceS¢e Se upotrebljava za nadzor cerebralne oksigenacije za vrijeme
kardiokirurskih operacija, operacija u torakalnoj i vaskularnoj Kirurgiji. Pracenje oksigenacije
mozga izrazito je vazno pri takvim operacijama zbog upotrebe ekstrakorporalne cirkulacije i
selektivne kanulacije arterija koje mogu znatno smanjiti dostavu kisika u mozdano tkivo i
prouzrociti trajno oSte¢enje mozga (58).

INVOS sustav koristi se SomaSenzorima koji se postavljaju na obje frontalne strane nekoliko
centimetara iznad ruba orbite, a svjetlost prodire oko 2 cm u tkivo. Povezani su s

kompjutoriziranim ekranom koji omogucava graficki prikaz vrijednosti u realnom vremenu
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svakih 10 sekundi. Na taj nac¢in omogucen je nadzor oksigenacije frontalne cerebralne kore
dobivene refleksijom iz malih krvnih zila (kapilare, arteriole, venule). Potrebno je prvo izmjeriti
bazalnu vrijednost regionalne saturacije kisikom (rSO:) prije pocetka operacije i primjene
anestetika te dok bolesnik udise sobni zrak. Podatci se biljeze i na prijenosnu memoriju, §to

omogucuje kasniju analizu.

Slika 1.4.3.a. INVOS senzor za mjerenje cerebralne oksigenacije. Preuzeto iz: INVOS

Cerebral/Somatic Oximeter Operations Manual. Covidien, 2013.

Vrijednosti izmjerene za vrijeme operacije usporeduju se s bazalnom vrijednosti. Vrijednosti
20 — 25 % manje u odnosu na bazalnu vrijednost ili smanjenje rSO. na 50 % od bazalne
vrijednosti povezane su s poslijeoperacijskim komplikacijama kao $to su kognitivna
disfunkcija, mozdana ishemija i koma. Postupci kojima nastojimo poboljsati rSO-
podrazumijevaju isklju¢ivanje nekoga mehanickog uzroka (npr. polozaj glave, polozaj aortalne
kanile), smanjivanje potreba mozdanog metabolizma, povecanje mozdanog protoka Krvi,
povecanje parcijalnog tlaka ugljikova dioksida (pCO:) na visu fiziolosku vrijednost, povisenje
krvnog tlaka i povecanje hematokrita. Prednosti su te metode neinvazivnost, moguénost
pracenja U stvarnom vremenu i jednostavnost upotrebe i interpretacije. Nedostatci su $to nije
moguée mjerenje u slucaju cerebralne atrofije, koja je Cesta u starijih pacijenata, ili
subduralnog/epiduralnog hematoma jer zrake svjetlosti ne mogu doprijeti do mozdanog tkiva
(56,59).
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Slika 1.4.3.b. INVOS monitor. Preuzeto iz: INVOS 5100 Cerebral/Somatic Oximeter
Operations Manual. Covidien, 2013.

NIRS se primjenjuje i u pedijatrijskoj populaciji. Veliku primjenu ima kod operacija
kongenitalnih src¢anih greSaka jer omogucéuje brzo djelovanje u sluc¢aju pada postotka kisika.
Njegova uloga u jedinicama intenzivne medicine nakon takvih operacija nije jo§ potpuno
ustanovljena, ali dokazi upucuju na to da ima veliku ulogu i u tom razdoblju. PoviSeni laktati i
saturacija mijesane venske krvi dokazano upucuju na slabu isporuku kisika, posebno kod
pacijenata u jedinicama intenzivne medicine gdje NIRS moze imati veliku ulogu, ali potrebna

su jo§ dodatna istrazivanja da bi se to dokazalo (60).
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1.5. Biljezi oksidacijskog stresa

1.5.1. Malondialdehid

Peroksidacija lipida slozen je proces koji se zbiva u Zivotinjama i biljkama. Ukljucuje stvaranje
I poticanje daljnjeg nastanka lipidnih radikala, preraspodjelu dvostrukih veza u nezasi¢enim
masnim kiselinama i mogucée razaranje membranskih lipida. Pritom mogu nastati aldehidi,
ketoni, ugljikovodici (etan, eten, pentan), epoksidi i izoprostani (61). Stanicne membrane
bogate su nezasicenim masnim kiselinama i okruzene teku¢inom bogatom kisikom i ionima
metala, zbog ¢ega su podlozne peroksidaciji. Peroksidacija lipida najéesce pocinje otpustanjem
vodika (dehidrogenacija) nezasicene masne kiseline stvaraju¢i tako lipidni radikal (62).
Intenzivna lipidna peroksidacija u bioloSkim membranama dovodi do gubitka fluidnosti,
opadanja vrijednosti membranskoga potencijala, poveéanja permeabilnosti za H* i druge ione
te do mogucée rupture stanice i otpustanja njezina sadrzaja (61). Preraspodjela dvostrukih veza
rezultira stvaranjem konjugiranih diena. Napad molekulskoga kisika stvara lipid peroksi radikal
koji dalje izdvaja atom vodika iz susjedne molekule lipida stvarajuc¢i lipidni hidroperoksid ili
pak nastaje lipidni endoperoksid. Stvaranje lipidnog endoperoksida koji sadrzava barem tri
isprekidane metilenske dvostruke veze moze dovesti do stvaranja MDA-a kao produkta
ostecenja (62). MDA je organski spoj kemijske formule CH2(CHO)2, a u organizmu prevladava
njegova enolna forma. Budu¢i da MDA pokazuje visoku sposobnost stvaranja adukata s
mnogim bioloskim molekulama, ve¢ina MDA-a vezana je za dijelove DNK-a i aminokiseline
u proteinima. Cirkuliraju¢i MDA postoji u dvama oblicima — slobodni (nevezani) i kovalentno
vezan za razli¢ite biomolekule poput proteina, nukleinskih kiselina, lipoproteina i topljivih
aminokiselina. Vazno je naglasiti razmatraju li se slobodne (nevezane) ili ukupne (nevezane i
vezane) razine MDA-a. Ukupna koncentracija MDA-a lakse se mjeri jer se velik postotak
cirkulirajuéeg MDA-a veze na proteine plazme. Slobodni MDA prisutan je u bioloskim
uzorcima u malim koli¢inama. Hidroliza proteina vezanog na MDA mozZe se postiéi tretiranjem

uzorka s alkalnom otopinom ili s otopinom kiseline (63).
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1.5.2. Proteinski karbonili

Oksidacija proteina sloZen je Stetni proces jer su proteini nositelji ve¢ine stani¢nih procesa u
zivim organizmima. Oksidacijsko oSteCenje u proteinima smanjuje efikasnost i preciznost
vitalnih biokemijskih procesa, sto dovodi do stani¢ne degeneracije i smrti. Proteini mogu biti
modificirani velikim brojem razli¢itih oksidacijskih reakcija koje mozemo podijeliti na
reverzibilne i ireverzibilne. U ireverzibilne reakcije ulaze karbonilacija proteina i nitriranje
tirozina (64).

Karbonilacija proteina biokemijska je promjena proteina kojom se uvode karbonilne grupe
(C=0) u proteine. Nastaje oksidacijom izlozenih bo¢nih lanaca hidrofilnih aminokiselina
prolina, arginina, lizina i treonina. Karbonilirani proteini prouzrocuju gubitak proteinske
strukture, a time i enzimske aktivnosti, pa pove¢ana razina nefunkcionalnih proteina u stanici
izaziva poremecaj stani¢nih funkcija. Umjereno karbonilirani proteini razgraduju se
proteolizom, dok se tesko karbonilirani proteini povezuju medusobno kovalentnim vezama u
netopljive proteinske agregate otporne na proteoliti¢ku razgradnju. Kvantitativno su najvazniji
produkti karbonilacije proteina glutaminski semialdehid arginina i prolina te aminoadipinski
semialdehid lizina. Nadalje, karbonilni derivati lizina, cisteina i histidina mogu nastati u
sekundarnim reakcijama s reaktivnim karbonilnim komponentama na ugljikohidratima
(produkti glikooksidacije), lipidima i krajnjim produktima glikacije/lipooksidacije. Zbog
ireverzibilne prirode karbonilacija je najstetniji oblik oksidacijskog ostecenja proteina (65).
Odredivanje razine karbonilnih grupa u proteinima se Cesto koristi za mjerenje razine
oksidacijskog oSteCenja proteina. Razvijene su razlicite metode za detekciju i kvantifikaciju
proteinskih karboniliranih grupa i ve¢ina njih ukljucuje derivatizaciju karbonilnih grupa s 2,4-
dinitrofenilhidrazinom te imunodetekciju nastalog hidrazona koristenjem monoklonalnim ili

poliklonalnim antitijelima (65).

1.5.3. Glutation

Glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicin, GSH) je tiol male molekulske mase, prisutan u svim
tkivima sisavaca s najviSsom koncentracijom u jetri, a jedan je od najvaznijih antioksidansa
(66,67). GSH ima nekoliko vaznih fizioloskih funkcija, poput inaktivacije visokoreaktivnih

kisikovih spojeva, detoksikacije razli¢itih vrsta ksenobiotika i karcinogena, odrzavanja
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oksidacijskog statusa ostalih antioksidansa, poput askorbinske kiseline i o-tokoferola te
poticanja stani¢noga imunosnog odgovora aktivacijom limfocita (68). Unutar stanice GSH
sudjeluje u sustavu signaliziranja (reverzibilno se veze na -SH skupinu unutar proteina, sto
moze aktivirati i inaktivirati sam protein), modulira stanicnu diobu (povecana koncentracija
GSH-a u stanici povezana je s pojacanom diobom stanica) i apoptozu (njegova koncentracija u
stanici snizena je tijekom apoptoze). Sintetizira se iz aminokiselina L-glutamata, L-cisteina i
glicina, a reakcije kataliziraju enzimi y-glutamilcistein sintetaza i GSH-sintetaza. U stanicama
postoji u dvama oblicima, reducirani oblik kao tiol (GSH) i kao reducirani disulfid (GSSG).
Reducirani oblik kao tiol dominantan je oblik te ga ima vise od 98 % od ukupnoga glutationa.
U eukariotskim se stanicama GSH nalazi u citoplazmi (80 — 85 %), mitohondrijima (10 — 15
%) i endoplazmatskom retikulumu. Antioksidacijsku funkciju GSH-a uglavnhom obavlja GSH-
peroksidaza (GPx) koja smanjuje koncentraciju vodikova peroksida i lipidni peroksid, dok se
GSH oksidira u GSSG. Vracanje u GSH pomaze GSSG-reduktaza (GSR) uz NADPH tvoreci
tako redoks ciklus (67). Uobicajeno je da porast koncentracije GSH-a upucuje na univerzalni
staniéni odgovor na oksidacijski stres, medutim pri pogorSanju nekih bolesti smanjuje se
koncentracija GSH-a. Razli¢ite su bolesti povezane S promijenjenom GSH-sintezom ili
izmjenama u njezinoj koncentraciji. Smanjena koncentracija GSH-a mjeri se u brojnim
patoloskim stanjima ukljucujuci dijabetes, rak, HIV, jetrene bolesti, TB, uremiju, pluénu
fibrozu, Alzheimerovu bolest, Parkinsonovu bolest i druge, stoga bi koncentracija GSH-a

mogla biti biljeg za te bolesti (69).

1.5.4. Superoksid-dismutaza

Superoksid-dismutaza (SOD; E.C. 1.15.1.1.) enzim je koji katalizira reakciju razgradnje Oz+~ u
kisik i vodikov peroksid te tako Stiti stanicu od toksi¢nih produkata aerobnoga disanja (70).
Navedenu reakciju prati alternativna redukcija oksidacije metalnih iona prisutnih na aktivnome
mjestu SOD-a. Na temelju iona kofaktora metala prisutnih na aktivnim mjestima, SOD se moze
svrstati u Cetiri razli¢ite skupine: bakar-cink-SOD (Cu, Zn-SOD), zeljezo-SOD (Fe-SOD),
mangan-SOD (Mn-SOD) i nikal-SOD (Ni-SOD) (71). Superoksid nastaje tijekom mnogih
procesa u organizmu kao $to su aerobni metabolizam, oksidativna fosforilacija i fotosinteza.
Budu¢i da SOD ima kljuénu funkciju kontrole razine ROS-a u organizmu, ima utjecaj na
patogenezu, starenje, degenerativne bolesti i rak te bi mogao koristiti u terapiji bolesti
povezanih s oksidacijskim stresom (72).
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1.5.5. Glutation-peroksidaza

Glutation-peroksidaze (GPx) skupina su filogenetski srodnih enzima, a evolucijski su svrstane
u tri skupine: GPx1/GPx2, GPx3/GPx5/GPx6 i GPx4/GPx7/GPx8. Glutation-peroksidaze 1 — 4
javljaju se u svih sisavaca i po kemijskom su sastavu selenoproteini sa selenocisteinom u
katalitickom sredistu. Kataliziraju redukciju vodikova peroksida ili organskih peroksida do
vode ili pripadajucih alkohola koriste¢i se glutationom kao reducensom. Imaju antioksidacijsku
funkciju u razli¢itim dijelovima stanice (5). GPx-1 ima mnogo stani¢nih funkcija: zastita stanice
od oksidacijskog oStecenja; regulacija metabolizma i funkcija mitohondrija; kontrola stani¢nih
procesa, poput apoptoze, rasta i signaliziranja modulacijom stani¢nih koncentracija vodikova
peroksida i ukupne unutarstani¢ne redoks ravnoteze. Zbog svega navedenog, GPx ima ulogu u
prevenciji raka i kao zastitno sredstvo kod neuroloskih i kardiovaskularnih bolesti (73). Nadalje,
zasad ne postoje ¢vrsti dokazi, no misli se da bi poremecaji u sintezi GPx-a mogli biti ukljuceni
u neke oblike anemija, primjerice u novorodencadi je opisana hemoliticka anemija prouzro¢ena

manjkom selena tijekom trudnoce (74).

