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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

°C — stupnjevi celzijusa - mjerna jedinica temperature

Al fosfolipaza — fosfolipazni enzim koji uklanja 1-acil (engl. phospholipase Al)
A2 fosfolipaza — fosfolipazni enzim koji uklanja 2-acil (engl. phospholipase A2)
A2aR — A2A adenozinski receptor (engl. A2A adenosine receptor)

AC - adenilat ciklaza (engl. adenine cyclase)

Adora2B — adenozinski A2B receptor (engl. adenosine A2B receptor)

ADP — adenozin-difosfat (engl. adenosine diphosphate)

AMP — adenozin-monofosfat (engl. adenosine monophosphate)

AMPK - proteinska kinaza koju aktivira adenozin-monofosfat (engl. 5" adenosine
monophosphate-activated kinase)

Ang — angiotenzin (engl. angiotensin)

atm — standardna atmosfera - jedinica za tlak

ATP — adenozin-trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

BAR — prognosticki model izrac¢una rizika kod transplantacije jetre (engl. balance of risk)
Bcl-2 — protein obitelji B-limfoma-2 (engl. B-cell leukemia/lymphoma-2)

BIS — bispektralni indeks (engl. bispectral index)

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

Ca ?* ATPaza — kalcijeva adenozinska-trifosfataza (engl. calcium adenosine triphosphatase)
Ca?" —ion kalcija (engl. calcium ion)

Ca?" pumpa — kalcijska pumpa (engl. calcium pump)

CAH — kroni¢ni aktivni hepatitis (engl. chronic active hepatitis)

CAM — molekule stani¢ne adhezije (engl. cell adhesion molecule)

CAMP — ciklicki adenozin monofosfat (engl. 3-5"-cyclic adenosine monophosphate)


https://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine
https://en.wikipedia.org/wiki/Triphosphatase
https://hr.wikipedia.org/wiki/Cikli%C4%8Dki_adenozin_monofosfat

CD4 + T-limfociti — pomo¢nicki CD4-pozitivni T-limfociti (engl. T-lymphocyte
CD4 positive)

cGMP - ciklicki gvanozin-monofosfat (engl. cyclic guanilate monophosphate)
CO; — ugljikov dioksid (engl. carbon dioxide)

D-MELD - prognosticki model procjene ishoda transplantacije jetre (engl. donor age and

recipient model for End-stage Liver Failure)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
DRI — indeks rizika darivatelja (eng. donor risk index)
EEG — elektroencefalogram (engl. electroencephalogram)

ENE-78 — peptidi aktivacije neutrofilnih granulocita - 78 (engl. epithelial neutrophil
activating peptide - 78)

eNOS - endotelna sintaza duSikova oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase)
ER — endoplazmatski retikulum (engl. endoplasmic reticulum)

ERK — izvanstani¢na kinaza regulacije signalnog puta (engl. extracellular signal-regulated

kinase)

ESAM - adhezivne molekule selektivne za endotelne stanice (engl. endothelial selective

adhesion molecule)
ET-1 — endotelin 1 (engl. endothelin 1)
etCO, — ugljikov-dioksid na kraju izdaha (engl. end-tidal carbon dioxide)
ET-DRI — Eurotransplant indeks rizika darivatelja (eng. Eurotransplant donor risk index)
FBPase-1 — fruktoza 1,6-bifosfataza (engl. fructose 1,6-bisphosphatase)
G — mjerna jedinica promjera — Gauge
GK — glukokinaza (engl. glucokinase)

GM-CSF — citokin koji stimulira stvaranje granulocitno-makrofagne stani¢ne linije (engl.

GM- CSF — granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

GSH - glutation (engl. gluthatione)



H* — vodikov ion (engl. hydrogen ion)

H20,— vodikov peroksid (engl. hydrogen peroxide)

HO-1 — hem oksigenaza -1 (engl. heme oxygenase-1)

HSC — zvjezdaste stanice jetre — Itoove stanice (engl. hepatic stellate cell)

HSPs — proteini toplinskog Soka (engl. heat shock proteins)

ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1 (engl. intercellular adhesion molecule-1)
IFN-Y — interferon gama (engl. interferon gamma)

IL-1 — interleukin-1 (engl.interleukin-1)

IL-8 — interleukin-8 (engl. interleukin-8)

INOS — inducibilna sintaza duSikova oksida (eng. inducible nitric oxide synthase)

IQR — interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

K-ATP — ATP-osjetljivi kalijski kanali (engl. ATP-sensitive potassium channel)

KC — Kupfferova stanica (engl. Kupffer cell)

KLF2 — faktor nalik proteinu Kruppel 2 (engl. Kruppel-like factor 2)

kPa — kilopaskal (engl. kilopascal)

LSEC - sinusoidne endotelne stanice jetre (engl. liver sinusoidal endothelial cell)

MAC — minimalna alveolarna koncentracija (engl. minimum alveolar concentration)
Mac-1 receptori — receptori integrin leukocita aMB2 (engl. macrophage-1 antigen receptor)
MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase)
mcg/kg = png/kg — mikrogram po kilogramu (engl. microgram per kilogram)

mcg/kg/min = pg/kg/min — mikrogram po kilogramu u minuti (engl. microgram per

kilogram per minute)

mcg/kg/sat = pg/kg/sat — mikrogram po kilogramu u satu (engl. microgram per kilogram per

hour)

mg — miligram (engl. miligram)



mg/kg — miligram po kilogramu (engl. miligram per kilogram)

mikroRNA — mikroribonukleinska kiselina (skraceno miRNA, eng. microribonucleic acid,
MIiRNA)

miR-9-5p — mikroribonukleinska kiselina-9-5-p (engl. microribonucleic acid-9-5-p)

mitoK ATP — mitohondrijski kalijev ATPkanal (engl. mitochondrial ATP-sensitive potassium

channel)
mmHg — milimetar zivina stupca (engl. millimeters of mercury)
mmol/l — milimol po litri (engl. milimoles per liter)
MMPs — metaloproteinaze (engl. metalloproteinases)
MODS - sindrom viseorganske disfunkcije (engl. multiorgan dysfunction syndrome)
MPO — mijeloperoksidaza (engl. myeloperoxidase)
Na* — natrijev ion (engl. sodium ion)
Na*/H* pumpa — natrij/vodikova pumpa (engl. sodium/hydrogen pump)
Na*/K* pumpa — natrij/kalij pumpa (engl. sodium/potassium pump)

Na*-K* ATPaza — natrij/kalij adenozin trifosfataza (engl. sodium—

potassium adenosine triphosphatase)

NADH - reducirani nikotinamid adenin dinukleotid (engl. reduced nicotinamide adenine

dinucleotide)
NF- kB — faktor jezgre B (engl. nuclear factor kappa B)
NO — dusikov oksid (engl. nitric oxide)

Nrf2 — faktor jezgre (eritroidno 2-povezan ¢imbenik 2 (engl. nuclear factor (erythroid-2-

related factor)
O2" —ion kisika (engl. oxygen ion)
OAA - oksaloctena kiselina (engl. oxaloacetic acid)
OH™ — hidroksilni ion (engl. hydroxyl)

ONOQO" — peroksinitritni ion (engl. peroxynitrite)
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https://en.wikipedia.org/wiki/Potassium
https://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine
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PEEP — pozitivan tlak na kraju izdisaja (engl. positive end-expiratory pressure)
PEP — fosfoenolpiruvat (engl. phosphoenolpyruvate)
PFK — fosfofruktokinaza (engl. phosphofructokinase)

pH — logoritamska skala mjere kiselosti ili baznosti vodenih otopina (engl. power of
hydrogen)

PK — protein kinaza (engl. protein kinase)

PMN — neutrofilni granulociti (engl. polymorphonuclear neutrophils)

QTc— korigirani QT interval (engl. corrected QT interval)

RBP4 — retinol - vezni protein 4 (engl. retinol-binding protein 4)

RC — udaljeno kondicioniranje (engl. remote conditioning)

RIC — udaljeno ishemijsko kondicioniranje (engl. remote ischemic conditioning)

ROCK — Rho-povezana protein kinaza (engl. Rho-associated coiled-coil containing kinases)
ROS - reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)

SD - standardna devijacija (engl. standard deviation)

SOD - superoksidna dismutaza (engl. superoxide dismutase)

SOFT — bodovanje prezivljenja nakon transplantacije jetre (engl. survival outcomes following

liver transplant)
TM — trombomodulin (engl. thrombomodulin)
TNFa — faktor tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor o)
UPR — odgovor nesmatanja proteina (engl. unfolded protein response)
VT — di$ni volumen (engl. tidal volume)
VWF — von Willebrandov faktor (engl. von Willebrand factor)

X/XOD - ksantinska oksidaza/ksantinska dehidrogenaza (engl. xanthine/xanthine dehydrogen

oxidasis)

XD — ksantinska dehidrogenaza (engl. xanthine dehydrogenase)



XO - ksantinska oksidaza (engl. xanthine oxidase)



1 UVOD | SVRHA RADA

1.1 Transplantacija jetre

Otkad postoji svijest o bolestima i bolesnim organima, postoji i zelja o zamjeni tih istih
organa za zdrave ako se bolest ne moze izlijeciti. Iz toga se izrodila i ideja o transplantacijskoj
medicini. Kroz povijest se spominju povremeni pokusaji, uspjesi, legende i mitovi. lako su i
prije toga postojali opisi autolognih transplantacija, za prvu dokumentiranu transplantaciju

......

presadivsi uspavanom bolesniku nogu tek preminuloga crnca (1). Ta je transplantacija

uprizorena nizom slika i opisana kao ,,prva uspjesna transplantacija”.

Slika 1. Majstor Los Balbasesa, sveti Kuzma i Damjan cudotvorno transplantiraju nogu,
1495.,
dostupno na: https://www.wdl.org/en/item/3251/



Pocetkom 20. stoljeéa pocinje se ozbiljnije i sustavnije eksperimentirati s transplantacijama
solidnih organa i tkiva. Gledajuéi proslo stoljee, impresivno je promatrati koliko je brzo
transplantacija solidnih organa presla put od eksperimenata do klini¢ki uspjesnog lijeCenja koje
spasava ljudski zivot i financijski je isplativije od dotadasnjih nacina lijecenja. Ubrzani razvoj
transplantacijske medicine traje zadnjih Sezdesetak godina. Na tom Se putu transplantacijska
medicina morala suoCiti s nizom prepreka: prihva¢anjem unutar kulture i civilizacije,
zakonskim okvirima, politickim izazovima, imunoloskim pitanjima, razvojem imunosupresije,
lije¢enjem zaraznih bolesti, oCuvanjem organa, napretkom kirurskih tehnika te organizacijskim

problemima u postupku eksplantacije i implantacije organa.

Veliki broj Nobelovih nagrada koje su dodijeljene medicini u 20. stoljecu posvecene su
otkri¢ima u transplantacijskoj medicini (2). Kao i u svakom drugom podru¢ju medicine i u
transplantacijskoj medicini trebalo se iskristalizirati koje su prednosti, odnosno nedostatci
takvog vida lijeCenja. S godinama i iskustvom, lijeCenje transplantacijom postaje sve uspjesnije.
Kroz dugi niz godina, zbog rezultata, transplantacijsko lijeCenje pokazalo se kao opcija lije¢enja
s kratkoro¢no 1 dugoro¢no znacajnom dobrobiti za prezivljenje primatelja 1 znacajno vecom
koristi u odnosu na nezeljene posljedice takvog oblika lije¢enja. U zadnjih dvadesetak godina
uoCava se trend trostrukog povecanja ukupnog broja transplantacija solidnih organa na

globalnoj razini (3).

Prve transplantacije jetre izveli su 1. ozujka 1963. Thomas Starzl u Denveru (Sjedinjene
Americke Drzave) i svega nekoliko godina kasnije, 1968., Roy Calne u Cambridgeu (Velika
Britanija) (4). Starzl je transplantaciju jetre izveo na trogodiSnjem djetetu s bilijarnom
atrezijom, a dijete je nazalost preminulo tijekom samog zahvata zbog nekontroliranog
krvarenja. Nakon toga je Starzl 1967. izveo uspjeSnu transplantaciju na devetnaestogodi$njoj
djevojci s hepatoblastomom. Pozivjela je godinu dana, nakon ¢ega je preminula zbog
presadnica (5). Danas je transplantacija jetre standardni postupak lijeCenja zavr$nih stadija
bolesti jetre i akutnog jetrenog zatajenja. Sam zahvat pripada najslozenijim kirur§kim
zahvatima i oblicima transplantacije jer su pristup organu, hemodinamske promjene i kontrola
krvarenja veliki izazov za anesteziologe i kirurge. Transplantacija jetre je vitalna transplantacija
jer ne postoji adekvatna i dugotrajno prihvatljiva zamjena za jetru koja ne obavlja svoju
funkciju. Napredak kirurSske tehnike, zbrinjavanje bolesnika poslije transplantacije i
imunosupresija doveli su do veceg broja prezivjelih pacijenata nakon transplantacije jetre te je
danas postotak prezivjelih pacijenata s transplantiranom jetrom blizu 96% nakon godinu dana

i 71% nakon 10 godina od transplantacije jetre (6). Ovi podaci pokazuju impresivnu ulogu
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transplantacijskog lije¢enja u medicini. Gotovo 71% bolesnika, koji su zbog zavrsne faze
bolesti jetre bili osudeni na smrt i imali predvideno prezivljenje do godinu dana, prezivljava s

novim organom vise od 10 godina nakon zahvata.

Godisnje se u svijetu ucini vise od 80.000 postupaka, a u Republici Hrvatskoj vise od 130.
Transplantacija jetre danas je standardni postupak lije¢enja bolesnika u terminalnoj fazi
akutnog ili kroni¢nog zatajenja jetre bilo koje etiologije. Kako se za sve veci broj bolesti
postavlja indikacija za transplantaciju organa, a zbog izvrsnih rezultata, specijalisti
gastroenterologije se sve ¢es¢e odlucuju za postavljanje indikacije za transplantaciju zbog ¢ega
se javlja potreba za sve ve¢im brojem darovanih organa, a to dovodi do povecanja lista ¢ekanja
i rezultira da 10 - 30% bolesnika umire ¢ekajuci organ (7). Kako bi se smanjila smrtnost
bolesnika, ulazu se posebni napori kako bi se bolje iskoristili postoje¢i presadci. Taj nesrazmjer
izmedu potrebe i potraznje za darovanim organima potencijalno otvara put ilegalnim i, u
krajnjem slucaju, upitnim radnjama. Danasnje ozracje, U kojem se ocajnicki traze novi organi
kako bi se smanjila smrtnost na listama ¢ekanja, dovodi do toga da se svaki organ koji je
ponuden za transplantaciju detaljno analizira od strane transplantacijskih organizacija i
lije¢nika koji su ukljuceni u postupak prihvacanja tog organa. 1z tih su se razloga prosirili
prijasnji strogi kriteriji za prihvacanje organa. ldealni presadak jetre dobiva se od darivatelja
koji je mozdano mrtav, mladi od 40 godina i Koji je preminuo zbog traume. Nazalost, takvih
idealnih darivatelja nema mnogo te se, uz Kkriterije za transplantaciju koji se kontinuirano $ire,
pocelo pribjegavati darivateljima s takozvanim grani¢nim Kkriterijima za kvalitetu organa.
Organizacija Eurotransplant, krovna udruga dijela zemalja Europe za transplantaciju solidnih
organa, kojoj pripada i Republika Hrvatska, definirala je tzv. grani¢nog darivatelja, postojanjem
jednog ili viSe od navedenih kriterija: dob darivatelja iznad 65 godina, mehanic¢ka ventilacija u
Jedinici intenzivnog lije¢enja dulja od 7 dana, indeks tjelesne mase veci od 30, masna promjena
jetre (steatoza) vise od 40% jetrenog parenhima, koncentracija serumskog natrija iznad 165
mmol/l, jetrena alkalna fosfataza iznad 105 U/I, gama-glutamil transferaza iznad 90 U/l i
koncentracija serumskog bilirubina iznad 3 mg/dl (1-5). Na kraju je iz definicije iskljucen
kriterij steatoze presatka jer vecina europskih transplantacijskih centara nema biopsiju presatka
prije transplantacije jetre kojom bi ju odredili. Postoje istrazivanja s kontradiktornim
rezultatima vezanim uz ulogu dobi darivatelja za ishod transplantacije. Prema nekim
istrazivanjima, sama dob darivatelja ne utjeCe na prezivljenje (ali primatelja da), a prema
drugim istrazivanjima znacajna je za prezivljenje (8, 9). Trenutna statistika pokazuje da su

darivatelji najcesce pretili, stariji te u anamnezi imaju ranije lijeCenu malignu bolest (10).



