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O MENTORIMA

Akademik Drazen Matici¢, redoviti profesor na Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u
Zagrebu, roden je 25. sijeCnja 1965. u Zagrebu. Od samih pocetaka rada na Veterinarskom
fakultetu 1991. godine usmjerio je svoj rad na podrucja kirurgije, anesteziologije 1
eksperimentalnog rada u podru¢ju biomedicine. Magisterij znanosti stekao je 1994. godine,
doktorirao je 1999. godine, a oba kvalifikacijska rada rada su iz podrucja anesteziologije. Tijekom
karijere napredovao je kroz akademska zvanja od asistenta do redovitog profesora u trajnom
zvanju. U razdoblju od 2005. do 2012. godine obnasao je duznost predstojnika Klinike za kirurgiju,
ortopediju i oftalmologiju. U tom je mandatu modernizirao klini¢ku nastavu, razvio specijalisticke
studije, teCajeve trajne izobrazbe i uveo nove dijagnosticke i kirur§ke metode u klinicku praksu.
Na Veterinarskom fakultetu bio je prodekan za kvalitetu i cjeloZivotno obrazovanje u periodu od
2007. do 2010. godine te ¢lan Senata Sveucilista u Zagrebu od 2009. do 2013. godine. U lipnju
2014. godine izabran je za ¢lana suradnika Hrvatske akademije znanosti i umjetnosti u Razredu za
medicinske znanosti, a u lipnju 2018. promoviran je u redovitog ¢lana HAZU. Time je postao
jedan od rijetkih znanstvenika veterinarske struke koji su svojim znanstvenim radom, inovacijama
i medunarodnim utjecajem zasluzili najvise nacionalno akademsko priznanje. Objavio je vise od
100 znanstvenih radova u medunarodnim casopisima, s preko 800 citata u SCOPUS bazi, 1360
Google Schoolar bazi i h indeksom 15 odnosno 20. Rezultati njegovih istrazivanja objavljeni su u
Casopisima visokog ¢imbenika utjecaja kao Gene Therapy, Bone, Smart Medicine, The American
Journal of Sports Medicine, Scientific Reports, Growth factors, Materials, Cartilage 1 ostalima.
Voditelj je Centra za eksperimentalnu kirurgiju na Klinici za kirurgiju, ortopediju 1 oftalmologiju,
koji je pod njegovim vodstvom postao referentno mjesto za translacijska istrazivanja u
regenerativnoj medicini 1 biomaterijalima. Kroz taj Centar razvijeni su brojna istraZivanja za
ispitivanje bioloske ucinkovitosti terapijskih pristupa reparacije i regeneracije kosti 1 hrskavice.
Akademik Matici¢ aktivno sudjeluje u brojnim medunarodnim istraziva¢kim projektima, od kojih
se isticu BIO-COMET, BIO-CHIP, OSTEOproSPINE i LUMINATE financirani iz programa
Europske unije, a voditelj je istrazivanja i istraziva¢ viSe kinesko-hrvatskih projekata razvoja i
primjene biomaterijala. Njegov znanstveni 1 strucni rad ne samo da doprinosi razvoju veterinarske
medicine, ve¢ ima 1 znacajan utjecaj na translacijska istrazivanja u humanoj medicini, posebice u

podrucju tkivnog inZinjeringa i regenerativne ortopedije.



Prof. dr. sc. Visnja Nesek Adam, prim. dr. med. rodena je u Zagrebu, gdje je zavrSila
osnovnu Skolu 1 gimnaziju. Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisala je 1985. godine, a
diplomirala 1990. godine. Od 1993. godine zaposlena je u Klinici za anesteziologiju,
reanimatologiju i intenzivno lijeCenje Klinicke bolnice Sveti Duh, gdje je prosla cijeli
profesionalni put u podrucju anesteziologije 1 intenzivne medicine. Specijalizaciju iz
anesteziologije, reanimatologije i intenzivnog lijeCenja zavrsila je 1999. godine, a 2009. godine
stekla je 1 uzu specijalizaciju iz intenzivne medicine. Uz to, 2011. godine zavrSila je i
specijalizaciju iz hitne medicine. Od 2014. godine obnasa duznost predstojnice Klinike za
anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lijeCenje KB Sveti Duh, a paralelno vodi i1
Objedinjeni hitni prijem te bolnice kao procelnica, jo§ od 2011. godine. U klinickom radu aktivno
se bavi mentorstvom, te djeluje kao glavna mentorica specijalizantima anesteziologije, intenzivne
i hitne medicine, kao i Clanica ispitnih povjerenstava za specijalisticke ispite. U znanstveno-
nastavno zvanje redovnog profesora izabrana je 2020. god i u zvanje znanstvenog savjetnika u
trajnom zvanju 2018. godine. Od 2013. godine uklju€ena je u dodiplomsku i poslijediplomsku
nastavu, a njezin znanstveni interes usmjeren je na hitnu i intenzivnu medicinu, organizaciju
zdravstvene skrbi i edukaciju u kriti¢nim stanjima. Od 2020. godine obnasa funkciju predsjednice
Hrvatskog drustva za hitnu medicinu Hrvatskoga lije¢nickog zbora (HLZ), unutar kojega aktivno
sudjeluje u razvoju struke, izradi smjernica te poboljSanju kvalitete hitne medicinske sluzbe u
Republici Hrvatskoj. Tijekom svoje karijere objavila je oko 100 znanstvenih 1 stru¢nih radova,
ukljucujuéi originalne znanstvene Clanke, prikaze slucajeva, pregledne radove te poglavlja u
udzbenicima 1 priru¢nicima. Njezina istrazivaka aktivnost obuhvaca teme iz organizacije 1
unapredenja hitne medicinske skrbi, lijeCenja kriticno oboljelih bolesnika, optimizacije rada
objedinjenog hitnog prijema te primjene suvremenih anestezioloskih postupaka. Posebnu
pozornost pridaje edukaciji medicinskog osoblja kroz simulacijske metode i interdisciplinarni
pristup. Aktivno sudjeluje u mentoriranju specijalizanata i doktorskih studenata te je c¢lanica
ispitnih povjerenstava i stru¢nih radnih skupina. Kao predsjednica Hrvatskog drustva za hitnu
medicinu HLZ-a, znacajno doprinosi razvoju struke kroz izradu nacionalnih smjernica,

organizaciju struénih skupova 1 kontinuirano medicinsko usavrsavanje.
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Ja, Mirta Vuckovi¢, potvrdujem da je moj doktorski rad izvorni rezultat
mojega rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio drugim izvorima do
onih navedenih u radu.

(potpis studenta)

Zagreb, 2025.



ZAHVALA

Na samom pocetku, najdublju i najiskreniju zahvalnost upu¢ujem suprugu Stjepanu i sinovima.
Njihova ljubav, razumijevanje i beskrajna podrska bili su moj najveéi oslonac i snaga. Zbog njih
je svaki izazov bio laksi, a svaka sumnja brze nestajala. Oni su razlog i motivacija da ustrajem,

cak 1 onda kada je put bio tezak.

Posebno zahvaljujem svojim obiteljima Seletkovi¢ 1 Vuckovi¢. Njihova prisutnost, ohrabrenje i
bezuvjetna podrska dali su mi sigurnost i snagu u svim zivotnim i akademskim izazovima. Njihova
vjera u mene bila je Cesto jaca od moje vlastite, a njihova pomo¢ uvijek je dolazila u pravom

trenutku.

Od srca zahvaljujem svojim kolegama 1 prijateljima dr. sc. Petru KosteSicu, dr. med. vet., dr. sc.
Maji Pusi¢ Novak i dr. sc. Andreji Vukasovi¢ Barisi¢, dr. med. koji su svojim znanjem, iskustvom
i nesebi¢nom podrskom omogucili da ovaj projekt bude realiziran. Njihova profesionalnost, ali 1

ljudska toplina, €inili su svaki korak ovoga puta lakSim.

Zahvaljujem kolegicama 1 prijateljicama dr. sc. Mariji Mamic¢, dr. med. vet. 1 dr. sc. Kim Korpes,
dr. med. vet. ne samo na stru¢noj pomoci, nego i na prijateljskoj podrsci i razumijevanju. Njihove
rijeci ohrabrenja i spremnost da pomognu uvijek su bili svjetionik kada sam se osjecala umorno ili

nesigurno.

Veliko hvala dugujem svom predstojniku, prof. dr. sc. Drazenu Vnuku, dr. med. vet. na stalnoj
podrsci, povjerenju i1 snazi koju ulijeva svima nama. Njegova ¢vrstina i spremnost da ohrabri

upravo u trenucima sumnje pokazali su mi koliko je vaZno imati istinskog vodu iza sebe.

Svojim kolegama 1 prijateljima s Katedre — prof. dr. sc. Niki Brklja¢i Bottegaro, dr. med. vet., dr.
sc. Valentini Plichti, dr. med. vet., Niki Ivki¢u, dr. med. vet., Katarini Miljak, dr. med. vet., i dr.
sc. Petri Dmitrovi¢, dr. med. vet. — zahvaljujem §to su uvijek bili spremni pomo¢i, dati savjet ili

jednostavno biti podrska. ZajedniStvo koje se osjec¢a u naSem timu neprocjenjiva je vrijednost.



Hvala i1 svim ostalim kolegama i suradnicima s Klinike za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju.

Svaka vasa rije¢, pomoc¢ i suradnja utkali su se u ovaj rad i u moj profesionalni put.

Velika i iskrena zahvala ide kolegi dr. sc. Krunoslavu Bojanicu, dr. med. vet. ¢ija je stru¢na pomo¢
u statistickoj obradi podataka bila neprocjenjiva. Njegovo strpljenje, jasno¢a u objasnjenjima i

nevjerojatna energija bili su dragocjeni.

Od srca zahvaljujem dr. sc. Blanki Beer Ljubié¢ i prof. dr. sc. Zrinki Stritof, dr. med. vet., na
nesebi¢noj pomoci pri laboratorijskoj izradi rezultata. Njihovo znanje, strpljenje i spremnost da

podijele svoje iskustvo znacajno su doprinijeli kvaliteti i uspjesnoj realizaciji ovoga istrazivanja.

Posebnu zahvalnost dugujem svojoj komentorici, prof. dr. sc. Vi$nji Nesek Adam, dr. med. na
svim savjetima, prijedlozima i stalnoj podrsci. Njena stru¢nost, mudrost i ljudskost pomogli su mi

da iz ovog rada izvuc¢em najbolje i da ga oblikujem na nacin na koji sam mogla biti ponosna.

Na kraju, najiskreniju i najveéu zahvalnost upucujem svom mentoru, akademiku Drazenu
Maticicu. Njegova uloga u mom akademskom i osobnom Zivotu nadilazi granice mentorskog
odnosa. Bio mi je podrska, uditelj, ali i drugi otac, s bezgrani¢nim strpljenjem i vjerom u moj

uspjeh. Bez njegove prisutnosti, vodstva i nesebi¢ne pomoci, ovaj rad ne bi bio moguc¢.



SAZETAK

UTJECAJ TRIJU MODELA INTRAOPERACIJSKE ANALGEZIJE NA
KONCENTRACIJU KOPEPTINA, KORTIZOLA I HAPTOGLOBINA PRI
ARTROTOMUJI KOLJENOG ZGLOBA U OVACA

Akutni stresni odgovor predstavlja sloZzen niz neuroendokrinih, imunoloskih i metaboli¢kih
promjena kojima organizam nastoji odrzati homeostazu u uvjetima djelovanja razlicitih stresora.
Aktivacija hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HPA) osi i1 reakcija akutne faze dovode do
oslobadanja hormona stresa, sinteze proteina akutne faze te promjena u hemodinamskom statusu.
Zbog svoje uloge u regulaciji endokrine, imunoloske i metabolicke ravnoteze, akutni stresni
odgovor predstavlja kljuéni mehanizam prilagodbe, ali 1 potencijalni ¢imbenik rizika za poremecaj
fizioloskih funkcija. Cilj ovog istraZivanja bio je procijeniti intenzitet akutnog stresnog odgovora
u ovaca ovisno o primijenjenom intraoperacijskom analgetskom protokolu. Analizirati medusobne
odnose bioloskih pokazatelja stresa i njihovu povezanost s hematoloSkim i hemodinamskim

pokazateljima te identificirati protokol s najslabije izrazenim stresnim odgovorom.

Sve zivotinje podvrgnute su istovrsnom operacijskom zahvatu u op¢oj anesteziji, pri cemu
su prijeoperacijski protokol, anestezioloski postupci 1 indukcija analgezije bili standardizirani, dok
su se intraoperacijski analgetski protokoli razlikovali ovisno o eksperimentalnoj skupini:
intravenska primjena metadona, kontinuirana intravenska infuzija fentanila ili epiduralna primjena
levobupivakaina. Zivotinje su rasporedene u tri skupine po deset jedinki, §to je omoguéilo
usporednu procjenu ucinkovitosti razli¢itth metoda modulacije analgezije. U sklopu istraZivanja
provedena je longitudinalna analiza hematoloskih, biokemijskih i1 stresom induciranih bioloskih
pokazatelja stresa u tri standardizirane vremenske tocke: nakon premedikacije, tri sata nakon prvog
vadenja krvi 1 24 sata nakon prvog vadenja krvi. Za kvantifikaciju koncentracija kopeptina 1
kortizola koriSten je komercijalno dostupan enzimski imunosorpcijski test (ELISA), dok je
haptoglobin odreden spektrofotometrijskom metodom. Tijekom trajanja opce anestezije i
operacijskog zahvata, hemodinamski pokazatelji sustavno su prac¢eni u definiranim vremenskim
intervalima, koji su predstavljali specificne toCke za vrijeme trajanja anestezije. U istim

vremenskim tockama mjeren je promjer zjenice 1 intraokularni tlak, Sto je omogucilo preciznu



procjenu neurofizioloskog i farmakoloskog odgovora organizma na primijenjene anestetike i

analgetike.

Operacijski zahvat uklju¢ivao je standardizirani model oStecenja hrskavice izveden na
zglobnim povrSinama Zzlijeba bedrene kosti i ivera femoropatelarnog zgloba. Ovaj pristup
omogucio je kontrolirano oStecenje zglobne hrskavice, Sto je bilo klju¢no za usporedbu
ucinkovitosti razli¢itih intraoperacijskih analgetskih protokola. Integriranjem laboratorijskih,
klinickih i1 neurofizioloSkih mjerenja dobivena je sveobuhvatna slika akutnog stresnog odgovora

kod ovaca u ovom modelu

Vrijednosti kopeptina, kortizola i haptoglobina bile su pokazatelj aktivacije HPA osi 1
akutnog stresnog odgovora kod ovaca, pri ¢emu je kopeptin pokazao najvecu konzistentnost. Kod
fentanila su zabiljeZzene najstabilnije 1 najnize razine biomarkera stresa, dok je levobupivakain
inducirao kontroliran, ali heterogen odgovor, a metadon izazivao izraZzeniji 1 varijabilniji stres.
Hematoloski i imunoloski pokazatelji pratili su sli¢an trend. Fentanil je uzrokovao najveci porast
intraokularnog tlaka i promjera zjenice, levobupivakain umjeren, a metadon stabilan tlak uz
izrazeniji stres. Korelacije vrijednosti kopeptina s vrijednostima kortizola i haptoglobina bile su
pozitivne. Rezultati upuéuju da modulacija akutnog stresnog odgovora ovisi o specificnom
mehanizmu djelovanja analgetika, pri ¢emu fentanil pokazuje najvecu ucinkovitost, a

levobupivakain kontroliran i heterogen odgovor.