1.5.6. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje u malim koncentracijama, u odnosu prema oksidacijskim
supstratima, dovode do odgadanja ili inhibicije stvaranja oksidacijskog stresa, odnosno Stetna
djelovanja slobodnih radikala. Djelovanje se moZe opisati uklanjanjem kisika, metalnih iona,
ciljnin ROS-supstrata poput superoksida ili vodikova peroksida ili uklanjanjem slobodnih
radikala i singletnoga kisika (61). Osim djelovanja na oksidacijski stres, antioksidansi smanjuju
mutacije DNK-a, maligne transformacije i druge vrste oStecenja stanice (6). Mogu se podijeliti
na unutarstani¢ne i izvanstani¢éne. Unutarstani¢ni su antioksidansi superoksid-dismutaze koje
kataliticki uklanjaju O.¢~, katalaza koja uklanja H.O: prisutan u velikim koncentracijama,
glutation-peroksidaze koje uklanjaju H.O. prisutan u malim koncentracijama i organske
hiperperokside (61). U izvanstani¢ne antioksidanse ubrajaju se askorbinska kiselina (vitamin
C), tokoferoli (vitamin E), karotenoidi (beta-karoten) i fenoli (stilbeni, fenolne kiseline poput
benzojeve i hidroksibenzojeve kiseline, derivati cimeta i hidroksicimetne kiseline, flavonoidi)
(6). Osnovna je zadaca izvanstani¢nih antioksidansa oCuvanje iona zeljeza i bakra u

nereaktivnim oblicima te sprjeCavanje moguceg medudjelovanja s ostalim slobodnim
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radikalima Stite¢i tako lipidne molekule od oksidacijskog stresa (61). Unutarstani¢ni
antioksidansi (enzimi, mokra¢na kiselina, bilirubin, proteini koji vezu metal kao feritin,
transferin, laktoferin, ceruloplazmin) nadopunjuju se izvanstani¢nim antioksidansima
prisutnima u prehrani ili u prehrambenim dodatcima. Prehrana bogata vocem, povréem,
cjelovitim zitaricama, mahunarkama i omega-3 masnim kiselinama moze djelovati preventivno

na pojavu odredenih bolesti (6).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza je ovog istrazivanja:

Anestezija vodena ciljnom koncentracijom lijeka u djece s hidronefrozom, podvrgnute operaciji
po metodi Anderson-Hynes, izrazava manji oksidacijski stres u odnosu na balansiranu

anesteziju.
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3. CILJEVI RADA

Glavni je cilj ovog istrazivanja pronalazenje anestezioloske tehnike (balansirana, TCI/TIVA)
koja izaziva manji oksidacijski stres u djece s hidronefrozom podvrgnute operaciji po metodi

Anderson-Hynes zbog stenoze pijeloureteri¢nog vrata.

Specifi¢ni je cilj ovog istrazivanja ustvrditi dinamiku kretanja markera oksidacijskog stresa u

perioperacijskom razdoblju; prije uvoda u anesteziju, 30 min i 24 h od pocetka operacije.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Mjesto istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u Klinici za djecje bolesti Zagreb, u Zavodu za dje¢ju anesteziologiju
I intenzivnu medicinu u suradnji s Odjelom za djecju urologiju Klinike za kirurgiju. Uzorci

ispitanika analizirani su u Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu.

4.2. Eti¢ko povjerenstvo

Eticko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb (predsjednica Etickog povjerenstva prof.
dr. sc. Vlasta Puranovic¢, dr. med.) 29. prosinca 2014. godine dalo je suglasnost za provodenje
ovog istrazivanja. EtiCko povjerenstvo Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada
(predsjednica Eti¢kog povjerenstva dr. sc. Martina Piasek, dr. med., znanstvena savjetnica u tr.
zvanju) 3. veljace 2015. godine ocijenilo je da ¢e tijekom istrazivanja svi postupci biti eticki

ispravni.

4.3. Istrazivacki postupak i priprema uzoraka za analizu

Istrazivanje je predvideno na 60 ispitanika, a provedeno je na 32 ispitanika u dobi od tri do 16
godina koji su zbog svoje osnovne bolesti — hidronefroze ste¢ene stenozom pijelouretericnog
vrata — operirani po metodi Anderson-Hynes (pijeloplastika). Prema klasifikaciji ASA-e to su
bolesnici stupnja I, odnosno imaju blagu sistemsku bolest bez funkcionalnih ograni¢enja.
Kriteriji iskljucenja bili su prisutnost respiratornih, kardiovaskularnih, neuroloskih,
endokrinoloskih, autoimunih te ostalih bubreznih bolesti i alergija na lijekove koji su se u
istrazivanju koristili.

Ispitanici su randomizirano podijeljeni u dvije skupine. U skupini 1 nalazi se 16 ispitanika
anesteziranih u balansiranoj anesteziji, a u skupini 2 nalazi se 16 ispitanika anesteziranih

vodenjem ciljnom koncentracijom lijeka, neovisno o dobi i spolu.
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4.3.1. Operacijski protokol

Svi ispitanici dobili su oralnu premedikaciju midazolamom 30 min prije operacije. Doza
potrebne premedikacije izracunata je prema dijagramu za odredivanje doze prema tjelesnoj
masi i povrsini tijela. U operacijskoj sali svaki bolesnik imao je standardni neinvazivni
anestezioloski nadzor koji se sastoji od pulsne oksimetrije (spO:), kapnografije (etCO2),
elektrokardiograma (EKG), neinvazivnog mjerenja arterijskog tlaka (engl. Non-Invasive Blood
Pressure, NIBP) i sonde za mjerenje tjelesne temperature. Uz standardni nadzor bolesnici su
imali i nadzor dubine anestezije uz pomo¢ BIS-a i monitor regionalne saturacije kisikom
INVOS. Svi su ispitanici individualno terapijski anestezirani u rasponu adekvatne dubine
anestezije na ljestvici izmedu 40 i 60. Uz pomo¢ sustava INVOS pratila se regionalna saturacija
na kapilarnoj razini cerebralne krvi i u podruc¢ju oko bubrega. Mjerilo se uz pomo¢ dvaju
senzora, odnosno elektroda zvanih SomaSenzori. Prvi, cerebralni senzor postavljen je na
frontalni dio korteksa, a drugi izmedu razine kraljezaka Th12 i L3 u srednjoj aksilarnoj liniji na
suprotnoj strani od operacijskog polja. Svi ispitanici prije po¢etka uvoda u anesteziju imali su

postavljen venski pristup.

Uvod u anesteziju skupine 1 (balansirana anestezija) poceo je inhalacijski koristenjem maske
mjesavinom sevoflurana, kisika i zraka, uz dodatak intravenskih lijekova. Od intravenskih
lijekova svaki je ispitanik primio opioid (Fentanyl) i neuromisi¢ni relaksans (Esmeron), a
anestezija se tijekom operacije odrzavala mjeSavinom kisika, zraka i sevoflurana uz ponavljanje
intravenskih lijekova prema potrebi. Lijekovi su dozirani prema tjelesnoj tezini ispitanika te

prema vrijednostima BIS-a i INVOS-a.

U skupini 2 (TCI anestezija) uvod je ucinjen intravenskim propofolom, uz pomo¢ TCI pumpe
(Alaris PK Plus, CareFusion, Svicarska), uz dodatak intravenskih lijekova, opioida (Fentanyl)
I neuromisi¢nog relaksansa (Esmeron). Anestezija se odrzavala tijekom operacije intravenskim
propofolom uz TCI pumpu, uz mjesavinu kisika i zraka, a dodatni lijekovi ponavljani su prema
potrebi. Svi lijekovi dozirani su prema tjelesnoj teZini ispitanika i prema BIS-u i INVOS-u.
Program ,,Kataria“ koristen je za TCI model za propofol u svih ispitanika skupine 2.

Disni put u svih je ispitanika obiju skupina osiguran endotrahealnim tubusom prema veli¢ini i
dobi ispitanika. Svima je postavljen dodatni venski pristup i urinarni kateter. Nakon uvoda u
anesteziju svi su ispitanici postavljeni u pregnuti bo¢ni poloZzaj. Taj polozaj najbolje odgovara

kirurgu za lumbotomijski rez i uvid u operacijsko podrucje oko bubrega.
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Uzorci krvi skupljeni su u tri navrata tijekom operacije za mjerenje biljega oksidacijskog stresa:
prije uvoda u anesteziju, 30 min od poc¢etka operacije i 24 h od pocetka. Odmah nakon uzimanja
iz perifernoga venskog puta, uzorci krvi spremljeni su u epruvetu s antikoagulansom te na
Odjelu za medicinsku biokemiju i hematologiju Klinike za djecje bolesti Zagreb centrifugirani
5 min na 3500 o/min. Dobivena plazma po uzorku skladistena je u nekoliko alikvota u

zamrzivacu na -20°C.,

Svi su ispitanici nakon operacije ekstubirani i probudeni te smjesteni u Jedinicu intenzivnog
lije¢enja Zavoda za djecju anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivnu medicinu uz jednaku

poslijeoperacijsku skrb.

Na kraju su svi skupljeni uzorci premjesteni u osiguranim uvjetima u Jedinicu za toksikologiju
Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada radi mjerenja biljega oksidacijskog stresa.
Mijereni su MDA, GSH, SOD, ROS, FRAP i proteinski karbonili.

4.3.2. Postupak randomizacije

Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine. U skupini 1 bili su ispitanici koji su dobili balansiranu
anesteziju, a u skupini 2 ispitanici koji su dobili TCI anesteziju. Uvrstavanje u pojedinu skupinu
bilo je slu¢ajnim odabirom (randomizacijom). Nakon §to su roditelji procitali informirani
pristanak i slozili se da njihovo dijete sudjeluje u studiji, potpisali su suglasnost. Istrazivanje je
provedeno na djeci u dobi od tri do 16 godina, zbog Cega je svaki ispitanik stariji od devet
godina takoder potpisao suglasnost kao maloljetna osoba. Svakom ispitaniku pruzila se
zatvorena omotnica da izvuce jedan nasumicni broj prema kojem je anesteziolog utvrdio kojoj

skupini ispitanik pripada. Neparni brojevi pripadali su balansiranoj skupini, a parni TCI skupini.
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4.4. Metode

4.4.1. Kemikalije

1,1, 3, 3-tetrametoksi propan, Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD
Tiobarbituratna kiselina, Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD

2, 4-dinitrofenilhidrazin

Govedi serumski albumin (BSA), Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD
Gvanidin hidroklorid, Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD

Metanol HPLC cisto¢e, CH3OH, Sigma Chemicals, St.Louis, Missouri, SAD

Ultracista voda (18MQ) dobivena iz vodenog sustava Mili-Q Gradient

© N o o B~ wbdPF

Ostale kemikalije i reagensi analiticke su kvalitete, a njihov komercijalni izvor

naveden je pod opisom odredenih metoda.

4.4.2. Malondialdehid

Koncentracija malondialdehida (MDA) odredivana je modificiranom metodom koju su opisali
Drury i sur. (1997) (75). Metoda se temelji na vezanju MDA-a s tiobarbituratnom Kiselinom

(TBA), pri ¢emu nastaje ruzicasti spoj koji apsorbira svjetlost valne duljine od 538 nm.

Postupak

50 uL uzorka plazme

750 uL fosforne kiseline (HsPO4) (1 %), Kemika, Zagreb, Hrvatska
250 pL tiobarbituratne kiseline (TBA) (0,6 %)

5 uL butiliranog hidroksitoluena (BHT) (0,2 %)

445 pL destilirane vode

Uzorci s reagensima promijesani su i stavljeni u vodenu kupelj (90 °C, 30 min). Reakcija je
zaustavljena hladenjem u vodi i 20 pL uzorka injektirano je u visokoucinkovit tekuéinski
kromatograf (HPLC) koji se sastoji od uredaja za uklanjanje otopljenih plinova, izokratne i
gradijentne pumpe, termostatiranog prostora za kolonu te UV i fluorescentnoga detektora
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Pretkolona i analiticka kolona C-18 obrnute su faze
(LiChrosper, Merck, Darmstadt, Njemacka) s ¢esticama veli¢ine 5 uL (dimenzije pretkolone
4,0 x 4,0, a kolone 4,0 x 125,0 mm). 1z mobilne faze koja se sastojala od 50 mM KH2.PO4 i

29



metanola (60 : 40, v/v, pH 6,8) uklonjen je otopljeni zrak u ultrazvuc¢noj kupelji (15 min). Protok
mobilne faze bio je 1 mL/min. MDA je mjeren fluorescentnim detektorom pri valnoj duljini
ekscitacije od 514 nm i emisije od 544 nm. Pri tim uvjetima vrijeme zadrZzavanja MDA-a na

koloni bilo je 2,5 min.

4.4.3. Glutation

Koncentracija glutationa odredena je prema modificiranoj opisanoj metodi koju su napisali
Kamencic i sur. (2000) (76).

Postupak
100 uL razrijedene plazme (10 x)

20 uL 0,24 mM monoklorbiman

u fosfatnom puferu (pH 7,4) pripremljenom od 79,46 g (NaCl) + 2,01 g (KCI) + 11,59 g
(Na:HPO.) + 2,72 g (KH2POs) otopljenom u 1 L destilirane vode

Koli¢ina GSH-a u plazmi izmjerena je s pomo¢u monoklorobimana (MBCI) koji se pretvara u
visokofluorescentni biman vezanjem s GSH-om u stanicama. Metoda je izvedena uz pomo¢ 10
% plazme razrijedene u ledeno hladnom 50 mM fosfatnom puferu (PBS) (pH 7,4). Plazma je
razrijedena 10x, tj. 100 uL plazme je dodano 900 uL fosfatnog pufera. Uzorci razrijedene
plazme pipetirani su u jaZzice mikrotitarske plo¢ice s 96 mjesta nakon dodavanja 20 uL 0,24
mM MBCI u fosfathnom puferu. Kontrole autofluorescencije plazme pripremljene su bez
dodavanja uzorka, a kontrole autofluorescencije boje pripremljene su bez dodavanja boje. Svi
uzorci inkubirani su 20 minuta na 37 °C. Fluorescencija je odredena pri ekscitaciji od 355 nm i
valnoj duljini emisije od 460 nm, s pomocu ¢itata mikrotitarskih plocica (Tecan Infinite
M200PRO plate reader, Tecan Austria GmbH).