Smatra se da je vise od 50% presadaka jetre u podrucju Eurotransplanta dobiveno od darivatelja
koji se smatraju grani¢ne kvalitete (11). Organi grani¢ne kvalitete prihvatljivi su za postupak
transplantacije jer osiguravaju zadovoljavajuce prezivljenje presatka i primatelja, ali iskljucivo
ako se primjenjuju uz nepostojanje drugih rizika za nepovoljan ishod transplantacije kao Sto su
dugotrajna ishemija, infekcije, komplikacije kirurSkog zahvata i komorbiditet primatelja.
Trenutni kriti¢ni nedostatak darivanih organa dovodi do ukljucivanja u transplantaciju i
darivatelja s graniénim kriterijima: starije osobe, osobe s masnim promjenama u jetri i
darivatelji nakon kardiorespiratornog zastoja. Takvi organi su posebno osjetljivi na ishemijsko-
reperfuzijsku ozljedu (7). Istrazivanja pokazuju da je poglavito jetreni parenhim starije osobe
podlozniji ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama zbog relativno smanjenog broja hepatocita i sa
smanjenim regenerativnim kapacitetom (12). Uz stalno trazenje definicija idealnog darivatelja
i onog koji nikako nije prihvatljiv za postupak transplantacije, paralelno se pojavljuju razne
strategije za poboljSanje kvalitete presadaka. To je i jedan od razloga rasta industrije uredaja
(tzv. prezervacijskih uredaja) koji omoguc¢uju o¢uvanje darovanih organa izvan ljudskog tijela

sa §to manjim oStecenjima.

Osim primarno patohistoloske kvalitete darovanih organa, za uspjesnu transplantaciju bitna
je sto manja ishemijsko-reperfuzijska ozljeda i zato se tezi kracem vremenu hladne i tople
ishemije. Postoje razlic¢ita bodovanja koja predvidaju prezivljenje. Veéina bodovanja ukljucuje
vrijednosti trajanja hladne ishemije i dob darivatelja, a neka bodovanja ukljucuju ¢ak i obiljezja
alokacije organa (indeks rizika darivatelja (DRI; eng. donor risk index), Eurotransplant indeks
rizika darivatelja (ET-DRI; eng. Eurotransplant donor risk index), bodovanje preZivljenja
nakon transplantacije jetre (SOFT; engl. survival outcomes following liver transplant),
prognosti¢ki model procjene ishoda transplantacije jetre (D-MELD; engl. donor age and
recipient model for End-stage Liver Failure) i prognosticki model izracuna rizika kod
transplantacije jetre (BAR; engl. balance of risk) (13, 14, 15, 16, 17)).

Jetrena ishemijsko-reperfuzijska ozljeda je poznati ¢imbenik koji utje¢e na ishod presatka
ukljuéujuc¢i odgodenu funkciju (10-25%) i primarnu afunkciju presadka (5-15%), ali i kasniju
afunkciju presatka uzrokujuci ishemijsku kolangiopatiju i poti¢u¢i imunolosku aloreakciju
preko aktiviranja prirodene imunosti (18, 19). Osim toga, prisutan je porast broja klini¢kih
dokaza koji ukazuju na to da ishemijsko-reperfuzijska ozljeda ubrzava povrat karcinoma
jetrenih stanica nakon transplantacije jetre (20). Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda moze, osim
na poslijetransplantacijsku funkciju presatka jetre, imati i globalne posljedice na cijeli

organizam, utjecu¢i na udaljene organe kao $to su pluca, crijeva, bubrezi, nadbubrezne Zlijezde
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i gusteraCa, a sve vodeé¢i do sindroma viseorganske disfunkcije (MODS; engl. multiorgan

dysfunction syndrome) (21).



1.2  Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda

Jetrom prolazi oko 25% potpunog sréanog izbacaja krvi, iako jetra ¢ini samo oko 2-3%
ukupne mase tijela. Jetra ima dvojnu krvnu opskrbu. Arterijska krv ulazi u organ kroz vlastitu
jetrenu arteriju koja je grana zajednicke jetrene arterije, a ima izlaziste u celijacnom dijelu
trbusne aorte (22). S druge strane, preko portalne vene iz gornje mezenteri¢ne i splenhni¢nih
vena, cijela venska drenaza splanhni¢nog sustava dovodi vensku krv u jetru. Jetrena arterija
pridonosi s oko 25% cirkulacije, a portalna s oko 75% cirkulacije jetre, ali ako se gleda
oksigeniranost, svaka od tih dviju krvnih opskrba pridonosi s oko polovicom zalihe kisika (23).

Ishemija je definirana kao nedostatna opskrba tkiva oksigeniranom krvlju, $to uzrokuje
manjak oksigenacije tkiva i dovodi do poremec¢aja metabolizma stanice. Reperfuzija oznacava
ponovnu uspostavu protoka krvi. Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda je stani¢no ostecenje tkiva
nakon reperfuzije, koje je inicijalno bilo vijabilno nakon ishemije (24). Znaci, paradoksalno
dolazi do oSte¢enja nakon §to se uspostavi ponovna krvna opskrba. Ova vrsta ozljede jetre bila
je prepoznata kao klini¢ki znacajna jo§ 1975. prilikom eksperimentalnih transplantacija jetre

kod pasa (25). Sredinom osamdesetih, termin reperfuzijska ozljeda ustalio se u literaturi.

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda je kompleksan i specifican proces unutar kojeg se
ispreplice mnostvo razli¢itih ¢imbenika i1 procesa. U cjelovitom patogenetskom procesu
nastanka ishemijsko-reperfuzijske ozljede prisutno je jo§ mnogo nepoznanica. Do sada su
definirane Cetiri faze procesa ozljede: hladna i topla ishemija te, rana i kasna reperfuzijska
ozljeda. Prve dvije faze, hladna i topla ishemija, karakterizirane su nedostatkom Kkisika i
nutrijenata, $to u konacnici dovodi do nedostatka adenozin trifosfat (ATP; engl. adenosine
triphosphate) sa svim njegovim posljedicama. U fazi hladne ishemije primarno dolazi do
ostecenja endotelnih stanica sinusoida, a u fazi tople ishemije dolazi do ostecenja hepatocita
(26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34). Ishemijska ozljeda kod hladne ishemije specifi¢na je za
transplantaciju, dok je ishemijska ozljeda kod tople ishemije klinicki znacajna kod
transplantacije, traume, hipovolemi¢nog Soka, nekih vrsta toksi¢nih ozljeda jetre, veno-
okluzivne bolesti, Budd-Chiarijevog sindroma i elektivne Kirurgije jetre kad je potrebno
zaustaviti protok krvi kroz jetru kako bi se smanjilo krvarenje. Prema vremenu nastanka,
reperfuzijska ozljeda se moZze podijeliti na ranu i kasnu. Kod svake od tih faza postoje specificni
mehanizmi ozljede i elementi koji sudjeluju u njima, iako ¢esto dolazi do preklapanja mnogih

1 tesko je odvojiti pojedinacne faze.



Hipotermija reducira metabolicke potrebe tkiva i zbog toga produzuje vrijeme U kojem
stanica bez kisika moze odrzati osnovne metabolicke funkcije te smanjuje uinkovitost
unutarstani¢nih enzima u razgradnji stani¢nih komponenti, ali ne sprjeava metabolizam u
potpunosti. Tijekom ishemije, nedostatak kisika i nutrijenata dovodi do niza biokemijskih
promjena u stanici. Za mehanizam ishemijske ozljede, klju¢no je zaustavljanje procesa
oksidativne fosforilacije u mitohondrijima, prebacivanje aerobnog u anaerobni metabolizam i
deplecija ATP-a koji je najvazniji izvor energije za sve stani¢ne funkcije (35). Zbog manjka
ATP-a potice se glukoliza. Glukolizom se pokuSava dobiti ATP u anaerobnim uvjetima, ali
dobivena smanjena koli¢ina ATP nije dovoljna za dugotrajnije normalno funkcioniranje
stanica. Rezultat glukolize je nastanak mlije¢ne kiseline ¢ije nakupljanje pridonosi stani¢noj
acidozi. Jo§ jedan ¢imbenik koji pridonosi stani¢noj acidozi je prekid oksidacije reduciranog
nikotinamid adenin dinukleotida (NADH; engl. reduced nicotinamide adenine dinucleotide) u
mitohondrijima S$to potie prijelaz piruvata u laktat. Nadalje, zbog nedostatka ATP-a
posljedi¢no dolazi do prekida stani¢nih transportnih procesa. Natrij-kalij adenozin trifosfataza
(Na*™-K* ATPaza; engl. sodium—potassium adenosine triphosphatase) ne moze vrsiti svoju
funkciju te dolazi do nakupljanja iona natrija (Na*; engl. sodium ion) u stanici, §to zatim dovodi
do zadrzavanja i iona kalcija (Ca2*; engl. calcium ion) i vode te do unutarstanié¢nog edema.
Porast koncentracije Ca?* nastaje i zbog usporenja rada kalcijske pumpe (Ca?* pumpe; engl.
calcium pump) na stanicnoj membrani i membrani endoplazmatske mrezice. Porast
unutarstani¢ne koncentracije kalcija i manjak energije znacajni su ¢imbenici mitohondrijske
permeabilitetne tranzicije — poremecaja funkcije mitohondrija koji nastaje zbog stvaranja pora
na mitohondrijskoj membrani $to dovodi do gubitka elektrokemijskog gradijenta vodikovog
iona (H*; engl. hydrogen ion) i, kona¢no, rasprezanja oksidativne fosforilacije (36). Porast
unutarstani¢ne koncentracije H" vodi do pojacane aktivnosti natrij-vodikove pumpe (Na*/H*
pumpa; engl. sodium/hydrogen pump) $to zatim vodi do povecane koncentracije Na* u stanici.
Isto tako, do povecane koncentracije Na* u stanici dovodi i smanjena aktivnost natrij-kalij
pumpe (Na*/K* pumpa; engl. sodium/potassium pump). Sve to vodi do unutarstani¢nog edema
— baloniranja i smrti (37). Zbog povecane propusnosti mitohondrijske membrane, iz
mitohondrija izlaze Ca?* i bjelancevine (od kojih citokrom ¢ sudjeluje u apoptozi), a u

mitohondrij ulazi voda (38). Porast unutarstani¢ne koncentracije Ca?* ima neZeljene efekte:

— Ca?* samostalno ili u kompleksu s kalmodulinom aktivira razli¢ite enzime (proteaze,

nukleaze, aktivira i proteazu koja cijepa enzim ksantinska dehidrogenazu (XD; engl.
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xanthine dehydrogenase) i pretvara ga u ksantin oksidazu (XO; engl. xanthine oxidase)

sto dovodi do stvaranja slobodnih kisikovih radikala);

— fosfolipazni enzim koji uklanja 1-acil (Al fosfolipazu; engl. phospholipase Al) i
fosfolipazni enzim koji uklanja 2-acil (A2 fosfolipazu, engl. phospholipase A2) sto
dovodi do oslobadanja arahidonske kiseline (koja je preteCa prostaglandina i

leukotrijena) i oStecenja stani¢ne membrane;

— potite  aktivnost  Kkalcijeve  adenozin  trifosfataze  (Ca’*-ATPaza; engl.
calcium adenosine triphosphatase)) vezanih uz Ca?* pumpe $to dovodi do jo§ veéeg
nedostatka ATP-a;

— poti¢e aktivnost dusSikov oksid (NO; engl. nitric oxide) sintetaze Sto dovodi do
povecanog stvaranja NO koji sam ili prelaskom u peroksinitritni anion moze djelovati

citotoksicno;
— aktivira fosfolipaze C sto dovodi do pokretanja signalnog puta fosfoinozitola.

U uvjetima hipoksije, znatno se povecava nepotpuna redukcija kisika i nastajanje
superoksidnog aniona u mitohondrijima. 1z superoksidnog aniona nastaju drugi slobodni
kisikovi radikali. Oste¢enju 1 mogucoj lizi stanice, pridonose i lizosomi koje hipoksija ¢ini
nestabilnim, a snizenje unutarstani¢ne koncentracije vodikovih iona (pH; engl. power of
hydrogen) aktivira njihove enzime. To pridonosi oSte¢enju stani¢ne membrane, kao i jezgre
gdje lizosomski enzimi razgraduju kromatin. Kako zbog ishemije dolazi do prestanka
citoplazmatskih procesa, stanice postaju okrugle zbog promjena u izvanstani¢cnom matriksu i
citoskeletu. Endotelne stanice sinusoida odvajaju se i ulaze u lumen sinusoida, ali unato¢

strukturalnim promjenama vecina endolelnih stanica sinusoida ostaje vijabilna tijekom perioda

ishemije (39, 40).

Potom slijedi reperfuzija. Cinom reperfuzije po¢inje rana faza reperfuzijske ozljede koja
traje otprilike dva sata. Jo§ za vrijeme ishemije, poti¢e se aktivacija Kupfferovih stanica,
aktivacija sustava komplementa i nakupljanje te aktivacija pomo¢nickih CD4-pozitivnih T-
limfocita (CD4+ T-limfocita; engl. T-lymphocyte CD4 positive) (41). Kupfferove stanice su
specijalizirane stanice monocitno-makrofagnog sustava jetre koji inace otklanjaju tvari kao $to
su virusi, mikroorganizmi, tumorske stanice i limfocitotoksi¢na protutijela iz portalne
cirkulacije (42, 43, 44, 45, 46). Kupfferove stanice imaju glavni ulogu kao citotoksi¢ni tip

stanica i predstavljaju glavni izvor mnogih upalnih stanica. Istrazivanja koja su koristila
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gadolinijum-klorid za inaktivaciju Kupfferovih stanica, pokazivala su manja oSteCenja nakon
ishemijsko-reperfuzijske ozljede (47). Aktivacija sustava komplementa ima vaznu ulogu u
reperfuzijskoj ozljedi. Hipoksija moze potaknuti alternativni i klasi¢ni put aktivacije
komplemenata (48). Komplementi, kao Sto je Cb5a, poticu receptore integrin leukocita
aMpB2 (Mac-1 receptore; engl. macrophage-1 antigen receptor) na cirkuliraju¢im neutrofilnim
granulocitima i regrutiraju ih u sinusoide (49). C5a priprema i aktivira neutrofilne granulocite i
Kupfferove stanice za proizvodnju reaktivnih kisikovih radikala (ROS; engl. reactive oxygen
species). Njih ¢ine i drugi reaktivni produkti molekularnog kisika, osim slobodnih radikala.
Opcenito se vjeruje da je ROS najveci krivac za reperfuzijsku ozljedu (50). Aktivacija
novopridoslih i postoje¢ih CD4" T-limfocita u jetri dovodi do produkcije faktora tumorske
nekroze a (TNF-o; engl. tumor necrosis factor a), interleukina-1 (IL-1; engl.interleukin-1),
interferona gama (IFN-Y; engl. interferon gamma) i citokin koji stimulira stvaranje
granulocitno-makrofagne stani¢ne linije (GM-CSF; engl. GM- CSF — granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) koji jo§ dodatno pojacavaju aktivnost Kupfferovih stanica i
pojacavaju nakupljanje neutrofila u jetri. IstraZivanja su pokazala da mievi koji nemaju CD4*
T-limfocita imaju manje neutrofila u jetri nakon reperfuzije i manje izrazenu ishemijsko-
reperfuzijsku ozljedu (51). TNF-a i IL-1 aktiviraju sintezu interleukina-8 (IL-8; engl.
interleukin-8) i peptida aktivacije neutrofilnih granulocita - 78 (ENE-78; engl. epithelial
neutrophil activating peptide - 78), a koji imaju presudnu ulogu u kemotaksiji i aktivaciji
neutrofila (52,53). TNFa i IL-1 isto tako poti¢u ekspresiju adhezijskih molekula na epitelnim i
endotelnim stanicama (54). U toj fazi, zbog aktivacije Kupfferovih stanica i endotelnih stanica
sinusoida, dolazi do stvaranja ROS (41, 55, 56, 57, 58). ROS pokrece kompleksni put koji vodi
do smrti hepatocita (59).

