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Ispitivanje uticaja endoskopske dijagnostike u
opStoj anesteziji na parametre oksidativnog
stresa i stepen ostecenja DNK kod crvenouhih
kornjaca (Trachemys scripta elegans)

SAZETAK

Endoskopija je veoma bitna dijagnosticka procedura u veterinarskoj medicini, a
narocito je znacajna njena primjena kod gmizavaca, uklju¢ujuci i kornjace. Da bi se izvrsio
endoskopski, ili u ovom slucaju celioskopski, pregled, potrebno je da se kornjaca uvede u
opstu anesteziju. U veterinarskoj medicini se za anesteziranje kornjaca koristi veci broj
anestetickih protokola, ali ne postoje temeljna istrazivanja o rizicima i neZeljenim efektima
anestetika koji se koriste.

U ovom radu je proucavan efekat endoskopije i tri anesteticka protokola koji se
najcesce koriste za anesteziranje crvenouhih kornjaca na parametre oksidativnog stresa i
stepen oStecenja DNK.

Kornjace su podjeljene u 6 grupa na osnovu toga koji anesteticki protokol je
primjenjivan i toga da li su podvrgnute endoskopskom pregledu. U cilju procjene nivoa
oksidativnog stresa, vrseno je odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze, katalaze,
glutation S transferaze i odredivanje nivoa malondialdehida. Da bi se procjenio stepen
ostecenja DNK, uraden je komet test.

Svi primjenjeni anesteticki protokoli su doveli do promjena nivoa parametara
oksidativnog stresa, s tim da je kombinacija ketamina i medetomidina imala najmanji
kumulativni efekat. Izvodenje endoskopije nije dovelo do znacajnih promjena u nivou
parametara oksidativnog stresa. Oste¢enje DNK nakon opste anestezije i endoskopije nije
registrovano ni u jednoj od eksperimentalnih grupa primjenom komet testa.

Kljucne rijeci: anestezija, endoskopija, crvenouha kornjaca, oksidativni stres, oStecenje
DNK
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Evaluation of the effects of endoscopy in general
anesthesia on oxidative stres paremeters and the
degree of DNA damage in red-eared sliders
(Trachemys scripta elegans)

SUMMARY

Endoscopy is a very important diagnostic procedure in veterinary medicine, and its
application in reptiles, including turtles, is especially important. To perform an
endoscopic, or in this case celioscopic, examination, it is necessary to place the turtle under
general anaesthesia. In veterinary medicine, many anaesthetic protocols are used to
anesthetize turtles, but there is no thorough research on the risks and side effects of
anaesthetics used.

In this study, the effect of endoscopy and the 3 most commonly used anaesthetic
protocols for performing this procedure on the parameters of oxidative stress and DNA
damage in red - eared sliders was studied.

The turtles were divided into 6 groups based on which anaesthetic protocol was
applied and whether they underwent endoscopic examination. To assess the level of
oxidative stress, the activity of superoxide dismutase, catalase, glutathione S transferase
and the levels of malondialdehyde were determined. A comet test was performed to
assess DNA damage.

All applied anaesthetic protocols caused a significant change in the levels of oxidative
stress parameters, with the combination of ketamine and medetomidine having the least
cumulative effect. Performing endoscopy did not lead to significant changes in the level of
oxidative stress parameters. DNA damage after general anaesthesia and endoscopy was
not registered in any of the experimental groups using the comet test.

Key words: anaesthesia, endoscopy, DNA damage, oxidative stress, Red-eared slider
Scientific field: Veterinary medicine
Scientific subfield: Clinical diagnostics, pathology and therapy of animals
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1. UVOD

Crvenouha kornjaca (Trachemys scripta elegans) je semiakvati¢na kornjaca iz porodice
Emydidae. Ova vrsta kornjaca postala je veoma prisutna kao kucni ljubimac, kako u Srbiji
tako i u svijetu (Pearson i sar., 2015, UroSevi¢ i sar., 2016). Takav trend moZe se pripisati
relativno maloj veli¢ini ove vrste gmizavaca, skromnim potrebama u zatocenistvu i
razumno niskoj cijeni po kojoj se mogu kupiti. Pretpostavlja se da je to razlog zasto ljudi
ovu vrstu vide kao pristupa¢nog kuénog ljubimca koji ne zahtijeva puno paznje i ulaganja
i zaSto je ova vrsta postala najc¢eséi prvi ,egzoti¢ni kucéni ljubimac” kojeg ljudi kupuju.

Kako se povecava broj crvenouhih kornjaca koje se drze u zatocenistvu, tako se sve
¢esce pojavljuju i kao pacijenti u veterinarskim ustanovama. Zbog anatomskih i fizioloskih
specifi¢nosti kornjaca, prvenstveno postojanja oklopa i ¢este nesaradljivosti ovih Zivotinja,
opsti klinicki pregled je teSko izvodljiv i u velikom broju slucajeva ne daje dovoljno
informacija o zdravstvenom stanju jedinke. Stoga, za postavljanje dijagnoze, veterinari
desto moraju primjeniti specijalisticke dijagnosticke metode. Dijagnosticka metoda koja
daje odli¢an uvid u zdravstveno stanje kod ve¢ine gmizavaca, a posebno kod kornjaca je
endoskopska dijagnostika. Endoskopija se decenijama koristi u dijagnostici bolesti konja,
pasa, macaka i ptica, a kod kornjaca je njena upotreba posebno znacajna jer druge
specijalisticke dijagnosticke metode nisu uvijek primjenjive zbog anatomskih specifi¢nosti
ovog reda Zivotinja.

Da bi se obavila endoskopija, koja podrazumjeva hirursko otvaranje celomske supljine
i plasiranje endoskopa radi pregleda unutradnjih organa, kornjaca mora da se uvede u
opstu anesteziju. Medutim, anestezija je ¢esto neophodna i za izvodenje opsteg klinickog
pregleda ili primjenu neke druge dijagnosticke metode (ultrazvuéni pregled, biopsija i
drugo). Za anesteziranje kornjaca u upotrebi je veci broj razli¢itih anestetickih protokola, a
lilekovi koji se najcesce koriste kod kornjaca su ketamin, medetomidin, propofol i
izofluran. Navedeni anestetici i sedativ (medetomidin) se koriste, kako pojedinac¢no, tako i
u kombinacijama jedni sa drugima. Sporedni efekti anestetika kod kornjac¢a su relativno
slabo ispitani, a koliko je poznato, ne postoje ni studije koje su ispitivale neZeljene efekte
endoskopije kod ovih Zivotinja (Dosenovic i sar., 2021).

Jedan od sporednih efekata navedenih anestetika koji je opisan u studijama izvedenim
na sisarima je njihov uticaj na sistem antioksidativne zastite. Sistem antioksidativne zastite
podrazumjeva enzime koji neutraliSu slobodne kiseonikove vrste (Reactive Oxygen Species
- ROS, eng.) i sprijecavaju njihove Stetne efekte na organizam. U fizioloskim uslovima
slobodni kiseonikovi radikali se posredstvom antioksidanasa odrZzavaju na bezbjednom
nivou i imaju ulogu u fizioloskim redoks procesima u organizmu. Kada je naruSeno
funkcionisanje antioksidativnog sistema, u vecoj mjeri prisutni, slobodni kiseonikovi
radikali u organizmu mogu da reaguju sa makromolekulima (proteini, lipidi, nukleinske
kiseline) i izazovu njihova oStecenja, Sto vodi ka gubitku metabolicke funkcije i ¢elijskoj
smrti (Li i sar., 2017). Ovi mehanizmi, do sada gotovo uopste nisu ispitivani kod kornjaca,
tako da nije poznato da li je nivo interakcije anestetika sa antioksidativnim sistemom
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kornjaca slican onom kod sisara, niti kako uti¢e na ogranizam ovih Zivotinja u cjelini.
Pored uticaja na sistem antioksidativne zastite organizma, postoje studije koje opisuju
uticaj opste anestezije na ostecenje DNK ljudi i nekih vrsta eksperimentalnih Zivotinja, kao
Sto su pacovi (de Oliveira i sar. 2009; Gazal i sar. 2014). Medutim, uvidom u dostupnu
literaturu moZe se uociti da efekti anestezije na geneticki materijal Zivotinja koje nisu
uzgajane u kontrolisanim uslovima, nisu do sada ispitivani (Val¢i¢ i sar. 2021).

Na osnovu svega navedenog, predmet ovog istrazivanja je bio uticaj endoskopske
dijagnostike na oksidativni stres i stepen ostec¢enja DNK. Uz to, proucavani su efekti
najc¢es¢e primjenjivanih anestetickih protokola za izvodenje endoskopske dijagnostike na
oksidativni stres i stepen ostecenja DNK kod kornjaca.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Crvenouha kornjaca

Kornjace (Testudines ili Chelonia) su filogentski veoma star red Zivotinja iz klase
gmizavaca. Smatra se da je prva vrsta bila Eunotosaurus africanus, koja je zivjela prije 260
miliona godina (Lyson i sar., 2016). Ovaj red gmizavaca ima odredene osobine koje nisu
prisutne ni kod jedne druge Zivotinjske vrste, prije svega prisustvo oklopa, uz odredene
karakteristike koje djele sa drugim gmizavcima, kao $to je prisustvo renalnog portalnog
krvotoka. Red Testudines danas broji oko 360 Zivih vrsta kornjaca koje su prilagodene na
zivot u slanoj i slatkoj vodi, kao i na kopnu.

Crvenouha kornjac¢a (Trachemys scripta elegans) je semiakvati¢na, slatkovodna kornjaca
srednje veli¢ine. Crvenouha kornjaca pripada porodici Emydidae zajedno sa jos 90 vrsta
kornjaca iz 33 roda, $to ih ¢ini najbrojnijom porodicom Zzivih kornjaca. Ova vrsta moze da
naraste i do 40 cm, ali obi¢no dostigne veli¢inu izmedu 15 i 20 cm. Zenke su u prosjeku
vece od muzjaka. Crvenouhe kornjac¢e obi¢no dostignu starost iznedu 20 i 30 godina, ali su
zabiljezene jedinke koje su Zzivjele i preko 40 godina (Ma i Shi, 2017).

Crvenouha kornjaca ima karapaks (gornji deo oklopa) koji je gladak, sa blago
narezuckanim kaudalnim skutama. Karapaks je najvi$i u nivou trece vertebralne skute i
najsiri u nivou osmih marginalnih skuta. Karapaks je maslinaste do smede boje, sa Zutim
oznakama koje variraju u zavisnosti od geografskog porjekla Zivotinja. Kod starijih
muzjaka u nekim populacijama javlja se visoka stopa melanizma. Plastron (donji dio
oklopa) je nesto Siri u prednjem djelu i dobro srastao za karapaks. Plastron je Zute boje i
moze da ima Sablon koji varira u zavisnosti od geografskog porjekla Zivotinja. Glava je
zaobljena sa njuskom koja prominira nekoliko milimetara ispred usnog otvora. Kljun je
snazan i na simfizi gornjeg djela ima mali usjek. Na glavi su prisutne smede-Zute pruge
koje se pruzaju od kljuna kaudalno, s tim da na gornjem djelu glave kod nekih jedinki
mogu biti slabije vidljive. O¢i su Zute boje i kroz njih prolazi tamna linija. U temporalnom
djelu glave sa obe strane se nalaze izrazene crvene linije po kojima je vrsta i dobila ime.
Skelet ovih zivotinja je djelimi¢no integrisan u oklop. Na nogama imaju djelimi¢no
razvijene plovne koZice koje im olaksavaju plavanje i ronjenje (Ernst, 1990).

Crvenouhe kornjace ne hiberniraju, ve¢ u hladnijem periodu godine ulaze u stanje
dormancije - postaju manje aktivne ali povremeno izlaze na povrsinu vode da udahnu
vazduh. U stanju dormancije crvenouhe kornjate mogu da preZive u anaerobnim
uslovima nekoliko nedjelja tako $to potrebni ATP obezbjeduju procesom glikolize. U ovim
uslovima nivo metabolizma opada intenzivno, §to, uz smanjenje radnog volumena srca i
do 80 %, znacajno smanjuje energetske potrebe organizma.

Crvenouhe kornjace su porjeklom iz doline rijeke Misisipi u jugoistocnom djelu
Sjedinjenih Ameri¢kih DrZava i Siroko su rasprostranjene od Teksasa na jugu do Ilinoisa
na sjeveru. U prirodi naseljavaju uglavnom stajace vode sa muljevitim dnom, bujnom
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vegetacijom 1 mjestima dostupnim za suncanje. Suncanje je veoma vaZno za
termoregulaciju crvenouhih kornjaca. Optimalna tjelesna temperetura im je oko 28 °C i
odrzava se upijanjem sunceve energije. Ukoliko im vremenske prilike dopuste, crvenouhe
kornjac¢e ¢e biti aktivne tokom cijele godine. Temeperaturni spektar koji im najvise
odgovara je od 10 °C do 32 °C i ukoliko temperatura padne ispod kriti¢ne granice kornjace
¢e udi u stanje dormancije (Zimmerman i sar., 2010). Crvenouhe kornjac¢e su aktivne tokom
dana, dok nocu spavaju ili u mulju na dnu ili plutajué¢i na povrsini vode. U svom
izvornom stanistu ispunjavaju ekolosku nisu kako plijena tako i predatora.

Zenke kopaju gnijezdo i polazu jaja u maju i junu. Do samog polaganja prvog legla ce
dodi kada se na jajima formira ljuska i kada ona postanu otporna na faktore spoljasnje
sredine. Nakon prvog legla, Zenka moze da polozi dodatna legla na razli¢itim mjestima
kako bi povecala Sansu da se $to veci broj mladih izleze. Leglo se obi¢no sastoji od 2 - 25
jaja i zenka moze da polaze jaja i do 5 puta godisnje. Veli¢ina legla najviSe zavisi od
veli¢ine zenke, mada i drugi faktori kao $to su starost, doba godine i staniste mogu da
igraju odredenu ulogu. Mladi se izlegaju nakon 60 do 90 dana od polaganja jaja. Kada se
izlegu, mladunci crvenouhe kornjace su veli¢ine oko 25 mm i sposobni su za samostalan
zivot. Pol mladunaca je determinisan ambijentalnom temperaturom tokom rane
embriogeneze. Ukoliko je temperatura preko 29 °C pol mladunaca ¢e biti Zenski, a ukoliko
je temperatura manja od 29 °C pol mladunaca ¢e biti muski.

Ova vrsta kornjaca je veoma izdrZljiva i prilagodljiva, te se van svog prirodnog
stani$ta brzo prilagodava razli¢itim ekoloskim niSama na ra¢un autohtonih vrsta. Preko
trgovine kuénim ljubimcima, crvenouhe kornjace su dospjele u zemlje Sirom svijeta i
prisutne su na svim kontinentima osim Antartika. U jugoistocnoj Aziji, konkretno Kini,
Japanu, Tajlandu i Singapuru crvenouhe kornjace se smatraju veoma invanzivnom vrstom
(Ramsay i sar., 2007). Crvenouhe kornjace se smatraju invazivhom vrstom u zemljama
Sirom svijeta i u mnogim zemljama postoji zakonska zabrana uvoza ovih zivotinja.

U Srbiji crvenouha kornjaca je prisutna u slobodnoj prirodi na preko 25 lokaliteta, i
potvrdeno je da se razmnoZava na najmanje 4 lokaliteta (Urosevi¢ i sar., 2016). Potvrdeno
je da crvenouha kornjaca u Srbiji zauzima istu ekolosku niSu kao i autohtona evropska
barska kornjaca (Emys orbicularis). Posto je crvenouha kornja¢a kompetitivnija, $to znaci da
je aktivna duZe vrijeme tokom godine, polaze viSe jaja i otpornija na faktore spoljasnje
sredine, crvenouha kornjaca potiskuje evropsku barsku kornjacu iz stanista u kojima su
prisutne obe vrste (UroSevic i sar., 2019). Ovo je narocito bitno jer je prisustvo crvenouhe
kornjace potvrdeno i u nekim rezervatima prirode kao $to su Zasavica i Obedska bara. U
isto vrijeme, crvenouha kornjaca je jedan od najcesé¢ih gmizavaca, kuénih ljubimaca na
teritoriji Srbije. Moguce ju je kupiti u velikom broju prodavnica kuénih ljubimaca i pet
Sopova, iako je Pravilnikom o prekograni¢nom prometu i trgovini zastiéenim vrstama
uvoz ove vrste kornjaca u Srbiju zabranjen, a njena prodaja ogranicena (,,Sluzbeni glasnik
Republike Srbije” broj 6/2014-9).



2.2. Reaktivne kiseonikove vrste (ROS), slobodni kiseonikovi radikali i oste¢enje DNK

Reaktivne kiseonikove vrste obuhvataju, kako slobodne kiseonikove radikale, tako i
neradikalne kiseonikove derivate (Tabela 1) (Harvey, 2008).

Tabela 1. Prikaz ROS

Radikali Neradikali

Or*~ superoksid anjon H>O,  vodonik peroksid

OH*  hidroksid anjon HOCI hipohlorna kiselina
ROS ROOe  peroksil radikal O3 ozon

RO alkoksil radikal 102 singletni kiseonik

HOOe* hidroperoksil radikal

Iz Tabele 1. se vidi da su svi slobodni kiseonikovi radikali reaktivne kiseonikove vrste,
ali sve reaktivne kiseonikove vrste nisu i slobodni kiseonikovi radikali (Ortiz i sar., 2017).
Superoksid anjon (O2*~) i vodonik peroksid (H202) su veoma selektivni u reakcijama sa
bioloskim molekulima, dok hidroksid anjon (OH®) ne pokazuje tu vrstu selektivnosti.
Slobodni kiseonikovi radikali su prirodna posljedica evolutivhog procesa. Koris¢enjem
kiseonika, jednocelijski aerobni organizmi su bili u moguc¢nosti da proizvedu daleko vise
energije u obliku ATPa nego anaerobni organizmi, $to im je omogudilo da uspostave
odnose sa susjednim celijama i tako naprave efikasniji sistem zastite od Stetnih faktora
spoljasnje sredine, kao i efikasnije metabolicke puteve. Ovo je omogudilo stvaranje sve
kompleksnijih multicelijskih organizama, sve do nastanka sisara (Rahman, 2007).

Slobodni radikali kiseonika su joni i molekuli kiseonika ili kiseonika i vodonika u
tijelu, koji mogu da nastanu pod uticajem velikog broja faktora. Od spoljasnjih faktora,
najces¢e su to ultraljubicasto zracenje, dim, zagadenje, ali i fizioloski procesi koji se
odvijaju u organizmu, poput disanja ili varenja hrane (Jan i sar., 2015). Uopsteno, slobodni
radikali su joni ili molekuli sa neuparenim elektronima u spoljasnjoj orbiti sto ih ¢ini
veoma nestabilnim. Ovo znaci da slobodni radikali mogu veoma lako reagovati sa drugim

slobodne radikale.