4.4.4. Reaktivni kisikovi spojevi

Koncentracija reaktivnih kisikovih spojeva odredena je prema modificiranoj opisanoj metodi

koju su napisali Socci i sur. (1999)(77).
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Postupak
100 pL razrijedene plazme u fosfatnog puferu (pH 7,4)
20 uL 0,12 mM 2,7-diflouroscein diacetat

Inkubacija 30 min na 37 °C
Mjerenje fluorescencije: ekscitacija 488 nm, emisija 525 nm (Tecan Infinite M200PRO plate
reader, Tecan Austria GmbH)

Koli¢ina ROS-a u plazmi izmjerena je s pomocu 2,7-diklorofluorescin diacetata (DCFDA) koji
se pretvara u visokofluorescentni DCF uz pomo¢ stani¢nih peroksida (ukljucujué¢i vodikov
peroksid) 1 dihidroetidija (DHE) koji se pretvara u fluorescentni spoj uz pomo¢ superoksidnog
radikala. Ukratko, pripremljena je 10 % otopina plazme razrjedivanjem u ledeno hladnom 50
mM fosfatnom puferu (PBS) (pH 7,4). Kontrole za autofluorescenciju plazme pripremljene su
bez dodavanja DCFH-DA ili DHE, a kontrole za autofluorescenciju boje pripremljene su bez

dodavanja boje.

4.4.5. Ukupni antioksidacijski kapacitet plazme

Ukupni antioksidacijski kapacitet plazme (FRAP) odreden je prema metodi koju su opisali
Benzie i Strain 1996. Metoda se temelji na redukciji Fe (111)-tripiridiltriazin kompleksa (Zute
boje) u njegov reducirani Fe (I1) oblik (plave boje) u prisutnosti antioksidansa. Odreduje se
spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na redukciji pra¢enoj porastom apsorbancije
pri 593 nm. Ukupni antioksidacijski kapacitet plazme izraCunava se iz kalibracijske krivulje, a
kao pozitivna kontrola koristi se vitamin C (80).

Osnovna kemijska reakcija ista je za sve modifikacije FRAP testova:

Fe®* + antioksidans — Fe?* + oksidirani antioksidans.

Postupak

300 mM acetatni pufer (pH 3,6)

40 mM HCI, Kemika, Zagreb, Hrvatska

10 mM TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine), Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD
20 mM FeCls x 6 H20, Merck, Darmstadt, Njemacka
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Standard: FeSO4 x 7 H20, Merck, Darmstadt, Njemacka
FRAP reagens (uomjeru A:B:C=10:1:1)

A = acetatni pufer (100 mL)

B =TPTZ (10 mL)

C= FeCI3 (10 mL)

Priprema se ukupni volumen ovisno o broju uzoraka (1 mL po uzorku). Otopina se zagrijava na
37 °C te se tijekom cijelog postupka odrzava u kupelji. U smjesu koju ¢ine 30 pL uzorka
(standarda ili vode) i 1 mL FRAP reagensa prethodno zagrijan na 37 °C stavlja se u tresilicu
Vortex na 10 sekundi. Uzorci se inkubiraju na 37 °C te se nakon 4 min prati porast apsorbancije

na 593 nm. Koncentracija u uzorku (mmol/L) izracuna se iz bazdarnog dijagrama standarda.

4.4.6. Superoksid-dismutaza

Za mjerenje enzimske aktivnosti SOD-a koristio se komercijalni komplet kemikalija za
odredivanje SOD-a (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) prema uputama
proizvodaca. Upotreba komercijalnoga kompleta temelji se na mjerenju superoksidnog radikala
koji mjeri aktivnost sve tri vrste SOD-a (Cu/Zn, Mn i FeSOD) dobivene ksantin oksidazom i
hipoksantinom. Jedna jedinica SOD-a definira se kao koli¢ina enzima potrebna da pokaze 50

% dismutacije superoksidnog radikala.
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Ksantin

+ 0, \ / 20 Formazan
Ksantin oksidaza
i K 20055 Tetrazolijeva sol

Mokracna kiselina

SOD

v

O, + H,0,

Slika 4.4.1. Shema kompleta za ispitivanje SOD-a. Preuzeto i prevedeno iz: Cayman's

Superoxide Dismutase Assay Kit

Postupak

Uzorci plazme pripremljeni su u 20 mM HEPES puferu (pH 7,2), koji sadrzava 1 mM EGTA,
210 mM manitola i 70 mM saharoze. Ispitivala su se razli¢ita razrjedivanja plazme te apsorpcije
na razli¢itim valnim duljinama. Optimalna valna duljina bila je 435 nm i razrjedivanje plazme

uomjeru 1 : 10. Rezultati aktivnosti SOD-a izrazene su kao jedinice po mililitru u plazmi.

4.4.7. Proteinski karbonili

Koncentracija proteinskih karbonila odredena je prema modificiranoj opisanoj metodi koju su
napisali Mercier i sur. (2004) (78) te Domijan i sur. (2005) (79).

Postupak
100 mL fosfatnog pufera (pH 7,4)

2,4 — dinitrofenilhidrazin (DNPH) (0,2 %)
otopina guanidina (6 M s pH 6,5)
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Pripremljena 10 % otopina plazme razrijedi se fosfatnim puferom (pH 7,4) koji sadrzava 1,5 %
KCI i EDTA (3 mmol/L). Svaki se uzorak podijeli u tri alikvota, protein precipitiraju s 10 %
TCA i centrifugiraju (10 min, 3,000 g). Talog jednog alikvota resuspendira se u HCI (1 mL, 2
mol/L HCI) i taj sluzi kao slijepa proba, a talog drugih dvaju alikvota u jednakom volumenu
0,2 % 2,4-DNPH u 2 mol/L HCI. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi uzorci se precipitiraju
s 10 % TCA i ponovno centrifugiraju pod istim uvjetima. Talog se ispire etanolom s etil-
acetatom (1 mL, 1 : 1), a zatim se proteini otapaju u guanidin-hidrokloridu s HCI. Koncentracija
proteina mjeri se spektrofotometrijski prema slijepoj probi pri valnoj duljini od 280 nm, a
koncentracija proteinskih karbonila kao apsorbancija pri valnoj duljini 370 nm koriStenjem
apsorpcijskim koeficijentom (22,0 Lmmol™ cm™). Rezultati se izrazavaju kao nmol 2,4-DNPH

po mg proteina (79).
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4.5, Statisticka analiza

Izmjereni podatci u ovom istrazivanju analizirani su op¢im mjesovitim modelom u kojem je
kao zavisna varijabla koriSten pokazatelj oksidacijskog stresa, a kao nezavisne varijable
koriSteni su vrijeme (kategorija s tri razine: ,,prije uvoda u anesteziju®, ,,30 minuta od pocetka
operacije* i ,,24 sata od pocetka operacije”) koje je ugnijezdeno unutar vrste anestezije
(kategorija s dvije razine: ,,TCI* i,,balansirana“). U model je ukljucena i identifikacijska oznaka
ispitanika kao nasumicni efekt radi kontrole varijabilnosti izmedu ispitanika.

Prije prilagodavanja modela izmjerene koncentracije MDA-a I FRAP-a su logio transformirane,
dok su ostali biljezi oksidacijskog stresa transformirani inverznom transformacijom rangova u
standardnu normalnu razdiobu.

Iz prilagodenih modela procijenjene su srednje vrijednosti skupina u svakoj vremenskoj tocki
te je na njima napravljena post hoc analiza u kojoj su usporedene promjene izmedu prve i druge,
odnosno prve i trece vremenske toc¢ke za svaku vrstu anestezije. Osim toga, opazene promjene
(u odnosu na prvu vremensku tocku) usporedene su izmedu skupina. Potencijalni lazno
pozitivni rezultati, koji su mogli nastati zbog visestrukog testiranja, kontrolirani su metodom
Benjamini-Hochberg.

Izmjereni podatci za prvu vremensku to¢ku prikazani su medijanom i interkvartilnim rasponom,
dok su za drugu i treCu vremensku tocku rezultati prikazani stupnjem povecanja (omjerom) u
odnosu na prvu to¢ku (medijan i interkvartilni raspon omjera). Omjeri su takoder prikazani i
kutijastim dijagramima Cije granice kutije definiraju prvi (Q:) i tre¢i kvartil (Qs), a linija unutar
kutije prikazuje medijan. Brkovi se protezu do minimalne odnosno maksimalne vrijednosti koja
je obuhvacéena unutarnjom granicom. Grani¢ne vrijednosti unutarnje granice definirane su kao
1. kvartil umanjen za 1,5 x interkvartilnog raspona (IQR), odnosno 3. kvartil uveéan za 1,5 x
IQR. OpaZena mjerenja izvan unutarnje granice (strSece vrijednosti) prikazana su tockama. Na
istim je grafovima naznacCena i statisticka znacajnost p-vrijednostima: iznad kutijastoga
dijagrama za usporedbe izmedu vremenskih to¢aka unutar skupine i iznad linije koja povezuje
dvije skupine za usporedbe izmedu vrsta anestezije. Sve prikazane p-vrijednosti korigirane su

na visestruko testiranje, a razina statisticke zna¢ajnosti postavljena je na a = 0,05.

Za statisticku analizu koriSten je racunalni program R uz dodatne pakete Ime4, emmeans,

ggplot2 (81)(82)(83).
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5. REZULTATI

U ovom istrazivanju sve koncentracije biljega oksidacijskog stresa mjerene su u objema
skupinama u tri vremenske tocke: prije uvoda u anesteziju, 30 min od pocetka operacije i 24 h

od pocetka.

5.1. Malondialdehid

U ovom istrazivanju koncentracije MDA-a mjerene su fluorescentnim detektorom. Uzorci krvi
dobiveni su od 15 ispitanika u balansiranoj skupini i 16 ispitanika u TCI skupini, u kojoj je
razmatrano 13 ispitanika u tre¢oj vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije iz tehnickih

razloga prikupljanja uzoraka.

Tablica 5.1. Koncentracija MDA-a u nmol/mL u tocki prije uvoda u anesteziju (MDA1) | omjeri
koncentracija u tockama 30 min od pocetka operacije (MDA2) i 24 h od pocetka (MDAgz) s

koncentracijom u tocki prije uvoda u anesteziju (MDA1).

vrijeme 30 minuta 24 sata
uzorkovanja prije uvoda u anesteziju od pocetka operacije od pocetka operacije
l

MDA, (*2%) MDA, MDA,

anestezija N medijan (Q1 — Qs) N MDA, N MDA,
medijan (Q1 — Q3) medijan (Q1 — Q3)

TCI 15 1,108 (0,550 -1,519) 15 0,572 (0,350 -0,787) 15 0,645 (0,487 — 0,916)
balansirana 16 | 0,750(0,573-1,022) 16 0,758 (0,636 —0,871) 13 0,923 (0,705-1,162)
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Slika 5.1. Omjeri koncentracija MDA-a u vremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije i 24 h
od pocetka s koncentracijom MDA-a prije uvoda u anesteziju. Statisticka znacajnost razlicitosti
omjera od 1 naznacena je s p-vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je razlika omjera
izmedu skupina naznacena s p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku

vremensku tocku.

Prema rezultatima iz Tablice 5.1. vidljivo je da je u skupini ispitanika u TCI anesteziji medijan
koncentracije MDA-a 30 minuta od pocetka operacije 1,75 puta manji (IQR = 1,27 -2,86) od
koncentracije MDA-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. Opazena razlika statisticki je
znacajna uz vrijednost p < 0,001. Nasuprot tome, u balansiranoj je skupini 1,32 puta manji (IQR
= 1,15 - 1,57). Opazena razlika statisti¢ki je znacajna uz vrijednost p = 0,027. U drugoj
vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije u skupini u TCI anesteziji medijan je koncentracije
MDA-a 1,55 puta manji (IQR = 1,09 - 2,05) od koncentracije MDA-a izmjerenog prije uvoda
u anesteziju, statisticki znacajno uz vrijednost p = 0,006 za razliku od druge skupine gdje je
1,08 puta manji (IQR = 0,86 - 1,42) od koncentracije MDA-a izmjerenog prije uvoda u
anesteziju. Opazena razlika nije statistiCki znacajna uz vrijednost p = 0,281. Opazeno se
smanjenje koncentracije MDA-a 30 min od pocetka operacije (u odnosu na koncentracije prije
uvoda u anesteziju) u skupini u TCI anesteziji (MDA2/MDA:: medijan = 0,572; IQR = 0,350 —
0,787) statisti¢ki znacajno ne razlikuje (p = 0,190) od smanjenja koncentracije MDA-a u
skupini ispitanika u balansiranoj anesteziji (MDA2/MDA:: medijan = 0,758; IQR = 0,636 —
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0,871). Isto vrijedi i za tre¢u vremensku tocku 24 h od pocetka operacije bez statisticki znacajne

razlike (p = 0,190) (Slika 5.1.).

5.2. Glutation

Koncentracije GSH-a izmjerene su u plazmi 16 ispitanika u skupini koja je dobila TCI

anesteziju i 16 ispitanika u skupini u balansiranoj anesteziji. U skupini s TCI anestezijom u

drugoj i trecoj vremenskoj tocki koncentracija GSH izmjerena je u 15 ispitanika, a u skupini s

balansiranom anestezijom u tre¢oj vremenskoj tocki kod 14 ispitanika.

Tablica 5.2. Koncentracija GSH-a u tocki prije uvoda u anesteziju (GSH1) i1 omjeri

koncentracija u tockama 30 min od pocetka operacije (GSH.) i 24 h od pocetka (GSH3) s

koncentracijom u tocki prije uvoda u anesteziju (GSH1). Rezultati su izrazeni Kao intenzitet

fluorescencije.

vrijeme uzorkovanja

prije uvoda u anesteziju

30 minuta
od pocetka operacije

24 sata
od pocetka operacije

GSH, GSH;

N GSH GSH, GSH,
anestezija N medijan (Q1 — Q3) N medijan (Q: — Q3) N medijan (Q1 — Q3)
TCI 16 734 (588-803) 15 | 0,595 (0,498 - 0,803) | 15 | 0,648 (0,432 —-0,795)
balansirana 16 822 (558 —910) 16 | 0,688 (0,462 -0,823) | 14 | 0,618 (0,359 -0,791)
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Slika 5.2. Omjeri koncentracija GSH-a u vremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije i 24 h
od pocetka s koncentracijom GSH-a prije uvoda u anesteziju. Statisticka znacajnost razlicitosti
omjera od 1 naznacena je s p-vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je razlika omjera
izmedu skupina naznacena s p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku

vremensku tocku.