Kasna faza reperfuzijske ozljede traje 6 do 48 sati nakon reperfuzije organa (55, 60). Tada
dolazi primarno do aktivacije postoje¢ih neutrofilnih granulocita te regrutacije istih stanica u
jetru iz cirkulacije. Upalni citokini, kemokini i aktivirani ¢imbenici sustava komplementa su
odgovorni za aktivaciju i regrutaciju neutrofila. Osim toga, za akumulaciju neutrofila u jetri je
odgovorno nekoliko tipova molekula stani¢ne adhezije (CAM; engl. cell adhesion molecule)
(61). Pomocu tih molekula dolazi do vezivanja neutrofila za hepatocite $to dovodi do
oslobadanja ROS-a i proteaza. Ti radikali i enzimi, uz ROS iz Kupfferovih stanica, dovode do
smrti hepatocita. Nakon reperfuzije, smrt stanice nastaje uslijed unutarstani¢nog oksidativnog

stresa, izlozenosti izvanstani¢nim citotoksi¢nim medijatorima i1 produljenoj ishemiji. Zadnjih



godina postoje prijepori oko vrste smrti hepatocita u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi. Postoje

dvojbe radi li se 0 mehanizmu nekroze ili apoptoze. (29, 62, 63, 64).
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Slika 2. Slikovni prikaz deregulacije fenotipa jetrenih stanica uslijed ishemijsko-reperfuzijske
ozljede;

AC - adenilat ciklaza (engl. adenine cyclase); AMPK - 5' proteinska kinaza koju aktivira
adenozin-monofosfat (engl. 5' adenosine monophosphate-activated kinase); ADP — adenozin-
difosfat (engl. adenine diphosphate); ATP - adenozin-trifosfat (engl. adenosine triphosphate);
A2aR — A2A adenozinski receptor (engl. A2A adenosine receptor); Ang — angiotenzin (engl.
angiotensin); CcAMP - ciklicki adenozin-monofosfat (engl. ~ 3'-5-cyclic adenosine
monophosphate); ER — endoplazmatski retikulum (engl. endoplasmic reticulum); FBPase-1 —
fruktoza 1,6-bifosfataza (engl. fructose 1,6-bisphosphatase); GK - glukokinaza (engl.
glucokinase); GSH - glutation (engl. gluthatione); HO-1 - hem oksigenaza 1 (engl. heme
oxygenase-1); HSPs - proteini toplinskog soka (engl. heat shock proteins); MAPK - protein
kinaze aktivirane mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase); NO - dusikov oksid
(engl. nitric oxide); Nrf2 — faktor jezgre eritroid 2-povezan cimbenik 2 (engl. nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2); O2 - ion kisika; OAA - oksaloctena kiselina (engl. oxaloacetic
acid); ONOO — peroksinitrit (engl. peroxynitrite); PEP - fosfoenolpiruvat (engl.
phosphoenolpyruvate); PFK - fosfofruktokinaza (engl. phosphofructokinase); PK — protein
kinaza (engl. protein kinase); RBP4 - retinol vezni protein 4 (engl. retinol-binding protein 4);
SOD - superoksidna dismutaza (engl. superoxide dismutase); UPR - odgovor nesmatanja
proteina (engl. unfolded protein response); X/XOD, — ksantinska/ksantinska dehidrogen
oksidaza (engl. xanthine/xanthine dehydrogen oxidasis);

Preuzeto: Peralta C, Jiménez-Castro MB, Gracia-Sancho J. Hepatic ischemia and
reperfusion injury: effects on the liver sinusoidal milieu. Journal of hepatology.
2013;59(5):1094-106.
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Slika 3. Slikovni prikaz deregulacije jetrenog endotela i interakcija sa stelatnim jetrenim
stanicama tijekom ishemijsko-reperfuzijske ozljede

CAM - stanicna adhezijska molekula (engl. cell adhesion molecule); cGMP - ciklickog gvanozin
monofosfata (engl. cyclic guanilate monophosphate); eNOS - endotelna sintaza dusikova
oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase); ESAM - adhezivne molekule selektivne
za endotelne stanice (engl. endothelial selective adhesion molecule); ET-1 —endotelin - 1 (engl.
endothelin 1); H.O> — vodikov peroksid (engl. hydrogen peroxide); HO-1 - hem oksigenaza 1
(engl. heme oxygenase-1); HSC - zvjezdaste stanice jetre-1toove stanice (engl. hepatic stellate
cell); IL-1 — interleukin 1 (engl.interleukin-1); ICAM-1 - medustanicna adhezijska molekula 1
(engl. intercellular adhesion molecule-1); KLF2 —faktor nalik proteinu Kruppel- 2 (engl.
Kruppel-like factor 2); KC - Kupfferove stanice (engl. Kupffer cell); LSEC -
sinusoidne endotelne stanice jetre (engl. liver sinusoidal endothelial cell); MMPs -
metaloproteinaze (engl. metalloproteinases); NO - dusikov oksid (engl. nitric oxide); O2- - ion
kisika; OH™ - hidroksid (engl. hydroxyl); ONOO- — peroksinitrit (engl. peroxynitrite); PMN -
polimorfonuklearni leukociti (engl. polymorphonuclear leukocytes); ROS - reaktivni kisikovi
radikali (engl. reactive oxygen species); ROCK - Rho-povezana protein kinaza (engl. Rho-
associated coiled-coil containing kinases)); TM - trombomodulin (engl. thrombomodulin);
VWF —von Willebrandov faktor (engl. von Willebrand factor)

Preuzeto: Peralta C, Jiménez-Castro MB, Gracia-Sancho J. Hepatic ischemia and reperfusion
injury: effects on the liver sinusoidal milieu. Journal of hepatology. 2013;59(5):1094-106.
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1.3 Inhalacijski anestetici

Inhalacijski anestetici odigrali su izuzetno vaznu ulogu u povijesti anestezije. Jo§ od samih
pocetaka medicine, kirurgija je bila ograni¢ena nepostojanjem adekvatne sedacije i analgezije
bolesnika. Jo$ 1540. godine, Valerius Cordus je sintetizirao dietil-eter i kroz povijest su
primijeCena njegova svojstva smanjenja boli. ZacCetkom anestezije smatra se javna
demonstracija iz 1846. godine, kada je mladi ameri¢ki zubar William T. G. Morton (1819. —
1868.) primijenio dietil-eter za kirurski zahvat. Velika prednost inhalacijskih anestetika je da
im se apsorpcija vr$i preko alveolo-kapilarne membrane i eliminacija je u ve¢oj mjeri istim
putem. To je velika prednost pred intravenskim anesteticima jer ne postoji varijabla
biotransformacije kod uklanjanja iz tijela. Od Mortonove anestezije razvili su se mnogi
inhalacijski anestetici sa sve boljim svojstvima i s manje nuspojava. Danas se inhalacijski
anestetici uglavnom koriste za odrzavanje anestezije, ali i za uvod u anesteziju u posebnim
slucajevima (npr. kod djece). Osim anestezioloskih osobina inhalacijskih anestetika, u zadnje
vrijeme se sve viSe istrazuju i neanestezioloSke osobine, osobito protektivne osobine kod

ishemijskih epizoda (65).
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1.4 Sevofluran

SEVOFLURAN

Slika 4. Kemijska struktura sevoflurana

Sevofluran (1,1,1,3,3,3- heksafluoro-2-(fluorometoksi)propan, CH2F-O-CH (CF3)2) je
bezbojna, plinovita i nezapaljiva tekucina s karakteristicnim mirisom. Sintetiziran je 1971.
godine, ali se zbog skupe sinteze i zabrinutosti oko toksi¢nosti, klini¢ki po¢eo koristiti tek u
ranim devedesetim (66). Sevofluran je stabilan pri sobnoj temperaturi. Temperatura vrenja mu
je 58,6°C, a tlak u isparivacu pri 20°C 157 mmHg. Minimalna alveolarna koncentracija (MAC;
engl. minimum alveolar concentration) iznosi prosje¢no 2,05% (67). Zbog ugodnog mirisa i s
obzirom na to da nije iritabilan, pogodan je za indukciju. 95% sevoflurana eliminira se
izdisanjem plu¢ima, a ostatak se metabolizira u jetri putem citokroma P450 (CYP)2E1 do
neorganskog florida i organskog metabolita florida heksafluoroisopropanola, a oni se zatim
izlu¢uju bubrezima (68). Prilikom dodira s alkalnim apsorberom ugljikovog dioksida, dolazi do
degradacije sevoflurana do fluorometil-2,2-difluoro-1- (trifluorometil) vinil etera, poznatijeg

kao komponenta A. Danas postoje neslaganja oko nefrotoksi¢nosti toga spoja (69).

Sevofluran je siguran i pouzdan anestetik, modulator koji smanjuje bazalnu funkciju vitalnih

organa (deprivira).

Na respiratorni sustav djeluje kao snazan bronhodilatator, osobito kod zdravih pojedinaca
(70, 71). Sevofluran uzrokuje depresiju disanja, poveéava frekvenciju disanja s dubinom
anestezije, ali pri MACu 1,5 do 2 moze dovesti i do apneje (72,73). Gubi se funkcija

intrakostalnih misi¢a i dijafragme (74). Povecava prag odgovora disanja na porast koncentracije
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ugljikovog dioksida (CO2; engl. carbon dioxide), smanjuje otpor u disnim putevima i inhibira
trahealno mukocilijarno gibanje, ali najmanje od svih inhalacijskih anestetika (72, 75, 76).

Sevofluran je siguran za bolesnike koji boluju od astme (77).

Smanjuje krvni tlak preko smanjenja sistemskog vaskularnog otpora, ovisno o dozi, dok je
sréani izbacaj u klinickim sluc¢ajevima odrzan (60, 85). Sevofluran moze prolazno smanjiti
sréani izbacaj kod MACa 11 1,5, ali se on zatim oporavlja (78). Frekvencija rada srca je odrzana
ili smanjena, s tim da iznad MACa 1,5 povisuje frekvenciju rada srca (78). Postoje prijavljeni
slucajevi produzenja QT i korigirani QT interval (QTc intervala; engl. corrected QT interval)
(79) 1 kod pojedinaca koji imaju idiopatski produzen QTc inteval, ali se opcéenito smatra
sigurnim za elektrofizioloske zahvate (80). Protok krvi kroz koronarne Zile je odrzan, ali nema
ucinak koronarne vazodilatacije (81, 82). lzaziva depresiju miokarda (83). Ne smanjuje

centralni venski tlak kod zdravih pojedinaca (50, 79).

Na sredis$nji ziv€ani sustav takoder djeluje tako da smanjuje metabolicke potrebe i funkciju
(depresivan utjecaj): dovodi do cerebralne vazodilatacije, neepileptiformnog oblika
elektroencefalograma (EEG; engl. electroencephalogram) i ne povecéava intrakranijalni tlak te
smanjuje metaboli¢ku potros$nju Kisika u mozdanom tkivu (72, 84, 85). Medutim, postoje radovi
koji ukazuju da kod pedijatrijskih bolesnika s anamnezom epilepsije, ali i zdravih odraslih
bolesnika, prilikom anestezije provodene sevofluranom moze do¢i do epilepti¢kih napada
(86,87). Isto tako, postoje radovi koji ukazuju da sevofluran moze smiriti epilepti¢ki napad
uzrokovan lidokainom (88). Ne uzrokuje retrogradnu amneziju i ne postoje znacajni dokazi da
uzrokuje produzeno oSteenje intelektualnih funkcija (72). Pri manjim koncentracijama,
odrzana je autoregulacija krvnih zila mozga (89). Moze potaknuti malignu hipertermiju (90).

Ovisno o dozi, pojacava u¢inak neuromuskularnih relaksansa (91).
Smanjuje kontraktilnost maternice i protok krvi kroz nju (72, 92).

Pokazalo se da sevofluran utjeCe i na rad gusterace jer je uoceno da najbolje odrzava
inzulinsku razinu na preanestetickim vrijednostima (93). Sevofluran ima pozitivan u¢inak na
dostavu kisika u jetru povecavajuci protok kroz venu portu (94). Smanjuje protok krvi kroz
bubreg, udio glomerularne filtracije i stvorenog urina ovisno o dozi (95). Cini se da sevofluran
ima u¢inak prolaznog, ali ne i signifikantnog bubreznog ostecenja (96). Isto tako, nije dokazano

da zbog komponente A moze do¢i do smanjenja bubrezne funkcije (97).

Nefrotoksi¢nost se pripisuje dvama uzrocima: ranije navedenoj flourooctenoj kiselini te

komponenti A. Postoje neke studije koje ukazuju na neurotoksi¢nost preko manipulacije
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mikroribonukleinske kiseline (mikroRNA, skra¢eno miRNA; eng. microribonucleic acid,
miRNA) (98, 99). Nefrotoksi¢nost je dokazana kod Stakora, ali ne i kod ljudi (100, 101).

Postoji nekoliko teorija hepatotoksi¢nosti sevoflurana: ishemijski hepatitis, smanjenje
hepatalne perfuzije ili intrahepatalna kolestaza. Neka novija istrazivanja ukazuju da bi se moglo
raditi o imunoloskom odgovoru (102). Naime, razgradni produkt, fluorooctena kiselina,
dokazano mijenja jetrene mikrosomalne enzime S§to u konacnici dovodi do imunoloskog
odgovora. Kako se mali postotak sevoflurana metabolizira, imunoloski odgovor je rijedak, ali

teoretski prisutan.
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1.5 Isofluran
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Slika 5. Kemijska struktura isoflurana

Isofluran (2-kloro-2-(difluorometoksi)-1,1,1-trifluoroetan, CHF,-O-CHCI-CF3),
nezapaljiva je hlapiva tekucina na sobnoj temperaturi. Temperatura vrenja je 48,5°C i tlak u
isparivacu 240 mmHg pri 20°C. MAC je 1,15% (103). Procjenjuje se da 0,2% isoflurana prolazi
kroz oksidativni metabolizam putem enzima citokrom P-450 (104). Reduktivni metabolizam

kod isoflurana ne postoji (72).

Dr. Ross Terrell, u potrazi za boljim inhalacijskim anestetikom, sintetizirao je 1965. godine
niz spojeva, a 469. po redu bio je isofluran (105). Trebao je biti predstavljen 1975., ali se
odustalo zbog hepatotoksi¢nosti, na $to su ukazala pojedina istrazivanja (106). Ponovljene
studije to nisu uspjele dokazati, no jo$ uvijek su prisutne kontroverze oko ,krade kisika“ u

koronarnim krvnim zilama (engl. coronary steal syndrome) (107, 108).
Kao i sevofluran, isofluran je deprivator veéine vitalnih sustava.

Deprivira respiraciju, poveéava otpor krvnih zila u plu¢ima (109). Za razliku od sevoflurana,
ne povecava frekvenciju disanja s dubinom anestezije, ali se gubi funkcija intrakostalnih misi¢a
i dijafragme (110). Ima prodoran miris i moze uzrokovati nadrazaj di$nih puteva. Kao i
sevofluran, izaziva depresiju odgovora na porast koncentracije CO- i trahealnog mukocilijarnog

gibanja (75, 76). Isofluran privremeno smanjuje sintezu surfaktanta (111).
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Smanjuje kontraktilnost srca depresijom sréanog misic¢a (83, 112). Ocuvan je sréani izbacaj
(83). Smanjuje krvni tlak, ovisno o dozi, te sistemski vaskularni otpor (78, 113). Povecava
centralni venski tlak (78). Povecava frekvenciju srca ve¢ i kod nizih MACova (78). Isofluran
usporava izbijanje sinus-atrijskog ¢vora i produzuje vrijeme provodenja His-Purkinijevih niti i
kroz provodni sustav ventrikula (114). Produzuje QTc intervala, ali ne kod pojedinaca koji
imaju idiopatski produzeni QTc¢ interval (115). Ocuvana je kardijalna kondukcija normalnim
putem (116). Isofluran uzrokuje najvece povecanje krvnog protoka kroz misi¢ te antagonizira
a-adrenergi¢ku vazokonstrikciju (117). Isofluran snazan je koronarni vazodilatator koji moze
skrenuti krv iz ishemickih zona sr€anog miSi¢a U dio sranog miSi¢a koji nije zahvacen
ishemijom. To je izvor jo$ uvijek prisutne dileme oko ,krade kisika*“ u koronarnim zilama.
Isofluran ima ucinak - agonista na glatke misi¢e krvnih Zila popre¢no prugastih misic¢a (113).
Uzrokuje arterijsku vazodilataciju u jetri, ouvana je krvna dostava kisika, a to dovodi do
pozitivnog omjera izmedu opskrbe i potrosnje kisika (118). Neki radovi pokazuju da se taj
pozitivan ucinak prvenstveno odnosi na povecanje protoka kroz venu portu (118). Moze
poboljsati protok krvi kroz splanhni¢nu i1 bubreznu regiju zbog somatske i visceralne zivCane

stimulacije (72).

Deprimira sredi$nji ziv¢ani sustav (119). Nema evidentno svojstvo dugotrajnog oste¢enja
intelektualnih funkcija, kao ni efekt retrogradne amnezije (120). Smanjuje metabolizam mozga
i tijekom primjene moguce je posti¢i izoelektriéni EEG pri MAC 2 (121, 122). Ne uzrokuje
epilepti¢ke napade, ¢ak ima protektivna svojstva (123). Isofluranom uzrokovana hipotenzija,
moze izazvati suficijentnu mozdanu vazodilataciju koja ¢e odrzati protok krvi kroz mozak na
razinama prije nastanka hipotenzije (124). Uglavnom pruza zadovoljavaju¢i omjer protoka krvi
kroz mozak i potroSnju kisika u mozgu, tako da ga karakterizira svojstvo protekcije mozga.
Isofluran povecava tlak likvora ne mijenjajuéi koli¢inu njegove produkcije, ali smanjuje
njegovu reapsorpciju (125). Moze potaknuti malignu hipertermiju (126). Ovisno o dozi,

pojacava uéinak neuromuskularnih relaksansa kao i sevofluran (127).

Relaksira glatke misi¢e maternice i uzrokuje pad krvnog protoka kroz nju (92, 128).
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1.6 Kondicioniranje ishemije

Kondicioniranje kod ishemije je primjena podrazaja (farmakoloskog, kirurskog...) kako bi
se smanjila ishemijsko-reperfuzijska ozljeda. Kondicijski se podrazaj moze primijeniti prije
ishemijske epizode i tada se naziva prekondicioniranje, moze se provesti nakon ishemijske
epizode te se tada naziva postkondicioniranje ili se provodi tijekom cijelog kirurskog postupka
I u tom slucaju se naziva kondicioniranje. Podrazaj moze biti ujedno primijenjen izravno na
organ ili tkivo koje ima ishemijsku epizodu, no moze biti primijenjen i na nekom drugom
organu ili tkivu te na taj na¢in imati utjecaj na ciljni organ smanjujuci razmjere Stete koji nastaju
nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Takva se primjena naziva udaljeno kondicioniranje
(RC; engl. remote conditioning). Kondicioniranje se moze vrsiti farmakoloski, te poznatije,

kirurski odnosno ishemijom.