Najveci dio kiseonika koji aerobni organizmi udiSu transportuje se u mitohondrije,
Celijske organele koje su, izmedu ostalog, odgovorne za stvaranje oko 95 % ATP koji
nastaje u Celiji. Tokom ovog procesa, jedan dio molekula kiseonika se ne metabolise
pravilno. Ova margina greSke u metabolizmu kiseonika je predisponirajuci faktor za
nastajanje ROS-a. Covjek produkuje djelimi¢no redukovan O,*~ u prosje¢noj koli¢ini od 5
kg u periodu od godinu dana. Superoksid anjon (O2*~) je slobodni radikal kiseonika koji,
pored toga Sto ostecuje mitohondrije i makromolekule koji se u njima nalaze, moZe da
dovede do stvaranja drugih ROS i slobodnih kiseonikovih radikala, kao $to su H>O2 i OH®.
Slobodni kiseonikovi radikali mogu da se stvaraju i u citosolu, kao i u ostalim celijskim
organelama, ali u dosta manjoj koli¢ini, zbog manjeg ucesca kiseonika u reakcijama van
mitohondrija (Barja i Herrero, 2000).



Lanc¢ana reakcija koju pokrecu slobodni kiseonikovi radikali moze da osteti sve
komponente ¢elije, uklju¢ujuc¢i i DNK. Tokom vremena, ova oste¢enja mogu da ugroze i
samu funkciju ¢elije. Medutim, slobodni radikali ne ucestvuju samo u reakcijama koje su
Stetne za jedinku. Ova grupa molekula ima i neke uloge koje su klju¢ne za odrzavanje
zdravlja i homeostaze cijelog organizma. Najvaznije funkcije slobodnih kiseonikovih
radikala u organizmu su fagocitoza i stvaranje eikosanoida - molekula koji su produkti
oksigenacije esencijalnih masnih kiselina i koji imaju vaznu ulogu u hemostazi, bubreznoj
funkciji i kontroli Zeludacne sekrecije (Halliwell i Gutteridge, 2015).

Neurodegenerativne bolesti nervnog sistema ljudi koje se povezuju sa prisustvom
slobodnih radikala su Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest, cerebralna ishemija,
multipla skleroza i mnoge druge (Ortiz i sar., 2017). Uloga oksidativnog stresa u brojnim
oboljenjima jetre ljudi, kako infektivnim, tako i neinfektivnim je dobro poznata (Dasgupta
i Klein, 2014; Li i sar., 2015). Tokom fizioloske funkcije raznih enzima jetre, kao $to su
citohrom P450, diamin oksidaza, dehidrogenaze jetre i triptofan dualna oksidaza, stvaraju
se slobodni radikali. Kada dode do zapaljenja jetre, slobodni kiseonikovi radikali se
produkuju u veéem stepenu, sto dovodi do dodatnog ostecenja celija domacina. Dokazano
je da kod goveda ROS koji nastaju uslijed povecane koncentracije beta-hidroksibutirata
dovode do ostedenja i apoptoze hepatocita. Ovaj mehanizam oStecenja hepatocita je
posredovan enzimom p38 i proteinima p53 i Nrf2 (Nuclear Factor-E2-related Factor 2 - Nrf2,
eng.). Ovaj mehanizam je narocito vazan kod goveda sa negativnim energetskim bilansom
i u mnogome utice na ostecenje jetre koje se javlja kod metaboli¢kih oboljenja goveda, kao
Sto je ketoza (Song i sar., 2016). Mnogi humani pacijenti sa terminalnom bole$¢u bubrega i
pacijenti na hroni¢noj hemodijalizi su u stanju hroni¢nog zapaljenja o ¢emu svjedoce
poviSeni markeri zapaljenja, kao $to je poviSen nivo C-reaktivhog proteina u serumu.
Hroni¢no zapaljenje kod ovih pacijenata s proinflamatornim citokinima kao bitnim
medijatorima moze da dovede do dugotrajnih komplikacija kao $to su ateroskleroza,
amiloidoza i rezistencija na eritropoetin. Poznato je da u toku hroni¢nog zapaljenja dolazi
do oksidativnog stresa. Prekomjerna proizvodnja slobodnih radikala kod pacijenata sa
zavrsnim stadijumom bubrezne bolesti je povezana s zapaljenjem, metabolickim
promjenama povezanim s uremijom i bioinkompatibilnos¢u procesa hemodijalize. Osim
toga, ostecenje antioksidativhog odbrambenog mehanizma zbog iscrpljivanja superoksid
dismutaze i glutation peroksidaze u eritrocitima dodatno doprinosi povecanju
oksidativnog stresa kod ovih pacijenata (Morena i sar., 2005). Takode, dokazano je da
postoji korelacija izmedu promjene u nivou ROS u folikularnoj te¢nosti kod krava i
vjerovatnoce da ce se kod tih jedinki razviti folikularne ciste. Ovi nalazi ukazuju da ROS
igraju vaznu ulogu u reproduktivnom ciklusu i mogu da budu jedan od bitnih faktora u
razvoju stecenog steriliteta. KoZa je konstantno izloZzena kako endogenim, tako i
egzogenim prooksidansnim agensima. Antioksidativni odbrambeni sistem koZe &titi celije
od ostecenja izazvanim oksidativnim stresom i sprjecava proizvodnju oksidirajucih
produkata kao $to su malondialdehid i 4-hidroksi-2-nonenal koji mogu izazvati oStecenje
proteina, apoptozu ili oslobadanje proinflamatornih citokina. Kada je odbrambeni sistem
kompromitovan, poviSen nivo oksidativnog stresa modifikuje ¢elijsku redoks ravnotezu,
Sto dovodi do promjene celijske homeostaze i inicijacije degenerativnih procesa. Nekoliko
oboljenja koZe ljudi, kao $to su atopijski dermatitis, kontaktni dermatitis, akne i psorijaza
su povezane s povisenim oksidativnim stresom (Briganti i Picardo, 2003). Oksidativni stres
takode igra ulogu u patogenezi akutnog pankreatitisa jer su poviseni nivoi lipid peroksid i
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superoksid radikala dokazani u krvi humanih pacijenata sa akutnim pankreatitisom.
PoviSen oksidativni stres kod ovih pacijenata moze da traje duze nego klinicka
manifestacija oboljenja (Tsai i sar., 1998). Humani pacijenti sa fibromialgijom imaju
poviSen oksidativni stres, ¢emu svjedoci povisen nivo malondialdehida i smanjena
aktivnost antioksidativnog enzima superoksid dismutaze, u poredenju sa zdravim
individuama (Bagis i sar. 2005). Produkcija slobodnih radikala je povecana i kod nekih
kardiovaskularnih oboljenja ljudi (Senoner i Dichtl, 2019), kao Sto su ishemijski i
hemoragi¢ni infarkt, sto dalje rezultira povecanim oksidativnim stresom koji moze da
doprinese posljedicnom oste¢enju mozdanog tkiva. Ustanovljeno je i da u ovim
slucajevima nivo malondialdehida u krvi ima korelaciju sa koli¢inom tkiva zahvaéenom
ishemijskim infarktom i klini¢kim ishodom (Cherubini i sar., 2005). Drugi autori su otkrili
da je kod humanih pacijenata sa ishemijskim infarktom znacajno povisen nivo 4-
hidroksinonenala u plazmi u odnosu na kontrolnu grupu i predlozili koris¢enje ovog
jedinjenja kao biomarkera za ishemijski infarkt (Lee i sar., 2012). Aktivacija
proinflamatornih signalnih puteva, ekspresija citokina i povecan oksidativni stres su
doprinoseci faktori u nastanku arteroskleroze ljudi (Singh i Jialal, 2006). Oksidativno
modifikovani molekuli lipoproteina male gustine (Oxidized Low-density Lipoprotein -
OxLDL, eng.) dovode do otpustanja bioaktivnih fosfolipida koji aktiviraju celije endotela.
Aktivirane celije endotela na svojoj membrani ispoljavanju receptore koji olaksavaju
kotrljanje i adheziju leukocita - limfocita i monocita. Monociti se potom diferenciraju u
makrofage, sto se smatra klju¢nim trenutkom u procesu nastanka arteroskleroze (Hansson
i Robertson, 2006). Postoje istrazivanja u humanoj medicini koja su ustanovila da
oksidativni stres ima vaZnu ulogu u patogenezi atrijalne fibrilacije (Carnes i sar., 2001;
Huang i sar., 2009; Korantzopoulos i sar., 2007). Ove studije su potkrepljene i ¢injenicom
da antioksidansi mogu da imaju pozitivan efekat u razvitku atrjialne fibrilacije (Huang i
sar., 2009; Korantzopoulos i sar., 2007; Sakabe i sar., 2012).

Uloga oksidativnog stresa u kancerogenezi je dosta slozena. Dokazano je da
oksidativni stres na razli¢ite nacine djeluje na tumorske celije od najranijih faza
kancerogeneze do proliferacije i metastaziranja tumora (Hayes i sar., 2020). Postoji veliki
broj studija koje ukazuju na znacaj slobodnih kiseonikovih radikala u patogenezi nastanka
tumora kod ljudi (Evans i sar., 2004; Hayes i sar., 2020; Ishikawa i sar., 2008). Oksidativno
ostecenje DNK je bitan izvor mutacija. Procjenjuje se da u normalnoj ¢eliji u toku jednog
dana dode do nastanka izmedu 10 000 i 100 000 lezija pod uticajem slobodnih radikala
kiseonika, prvenstveno OH* (Helbock i sar., 1998; Lu i sar., 2001). Ukoliko se reparacija
oksidativnog ostecenja DNK ne zavrsi prije replikacije, moZe da dode do celijske smrti,
mutacija DNK, greSaka u replikaciji i genomske nestabilnosti (Klaunig i Kamendulis, 2004;
Valko i sar., 2006). Klju¢ni trenutak u malignoj transformaciji celije je sinteza mutirane
DNK koju delija ne moze da reparira, koja nakon ciklusa replikacije DNK rezultira
mutiranom celijom. Reaktivne kiseonikove vrste mogu da indukuju kako jednolancane,
tako i dvolanc¢ane prekide na DNK, unakrsno povezivanje DNK lanaca i pojavu promjena
na purinskim i piramidinskim bazama (Klaunig i Wang, 2018). Pored efekata ROS na
osteCenje DNK, proucavani su i njihovi negenotoksi¢ni efekti (Evans i sar., 2004).
IzloZenost ROS-u rezultira poremecajem regulacije gena zaduZenih za odgovor na stres,
uklju¢ujudi i gene koji reguliSu odgovor na oksidativni stres. Visok nivo ROS kod ljudi
moze da rezultira apoptozom ili nekrozom, dok niZi nivo ROS-a uzrokuje promjene u
ekspresiji gena za faktore rasta i proto-onkogena (Fiorani i sar., 1995), sto vodi ka
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povecanom intenzitetu Ccelijske proliferacije. Efekat ROS na ispoljavanje gena se ne
odigrava direktno, ve¢ preko razli¢itih signalnih puteva. Reaktivne kiseonikove vrste
mogu da aktiviraju kinaze, ukljucujué¢i protein kinazu C, koja reguliSe modifikacije
Celijskog ciklusa (Wu i sar., 2006). Ovaj signalni put reguliSe duzinu Zzivota i proliferaciju
¢elija i jedan je od najbitnijih faktora za ROS indukovanu kancerogenezu. Postoje
istrazivanja koja dokazuju prisustvo aktivacije transkripcionih faktora na signalnim
putevima nakon izlaganja ROS (Kensler i sar., 2007; Rankin i Giaccia, 2008). Zbog njihove
sposobnosti da stimulisu celijski rast, preko regulacije apoptoze i mitoze, transkripcioni
faktori mogu da posreduju u mnogim fizioloskim i patoloskim efektima uzrokovanim
djelovanjem ROS. Kroz regulaciju faktora zaduZenih za transkripciju gena i ometanje
signalnih puteva, ROS posredno djeluju na ispoljavanje gena koji su odgovorni za
neoplasti¢nu transformaciju celije (Klaunig i Wang, 2018). Oksidativni stres takode, ima
vaznu ulogu u metastaziranju tumora (Gill i sar., 2016). Iako postoje studije koje pokazuju
da poviSen nivo ROS-a u odredenim okolnostima potpomaZe proces metastaziranja
tumorskih celija kod ljudi (Ishikawa i sar., 2008), daleko je vedi broj ispitivanja koja su
pokazala da u ovoj fazi ROS imaju zastitnu ulogu, odnosno da ROS ubijaju tumorske celije
u vecem broju faza procesa metastaziranja (Gill i sar., 2016; Le Gal i sar., 2015; Piskounova
isar., 2015).

Zivi organizmi su se tokom vremena prilagodili prisustvu ROS-a, i to na dva nacina.
Prvi nacdin je da uklanjanjem slobodnih kiseonikovih radikala preko antioksidativnih
sistema ublazavaju njihove nezeljene efekte. Drugi nacin je da organizam koristi slobodne
kiseonikove radikale kao glasnike u celijskoj signalizaciji i regulaciji tjelesnih funkcija.
Medu korisnim fizioloskim funkcijama slobodnih kiseonikovih radikala su regulacija
vaskularnog tonusa, detekcija i prilagodavanje na hipoksiju, pa ¢ak i odgovor na
oksidativni stres (Juranek i sar., 2013). Reaktivne kiseonikove vrste su veoma vazne za
organizam, imaju potencijal da izazovu o$tecenja na skoro svim organskim sistemima, ali
takode imaju bitnu ulogu u odbrambenom sistemu organizma. Zbog toga je veoma vazno
da nivoi reaktivnih vrsta kiseonika u organizmu budu u opsegu koji je bezbjedan za
jedinku (Ray i sar., 2012).

Parametri koji se u literaturi najces¢e koriste za procjenu oksidativnog stresa su
superoksid dismutaza (Superoxide Dismutase - SOD, eng.), katalaza (Catalase - CAT,
eng.), glutation S transferaza (Glutathione S-transferase - GST, eng.) i malondialdehid
(Malondialdehyde - MDA, eng.). Sva navedena jedinjenja imaju vaznu ulogu u
oksidativno-redukcionim procesima. SOD katalizuje dismutazu superoksida u kiseonik i
H>O: koji se dalje katabolise preko CAT i periksodaze u kiseonik i vodu. SOD je prisutan u
skoro svim delijama koje su izloZene kiseoniku, gdje pomaze u neutralizaciji Stetnih
reakcija superoksida, Stite¢i na taj nacin celijski zid od njegovog toksi¢nog djelovanja. CAT
je veoma efikasan enzim, tako da jedan molekul CAT moZe da prevevede 6 miliona
molekula H>Oz vodu i kiseonik svakog minuta (Jan i sar., 2015). GST nije jedan enzim, ve¢
se sastoji od ¢itave porodice enzima koji katalizuju konjugaciju velikog broja reaktivnih
elektrofila i sumpornog atoma tripeptid glutationa. Jedinjenja na koja GST djeluje
uklju¢uju halogenonitrobenzene, aren okside, kinone i a,p-nezasi¢ene karbonile (Mathew i
sar., 2006). MDA je krajnji proizvod lipidne peroksidacije i sporedni proizvod sinteze
tromboksana A2. Ovo znaci da se MDA konstantno stvara u organizmu, $to ga cini
pouzdanim markerom oksidativnog stresa. Pored njegovog znacaja kao markera
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oksidativnog stresa, MDA je bioloski veoma aktivan. Malondialdehid moze da se veZe za
veliki broj bioloskih molekula kao $to su proteini i DNK i uti¢e na njihovu funkciju. Zbog
ovoga se MDA smatra veoma mutagenim i teratogenim jedinjenjem (Giera i sar., 2012).

2.3. Endoskopska dijagnostika

Rije¢ endoskopija (od grekih rijeci ,e"vdov” (éndon), unutrasnji i ,oxoneiv” (skopein),
pregledati) potice iz staro-grékog jezika i u bukvalnom prevodu znaci gledati unutra ili
pregledati unutrasnjost (Berci i Kenneth, 2000). U ,, Corpus Hippocraticum” se pominju prve
izvedene endoskopije, gdje je operator koristio spekulum za pregled fistule. Kasnije, u
Galenovom ,,Levicom”-u se pominje catoper koji se koristio kao analni spekulum. Slijedeci
bitan napredak u oblasti endoskopije se desio pocetkom XIX vjeka kada je Philipp Bozzini,
njemacki ljekar napravio svoj , Lichtleiter” (svjetlosni provodnik), sa ciljem pregleda organa
u abdomenu covjeka. Lichtleiter je bio metalni instrument koji se sastojao od cijevi kroz
koju su se posmatrali organi, kucista za izvor svjetla (u ovom slucaju je to bila svjeca) i
sistema ogledala koji je usmjeravao svjetlost kroz cjev. Nazalost, njegov izum nije bio
prihvacen od strane njegovih savremenika i bilo je potrebno da prode jos pola vjeka da
evropski ljekari po¢nu da dizajniraju i koriste ovu vrstu instrumenta. Osoba koja se smatra
zasluznom za popularizaciju endoskopa je francuski ljekar Segalas, koji je dizajnirao veliki
broj sliénih naprava i rutinski ih upotrebljavao u svojoj praksi (Grunfeld, 1879). Prvi
moderni endoskopski sistem je razvio engleski ljekar Hopkins 1959. godine. Prvi
standardizovan set za endoskopiju je proizveden pocetkom Sezdesetih godina proslog
vjeka, i smatra se da je time pocela epoha savremene endoskopije (Berci i Kont, 1969). Do
danasnjeg dana je endoskopija postala standardna dijagnosticka medicinska procedura
koja se koristi u skoro svim veéim zdravstvenim ustanovama Sirom svijeta. O njenoj
zastupljenosti govori i ¢injenica da se danas preko 80 % svih operacija Zu¢ne besike obavlja
laparoskopski, kao i to da je kolonoskopija dijagnosticka procedura izbora za pregled
zadnjih partija digestivnog sistema (Hassler i sar., 2021).

Upotreba endoskopa na Zivotinjama je bila zastupljena kao dio eksperimentalnog
procesa u razvijanju endoskopskih aparata (Moll i Schultheiss, 2019), medutim upotreba
endoskopije u veterinarskoj medicini je dosta skoriji koncept. Prvi objavljeni rad na ovu
temu datira iz 1970. godine kada je endoskop prvi put koriséen za pregled respiratornog
sistema pasa i macaka (O’Brien, 1970).