Klju¢ne rijeci: Kopeptin, kortizol, haptoglobin, intraoperacijska analgezija, fentanil,

levobupivakain, metadon, ovca



EXTENDED ABSTRACT

INFLUENCE OF THREE MODELS OF INTRAOPERATIVE ANALGESIA ON THE
CONCENTRATION OF KOPEPTIN, CORTISOL AND HAPTOGLOBIN IN
ARTHROTOMY OF THE KNEE JOINT IN SHEEP

The acute stress response represents a highly complex and integrative neuroendocrine,
immunological, and metabolic process through which the organism strives to maintain
homeostasis under exposure to diverse stressors, including nociceptive stimuli, surgical trauma,
and psychological or physiological challenges. Central to this response is the activation of the HPA
axis and the acute phase reaction, which collectively result in the secretion of stress mediators such
as cortisol and arginine vasopressin, as well as the synthesis of acute-phase proteins including
haptoglobin. These mechanisms initiate a cascade of adaptive physiological changes involving
cardiovascular, respiratory, immune, and metabolic systems, with measurable consequences on
hemodynamic stability, electrolyte balance, and immunomodulation.

Investigating the acute stress response is of particular relevance due to its dual biological
role. On the one hand, it enables rapid adaptation and ensures survival under adverse conditions.
On the other, excessive or prolonged activation may contribute to the breakdown of homeostasis,
organ dysfunction, and the progression of stress-associated pathologies. In the perioperative and
clinical context, a deeper understanding of the temporal and mechanistic dynamics of acute stress
is critical for anticipating complications, evaluating physiological tolerance, and optimizing
therapeutic strategies, particularly in the field of anesthesiology and surgical medicine.

The application of specific stress biomarkers—such as copeptin, cortisol, and
haptoglobin—provides an invaluable opportunity for early detection, quantification, and
monitoring of stress responses at multiple biological levels. Copeptin, as a stable and sensitive
surrogate marker of arginine vasopressin release, offers a direct insight into neuroendocrine
activation, while cortisol reflects HPA axis activity and haptoglobin represents systemic
immunological and metabolic adaptation. Their combined assessment enables a reproducible and
objective evaluation of stress intensity and duration, thus facilitating comparative analysis of
different anesthetic and analgesic protocols, improving perioperative patient management, and

reducing the risk of stress-related complications.



Beyond the perioperative setting, stress biomarkers have emerged as promising tools for
early recognition, monitoring, and prognostication of various pathological conditions. Elevated or
dysregulated biomarker profiles are increasingly associated with cardiovascular disease, sepsis,
metabolic syndromes, and chronic inflammatory disorders. Consequently, their use transcends the
boundaries of anesthesiology and surgery, positioning them as important diagnostic and prognostic
indicators in both veterinary and human medicine.

The integration of biomarker assessment with clinical, hemodynamic, and
neurophysiological parameters provides a comprehensive and multidimensional framework for
studying the acute stress response. This translational approach not only enhances the
individualization of analgesic and anesthetic protocols but also contributes to the development of
novel diagnostic and prognostic strategies, thereby strengthening the link between experimental
research, clinical application, and disease prevention.

To test the hypothesis that copeptin levels are positively correlated with cortisol and
haptoglobin concentrations, and that different intraoperative analgesic protocols modulate the
acute stress response in sheep, a controlled experimental study was conducted. The hypothesis was
based on previous knowledge of the role of the HPA axis and acute-phase proteins in stress
regulation, as well as the potential of copeptin as an early and reliable biomarker of stress. The
aim was to simultaneously quantify biological stress indicators, compare the efficacy of three
different analgesic protocols (methadone, fentanyl, levobupivacaine), and investigate their
relationship with hematological and hemodynamic parameters.

The study included 30 healthy female crossbred sheep, randomly allocated into three
experimental groups of ten animals each. Each group received a different intraoperative analgesic
protocol: intravenous administration of methadone, continuous intravenous infusion of fentanyl
and epidural administration of levobupivacaine. All animals underwent a standardized knee joint
arthrotomy under general anesthesia. Preoperative protocols and anesthesia induction were
identical for all animals, including intramuscular sedation with a combination of xylazine and
ketamine, followed by intravenous induction with diazepam and thiopental. Inhalation anesthesia
was maintained with a mixture of isoflurane and oxygen.

During anesthesia and surgery, hemodynamic parameters, pupil diameter, and intraocular
pressure were systematically monitored at predefined time points: 15 minutes after premedication,

after induction of anesthesia, before the skin incision, after the skin incision, 15 minutes after the



skin incision, and 30 minutes after the skin incision. These measurements enabled precise
evaluation of neurophysiological and pharmacological responses to the administered anesthetics
and analgesics. The surgical procedure involved a standardized full-thickness cartilage defect (6
mm in diameter) on the articular surfaces of the femoral trochlea and patella, providing a controlled
model of cartilage trauma for evaluating the acute stress response and comparing the effectiveness
of different intraoperative analgesic protocols.

Blood samples were collected at three time points (after sedation, 3 hours, and 24 hours
after the first blood collection) to quantify stress biomarkers. Copeptin and cortisol were measured
using commercially available ELISA kits. Haptoglobin were determined by spectrophotometric
assay. Additionally, hematological (erythrocytes, leukocytes, lymphocytes, platelets) and
biochemical parameters (albumin, total proteins, ALT, AST, urea, creatinine, alkaline
phosphatase, glucose, total bilirubin) were analyzed. Data analysis included longitudinal
monitoring of biomarkers, correlation analysis between copeptin, cortisol, and haptoglobin, and
comparison of the effectiveness of analgesic protocols in modulating the acute stress response.

The study demonstrated that the acute stress response in sheep undergoing knee arthrotomy
is characterized by dynamic changes in neuroendocrine, immunological, and hematological
parameters. Copeptin, cortisol, and haptoglobin were all elevated in response to surgical trauma,
confirming their roles as reliable biomarkers of stress. Copeptin showed the highest consistency
and correlation with cortisol levels, while haptoglobin demonstrated a somewhat weaker, yet
positive association, fully supporting the primary hypothesis regarding biomarker correlations.

Among the three analgesic protocols, fentanyl was most effective in maintaining low and
stable stress biomarker levels throughout the surgical procedure, reflecting a consistent attenuation
of the acute stress response. Levobupivacaine provided a moderate and controlled response, with
some individual variability in biomarker concentrations, suggesting that epidural analgesia can
effectively modulate stress but may be influenced by individual physiological differences.
Methadone induced a more variable and pronounced stress response, highlighting its
comparatively lower capacity to blunt intraoperative stress.

Longitudinal analysis of hematological and biochemical parameters supported these
findings. Fentanyl-treated sheep exhibited the most stable erythrocyte, leukocyte, lymphocyte, and
platelet profiles, while levobupivacaine-treated animals showed moderate fluctuations, and

methadone-treated animals demonstrated greater variability. Hemodynamic monitoring, including



intraocular pressure and pupil diameter, indicated that fentanyl significantly influenced
sympathetic tone, whereas levobupivacaine maintained moderate and controlled responses.

These findings underscore the importance of selecting an appropriate intraoperative
analgesic protocol to modulate the acute stress response effectively. While fentanyl demonstrated
superior stability in biomarker profiles, levobupivacaine remains a valuable option for regional
analgesia, offering controlled stress modulation with minimal systemic exposure. The results
highlight that the acute stress response is influenced not only by the type of analgesic but also by
its pharmacological mechanism and administration route.

Integration of biomarker analysis with hemodynamic and neurophysiological monitoring
provides a comprehensive framework for understanding acute stress dynamics, enabling better-
informed decisions for perioperative analgesic management and early detection of physiological
perturbations. This study further supports the utility of copeptin as a sensitive and reliable
biomarker for acute stress in ovine models, potentially translatable to clinical and veterinary

applications.

Keywords: Acute stress response, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, copeptin, cortisol,

haptoglobin, intraoperative analgesia, fentanyl, methadone, levobupivacaine, sheep



POPIS OZNAKA I KRATICA

ACTH - adrenokortikotropni hormon (eng. Adrenocorticotropic hormone)

ALT - alanin-aminotransferaza

AP - alkalna fosfataza

APP — proteini akutne faze (eng. Acute phase protein)

ARDS - akutni respiratorni distres sindrom (eng. Acute Respiratory Distress Syndrome)
AST - aspartat-aminotransferaza

AVP arginin vazopresin

CRF - kortikotropin-oslobadajuéi ¢imbenik (eng. Corticotropin releasing factor)
CRP - C-reaktivni protein

DM EDTA - etilendiamintetraoctenom kiselinom

EM - Dulbeckov modificirani Eagleov medij (eng. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
EtCO: - koncentracija uglji¢nog dioksida u izdahnutom zraku

EKG — elektrokardiografija

ELISA - enzimski imunosorpcijski test

FBS - fetalni govedi serum (eng. Fetal Bovine Serum)

GR - glukokortikoidni receptor

GH — hormon rasta (eng. Growth hormone)

HPA - hipotalamo-hipofizno-adrenalna os

Hp - haptoglobin

HR - Sr¢ana frekvencija (eng. Heart rate)

IOT - intraokularnog o¢nog tlaka

iSAT — invazivno mjeren sistolicki arterijski tlak

iDAT - invazivno mjeren dijastolicki arterijskog tlaka

IL-1 interleukin 1

IL-6 interleukin 6

kg — kilogram

LDL - lipoprotein niske gusto¢E (eng. low-density lipoprotein, LDL)

MCV - srednji volumen eritrocita

MCH - prosje¢na masa hemoglobina po crvenom krvnom zrncu

MCHC - prosjecna koncentracija hemoglobina u jednoj litri eritrocita

mg — milligram

MPYV - prosjecni obujam trombocita

niSAT - neinvazivno izmjerene vrijednosti sistolickog arterijskog tlaka

niDAT - neinvazivno izmjerene vrijednosti dijastolickog arterijskog tlaka
N-CAM - Terapija stanicama nazalnih hondrocita (eng. Nasal chondrocyte delivery from a
Matrix)

NK - stanice prirodne ubojice (eng. Natural Killer)

N-TEC - Terapija tkivnim inZenjeringom na bazi nazalnih hondrocita (eng. Nasal chondrocyte-
Tissue Engineered Cartilage)

pro-AVP - prekursora arginin-vazopresina

otk/min — otkucaja/minuti

PVN - paraventrikularna jezgra (eng. Paraventricular nucleus)

PZ — promjer zjenice



PVN — paraventrikularna jezgra hipotalamusa (eng. Paraventricular Nucleus)
RDW - raspodjela eritrocita po obujmu

RR — respiratorna frekvencija (eng. respiratory rate)

SAA - serumski amiloid A

SIADH - sindrom neprimjerene sekrecije antidiuretskog hormona (eng. Syndrome of
Inappropriate Antidiuretic Hormone Secretion)

SNS - simpaticki zivCani sustav (eng. Sympathetic Nervous System)

SpO: - periferna zasi¢enost hemoglobina kisikom

TT - tjelesna temperatura

TNF-a - tumorski nekroti¢ni cimbenik

alfa (eng. Tumor Necrosis Factor alpha)

v/v — volumen po volumenu
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1. UVOD

Perioperacijski stresni odgovor predstavlja kompleksnu interakciju neuroendokrinih i
imunoloskih mehanizama kojima organizam nastoji ocuvati homeostazu tijekom i nakon
operacijskog zahvata. Aktivacija HPA osi i simpaticko—adrenomedularnog sustava dovodi do
oslobadanja hormona i medijatora stresa, medu kojima kortizol ima sredisnju ulogu u regulaciji
metaboli¢kih 1 imunoloskih procesa. Uz kortizol, u posljednjem desetljecu u klinickoj i
eksperimentalnoj medicini raste interes za kopeptin, stabilni peptidni fragment prekursora arginin-
vazopresina, koji se pokazao pouzdanim bioloSkim pokazateljem akutnog stresa. Njegove
koncentracije u plazmi odrazavaju aktivhost HPA osi te omogucuju preciznije pracenje
dinamickog odgovora organizma u stresnim stanjima (MORGENTHALER i sur., 2006.; KATAN
isur., 2009.).

Uz endokrine pokazatelje, vaznu ulogu u procjeni perioperacijskog odgovora imaju 1 proteini
akutne faze, poput haptoglobina. Haptoglobin je visoko osjetljiv marker upale i tkivnog oStecenja,
¢iji porast u plazmi ukazuje na aktivaciju sistemskog upalnog odgovora. Prac¢enje haptoglobina u
kombinaciji s kortizolom 1 kopeptinom omogucéuje sveobuhvatniji uvid u slozene mehanizme

perioperacijskog stresa.

Izbor analgetika i anestetika moze znacajno modulirati intenzitet stresnog odgovora. Opioidi,
poput fentanila 1 metadona, poznati su po svojoj u¢inkovitosti u ublazavanju boli, no istodobno
mogu razli¢ito djelovati na regulaciju HPA osi. Studije upucuju na to da opioidi mogu inhibirati
lu¢enje CRH u hipotalamusu, mijenjati funkciju hipofize te modulirati lucenje kortizola
(HAROUTOUNIAN, 2018.). Fentanil se u literaturi navodi kao opioid s potencijalno stabilnijim
ucinkom na endokrini odgovor, dok metadon moZe uzrokovati vece varijacije u razinama bioloSkih

pokazatelja stresa (YANG i sur., 2016.; PSARIANOS i sur., 2025.; ZOJAJI i sur., 2023.).

