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1. UVOD

1.1. Inhalacijski anestetici

Moderna anestezija nudi veliki broj razli€itin vrsta anestetika i tehnika
anestezije. Medutim, obzirom na brojne prednosti inhalacijskih anestetika oni
se vrlo Cesto koriste za uvod u anesteziju ili za odrzavanje anestezije, sami ili
u kombinaciji s intravenskim anesteticima. Inhalacijski anestetici su osobito
pogodni za anesteziju onkoloSkih bolesnika zato §to se kod uvoda u
anesteziju duzina i opseg operacijskog zahvata ¢esto ne mogu predvidjeti i
ovise o intraoperacijskom kirurS8kom i patohistoloSkom nalazu, a nerijetko su
potrebne ponavljane operacije zbog uklanjanja ili redukcije primarnog tumora,
regionalnin metastaza, recidiva bolesti, udaljenih metastaza, patoloskih
fraktura ili zbog komplikacija same operacije. Donedavno jedini inhalacijski
anestetik u nasoj zemlji halotan, danas se koristi samo u slabije razvijenim
zemljama zbog niske cijene, a u Hrvatskoj su danas naj¢eScée Koristeni
inhalacijski anestetici izofluran i sevofluran.

Inhalacijski anestetici su lako hlapljive tekucine koje u organizam ulaze
udisanjem, a zatim difuzijom kroz alveolokapilarnu membranu prelaze u
krvotok, krvotokom se dopremaju do svih ostalih organa i do centralnog
nervnog sustava. Fizikalno-kemijske osobitosti inhalacijskih anestetika ovise o
ionizaciji, liposolubilnosti, molekulskoj tezini, a one odreduju raspodijelu i
u€inkovitost prolaza kroz stani€énu membranu. Zbog nacina isporuke putem
isparivata na anestezioloSkom aparatu omogucavaju brzi uvod u anesteziju i
budenje, a za vrijeme trajanja operacije lako je mijenjati dubinu anestezije.
Posljednjih nekoliko godina poc€inju se primjenjivati i za sedaciju bolesnika na
respiratoru u Jedinicama intenzivnog lije¢enja. Veci dio inhaliranih anestetika
eliminira se iz organizma respiracijom, medutim jedan dio se metabolizira u
jetri putem obitelji citokrom oksidaza P-450 i izlu€uje putem bubrega, te je
pitanje njihove toksi¢nosti oduvijek izazivalo veliki interes istrazivaa (1).
Mogu se primjenjivati u smjesi plinova s kisikom i dusSiénim oksidulom, sa
samim kisikom, s kisikom i zrakom, ili kao dio opce anestezije u kombinaciji s
intravenskim anesteticima. Koncentracija inhalacijskih anestetika se izrazava

putem MAC-a (minimalna alveolarna koncentracija). Jedan MAC je



koncentracija inhalacijskog anestetika koja kod 50% osoba sprje€ava pokrete
za vrijeme kirurSkog reza. Za kirurSku anesteziju koristi se koncentracija od
1,25-2 MAC-a inhalacijskih anestetika (2).

1.1.1. Halotan

Halotan (CF3-CHBrCl) je bezbojna tekuéina sa karakteristi¢nim
sladunjavim mirisom. Uveden je u klinicku praksu 1956. godine, medutim vec¢
su 1963.godine klinicka istrazivanja potvrdila njegovu hepatotoksi¢nosti. U
velikom postotku se metabolizira (priblizno 50%) u jetri putem oksidacijskih i
redukcijskih enzima citokroma P-450. Oba metabolicka puta dovode do
stvaranja reaktivnih metabolita. U uvjetima hipoksije vise dolazi do izrazaja
reduktivni metabolizam preko CYP2A6 i CYP3A4, enzima citokroma P-450 u
jetrenim  mikrosomima. Stvaraju se nestabilni slobodni radikali,
klorodifloroeten i klorotrifloroetan, te anorganski floridi. Smatra se da oni
izazivaju lipidnu peroksidaciju. Radikali halotana mogu uci u reakcije sa
tkivnim enzimima kao $to su citokromi P-450 i dovesti do stvaranja kataliticki
inaktivnih enzimskih kompleksa ili s lipidima te stvoriti mnogobrojne nove
spojeve. Lipidna peroksidacija je specificna za halotan i ne uo€ava se kod
drugih inhalacijskih anestetika, a CYP2A6 je katalizator lipidne peroksidacije u
jetrenim liposomima ljudi (3,4,5). Redukcijski metaboli¢ki put halotana smatra
se odgovornim za izazivanje umjerenog halotanskog hepatitisa. U uvjetima
kirurSke anestezije prevladava oksidacijski metabolizam, medutim ¢ak i u
uvjetima disanja 100% kisika, dio jetre podlijeze redukcijskom metabolizmu
zahvaljujuc¢i tome §to halotan smanjuje protok krvi kroz jetru. Glavni metabolit
oksidacijskog puta kod ljudi i Zivotinja je trifloroctena kiselina. Dva izozima
citokroma P-450, 2E1 i 2B4 su odgovorna za oksidativni metabolizam
halotana u trifloroctenu kiselinu. Konacni proizvodi oksidacije mogu se
dokazati u urinu, a to su: natrijeva sol trifloroctene kiseline, ioni klora i ioni
broma. U radovima na pokusnim zivotinjama i na ljudima, produzeno
izlaganje subanestetickim koncentracijama halotana povecava metaboli¢ku
razgradnju halotana, te uzrokuje dva oblika oStecenja jetre. Prvi oblik, blagi
hepatitis karakterizira prolazni porast aktivnosti serumskih transaminaza kao

posljedica redukcijskog metabolizma. Drugi teski oblik halotanskog hepatitisa



rijedak je (1 na 3000 do 1 na 30000 anestezija), vodi centrolobularnoj nekrozi
jetre te porastu aktivhosti serumskih transaminaza i nerijetko smrti
prouzro¢enoj imunoloSkom reakcijom. Koncentracija anorganskih florida
nakon anestezije halotanom niska je, te ne uzrokuje nefrotoksi¢nost. MAC
halotana je 0,77 vol% (1). Klasi¢ni laboratorijski nalazi za testiranje funkcije
jetre  su serumski enzimi, proteini, bilirubin, alkalna fosfataza i
aminotransferaze.

1.1.2. lzofluran

Izofluran (CHF,-O-CHCI-CF3) je izomer enflurana. Na sobnoj
temperaturi brzo prelazi iz tekuéeg u plinovito stanje. Metabolizira se
oksidacijom oko 0,2% inhaliranog anestetika, najsporije od floriranih
inhalacijskih anestetika i to uglavnom u jetri putem citokroma P-450 2E1 i 3A.
Metaboliti izoflurana su trifloroctena kiselina i florid u koncentracijama koje ne
izazivaju organska osStecenja. Liposolubilnost i topivost izoflurana u krvi je
mala (koeficijent topivosti krv/plin je 1,41). MAC izoflurana je 1,17 vol%. Nije
aritmogen, ne mijenja osjetljivost na kateholamine, ali izaziva jacu
respiracijsku depresiju od halotana. Prema istrazivanju Egera i sur. nije
teratogen, niti karcinogen (6). Izofluran rijetko dovodi do hepatitisa i oSte¢enja
funkcije bubrega zbog prisutnosti anorganskih florida, medutim prilikom
dugotrajnih inhalacija moze prouzrociti oSte¢enje bubrega (1).

Uvodenije izoflurana u klini¢ku upotrebu odgadano je zbog istrazivanja
Corbetta 1976. godine Ciji rezultati ukazuju na mogu¢nost nastanka tumora
jetre Stakora nakon duzeg izlaganja Stakora izofluranu. Rezultati dosadasnijih
istrazivanja su razliCiti i Cesto proturije¢ni. Sardas i sur. (7) ukazuju da
izofluran moze prouzrociti oStecenje DNK, a potvrdena je i hepatotoksi¢nost

izoflurana (8,9).

1.1.3. Sevofluran

Sevofluran (CH2F-O-CH-(CF3),) je snazan inhalacijski anestetik novije

generacije. Uvod u anesteziju i oporavak iz anestezije su brzi, a kontrola

dubine anestezije je laka. Metabolizira se oko 5% udahnutog sevoflurana,



uglavnom preko 2E1 odjeljka citokroma P-450 u jetri, a manji dio sevoflurana
se deflorira u bubregu putem citokroma P-450. Metaboliti sevoflurana u urinu
su heksafluoroizopropanol (HFIP) i anorganski floridi. Koncentracija HFIP-a u
krvi je mala, brzo se glukurinizira i izlu€uje urinom. Ne podlijeZze redukcijskom
metabolizmu. MAC sevoflurana je 2,05 vol%. Sevofluran i njegovi metaboliti
ne izazivaju ostecenja stanica jetre i bubrega (10). PoviSena koncentracija
HFIP-a moze dovesti do depresije centralnog ziv€éanog sustava u miSeva in
vivo te prouzrocCiti citotoksi¢nost stanica jetre in vitro. OSteéenja jetre
posljedica su imunoalergijskog odgovora na reaktivne metabolite kovalentno
vezane na proteine jetre (11). Kontrola dubine anestezije i indukcija su laki s
brzim i odli¢nim oporavkom. lako je sintetiziran 1970. nije uSao u klinicku
praksu sve do kraja 1993. godine zbog metabolita koje c¢ine 2-5%
anorganskog florida i zbog opseznog metabolizma u prisutnosti CO.
apsorbera. Potencijalno toksi¢ni raspadni proizvod je fluorometil 2-2-difluoro-
1-(trifluorometil) vinil eter (Komponenta A). Klini¢ki podaci nisu pokazali da
Komponenta A ima mutageno ili karcinogeno djelovanje, dok nalazi Eger-a i
sur. (12) ukazuju na to da je raspadni proizvod vinil eter alkiliraju¢i spoj koji
povecava uclestalost izmjena sestrinskin kromatida. Nema dokaza za
hepatotoksi¢nost sevoflurana. Inhalacijski anestetici smanjuju bubreznu
funkciju smanjujuéi glomerularnu filtraciju, protok krvi kroz bubrege i
izlu€ivanje elektrolita. Te promjene su uglavnom sekundarne, kao odgovor na

krvnoZilne, simpati¢ke i endokrine reakcije.

1.2. Znacajke tumorskog rasta

Razvoj moderne molekularne biologije znatno je unaprijedio nase znanje
u pogledu poznavanja tumorske bolesti na stani¢noj razini. Willis definira
tumor kao "abnormalnu nakupinu tkiva Ciji rast nadmasuje i nije uskladen s
rastom normalnih tkiva i traje u tom prekomjernom rastu i nakon $to su
uklonjeni utjecaji koji su uzrokovali promjenu” (13). Osnovno u nastanku svih
tumora je gubitak odgovora na kontrolne mehanizme normalnog rasta, a

diobom tih stanica stvaraju se potomci koji tvore tumorsku masu. Nedostatak



specifi¢nih razlika malignih i normalnih stanica glavna je prepreka uspjesnoj
terapiji oboljelih od tumora.

Glavna osobitost tumora je pretjerano i prekomjerno bujanje, odnosno
umnazanje stanica koje nije uvjetovano potrebama tkiva ili organa
zahvacenim patoloSkim promjenama, a razlikuju se od normalnih stanica po
tome S§to kontrolni mehanizmi rasta i diobe stanica na njih viSe nemaju
utjecaja. Kontaktna inhibicija i humoralni inhibitori rasta koji inace djeluju na
zdravo tkivo ne djeluju na tumorsko. Kontaktna inhibicija je inhibicija koja kodi
mitozu, a uzrokovana je neposrednim dodirom sa stanicama. Humoralne
inhibitore proizvode zrele stanice. Oni su po kemijskom sastavu glikoproteini,
a djeluju na nezrele stanice istog tkiva spre€avajuci mitozu.

Postanak tumora ne moZe se objasniti samo jednim uzro¢nikom, jer se zna da je
nastanak tumora posljedica djelovanja vise ¢imbenika. Tu se ubrajaju nacin Zivota
(primjerice prehrana, stres, puSenje...), te razni ¢imbenici bioloskog, kemijskog i fizickog
podrijetla. Postoji viSe teorija koje nastoje objasniti nafin nastanka tumora. Jedna od
najstarijih teorija je teorija po kojoj su virusi uzro€nici tumora. Takvi se virusi nazivaju
onkogeni virusi. Po teoriji kroni¢nog podraZzaja, tumori mogu nastati kemijskim putem
(policikli¢ki ugljikovodici), radiobioloSkim putem (zracenjem), mehanickim putem
(Zu€ni ili bubrezni kamenci) ili bioloSkim putem (kroni¢ne upale). Jedna od teorija
smatra da su ZariSta tumora u organizmu zaostale embrionalne stanice ili normalne
stanice koje su usle u proces dediferencijacije te su po svojim svojstvima postale sli¢ne
embrionalnim stanicama. Teorija imunoloskog nadzora objasnjava vaznost imunoloskog

sustava u uniStavanju maligno promijenjenih stanica.

Osnovni poremecaj u nastanku tumora je gubitak kontrole normalnog rasta
stanica zbog oStecenja stani¢nih gena koji reguliraju stanicni rast i bioloski ciklus:
protoonkogeni koji poticu rast i antionkogeni koji kocCe rast stanica. To znaci da se
proces nastanka tumora dogada ve¢ na molekularnoj razini. OSteCenje gena mozZe
nastati kao posljedica vanjskih kancerogenih c¢imbenika (kemijski, fizikalni,
mehanicki, virusni), te kao posljedica spontanih mutacija u organizmu.

Nastanak tumora je proces koji se sastoji od niza promjena na genotipskoj i na
fenotipskoj razini. Promjene koje vode od zdravog stanja stanice do pojave tumora

najcesce traju mjesecima i godinama.



Proces nastajanja tumora naziva se karcinogeneza. Karcinogeneza je
stupnjeviti proces, a sredisnji dogadaj karcinogeneze je nesmrino genetsko
oSteéenje. Genetsko osteéenje ili mutacija moze biti steena djelovanjem
okolisnih ¢imbenika, ili moZe biti naslijedena jo§ u zametku. Genetska
hipoteza zlo¢udnih tumora ukljuuje misljenje da je tumorska masa posljedica
klonalnog bujanja jedne jedine stanice prethodnice koja je pretrpjela genetsko
ostecéenje, tj. da su tumori monoklonalni. lako je tumor u trenutku klinickog
dijagnosticiranja monoklonski, sadrzava stanice koje su vrlo heterogene, Sto
je rezultat brojnih mutacija koje se gomilaju.

Zlo¢udnu novotvorinu karakterizira prekomjerni rast, lokalna
invazivnost i sposobnost stvaranja udaljenih metastaza. Obiljezja se stjecu
postupno, a pojava je nazvana tumorsko napredovanje. Na molekularnoj
razini napredovanje je posljedica nakupljanja genetskih promjena.

Postoje dvije vrste normalnih regulacijskin gena: protoonkogeni koji
poti€u rast i tumor supresorski geni ili antionkogeni koji koe odnosno
prigusuju rast zlocudnih tumora. Oni su glavne mete genetskog os$tecenja.
Mutirani aleli protoonkogena smatraju se dominantnim onkogenima, jer
pretvaraju normalne stanice u tumorske stanice unato¢ postojanju njihova
normalnog para. Nasuprot tome, oba normalna alela tumorskog gena
priguSivaca moraju biti uniStena da bi doslo do pretvorbe normalne stanice u
tumorsku, pa se ta obitelj gena katkada naziva recesivni onkogeni (14).
Pretvorba protoonkogena u onkogene dogada se na dva nacina: promjenom
strukturnih gena, $to rezultira stvaranjem nenormalnog genskog proizvoda
(onkobjelancevine) s promijenjenom zada¢om i promjenom u kontroli genske
izraZzajnosti, Sto rezultira pojacanim ili nepovoljnim stvaranjem strukturno
normalne pokretatke bjelanevine rasta. Protoonkogeni mogu postati
onkogeni retrovirusnom pretvorbom (transdukcijom, v-onci) ili utjecajima koji
mijenjaju njihovo ponasanje in situ, mijenjajuci ih tako u stani€ne onkogene
(celularni, c-onci). Staniéni je rast potaknut povezivanjem &imbenika rasta ili
liganda za specificne receptore na povrsini ili unutar stanice. Vecina
C¢imbenika rasta ima receptore na stani¢noj membrani, medutim steroidni
receptori se nalaze unutar stanica i vezu se s lipofilnim ligandima koji prolaze

preko staniCne membrane te djeluju uzajamno s receptorom u jezgri ili



citoplazmi. Nakon vezivanja liganda i receptora dolazi do aktivacije receptora
C¢imbenika rasta.

Vecina receptora ¢imbenika rasta povezana je s aktivnoSc¢u proteina
tirozin kinaze, koja je aktivirana nakon vezanja liganda. Takvi receptori imaju
veliko podrucje izvanstaniénog vezivanja, jednu hidrofobnu transmembransku
regiju i citoplazmatsko podrucje koje sadrzi aktivnu tirozin kinazu. Vezivanje
liganda pokreé¢e dimerizaciju receptora, Sto dovodi do aktivacije kinaze i
aktivacije fosforilacijske kaskade koja stimulira mirne stanice da udu u proces
rasta. Pokazalo se da ta aktivacija korelira s inhibicijom, odnosno
stimulacijom stani¢nog rasta. U normalnim oblicima tih receptora djelovanje je
kinaze prolazno potaknuto vezivanjem njihovih specificnih ¢imbenika rasta
nakon Cega slijedi tirozinska fosforilacija nekoliko supstrata koji su dio
mitotickog lanca. Onkogeni oblici tih receptora zdruzeni su sa stalnim
poticanjem djelovanja tirozin kinaze u citoplazmatskom podrucju, ali bez
vezivanja za €imbenik rasta. Zbog toga bjelancevine receptora mutanta stalno
prenose mitogene poruke u stanicu. Pronadeno je nekoliko primjera
onkobjelancevina koje oponasaju djelovanje normalnih citoplazmatskih
bjelantevina koje prenose poruke, mnoge su vezane za unutradnji sloj
citoplazmatske membrane npr. proizvodi c-srci ras gena, ali neke se nalaze u
citoplazmi, kao $to su raf bjelancevine (15).

Specificni poremecaji koji uzrokuju promjene u gradi i regulaciji, a
Stetno djeluju na protoonkogene su u prvom redu toCkaste mutacije i
kromosomske translokacije. Ras onkogen najbolji je primjer pokretanja
toCkastom mutacijom.

Posljedica pokretanja protoonkogena je umnoZavanje i mnogostruko
povecanje DNK nizova (nekoliko stotina kopija) u tumorskoj stanici. Povecani
se geni mogu otkriti molekularnim metodama ili citogenetskim
prepoznavanjem u obliku dvostrukih sitnin Cestica i homogeno obojenih
odsjecaka.

Svi prijenosni putovi poruka ulaze u jezgru, zbog toga nije
iznenadujuée da su mutacije gena koji upravljaju prepisivanje DNK zdruzene
sa zlo¢udnim pretvorbama. Cijela gomila onkobjelancevina, ukljucujuci

proizvode myc, myb, jun, fos i rel onkogena, lokalizirana je u jezgri. Tocni



mehanizmi kojima te bjelanCevine u jezgri remete rast stanica nisu sasvim
jasni (16).

Nakon preobrazbe zdrave stanice u tumorsku, zbog nekih od navedenih
¢imbenika, nastaje stanica koja ulazi u fazu umnozavanja. Glavno svojstvo u toj
fazi je nediferenciranost. Dalje slijedi faza u kojoj stanice postaju potpuno
nediferencirane i kao takve predstavljalju tumorsko tkivo. Na taj nacin jedna
maligna stanica stvara klon istih takvih stanica.

Tumori se prema svojim osobitostima mogu podijeliti u tri glavne grupe

(17):

1. Dobrocudni ili benigni tumor Ciji je rast ograni¢en na tkiva u kojima se razvija,
a ne Siri se, odnosno ne metastazira u druga tkiva i organe.

2. Tumor in situ se obi¢no razvija u epitelu. Stanice su morfoloski sli¢ne
stanicama tumora, ali na razini epitela. One ne napadaju osnovnu membranu
niti potporni mehanizam. Neki autori govore o nepravilnostima diplasti¢nog
epitela koji ponekad moze prethoditi tumoru in situ.

3. Zloc¢udni ili maligni tumori imaju sposobnost razaranja tkiva u kojem rastu, ali i

sposobnost metastaziranja u druga tkiva i organe.

1.2.1. Osobitosti stanica tumora

Stanice zlocudnih tumora imaju sposobnost infiltracije, invazije ili
metastaziranja u udaljena mjesta. Invazivhost je posljedica slabljenja
medustaniénih veza i izlu€ivanja proteaza koje razgraduju medustani¢nu tvar i
tako olakSavaju prodiranje u okolna tkiva. Zlo¢udni tumori se Sire na tri
nacina: usadivanjem unutar tjelesnih Supljina, limfogeno ili hematogeno.

Mnogi tumori za vrijeme rasta pokazuju sve vecéi stupanj malignosti Sto
se ocituje porastom anaplazija i kromosomskih aberacija. Takoder opazeno je
kako se stalnim presadivanjem tumora u Zivotinja povecava brzina rasta
stanica (18). Tumorske stanice su genetski nestabilne i stoga podloZzne
mutacijama tijekom rasta. Neke su promjene letalne ili uzrokuju smanjen rast
u odnosu na susjedne stanice, pa se takvi supklonovi izgube iz populacije

stanica tumora dok druge mutacije pridonose vecoj autonomiji i prednosti u



rastu te predstavljaju maligne supklonove koji postaju dominantni i vode
progresiji tumora.

Invazivnost tumora predstavlja aktivhu migraciju tumorskih stanica iz
tkiva njihova nastanka u druga, susjedna ili udaljena tkiva.

Stanice zlocudnih tumora kao i sve ostale stanice trebaju kisik i
hranjive tvari iz krvi, te kod brzog uveéavanja mase tumora mogu imati
problema s opskrbom krvi. Bez dostatne opskrbe poveéavanje mase moze se
odvijati samo za nekoliko stotina stanica. Tumorske stanice izlu€uju
¢imbenike koji poti€u rast krvnog epitela i urastanje krvnih Zila u tumor. Brzina
rasta tumora ovisna je o brzini rasta krvozilne mreze odnosno procesa
angiogeneze (stvaranje nove krvozine mreze od susjednih krvnih Zila
domacina). Stanice karcinoma lu¢e mnogobrojne Cimbenike koji poti€u rast
novih krvnih zila, a posebice ucinkovit stimulator angiogeneze je krvozilno
endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor; VEGF).

Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zzila iz ve¢ postojecih
kapilara. Postoji takoder i vaskulogeneza gdje krvne Zzile nastaju de novo iz
mati¢nih stanica mezoderma. Rast tumora poti€e angiogenezu izravhom
stimulacijom endotelnih stanica. Time se stvaraju nove krvne Zile u smjeru
tumora odgovorne za njegovu opskrbu metabolitima i kisikom. To je dvosmjerna
veza tumor-endotelne stanice.

Tumorska angiogeneza je vazan proces za tumorski rast i metastaziranje
(19). Angiogeneza je kontrolirana lokalnom ravnotezom izmedu Cimbenika koji
stimuliraju rast novih krvnih zila medu koje spadaju fibroblasti¢ni ¢imbenik rasta
(engl. fibroblast growth factor; FGF)), krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (engl.
vascular endothelial growth factor; VEGF), angiogenin, interleukin-8 i
transformirajué¢i  €imbenik rasta (engl. transforming growth factors; TGF),
¢imbenik nekroze tumora a (engl. tumor necrosis faktor- a ; TNF-a) te od onih
koji je inhibiraju kao trombospondin-1, interferon-a i —f3, angiostatin i endostatin
(20,21,22,23,24). U vecini normalnih tkiva inhibicijski utjecaji dominiraju i stanice
ovih tkiva obi¢no ne stimuliraju angiogenezu. Za razliku od ovog, tumorske
stanice koje moraju stimulirati nastanak novih krvnih zila u procesu svog
tumorskog napredovanja, su angiogeni¢ne, bilo da smanjuju produkciju

inhibitornih ili pak povecavaju sekreciju stimulirajucih ¢imbenika.



Sam proces tumorske angiogeneze pocinje hipoksijom ili ishemijom
tumora. Tumorske stanice te makrofagi sintetiziraju VEGF (25). VEGF zatim
inducira sintezu proteaza i receptora vaznih za Sirenje tumora u lokalna tkiva.
Nakon aktivacije endotelnih stanica, pocinje razgradnja bazalne membrane
kapilara, obi¢no venule. Razgradnju poti€u metaloproteinaze (MMPs) koje
proizvode tumorske stanice. Endotelne stanice koje se ne dijele migriraju kroz
razgradeni vanstani¢ni matriks prema tumoru. Kroz taj prolaz takoder izlaze
angiogenicni ¢imbenici prema organizmu. Endotelne stanice kapilara proliferiraju,
pod utjecajem kiselog fibroblastichog Cimbenika rasta (engl. acidic fibroblast
growth factor; aFGF), bazi¢nog fibroblasticnog Cimbenika rasta (engl. basic
fibroblast growth factor; bFGF), TGF i VEGF u smjeru tumora, tvore¢i novu
mrezu kapilara u tumoru.

Angiogeneza je jedan od klju¢nih koraka u transformaciji tumora iz male,
bezazlene nakupine mutiranih stanica u malignu tvorevinu koja ima sposobnost
Sirenja u druge organe tijela. Tumorske stanice oslobadaju angiogeni¢ne tvari
koje izazivaju mitozu i proliferaciju stanica endotela domacina u smjeru tumora.
Prodiranje krvnih Zila u tumor zbiva se kad tumor dosegne promjer od 1-2 mm.
Poslije toga pocinje eksponencijalni rast tumora. Ako se zaustavi angiogeneza
tumora pri veli€¢ini od 2-3 mm, on onda ulazi u mirujuée stanje. Dakle, bez
angiogeneze tumorski rast je zaustavljen ali tumor je jo$ viabilan.

Slijedeca osobitost stanica tumora je metastaziranje. Ulaze¢i u kapilare,
tumorske stanice mogu izaci van iz krvne Zile na udaljenim dijelovima i formirati
metastazu. Stani¢na proliferacija i rast regulirani su finom ravnoteZom izmedu
¢imbenika koji stimuliraju i ¢imbenika koji inhibiraju stani¢ni rast; poremecaj
ravnoteZze u korist ¢imbenika stimulacije vodi nekontroliranom rastu stanica i

malignosti (26).

1.3. Uéinak inhalacijskih anestetika na zdrave i tumorske stanice

Inhalacijski anestetici nisu biokemijski inertni spojevi. Metaboliziraju se
in vivo i njihovi metaboliti mogu izazvati akutnu ili kroni€nu toksi¢nost. Glavni
mehanizmi toksi¢nosti su unutarstani€éno nakupljanje metabolita u toksi¢noj
koli¢ini, zatim stvaranje haptena koji mogu dovesti do sistemske

preosjetljivosti ili imunog odgovora, te stvaranje reaktivnin metabolita koji se



mogu kovalentno vezati za tkivhe makromolekule ili stvoriti razarajuée
slobodne radikale.

Ostecenja tkiva zapocinju s molekularnim ili morfoloskim poremecéajima
stanica te su pokazatelji oSte¢enja vidljivi na stani¢noj i substani¢noj razini.
Poznato je da toksi¢nost djeluje na stanice kao signal koji izaziva mnoge
odgovore, uklju€ujuéi prilagodbu, ostecenje, proliferaciju, apoptozu i nekrozu.
Odgovor stanica na prekomjerne fizioloSke i patoloSke promjene moze biti
prilagodba (adaptacija) stanica; stanica poprima promjenjeno, ali stabilno
stanje koje osigurava opstanak i zdravlje stanice usprkos neprestanom
stresu. Ako prilagodba nije moguca ili sposobnost prilagodavanja stanica
bude premasena, nastaje oSte¢enje stanice. Stani¢no osteéenje reverzibilno
je do odredene tocCke; teski ili trajni stres stanica vodi ireverzibilnom ostecenju
stanica i umiranju stanica procesom apoptoze ili nekroze.