Endoskopska dijagnostika kod gmizavaca pocinje da se izvodi pocetkom devedesetih
godina proslog vjeka i nalazi veliki broj primjena, ukljucujuéi odredivanje pola,
kloakoskopiju, gastroskopiju, traheobronhoskopiju, laparoskopsku ovariohisterektomiju i
laparoskopsku biopsiju (Cooper, 1991; Divers, 1999; Gobel i Jurina, 1994). Endoskopija je
postala veoma prihvacdena dijagnosticka procedura za kratko vrijeme medu veterinarima
koji se bave gmizavcima, tako da je danas nezaobilazni dio klini¢ckog pregleda svake
jedinke (Hernandez-Divers i sar., 2005).



2.3.1. Uticaj endoskopske dijagnostike na oksidativni stres i oSteéenje DNK

Prije razmatranja dokaza o prisustvu oksidativnog stresa prilikom izvodenja razli¢itih
endoskopskih procedura, potrebno je da se iste podjele u dvije grupe. Prvu grupu ¢ine
endoskopske procedure koje se izvode bez jatrogene traume tkiva, ovdje spadaju
kolonoskopija, laringoskopija, rinoskopija i slicne procedure. Drugu grupu <¢ine
enodskopske procedure sa jatrogenom traumom tkiva i ovdje spadaju dijagnosticka
laparoskopija i endoskopija, kao i razlic¢ite hirurske procedure koje se izvode pomocu
endoskopa.

Ne postoji jasan koncenzus u medicinskoj zajednici o prednostima i manama
endoskopskih procedura u pogledu njihovog uticaja na oksidativni stres (Yiannakopoulou
i sar., 2013). Ustanovljeno je da je kod otvorenih hirurskih intervencija prisutan oksidativni
stres u znacajnoj kolic¢ini (Kiictikakin i sar., 2009). Kada se govori o oksidativhom stresu i
endoskopskoj hirurgiji ili endoskopskoj dijagnostici sa osteenjem tkiva, postoje studije
koje su utvrdile da laparoskopska hirurgija ili endoskopija ne stvaraju nista manji, ili u
nekim slucajevima c¢ak i veci oksidativni stres od klasi¢ne, odnosno otvorene hirurgije
(Madsen i sar., 2012; Yiannakopoulou i sar., 2013). Medutim, postoje i istrazivanja koja su
utvrdila da endoskopska dijagnostika i hirurgija skoro uopste ne dovode do povecanja
parametara oksidativnog stresa nakon intervencije (Arsalani-Zadeh i sar., 2011; Tsuchiya i
sar., 2008). Razlike u nalazima ovih studija mogu djelom da se objasne i razlic¢itim
anestetickim protokolima koji su primjenjivani, ¢injenicom da su u najveéem broju
slucajeva ispitivanja vrSena na bolesnim individuama, kao i razli¢itim metodama
odredivanja prisustva oksidativnhog stresa kod pacijenata (Pappas-Gogos i sar., 2013).
Kada se u obzir uzmu studije obavljene na pacijentima bez teZih patoloskih stanja, koji su
bili izloZzeni rutinskim endoskopskim procedurama, rezultati ukazuju na to da kod
primjene endoskopske dijagnostike dolazi do stvaranja ROS, ali da je to prisutno u
znacajno manjoj mjeri nego nakon otvorene hirurgije (Yiannakopoulou i sar., 2013).

2.4. Propofol

Propofol (2,6-diizopropilfenol) je snazan intravenski hipnoticki lijek. Kao i vecina
depresora CNS-a (barbiturati, benzodiazepini, neurosteroidi, alkohol), propofol je agonista
receptora y-aminobuterne kiseline (y-Aminobutyric Acid - GABA, eng.). Djelovanjem na
GABA receptore, i to prije svega GABAA receptore u CNS-u, propofol olaksava ulazak
hloridnih jona u neurone i smanjuje njihovu ekscitabilnost. Ima povoljan farmakokineticki
i farmakodinamicki profil, to je dovelo do toga da je postao najcesce koriséen intravenski
anestetik u posljednje tri decenije (Baker i sar., 2005; Glen, 2019; Glen i James, 1977;
Schiittler i Schwilden, 2008). Brza i laka indukcija, sa skoro potpunim odsustvom
ekscitacija, kratak poluZivot i mala incidenca postoperativne mu¢nine i povracanja ga ¢ine
podesnim anestetikom za izvodenje razli¢itih hirurskih intervencija, kako kod ljudi tako i
kod zivotinja. U humanoj medicini se koristi za sedaciju i anesteziju kod svih vrsta
hirurskih operacija, a posebno kod minimalno invazivnih procedura, kakva je
endoskopska dijagnostika, ali i komplikovanih neurohirurskih intervencija, gdje je brzo
vradanje psihomotornih funkcija od narocitog znacaja (Joo i Perks, 2000; Ababneh i sar.,
2020). U veterinarskoj medicini, propofol se intenzivno koristi za anesteziju pasa i macaka
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(Fredley i sar., 2020; Mallard i sar., 2018; Seisdedos i sar., 2019; Shimizu i Kanda, 2021).
Primjenljiv je i kod konja, svinja i koza ali ga visoka cena ¢ini manje atraktivnim
anestetikom za velike i farmske Zivotinje (Riedesel, 2008; Posner, 2018).

Propofol je posljednjih godina nasao primjenu i u veterinarskoj medicini egzoti¢nih
zivotinja, uprkos velikom broju prepreka za njegovu efikasnu upotrebu kod ovih vrsta
zivotinja (nemogucnost postavljanja venskog puta, velika razlika u metabolickim
mehanizmima izmedu pojedinih vrsta Zivotinja $to otezava odredivanje efektivne doze)
(Natalini, 2021; Miyabe-Nishiwaki i sar., 2021). Kod gmizavaca je upotreba propofola
dosta zastupljena, uglavnom za indukciju anestezije (Bertelsen i sar., 2021). Za intravensku
aplikaciju propofola kod zmija i gustera koristi se v. coccygea ventralis, a kod kornjaca v.
jugularis i plexus subcarapacialis. Kada se primjeni na ovaj nacin, propofol izaziva dosta
brzu i bezbjednu indukciju anestezije, dok se za odrzavanje anestezije preporucuje
upotreba inhalacionih anestetika. Kod nekih gmizavaca intraosealna aplikacija propofola
je takode bezbjedna alternativa. Ukoliko dode do paravenske aplikacije, to kod gmizavaca,
za razliku od sisara, nece dovesti do znacajnog ostecenja tkiva (Kania i sar., 2018;
Giuseppe i sar., 2018; Ziolo i Bertelsen, 2009).

Nezeljeni efekti propofola kod pasa i macaka ogledaju se u znacajnom dozno
zavisnom smanjenju srednjeg arterijskog pritiska usled vazodilatacije venskih ali i
arterijskih krvnih sudova. Takode, ovaj anestetik moZe nepovoljno da djeluje na sréani
misié, tako Sto smanjuje raspolozivost Ca?* jona , kao i osetljivost miokarda na Ca?* jone,
Sto prouzrokuje direktnu depresiju miokarda. Kod pasa, propofol u toku uvodenja u
anesteziju moze da prouzrokuje kratku, prolaznu apneju, kao i miokloni¢ne trzaje i
zaveslaje ekstremiteta (Riedesel, 2008; Posner, 2018).

U ogledu ispitivanja subakutne toksi¢nosti propofola primenjenog intravenskom
bolus injekcijom kod 10 pasa (6mg/kg tm.) i 10 macaka (10mg/kg t.m.), tokom 3
uzastopna dana, od toksi¢nih efekata zabiljezeni su apnea (kod 3 macke), poremecaj
frekvence rada srca i disanja, pad krvnog pritiska, kao i promjena kompletne krvne slike i
biohemijskog profila kod svih tretiranih Zivotinja. Isto tako, kod 6 macaka primjeceno je
blago povecanje broja Heinzenovih telasaca u eritrocitima, $to bi moglo da uputi na razvoj
oksidativnog stresa, ali je uocena pojava bila bez klinicke znacajnosti (Matthews i sar.,
2004).

NeZeljeni efekti propofola su dobro dokumentovani u humanoj medicini, a najées¢i je
bol pri neodgovarajucoj injekcionoj aplikaciji. Ostali nezeljeni efekti su kardiovaskularni
(bradikardija, hipotenzija) i metabolicki (hiperlipidemija koja je posljedica infuzije lipidne
formulacije) (Marik, 2004). Rijedak nezeljeni efekat aplikacije ovog anestetika je takozvani
sindrom infuzije propofola (Propofol Infusion Syndrome - PRIS, eng.), u koji ulaze teska
metabolicka acidoza, rabdomioliza, hiperkalemyjia i kardiovaskularni kolaps. Ovo stanje je
u velikom broju slucajeva fatalno. Takode, novija istrazivanja ukazuju da sedacija GABA
agonistickim lijekovima moZe da bude neurotoksicna kod pedijatrijskih pacijenata i
izazove trajni kognitivni deficit. Medutim, klini¢ki znacaj ovih tvrdnji nije temeljno ispitan
(Sahinovic i sar., 2018).

Propofol se aplikuje intravenski. Intramuslularna aplikacija ne obezbeduje anesteticku
koncentraciju ovog leka u cirkulaciji zbog njegove brze biotransformacije (Divers, 1996).
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Isto tako, nije prikladan za oralnu primjenu zbog gorkog ukusa i niske bioloske
raspolozivosti, uzrokovane visokim stepenom hepati¢ne ekskrecije, ¢ak i do 90 % (Raoof i
sar., 1996). Neki autori su pokusali da povecdaju biolosku raspolozivost propofola
primjenivsi ga oralno u obliku nanocestica sa hitozan amfifilom, ali je ovaj nacin primjene
ostao u eksperimentalnom domenu (Uchegbu i sar., 2014).

Nakon intravenske aplikacije, najveca frakcija propofola se vezuje za proteine plazme i
eritrocite. Slobodna frakcija propofola je svega 1,2 - 1,7 %, ali je dovoljna da lako prode
krvno-moZzdanu barijeru i izazove brz gubitak svijesti. Brzina indukcije anestezije moze da
varira i zavisi od veceg broja faktora, od kojih su najvazniji minutni volumen i frekvenca
rada srca. Iako je slobodna frakcija propofola u plazmi nesto preko 1 %, u cerebrospinalnoj
te¢nosti ona iznosi oko 31 % (Dawidowicz i sar., 2003). Nakon intravenske bolus aplikacije
ili kratke infuzije propofola, vrijeme pojave klinickih efekata lijeka je jako kratko zbog
njegove brze inicijalne distribucije u CNS, i kod pasa je to period od 2-10 minuta (Riedesel,
2008). Redistribucija u, i iz sporih kompartmenata (masno tkivo, koza) je takode prisutna,
zbog visoke liposolubilnosti propofola. Masno tkivo ima veliki kapacitet da apsorbuje
propofol $to rezultira prividno veoma visokim stepenom redistribucije, ¢ak i kod jedinki
koje nisu gojazne (Hannivoort i sar., 2015). Vazno je ista¢i da kod Zivotinja intraspecijske
varijacije uticu na kinetiku propofola. Tako je kod hrtova volumen distribucije ovog
hipnotika manji (Vd=11,7 1/kg) u odnosu na pse mjesance (Vd=17,9 1/kg), sto ¢ini da se u
cirkulaciji, po primjeni propofola u propisanoj dozi kod hrtova, nalazi visa koncentracija
lijeka, a samim tim i duZze trajanje anestezije, i duZzi oporavak od iste (Posner, 2018).

Jetra je glavno mjesto metabolizma propofola. U hepatocitima se propofol prvo
hidrolizuje u 2,6-diizopropil-1,4-hinol (4-hidroksipropofol), a zatim konjuguje i formira
(2,6-diizopropil-1,4-hinol)-sulfat i (2,6-diizopropil-1,4-hinol))-glukuronid, metabolite koji
su farmakoloski neaktivni. Veéi broj razlic¢itih izoformi citohroma C 450 ucestvuje u ovom
koraku. Tako je kod pasa, u metabolizmu propofola, vodeci izoenzim citohrom P2B11, dok
je citohrom P2D15 dvostruko manje aktivan (Hay Kraus i sar., 2000).

Ukupni klirens propofola iz tjela je brz i premasuje protok krvi u jetri, $to ukazuje na
njegov ekstrahepati¢ni metabolizam (Posner, 2018.). Mjesto ekstrahepati¢nog metabolizma
je nejasno, ali se pokazalo da plu¢no tkivo doprinosi metabolizmu propofola kod macaka
(Riedesel, 2008). Mogu postojati znacajne razlike izmedu vrsta u mjestu i kolicini
ekstrahepati¢nog metabolizma. Tako se kod ljudi navodi da su to bubrezi, pa ¢ak i tanko
crevo (Dawidowicz i sar., 2000; Hiraoka i sar., 2005).

Nakon metabolisanja, 88 % propofola se ekskretuje iz organizma preko urina u prvih 5
dana. Manje od 0,3 % aplikovanog propofola se ekskretuje iz organizma u neizmjenjenom
obliku (Sahinovic i sar., 2018). Propofol se ekskretuje i preko pluca, sto je najuocljivije kod
macaka (Riedesel, 2008). Koli¢ina propofola koja se eliminiSe ovim putem je veoma mala, s
tim da koncentracija propofola u izdahnutom vazduhu korelira sa koncentraciom
propofola u plazmi.
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2.4.1. Uticaj propofola na oksidativni stres i oSte¢enje DNK

Protektivna uloga propofola na celije u oksidativnom stresu je odavno poznata
(Ansley i sar., 1998). Struktura propofola, koji je fenolski derivat, slicna je strukturi
tokoferola, butiliranog hidroksitoluena, butiliranog hidroksianizola i a-tokoferola i
njihova antioksidativna aktivnost je dobro ispitana te je dokazano da aktiviraju
antioksidativne enzime i time moduliraju ¢elijski odgovor na oksidativni stres (Ostman i
sar., 2009). Na osnovu toga se smatralo da je zastitna uloga propofola iskljuc¢ivo posljedica
njegove antioksidativne aktivnosti. Medutim, postoje studije koje ukazuju da propofol
aktivno smanjuje koncentraciju slobodnih kiseonikovih radikala u cirkulaciji
povecavanjem aktivnosti katalaze, superoksid dismutaze i glutation peroksidaze (Li i sar.,
2012). Propofol takode reaguje sa peroksinitritom $to rezultira formiranjem propofolskih
derivata fenoksilnih radikala, sto moze da ukazuje da propofol ima mogucénost da aktivno
smanjuje i koncentraciju slobodnih nitritnih radikala u cirkulaciji (Mathy-Hartert i sar.,
2000).

Dokazano je da kod ljudi propofol inhibira lipidnu peroksidazu u razlic¢itim
eksperimentalnim modelima i na taj nacin stiti celije od oksidativnog stresa i povecava
antioksidativni kapacitet plazme (Manataki i sar., 2001). U skorijoj studiji ustanovljeno je
da propofol ima protektivno dejstvo na celije jetre kod hepati¢ne ishemije/reperfuzije i
hepati¢ne hipoksije/reoksigenacije preko inhibicije Bnip3 (BCL2 Interacting Protein 3 -
Bnip3, eng.) (Ma i sar., 2021). Naime, hepati¢na ishemija/reperfuzija dovodi do Celijske
ishemije i hipoksije, i predstavlja okidac za stresni odgovor, stimuliSué¢i dodatnu aktivaciju
inflamatornih celija i sekreciju velikog broja medijatora inflamacije kao sto su tumor
nekroti¢ni faktor-alfa (Tumor Necrosis Factor a - TNF-a, eng.) i interleukin-6 (IL-6).
Aplikacija propofola smanjuje koncentraciju TNF-a i IL-6 u celijjama jetre u stadijumu
inflamacije. Bnip3 je pro-apoptotski protein membrane mitohondrija koji ima veliki broj
bioloskih funkcija. On takode utice na sintezu ROS u razli¢itim patoloskim stanjima (Singh
i sar., 2018). Kod hepati¢ne ishemije/reperfuzije i hepati¢ne hipoksije/reoksigenacije
povecana je ekspresija Bnip3, samim tim veca je $ansa da dode do apoptoze zahvacéenih
¢elija. Kako propofol smanjuje ekspresiju ovog proteina, inhibira i apoptozu i inflamaciju
¢elija jetre.

Kod ishemijskih procesa na mozgu, propofol takode pokazuje protektivnu ulogu.
Naime, uz to $to smanjuje proizvodnju ROS kod ishemijskih procesa na nivou mozga,
propofol inhibira djelovanje sukcinat dehidrogenaze i time sprjecava nakupljanje
sukcinata u mitohondrijama, koji je jedan od najbitnijih faktora za proizvodnju slobodnih
kiseonikovih radikala (Yu i sar., 2018).

Propofol povecava stopu preZivljavanja celija miokarda i smanjuje moguénost da dode
do apoptoze uzrokovane H>Oz. Ovo je rezultat toga sto propofol podstic¢e nakupljanje Nrf2
faktora u jedrima, u uslovima oksidativnog stresa. Ovime se omogucava povecana sinteza
enzima koje Nrf2 faktor reguliSe, a koji imaju ulogu u neutralizaciji slobodnih
kiseonikovih radikala (Shinjo i sar., 2018).

Propofol ispoljava antioksidativno dejstvo i na nivou endoplazmatskog retikuluma.
Stres endoplazmatskog retikuluma je alternativni signalni put u modulaciji celijskog
oksidativnog stresa. VaZan faktor u stresnom odgovoru endoplazmatskog retikuluma je
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odgovor nesavijenih proteina (Unfolded Protein Response - UPR, engl.) jer je odgovoran za
odrzavanje homeostaze unutar endoplazmatskog retikuluma. Ustanovljeno je da su
proteini Grp78 (Glucose Regulated Protein 78 - Grp78, eng.), IREla (Inositol-requiring
Transmembrane Kinase/endoribonuclease 1a - IREla, eng.) i kaspaza 12 klju¢ni signalni
molekuli u modulaciji UPR-a (Goldenberg-Cohen i sar., 2012). Koncentracija navedenih
molekula raste u prisustvu H2O». Propofol snizava nivoe Grp78, IREla i sprjecava
aktivaciju kaspaze 12, sto ukazuje da propofol sprjecava oStecenja izazvana H>O:
indukovanim oksidativnim stresom i preko supresije oksidativhog stresa koji nastaje
dejstvom endoplazmatskog retikuluma (Liu i sar., 2017).

Propofol takode smanjuje stepen ostecenja DNK zastitnim djelovanjem na organizam
u oksidativhom stresu. Dokazano je da propofol inhibicijom fosforilizacije FoxO1 (Forkhead
Box O1 - FoxOl1, eng.) proteina atenuira faktore oste¢enja DNK u celijama miokarda (Zhou
i sar., 2019). Medutim, postoji i istrazivanje koje pokazuje da propofol moze i da izazove
ostecenje DNK supresijom gena koji su zaduzeni za reparaciju DNK lanca (Wu i sar.,,
2013).