O ishemijskom kondicioniranju pocelo se raspravljati jo§ 1986. godine, kada je Murry sa
suradnicima primijetio da primjena viSe kratkotrajnih ne letalnih epizoda ishemije na srce pasa
smanjuje posljedi¢nu veli¢inu akutnog infarkta miokarda (129). Od tada se taj protektivni
mehanizam pokazao uspjeSnim kod skoro svih vrsta (miSevi, Stakori, zeevi, zamorci, psi i
ljudi) (130). Zhao i suradnici su 2003. pokusali primijeniti ishemijsko postkondicioniranje, pri
¢emu su reperfuziju prekidali nizom kracih epizoda ishemije (131). Eksperiment je pokazao da
ishemijsko postkondicioniranje moze biti jednako uspjes$no kao i prekondicioniranje, s tim da
je postkondicioniranje klini¢ki prakti¢nije primijeniti. Godine 1993. McClanahan je proveo
eksperiment na zecCevima i pokazao da ukoliko se zaustavi protok krvi i zatim pusti kroz
bubreznu arteriju, to dovodi do smanjenja veli¢ine infarkta miokarda (132). Taj je eksperiment
oznaio pocetak nove primjene kondicijskog podrazaja - udaljenog ishemijskog

kondicioniranja (RIC; engl. remote ischemic conditioning).

Buduc¢i da to¢an mehanizam kondicioniranja jos nije u potpunosti utvrden, postoji niz teorija
te je stoga tema mnogih istrazivanja. Danas su najdalje otisla istrazivanja ishemijsko-
reperfuzijskih ozljeda miokarda i ishemijskog kondicioniranja miokarda, tako da u literaturi

postoji niz ¢lanaka na tu temu.

Veé neko vrijeme postoje podaci iz in vivo i in vitro eksperimenata, koji ukazuju da
inhalacijski anestetici, kao Sto su sevofluran i isofluran, imaju zastitni efekt na razli¢ite organe

od ishemijsko-reperfuzijske ozljede (133, 134, 135, 136, 137). Protuishemijski ucinci
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inhalacijskih anestetika otkriveni su jo$ prije skoro 40 godina. Lowenstein i suradnici pokazali
su da halotan smanjuje porast ST segmenta kod pasa nakon kratkotrajne okluzije koronarne
arterije (138). Iako je nejasan mehanizam zaStite organa s inhalacijskim anesteticima, neke
studije sugeriraju da se to dogada kod srca preko aktivacije mitohondrijskih kalijevih kanala
ovisnih o adenozin-trifosfatima (139, 140). Druge studije sugeriraju zaStitu srca i pluca od
ishemijsko-reperfuzijske ozljede kroz protuupalne puteve i bubrega preko uplitanja u upalne
puteve (133, 141, 142). Nadalje, neki sugeriraju da kondicioniranje djeluje stimulirajuéi
adenozinske receptore koji aktiviraju protein C kinazu i povecavaju proizvodnju dusikovog
oksida i slobodnih kisikovih radikala (143).

Aktiviranje ATP osjetljivih kalijevih kanala dugo se smatralo glavnom komponentom
kardioprotekcije kod ishemijskog i farmakoloskog prekondicioniranja (144, 145). Reperfuzija
ishemijskog srca pra¢ena je porastom unutarstanicnog kalcija. Porast unutarstani¢nog kalcija
ekvivalentan je tezini i duzini ishemije (146, 147). Otvaranje ATP-osjetljivih kalijskih kanala
(K-ATP kanala; engl. ATP-sensitive potassium channel) mozda pridonosi odrzanju normalne
koncentracije unutarstani¢nog kalcija i sprjeCava ozljedu stani¢nih organela zbog prevelike
koncentracije kalcija. Neka istrazivanja pokazuju da egzogeno primijenjen adenozin pridonosi
funkcijski i metabolic¢ki boljem oporavku in vivo i in vitro (148, 149). Svi inhalacijski anestetici
iskazuju protektivni ucinak tijekom ishemije miokarda, ali isto tako pokazuju razliciti stupanj
smanjenja oSteCenja 1 funkcionalnog oporavka, Sto bi ukazivalo na razliCite mehanizme
protekcije (135, 150, 151, 152, 153, 154). Istrazivanjima su dokazani protektivni ucinci
inhalacijskih anestetika i, jo§ vaznije, jednostavnost ovog farmakoloskog prekondicioniranja
kod kardijalnih operacija (155). Dokazano je kako isofluran sprjeGava smanjenje sistolickog
skra¢enja koje nastaje kod multiplih epizoda ishemije i reperfuzije. Na taj Se nafin moze
poboljsati oporavak postishemic¢nog, reperfuzijskog miokarda, a potaknut je aktivacijom K-
ATP kanala uzrokovanom isofluranom (156). Polimorfonuklearni leukociti (PMN; engl.
polymorphonuclear leukocytes) doprinose ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi, a u¢inak halotana,
sevoflurana i isoflurana na inhibiciju adhezije PMN na vaskularni endotel koronarnih zila moze

imati povoljan u¢inak tijekom opce anestezije (141).

Isto tako, u nizu istraZivanja proucavalo se kondicioniranje Zivéanog sustava. Postoje dokazi
koji upuéuju da mitohondriji igraju odlu€ujucu ulogu u posredovanju nekroze ili apoptoze
ziv€anih stanica zbog ishemijsko-reperfuzijske ozljede (157). Brojne promjene mitohondrija
ukljucuju poremecaj permeabilnosti membrane i promjenu njezinog elektri¢nog potencijala koji

dovodi do otpustanja intramitohondralnih proteina, od kojih je najpoznatiji citokrom c. Kada
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citokrom c izade u citosol, spoji se s Apaf 1 (engl. apoptotic protease activating factor 1) i
kaspazom 9 tvori apoptosome koji u konacénici dovode do razgradnje stanice procesom
apoptoze (158, 159). Nadalje, u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi mitohondriji mogu proizvesti
ROS koji mogu dovesti do oSteCenja lipida, proteina, deoksiribonukleinskih kiselina (DNA,;
engl. deoxyribonucleic acid) i drugih vaznih komponenti stanice, uklju¢uju¢i mnoge
respiratorne enzime, sto dovodi do narusavanja oksidativne fosforilacije, disfunkcije prometa
protona i narusavanja elektri¢nog potencijala (160). U konacnici, stvaraju se slobodni radikali
Sto moZe uzrokovati smrt stanice. Prekondicioniranje 1 rano postkondicioniranje pruza
neuroprotekciju preko mitohondrijski kalijev ATP osjetljivih kanala (mitoK ATPkanala; engl.
mitochondrial ATP-sensitive potassium channel) u modelima Stakora pri zari$noj mozdanoj
ishemiji (161). Inhalacijski anestetici, kao $to su halotan, isofluran i desfluran, pokazuju neka
neuroprotektivna svojstava na eksperimentalnim modelima mozdane ishemije (162, 163, 164,
165, 166, 167, 168). Istrazivanje je pokazalo da prekondicioniranje sevofluranom potice
toleranciju kraljeznicke mozdine prema ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi preko aktivacije
kinaza koje se reguliraju preko izvanstani¢nog signalnog puta (ERK; engl. extracellular signal-

regulated kinase), a koji se aktiviraju u procesu ozljede (169).

Inhalacijski anestetici imaju protektivni ucinak na bubreg (133). IstraZivanja koja su
proucavala protekciju bubrega sevofluranom od ishemijsko-reperfuzijske ozljede, ukazuju da
se ona ne provodi preko K-ATP kanala, za razliku od sevofluranske protekcije miokarda, veé

da ima neke druge jo$ neotkrivene mehanizme (141).

Brojnim strategijama se pristupalo istrazivanju protekcije jetre pri ishemijsko-reperfuzijskoj
ozljedi, ali mali broj njih je nasao svoje mjesto u klini¢koj praksi. Princip protektivne strategije
prekondicioniranja leZi u ograniCenom izlaganju jetre stresu koje dovodi do pokretanja
prirodnih obrambenih mehanizama protiv predstojeée ishemijske epizode (170). Postoji snazno
uvjerenje u anesteziji da je isofluran bolji za anesteziju kod Kirurgije jetre jer se u postotku
manje metabolizira u jetri od sevoflurana. Medutim, neka istrazivanja su pokazala da isofluran
¢esc¢e dovodi do porasta jetrenih transaminaza nego sevofluran (171, 172). S druge strane, neka
istrazivanja na modelima Stakora pokazuju da prekondicioniranje isofluranom ima protektivni
ucinak (173).
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1.7 Dosadasnja istrazivanja protekcije presatka jetre od ishemijsko-reperfuzijske ozljede

Opca anestezija se tijekom transplantacije jetre rutinski odrzava inhalacijskim anesteticima
i to potencijalno omoguéuje KkoriStenje njihovih razli¢itih protektivnih ucinaka. Ipak,
protektivan u¢inak ovih anestetika je jo$ kontroverzan i upitan, i predmet istrazivanja dugi niz
godina. Nacin protektivnog ucinka je objasnjavan protuupalnim ucinkom, antioksidativnim
ucinkom ili aktivacijom kalijevih kanala ovisnih o ATP-u. Danasnja istrazivanja provode se na

molekularnoj razini istraZzujuci patogenetske mehanizme 1 moguce povoljne u€inke anestetika.

Dosadasnje studije pokazale su da sevofluran poboljsava ishod ishemijsko-reperfuzijske
ozljede preko moduliranja oksidativnog stresa, upalnog odgovora i apoptoze (174). Veéina
istrazivanja provedena je na Zivotinjskim modelima koji su pokuSali imitirati uvjete ishemijsko-
reperfuzijske ozljede. Figueira i suradnici dokazali su da prekondicioniranje sevofluranom
smanjuje oStecenje jetrenih stanica i acidobaznu neravnoteZu, a postkondicioniranje poboljSava
hemodinamski oporavak i smanjuje upalni odgovor (175). Neke su studije pokazale da
protuupalni u¢inak nastaje suprimiranjem microRNA-142 i mikroribonukleinske kiseline-9-5-
p (MiR-9-5p; engl. microribonucleic acid-9-5-p) (174, 176) koji sudjeluju u signalnom putu
faktora jezgre kB (NF- xB; engl. nuclear factor kappa B). Granja i suradnici pokazali su da
sevofluran ima protuupalni uc¢inak preko adenozinski A2B receptor (Adora2b; engl. adenosine
A2B receptor), a adenozin moze inhibirati trombocite i neutrofile i time smanjiti ozljedu (177).
Druge studije su dokazale imunoloski u¢inak sevoflurana preko ekspresije ICAM;1 molekule
(engl. intercellular adhesion molecule-1) i suprimiranja komponentu komplementa C3 (178).
Suprotno tome, postoje studije koje ne ukazuju da protektivni ucinak ide preko upalnih
parametara, ve¢ da ide preko ocCuvanja mitohondrijske funkcije (179). Jedno istrazivanje
ukazuje na molekularne mehanizme regulacije inhibicijom microRNA-200c, dok druge studije
ukazuju da su u protektivne uc¢inke ukljuceni hem oksigenaza — 1 (HO-1; engl. heme oxygenase-
1) i ouvanje endotelnog glikokaliksa (180, 181, 182, 183). Jedno od istrazivanje pokazuje da
sevofluran ne smanjuje razine upalnih ¢imbenika §to vodi do zakljucka da ne djeluje na
oslobadanje proupalnih ¢imbenika iz Kupfferovih stanica jetre, ali se ¢ini da je prisutno manje

neutrofila te da su prisutne nize vrijednosti ROSa (184).

Klinicka istrazivanja nisu tako uvjerljiva. Autorica Beck-Schimmer i suradnici su u nizu
istrazivanja proucavali u¢inke kondicioniranja razli¢itim farmakoloskim tvarima, prvenstveno

anesteticima na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu. Jedno istrazivanju, koje je provela nad
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bolesnicima podvrgnutima operativnom zahvatu na jetri prekondicioniranjem sevofluranom,
pokazalo je pozitivniji klinicki ishod i povisenu ekspresiju inducibilnih sintaza dusikova oksida
(INOS; eng. inducible nitric oxide synthase) mMRNA kod sevofluran grupe (185). U drugom
istrazivanju, u kojem su proveli postkondicioniranje bolesnika s operativnim zahvatom, utvrdili
su da postkondicioniranje dovodi do smanjenja apoptoze vjerojatno preko interakcije s jetrenim
stelatnim stanicama (186). U multicentri¢noj studiji (187) objavljenoj 2015. godine u
transplantiranih bolesnika, usporedbom kondicioniranja sa sevofluranom i propofolom,
zakljuceno je da nema povoljnijeg uéinka u bolesnika koji su bili u sevofluranskom protokolu,
u odnosu na one u propofolskom protokolu kondicioniranja. Do sli¢nih zaklju¢aka su dosli i u
retrospektivnoj studiji kod bolesnika tijekom kirurSkog zahvata na jetri usporedbom
sevoflurana s propofolom (188). Minou i suradnici proucavali su prekondicioniranje
sevofluranom prilikom eksplantacije 1 zakljucili da sevofluran ima povoljan u¢inak 1 to posebno

kod masno promijenjene jetre (189).

Sli¢ne okolnosti su i s isofluranom. Postoji dosta eksperimentalnih modela na zivotinjama,
ali relativno malo klinickih istrazivanja. Mnoga istrazivanja na zivotinjama posvetila su paznju
istrazivanju utjecaja isoflurana na jetrene HO-1. Utvrden je povoljan uc¢inak isoflurana kod
kondicioniranja i prekondicioniranja induciraju¢i HO-1 (173, 190). Medutim, istraZivanje
prekondicioniranjem isofluranom, koje su proveli Strowitzki i suradnici na mozdano mrtvim
Stakorima, nije utvrdilo protektivni uéinak anestetika (191). Nedostatak studije leZi u ¢injenici
da je hladna ishemija trajala 24 sata, $to u klini¢kim okvirima nije realno. Studije na $takorima
upucuju na protekciju isofluranom smanjujuéi infiltraciju neutrofila tijekom ishemijsko-
reperfuzijske ozljede, inhibirajuci ekspresiju ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1
(engl. intercellular adhesion molecule-1) i poti¢u¢i mijeloperoksidazu (MPO;
engl. myeloperoxidase) koja ima utjecaj na infiltraciju neutrofila (192, 193). U radu Samuta i
suradnika utvrdeno je da isofluran ima uéinak na inhibiranje stvaranja adenozin monofosfat
(AMPa; engl. adenosine monophosphate) i na taj nacin regulira energetsku neravnotezu, a
Zhang i suradnici zakljucili su u svom radu da emulziran isofluran ima protektivni u¢inak na

jetru i pluca te da potice antioksidaciju u mitohondrijima (137, 194).

U klini¢kom retrospektivnom istraZivanju provedenom u zivih darivatelja jetre, usporedivani
su poslijeoperativni ishodi nakon anestezije provedene isofluranom i desfluranom pri ¢emu je
ishod u parametrima jetrene i bubrezne funkcije bio povoljniji kod isofluranske skupine (195).

Istrazivanje u bolesnika oboljelih od ciroze jetre kojima je radena parcijalna resekcija jetre, a
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anestezija provedena isofluranom ili propofolom, pokazalo je manji upalni odgovor i manje

jetreno oStecenje nakon anestezije provedene isofluranom (196).

Rezultati istrazivanja provedenih usporedbom ucinaka sevoflurana i isoflurana su
neuvjerljiva. Dok jedni istrazivaci zagovaraju bolji u¢inak sevoflurana preko protuupalnih
puteva ili antioksidativnog ucinka, drugi prikazuju bolje rezultate isoflurana, ali samo ako se
primjenjuje u fazi reperfuzije (184, 197, 198, 199). Treci prikazuju identi¢ni u¢inak sevoflurana
i isoflurana na modelu svinja i Stakora i to preko smanjenja otpusStanja kisikovih radikala i
inhibiranjem lipidnu peroksidazu te regulacijom proteina obitelji B-limfoma-2 (Bcl-2; engl. B-

cell leukemia/lymphoma-2) koji regulira smrt stanice (200, 201).

Klini¢ke studije u kojima su usporedivane farmakoloska protekcija isoflurana i sevoflurana
u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi temeljile su se na inhalacijskom anestetiku kojim se provodi
anestezija, odnosno kondicioniranju. Do sada su objavljene samo tri studije na tu temu. Jedna
od njih ne daje prednost niti jednom inhalacijskom anestetiku, a retrospektivno je provedena na
1291 transplantaciji jetre (202). Glavni nedostatak te studije je Sto je provedena retrospektivno
1 zbog toga ne postoji ujednacenost protokola te je pratila biokemijske markere i epidemioloski
grupe nisu bile uniformne. Druge dvije, provedene na bolesnicima podvrgnutim jetrenoj
resekciji, daju prednost sevofluranu (203, 204). U obje studije praceni su biokemijski markeri,
ali kao $to su 1 autori naveli kao nedostatak je utjecaj mnogih dodatnih faktora na razinu
biokemijskih markera u duzem periodu (,,antibiotici, hemodinamske promjene, balans tekucina
i epiduralni blok*). Studija Nishiyama i suradnici provedena je na bolesnicima s cirozom jetre
te su utvrdili povoljniji u¢inak sevoflurana pri hepatektomiji na jetre kod koje je prisutna ciroza
u odredenom stupnju (203). Zbog toga §to se jetre s prisutnom cirozom ne transplantiraju, ova

studija ne moze Se U potpunosti primijeniti na presatke jetre.
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2 HIPOTEZA

Postkondicionirano koriStenje sevoflurana uzrokuje manju pojavnost i nizi stupanj
morfoloskih promjena koje se povezuju s ishemijsko-reperfuzijskim oste¢enjem presatka jetre

u odnosu na postkondicionirano koristenje isofurana pri transplantaciji jetre.
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3 CILJ
3.1 Glavni cilj istrazivanja:

1)  Odrediti utjecaj postkondicioniranog koristenja sevoflurana i isoflurana pri transplantaciji

jetre na morfoloske promjene ishemijsko-reperfuzijske ozljede parenhima jetre.
3.2 Specific¢ni ciljevi istrazivanja

1)  Odrediti pojavnost i stupanj morfoloskih promjena ishemijsko-reperfuzijske ozljede u
presadcima jetre u odnosu na vremensku duljinu trajanja hladne i tople ishemije te

obiljezja darivatelja - ET-DRI (Eurotransplant indeks rizika darivatelja).