Vezanje reaktivnih metabolita inhalacijskin anestetika s tkivnim
proteinima dovodi do stvaranja hapten-protein kompleksa. Ti kompleksi mogu
dovesti do sinteze specifi¢nih protutijela i izazvati imuni odgovor te prouzroditi
oStecenja normalnih stanica okolnog tkiva. Unutarstani¢ni glutation i
sulfhidrilni prroteini sluze kao normalni stani¢ni antioksidansi; odrzavaju
homeostazu stanice. U normalnim uvjetima glutation moze vezati slobodne
radikale, ali kod nedostatka glutationa, razarajuca aktivnost radikala vodi
osteéenju i smrti stanica.

Zivotni vijek nukleofilnih metabolita s nesparenim elektronima je kratak,
reaktivnost velika kao i posljedicna osteéenja stanica. Obzirom da su
inhalacijski anestetici lipofilni, Steta od njihovih slobodnih radikala je najveca
na lipidnim membranama; dolazi do peroksidacije membrana odvajanjem
hidrogena od a-metilen ugljikovog atoma u masnim kiselinama (2).

O genotoksi¢nosti i citotoksi¢nosti inhalacijskih anestetika misljenja su
Cesto proturje¢na. Dosadas$nja istrazivanja ukazuju na toksi¢nost anestetika
na osoblie u operacijskim salama koje je kroni¢no izlozeno djelovaniju
inhalacijskih anestetika te ucinak istih na reproduktivnu funkciju (27). Dokazan
je statisticki znacajno veci broj kromosomskih aberacija i mikronukleusa, te
povecan broj izmjena sestrinskin kromatida na limfocitima periferne krvi

osoblja u operacijskim salama (28). Nadalje i izlaganje izofluranu i dusi€nom



oksidulu u niskim koncentracijama povecava rizik od ostecenja genskog
materijala, $to dokazuje povecani broj mikronukleusa i poveéana ucestalost
izmjena sestrinskin kromatida na limfocitima periferne krvi osoblja u
operacijskim salama (29,30). Sardas i sur. (31) ukazuju na povezanost
izmedu ostecenja DNK limfocita periferne krvi i kroni¢ne izloZzenosti halotanu,
dusi¢nom oksidulu i izofluranu. Halotan uzrokuje veca o$tec¢enja DNK od
izoflurana; a oSte¢enja DNK ovisna su o dozi.

Ostecenja zdravlja uzrokovana profesionalnim izlaganjem inhalacijskim
anesteticima nisu jo$ dovoljno istrazena, ali neki radovi upu¢uju na to da su
inhalacijski anestetici nefrotoksi¢ni, hepatotoksi¢ni i karcinogeni (32,33).
Genotoksi¢nost halotana i izoflurana dokazana je in vitro komet testom na
humanim limfocitima periferne krvi u studiji Jaloszyinskog i sur. (34). U tim
pokusima halotan i izofluran pomije$ani su s 1% dimetilsulfoksidom (DMSO)
te su u otopinu uronjene stanice. Obzirom da je DMSO sam toksi¢an, a uvjeti
izlaganja stanica djelovanju inhalacijskih anestetika ne odgovaraju uvjetima
opc¢e anestezije gdje se inhalacijski anestetici isporu¢uju putem ispariva¢a na
anestezioloSkom aparatu, rezultati ovog istrazivanja nisu pouzdani.

Szyfter i sur. (35) proveli su istrazivanje na limfocitima periferne krvi
osoblja u operacijskim salama koji rade sa sevofluranom i zakljucili da
sevofluran ne dovodi do osStec¢enja DNK limfocita periferne krvi osoblja u
operacijskim salama. U ovom istrazivanju stanice su, kao i u prethodnom
inkubirane s 1% otopinom DMSO, pa se namecée pitanje objektivnosti
rezultata. Matsuoka i sur. (36) dokazuju in vitro da sevofluran i izofluran poti¢u
apoptozu u limfocitima periferne krvi ovisno o dozi i vremenu izloZzenosti istim
anesteticima, a apoptoti¢ki signalni put pokrenut sevofluranom ukljucuje
oSte¢enje membrane mitohondrija i otpustanje citokroma ¢ iz mitohondrija u
citosol (37). Nasuprot tome, Tyther i sur. (38,39) ustanovili su da izofluran i
sevofluran inhibiraju apoptozu polimorfonuklearnih neutrofila ovisno o dozi in
vivo i in vitro.

Moudgil i sur. (40) pokazali su da ekvipotentne koncentracije
izoflurana, enflurana, halotana i metoksiflurana u mjeSavini plina sa 70%

dusSi¢nim oksidulom, djeluju na kemotaksi¢nu aktivnost neutrofila i monocita.



Ustanovili su da uz izuzetak izoflurana ostali inhalacijski anestetici smanjuju
kemotaksi¢nu migraciju istih stanica, a najvise dusi¢ni oksidul.

Postoje brojna in vitro istrazivanja utjecaja inhalacijskih anestetika
pretezito na limfocite periferne krvi, ali i na druge stanice, medutim in vivo
istrazivanja su vrlo rijetka, kako na Zivotinjama tako i na ljudima. Morisaki i
sur. (41) ustanovili su da se ukupan broj leukocita ne mijenja nakon
anestezije sevofluranom, ali se smanjuje broj neutrofila, a povecava broj
limfocita. Za razliku od njih, Puig i sur. (42) su nakon anestezije miSeva s 3%
sevofluranom dokazali da on mijenja ukupni broj leukocita u perifernoj krvi,
broj B limfocita, CD4+ stanica, imunosni odziv na ov¢je eritrocite, a nije uocen
hepatotoksi¢ni niti nefrotoksiéni ucinak. Usporedujuci genotoksi¢ni ucinak
sevoflurana i izoflurana komet testom na limfocite periferne krvi bolesnika
prije i nakon anestezije, ustanovljeno je da oba imaju jak genotoksi¢ni ucinak,
da je ucinak najja¢i nakon 120 minuta anestezije, da popravak ostecene DNK
nastupa tre¢eg dana od anestezije, a do potpunog popravka dolazi peti dan
(43). Aleva i sur. (44) su proucavali DNK ostecenja, enzimski popravak DNK i
apoptozu na limfocitima bolesnika nakon anestezije sevofluranom. Ustanovili
su da je oStec¢enje DNK najjae prvi poslijeoperacijski dan, popravak DNK
dogada se nakon 24 h, a kod stanica kod kojih ne uslijedi popravak pokrece
se proces apoptoze.

Znatno manje istrazivanja posveéeno je utjecaju inhalacijskih
anestetika na stanice tumora. Kvolik i sur. (45) dokazuju da halotan, izofluran i
sevofluran u anestezijskim dozama imaju in vitro citotoksiCni i
antiproliferacijski u¢inak na stanice tumora. Moudgil i Singal (46) ustanovili su
da halotan i izofluran povecéavaju broj pluénih metastaza u C57B1 miSeva, a
Melamed i sur. (47) dokazuju imunosupresijski u€inak halotana na Stakorima
kao posljedicu smanjenja aktivnosti NK stanica (natural killer cells). Hack i
sur. (48,49) su u svojim radovima pokazali da su stanice Ehrlich ascitesnog
tumora pogodne za istraZzivanja utjecaja inhalacijskih anestetika te ustanovili
citostatsku aktivnost halotana, izoflurana i enflurana in vitro kod dugotrajnog
izlaganja stanica. Istrazivanje Badena i sur. (50) na Swiss/Webster miSevima
koji su bili izlozeni niskim koncentracijama izoflurana u trajanju od nekoliko

dana, nije potvrdilo karcinogeni ucinak izoflurana.



1.4. Citostatici

Citostatici su kemijski spojevi koji interferiraju s metabolizmom stanice,
sprjeavaju njen rast inhibicijom enzimskih sustava, o$tec¢uju stani¢nu jezgru i
koCe diobu stanice. Prema osnovnoj namjeni njihovo djelovanje usmjereno je
na tumorske stanice i naruSavanjem njihovog stani¢nog ciklusa sprijecavaju
rast ili izazvaju smrt tih stanica u fazi aktivnog rasta. U lije€enju tumora i
njegovih metastaza naj¢esc¢e se primjenjuje zdruzeno lijecenje koje ukljucuje
kirursko lijeCenje, terapiju citostaticima, radioterapiju i imunoterapiju, jer se
potpuni terapijski u€inak vrlo rijetko postize primjenom samo jedne metode.

Kako bi se u $to kracem vremenu postigao najbolji terapijski ucinak,
primijenjuju se kombinacije citostatika razliitog djelovanja; time se postize
sinergistiCki ucinak i brze, selektivnije citotoksi€no djelovanje na stanice
tumora, a smanjuje se mogucnost rezistencije tumora na pojedini citostatik.
Medutim, dosadasnja istrazivanja pokazala su da vecina ovih lijekova nije
dovoljno specificna za stanice tumora; djelovanje citostatika moze oStetiti i
zdrave stanice. Rezultat toksi¢nog djelovanja na zdrave stanice su znacajne
nuspojave u bolesnika i u osoba koje su profesionalno izlozene tim lijekovima
(51). U procjeni toksi¢nih ucinaka antineoplasti¢nih lijekova znacajnu ulogu
imaju razliciti citogeneticki i molekularno-bioloski testovi, pomocu kojih se u
kratkom vremenskom razdoblju moZe otkriti i procijeniti razina o$tecenja
stanicne DNK i pratiti dinamika njenog popravka. Posebnu vaznost imaju
tehnike poput komet testa koje omogucéavaju osjetljivo otkrivanje primarnih
osteéenja DNK u pojedina¢nim stanicama, neovisno o fazi staniénog ciklusa
(52).

Citotoksic¢ni lijekovi, poznati jo§ pod nazivima antineoplasti¢ni i
antitumorski lijekovi ili pak kemoterapija uklju€uju Sirok raspon kemijskih tvari.
U suvremenoj terapiji zlo¢udnih tumorskih bolesti danas se upotrebljava vise
od pedeset vrsta citotoksi¢nih lijekova. Priroda osnovnog pristupa lijecenju
karcinoma se neprestano mijenja. Klini¢ki protokoli sada uklju€uju gensku
terapiju, djelovanje na imunosni sustav, stimulaciju elemenata normalne

hematopoeze, indukciju diferencijacije u tumorskom tkivu i inhibiciju
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angiogeneze. U isto vrijeme, neki od tih lijekova u svakodnevnoj upotrebi
imaju mali terapijski indeks i veliku snagu da uzrokuju $tetne nuspojave (53).

Dobro poznavanje farmakologije citostatika, interakcije s drugim
ljekovima i klinicke farmakokinetike je neophodno za sigurnu i ucinkovitu
upotrebu citostatika kod bolesnika.

Citostatici su otkrivani kroz veliku skalu sintetskih kemikalija i prirodnih
proizvoda. Lijekovi otkriveni u prva dva desetlje¢a lijeCenja citostaticima
(1950.-1970. godine) dolaze u jaku interakciju s DNK ili njezinim
prekursorima, inhibiraju sintezu novog genetskog materijala ili dovode do
nepopravljivih oste¢enja same DNK. Posljednjih godina, otkrivanjem novih
lijekova koji potje€u od prirodnih tvari ili semisintetskih spojeva otvaraju se
nova istrazivanja u podrucju biologije karcinoma (54).

Citostatici se metaboliziraju uglavnom preko citokrom P-450 enzimskog
sustava u jetri i u nekim drugim tkivima. Ukoliko ne dode do bioaktivacije u
jetri, ulazak citostatika u stanicu ne mora dovesti i do citotoksi¢ne aktivnosti.
Aktivacijom citostatika, metaboliti citostatika izluCuju se putem urina te
bubrezna funkcija mora biti ocuvana, a istodobno davanje drugih
nefrotoksi¢nih lijekova moze pojacati toksi¢nost citostatika.

Medu brojnim subspecijalnostima interne medicine, medicinska
onkologija ima najveci utjecaj na promjene u lijeCenju u posljednje dvije
dekade, na nacin da su mnoge do sada neizljeCive bolesti postale dostupne
lije€enju. Novi lijekovi koji su uvedeni u klinicku upotrebu koriste se za bolesti
koje su do sada smatrane neizljecivim ili su bile pristupacne samo lije¢enju
kirurskim putem ili radioterapijom. Danas adjuvantna kemoterapija rutinski
prati kirursko lijecenije.

Osnovna podijela lijekova koji se koriste u lije€enju zlo¢udnih tumora:
Alkilirajuci spojevi

Alkilirajuci spojevi obi¢no prenose jednu ili viSe alkilnih skupina na
bioloSke sustave i oste¢uju molekulu DNK stvarajuc¢i mostove izmedu lanaca.
To su vrlo reaktivni spojevi koji mogu stvarati kovalentne veze s nukleinskim
kiselinama i proteinima, vezuéi se na DNK, naj¢eSée na N-7 gvanina ili rijede
O-6 gvanina te dovode do stvaranja mostova (adukata); ukrizenog

povezivanja lanaca i nastanka mutacija. Oni imaju znatno veéi ucinak na brzo

21



rastuée stanice; zbog nastalih oStecenja stanica i nemogucnosti popravka
odlaze u smrt apoptozom. Predstavnici ove skupine su: duSikovi plikavci
(ciklofosfamid, klorambucil, melfalan), alkilsulfonati (busulfan), derivati
nitrozureje (karmustin, lomustin), etilenimini (trietilenmelamin,
heksametilmelamin, tiofosforamid). Spojevi koji sadrze platinu po mehanizmu
djelovanja sli¢ni su alkiliraju¢im spojevima. Najpoznatiji su cisplatina i
karbaplatina.

Antimetaboliti

Antimetaboliti interferiraju sa sintezom nukleinskih kiselina. Dijele se na
slijedeée skupine:

-analozi folne kiseline koji inhibiraju pretvaranje folne kiseline u tetrahidrofolnu
kiselinu vezu¢i se na aktivno mjesto enzima dihidrofolat reduktaze,
predstavnik je metotreksat

-analozi pirimidina: 5-flourouracil i citarabin

-analozi purina: 6-merkaptopurin  kao sumporni derivat hipoksantina,
tiogvanin, azatioprin-derivat 6-merkaptopurina, fludarabin fosfat, pentostatin i
kladribin

Biljni alkaloidi i njihovi derivati

To su spojevi bilinog podrijetla koji imaju razli€ite u€inke na stani¢ne
procese. Neki od njih naruSavaju funkciju diobenog vretena, izazivajuci
depolimerizaciju tubulina (vinka alkaloidi) ili njegovu pretjeranu stabilizaciju
(paklitaksel), ¢ime je sprijeCena mitoza. Neki od predstavnika ove skupine,
primjerice etopozid, naruSavaju funkciju kromatina, a drugi pak inhibiraju
esencijalne enzime poput DNK topoizomeraza.

U ovu skupinu takoder pripadaju antimikotiCki spojevi: vinblastin,
vinkristin, vinorelbin i paklitaksel, zatim epipodofilotoksini: etopozid i tenipozid,
antibiotici kao daktinomicin, doksorubicin, idarubicin i daunorubicin te
bleomicin, plicamicin i mitomicin, te L-asparginaza, enzim koji hidrolizira L-
asparagin te na taj nacin remeti sintezu proteina koji sadrze ovu
aminokiselinu. Na L-asparginazu posebno su osjetljive pojedine vrste
tumorskih stanica koje imaju nisku razinu enzima asparagin sintetaze pa im

za rast treba viSe L-asparagina nego zdravim stanicama.
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Mijesani spojevi:

Tu se nalaze spojevi s platinom, a predstavnici su cisplatina i
karbaplatina. Mehanizam djelovanja i spektar kliniCke aktivnosti su jednaki
kod oba, medutim postoji znaCajna razlka u kemijskoj strukturi,
farmakokinetici i u toksichom ucinku. Karbaplatina je manje potentan lijek od
cisplatine i ve¢inom se izlu€uje urinom s poluvremenom Zivota od 2-6 sati. U
mijeSane spojeve ubrajaju se jo$ hidroksiureja, prokarbazin i mitotan.
Hidroksiureja inhibira sintezu DNK, a da pritom ne remeti sintezu RNK niti
bjelanevina. Ona specifiéno inhibira enzim ribonukleotid-difosfat-reduktazu
koja katalizira pretvorbu ribonukleotid-difosfata u odgovaraju¢i  2-
deoksiribonukleotid. Prokarbazin mora pro¢i metabolicku aktivaciju da bi se
stvorio citotoksi¢ni reaktant, koji metilira DNK. Metabolit prokarbazina moze
dovesti do kromosomskih osteé¢enja, ukljuuju¢i kromatinske lomove i
translokacije. Izlaganje prokarbazinu dovodi do inhibicije DNK, RNK i sinteze
proteina in vivo. Mitotan se kemijski ponasa kao insekticidi DDT i DDD. Koristi
se u lije€enje neoplazmi kore nadbubrezne Zlijezde.

Hormoni i srodni spojevi

Tu spadaju adrenokortikosteroidi, aminoaminoglutetimidi, progestini,
estrogeni i androgeni, antiestrogeni, analozi gonadotropnog hormona i
nesteroidni antiestrogeni. Nemaju izravno citotoksi€no i citostati¢ko
djelovanje, ali obzirom da je za rast ovih tumora potrebna odredena
hormonalna aktivnost, koristenjem antagonistickih hormona moze se inhibirati
rast tih tumora. Najpoznatiji predstavnik antiestrogena je tamoksifen, a od
nesteroidnih antiandrogena flutamid.

Modifikatori bioloSkog odgovora

To su tvari koje djeluju na bioloSki odgovor bolesnika na bolest, a onda
indirektno imaju antitumorsku aktivhost. Rekombinantna DNK tehnologija je
nacinila veliki napredak u prepoznavanju brojnih humanih proteina s jakim
djelovanjem na funkciju i rast normalnih i tumorskih stanica. Tu spadaju
interferoni, interleukini, hematopoetski faktor rasta, eritropoetin, G-CSF (engl.
Granulocyte colony-stimulating factor), GM-CSF (engl.
Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor), TNF (engl. Tumor
necrosis factor) i razli¢ita monoklonska protutijela i tumorska cjepiva (54).

23



Toksi€énost citostatika

Niske koncentracije citostatika ne dovode do citotoksi¢nosti; povecéanje
koncentracije citostatika potiCe smrt stanica ovisno o dozi i vremenu izlaganja
kemoterapijskom lijeku. Citotoksi¢nost citostatika o€ituje se i na zdravim
stanicama. Omjer izmedu odgovora tumorskih stanica i normalnih stanica na
dozu lijeka naziva se terapijski indeks. Smanjeni terapijski indeks ograni¢ava
upotrebljivost mnogih kemoterapijskih lijekova. Toksi¢nost za zdravo tkivo
koje sprjeCava povecavanje doze naziva se toksi¢nost u vezi sa smanjenjem
doze. Tkiva koja proliferiraju (koStane srzi i sluznica probavnog trakta)
najosjetljivija su na toksi¢nost citostatika.

Koriste¢i kombinaciju citostatika u kratkom vremenu takoder
smanjujemo mogucénost rezistencije tumora na pojedini citostatik. Ovakav
pristup se temelji na brzem oporavku zdravih stanica od citostatika u odnosu
na maligne stanice. Brzo dijeljenje i sinteza DNK malignih stanica povecava

u€inkovitost citostatika (51).

1.4.1. Cisplatina

Cisplatina (cis-Diamindikloroplatinum) je divalentni anorganski, u vodi
topivi kompleks s platinom sintetskog podrijetla. Uvodenje cisplatine u Siroku
klinicku uporabu dovelo je do znaCajnog napretka u kemoterapijskom
lijeCenju, te su rezultati lijeCenja kemoterapijom poboljSani i postali
ujednaceni.

Cisplatina sadrzi kompleks koji ulazi u stanice difuzijom i oStecéuje
heliks DNK. Atomi klora ulaze u reakciju s nukleofilima, te pozitivno nabijena
molekula reagira sa nukleinskim kiselinama i proteinima. Cisplatina je
pokazala in vitro i in vivo znacajno sinergisti¢no djelovanje s ve¢inom drugih
citostatika. Premda nije najucinkovitija medu pojedinaéno primijenjenim
citostaticima, jedan je od najSire i najviSe primijenjivanih citostatika u

polikemoterapijskim protokolima.
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Slika 1. Strukturna formula cisplatine

Cisplatina po kemijskom sastavu pripada u skupinu mije$anih spojeva,
ali po nacinu djelovanja najsliénija je akiliraju¢im agensima; kovalentno
povezuje uzvojnice DNK, inhibira sintezu DNK, te zaustavlja rast stanice, a
ucinci tog unakrsnog vezivanja najviSe su izrazeni u S fazi. Citotoksi¢nost je
odredena ravnotezom izmedu enzimske staniéne obnove ostecene DNK i
opsega medusobnih veza DNK. Enzimski popravak mostova koji su nastali
zbog djelovanja cisplatine ukljuCuje isjecanje zahvaéene baze, ubacivanje
nove baze i ponovno formiranje oStecene baze enzimima (52).

Cisplatina reagira prvenstveno na N-7 polozaj gvanina i stvara razli€ite
jednostruke i dvostruke mostove. Prvi korak je stvaranje jednostrukih
meduveza, koje mogu dalje reagirati i stvarati dvostruke unakrsne veze unutar
lanca DNK ili izmedu dva lanca. Naj¢es$¢a dvostruka oSteéenja koja izaziva
cisplatina na lancu DNK in vitro su d(GpG)Pt, d(ApG)Pt i d(GpNpG)Pt, a
medulanéane veze izmedu gvanina smjestenih na suprotnim stranama lanaca
nastaju u manje od 5% slucajeva. Ove meduveze sprijeCavaju stani¢ne
procese kod kojih dolazi do medusobnog odvajanja lanaca DNK, kao $to su
replikacija i transkripcija (55).

Strukturne analize unutarlan¢anih meduveza d(GpG)Pt u€injene su X
zrakama i nuklearnom magnetskom rezonancom. Dokazano je da vezivanje
platine na DNK izaziva razliCite poremecéaje u dvostrukom heliksu DNK,
uklju€ujuci uvijanje za 26 do 50 stupnjeva izmedu povezanih gvaninskih baza,
zakrivljivanje osi heliksa i odmotavanje DNK. Nadalje, proteini koji u
normalnim uvjetima sudjeluju u popravku DNK kao npr. polimeraze, ne
prepoznaju ove hidrofobne mostove; drugi proteini koji prepoznaju oste¢enu
DNK postaju aktivni i pokre¢u programiranu smrt stanica (56).

Redoslijed dogadaja koji vode stani¢noj smrti nakon stvaranja platina-
DNK meduveza nije jo§ dovoljno istrazen, medutim stanice obradene s

cisplatinom izrazavaju biokemijska i morfoloSka obiljezja apoptoze (57).
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Osjetljivost stanica na cisplatinu ovisna je i o stani€nom ciklusu; stanice u
proliferaciji su osjetljivije za razliku od stanica u G, ili G1 fazi (58). U pokusima
Sorensona i Eastmana dokazano je da nakon obrade stanica ovarija kineskog
hr¢ka (engl. Chinese hamster ovary; CHO) s cisplatinom u niskoj dozi dolazi
do oporavka stanica i nastavlja se stani¢ni ciklus, a u visokoj dozi cisplatine
stanice umiru apoptozom nakon produzene G, faze. Prije apoptoze
zamjeéena je aberantna mitoza, a prolaz kroz S fazu je neophodan za G
fazu; staniCna smrt je rezultat nastalih oste¢enja DNK (59).

Proapoptoticki signal nije toéno ustanovljen. Jedna skupina istrazivaca
smatra da su proteini ili proteinski kompleksi odgovorni za pokretanje procesa
apoptoze; meduveza proteinskih kompleksa i DNK pokrece signal stani¢ne
smrti. Nadalje, mutacija ili promjena tih proteina moze rezultirati u razvijanju
rezistencije stanice na cisplatinu. Otkriveno je nekoliko proteina i proteinskih
skupina. Prva od njih je skupina proteina HMG1 i HMG2 (engl. high-mobility
group proteins); proteini koji prepoznaju zakrivljenu DNK nastalu djelovanjem
cisplatine. Interesantno je da HGM1 proteini imaju moguénost vezanja na
zavinutu DNK zbog djelovanja cisplatine, ali ne na zakrivlienu DNK nastalu
zbog djelovanja inaktivnog trans izomera platine. HGM skupina proteina
sastoji se od 80 bazi¢nih aminokiselina koje su uglavnom ukljuéene u gensku
ekspresiju. lako glavna funkcija tih proteina u platinskoj osjetljivosti i
rezistenciji nije dovoljno razjasnjena, smatra se da je HGM skupina proteina
odgovorna za usmjeravanje prisutnog DNK ostecenja prema popravku DNK ili
prema programiranoj stani¢noj smrti stanice. Uloga ovih proteina zahtjeva
dalja istraZivanja (60,61,62).

Brojni drugi proteini koji prepoznaju cisplatinska ostecenja DNK
takoder su otkriveni; vazno je spomenuti histone H1, RNK transkripcijske
polimeraze |, hUBF (engl. Upstream binding factor), TATA vezujuéi protein
(engl. TATA binding protein; TBP) i MMR proteini (engl. Mismatch repair
proteins). MMR proteini su izazvali veliko zanimanje jer je prepoznavanje
platinskih  DNK meduveza od strane MMR kompleksa povezano sa

osjetljivos¢u na cisplatinu (63).
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Prisutnost cisplatinskih oSte¢enja DNK rezultira u stalnom ciklusu
popravaka DNK $&to posljedi€no vodi do nakupljanja o$tecenja na razini DNK
te stani¢noj smrti.

lako specificni proteini ukljueni u prepoznavanje platinskih DNK
meduveza jo$ nisu potpuno prepoznati, brojni signalni dogadaji nakon
djelovanja cisplatine na DNK se ipak znaju. Primjerice, ATM i njemu
pridruzen Rad3 protein (ATR) koji su uklju€eni u pokretanje stani¢nog ciklusa,
aktiviraju se djelovanjem cisplatine. Te kinaze fosforiliraju i aktiviraju mnoge
efektore koji reguliraju stani¢ni ciklus, popravak DNK, preZivljavanje stanica i
apoptozu. Tu su uklju¢eni p53, CHK2 i ¢lanovi MAPK (engl. Mitogen-activated
protein kinase). Poznato je da je p53 potreban za aktivaciju proapoptoti¢nih
proteina kao $to je obitelj Bcl-2. Medutim, poremecaj funkcije p53 ne vodi
uvijek do smanjenja osjetljivosti na cisplatinu. Dvije studije dokazuju da
oStecenje p53 prije dovodi do povecane osjetljivosti stanica na cisplatinu nego
do povecane rezistencije, takoder moze doc¢i do preuranjene mitoze u
prisutnosti DNK oStecenja §to rezultira staniénom smrcu (64,65).

Svakodnevno se povecava naSe znanje o broju molekula koje mogu
djelovati na provodenje signala u stanici i dovesti do povecéane osjetljivosti ili
otpornosti stanice na djelovanje cisplatine. Lista je velika i uklju€uje citokine,
Cimbenike rasta, kinaze, fosfataze, sekundarne glasnike, ¢&imbenike
transkripcije, redoks proteine i proteine vanstaniénog matriksa. Vazno je
spomenuti da u nekim okolnostima ekspresija sigurnih protoonkogena; Ha-
Ras, v-abl, Her2/neu potpomaze prezivljavanje stanica nakon izlaganja
cisplatini (66).