2.5. Ketamin

Ketamin ((R,S)-ketamin) je derivat fenilcikloheksilamina koji se sastoji od njegova dva
opticka enantiomera, (S)- i (R)-ketamina (Kurdi i sar., 2014). Postao je komercijalno
dostupan za upotrebu u humanoj klini¢koj praksi 1970. godine kao brzodjelujudi i.v.
anestetik. Ketamin je sintetisan iz fenciklidina (Phenylcyclohexyl Piperidine - PCP, eng.), s
cilem smanjenja ozbiljnih psihomimetic¢kih/psihodisleptickih neZeljenih dejstva i
potencijala zloupotrebe izvornog lijeka, koji je nedugo nakon toga (1978), uklonjen s trzista
(Mion i Villevieille, 2013). Medutim, ketamin je zadrZao disocijativno dejstvo i jo$ uvijek je
podlozan zloupotrebi, doduse znacajno manje nego fenciklidin (Morgan i sar., 2012).
Uprkos ovim nuspojavama, ketamin je ostao Siroko korid¢en lijek zbog svog kratkog
poluzivota i bezbjednosti od pojave klini¢ki znacajne depresije disanja (Gorlin i sar., 2016).

Opste anesteticko dejstvo ketamina odvija se preko nekompetitivne inhibicije N-metil-
D-aspartata (N-methyl-D-aspartate - NMDA, eng.), koji postaju nedostupni ekscitatornim
neurotransmiterima glutamatu i glicinu, i tako ostaju zatvoreni za protok Na*, K* i Ca?*
jona. Ovo sprjetava pokretanje neurona drugog reda Sto za posljedicu ima depresiju
aktivnosti talamokortikalnog i limbickog sistema, i jedara u retikularnom aktivacionom
sistemu. Takode, ketamin u izvesnoj mijeri djeluje na opioidne receptore (p > x),
monoaminergi¢ke, muskarinske i g1 receptore (kalcijumska transmisija na
endoplazmatskog retikulumu), dok na GABA receptore ne djeluje (Posner, 2018). Upravo
iz tog razloga, ketamin ima i veliki broj sporednih efekata sa manjom ili ve¢om primjenom
u medicini (Eldufani i sar., 2018). U posljednjih nekoliko godina, zapaZen broj studija je
usmjeren na izucavanje dejstva ketamina kao antidepresiva (Andrade, 2017; Corriger i
Pickering, 2019; Ionescu i sar., 2015). Ketamin se primjenjuje i za lije¢enje hroni¢nog bola,
posebno onog sa neuropatskom komponentom, kao prate¢eg simptoma razli¢itih bolesti
kod ljudi i Zivotinja (Maher i sar., 2017, Posner, 2018). Nekoliko klinickih studija je
pokazalo da primjena ketamina u kombinaciji s morfinom u lijecenju kancerskog bola
rezultira manjim utroskom oba lijeka, a time i manjom incidencom razvoja neZeljenih
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efekata (Niesters i sar., 2014). Kao nekompetitivni antagonista NMDA receptora ketamin
ima znacaja u palijativnoj terapiji Alchajmerove bolesti (Rocha i sar., 2021). Ketamin je
antagonista glutamatu i moze da ima pozitivhu ulogu u lije¢enju produzene cerebralne
ishemije nakon subarahnoidalnog krvarenja i cerebralnog vazospazma. To ukazuje da
ketamin moZe da ima protektivno dejstvo na celije mozga i moZe da smanji rizik od
apoptoze do koje dolazi pod uticajem glutamata (Jung i sar., 2013). Ketamin smanjuje nivo
tumor nekroti¢nog faktora a (TNF-a) i interleukina (IL) i smanjuje proizvodnju azot
oksida (NO). Svi ovi medijatori igraju vitalnu ulogu tokom upalnog procesa i inhibicija

njihove aktivnosti moze uticati na makrofagima posredovan imuni odgovor. (Beilin i sar.,
2007).

Ketamin ima i neZeljena dejstva. Dominantni su psihoaktivni efekti koji su dozno
zavisni. Tako, ketamin primjenjen iv. u subanestetickoj dozi, prouzrokuje osecaj
razdvojenosti (disocijaciju), u vidu izobli¢enja u vizuelnim, slusnim ili somatosenzornim
stimulusima ili promjene u percepciji, kao i pozitivne psihomimeticke efekte
(konceptualna dezorganizacija, halucinacije, sumnjicavost) i negativne psihomimeticke
efekte (zatupljenost, emocionalna apatija, motorna retardacija) (Ionescu i sar., 2015). Nesto
vede doze ketamina mogu da dovedu do vestibularnih perturbacija, ukljuc¢ujudi
vrtoglavicu i mu¢ninu/povrac¢anje (Wan i sar., 2014). Na kardiovaskularni sistem ketamin
djeluje dvojako. Direktno na miokard depresivno, ali stimulacijom monoaminergickih
receptora i inhibicijom preuzimanja kateholamina u sinapsama prouzrokuje povecanje
minutnog volumena srca, a postoji opasnost da izazove i tahikardiju, posebno kod
pacijenata sa sr¢anim tegobama (Posner, 2018). Nasuprot tome, na respiratorni sistem
ketamin djeluje mnogo povoljnije u odnosu na druge intravenske anestetike. Moguc¢nost
pojave respiratorne depresije kod primjene ketamina je minimalna i uglavnom je vezana
za brzu i.v. aplikaciju ovog anestetika u velikoj dozi. Takode, ketamin prouzrokuje
bronhodilataciju, pa u tom smislu djeluje povoljno kod pacijenata sa bronhospazmom
(Eilers i Yost, 2018). Kod svinja rase landras i jorksir ketamin primjenjen u terapijskoj dozi
moZze da prouzrokuje malignu hipertermiju, mada je po nekim autorima ovaj podatak
upitan (Posner, 2018). Tako, u klini¢koj studiji sprovedenoj na 76 svinja, ketamin
primjenjen i.v. za indukciju i/ili odrzavanje anestezije nije prouzrokovao malignu
hipertermiju (Dershwitz i sar, 1989).

Ketamin podleze kaskadnom metabolizmu, koji po¢inje demetilacijom azotne grupe u
jetri i rezultira nastajanjem aktivhog metabolita norketamina. Nakon demetilacije
ketamina u norketamin, on se dalje metabolife u hidroksinorketamin
(Hydroxynorketamine - HNK, eng.) i dehidronorketamin (Dehydronorketamine - DHNK,
eng.), a zatim konjuguje sa glukuronidom kako bi se trajno eliminisao urinom. Kod
macaka se, vjerovatno zbog manjka glukuronida, ketamin metaboliSe do nivoa
norketamina, i kao takav izlu¢uje urinom (Posner, 2018). Prosje¢no vrijeme za koje
metaboliti ketamina dostignu maksimalnu koncentraciju u plazmi je 1,33 sata za
norketamin i 3,83 sata za HNK i DHNK (Zhao i sar., 2012). U studiji koju su uradili Cohen
i saradnici (1973), izmjerene su koncentracije metabolita ketamina u mozgu nakon davanja
ketamina (20 mg/kg) u repnu venu kod pacova. Ovi autori su pokazali da se ketamin i
norketamin brzo akumuliraju u mozgu s maksimalnom koncentracijom postignutom
unutar jednog minuta nakon aplikacije anestetika. Nasuprot tome, nivo DHNK u
mozdanom tkivu po aplikaciji ketaina je veoma nizak i ne moZe da se kvantifikuje, $to ima
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simsla kada se uzme u obzir da je DHNK neaktivni metabolit, da se vezuje za eritrocite i
da slabo prolazi krvno-mozdanu barijeru (Moaddel i sar., 2016).

Ketamin se moZe aplikovati na razli¢ite nacine, i.v., i.m., i.p., s.c., p.o., intranazalno,
epiduralno i perrektalno (Andrade, 2017). Za postizanje efekta opste anestezije najbolja je
i.v. primjena ketamina, jer se na taj nac¢in najbrze postize odgovarajuca koncentracija ovog
anestetika u plazmi. Intramuskularna aplikacija, koja se obi¢no primjenjuje u hitnim
slucajevima i kod nesaradljivih pacijenata, ima dobru bioraspolozivost anestetika, ali je
potrebno odredeno vrijeme da aktivha supstanca dostigne dovoljnu koncentraciju u
plazmi (kod ljudi je to oko 5-30 minuta). Ostali nacini aplikacije ketamina su klinicki
neprimjenljivi, iz razloga $to imaju loSu iskoristivost anestetika i produZeno vrijeme
ulaska u anesteziju (Fanta i sar., 2015; Zanos i sar., 2018).

Ketamin se vezuje za proteine plazme oko 50 % (pas 53,5 %, macka 53 %, konj 50 %,
covjek 12 %) i brzo distribuira u tkiva sa dobrom perfuzijom, uklju¢uju¢i mozak, sto
rezultira velikim volumenom distribucije u stanju dinamicke ravnoteze (Peltoniemi i sar.,
2016, Posner, 2018, Eilers i Yost, 2018).

Ketamin ima visok klirens i kratko poluvrijeme eliminacije (t1/2=2 - 4 h). Eliminacija
ketamina se obavlja primarno preko bubrega. Relativno mala koli¢ina anestetika se
izlucuje u formi ketamina (2 %), norketamina (2 %) i DHNK (16 %). Najve¢i dio lijeka se
ekskretuje u vidu glukuronidnog konjugata hidroksiketamina i hidroksinorketamina, koji
se izlu¢uju preko Zuci i mokrace (Dinis-Oliveira, 2017). Postoje dokazi da visekratna
primjena ketamina produzava vrijeme eliminacije lijeka iz organizma (Adamowicz i Kala,
2005). Takode, postoje bitne razlike u vremenu eliminacije ketamina iz organizma kod
razli¢itih vrsta, kao i kod razli¢itih grupa jedinki unutar jedne vrste. Faktori koji najvise
uti¢u na ovo su pol, starost i zdravstveno stanje (Zanos i sar., 2017).

2.5.1. Uticaj ketamina na oksidativni stres i osStecenje DNK

Postoje dokazi da aplikacija ketamina, ¢ak i u subanestetickim dozama, moze da
smanji aktivnost superoksid dismutaze i katalaze u mozgu pacova, sto je indikator
povecanog oksidativnog stresa. U istoj studiji je dokazano da nakon aplikacije ketamina
dolazi do povecane lipidne peroksidacije i oksidativhog oStecenja proteina u mozgu
pacova (de Oliveira i sar., 2009). Medutim, u drugoj studiji je dokazano da ketamin u
nekim situacijama moZze da smanji o$tecenja izazvana oksidativnim stresom u moZdanom
tkivu pacova, nakon povrede ki¢mene mozdine (Yazihan i sar., 2008). Takode, na modelu
pacova sa endotoksemijom i akutnim oste¢enjem pluca, dokazano je da ketamin smanjuje
nivoe medijatora upale plu¢nog tkiva i nivoe citokina u plazmi i $titi plué¢no tkivo od
oksidativnog ostecenja (Gokcinar i sar., 2013). Na modelu pacova sa oStecenjem jetre,
dokazano je da ketamin smanjuje oksidativho ostecenje jetre regulacijom Nrf2/HO-1
signalnog puta i posljedicnom pojacanom ekspresijom citoprotektivnog enzima HO-1
(Heme Oxygenase-1 - HO-1, eng.) koji aktivno ucestvuje u antioksidativnom odgovoru (Xu
isar., 2021).

U istrazivanju u kojem su ispitivani efekti ketamina na embrionima zebrica (Danio
rerio), utvrdeno je da se po aplikaciji ovog anestetika povecava nivo anitioksidativnih
enzima superoksid dismutaze i katalaze, uz povecanje nivoa glutation disulfida, kaspaze 9
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i ROS. Pored toga, in vivo je kod ovih Zivotinja primjeCena povecana ekspresija
proapoptotskih gena i apoptoza izazvana aplikacijom ketamina (Félix i sar., 2018).

U istrazivanju na miSevima je dokazano da visoke doze ketamina izazivaju oStecenje
DNK u celijama krvi i mozdanog korteksa (Leffa i sar., 2016). Medutim, u ovoj studiji su
koris¢ene veoma visoke doze ketamina, tako da je ostalo pitanje koliki je stepen ostecenja
DNK prilikom primjene ketamina u klinickim dozama.

2.6. Medetomidin

Medetomidin je snazan i visoko specifi¢an agonist a2-adrenoreceptora i intenzivno se
koristi u veterinarskoj medicini. Najcesc¢e se primjenjuje u kombinaciji sa disocijativnim
anesteticima i opioidima jer se tako smanjuje doza ovih ljekova, a sa tim i rizik od njihovih
potencijalnih neZeljenih efekata (Sinclair, 2003, Pascoe i Steffey, 2018).

Primarna uloga medetomidina je vezana za njegovo sedativno i analgetsko dejstvo.
Alfa 2-agonisti se vezuju i strukturno mjenjaju membrane presinaptickih a2-
adrenoreceptora (G-kuplovani protein), sprjecavajuci dalje oslobadanje ekscitatornih
neurotransmitera noradrenalina (Noradrenaline - NOR, eng.) i dopamina (Dopamine - DOP,
eng.) u CNS-u. Ako je oslobadanje ovih neurotransmitera blokirano, nastaje sedacija.

Analgetski efekat medetomidina je prvenstveno posredovan inhibicijom oslobadanja
NOR i supstance P u dorzalnom rogu ki¢mene mozdine (Hellyer i sar., 2007). Bitno je
napomenuti da analgetsko dejstvo medetomidina traje upola krace nego njegovo
sedativno dejstvo (Cullen, 1996).

Medetomidin, kao i ostali a2-agonisti ima centralno posredovano miorelaksantno
dejstvo (Eilers i Yost, 2018).

Agonisti a2-adrenoreceptora stimulacijom centralnih i perifernih adrenoreceptora
znacajno uti¢u na kardiovaskularnu funkciju, $to je izrazeno kod bolesnih, iscrpljenih ili
pacijenata sa kompromitovanim kardiovaskularnim sistemom (Kutara i sar., 2020). Glavni
negativni kardiovaskularni efekti svih a2-agonista uklju¢uju bradikardiju i povezane
bradiaritmije (atrioventrikularni sréani blok 1. i 2. stepena), zna¢ajno smanjenje minutnog
volumena srca (MVS) do 50 % i povecanje sistemskog vaskularnog otpora. Kod gmizavaca
je takode zabiljeZena dozno zavisna depresija kardiovaskularnog sistema nakon aplikacije
medetomidina (Sladky i Mans, 2012). Sedacija izazvana a2-agonistima dovodi do
periodi¢nog smanjenja brzine disanja i minutnog volumena ventilacije, sa mogudim
blagim povecanjem parcijalnog pritiska ugljendioksida (PaCOz) i smanjenjem parcijalnog
pritiska kiseonika (PaOz). Opisana respiratorna disfunkcija nastaje kao posljedica depresije
CNS-a uzrokovane stimulacijom a2-adrenoreceptora. Medutim, stepen depresije kod
sedacije a2-agonistima je manji nego kod drugih sedativa, posebno barbiturata (Kumar i
sar., 2020, Posner, 2018a).

Medetomidin ima brojne sporedne efekte. Medetomidin moZe da u manjem broju
slucajeva uzrokuje hipertermiju. Uz to anesteti¢ki protokoli sa a2-agonistima smanjuju
perioperativne nivoe hormona stresa i samim tim stresni odgovor organizma nakon
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hirurskog zahvata. Renin-angiotenzin sistem je takode podloZan uticaju medetomidina,
kako direktno, tako i indirektno (Kumar i sar., 2020). Kod pasa i macaka, a2-agonisti
obi¢no izazivaju povracanje stimuliSuci zonu hemoreceptora, koja je u neposrednoj blizini
locus coeruleus-a u mozgu (Kato i sar., 2020). Uoceno je da se midrijaza javlja nakon
primjene a2-agonista kod Zzivotinja (Cullen, 1996). Pretpostavlja se da je ovaj efekat
posljedica centralne inhibicije parasimpati¢kog tonusa direktne simpaticke stimulacije a2-
adrenoreceptora koji se nalaze u irisu.

Medetomidin moZe da se aplikuje na razlicite nacine, ali u praksi je to najcesée i.v., s.c.
ili i.m. putem. Brzina resorpcije i dostizanje maksimalne koncentracije u plazmi zavisi od
nacina aplikacije, vrste jedinke kojoj se medetomidin aplikuje, ali i od doze medetomidina.
U prosjeku vrijeme dostizanja maksimalne koncentracije u plazmi varira od 1,5 minuta
nakon 1.v. aplikacije do 60 minuta nakon s.c. aplikacije (Kint i sar., 2020).

Medetomidin se prvenstveno metaboliSe u jetri, putem hepati¢ne hidroksilacije.
Poluvrijeme eliminacije medetomidina takode veoma varira i zavisi od vrste, pa je tako
kod pasa 57 do 76,8 minuta, kod konja 51,3 + 13,09 minuta, kod goveda 44,4 do 52,7
minuta, a kod ovaca 32,7 do 34,8 minuta (Posner, 2018a). Nazalost, ne postoje detaljne
studije o farmakokinetici medetomidina kod gmizavaca (Sladky i Mans, 2012).

2.6.1. Uticaj medetomidina na oksidativni stres i ostecenje DNK

Kako se medetomidin skoro nikada ne aplikuje samostalno, veoma je malo dostupne
literature o efektu ovog lijeka na oksidativni stres. Medutim, postoji znacajan broj studija
koje su se bavile ispitivanjem uticaja deksmedetomidina, koji je izomer medetomidina, na
oksidativni stres kako u in vitro, tako i u in vivo uslovima (Li i sar., 2018; Polat i sar., 2011;
Wu i sar., 2020).

Kako deksmedetomidin ima veoma sli¢nu strukturu i isti princip djelovanja kao i
medetomidin, a kako je dokazano da su efekti deksmedetomidina na oksidativni stres
posredovani aktivacijom a2-adrenoreceptora, pretpostavlja se da i medetomidin djeluje
slicno na oksidativni stres (Gaidin i sar., 2019). IstraZivanje koje je ispitivalo uticaj
deksmedetomidina, na nastajanje ulcera na Zelucu pacova je pokazalo da ovaj lijek ima
antiulcerativni, dozno zavisan efekat. Smatra se da je za ovaj efekat odgovoran uticaj
aktivacije a2-receptora na oksidativni stres. Naime, kod pacova kojima je aplikovan
deksmedetomidin bili su povecani nivoi antioksidativnih enzima, izuzev katalaze, a
sniZeni nivoi parametara oksidativnhog ostecenja (Polat i sar., 2011). Sli¢ni rezultati su
dobijeni i kod aplikacije deksmedetomidina nakon akutnog ostecenja mozga.
Deksmedetomidin je i u ovom slu¢aju smanjio nivo malondialdehida, a povecao aktivnost
superoksid dismutaze i glutation peroksidaze u mozdanom tkivu nakon akutnog
ostecenja mozga (Li i sar., 2018). Takode, deksmedetomidin moZe da ima zastitno dejstvo
kod ishemije/reperfuzije sréanog misi¢a, stanja kod koga oksidativni stres ima veoma
vaznu ulogu. U ovom sludaju, deksmedetomidin preko razli¢itih signalnih puteva
smanjuje nivo oksidativhog stresa, poboljsava funkciju sréanog misica nakon
ishemije/reperfuzije i sprijecava apoptozu ¢elija miokarda (Wu i sar., 2020).
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2.7. Izofluran

Izofluran je inhalacioni anestetik koji se koristi za indukciju i odrZavanje opste
anestezije i odobren je za upotrebu u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama od 1979. godine.
Kao i vedina isparljivih anestetika, izofluran je halogenovano etarsko jedinjenje i strukturni
je izomer svog prethodnika, enflurana. Za razliku od enflurana, izofluran nije zapaljiv, ali
ima jak, oStar miris koji otezava njegovu upotrebu za inhalacionu indukciju opste
anestezije (Hawkley i sar., 2020).