Prema rezultatima iz Tablice 5.2. vidljivo je da je u skupini ispitanika u TCI anesteziji medijan
koncentracije GSH-a 30 minuta od pocetka operacije 1,68 puta manji (IQR = 1,25 — 2,01) od
koncentracije GSH-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. Opazena razlika statisticki je
znacajna uz vrijednost p = 0,015. Nasuprot tome, u balansiranoj je skupini 1,45 puta manji (IQR
= 1,22 - 2,16). Opazena razlika statisticki je znacajna uz vrijednost p = 0,015. U drugoj
vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije u skupini u TCI anesteziji medijan je koncentracije
GSH-a 1,54 puta manji (IQR = 1,26 - 2,31) od koncentracije GSH-a izmjerenog prije uvoda u
anesteziju, statisticki zna¢ajno uz vrijednost p = 0,005 za razliku od druge skupine gdje je 1,62
puta manji (IQR = 1,26 - 2,79) od koncentracije GSH-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju.
Opazena razlika statisticki je znacajna uz vrijednost p = 0,004. Opazeno Se Smanjenje
koncentracije GSH-a 30 min od pocetka operacije (u odnosu na koncentracije prije uvoda u
anesteziju) u skupini u TCI anesteziji (GSH2/GSH;: medijan = 0,595; IQR = 0,498 — 0,803)
statisticki znacajno ne razlikuje (p = 0,911) od smanjenja koncentracije GSH-a u skupini
ispitanika u balansiranoj anesteziji (GSH2/GSH1: medijan = 0,688; IQR = 0,462 - 0,823). Isto
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vrijedi i za treCu vremensku tocku 24 h od pocetka operacije bez statisticki znacajne razlike (p

=0,911) (Slika 5.2.).

5.3. Reaktivni kisikovi spojevi

Koncentracije ROS-a izmjerene su u plazmi 16 ispitanika u skupini u TCI anesteziji i 16

ispitanika u skupini u balansiranoj anesteziji. U skupini u TCI anesteziji koncentracije ROS-a

izmjerene su u drugoj i trecoj vremenskoj tocki kod 15 ispitanika, a u skupini u balansiranoj

anesteziji u trecoj vremenskoj tocki kod 14 ispitanika. Rezultati su izrazeni kao intenzitet

fluorescencije.

Tablica 5.3. Koncentracija ROS-a u tocki prije uvoda u anesteziju (ROS1) 1 omjeri

koncentracija u tockama 30 min od pocetka operacije (ROSz) i 24 h od pocetka (ROS3) s

koncentracijom u tocki prije uvoda u anesteziju (ROS1). Rezultati su izrazeni kao intenzitet

fluorescencije.

30 minuta 24 sata
vrijeme uzorkovanja | prije uvoda u anesteziju | od pocetka operacije od pocetka operacije
ROS, ROS;

. ROS ROS, ROS,
anestezija N medijan (Q1 — Qz) N medijan (Q1 — Q3) N medijan (Q1 — Qz)
TCl 16 | 14705 (4542—-23604) | 15 | 0,741 (0,646 —0,943) | 15 | 0,947 (0,770 - 1,081)
balansirana 16 | 17704 (4252 -19107) | 16 | 0,849 (0,773 -0,947) | 14 | 1,155 (0,975 - 1,356)
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Slika 5.3. Omjeri koncentracija ROS-a u vremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije i 24 h
od pocetka s koncentracijom ROS-a prije uvoda u anesteziju. Statisticka znacajnost razlicitosti
omjera od 1 naznacena je s p-vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je razlika omjera
izmedu skupina naznacena s p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku

vremensku tocku.

Prema rezultatima iz Tablice 5.3. vidljivo je da je u skupini ispitanika u TCI anesteziji medijan
koncentracije ROS-a 30 minuta od pocetka operacije 1,35 puta manji (IQR = 1,06 - 1,55) od
koncentracije ROS-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. OpaZena razlika statisticki je
znacajna uz vrijednost p = 0,04. Nasuprot tome, u balansiranoj je skupini 1,18 puta manji (IQR
= 1,26 - 1,29). Opazena razlika nije statisti¢ki znacajna uz vrijednost p = 0,218. U drugoj
vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije u skupini u TCI anesteziji medijan je koncentracije
ROS-a 1,06 puta veéi (IQR = 0,93 - 1,30) od koncentracije ROS-a izmjerenog prije uvoda u
anesteziju, Sto statisticki nije znacajno uz vrijednost p = 0,218, dok je u drugoj skupini 0,87
puta veéi (IQR = 0,74 - 1,03) od koncentracije ROS-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju.
Opazena razlika nije statistiCki znafajna uz vrijednost p = 0,327. OpaZeno smanjenje
koncentracije ROS-a 30 min od pocetka operacije (u odnosu na koncentracije prije uvoda u
anesteziju) u skupini u TCI anesteziji (ROS2/ROS:: medijan = 0,741; IQR = 0,646 - 0,943)
statistiCki se znacajno ne razlikuje (p = 0,218) od smanjenja koncentracije ROS-a u skupini
ispitanika u balansiranoj anesteziji (ROS/ROS:: medijan = 0,849; IQR = 0,773 - 0,947). S
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druge strane, u tocki 24 h od pocetka operacije opazeno je povecanje bez statisticki znacajne
razlike (p = 0,218) (Slika 5.3.).

5.4. Ukupni antioksidacijski kapacitet plazme

Koncentracije FRAP-a izmjerene su u plazmi 16 ispitanika u skupini u TCI anesteziji i 16

ispitanika u skupini u balansiranoj anesteziji. U skupini u balansiranoj anesteziji koncentracije

FRAP-a izmjerene su u 14 ispitanika u tre¢oj vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije iz

tehnickih razloga prikupljanja uzoraka.

Tablica 5.4. Koncentracija FRAP-a u nmol/mL u tocki prije uvoda u anesteziju (FRAP1) i

omjeri koncentracija u tockama 30 min od pocetka operacije (FRAP?2) i 24 h od pocetka

(FRAP3) s koncentracijom u tocki prije uvoda u anesteziju (FRAP1).

vrijeme uzorkovanja

prije uvoda u anesteziju

30 minuta
od pocetka operacije

24 sata
od pocetka operacije

ol FRAP, FRAP-

) FRAP, (= =) FRAP, FRAP,
anestezija N medijan (Q1 — Qs) N medijan (Q: — Qzs) N medijan (Q1 — Qs)
TCI 16 | 0,294 (0,267-0,322) | 16 | 1,110(0,947-1,204) | 16 | 0,826 (0,776 —0,889)
balansirana 16 | 0,359 (0,314-0,426) | 16 | 0,967 (0,883 —1,067) | 14 | 1,046 (0,911 - 1,105)
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Slika 5.4. Omjeri koncentracije FRAP-a u vremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije i 24
h od pocetka s koncentracijom FRAP-a prije uvoda u anesteziju. Statisticka znacajnost
razlicitosti omjera od 1 naznacena je s p-vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je razlika
omjera izmedu skupina naznacena s p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku

vremensku tocku.

Prema rezultatima iz Tablice 5.4. vidljivo je da je u skupini ispitanika u TCI anesteziji medijan
koncentracije FRAP-a 30 min od pocetka operacije 0,9 puta ve¢i (IQR = 0,83 - 1,06) od
koncentracije FRAP-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. Opazena razlika nije statisticki
znacajna uz vrijednost p = 0,707. Nasuprot tome, u balansiranoj je skupini za 1,034 puta veéi
(IQR =0,94 - 1,13) bez statisticki znacajne razlike uz vrijednost p = 0,531. U drugoj vremenskoj
tocki 24 h od pocetka operacije u skupini u TCI anesteziji medijan je koncentracije FRAP-a
1,21 put manji (IQR = 1,12 - 1,29) od koncentracije FRAP-a izmjerenog prije uvoda u
anesteziju, ali nije statisti¢ki znacajno uz vrijednost p = 0,161, za razliku od druge skupine gdje
je 0,96 puta veé¢i (IQR = 0,90 - 1,10) od koncentracije FRAP-a izmjerenog prije uvoda u
anesteziju. OpaZena razlika nije statisti¢ki zna¢ajna uz vrijednost p = 0,752. Opazeno povecanje
koncentracije FRAP-a 30 min od pocetka operacije (u odnosu na koncentracije prije uvoda u
anesteziju) u skupini TCI anestezije (FRAP2/FRAP1: medijan = 1,11; IQR = 0,947 — 1,204)
statistiCki se znacajno ne razlikuje (p = 0,531) od povecéanja koncentracije FRAP-a u skupini
ispitanika u balansiranoj anesteziji (FRAP2/FRAP1: medijan = 0,967; IQR = 0,883 - 1,067).

Nasuprot tome, u tre¢oj vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije ne moze se reé¢i da je doslo
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do pada medijana koncentracije FRAP-a u TCI skupini ni do porasta u balansiranoj skupini jer

se statisticki znac¢ajno ne razlikuju (p = 0,531) (Slika 5.4.).

5.5. Superoksid-dismutaza

Rezultati aktivnosti SOD-a izmjerene su u plazmi 16 ispitanika u skupini u TCI anesteziji i 16
ispitanika u skupini u balansiranoj anesteziji. U tre¢oj vremenskoj toc¢ki 24 h od pocetka
operacije zbog tehnickih razloga tijekom prikupljanja uzoraka, aktivnost SOD-a izmjerena je u
skupini u TCI anesteziji u 15, a u skupini u balansiranoj anesteziji u 14 ispitanika.

Tablica 5.5. Aktivnost SOD-a u U/mL u tocki prije uvoda u anesteziju (SOD1) i omjeri
aktivnosti u tockama 30 min od pocetka operacije (SOD>) i 24 h od pocetka (SOD3) s aktivnosti

u tocki prije uvoda u anesteziju (SOD3).

30 minuta 24 sata
vrijeme uzorkovanja | prije uvoda u anesteziju | od pocetka operacije od pocetka operacije
v SOD, SOD;

) 50D, (—) SOD, SOD,
anestezija N medijan (Q1 - Qz) N medijan (Q1 — Q) N medijan (Q1 - Qz)
TCI 16 | 6,565 (5,829 -8,204) | 16 | 0,760 (0,630-0,835) | 15 | 0,526 (0,468 — 0,602)
balansirana 16 | 6,964 (6,328 -7,733) | 16 | 0,935(0,831-0,976) | 14 | 0,574 (0,478 —0,757)
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Slika 5.5. Omjeri aktivnosti SOD-a u vremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije i 24 h od
pocetka s aktivnosti SOD-a prije uvoda u anesteziju. Statisticka znacajnost razlicitosti omjera
od 1 naznacena je s p-vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je razlika omjera izmedu

skupina naznacena s p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku vremensku tocku.

Prema rezultatima iz Tablice 5.5. vidljivo je da je u skupini ispitanika u TCI anesteziji medijan
aktivnosti SOD-a 30 min od pocetka operacije 1,32 puta manji (IQR =1,20 -1,59) od aktivnosti
SOD-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. Opazena razlika statisti¢ki je znacajna uz vrijednost
p < 0,001. Nasuprot tome, u balansiranoj je skupini za 1,07 puta manji (IQR = 1,02 - 1,20)
statisticki bez znacajne razlike uz vrijednost p = 0,215. U drugoj vremenskoj to¢ki 24 h od
pocetka operacije u skupini u TCI anesteziji medijan je ienzima SOD-a 1,90 puta manji (IQR
= 1,66 - 2,14) od aktivnosti SOD-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju, §to je statisticki
znacajno uz vrijednost p < 0,001, za razliku od druge skupine gdje je 1,74 puta manji (IQR =
1,32 - 2,09) od aktivnosti SOD-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. Opazena razlika
statistiCki je znacajna uz vrijednost p < 0,001. Opazeno smanjenje aktivnosti SOD-a 30 min od
pocetka operacije (u odnosu na aktivnosti prije uvoda u anesteziju) u skupini TCI anestezije
(SOD2/SOD;: medijan = 0,760; IQR = 0,630 - 0,835) statisticki se znacajno razlikuje (p =
0,033) od smanjenja aktivnosti SOD-a u skupini ispitanika u balansiranoj anesteziji
(SOD2/SOD;: medijan = 0,935; IQR = 0,831 -0,976). Nasuprot tome, u tre¢oj vremenskoj tocki
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24 h od pocetka operacije nema statisticki znacajne razlike u smanjenju aktivnosti izmedu

skupina u odnosu na aktivnost prije uvoda u anesteziju (Slika 5.5.).

5.6. Proteinski karbonili

Koncentracije proteinskih karbonila (PC) izmjerene su u plazmi 16 ispitanika u skupini u TCI

anesteziji i 16 ispitanika u skupini u balansiranoj anesteziji. U skupini u TCIl anesteziji

koncentracije PC izmjerene su u 15 ispitanika u drugoj vremenskoj tocki i 14 ispitanika u trecoj

vremenskoj tocki zbog tehnickih razloga prikupljanja uzoraka. U skupini u balansiranoj

anesteziji u tre¢oj vremenskoj to¢ki 24 h od pocetka operacije izmjerene su koncentracije PC-

a u 12 ispitanika zbog tehnickih razloga tijekom analize.

Tablica 5.6. Koncentracija PC-a u nmol/mg u tocki prije uvoda u anesteziju (PC1) i omjeri

koncentracija u tockama 30 min od pocetka operacije (PC2) i 24 h od pocetka (PCs) s

koncentracijom u tocki prije uvoda u anesteziju (PCy).

vrijeme uzorkovanja

prije uvoda u anesteziju

30 minuta
od pocetka operacije

24 sata
od pocetka operacije

PC2 PC3
PC1 ( nmol )
mg PCl PCI
anestezija N medijan (Q: — Qa) N medijan (Q1 - Qs) N medijan (Q: - Qa)
TCI 16 | 2,058 (1,523 -2,908) | 15| 0,799 (0,599-0,931) | 14 | 0,771 (0,457 — 1,076)
balansirana 16 | 1,753 (1,423 -2,486) | 16 | 0,905 (0,642 -1,169) | 12 | 1,040 (0,805 -1,197)
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Slika 5.6. Omjeri koncentracije PC-a u viremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije i 24 h od
pocetka s koncentracijom PC-a prije uvoda u anesteziju. Statisticka znacajnost razlicitosti
omjera od 1 naznacena je s p-vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je razlika omjera
izmedu skupina naznacena s p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku

vremensku tocku.