1.5. Medudjelovanje anestetika i citostatika

Farmakokinetske medureakcije nastaju kada jedan lijek mijenja
djelovanje drugog, bilo da utie na njegovu koncentraciju u krvi ili na
receptoru. Promjenjena koncentracija lijeka na receptoru moze uslijediti zbog
promijenjene apsorpcije, raspodjele, metabolizma, uklanjanja ili izlu€ivanja
lijeka. Citostatici su lijekovi koji se daju s ciliem da selektivno razore tumorske
stanice upli¢u¢i se u njihov metabolizam na nacin koji nije prisutan u zdravim

stanicama (67).
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Svakodnevno se povecéava broj onkoloSkih bolesnika koji se kratko
vrijeme nakon kemoterapije upucuju na operacijske zahvate u opcoj
anesteziji; a nerijetko se citostatici daju intraoperativno. Kemoperfuzija je
nova metoda klinicke onkologije, a postupak uklju€uje intraoperativnu infuziju
citostatika intraperitonealno ili u organe, primjerice u jetru, slezenu ili u neka
druga podru€ja zahva¢ena tumorom. Osim planiranih operacijskinh zahvata
onkoloSki bolesnici koji primaju citostatike podvrgavaju se i hitnim
operacijskim zahvatima, bilo zbog komplikacija bolesti ili zbog nekog drugog
razloga. Nazalost, s poveéanjem broja ovih bolesnika povecava se i broj
ozbiljnih komplikacija koje nastaju zbog medureakcije anestetika i citostatika.
Dostupna literatura o ovoj problematici je vrlo oskudna te se &ini da ova
medureakcija ne predstavljaju veliki klini¢ki problem, medutim nedovoljno
poznavanje i razumijevanje problema ne umanjuje znacaj medureakcije
anestetika i citostatika (68). Vrlo je vazno razumjeti farmakologiju citostatika,
medureakcije sa anesteticima, farmakokinetiku i toksiéne reakcije. Inhalacijski
anestetici smanjuju protok krvi kroz jetru, vezuju se na proteine plazme i
djeluju na aktivnost metabolickin enzima, te posljedi€no inhibiraju
metabolizam velikog broja lijekova (67).

Svaka anestezija i operacija dovode do stresa, a sami anestetici
mijenjaju  stani€énu imunost. Bolesnici  koji primaju  citostatike u
perioperacijskom periodu mogu imati opce ili organ specificne nuspojave.
Mogu se pojaviti na prvi pogled Kklini¢ki nevidljivi simptomi i dovesti do
komplikacija za vrijeme anestezije, u postoperacijskom periodu ili nakon
duzeg vremenskog razdoblja kada se bolesnik oporavi od operacije i
kemoterapije te se vrati uobi¢ajenim aktivnostima (69). Najznacajnije rane
nuspojave koje mogu uslijediti su oste¢enja gastrointestinalnog sustava,
oSteéenje jetre, bubrega, centralnog nervnog sustava i mijelosupresija.
Cisplatina moze uzrokovati oStec¢enja proksimalnih tubula, poveéano
izlu€ivanje natrija i poremecaj elektrolita te neurotoksiénost ovisno o dozi (51).

Citostatici se metaboliziraju putem P450 enzimskog sustava u jetri i
nekim drugim tkivima, a izluCuju se putem bubrega. Inhalacijski anestetici se
uglavhom uklanjaju iz organizma putem pluéa, medutim manji dio se

metabolizira u jetri, takoder putem citokroma P450. Citokrom P450 sastoji se
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od preko pedeset enzima koji su odgovorni za Fazu | metabolizma mnogih
lijekova. Inhalacijski anestetici, naro€ito halotan smanjuju protok krvi kroz jetru
i bubrege mijenjaju¢i metabolizam citostatika. Osim toga §to se inhalacijski
anestetici upliéu u metabolizam citostatika te mijenjaju njihovu toksi¢nost, oni
takoder djeluju i na rast stanica tumora (45).

Genotoksi¢nost i citotoksi¢nost cisplatine nije upitna, ona predstavlja
njen mehanizam djelovanja, medutim o genotoksi¢nom i citotoksichom ucinku
inhalacijskih anestetika postoje razli¢ita misljenja. Genotoksicni i citotoksicni
ucinak kombinacije inhalacijskih anestetika i citostatika na stanice periferne
krvi, jetre, bubrega, mozga i tumora mozemo samo pretpostavljati, a istraziti
ga bilo bi vrlo korisno za svakodnevnu klinicku praksu. Saznanja koji anestetik
ima prednost u primjeni kod onkoloskih bolesnika, narocito ako ti bolesnici
primaju citostatike od velikog su znacaja. Klini¢ka istrazivanja ove vrste je vrlo
teSko provesti, pa su vecina dostupnih podataka rezultat istrazivanja in vitro
na kulturama tumorskih stanica ili in vivo na Zivotinjama (45,46). Primjerice,
Moudgil i Singal (46) pokazuju da halotan i izofluran povecavaju broj
metastaza u miSeva s melanomom, dok O'Leary i sur. (70) dokazuju
antiproliferativni u€inak inhalacijskih anestetika

Takoder je bitno utvrditi zdruzeni ucinak inhalacijskih anestetika i
cisplatine na biokemijske parametre u krvi, s obzirom na toksi¢nost nastalih
metabolita te njihov u€inak na stanice jetre i bubrega. Istrazivanje Topal i sur.
(71) ukazuju na porast serumskih jetrenih enzima; aspartat aminotransferaze
(AST), alanin aminotransferaze (ALT) i glutamiltransferaze (GGT) nakon
anestezije halotanom, izofluranom i sevofluranom, a najjaci porast jetrenih

enzima je uzrokovan halotanom.

1.6. Komet test

Komet test ili mikrogel elektroforeza vrlo je djelotvorna tehnika za
procjenu ostecenja i popravaka molekule DNK na razini pojedinaénih stanica
(72). Prvu mikrogel elektroforezu u svrhu procjene oSteéenja DNA u
pojedinacnim stanicama uklopljenim u agarozni gel proveli su joS 1984.

godine Ostling i Johanson. Metoda je dobila naziv prema obliku kometa koji
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su poprimile oste¢ene flouresciraju¢e stanice. Bazira se na svojstvu
polomljenih krajeva negativno nabijene molekule DNK koji su postali slobodni,
da putuju u elektricnom polju od jezgre prema anodi. Moguc¢nost DNK da
putuje je funkcija duljine ulomka molekule DNK. Biv8a stani¢na jezgra i
polomljeni ulomci razvuceni u elektrichnom polju oblikuju ,glavu“i ,rep“ komete
(73).

To je osjetliva tehnika za otkrivanje primarnih oSteéenja DNK u
pojedinaénim stanicama in vitro i in vivo, daje uvid u osjetljivost pojedinih
stanica na djelovanje odredenog spoja te omogucuje otkrivanje velikog broja
razli¢itih oSte¢enja genoma, primjerice jednolan€ane i dvolanéane lomove
DNK, adukte u molekuli DNK, te apurinska i apirimidinska mjesta i mjesta
DNK-protein veza (52).

Za utvrdivanje genotoksi¢nosti neke tvari, potrebno je izloZiti stani¢nu
DNK djelovanju genotoksina, zatim ustanoviti da li postoji oSte¢enje DNK, a
nakon toga kvantificirati to oSteé¢enje. Ukoliko je oStecenje molekule DNK
malo, ona se viSe isteZze nego putuje. Porastom broja ostecenja, dijelovi DNK
molekule slobodno putuju i tvore rep komete sve do krajnjeg slucaja
(apoptotiCne stanice) u kojoj su glava i rep komete jasno razdvojeni. Za
mikroskopski vidljiv pomak dovoljno je da molekula DNK putuje samo djeli¢
milimetra. Jedan prekid molekule (uzrokovan genotoksinom) dovoljan je da se
takva viSestruka uzvojnica DNK raspe iz svoje Cvrste strukture.

Komet metoda danas se smatra najosjetljivijom metodom za mjerenje
lomova DNK molekule, a to je ujedno jedna od rijetkih metoda koja
omogucéava analizu pojedinacnih interfaznih stanica na vrlo malom uzorku s
rezultatima dostupnim unutar nekoliko sati nakon izlaganja toksinu. Lezije
molekule DNK koje se ovom metodom mogu uocCiti nakon djelovanja
kemijskih mutagena u najvecoj su mjeri apirimidinska/apurinska mjesta.
Preparati se oboje flourescentnom bojom i vizualiziraju pomocu
epiflourescencijskog mikroskopa.

U genotoksi¢nim istrazivanjima poseban interes predstavljaju oni
mutageni spojevi koji uz direktno odtec¢enje molekule DNK izazivaju i dodatne
tzv. meduveze izmedu lanaca DNK kao S§to su npr. neki citostatici,
formaldehid, metali i sl. Jedna od velikih prednosti komet metode je ta da se
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moze koristiti za sve vrste biljnih i Zzivotinjskih tkiva, Sto otvara velike
mogucnosti usporedbe rezultata dobivenih analizom genoma cirkulirajucih
limfocita, drugih stanica u analizi mutagena i ciljnih tkiva za pojedine tkivne
mutagene kao Sto su jetra, plu¢a, bubrezi i sli¢no. Ispitivanja cjelovitosti
genoma u spolnim stanicama, koji je od velike vaznosti za pravilan prijenos
informacija na buduce generacije, prijenos nasljednih bolesti i nastanak
karcinoma uspjesno se moze analizirati ovom metodom (74).

U posljednjin desetak godina metoda je koristena kako u bazi¢nim,
tako i primijenjenim istraZivanjima, ali potrebno je upozoriti da je ograni¢ena
na pracenje lomova DNK Kkoji su u najve¢oj mjeri popravljivi stani¢nim
mehanizmima popravka. Zbog toga je vazno istovremeno koriStenje drugih
metoda kako bi se normirali uvjeti rada u metodi i reducirale varijabilnosti.
Osim oste¢enja DNK komet testom se moZe pratiti i popravak DNK (75).

Neke od osnovnih prednosti ove tehnike su: osjetljivost, ponovljivost
rezultata, jednostavnost primjene, niski troSkovi, brzina izvodenja i mala
koli¢ina uzorka potrebnog za analizu. Analizirati se mozZe bilo koja vrsta
stanica biljnog, zivotinjskog ili ljudskog podrijetla. Stanice se mogu izolirati iz
razli€itih tkiva ili stani€nih kultura. Rezultati se mogu dobiti u roku od nekoliko
sati, pa je metoda postala opc¢eprihvaéena u istrazivanjima ucinaka razlicitih
genotoksi¢nih tvari u uvjetima in vitro i in vivo (76,77). Danas se najviSe
koriste dvije izvedbe komet testa, jednu su predlozili Olive i sur. (78), a drugu
Singh i sur. (73). Prva izvedba testa je u neutralnim uvjetima i omogucuije
specifi€no otkrivanje dvolancanih lomova u molekuli DNK. Drugi nacin izvedbe
je komet test u alkalnim uvjetima (pH 13). Ta se izvedba smatra optimalnom
za otkrivanje ucinaka razli¢itih genotoksi¢nih tvari, a omogucuje specificno
otkrivanje jednolan¢anih lomova, mjesta osjetljivih na luzine te ukrizenog
povezivanja izmedu molekula DNK-DNK i DNK-proteini. Mjesta osjetljiva na
luZine nastaju u dijelovima molekule DNK gdje postoje apurinska i
apirimidinska, tzv. AP mjesta. Ta su mjesta podloznija oste¢enjima pa se u
luznatim uvjetima pretvaraju u lomove.

Osnovna ideja testa vrlo je jednostavna: pojedinacne stanice najprije
se uklapaju u "agarozni sendvi¢" gel na bruSenim predmetnim stakalcima,

citoplazma se lizira pod neutralnim ili alkalnim uvjetima, a stani¢ne jezgre
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izloze se djelovanju elektricnog polja. Za liziranje stanica primjenjuje se
otopina s visokom koncentracijom etilen-diamin-tetraoctene kiseline (EDTA) i
detergenata. EDTA pospjeSuje destabiliziranje membrana tvoreci helate s
ionima metala vezanim uz membranske strukture stanice. Detergenti pak
djeluju na molekule lipida iz staniche membrane, izazivaju¢i razaranje
membranskih struktura stanice i oslobadanje ukupne DNK. Potom se DNK
denaturira u luznatom ili neutralnom puferu, ovisno o tome koju vrstu
oStecenja namjeravamo pratiti (77). Pufer za denaturaciju, osim §to denaturira
DNK pospjeSuje uklanjanje soli oslobodenih razaranjem stani¢nih struktura,
koje bi mogle neutralizirati negativne naboje fosfatnih skupina DNK i ometati
pokretljivost DNK u gelu za vrijeme elektroforeze (79). Tijekom elektroforeze
pod utjecajem elektricnog polja, ulomci DNK nastali jednolanéanim ili
dvolan€anim lomovima izlaze iz jezgre i kroz pore agaroznog gela putuju
prema anodi. Medutim, glavnina DNK zbog velike molekularne mase ne
moze putovati kroz pore gela prema anodi. Putovati mogu samo ulomci DNK
nastali jednolané¢anim ili dvolan€anim lomovima; krac¢i ulomci imaju bolju
pokretljivost kroz gel. Zbog razlike u brzini kretanja, ulomci se razdvajaju
prema veli€ini (80). Komet test moze otkriti i stanice u apoptozi te nekroti¢ne
stanice. Kometi stanica u apoptozi imaju male "glave", a veéina DNK
rasprSena im je u obliku "repa". Razliite modifikacije komet testa omogucuju
otkrivanje i drugih vrsta oSte¢enja, primjerice nepotpunog ekscizijskog
popravka i unakrsnih veza izmedu lanaca DNK (80,81).

Ostecenje DNK procjenjuje se na osnovi udjela DNK u "repu” kometa i
udiela DNK u "glavi" kometa. Nakon elektroforeze i bojanja s
fluorescencijskom bojom, u gelu se mogu uociti kometi razli€itih veliina. Za
bojanje se najcesée Koristi etidij-bromid, a mogu se Koristiti propidij-jodid i
akridin oranz. Pod epifluorescencijskim mikroskopom analizira se 50-100
stanica. Stanice se razvrstavaju po duzini repa obi¢no u pet kategorija od 0
do 4 (72,73). Za mjerenje kometa i procjenu oStecenja danas postoje sustavi
za analizu slike, u kojima je epifluorescencijski mikroskop povezan s
raCunalom, a pomocu posebnih racunalnih programa za svaki pojedinacni

komet istovremeno se mijeri viSe parametara (82).
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1.7. Mikronukleus test

Mikronukleusi su male kromatinske strukture koje nalikuju jezgri, a smjeStene
su unutar interfazne citoplazme (83,84). Nastaju uslijed lomova kromosoma i
kondenzacije acentri¢nih kromosomskih ulomaka ili kromosoma zaostalih u anafazi
(85). Prisutnost mikronukleusa pokazatelj je postojanja aberacija u prethodnoj diobi
stanice (86) te se stoga ucestalost mikronukleusa moze koristiti kao kvantitativna
mjera strukturnih i numerickih aberacija kromosoma u stanicama, u uvjetima in vitro i
in vivo pod utjecajem razliCitih genotoksicnih tvari (87,88).

Nastanak mikronukleusa mogu potaknuti genotoksi¢ne tvari u stanicama
izloZenog organizma na dva nacina:

Aneugeni ucinak — nakon $to stanica ude u diobu zbog oStecenja i nefunkcionalnosti
mikrotubula diobenog vretena, onemoguceno je putovanje jednog ili visSe kromosoma
na pol stanice. Nakon citokineze zaostali kromosomi u citoplazmi stanice kceri tvore
mikronukleuse.

Klastogeni ucinak — mikronukleus nastaje od acentricnih ulomaka kromosoma
(ulomci kromatida i kromosoma) nastalih uslijed loma kromosoma.

Spontanom nastanku mikronukleusa doprinose: a) mutacije kinetohornih
proteina, centromera i diobenog vretena koje mogu izazvati nejednaku raspodjelu
kromosoma ili gubitak citavih kromosoma tijekom anafaze i1 b) nepopravljeni
kromosomski lomovi koji dovode do stvaranja acentricnih ulomaka, a nastaju
djelovanjem endogenih Cimbenika ili pod vanjskim utjecajem (89). Povecani broj
mikronukleusa moze ukazivati i na opcenitu geneticku nestabilnost. Stanice s
nestabilnim kariotipom imaju sklonost uklanjanja kromosoma, Sto se barem
djelomicno zbiva putem stvaranja mikronukleusa. Dokazano je da oko 50% spontano
nastalih mikronukleusa sadrzi Citave kromosome, a ostali nastaju od acentri¢nih
ulomaka. Mikronukleusi koji sadrZe Citave kromosome ¢eS¢e se nalaze u starijih nego
u mladih ispitanika (90).

Mikronukleus test brzi je i jednostavniji od analize strukturnih aberacija
kromosoma, podjednako je osjetljiv u otkrivanju oSteCenja diobenog vretena i
aberacija kromosoma, te je ukljuCen u standardnu "bateriju”" testova genotoksi¢nosti

91).
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Primjenom standardnog mikronukleus testa ne mogu se razlikovati
mikronukleusi koji potjecu od acentri¢nih ulomaka od mikronukleusa koji potjecu od
Citavih kromosoma. Da bi prevladali to ograniCenje, brojni istraZiva¢i kombiniraju
klasi¢ni mikronukleus test s raznim citoloskim tehnikama, primjerice fluorescencijske
in situ hibridizacije sa sondama koje specificno otkrivaju centromerna ili telomerna
podrucja kromosoma (92). S obzirom da prisutnost ili odsutnost centromernih,
telomernih ili nekih drugih specificno obiljezenih dijelova kromosoma omogucuje
utvrdivanje podrijetla mikronukleusa, navedene tehnike vrlo su Kkorisne u
istrazivanjima klastogenih ili aneugenih mehanizama djelovanja razli¢itih kemijskih

ili fizikalnih ¢imbenika u uvjetima in vitro i in vivo.

1.7.1. Mikronukleus test u uvijetima in vivo

Prvobitno je mikronukleus test razvijen kao test na stanicama koStane srZi i
eritrocitima sisavaca, a kasnije je njegova primjena prosirena na razliCite vrste stanica.
Najces¢e koriSteni in vivo mikronukleus test u testiranju na laboratorijskim
Zivotinjama (glodavci) izvodi se na stanicama koStane moZdine i na nezrelim
eritrocitima periferne krvi (polikromatski i normokromatski eritrociti) (91).

U odraslih miSeva koStana moZdina i slezena su organi u kojima mati¢ne
stanice proliferiraju 1 sazrijevaju u procesu hematopoeze. Za vrijeme proliferacije
mati¢ne stanice se dijele i iznimno su osjetljive na genotoksi¢ne tvari koje mogu
uzrokovati oStecenja kromosoma i nastanak mikronukleusa, a nastali mikronukleusi se
tijekom diobe stanica ne ugraduju u jezgre stanica kceri ve¢ ostaju u citoplazmi. U
procesu sazrijevanja eritrocita eritroblasti se razvijaju u polikromatske eritrocite
(mladi eritrociti koji joS sadrze RNK, a jezgra im je izbacena iz stanice) u kojima su
vidljivi mikronukleusi (Slika 2). Veliki broj polikromatskih eritrocita u miSeva ulazi u
cirkulaciju te se njihova prisutnost moze utvrditi primjenom razlicitih boja koje se
specificno vezu na DNK. Broj mikronukleusa moze se utvrditi mikroskopskom
analizom ili pomoc¢u protocnog citometra (93). U novije vrijeme za utvrdivanje broja

mikronukleusa primjenjuje se i racunalni sustav za analizu slike (94,95).
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Slika 2. Proces eritropoeze; mehanizam nastanka mikronukleusa u

polikromatskim eritrocitima

1.8. Stani¢éna smrt prouzrocena citostaticima

Za vrijeme rasta i razvoja organa stani¢na smrt igra vaznu ulogu u
odrzavanju homeostaze. Homeostatska kontrola broja stanica rezultat je
ravnoteze izmedu proliferacije i smrti. Poznata su tri oblika stani¢ne smrti;
apoptoza (fizioloSka, prirodna ili programirana smrt stanice), autofagija i
nekroza (slu¢ajna, sporedna ili toksi¢na smrt stanice).

Stani¢na smrt moze se podijeliti u tri funkcionalno razli¢ite faze:

a) faza indukcije; ovisna o okidacu koji pokrece stani€nu smrt;

b) izvrSna faza;

c) faza smrti stanice; dolazi do raspada jezgre i kromatinske

fragmentacije.

Razli¢iti pokretaci stani¢ne smrti kao $to su TNF, Sok, virusi, inhibicija
sinteze proteina, oksidativni stres i hipoksija mogu dovesti do apoptoze i
nekroze. Takoder, jednostavni signalni mehanizmi koji uklju€uju reaktivne
radikale kisika (ROS), Ca™, i brojni ¢imbenici (protutumorski lijekovi, gubitak
faktora rasta, zraenje) povezani sa stresom mogu prouzrociti staniénu smrt.
Reaktivni radikali kisika sudjeluju kao izravni ili neizravni pokretaci apoptoze,
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imaju znacajnu ulogu za vrijeme indukcijske faze, povecavaju propusnost
mitohondrijske membrane te vode konaénoj smrti stanice. Cini se da &ak i
proteini koji su visoko specifi€ni za apoptozu (Bcl-2 i kaspaze) sudjeluju u
nekrozi. Nedavna istrazivanja govore u prilog tome da oblik stani€ne smrti
ovisi 0 koli€ini unutarstaniénog ATP-a; nizak nivo ATP-a pokreée apoptozu i
zapocinje nekrozu.

U posliednja dva deseteljeca uloga apoptoze u citotoksi€nosti
antitumorskih lijekova postala je jasnija. Upoznavanje proapoptotickih gena
kao Sto je Bax, ili inhibicija antiapoptoti¢kih gena primjerice Bcl-2, povecava
uc€inak citostatika.

U solidnim tumorima hipoksija i nedostatak glukoze smanjuju
progresiju tumora dok nedostatak adenozin 5’-trifosfata (ATP-a) dovodi do
nekroze. Stvaranje laktatne kiseline u anaerobnim uvjetima najéeSce rezultira

autofagijom koju pokre¢e humani tumor supresorski gen Beclin 1.
1.8.1. Apoptoza

Apoptoza je homeopatski proces koji omogucéava da stare, mutirane ili
oStecene stanice umru. U stanicama karcinoma taj je mehanizam cesto
o8tecen, maligne stanice ne umiru, umjesto toga nastavljaju proliferaciju.

Apoptoza (gré. apoptosis znaci opadanje) je kontrolirani oblik stani¢ne
smrti koja sluzi kao molekularna tocka regulacije fizioloskih procesa. Stani¢na
selekcija apoptozom javlja se tijekom normalnih fizioloskih funkcija, kao i u
slu¢ajevima toksicnosti i bolesti. Proces kontrolirane stani€ne smrti poznat je
ve¢ jedno stolije¢e i opisan kao "genima regulirana staniCha smrt" jer
predstavlja geneti¢ki reguliran proces samoubojstva. U kontrolu stani¢ne
sudbine uklju¢en je kompleksni sustav stani¢nih signala i ekspresija
specifiénih gena. Mehanizmi ukljucivanja stanica u apoptozu su razli€iti, kao i
nacin aktivacije, ali nakon podvrgavanja stanica apogenu (tvari koje izazivaju
apoptozu) apoptoza moze imati konacni zajednicki put. Ovaj put ukljuCuje
odredeni receptor, sintezu proteina, ulazak Ca®*, aktivaciju Ca®*/Mg**-
endonukleaza, fragmentaciju DNK i odbacivanje apoptotickih tijela (96). Svi

viestani¢ni organizmi imaju mehanizam za ubijanje pojedinaénih stanica i
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upotrebljavaju fizioloSku smrt stanica za obranu, razvoj, homeostazu i

starenje.

Morfoloske osobitosti stanica u apoptozi

Apoptoza obi¢no zahvacéa pojedinaCne stanice, dok veci broj stanica
moze podle¢i apoptozi u in vitro uvjetima i u patoloSkim uvjetima in vivo.
Najranije promjene, vidljive elektronskim mikroskopom u procesu apoptoze su
gubljenje konformacije plazmatske opne, gubitak mikrovila i veza izmedu
stanica. Volumen stanice se smanjuje zbog skupljanja citoplazme i jezgre.
Promjene se javljaju brzo (unutar nekoliko sati), a veéina morfoloSkih i
biokemijskin promjena nastaje u jezgri. Kromatin formira guste
polumjesecaste nakupine na unutrasnjoj stijenci jezgrine opne, nakon ¢ega
dolazi do segmentacije jezgre. Citoplazmatski volumen se i dalje smanjuje
zbog gubitka unutarstani¢ne tekuéine (97). Plazmatska opna postaje spiralna,
i dolazi do kidanja stanice u vise opnom obavijenih apoptotickih tjeleSaca koja
sadrze nedirnute citoplazmatske organele, a neka od njih i dijelove jezgre. Taj
proces traje nekoliko minuta $to predstavlja teSko¢u u prou€avanju apoptoze.
U apoptozi su staniCne organele saCuvane i ne dolazi do izlijevanja stani¢nog
sadrzaja u okolno tkivo, tako da uklanjanje apoptotickih stanica izaziva upalnu
reakciju (96). Stanice mononuklearno-fagocitnog sustava, normalne epitelne
stanice, kapilarne endotelne stanice, ali i druge mogu fagocitirati apoptoticka
tjeleSca.
Biokemijske osobitosti tijekom apoptoze

Porast stani¢nog kalcija i izmjena ekspresije mRNK je najvjerojatnije
unutarstani¢ni signalni mehanizam u inicijaciji apoptoze. Porast Ca®* u
odgovoru na neke apogene javlja se naglo i prethodi ostecenju DNK i
staniénoj smrti (98). Stetan uginak Ca®* temelji se na aktivaciji Ca®*-ovisnih
endonukleaza, proteaza, fosfolipaza i protein kinaza. Aktivacijom
endonukleaza dolazi do jednostrukog ili dvostrukog pucanja DNK §&to je
znacajno obiljezje apoptoze. Cijepanje DNK u apoptozi je vrlo specifi€no i
obiliezeno nastajanjem dijelova DNK koji su cjelobrojni viSekratnici 180-200
parova baza, $to je duljina DNK omotane oko oktamerne histonske strukture.
Mijesta cijepanja nalaze se u spojnoj regiji DNK, izmedu dva nukleosoma, §to
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se vidi kao ljestviCasti uzorak nakon elektiroforeze DNK na agaroznom gelu
(96,99).

Protein kinaze, ukljuujuéi kalmodulin-kinaze, MAP-kinaze i druge,
posebice su vazne u aktiviranju “gena smrti” i to ranih gena c-fos, c-myc, c-jun
koji djeluju kao &mbenici transkripcije (100). Poveéanje Ca®* aktivira
fosfolipazu A, koja pojaCava propusnost plazmatske, mitohondrijske i drugih
opni, te aktivira latentne enzime (transglutaminazu i proteaze) koje vrSe krizno
povezivanje proteina citoplazme i opne stvaranjem proteinskog matriksa
unutar apoptotickih tijela (101). Porastom Ca®* dolazi do otvaranja K* kanala,
gubljenja K* zajedno s CI, te smanjenja volumena stanice zbog gubitka vode.
Kromatinsko skupljanje posljedica je promjene unutarstani¢nog pH zbog
izmjene Ca®* protona na staniénoj opni (102).