2)  Usporediti pojavnost i stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede s pojavnoséu i stupnjem
mikrovezikularne 1 makrovezikularne steatoze, aktivnosti kroni¢nog hepatitisa te

stadijem fibroze u presatku jetre.
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4. METODE | MATERIJALI

4.1 Bolesnici

Nakon odobrenja Etickog povjerenstava Klini¢ke bolnice ,,Merkur< (Ur. br.—03/1-451) i
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu, na sjednici odrzanoj 17.11.2016.,
provedeno je istrazivanje u periodu od 25. prosinca 2016. do 6. ozujka 2021. Svi sudionici
potpisali su informirani pristanak nakon razgovora s glavnim istrazivacem u kojem su upoznati
s ciljevima i metodologijom istrazivanja. U ovo prospektivno istrazivanje bilo je ukljuc¢eno 60
ispitanika oba spola, starijih od 18 godina, kojima je planirana transplantacija jetre mozdano
mrtvog darivatelja u transplantacijskom centru Klinicke bolnice ,,Merkur”. Potpisani
informirani pristanak pribavio se od primatelja prije postupka transplantacije jetre. Takoder je
pribavljen i pristanak obitelji darivatelja za koriStenje organa njihovog bliznjeg pri ¢emu Se,
kao standardni postupak pred implantaciju organa, uzimala biopsija organa kako bi se
procijenilo je li organ pogodan za transplantaciju. Identitet darivatelja i primatelja uklju¢enih u
istrazivanje zasti¢eni su koriStenjem broja protokola za identifikaciju. Slu¢ajnim odabirom,
ispitanici su pomoc¢u mrezne stranice (www.randomizer.at) podijeljeni u dvije grupe (prva
grupa inhalacijska anestezija sevofluranom, druga grupa inhalacijska anestezija isofluranom).
Svi drugi lijekovi i kirurski zahvat bili su isti za obje grupe i odredeni standardnim protokolom
Klini¢ke bolnice ,,Merkur. Ukoliko je zbog bilo kojeg razloga bolesnik zahtijevao odredeni
inhalacijski anestetik ili promjene od standardnih procedura u Klini¢koj bolnici ,,Merkur®,
iskljucen je iz istrazivanja. Osim toga, kriteriji iskljucenja iz studije bili su prijeoperacijska
potreba za vazoaktivnom potporom, klinicki status bolesnika po kojem je postavljena sumnja
da ¢e biti produzena potreba za vazoaktivnom potporom (to je prepusteno uobi¢ajenoj klini¢koj
procjeni anesteziologa koji je bolesnika pripremao za transplantaciju), zatim potreba za
vazoaktivnom potporom tijekom transplantacije duzom od 30 minuta, te smanjivanje MAC
(minimalne alveolarne koncentracije) plina ispod 0,5 na duzi period od 15 minuta. MAC od 1,0
je koncentracija inhalacijskog anestetika u plu¢ima koja omogucuje da se 50% ispitanika ne

pomakne prilikom kirur§koga reza, a odreden je godinama bolesnika i tjelesnom temperaturom.

Svi bolesnici su nakon zahvata bili smjesteni na odjel Jedinice za intenzivno lijeéenje, gdje
se u svih bolesnika primjenjivala istovjetna i uobicajena poslijeoperacijska skrb sukladno

standardnim postupcima pri transplantaciji jetre u Klini¢koj bolnici ,,Merkur®,
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4.2  Anestezioloski protokol U istrazivanju

Kod svih ispitanica oralno je primijenjen midazolam (7,5 mg) kao premedikacija. Nakon
identifikacije bolesnika u operacijskoj sali, postavljen je monitoring elektrokardiograma,
neinvazivno mjerenje arterijskog krvnog tlaka, pulsni oksimetar, kapnograf, temperaturna
sonda (Infinity Delta XL, Draegerwerk AG &Co., Lubeck, Njemacka) i mjerenje bispektralnog
indeksa (BIS; engl. bispectral index) elektroencefalograma (Masimo® Corporation; California;
SAD). Zatim je osiguran periferni venski pristup intravenskom kanilom (ukoliko je moguce
najmanje 14G). Prije uvoda u anesteziju, primijenjena je preoksigenacija sa 100% kisika. Uvod
u anesteziju uéinjen je midazolamom (AS KALCEKS, Riga, Latvija) 1-2 mg, etomidatom
(Piramil Critical Care B.V., Voorschoten, Nizozemska) 0,3 mg/kg, fentanilom (Piramil
Critical Care B.V., Voorschoten, Nizozemska) 1-1,5 mcg/kg i rokuronijem (Siegerfried
Hameln GmbH, Hameln, Njemacka) 0,8 mg/kg. Nakon s$to se bolesniku postavi endotrahealni
tubus potvrduje se polozaj istog. Odrzavanje anestezije se vrsilo kontinuirano fentanilom (2-5
mcg/kg/sat) i rokuronijem (3-12 mcg/kg/min) te inhalacijskim anestetikom — isofluranom
(Piramal Healthcare; Morpeth; Velika Britanija) ili sevoflouranom (AbbVie S.r.l, Campoverde;
Italija), ovisno o randomizaciji. Mehanicka ventilacija (Perseus A500, Draegerwerk AG &Co.,
Lubeck, Njemacka) odrzavana je kisikom u smjesi sa zrakom (inspiracijska frakcija kisika
50%) uz ukupni protok smjese plinova 2 L/min, isofluranska grupa odrzavan je s isofluranom
1-2% (ovisno o0 MACu), a sevofluranska s 1-2,5% sevoflurana (ovisno o MACu). Parametri
ventilacije su odrzavani na 7-10 ml/kg disnog volumena (VT; engl. tidal volume) s 3-5 mmHg
pozitivnog tlaka na kraju izdaha (PEEP; engl. positive end-expiratory pressure) i respiratorne
frekvencije 10-16/minuti kako bi se ugljikov dioksid na kraju izdaha (etCO.; engl. end-tidal
carbon dioxide) odrzavao oko 4,7 kPa. Zatim su se postavile arterijske kanile, ¢etvero-luminalni
centralni venski kateter (Teleflex Medica, Athlone, Co. Westmeath, Irska), prekrivaé grijan
toplim zrakom (BairHugger™, 3M Company, St Paul, Njemacka), nazogastricna sonda
(tubeCH: 14, TIK d.o.o, Kobarid, Slovenija) te po potrebi drugi nadzor vitalnih funkcija.
Kristaloidne otopine, koloidne otopine te krvni derivati nadoknadivani su ovisno o potrebi
prema standardnoj klini¢koj proceduri. Laboratorijski nalazi su se odredivali svakih trideset

minuta ili ¢es¢e prema standardnoj klini¢koj proceduri.

Eventualna hemodinamska nestabilnost, definirana kao pad srednjeg arterijskog tlaka ispod
60 mmHg, nije rijetka nakon reperfuzije te se volumna nadoknada zbrinjava vazoaktivnim
lijekovima, prvo intravenski u bolusima te po potrebi kontinuirano, takoder prema standardnoj

klini¢koj proceduri.
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Svi bolesnici su prije reperfuzije dobili bolus dozu metilprednizolona (Pfizer Manufacturing

Belgium NV; Puurs; Belgija) od 500 mg.

Nakon transplantacije jetre, svi su bolesnici rutinski premjesteni na Odjel intenzivnog
lijeCenja, gdje je ucinjena ekstubacija i nastavljeno je intenzivno lijeCenje prema standardnoj

klini¢koj proceduri za postupak transplantacije jetre u Klinickoj bolnici ,,Merkur®.
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4.3  Kirurski protokol u istrazivanju

Eksplantacija presatka jetre iz darivatelja ucinjena je po standardiziranom protokolu od
strane Cetiri iskusna transplantacijsko-eksplantacijska kirurga koji nisu bili upuceni u postupak
randomizacije. Nakon laparatomije 1 odmah nakon isklju¢enja presatka iz cirkulacije
darivatelja, uzorkovan je histoloski uzorak presatka jetre koji se i inace rutinski evaluira zbog

kvalitete presatka. Ta biopsija je oznacena kao ,,0.” (nulta) biopsija.

Transplantaciju presatka jetre u primatelja proveo je tim od Cetiri iskusna transplantacijska
kirurga po standardiziranim protokolima. Prilikom transplantacije jetre, trebalo je izdvojiti i
staviti vaskularnu hvataljku na retrohepatiénu donju Suplju venu te strukture
hepatoduodenalnog ligamenta (jetrenu arteriju, portalnu venu i glavni Zu¢ni vod). U Klini¢koj
bolnici ,,Merkur® manipulacija retrohepati¢cnom Supljom venom radi se takozvanom
,.piggyback* tehnikom (ostavlja donju Suplju venu primatelja intaktnom, a donja Suplja vena
presatka jetre se oralnim dijelom spaja s donjom Supljom venom primatelja te se aboralni kraj
slijepo zatvara). Reperfuzija pocinje pustanjem krvi iz donje Suplje vene u presadak. Nakon
anastomoze jetrenih arterija primatelja i darivatelja, pristupa se rekonstrukciji bilijarnih vodova
koja moze biti terminoterminalna ili anastomozom zajedni¢koga jetrenog kanala i vijuge
jejunuma izolirane prema Rouxu (205). Nakon toga slijedila je hemostaza. Prije zatvaranja
Sivanjem operativnog polja uzorkovao se histoloski uzorak presatka jetre koji je oznacen kao

,,1.“ (prva) biopsija.
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4.4  Histoloska analiza
Analizirale su se dvije biopsije darivateljeve jetre oznacene kao:

- ,,0.“ biopsija koja odgovara subkapsularnom klinastom isjecku jetre dobivene

neposredno nakon hladnog propiranja presatka u darivatelju,

- ,,1.° biopsija koja odgovara klinastom subkapsularnom isjecku jetre darivatelja

dobivene otprilike dva sata nakon propiranja presatka u primatelju.

Uzorci u kojima je bilo manje od ¢etiri portalna prostora smatrali su se neadekvatnim i nisu
bili ukljuceni u studiju. Mikroskopska analiza uzoraka izvrSena je na arhiviranom materijalu
Klini¢kog zavoda za patologiju i citologiju Klini¢ke bolnice ,,Merkur® od strane patologa
iskusnog u histoloSkim promjenama u transplantaciji jetre, a koji nije bio upoznat s ishodom

postupka randomizacije ispitanika u pojedinim grupama.

Materijal je bio obraden standardnim postupkom za dobivanje histoloskih preparata koji
ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske kocke, rezanje
rezova debljine 4 pum, deparafiniranje i bojanje standardnom metodom hematoksilin eozin,
Gomori reakcijom srebrom za prikaz retikulinskih vlakana, Masson trikromnom metodom za
prikaz kolagenih vlakana i metodom Berlinskog modrila za prikaz ekstrahemoglobinskog

zeljeza.

U nultoj biopsiji odredivao se stupanj mikrovezikularne i makrovezikularne steatoze, stupanj

aktivnosti kroni¢nog hepatitisa i stadij fibroze (206).
Mikrovezikularna steatoza odredivala se semikvantitativno:
0 = nije prisutna,
1=1-10% stanica,
2 = vise od 10% stanica.
Makrovezikularna steatoza se odredivala semikvantitativno:
0 = manje od 5% stanica,
1 =5 - 30% stanica,
2 =31 - 50% stanica,

3 = vise od 50% stanica.
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Stupanj aktivnosti kroni¢nog hepatitisa odredivao se prema Ishak modificiranom indeksu
aktivnosti hepatitisa (mHAI) (207, 208).

Stadij fibroze odredivao se prema Ishak sustavu odredivanja stadija fibroze.

Stupanj ishemijsko-reperfuzijskih promjena parenhima odredivao se u 1. biopsiji jetrenog
presatka semikvantitativno kao blagi, umjereni, teski stupanj ozljede (209):

0 = ishemijsko-reperfuzijska ozljeda nije prisutna,

1 = blaga ishemijsko-reperfuzijska ozljeda karakterizirana je diskretno ili pojedinacno
baloniranim degeneriranim hepatocitima, mikrovezikularnom [
makrovezikularnom steatozom do 5%, diskretnom kolangiolarnom proliferacijom
u portalnim prostorima, diskretnom kolestazom hepatocelularnog i/ili
kanalikularnog tipa u zoni 3 jetrenih reznjia i infiltracijom tek pokojeg

neutrofilnog granulocita,

2 = umjerena ishemijsko-reperfuzijska ozljeda pokazuje brojnije nakupine
baloniranih, degeneriranih hepatocita, veci postotak mikrovezikularne 1
makrovezikularne steatoze i umjereno izrazeni kolangiolarnu proliferaciju u
portalnim prostorima, umjereno izrazenu kolestazu hepatocelularnog i
kanalikularnog tipa koji moze zahvatiti ne samo zonu 3, nego i zonu 2 jetrenih
reznji¢a, umjereni infiltrat neutrofilnih granulocita, rijetka apoptoticka tjelesca i

pojedinacne nekroze hepatocita,

3 = teska ishemijsko-reperfuzijska ozljeda ima pericentralnu konfluentnu nekrozu
hepatocita (zonu 3 jetrenih reZnji¢a) s infiltracijom neutrofilnih granulocita uz

izrazena ve¢ prethodno opisana obiljezja.

Stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede odreden je na temelju osam morfoloskih obiljezja
jetrenog parenhima: balonirana degeneracija hepatocita, mikrovezikularna i makrovezikularna
steatoza, kolangiolarna proliferacija, kolestaza, apoptoticka tjeleSca, infiltrat neutrofilnih

granulocita te pericentralna konfluentna nekroza.
Mikrovezikularna i makrovezikularna steatoza odredivale su se ranije navedenom podjelom.

Balonirana degeneracija hepatocita odredivala se semikvanitativno primjenjujuci kriterije

NASH hepatitisa (210):
0 = nije prisutna,
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1 = blaga,
2 = umjerena,
3 = izrazena.
Kolangiolarna proliferacija odredivana je kao odsutna ili prisutna.
Kolestaza se odredivala semikvatitativno prisutnoscu jednog od navedenih kriterija:
0 = nije prisutna,
1 = hepatocelularni zastoj,
2 = kanalikularni zastoj,
3 = duktani zastoj.
Apototicka tjelesca odredivala su se morfoloski i semikvantitativno (211, 212):
0 = nije prisutna,

1 = jedno apoptoticko tjelesce na 10 polja velikog vidnog povecanja mikroskopa
(x400),

2 = vise od jednog apoptotickog tjeleSca na 10 polja velikog vidnog povecanja

mikroskopa (x400).

Infiltracija neutrofilnih granulocita (vise od 3 neutrofilna granulocita u nakupini) odredivana

je semikvantitativno:
0 = nije prisutna,

1 = jedna nakupina neurofilnih granulocita u jetrenom reznji¢u na 10 polja velikog

vidnog povecéanja mikroskopa (x400),

2 = viSe od jedne nakupine neutrofilnih granulocita u jetrenom reznji¢u na 10 polja

velikog vidnog povecanja mikroskopa (x400).

Pericentralna konfluentna nekroza odredena je kao odsutna ili prisutna.
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4.5 Statisti¢ka analiza

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Prikupljeni podaci obradeni su metodama
deskriptivne i inferencijalne statistike. Distribucija podataka testirana je D'Agostino-Pearson
testom. Podaci asimetri¢ne distribucije prikazani su kao medijan, raspon i interkvartilni raspon.
Podaci simetri¢ne distribucije prikazani su kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD;
engl. standard deviation) i raspon. Za usporedbu kontinuiranih varijabli s normalnom
raspodjelom izmedu skupina, koristen je Studentov t-test za nezavisne uzorke, a usporedbu
kontinuiranih varijabli koje ne slijede normalnu raspodjelu je koristen Mann Whitney test za
nezavisne uzorke. Za kategorijske varijable izmedu skupina koristen je X? test, odnosno
Fisherov egzaktni test. Razlike u ekspresiji stupnja ishemijsko-reperfuzijske ozljede izmedu
kvalitete presatka i darivateljevih karakteristika, analizirane su Kruskal Wallis testom.

Sve P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnima, osim ako nije drugacije

istaknuto.