Prema rezultatima iz Tablice 5.6. vidljivo je da je u skupini ispitanika u TCI anesteziji medijan
koncentracije PC-a 30 min od pocetka operacije 1,25 puta manji (IQR = 1,07 - 1,67) od
koncentracije PC-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju. OpaZena razlika nije statisti¢ki
znacajna uz vrijednost p = 0,071. Nasuprot tome, u balansiranoj je skupini za 1,1 put manji
(IQR = 0,86 — 1,56) bez statisticki znacajne razlike uz vrijednost p = 0,363. U drugoj
vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije u skupini u TCI anesteziji medijan je koncentracije
PC-a 1,3 puta manji (IQR = 0,93 — 2,19) od koncentracije PC-a izmjerenog prije uvoda u
anesteziju, ali nije statisti¢ki znac¢ajno uz vrijednost p = 0,071, za razliku od druge skupine gdje
je 0,96 puta veci (IQR = 0,84 -1,24) od koncentracije PC-a izmjerenog prije uvoda u anesteziju.
Opazena razlika nije statisticki znaCajna uz vrijednost p = 0,568. OpaZeno smanjenje
koncentracije PC-a 30 min od pocetka operacije (u odnosu na koncentracije prije uvoda u
anesteziju) u skupini TCl anestezije (PC2/PC1: medijan = 0,799; IQR = 0,599 — 0,931) statisticki
se znacajno ne razlikuje (p = 0,461) od smanjenja koncentracije PC-a u skupini ispitanika u
balansiranoj anesteziji (PC2/PC1: medijan = 0,905; IQR = 0,642 - 1,169). Nasuprot tome, u

tre¢oj vremenskoj tocki 24 h od pocetka operacije ne moze se reci da je doslo do pada medijana
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koncentracije FRAP-a u TCI skupini ni do porasta u balansiranoj skupini jer se statisticki
znacajno ne razlikuju (p = 0,363) (Slika 5.6.).

5.7. INVOS

Svim ispitanicima prije uvoda u anesteziju bila su postavljena dva senzora (SomaSenzor)
INVOS uredaja za pracenje mozdane 1 somatske oksigenacije. Nakon postavljanja oznacila se
pocetna (baseline) vrijednost. Uredaj daje moguénost pracenja dogadaja tijekom operacije.
Moguce je oznaciti pocetak, hemodinamski urusaj ili bilo kakvu promjenu poloZzaja ili dogadaja
te zavrSetak operacije i Sivanje koZe. U ovom istraZivanju oznacen je pocetak operacije i Sivanje
koze na kraju jer se ni u jednog ispitanika nije dogodio hemodinamski urusaj. Svi su ispitanici
nakon uvoda u anesteziju premjesteni u pregnuti bo¢ni poloZzaj, a senzor koji je pratio somatsku
oksigenaciju na suprotnoj strani od operacijskog polja time je bio potisnut podloskom ispod

bolesnika, pa je i izmjerena vrijednost oksigenacije tog senzora bila niza od pocetne.
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Slika 5.7.a. Srednja vrijednost oksigenacije mozga (plava krivulja — ChIrSO:) i somatske
oksigenacije (narancasta krivulia — Ch2rSQO:) svih ispitanika skupine 1 (balansirana

anestezija) za vrijeme operacije izrazena u postotcima.
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Slika 5.7.b. Srednja vrijednost oksigenacije mozga (plava krivulja — ChirSO:) i somatske
oksigenacije (narancasta krivulja — Ch2rSO:) svih ispitanika skupine 2 (TCI anestezija) za

Vrijeme operacije izraZzena u postotcima.
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Slika 5.7.c. Prikaz razlika u vremenskim tockama (pocetna vrijednost, pocetak operacije,
zavrSetak operacije) izmedu somatske oksigenacije (Ch2rSO:) i moZdane oksigenacije
(ChirSO:z) u skupinama. Statisticka znacajnost razlicitosti razlike od 1 naznacena je s p-
vrijednosti iznad kutijastoga dijagrama, dok je znacajnost razlika izmedu skupina naznacena s
p-vrijednosti iznad linije koja povezuje skupine za svaku vremensku tocku. Svaka linija

prikazuje jednog ispitanika.

Prema Slici 7.5.c. vidljivo je da je u drugoj vremenskoj tocki koja prikazuje pocetak operacije
razlika izmedu somatske i mozdane oksigenacije manja od 0, §to znai da je somatska
oksigenacija bila znacajno niza od mozdane oksigenacije uz statisti¢ku znacajnost p < 0,001.
To smanjenje ve¢ je spomenuto zbog promjene polozaja ispitanika za pocetak operacije.
Tijekom operacije ne biljezi se znacajan pad razlike izmedu oksigenacija. Nema statisticki

znacajne razlike tijekom i na kraju operacije izmedu skupina.
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6. RASPRAVA

Svrha je opce anestezije smanjiti potencijalno Stetne utjecaje anestetika na organizam do
najmanje moguce mjere, Uz pravilnu primjenu stupnja anestezije. Anestetik bi trebao biti ¢ist i
stabilan, trebao bi brzo poceti djelovati te ne bi trebao nezeljeno utjecati na vitalne funkcije
tijekom i nakon primjene. Opéa anestezija zajedno s kirurSkim lije¢enjem moze promijeniti
ravnotezu imunosnog i antioksidacijskog sustava. U uvodu je spomenuto da opca anestezija
remeti imunosni odgovor i inducira upalne mehanizme. Neprekidno stvaranje i fizioloSko
uklanjanje slobodnih radikala unutar stanice omoguc¢uje odrzavanje optimalnih oksidacijsko-
redukcijskih uvjeta u molekularnom mikrookolisu. Time se posredno omogucuje nesmetan tijek
prijenosa stani¢nih signala, regulacija tonusa krvnih zila i drugih biokemijskih procesa.
Slobodni radikali i drugi reaktivni oblici kisika u patofizioloskim uvjetima mogu posredno ili
neposredno ostetiti sve stani¢ne dijelove i prouzro¢iti smrt stanice. Oni oste¢uju membrane tako
Sto poticu lipidnu peroksidaciju stvarajuci lipoperoksilne radikale i druge bioreaktivne
produkte, inaktiviraju stani¢ne enzime, prouzroc¢uju oksidaciju nekih aminokiselina ili kidaju
peptidnu vezu. Osim toga, depolimeriziraju polisaharide i oSte¢uju DNK tako §to mijenjaju
baze u nukleinskim kiselinama i prouzroc¢uju lomove polinukleotidnih lanaca (84). Najcesce je
mjerljiv biljeg oksidacijskog stresa MDA. U stanici postoje mehanizmi koji je Stite od
toksi¢noga djelovanja slobodnih kisikovih radikala. Antioksidacijska obrana organizma nastaje
u stanici ili se u organizam unosi (najé¢esce) hranom odnosno u obliku vitaminskih suplemenata.
Vise stani¢nih enzima (enzimski antioksidansi) pretvaraju slobodne kisikove radikale u manje
toksi¢ne ili netoksi¢ne produkte i time smanjuju oksidacijski stres. Istrazivanja su pokazala da
razli¢iti anestetici i anestezioloske tehnike razli¢ito djeluju na stvaranje oksidacijskog stresa i
antioksidacijskoga kapaciteta. Rezultati jednog istrazivanja ne potvrduju uvijek rezultate
drugoga. Razlog tomu vjerojatno je u razli¢itosti operacija, duljini i vrsti anestezije te razlici u

vremenu uzimanja uzoraka Krvi.

Osvrt na rezultate provedenog istraZivanja

U ovom su istrazivanju sudjelovala ukupno 32 ispitanika u dobi od tri do 16 godina. Slu¢ajnim
odabirom podijeljeni su u dvije skupine — balansiranu i TCI skupinu. Mjereno je Sest razli¢itih
biljega oksidacijskog stresa (MDA, GSH, SOD, ROS, FRAP i proteinski karbonili) u tri

razlicite vremenske tocke: prije uvoda u anesteziju, 30 min od pocetka operacije i 24 h od
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pocetka. Usporedivao se utjecaj balansirane anestezije 1 anestezije vodene ciljnom
koncentracijom lijeka s obzirom na veli¢inu oksidacijskog stresa u djece operirane po metodi

Anderson-Hynes zbog stenoze pijeloureteriénog vrata.

Rezultati ovog istrazivanja ne potvrduju postavljenu hipotezu da anestezija vodena ciljnom
koncentracijom lijeka u djece s hidronefrozom, podvrgnute operaciji po metodi Anderson-
Hynes, izrazava manji oksidacijski stres u odnosu na balansiranu anesteziju. Prema dobivenim
rezultatima nema statisticki znacajne razlike izmedu balansirane i TCI skupine usporedujemo
li ih prije uvoda u anesteziju s vremenskim tockama 30 min i 24 h od pocetka operacije s

obzirom na veli¢inu oksidacijskog stresa.

Osvrt na rezultate koncentracija oksidacijskih biljega u provedenom istraZivanju i

literaturnih podataka

U ovom su se istrazivanju od oksidacijskih biljega analizirali MDA i proteinski karbonili.
Rezultati dobivenih koncentracija prikazani su u tablicama 5.1. i 5.6. te na slikama 5.1. i 5.6.
Na temelju rezultata iz Tablice 5.1. i Slike 5.1. vidljivo je da koncentracija MDA-a u obje
skupine statisticki znac¢ajno niza u vremenskoj tocki 30 min od pocetka operacije u odnosu na
vrijednosti prije uvoda u anesteziju, ali bez statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina (p =
0,190). Isto tako, koncentracija MDA-a 24 h od pocetka operacije statisticki je znacajno niza u
TCI skupini (p = 0,006) u odnosu na koncentraciju prije uvoda u anesteziju. Koncentracija
proteinskih karbonila nije se promijenila u 24 h od pocetka operacije u odnosu na prije uvoda
u anesteziju.

Literaturni podatci vrlo su skromni u ovom podrucju te su ve¢inom temeljeni na Zivotinjama i
odrasloj populaciji. Neki autori utvrdili su da je nakon laparoskopske operacije i
pneumoperitoneuma u trajanju od 40 minuta, u anesteziji s propofolom, koncentracija MDA-a
u plazmi kod pasa znatno veca 12 h i 24 h nakon evakuacije plina, dok ukupni antioksidacijski
kapacitet (TAC) nije promijenjen (85). Koncentracija MDA-a u plazmi nije bitno promijenjena
u skupini od 29 davatelja jetre nakon operacije u kojoj je upotrijebljen propofol u anesteziji u
usporedbi s koncentracijom MDA-a prije operacije (86). Koncentracija MDA u plazmi nije bila
promijenjena u 15 pacijenata koji su bili podvrgnuti manjoj operaciji koja je trajala oko dva
sata (87). U istrazivanju u skupini od 50 bolesnika koji su bili u anesteziji s propofolom i 50
bolesnika koji su dobili ketamin, propofolska skupina imala je niZzu peroksidaciju lipida u krvi,

aktivnost GPx-a i SOD-a (88). U¢inak propofola na parametre oksidacijskog stresa takoder je
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ocijenjen u plazmi desetero djece s acijanoti¢cnom sréanom greSkom podvrgnute operaciji (89).
Koncentracije MDA-a, GSH-a, laktata i piruvata u plazmi bile su nepromijenjene 30 min nakon
pokretanja kardiopulmonalnoga premosStenja i na kraju operacije u odnosu na pocetne
vrijednosti prije operacije. U studiji na 12 bolesnika koji su bili podvrgnuti laparoskopskoj
kolecistektomiji, koncentracija MDA-a u plazmi znatno je smanjena minutu prije ispuhivanja i
20 min nakon ispuhivanja plina u usporedbi s koncentracijama prije upuhivanja plina u trbusnu
Supljinu (90). Koncentracija MDA-a u plazmi povecala se kod 17 bolesnika tijekom djelomic¢ne
hepatektomije nakon 60-minutne anestezije s propofolom u usporedbi s vrijednostima prije
anestezije, a vracanje u pocetne vrijednosti trajalo je oko 24 sata (38).

S druge strane, u odraslih muzjaka Stakora izloZenost sevofluranu Cetiri sata povecala je
koncentraciju MDA-a u jetri, bubrezima, mozgu i plu¢ima, ali se aktivnost SOD-a nije
promijenila u usporedbi s kontrolnim skupinama (91). Takav tretman smanjio je aktivnost GPx-
a u bubrezima. Uc¢inak sevoflurana i izoflurana usporedivan je u istrazivanju na Stakorima s
transplantacijom jetre. U skupini ,,davatelja“ i ,,primatelja“, koji su bili anestezirani jednim od
anestetika, koncentracija TBARS-a u serumu bila je znatno niZa kod Stakora anesteziranih
sevofluranom (92). Sevofluran ima blagotvoran u¢inak koji je doveo do smanjene razine MDA-
a u jetri Stakora nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede (31). U nekoliko ispitivanja na ljudima
utvrdeno je da sevofluran ne povecava oksidacijski stres u perifernoj krvi ili se pak vraca u
normalne vrijednosti od 24 do 48 h nakon izlaganja. U spomenutim istraZivanjima
koncentracije MDA-a i proteinskih karbonila u plazmi nisu se razlikovale kod 20 bolesnika
prije te 16 h i 24 h nakon laparoskopske operacije (93). U drugoj studiji kod skupine od 20
bolesnika koji su bili podvrgnuti zahvatima na donjim ekstremitetima, u opcoj anesteziji
sevofluranom i uz primjenu Esmarchova poveza koji prouzrocuje ishemijsko-reperfuzijsku
ozljedu, izmjerene su aktivnost GPx-a i koncentracija MDA-a u serumu (94). Uzorci krvi uzeti
su prije uvoda u anesteziju, odmah nakon pustanja poveza i 48 h nakon toga. Koncentracija
GPx-a bila je znatno veca u uzorcima krvi uzetima neposredno nakon oslobadanja poveza s
daljnjim porastom 48 h nakon toga, dok se koncentracija MDA-a u serumu nije mijenjala

tijekom operacije i 24 h nakon toga, ali se znatno smanjila nakon 48 h.
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Osvrt na rezultate koncentracija antioksidacijskih biljega oksidacijskog stresa u ovom

istrazivanju i literaturnih podataka

U ovom su se istrazivanju od antioksidacijskih biljega analizirali aktivnost SOD-a te
koncentracije GSH-a i FRAP-a. Rezultati dobivenih koncentracija prikazani su u tablicama 5.2.,
5.4.15.5. te na slikama 5.2., 5.4. i 5.5. Na temelju rezultata vidljivo je da je aktivnost SOD-a u
TCI skupini statisticki znac¢ajno manja 30 min od pocéetka operacije (p < 0,001), dok u objema
skupinama dolazi do pada aktivnosti SOD-a 24 h od pocetka uz znacajnu statisticku razliku (p
< 0,001), ali bez znacajne statisticke razlike izmedu skupina (p = 0,618) u usporedbi s
koncentracijom prije uvoda u anesteziju. Isti se trend vidi mjerenjem koncentracije GSH-a, koji
je nizi i to u objema skupinama u objema vremenskim tockama, ali bez statisticki znacajne
razlike izmedu skupina (p = 0,911). Ukupni antioksidacijski kapacitet plazme nije se promijenio
24 h od pocetka operacije u odnosu na 0naj prije uvoda u anesteziju.