Apoptoza je aktivni energetski proces, ovisan o sintezi mRNA i
proteina. Aktiviranjem “gena smrti” nakon 15-30 min dolazi do povecéanja
razine razli€itih mRNK i njihovih proizvoda. Brze promjene u ekspresiji gena
govore da su proteini ukljuéeni u proces apoptoze, Sto se podudara s
morfoloskim promjenama u stanici. Medutim, neki inhibitori sinteze mRNK i
proteina ne djeluju ili ¢ak potic¢u apoptozu drugih vrsta stanica (103), §to
navodi na zaklju€ak da razli€ite vrste stanica imaju vlastiti regulatorni sustav u
sintezi mBRNK i proteina.

Pokretaci apoptoze

Apoptoza nastaje na dva nacina. Prvi nacin je kaspaza ovisni put kod
kojeg dolazi do aktivacije receptora smrti, primjerice Fas i TRAIL (engl. TNF-
Related Apoptosis Inducing Ligand) receptora (DR4, DR5). Aktivacija
receptora smrti je posredovana signalnim kompleksom nastalim vezanjem
Fas liganda (FasL) na FADD protein (engl. Fas-associated DD) koji sa
svojom «efektorskom domenom smrti» (engl. death effector domain) aktivira
kaspazu 8, koja aktivira kaspazu 3, te vodi do apoptoze tipa I.

Drugi nacin pokretanja apoptoze ukljuuje mitohondrije. Mitohondrijski
put stani¢ne smrti posredovan je proteinima Bcl-2 obitelji. To je skupina
antiapoptoti¢nih i proapoptotiCnih proteina koji reguliraju prolaz malih
molekula [citokrom ¢, Smac/Diablo, ¢imbenika pokretanja apoptoze (engl.-
apoptosis inducing factor; AIF)] kroz mitohondrijske pore. Mitohondrijski-ovisni
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put uklju€uje cijepanje proapoptotickog proteina Bid stvarajuc¢i skraceni tBid
(engl. truncated Bid; tBid) pomocu kaspaze 8 unutar mitohondrija.
Heterodimerizacija (tBid) and Bak rezultira nastankom citokroma c¢ od
mitohondrija te aktivacijom kaspaze 3 i 9 (Tip Il stani€¢ne smrti). Nadalje,
Bax/Bak proteini su takoder ukljuCeni u oslobadanje citokroma ¢ od
mitohondrija. U prisutnosti oStecene DNK dolazi do disocijacije proteina Bax
od proteina 14-3-3 koji veze Bax protein za citoplazmu. Homodimerizacija Bax
proteina ili heterodimerizacija Bax i Bak izaziva prelazak Bax iz citoplazme u
mitohondrije gdje Bax homodimeri i heterodimeri reagiraju s anionskim
kanalima ovisnim o naponu (engl. voltage-dependent anion channel; VDAC) s
vanjske strane membrane mitohondrija §to rezultira otpustanjem citokroma ¢
te povecanjem propustljivosti membrane mitohondrija  otvaranjem
mitohondrijskih pora.

Nacin na koji ¢e do¢i do apoptoze ovisi o tipu stanice. Mitohondrijske
permeabilne pore (engl. mitochondial permeability transition pore; PTPC)
povecavaju propusnost za vrileme apoptoze, autodigestije i nekroze.
Otpustanje citokroma c¢ dovodi do stvaranja apoptosoma koji se sastoji od
apoptotiCkog aktivacijskog €imbenika 1 i prokaspaze 9, nakon ¢ega dATP
aktivira kaspazu 9 koja konaéno izaziva apoptozu. Aktivacija inicijatorske
kaspaze 9 vodi aktivaciji efektorskih kaspaza, kaspaze 3 ili 7, koje cijepaju
inhibitore  kaspazom-aktiviranih  DNaza  stvaraju¢i  poli-(ADP-riboza)
polimeraze (PARP) vodeci fragmentaciji DNK. Bcl-2 i Bcl-xl inhibiraju
otpustanje citokroma ¢ i Smac/Diablo kompleksa kroz ionske kanale
mitohondrija.

AIF  (Cimbenik pokretanja apoptoze) je flavoprotein unutar
mitohondrijske membrane, koji dovodi do apoptoze preko kaspaza neovisnog
puta; uzrokuje kondenzaciju kromatina jezgre i DNK fragmentaciju vodeci
stanice u programiranu stani¢nu smrt. Na letalni signal AIF prelazi kroz citosol
u jezgru gdje se veze za DNK i izaziva kaspaza neovisnu kondenzaciju
kromatina.

Oksidativni stres kao pokreta¢ apoptoze
Citotoksi¢ne tvari koje ostecuju DNK, antitumorske tvari, ceramidi,

mikotoksini, UV zrake i oksidativni stres izazivaju programiranu smrt stanica.
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Premda slobodni radikali kisika predstavljaju toksi¢ne nusproizvode stani¢nog
metabolizma, njihova uloga je u reguliranju signalnih putova u Zivotinjskim i
bilinim stanicama. Funkcioniranje mnogih proteina ovisi o njihovom redoks
stanju. Takvi proteini su receptori ¢imbenika rasta, protein kinaze, neke od
MAP kinaza, protein fosfataze, G proteina, mnogi od brojnih transkripcijskih
C¢imbenika, ukljuCuju¢i AP-1, NF-kB i p53, a neki od njih su uklju€eni u
pokretanje apoptoze. Nedavna istrazivanja oksidativnog stresa, s niskim
dozama H>0,, O2, -OH i lipidnim peroksidazama dokazuju da ROS (reaktivni
radikali kisika) moze pokrenuti proces staniéne smrti. Takoder, pokreta¢ za
apoptozu moze biti smanjena sposobnost stanice da izbaci ili na neki drugi
nacin izvrsi detoksifikaciju ROS-a. Antioksidansi kao $to je BHA (butilatni
hidroksianisol) te metalni kelati koji pojatavaju endogeni antioksidativni
obrambeni sustav, mogu inhibirati ili odgoditi apoptozu. Na sli¢an nacin BHA i
neki drugi antioksidansi zasticuju stanicu od TNF-om uzrokovane
citotoksi¢nosti i apoptoze ovisne o p53. Smrt stanice ovisi o koli¢ini ROS-a i o
njezinim antioksidacijskim sposobnostima. Protoonkogen Bcl-2 je regulator
stani¢ne smrti stanica sisavaca; ekspresija Bcl-2 inhibira apoptozu razlicitin
stanica. Odnos proapoptoti¢kin i antiapoptotiCkin proteina Bcl-2 obitelji u
stanici odreduje ulazak stanica u apoptozu. Fosforilacija tih proteina djeluje
kao dodatni regulatorni ¢imbenik. Obzirom na stani¢nu lokalizaciju Bcl-2 u
jezgri, endoplazmatskom retikulumu ili na vanjskoj strani mitohondrijske
membrane, smatra se da Bcl-2 inhibira staniénu smrt zastitom od
oksidativnog stresa. TNF uzrokuje apoptozu povecavajuci proizvodnju ROS-a.
Nekroza koja nastaje zbog nedostatka glutationa moze biti inhibirana
ekspresijom Bcl-2, §to upuéuje na neke zajednicke mehanizme apoptoze i
nekroze. Funkcija i struktura mitohondrija znatno je promijenjena za vrijeme
apoptotickog procesa. Alkalizacija mitohondrijskog matriksa ravnomjerno
povecava koncentraciju Ca*™ ili nekog drugog dvovalentnog kationa u
citosolu, a oksidacija nukleotida i aktivacija kaspaza podrzava otvaranje
mitohondrijskih pora. ROS, posebice H>O. pokrec¢e apoptozu mijenjajuci
redoks stanje stanice.

ROS je snazni pokreta¢ apoptoze; poti€e otvaranje pora mitohondrija,

oslobadanje citokroma ¢ u citosol te aktivaciju proteaza koje sli€no kao i
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kaspaza 3 pokrecu apoptozu. AIF (Cimbenik pokretanja apoptoze) je
apoptogeni protein koji izaziva kondenzaciju kromatina i DNK fragmentaciju,
C¢ak i u odsutnosti ostalih ¢imbenika. Aktivnost APl i ostalih apoptogenih
proteaza odreduje vrstu staniCne smrti stanice. Kaspaza 3 aktivira
deoksiribonukleaze  ovisne o kaspazi (engl. caspase-activated
deoxiribonuclease; CAD) ili DNK fragmentacijski &imbenik (engl. DNA
degradation factor; DFF) i vrSi razgradnju inhibitornog proteina CAD (engl.
inhibitor caspase-activated deoxiribonuclease; ICAD) te dolazi do zavrSne
faze apoptoze, DNK fragmentacije. Antioksidansi i antioksidativni enzimi

mogu zastititi stanicu u nekim uvjetima stani¢ne smrti.

1.8.2. Autofagija

Autofagiju kao drugi oblik stani€ne smrti obiljeZzava pojavljivanje velikog
broja autofagnih vakuola u citoplazmi. Javlja se za vrijeme embriogeneze.
Osobitost autofagije je pojaano ostecenje i gubljenje proteina koji su
neophodni za normalnu aktivnost stanice i prezivljavanje stanice pri
nedostatku hranjivin tvari. Prvi korak je stvaranje vakuola s dvostrukom
membranom, autofagosoma, koji nastaju od endoplazmatskog retikuluma ili
od citoplazmatskih lipida. Autofagosomi se spajaju s lizosomima nakon ¢ega
se njihov sadrzaj razgraduje lizosomalnim hidrolitickim proteazama.
Molekularni mehanizam unato€ brojnim istraZivanjima nije potpuno
razjasnjen. Autofagija moze prethoditi apoptozi, odgoditi ili sprijeciti apoptozu,
mogu jedna drugu isklju€ivati, ali i inhibicija autofagije moze dovesti do
apoptoze. Ceramidi pokrec¢u i apoptozu i autofagiju. Ukoliko lizosomalni
enzimi pokrenu apoptozu, tada apoptozi prethodi autofagija. Nadavna
istrazivanja ukazuju na to da proizvodnja H>O. kao odgovor na DNK
o8tecenje aktivira lizosomske enzime kao $to su katepsin D i B. Katepsin B
izravno ili neizravno dovodi do translokacije proapoptoti¢kih proteina, kao §to
su Bid i Bax, iz citoplazme u mitohondrije. To otvara pore mitohondrija i
aktivira kaspaznu kaskadu.

Antitumorska aktivnost citostatika procjenjuie se po postotku

apoptoti¢nih tumorskih stanica, medutim unato€ znacajnoj redukciji tumorske
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mase apoptoza se ne pojavljuje uvijek u visokom postotku stanica nakon
kemoterapije $to ukazuje da citostatici izazivaju i druge oblike stani¢ne smrti;
autofagiju i nekrozu. Uzajamna veza autofagije i apoptoze nije do kraja
istrazena. Poznato je da nekoliko proteina koji sudjeluju u autofagiji (Beclin 1,
BNIP3, DAPK i HSpin1) mogu izazvati i apoptozu. Autofagija inhibira
angiogenezu te na taj nacin smanjuje progresiju tumora i povecava

ucinkovitosti citostatske terapije.
1.8.3. Nekroza

Nekroza ili "sluajna" smrt stanice nastaje kao odgovor na Siroku
skupinu Stetnih ¢imbenika i toksi¢nih spojeva (104). Nekroza se nikada ne
javlia unutar fizioloSkih uvjeta, ona je slijed letalnih patoloSkih oStecenja
stanice, promjena u mitohondrijskom obliku i funkciji, kao i naglog nastanka
nesposobnosti odrzavanja staniéne homeostaze. Udruzena je s masivnim
tkivnim oStecenjima.

Morfoloske i biokemijske osobitosti nekroze

Najranije promjene stanica u nekrozi su bubrenje citoplazme i
organela, narocito mitohondrija, a uzrok tome je povecanje Ca* i Na* &to
dovodi do Donnanovog ucinka. Rano mitohondrijsko bubrenje je osobitost
preletalne faze stanice, a nastaje aktivacijom mitohondrijskih fosfolipaza, §to
dovodi do promjena sastava i permeabilnosti stanicne opne. Zbog
promjenjene aktivnosti ionskih pumpi na plazmatskoj opni i izravnog
oSte¢enja opne dolazi do prsnué¢a staniCne opne, sekundarnog gubitka
stani¢ne energije i gubitka organela (105). Povecanje slobodnog ca® u
citosolu rezultira aktivacijom Ca®*-ovisnih fosfolipaza vezanih na opnu, koje
ostecéuju fosfolipidne opne i tako uzrokuju daljnja oSte¢enja. Stani¢ni sadrzaj
izlazi u okolno tkivo i izaziva upalni odgovor (96). Oslobadanje hidrolaza iz
lizosoma uzrokuje ubrzani raspad stanice u kasnom stadiju nekroze. Tijekom
procesa nekroze stani¢ni kromatin formira male nakupine na jezgrinoj opni, te
dolazi do smanjenja ukupne koli¢ine proteina, RNK i DNK. Ostecenje DNK je
kasniji fenomen, kromatinski sadrzaj je izloZzen proteolitiCkom i nukleolitiCkom

djelovanju, te dolazi do cijepanja histona i izlaganja unutrasnjosti DNK
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nukleazama iz lizosoma (98). Na agaroznom gelu umjesto ljestviCastog
uzorka osebujnog za apoptozu, nastaju dijelovi DNK Kkoji pokazuju
"kontinuirani spektar veli¢ina" $to je osnovno obiljezje nekroze na razini DNK
(106). Nekroza obi¢no traje satima do danima, i zahvaéa vecu skupinu
stanica u tkivu.

Otkrivanje i mjerenje apoptoze i hekroze

Patolozi razlikuju apoptozu i nekrozu na osnovi morfoloskih kriterija.
Svjetlosnim mikroskopom apoptoza je prepoznatljiva po izrazitoj kromatinskoj
marginizaciji, koja se javlja tijekom rane faze ili po prisutnosti apoptotickih tijela.
Elektronskim mikroskopom vidljive su promjene strukture plazmatske opne (gubitak
mikrovila) te cjelovitost citoplazmatskih organela, posebice mitohondrija; za razliku
od nekroze, gdje dolazi do bubrenja stanica i stani¢nih organela kao i pojave upalnog
procesa u okolnom tkivu. MorfoloSke promjene mogu se pratiti i primjenom
fluorescencijskog mikroskopa nakon obrade stanica s DNK-vezuju¢im ligandima
(107). S obzirom na ograni¢enu mogucnost pracenja apoptoze pomocu morfoloskih
kriterija, istraZzivaCi najceS¢e koriste cijepanje DNK kao metodu za otkrivanje
apoptoze primjenom agaroznog gela. Pozitivni nalaz se vidi u pojavi ljestvi¢astog
uzorka na agaroznom gelu, tj. nastajanjem nizova dvolan¢anih oligonukleosomalnih
dijelova DNK osebujnih duljina (180-200 parova baza), koji su sekundarno obiljezeni
etidij bromidom (96). Cijepanje DNK koje nastaje nekrozom stvara mrlje kod
elektroforeze. Osim morfoloSkih i biokemijskih metoda, apoptoza i nekroza mogu se
razlikovati i pomocu protocnog citometra i stani¢nog brojaca.

Kidanje DNK moZe se pratiti na protocnom citometru nakon Sto se DNK
obiljezi fluorescentnim DNK-vezuju¢im spojevima kao Sto su propidijski jodid,
etidijski bromid, 7-aminoaktinomicin, akridin oranZ i dr. ApoptotiCke stanice
prepoznaju se na histogramu DNK, primjerice hipodiploidna populacija stanica (vrSak
Ap) smjestena lijevo od Go/G; regije stanicnog ciklusa (107).

Najranije promjene plazmatske opne u apoptozi, primjerice gubitak
asimetrije opne, takoder se prate protoCnim citometrom. U apoptotiCkim
stanicama fosfolipid fosfatidilserin (vezan za stani€nu opnu) premjesten je s
unutarnje na vanjsku stranu plazmatske opne, $to se prati obiljezavanjem
stanica s aneksinom V. Aneksin V je fosfolipid-vezujuéi protein ovisan o Ca**

s velikim afinitetom vezanja za fosfatidilserin, koji se konjugiran s
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fluorokromom te Kkoristi za odredivanje apoptotiCkih stanica proto¢nim
citometrom. ObiljeZzavanjem stanica aneksinom V i propidijskim jodidom moze
se odrediti broj stanica u apoptozi (aneksin V pozitivne, propidijski jodid
negativne), kao i broj stanica u nekrozi (aneksin V pozitivhe, propidijski jodid
pozitivne) (108).

NajceSc¢e koristeni fluorokromi za odredivanje apoptoze osebujni su za
odredene parametre koji se javljaju tijekom procesa apoptoze, kao $to su
naruSavanje potencijala opne mitohondrija, aktivacija proteaza, gubljenje
asimetrije plazmatske opne, pojava superoksidnih aniona, lipidne oksidacije,
kardiolipin oksidacije, redukcije glutationa, poveéanje Ca®*, fragmentacija
DNK i gubitak DNK (109). Uporabom fluorokroma triju razli¢itih boja moze se
istovremeno, na istoj stanici, odrediti fluorescencija svake od njih. Podaci o
fluroscenciji mogu se analizirati u odnosu na odabrani tip stanica, koje se

mogu omediti ogradom i time zanemariti signale koje emitiraju ostale stanice.
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2. CILJ I SVRHA RADA

Cilj i svrha ovog rada je utvrditi :

1.

postoji li genotoksicni i cititoksi¢ni ucinak inhalacijskin anestetika
halotana, izoflurana i sevoflurana na limfocite periferne krvi, stanice
jetre, bubrega, mozga i na stanice Ehrlich ascitesnog tumora Swiss

albino miSeva

. da li inhalacijski anestetici zdruzeni s citostatikom cisplatinom imaju

aditivni, antagonisticki ili sinergisticki ucinak na genotoksi¢ni i

citotoksi¢ni u€inak cisplatine na zdrave i tumorske stanice
koji od navedenih inhalacijskih anestetika kod opetovanih anestezija
ima najmanju toksi€nost na limfocite periferne krvi, zdrave stanice

jetre, bubrega, mozga i na tumorske stanice

pozZeljnu kombinaciju inhalacijskog anestetika i citostatika cisplatine

kod opetovanih anestezija miSeva s tumorom
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali koristeni u istrazivanju

3.1.1. Pokusne zivotinje

U istraZivanju smo rabili miSeve muskog spola visokosrodnog soja
Swiss albino, starosti 2-3 mjeseca, mase 20-25 g iz uzgoja Zavoda za
animalnu fiziologiju. MiSeve smo drzali u kavezima; najviSe do pet Zivotinja po
kavezu, te ih hranili standardnom hranom za laboratorijske zivotinje (Standard
Diet GLP, 4RF 1, Mucedola, Settimo Milanese MI, Italija), uz stalnu
dostupnost vode ad libitum.

IstraZzivanje smo proveli po etickim nacelima vazeé¢im u Republici
Hrvatskoj (Zakon o zastiti laboratorijskih Zivotinja, NN 19, 1999. i prema
Vodi¢u za drzanje i koriStenje laboratorijskuh zivotinja (Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH) Publ # 86-23).

3.1.2. Inhalacijski anestetici

U istraZzivanju smo koristili inhalacijske anestetike: sevofluran
(Sevorane®, Abbott Laboratories Ltd, Queenborough, Velika Britanija),
halotan (’Fluothane’, Zeneka Ltd. Macllesfield Cheshire, Velika Britanija) i
izofluran (Forane®, Abbott Laboratories Ltd, Queenborough, Velika Britanija).

3.1.3. Cisplatina
U istrazivanju je koriSten citostatik cisplatina (Cisplatin, Pliva, Zagreb,
Hrvatska).

3.1.4. Ehrlichov ascitesni tumor (EAT)
Stanice EAT dobivene su iz peritonealne Supljine Swiss albino
miSevima nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora iz uzgoja Zavoda za

animalnu fiziologiju. Tumorske stanice odrzavali smo serijskim presadivanjem
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stanica intraperitonealno u trbusnu Supljinu miSa u periodu od 7-9 dana u
obliku ascitesa.
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3.2. Metode koristene u istrazivanju
3.2.1. lIzlaganje miSeva inhalacijskim anesteticima i cisplatini

MiSeve smo podijeliti u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine zdravi misevi,
a drugu, mi$evi kojima smo injicirati intraperitonealno (i.p.) 2 X 10° stanica
Ehrlichova ascitesnog tumora (EAT). Obje skupine smo podijeliti u osam
podskupina, ovisno o tome da li smo im injicirali intraperitonealno citostatik
cisplatinu, te da li smo ih izloziti djelovanju inhalacijskog anestetika

sevoflurana, halotana ili izoflurana, $to je prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Plan pokusa

SKUPINA | (MISEVI BEZ TUMORA) SKUPINA 11 (MISEVI NOSITELJI TUMORA)
Obrada Zivotinja s: Obrada zivotinja s:

—— (Kontrola) —— (Kontrola miSevi nositelji stanica EAT)
Cisplatinom?® Cisplatinom®

Sevofluranom® Sevofluranom®

Cisplatinom i sevofluranom® Cisplatinom i sevofluranom®

Halotanom® Halotanom®

Cisplatinom i halotanom® Cisplatinom i halotanom®

Izofluranom' Izofluranom'

Cisplatinom i izofluranom® Cisplatinom i izofluranom®

 Migevima smo injicirali cisplatinu i. p. u dozi od 5 mg/kg, tri dana u nizu
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® Migeve smo izlozili djelovanju inhalacijskog anestetika sevoflurana u dozi od
2,4 vol% tijekom dva sata, tri dana u nizu

° Mieve smo injicirali cisplatinom i.p. u dozi od 5 mg/kg, tri dana u nizu, te
izlozili djelovanju inhalacijskog anestetika sevoflurana u dozi od 2,4 vol%

tijekom dva sata, tri dana u nizu.

4 Migeve smo izlozili djelovanju inhalacijskog anestetika halotana u dozi 1,5

vol% tijekom dva sata, tri dana u nizu

® MiSevima smo injicirali cisplatinu i.p. u dozi od 5 mg/kg, tri dana u nizu, te ih
izlozili djelovanju inhalacijskog anestetika halotana u dozi od 1,5 vol% tijekom

dva sata, tri dana u nizu

" Migeve smo izloZili djelovanju inhalacijskog anestetika izoflurana u od dozi

1,7 vol% tijekom dva sata, tri dana u nizu

9 MiSevima smo injicirali cisplatinu i.p. u dozi od 5 mg/kg, tri dana u nizu, te
izlozili djelovanju inhalacijskog anestetika izoflurana u dozi od 1,7 vol%

tijekom dva sata, tri dana u nizu.

Nakon tri dana od injiciranja tumorskih stanica miSeve smo obradili
prema Tablici 1. Dozu primijenjenih inhalacijskih anestetika smo utvrdili
prema pilot pokusima. Uvjet za zadovoljavajuéu dubinu anestezije je da
miSevi mirno spavaju, spontano diSu i ne micu repi¢ima.

MiSeve smo anestezirali inhalacijskim anesteticima u posebno
izradenom inkubatoru spojenom sa anestezijskim aparatom Sulla 800, firme
Drager, putem isparivaa za inhalacijske anestetike. Respiracijskim
monitorom PM 8050, firme Drager monitorirali smo inspiratorne koncentracije
inhalacijskih anestetika i kisika. Primijenili smo poluotvoreni nacin isporuke
anestetika, Sto znaci da smo struju plinova usmijerili u jednom smijeru, bez
povratka plinova, a izdahnute plinove odvodili putem odvodne cijevi u

atmosferu. S obzirom da smo Zeljeli istraziti specifiCan ucinak inhalacijskih
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anestetika i cisplatine, kao plin nosac koristili smo kisik 3 I/min, a ne smjesu
kisika i dusi¢nog oksidula, jer dusi¢ni oksidul u niskim koncentracijama moze
prouzroCiti poremecaje fizioloSkih funkcija, dovesti do hematoloskih
abnormalnosti te sam djelovati genotoksi¢no (29). Treéi dan nakon anestezije
zivotinje smo zrtvovali cervikalnom dislokacijom (dopustena metoda za male
glodavce prema Zakonu o dobrobiti Zivotinja, Narodne novine 19/99), te uzeli

tkiva i krv za analizu.
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3.2.2. Komet test

U istrazivanju smo primijenili standardnu izvedbu komet testa koju su
predlozili Singh i sur. (73). Od svake Zzivotinje uzeli smo za analizu perifernu
krv, stanice bubrega, jetre i mozga, a tumorske stanice od zivotinja iz skupine
Il kojima su injicirane stanice tumora.

3.2.2.1. Priprema uzoraka za elektroforezu

Uzorke krvi uzeli smo mikropipetom nakon presijecanja repne vene.
Tkiva jetre, bubrega i mozga protisnuli smo kroz mrezicu u pufer za
homogenizaciju pH 7,5 [0,075 M NaCl (Kemika) i 0,024 M Na,EDTA (Sigma)]
ohladen na 4°C i to u omjeru 1 gr tkiva na 1 ml pufera. Tumorske stanice za
izradu preparata, dobili smo ispiranjem trbusne Supljine misa s 5 ml fizioloSke
otopine. Nakon lagane masaze trbuha, napravili smo rez i otvorili peritonealnu
Supljinu mida, te Pasteurovom pipetom uzeli peritonealnu tekuéinu.

Na bruSena predmetna stakla (Surgipath, USA) nanijeli smo svjeze
priredenu otopinu 1% agaroze normalnog talista (NMP) (Sigma) i pokrili
pokrovnicom. Nakon polimerizacije agaroze na sobnoj temperaturi sa stakla
smo uklonili pokrovnicu i taj sloj gela. Na osu8eno staklo pomoéu mikropipete
nakapali smo 300 ul 0,6% agaroze normalnog talista (NMP) koju smo pokrili
pokrovnicom i ostavili na ledu 10 minuta.

Na stakalca smo zatim nanijeli slijedeci sloj koji se sastojao od 100 pl
0,5% agaroze niskog talista (LMP) (Sigma) pomijeSane s 5ul uzorka (krvi,
stanica bubrega, jetre, mozga ili tumora), te ponovo pokrili pokrovnicom.
Nakon 10 minuta polimeriziranja na ledu, taj sloj gela prekrili smo s 100 pl
0,5% agaroze niskog taliSta i preparate ponovo drzali na ledu 10 minuta.
Nakon toga skinuli smo pokrovnicu i preparate staviti u otopinu za lizu.

3.2.2.2. Liza stani¢nih struktura

Nakon uklanjanja pokrovnice preparate smo uroniti u ohladeni (4°C)
pufer za lizu [1% natrijev sarkozinat (Sigma), 2,5 M NaCl (Kemika), 100 mM
Na,EDTA (Sigma), 10 mM Tris-Hcl (Sigma), 1% Triton X-100 (Sigma) i 10%
dimetil sulfoksid (Sigma)] pH 10, i drzali ih jedan sat na +4°C.
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3.2.2.3. Denaturacija
Preparate smo iz pufera za lizu prebacili u pufer za denaturaciju [0,3 M NaOH
(Kemika), 1 mM NazEDTA (Sigma)], pH 12 i drzati 20 minuta na +4°C

3.2.2.4. Elektroforeza
Elektroforezu smo proveli u vodoravnoj kadici za elektroforezu (Life
Technologies Ltd) u puferu za denaturaciju [0,3 M NaOH (Kemika), 1 mM
Na,EDTA (Sigma)], istosmjernom strujom stalne jakosti 300 mA i napona 25
V, tijekom 20 minuta.

3.2.2.5. Neutralizacija
Neutralizaciju smo radili ispiranjem s 0,4 M Tris-HCI puferom (Sigma), pH 7,5
tri puta po 5 minuta.