S druge strane, lokalni anestetici, poput levobupivakaina, primijenjeni epiduralno mogu
smanjiti perioperacijski stresni odgovor modulacijom HPA osi i inhibicijom sistemske upalne
reaktivnosti (PERSEC i sur., 2009.; LYKKEGAARD i sur., 2005.; RANGAPRIYA i sur., 2023.).
Studije pokazuju da epiduralna analgezija moze dovesti do nizih vrijednosti kortizola u usporedbi

s opéom anestezijom i intravenskim opioidima (AHISKALIOGLU i sur., 2016.; BAYAZIT i sur.,
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2013.). Unato¢ sve vecem broju istrazivanja, podaci koji specifi¢no ispituju povezanost izmedu
razliitih analgetika 1 dinamickog odgovora kopeptina u perioperacijskim okolnostima jos$ uvijek
su ograniceni (VON RECUM 1 sur., 2015.). Posebno nedostaju komparativne studije koje
istodobno analiziraju viSe bioloskih pokazatelja stresa u odnosu na primjenu razlicitih analgetickih

protokola.

U ovom istrazivanju zeljeli smo usporediti u¢inak fentanila, levobupivakaina i metadona na
razine kopeptina, kortizola i haptoglobina u eksperimentalnom modelu artrotomije kod ovaca,
kako bi se procijenila njihova uloga u modulaciji perioperacijskog stresnog odgovora. Posebna
paznja usmjerena je na validaciju kopeptina kao potencijalno najstabilnijeg i najpouzdanijeg
bioloskog pokazatelja u ovom kontekstu te na ispitivanje korelacija izmedu navedenih bioloskih

pokazatelja stresa.



2. PREGLED DOSADASNIIH SPOZNAJA

2.1. Sustavni odgovor organizma na nociceptivnu stimulaciju

Sustavni odgovor organizma na nociceptivni podrazaj je sloZzen niz medusobno povezanih
reakcija koje se odvijaju na lokalnoj i1 sistemskoj razini organizma. Na mjestu podrazaja,
aktivacijom nociceptora koji su smjesteni u kozi, misi¢ima, zglobovima i unutarnjim organima,
zapocinje prijenos bolnog impulsa putem perifernih ziv€anih vlakana prema sredi$njem Zivéanom
sustavu (HANNIBAL i BISHOP, 2014.). Rezultat je refleksni motorni odgovor te svjesna
percepcija boli u mozdanoj kori. Bol se u fizioloSkom smislu smatra stresnim podrazajem, a stres
se definira kao svaki poremec¢aj homeostaze koji mobilizira obrambene mehanizme organizma s
ciljem ocuvanja unutarnje ravnoteze (LUMLEY i sur., 2011.). Poremecaji homeostatske ravnoteze
aktiviraju HPA os, simpaticki ziv€ani sustav (SNS) i imunoloski sustav (Slika 1.) koji pokrecu niz
kompenzacijskih neuroendokrinih prilagodbi kao odgovor na djelovanje stresora (MILLER i
O’CALLAGHAN, 2002.). Aktivacijom simpatickog Ziv€anog sustava dolazi do tahikardije,
hipertenzije, redistribucije krvotoka prema vitalnim organima i smanjenja gastrointestinalne
aktivnosti. Uslijed reakcije na podrazaj dolazi do oslobadanja stresnih hormona, prvenstveno
adrenalina, noradrenalina i kortizola koji svojom sintezom moduliraju metabolicke procese,
imunoloski odgovor i percepciju boli.

Uslijed stresnog odgovora dolazi i do reakcije akutne faze koju PETERSEN i sur. (2004.)
opisuju kao ranu, sloZenu, antigen nespecificnu sustavnu reakciju koja se javlja prije specificnog

imunoloSkog odgovora.
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Slika 1. Odgovor organizma na stres putem hipotalamusa, simpatoadrenalnog i simpatorenalnog

odgovora. Modificirana slika prema CUSACK 1 BUGGY, 2020.

2.2. Odgovor simpatickog Ziv€anog sustava

U neuroendokrinoj regulaciji odgovora na stres kljuénu ulogu predstavlja
paraventrikularna jezgra (PVN) hipotalamusa. S obzirom da PVN djeluje kao osjetilni i1
koordinacijski centar, prima informacije o unutarnjim i vanjskim promjenama u organizmu,
ukljucujuéi promjene krvnog tlaka (hipotenziju), razine upalnih medijatora i metabolicki stres.
Posebno je osjetljiva na aferentne signale koji dolaze iz ostecenih tkiva, osobito nakon kirurske
traume, a ti se impulsi prenose putem limbickog sustava, s naglaSenom ulogom amigdale 1
jezgrama mozdanog debla. Simpaticki ziv€ani sustav se aktivira kao dio brze, ,,bori se ili bjezi‘
(eng. fight or flight) reakcije. Aktivacijom nadbubrezne srzi putem simpatickih preganglijskih
neurona dolazi do izravnog otpustanja adrenalina u krvotok (ULRICH-LAI i HERMAN, 2009.).

Adrenalin djeluje na adrenergiCke receptore (alfa i1 beta), Sto rezultira nizom fizioloskih

odgovora. Aktivacijom B1-adrenergickih receptora u srcu dolazi do povecanja sréane frekvencije



(pozitivni kronotropni ucinak) i jacanja kontraktilnosti miokarda (pozitivni inotropni ucinak).
Istovremeno, stimulacija al-receptora uzrokuje vazokonstrikciju perifernih krvnih zila, $to dovodi
do porasta sistemskog vaskularnog otpora i arterijskog tlaka. Na diSnom sustavu, adrenalin djeluje
putem P2-adrenergickih receptora, uzrokuju¢i bronhodilataciju §to omogucuje povecani protok
zraka kroz disne puteve i bolju oksigenaciju. Nadalje, adrenalin izaziva midrijazu aktivacijom alfa-
adrenergickih receptora u glatkim miSi¢ima Sarenice (HERMAN i sur., 2012.). Takoder dolazi do
redistribucije krvotoka pri ¢emu se povecava perfuzija skeletnih misica, dok se smanjuje protok
prema organima koji nisu vitalni za neposrednu motoricku aktivnost, poput bubrega i probavnog
sustava. Ova prilagodba omogucava brzu 1 u¢inkovitiju fizicku reakciju organizma na prijetnju.
Metabolicke promjene ukljucuju pojacanu lipolizu i glikogenolizu u jetri i miSi¢ima, Sto dovodi
do povecéanja razine glukoze u krvi (hiperglikemije), kako bi se osigurao brz izvor energije.
Istovremeno raste i stani¢ni metabolizam te zgrusavanje krvi §to se smatra zastitnim mehanizmom

u slucaju ozljede 1 gubitka krvi (WATT i sur., 2015.).

2.3. Hipotalamo-hipofizno-adrenalna os kao vazna sastavnica neuroendokrinog odgovora

na stresne podrazaje

HPA os predstavlja sloZeni integrirani neuroendokrini sustav koji ukljuc¢uje medusobne
interakcije hipotalamusa, hipofize i nadbubrezZne Zlijezde, a temeljen je na precizno uravnoteZenim
pozitivnim 1 negativnim povratnim mehanizmima. Kljuéna uloga HPA ocituje se u regulaciji
brojnih fizioloskih funkcija, uklju¢ujuéi odgovor na stres, imunolosku aktivnost te metabolizam
(BURFORD i sur., 2017.). U normalnoj fiziologiji, tri strukture reguliraju odgovor na stres
reakciju: PVN hipotalamusa, prednji rezanj hipofize i korteks nadbubrezne Zlijezde. SrediSnji
mehanizam u kontroli lu¢enja hormona nadbubrezne Zlijezde, koji sudjeluju u odrzavanju 1
ponovnom uspostavljanju homeostaze, predstavlja HPA os (SMITH i VALE, 2006.).
Funkcionalna homeostaza HPA osi ovisi o dinamickoj ravnotezi izlu¢ivanja i djelovanja nekoliko
regulatornih hormona. Hipofiziotropni neuroni koji su smjesteni u medijalnoj parvocelularnoj
podjedinici PVN sintetiziraju 1 izluuju kortikotropin-oslobadajuc¢i ¢cimbenik (engl. Corticotropin
Releasing Factor, CRF), koji je glavni regulator HPA osi. Po svom sastavu je peptid te se sastoji
od 41 aminokiseline. Izoliran je 1981. godine iz hipotalami¢nog tkiva ovce te je utvrdeno da CRF

predstavlja primarni regulator lu¢enja adrenokortikotropnog hormona (eng. Adrenocorticotropic
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hormone, ACTH) iz kortikotropa prednjeg reznja hipofize (RIVIER i VALE, 1983.; CLARK i
KING, 2003.). Nakon §to se CRF otpusti u hipofizne portalne zile prenosi se dalje do prednjeg
reznja hipofize. Vezanjem CRF-a za njegove receptore na kortikotropnim stanicama hipofize,
potice se izluCivanje ACTH u sistemsku cirkulaciju. Nakon $to se ACTH veze na specifi¢ne
receptore u kori nadbubrezne zlijezde, stimulira zonu fascikulatu na sintezu i otpusStanje
glukokortikoida (HILLHOUSE i GRAMMATOPOULOS, 2006.).

Glukokortikoidi ¢ine skupinu steroidnih hormona ukljuc¢enih u regulaciju brojnih
fizioloskih procesa, uklju¢ujué¢i metabolizam, funkciju kardiovaskularnog sustava, imunoloski
odgovor te ponasSanje. Najznacajniji medu njima je kortizol kod ljudi i1 kortikosteron kod
glodavaca. Njihovo djelovanje posreduje citosolni protein mase 94 kDa, poznat kao
glukokortikoidni receptor (GR), koji omoguéuje specificnu i ciljanu stani¢nu signalizaciju
(SAPOLSKY i sur., 2000.; CHARMANDARI i sur., 2005.). Ovi hormoni djeluju sustavno,
utjecuci na velik broj tkiva i organa, te istovremeno aktiviraju negativnu povratnu spregu putem
glukokortikoidnih receptora u srediSnjem Ziv€anom sustavu, ¢ime inhibiraju daljnje izlu¢ivanje
CRH-a i ACTH-a, te se ujedno regulira ukupna aktivnost HPA osi. Narav i intenzitet odgovora
HPA osi iznimno su vazni za ocuvanje fizioloske ravnoteze tijekom izlozenosti stresnim
podrazajima. Osim HPA osi vaznu ulogu u regulaciji adaptacijskog odgovora na stres imaju i
noradrenergic¢ni neuroni mozdanog debla, simpaticko-adrenomedularni sustav te parasimpaticki

zivéani sustav (CARRASCO 1 VAN DE KAR, 2003.).



2.3.1. Kortizol

Kortizol, najpoznatiji hormon stresa, ima znacajnu ulogu u razli¢itim funkcijama u tijelu,
a sinteza mu je izravno povezana i regulirana preko HPA osi. Djelovanjem ACTH aktivira se vise
intracelularnih signalnih puteva koji zajednicki djeluju na pokretanje sinteze kortizola iz
kolesterola. Jedan od njegovih ucinaka je poticanje ekspresije receptora za lipoproteine niske
gustoce (eng. low-density lipoprotein, LDL) na membrani stanica kore nadbubrezne Zlijezde, ¢ime
se povecava unos kolesterola iz cirkulacije kao osnovnog prekursora u steroidogenezi. Uz pomo¢
enzima kolesterol-desmolaze (poznati kao CYP11AT1) kolesterol se pretvara u pregnenolon koji je
prvi korak u biosintezi kortizola (RAMAMOORTHY i CIDLOWSK, 2016.). Topljiv je u mastima
te prolazi citoplazmatsku membranu u citosolu i veZe se na GR. Prema Nicolaidesu i suradnicima
(2010.) s obzirom na to da se receptori za kortizol nalaze u citoplazmi stanica osjetljivih na
steroide, samo slobodni (nevezani) oblik kortizola moze difuzijom kroz membranu uéi u stanicu i
vezati se za intracelularne GR. Kompleks kortizol-receptor zatim ulazi u stani¢nu jezgru i djeluje
na ekspresiju gena (BUCKBINDER i ROBIENSON, 2002.). Kortizol se ne pohranjuje u stanicama
kore nadbubrezne Zlijezde, ve¢ se odmah nakon sinteze izluCuje u sistemsku cirkulaciju (ARLT i
STEWART, 2005.). S Obzirom da su GR prisutni u gotovo svim tjelesnim tkivima, kortizol ima
potencijal utjecati na vecinu organskih sustava (KADMIEL 1 CIDLOWSKI, 2013.). Stoga se
njegova uloga ocituje kroz sudjelovanje u stresnom odgovoru, regulaciji metabolickih procesa,
modulaciji upalnog odgovora te u regulaciji funkcije imunoloskog sustava (OAKLEY 1
CIDLOWSKI, 2013.). Medu najvaznijima ucincima na imunoloSki sustav isti¢e se inhibicija
upalnih T-limfocita, supresija proizvodnje protutijela od strane B-limfocita te smanjenje migracije

neutrofila u upalnom procesu (AYROLDI i sur., 2012.).

Organizam je neprestano izloZen razli¢itim stresorima, a informacije o stresu obraduju se
ovisno o procijenjenom stupnju prijetnje, nakon cega tijelo pokrece odgovarajuéi adaptacijski
odgovor. U stresnim situacijama aktivira se SNS, odgovoran za tzv. odgovor ,,bori se ili bjezi*,
tijekom kojeg dolazi do niza hormonalnih 1 fizioloskih reakcija u organizmu (GALON 1 sur.,
2002.). Amigdala, klju€na struktura u obradi straha, emocionalnih reakcija 1 stanja pobudenosti,
procjenjuje prijetnju iz okoline i pokrece odgovarajuce neuroloske odgovore (HAKAMATA 1 sur.

2017.; SAGHIR 1 sur. 2018.). U slucajevima kada je stresna situacija procijenjena kao znacajna,



amigdala prenosi signal hipotalamusu. Kao odgovor, hipotalamus aktivira SNS, poti¢uci
nadbubrezne Zlijezde na izlucivanje kateholamina, osobito adrenalina (epinefrina), Sto rezultira
povecanom frekvencijom disanja i rada srca. Ukoliko organizam i dalje dozivljava prijetnju, dolazi
do ukljucivanja HPA osi. Aktivacijom ove osi, nadbubrezna kora pocinje luciti kortizol, kljucni
hormon stresa, koji odrzava tijelo u stanju pripravnosti. Tijekom akutnog stresa, katabolicki u¢inci
kortizola omogucéuju mobilizaciju energetskih rezervi, ¢ime se osigurava dodatna energija

potrebna za uc¢inkovito suocavanje s izazovima (LEE i sur., 2015.).