Na eksperimentalnom modelu pasa nadeno je smanjenje TAC-a u plazmi nakon laparotomije i
gastrotomije na kraju anestezije propofolom (95). Suprotno tome, koncentracija TBARS-a u
plazmi, omjer reduciranog i oksidiranog glutationa (GSH/GSSG) i koncentracija
antioksidacijskin enzima SOD-a, katalaze (CAT) i glutation-reduktaze (GR) nisu bili
modificirani ¢etverosatnom infuzijom propofola (25 i 62,5 mg/kg/h) (96).

S druge strane, u jetri Zenki Stakora dvosatna izloZenost sevofluranu prouzrocila je povecanje
aktivnosti glutation-sintetaze (GST) i SOD-a, kao i razinu TBARS-a u usporedbi s kontrolnim
skupinama iste dobi (97).

U studiji kod 24 djece u dobi od 12 do 36 mjeseci podvrgnute rekonstrukciji hipospadije u
anesteziji sevofluranom oksidacijski stres izmjeren je u krvi uzetoj nakon indukcije u anesteziju
te dva sata i tri dana nakon toga (98). U stani¢nom dijelu krvi uzete nakon indukcije u anesteziju,
dva sata i tri dana nakon toga utvrdeno je da sevofluran poveéava koncentracije SOD-a i GPx-
a dva sata nakon operacije, a u uzorcima nakon tri dana nadene su njihove prijeoperacijske
vrijednosti.

Nedostatak promjene aktivnosti enzima GPx-a u perifernoj krvi takoder je primije¢en u skupini
od 15 bolesnika u dobi od 15 do 50 godina koji su bili u op¢oj anesteziji sevofluranom (99). U
skupini bolesnika koji su bili podvrgnuti laparoskopskoj kolecistektomiji TAS je bitno
porastao, dok se TOS nije mijenjao u uzorcima krvi uzetima neposredno nakon zavrsetka

operacije u odnosu na prijeoperacijske vrijednosti.
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Usporedba rezultata provedenog istraZivanja i literaturnih podataka o oksidacijskom

stresu izazvanom intravenskim anesteticima

Propofol je jedan od najc¢esce koristenih intravenskih anestetika koji ima vrlo sli¢énu kemijsku
strukturu kao a-tokoferol (vitamin E). Vitamin E §titi stani¢énu membranu od kisikovih radikala
stvorenih u oksidacijskom stresu (100). Propofol povecava antioksidacijski kapacitet plazme u
ljudi. Njegovo djelovanje temelji se na stvaranju relativno slabije reaktivnih slobodnih radikala
koji djeluju poput antioksidansa koji prekidaju lanac oksidacije. Nadalje, povecava aktivnost
antioksidacijskog sustava GSH (26). U nekoliko in vitro i in vivo studija propofol moze izravno
ukloniti ROS, inhibirati stvaranje slobodnih radikala i peroksidaciju lipida na pokusnim
modelima te zastititi stanice mozga od oksidacijskog stresa (101). Moze se re¢i da propofol
djeluje kao neuroprotektivno sredstvo, posebno u stanjima cerebralne ishemije i IR1-a. Propofol
aktivira receptore gama-amino-maslacne kiseline (engl. gaba-Aminobutyric acid, GABA),
odnosno modulira ekscitacijske aminokiseline u mozgu. Uz to, propofol sprjecava apoptozu i
upalu te regulira proteine ili ionsku homeostazu koji imaju neuroprotektivne uéinke (101). Ipak,
rezultati ovog istrazivanja nisu potvrdili hipotezu da anestezija vodena ciljnom koncentracijom
lijeka, u ovom slu¢aju propofolom, ne prouzrocuje manji oksidacijski stres u odnosu na skupinu
u balansiranoj anesteziji.

Postoje razli¢ita istrazivanja 0 drugim intravenskim anesteticima koji se u ovom istrazivanju
nisu Kkoristili, a to su tiopental, ketamin i etomidat te o njihovu utjecaju na oksidacijski stres.
Tiopental (2-tio-5-etil-5-sek-pentilbarbiturna kiselina) je intravenski anestetik koji se ubraja u
skupinu barbiturata, a danas se mnogo ¢esc¢e koristi za indukciju u brzom slijedu (engl. rapid
sequence intubation, RSI) nego za odrzavanje anestezije. Studije na zivotinjama o ucincima
tiopentala na oksidacijski stres pokazuju neujednacene rezultate. U Stakora s kontuzijskom
ozljedom ledne mozdine pokazao je blagotvorne u¢inke, koncentracija MDA-a ledne mozdine
bila je znatno niza nego u kontrolnih §takora koji nisu bili lije¢eni tiopentalom (32). U drugom
istrazivanju, za razliku od toga, Stakori su pokazali ve¢u razinu koncentracije MDA-a i nize
razine koncentracija GSH-a, GPx-a i GSHR-a u mozgu, srcu i bronhijalnom tkivu (102). U pasa
s kirurSkom traumom tiopental je bitno poveéao TOS u plazmi, dok je TAS ostao
nepromijenjen, $to je rezultiralo pove¢anim OSI indeksom (95). S druge strane, u istrazivanju
na bolesnicima koji su bili podvrgnuti laparoskopskoj kolecistektomiji, koncentracija MDA-a
u plazmi tijekom cijele operacije nije se mijenjala, $to je sugeriralo da tiopental ima

antioksidacijska svojstva (90).
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Drugi intravenski anestetik koji se koristi jest ketamin (CisHisCINO), antagonist receptora N-
metil-D-aspartata (NMDA) (25). In vitro je zabiljezeno da ketamin proizvodi toksi¢ne uéinke
samo u mnogo veé¢im koncentracijama od onih kojima se koristimo u opéoj anesteziji (103,104).
anestezije (30 pg/mL) proizvodnja reaktivnih kisikovih spojeva u neutrofilima (O, H20: i
OH-+") nije se razlikovala od kontrolne skupine (105). U studiji na Stakorima ketamin pokazuje
zastitne ucinke protiv oksidacijskog stresa. Zapravo, ketaminska anestezija rezultirala je znatno
nizim koncentracijama MDA-a u bubreznom i jetrenom tkivu u odnosu na propofol, tiopental i
fentanil (106). Nasuprot tome, druga skupina autora nasla je znatno veéu razinu MDA-a i nize
razine GSHR-a i GPx-a, $to je pripisala povetanim razinama adrenalina koje nastaju
djelovanjem ketamina, a poznato je da adrenalin inducira oksidacijski stres (107). Pokazalo se
daikod miSeva ketamin ublazava (sekundarnu) ozljedu mozga koja se dogada kada proizvodnja
ROS-a prevlada antioksidacijski kapacitet (108). Nadene su smanjena koncentracija MDA-a u
mozgu i povecana aktivnost GPx-a, SOD-a i NRf2 uz bitno smanjen sadrzaj vode u mozgu i
poboljsanu ocjenu mozdane funkcije (test hvata). U malobrojnim istrazivanjima naden je
pozitivan ucinak djelovanja ketamina na ljude. U odraslih bolesnika i djece tijekom
kardiokirurske operacije ketamin je ublazio upalni odgovor smanjenjem proupalnih IL-6 i IL-8
i/ili povecanjem protuupalnog IL-10 (109,110).

Zarazliku od ketamina, etomidat (R- (+) — 1 - (a-metilbenzil)-imidazol-5-etilkarboksilat-sulfat)
kratkotrajni je intravenski anestetik, ¢iji R (+) enantiomer ima mnogo vece hipnoticko
djelovanje od S (-) enantiomera. U klini¢koj je upotrebi od 1972. godine, a zahvaljujuci svojim
minimalnim ucincima na krvni tlak i disanje, idealan je za nestabilne bolesnike i u
kardiokirurskoj anesteziji. Medutim, njegova upotreba kao anestetika ograni¢ena je otkako su
objavljeni izvjestaji o ozbiljnoj supresiji adrenokortikalne funkcije (25,111). Manje se
upotrebljava za uvod u anesteziju u kriticno bolesnih jer supresijom nadbubrezne Zlijezde
smanjuje oslobadanje kortizola, a time jace suprimira protuupalni odgovor (112). In vitro,
etomidat ne utjeCe na proizvodnju TBARS-a i obrambeni sustav glutationa (GPx, GSHR, GST)
(28). Sli¢no je primije¢eno u istraZivanjima na Zivotinjama. Cini se da etomidat ne utjee na
razinu MDA-a, ne mijenja ni aktivnost SOD-a u mozgu Stakora, dok znatno smanjuje razinu
MDA-a i povec¢ava razinu GSH-a u lednoj mozdini nakon ozljede (113,114). U studijama na
ljudima njegov se ucinak na razinu MDA-a u plazmi usporedivao s uc¢inkom tiopentala 1
propofola. U bolesnika koji su bili podvrgnuti laparoskopskoj kolecistektomiji, etomidat je
povecao razinu MDA-a prije i nakon desuflacije intraabdominalnog plina u usporedbi s drugim

anesteticima (90). U drugom istrazivanju sa 60 pacijenata koji su bili podvrgnuti operaciji zbog
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frakture potkoljenice etomidat nije utjecao na aktivnost SOD-a, a bolesnici koji su ga primali

imali su krace vrijeme hospitalizacije zbog manje poslijeoperacijskih komplikacija (115).

Usporedba rezultata provedenog istraZivanja i literaturnih podataka o oksidacijskom

stresu izazvanom inhalacijskim anesteticima

Inhalacijski anestetici induciraju oksidacijski stres i upalni odgovor otpustajuci slobodne
radikale poput upalnih medijatora i superoksidnih aniona smanjujuci tako antioksidacijski
kapacitet. Ti anestetici mogu inhibirati slobodne radikale do danas nepoznatim mehanizmom
pa se smatra da redukcija intracelularnoga kalcija dovodi do povecane intersticijske glikolize
proturjecne studije koje to ne dokazuju, nego suprotno, govore u prilog povecanju
antioksidacijskoga kapaciteta. S obzirom na slozenost patogeneze i brojna medudjelovanja
¢imbenika tijekom IRI-a moguci su razliCiti ishodi utjecaja inhalacijskih anestetika na
oksidacijski stres (91,99).

Rezultati ovog istrazivanja nisu potvrdili hipotezu da balansirana anestezija upotrebom
sevoflurana prouzrocuje veci oksidacijski stres u odnosu na TCI anesteziju kod djece koja su
bila podvrgnuta operaciji zbog stenoze pijelouretericnog vrata. Ve¢ je spomenut utjecaj
sevoflurana na oksidacijski stres, a dalje slijedi osvrt na ostale volatilne anestetike.

Desfluran (1,2,2,2-tetrafluoroetil difluorometileter) ima koeficijent raspodjele plinova u krvi
nizi od ostalih inhalacijskih anestetika, sto omogucuje brz oporavak od opce anestezije, ali zbog
svojega iritantnog mirisa nije pogodan za uvod u anesteziju kod djece. Postoji nekoliko
istraZivanja o utjecaju desflurana na oksidacijski stres. U jednom istrazivanju na Zivotinjama
nadena je poviSena koncentracija MDA-a i niza koncentracija GPx-a u odnosu na skupinu koja
je dobila sevofluran i propofol (116). U istrazivanjima na ljudima dokazano je da povecava
oksidacijski stres nakon elektivnoga kirur§kog zahvata smanjujuci razinu a-tokoferola (117) ili
povecava razinu MDA-a i proteinskih karbonila nakon Sest sati anestezije desfluranom (116).
Izofluran  (2-kloro-2-(difluorometoksi)-1,1,1-trifluoro-etan)  zahvaljuju¢i  svojoj niskoj
topljivosti prouzrocuje sporu indukciju i oporavak iz anestezije. Pokazuje antioksidacijska
svojstva u in vitro istrazivanjima, dok in vivo povecava oksidacijski stres povecavajuci lipidnu
peroksidaciju. Istrazivanja ¢iji rezultati pokazuju ve¢i oksidacijski stres temelje se na veéim
operacijama i duljoj izlozenosti izofluranu (116).

Poznato je da N2O (dusiéni oksid) ireverzibilno inaktivira metionin sintetazu, $to dovodi do

povecane koncentracije homocisteina u plazmi koji inhibira ekspresiju antioksidacijskih enzima
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ukljucujuéi i GPx (118). U jednom istrazivanju na medicinskim sestrama pokazala se pozitivna
povezanost izmedu razine izlozenosti N2O i oksidacijskog oste¢enja DNK-a, §to je mjereno
Fpg-modificiranim kometskim testom. Medicinske sestre koje su bile izlozene imale su znatno
ve¢i ROS u limfocitima i razinu TBARS-a u plazmi i urinu te nizu aktivnost GPx-a nego

zdravstveni djelatnici koji nisu bili izloZeni (116).

Nedostatci provedenog istraZivanja

Glavni je nedostatak ovog istrazivanja nedovoljna koli¢ina krvnih uzoraka nastala zbog
smanjena broja elektivnih operacija u uvjetima epidemije COVID-19 i potresa u Zagrebu Koji
je znatno utjecao na Kliniku za dje¢je bolesti Zagreb i Institut za medicinska istrazivanja i
medicinu rada. Za ovo je istrazivanje planirano 60 ispitanika, no skupljeni su uzorci 32

ispitanika.