3.2.2.6. Bojanje preparata

Nakon zadnjeg ispiranja preparate smo obojili sa 100 pl etidij-bromida
(Sigma) koncentracije 20 pg/ml, u trajanju 10 minuta. Obojane preparate
kratko smo ispirali u Tris-HCI puferu, pH 7,5.

3.2.2.7. Analiza preparata

Epifluorescencijskim  mikroskopom Opton, West Germany s
povecanjem 160x analizirali smo 100 stanica po preparatu, ukupno 400
stanica iste vrste iz svake skupine. Stanice smo razvrstavali po duzini repa u
pet razreda, od 0 do 4. Ukoliko nema repa, stanicu smo svrstali u razred 0, a

stanice sa maksimalnom duzinom repa kometa u razred 4 (72,110).

3.2.3. Mikronukleus test in vivo

Nakon 48 sati od posljednjeg injiciranja cisplatine i izlaganja Zivotinja
inhalacijskim anesteticima, uzeli smo uzorke krvi iz repne vene miSeva i
priredili razmaze na predmetnim stakalcima. Preparate smo obojiti s
fluorescencijskom bojom akridin oranz koja se specificno veze na DNK, a broj
mikronukleusa utvrdili smo brojanjem pod epifluorescencijskim mikroskopom
s ekscitacijskim filterom 502-525 nm. U svakom pojedinaénom uzorku
analizirali smo 2000 retikulocita u kojima smo ustanovili broj i raspodjelu

mikronukleusa po svakom uzorku (111).
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3.2.4. Odredivanje broja zivih tumorskih stanica u peritonealnoj tekucini

Nakon otvaranja koze i potrbusnice uzeli smo peritonealnu tekuéinu i
razrijedili ju s fizioloSkom otopinom. Izbrojili smo ukupan broj tumorskih
stanica u peritonealnoj tekucini u Bulrker-Turk komorici; testom iskljuéenja
tripanskog modrila odredili smo broj Zivih stanica.

3.2.5. Apoptoza i nekroza tumorskih stanica

Apoptozu EAT stanica pokazali smo obilijezavanjem stanica aneksinom
V i propidijskim jodidom prema naputku proizvodaca "Apoptosis Detection Kit"
(R&D System, Weisbaden, Germany).

3.2.5.1. Obiljezavanje stanica aneksinom V i propidijskim jodidom

Stanice smo isprali 2x u hladnom PBS (puferirana fizioloSka otopina)
prema uputstvu proizvodada. Staniéni talog (1x10° stanica) resuspendirali
smo u 100 pl vezujuéeg pufera i dodali 10 ul FITC-konjugiranog aneksina V i
10 pl propidijskog jodida. Inkubirali smo 15 minuta na sobnoj temperaturi,
dodali 400 pl vezujuceg pufera i propustili na proto€nom citometru.

3.2.5.2. Analiza stanica na protoénom citometru

Sve uzroke analizirali smo proto¢nim citometrom (FasScan, Becton
Dickinson, Mountain View, USA) koji je opremljen argonskim laserom,
emisijom pogodne valne duzine od 488 nm i standardnim setom optickih
filtera: BP 530/30 (FL1), BP 585/44 (FL22), i lp> 650 (FL3).

Sakupljali smo po 5000 stanica u svakom uzorku uz optimalnu brzinu
propustanja 400-600 stanica/sek. Zastupljenost pojedinih specifi¢nih biljega
na stanicama analizirali smo postavljanjem aktivne ograde na
dvoparametarskom histogramu raspodjele stanica prema veli€ini (engl.
Forward scatter, FSC) i zrnatosti (engl. Side scatter, SSC). Rezultate smo
analizirali programom "CellQuest" koji izratunava postotke stanica
jednostruko i/ili dvostruko i/ili trostruko pozitivnih ili negativnih za odredeni
biljeg.
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3.2.6. Analiza hematoloskih i biokemijskih parametara

Hematoloske i biokemijske parametre krvi analizirali smo zbog uvida u
promjene sastavnica krvi te promjene biokemijskih parametara koje nastaju
kao posliedica stvaranja toksiCnih metabolita primjenom inhalacijskih
anestetika i citostatika. Krv smo uzeli iz pazusnog spleta krvnih Zila miSeva, te
stavili u heparinizirani vacuutainer. Od hematoloskih parametara odredili smo
broj eritrocita, koncentraciju hemoglobina, ukupni broj leukocita te postotak
pojedinih leukocitnih stanica u perifernoj krvi; neutrofila, limfocita i bazofila.
Od biokemijskih parametara odredili smo aspartat aminotransferazu (AST),
alanin aminotransferazu (ALT), alkalnu fosfatazu (ALKP), ureu, kreatinin i
ukupne proteine.

Krv.  smo analizirati standardnim laboratorijskim metodama;
hematoloSke parametre brojatem krvnih stanica Cell-Dyn® 3200 (Abbott,
USA), a biokemijske parametre aparatom Alcylon 300 (Abbott, USA).

3.3. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koristen je softverski paket Statistica 6.0
(StatSoft, Inc; for Windows). Svi rezultati pokusa obradeni su opisnim
statistickim metodama, te slikovno prikazani. Nakon toga, rezultate
mikronukleus testa analizirali smo ¥° testom. Prikupliene rezultate ostalih
metoda analizirali smo neparametrijskim Kruskal Wallis ANOVA & Median
testom. Post hoc analizu razlika medu pojedinim skupinama proveli smo

upotrebom Mann-Whittney egzaktnog testa.
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4. REZULTATI

4.1.Rezultati komet testa

Miseve smo podijeliti u 2 skupine. Prvu skupinu ¢ine zdravi miSevi, a
drugu, miSevi kojima smo injicirati intraperitonealno (i.p.) 2 X 10° stanica
Ehrlichova ascitesnog tumora (EAT). Obje skupine smo podijelili u osam
podskupina, ovisno o tome da li smo im injicirali intraperitonealno citostatik
cisplatinu te da li smo ih izlozZiti djelovanju inhalacijskog anestetika
sevoflurana, halotana ili izoflurana (Tablica 1). Koristili smo standardni alkalni
komet test. Stanice smo razvrstavali po stupnju oste¢enja DNK u pet razreda,
od 0 do 4. Neostecene stanice bez repa svrstali smo u razred 0, a stanice sa
maksimalnom duzinom repa kometa u razred 4.

Rezultati komet testa nakon obrade s istrazivanim tvarima prikazani su

na Slikama 3-7., dok su rezultati statistiCke analize (neparametrijski Kruskal
Wallis ANOVA & Median test te Mann-Whittney egzaktni test) vidljivi u
Tablicama 2-6.
Rezultati ukazuju na to da limfociti periferne krvi (Slika 3., Tablica 2.) zivotinja
nositeljla EAT tumora imaju znatno vecéa oS$tecCenja DNK nego limfociti
zivotinja bez tumora (p<0,001). Sevofluran je pokazao najjaCi genotoksicni
uCinak od koristenih inhalacijskin anestetika na limfocite periferne krvi u
zdravih Zivotinja i zivotinja s injiciranim EAT stanicama; skupina zdravih
zZivotinja izlozena sevofluranu ima statisticki znacajno (p<0,001) veca
osSteéenja DNK limfocita periferne krvi od halotana i izoflurana. Zdruzeni
u€inak inhalacijskih anestetika i cisplatine dovodi do znatno jaCeg oStecenja
DNK limfocita periferne krvi u obje skupine Zivotinja u odnosu na primjenu
samih inhalacijskih anestetika (cis+sevo p<0,001; cis+halo p<0,001). Najjadi
genotoksicni u€inak na limfocite periferne krvi izaziva kombinacija cisplatine i
sevoflurana; ucinak je statistiCki zna€ajno ja¢i u odnosu na zaseban ucinak
cisplatine i sevoflurana (p<0,001).

Stanice mozga pokazale su veliku osjetljivost na genotoksi¢ni ucinak
inhalacijskih anestetika i cisplatine (Slika 4., Tablica 3.). Analizirane stanice
mozga Zivotinja s EAT tumorom pokazale su znatno ja¢a oste¢enja DNK od

stanica zdravih zivotinja. Od primijenjenih inhalacijskin anestetika najjadi
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genotoksi¢ni uc€inak na stanice mozga ima halotan u obje skupine Zivotinja;
statisticki znacajna (p<0,001) razlika postoji izmedu zdravih Zivotinja
obradenih halotanom i kontrolne skupine. Nakon halotana po jacini
genotoksic¢nog ucinka na stanice mozga redom slijede cisplatina, sevofluran,
te izofluran. Cisplatina u kombinaciji s halotanom smanjuje ucinak halotana
na stanice mozga u zdravih Zivotinja (p<0,001), a u skupini Zzivotinja s
injiciranim EAT stanicama takoder se smanjuje genotoksi¢ni ucinak, ali ne
statistiCki znacajno. Zdruzeni uc€inak cisplatine sa sevofluranom i izofluranom
povecava genotoksi¢ni u€inak inhalacijskih anestetika na stanice mozga.

Stanice jetre miSeva nositelja EAT stanica pokazuju ne$to jaca
ostecenja DNK nego stanice zdravih miSeva, ali ne statistiCki znacajno (Slika
5., Tablica 4.). Od primijenjenih inhalacijskih anestetika najjac¢i ucinak na
stanice jetre ima halotan, zatim izofluran pa sevofluran u obje skupine
Zivotinja. Kombinacija cisplatine i halotana najviSe oste¢uje DNK jetre.

Stanice bubrega Zivotinja s EAT stanicama pokazuju takoder jaca
genotoksicna ostecenja nego stanice bubrega Zivotinja bez tumora (p<0,001).
Sevofluran i izofluran znatno jate oStecuju stanice bubrega nego halotan u
obje skupine Zivotinja (Slika 6., Tablica 5). Cisplatina je pokazala veca
oStecenja stanica bubrega u zdravih Zivotinja u usporedbi s Zivotinjama
nositelima EAT tumora (p<0,001). Zdruzeno djelovanje cisplatine i
inhalacijskih anestetika poveéava genotoksi¢na ostecenja stanica bubrega u
odnosu na same inhalacijske anestetike.

DNK stanica EAT tumora pokazuju najvecu osjetljivost na ponavljane
anestezije halotanom (Slika 7., Tablica 6.). UCinak halotana na EAT stanice
jaci je od cisplatine, a zdruzeni ucinak cisplatine i halotana je maniji od ucinka
samog halotana na EAT stanice (p<0,001). Kombinacija cisplatine sa
sevofluranom i izofluranom smanjuje (p<0,05) genotoksicni ucinak

inhalacijskih anestetika na EAT stanice.
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Slika 3. Kometi stanica prikazani prema stupnju oste¢enja 0-4
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4.1.1 Rezultati Komet testa na limfocitima periferne krvi Swiss

albino miseva
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Slika 4. Ucinak inhalacijskih anestetika i cisplatine na oste¢enje DNK
limfocita periferne krvi Swiss albino miSeva. Rezultati komet testa prikazani su
kao prosjecne vrijednosti duzine repa kometa +SE.

Legenda: EAT=stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora, cis=cisplatina,
sevo=sevofluran, halo=halotan, izo=izofluran
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Tablica 2. Statisticka analiza rezultata komet testa limfocita periferne krvi Swiss albino miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih

anestetika i cisplatine.

cis sevo cis+sevo |halo cis+halo [izo cis+izo [EAT EAT+cis [EAT+sevo |[EAT+cis+sevo|EAT+halo |[EAT+cis+halo|EAT+izo |EAT+cis+izo

kontrola p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 p<0,001  |p<0,001 p<0,001  |p<0,001
cis NZ p<0,001 [p<0,001 |NZ p<0,001 [p<0,05 ([p<0,001 |p<0,05 |NZ p<0,001 NZ NZ p<0,05 p<0,001
sevo p<0,001 [p<0,001 |NZ p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |NZ p<0,05 p<0,001 NZ NZ p<0,001 |p<0,01
cis+sevo p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,01 p<0,001 |p<0,001 p<0,001  |p<0,001
halo p<0,001 [NZ NZ NZ p<0,001 [NZ p<0,001 p<0,01 p<0,001 NZ p<0,001
cis+halo p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |NZ p<0,05 p<0,001 NZ NZ p<0,001 |p<0,01
izo p<0,001 [p<0,05 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 p<0,001  |p<0,001 p<0,001  |p<0,001
cis+izo NZ p<0,001 [NZ p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,001
EAT P<0,001 |NZ p<0,001 p<0,05 p<0,001 NZ p<0,001
EAT+cis p<0,001 p<0,05 p<0,001 NZ p<0,001 NZ
EAT+sevo p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,001
EAT+cis+sevo p<0,001 p<0,01 p<0,001 NZ
EAT+halo p<0,001 NZ p<0,001
EAT+cis+halo p<0,001 NZ
EAT+izo p<0,001
EAT+cis+izo

NZ= nije statistiCki znaajno
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4.1.2. Rezultati Komet testa na stanicama mozga Swiss albino miseva
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Slika 5. Ucinak inhalacijskih anestetika i cisplatine na oste¢enje DNK stanica mozga

Swiss albino miSeva. Rezultati komet testa prikazani su kao prosje€ne vrijednosti

duzine repa kometa £SE.

Legenda: EAT=stanice  Ehrlichovog ascitesnog tumora, cis=cisplatina,

sevo=sevofluran, halo=halotan, izo=izofluran
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Tablica 3. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica mozga Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i

cisplatine.
cis sevo cis+sevo [halo cis+halo [izo cis+izo [EAT EAT+cis |EAT+sevo|EAT+cis+sevo |[EAT+halo [EAT+cis+halo [EAT+izo |EAT+cis+izo

kontrola p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  |p<0,001
cisplatina p<0,001 p<0,001 |p<0,001 |NZ p<0,001 |P<0,001 [p<0,001 [NZ p<0,001 |p<0,01 NZ NZ NZ p<0,001
sevo NZ p<0,001 |P<0,001 |p<0,001 [NZ p<0,001 [p<0,001 [NZ NZ p<0,001 p<0,001 NZ NZ
cis+sevo p<0,001 p<0,001 |p<0,001 [NZ p<0,001 p<0,001 |NZ NZ p<0,001 p<0,001 NZ NZ
halo p<0,001 p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  |p<0,001
cis+halo p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [NZ p<0,001 |p<0,001 NZ NZ p<0,001  |p<0,001
izo p<0,01 |NZ p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001 p<0,001 P<0,05 p<0,001
cis+izo p<0,01 [p<0,001 [NZ P<0,01 p<0,001 p<0,001 NZ NZ
EAT p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05 p<0,001
EAT+cis p<0,01 NZ NZ NZ p<0,001 |p<0,001
EAT+sevo NZ p<0,001 p<0,01 p<0,05 NZ
EAT+cis+sevo p<0,001 NZ p<0,001 NZ
EAT+halo NZ p<0,001  |p<0,001
EAT+cis+halo p<0,001 p<0,001
EAT+izo NZ
EAT+cis+izo

NZ= nije statisticki znacajno
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4.1.3. Rezultati Komet testa na stanicama jetre Swiss albino miseva
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Slika 6. UcCinak inhalacijskih anestetika i cisplatine na oste¢enje DNK stanica jetre

Swiss albino miSeva. Rezultati komet testa prikazani su kao prosje¢ne vrijednosti
duZine repa kometa +SE.

Legenda: EAT=stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora, cis=cisplatina,
sevo=sevofluran, halo=halotan, izo=izofluran
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Tablica 4. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica jetre Swiss

albino miSeva izlozenih djelovanju inhalacijskih anestetika

cisplatine
cis sevo cis+sevo |halo cis+halo |izo cis+izo |EAT EAT+cis [EAT+sevo 5AT+cis+sev EAT+halo 5AT+cis+haI EAT+izo |EAT+cis+izo

kontrola p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 p<0,001 [NZ p<0,001 |p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
cisplatina p<0,001 |NZ NZ p<0,01 |p<0,01 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [NZ p<0,001 |NZ p<0,001 |NZ
sevo p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [NZ p<0,001 [p<0,01 |p<0,001 NZ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
cis+sevo NZ NZ p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,001 p<0,01
halo NZ p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |NZ p<0,001 |NZ p<0,001 |NZ
cis+halo p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,001 p<0,001
izo INZ p<0,001 |NZ p<0,001 p<0,001 NZ p<0,001 INZ INZ
cis+izo p<0,001 |NZ p<0,001 p<0,001 NZ p<0,001 INZ p<0,001
EAT p<0,001 |p<0,01 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
EAT+cis p<0,001  [p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,001
EAT+sevo p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
EAT+cis+sev p<0,001 NZ p<0,001 p<0,001
EAT+halo p<0,001 INZ INZ
EAT+cis+halo p<0,001 p<0,001
EAT+izo p<0,001
EAT+cis+izo

NZ= nije statisticki znacajno
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4.1.4. Rezultati Komet testa na stanicama bubrega Swiss albino miseva
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Slika 7. Ucinak inhalacijskin anestetika i cisplatine na o$te¢enje DNK stanica
bubrega Swiss albino miSeva. Rezultati komet testa prikazani su kao prosjecne
vrijednosti duzine repa kometa +SE.

Legenda: EAT=stanice  Ehrlichovog ascitesnog tumora, cis=cisplatina,
sevo=sevofluran, halo=halotan, izo=izofluran
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Tablica 5. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica bubrega Swiss albino miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i

cisplatine
cis sevo cis+sevo [halo cis+halo [izo cis+izo [EAT EAT+cis |EAT+sevo |[EAT+cis+sevol[EAT+halo |[EAT+cis+halo|EAT+izo |EAT+cis+izo

kontrola p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
cisplatina NZ NZ p<0,001 |NZ NZ NZ p<0,001 |p<0,001 |NZ p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,01
sevo NZ p<0,001 |NZ NZ NZ p<0,001 |p<0,001 |NZ p<0,01 NZ p<0,001 NZ p<0,05
cis+sevo p<0,001 [NZ NZ NZ p<0,001 [p<0,001 [NZ NZ p<0,01 p<0,01 p<0,05 NZ
halo p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 [p<0,001 [NZ p<0,001  [p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  [p<0,001
cis+halo p<0,001 |NZ p<0,001 |P<0,001 |NZ NZ p<0,001 NZ p<0,001 |NZ
izo p<0,05 [p<0,001 |p<0,001 |NZ p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,001
cis+izo p<0,001 [p<0,001 [NZ NZ p<0,001 p<0,05 p<0,01 NZ
EAT p<0,001 [p<0,001 |p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  [p<0,001
EAT+cis p<0,001  [p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  [p<0,001
EAT+sevo p<0,001 NZ p<0,001 NZ p<0,01
EAT+cis+sevo p<0,001 NZ p<0,001 NZ
EAT+halo p<0,001 NZ p<0,001
EAT+cis+halo p<0,001 NZ
EAT+izo p<0,001
EAT+cis+izo

NZ= nije statistiCki znaajno
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4.1.5. Rezultati Komet testa na stanicama Ehrlich ascitesnog tumora
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Slika 8 Ucinak inhalacijskin anestetika i cisplatine na oSte¢enje DNK stanica
Ehrlichovog ascitesnog tumora Swiss albino miSeva. Rezultati komet testa prikazani
su kao prosjecne vrijednosti duzine repa kometa +SE.

Legenda: EAT=stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora, cis=cisplatina,

sevo=sevofluran, halo=halotan, izo=izofluran

Tablica 6. StatistiCka analiza rezultata komet testa stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora

Swiss albino miSeva po skupinama izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

EAT+cis+sev EAT+cis+hal EAT+cis+iz

EAT+cis EAT+sevo | o EAT+halo o EAT+izo o
EAT p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
EAT+cis Nz p<0,001 p<0,001 Nz NZ p<0,01
EAT+sevo Nz p<0,001 p<0,01 Nz Nz
EAT+cis+sev
o p<0,001 p<0,001 p<0,001 Nz
EAT+halo p<0,01 p<0,001 p<0,001
EAT+cis+halo Nz p<0,001
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EAT+izo p<0,05

EAT+cis+izo

4.2. Rezultati Mikronukleus testa

Preparate krvi obojane akridin oranz fluorescencijskom bojom analizirali smo
na fluorescencijskom mikroskopu s filterom 502-525 nm. U svakom
pojedinatnom uzorku analizirali smo 2000 retikulocita u kojima smo utvrdili
ukupni broj i raspodjelu mikronukleusa (MN).

Uzorke krvi za mikronukleus test uzimali smo 48 sati nakon obrade Zivotinja s
cisplatinom i inhalacijskim anesteticima prema Tablici 1. Na priredenim
razmazima periferne krvi miSeva kojima smo injicirali intraperitonealno cisplatinu
iz obje skupine (zdravi miSevi, miSevi s EAT stanicama) nije bio dovoljan broj
retikulocita za analizu, uslijed toga Sto je cisplatina unistila retikulocite u
perifernoj cirkulaciji tako da su te skupine izbacene iz daljnje analize. Rezultate
mikronukleus testa i statistiCku analizu razlika izmedu preostalih skupina
pokazuje Slika 9. i Tablica 7.

Istrazivani inhalacijski anestetici povecavaju broj mikronukleusa u
retikulocitima periferne krvi; najja¢i u€inak ima halotan (p<0,01) u usporedbi s
kontrolnom skupinom te u usporedbi sa sevofluranom (p<0,05) i izofluranom
(p<0,05). MiSevi s injiciranim EAT stanicama imaju veci broj mikronukleusa u
retikulocitima periferne krvi nego zdravi miSevi, ali ne statisticki znacajno veéi.
Sva tri istrazivana inhalacijska anestetika uzdravih miSeva izazivaju veéi broj
mikronukleusa u retikulocitima periferne krvi u odnosu na miSeve s s injiciranim

EAT stanicama.
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Slika 9. Retikulociti nakon obrade s jednim mikronukleusom
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Slika 10. Broj retikulocita s mikronukleusima u perifernoj krvi Swiss albino miSeva
izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika. Rezultati su prikazani kao prosje¢ne

vrijednosti broja mikronukleusa na 2000 retikulocitatSE.
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Tablica 7. Statisticka analiza rezultata mikronukleus testa retikulocita periferne krvi Swiss

albino miSeva in vivo izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika

kontrol EAT+sev | EAT+hal | EAT+iz

a sevo halo izo EAT o o o
kontrola Nz p<0,01 | Nz Nz Nz Nz Nz
sevo p<0,05 | NZ Nz Nz Nz Nz
halo p<0,05 | NZ p<0,001 Nz p<0,05
izo Nz Nz Nz Nz
EAT Nz Nz Nz
EAT+sev
o p<0,05 NZ
EAT+halo Nz
EAT+izo

4.3. Rezultati brojanja zivih stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora u

peritonealnoj Supljini Swiss albino miseva

Nakon obrade Zzivotinja prema Tablici 1. napravili smo koznu inciziju i uzeli
peritonealnu tekuéinu te izbrojali ukupan broj tumorskih stanica u peritonealnoj
tekucini u Barker-Turk komorici; testom isklju€enja tripanskog modrila odredili smo
broj zivih stanica. Rezultati brojanja zivih tumorskih stanica prikazani su na Slici
10., a statistiCka analiza razlika izmedu pojedinih skupina prikazana je u Tablici 8.

Najmaniji broj zivih tumorskih stanica uocen je u skupini zivotinja koje su
ponavljano anestezirane halotanom (p<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Nesto slabiji citotoksi¢ni uc¢inak ima sevofluran (p<0,05) kod ponavljanih anestezija
miSeva, a prema dobivenim rezultatima izofluran nema citotoksi¢ni ucinak, nego
Cak povecava (p<0,05) rast tumorskih stanica usporeduju¢i s kontrolnom
skupinom. Zdruzeni ucinak cisplatine i sevoflurana, te cisplatine i izoflurana
pojaCava citotoksi¢ni u€inak pojedinacno primijenjenih inhalacijskih anestetika. U
skupini miSeva obradenih s cisplatinom te izlaganih halotanu, uocen je vedéi broj
tumorskih stanica u ascitesu u odnosu na pojedinacnu obradu cisplatinom ili

halotanom.
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Slika 11. Ucinak inhalacijskih anestetika i cisplatine na broj tumorskih stanica u
peritonealnoj tekuéini Swiss albino miSeva. Rezultati su prikazani kao prosjecne
vrijednosti+SE postotaka zivih stanica tumora u odnosu na broj Zivih stanica tumora

u kontroli.
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Tablica 8. Statisticka analiza rezultata broj stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora u
peritonealnoj tekuéini Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih

anestetika i cisplatine

EAT+Cis EAT+Sevo |[EAT+Cis+Sevo[EAT+Halo |[EAT+Cis+Halo [EAT+lzo [EAT+Cis+lzo

EAT p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 [p<0,05
EAT+Cis p<0,05 p<0,05 NZ NZ NZ NZ
EAT+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sevo| NZ NZ NZ NZ
EAT+Halo NZ NZ NZ
EAT+Cis+Halo NZ NZ

EAT+lzo NZ
EAT+Cis+lzo

4.4. Rezultati apoptoze, nekroze i ukupnog broja mrtvih stanica Ehrlich

ascitesnog tumora

Apoptozu, nekrozu i ukupan broj mrtvih EAT stanica odredili smo
obiljeZzavanjem stanica aneksinom V i propidijskim jodidom. Sve uzroke analizirali
smo proto¢nim citometrom. Rezultati analize apoptoti¢nih i nekroti¢nih EAT stanica
te ukupnog broja mrtvin EAT stanica nakon obrade cisplatinom i inhalacijskim
anesteticima prema Tablici 1. prikazani su na Slikama 12-14., a statistiCka analiza
rezultata izmedu pojedinih skupina vidljiva je na Tablicama 9-11.

U skupini miSeva kojima je intraperitonealno injicirana cisplatina te u skupini
miSeva koji su nakon injiciranja cisplatine anestezirani izofluranom najveéi je
postotak EAT stanica u apoptozi u odnosu na kontrolu (p<0,05). Nakon ponavljanih
anestezija sevofluranom i halotanom postotak apoptoti¢nih EAT stanica je oko 10%
kao i u skupini neobradenih EAT miSeva. Nakon ponavljanih anestezija s
izofluranom postotak apoptoti€nih EAT stanica se znacajno smanjuje (p<0,05) u
odnosu na kontrolu. Kombinacija inhalacijskin anestetika i cisplatine statisticki
znacajno povecava broj tumorskih stanica u apoptozi (cis+sevo p<0,05; cis+halo

p<0,05; cis+izo p<0,05) u usporedbi s samim inhalacijskim anesteticima.
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Najveci broj nekroti€¢nih tumorskih stanica nakon obrade nalazi se u skupini
miSeva koji su intraperitonealno dobivali cispatinu; broj stanica u nekrozi kod
obradenih miSeva cisplatinom je statistiCki znacajan (p<0,05) u usporedbi s
kontrolom. U odnosu na kontrolu zapazen je smanjeni broj nekroti¢nih stanica EAT u
miSeva visekratno izlozenim sevofluranu (p<0,05) i izofluranu (p<0,05), dok
viSekratna anestezija halotanom takoder smanjuju broj nekroti¢nih stanica tumora,
ali ne statistiCki znacajno. Zdruzeni ucinak cisplatine i inhalacijskih anestetika
povecava broj nekroticnih tumorskih stanica u odnosu na pojedinaéni ucinak
sevoflurana, halotana i izoflurana (p<0,05).