Za sve statistiCke analize koristen je program IBM SPSS Statistics, Version 21.
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5 REZULTATI

5.1 Osnovne znacajke primatelja i darivatelja i proceduralne karakteristike

Za uklju¢ivanje u studiju razmatrano je 60 pacijenata planiranih za ortotopi¢nu
transplantaciju jetre u periodu od 2016. do 2021. godine. Proces tijeka istrazivanja prikazan je
na Slici 1. Zbog strogih isklju¢nih kriterija, u studiju nije ukljuceno 29 (48%) od 60 pacijenata
koji su razmatrani za ovu studiju. Najveci broj bolesnika iskljuCen je iz istrazivanja zbog
hemodinamske nestabilnosti tijekom postupka transplantacije. Odluceno je iskljuditi takve
bolesnike zbog ¢injenice da sama hemodinamska nestabilnost i kori$tenje vazoaktivne potpore
mogu pojacati ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu 1 tako utjecati na rezultat procjene ucinaka
anestetika na taj proces. Hemodinamska nestabilnost ¢esto Se javlja nakon reperfuzije i u nas§im
ukljuénim kriterijima smo dopustali hemodinamsku nestabilnost do 30 minuta, ¢ak i1 ako je
zahtijevala vazoaktivnu potporu. 1z navedenih razloga, veli¢ina sevofluranske i isofluranske

skupine je razlicita (Tablica 1.).
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Prvotno planirano

Iskljueno
N=10

Zaboravili uzeti biopsiju nakon reperfuzile
N

Transplantacija nije provedena N
Hemodinamski nestabilni N
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—_ =

N =60
Iskfjuceno
N=13
Odbilo sudielovanje N=4
Zadovoliii kriterije iskijuivanja N=9
Y
Randomizirano
N=47
Sevofluran
skupina 4= | |zofluran skupina
N=29 — N=18
Iskljuéeno
N=6
Transplantacija nije provedena N=1
Hemodinamski nestabilni N=5
Sevofluran

skupina Izofluran skupina
N=19 N=12

Ukupno

N=31

Slika 7. Slikovni prikaz toka istrazivanja
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Tablica 1 Podjela pacijenata po ispitivanim skupinama

Sevofluran Isofluran
Broj pacijenata 19 (61,3%) 12 (38,7%)

Demografska obiljezja primatelja i darivatelja u ispitivanim skupinama prikazana su u
tablicama (Tablica 2, Tablica 3). U¢injenom statistickom analizom nisu nadene statisticki
znacajne razlike u demografskim karakteristikama darivatelja i primatelja te karakteristikama

kirurske procedure izmedu dvije ispitivane skupine.

Tablica 2. Raspodjela spola darivatelja i primatelja u ispitivanim skupinama

Skupine, N (%)

Bolesnici p*

Ukupno Sevofluran  Isofluran
Darivatelji
Zenski 20 (65 11 (58 9 (75

(65) (58) (75) 0.450

Muski 11 (35) 8 (42) 3 (25)
Primatelji
Zenski 7(23 5 (26 2 (17

(23) (26) (17) 0.676
Muski 24 (77) 14 (74) 10 (83)

* Fisher egzaktni test
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Tablica 3. Demografska obiljezja darivatelja i primatelja i proceduralne karakteristike

Medijan, raspon (IQR)*

P (U-
Obiljezja ) Sevofluran Isofluran (
Svi (N=31) vrijednost)f
(N=19) (N=12)
Dob (godine)
. . 66, 16-79
Darivatelja 65, 16-79 (16) 59, 16-77 (16) 12) 0.130 (152)
. . 64, 30-66
Primatelja 59, 30-71 (13) 57, 31-71 (14) 12) 0.395 (93)
2.122, 1.325- 2.245, 1.869-
ET-DRI* 2.144, 1.325-2.507 (0,39) 0.306 (140)
2.507 (0.486) 2.382 (0.154)
Vrijeme ishemije
(minute)
28, 19-55
Topla 28, 18-72 (9) 28, 18-72 (9) (10) 0.887 (110)
Aritmeticka sredina = SD§ (raspon)
381 +150 (163- 390+110 0.873* (t=0.161,
Hladna 385 + 134 (140-638)

638) (140-547) DF=29)

* 1QR — interkvartilni raspon

+ Usporedba skupina sevofluran i isofluran, Mann-Whintey test
§ SD — standardna devijacija

1 Usporedba skupina sevofluran i isofluran, Studentov t-test

* ET-DRI — Eurotransplant indeks rizika darivatelja
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Vecina primatelja jetre ukljucenih u studiju su muskarci srednje dobi kod kojih je najéesca
indikacija za transplantaciju jetre bila alkoholna ciroza jetre (26%). Analizom demografskih
podataka o darivateljima, uocava se da se radi o darivateljima nesto starije dobi i visih ET-DRI
bodova. Ono sto je zanimljivo (i to prati globalne podatke) jest da su darivatelji ¢es¢e zenskog
spola, starije Zivotne dobi, najéesc¢i uzrok mozdane smrti je cerebrovaskularni incident, srednje
su osteomuskularne konstitucije, pri ¢emu je vecina presadaka jetre iz Hrvatske, i u visokom
postotku radi se o bolesnicima lijeCenim u bolnicama Zagreba (Tablica 4.) (213). ET-DRI
bodovanje izracunato je po formuli Braat i suradnika u koju su ukljuceni rizi¢ni ¢imbenici Koji
pridonose losijim rezultatima preZivljena presatka (14). Rizi¢na obiljezja (Tablica 3.) ukljucuju
dob, uzrok smrti, rasu, darovanje nakon kardijalnog aresta, parcijalno ili ,,split darovanje
organa, visinu, lokaciju organa i vrijeme hladne ishemije. Medijan ET-DRI bodovanja u

darivatelja organa naseg istrazivanja je Visok.

StatistiCkom analizom Mann Whitney U testom, utvrdili smo jednoliku distribuciju riziénih
¢imbenika darivatelja izmedu dvije ispitivane skupine (Tablica 4.). lako je vidljivo (Tablica 4)
da su u sevofluranskoj skupini darivatelji nesto mlade dobi i jace osteomuskularne grade te da
su dva jetrena presatka dobivena nakon kardijalnog aresta (nesto su ¢esce iz Zagreba, ali i iz
drugih c¢lanica Eurotransplanta), statistickom analizom sve te razlike nisu se pokazale

znacajnima.

Karakteristike kirurske procedure: vrijeme hladne i tople ishemije su kratke i nema statisticki
znaCajne razlike izmedu ispitivanih skupina. Uzrok tome su zemljopisne karakteristike nase

zemlje 1 iskustvo kirurSkog tima.

40



Tablica 4. Rizi¢ni cimbenici darivatelja u ispitivanim skupinama

Skupina (N)
Rizi¢ni ¢imbenik ] Sevofluran Isofluran P
Svi (31)
(19) (12)
Aritmeticka sredina = SD* (raspon) t-test
- o 177 8 175+9 (157- 180+ 6 t=1.692, DF
Visina darivatelja (cm) 0.101
(157-190)  190) (170-190) 29
] ) 27+3(21- 27+3(22- 26+3 t=-0.209,
BMI* darivatelja (kg/m?) 0.836
32) 31) (21-32) DF 29
Medijan, raspon (IQR)* Mann-Whitney test
] ] ] 65, 16-79 59, 16-77 66, 16-79
Dob darivatelja (godine) 0.130 U=152
(16) (16) (12)
N (%) X2-test
Uzrok smrti 24/4/3 14/2/3 10/2/0
N 0.283 DF=1
(CVl/trauma/anoksija) (77/13/10) 74/10/16 83/17/0
Lokacija organa 11/19/1 7/11/1 4/8/0
i ] 0.929 DF=1
(lokalno/regionalno/nacionalno)  (36/61/3) (37/58/5) (33/67/0)
Darovanje organa nakon 29/2 17/2 12/0
. . 0,646 102
kardiovaskularne smrti (ne/da) (94/6) (90/10) (100/0)
Parcijalni/split presadak (da/ne)
0/100 0/100 0/100 1.000 -
(%)
Rasa (crnci/bijelci/drugo) (%) 0/100/0 0/100/0 0/100/0 1.000 -

* SD - standardna devijacija
Y 1QR — interkvartilni raspon

*BMI - indeks tjelesne mase (engl. body mass index)
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5.2 Histoloske karakteristike presatka i distribucija izmedu ispitivanih skupina

Biopticki materijal uzet nakon iskljucenja presatka iz krvotoka darivatelja, oznacen je kao
,0. (nulta) biopsija. U tkivu je analizirana prisutnost i stupanj mikrovezikularne i
makrovezikularne steatoze, prisutnost i stupanj aktivnosti kroni¢nog hepatitisa te prisutnost i
stadij fibroze. Nulta biopsija odreduje kvalitetu presatka prije kirurS§kog zahvata. Statisticka
analiza pokazuje jednoliku distribuciju kvalitete presatka utvrdene u nultoj biopsiji izmedu

dvije ispitivane skupine.

U tablici (Tablica 5) prikazana je distribucija kvalitete presatka izmedu dvije ispitivane
skupine. Fisherovim egzaktnim testom utvrdeno je da se presatci randomizirani u dvije
ispitivane skupine ne razlikuju prema histoloskih parametara kvalitete presatka. lako se
makrovezikularna steatoza pojavljuje nesto ucestalije u sevofluranskoj skupini, nije se pokazala
kao statisticki znacajna razlika izmedu dviju skupina. Kako se fibroza te viSi stupnjevi
aktivnosti kronicnog hepatitisa, kao 1 mikrovezikularne 1 makrovezikularne steatoze ne

pojavljuju, nisu prikazani u tablici.
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Tablica 5. Morfoloske karakteristike presatka u ,,0. " biopsiji presatka jetre

Skupina, N (%)

Stupanj : p*
Svi Sevofluran Isofluran

CAH' 0 29 (94) 18 (95) 11 (92)

1 2 (6) 1(5) 1(8) 1000
Mikrovezikularna 0 30 (97) 18 (95) 12 (100) 1000
steatoza 1 1(3) 1(5) 0
Makrovezikularna 0 19 (61) 11 (58) 8 (67) 1000
steatoza 1 12 (39) 8 (42) 4 (33)
Fibroza 0 31 (100) 19 (100) 12 (100)

1 0 0 0 B

* Usporedba skupina sevofluran i isofluran, Fisherov egzaktni test
+ CAH — kronic¢ni aktivni hepatitis

(Mikrovezikularna steatoza: O - nije prisutna, 1 - 1-10% stanica; Makrovezikularna steatoza: 0 - O -
manje od 5% stanica, 1 - 5 - 30% stanica; kroni¢ni aktivni hepatitis; CAH: 0 - minimalan, 1 - blagi;

Fibroza: 0 - bez fibroze)
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Slika 8. Makrovezikularna steatoza jetrenog parenhima. A. manje od 3% hepatocita
makrovezikularno steatozno promijenjenih citoplazmi; PHD#4. B. manje od 10% hepatocita

makrovezikularno steatozno promijenjenih citoplazmi; PHD#23 (HE bojenje, povecanje
200x).
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5.3 Pojavnost i stupnjevi ishemijsko-reperfuzijske ozljede i morfoloskih promjena kod

ishemijsko-reperfuzijske ozljede

Histoloskom analizom bioptata presatka nakon reperfuzije, neposredno nakon presadivanja,
a prije samog zatvaranja operacijskog polja, utvrdena je pojavnost histoloskih promjena koje

se povezuju s ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom presatka.

Promjene povezane s ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom prisutne su u veéini presadaka
(87%, Tablica 6.). U gotovo polovici presadaka radi se o blazem obliku promjena, dok je teski
stupanj promjena prisutan u 13% organa. U ukupnom broju ispitanika, svi stupnjevi ishemijsko-
reperfuzijske ozljede ravnomjerno su zastupljeni u obje skupine uzoraka (P= 0.241, DF=3, X>-
test).

U tablici (Tablica 6.) prikazana je ucestalost stupnjeva ishemijsko-reperfuzijske ozljede
izmedu dviju ispitivanih skupina. U najvisem broju uzoraka pojavljuje se blagi stupanj ozljede.
U nesto vecem broju bolesnika, tesko oste¢enje bilo je u sevofluranskoj skupini, no bez

statisti¢ki znacajne razlike.

Tablica 6. Pojavnost i stupnjevanje ishemijsko-reperfuzijske ozljede u ,, 1.” biopsiji presatka
jetre

Ishemijsko-reperfuzijska Skupina, N (%)

: : . P* (DF)
ozljeda (stupanj) Svi Sevofluran  Isofluran
Nije prisutno (0) 4 (13) 3 (16) 1(8) 0.317 (1)
Blago (1) 15 (48) 7 (37) 8 (67) 0.796 (1)
Umjereno (2) 8 (26) 5 (26) 3 (25) 0.480 (1)
Tesko (3) 4 (13) 4 (21) 0

* Usporedba skupina sevofluran i isofluran, X>~test, uz Bonfferonijevu korekciju granice znacajne P
vrijednosti na 0.017

U tablici (Tablica 7) prikazana je pojavnost histoloskih promjena prema stupnjevima
ishemijsko-reperfuzijske ozljede. U naSem istrazivanju znacajno su ucestalije histoloske
promjene baloniranja, apoptoze, infiltracije neutrofilnih granulocita i nekroze u viSim
stupnjevima ishemijsko-reperfuzijske ozljede, a ostale histoloske promjene nisu postigle
statisticku znacajnost. To se moze interpretirati malim uzorkom na veéi broj stupnjeva

ishemijsko-reperfuzijske ozljede.
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Tablica 7. Ucestalost histoloskih obiljezja ishemijsko-reperfuzijske ozljede u ,, 1. "biopsiji
presatka jetre u razlicitim stupnjevima ishemijsko-reperfuzijske ozljede

Histolosko obiljezje

ishemijsko-reperfuzijske Stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede, N (%)

ozljede P (bR
Vrsta Stupanj 0 1 2 3
Mikrovezikularna 0 4 (13) 15 (48) 8 (26) 4 (13)
steatoza 1 0 0 0 0 )
Makrovezikularna 0 4 (23) 9 (53) 3(18) 1(6) 0.118 (3
steatoza 1 0 6 (43) 5 (36) 3(21)
Baloniranje 0 3(15) 13 (65) 4 (20) 0
1 1(12) 2 (25) 4 (50) 1(12) < 0.001 (6)
2 0 0 0 3 (100)
Kolénglol-a?rna 0 4 (13) 15 (50) 7 (23) 4 (13) 0.396. (3)
proliferacija 1 0 0 1 (100) 0
Kolestaza 0 4 (15) 15 (58) 5 (19) 2 (8) 0,021 (3)
1 0 0 3 (60) 2 (40)
Apoptoza 0 4 (67) 2 (33) 0 0
1 0 13 (93) 1(7) 0 < 0.001 (6)
2 0 0 7 (64) 4 (36)
Infiltracija 0 1 (50) 0 1 (50) 0
neutrofilnih 1 3 (25) 8 (67) 0 1(8) 0.036 (6)
granulocita 2 0 7 (41) 7 (41) 3(18)
Nekroza 0 4 (15) 15 (55) 8 (30) 0 <0.001 (3)
1 0 0 0 4 (100)
* X2-test