Uvodenje i odrzavanje opste anestezije inhalacionim anesteticima postize se
istovremenim delovanjem na razli¢itim djelovima CNS-a (Brosnan i Steffey, 2018). Tako se
imobilnost postize prevashodnim djelovanjem inhalacionih anestetika na nivou ki¢mene
mozdine, i to depresijom lokomotornih neuronskih mreZa smjestenih u ventralnom rogu
(Jinks i sar., 2005), a gubitak svesti depresivnim delovanjem na korteks, najvjerovatnije na
nivou amigdala i hipokampusa (Alkire i Nathan, 2005; Perouansky i sar., 2010).
Analgeti¢ka komponenta djelovanja inhalacionih anetsteika, pa tako i izoflurana, odnosi se
na depresiju kortikalnih funkcija koje sprjecavaju zivotinju da dozivi motivaciono-
afektivnu dimenziju bola, i dozno je zavisna (Brosnan i Steffey, 2018).

U samom mehanizmu djelovanja inhalacionih anestetika, posebno izoflurana,
dominira onaj koji ukljucuje aktivaciju jonskih kanala u sklopu GABA-ergicke
neurotransmisije (GABAAa receptor) (Jones i sar., 1992).

Druga mjesta delovanja inhalacionih anestetika odnose se na organske sisteme. Sto se
tice sréane funkcije, izofluran ima minimalan uticaj na funkciju leve komore, ali izaziva
dozno zavisno smanjenje sistemskog vaskularnog otpora usljed blage beta-adrenergicke
stimulacije Sto dovodi do smanjenog predopterecenja srca i, zauzvrat, smanjenog
minutnog volumena, ali povecanje frekvence rada srca ublazava smanjenje sréanog
volumena. Pored smanjenja sistemskog vaskularnog otpora, a time i smanjenja arterijskog
pritiska, izofluran izaziva i koronarnu dilataciju. Medutim, ova pojava je zanemariva kada
se uporedi sa kardioprotektivnim dejstvom izoflurana, koje se ogleda u neposrednom
smanjenju ostecenja srca izazvanim ishemijom/reperfuzijom (Van Allen i sar., 2012) i
takozvanom ishemijskom prekondicioniranju, odnosno pojavi kada kratak period ishemije
miokarda pracenog reperfuzijom stiti od sledeceg, dugotrajnog perioda ishemije, koji
zavrsava infarktom miokarda (Risti¢-Andelkov i sar., 2005).

Na respiratorni sistem izofluran djeluje tako Sto prouzrokuje znacajno smanjenje
alveolarne ventilacije sa minimalnim povecanjem brzine disanja, $to dovodi do ukupnog
smanjenja minutnog volumena disanja. Smanjenje minutnog volumena disanja
prouzrokuje povecanje PaCO: (Massey i Richerson, 2017), Sto je u korelaciji sa veli¢inom
primjenjene doze inhalacionog anestetika, kao i vrstom Zivotinje (Brosnan i Steffey, 2018).
Inhalacioni anestetici direktnim djelovanjem na glatke miSi¢e bronhijalnog stabla
prouzrokuju bronhodilataciju, koja je kod izoflurana manje izrazena u odnosu na halotan
(Brosnan i Steffey, 2018).

Promjene u nivou endokrinih hormona u cirkulaciji su zabiljeZene tokom i nakon
anstezije izofluranom kod ljudi oba pola podvrgnutih hirurskoj intervenciji ekstipacije
karcinoma laringsa/faringsa. Nivoi adrenalina i noradrenalina su bili povecani, kako
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tokom anestezije, tako i nakon njenog zavrsetka. Nivo kortizola je rastao od pocetka
anestezije do 10 ¢asova po njenom zavrsetku, dok je nivo adrenokortikotropnog hormona
zabiljezio rast samo u toku anestezije. Isto tako, zabiljezen je i znacajan porast nivoa
antidiuretickog hormona u toku anestezije izofluranom, dok je nivo isulina povecan tek
nakon zavrSetka anestezije ovim inhalacionim anestetikom. Istovremeno, koncentracija
glukoze se povecavala, a koncentracija glukagona smanjivala tokom anestezije
izofluranom (Nishiyama i sar., 2005).

Ostecenje jetre je viSe puta uoceno nakon anestezije izofluranom kod ljudi, uklju¢ujuci
i jedan slucaj hepati¢ne nekroze koji je rezultirao smréu (Carrigan i Straughen, 1987).
Prikazani su klini¢ki, histohemijski i imunohistohemijski dokazi koji ukazuju da je
osteCenje jetre izazvano izofluranom povezano sa prisustvom trifluoroacetil-
modifikovanih proteina, $to moze da ukaze na to da izofluran ima i protein-modulatorne
efekte (Njoku i sar., 2002). Ipak, ostecenje jetre izazvano izofluranom je daleko manje
izrazeno u odnosu na halotan ili hloroform (Plaa, 2000; Kenna and Jones, 1995).

Svi isparljivi inhalacioni anestetici smanjuju bubrezni protok krvi i brzinu
glomerularne filtracije na dozno-zavisan nadin. Smanjeno izludivanje urina tokom
inhalacione anestezije moze biti posledica smanjene perfuzije bubrega, ali i naglasene
akumulacije ekstracelularne te¢nosti izazvane inhalacionim anesteticima. Prolazno
povecanje uree, kreatinina i neorganskog fosfata u serumu takode moze da prati
inhalacionu anesteziju, posebno ako je produZena. Ipak, opisane promjene funkcije
bubrega pod dejstvom isparljivih inhalacionih anestetika su reverzibilne prirode, izuzev
kada je u pitanju metoksiflurana (Brosnan i Steffey, 2018).

Minimalno miorelaksantno dejstvo isparljivih inhalacionih anestetika je vjerovatno
posljedica kako direktne depresije CNS-a, tako i depresije aktivnosti kalcijumovih kanala u
relaksaciju misi¢a izazvanu nedepolarizuju¢im miorelaksansima, koji se po potrebi koriste
za izvodenje pojedinih dijagnostickih procedura u opstoj anesteziji (npr. endotrahealna
intubacija) ili u premedikaciji nekih hirurskih intervencija (Clar i Liu, 2021).

Isparljivi inhalacioni anestetici novije generacije (isofluran, sevofluran, enfluran,
desfluran) mogu kod pojedinih vrsta Zivotinja, prije svega svinja i to rase landras, pietren,
jorksir i durok, zatim pasa, konja ali i ljudi da prouzrokuju malignu hipertermiju. Ovo
nezeljeno dejstvo je u domenu farmakogenetske diskrazije koja ukljucuje defekt
rijanodinskog (ili ponekad dihidropiridinskog) receptora u sarkoplazmatskom retikulumu
skeletnih mi$i¢a. Ishod opisanog poremecaja je po Zivot opasan, hipermetabolizam
skeletnih misi¢a u prisustvu isparljivih inhalacionih anestetika (Rosenberg i sar., 2015).

Izofluran se metaboliSe u jetri posredstvom citohrom P-450 enzimskog sistema do
fluoridnog jona i organofluoridnih metabolita. Razli¢ite vrste imaju razli¢ite puteve
metabolizma izoflurana. Na primjer, kod pacova primarni proizvod metabolizma
izoflurana je trifluoroacetaldehid, dok je kod ljudi to trifluoracetat. Ova pojava utice i na
izlu¢ivanje izoflurana iz organizma jer razli¢iti metaboliti imaju razli¢ite puteve ekskrecije
(Pokhrel i Grady, 2021).
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2.7.1. Uticaj izoflurana na oksidativni stres i osteenje DNK

Izofluran povecéava nivo proapoptotskog proteina Bax i smanjuje nivo antiapoptotskog
proteina Blc-2 (B-cell lymphoma-2 - Blc-2, eng.) u nervhom tkivu miseva i na taj nacin
dovodi do ostecenja mitohondrija i apoptoze (Li i sar., 2014). Uz to, izofluran utice i na
informacionu RNK zaduZenu za sintezu ovih proteina kod ispitivanih miseva. [zofluran
takode utic¢e na regulaciju transporta kalcijuma izmedu mitohondrija i citosola tako $to
olaksava prelazak kalcijuma u mitohondrije. Pove¢an nivo kalcijuma u mitohondrijama
ostecuje njihovu unutrasnju strukturu i dovodi do pojacane proizvodnje ROS, sto dalje
intenzivira oStecenje mitohondrija (Zhang i sar., 2010). Medutim, kratkotrajna anestezija
izofluranom kod miSeva sa ishemijom/reperfuzijom mozdanog tkiva smanjuje nivo ROS
u mozdanom tkivu i samim tim oksidativno ostecenje neurona. Ovaj efekat izoflurana je
ogranicen na ranu fazu ishemije/reperfuzije i prisutan je samo u sluc¢aju da anestezija ne
traje duze od 15-30 minuta. Ovaj podatak je vazan jer ukazuje da izofluran djeluje na
regulaciju oksidativnog stresa na vise nivoa i da u nekim slucajevima, ma koliko rjetki i
specifi¢ni oni bili, izofluran nema Stetno ve¢ zastitno dejstvo na celije u oksidativhom
stresu (Sosunov i sar., 2015).

U istrazivanju koje je vrSeno na pacovima, dokazano je da izofluran znacajno
povecava parametre oksidativnog stresa u kardiomiocitima svih pacova. Pored toga, kod
pacova sa dijabetesom izofluran smanjuje koncentraciju intracelularnog kalcijuma i
dovodi do smanjene kontraktilnosti srca. Ovo moze da ima za posljedicu tkivnu hipoksiju
za vrijeme anestezije izofluranom i posljedi¢no povecan nivo oksidativnog stresa na nivou
¢itavog organizma (Shen i sar., 2014).

Postoje brojna istrazivanja koja pokazuju kako odredene supstance atenuiraju
oksidativni stres izazvan izofluranom (Cheng i sar., 2015; Li i sar., 2017; Song i sar., 2019).
Veéina ovih supstanci ima veoma razli¢it mehanizam dejstva na oksidativni stres, neke
inhibiraju proizvodnju kaspaze 3, neke moduliraju ekspresiju pojedinih proteina koji
ucestvuju u oksidativhom stresu, a neke aktivno neutralisu slobodne kiseonikove radikale
u Celijama ili vancelijskoj te¢nosti. Ovo posredno ukazuje da izofluran uti¢e na regulaciju
oksidativnog stresa na svim tim nivoima, iako ne postoje studije koje to eksplicitno
dokazuju.

Izofluran povecava nivoe histona YH2A.X (Phosphorylated Histone H2AX - yH2AX,
eng.), koji je marker ostecenja DNK, aktivacije kaspaze 3 (kaspaza 3 je proizvod
oksidativnog oSteenja mitohondrija) i translokacije nukleusa kaspazom aktivirane
dezoksiribonukleaze. Uz to, izofluran smanjuje nivoe inhibitora kaspazom aktivirane
DNK-aze i tumorskog proteina p53, koji su faktori oste¢enja DNK. Ovo ukazuje da
izofluran dovodi do ostecenja DNK preko faktora oksidativnog stresa i regulacije
ekspresije tumorskog proteina p53 (Nii sar., 2017).
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3. CILJIZADACI RADA

Ciljevi ovog rada su da se ustanovi uticaj endoskopske dijagnostike u opstoj anesteziji
na sistem antioksidativne zastite organizma i stepen oste¢enja DNK kornjaca, kao i da se
definiSu jasne preporuke o upotrebi anestetickih protokola za izvodenje endoskopske
dijagnostike i sli¢nih dijagnostic¢kih i hirurskih procedura kod crvenouhih kornjaca.

Do postavljenih ciljeva doslo se kroz proces koji je realizovan u slede¢im fazama:

1.

2.

Anesteziranje kornjac¢a primjenom propofola i izoflurana uz pracenje parametara
oksidativnog stresa i stepena ostecenja DNK;

Endoskopski pregled kornjaca nakon anesteziranja primjenom propofola i
izoflurana uz pracenje parametara oksidativnog stresa i stepena ostec¢enja DNK;
Anesteziranje kornjaca primjenom ketamina i medetomidina uz pracdenje
parametara oksidativnog stresa i stepena ostecenja DNK;

Endoskopski pregled kornjaca nakon anesteziranja primjenom ketamina i
medetomidina uz pradenje parametara oksidativhog stresa i stepena ostecenja
DNK;

Anesteziranje kornjaca primjenom ketamina, medetomidina i izoflurana uz pracéenje
parametara oksidativnog stresa i stepena ostecenja DNK;

Endoskopski pregled kornjaca nakon anesteziranja primjenom ketamina,
medetomidina i izoflurana uz pracenje parametara oksidativnog stresa i stepena
ostecenja DNK.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Materijal

Eksperiment je izveden u periodu septembar 2017. godine - mart 2020. godine. U
istrazivanje je uklju¢eno 36 odraslih, zdravih crvenouhih kornjaca iz Beo zoo vrta.
Kona¢na eksperimentalna grupa se sastojala od 24 zenke i 12 muzjaka. Prilikom odabira
zivotinja vodeno je ra¢una o tome da budu pribliZzno jednake starosti, tjelesne mase (1,2 do
2,0 kg) i kondicije.

Za vrijeme istrazivanja, kao i u periodu aklimatizacije, jedinke su bile smjestene u
bolni¢kom bloku Nastavne bolnice za male Zivotinje Katedre za bolesti kopitara, mesojeda,
zivine i divlja¢i Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Period
aklimatizacije trajao je 14 dana i za to vrijeme jedinke su drzane u kontrolisanim uslovima
sa temperaturom vazduha izmedu 21 °C i 25 °C i temperaturom vode od 22 °C. Relativna
vlaznost vazduha je iznosila izmedu 75 % i 85 %. Sve jedinke su u periodu aklimatizacije
drZane zajedno u prostoriji povrsine 25 m? uz dostupne posude sa vodom duZine 150 cm i
sirine 50 cm. Za vrijeme boravka u Nastavnoj bolnici za male Zivotinje sve kornjace su
imale ujednacenu ishranu koja se sastojala iz odgovarajuce koli¢ine hrane za kornjace
(Reptilix, Versele laga, Belgium). Kornjac¢e su imale jedan obrok u toku dana, kada su
hranjene pojedinacno da bi bilo sigurno da svaka jedinka dobija kvalitativno i
kvantitativno odgovarajuci obrok.

Krv je uzorkovana iz subkarapacijalnog pleksusa (Plexus subcarapacialis), plasiranjem
igle u predio izmedu vrata i karapaksa pod uglom od 20 stepeni do dubine paralelne sa
prvom skutom na karapaksu. Uzorkovanje je vrSeno iglom od 21 G postavljenom na
heparinizovan $pric. Krv je uzorkovana dva puta, oba puta je uzorkovano po 2 ml krvi.
Prvo uzorkovanje je bilo jedan dan prije anestezije. Drugo uzorkovanje je bilo 3 sata nakon
aplikacije opstih anestetika. Iz svakog uzorka je izdvojeno 100 pl pune krvi, ostatak uzorka
je centrifugovan na 1500 g tokom 15 minuta. Iz centrifugovanog uzorka je potom
izdvojena plazma. Nakon presipanja uzoraka u epruvete i pojedina¢nog obiljezavanja, svi
uzorci su skladisteni na -20 °C do trenutka izvodenja laboratorijskih analiza.

Klini¢ki dio istrazivanja je izveden u Nastavnoj bolnici za male Zivotinje Katedre za
bolesti kopitara, mesojeda, Zivine i divljac¢i Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu. Laboratorijski dio istraZivanja je izveden u Laboratoriji za genetiku Zivotinja, na
Katedri za biologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

4.2. Metode

4.2.1. Grupe, anesteticki protokoli i tretmani kornjaca

Jedinke su podjeljene u 6 grupa, u skladu sa primjenjenim anestetickim protokolom i
vrstom pregleda:
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Prva grupa (grupa PI) je anestezirana propofolom (Diprivan® 10 %, Astrazeneca
UK Limited, United Kingdom) u dozi od 10 mg/kg t.m. aplikovanim u
subkarapacijalni pleksus kao indukcija, nakon cega su jedinke intubirane i
anestezija je odrzavana upotrebom izoflurana (Isoflurane®, CP-Pharma, Austria)
u koncentraciji od 3 % aplikovanog preko trahealnog tubusa. Po zavrSenom
opstem pregledu kornjace iz ove grupe su se budile spontano.

Druga grupa (grupa PIE) je anestezirana propofolom (Diprivan® 10 %,
Astrazeneca UK Limited, United Kingdom) u dozi od 10 mg/kg tm.
aplikovanim u subkarapacijalni pleksus kao indukcija, nakon ¢ega su jedinke
intubirane i anestezija je odrzavana upotrebom izoflurana (Isoflurane®, CP-
Pharma, Austria) u koncentraciji od 3 % aplikovanog preko trahealnog tubusa.
Po ulasku u anesteziju kornjace su podvrgnute endoskopskom pregledu
celomske duplje u trajanju od 15 minuta. Kornjace iz ove grupe su se budile
spontano.

Treéa grupa (grupa KM) je anestezirana kombinacijom ketamina (Ketamidor®
10 % Richter Pharma, Austria) u dozi od 20 mg/kg tm. i medetomidina
(Domitor®, Orion Pharma, Finland) u dozi od 0,2 mg/kg t.m. aplikovanih u
subkarapacijalni pleksus radi opsteg pregleda. Nakon pregleda izlazak iz
anestezije je ubrzan primjenom atipamezola (Antisedan® Orion Pharma,
Finland), u dozi od 0,2 mg/kg t.m., aplikovanog intramuskularno.