Usporedujuéi s kontrolom broj ukupno mrtvin EAT stanica je najveéi u
ascitesu miSeva injiciranih s cisplatinom i anesteziranih izofluranom (p<0,005), a
nesto manji broj je u skupini obradenoj samo s cisplatinom (p<0,05). Ponavljane
anestezije sevofluranom i halotanom nezna€ajno smanjuju ukupni broj mrtvih
tumorskih stanica u ascitesu, dok ponavljane anestezije izofluranom statisticki
znacajno (p<0,05) smanjuju broj ukupno mrtvin EAT stanica u odnosu na kontrolu.
ZdruZeni ucinak cisplatine i inhalacijskih anestetika statistiCki znacajno povecava
broj ukupno mrtvih tumorskih stanica (sevo+cis p<0,05; halo+cis p<0,05; izo+cis

p<0,05) u usporedbi sa pojedinaénim uc€inkom inhalacijskih anestetika.
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Slika 12. Prikaz rezultata postotaka apoptoti¢nih i nekroti€nih stanica te ukupnog

broja mrtvih stanica dobivenih proto¢nim citometrom
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4.41. Postotak apoptoticnih stanica tumora nakon obrade miSeva

inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 13. Postotak apoptoti¢nih stanica tumora u peritonealnoj tekuc¢ini Swiss albino
miSeva izlozenih po skupinama djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine.
Rezultati su prikazani kao prosje¢ne vrijednostitSE postotaka apoptotiCnih stanica
tumora u odnosu na ukupan broj tumorskih stanica u kontrolnoj skupini miSeva

nositelja tumora.
Tablica 9. Statisticka analiza rezultata apoptoze stanica Ehrlichovog ascitesnog

tumora u peritonealnoj tekucini Swiss albino miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih

anestetika i cisplatine
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EAT+Cis [EAT+Sevo [EAT+Cis+Sevo |[EAT+Halo [EAT+Cis+Halo [EAT+lzo [EAT+Cis+lzo

EAT p<0,05 NZ p<0,05 NZ p<0,05 NZ p<0,05
EAT+Cis NZ p<0,05 NZ NZ NZ NZ
EAT+Sevo p<0,05 NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sevo NZ NZ NZ p<0,05
EAT+Halo p<0,05 NZ NZ
EAT+Cis+Halo NZ NZ

EAT+lzo p<0,05
EAT+Cis+lzo

4.4.2. Postotak nekroticnih stanica tumora nakon obrade miseva inhalacijskim

anesteticima i cisplatinom

% stanica u nekrozi
o N A OO
Il Il Il Il
L
I

A . " N
& & F F£ £ O ¥ ¥
~ S ~ ® v
& <& <&
Skupine

Slika 14. Postotak nekroti¢nih stanica tumora u peritonealnoj tekucini Swiss albino
miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su
prikazani kao prosje¢ne vrijednostitSE postotaka nekroti¢nih stanica tumora u
odnosu na ukupan broj tumorskih stanica u peritonealnoj teku¢ini miSeva nositelja

tumora.
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Tablica 10. Statisticka analiza rezultata nekroti¢nih stanica Ehrlichovog ascitesnog

tumora u peritonealnoj tekuéini Swiss albino miSeva izlozenih djelovanju cisplatine i

inhalacijskih anestetika
EAT+Cis+Se EAT+Cis+Ha | EAT+lz | EAT+Cis+lz

EAT+Cis | EAT+Sev | v EAT+Hal | I 0 0
EAT p<0,05 | p<0,05 | NZ NZ NZ p<0,05 | NZ
EAT+Cis p<0,05 | NZ NZ p<0,05 p<0,05 | p<0,05
EAT+Sev NZ NZ NZ p<0,05 | NZ
EAT+Cis+Se
v NZ NZ NZ NZ
EAT+Hal NZ NZ NZ
EAT+Cis+Hal p<0,05 | NZ
EAT+lzo p<0,05
EAT+Cis+lzo
4.4.3. Ukupni postotak mrtvih stanica tumora nakon obrade miSeva

inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 15. Postotak mrtvih stanica tumora u peritonealnoj tekuéini Swiss albino
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miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su
prikazani kao prosjecne vrijednostizSE postotaka mrtvih stanica tumora u odnosu na

ukupan broj tumorskih stanica u peritonealnoj teku¢ini miSeva nositelja tumora.

Tablica 11. StatistiCka analiza rezultata ukupnog postotka mrtvih stanica Ehrlichovog
ascitesnog tumora u peritonealnoj tekucini Swiss albino miSeva izlozenih djelovanju

inhalacijskih anestetika i cisplatine

EAT+Cis |[EAT+Sev |[EAT+Cis+Sev EAT+Hal |[EAT+Cis+Hal [EAT+lzo [EAT+Cis+lzo

EAT p<0,05 NZ NZ NZ p<0,05 p<0,05 |p<0,05
EAT+Cis p<0,05 NZ p<0,05 NZ p<0,05 |NZ

EAT+Sev p<0,05 NZ p<0,05 NZ p<0,05
EAT+Cis+Sev p<0,05 NZ p<0,05 |NZ

EAT+Hal p<0,05 p<0,05 |p<0,05
EAT+Cis+Hal p<0,05 |NZ

EAT+lzo p<0,05
EAT+Cis+lzo

4.5. Rezultati analize hematoloskih parametara periferne krvi nakon obrade

miSeva inhalacijskim anesteticima i cisplatinom

Nakon obrade Zivotinja prema Tablici 1. uzeli smo krv iz pazusnog spleta
krvnih Zila miSeva i stavili u heparinizirani vacuutainer za odredivanje hematolo$kih
parametara. Krv smo analizirali brojaem krvnih stanica Cell-Dyn® 3200 (Abbott,
USA).

Analizom rezultata ustanovili smo da cisplatina, sevofluran, halotan i izofluran
ne dovode do promjena u broju eritrocita u perifernoj krvi miSeva, niti do znacajnih
promjena koncentracije hemoglobina u krvi (Slika 15. i Slika 16.). Broj eritrocita i
koncentracija hemoglobina u svim skupinama miSeva nalaze se u granicama
normalnih vrijednosti.

Ukupni broj leukocita u skupini miSeva s injiciranim EAT stanicama visi je
nego u kontrolnoj skupini (Slika 17.). MiSevi koji su primali cisplatinu imaju snizen
broj leukocita u obje promatrane skupine (zdravi miSevi, miSevi s tumorskim

stanicama). Od ispitivanih inhalacijskih anestetika, halotan i izofluran smanjuju broj
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leukocita u perifernoj krvi miSeva, a kombinacija cisplatine i halotana dovodi do
najjace leukopenije kod zdravih miSeva i u miSeva s injiciranim tumorskim stanicama
(p<0,05) u odnosu na kontrolu. Cisplatina u skupini zdravih miSeva smanjuje
postotak neutrofilnin leukocita. Od promatranih inhalacijskih anestetika halotan
najviSe smanjuje postotak neutrofila u obje skupine miSeva, izofluran nesto manje, a
sevofluran ne mijenja postotak neutrofila. ZdruZeni ucinak cisplatine i halotana
izaziva najjaCu neutropeniju kod miSeva s injiciranim tumorskim stanicama (Slika
18.).

Nakon ponavljanih injiciranja cisplatine prema Tablici 1. smanjuje se postotak
limfocita u odnosu na ukupni broj leukocita u obje skupine miSeva; zdravi i miSevi s
EAT stanicama. Ponavljane anestezije sevofluranom, halotanom i izofluranom ne
mijenjaju znacajno postotak limfocita u perifernoj krvi, ali zdruzeni ucinak
inhalacijskih anestetika i cisplatine zna€ajno snizava postotak limfocita u perifernoj
krvi miSeva (Slika 19.).

Postotak monocita je ne&to veci u skupini miSeva s injiciranim EAT stanicama
u odnosu na kontrolu. U skupinama miseva injiciranih cisplatinom, broj monocita je
povec¢an. U odnosu na kontrolu smanjeni broj monocita u perifernoj krvi miSeva
vidljiv je u skupina izlozenih sevofluranu (p<0,05), halotanu (p<0,05) i izofluranu
(p<0,05), a kombinirani u€inak cisplatine s inhalacijskim anesteticima povec¢ava broj
monocita u obje skupine miSeva, s izuzetkom halotana i cisplatine u miSeva s EAT

stanicama.

4.5.1. Broj eritrocita periferne krvi Swiss albino miseva nakon obrade

inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 16. Broj eritrocita Swiss albino miSeva po skupinama izloZenih djelovanju

cisplatine i inhalacijskin anestetika. Rezultati su prikazani kao prosjeéni broj
eritrocitazSE
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4.5.2. Koncentracija hemoglobina u perifernoj krvi miSeva nakon obrade

inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 17. Koncentracija hemoglobina Swiss albino miSeva po skupinama izlozenih
djelovanju cisplatine i inhalacijskih anestetika. Rezultati su prikazani kao prosje¢ne
koncentracije hemoglobinaatSE
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4.5.3. Broj leukocita u perifernoj krvi Swiss albino miSeva nakon obrade

inhalacijskim anesteticima i cisplatinom

Broj leukocita x 10%/L

Slika 18. Ukupni broj leukocita periferne krvi Swiss albino miSeva izloZenih
djelovanju cisplatine i inhalacijskih anestetika. Rezultati su prikazani po skupinama
kao prosjecni broj lekocitatSE.
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Tablica 12. Statisticka analiza rezultata ukupnog broja leukocita periferne krvi Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju

inhalacijskih anestetika i cisplatine

Kontrola(Cis Sevo zis+Sev Halo zis+HaI 1zo Cis+lzo [EAT EAT+Cis EAT+Sevo§AT+Cis+SeV EAT+Halo 5AT+Cis+HaI EAT+lzo (I:AT+Cis+Iz

Kontrola NZ NZ NZ NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo NZ p<0,05 [p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05
I1zo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT NZ NZ NZ p<0,05 p<0,05 p<0,05 |NZ
EAT+Cis NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sev

o NZ p<0,05 p<0,05 p<0,05
EAT+Halo p<0,05 NZ p<0,05
EAT+Cis+Hal

o p<0,05 p<0,05
EAT+lzo p<0,05
EAT+Cis+lzo
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4.5.4. Postotak neutrofila od ukupnog broja leukocita periferne krvi Swiss

albino miSeva nakon obrade inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 19. Postotak neutrofila od ukupnog broja leukocita u perifernoj krvi Swiss
albino miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su
prikazani kao prosje¢ne vrijednosti+SE.
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Tablica 13. Statisticka analiza rezultata postotaka

inhalacijskih anestetika i cisplatine

neutrofila u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZenih djelovanju

Kontrola(Cis Sevo :is+Sev Halo Sis+HaI Izo Cis+lzo [EAT EAT+Cis EAT+SevosAT+Cis+sev EAT+Halo :AT+Cis+HaI EAT+lzo EAT+CiS+IZ

Kontrola NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ p<0,05 |p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
1zo p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Cis NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Sevo NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Cis+Sev

] NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Halo NZ NZ NZ
EAT+Cis+Hal

o NZ NZ
EAT+lzo NZ
EAT+Cis+lzo
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4.5.5. Postotak limfocita od ukupnog broja leukocita periferne krvi Swiss
albino miseva nakon obrade miseva inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 20. Postotak limfocita od ukupnog broja leukocita u perifernoj krvi Swiss albino
miSeva izlozenih po skupinama djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine.

Rezultati su prikazani kao prosje¢ne vrijednosti+SE.
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Tablica 14. Statisticka analiza rezultata postotaka limfocita u perifernoj krvi Swiss albino miseva izloZzenih po skupinama

djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Kontrola |Cis Sevo Cis+Sevo [Halo Cis+Halo (lzo Cis+lzo [EAT EAT+Cis [EAT+Sevo EAT+Cis+Sevol[EAT+Halo [EAT+Cis+HaloEAT+lzo |[EAT+Cis+lzo

Kontrola INZ NZ p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis NZ NZ INZ p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo p<0,05 [p<0,05 |p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ Nz NZ NZ NZ
Cis+Sevo p<0,05 |NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo p<0,05 |NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo p<0,05 [NZ NZ INZ INZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ
I1zo p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT p<0,05 |NZ INZ NZ INZ INZ p<0,05
EAT+Cis INZ INZ NZ p<0,05 p<0,05 NZ
EAT+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sevo NZ p<0,05 p<0,05 NZ
EAT+Halo NZ NZ NZ
EAT+Cis+Halo NZ p<0,05
EAT+Izo p<0,05
EAT+Cis+lzo
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4.5.6. Postotak monocita od ukupnog broja leukocita periferne krvi Swiss

albino miSeva nakon obrade inhalacijskim anesteticima i cisplatinom
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Slika 21. Postotak monocita od ukupnog broja leukocita u perifernoj krvi Swiss

albino miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su

prikazani kao prosje¢ne vrijednosti+SE.
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Tablica 15. Statisticka analiza rezultata postotaka monocita od ukupnog broja leukocita u perifernoj krvi Swiss albino miSeva

izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Kontrola |Cis Sevo Cis+SevoHalo Cis+Halo lzo Cis+lzo [EAT EAT+Cis [EAT+Sevo EAT+Cis+Sevo[EAT+Halo |EAT+Cis+HaloEAT+lzo [EAT+Cis+lzo

Kontrola NZ p<0,05 [NZ p<0,05 [p<0,05 [p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis p<0,05 [NZ p<0,05 [p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ INZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo INZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo p<0,05 [p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ

1zo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ
EAT+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sevo NZ NZ NZ NZ
EAT+Halo NZ NZ NZ
EAT+Cis+Halo NZ NZ
EAT+Izo p<0,05
EAT+Cis+lzo
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4.6. Rezultati biokemijske analize periferne krvi miSseva nakon obrade

inhalacijskim anesteticima i cisplatinom

Nakon obrade zivotinja prema Tablici 1., uzeli smo krv iz pazuSnog spleta
krvnih Zila miSeva te odredili koncentraciju alkalne fosfataze (AF), aspartat-
aminotransferaze (AST), alanin-aminotransferaze (ALT), ukupne proteine, ureu i
kreatinin aparatom Acylon 300 (Abbott, USA).

MiSevi s injiciranim EAT stanicama imaju manje vrijednosti AF u krvi nego
zdravi miSevi. Uocili smo da ponavljane anestezije sevofluranom i izofluranom
smanjuju, a cisplatina i halotan ne mijenjaju koncentraciju AF u krvi. Najvece
koncentracije AST-a zapazene su kod zdruzenog djelovanja cisplatine i halotana,
dok cisplatina i halotan pojedina¢no imaju slabiji u€inak. Ostali inhalacijski anestetici
ne mijenjaju koncentraciju AST-a u krvi miSeva. Cisplatina povecava koncentraciju
ALT-a u krvi zdravih kao i u miSeva s injiciranim tumorskim stanicama (p<0,05).
NajviSe vrijednosti ALT-a zapazene su u miSeva obradenih cisplatinom i halotanom
zajedno. Sevofluran i izofluran ne dovode do promjena u koncentraciji ALT-a (Slika
23.). Skupina miSeva s injiciranim tumorskim stanicama ima neznatno nizu
koncentraciju ukupnih proteina u odnosu na zdrave miSeve (Slika 24.), a ponavljane
anestezije halotanom jo$ viSe snizavaju ukupne proteine kod Zivotinja s tumorom
(p<0,05) u odnosu na kontrolu. Koncentraciju ureje u krvi najvise podizu ponavljane
anestezije izofluranom, a nismo uodili da cisplatina i istrazivani inhalacijski anestetici

podizu koncentraciju kreatinina u perifernoj krvi miseva (Slika 25. i Slika 26.).
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4.6.1. Alkalna fosfataza (AF)
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Slika 22. Koncentracija alkalne fosfataze u perifernoj krvi Swiss albino miSeva

izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani kao
prosjecne vrijednosti+SE.
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Tablica 16. Statisticka analiza rezultata koncentracije alkalne

djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

fosfataze u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izlozenih

Kontrola |Cis Sevo Cis+SevoHalo Cis+Halo Izo Cis+lzo [EAT EAT+Cis [EAT+Sevo EAT+Cis+Sevo[EAT+Halo |[EAT+Cis+HaloEAT+lzo [EAT+Cis+lzo
Kontrola NZ NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo NZ NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo NZ p<0,05 [NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
1zo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sevo INZ NZ p<0,05 NZ
EAT+Halo INZ p<0,05 INZ
EAT+Cis+Halo NZ NZ
EAT+lzo NZ

EAT+Cis+lzo
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4.6.2. Aspartat aminotransferaza (AST)
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Slika 23. Koncentracija aspartat aminotransferaze u perifernoj krvi Swiss albino

miSeva izlozenih djelovanju inhalacijskin anestetika i cisplatine. Rezultati su

prikazani kao prosje¢ne vrijednosti+SE.
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Tablica 17. Statisticka analiza rezultata vrijednosti aspartat aminotransferaze u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZzenih

djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Kontrola |Cis Sevo Cis+SevoHalo Cis+Halo Izo Cis+lzo [EAT EAT+Cis [EAT+Sevo EAT+Cis+Sevo[EAT+Halo [EAT+Cis+HaloEAT+lzo |[EAT+Cis+lzo

Kontrola NZ NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
Cis NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ NZ NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
I1zo p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT p<0,05 |NZ NZ p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
EAT+Cis p<0,05 p<0,05 NZ NZ NZ p<0,05
EAT+Sevo NZ p<0,05 NZ NZ NZ
EAT+Cis+Sevo p<0,05 NZ NZ NZ
EAT+Halo NZ NZ NZ
EAT+Cis+Halo NZ p<0,05
EAT+lzo NZ
EAT+Cis+lzo
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4.6.3. Alanin aminotransferaza (ALT)
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Slika 24. Koncentracija alanin aminotransferaze u
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perifernoj krvi Swiss albino

miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su

prikazani kao prosjecne vrijednosti+SE postotaka.
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Tablica 18. Statisticka analiza rezultata vrijednosti aspartat aminotransferaze u perifernoj krvi Swiss albino miseva po

skupinama izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Kontrola |Cis Sevo Cis+SevoHalo Cis+Halo Izo Cis+lzo [EAT EAT+Cis [EAT+Sevo EAT+Cis+Sevo|[EAT+Halo |EAT+Cis+HaloEAT+lzo [EAT+Cis+lzo

Kontrola NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ NZ p<0,05 p<0,05 NZ NZ
Cis NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ NZ NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ NZ NZ p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
Halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ

I1zo p<0,05 |NZ p<0,05 |NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT p<0,05 |NZ p<0,05 p<0,05 p<0,05 NZ p<0,05
EAT+Cis p<0,05 p<0,05 NZ NZ p<0,05 NZ
EAT+Sevo p<0,05 p<0,05 p<0,05 NZ NZ
EAT+Cis+Sevo NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Halo NZ p<0,05 NZ
EAT+Cis+Halo p<0,05 p<0,05
EAT+lzo NZ
EAT+Cis+lzo
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4.6.4. Ukupni proteini
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Slika 25. Koncentracija ukupnih proteina u perifernoj krvi Swiss albino miSeva

izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani kao

prosjecne vrijednosti+SE.
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Tablica 19. Statisticka analiza rezultata koncentracije ukupnih proteina u

djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZenih

cis sevo cis+sevo |halo cis+halo [izo cis+izo [EAT EAT+cis [EAT+sevo [EAT+cis+sevol[EAT+halo [EAT+cis+halo|EAT+izo |EAT+cis+izo

kontrola NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
cis NZ NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ NZ
sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
cis+sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
cis+halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
izo NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ NZ
cis+izo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+cis NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+sevo NZ NZ NZ NZ NZ
EAT+cis+sevo NZ NZ NZ NZ
EAT+halo NZ p<0,05 NZ
EAT+cis+halo NZ NZ
EAT+izo NZ
EAT+cis+izo
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4.6.5. Urea

14 -
12 -

10

Koncentracija mmol/L

& ©) o ’g,e XL 3‘0 N\ & <X £ P

& ¥ ¢® © S H &
X

Skupine

Slika 26. Koncentracija ureje u perifernoj krvi Swiss albino miSeva po skupinama
izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani kao
prosjecne vrijednosti+SE.
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Tablica 20. Statisticka analiza rezultata

inhalacijskih anestetika i cisplatine

koncentracije ureje u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju

Kontrola |Cis Sevo :ls+Sev Halo Cis+Halo|lzo Cis+lzo [EAT EAT+Cis |EAT+Sevo [EAT+Cis+Sevo[EAT+Halo |[EAT+Cis+Halo|[EAT+lzo [EAT+Cis+lzo

Kontrola p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 [p<0,05 |[p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ Nz
Cis NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ Nz
Sevo NZ NZ NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ Z NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ

I1zo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ p<0,05 NZ NZ NZ NZ NZ
EAT NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Cis NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Sevo NZ NZ p<0,05 p<0,05 NZ
EAT+Cis+Sevo NZ p<0,05 NZ NZ
EAT+Halo NZ NZ NZ
EAT+Cis+Halo p<0,05 p<0,05
EAT+Izo p<0,05
EAT+Cis+lzo
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Koncentracija pmol/L

4.6.6. Kreatinin
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Slika 27. Koncentracija kreatinina u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZenih
djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani po skupinama
kao prosjecne vrijednosti+SE.
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Tablica 21. Statisticka analiza rezultata koncentracije kreatinina u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izlozenih djelovanju

inhalacijskih anestetika i cisplatine

Kontrola |Cis Sevo :ls+Sev Halo Cis+Halo|lzo Cis+lzo [EAT EAT+Cis |EAT+Sevo [EAT+Cis+Sevo[EAT+Halo |[EAT+Cis+Halo|[EAT+lzo [EAT+Cis+lzo

Kontrola NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ p<0,05 NZ NZ
Cis p<0,05 [p<0,05 |[NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Sevo NZ NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Sevo NZ NZ p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Halo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+Halo p<0,05 |NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
I1zo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
Cis+lzo NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ
EAT p<0,05 [p<0,05 NZ p<0,05 NZ p<0,05 NZ
EAT+Cis p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 NZ p<0,05
EAT+Sevo NZ p<0,05 NZ p<0,05 p<0,05
EAT+Cis+Sevo p<0,05 NZ p<0,05 NZ
EAT+Halo NZ p<0,05 p<0,05
EAT+Cis+Halo NZ NZ
EAT+lzo NZ
EAT+Cis+lzo
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5. RASPRAVA

Inhalacijski anestetici nisu bioloski i kemijski inertne tvari. Njihova svakodnevna
uporaba u anesteziji bolesnika namece pitanje njihove toksi¢nosti prvenstveno za
anesteziologe i ostalo osoblje u operacijskim salama, a zatim za bolesnike koji se
podvrgavaju anesteziji zbog razli€itih bolesti. Dosadasnja istrazivanja nastojala su
ustanoviti genotoksi¢nost i citotoksicnost inhalacijskih anestetika, medutim rezultati
razli¢itin studija ¢esto su u suprotnosti. Obzirom na sigurnost rada u operacijskim
salama vecina istrazivanja provedena je na limfocitima periferne krvi osoblja
(52,112,113). Dokazan je povecani broj kromosomskih aberacija te povecana
izmjena sestrinskih kromatida (28,114,115) zbog djelovanja inhalacijskih anestetika
na osoblje u operacijskim salama. Weisner i sur (116) zakljuCuju da visoka
koncentracija inahalacijskih anestetika u operacijskoj sali dovodi do stvaranja
mikronukleusa u limfocitima osoblja, dok niska razina zagadenja operacijske sale
inhalacijskim anesteticima ne djeluje genotoksi¢no. Da bi se umanijio rizik rada s
inhalacijskim anesteticima ucinjeni su odredeni pomaci te se viSak plinova odvodi
van iz operacijske sale. Medutim, vazno je ustanoviti kako anestetici djeluju na
stanice bolesnika koji se ¢esto opetovano izlaZzu djelovanju inhalacijskih anestetika,
te da li oSteéuju DNK njihovih stanica. Studije na ljudima su teSko provodive, uz
izuzetak istraZivanja na stanicama periferne krvi bolesnika, pa se in vivo istrazivanja
uglavnom provode na Zivotinjama.

Oste¢enja prouzroCena djelovanjem inhalacijskin anestetika nastaju
stvaranjem i djelovanjem slobodnih radikala kisika, drugih slobodnih radikala i
vodikovog peroksida. Stanice posjeduju vlastite obrambene mehanizme protiv
oksidativnog stresa koji se sastoje od antioksidativnih enzima (glutation, melatonin,
Cuz, Zn, i Mn superoksid dizmutaza, katalaza i dr.) i neenzimatskih antioksidansa koji
mogu biti uneseni ili sintetizirani u organizmu. Sardas i sur. (117) su alkalnim komet
testom dokazali da inhalacijski anestetici izazivaju oksidativni stres i oSte¢enje DNK.
U ciliu smanjenja oSte¢enja DNK osoblje operacijske sale dvanaest tjedana je
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uzimalo vitamin E i vitamin C te je nakon toga komet testom ustanovljeno statisticki
znacajno smanjenje duljine repa kometa na limfocitima periferne krvi osoblja.

Genotoksi¢ni ucinak inhalacijskih anestetika mozemo dokazati alkalnim
komet testom koji otkriva jednostruke lomove DNK u stanicama koje su izloZzene
djelovanju inhalacijskin anestetika. Jednostavna, brza, relativno jeftina metoda,
pokazala se vrlo korisnom za otkrivanje jednostrukih lomova DNK te ukrizenih veza
uslijed djelovanja neke genotoksicne tvari i za utvrdivanje oporavka nakon djelovanja
genotoksina. Kretanje DNK u elektricnom polju je proporcionalno jacini lomova DNK
i predstavlja kvantitativnu mjeru ja¢ine genotoksina (118). Metoda je ¢esto koriStena
za dokazivanje genotoksicnog ucinka inhalacijskih anestetika (7,31,34,35,43).
Istrazivanja genotoksi¢nog ucinka inhalacijskih anestetika na Zivotinjama znatno su
rieda. Citogenetske promjene u stanicama bubrega Stakora nakon in vivo i in vitro
izlaganja razli¢itim inhalacijskim anesteticima istrazivali su Robbiano i sur. (119) te
dokazali genotoksi¢nost inhalacijskih anestetika.

Obzirom na nedostatak literaturnin podataka o genotoksi¢nosti i
citotoksi¢nosti  inhalacijskin anestetika te kombinacije inhalacijskin anestetika i
citostatika cisplatine na razlicite stanice tkiva i organa koji su u izravhom doticaju s
toksi¢nim metabolitima i nastalim radikalima inhalacijskih anestetika i citostatika
nasa istrazivanja ovog ucinka na modelu miSa zasigurno su opravdana. Istrazivanja
na stani¢nim kulturama i/ili limfociima ljudi ne pokazuju pravu sliku ucinka
inhalacijskih anestetika i citostatika s obzirom na razlike ljudi po dobi, spolu, Zivotnim
uvjetima, Zivotnim navikama i izloZzenosti stresnim ¢imbenicima, uzimanju lijekova,
po duZini izloZzenosti i dozi inhalacijskih anestetika. Istrazivanje genotoksi¢nog i
citotoksi€nog ucinka inhalacijskih anestetika i citostatika cisplatine na visokosrodnim
misevima u strogo kontroliranim uvjetima; iste starosti, spola, Zivotnih uvjeta, nacina
prehrane, stalne temperature, jednake doze i duzine izlaganja inhalacijskim
anesteticima, te jednake doze injicirane cisplatine, daje potpunu sliku, posebice §to
dosadasnja istrazivanja na staniénim tumorskim kulturama govore da anestetici

mogu imati potpuno drugadiji u€inak u in vivo uvjetima (120).
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NaSe istraZivanje genotoksi¢nog ucinka inhalacijskih anestetika na Swiss
albino miSevima metodom alkalnog komet testa ukazuje da sva tri inhalacijska
anestetika; sevofluran, halotan i izofluran izazivaju oste¢enja DNK limfocita periferne
krvi, stanica mozga, jetre, bubrega te stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora;
obradene stanice pokazuju vecu duzinu repa kometa u usporedbi s kontrolom.
Stupanj DNK os&te¢enja ovisan je o istrazivanom anestetiku i o vrsti promatranih
stanica.