(Mikrovezikularna steatoza: O - nije prisutna; Makrovezikularna steatoza: 0 — 0 - manje od 5% stanica, 1 — 5 -
30% stanica; Baloniranje: 0 - nije prisutna, 1 - blaga, 2 - umjerena; Kolangiolarna proliferacija: 0 - odsutna, 1 -
prisutna; Kolestaza: 0 - nije prisutna, 1 - hepatocelularni zastoj; Apotoza: 0 - nije prisutna, 1 - jedno apoptoti¢ko
tjelesce na 10 polja velikog vidnog povecanja mikroskopa (400x), 2 - vise od jednog apoptoti¢kog tjeleSca na 10
polja velikog vidnog povecanja mikroskopa (400x); Infiltracija neutrofilnih granulocita: 0 - nije prisutna, 1 - jedna
nakupina granulocita u jetrenom reznji¢u na 10 polja velikog vidnog povecanja mikroskopa (400x), 2 - vise od
jedne nakupine granulocita u jetrenom reznji¢una 10 polja velikog vidnog povec¢anja mikroskopa (400x); Nekroza:
0 - odsutna; 1 - prisutna; Stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede: 0 — ishemijsko-reperfuzijska ozljeda nije
prisutna, 1 — blaga ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, 2 — umjerena ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, 3 - teska
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda)
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Slika 9. Patohistolosko obiljezje ishemijsko-reperfuzijskog ostecenja. Brojna apoptoticka
tjelesca; PHD#2 (oznacene strelicama; HE bojenje; povecanje 400x).
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Slika 10. Patohistoloska obiljezja ishemijsko-reperfuzijskog ostecenja; infiltrat neutrofilnih
granulocita, apoptoticka tjelesca i kolestaza hepatocelularnog tipa. A. jedna nakupina
neutrofilnih granulocita (oznaceno Zutom strelicom); PHD#17. B. vise nakupina neutrofilnih
granulocita i apoptoticka tjelesca (oznaceno plavom strelicom); PHD#30. C. vise nakupina
neutrofilnih granulocita i apoptoticka tjelesca i kolestaza hepatocelularnog tipa (oznacene
crnim strelicama); PHD#13. (HE bojenje; povecanje 400x).
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Slika 11. Patohistolosko obiljezje ishemijsko-reperfuzijskog ostecenja. Kolestaza

hepatocelularnog tipa; PHD#3 (oznacena crnim strelicama; HE bojenje; povecanje 400x).
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Slika 12. Patohistolosko obiljezje ishemijsko-reperfuzijskog ostecenja. Konfluentna nekroza
zone 3 jetrenog reznjica (oznacena kruznicom) s vise nakupina neutrofilnih granulocita (Zuta
strelica) i apoptotickih tielesaca (plava strelica); centralna vena (crvena strelica); PHD#8
(HE bojenje,; povecanje 200x).
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5.4  Ucestalost morfoloskih promjena ishemijsko-reperfuzijske ozljede u ispitivanim

skupinama

U tablici (Tablica 8.) detaljnije su analizirane razlike ucestalosti osam histoloskih obiljezja
ishemijsko-reperfuzijske ozljede izmedu ispitivanih skupina. lako opcenito nismo utvrdili
statisticki znacajnu razliku pojavnosti pojedinih stupnjeva ishemijsko-reperfuzijske ozljede
(Tablica 6.), detaljnijom analizom pojedinac¢nih parametara nadene su zanimljive razlike. U
sevofluranskoj skupini, ¢es¢a je pojavnost baloniranja hepatocita te se u istoj skupini
baloniranje hepatocita nalazi u visem stupnju ishemijsko-reperfuzijske ozljede (P=0.040, DF 2,
X2-test). | nekroza se ¢esée pojavljuje u visokom stupnju ishemijsko-reperfuzijske ozljede u
sevofluranskoj skupini (P=0.094, DF 1, X2-test), no nije bila statisticki zna¢ajna u odnosu na
isofluransku skupinu. Pitanje je bi li se dosegla statisticka znac¢ajnost da imamo vise bolesnika

u skupinama.
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Tablica 8. Pojavnost morfoloskih promjena ishemijsko-reperfuzijske ozljede izmedu

ispitivanih skupina

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda

Skupina, N (%)

. P* (DF)
Vrsta Stupanj Sevofluran Isofluran
Mikrovezikularna steatoza 0 19 (100) 12 (100)
. ] ] _
Makrovezikularna steatoza 0 9 (47) 8 (67)
0.301 (2)
1 10 (53) 4 (33)
Baloniranje 0 9 (47) 11 (92)
1 7 (37) 1(8) 0.040 (2)
2 3 (16) 0
Kolangiolarna proliferacija 0 18 (95 12 (100
g P j (95) (100) 0.427 (1)
1 1(5) 0
Kolestaza 0 16 (84) 10 (83)
0.949 (1)
1 3 (16) 2 (17)
Apoptoza 0 4 (21) 2 (17)
1 7 (37) 7 (58) 0.489 (2)
2 8 (42) 3(25)
Infiltracija neutrofilnih 0 2 (10) 0
granulocita 1 6 (32) 6 (50) 0.369 (2)
2 11 (58) 6 (50)
Nekroza 0 15 (79) 12 (100)
0.094 (1)
1 4 (21) 0
* X2-test

(Mikrovezikularna steatoza: 0 - nije prisutna; Makrovezikularna steatoza: 0 - 0- manje od 5% stanica, 1 - 5-

30% stanica; Baloniranje: O - nije prisutna, 1 - blaga, 2 - umjerena; Kolangiolarna proliferacija: 0 - odsutna, 1 -
prisutna; Kolestaza: 0 - nije prisutna, 1 - hepatocelularni zastoj; Apotoza: O - nije prisutna, 1 - jedno apoptoti¢ko
tjelesce na 10 polja velikog vidnog povecanja mikroskopa, 2 - vise od jednog apoptotickog tjelesca na 10 polja
velikog vidnog povecanja mikroskopa; Infiltracija neutrofilnih granulocita: 0 - nije prisutna, 1 - jedna nakupina

granulocita u jetrenom reznji¢u na 10 polja velikog vidnog povecanja mikroskopa, 2 - vise od jedne nakupine
granulocita u jetrenom reznji¢u na 10 polja velikog vidnog povecanja mikroskopa; Nekroza: 0 - odsutna; 1 -

prisutna)
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5.5 Pojavnost i stupanj histoloskih promjena ishemijsko-reperfuzijske ozljede u odnosu na

proceduralne karakteristike i karakteristike darivatelja

U specifi¢nim ciljevima pokusali smo utvrditi postoji li povezanost izmedu proceduralnih
karakteristika i karakteristika darivatelja na pojavnost ishemijsko-reperfuzijske ozljede
(Tablica 9), odnosno na stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede (Tablica 10).

Analiza pojavnosti ishemijsko-reperfuzijske ozljede (Mann Whitney U testom) i stupnja
ishemijsko-reperfuzijske ozljede (Kruskal Wallisovim testom,) u odnosu na proceduralne
karakteristike i karakteristike darivatelja, uocili smo da su samo vise vrijednosti ET-DRI
statisticki znacajno ¢e$¢e povezane s visim stupnjem ishemijsko-reperfuzijske ozljede. lako se
smatra da su duljina hladne i tople ishemije kao parametri kirurske procedure znacajno povezani
s pojavnos¢u 1 stupnjem ishemijsko-reperfuzijske ozljede, u nasem istrazivanju to se nije
pokazalo tocnim. Misljenja smo da je razlog tome u prvom redu cCinjenica kako su ostala
obiljezja primatelja i darivatelja izmedu ispitivanih skupina dosta uniformna te se uglavnom
radi o kratkim vremenima tople i hladne ishemije. Isto tako, vrijeme hladne ishemije je relativno
kratko zbog zemljopisnih karakteristike nase zemlje pa je vrijeme transporta, odnosno vrijeme
od eksplantacije do transplantacije, kratko. Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da se
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda javlja nesto ucestalije kod presadaka kod kojih je darivatelj

imao nizi ET-DRI. ET-DRI je kod visih stupnjeva ishemijsko-reperfuzijske ozljede nesto nizi.
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Tablica 9. Pojavnost morfoloskih promjena u odnosu na proceduralne karakteristike i
obiljezja darivatelja (ET-DRI bodovanje)

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda

Obiljezje Medijan, raspon (IQR)* P* (V)

Ne (N=4) Da (N=27)

Vrijeme hladne ishemije
301, 163-444 (243) 394, 140-638 (173)  0.346 (38)

(minute)
Vrijeme tople ishemije
) 27, 23-33 (7) 28, 18-72 (10) 0.860 (51)
(minute)
ET-DRI* 2.316, 2.290-2.420  2.122,1.330-2.510
0.045 (20)
(0.084) (0.336)

* Mann-Whitney test

+ SD — standardna devijacija

1 IQR — interkvartilni raspon

* ET-DRI — Eurotransplant indeks rizika darivatelja

Tablica 10. Stupanj morfoloskih promjena u odnosu na proceduralne karakteristike i
karakteristike darivatelja

Stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede

P*
Obiljezje i T
j€Z) Medijan, raspon (IQR) (Ht, DF)
0(N=4) 1(N=15) 2 (N=8) 3 (N=4)
N o 301,
Vrijeme hladne ishemije 163.444 383, 174- 397, 140- 383, 306- 0.803
(minute) 614 (145) 547 (107) 638 (77) (0.992, 3)
(243)
Vrijeme tople ishemije 27, 23- 30, 19- 27, 18-52 28, 19-72 0.922
(minute) 33(7) 55(10) (112) (30) (0.486, 3)
2.316, 2.360
2.115, 2.133,
2.290- 2.104- 0.047
ET-DRI* 1.325-2.367 1.653-2.404
2.420 2.507 (7.979, 3)
(0.370) (0.359)
(0.084) (2.397)

* Kruskal-Wallis test

+ IQR — interkvartilni raspon

* ET-DRI — Eurotransplant indeks rizika darivatelja

(Stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede: 0 — ishemijsko-reperfuzijska ozljeda nije prisutna, 1 — blaga

ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, 2 — umjerena ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, 3 - teska ishemijsko-
reperfuzijska ozljeda)
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5.6 Pojavnost i stupnjevanje histoloskih promjena ishemijsko-reperfuzijske ozljede u

odnosu na kvalitetu presatka odredenu u ,,0.“ biopsiji

Drugim specifi¢nim ciljem smo pokusali utvrditi koliko kvaliteta presatka, koja se definira
biopsijom odmah nakon pocetka hladne ishemije —,,0”. biopsijom, utjece na pojavnost (Tablica
11.) i stupanj (Tablica 12.) ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Mann Whitney U testom za
pojavnost i Kruskal Wallis testom za usporedbu stupnjeva ishemijsko-reperfuzijske ozljede,
nismo utvrdili statisticki znaajne razlike u distribuciji stupnjeva pojedinih histoloskih

promjena nulte biopsije presatka.

Misljenja smo da je uzrok tome 1 ¢injenica da su prisutne vrlo male razlike medu skupinama
u ostalim, uglavnom povoljnim, obiljezjima darivatelja, primatelja i transplantacijske
procedure. Presadci iznimno loSe kvalitete 1 duge hlade ishemije u naSem se centru ne
prihvacaju za transplantacijsku proceduru. Stoga, u istrazivanju nisu uopce prisutni presadci s
fibrozom i vi§im stupnjevima CAHa, mikrovezikularnom i makrovezikularnom steatozom.

Tablica 11. Pojavnost ishemijsko-reperfuzijske ozljede u odnosu na kvalitetu presatka
odredenu u ,, 0. “ biopsiji

) Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda,
Kvaliteta presatka

N (%) -
Histolosko
Ne Da
obiljeZje presatka
Mikrovezikularna 0 4 (13) 26 (87)
1.000
steatoza 1 0 1 (100)
Makrovezikularna 0 3 (16) 16 (84)
1.000
steatoza 1 1(8) 11 (92)
CAH 0 3(10) 26 (90)
0.245
1 1 (50) 1 (50)
Fibroza 0 4 (13) 27 (87)
1 0 0 .

* Fisherov egzatkni test

(Mikrovezikularna steatoza: 0 - nije prisutna, 1 - 1 - 10% stanica; Makrovezikularna steatoza: 0 = 0 - manje od 5%
stanica, 1 - 5 - 30% stanica; CAH: 0 - minimalan, 1 - blagi; Fibroza:0 - bez fibroze; Ishemijsko-reperfuzijska
ozljeda: 0 - odsutno, 1 - prisutno)
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Tablica 12. Stupnjevanje ishemijsko-reperfuzijske ozljede u odnosu na kvalitetu presatka
odredenu u ,, 0. “ biopsiji

Stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede

N (%)
P* (DF)
Histolosko )
o Stupanj 0 1 2 3
obiljezje presatka
Mikrovezikularna 0 4 (13 15 (50 8 (27 3 (10
(13) (50) (27) (10) 0.015 (3)
steatoza 1 0 0 0 1 (100)
Makrovezikularna 0 3(16 11 (58 4 (21 1
(16) (58) (21) (5) 0.118 (3)
steatoza 1 1(8) 4 (33) 4 (33) 3 (25)
CAH 0 3 (10 15 (52 7 (24 4 (14
(10) (52) (24) (14) 0.253 (3
1 1 (50) 0 1 (50) 0
Fibroza 0 4 (13) 15(48) 8(26) 4(13)
1 0 0 0 0 B
* X2-test

(Mikrovezikularna steatoza: O - nije prisutna, 1 - 1-10% stanica; Makrovezikularna steatoza: 0 - 0- manje od 5%
stanica, 1 - 5- 30% stanica; CAH: 0 - minimalan, 1 - blagi;Fibroza:0 - bez fibroze; Stupanj ishemijsko-reperfuzijske
ozljede: 0 —ishemijsko-reperfuzijska ozljeda nije prisutna, 1 - blaga ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, 2 - umjerena
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, 3 - teska ishemijsko-reperfuzijska ozljeda)
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6 RASPRAVA

Transplantacija jetre optimalan je nacin lijeCenja terminalnog zatajenja jetre bilo koje
etiologije i selekcioniranih tumora jetre. Zbog porasta prevalencije rizicnih ¢imbenika za akutne
i kroni¢ne bolesti jetre i produljenja Zivotnog vijeka stanovniStva sve je veéi broj bolesnika u
potrebi za postupkom. Kroni¢ni nedostatak organa glavni je razlog $to se samo 50% bolesnika
na listi, odnosno 20 - 25% svih potencijalnih primatelja, uistinu transplantira (7). Kako bi se
rijeSio problem nedostatka organa sve viSe centara za transplantaciju jetre koristi organe tzv.
marginalne kvalitete. Napretkom imunosupresivnog lijeCenja, anestezioloSkih, kirurskih i
internistickih postupaka uz bolje prepoznavanje poslijetransplantacijskih komplikacija,
postignuta su znaCajna poboljSanja u prezivljenju bolesnika 1 presadaka. Prosjecno
jednogodisnje i petogodi$nje preZivljenje primatelja iznosi 84 - 96%, odnosno 72 - 78%, a
presadaka 72% odnosno 66% (6). Medutim, kombinacija nepovoljnih obiljezja primatelja,
darovanih organa i transplantacijskog postupka, potencijalni je razlog loSijeg ishoda
prezivljenja primatelja i presatka uz potencijalnu potrebu za retransplantacijom. Zbog toga su
velikim dijelom sadasnje aktivnosti u transplantacijskoj medicini usmjerene prema postupcima
koji mogu dovesti do povecanja broja dostupnih organa i prevenciji nezeljenih ishoda
transplantacijskog postupka, a sve s ciljem poboljSanja preZivljenja presatka i primatelja nakon

transplantacije jetre.

U neposrednom perioperativnom razdoblju, ishemijsko-reperfuzijska ozljeda jetre navedena
je kao vodeci uzrok primarne neadekvatne funkcije presatka. Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda
povezana je s neposrednim i dugoro¢nim komplikacijama koje ukljucuju poslijereperfuzijski
sindrom, odgodenu funkciju presatka i imunolosku aktivaciju s posljedicnim odbacivanjem
presatka. Koristenje takozvanih marginalnih organa, povezano je s viSim rizikom ishemijsko-
reperfuzijske ozljede, Sto u kontekstu kriticnog nedostatka organa kontinuirano potic¢e dodatna
istrazivanja mehanizama protekcije jetre od njezinih posljedica. Prateci literaturu, izneseni su i
opisani razni postupci i lijekovi koji kroz prekondicioniranje, postkondicioniranje il
kondicioniranje, smanjuju opseg ozljede i poboljsavaju ishod (214, 215). Znacajno unapredenje
kirurske tehnike i1 poslijeoperacijskog zbrinjavanja nakon transplantacije jetre, dovelo je
anesteziologe pred pitanje moze li se jo§ nekako unaprijediti postupanje tijekom transplantacije
jetre, a sve sa svrhom boljih klini¢kih rezultata i, naravno, smanjenja ukupnih troSkova. Bolje
korigiranje transfuzijskog lijecenja, adekvatni balans tekucina, kontrola poslijeoperacijske boli
I smanjenja stresa te prekondicioniranje koristenjem odredenih opioida i inhalacijskih

anestetika, primjeri su situacija u kojima anestezioloskim tehnikama i postupcima mozemo
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pridonijeti boljim rezultatima transplantacije jetre (216, 217). lako se intraoperativna
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda jetre generalno dogada za vrijeme opée anestezije, tek su se
nedavno poceli istrazivati efekti razliCitih postupaka anestezije na takvu vrstu ozljede.
Inhalacijski anestetici, osim svojih anestetskih u¢inaka, imaju niz znacajnih ne anestezioloskih
fizioloskih ucinaka koji su dokazani kroz godine. Kroz povijest se vjerovalo da inhalacijski
anestetici imaju toksi¢an uc¢inak na jetru. Taj rudiment je ostao kao posljedica ,halotanskog
hepatitisa® (218). Stoga, svaki se inhalacijski anestetik dodatno testirao te se na najmanju
naznaku toksi¢nosti povlacio iz primjene. Posljedica toga osjetila Se i u primjeni sevoflurana i
isoflurana ¢ija je komercijalna upotreba znacajno kasnila. Medutim, rezultati niza danasnjih
istrazivanja ukazuju na povoljan u¢inak inhalacijskih anestetika na funkciju jetre (81). Jos od
1983. godine istrazuju se protektivni ucinci kod ishemije inahalacijskih anestetika kao dodatni
efekt uz sedaciju (65). Dok kirursko ishemijsko prekondicioniranje zahtjeva vrijeme i moZe biti
komplicirano te je ponekad tesko provedivo u pravom trenutku, farmakoloSka protekcija
tijekom anestezije je lako primjenjiva i neinvazivna te predstavlja atraktivnu alternativu
ishemijskom kondicioniranju. To zvuci kao idealno sredstvo koje bi bar donekle moglo smanjiti
ozljedu nakon ishemije. Tijekom zadnjih par desetljeca, opsezno su se istrazivali protektivni
ucinci inhalacijskih anestetika. Najznacajniji su radovi na miokardu te su se posljedi¢no tome i
modeli protekcije na miokardu najvise istrazivali (219). Donekle se ti modeli mogu preslikati i
na druga tkiva, ali ne u potpunosti. Protektivni mehanizmi inhalacijskih anestetika nisu u
potpunosti razjasnjeni, ali ¢ini se da ukljucuju razli¢ite puteve koji mogu poceti prije, tijekom
ili poslije ishemije. Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda je zanimljiv, multifaktorijalan dogadaj,

tako da je naivno oc¢ekivati da protektivni ucinci idu samo preko jednog signalnog puta.