Cetvrta grupa (grupa KME) je anestezirana kombinacijom ketamina (Ketamidor®
10 % Richter Pharma, Austria) u dozi od 20 mg/kg tm. i medetomidina
(Domitor®, Orion Pharma, Finland) u dozi od 0,2 mg/kg t.m. aplikovanih u
subkarapacijalni pleksus i po ulasku u anesteziju kornjace su podvrgnute
endoskopskom pregledu celomske duplje u trajanju od 15 minuta. Nakon
pregleda, izlazak iz anestezije je ubrzan primjenom atipamezola (Antisedan®,
Orion Pharma, Finland), 0,2 mg/kg t.m., aplikovanog intramuskularno.

Peta grupa (grupa KMI) je anestezirana kombinacijom ketamina (Ketamidor®
10 % Richter Pharma, Austria) u dozi od 10 mg/kg tm. i medetomidina
(Domitor®, Orion Pharma, Finland) u dozi od 0,1 mg/kg t.m. aplikovanih u
subkarapacijalni pleksus kao indukcija, nakon cega su jedinke intubirane i
anestezija je odrzavana upotrebom izoflurana (Isoflurane®, CP-Pharma, Austria)
u koncentraciji od 3 % aplikovanog preko trahealnog tubusa. Nakon pregleda,
izlazak iz anestezije je ubrzan primjenom atipamezola (Antisedan® Orion
Pharma, Finland) u dozi od 0,2 mg/kg t.m., aplikovanog intramuskularno.

Sesta grupa (grupa KMIE) je anestezirana kombinacijom ketamina (Ketamidor®
10 % Richter Pharma, Austria) u dozi od 10 mg/kg tm. i medetomidina
(Domitor®, Orion Pharma, Finland) u dozi od 0,1 mg/kg t.m. aplikovanih u
subkarapacijalni pleksus kao indukcija, nakon cega su jedinke intubirane i
anestezija je odrzavana upotrebom izoflurana (Isoflurane®, CP-Pharma, Austria)
u koncentraciji od 3 % aplikovanog preko trahealnog tubusa. Po ulasku u
anesteziju kornjace su podvrgnute endoskopskom pregledu celomske duplje u
trajanju od 15 minuta. Nakon pregleda, izlazak iz anestezije je ubrzan primjenom
atipamezola (Antisedan®, Orion Pharma, Finland) u dozi od 0,2 mg/kg tm.,,
aplikovanog intramuskularno.
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Sema 1. Dizajn ogleda

VRIJEME -24h Oh 3h
(h)
grupa
L(PI) T T 1 1
Uzorkovanje Propofol Opsti pregled Uzorkovanje
krvi 10 mg/kg, i.v. (15 min) krvi
+ Izofluran 3 % ,inh.
IT (PTE) T T 1 1
Uzorkovanje Propofol 10 mg/kg, i.v. Endoskopija Uzorkovanje
krvi + (15 min) krvi
Izofluran 3 % ,inh.
TII (KM) 1 1 1 1
Uzorkovanje Ketamin 20 mg/kg, i.v. Opsti Atipamezol Uzorkovanje
krvi + pregled ,, o/kg rvi
Medetomidin 0,2 mg/kg, i.v. (15min)
IV (KME) T T 1 T
Uzorkovanje Ketamin 20 mg/kg, i.v. Endoskopija Uzorkovanje
krvi + (15 min) krvi
Medetomidin 0,2 mg/kg, i.v. Atipamezol
0,2 mg/kg
V (KMD) 1 1 ! T ]
Uzorkovanje Ketamin 10 mg/kg, i.v. Opsti Uzorkovanje
krvi + pregled . krvi
Medetomidin 0,1 mg/kg, i.v. (15 min) Atipamezol
+ 0,2 mg/kg
Izofluran 3 % ,inh.
VI (KMIE) T T T 1
Uzorkovanje Ketamin 10 mg/kg, i.v. Endoskopija Uzorkovanje
krvi + (15 min) krvi
Medetomidin 0,1 mg/kg, i.v. Atipamezol
+ 0,2 mg/kg

Izofluran 3 % ,inh.
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Svi injekcioni anestetici su aplikovani intravenski u subkarapacijalni pleksus na isti
nacin na koji je vréeno uzorkovanje krvi. Atipamezol je aplikovan intramuskularno u misi¢
prednje noge iz razloga $to kornjace posjeduju renalni portalni krvotok koji omogucava da
sva krv koja se vraca iz zadnjih ekstremiteta prode kroz bubrege prije nego sto ude u
cirkulaciju, $to znacajno smanjuje efikasnost lijekova aplikovanih u miSi¢ zadnjeg
ekstremiteta.

Za sprovodenje inhalacione anestezije kornjace su intubirane nakon $to su uvedene u
sedaciju. Za intubiranje je koris¢en modifikovani urinarni Nelaton katere za pse (Nelaton
Catheter, Hitecare, China) 400 mm x 2,1 mm koji je skra¢en na duzinu od 150 mm da bi se
olaksala intubacija. Intubacija se izvodila u 5 koraka (Slika 1).

1.
2.
3.

Asistent 1 postavlja jedinku u sternalni polozaj i fiksira glavu.

Asistent 2 instrumentom otvara kljun.

Operator vrsi blagi pritisak na donju stranu vrata u predjelu Zdrijela da bi
podigao i vizuelizovao larinks.

Lateralnim pokretima tubusa se razdvajaju hrskavice glotisa i tubus se postavlja
u traheju do duZine 2/3 traheje.

Tubus se osigurava poveskama i meki materijal se stavlja izmedu kljuna i
tubusa da bi se sprijecilo da se tubus osteti.

Slika 1: Intubiranje kornjace

Nakon intubiranja, jedinke su spojene na aparat za inhalacionu anesteziju.

Poslije drugog uzorkovanja krvi svim jedinkama su intramuskularno, u misic¢e prednjih
nogu aplikovani antibiotik (enrofloksacin, 10 mg/kg t.m.; Baytril®, Bayer Animal Health,
Germany) i analgetik (meloksikam, 0,5 mg/kg t.m.; Movalis®, Boehringer Ingelheim,
Germany).
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4.2.2. Endoskopija

Prije zapoc¢injanja procedure endoskopske dijagnostike utvrdeno je da li je dubina
anestezije zadovoljavajuc¢a. Ovo je obavljeno ispitivanjem refleksa ispravljanja, refleksa
povlacenja ekstremiteta i prisustva, odnosno odsustva, reakcije na inciziju koze. Nakon sto
je ustanovljeno da su jedinke u odgovarajuéem stepenu anestezije, pristupljeno je
pripremanju jedinki za endoskopiju.

Kornjace su postavljene u lateralni poloZzaj i fiksirane jastuci¢ima i poveskama. Zadnji
ekstremitet sa gornje strane je izvucen i fiksiran poveskom da bi se omogucio pristup

prefemoralnoj fosi. Prefemorlana fosa i okolni oklop su prvo ocisceni etil-alkoholom, a
potom i dezinfikovani hlorheksidinom.

|

Prefemoralna fosa

Slika 2: Kornjaca postavljena u poloZzaj za endoskopiju

Na sredini prefemoralne fose je napravljen longitudinalni rez na koZi duZine oko 30
mm pomocu hirurskog skalpela (Romed scalpel blades, sterile, no. 15, Romed, Holland).
Potkozno vezivno i masno tkivo je potom tupo preparisano pomocu hemostatskog
forcepsa (Surgical hemostatic forceps 031113, Medgyn Products USA, Illinois). Disekcija je
nastavljena do nivoa celomske aponeuroze, koju formiraju siroki ligamenti transverzalnih
i kosih trbusnih misi¢a. Potom je na celomskoj aponeurozi napravljen otvor prec¢nika
8 - 10 mm pomocu hemostatskog forcepsa. Po pristupanju celomskoj duplji, obavljena je
petnaestominutna dijagnosticka endoskopija. Endoskopija je obavljena pomocu otoskopa
za male zivotinje dijametra 5 mm, duZine 85 mm sa radnim kanalom dijametra 5 Fr
(672600SA, Karl Storz Veterinary Endoscopy America Inc, California), spojenim na
ksenonski izvor svjetla (201326-20, Karl Storz Veterinary Endoscopy America Inc,
California). Digitalni zapis procedure je dobijen koris¢enjem Karl Storz veterinarske video
kamere (692360-20 Karl Storz Veterinary Endoscopy America Inc, California).
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Po zavrSetku endoskopskog pregleda celomska aponeuroza je zatvorena prostim
teku¢im Savom koris¢enjem resorptivnog konca debljine 2.0 (Suture Polysorb UD GS-21 2-
0 30" 36/BX® Covidien Ltd, Ireland). KoZa je zatvorena pojedinacnim Savovima
koriséenjem neresorptivnog konca debljine 2.0 (Covidien Surgipro-II Suture CP-411%,
Covidien Ltd, Ireland).

4.2.3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

4.2.3.1. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze je odredena stepenom dekompozicije H2O2 na 240 nm po metodi
koju je opisao Aebi 1984. godine. Aktivnost CAT se prati kao pad apsorbance na datoj
talasnoj duzini.

Reagensi:

e 1M Tris pH 8,0
e 10 mM rastvor H2O2 (30 %)

Laboratorijski postupak:

1- U epruvetu se sipa 1 ml 1 M Trisa (pH 8) i dodaje 10 ml dH20.
2- 1,3 ml razblazenog Trisa se uzima i prenosi u drugu epruvetu.
3- Zatim se dodaje 50 pul hemolizata.

4- Smjesa se projmesa u vorteksu i prebacuje u kivetu.

5- Kiveta se postavlja u spektrofotometar i o¢itavaju se rezultati.

Aktivnost katalaze je izrac¢unata prema formuli:

(AAuz — AAsp)x 1000
43.6 x Cpr x Vuz /Vrs

U
Specifiéna aktivnost (—prot.) =
mg

Gdje je:

AAuz - promjena apsorbance u minuti za uzorak

AAsp - promjena apsorbance u minuti za slepu probu

Cpr - koncentracija proteina mg/ml

Vuz - zapremina uzorka

Vrs - zapremina reakcione smjese

43.6 - molarni ekstincioni koeficijent za vodonik peroksid na 240 nm

Aktivnost enzima je definisana kao 1 mmol H2Oz razloZen u 1 minutu-1. Aktivnost
katalaze je izrazena u U/ml.
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4.2.3.2. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost superoksid dismutaze je procjenjena na osnovu njene sposobnosti da
inhibira autoksidaciju epinefrina u adrenohrom, po metodi koju su razvili Misra i
Fridovich 1972. godine.

Reagensi:

e 0,05 mmol/1 karbonatni pufer pH 10,2
e 20 mmol/137 % HCl
e 10 mmol/1 adrenalin hidrohlorida rastvoren u HCI

Laboratorijski postupak:

1
2

U epruvetu se sipa 1,6 ml karbonatnog pufera, 0,2 ml uzorka i 0,2 ml adrenalina.
Sadrzaj epruvete se promjesa na vorteksu.

Epruveta se inkubira u vodenom kupatilu 30 °C/3 minuta.

4- Nakon inkubacije, sadrZaj epruvete se prebacuje u kivetu.

5- Kiveta se prebacuje u spektrofotometar i o¢itava se reakcija.

@

Reakcija je oc¢itavana na 480 nm tokom 3 minuta. Jedinica superoksid dismutaze je
definisana kao koli¢ina enzima potrebna da inhibiSe stopu autoksidacije epinefrina za 50
% na 30 °C, a rezultati su izrazeni u U/ml.

4.2.3.3. Odredivanje aktivnosti glutation S transferaze

Aktivnost glutation S transferaze je odredena koris¢éenjem 1-hloro-2,4- dinitrobenzena,
kao substrat u prisustvu redukovanog glutationa po metodi koju su opisali Habig i
saradnici 1974. godine.

Reagensi:

e (.5M fosfatni pufer pH 6.5
e 0,0304 g CDNB
e 20 mM GSH

Laboratorijski postupak:

1- U epruvetu se sipa reakciona smjesa koja se sastoji od 1 ml destilovane vode, 300 pl
fosfatnog pufera, 150 ul glutationa i 50 pl 1-hloro-2,4-dinitrobenzena.

2- U epruvetu se dodaje 25 ul uzorka.

3- Sadrzaj epruvete se promjesa na vorteksu.

4- Sadrzaj epruvete se prebacuje u kvarcnu kivetu.

5- Kiveta se prebacuje u spektrofotometar i ocitava se reakcija.

Promjena u apsorbanci je mjerena na 340 nm u toku 3 minuta na 25 °C. Rezultati su
izrazeni u U/ml.
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4.2.3.4. Odredivanje nivoa malondialdehida (MDA)

Nivo MDA u plazmi odreden je mjerenjem stvaranja supstanci koje reaguju na
tiobarbiturnu kiselinu po metodi koju su opisali Girotti i saradnici 1991. godine.

Reagensi:
* TBA reagens (Thiobarbituric Acid - TBA, eng.)
Laboratorijski postupak:

1- U epruvetu se sipa 300 pl uzorka i 600 ml TBA regensa.

2- Sadrzaj epruvete se promjesa na vorteksu.

3- Epruveta se prebacuje u termosejker i inkubira 15 minuta na 99 °C.

4- Epruveta se prebacuje u kadicu sa ledom o istavlja da stoji 5 minuta.

5- Epruveta se prebacuje u centrifugu sa hladenjem i centrifuguje 10 minuta na 1000 G
i4°C.

6- Sadrzaj epruvete se prebacuje u kvarcnu kivetu.

7- Kiveta se prebacuje u spektrofotometar i o¢itava se reakcija.

Apsorbancija obojenog kompleksa je mjerena spektrofotometrijom na talasnoj duzini
od 535 nm i izrazena u nmol/ml. Sve koris¢ene metode su spektrofotometrijske i izvedene
su na Biobase spektrofotometru (Biobase BK-7390 UV-VIS spectrophotometer Agilent
Technologies, USA).

4.2.4. Odredivanje ostecenja DNK primjenom komet testa

U cilju odredivanja oste¢enja DNK izveden je alkalni komet test sa blagim
modifikacijama (Tice i sar., 2000). Krv je razrjedena u fosfatnom puferu (Phosphate-buffered
Saline - PBS, eng.) (1:100), ubacena u agarozu (0,5 % agaroza sa niskom tackom topljenja) i
postavljena na prethodno premazane plocice 1 % agarozom. Plocice su potom potopljene u
hladni lysis rastvor (2,56M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1 % Triton X-100, 10 % DMSO,
na pH 10) preko no¢i na 4 °C. Nakon toga, plocice su postavljene u horizontalnu gel-
elektroforetsku komoru i potopljene u svjeze napravljeni hladni elektroforetski pufer (pH
> 13) na 20 minuta, da bi se omogucilo odmotavanje DNK lanaca. Potom su plocice
prebacene u elektroforezu 20 minuta na 25 V i 300 mA.

Po zavrsetku elektroforeze ploc¢ice su neutralisane Tris-HCl puferom (pH 7,5) 15
minuta. Na kraju procesa ploc¢ice su obojene etidijum bromidom i posmatrane pod
fluorescentnim mikroskopom (Axiolmager Z1, excitation filter, 515-560 nm; emission
tilter, 590 nm, Carl Zeiss, Germany). Procjena kometa je izvrSena vizuelno i rezultati su
svrstani u 5 kategorija prema kolicini DNK u repu komete (Anderson i sar., 1994).
Rezultati komet testa su rac¢unati mnoZenjem broja oStecenjih celija po uzorku sa
vrijednosti odgovarajuce kategorije (0 - 4) i izraZeni u totalnom komet skoru (Total Comet
Score - TCS, eng.). TCS je izrac¢unat prema formuli:

TCS=0xA +1xB+2xC+3xD+4xE
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gdje su celije podjeljene prema procentu ostecenja:
A) Bez ostecenja, <5 %;

B) Nizak stepen ostecenja, 5-20 %;

(
(
(C) Srednji stepen ostecenja, 20-40 %;
(D) Visoki stepen ostecenja, 40-95 %;
(

E) Potpuno ostecenje, > 95 % (,,hedgehogs comets™).

Prije izvodenja komet testa uradeno je ru¢no brojanje celija i procjena vijabilnosti ¢elija
Trypan blue ekskluzionim testom.

4.2.5. Statisticka analiza

U zavisnosti od vrijednosti koeficijenta varijacije (cv), podaci za rezultate komet testa
su bili homogeni (cv < 30 %), dok su rezultati za parametre oksidativnog stresa bili
heterogeni (cv > 30 %) i bilo je potrebno da se obrade na odgovarajuci nacin prije pocetka
statisticke analize (LOG10+1). Podaci su prvo poredeni dvosmjernim ANOVA testom.
Nakon toga, pojedinacne grupe su poredene Tukey testom. Rezultati su predstavljeni kao
aritmeticka sredina * standardna devijacija. Znacajnost je procjenjivana na dva nivoa (P <
0,05 i P < 0,01). Statisticka analiza je obavljena pomoc¢u GraphPad Prism 6 softvera
(GraphPad, San Diego, CA, USA).
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5. REZULTATI

Upotrebom svih ispitivanih anestetickih protokola bilo je moguce uvesti ispitivane
jedinke u opstu anesteziju. Sve jedinke su bile anestezirane po 30 minuta. Nakon aplikacije
atipamezola jedinkama u ¢ijem anestetickom protokolu je bio priustan medetomidin, sve
jedinke su izlazile iz opste anestezije u narednih 2 - 10 minuta, bez bilo kakvih
komplikacija. Petnaestominutni endoskopski pregled celoma je bio dovoljan da se
vizuelizuju dostupni unutrasnji organi kornjaca, kao i da se uradi klinicka procjena
zdravstvenog stanja kornjaca.

51  Parametri oksidativnog stresa

Posmatrani su rezultati svih grupa kornjaca prije i poslije anestezije, odnosno
endoskopskog pregleda, kao i podaci za svaku grupu kornjaca prije i poslije anestezije,
odnosno endoskopskog pregleda.

Analizom dobijenih podataka nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u
aktivnosti superoksid dismutaze medu razli¢itim grupama ispitivanih kornjaca prije
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda. Statisticki znacajne razlike izmedu grupa nije
bilo ni nakon anestezije, odnosno endoskopskog pregleda (Grafikon 1).