Najjaa genotoksi¢na oStecenja pruzroCena inhalacijskim anesteticima
nastala su na stanicama mozga, posebice nakon ponavljanih anestezija halotanom,
nesto manje nakon anestezija sevofluranom, a najmanja o$te¢enja DNK stanica
mozga misSeva izaziva izofluran u obje skupine miSeva (zdravih i/ili nositelja tumora).
Zdruzeni ucinak cisplatine i inhalacijskih anestetika pojatava genotoksi¢ni ucinak
sevoflurana i izoflurana, medutim oste¢enja stanica mozga zbog zdruzenog ucinka
cisplatine i halotana su manja nego uslijed djelovanja samog halotana u obje
skupine miSeva. Genotoksic¢ni u€inak inhalacijskih anestetika na stanice mozga nije
dovoljno istrazen. Mozak ima najbrzi metabolizam od svih organa u tijelu i
prvenstveno ovisi 0 oksidativnom metabolizmu kao izvoru energije. Oksidativni
metabolizam proizvodi reaktivne radikale kisika koji mogu ostetiti mnoge stani¢ne
sastojke, ukljuCujuci proteine, lipide i nukleinske kiseline. Mehanizam stani¢nog
popravka DNK uobi€ajeno je vrlo u€inkovit u uklanjanju spontano nastalih genetskih
oStecenja, ali u oksidativnom stresu ili kod promjenjenih obrambenih sposobnosti
organizma dolazi do oSte¢enja DNK u stanicama mozga (121). Poznato je da
sevofluran izaziva epileptiformne poremecaje na elekiroencefalogramu mozga
djece, uglavnom bez klini¢kih manifestacija (122) Marval i sur. (123) dokazali su
transkranijalnim Dopplerom da sevofluran smanjuje cerebralni protok Kkrvi.
Inhalacijski anestetici smanjuju pobudivanje sinapti¢kog prijenosa signala u
stanicama sisavaca. Glutamat je vazan ekscitatorni transmiter u mozgu, a
prekomjerno nakupljanje vanstani¢nog glutamata moze dovesti do ozljede ziv€anih

stanica i smrti stanica; primjerice kod cerebralne ishemije. Inhalacijski anestetici
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djeluju na mozak sisavaca tako da smanjuju pobudenost mozga i pojacavaju
inhibitorne mehanizme na provodljivost zZivaca. |zofluran smanjuje kalcijum ovisno
otpustanje glutamata u hipokampusu i u izoliranim ziv€éanim zavrSetcima te
poveCava ulazak glutamata u sinaptosome. Halotan, izofluran i sevofluran
povecavaju ulazak glutamata u astrocite §to smanjuje koli¢inu neurotransmitera u
sinapti¢koj pukotini i na taj nacin smanjuje podrazljivost ziv€anih stanica. Moe i sur.
(124) dokazali su da sevofluran u ljudskom mozgu smanjuje Ca™ ovisno otpustanje
glutamata. Rodier i sur. (125) navode da dusi¢ni oksidul i halotan imaju antimitoti¢ku
ulogu na tkiva u razvoju, medutim nisu uspjeli dokazati da halotan i dusi¢ni oksidul
smanjuju proliferaciju stanica mozga miSeva, nego samo da smanjuju tezinu fetusa
in utero. Nekoliko istrazivaca opisalo je postoperacijske promjene ponasanja nakon
anestezije sevofluranom. Keaney i sur. (126) zamjeéuju da djeca nakon inhalacijske
anestezije sevofluranom imaju jaCe izrazene poremecaje ponaSanja nego nakon
anestezije halotanom, te da su promjene izrazenije kod mlade djece. Nasuprot
njima, Kain i sur. (127) nisu nasli poveéanu pojavnost poremecaja ponasanja,
deliriuma ili poremeéaja spavanja nakon anestezije sevofluranom u odnosu na
anesteziju halotanom.

Prema ovim podatcima moguce je da su nakupljanje vanstani¢nog glutamata
te oStecenje Ziv€anih stanica kao i smrt stanica jedan od izvorista genotoksi¢nog
uCinka inhalacijskih anestetika Sto posljedicno vode promjenama u pona$anju
jedinki. Stetni uginak glutamata, hipoksije ili moguéu nazoénost drugih toksiénih tvari
kao i razinu antioksidativnih enzima trebalo bi istraZiti da bi mogli potvrditi njihovu
ulogu u genotoksi¢nosti.

Limfociti periferne krvi, stanice mozga, jetre i bubrega (Slike 3-6.) Zivotinja
nositelja EAT tumora, imaju znatno veca bazalna ostec¢enja DNK nego istovrsne
stanice Zivotinja bez tumora (p<0,001). To je sukladno nalazu Kopjar i sur. (52) koji
navode da bolesnici s karcinomom ¢esto imaju poveéanu kromosomsku nestabilnost
u usporedbi sa zdravim ljudima. U njihovom radu zamijeéena su veca citogenetska

oStec¢enja limfocita periferne krvi bolesnika koji boluju od neke vrste tumora; uzrok
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moze biti u oStec¢enoj sposobnosti oporavka DNK, sama tumorska bolest povezana
s ve¢im oste¢enjem DNK ili je osjetljivost DNK nositelja tumora ve¢a u odnosu na
zdrave ljude.

Od istrazivanih inhalacijskih anestetika na limfocite periferne krvi sevofluran je
pokazao najjaCi genotoksicni ucinak, a na stanice jetre halotan u obje skupine
Zivotinja; zdravih i Zivotinja s injiciranim EAT stanicama. Sevofluran i izofluran znatno
jace ostecuju stanice bubrega nego halotan u obje skupine zivotinja (Slika 6.,
Tablica 5). Zdruzeni ucinak cisplatine i inhalacijskih anestetika dovodi do znatno
jaceg osteéenja DNK na limfocitima periferne krvi, stanicama jetre i bubrega u obje
skupine zivotinja u odnosu na ucinak samih inhalacijskih anestetika. Dobiveni u€inak
cisplatine s inhalacijskim anesteticima je ocekivan zbog citotoksi¢nosti cisplatine;
nasi rezultati su potvrda nefrotoksi¢nog i neurotoksi¢nog ucinka cisplatine. lzravno
citotoksi¢no djelovanje cisplatine je o€ito pojacano s nazo¢noséu radikala nastalih u
medudjelovanju s inhalacijskim anesteticima; nastala oStecenja potvrda su
sinergistiCkog toksi€nog djelovanju cisplatine i inhalacijskih anestetika. Naime,
poznato je da se antitumorska aktivnost cisplatine temelji na opustanju dvaju iona CI
u vodenoj otopini; otpustanjem klora u stanici preostaje pozitivno nabijen platina
kompleks koji se veze na negativho nabijene molekule u stanici, posebice DNK i
RNK, tvoreéi bifunkcionalne kovalentne veze §to rezultira inhibicijom replikacije i
transkripcije  DNK. Ujedno dolazi do svaranja monofunkcionalnih adukata na
gvaninu, bifunkcionalnih adukata izmedu dva gvanina na jednom lancu DNK, zatim
izmedu gvanina i bilo kojeg drugog nukleotida. Takoder se svaraju adukti izmedu
gvanina na komplementarnim lancima te krizne veze izmedu DNK, proteina i
glutationa. Takve strukturne promjene u uzvojnici DNK uzrokuju blok u G. fazi
stani¢nog ciklusa. Sve takve promjene lako se mogu potvrditi komet testom na §to
ukazuju i nasi rezultati, a nastala oste¢enja vidljiva su i na tumorskim i na normalnim
stanicama koje su u izravnom doticaju s nastalim toksi¢nim metabolitima cisplatine.

DNK stanica Ehrlich ascitesnog tumora pokazuje najvecu osjetljivost na

ponavljane anestezije halotanom (Slika 7., Tablica 6.). To je u sukladu sa
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istrazivanjem Topouzova-Hristova i sur. (128) koji su in vitro izlagali halotanu stanice
karcinoma pluéa A549 te zamijetili jak genotoksi¢ni ucinak halotana i prisutnost
velikog broja mikrokometa nakon elektroforeze $to ukazuje na to da se veliki broj
oStecenih stanica nakon izlaganja nije oporavio i da podlijeze apoptozi. U radu
Kvolik i sur. (45) halotan je takoder pokazao najjaci citotoksi¢ni i antiproliferacijski in
vitro u€inak na tumorske stanice od svih promatranih inhalacijskih anestetika.
|zofluran izaziva manja oStec¢enja DNK tumorskih stanica od halotana, a najjmaniji
genotoksicni u€inak na tumorske stanice ima sevofluran. Baden i sur. (50) u radu
na Swiss/Webster miSevima zaklju€uju da izofluran nema karcinogeni ucinak i da je
netoksic¢an. Rezultati te studije ne ¢ine se pouzdani obzirom da su miSeve izlagali
subanestetickim dozama inhalacijskih anestetika 4 sata dnevno kroz pet tjedana.
Vjerojatno su pokus$ali oponas$ati uvjete rada osoblja operacijske sale u atmosferi
koja sadrzi izofluran, ali je ukupno vrijeme izlaganja prekratko da bi se moglo
zakljuciti da izofluran nema karcinogeni ucinak i da nije toksican.

Zasigurno neki od mogucih uzroka citogenetskih ostecenja tumorskih stanica
nakon obrade inhalacijskim anesteticima su smanjena sposobnost popravka DNK,
biokemijske i metaboliCke osobitosti tumorskih stanica, smanjena razina sinteze
glutationa i njemu pridruzenih enzima (129).

Zdruzeni genotoksicni ucinak cisplatine i inhalacijskin anestetika na EAT
stanice je manji od pojedinacnog genotoksi¢nog ucinka inhalacijskin anestetika.
Otpornost tumorskih stanica do koje dolazi u kombinaciji cisplatine i inhalacijskih
anestetika moZze biti posredovana brojnim ¢imbenicima; detoksikacijom cisplatine,
stvaranjem nekog tre¢eg spoja koji ima slabiji genotoksi¢ni u€inak, poremecajem u
regulaciji enzima, prejako izrazenim antiapoptotiCkim proteinima poput bcl-2 ili
detoksifikacijskih enzima, primjerice glutation S-Transferaza GST-m. GST-1 je
smjeStena na kromosomu 11q13 i ¢lan je obitelji izozima koji igraju vaznu ulogu u
detoksikaciji mnogih ksenobiotika konjugacijom glutationa (130,131). Glutation i neki
drugi posrednici glutation ovisnog metabolickog puta imaju vaznu ulogu u

odredivanju stani¢ne osjetljivosti na terapiju cisplatinom. Mozda je viSa razina
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glutationa ili neki drugi mehanizam otpornosti tumorskih stanica glavni razlog za
manje ostecenje EAT stanica pri kombiniranom ucinku cisplatine i inhalacijskih
anestetika. Glutation takoder ima vaznu ulogu u zastiti stanica i od drugih
potencijalno toksi¢nih molekula, kao $to su slobodni radikali kisika koji se stvaraju pri
izlaganju inhalacijskim anesteticima. To¢an mehanizam otpornosti EAT stanica na
zdruzeno djelovanje cisplatine i inhalacijskin anestetika potrebno je bolje istraziti,
posebice razinu glutationa i popratnih enzima obzirom da je moguée da su nakon
viSekratne obrade stanica EAT tumora s cisplatinom prezivjele stanice otporne na
cisplatinu odnosno stanice s pove¢anom sintezom glutationa.

Mikronukleus test takoder omogucuje osjetljivu procjenu osteCenja molekule DNK
uslijed djelovanja inhalacijskih anestetika i cisplatine. Eritrociti su stanice pogodne za
procjenu oStecenja DNK obzirom da su njihove pretece brzo proliferirajua populacija
stanica. Mikronukleusi stvoreni u eritroblastima u koStanoj mozdini mogu se naci u perifernoj
krvi miSeva. Oni nastaju uslijed lomova kromosoma i kondenzacije acentri¢nih
kromosomskih ulomaka ili kromosoma zaostalih u anafazi (85). Prisutnost mikronukleusa
pokazatelj je postojanja aberacija u prethodnoj diobi stanice, te se stoga ucestalost
mikronukleusa moZze koristiti kao kvantitativna mjera strukturnih i1 numeric¢kih aberacija
kromosoma u stanicama pod utjecajem razli€itih genotoksi¢nih tvari (84,89). Mikronukleus
test brzi je 1 jednostavniji od analize strukturnih aberacija kromosoma, podjednako je osjetljiv
u otkrivanju oStecenja diobenog vretena i aberacija kromosoma, te je uklju¢en u standardnu
"bateriju" testova genotoksicnosti.

Mikronukleus testom uoC€ili smo da je injiciranje cisplatine uzrokovalo
oStecenja eritroblasta i retikulocita, uslijed ¢ega na preparatima periferne krvi
Zivotinja koje su obradene cisplatinom nije bio dovoljan broj retikulocita za analizu.
Od primijenjenih inhalacijskih anestetika halotan je pokazao najja¢i genotoksi¢ni
u€inak na retikulocite periferne krvi obzirom da retikulociti miSeva koji su opetovano
anestezirani halotanom imaju najveéi broj mikronukleusa u obje skupine miSeva
(Slika 9.). To je u sukladu s nalazom Robbiana i sur. (119) koji su dokazali povecani

broj mikronukleusa na stanicama bubrega Stakora nakon izlaganja halotanu,
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sevofluranu i izofluranu. Halotan je potaknuo stvaranje najveéeg broja
mikronukleusa kao i u naSem istrazivanju, te je doveo do inhibicije stani¢ne
proliferacije. U skupini Swiss albino miSeva s injiciranim tumorskim stanicama
mikroskopskom analizom na8li smo veéi broj mikronukleusa u retikulocitima
periferne krvi u odnosu na kontrolnu skupinu, ali ne statisti¢ki zna¢ajno (Tablica 7.).
Ovi podatci ukazuju da nazo€nost tumora te nazo€nost brojnih ¢imbenika koje luce
stanice tumora naruSava Ccitavu hematopoezu i vodi svaranju oSteéenih
hematopoetskih stanica.

Brojanjem Zzivih tumorskih stanica u ascitesu Swiss albino miSeva ustanovili
smo citotoksi¢nost cisplatine, sevoflurana, halotana, izoflurana, te zdruZzenog ucinka
cisplatine i pomenutih inhalacijskih anestetika. Osim toga, obiljeZzavanjem tumorskih
stanica aneksinom V i propidijskim jodidom te analizom proto¢nim citometrom
utvrdili smo postotak apoptoti¢kih i nekroti€nin EAT stanica, te ukupan broj mrtvih
tumorskih stanica u ascitesu trbusne Supljine miSeva po skupinama nakon obrade
(Slike 10,12,13,14).

Aravindan i sur. (132) dokazuju da anestetici mijenjaju prijenos apoptoti¢kog
signala u razli¢itim tkivama. Sevofluran i izofluran izazivaju in vitro apoptozu limfocita
periferne krvi ovisno o dozi i vremenu izlaganja. lako se rezultati studije in vitro teSko
mogu prenijeti na kliniCke uvjete, €ini se da bi to mogao biti razlog smanjenja broja
limfocita (36). Loop i sur. uocili su da sevofluran i izofluran uzrokuju apoptozu T
limfocita ovisno o dozi. Signalni put aktivacije apoptoze stanica T temelji se na
poremecaju potencijala mitohondrijske membrane i otpustanju citokroma c iz
mitohondrija u citosol. Nakon toga, dolazi do proteoliticke aktivacije inaktivne
prokaspaze 3 u aktivni oblik. Porast aktivnosti kaspaze 3 vodi apoptozi stanica T
(37). Delogu i sur. (133) zamijetili su pove¢anu pojavnost apoptoze u kulturi CD4" i
CD8" limfocita uzetih od bolesnika 24 h nakon anestezije izofluranom i fentanilom. U
ovom pokusu nejasno je koliko apoptozi limfocita T pridonosi stres zbog same
operacije i kirurski zahvat te se Cini da pokusi na Zivotinjama koje su anestezirane

bez operacije mogu dati pravi odgovor na ovo vazno pitanje. Thyler i sur. (38) su na
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neurofilima Stakora uoCili da izofluran u klinikim koncentracijama inhibira apoptozu
neutrofila. Za razliku od njih Eckenhoff i sur. (134) dokazuju da izofluran povecava
oligomerizaciju amiloid 8 proteina (engl. Amyloid B protein; Ap) i citotoksi¢nost u
stanicama feokromocitoma. Xie i sur. (135) nalaze da izofluran izaziva apoptozu,
mijenja protein prekursor amiloida (engl. Amyloid precursor protein; APP) i povecava
stvaranje AB u H4 ljudskim neuroglioma stanicama $to se moze povezati s
poslijeoperacijskim poremecajima ponasanja. Obzirom da promijenjeno stvaranje
APP-a dovodi do nakupljanja AB proteina, $to predstavlja glavni poremecéaj u
Alzheimerovoj bolesti, to ukazuje na potrebu pravilnog odabira kao i primjene
inhalacijskih anestetika kod tih bolesnika te kod starijih bolesnika kod kojih postoji
povecan rizik od poslijeoperacijskih poremecaja ponasanja.

Raznolikost rezultata pojedinih istraZzivanja vjerojatno proizilazi iz razliitih
doza i vremena izlaganja izofluranu te vrsta stanica koje su izloZzene djelovanju
inhalacijskih anestetika. Wei i sur. (136) uodcili su da izofluran, ali ne i sevofluran,
izaziva apoptozu otpustanjem kalcijuma iz endoplazmatskog retikuluma neurona.
Stanice PC12 feokromocitoma Stakora i primarni kortikalni neuroni su izlagani
ekvipotentnim dozama izoflurana i sevoflurana. Nakon 24-satnog izlaganja izofluran
je djelovao citotoksi¢no na oba tipa stanica, pojavila se nuklearna fragmentacija i
aktivacija kaspaze 3 i kaspaze 9, a odnos Bcl-2/Bax smanjio se za 36%.

Citotoksi¢nost inhalacijskih anestetika na stanice tumora proucavali su Kvolik
i sur. (45). Dokazali su da sevofluran, izofluran i halotan djeluju citotoksi¢no na
stanice ljudskog karcinoma kolona (Caco-2), karcinoma larinksa (Hep-2), karcinoma
gusterace (MIA, PaCa-2), na slabo diferencirane stanice iz metastaza karcinoma
kolona u limfnim &vorovima (SW-620) i na normalne fibroblaste. Halotan od svih
inhalacijskih anestetika najviSe usporava rast stanica i dovodi do apoptoze stanica.
Ovaj podatak podudara se s rezultatima naseg istrazivanja.

Brojanjem zivih tumorskih stanica u ascitesu trbusne Supljine miSeva naden je
najmanji broj zZivih EAT stanica u ascitesu miSeva opetovano anesteziranih

halotanom, nesto veci broj zivih stanica nalazi se u ascitesu nakon ponavljanog
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izlaganja sevofluranu, a izofluran statisticki znacajno (p<0,05) povecéava rast
tumorskih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu. Najmanji broj Zivih stanica tumora
uocen je u skupinama zivotinja injiciranih intraperitonealno s cisplatina (p<0,05) u
odnosu na kontrolu, kao i u skupini Zivotinja anesteziranih halotanom (p<0,05).
Kombinacije cisplatine i inhalacijskin anestetika pojaCavaju citotoksi¢nost
sevoflurana, halotana i izoflurana. Promatrajuéi ucinak sevoflurana, halotana i
izoflurana obzirom na mehanizam stani€ne smrti mozemo zakljuciti da sevofluran i
halotan izazivaju apoptozu u oko 10% tumorskih stanica, dok se u skupini miSeva
koje smo izlagali ponavljanim anestezijama izofluranom apoptoza javlja u nesto
manjem postotku stanica. Halotan dovodi do nekroze nesto veceg broja EAT stanica
nego sevofluran, a izofluran izaziva najmanji postotak nekroti¢nih stanica od svih
inhalacijskih anestetika. U skupinama miSeva koji su opetovano anestezirani
sevofluranom i halotanom ima oko 18% ukupno mrtvih tumorskih stanica, a u
skupini mieva anesteziranih izofluranom oko 10% ukupno mrtvih stanica.

ZdruzZeni ucinak cisplatine s inhalacijskim anesteticima statisticki zna¢ajno
povecava citotoksi€nost inhalacijskih anestetika na stanice tumora (cis+sevo p<0,05;
cis+halo p<0,05; cis+izo p<0,05) u odnosu na pojedinacne anestetike (Slika 14).
Najjaci citotoksi¢ni u€inak na EAT stanice prema ocekivanju ima ciplatina. Cisplatina
izaziva stani¢nu smrt tumorskih stanica uglavhom mehanizmom apoptoze; nakon
obrade cisplatinom oko 40% tumorskih stanica je apoptoti¢no, a 12% nekroti¢no.
Podaci ukazuju da je obzirom na citotoksi¢nost inhalacijskih anestetika na stanice
EAT tumora najbolji inhalacijski anestetik halotan; halotan primijenjen u klinickim
dozama izaziva smrt najveceg broja tumorskih stanica.

Citotoksicnosti halotana zasigurno doprinose metaboli¢ki putevi halotana putem
oksidacijskih i1 redukcijskih enzima citokroma P-450 (CYP2A6 i CYP3A4) koji dovode do
stvaranja reaktivnih metabolita kao Sto su nestabilni slobodni radikali, klorodifloroeten i
klorotrifloroetan, te anorganski floridi koji uzrokuju lipidnu peroksidaciju stanica. Lipidna
peroksidacija je specificna za halotan i ne uocava se kod enflurana, izoflurana ili desflurana, a

CYP2A6 je katalizator lipidne peroksidacije u jetrenim liposomima ljudi (4). Reduktivni
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metabolicki put halotana neki autori smatraju odgovornim za izazivanje umjerenog
halotanskog hepatitisa. Primjenom kirur§ke anestezije prevladava oksidacijski metabolizam u
kojem su dva izozima citokroma P-450, 2E1 i 2B4 odgovorna za oksidativni metabolizam
halotana u trifloroctenu kiselinu. Konacni proizvodi oksidacije mogu se dokazati u urinu, a to
su: natrijeva sol trifloroctene kiseline, ioni klora i ioni broma. Metabolicku razgradnja
halotana uzrokuje oSteCenja jetre, a zasigurno i tumorskih stanica koje zbog svojih
biokemijskih i metaboliCkih osobitosti kao i smanjene sinteze glutationa mogu biti
osjetljivije na toksi¢ni u€inak halotana.

Nadalje, visekratna primjena cisplatine, sevoflurana, halotana i izoflurana nije
prouzroc€ila promjene u broju eritrocita u perifernoj krvi miSeva, kao ni promjene u
koncentraciji hemoglobina u krvi (Slika 15. i Slika 16.).

Leukociti su najvaznije stanice upalnog i imunosnog odgovora; ukljuuju
neutrofile, monocite, eozinofile, bazofile, T i B limfocite. Sve vrste leukocita potjecu
iz zajedniCke mati¢ne stanice kosStane srzi. Sazrijevanje leukocita u kostanoj srzi je
pod kontrolom i regulacijom brojnih ¢imbenika koji potiCu rast i diferencijaciju
stanica. Poremecaj na bilo kojem mjestu leukocitnog Zivotnog ciklusa moze dovesti
do disfunkcije i ugrozavanja obrane domacina. Uzroci neutropenije su mnogostruki;
u svezi su s potisnutom proizvodnjom leukocita, oStecenjem neutrofilnih stanica i
perifernim nakupljanjem neutrofila. NajéeS¢e su jatrogene neutropenije koje nastaju
zbog uporabe citotoksi¢nih i imunosupresijskih lijekova. Citotoksi¢ni lijekovi dovode
do smanjene proizvodnje brzo rastu¢ih mati¢nih stanica kostane srzi, ili metaboliti
ljekova sluze kao imunoloski hapteni koji vezuju¢i se na neutrofile potiCu
imunoloski posredovano oStecenje neutrofila. Citostatici nespecifi€éno inhibiraju
razvoj svih diobeno aktivnih stanica pa tako i leukocita vodeci leukopeniji §to
posljedi¢éno vodi smanjenoj otpornosti domacina na infekcije te vodi razvoju brojnih
bolesti.

Inhalacijski anestetici djeluju na imunosni sustav bolesnika te su opisane
limfocitopenije nakon inhalacijske anestezije, koje posljedi€no mogu uzrokovati

klinicke probleme i odgodeni oporavak nakon operacije. Oka i sur. (137) izvjeStavaju
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da je broj limfocita kod bolesnika prvi i Eetvrti dan nakon anestezije izofluranom i
duSi¢nim oksidulom smanjen za oko 60-70% u odnosu na pocetne vrijednosti.
Morisaki i sur. (41) uocili su da ukupan broj leukocita bolesnika nakon anestezije
sevofluranom ostaje isti, dok se broj cirkuliraju¢ih limfocita znaCajno povecava, a
broj neutrofila smanjuje.

Rezultati naSeg istrazivanja upucuju na to da je ukupni broj leukocita u
skupini miSeva s injiciranim EAT stanicama viSi nego u kontrolnoj skupini Zivotinja
bez nazo€nosti tumora (Slika 17.); Sto ukazuje na stvaranje imunosnog odgovora na
antigene stanica tumora. Cisplatina kod zdravih miSeva snizava ukupni broj
leukocita; postotak neutrofilnih leukocita i limfocita u perifernoj krvi. Halotan i
izofluran smanjuju broj leukocita u perifernoj krvi miSeva, a kombinacija cisplatine i
halotana dovodi do najjace leukopenije i neutropenije (Slika 17. i 18.) kod zdravih
miSeva i miSeva s injiciranim tumorskim stanicama (p<0,05) u odnosu na kontrolu.
Halotan najviSe smanjuje postotak neutrofila od promatranih inhalacijskih anestetika
u obje skupine miSeva, izofluran nesSto manje, a sevofluran ne mijenja postotak
neutrofila.

Nakon ponavljanih injiciranja cisplatine prema Tablici 1. smanjuje se postotak
limfocita u odnosu na ukupni broj leukocita u obje skupine miSeva; zdravi i miSevi s
EAT stanicama. Ponavljane anestezije sevofluranom, halotanom i izofluranom ne
mijenjaju znacajno postotak limfocita u perifernoj krvi, ali zdruzeni ucinak
inhalacijskih anestetika i cisplatine zna¢ajno smanjuje postotak limfocita u perifernoj
krvi miSeva (Slika 19.).

U skupinama miSeva injiciranih cisplatinom postotak monocita je poveéan na
racun vec¢ prije pomenutog smanjenja broja neutrofilnih leukocita i limfocita. U
usporedbi s kontrolom ponavljane anestezije sevofluranom (p<0,05), halotanom
(p<0,05) i izofluranom (p<0,05) smanjuju postotak monocita u perifernoj krvi miseva,
a zdruzeni ucinak cisplatine s halotanom kod zdravih miSeva te cisplatina i izofluran
kod miSeva s EAT stanicama povecéavaju broj monocita. Rezultati ukazuju da

makrofagi kao prva i zadnja linijja obrane domacina uspjeSnije prezivijavaju u
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nastalim upalnim uvjetima nakon ostecenja tkiva i stanica prouzro€enim reaktivnim
radikalima citostatika i inhalacijskih anestetika. Nakon tkivne upale zapocinje snazan
povratni mehanizam u kojem se stvaraju obrambeni leukociti, a  aktivirani
monocitno-makrofagni sustav kona¢no uklanja posljedice upale.