Kortizol povecava raspolozivost glukoze za mozak djelujuci na jetru, skeletno misSi¢no
tkivo, masno tkivo i gusteracu. U jetri stimulira glukoneogenezu, dok istovremeno inhibira sintezu
glikogena (KUO i sur., 2015.). U miSi¢énom tkivu dolazi do smanjene stani¢ne potrosnje glukoze 1
povecane razgradnje proteina, Cime se osiguravaju glukogene aminokiseline za potrebe
glukoneogeneze (EXTON, 1979.). U masnom tkivu kortizol potencira lipolizu, dok u gusteraci
inhibira lucenje inzulina 1 stimulira sekreciju glukagona. Glukagon potom dodatno potice
hepaticku glikogenolizu, glukoneogenezu, ketogenezu i lipolizu. Kortizol pojacava ucinke
glukagona, epinefrina i drugih kateholamina u regulaciji energetskih procesa (BUSILLO i
CIDLOWSKI, 2013.). Odgovor na stres koji posreduje kortizol osigurava da dovoljno hranjivih
tvari dospije do mozga i drugih dijelova tijela koji mogu biti ugrozeni stresnim dogadajem ili
ozljedom. Povec¢ana proizvodnja kortizola kao odgovor na stres predstavlja fiziolosku prilagodbu
koja doprinosi prezivljavanju (LECLERE, 2017.). Nadalje, sam kortizol djeluje putem mehanizma
negativne povratne sprege na HPA os kako bi regulirao vlastitu aktivnost (LEWIS i sur., 2005.).



2.4. Reakcija akutne faze i sinteza proteina akutne faze

Reakcija akutne faze javlja se vrlo brzo nakon izlaganja organizma vanjskim ili unutarnjim
¢imbenicima kao Sto su infekcija, upala, kirurSka trauma, neoplasticni rast, imunoloski poremecaji
ili stres, a oCituje se kao slozen skup sistemskih reakcija (GORDON 1 KOY, 1985.; GRUYS i sur.,
1999.). Klju¢na komponenta reakcije akutne faze je sinteza proteina akutne faze (APP) ¢ija
ekspresija ovisi o razinama citokina, dok je aktivnosti citokina regulirana glukokortikoidima i
¢imbenicima rasta (GABAY i KUSHNER, 1999.; GRUYS i sur., 2005.). Citokini su proteinski
hormoni koji induciraju akutnu faznu reakciju te djeluju kao glasnici izmedu lokalnog mjesta
ozljede 1 hepatocita koji sintetiziraju proteine akutne faze. Upalni citokini, interleukin 1 (IL-1),
interleukin 6 (IL-6) i tumorski nekrotizirajuc¢i ¢imbenik alfa (eng. Tumor Necrosis Factor alpha,
TNF-a), primarno se izlucuju iz monocita, a njihovu aktivaciju poti¢u bakterijski toksini ili lokalno
ostecenje tkiva (EL-DEEB i THARWAT, 2015.). Ceciliani i sur. (2012.) opisuju da se APP mogu
sintetizirati 1 izvan jetre u nekim tkivima, poput testisa, masnog tkiva, pluca, jajnika, maternice,
mlijecnih Zlijezda i probavnog trakta. Plazma koncentracije APP u zdravih Zivotinja vrlo su niske.
Tijekom akutne faze upale, njihove se razine znacajno povecavaju ve¢ u prvim satima nakon
izlaganja patogenim ¢imbenicima (CECILIANI i sur., 2002.; PETERSEN i sur., 2004.). S obzirom
na njihovu koncentraciju klasificiraju se u dvije skupine. Pozitivni APP biljeZe znatan porast
koncentracije u serumu te se izdvaja haptoglobin (Hp), serumski amiloid A (SAA), C-reaktivni
protein (CRP), alfa 1 antitripsin, hemopeksin, ceruloplazmin, fibrinogen 1 alfa-1-kiseli
glikoprotein, dok su negativni APP oni ¢ija se koncentracija smanjuje, a najpoznatiji medu njima
su albumin i transferin (DE LA CONCHA-BERMEIJILLO i sur., 2000.; GONZALEZ i sur.,
2008.). SAA 1 CRP inducirani su citokinom IL-1, smatraju se brzoreagiraju¢im proteinima akutne
faze jer njihova koncentracija raste unutar Cetiri sata od upalnog podrazaja te se znacajno brzo
vraca na pocetne vrijednosti (GANHEIM i sur., 2003.). Proteini akutne faze duge linije, najesce
se radi o haptoglobinu, inducirani su primarno citokinima IL-6, a karakterizira ih kasniji porast
koncentracije u serumu koji moZe ostati poviSen i do dva tjedna (LANNERGARD i sur., 2003.;
GRUYS et al., 2005.).

Funkcija ve¢ine APP ukazuje na njihovu kljuénu ulogu u imunoloskom odgovoru
domacina. Najvaznije funkcije prikazane su u tablici 1. Smatra se da pozitivni APP sudjeluju u

opsonizaciji 1 uklanjanju mikroorganizama i njihovih produkata, aktivaciji komplementnog



sustava, te vezivanju stani¢nih ostataka, osobito nuklearnih komponenti nastalih stanicnom
nekrozom (TOUSSAINT, 2000.; SCHROEDL i sur., 2001.). Osim toga, APP sudjeluju u
neutralizaciji proteolitickih enzima, vezivanju i uklanjanju slobodnog hemoglobina i reaktivnih
spojeva kisika, ¢ime sprjecavaju oksidacijska oste¢enja. Vazna im je i imunomodulatorna funkcija,
kojom reguliraju intenzitet i trajanje upalnog odgovora, doprinose¢i odrzavanju homeostaze i

ogranicavanju oStecenja tkiva.
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Tablica 1. Bioloske aktivnosti proteina akutne faze kod ovaca

Modificirana tablica prema PETERSEN 1 sur., 2004.

Protein akutne faze Kategorija Aktivnost
Vezanje hemoglobina
Bakteriostatski uc¢inak
Haptoglobin Pozitivan Stimulacija angiogeneze i metabolizam lipida

Imunomodulatorni u¢inak
Smanjuje proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva
Aktivacija komplementa i opsonizacija

C-reaktivni protein Pozitivan Modulacija monocita i makrofaga, produkcija citokina
Vezanje kromatina
Sprjecavanje migracije neutrofila u tkivo
Transport kolesterola iz odumrlih stanica u hepatocite
Smanjuje proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva
Inhibicija imunoloskog odgovora

Serum amyloid A Pozitivan Kemotakticki u¢inak na monocite, polimorfonuklearne
leukocite i T stanice
Indukcija mobilizacije kalcija u monocitima
Inhibicija aktivacije trombocita

Koagulacija
Fibrinogen Pozitivan Sudjeluje u cijeljenju rana
Potpora stani¢noj adheziji
Alfa-1-antitripsin Pozitivan Inhibicija proteaza
Zastita tkiva od oStecenja tijekom upale
Hemopeksin Pozitivan Vezanje slobodnog hema

Zastita od oksidativnog stresa
Enzim s oksidaznom aktivnos¢u (ferooksidaza)
Oksidira Fe?" u Fe*" i tako omoguéava vezanje vezanje
Ceruloplazmin Pozitivan Zeljeza za transferin
Antioksidativna funkcija
Sudjeluje u transportu bakra u organizmu
Odrzava koloidno onkotski tlak u plazmi
Transportira molekule
Albumin Negativan Antioksidativna svojstva
Povezuje i detoksificira toksi¢ne metabolite i slobodne
radikale
Djeluje kao puferski sustav u regulaciji pH
Vezanje i transport Zeljeza u plazmi
Transferin Negativan Bakteriostatski uc¢inak
Regulira unos Zeljeza u stanice
Sudjeluje u odrzavanju homeostaze Zeljeza

Prilikom procjene intenziteta reakcije akutne faze uoceno je da se odgovor akutne faze
moze detektirati nekoliko dana nakon podrazaja, ali kinetika odgovora ovisi o vrsti organizma i o
razmjerima ostecenja tkiva (KUSHNER i MACKIEWICZ, 1987.; MACKIEWICZ i sur., 1993.).
Maksimalna koncentracija proteina akutne faze u serumu obicno se postize unutar 24 do 48 sati
nakon pocetka reakcije, dok pad koncentracije proteina Cesto nastupa tijekom oporavka od

infekcije (ECKERSALL i BELL, 2010.). Odgovor reakcije akutne faze ograni¢en je mehanizmom
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povratne sprege $to dovodi do njegovog smirivanja unutar cetiri do sedam dana nakon pocetnog
podrazaja u slucaju ako ne dode do daljnjih podrazaja.

U stanjima gdje je prisutna kroni¢na upala kao sto je kod artritisa, smatra se da je organizam
izlozen uzastopnim nizom zasebnih upalnih podrazaja. U takvim stanjima povecane koncentracije
proteina akutne faze u serumu obicno se uocavaju (ECKERSALL i sur., 2007.), ali porast je
znacajno manji nego tijekom akutnih epizoda upale ili infekcije. Takoder postoje pokazatelji da

odgovor na kroni¢nu u usporedbi s akutnom upalom varira od jednog proteina do drugog.

2.4.1. Haptoglobin

Haptoglobin je glavni protein akutne faze kod ovaca. Spada u skupinu plazmatskih
transportnih (metal-vezujucih) pozitivnih proteina akutne faze, a prvi puta je opisan 1938. godine
(POLONOVSKI 1 JAYLE, 1938.). Graden je od dvaju peptida mase 20 kDa (a-lanci) i dvaju
peptida mase 35 kDa (B-lanci), medusobno povezanih disulfidnim vezama (MORIMATSU i sur.,
1991.). Procisceni nativni Hp ima molekularnu masu od 1000 do 2000 kDa, a stabilna jedinica je
o232 tetramer. Uglavnom se sintetizira u jetri, a uocena je da se moZe sintetizirati iako u drugim
tkivima poput pluca, koze, slezene, bubrega i masnog tkiva (D’ARMIENTO i sur., 1997.; YANG
1 sur., 2003.). Na proizvodnju Hp-a utjecu brojni ¢imbenici, ukljucuju¢i hormon rasta, inzulin,
bakterijske endotoksine, prostaglandine 1 proupalne citokine, osobito IL-1, IL-6 i TNF-a.
(RAYNES, 1994.). Vecina bioloskih aktivnosti Hp ne povezuje se s €istim, izoliranim oblikom,
ve¢ s nastankom kompleksa Hp—Hb. Prema Yangu (2003.), a $to su potvrdila 1 kasnija istraZivanja
Kato (2009.), najvaznija funkcija Hp je vezanje slobodnog hemoglobina. Budu¢i da je kompleks
Hp-Hb izrazito velik, ne moze proci kroz glomerule bubrega te se odstranjuje sklju¢ivo putem
retikuloendotelnog sustava vezanjem na CD163 receptore koji se nalaze na povrSini makrofaga i
monocita, osobito na Kupfferovim stanicama jetre (SCHAER 1 sur., 2002.). Vrijeme poluraspada
kompleksa Hp-Hb jeizmedu 20 do 50 minuta (CECILIANI 1 sur., 2012.). Koncentracija Hp ne
raste u slucajevima kada dolazi do razgradnje eritrocita u slezeni ili jetri no kada se razgradnja
odvija u krvnim Zilama znacaj je porast koncentracije Hp (JAIN i sur., 2011.).

Uslijed raspadanja eritrocita u krvotoku se nalazi hemoglobin koji je toksiCan i znacajna je
njegova oksidacijska ktivnost. Takoder je vaZzno istaknuti da osim oksidativne toksicnosti,

slobodni hemoglobin moZe brzo i nepovratno vezati duSikov oksid (NO), pri ¢emu oduzima NO
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iz cirkulacije 1 smanjuje njegovu biolosku dostupnost (ROTHER i sur., 2005.). Vezanjem
kompleksa Hp-Hb sprjecava se stvaranje slobodnih kisikovih radikala te se smanjuju oksidativna
oSte¢enja povezana s hemolizom Sto definira njegovu antioksidativhu funkciju (SMITH i
ROBERTS, 1994.; MURATA i sur., 2004.). Bakteriostatski u¢inak Hp proizlazi iz stvaranja
kompleksa Hp-Hb, pri ¢emu zeljezo, koje je klju¢no za rast bakterija, postaje nedostupno
patogenima (CECILIANI 1 sur., 2012.). Haptoglobin (Hp) ima znacajnu imunomodulacijsku i
protuupalnu ulogu, pri ¢emu moZze inhibirati proliferaciju mastocita, izravno djelovati na
efektorske stanice vezanjem na CD11/CD18 receptor te suzbijati proliferaciju T-limfocita. (EL
GHMATTI i sur., 1996.; MURATA i sur., 2004.). Haptoglobin ima sposobnost moduliranja upalnih
procesa na vise razina. Kada kompleks Hp—-Hb veze CDI163 receptore na monocitima i
makrofazima, potiCe se ekspresija protuupalnih molekula, kao §to su inducibilna heme-
oksigenaza-1 (HO-1) i interleukin 10 (IL-10), $to rezultira aktivacijom protuupalnog odgovora
(PHILIPPIDIS 1 sur., 2004.; SCHAER 1 sur., 2006.). Haptoglobin ima znacajnu ulogu u
angiogenezi, a osobito se isti¢e njegova zastitna (chaperonska) funkcija, zahvaljuju¢i sposobnosti
vezanja razli¢itih proteina, ukljuéujuéi citrat sintazu, glutation-S-transferazu, lizozim i
ovotransferin pri ¢emu sprjecava njihovu agregaciju i talozenje izazvano stresom ili poviSenom

temperaturom (YERBURY i sur., 2005.).
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2.5. Kopeptin, novi bioloski pokazatelj patofiziologije akutnog stresnog odgovora

Kopeptin je prvi put opisan 1972. godine od strane Holwerde, kada je identificiran kao
glikozilirani peptid iz straznjeg reznja hipofize svinje. Sastoji se od 39 aminokiselina, molekulske
mase priblizno 5 kDa, te pripada leucin-bogatoj jezgri C-terminalnog dijela prekursora arginin-
vazopresina (pro-AVP) (FENSKE i sur., 2018.). Razvoj radioimunoloSkog testa omogucio je
precizno odredivanje kopeptina iz pro-AVP-a u koncentracijama koje su u skladu s mjerenjima
difuzije prekursora i njegovih peptida (KATAN i CHRIST-CRAIN, 2010.). U fizioloskim 1
patoloSkim uvjetima, koncentracije arginin vazopresina (AVP) i kopeptina u plazmi su medusobno
uskladene, dok osmolalnost plazme ostaje u granicama normale. Kopeptin 1 AVP izlucuju se u
jednakim omjerima iz straznjeg reznja hipofize kao odgovor na osmotske i hemodinamske
podrazaje (EVERS i WELLMANN, 2018.). Sinteza AVP-a se moze odvijati i u parvocelularnim
neuronima hipotalamusa te zajedno s CRH putem portalne cirkulacije dospijeva do adenohipofize,
gdje sinergijskim djelovanjem s CRH-om stimulira sekreciju ACTH koji potom poti¢e koru
nadbubrezne Zlijezde na lucenje glukokortikoida. Ova osovinska interakcija AVP-a i CRH-a
predstavlja klju¢ni mehanizam u neuroendokrinoj regulaciji stresnog odgovora (VAN GASTEL i
sur., 2015.). AVP ima klju¢nu ulogu u regulaciji ravnoteze tjelesnih tekucina i vaskularnog tonusa,
ali njegovo laboratorijsko odredivanje predstavlja znacajan izazov. Unato¢ njegovom klinickom
znacaju, to¢no mjerenje razine AVP-a predstavlja problem. Oko 90% cirkuliraju¢eg AVP-a veze
se za trombocite, $to dodatno otezava kvantifikaciju. Osim toga, AVP ima vrlo kratak poluzivot
(<30 minuta), nisku molekularnu stabilnost 1 brzo se razgraduje ¢ak i pri niskim temperaturama,
Sto znatno ogranicava njegovu primjenu kao dijagnosti¢kog biomarkera (GONZALEZ i sur.,
2020.). Nasuprot tome, kopeptin, koji se izluCuje u ekvimolarnim koli¢inama zajedno s AVP-om,
pokazuje znatno vecu stabilnost u plazmi i viSu koncentraciju u cirkulaciji, $to ga ¢ini pouzdanim
bioloSkim pokazateljem za neizravnu procjenu razine AVP-a (LUKASZYK 1 MALYSZKO,
2015.).