Analizom rezultata aktivnosti SOD unutar jedne grupe kornjaca prije i poslije
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda, nije ustanovljenja statisti¢ki bitna razlika u
aktivnosti superoksid dismutaze prije i poslije anestezije kod kornjaca anesteziranih
kombinacijom propofola i izoflurana, odnosno ketamina i medetomidina (P > 0,05).
Znacajnih promjena nije bilo ni kod kornjaca anesteziranih kombinacijom propofola i
izoflurana, odnosno ketamina i medetomidina kod kojih je izvrsena endoskopija (P > 0,05).
Znacajan pad u aktivnosti superoksid dismutaze je zabiljezen kod kornjaca anesteziranih
kombinacijom ketamina, medetomidina i izoflurana, kao i kod kornjac¢a kod kojih je nakon
uvodenja u anesteziju ovim anestetickim protokolom izvrsen endoskopski pregled (P <
0,05) (Grafikon 2).
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Grafikon 1: Aktivnost superoksid dismutaze (U/ml) prije i poslije anestezije i opsteg
klinickog, odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE+SD.
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Grafikon 2: Aktivnost superoksid dismutaze (U/ml) po grupama prije i poslije
anestezije i opsteg klini¢ckog, odnosno endoskopskog pregleda, izrazena kao SE+SD. *
(P <0,05) u odnosu na anesteziju (dvosmjerna ANOVA i Tukey test).
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Grafikon 3: Aktivnost katalaze (U/ml) prije i poslije anestezije i opsteg klinickog,
odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE£SD.

Analizom dobijenih podataka nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u
aktivnosti katalaze medu razli¢itim grupama ispitivanih kornjaca prije anestezije,
odnosno endoskopskog pregleda. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa nije bilo ni
nakon anestezije, odnosno endoskopskog pregleda (Grafikon 3).
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Grafikon 4: Aktivnost katalaze (U/ml) po grupama prije i poslije anestezije i opsteg
klinickog, odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE+SD. ** (P < 0,01) u odnosu na
anesteziju (dvosmjerna ANOVA i Tukey test).
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Analizom rezultata aktivnosti CAT unutar jedne grupe kornjaca prije i poslije
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda, nije ustanovljenja statisticki bitna razlika u
aktivnosti CAT prije i poslije anestezije kod kornjaca anesteziranih kombinacijom
ketamina i medetomidina, odnosno ketamina, medetomidina i izoflurana (P > 0,05).
Znacajnih promjena nije bilo ni kod kornjaca anesteziranih kombinacijom ketamina i
medetomidina, odnosno ketamina, medetomidina i izoflurana kod kojih je izvrSena
endoskopija (P > 0,05). Statisticki veoma znacajan pad u aktivnosti katalaze je zabiljeZen
kod kornjaca anesteziranih kombinacijom propofola i izoflurana, kao i kod kornjaca kod
kojih je nakon uvodenja u anesteziju ovim anestetickim protokolom izvrsen endoskopski
pregled (P < 0,01) (Grafikon 4).

Analizom dobijenih podataka nije ustanovljena statisticki znac¢ajna razlika u aktivnosti
glutation S transferaze medu razli¢itim grupama ispitivanih kornjaca prije anestezije,
odnosno endoskopskog pregleda. Statisticki veoma znacajne razlike nakon anestezije,
odnosno endoskopskog pregleda postoje izmedu grupe kornjaca koje su anestezirane
kombinacijom propofola i izoflurana te izmedu grupe kornjaca koje su anestezirane
kombinacijom propofola i izoflurana, a potom podvrgnute endoskopskom pregledu u
poredenju sa kornjacama koje su anastezirane kombinacijom ketamina, medetomidina i
izoflurana, i grupama kod kojih je nakon anestezije kombinacijom ketamina i
medetomidina, odnosno ketamina, medetomidina i izoflurana, izvrSen endoskopski
pregled (P < 0,01). Statisticki veoma znacajne razlike nakon anestezije, odnosno
endoskopskog pregleda postoje i izmedu grupe kornjaca koje su anestezirane
kombinacijom ketamina i medetomidina u poredenju sa kornjacama koje su anastezirane
kombinacijom ketamina, medetomidina i izoflurana, i grupama kod kojih je nakon
anestezije kombinacijom ketamina i medetomidina, odnosno ketamina, medetomidina i
izoflurana izvrSen endoskopski pregled (P < 0,01). U svim opisanim poredenjma
zabeleZen je pad aktivnosti glutation S transferaze (Grafikon 5).
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Grafikon 5: Aktivnost glutation S transferaze (U/ml) prije i poslije anestezije i opsteg
klini¢ckog, odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE£SD. ** (P < 0,01) izmedu
testiranih grupa sa razli¢itim anestetickim protokolima i dijagnosti¢ckim procedurama

(dvosmjerna ANOVA i Tukey test).
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Analizom rezultata aktivnosti GST unutar jedne grupe kornjaca prije i poslije
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda, nije ustanovljenja statisticki bitna razlika u
aktivnosti GST prije i poslije anestezije kod kornjaca anesteziranih kombinacijom
ketamina, medetomidina i izoflurana (P > 0,05). Znacajnih promjena nije bilo ni kod
kornjaca anesteziranih kombinacijom ketamina i medetomidina, odnosno ketamina,
medetomidina i izoflurana kod kojih je izvrSena endoskopija (P > 0,05). Statisticki veoma
znacajan porast u aktivnosti glutation S transferaze je zabiljezen kod kornjaca
anesteziranih kombinacijom propofola i izoflurana, kao i kod kornjaca kod kojih je nakon
uvodenja u anesteziju ovim anestetickim protokolom izvrsen endoskopski pregled (P <
0,01). Statisticki veoma znacajan pad u aktivnosti GST nakon anestezije je zabiljezen i kod
kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina i medetomidina (Grafikon 6).
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Grafikon 6: Aktivnost glutation S transferaze (U/ml) po grupama prije i poslije
anestezije i opsteg klini¢kog, odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE£SD. ** (P <
0,01) u odnosu na anesteziju (dvosmjerna ANOVA i Tukey test).

Analizom dobijenih podataka ustanovljena je statisticki veoma znacajna razlika u
koncentraciji MDA prije anestezije odnosno endoskopskog pregleda izmedu grupe
kornjaca koje su anestezirane kombinacijom propofola i izoflurana a potom podvrgnute
endoskopskom pregledu i grupa koje su anestezirane kombinacijom ketamina i
medetomidina, te ketamina, medetomidina i izoflurana a potom podvrgnute
endoskopskom pregledu (P < 0,01). Statisticki znacajna razlika u koncentraciji MDA prije
anestezije odnosno endoskopskog pregleda je ustanovljena i izmedu grupe kornjac¢a koje
su anestezirane kombinacijom propofola i izoflurana, a potom podvrgnute endoskopskom
pregledu i kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina, medetomidina i
izoflurana (P < 0,05). Statisticki znacajna razlika u koncentraciji MDA prije anestezije
odnosno endoskopskog pregleda je takode ustanovljena izmedu grupe kornjaca koje su
anestezirane kombinacijom ketamina i medetomidina i kornjac¢a koje su anestezirane
kombinacijom ketamina, medetomidina i izoflurana, a potom podvrgnute endoskopskom
pregledu (P < 0,05). U svim opisanim poredenjma zabelezen je rast koncentracije MDA.
Nakon anestezije odnosno endoskopskog pregleda ustanovljena je statisticki znacajna
razlika u koncentraciji MDA izmedu grupe kornjaca koje su anestezirane kombinacijom
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propofola i izoflurana, a potom podvrgnute endoskopskom pregledu i kornjaca koje su
anestezirane kombinacijom ketamina i medetomidina (P < 0,05) U ovom opisanom
poredenju zabeleZen je rast koncentracije MDA (Grafikon 7).
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Grafikon 7: Koncentracija malondialdehida (nmol/ml) prije i poslije anestezije i opsteg
klinickog, odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE+SD. * (P < 0,05), ** (P < 0,01)
izmedu testiranih grupa prije ansetezije. * (P < 0,05) izmedu testiranih grupa sa razlic¢itim

anestetickim protokolima i dijagnostickim procedurama (dvosmjerna ANOVA i Tukey

test).

Analizom rezultata koncentracije MDA unutar jedne grupe kornjaca prije i poslije
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda, nije ustanovljenja statisti¢ki bitna razlika u
aktivnosti MDA prije i poslije anestezije kod kornjaca anesteziranih kombinacijom
ketamina, medetomidina i izoflurana (P > 0,05). Znacdajnih promjena nije bilo ni kod
kornjaca anesteziranih kombinacijom ketamina i medetomidina, odnosno ketamina,
medetomidina i izoflurana kod kojih je izvrSena endoskopija (P > 0,05). Statisticki veoma
znacajan rast koncentracije MDA je zabiljezen kod kornjaca anesteziranih kombinacijom
propofola i izoflurana, kao i kod kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina i
medetomidina (P < 0,01). Statisti¢ki znacajan rast koncentracije MDA nakon anestezije je
zabiljezen kod kornjaca anesteziranih kombinacijom propofola i izoflurana kod kojih je
nakon uvodenja u anesteziju izvrsen endoskopski pregled (P < 0,05) (Grafikon 8).
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Grafikon 8: Koncentracija malondialdehida (nmol/ml) po grupama prije i poslije
anestezije i opsteg klinickog, odnosno endoskopskog pregleda izrazena kao SE£SD. * (P <
0,05), ** (P < 0,01) (dvosmjerna ANOVA i Tukey test).

5.2 Komet test

U svim uzorcima krvi vijabilnost ¢elija ustanovljena Trypan blue ekskluzionim testom
je bila prihvatljiva (preko 90 %), sto je indikator da je nivo toksicnosti zadovoljavajuci i
dokazuje da su prikupljeni uzorci adekvatni za dalje analize. Rezultati komet testa nisu
pokazali znacajnu razliku kod kornjaca prije i poslije anestezije, kao ni prije i nakon
izvodenja endoskopske dijagnostike pod bilo kojim od ispitivanih anestetickih protokola.
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Grafikon 9: TCS prije i poslije anestezije i opsteg klini¢kog, odnosno endoskopskog
pregleda
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Grafikon 10: TCS po grupama prije i poslije anestezije i opsteg klinickog, odnosno
endoskopskog pregleda

Tabela 2. Zbirni prikaz rezultata sa istaknutim statistickim znacajnostima

PI PIE KM KME KMI KMIE
SOD || ! ! l I I
CAT __[i* I i ! l l
GST _ [iv i~ T ! | |
MDA 1% [T ™ 1 t 1
TGS |1 ! t 1 1 -

1 - Povecanje (vrijednosti / aktivnosti / koncentracije); | - Smanjenje (vrijednosti / aktivnosti /
koncentracije); 1* - Statisticki znac¢ajano povecanje (vrijednosti / aktivnosti / koncentracije) (P <
0,05); |* - Statisti¢ki znacajano smanjenje (vrijednosti / aktivnosti / koncentracije) (P < 0,05); 1** -
Statisticki veoma znacajano povecanje (vrijednosti / aktivnosti / koncentracije) (P < 0,01); |** -

Statisticki veoma znacajano smanjenje (vrijednosti / aktivnosti / koncentracije) (P < 0,01); = - bez
promjena.
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6. DISKUSIJA

Broj egzoti¢nih kué¢nih ljubimaca je u stabilnom rastu ve¢ dugi niz godina. Prema
novijim podacima, egzoti¢ni kuéni ljubimci ¢ine preko jedne tre¢ine ukupnog broja kuénih
ljubimaca u Evropi i Sjedinjenim Americkim Drzavama (Lenzi i sar., 2020). Crvenouhe
kornjace i ostale vrste kornjac¢a, u nesto manjoj mjeri, postale su znacajno prisutne kao
kuéni ljubimci u posljednjih nekoliko godina. Ovaj trend se moze uociti kako u svijetu,
tako i u Srbiji (Pearson i sar., 2015; UroSevic i sar., 2016).

Kako se broj jedinki ove vrste povecava u domacinstvima, tako se njihovo prisustvo
kao pacijenata u veterinarskim ambulantama takode povecava. Posto osnovne
dijagnosticke metode u najve¢em broju slucajeva nisu dovoljne za potpuni pregled
kornjaca, upotreba specijalistickih dijagnostickih metoda je prakticno obavezna da bi se
doslo do ta¢ne dijagnoze. Veterinari za pregled kornjaca koriste veci broj specijalistickih
dijagnostickih metoda, kao $to su rendgenografija, ultrazvué¢ni pregled i analiza broja
krvnih elemenata i biohemijskih parametara krvi. Medutim, sve ove dijagnosticke metode
imaju znacajne nedostatke kada je u pitanju pregled kornjaca, i rezultati koji se dobijaju
njihovom primjenom su cesto nedovoljni da se iskljuce sve diferencijalne dijagnoze za
oboljenje na koje se sumnja (Hernandez-Divers i sar., 2005).

Endoskopija je dijagnosticka metoda izbora prilikom pregleda kornjaca jer daje vise
informacija o zdravstvenom stanju jedinke od drugih specijalistickih metoda pregleda. I
nakon opsteg klinickog pregleda, pregleda rezultata krvne slike i biohemijskih parametra,
te radioloskog pregleda, cesto je indikovano izvodenje endoskopije jer vizuelizacija
patoloskog procesa moZe da potvrdi ili opovrgne dijagnozu. Najve¢i nedostatak
endoskopije je ¢injenica da je izvodenje ove procedure moguce samo na jedinkama koje su
u opstoj anesteziji. Za anesteziranje kornjaca, u cilju izvodenje endoskopije, koristi se vise
razli¢itih anestetickih protokola (Hernandez-Divers i sar., 2005). Anestetici izazivaju,
pored svojih primarnih efekata - anestezija, u nekim slucajevima analgezija i
miorelaksacija, i sporedne, uglavnom neZeljene efekte (kardiovaskularne i metabolicke
poremecaje, hipereaktivnost pri budenju i sl.). Takode, treba imati na umu da je
endoskopija u principu hirurska intervencija, koliko god neznatno ostecenje tkiva u ovom
slucaju bilo. To znaci da se radi o invazionoj dijagnosti¢koj proceduri koja moze da ostavi
odredene posljedice po organizam kao cjelinu. Kod crvenouhih kornjaca neZeljeni efekti
endoskopije nisu ispitani (DoSenovi¢ i sar., 2021). Takode, ne postoje detaljni podaci o
tome koji anestetic¢ki protokol za izvodenje ove procedure ima najmanje neZeljenih efekata
(DoSenovic i sar., 2021; Valcié i sar., 2021)

Oksidativni stres se smatra dobrim kontrolnim parametrom ostecenja organizma kada
se prate sistemske bolesti ili sistemski efekti, lijeka ili hirurske intervencije, jer su ROS koje
¢ine osnovu za nastajanje oksidativnog stresa, znacajni induktori ostecenja tkiva i organa u
cijelom organizmu. Ostecenje DNK je takode znacajan parametar trajnog negativnog
uticaja ksenobiotika (ljekovi, pesticidi, industrijski otrovi) jer je to preduslov za razvoj
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genetskih mutacija, sto na kraju moZe da dovede do nastanka neoplazmi (Evans i sar.,
2004; Hayes i sar., 2020; Ishikawa i sar., 2008).

U ovoj studiji nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike u aktivnosti superoksid
dismutaze medu razli¢itim grupama ispitivanih kornjaca prije anestezije, odnosno
endoskopskog pregleda, sto ukazuje da se radi o zdravim, intaktnim, pravilno nasumi¢no
rasporedenim jedinkama po oglednim grupama. Statisticki znac¢ajne razlike izmedu grupa
nije bilo ni nakon anestezije, odnosno endoskopskog pregleda, sto je svakako pozeljan
rezultat za dalju analizu uticaja anestezije i endoskopije na razvoj oksidativnog stresa kod
kornjaca.

U ovom istrazivanju nisu ustanovljene statisticki znacajne promjene u aktivnosti
superoksid dismutaze kod crvenouhih kornjaca koje su anestezirane kombinacijom
propofola i izoflurana i podvrgnute opstem klinickom pregledu, kao ni kod kornjaca koje
su podvrgnute endoskopiji nakon anestezije navedenim anestetickim protokolom. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima studija koje su ispitivale uticaj propofola na aktivnost
superoksid dismutaze kod eksperimentalnih glodara (Ozkan i sar., 2012; Xu i sar., 2008). U
ovim studijama se aktivnost superoksid dismutaze nije znacajno mijenjala kako kod
jedinki koje su samo anestezirane propofolom, tako ni kod jedinki koje su nakon anestezije
propofolom podvrgnute hirurSkim zahvatima. Medutim, Zivotinje iz ovih studija nisu
odrZzavane u anesteziji pomocu izoflurana. U istraZivanju izvedenom na psima, kod
jedinki koje su bile anestezirane primjenom izoflurana, ili kombinacijom izoflurana i
propofola, aktivnost superoksid dismutaze je bila znac¢ajno manja nakon anestezije, dok se
kod pasa koji su bili anestezirani samo propofolom aktivnost superoksid dismutaze nije
znacajno mijenjala (Lee i Kim, 2012). Sa druge strane, u istraZivanju sprovedenom na
ljudima kojima je radena transplantacija jetre nije bilo znacajnih promjena u aktivnosti
superoksid dismutaze prije i poslije anestezije kombinacijom propofola i izoflurana (Ucar i
sar., 2015). Ovo moze da ukaZze na to da primjena izoflurana za anesteziranje kod kornjaca
ali i ljudi, ne dovodi do stvaranja iste koli¢ine oksidativnog stresa kao kod drugih vrsta
zivotinja, $to je vrlo interesantno zapaZanje znaju¢i da su kornjace reptili, a ljudi
najrazvijenija sisarska vrsta. Razlog za ovo mogu da budu varijacije medu vrstama u
odgovoru superoksid dismutaze na anesteziju kombinacijom propofola i izoflurana, i
donekle razli¢ito doziranje pomenutih anestetika u odnosu na vrstu. Medutim, ne treba
previdjeti mogucénost da odsustvo promjena u aktivnosti ovog enzima kod anestezije
propofolom i izofluranom ne iskljuc¢uje druge puteve nastajanja oksidativnog stresa
prilikom primjene ovog anestetickog protokola.

U grupama kod kojih su za anesteziranje jedinki koris¢eni ketamin i medetomidin nije
zabiljeZen znacajan pad aktivnosti superoksid dismutaze nakon anestezije i endoskopije,
kao ni kod kornjac¢a koje su anestezirane ali nisu podvrgnute endoskopskom pregledu.
Ovi rezultati, u izvesnoj meri odstupaju od rezultata istrazivanja koje su sproveli Guler i
saradnici (2014), a koji su ustanovili da ketamin i ksilazin primijenjeni ip. kod
eksperimentalnih glodara smanjuju aktivnost superoksid dismutaze na nivou znacajnosti
od 0,05. Uocene razlike se mogu objasni protektivhom ulogom medetomidina u procesu
nastajanja oksidativnog stresa, $to je zabelezeno u slicno dizajniranom ogledu kod pasa
rase bigl (Choi i sar., 2012). Cinjenica da nije doglo do znac¢ajnih promjena u aktivnosti
SOD ni kod kornjaca kod kojih je izvrsen endoskopski pregled nije u skladu sa studijama
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gdje je endoskopija navedena kao jedan od potencijalnih faktora koji moZe da izazove
nastajanje superoksid anjona (O2*~), kog superoksid dismutaza detoksifikuje, kada se
izvodi na ljudima (Arsalani-Zadeh i sar., 2011; Yiannakopoulou i sar., 2013).