U transplantaciji jetre, dokazi o prednosti jednog anestetika nad drugim u svrhu smanjenja
incidencije i teZine ishemijsko-reperfuzijske ozljede, nisu uvjerljivi. Ta nedosljednost moze biti
posljedica razli¢itih anestezioloskih protokola, ali i mnostva drugih ¢imbenika koji utjecu na
ishod postupka transplantacije jetre, a na koje je tesko utjecati u klini¢kim istrazivanjima (npr.
vremena ishemije, obiljezja darivatelja i primatelja...). Nase istrazivanje je usmjereno prema
najjednostavnijoj primjeni inhalacijskih anestetika u klini¢koj praksi, koje ne bi ukljucivalo
dodatne intervencije izvan standardnih procedura, pa je realno ocekivati moguénost njihove

rutinske upotrebe u klinickoj praksi.

Ovo istrazivanje uklju€uje procjenu uloge dva protokola postkondicioniranja inhalacijskim

anestetikom nakon reperfuzije do zatvaranja koze.
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Cilj ovog istrazivanja je utvrditi postojanje povoljnijeg ucinka sevoflurana u odnosu na
isolfuran, na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu analiziraju¢i patohistoloske uzorke bioptata

presatka jetre.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je ishemijsko-reperfuzijska ozljeda iznimno Cesta i
prisutna u 87,1% presadaka. U polovici slucajeva radi se o blagim histoloskim promjenama, u
tre¢ini umjerenom, a u preostalih 15%, teskom stupnju ozljede. Od svih promatranih histoloskih
obiljezja ishemijsko-reprefuzijske ozljede, statisticki Su znacajno ucestalije histoloske
promjene baloniranja hepatocita, apoptoze, infiltracije neutrofilnih granulocita i nekroze
jetrenog parenhima u viSim stupnjevima ishemijsko-reperfuzijske ozljede, dok
mikrovezikularnu i makrovezikularna steatoza, kolangiolarna proliferacija i kolestaza ne

pokazuju znacajne razlike u distribuciji ovisno o stupnju ishemijsko-reprefuzijske ozljede.

Unato¢ ¢injenici da su neka ranija istrazivanja pokazala da bi eventualno sevofluran imao
prednosti kod transplantacije jetre jer je u nekim istrazivanjima pokazao protektivne
karakteristike, rezultati naseg istrazivanja nisu to potvrdili. Izbor inhalacijskog anestetika ne
utjeCe na pojavnost i stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Jedino detaljnijom analizom
histoloskih promjena ishemijsko-reperfuzijske ozljede, pokazalo se da je baloniranje hepatocita
statisticki ¢esce u tezem stupnju 0zljede kod bolesnika kod kojih je koristen sevofluran u odnosu
na isofluran. Iako distribucija nije postigla statisti¢ki zna¢ajnu razliku, postoji tendencija ¢es$ce
pojavnosti nekroze presatka u bolesnika lijecenih sevofluranom. Slijedom navedenog, dostupni
podaci koji su dobiveni u naSem istrazivanju ne podrzavaju nasu hipotezu da bi sevofluran imao
protektivni u¢inak u odnosu na isofluran. Naprotiv, u nasem istrazivanju isofluran pruza
odredeni protektivan ucinak na jetru od ishemijske-reperfuzijske ozljede u vidu manje
pojavnosti baloniranja hepatocita. U nasem istrazivanju protekcija organa evidentirana je kao
povoljniji histoloski nalaz. Iako je tesko bez detaljnijeg istrazivanja klinickih ishoda donijeti
definitivne zakljucke, postoje naznake da je primjena isoflurana za odrZavanje anestezije
tijekom transplantacije preporuéljiva kao nesto $to je lako primjenjivo. Baloniranje, odnosno
jace izrazeni edem stanica, jedna je od osnovnih histoloska promjena koja se pojavljuje kod
ozljeda jetrenih stanica. Ono se moze naci u veéini presadaka nakon transplantacije jetre (220).
Baloniranje je rezultat teskih ozljeda hepatocita uzrokovano nedostatkom ATPa i porastom
unutarstani¢ne koncentracije kalcija i zatim poremecaja citoskeleta (221). Ako je baloniranje
izrazito teSko, moze dovesti do smrti stanice. Ostale histoloSke promjene nisu pokazale

statisticki znacajnu pojavnost u ispitivanim skupinama.
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Velika prednost naseg istrazivanja je ta Sto se radi o randomiziranoj studiji s vrlo strogo
definiranim Kriterijima za ukljuéivanje u studiju. Takvim definiranjem smo izbjegli utjecaj
drugih potencijalnih parametara koji bi mogli doprinijeti ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi, ali
s druge strane, iz istrazivanja smo morali iskljuciti veliki broj bolesnika. Ono S$to iznenaduje
jest da rezultati istrazivanja nisu pokazali statisti¢ki znacCajnu povezanost stupnja ozljede te
duljine hladne i tople ishemije. Misljenja smo da je sveukupno kratko trajanje hladne i tople
ishemije glavni razlog $to nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti stupnja ozljede te duljine
hladne i tople ishemije. Buduci da je nasa zemlja mala, vrijeme hladne ishemije je ukupno krace
nego §to je prikazano u drugim svjetskim istrazivanjima. Udio organa darivatelja iz podrucja
Eurotransplanta koji se koriste u transplantaciji jetre u Hrvatskoj je relativno mali — 3,2%. To
mozemo zahvaliti kulturi darovanja organa u nasoj zemlji koja je na zavidnoj razini. Jedina
statisticki znacCajna povezanost koju smo uspjeli dokazati jest ucestalost viSeg stupnja
ishemijsko-reperfuzijske ozljede kod nizih vrijednosti ET-DRI. Dosadasnja istrazivanja
pokazuju da prezivljenje presatka kod darivatelja s visim ET-DRI je niza sukcesivno kroz
vremenska razdoblje. Indirektno je za ocekivati i visi stupanj ishemijsko-reperfuzijske ozljede
kod darivatelja s visim ET-DRI §to onda ne odgovara naSim rezultatima. Razlog navedenom
nije jednostavno objasniti jer bi se moglo oc¢ekivati da darivatelji losije kvalitete nepovoljno
utjeCu na pojavnost ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Ipak, mogucée je da se u postupku
alokacije koje je u Republici Hrvatskoj ,,center-oriented, odabrao presadak losije kvalitete za
primatelja povoljnijih klini¢kih i/ili laboratorijskih obiljezja koji imaju protektivni u¢inak
presatka u razvoju ishemijsko-reperfuzijske ozljede. ,,Center-oriented* alokacija oznacava da
se presadak dodjeljuje transplantacijskom centru ¢iji je pacijent prvi na listi cekanja organa, a
koordinatori u centru imaju pravo alokacije presatka pacijentu za kojeg postoje objektivni
pokazatelji da bi mu karakteristikama organ najbolje odgovarao. Individualna odluka klini¢ara
pri sparivanju darivatelja i primatelja, temeljena je na znanju, iskustvu i klini¢koj procijeni, a
predstavlja subjektivni ¢imbenik na koji je teSko utjecati. Svakako ove rezultate treba dodatno
istraziti.

Uzimanje ,,0.“ - biopsije nije standard u protokolima pri transplantaciji jetre. U naSoj
ustanovi uzimanje ,,0.“ - biopsije neposredno nakon pocetka hladne ishemije dio je protokola
transplantacije jetre kako bi se mogla procijeniti kvaliteta presatka. Znac¢ajna prednost naseg
istrazivanja odnosi se i na ¢injenicu da je svim primateljima utvrdeno postojanje eventualnog
pocetnog histoloskog ostecenja jetre kako bi se ona jasno razlucila od ishemijsko-reperfuzijske

ozljede koja se povezuje s uincima transplantacijskog postupka. Mi smo mogli procijeniti
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kvalitetu presatka i njihovu distribuciju izmedu dviju ispitivanih skupina. Kvaliteta presadaka
nije se razlikovala izmedu dvije ispitivane skupine. U naSem istrazivanju kvaliteta presatka
temeljena na histoloskim parametrima je ocijenjena kao dobra, odnosno adekvatna za
transplantaciju prema kriterijima (209). U literaturi se opisuje da se mikrovezikularna steatoza
pojavljuje do 20%, dok je u nasem istrazivanju pojavljuje u puno manjem postotku (3,2%)
(222). Podjednako je kroni¢ni aktivni hepatitis prisutan u tek 6,5% presadaka. Zbog prosje¢no
starije dobi darivatelja i visoke prevalencije pretilosti u opcoj populaciji, oc¢ekivano je
makrovezikularna steatoza prvog stupnja (steatoza 5 - 30%) Cesta i prisutna u 38,7% presadaka.
Usporedbom pojavnosti i distribucije stupnjeva pojedinih histoloskih promjena ,,0.* - biopsije
i stupnjeva ishemijsko-reperfuzijske ozljede nismo utvrdili statisticki znacajne razlike. Moze
se zakljuciti da je zbog visoke kulture darovanja, kvaliteta presadaka koji se koriste u nasoj

ustanovi dobra.

Sljedeca biopsija presatka uzorkovana je u trenutku prije zatvaranja koze jer se u tom
trenutku u bioptatu jetre ne ofekuju druga eventualna ostecenja osim onih povezanih s
ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom, a za samog bolesnika nema dodatne traume, odnosno
eventualni rizik krvarenja kontrolira se tijekom kirurS§ke procedure. Takvo je uzorkovanje
uzoraka tada pod kontrolom oka i bilo kakvo krvarenje je izrazito lako zbrinuti. Kasnije
uzimanje kod bolesnika kod kojih jo$ najcesce nije uspostavljenja adekvatna koagulacija, moze
ugroziti bolesnika. Osim ishemijsko-reperfuzijske ozljede, na ozljedu presatka i s njom
povezanih histoloskih oSte¢enja utjecu jos antibiotici 1 drugi razni lijekovi koji se primjenjuju
u poslijeoperacijskom periodu, hemodinamska nestabilnost, odnosno hipotenzija i potreba za
vazoaktivnom potporom, metabolizam imunosupresivne terapije i potencijalno odbacivanje,
infekcija, komorbiditet primatelja i jo§ mnogi drugi. U transplantacijskom postupku nemoguce
je kontrolirati sve te parametre. Stoga smo za ovu studiju odabrali neposredni period tijekom
anestezije, kao razdoblje u kojem je relativno lako kontrolirati dodatne parametre koji bi mogli
utjecati na ozljedu presatka i biopticki uzorak tkiva presatka. Koliko god je to prednost ove
studije, ono je ujedno i potencijalni nedostatak jer se radi o relativno kratkom periodu
promatranja. Ono $to Sse pokazalo zanimljivim u nasem istrazivanju jest da unato¢ pojavi
ishemijsko-reperfuzijske ozljede u visokom postotku slucajeva i Cesto viSeg stupnja ozljede
presatka, posljedi¢ni utjecaj iste na prezivljenje presatka ili bolesnika se ne nalazi. U nasem
istrazivanju, jednomjese¢no prezivljenje bolesnika je bilo 100%, dok je samo kod jednog
bolesnika u tom periodu bila potrebna retransplantacija i to zbog vaskularnih komplikacija

(tromboze jetrene arterije).
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Istrazivanje ima niz ogranicenja:

Mali broj ispitanika u pojedinim ispitivanim skupinama. Zbog strogih iskljucujucih
kriterija veli¢ina ispitivanog uzroka je ograni¢ena na manji broj bolesnika koji su
zadovoljili kriterije za analizu u€inka terapije na ishode ishemijsko-reperfuzijske

ozljede.

Zbog veli¢ine uzorka i analiza unutar pojedine grupe po pojedinim histoloskim

parametrima, takoder je ogranicena.

Kratki vremenski period od reperfuzije do uzorkovanja tkiva presatka jetre jednako
je tako ogranicavajuéi ¢imbenik, ali kao §to je navedeno ranije, taj period je uzet jer
smo time smanjili broj drugih ¢imbenika na minimum, a koji bi mogli utjecati na
rezultate istrazivanja. Nazalost, to je dovelo do toga da se analiziraju samo efekti
akutne faze reperfuzije. Osim toga, klinic¢ki ishod bi trebao biti najvazniji parametar,
jer svi drugi parametri, od kojih neki nisu ukljuceni u ovu studiju, samo pomazu

odrediti najbolji put prema povoljnom klinickom ishodu.
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7 ZAKLJUCAK

U istrazivanju sSmo pokazali da isofluran pruza odredeni protektivan ucinak na jetru u
potencijalnom razvoju ishemijsko-reperfuzijske ozljede. lako je teSko bez opseznijih i
detaljnijih istrazivanja preporuciti, postoje naznake kako je primjena isoflurana za odrzavanje
anestezije tijekom transplantacije preporucljiva u smislu lake primjene farmakoloskog sredstva.

U ovom istrazivanju je protekcija organa evidentirana kao povoljniji histoloski nalaz.

Zbog potencijalno protektivnog uc¢inka isoflurana, mozemo zakljuciti da su potrebna daljnja
istrazivanja kako bi se potvrdila hepatoprotektivna uloga inhalacijskih anestetika i optimizirala

njihova upotreba u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi presatka jetre.

63



8 KRATKI SADRZAJ

Uvod. Period tople i hladne ishemije tijekom transplantacije jetre nosi rizik ostecenje presatka
jetre u vidu osteéenja funkcije presatka nakon transplantacije. Sve veée potrebe za
transplantacijama jetre pridonose ve¢em broju potrebnih presadaka jetre. Jedna od metoda je

postkondicioniranje inhalacijskim anesteticima - sevofluranom i isofluranom.

Materijal i metode. Provedeno je prospektivno, randomizirano istrazivanje za koje je
razmatrano 60 bolesnika starijih od 18 godina planiranih za ortotopi¢nu transplantaciju jetre u
periodu od 2016. do 2021. godine koji intraoperativno nisu bili hemodinamski nestabilni. Zbog
strogih uklju¢nih parametara, biopsija nakon reperfuzije uzeta je kod 31 bolesnika. Procjena
ishemijsko-reperfuzijske ozljede provodena je na histoloskim materijalima uzetim
intraoperativno, neposredno nakon pocetka hladne ishemije (nulta biopsija) i druga nakon

reperfuzije, a neposredno prije Sivanja koze (prva biopsija).

Rezultati. Histoloskom analizom utvrdeno je da nema razlike izmedu skupina u pojavnosti i
stupanju ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Detaljnom analizom 8 histoloskih parametara koji
se javljaju kod ishemijsko-reperfuzijske ozljede nadeno je statisticki znacajno ucestalije
baloniranje u sevofluranskoj skupini. lako se nekroza javlja ¢es¢e u sevofluranskoj skupini, ni
ona ni drugi parametri nisu postigli statisticki znac¢ajniju pojavnost ni u jednoj skupini. Kvaliteta
presatka 1 parametri kirurSke procedure nemaju statisticki znacajan utjecaj na pojavu

ishemijsko-reperfuzijske ozljede.

Zakljucéak. U istrazivanju smo demonstrirali da isofluran pruza odredeni protektivan uc¢inak na
jetru od ishemijsko-reperfuzijske ozljede, iako ga je teSko bez detaljnijeg istrazivanja

preporuciti.

Kljuéne rijeci. transplantacija jetre, sevofluran, isofluran, ishemijsko-reperfuzijska ozljeda,

postkondicioniranje
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9 SUMMARY

COMPARISON OF PHARMACOLOGICAL PROTECTION USING SEVOFLURANE
AND ISOFLURANE IN ISCHEMIC/REPERFUSION GRAFT LIVER INJURY

Natasa Paklar; 2024.

Introduction. During an orthotopic liver transplantation (OLT), there is a risk of damage to the
liver graft due to both warm and cold ischemia periods. As the demand for liver transplants
increases, new challenges arise in protecting the graft. One proposed method is

postconditioning with volatile anesthetics such as sevoflurane and isoflurane.

Material and methods. A prospective, randomized study was conducted from 2016 to 2021,
which included 31 hemodynamically stable adult patients undergoing OLT. The anaesthesia
was maintained using either sevoflurane or isoflurane. The study assessed the
ischemic/reperfusion injury, which was evaluated on histological material sampled
intraoperatively. The samples were taken immediately after the onset of cold ischemia,

immediately after reperfusion, and just before suturing the skin.

Results. We found no significant difference in the incidence or degree of ischemic/reperfusion
injury between the two groups. However, a detailed analysis of eight parameters occurring in
ischemic/reperfusion injury showed that ballooning was more frequent in the sevoflurane
group. Although necrosis occurred more frequently, neither it nor any other parameters showed
a statistically significant incidence in either group. The quality of the graft and surgical
procedure parameters did not have a statistically significant effect on ischemic/reperfusion

injury.

Conclusion. Although isoflurane has been shown to provide some protection against
ischemic/reperfusion injury during OLT, further research is required to recommend one volatile

anesthetic over another.

Keywords. liver transplantation, sevoflurane, isoflurane, ischemic/reperfusion injury,

postconditioning
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