Drugi je nedostatak Sto uzorci nisu uvijek uzeti na identi¢an nacin zbog tehnickih razloga. U
jednom slucaju ispitanik je nakon operacije dobio paravertebralni blok za poslijeoperacijsku

analgeziju.

Kao nedostatak moze se navesti i dobna skupina ispitanika. Vrlo je velika razlika izmedu
vodenja anestezije ciljnom koncentracijom lijeka u djeteta od tri godine i 16 godina zbog
fizioloskih osobina ispitanika i farmakokinetic¢kih i farmakodinamickih osobina lijeka, u ovom

slu¢aju propofola.

Prednosti provedenog istrazivanja

Ovo istrazivanje novo je poglavlje djecje anestezije koje usporeduje dvije anestezioloSke
tehnike s obzirom na veli¢inu oksidacijskog stresa. Odredujuci veli¢inu oksidacijskog stresa
izmedu balansirane anestezije i anestezije vodene ciljnom koncentracijom lijeka i usporedujuci
ih s dosad poznatim podatcima iz literature, prvi put takve informacije postaju dostupne. Isto
tako, potaknuti rezultatima ovog istrazivanja, drugi bi se anesteziolozi trebali koristiti TCI

pumpom za vodenje anestezije u djecjoj kirurgiji.

U ovom se istrazivanju koristila TCI pumpa za vodenje anestezije ciljnom koncentracijom

lijeka, sto je vrlo rijetko u Hrvatskoj i svijetu, zbog ¢ega su i literaturni podatci vrlo oskudni.
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Upotreba nadzora za dubinu anestezije i pracenje cerebralne i somatske oksimetrije nije dio

standardnoga anestezioloskog nadzora u dje¢joj anesteziji.

Predvidanje daljnjih istraZivanja

Ovo se istrazivanje nadovezuje na dosad skromna istrazivanja oksidacijskog stresa u djecjoj
anesteziji i kao najiscrpnije istrazivanje na temelju dviju razlicitih anestezioloskih tehnika moze
biti osnova buducim sli¢nim istrazivanjima na drugim operacijama u djecjoj kirurgiji.
Dobiveni rezultati pokazuju potrebu za provodenjem buducih istrazivanja koja bi izborom
operacijskog zahvata druge kirurS8ke vrste, zahvata duljeg trajanja i mjerenja drugih ili istih
biljega oksidacijskog stresa u drugim vremenskim tockama mogla potvrditi postavljenu
hipotezu ovog istrazivanja ili rezultate dobivene u njemu.

Zaklju¢no, buduca bi istrazivanja trebala odgovoriti na pitanje koji operacijski zahvat i koja
anestezioloska tehnika, usporeduju¢i anesteziju vodenu ciljnom koncentracijom lijeka i

balansiranu, izaziva manji oksidacijski stres u djece.
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7. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenoga istrazivanja ne potvrduju postavljenu hipotezu da anestezija vodena
ciljnom koncentracijom lijeka u djece s hidronefrozom, podvrgnute operaciji po metodi
Anderson-Hynes, izrazava manji oksidacijski stres u odnosu na balansiranu anesteziju.

Prema svim dobivenim rezultatima nema statisti¢ki znacajne razlike u skupinama.
Na osnovi rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuditi:

1. Biljezi oksidacijskog stresa u djece u dobi od tri do 16 godina tijekom operacije po
metodi Anderson-Hynes statisticki Se znacajno ne razlikuju s obzirom na vrstu

anestezije.

2. Koncentracija MDA-a u plazmi 30 minuta od pocetka operacije znacajno se smanjuje U
odnosu na koncentracije prije uvoda u anesteziju, ali nema statisticki znacajne razlike

izmedu skupina.

3. Koncentracija MDA-a u plazmi 24 h od pocetka operacije znacajno je niza od

koncentracije prije uvoda u anesteziju u skupini ispitanika koja je dobila TCI anesteziju.

4. Koncentracija GSH-a u plazmi 30 min od pocetka operacije i 24 h nakon nje znacajno
je razli¢ita od koncentracije prije uvoda u anesteziju, ali nema statisticki znacajne

razlike izmedu skupina.

5. Koncentracija ROS-a u plazmi 30 min od pocetka operacije u skupini koja je dobila TCI

anesteziju znacajno je niza od koncentracije prije pocetka operacije.

6. Koncentracije FRAP-a ne mijenjaju se u vremenskim to¢kama 30 min i 24 h od pocetka

operacije u odnosu na koncentracije prije uvoda u anesteziju u obje ispitivane skupine.

7. Aktivnost SOD-a u plazmi 30 min od pocetka operacije niza je u odnosu na aktivnost

prije uvoda u anesteziju, uz statisti¢ki znacajnu razliku izmedu skupina.
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8. Aktivnost SOD-a u plazmi 24 h nakon operacije znacajno je niza u objema skupinama,

ali nema znacajne statisti¢ke razlike izmedu skupina.

9. Koncentracije PC-a u plazmi ne mijenjaju se 30 min i 24 h od pocetka operacije u

odnosu na koncentracije prije uvoda u anesteziju u obje ispitivane skupine.

10. Promjena polozaja ispitanika iz horizontalnoga supinacijskog polozaja u pregnuti bo¢ni

polozaj Cesto je bila uzrokom somatske, u ovom slucaju perirenalne desaturacije.

Rezultati ovog istrazivanja ne potvrduju postavljenu hipotezu da anestezija vodena ciljnom
koncentracijom lijeka u djece s hidronefrozom, podvrgnute operaciji po metodi Anderson-
Hynes, izrazava manji oksidacijski stres u odnosu na balansiranu anesteziju.

U zakljucku prema dobivenim rezultatima nema statisticki znacajne razlike izmedu balansirane
1 TCI skupine usporedujemo li ih prije uvoda u anesteziju s vremenskim tockama 30 min i 24

h od pocetka operacije s obzirom na veli¢inu oksidacijskog stresa.
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8. SAZETAK

Oksidacijski stres nastaje kada proizvodnja ROS-a nadvlada stani¢nu zaStitu antioksidansima.
Definira se kao pomak ravnoteze u stani¢nim oksidacijsko-redukcijskim reakcijama u smjeru
oksidacije. Rije¢ je o stanju prekomjernog stvaranja slobodnih radikala kisika koji oSte¢uju
staniénu membranu, razgraduju viSestruko nezasi¢ene masne kiseline, pri ¢emu nastaju
produkti lipidne peroksidacije, oksidiraju neke aminokiseline ili kidaju peptidnu vezu,
depolimeriziraju polisaharide 1 oStecuju DNK. Opca anestezija 1 kirurSko lijeCenje mogu
promijeniti ravnotezu imunosnog i antioksidacijskog sustava, §to povecava stopu komplikacija
i odgada oporavak nakon operacije. Vazno je znati koji su ucinci anestetika na oksidacijski
stres, posebno u operacijama s visokom produkcijom ROS-a, jer njihov aditivni ili
antagonisticki u¢inak moze biti presudan za ishod operacije. Studije in vitro i studije na
zivotinjama na tu temu brojne su, ali pokazuju veliku varijabilnost. Nema puno studija na
ljudima, a ono $to znamo, temelji se na razli¢itim operacijama i na biljezima oksidacijskog
stresa koji su razli¢ito mjereni najcesce prije i nakon nje. Dosad vecina intravenskih anestetika
ima antioksidacijska svojstva, dok inhalacijski anestetici pri duljim operacijama privremeno

povecavaju oksidacijski stres.

Hipoteza je ovog istrazivanja bila da anestezija vodena ciljnom koncentracijom lijeka u djece s
hidronefrozom, podvrgnute operaciji po metodi Anderson-Hynes, izrazava manji oksidacijski
stres u odnosu na balansiranu anesteziju. Cilj je ovog istrazivanja bio utvrditi anestezioloSku
tehniku (balansirana, TCI/TIVA) koja izaziva manji oksidacijski stres u djece s hidronefrozom
podvrgnute operaciji po metodi Anderson-Hynes zbog stenoze pijeloureteriénog vrata. Osim
toga, specificno je trebalo utvrditi dinamiku kretanja markera oksidacijskog stresa u

perioperacijskom razdoblju: prije uvoda u anesteziju, 30 min i 24 h od pocetka operacije.

Prikupljeni su uzorci krvi u 32 ispitanika u dobi od tri do 16 godina u trima navratima u
perioperacijskom razdoblju: prije uvoda u anesteziju, 30 min i 24 h od pocetka operacije. Uzorci

krvi pohranjeni su u zamrzivac¢u na -20 °C te analizirani na Kraju istrazivanja. Analizirani su

MDA, GSH, SOD, ROS, FRAP i proteinski karbonili.
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Rezultati provedenog istrazivanja nisu potvrdili postavljenu hipotezu da anestezija vodena
ciljnom koncentracijom lijeka u djece s hidronefrozom, podvrgnute operaciji po metodi
Anderson-Hynes, izrazava manji oksidacijski stres u odnosu na balansiranu anesteziju.

Usporedujuci sve koncentracije biljega oksidacijskog stresa mjerene u ovom istrazivanju, one

se nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu skupina u odnosu na vrijeme prikupljanja.

Originalni rezultati ovog istrazivanja omogucit ¢e i1 dalje koriStenje objema anestezioloskim
tehnikama kod takve operacije bez dodatna povecavanja oksidacijskog stresa koji ona
prouzrocuje. Isto tako, rezultati ovog istrazivanja prosirit ¢e saznanja o0 utjecaju balansirane
anestezije 1 anestezije vodene ciljnom koncentracijom lijeka na veli¢inu oksidacijskog stresa u

djece.
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9. SUMMARY

Title of doctoral thesis: Comparison of the Effect of Balanced Anesthesia and Anesthesia with

Target Controlled Infusion in Children with Hydronephrosis Due to the Size of Oxidative Stress

Oxidative stress occurs when reactive oxygen species (ROS) production overwhelms the cell
protection by antioxidants. This condition could damage the cell membrane, decompose
polyunsaturated fatty acids, creating products of lipid peroxidation, cause oxidation of an amino
acid, depolymerized polysaccharides and damage DNA. It is important to know what effects of
anesthetics to expect in terms of oxidative stress, particularly in surgical procedures with high
ROS production, because their either additive or antagonistic effect may be pivotal for the
outcome of surgery. In vitro and animal studies on this topic are numerous, but show large
variability. There are not many human studies and the best of our knowledge has been learned
from different surgical procedures measuring different endpoints in blood samples taken mostly
before and after surgery. Usually intravenous anesthetics have antioxidative properties, while
volatile anesthetics temporarily increase oxidative stress in longer surgical procedures. This
research is to determine the magnitude of oxidative stress between balanced anesthesia and
anesthesia with Target Controlled Infusion in children subjected to Anderson-Hynes operation.
Oxidative sress induced by general anesthesia is an important factor in causing higher rate of

postoperative complications and delayed recovery after surgery.
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PRILOG I
SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

ETICKO POVJERENSTVO

,Usporedba ucinka balansirane anestezije i anestezije vodene ciljanom koncentracijom

lijeka u djece s hidronefrozom s obzirom na oksidacijski stres«

Prilog T1: Obavijest za roditelje maloljetne osobe (3-16. god.)

Postovani/poStovana,

Pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istrazivanju ¢ijije  glavni cilj
istraziti poStedniju anesteziolosku tehniku (od ispitivane dvije) obzirom na veli¢inu oksidacijskog
stresa u djece s dijagnozom hidronefroze, temeljem individualnog pristupa koristenjem BIS-a i
INVOS-a.To istrazivanje se provodi u sklopu izrade disertacije. Voditelj projekta je prof.dr.sc.
Ljiljana Popovi¢, dr.med., a predvideno trajanje projekta je od (1/2015) do (1/2018). Projekt se
provodi u sljede¢im ustanovama: Klinici za djecje bolesti Zagreb, Klai¢eva 16, Zagreb te u
Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Ksaverska cesta 2, Zagreb. Vase sudjelovanje
u istrazivanju treba se temeljiti na jasnom razumijevanju ciljeva istrazivanja i nacina i postupaka
za njegovo provodenje te mogucih koristi ili rizika za Vas kao ispitanika. Stoga Vas molimo da,
prije donoSenja odluke, paZljivo procitate i proucite ovu obavijest, a ako u njoj naidete na bilo
kakve nejasnoce ili nepoznate rijeci 1 izraze da o tome pitate istrazivace 1 lijeCnike koji u
istrazivanju sudjeluju i duzni su Vam i spremni odgovoriti na svako pitanje.

OPIS KLJUCNOG PROBLEMA 1 HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

U ovom istrazivanju je rije¢ o ispitivanju veliine stvaranja oksidacijskog stresa kod djece s
hidronefrozom SFU (Society of Fetal Urology) stupnja III i IV, podvrgnuta kirur§kom lije¢enju
po Anderson-Hynes metodi, odnosno plastici pijelouretericnog vrata, usporedujuci balansiranu i
anesteziju vodenu ciljnom koncentracijom lijeka. Istrazivanje = u kojem su ispitanici
randomizirano, tj. slu¢ajnim odabirom rasporedeni u dvije skupine.

Usporedivat ¢emo dvije razliite metode anestezije, balansiranu i anesteziju vodenu ciljnom
koncentracijom lijeka. Prva je klasi¢éna metoda u kojoj se koriste osim anestetika (hipnotika) za
izazivanje sna, analgetika za bezbolnost i sprecavanje refleksnog odgovora na bol, misi¢nih
relaksansa za relaksaciju skeletne muskulature i inhalacijski anestetici. Drugom se metodom uz




pomo¢ kompjutora odreduje potrebna doza gore navedenih lijekova izuzev inhalacijskih
anestetika.

Svaki ispitanik ¢e dobiti individualnu dozu lijekova ovisno o BISU-u (Bispectral Index) i INVOS-
u (In Vivo Optical Spectroscopy). BIS je uredaj koji pruza objektivne informacije o dubini
anestezije, a INVOS o koncentraciji kisika u mozgu.

Stoga je u ovom istrazivanju temeljna znanstvena hipoteza da je anestezija vodena ciljnom
koncentracijom lijeka u djece s dijagnozom hidronefroze podvrgnutoj operacijskom zahvatu po
Anderson-Hynes metodi poStednija, odnosno izaziva manji oksidacijski stres u odnosu na
balansiranu anesteziju.