U literaturi se ¢esto navodi da velike operacije u opc¢oj anesteziji mijenjaju
imunosni odgovor bolesnika; mijenja se broj i funkcija leukocita, limfocita i neutrofila
Zbog promijenjenog imunosnog odgovora povecava se mogucnost komplikacija u
perioperacijskom periodu; mogucénost nastanka infekcije, neadektvatni odgovor na
stres, hiperkatabolizam, povecéani tumorski rast i sl. Bolesnik u dobroj opcoj
kondiciji koji se podvrgava elektivhoj operaciji obi€no se brzo opravlja u ovom
kritithom periodu, medutim bolesnik koji otprije ima neki imunosni porememecaj,
malignu bolest ili neku drugu bolest moze imati ozbiljne klinicke probleme, narocito
ako u perioperacijskom periodu prima lijekove koji suprimiraju imunosni odgovor,
primjerice citostatike. Schneemilch i sur. (138) navode da je ucinak inhalacijskih
anestetika na imunosne funkcije prolazan i ovisan o dozi inhalacijskog anestetika, da
inhalacijski anestetici inhibiraju funkciju neutrofila, suprimiraju proliferaciju limfocita
te povecéavaju proupalne citokine. Nasim istrazivanjem dokazali smo da inhalacijski
anestetici mijenjaju broj leukocita i postotak neutrofila, limfocita i monocita u krvi
miSeva, a zdruzeni ucinak inhalacijskih anestetika i cisplatine jo$ viSe mijenja
hematoloSke parametre te slabi imunosni odgovor. Pravi uvid u imunosupresiju i
oporavak hematoloskih i imunoloSkih parametara zahtjeva pracenje ovih odrednica
kroz duZzi vremenski period pracenjem njihove funkcionalne sposobnosti u stvaranju
imunosnog odgovora.

Poremecaj funkcije jetre nakon anestezije inhalacijskim anesteticima ovisan
je o protoku krvi kroz jetru za vrijeme anestezije, o povecanoj koncentraciji kalcija te
o koli¢ini metabolita koji nastaju metabolizmom inhalacijskih anestetika. Halotan
izaziva gubitak autoregulacije protoka krvi kroz hepatalnu arteriju te protok postaje
ovisan o sistemskom arterijskom tlaku. Na taj na¢in smanjuje se protok krvi kroz

jetru i posliedicno tome opskrba kisikom. Neki istrazivaéi nalaze da anestezija
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sevofluranom i izofluranom ne dovodi do promjena u protoku krvi kroz jetru kod ljudi,
ne nalaze povisenu koncentraciju kalcija u krvi kod anestezije sevofluranom, dok je
koncentracija kalcija nakon anestezije izofluranom niza nego kod anestezije
halotanom (139). Crawford i sur. (140) u svom istrazivanju na Stakorima zamijetili su
da se protok krvi kroz hepatalnu arteriju povecava za oko 70% za vrijeme anestezije
sevofluranom, bez zna€ajnog smanjenja protoka krvi u portalnom krvotoku, dok se
protok krvi kroz jetru za vrijeme anestezije halotanom smanjuje za 16%. Serumske
koncentracije AST-a i ALT-a osjetljivi su marker i predstavljaju "zlatni standard" za
analizu oStecenja jetre koje je uzrokovano inhalacijskim anesteticima. Topal i sur.
(71) zaklju€uju da visoke vrijednosti jetrenih enzima upucuju na centrolobularnu
nekrozu jetre. Oni su u svom istrazivanju na psima anesteziranim halotanom,
sevofluranom i izofluranom nasli povec¢ane koncentracije AST-a, ALT-a i GGT-a
nakon sve tri vrste anestezije. NajviSe vrijednosti jetrenih enzima nadene su nakon
anestezije halotanom, znatno nize vrijednosti nakon sevoflurana i izoflurana. Ipak,
klinickih znakova hepatitisa nije bilo ni u jednoj skupini pasa. Sli€ne rezultate nasli su
Nishiyama i sur. (141) kod bolesnika anesteziranih sevofluranom i izofluranom; u
izofluranskoj skupini nadene su poviSene vrijednosti AST-a, ALT-a i glutamil
transpeptidaze (GTP); koncentracije ureje i kreatinina ostale su nepromijenjene. U
nasem istrazivanju ponavljane anestezije sevofluranom, halotanom i izofluranom
nisu znacajno utjecale na koncentraciju AST-a i ALT-a u krvi zdravih miSeva $to nas
navodi na zakljuak da u primijenjenim pokusnim uvjetima sevofluran, halotan i
izofluran nisu hepatotoksi¢ni. Od promatranih inhalacijskih anestetika ponavljane
anestezije izofluranom povecale su koncentraciju ureje u krvi, ali nismo uodili
poviSenje koncentracije kreatinina u krvi uslijed djelovanja inhalacijskih anestetika
(Slika 25. i Slika 26.).

Hepatotoksi¢nost cisplatine javlja se kod primjene visokih doza. U istrazivanju
Lu i sur. (142) doza cisplatine 45mg/kg dovela je do oStec¢enja jetre miSeva.
Zamijetili su da se zbog djelovanja cisplatine pokreéu mnogi stani¢ni putevi koiji

igraju vaznu ulogu u indukciji oksidativhog stresa, koji onda preko CYP2E1 (poznati
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bioaktivator mnogih hepatotoksina) izaziva oStecenje jetre. Nefrotoksi¢nost
cisplatine je ¢e$¢a komplikacija od hepatotoksi¢nosti kod klinicke uporabe cisplatine.
NiZze doze cisplatine (10 mg/kg) uzrokuju nefrotoksic¢nost, ali ne hepatotoksi¢nost
kod miSeva. Smatra se da cisplatina izaziva otpustanje Zeljeza iz molekule hema
stanica bubrega, stvaraju se slobodni radikali kisika koji oStec¢uju stanice bubrega.
Mnoga istrazivanja dokazala su posredovanje CYP2E1 u nefrotoksi¢nosti cisplatine
(143). Visoke doze cisplatine djeluju hepatotoksicno i povecavaju lipidnu
peroksidaciju, medutim Cini se da ostecenje jetre koje se javlja kod primjene visokih
doza cisplatine ne nastaje zbog poveéane koncentracije Zeljeza podrijetlom iz hema
hepatocita, nego zbog povecane ekspresije CYP2E1. UobiCajeno se kod terapije
cisplatinom kontrolira funkcija bubrega, medutim na poremecaj funkcije jetre se
obra¢a mnogo manje paznje.

Analizom rezultata naSeg istrazivanja uocili smo da miSevi s injiciranim
tumorskim stanicama imaju viSe vrijednosti AST-a i ALT-a u krvi. Cisplatina kod
zdravih miSeva neznatno povecava AST i ALT, dok kod miSeva s EAT stanicama
znacajnije povecava AST i ALT (p<0,05) u odnosu na kontrolu. Ponavljane
anestezije halotanom djeluju hepatotoksi¢no na miSeve s EAT stanicama, a zdruzeni
ucinak cisplatine i halotana najvie ostecuje stanice jetre (p<0,05) kod obje skupine
miSeva (zdravi i miSevi s tumorom); vrijednosti AST-a i ALT-a u krvi miSeva viSe su
nego nakon pojedina¢nog ucinka cisplatine i halotana. Sevofluran i izofluran nemaju
hepatotoksi¢ni u€inak na zdrave miseve, niti na miSeve s injiciranim tumorskim
stanicama (Slika 22. i Slika 23.). Cisplatina nije dovela do promjena u koncentraciji
uree i kreatinina u krvi miSeva. Obzirom da su primjenjene doze cisplatine u naSem
istrazivanju (5 mg/kg) znatno nize od doza koje su primjenili Lu i sur. (142),
cisplatina nije uzrokovala oSteéenje bubrega u zdravih miSeva. Kod miSeva s
injiciranim EAT stanicama cisplatina takoder nije dovela do poremecaja funkcije
bubrega, medutim povisen AST i ALT ukazuju na oStecenje jetre nakon injiciranja
cisplatine. Zdruzeni ucinak cisplatine i halotana ostecuje funkciju jetre te bi daljnja

istrazivanja trebalo usmijeriti na pronalazenje mehanizma na koji cisplatina i
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inhalacijski anestetici djeluju na stanice jetre i medusobno pojac¢avaju djelovanje. Od
promatranih inhalacijskih anestetika jedino ponavljane anestezije izofluranom podiZzu
koncentraciju ureje u krvi kod obje skupine miSeva, a koncentracija kreatinina niti u
jednoj promatranoj skupini nije povisena.

MiSevi s injiciranim EAT stanicama imaju manje vrijednosti AF u krvi nego
zdravi miSevi. Ponavljane anestezije sevofluranom i izofluranom smanjuju, a
cisplatina i halotan ne mijenjaju koncentraciju AF u krvi. Uo¢ene promjene nisu od
klinickog znacaja.

U plazmi postoje tri glavne vrste proteina; albumini, globulini i fibrinogen.
Najvaznija uloga albumina je odrzavanje koloidno-osmotskog tlaka, globulini vrSe
mnoge enzimske funkcije u samoj plazmi i sudjeluju u imunolo$kim procesima, a
fibrinogen ima vaznu ulogu u zgruSavanju krvi. Albumini i fibrinogen, kao i 50%
globulina sintetiziraju se u jetri tako da koncentracija proteina u krvi odrazava i
funkciju jetre. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u plazmi vrlo je vazno za
procjenu metabolizma, jer proteini sudjeluju u svim vaznim fiziolo§kim funkcijama;
smanjena koncentracija ukupnih proteina u plazmi pove¢ava moguénost infekcije,
usporava cijelijenje rane, dovodi do stvaranja edema i izaziva poremecaje
zgruSavanja krvi. Analizom dobivenih rezultata uvidjeli smo da mi8evi s injiciranim
tumorskim stanicama imaju nizu koncentraciju ukupnih proteina od zdravih miSeva
(Slika 24.), a ponavljane anestezije halotanom jo$ viSe snizavaju ukupne proteine
kod zivotinja s tumorom (p<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu. Sevofluran i
izofluran ne dovode do klini¢ki zna€ajnih promjena koncentracije ukupnih proteina.

Ovim istrazivanjem nastojali smo razjasniti neka vazna pitanja vezana uz
toksi¢nost inhalacijskih anestetika i njihove medureakcije s cisplatinom. Ustanovili
smo da inhalacijski anestetici imaju genotoksicni i citotoksi¢ni u¢inak na normalne i
tumorske stanice te da poti€u proces apoptoze u tumorskim stanicama. Zdruzeni
ucinak inhalacijskih anestetika i citostatika proizvodi oSte¢enja ovisna o vrsti stanica i
o inhalacijskom anestetiku. Nasi rezultati upuéuju na potrebu daljnjih istrazivanja

vezano uz genotoksi¢nost i citotoksi¢nost inhalacijskin anestetika, kao i njihove
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medureakcije s nekim drugim citostaticima koji su u svakodnevnoj upotrebi kod
bolesnika s malignim bolestima. Takoder je potrebno bolje prouciti mehanizam na
koji dolazi do poja¢avanja ili slabljenja ucinka citostatika na tumorske stanice zbog
medureakcije s anesteticima.

Buduéa istrazivanja bilo bi korisno usmjeriti na analizu popravaka DNK nakon
ponavljanih anestezija inhalacijskim anesteticima i zdruzenog djelovanja s
citostaticima metodama komet testa i nekim drugim citogenetiCkim testovima
(strukturne aberacije kromosoma, izmjene sestrinskih kromatida, mikronukleus test i
dr.) kao i pratiti mogucnost nastanka posljedica vidljivih tek kroz duzi vremenski

period.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovi in vivo istrazivanja genotoksi¢nog i citotoksi¢nog ucinka inhalacijskih
anestetika sevoflurana, halotana i izoflurana, citostatika cisplatine, te zdruzenog
u€inka inhalacijskih anestetika i cispatine mozemo zakljuditi slijedece:

1. Sevofluran, halotan i izofluran izazivaju o$te¢enja DNK limfocita
periferne krvi, stanica mozga, jetre, bubrega te stanica Ehrlichovog
ascitesnog tumora.

2. Najjata genotoksicna oSteéenja prouzroCena inhalacijskim
anesteticima nastala su na stanicama mozga, posebice nakon
ponavljanih anestezija halotanom, ne$to manja nakon ponavljanih
anestezija sevofluranom, a najmanja nakon ponavljanih anestezija
izofluranom.

3. Od istrazivanih inhalacijskih anestetika na limfocite periferne krvi
sevofluran je pokazao najjaci genotoksi¢ni ucinak, a na stanice jetre
halotan. Sevofluran i izofluran znatno jaCe oStecuju DNK stanica
bubrega od halotana.

4. Limfociti periferne krvi, stanice mozga, jetre i bubrega miSeva s
injiciranim tumorskim stanicama imaju znatno veca bazalna
oStecenja DNK nego istovrsne stanice Zivotinja bez tumora.

5.  ZdruZeni u€inak cisplatine i inhalacijskih anestetika dovodi do znatno
jaceg ostecenja DNK limfocita periferne krvi, stanica jetre i bubrega
u odnosu na ucinak samih inhalacijskih anestetika.

6. DNK stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora pokazuje najvecu
osjetljivost na ponavljane anestezije halotanom.

7. Kombinacija cisplatine i inhalacijskih anestetika ima manji
genotoksicni ucinak na stanice tumora u odnosu na pojedinacni

u€inak inhalacijskih anestetika.
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10.

11.

12.

Od istrazivanih inhalacijskihn anestetika anestezije halotanom
uzrokovale su stvaranje najve¢eg broja mikronukleusa u
retikulocitima periferne krvi miSeva.

Anestezija halotanom i sevofluranom smanjuje broj Zivih EAT
stanica u ascitesu miSeva u odnosu na kontrolu dok anestezija
izofluranom povecava rast stanica tumora

Cisplatina izaziva apoptozu u oko 40% tumorskih stanica, a halotan i
sevofluran u 10% tumorskih stanica. Zdruzeni ucinak cisplatine i
inhalacijskih anestetika povecava broj ukupno mrtvih stanica u
ascitesu miseva.

Ukupni broj leukocita u skupini miSeva s injiciranim EAT stanicama
viS§i je nego kod zdravih miSeva. Cisplatina snizava ukupni broj
leukocita te postotak neutrofilnih leukocita i limfocita u perifernoj
krvi. Halotan i izofluran smanjuju broj leukocita u perifernoj krvi, a
kombinacija halotana i cisplatine dovodi do najjaCe leukopenije i
neutropenije.

Halotan sam i/ili zdruzZen s cisplatinom djeluju hepatotoksicno.
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7. SAZETAK

Genotoksicni i citotoksi¢éni u€inak inhalacijskih anestetika i cisplatine na

zdrave i stanice Ehrlich ascites tumora u Swiss albino miseva

IstraZili smo genotoksi¢ni i citotoksi€ni ucinak inhalacijskihn anestetika
sevoflurana, halotana i izoflurana, citostatika cisplatine te zdruZeni ucinak
inhalacijskih anestetika i cisplatine na zdrave stanice Swiss albino miSeva te zdrave i
tumorske stanice miSeva nositelia Ehrlich ascitesnog tumora (EAT) na temelju
kvantitativnih pokazatelja molekularnih i staniénih oStecenja kao i klini¢kih
biokemijskih i hematoloSkih pokazatelja. Cilj istrazivanja bio je ustanoviti da li
zdruzeno djelovanje inhalacijskih anestetika i cisplatine pojacava ili slabi njihov
pojedinacni uc€inak na limfocite periferne krvi, stanice jetre, bubrega, mozga te
stanice Ehrlich ascitesnog tumora i koji od navedenih inhalacijskih anestetika kod
viSekratnih anestezija ima najmanju toksi¢nost na zdrave stanice te povecanu
toksi¢nost na stanice tumora.

MiSeve smo podijelili u dvije skupine; zdrave miSeve te miSeve nositelje
tumora (injicirane intraperitonealno (i.p.) s 2 X 10° stanica EAT). Stanice EAT
odrzavali smo u Swiss albino miSevima serijskim presadivanjem stanica i.p. u
trbusnu Supljinu misa u periodu od 7-9 dana u obliku ascitesa. Obje skupine miSeva
podijelili smo u osam podskupina ovisno o tome da li smo ih opetovano anestezirali
sevofluranom, halotanom ili izofluranom, te da li smo im injicirali intraperitonealno
cisplatinu.

Upite na postavljene ciljeve razjasnili smo rabedi slijedece metode: komet
test, mikronukleus test, analizu postotka tumorskih stanica u apoptozi i nekrozi,
odredivanje broja Zivih i mrtvih  tumorskih stanica u peritonealnoj tekucini, te

odredivanje hematolo$kih i biokemijskih odrednica krvi pokusnih Zivotinja.
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Rezultati komet testa pokazuju da sva tri inhalacijska anestetika izazivaju
oStecenja DNK limfocita periferne krvi, stanica mozga, jetre, bubrega te Ehrlich
ascitesnih tumorskih stanica. Najjaa genotoksi¢na oSteéenja prouzrocena
inhalacijskim anesteticima vidljiva su na stanicama mozga, posebice nakon
ponavljanih anestezija halotanom. Sevofluran ima najjaci genotoksi¢ni ucinak na
limfocite periferne krvi, a halotan na stanice jetre. Sevofluran i izofluran znatno jace
ostecuju DNK stanica bubrega od halotana. Limfociti periferne krvi, stanice mozga,
jetre i bubrega miSeva s injiciranim tumorskim stanicama imaju znatno vecéa bazalna
oStec¢enja DNK nego istovrsne stanice zivotinja bez tumora. DNK stanica Ehrlich
ascitesnog tumora pokazuje najvecu osjetliivost na ponavljane anestezije
halotanom.

Kombinacija cisplatine i inhalacijskih anestetika ima znatno jaci genotoksicni
ucinak na limfocite periferne krvi, stanice jetre i bubrega u odnosu na ucinak samih
inhalacijskih anestetika, medutim kombinacija cisplatine i inhalacijskih anestetika
ima manji genotoksi¢ni u¢inak na EAT stanice u odnosu na pojedinacni ucinak
sevoflurana, halotana (p<0,01) i izoflurana (p<0,05). Nadalje, anestezije halotanom
prouzroCile su najveci broj mikronukleusa u retikulocitima periferne krvi miseva.
ViSekratna anestezija halotanom i sevofluranom smanjuju broj Zivih EAT stanica u
ascitesu miSeva u odnosu na kontrolu, dok anestezija izofluranom pospjesuje rast
stanica tumora. Smrt stanica prouzroCena cisplatinom temelji se na procesu
apoptoze u oko 40% stanica tumora, dok anestezija halotanom i sevofluranom
potiCe apoptozu u 10% stanica tumora. Zdruzeni ucinak cisplatine i inhalacijskih
anestetika povecéava broj ukupno mrtvih stanica u ascitesu miSeva. Halotan i
izofluran smanjuju broj leukocita u perifernoj krvi, a kombinacija halotana i cisplatine
dovodi do najjace leukopenije i neutropenije te djeluje hepatotoksi¢no. Sukladno
rezultatima naseg istrazivanja halotan ima najjaci genotoksicni i citotoksi¢ni ucinak
na tumorske stanice, medutim obzirom na njegovu toksi¢nost na zdrave stanice
prikladniji anestetik za anesteziju miSeva s tumorom je sevofluran, dok ponavljane

anestezije izofluranom povecéavaju rast tumorskih stanica.
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Dobiveni rezultati upucuju na potrebu daljnjih istrazivanja vezano uz
genotoksicnost i citotoksi¢nost inhalacijskih anestetika, kao i njihove medureakcije s
nekim drugim citostaticima koji su u svakodnevnoj upotrebi kod bolesnika s malignim
bolestima. Takoder je potrebno bolje prouciti mehanizam na koji dolazi do
pojacavanja ili slabljenja ucinka citostatika na tumorske stanice zbog medureakcije s
anesteticima.

Buduca istrazivanja bilo bi korisno usmijeriti na analizu popravaka DNK
zdravih stanica nakon ponavljanih anestezija inhalacijskim anesteticima i zdruzenog
djelovanja s citostaticima metodama komet testa i nekim drugim citogenetickim
testovima (strukturne aberacije kromosoma, izmjene sestrinskih kromatida,
mikronukleus test i dr.) kao i pratiti moguénost nastanka posljedica vidljivih tek kroz

duzi vremenski period.
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8. SUMMARY

Genotoxic and cytotoxic effects of inhalation anaesthetic and cisplatin on

healthy and Ehrlich ascites tumour cells of Swiss albino mice

In this study the genotoxic and cytotoxic effects of inhalation anaesthetic
isoflurane, sevoflurane and halothane, with/or without cytostatic cisplatine were
investigated on healthy Swiss albino mice cells and tumour cells of Ehrlich ascites
tumour (EAT) carrier mice using quantitative analysis of molecular and cell structure
damage and clinical biochemical and haematological assays. The goal of this study
was to explore whether inhalation anaesthetics together with cisplatine enhance or
decrease their effects on peripheral blood lymphocytes, hepatocytes, renal cells,
neurons and Ehrlich ascites tumour cells. Additional goal was to determine which of
those anaesthetics induced the least toxicity on healthy cells and which one
increased toxic effect of cisplatine on tumour cells.

The mice were divided in two groups: healthy control mice and mice carriers
of tumours (i.p. injection with 2 X 10° EAT cells). EAT cell line were kept alive in
albino mice by serial passages intraperitoneally every 7-9 days in ascites fluid.
Those two groups were subdivided into 8 subgroups each, based on repeated
anaesthesia with sevoflurane, halothane or isoflurane, or i.p. injection of cisplatine.
Cells were collected and analyzed by comet test, micronucleus test, determination of
percent of tumour cells in apoptosis and necrosis, by counting alive and dead
tumour cells in peritoneal fluid and by haematological and biochemical tests from
blood of experimental animals.

The results of comet test showed that all three inhalation anaesthetics
damaged DNA of lymphocytes, neurons, hepatocyte, kidney and EAT cells. The
strongest genotoxic damage is seen in neurons after repeated treatment with
halothane. Sevoflurane exhibited the strongest genotoxic effect on lymphocytes and
halothane had the most deleterious effect on hepatocytes. Sevoflurane and

CXXIV



isoflurane damage DNA of kidney cells more that halothane. Lymphocytes, neurons,
hepatocytes and kidney cells from mice with tumour had much higher basal DNA
damage that same type cells from control animals without tumour. Combination of
cisplatine and inhalation anaesthetics had much stronger genotoxic effects on
lymphocytes, renal and liver cells than inhalation anaesthetics per se. However,
combination of cisplatine and inhalation anaesthetics has less genotoxic effect on
EAT cells than individual effect of sevoflurane, halothane (p<0.01) and isoflurane
(p<0.05). Furthermore, anaesthesia with halotane induced the highest number of
micronuclei in reticulocytes of peripheral blood. Repeated anaesthesia with
halothane and sevoflurane decreased number of living EAT cells in ascites
compared to control, while anaesthesia with isoflurane increased the tumour cells
growth. Cisplatine induced apoptosis in 40% of tumour cells, while anaesthesia with
halothane and sevoflurane induce apoptosis in 10% of tumour cells. Cisplatine and
inhalation anaesthetics together increased the number of dead cells in ascites of
mice. Halothane and isoflurane decreased the number of leucocytes in blood and
combination of halothane and cisplatine induced leucopoenia and neutropaenia and
had hepatotoxic effects. The strongest genotoxic and cytotoxic effects on tumour
cells has halothane, however due to its toxicity on healthy cells more appropriate
anaesthetic for mice with tumour is sevoflurane, while repeated anaesthesia with
isoflurane increased the growth of tumour cells.

The results of this study emphasize the needs for further studies exploring
genotoxicity and cytotoxicity of inhalation anaesthetics, and their interactions with
other cytostatics which are commonly used in routine clinical practice in patients with
malignant disease. It is necessary to investigate in greater details the mechanisms
of increased or decreased effects of cytostatics on tumour cells due to interaction

with inhalation anaesthetics.
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albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su
prikazani kao prosjecne vrijednosti+SE.

Slika 22. Koncentracija alkalne fosfataze u perifernoj krvi Swiss albino miSeva
izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani kao
prosje¢ne vrijednosti+SE.

Slika 23. Koncentracija aspartat aminotransferaze u perifernoj krvi Swiss albino
miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su
prikazani kao prosjecne vrijednosti+SE.

Slika 24. Koncentracija alanin aminotransferaze u perifernoj krvi Swiss albino
miSeva izlozenih djelovanju inhalacijskihn anestetika i cisplatine. Rezultati su
prikazani kao prosje¢ne vrijednosti+SE postotaka.

Slika 25. Koncentracija ukupnih proteina u perifernoj krvi Swiss albino miSeva
izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani kao
prosjecne vrijednosti+SE.

Slika 26. Koncentracija ureje u perifernoj krvi Swiss albino miSeva po skupinama
izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani kao
prosjecne vrijednosti+SE.

Slika 27. Koncentracija kreatinina u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZenih
djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine. Rezultati su prikazani po skupinama

kao prosjecne vrijednosti+SE.

CXLVII



12. POPIS TABLICA:

Tablica 1. Plan pokusa

Tablica 2. StatistiCka analiza rezultata komet testa limfocita periferne krvi Swiss albino
miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine.

Tablica 3. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica mozga Swiss albino miSeva
izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine.

Tablica 4. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica jetre Swiss albino miSeva
izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 5. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica bubrega Swiss albino miSeva
izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 6. Statisticka analiza rezultata komet testa stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora
Swiss albino miSeva po skupinama izloZenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine
Tablica 7. Statisticka analiza rezultata mikronukleus testa retikulocita periferne krvi Swiss
albino miSeva in vivo izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika

Tablica 8. Statisticka analiza rezultata broj stanica Ehrlichovog ascitesnog tumora u
peritonealnoj tekuéini Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih
anestetika i cisplatine

Tablica 9. Statisticka analiza rezultata apoptoze stanica Ehrlichovog ascitesnog
tumora u peritonealnoj tekucini Swiss albino miSeva izloZenih djelovanju inhalacijskih
anestetika i cisplatine

Tablica 10. Statisticka analiza rezultata nekroti¢nih stanica Ehrlichovog ascitesnog
tumora u peritonealnoj tekucini Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju cisplatine i
inhalacijskih anestetika

Tablica 11. StatistiCka analiza rezultata ukupnog postotka mrtvih stanica Ehrlichovog
ascitesnog tumora u peritonealnoj tekucini Swiss albino miSeva izlozenih djelovanju
inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 12. Statisticka analiza rezultata ukupnog broja leukocita periferne krvi Swiss

albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

CXLIX



Tablica 13. Statisticka analiza rezultata postotaka neutrofila u perifernoj krvi Swiss
albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 14. Statisticka analiza rezultata postotaka limfocita u perifernoj krvi Swiss
albino miSeva izloZzenih po skupinama djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine
Tablica 15. Statisticka analiza rezultata postotaka monocita od ukupnog broja
leukocita u perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih
anestetika i cisplatine

Tablica 16. StatistiCka analiza rezultata koncentracije alkalne fosfataze u perifernoj krvi
Swiss albino miSeva izlozenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 17. Statisticka analiza rezultata vrijednosti aspartat aminotransferaze u
perifernoj krvi Swiss albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i
cisplatine

Tablica 18. Statisticka analiza rezultata vrijednosti aspartat aminotransferaze u
perifernoj krvi Swiss albino miSeva po skupinama izloZenih djelovanju inhalacijskih
anestetika i cisplatine

Tablica 19. Statisticka analiza rezultata koncentracije ukupnih proteina u perifernoj krvi
Swiss albino miSeva izlozenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 20. Statisticka analiza rezultata koncentracije ureje u perifernoj krvi Swiss
albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

Tablica 21. Statisticka analiza rezultata koncentracije kreatinina u perifernoj krvi Swiss

albino miSeva izloZzenih djelovanju inhalacijskih anestetika i cisplatine

CL