S obzirom da je bol stresna komponenta koja aktivira HPA osovinu i vazopresinski sustav,
pracenje koncentracije kopeptina koji se izluCuje u istim omjerima kao 1 AVP, ali je znatno
stabilnija molekula, ¢ini ovaj bioloSki pokazatelj znac¢ajnim u procjeni akutnog stresnog odgovora.

AVP i kopeptin imaju klju¢nu ulogu u regulaciji ravnoteZze vode 1 srcane funkcije, a

kopeptin, kao stabilni dio prohormona AVP-a, omogucuje pouzdanije pracenje aktivacije
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vazopresinskog sustava nakon ostecenja srca (OZMEN 1 sur., 2021.). Kopeptin se pokazao kao
vrlo uc¢inkovit prognosticki pokazatelj u sr€anim 1 pluénim bolestima, a u nekim slucajevima
nadmasuje NT-proBNP u predvidanju kratkorocne smrtnosti, primjerice kod ozljede pluca,
kardiopulmonalnog edema i akutnog respiratornog distres sindroma (eng. Acute Respiratory
Distress Syndrome, ARDS). KATAN i CHRIST-CRAIN (2010.) izvijestili su da kopeptin moze
imati prediktivnu vrijednost u stratifikaciji rizika za buduce ishemijske dogadaje, buduci da su
samo poviSene razine kopeptina (a ne kortizola) bile povezane s ponavljajuéim
cerebrovaskularnim incidentima, ukljucujuéi mozdani udar i1 prolazni ishemijski napad
(MONTELLANO 1 sur., 2021.). Njegova Sira uloga u metabolickim i bubreznim poremecajima
potvrduje povezanost povisenih razina kopeptina s mikroalbuminurijom, kao 1 s osovine razvoja
SeCerne bolesti 1 pretilosti, iako ne i s cjelokupnim spektrom metabolickog sindroma
(ENHORNING i sur., 2013.). U diferencijalnoj dijagnostici izmedu cerebralnog gubitka soli i
sindroma neprimjerene sekrecije antidiuretskog hormona (SIADH), kopeptin je dao ohrabrujuce
rezultate. Iako poviSene razine AVP-a u SIADH uzrokuju hiponatrijemiju i pove¢anu osmotsku
vrijednost urina, omjer kopeptina i natrija u urinu pokazao se to¢nijim dijagnostickim
pokazateljem, zahvaljujuéi znac¢ajnom preklapanju apsolutnih vrijednosti kopeptina u navedenim
stanjima (FENSKE 1 sur., 2009.). Kao pouzdan bioloski pokazatelj aktivacije vazopresinskog
sustava, kopeptin pruza vrijedan uvid u hemodinamsku stabilnost, potencijalnu ozljedu organa

(srce, bubrezi), te posljedice operacijskog stresa ili boli.
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2.6. Utjecaj intraoperacijske analgezije na akutni stresni odgovor

2.6.1. Opioidni analgetici

Sistemski opioidi smanjuju luc¢enje ACTH i GH inhibicijom otpustanja CRH na razini
hipotalamusa. U kardijalnoj kirurgiji primijeceno je da visoke doze opioida, primijenjene prije
uvodenja kardiopulmonalne premosnice mogu potpuno smanjiti lu¢enje ACTH-a i kortizola.
Slican ucinak zabiljeZen je 1 u abdominalnoj kirurgiji, kada se opioidi apliciraju prije koZnog reza
prilikom operacije odstranjenja zu¢njaka otvorenom tehnikom (DESBOROUGH, 2000.). Uo¢eno
je da iznimno visoke doze opioidnih analgetika (fentanil >50 pg kg™') mogu u potpunosti sprijeciti
hormonski odgovor kod operacija zdjelicne 1 abdominalne kirurgije. Medutim, ovakve doze
znacajno produzuju budenje iz anestezije i obi¢no zahtijevaju poslijeoperacijsku strojnu potporu.
Sistemski opioidi takoder mogu ublaziti hiperglikemijski odgovor na operaciju (PAOLA i sur.,
2015.).

Morfij, fentanil, remifentanil, metadon i kodein pokazuju imunomodulacijska svojstva,
dok oksikodon, tramadol, hidrokodon i1 buprenorfin ne iskazuju takav u¢inak (AL-HASHIMI 1
sur., 2013.). Jedna od mogucih hipoteza koja objaSnjava ovu razliku temelji se na razlicitim
afinitetima opioida prema p-, k- 1 d-opioidnim receptorima te njihovim razli¢itim posredovanim
signalnim putovima koji utje€u na imunoloski odgovor. Morfij ima imunosupresivne u¢inke koji
ovise o dozi 1 ukljucuju smanjenu funkciju monocita i neutrofila, inhibiciju citotoksi¢nosti
posredovane stanicama prirodnim ubojicama, NK-stanicama (eng. Natural Killer, NK), smanjenje
oslobadanja citokina te inhibiciju proliferacije limfocita 1 makrofaga (CRUZ 1 sur., 2017.).

Metadon se pokazao pogodnim za dugotrajno lijecenje boli, osobito u perioperacijskom
razdoblju, pri Cemu se istiCe relativno blagim imunosupresivnim ucfinkom 1 dodatnim
antagonistickim djelovanjem na N-metil-D-aspartatne (NMDA) receptore. Ne utjeCe znacajno na
fagocitozu 1 NK-aktivnost, ali blago smanjuje IL-6 te moze potaknuti imunoregulaciju kod
autoimunih stanja (FRANCHI i sur., 2019.). U modelu autoimunog encefalomijelitisa kod miseva,
metadon je znafajno smanjio klini¢ke znakove, infiltraciju upalnih stanica u lednu moZzdinu i

razinu upalnih citokina, $to ukazuje na njegov imunomodulacijski u¢inak (KAFAMI i sur., 2013.).
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Ninnemann i suradnici (2024.) u svom istrazivanju navode da metadon snazno inhibira funkciju
T-limfocita, ukljucujuci proliferaciju i izluCivanje pro-upalnih citokina, uc¢inak je jaci nego kod
heroina. Medutim, zbog svoje farmakokineticke varijabilnosti i potencijala za interakcije s drugim
lijekovima, njegova primjena zahtijeva pazljivo titriranje doze i klinicko pracenje bolesnika.
Fentanil, s druge strane, idealan je za kratkotrajnu, brzu analgeziju tijekom operacijskih
zahvata. Ucinkovito smanjuje neuroendokrini odgovor na stres, osobito pri ve¢im dozama. Doze
od priblizno 15 pg/kg i viSe, primijenjene u ranoj fazi operacije (npr. tijekom indukcije u
anesteziju), mogu znacajno smanjiti lu¢enje ACTH i kortizola, ¢ime se smanjuje razina hormona
stresa intraoperativno 1 nekoliko sati postoperativno. Osim toga, fentanil potiskuje porast
B-endorfina, posredno inhibiraju¢i odgovor hipofize na stres tijekom operacijskih zahvata u
podrucju zdjelice (LACOUMENTA i sur., 1987.). Takoder smanjuje porast glukoze u krvi te
koncentracije hormona poput GH, ACTH-a i kortizola, §to je izrazenije u usporedbi s inhalacijskim

anesteticima.

2.6.2. Regionalna anestezija

Primjena neuraksijalne analgezije uz uporabu lokalnih anestetika blokira endokrini i
metaboli¢ki odgovor na stress tijekom operacijskih zahvata. Primjena lokalnog anestetika u
epiduralni proctor sprjecava prijenos impulsa putem spinalnih Zivaca, ¢cime se blokira prijenos boli,
kao 1 drugih osjetnih, motorickih 1 simpati¢kih impulsa. Mehanizam djelovanja neuraksijalne
anestezije temelji se na inhibiranju odgovora HPA-osi blokiranjem aferentne aktivacije
hipotalamusa te eferentne stimulacije jetre, nadbubreznih Zlijezda i guSterace. Uslijed blokade
HPA-osi dolazi do smanjenog lu¢enja ACTH, kortizola, adrenalina i GH (IWASAKI i sur., 2015.).
Prednosti regionalnih tehnika u odnosu na op¢u anesteziju ukljucuju brzi povrat gastrointestinalne
funkcije, manju ucestalost plué¢nih komplikacija, smanjeni upalni odgovor na kirur§ku traumu te
bolja kontrola hemostaza.

Epiduralna anestezija u kombinaciji s opom anestezijom kod abdominalnih zahvata u
podrucju T4-S5 izaziva mnaji porast koncentracija kortizola 1 adrenalina u urinu tijekom zahvata,
u usporedbi s iskljucivo opéom anestezijom (DESBOROUGH, 2000.). Istrazivanja su pokazala da
torakalna epiduralna anestezija u kombinaciji s oplom anestezijom moze potisnuti odgovor

kateholamina tijekom ugradnje kardiopulmonalne premosnice do 24 sata nakon operacije. Saglik
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i sur. (2015.) u svom istrazivanju ucinka epiduralne anestezije tijekom artroplastike kuka i koljena
prikazali su rezultate koji ukazuju da je epiduralna anestezija u kombinaciji s op¢om anestezijom
potisnula stresni odgovor, §to je procijenjeno pomocu razina ACTH-a, kortizola i hemodinamskih
pokazatelja no navode kako ova metoda nije bila u¢inkovita u smanjenju porasta razine glukoze i
inzulina. Epiduralna anestezija pokazuje znac¢ajan imunomodulacijski i protuupalni uc¢inak, §to se
ocituje u nizim razinama serumski prisutnih pro-upalnih citokina, ukljucujuéi IL-6, TNF-a i CRP-
a, u bolesnika koji su podvrgnuti kombinaciji epiduralne i opée anestezije u usporedbi s onima koji

su bili podvrgnuti isklju¢ivo opcoj anesteziji (LIN i sur., 2025.).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

U modernoj medicini sve se viSe prepoznaje vaznost pravovremenog prepoznavanja i
modulacije perioperacijskog stresnog odgovora. Operacijski stres, posebice kada je pracen
neodgovarajuéom analgezijom, moze potaknuti snazan neuroendokrini i upalni odgovor, §to
posljedicno moze dovesti do oste¢enja tkiva, poremecaja imunoloske funkcije, usporenog
cijeljenja te veceg rizika od postoperacijskih komplikacija. U tom smislu rana identifikacija
bioloskih pokazatelja stresa, poput kortizola, kopeptina i haptoglobina, ima znacajnu dijagnosticku
i prognostic¢ku vrijednost te je klju¢na za pravovremenu procjenu fizioloskog odgovora organizma
1 smanjenje rizika od sekundarnih komplikacija. Ovi pokazatelji omogucuju objektivnu procjenu
intenziteta stresnog odgovora te pomazu u odabiru optimalne analgetske strategije koja moze
sprijeciti prekomjerni upalni i hormonski odgovor organizma na operacijski podrazaj. S obzirom
da analgezija predstavlja kljucni alat za kontrolu kirurSke boli i stresa, od osobite je vaznosti
istraziti i usporediti razli¢ite modele intraoperacijske analgezije u pogledu njihovog uc¢inka na rane
pokazatelje stresa. Ova disertacija pridonosi tom podrucju ispitivanjem ucinaka metadona,
fentanila 1 epiduralne analgezije levobupivakainom na koncentracije stresnih bioloskih pokazatelja

u serumu ovaca nakon standardiziranog operacijskog zahvata.

Na temelju dosadasnjih spoznaja, prije pocetka istrazivanja postavljene su sljedece
hipoteze:

1. Vrijednosti kopeptina bit ¢e u pozitivnoj korelaciji s vrijednostima kortizola 1
haptoglobina, koji sluZe kao pokazatelji stresa kod ovaca tijekom 1 nakon artrotomije koljena.

2. Epiduralna primjena levobupivakaina imat ¢e izraZeniji analgetski u¢inak u usporedbi s
intravenskom primjenom metadona i fentanila, $to ¢e se ocitovati manjim porastom vrijednosti

kortizola, kopeptina 1 haptoglobina.

Sukladno navedenom, postavljeni su sljede¢i ciljevi istrazivanja:

1. Izmjeriti vrijednosti kortizola, kopeptina i haptoglobina u serumu za vrijeme artrotomije
koljenog zgloba u ovaca, ovisno o primijenjenom intraoperacijskom protokolu

2. Analizirati korelacije vrijednosti kortizola, kopeptina i haptoglobina ovisno o

primijenjenom intraoperacijskom protokolu

19



3. Istraziti povezanost laboratorijskih pokazatelja krvi i hemodinamskih promjena s
mjerenim pokazateljima akutnog stresnog odgovora

4. Odrediti intraoperacijski analgetski protokol s najmanjim akutnim stresnim odgovorom
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Bioinzenjerski transplantati za obnovu hrskavice u bolesnika (engl. Bioengineered
grafts for cartilage healing in patients, BIO-CHIP) projekt i primjena tkivnog inzenjeringa

na animalnom modelu

BIO-CHIP predstavlja medunarodni znanstveno-istrazivacki projekt u okviru programa
Obzor 2020, ¢iji je cilj razvoj inovativnih terapijskih rjeSenja za regeneraciju zglobne hrskavice.
Istrazivanje pod nazivom ,,Regeneracija suprotstavljenih (kissing) defekata zglobne hrskavice u
koljenu primjenom terapije temeljenje na nosnim hondrocitima — tkivno-inZenjerski pristup (engl.
nasal chondrocyte-derived engineered cartilage, N-TEC) ili stani¢na terapija (engl. nasal
chondrocyte delivery from a matrix, N-CAM)” provodi se s ciljem ispitivanja uc¢inkovitosti terapija
baziranih na nosnim hondrocitima u regeneraciji hrskavice u biomehanicki izazovnim uvjetima,
kakvi su prisutni, izmedu ostalog, i kod osteoartritisa. Nositelj projekta je Medicinski fakultet, uz
podrSku partnerskih institucija: Veterinarskog fakulteta, Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu te Klini¢ke bolnice "Sveti Duh" kao pridruzene strane. Kao sastavni dio
projekta provedena je pretklinicka studija na animalnom modelu, u kojoj je testirana u¢inkovitost
nove metode transplantacije hrskavi¢nih presadaka kod kompleksnih, velikih 1 viSestrukih
oSte¢enja zglobne hrskavice. Ova studija predstavlja rezultat suradnje nekoliko domacih
istrazivackih skupina i vazan je korak prema klini¢koj primjeni metode u humanoj medicini.