CILJ I SVRHA ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ustvrditi poStedniju anesteziolosku tehniku (od ispitivane dvije) obzirom
na veli¢inu oksidacijskog stresa u kirurski lije¢ene djece s hidronefrozom, temeljem individualnog
pristupa koristenjem BIS-a i INVOS-a. Podatci o vrijednostima oksidacijskog stresa u djece kod
takvih operacija nema u nama dostupnim znanstvenim casopisima te bi ovo istraZivanje
unaprijedilo saznanja o boljoj 1 postednijoj anesteziji za djecju populaciju te pridonijelo brzem
poslijeoperacijskom oporavku i otpustu iz bolnice.

ULOGA VAS KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

U istrazivanje ¢e biti ukljucena djeca u dobi od 3-16 godina koja su dosla u Kliniku za kirurgiju
Klinike za djecje bolesti Zagreb radi operacijskog zahvata. Uklju¢enim ispitanicima ¢ée se
odredivati biljezi oksidacijskog stresa iz krvi. U svakog ispitanika ¢e se uzimati krv (2mL) tri puta.
Prvo uzimanje ¢e se provesti prije operacije, drugo 30 min od pocetka operacije te trec¢e 24 sata od
zavrSetka operacije. Krv ¢e se uzimati iz postavljenog vanjskog venskog puta (braunile),
neposredno nakon namazane EMLA kreme (lokalni anestetik) koja ¢e ublazit bol, a dio je
standardnog propisanog prijeoperacijskog postupka. Sudjelovanje Vaseg djeteta nakon zadnjeg
uzimanja krvi 24 h nakon operacije u ovom istrazivanju prestaje. Tijekom istrazivanja dijete nece
morati mijenjati Zivotne navike niti tijek lije¢enja.

KOJE SU ZA VAS MOGUCE PREDNOSTI I KORISTI OD SUDJELOVANJA?

Vasem djetetu e se pratiti individualna velic¢ina oksidacijskog stresa mjerenjem biljega u Kkrvi, a
to ¢e dati vrijedne informacije o zbivanjima u organizmu djeteta budu¢i da se prate promjene na
istom ispitaniku unutar 24 sata perioperacijski. Ovo istrazivanje bi unaprijedilo saznanja o
postednoj anesteziolo$koj tehnici, $to bi se u buduénosti moglo primijeniti u odabiru
anestezioloske tehnike i monitoriranju dubine anestezije.




KOJI SU ZA VAS MOGUCI RIZICI SUDJELOVANJA U ISTRAZIVANJU?

Za vase dijete ne postoje dodatni rizici zbog sudjelovanja u ovom istrazivanju jer ¢e se uzorci krvi
uzimati istovremeno s uzorcima potrebnim za operacijski zahvat.

POSTOJE LI DRUGI LIJEKOVI, DRUGE DIJAGNOSTICKE METODE ILI DRUGI
OPERACISKI PRISTUPI?

Ispitanici ukljuceni u ovo istraZivanje neovisno o istrazivanju zbog svoje primarne bolesti trabaju
operacijski zahvat. Istrazivanje nema utjecaja na ishod kirurskog lije¢enja. Individualni pristup
moze imat utjecaja na kvalitetniji perioperacijski tijek. U istraZivanju ¢e se koristiti lijekovi koji
se inace svakodnevno koriste.

MORATE LI SUDJELOVATI U ISTRAZIVANJU?

Vi ¢ete u potpunosti slobodno i samostalno odluciti ho¢e 1i Vase dijete sudjelovati u ovom
istrazivanju. Sudjelovanje je dragovoljno i u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga, imate pravo
bez ikakvih posljedica odluciti da se Vase dijete povlaci iz istrazivanja. U tom slucaju dijete ¢e se
nastaviti dalje lijeciti na nacin koji je uobicajen. Ako odlucite prekinuti sudjelovanje u
istrazivanju, lijepo Vas molimo da o tome na vrijeme obavijestite voditelja projekta i njegove
suradnike. Mozete izabrati ne sudjelovati ili moZete odustati od sudjelovanja u bilo kojem trenutku
istrazivanja. Vase nesudjelovanje ili odustajanje od sudjelovanja nece imati nikakve negativne
posljedice na daljnje lijecenje Vaseg djeteta.

POVJERLIIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi osobni podatci djeteta bit ¢e pohranjeni i obradivani u elektroni¢kom obliku, a voditelj projekta
i njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu osobnih podataka.
U naSe baze podataka Vi ¢ete biti uneseni prema inicijalima imena i prezimena i pomocu posebnog
koda. Vasu medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati samo voditelj projekta i njegovi suradnici,
a ime Vaseg djeteta nikada nece biti otkriveno tre¢im osobama. Pristup dokumentaciji mogu imati
1 predstavnici Etickog povjerenstva Klinike za djecje bolesti Zagreb u kojoj se Vase dijete lijeci,
predstavnici Etickog povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada gdje ¢e se
obavljat analiticke metode iz izvadenih uzoraka krvi, te predstavnici Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta, koje je odgovorno za odobravanje i nadzor nad provodenjem ovog
istrazivanja.




ZA STO CE SE KORISTITI PODATCI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Podatci dobiveni u ovom znanstvenom istrazivanju mogu biti korisni u klinickoj praksi. Identitet
Vaseg djeteta ostati ¢e u potpunosti anoniman i zasti¢en. Ti ¢e podatci, bez otkrivanja osobnih
podataka o ispitanicima biti objavljeni u odgovaraju¢im znanstvenim casopisima i publikacijama.

TKO ORGANIZIRA | FINANCIRA OVO ISTRAZIVANIJE?

Kemikalije i potro$ni materijal za istrazivanje ¢e se financirati iz sredstava Jedinice za
toksikologiju Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu,
Eticko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb i Eti¢ko povjerenstvo Instituta za medicinska
istrazivanja 1 medicinu rada, nakon temeljite analize dostavljenog prijedloga istrazivanja i pratece
dokumentacije. Istrazivanje se provodi u skladu sa svim primjenljivim smjernicama ¢iji je cilj
osigurati pravilno provodenje istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju, ukljucujuci

«Osnove dobre klinicke prakse» 1 «Helsinsku deklaraciju».
KOGA MOZETE KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI | UPUTE?

Kao sudionik istrazivanja imate pravo na informacije o istrazivanju. Mozete pitati u vezi
istrazivanja bilo kada tijekom sudjelovanja u istrazivanju. Ukoliko imate bilo kakvih pitanja
slobodno nazovite glavnog istrazivaca (Sandra Alavuk Kundovi¢) koja sudjeluje u provodenju
projekta u svrhu izrade svog doktorskog rada, tel 0981704299.

Ako su Vam potrebne bilo kakve dodatne informacije, ili imate dodatnih pitanja, slobodno se
obratite voditelju projekta ili njegovim suradnicima, kako slijedi:

Ime 1 prezime voditelja projekta: prof.dr.sc. Ljiljana Popovi¢, dr.med.
Adresa voditelja projekta: Klai¢eva 16, 10 000 Zagreb
Broj telefona voditelja projekta: +385914600155

Ime i prezime suradnika: dr.sc. Maja Peraica, dr.med., znanstvena savjetnica u drugom izboru
Adresa suradnika: Ksaverska cesta 2, 10 000 Zagreb

Broj telefona suradnika: +385 1 46 82 500

TKO CE JOS BITI OBAVIJESTEN O OVOM ISTRAZIVANJU?

O Vasem sudjelovanju u ovom znanstvenom istrazivanju biti ¢e obavijeSten 1 Va§ obiteljski
lijecnik.




O VASOJ PISANOJ SUGLASNOSTI ZA SUDJELOVANIJE U OVOM ISTRAZIVANJU

Preslik dokumenta (potpisne stranice) koji trebate potpisati ako pristajete sudjelovati u ovom
istrazivanju dobit ¢ete Vi i voditelj istrazivanja. Izvorni primjerak dokumenta ¢e zadrzati i Cuvati
voditelj istrazivanja.

Hvala Vam Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili moguénost VaSeg sudjelovanja u ovom
znanstvenom istrazivanju.

Oba obavijest je sastavljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04).




PRILOG II

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

ETICKO POVJERENSTVO

Prilog T2:
Suglasnost za sudjelovanje maloljetne osobe u znanstvenom istraZivanju

»Usporedba u¢inka balansirane anestezije i anestezije vodene ciljanom koncentracijom

lijeka u djece s hidronefrozom s obzirom na oksidacijski stres«

Ako je ispitanik u znanstvenom istrazivanju maloljetna osoba (osoba mlada od 18 godina),
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju treba dati roditel;j ili zakonski zastupnik to jest skrbnik.
Istrazivaci su duzni s djecom u dobi od 8 do 18 godina razgovarati o predlozenom znanstvenom
istrazivanju i uzeti u obzir njihovu zelju 1 odluku o sudjelovanju u istrazivanju.

1.

Potvrdujem da sam dana u Zagrebu procitao/procitala Obavijest za
ispitanika za gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam imao/imala priliku
postavljati pitanja.

Razumijem da je sudjelovanje mog djeteta/mog Stienika dragovoljno i da se iz
sudjelovanja u istrazivanju moze povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga 1
bez ikakvih posljedica za svoje zdravstveno stanje ili pravni status.

Razumijem da medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Sticenika pristup imaju
samo odgovorne osobe, to jest voditelj istrazivanja i njegovi suradnici te ¢lanovi Etickog
povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja i Etickog povjerenstva koje je
odobrilo ovo znanstveno istraZivanje. Tim osobama dajem dopusStenje za pristup
medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Sti¢enika.

Pristajem da obiteljski lije¢nik mog djeteta/mog Sti¢enika bude upoznat s njegovim
sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Zelim i pristajem da moje dijete/moj §tiGenik sudjeluje u navedenom znanstvenom
istrazivanju.

Ime i prezime roditelja/zakonskog zastupnika/skrbnika:
Vlastoru¢ni potpis:
Mijesto i datum:

Ime i prezime osobe koja je vodila postupak Obavijesti za ispitanika i Suglasnosti za
sudjelovanje: SANDRA ALAVUK KUNDOVIC, DR.MED.

Ime i prezime voditelja projekta: PROF.DR.SC. LJILJANA POPOVIC, DR.MED.
Vlastoruéni potpis:
Mijesto i datum:




PRILOG IlI

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

ETICKO POVJERENSTVO

Prilog T3:
Suglasnost za sudjelovanje maloljetne osobe u znanstvenom istraZivanju

»Usporedba udinka balansirane anestezije i anestezije vodene ciljanom koncentracijom

lijeka u djece s hidronefrozom s obzirom na oksidacijski stres«

Ako je ispitanik u znanstvenom istrazivanju maloljetna osoba (osoba mlada od 18 godina),
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju treba dati roditelj ili zakonski zastupnik to jest skrbnik.
Istrazivaci su duzni s djecom u dobi od 8 do 18 godina razgovarati o predloZenom znanstvenom
istrazivanju i uzeti u obzir njihovu zelju 1 odluku o sudjelovanju u istrazivanju.

1.

Potvrdujem da sam dana u Zagrebu procitao/procitala Obavijest za
ispitanika za gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam imao/imala priliku
postavljati pitanja.

Razumijem da je sudjelovanje mog djeteta/mog Sti¢enika dragovoljno i1 da se iz
sudjelovanja u istrazivanju moze povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga 1
bez ikakvih posljedica za svoje zdravstveno stanje ili pravni status.

Razumijem da medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Stienika pristup imaju
samo odgovorne osobe, to jest voditelj istraZivanja i njegovi suradnici te ¢lanovi Etickog
povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja i Etickog povjerenstva koje je
odobrilo ovo znanstveno istraZivanje. Tim osobama dajem dopuStenje za pristup
medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Sti¢enika.

Pristajem da obiteljski lije¢nik mog djeteta/mog Sticenika bude upoznat s njegovim
sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istraZivanju.

Zelim i pristajem da moje dijete/moj 3ti¢enik sudjeluje u navedenom znanstvenom
istrazivanju.

Ime i prezime roditelja/zakonskog zastupnika/skrbnika:
Vlastoruéni potpis:
Mijesto i datum:

Ime i prezime ispitanika:
Vlastoruéni potpis:
Mijesto i datum:

Ime i prezime osobe koja je vodila postupak Obavijesti za ispitanika i Suglasnosti za
sudjelovanje: SANDRA ALAVUK KUNDOVIC, DR.MED.

Ime i prezime voditelja projekta: PROF.DR.SC. LJILJANA POPOVIC, DR.MED.
Vlastoru¢ni potpis:
Mijesto i datum:




PRILOG

v

Post-hoc snaga testa izraCunana je na temelju opazene veliCine efekta, broja prikupljenih

ispitanika i statisticke znacajnosti od 0,05. Uz opaZenu snagu, procijenjena je i snaga metodom

ponovnog uzorkovanja (engl. bootstrap) kojom su, uz ponavljanje, opetovano uzorkovani

opazeni ispitanici u razli¢itom broju (od 10 do 50) po skupini (TCI i balansirana) te je za svaku

iteraciju (B = 2000) izra¢unana p-vrijednost svakog post-hoc testa na identican nac¢in kao i u

statistickoj obradi prikupljenih podataka. Udio p-vrijednosti manjih od 0,05 (snaga testa)

prikazan je graficki u ovisnosti o broju ponovno uzorkovanih ispitanika po skupini.

Vrijeme uzorkovanja:
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Slika 1. Graficki prikaz post-hoc snage testova u ovisnosti o broju ispitanika po skupini
dobivena metodom ponovnog uzorkovanja. OpazZena post-hoc snaga izracunana na temelju
opazene velicine efekta, broja prikupljenih ispitanika i statisticke znacajnosti od 0,05 prikazana
je tockom. Vertikalne iscrtane linije isticu broj prikupljenih ispitanika po skupini i broj
ispitanika po skupini koji je bio planiran. Razlicite su varijable prikazane u razlicitim redovima,
a stupci razvrstavaju post-hoc testove primijenjene modelom. Prva dva stupca prikazuju snagu
za testove kojima je testirana promjena u varijablama izmedu razlicitih vremenskih tocaka za
svaku od dviju skupina, dok treci stupac odrazava snagu testova kojima je testirana razlika

medu promjenama u varijablama dviju promatranih skupina.