Kod kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina, medetomidina i izoflurana
sa i bez endoskopije je doslo do znacajnog pada aktivnosti superoksid dismutaze, $to je u
suprotnosti sa istrazivanjima koja pokazuju da ketamin i izofluran, kada se primjene kod
pacova u istom anesteti¢kom protokolu, povecavaju aktivnost ovog enzima sa pozitivnim
trendom u zavisnosti od veli¢ine primijenjene doze ketamina. (Wang i sar., 2019). Imajudi
u vidu da prisustvo sedativa-hipnotika medetomidina u nasem anestetickom protokolu,
predstavlja lijek vise u odnosu na dizajn ogleda Wang i sar. (2019), a pozivajuéi se na
tumacenje rezultata iz prethodnog pasusa (nas ogled: KM grupa) mozemo pretpostaviti da
sadejstvo izoflurana i medetomidina zajedno sa ketaminom doprinosi znac¢ajnom padu
aktivnosti superoksid dismutaze, $to je jedan od moguc¢ih pokazatelja razvoja
oksidativnog stresa, bez obzira da li su anestezirane kornjac¢e podvrgnute endoskopiji ili je
samo obavljen opsti klinicki pregled.

U ovoj studiji nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike u aktivnosti katalaze medu
razli¢itim grupama ispitivanih kornjaca prije anestezije, odnosno endoskopskog pregleda,
Sto je jos jedan pokazatelje dobrog nasumi¢nog odabira zdravih jedinki prilikom
formiranja oglednih grupa. Statisticki znacajne razlike izmedu grupa nije bilo ni nakon
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda. Ovo, ukazuje da se razli¢iti anesteticki
protokoli primenjeni kod kornjaca, kao i endoskopija sama po sebi, bitno ne razlikuju,
kada se posmatra zadati parametar.

Iako je kod svih grupa registrovano smanjenje aktivnosti katalaze nakon anestezije i
opsteg klinickog, odnosno endoskopskog pregleda statisticki veoma znacajan pad
aktivnosti katalaze je zabiljezen kod dvije grupe kornjaca i to, onih anesteziranih
kombinacijom propofola i izoflurana kod kojih je izvrSen opsti klinicki pregled, kao i kod
kornjaca kod kojih je nakon anesteziranja ovim anestetickim protokolom izvrsen
endoskopski pregled. U dostupnoj literaturi nismo mogli da pronademo sli¢an model
ogleda koji je pratio promenu aktivnosti katalaze, kao vaznog antioksidativhog parametra,
u prisustvu propofola i izoflurana. Donekle uporedivo sa nasim rezultatima, moze biti
istrazivanje Ozkan i sar. (2012) sprovedeno na pacovima kod kojih je zabiljeZena smanjena
aktivnost katalaze iz mi$i¢nog tkiva na nivou znacajnosti od 0,05 u prisustvu propofola, ali
ne i izoflurana.

Pad aktivnost katalaze kod kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina i
medetomidina ali nisu podvrgnute endoskopskom pregledu, nije bio statisti¢ki znacajan.
Ovaj rezultat je u izvesnoj mjeri u skladu sa rezultatima grupe autora koji su pokazali da
nakon anestezije ketaminom i ksilazinom dolazi do znac¢ajnog pada aktivnosti katalaze u
misi¢nom tkivu pacova (Ozkan i sar.,2012). Statisti¢ki znacajan pad aktivnosti katalaze nije
zabiljeZzen ni kod kornjaca kod kojih je nakon uvodenja u anesteziju obavljen endoskopski
pregled. Ovaj rezultat nije u skladu sa istrazivanjima koja tvrde da endoskopski pregled
dovodi do znacajnih promjena u aktivnosti antioksidativnih enzima kada se izvodi na
humanim pacijentima (Arsalani-Zadeh i sar., 2011; Yiannakopoulou i sar., 2013).
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Kod kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina, medetomidina i izoflurana
nije doslo do znacajnog pada aktivnosti katalze, $to je u izvesnoj meri u skladu sa
istrazivanjima koja pokazuju da ketamin i izofluran primenjeni zajedno kod pacova,
povecavaju aktivnost ovog enzima, i to dozno-zavisno u odnosu na ketamin (Wang i sar.,
2019). Takode, pad aktivnosti katalaze nije bio statisti¢ki znac¢ajan ni kod kornjaca koje su
nakon anesteziranja primjenom ove kombinacije anestetika, podvrgnute endoskopskom
pregledu.

Antioksidansi, superoksid dismutaza i katalaza, imaju vaznu ulogu u mehanizmu
antioksidativne zastite: superoksid dismutaza detoksikuje superoksid anjon (O2*~) do
vodonik peroksida (H20z), dok katalaza posreduje u konverziji H>O2 do vode i kiseonika.
Razlike u odgovoru superoksid dismutaze i katalaze na oksidativni stres upucuju na to da
odgovor ova dva enzima nije uvijek u korelaciji. Pad aktivnosti katalaze moze da bude
posljedica hiperprodukcije ROS, narocito H2O2 nakon aplikacije propofola. Medutim,
postoje i studije koje nisu zabiljezile znacajne razlike u nivou aktivnosti katalaze i
superoksid dismutaze nakon anestezije i endoskopske hirurske intervencije (Mila-
Kierzenkowska i sar., 2013). Razlog moze da bude to $to su u navedenoj studiji ispitanici
bili kancerski pacijenti kod kojih je oc¢ekivano prisustvo izraZzenog oksidativnog stresa,
tako da su anestezija i endoskopija marginalizovane procedure u odnosu na osnovnu
bolest za posmatranu pojavu.

U savremenoj anesteziologiji postoji sve vedi interes u izu¢avanju aktivnosti glutation S
transferaze (Mikstacki i sar., 2015). Ovaj enzim igra znacajnu ulogu u celijskoj detoksikaciji
ksenobiotskih i endogenih jedinjenja, kao i proizvoda oksidativnog stresa.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u aktivnosti GST izmedu grupa prije anesteziranja
odnosno, endoskopskog pregleda, sto ukazuje da se radi o zdravim, intaktnim, pravilno
nasumicno rasporedenim jedinkama po oglednim grupama. Nakon anestezije odnosno,
endoskopskog pregleda, aktivnost GST je bila znac¢ajno vec¢a kod grupa kornjac¢a koje su
anestezirane kombinacijom propofola i izoflurana sa ili bez endoskopije, u odnosu na
grupe kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina medetomidina i izoflurana,
bez obzira da li je kod kornjac¢a izveden endoskopski pregled ili ne. Ovo ukazuje da
propofol u kombinaciji sa izofluranom znacajno viSe utice na aktivhost GST od
kombinacije ketamina medetomidina i izoflurana i da endoskopski pregled ne remeti
aktivnost posmatranog parametra. Neocekivano je, medutim da je i kod kornjaca koje su
anestezirane kombinacijom ketamina i medetomidina ali nisu podvrgnute endoskopskom
pregledu aktivnost SOD bila veca sa statistickom znacajnos¢u na nivou od 0,01 nego kod
kornjaca kod kojih je nakon anesteziranja ovim anestetickim protokolom izveden
endoskopski pregled.

Adaramoye i saradnici (2013) su pokazali da propofol znacajno povecava aktivnost
glutation S transferaze kod Wistar pacova, $to je u saglasnosti sa rezultatima ovog
istrazivanja. Uz to, propofol je uzrokovao povecanje aktivnosti ovog enzima u skrgama i
¢elijama krvi kod riba (Gressler i sar., 2016). Medutim, postoje dokazi da upotreba
propofola kao anestetika nema efekta na aktivnost glutation S transferaze nakon duzih
hirurskih intervencija kod ljudi (Murray i sar., 1994). U prethodnim studijama Cetin i
saradnici (2015) su pokazali da istovremena primjena ketamina i dezflurana u
anestetickom protokolu za pacove ne uti¢e na promjenu aktivnosti glutation S transferaze,
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dok primjena ketamina samog prouzrokuje pada aktivnosti ovog enzima u poredenju sa
negativnom kontrolom. Takode, kod pacova koji su anestezirani samo izofluranom, nije
doslo do promjene u aktivnosti glutation S transferaze (Hussey i sar., 1988).

Razli¢iti odgovori u aktivnosti glutation S transferaze ukazuju na zavisnost od tipa
ksenobiotika, vrste Zivotinje i tipa tkiva koje je ispitivano (Ferrari i sar., 2007; Orug i Uner,
2000). Posto se u ovom istrazivanju aktivnost glutation S transferaze nije mjenjala u
zavisnosti od toga da li je jedinka podvrgnuta endoskopskom pregledu ili ne kada je
anesteticki protokol sadrZzao kombinaciju injekcionih i inhalacionog anestetika, moze da se
pretpostavi da je porast aktivnosti ovog enzima u pojedinim grupama rezultat odgovora
kornjaca iskljuc¢ivo na aplikaciju tih kombinacija anestetika.

Malondialdehid (MDA) je reaktivni aldehid koji u organizmu nastaje u toku lipidne
peroksidacije, odnosno kada ROS, poput peroksida i superoksid radikala, razgraduju
dvogubo i trogubo nezasi¢ene masne kiseline u sastavu lipidnih membrana. Kao takav,
MDA i sam ima visok reaktivni potencijal i moze da osteti proteinske strukture celija ali i
DNK. S toga se mjerenje koncentracije MDA u plazmi i tkivima koristi kao biomarker
lipidne peroksidacije, odnosno jacine oksidativnog stresa.

U ovom ispitivanju pokazane su razlike u koncentraciji MDA na nivou znacajnosti od
0,05 i 0,01 izmedu razli¢itih grupa kornjaca prije anesteziranja odnosno endoskopskog
pregleda. Posto je ovo jedini ispitivani parametar kod kojeg su prije anesteziranja postojale
varijacije to moZe da ukazuje da kod kornjaca koncentracija MDA ima znatno Sire grani¢ne
vrijednosti u odnosu na druge ispitivane parametre. Takode, treba razmotriti i podatak
koji su iznijeli Polgar i saradnici (2010), a koji ukazuje na manjkavost u pripremi uzoraka
plazme/tkiva za kvantifikaciju MDA (visoka temperatura i kisela pH), bilo da se radi o
metodi spektrofotometrije (metoda koris¢ena u ovom ispitivanju) ili te¢ne hromatografije
sa UV detekcijom (High-Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet - HPLC-UV/VIS,
eng.), a koja bi se takode mogla smatrati razlogom neravnomjerne distribucije rezultata
posmatranog parametra po grupama prije anesteziranja odnosno endoskopskog pregleda.

Analizom rezultata koncentracije malondialdehida po razli¢itim grupama nakon
anestezije, odnosno endoskopskog pregleda wuocava se =znacajan porast nivoa
malondialdehida kod kornjaca koje su anestezirane kombinacijom ketamina i
medetomidina bez endoskopije, u odnosu na kornjace anestezirane kombinacijom
propofola i izoflurana, a koje su potom podvrgnute endoskopskom pregledu. U ostalim
grupama doslo je do blagog porasta nivoa malondialdehida, bez statisticke znacajnosti
izmedu grupa. Ovaj rezultat ukazuje da endoskopija uglavnom ne uti¢e na stepen lipidne
peroksidacije, jer su dobijene razlike u koncentraciji malondialdehida u ovom istrazivanju
teSko uporedive. Medutim, kada se posmatra nivo malondialdehida po grupama prije i
poslije anestezije, uocava se da je kod svih ispitivanih grupa zabiljeZen porast ovog
reaktivnog aldehida, sa statistickom znacajnos¢u na nivou od 0,05 kod kornjaca
anesteziranih propofolom i izofluranom sa endoskopijom, i na nivou od 0,01 kod kornjac¢a
anesteziranih propofolom i izofluranom, ali i ketaminom i medetomidinom koje su bile
podvrgnute samo opstem klinickom pregledu. Moguce, da je povecan nivo
malondialdehida kod svih posmatranih grupa kornjaca posle anestezije odnosno
endoskopskog pregleda, sa ili bez statisticke znacajnosti, posljedica smanjene
antioksidativne aktivnosti koja je prouzrokovana samim tretmanom (anestezija i opsti

44



klinicki pregled/endoskopija). Rezultati ovog istraZivanja su u skladu sa studijama koje su
pokazale da je, nakon aplikacije ketamina, doslo do znacajnog porasta lipidne
peroksidacije kod pacova (Ahiskalioglu i sar., 2015; de Oliveira i sar., 2009; Gazal i sar.,
2014). Isto tako su Kim i saradnici (2006) utvrdili da kod pacova nakon aplikacije
izoflurana dolazi do pojacane produkcije malondialdehida. U drugom istrazivanju,
aplikacija ketamina je dovela do porasta lipidne peroksidacije, dok nakon kombinovane
primjene ketamina i tiopentala nije bilo znac¢ajnih promjena u nivou malondialdehida kod
pacova (Ahiskalioglu i sar., 2018). Takode, zabiljeZen je porast nivoa malondialdehida
nakon prostaktetomije kod pacijenata sa primarnom dijagnozom kancera jednjaka, u kojoj
je kao anestetik koris¢en propofol (Han i sar., 2015). Postoji i studija gdje je dokazano da
nakon opste anestezije propofolom kod pasa, dolazi do znacajnog povecanja koncentracije
malondialdehida (Alipour i sar., 2018). U suprotnosti sa rezultatima ovog istrazivanja,
zabelezeni su slucajevi znacajnog smanjenja u lipidnoj peroksidaciji u toku anestezije
propofolom (Allaouchiche i sar., 2001; Akin i sar., 2015). Medutim, postoje i studije gdje
nije dokazana promjena nivoa lipidne peroksidacije kao posljedica aplikacije propofola
(Adaramoye i sar., 2013; Braz i sar., 2009;). Kada je rije¢ o propofolu, svi citirani autori se
slazu u jednom, da propofol zahvaljujuéi svojoj strukturi (prisustvo fenolne hidroksile
grupu), koja je nalik vitaminu E (potentan antioksidans), svakako ima kapacitet za
antioksidativnu aktivnost, ali da je ona uslovljena veli¢inom primijenjene doze i duzinom
ekspozicije jedinki ovom anestetiku, odnosno uslovljena duzinom trajanja hirurske
intervencije.

U ovoj studiji nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike u TCS medu razli¢itim
grupama ispitivanih kornjaca prije anestezije, odnosno endoskopskog pregleda. Statisticki
znacajne razlike izmedu grupa nije bilo ni nakon anestezije, odnosno endoskopskog
pregleda. Koeficijenti varijacije za pojedina¢no posmatrane grupe prije anestezije i
endoskopije su bili normalni do visi, odnosno srednje visoki poslije anestezije i
endoskopije. Ali kako se u ovom ispitivanju radi o jedinkama koje su gajene u identi¢nim
uslovima i istog genetskog porjekla, onda taj varijabilitet i prosjek moZemo da smatramo
da i jeste sli¢an populacionom. Tako da ove rezultate mozemo da koristimo za statisticku
analizu pomoc¢u ANOVA testa, jer on dozvoljava ovaj stepen varijacije.

Reaktivne kiseonikove vrste imaju sposobnost da reaguju sa svim komponentama
DNK i izazovu razli¢ita ostecenja, kao sto su oksidacija baza, stvaranje unakrsnih veza na
lancu DNK i stvaranje jednolanc¢anih ili dvolan¢anih prekida. Promjene na lancu DNK
mogu da dovedu do pojave mutacija, genomske nestabilnosti, pa i do razvoja tumora.
Komet test je osjetljiv indikator genotoksi¢nosti i efektivan biomarker za detekciju
ostecenja DNK. Postoji samo nekoliko zabiljeZenih instanci primjene ovog testa kod
kornjaca, i u svim slucajevima je komet test koriS¢en samo za provjeru zdravstvenog stanja
jedinki (Caliani i sar., 2014; Zapata i sar., 2016)

Primjenom komet testa u ovom istraZivanju nije zabiljeZeno ostecenje DNK kod
kornjaca, nakon uvodenja jedinki u opstu anesteziju sa ili bez izvodenja endoskopije. U
skladu sa nas$im rezultatima, u ispitivanju na konjima, primjena ketamina, dijazepama,
ksilazina i izoflurana nije dovela do ostecenja DNK (Strasser i sar., 2012). Anestezija
propofolom kod ljudi se takode pokazala kao bezbjedna sa aspekta genotoksi¢nosti (Braz i
sar., 2015). Takode, dokazano je da izofluran ne dovodi do oste¢enja DNK u celijama
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periferne krvi kod pacova (Rocha i sar., 2015). Sa druge strane, postoje dokazi da izlaganje
izofluranu uzrokuje znacajno ostecenje DNK u limfocitima pacova (Kim i sar., 2006).
Moguce objasnjenje za razlike u prezentovanju rezultata Kim i saradnika (2006) i rezultata
ovog istrazivanja moze da bude u ispitivanom uzorku, gde je odredivanje ostecenja DNK
radeno na punoj krvi, tako da su mehanizmi antioksidativne zastite bili dovoljni da
sprijece bilo kakvo oste¢enje DNK izazvano izofluranom (Baskurt i Meiselman, 2003).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja i podataka koji mogu da se pronadu u
dostupnoj literaturi, izvedeni su slijede¢i zakljuéci:

1.

Anesteziranje kornjaca primjenom propofola i izoflurana dovelo je do statisticki
veoma znacajnog pada aktivnosti katalaze (P < 0,01), veoma znacajnog porasta
aktivnosti glutation S transferaze (P < 0,01) i koncentracije malondialdehida
(P < 0,01). Kod kornjaca anesteziranih primjenom navedenog protokola a potom
podvrgnutih endoskopskom pregledu doslo je do statisticki veoma znacajnog pada
aktivnosti katalaze (P < 0,01), veoma znacajnog porasta aktivnosti glutation S
transferaze (P < 0,01) i znacajnog porasta koncentracije malondialdehida (P < 0,05);
Anesteziranje kornjaca primjenom ketamina i medetomidina dovelo je do statisticki
veoma znacajnog porasta aktivnosti glutation S transferaze (P < 0,01) i koncentracije
malondialdehida (P < 0,01);

Anesteziranje kornjaca primjenom ketamina, medetomidina i izoflurana dovelo je
do statisticki znacajnog pada u aktivnosti superoksid dismutaze, nezavisno od toga
da li su bile podvrgnute endoskopskom pregledu ili ne (P < 0,05);

Anesteziranje kornjaca primjenom ispitivanih anesteti¢kih protokola ne dovodi do
statisticki znacajnog ostecenja DNK, kao ni izvodenje endoskopskog pregleda;
Kombinacija ketamina i medetomidina se pokazala kao najbezbjednija za
anesteziranje prilikom endoskopije crvenouhih kornjac¢a. Endoskopski pregled ne
uti¢e na parametre oksidativnog stresa.
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