U sredisStu ove tehnologije nalazi se tkivni inZenjering, interdisciplinarno podrucje koje
povezuje biologiju, inZenjerstvo i medicinu. Cilj mu je regeneracija ili zamjena oStecenih tkiva i
organa koriStenjem Zivih stanica u kombinaciji s biomaterijalima. Jedan od konkretnih pristupa
ukljucuje laboratorijski uzgoj stanica nosne hrskavice koje se zatim mnoZe u kontroliranim
uvjetima sve dok ne formiraju novi hrskavicni presadak, spreman za transplantaciju u koljeno
bolesnika. Zahvat se izvodi minimalno invazivno, a nova hrskavica preuzima funkciju oSte¢enog
tkiva i poti¢e njegovu regeneraciju.

Model ovce kao pokusne zivotinje odabran je kako bi se osigurali uvjeti u kojima se
ispitivani lijekovi mogu testirati u okruzenju koje mehanicki 1 fizioloski odgovara stanju kod
covjeka nakon transplantacije. Takvi uvjeti nisu ostvarivi u modelima malih zivotinja. Dodatno,

anatomske karakteristike ov¢jeg koljena omogucuju stvaranje oStecenja ve¢ih dimenzija (promjera
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6-7 mm) u odnosu na ukupnu povrsinu zgloba, pri ¢emu je poznato da takva oSte¢enja spontano
ne cijele. Odabir ov¢jeg modela utemeljen je 1 na prethodnom iskustvu istrazivackog tima s ovom
zivotinjskom vrstom, kao i na njegovoj prakti¢nosti, dostupnosti i povoljnijim troSkovima u

usporedbi s drugim modelima velikih Zivotinja.

4.2. Metodoloski raspored istrazivanja

Eksperimentalni protokol proveden je u tri zasebne faze (Slika 2.). Tijekom svake pojedine
faze Zivotinje su privremeno bile smjeStene na Klinici za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, gdje su provedeni svi planirani zahvati i
uzorkovanja. U razdobljima izmedu pojedinih faza, ovce su bile smjestene na obiteljskom
poljoprivrednom gospodarstvu, pod stalnim veterinarskim nadzorom doktora veterinarske
medicine, ¢ime su osigurani odgovarajuci uvjeti drzanja, prehrane i1 zdravstvene skrbi sukladno
standardima dobrobiti zivotinja.

Prva faza ukljucivala je uzimanje uzoraka hrskavi¢nog tkiva nosne pregrade metodom
biopsije te izdvajanje hondrocita za potrebe daljnje in vitro kultivacije. Cilj ove faze bio je
priprema i uzgoj autolognih tkivnih presadaka u kontroliranim laboratorijskim uvjetima.

Druga faza zapocela je izmedu 16. (N-CAM) 1 28. (N-TEC) dana nakon izolacije
hondrocita, ovisno o eksperimentalnoj skupini kojoj su zivotinje pripadale. Tijekom ove faze
provedena je ugradnja prethodno uzgojenih autolognih tkivnih presadaka u oStec¢enja hrskavice
zgloba bedrene kosti 1 CaSice.

Trec¢a faza pokusa obuhvacala je eutanazije zivotinja u skladu s etickim smjernicama,
nakon Cega je provedena eksplantacija oba koljena radi daljnjih histoloskih, histokemijskih 1
molekularnih analiza regeneracije hrskavi¢nog tkiva.

Dizajn istraZivanja ukljucivao je tri eksperimentalne skupine, od kojih je svaka sadrzavala
po 10 jedinki.

U kontrolnoj skupini (n = 10), u prethodno izradeno oStec¢enje zglobne hrskavice ugraden
je samo acelularni kolagenski nosa¢ (Chondro-Gide®, Geistlich Pharma AG, Svicarska).

U eksperimentalnoj skupini 1 (n = 10), na istovjetnom mjestu i veli€ini oSte¢enja, ugradeni

su hrskavicni presadci nazalnih hondrocita na nosacu po protokolu N-TEC.
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U eksperimentalnoj skupini 2 (n = 10), ugradeni su hrskavi¢ni presadci nazalnih hondrocita

na nosacu po protokolu N-CAM.

Proizvodnja N-CAM

A

L] 1

-3 0

a2

_ i N ;
iopsija nosni Biopsija nosnih Dolazak ovaca

hondrocita za N-TEC hondrocita za N-CAM

l J

Y Implantacija
Proizvodnja N-TEC

Slika 2. Vremenski slijed postupaka pokusa

Odlazak ovaca na farmu

Eutanazija nakon
6 tjedana

Eutanazija nakon
6 mjeseci

=3 Dani

Analiza

Dio zivotinja u svakoj skupini eutanaziran je u dva vremenska intervala: 6 tjedana i 6

mjeseci nakon ugradnje presadaka. Nakon eutanazije, ucinjena je eksplantacija tkiva koja su

podvrgnuta daljnjoj analizi.

23



4.3. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno uz prethodno odobrenje Povjerenstva za etiku u veterinarstvu
Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (EP 58/2016; klasa 130-03/15-011418) te Etickog
povjerenstva za zasStitu zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe pri Ministarstvu poljoprivrede
Republike Hrvatske (Rjesenje KLASA broj: UP /I-322-01/16-01/04). Zivotinje koristene tijekom
pokusa nabavljene su iz istog ovlastenog uzgoja.

U svrhu ovog istrazivanja koristeni su podaci i serumski uzorci ukupno 30 ovaca koje su
bile podvrgnute istovrsnom kirurSkom zahvatu u uvjetima opée anestezije. Zivotinje su
rasporedene u tri eksperimentalne skupine, svaka s po 10 jedinki, pri ¢emu je raspodjela provedena
nasumi¢nim odabirom. U istrazivanje su ukljuene ovce zenskog spola, krizane pasmine,
prosjecne starosti izmedu 2,5 i 3 godine, te tjelesne mase od 50 do 60 kilograma.

Sve Zivotinje podvrgnute su istovrsnom operacijskom zahvatu u uvjetima opce anestezije.
Prijeoperacijski protokol, anestezioloSki postupci i analgezija bili su jednaki za sve zivotinje
ukljuCene u istrazivanje ovisno o skupini kojoj pripadaju. Sve ovce prethodno su podvrgnute
vitaminizaciji 1 dehelmintizaciji te testirane na najcesc¢e zoonotske bolesti te su svi nalazi bili
negativni. Nakon uvodenja u anesteziju, a prije operacijskog zahvata primijenjena je antibiotska
profilaksa. Sve operacije izvedene su u asepticnim uvjetima od strane istog tima veterinara,
specijaliziranih za rad s pokusnim Zivotinjama, na Klinici za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju

Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

4.4. Anestezija 1 analgezija za vrijeme artrotomije koljena ovce

Sve zivotinje dostavljene su na Veterinarski fakultet u skladu s vaZze¢im propisima. Ovce
su, u grupama po Cetiri, dovezene na Kliniku za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu 24 sata prije zahvata, radi aklimatizacije na novu okolinu, oporavak
od transporta 1 smanjenja stresa.

Prilikom dolaska na Kliniku sve ovce su izvagane te je obavljen op¢i klinicki pregled
zivotinje. Zivotinje kod kojih su prilikom opéeg pregleda utvrdene klini¢ke ili fizioloske promjene
koje bi mogle utjecati na rezultate istrazivanja iskljucene su iz studije. Hrana im je bila uskra¢ena

12 sati prije anestezije uz slobodan pristup vodi.
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Ovce su sedirane u boksu, a postupak sedacije bio je jednak za sve zivotinje.
Intramuskularna sedacija provedena je primjenom kombinacije ksilazina (Xylapan, Vetoquinol,
Belp Bern, Svicarska) u dozi od 0,1 mg/kg i ketamina (Narketan, Vetoquinol, Belp Bern,
Svicarska) u dozi od 5 mg/kg. Nakon §to su Zivotinje sedirane u boksevima, u glavnu podlakti¢nu
venu (lat. v. cephalica antebrachia) svake ovce postavljena je intravenska kanila (Vasofix® Certo
20G, 1,1 x 33 mm; B. Braun Melsungen AG, Njemacka). Potom je intravenski primijenjen
diazepam (Apaurin; Krka-Farma d.o.o., Zagreb, Hrvatska) u dozi od 0,2 mg/kg. Za uvodenje u
anesteziju koriSten je tiopental (Thiopental Injection BP 500 mg; Rotexmedica, Trittau, Njemacka)
u dozi od 5-10 mg/kg, ovisno o individualnom odgovoru zivotinje. Nakon postignute
odgovarajuce dubine anestezije, ovce su endotrahealno intubirane pomocu endotrahealnog tubusa
(ETT) (VentiSeal™, Flexicare Medical Limited, Ujedinjeno Kraljevstvo).

Nakon intubacije i pripreme operacijskog polja prema standardnim postupcima sve ovce
su postavljene u leze¢i polozaj na operacijski stol te spojene na anestezioloski uredaj (Datex-
Ohmeda Aespire View; Datex Ohmeda Inc., SAD). Anestezija je odrZavana inhalacijskom
primjenom izoflurana u koncentraciji 1-2% (Isoflurin® 1000 mg/g; Vetpharma Animal Health,
S.L., Spanjolska), u smjesi kisika i medicinskog zraka. Za vrijeme anestezije, Zivotinje su bile pod
stalnim nadzorom anesteziologa, koji je, prema procjeni vitalnih funkcija te hemodinamskih
promjena, podeSavao doze anestetika i analgetika te kontrolirao dubinu anestezije.

Zivotinje su rasporedene u tri eksperimentalne skupine (n = 10 po skupini), koje se
medusobno razlikuju prema nac¢inu provodenja intraoperacijske analgezije.

Skupini 1 pripadaju Zivotinje gdje se intraoperacijska analgezija provodila intravenskom
primjenom metadona u dozi od 0,1 mg/kg tijekom indukcije anestezije. Tijekom operacijskog
zahvata, dodatni bolusi metadona u dozi od 0,1 mg/kg i.v. primjenjivali su se prema potrebi, u
slu¢aju intraoperacijske boli.

Skupina 2 su Zivotinje kod kojih je intraoperacijska analgezija osigurana kontinuiranom
intravenskom infuzijom fentanila u dozi od 0,1-0,5 pg/kg/min, zapocetom pri ulasku u operacijsku
salu te nastavljanom do zavrSetka kirurSke intervencije (posljednjeg koZznog Sava). Prije pocetka
kontinuirane infuzije fentaila, tijekom uvodenja u anesteziju primjenjivan je pocetni bolus
fentanila u dozi od 2 pg/kg i.v. Doziranje fentanila tijekom operacije individualno se prilagodavalo

prema procjeni razine boli.
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Skupinu 3 ¢ine zivotinje kojima je intraoperacijska analgezija osigurana epiduralnom
primjenom lokalnog anestetika levobupivakaina u dozi od 1 mg/kg, primijenjenog putem spinalne
igle u lumbosakralni epiduralni prostor.

Za vrijeme trajanja opce anestezije, hemodinamska stabilnost osigurana je kontinuiranom
intravenskom infuzijom izotonic¢ne, kristaloidne Ringerove otopine (B. Braun Ringer’s Solution,
Ecoflac® plus; B. Braun Melsungen AG, Njemacka) u brzini od 10 ml/kg/h. Za perioperacijsku
antibiotsku profilaksu intravenski je primijenjen cefazolin (Zepilen;
Medochemie/Medicuspharma, Zagreb, Hrvatska) u dozi od 20 mg/kg, 15 do 30 minuta prije
kirurske incizije. Primjena je provedena jednokratno, kako bi se postigla odgovarajuca
koncentracija antibiotika u tkivima tijekom zahvata. U slu¢aju da je od primjene antibiotika proslo
90 minuta, a operacijski zahvat nije zavrSen, primjena antibiotika je bila ponovljena u istoj dozi.

U poslijeoperacijskom razdoblju protokol analgezije za sve ovce bio je jednak. Primijenjen
je nesteroidni protuupalni lijek meloksikam (Meloxidolor 20 mg/ml otopina, Genera, Zagreb,
Hrvatska) u pocetnoj dozi od 0,2 mg/kg intramuskularno, a zatim tijekom naredna cetiri dana u
dozi od 0,1 mg/kg intramuskularno jednom dnevno. Analgezija se odrzavala meloksikamom

tijekom ukupno pet postoperacijskih dana prema navedenom rezimu.
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4.5. Nadzor ovaca tijekom anestezije

U operacijskoj sali ovce su prikljuene na anestezioloski aparat (Datex-Ohmeda Aespire
View, Datex-Ohmeda Inc., SAD) pomocu Y-cijevi, a nadzor vitalnih funkcija provodio se putem
anestezioloSkog monitora (B30 Patient Monitor, GE Healthcare, SAD). Sr¢ana frekvencija (eng.
Heart rate, HR) 1 ritam biljeZeni su elektrokardiografijom (EKG), dok je periferna zasi¢enost
hemoglobina kisikom (SpO:) pra¢ena pulsnom oksimetrijom. Tjelesna temperatura (TT) mjerena
je pomocu sonde smjeStene u jednjak. Respiracijska frekvencija (eng. Respiratory rate, RR) i
koncentracija ugljikovog dioksida u izdahnutom zraku (EtCO:) kontinuirano su nadzirane
kapnografom. Nakon toga, u aurikularnu arteriju svake Zivotinje uvedena je arterijska kanila
(Vasofix® Certo 20 G, 1,1 x 33 mm, B. Braun Melsungen AG, Njemacka) u svrhu invazivnog
pracenja arterijskog tlaka. Kanila je spojena s anestezioloSkim monitorom preko pretvaraca tlaka
(Meritrans DTXPlus®, Merit Medical Ireland Ltd., Irska), postavljenog u visini desne pretkljetke
srca. Pretvarac tlaka prethodno je bazdaren tako da je tlak unutar mjerne komore bio u ravnotezi s
atmosferskim tlakom, ¢ime je vrijednost 0 mm Hg odgovarala referentnom tlaku. Nakon
kalibracije zapoceto je kontinuirano, invazivno mjerenje arterijskog tlaka. Za potrebe
neinvazivnog mjerenja arterijskog tlaka kod ovaca primijenjena je oscilometrijska metoda, pri
¢emu je manzetna odgovarajuce Sirine (35—45 % opsega uda) postavljena na srednji ili distalni dio
podlaktice s pokazivac¢em pravilno pozicioniranim iznad pal¢ane (lat. a. radialis) ili lakatne (lat a.
ulnaris). Mjerenja su se provodila u intervalima od 2 do 5 minuta, a radi provjere to¢nosti
istovremeno su biljeZena 1 invazivna oc€itanja arterijskog tlaka, kako bi se omogucila validacija
oscilometrijskih vrijednosti.

Tijekom trajanja ople anestezije i1 operacijskog zahvata, hemodinamski pokazatelji
sustavno su praceni u tocno definiranim vremenskim intervalima, koji su predstavljali specifi¢ne
vremenske toCke unutar trajanja anestezije. ZabiljeZeni su respiracijska frekvencija, srcana
frekvencija, invazivno izmjerene vrijednosti sistolickog (iISAT) i dijastoli€¢kog arterijskog tlaka
(iDAT), kao 1 neinvazivno izmjerene vrijednosti sistolickog (niSAT) i dijastolickog arterijskog
tlaka (niDAT). Uz to, kontinuirano je pracena koncentracija uugljikovog dioksida u izdahnutom
zraku (EtCO:). U istim vremenskim tockama procjenjivan je promjer zjenice oka, dok je

intraokularni tlak mjeren neinvazivhom metodom, pri ¢emu su u svakoj toc¢ki provedena tri
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uzastopna mjerenja od kojih se zatim uzela srednja vrijednost. Vremenske tocke oznaCene su

sljede¢im redoslijedom i opisom:
15 - 15 minuta nakon premedikacije
20 - nakon uvoda u anesteziju
40 - prije koznog reza
45 - nakon koznog reza
60 - 15 minuta nakon koZznog reza

75 - 30 minuta nakon koznog reza
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4.6. Mjerenje intraokularnog tlaka i promjera zjenice

Neinvazivno mjerenje intraokularnog oc¢nog tlaka (IOT) kod ovaca provedeno je
prijenosnim tonometrom Tono-Pen, koji se temelji na tehnologiji elektronickih mjerac¢a naprezanja
1 nacelu spljostavanja (aplanacije) roznice (Slika 3). Tono-Pen radi na principu McKay—Marg
tonometrije, pri ¢emu se mali pokretni klip njezno postavlja na povrSinu roznice, a sila potrebna
za njezino spljoStavanje (aplanaciju) biljezi se pomocu elektronickog mjernog pretvornika.
Navedeni pretvornik registrira promjene elektri¢nog napona koje zatim uredaj pretvara u brojcane

vrijednosti intraokularnog tlaka. Uredaj automatski izvrSava vise ocitanja te prikazuje prosjecnu

vrijednost zajedno sa statistickim indeksom pouzdanosti (standardna devijacija/COV).
w

Slika 3. Neinvazivno mjerenje intraokularnog tlaka prijenosnim tonometrom Tono-Pen

Promyjer zjenice (PZ) mjerio se u jasno definiranim vremenskim tockama s ciljem analize 1
pracenja njegovih promjena sukladno povezanosti s intraokularnim tlakom te pracenja
neurovegetativnih odgovora tijekom razli¢itih faza anestezije i operacijskog zahvata. Promjer
zjenice mjerio se pomocu ravnala s milimetarskom skalom, pri ¢emu su ocitanja vr§ena izravno u
frontalnoj projekciji oka u stabilnim svjetlosnim uvjetima (Slika 4). Prvo mjerenje provedeno je u
bazalnom stanju, 15 minuta nakon primjene premedikacije, ¢ime je definirana pocetna vrijednost

za sve varijable dok su preostala mjerenja provedena u unaprijed standardiziranim vremenskim
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intervalima tijekom trajanja opc¢e anestezije i operacijskog zahvata. Vremenske tocke odabrane su
u skladu s ocekivanim farmakodinamickim ucinkom anestetika i analgetika, te odgova raju¢om
dubinom anestezije i potencijalnim operacijskim podrazajem.

Kontinuirano pracenje promjera zjenice sastavni je dio eksperimentalnog protokola s
ciljem osiguranja to¢nosti 1 pouzdanosti oCitanja intraokularnog tlaka, ali i boljeg razumijevanja

neurofizioloskih i farmakoloskih odgovora organizma na primijenjene anestetike i analgetike.

o

Slika 4. Mjerenje promjera zjenice oka ovce linearnim ravnalom
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4.7. Uzorkovanje krvi te pretrage krvi i krvnih seruma

U sklopu istrazivanja provedena je longitudinalna analiza hematoloskih, biokemijskih 1
stresom induciranih pokazatelja kod ovaca podvrgnutih kirurSkom zahvatu. Uzorci krvi uzimani
su iz v. jugularis u sterilne vakuumske epruvete (BD Vacutainer®, Becton Dickinson, SAD),
epruvete s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom za hematoloske
analize te bez aditiva za dobivanje seruma za biokemijske 1 imunoanalize. Uzorci namijenjeni
seroloskim analizama ostavljeni su da se koaguliraju pri sobnoj temperaturi (22 + 2 °C) tijekom
30 minuta, nakon ¢ega su centrifugirani pri 3000 rpm tijekom 10 minuta (Hettich Universal 320
R, Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka). Dobiveni serumi pazljivo su pipetirani i preneseni
u sterilne kriotube te su pohranjeni na —80 °C do trenutka analize. Venska krv uzorkovana je u tri
jasno definirane vremenske tocke, oznacene kao 0, 3 i 24, kako bi se omogucilo pracenje
dinamickih promjena u pokazateljima od interesa.

0 — predstavlja prvo vadenje krvi, 15 minuta nakon premedikacije

3- drugo vadenje krvi, 3 sata nakon prvog vadenja krvi

24 — tre¢e vadenje krvi, 24 sata nakon prvog vadenja krvi
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4.7.1. Hematoloske i biokemijske analize krvi

Kompletna krvna slika odredena je unutar dva sata od vadenja krvi pomoc¢u automatskog
hematoloskog analizatora (Horiba Medical, Scil Vet abc Plus, Scil Antech Diagnostics, Viernheim,
Njemacka). Sve analize su radene s reagensima istog proizvodaca. Pokazatelji su ukljucivali broj
eritrocita, srednji volumen eritrocita (MCV), koncentraciju hemoglobina, hematokrit, prosje¢nu
masu hemoglobina po crvenom krvnom zrncu (MCH), prosjecnu koncentraciju hemoglobina u
jednoj litri eritrocita (MCHC), raspodjelu eritrocita po obujmu (RDW), broj leukocita i trombocita,
prosjecni obujam trombocita (MPV), diferencijalnu leukocitnu sliku, limfocite, eozinofile.

Biokemijski pokazatelji analizirani su koriStenjem automatskog biokemijskog analizatora
(Abbott Architect c4000, Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, SAD) uz standardiziranu
upotrebu reagensa iz iste proizvodne linije. U svakom serumu odredene su koncentracije sljedec¢ih
pokazatelja: albumini, ukupni proteini, alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat-aminotransferaza
(AST), urea, kreatinin, alkalna fosfataza (AP), glukoza i ukupni bilirubin. Svi pokazatelji odredeni

su pomocu originalnih reagensa prema uputama proizvodaca.

4.7.2. Odredivanje bioloskih pokazatelja stresa

Za kvantifikaciju koncentracija kopeptina i kortizola koriSten je komercijalno dostupan
enzimski imunosorpcijski test (ELISA). Za kopeptin koristen je ELISA kit Sheep Vasopressin-
neurophysin 2-copeptin (AVP) ELISA kit (Biomatik, Biocat, Njemacka) dok je za kortizol
koriSten kompetitivni kolorimetrijski Sheep Cortisol ELISA Kit (Biomatik, Biocat, Njemacka) Sve
analize napravljene su prema protokolu proizvodaca. Apsorbancije su ocitane na mikrotiterskom
¢itacu (Infinite® 200 PRO, Tecan Austria GmbH, Austrija) pri valnoj duljini od 450 nm, a
koncentracije su izracunate temeljem standardne krivulje za svaki analit.

Koncentracija haptoglobina odredena je metodom koju su prethodno opisali Eckersall 1
suradnici (1999.), a koja se temelji na peroksidativnoj aktivnost kompleksa haptoglobin-
hemoglobin sa SAT3 (Dojindo, Japan) kao kromogenom pri kiselom pH. Metoda za odredivanje
koncentracije haptoglobina koristi tri reagensa. Prvi reagens sadrzi 30 g/ hemoglobina koji je

pripremljen koriStenjem ispranih 1 lizirani govedih eritrocita. Drugi reagens sadrzi 60 mM otopinu
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citratne kiseline, 100 mM otopinu Na-hidrogenfosfata (Na;HPOs), 1% otopinu detergenta Tween
20, 20 mM otopinu fenola 3,6 mM otopinu L-cistina te 0,32 mM otopinu SAT3 u citratnom puferu
pH 3,8. Treci reagens je pripremljen dodatkom 100 pL 30% vodikovog peroksida (H202) u 25 mL
destilirane vode. Sve kemikalije koriStene u ovoj metodi nabavljene su od tvrtke Sigma-Aldrich
(St Louis, Missouri, SAD). Kalibracijska krivulja haptoglobina pripremljena je s govedim
serumom poznate koncentracije haptoglobina. Analize su provedene na automatskom
biokemijskom analizatoru Abbott Architect c4000 (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois,
SAD).

4.8. Operacijski zahvati

4.8.1. Biopsija hrskavice nosnog septuma

U svih jedinki, neovisno o eksperimentalnoj skupini, provedena je biopsija hrskavice nosne
pregrade. Prije zahvata, koza i sluznica oko obje nosnice temeljito su ociS¢ene i antisepticki
obradene 0,1% otopinom povidon-jodida (Betadine®, Alkaloid, Skoplje, Sjeverna Makedonija).
Rostralni rub nosne pregrade identificiran je palpacijom, a mjesto incizije definirano je priblizno
5 mm kaudalno od tog ruba. Napravljen je vertikalni hemitransfiksijski rez kroz rostralni dio
nosnog mukoznog epitela (Slika 5).

Mukoza i submukoza paZzljivo su odvojene od hrskavice periostalnim elevatorom, nakon
¢ega je uz pomoc sterilnog jednokratnog cilindri¢nog noza za ubodnu biopsiju promjera § mm uzet
ciljani uzorak hrskavice pune debljine nosne pregrade. Nakon eksplantacije, sluznica je
rekonstruirana Sivanjem u jednom sloju resorptivnom multifilamentnom niti pojedina¢nim

¢vorastim Savovima (Polysorb™ 3-0, Covidien, SAD).
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Slika 5. Biopsija hrskavice nosnog septuma

Bioptirano podrucje dodatno je isprano sterilnom Ringerovom otopinom kako bi se
uklonile krv i1 ostaci tkiva. Hrskavica je viSestruko isprana fizioloSkom otopinom, osuSena
sterilnom kompresom i spremljena u sterilni transportni medij (kompletni medij s 10 % fetalnog
govedeg seruma, FBS) na +4 °C. Transportni medij sadrzavao je sljede¢e komponente: 87 % (v/v)
Dulbeckov modificirani Eagleov medij (DMEM) visoke glukoze (D5671, Sigma-Aldrich, SAD),
10 % (v/v), fetalni govedi serum (FBS) (10500-064, Gibco, SAD), 1 % (v/v), penicilin-
streptomicin-glutamin (PSG; 10378-016, Gibco, SAD), 1 % (v/v) HEPES pufer (15630-056,
Invitrogen, SAD) i1 1 % (v/v) natrijev piruvat (S8636, Sigma-Aldrich, SAD).

Dobiveni uzorci potom su transportirani u laboratorije Zavoda za molekularnu biologiju

Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu radi daljnje analize 1 obrade.
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4.8.2. Ugradnja tkivnih presadaka

Kod svih jedinki operacija je izvedena na desnom koljenom zglobu, unutarnjim
parapatelarnim pristup. Rez na kozi zapocinjao je iznad kosStane izboc¢ine na goljeni¢noj kosti (lat.
Tuberositas tibiae), s unutrasnje strane od patelarnog ligamenta te uzduz prateci kranijalni prednji
rub bedrene kosti. Artrotomski rez slijedio je istu liniju kao i rez na kozi. Distalni rez unutrasnje
fascije prvo je nacinjen skalpelom, zapocinju¢i nasuprot distalnog pola caSice i nekoliko
milimetara prema unutrasnjem dijelu od ligamenta Casice. Na proksimalnom kraju reza nacinjen
je punktiformni rez u zglob te je potom rezana zglobna kapsula, unutraSnja parapatelarna
fibrohrskavica, unutra$nja fascija, unutranji Siroki misi¢ bedra (vastus medialis) i prednji dio
krojatkog misi¢a (musculus sartorius). Casica je luksirana prema vanjskom dijelu bedrene kosti
radi bolje vizualizacije zgloba, a potom rotirana kako bi zglobna povrSina bila u potpunosti
izlozena. Na njoj je napravljeno oStecenje u skladu s oStecenjem na Zlijebu bedrene kosti.
Ostec¢enja pune debljine hrskavice, promjera 6 mm, izradeni su na zglobnim povrSinama Zlijeba

bedrene kosti i ¢asice koristenjem kirurs§kog borerskog svrdla (Slika 6).
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Slika 6. Izrada oSte¢enja pomocu svrdla, vodilice za busenje i grani¢nika dubine.
Rubovi ostecenja zagladeni su pomocu cilindri¢énog noza za ubodnu biopsiju promjera 6 mm (Slika

7). Zglob je potom ispiran sterilnom fizioloSkom otopinom.
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Slika 7. Formirano oStecenje na unutarnjem dijelu Zlijeba bedrene kosti
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Presadci su prilagodeni na odgovarajucu velicinu koriStenjem cilindriénog noza za ubodnu

biopsiju te su ugradeni u ostec¢enja (Slika 9.)

Slika 9. Priprema presadka za ugradnju

U kontrolnoj skupini (n=10) ugraden je samo nosa¢, u eksperimentalnoj skupini 1(n=10)
ugraden je presadak s nosa¢em koji sadrzi stanice nazalnih hondrocita po N-TEC protokolu dok je
u eksperimentalnoj skupini 2 (n=10) ugraden presadak s nosacem koji sadrzi stanice nazalnih
hondrocita po N-CAM protokolu. Kod svih ovaca u¢vrs¢ivanje presadaka ostvareno je tehnikom
utisnog uklapanja (eng. press-fit) bez dodatnog u¢vrsc¢ivanja. Nakon izvodenja 30 pasivnih pokreta
savijanja i ispruzanja noge kroz puni opseg pokreta koljena, procijenjena je stabilnost ugradenog
presadka, odnosno nosaca (Slika 10). Rekonstrukcija tkiva provedena je slojevito, prema

anatomskim strukturama.
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Slika 10. Ugradeni presadci u prethodno napravljena oste¢enja zglobne hrskavice zlijeba bedrene

kosti 1 ¢asice

4.8.3. Eutanazija i eksplantacija

Nakon Sest tjedana od ugradnje presadaka Zrtvovano je po pet ovaca iz svake skupine (prva
vremenska toCka). Preostale Zivotinje Zrtvovane su nakon 6 mjeseci (druga vremenska tocka).
Ovce su, u skladu s dozvolom, zrtvovane pripravkom registriranim za eutanaziju zivotinja,
letalnom injekcijom T61 (mjesavina embutramida, mebezonij-jodida i tetrakain-klorida; Intervet
International GmbH, Unterschleissheim, Njemacka) uz prethodnu sedaciju prema navedenom
anestezioloSkom protokolu. Usmr¢ivanje je potvrdeno trajnim prestankom cirkulacije uz pracenje
EKG-a. Istim pristupom kao i za operacije, pristupilo se eksplantaciji desnog koljena (Slika 11).
Oscilacijskom pilom odvojen je zlijeb bedrene kosti i ¢aSica. Uzeti su koStano-hrskavicni blokovi

veli¢ine 10x10x5 mm koji ukljucuje mjesto ostec¢enja i okolnu zdravu hrskavicu za potrebe daljnje
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analize (Slika 12.). Zlijeb bedrene kosti i ¢asica uzete su i s lijevog, neoperiranog koljena. Blokovi
su odmah uronjeni u 4 % puferirani paraformaldehid. Osteohondralni blokovi tkiva, koji
obuhvacaju tretirana oSte¢enja i okolno tkivo, analizirani su makroskopskim pregledom,

magnetskom rezonancom, mikrokompjuterskom tomografijom, histologijom, imunohistohemijom

1 biohemijskim metodama.

Slika 11. OStecenja i presadci na Zlijebu bedrene kosti 1 ¢aSice

40



Slika 12. Osteohondralni blok za daljnju analizu tkiva

4.9. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada ukljucivala je usporedbu svih podataka dobivenih iz anestezioloskih
protokola, uz dodatno ispitivanje povezanosti koncentracija kopeptina, kortizola i haptoglobina s
odabranim hematoloskim 1 biokemijskim pokazateljima. U okviru deskriptivne statistike
provedena je analiza centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina i medijan) te varijabilnosti podataka
(standardna devijacija, interkvartilni 1 ukupni raspon). Za procjenu distribucije podataka koriSten
je Shapiro—Wilkov test.

Na temelju rezultata testa normalnosti, daljnje usporedbe izmedu skupina provedene su
odgovaraju¢im metodama: u slu¢aju normalne distribucije primijenjena je jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA), a za podatke koji ne prate normalnu distribuciju koristen je Kruskal—
Wallisov test. Kod usporedbe podataka kroz vrijeme (ponovljena mjerenja) koristena je ANOVA

za ponovljene mjere, uz primjenu Bonferronijeve korekcije radi kontrole alfa pogreske u
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viSestrukim usporedbama. Za post-hoc analize izmedu skupina primijenjeni su Tukeyev test i
Dunnettov test. Povezanost medu varijablama dodatno je procijenjena Spearmanovim testom
korelacije rangova.

Statisticki znacajnom smatrana je razlika za vrijednosti p < 0,05. Sve analize napravljene
su u racunalnom programu RStudio v.2025.05.0 build 496 kao integriranom radnom okruzju
(https://posit.co/) za R programski jezik v.4.5.1 (R Core Team (2025). R: jezik i okruzenje za
statisticko racunanje. R Foundation for Statistical Computing, Austrija, https://www.R-

project.org/).
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5. REZULTATI

Sve jedinke sudjelovale su u svim fazama pokusa, pri ¢emu nijedna Zzivotinja nije bila
isklju€ena iz istrazivanja. Iz svake skupine iskljucena su po dva uzorka smrznutih seruma za
analizu vrijednosti kopeptina, kortizola 1 haptoglobina zbog oSteCenja nastalog tijekom
odmrzavanja iz —80 °C, S§to je rezultiralo nepouzdanim rezultatima za te uzorke. Tijekom
poslijeoperacijskog razdoblja kod nijedne zivotinje nisu zabiljezene komplikacije povezane s

anestezijom ili operacijskim zahvatom.

5.1. Analiza bioloskih pokazatelja akutnog stresnog odgovora u serumu ovaca

5.1.1. Analiza serumske vrijednosti kopeptina u perioperacijskom razdoblju

Analiza vrijednosti kopeptina unutar skupina tijekom tri vremenske toc¢ke nije pokazala
statisticki znacajne promjene, kao $to nisu utvrdene ni razlike izmedu skupina. Ipak, zabiljezena
je veca varijabilnost u prvoj 1 tre¢oj skupini (Tablica 2.), dok je druga skupina pokazala najmanju
rasprSenost rezultata. U prvoj 1 drugoj skupini uocen je porast vrijednosti kopeptina u trecoj
vremenskoj tocki u odnosu na prethodne, dok je u tre€oj skupini u drugoj 1 tre¢oj vremenskoj tocki
zabiljezen pad u usporedbi s poc¢etnom vrijednos¢u. Druga skupina je tijekom svih mjerenja imala
najniZe vrijednosti kopeptina, no razlike u odnosu na prvu 1 treéu skupinu nisu bile statisticki
znacajne. Izdvojene vrijednosti kopeptina javljaju se nasumi¢no u svim skupinama i vremenskim

tockama te su one signifikantne (p = 7.6 x 107*°), iako grupni 1 vremenski efekti nisu uoceni.
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Tablica 2. Vrijednosti serumskog kopeptina u ovaca, analizirane u tri vremenske tocke i unutar

triju skupina

Skupina Vremenska Broj Srednja Medijan  Raspon (min—
tocka Zivotinja vrijednost (ng/mL) max) (ng/mL)
(m) (ng/mL)
0 8 0,703 + 1,158 0,286 0,139-3,544
1 3 8 0,695 + 1,158 0,248 0,157-3,536
24 8 0,782 + 1,133 0,370 0,202-3,544
0 8 0,287 + 0,074 0,325 0,150-0,358
2 3 8 0,261 + 0,074 0,268 0,159-0,350
24 8 0,312+ 0,117 0,348 0,151-0,442
0 8 0,582 + 0,832 0,269 0,143-2,605
3 3 8 0,575 + 0,808 0,345 0,128-2,554
24 8 0,563 + 0,721 0,338 0,124-2,300
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5.1.2. Analiza serumske vrijednosti kortizola u perioperacijskom razdoblju

Analizom vrijednosti kortizola u serumu utvrdene su vrlo niske koncentracije u svim
skupinama i u svim vremenskim tockama. U drugoj vremenskoj tocki u skupini 1 uocen je Siri
interkvartilni raspon uz gotovo jednak medijan u odnosu na pocetnu vrijednost (Tablica 3.). U
trecoj vremenskoj tocki skupina 1 pokazuje znacajno vise vrijednosti kortizola u usporedbi s
prvom i drugom vremenskom to¢kama te s ostalim skupinama. Skupina 2 zadrzava ujednacene
vrijednosti kortizola kroz sve tri vremenske tocke, bez veéih odstupanja. U skupini 3 u drugoj
vremenskoj tocki zabiljezene su viSe vrijednosti kortizola u odnosu na poc¢etnu, uz Siri raspon
rezultata, dok su u trecoj vremenskoj tocki vrijednosti bile gotovo istovjetne poc¢etnim. Nema
statistiki znacajne razlike unutar i izmedu skupina kroz tri vremenske tocke. Statisti¢ki je

znacajna individualna varijabilnost (p=2.010x 107%)

Tablica 3. Vrijednosti serumskog kortizola u ovaca, analizirane u tri vremenske tocke 1 unutar triju

skupina
Skupina  Vremenska Broj Srednja Medijan  Raspon (min—
tocka Zivotinja (n) vrijednost (ng/mL)  max) (ng/mL)
(ng/mL)

0 8 0,302 + 0,528 0,114 0,087-1,608

1 3 8 0,307 + 0,575 0,097 0,082-1,728

24 8 0,328 £ 0,619 0,115 0,076-1,859

0 8 0,105+ 0,019 0,105 0,079-0,140

2 3 8 0,107 + 0,006 0,106 0,099-0,116

24 8 0,108 £ 0,011 0,108 0,095-0,125

0 8 0,109 + 0,020 0,113 0,079-0,136

3 3 8 0,123 + 0,023 0,121 0,084-0, 159

24 8 0,097 + 0,020 0,088 0,079-0,126
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5.1.3. Analiza serumske vrijednosti haptoglobina u perioperacijskom razdoblju

Analiza serumskih vrijednosti haptoglobina Kruskal-Wallisovim testom pokazala je

statisticki znac¢ajnu razliku medu skupinama. Statisticki znacajna razlika (p< 0,05) prisutna je

izmedu skupine 1 i1 skupine 3 u vremenskim tockama 0 1 24 te izmedu skupine 2 i skupine 3 u

bremenskoj tocki 3 (Tablica 4.). Skupina 1 u usporedbi s ostalima zadrzava najvise vrijednosti

haptoglobina, dok se u vremenskoj tocki 24 biljezi porast vrijednosti u drugoj i tre¢oj skupini u

odonosu na prijasnje vremenske toc¢ke. U skupini 2 prisutna je statisti¢ki znacajna razlika izmedu

vremenske tocke 0 (0,0436 + 0,0386 g/L) 124 (0,0703 £ 0,0487 g/L) (Tablica 4a.).

Tablica 4. Vrijednosti serumskog haptoglobina u ovaca, analizirane u tri vremenske tocke i unutar

triju skupina. Statisticki znac¢ajna razlika (p< 0,05) u vremenskoj tocki 0 izmedu skupina oznacena

je simbolima (+, *). Statisti¢ki znacajna razlika u vremenskoj tocki 3 izmedu skupina oznacena je

slovima (A, B)

Vremenska Skupina  Broj Srednja vrijednost  Medijan Raspon (min—

tocka Zivotinj (g/L) (g/L) max) (g/L)
a (n)

1* 8 0,0824 + 0,0365 0,0790 0,0218-0,1328

0 2%+ 8 0,0436 + 0,0386 0,0301 0,0256-0,1387

3* 8 0,0248 + 0,0171 0,0206 0,0061-0,0627

1A 8 0,0740 + 0,0590 0,0636 0,0085-0,1737

3 2A 8 0,0505 £ 0,0210 0,0462 0,0270-0,0910

3B 8 0,0225 +0,0106 0,0218 0,0066—0,0386

1 8 0,0795 £ 0,0802 0,0499 0,0088-0,2263

24 2 8 0,0703 + 0,0487 0,0520 0,0294-0,1484

3 8 0,0450 £ 0,0413 0,0469 0,0032-0,1347
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Tablica 4a. Vrijednosti serumskog haptoglobina u ovaca, analizirane u tri viemenske tocke i unutar

triju skupina. Statisticki znacajna razlika (p< 0,05) unutar skupine fentanil oznacena je simbolima

(+ %)

Skupina Vremenska Broj Srednja vrijednost  Medijan Raspon (min—
tocka Zivotinj (g/L) (g/L) max) (g/L)
a (n)
0 8 0,0824 + 0,0365 0,0790 0,0218-0,1328
1 3 8 0,0740 + 0,0590 0,0636 0,0085-0,1737
24 8 0,0795 + 0,0802 0,0499 0,0088-0,2263
0* 8 0,0436 + 0,0386 0,0301 0,0256-0,1387
2 3%+ 8 0,0505 +0,0210 0,0462 0,0270-0,0910
24+ 8 0,0703 + 0,0487 0,0520 0,0294-0,1484
0 8 0,0248 +0,0171 0,0206 0,0061-0,0627
3 3 8 0,0225 +0,0106 0,0218 0,0066—0,0386
24 8 0,0450 +0,0413 0,0469 0,0032-0,1347
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Povezanost medu bioloskim pokazateljima stresa procijenjena je Spearmanovim testom
korelacije rangova. Serumske vrijednosti kopeptina 1 kortizola pokazale su vrijednosti korelacije
(p = 0,08), koja nisu bile statisticki znacajne (p = 0,53). Analiza serumskih vrijednosti izmedu
kopeptina 1 haptoglobina pokazala je vrijednosti korelacije (p = 0,093), koje takoder nisu bile
statisticki znacajne (p = 0,478). Nasuprot tome, analiza serumskih vrijednosti izmedu kortizola i
haptoglobina pokazala je vrlo slab negativan odnos (p = —0,019), koji nije bio statisticki znacajan

(p = 0,885) (Slika 13).

Haploglobin 001 005 018

Slika 13. Korelogram prikazuje povezanost izmedu vrijednosti haptoglobina, kortizola, kopeptina
1 albumina. Vrijednosti koeficijenata korelacije prikazane su unutar kvadrata, dok intenzitet boje 1
veli¢ina kvadrata odrazavaju jacinu povezanosti. Plava boja oznacava pozitivnu, a crvena
negativnu korelaciju. Uocen je blagi pozitivni odnos izmedu kortizola i kopeptina, kopeptina i
haptoglobina te izmedu kopeptina i albumina, dok je jedina negativna povezanost zabiljezena

izmedu haptoglobina i albumina.
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5.2. Analiza biokemijskih pokazatelja krvi

5.2.1. Analiza vrijednosti serumskog albumina u ovaca u perioperacijskom razdoblju

Analizom medu skupinama Kruskal-Wallisovim testom utvrdena je statisticki znacajna (p<0,05)
razlika izmedu skupine 2 i 3 izmedu svih vremenskih tocaka pri cemu su vrijednosti albumina bile
konzistentno vise u skupini 2 u sve tri vremenske tocke (0: p = 0,01; 3: p = 0,011; 24: p =
0,007)(Tablica 5.). Unutar skupine 3 ocituje se statisticki znacajna razlika izmedu vremenske tocke
0 124 (Tablica 5a.). U skupini 1 uocava se rasprSenost podataka u vremenskoj tocki 24 dok je u
skupini 2 1 3 ona vidljiva u vremenskoj tocki 3. Skupina 2 zadrzava isti medijan kroz sve tri

vremenske tocke.

Tablica 5. Vrijednosti serumskog albumina u tri vremenske to¢ke unutar tri skupine. Statisticki je

znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupina u vremenskoj toc¢ki oznac¢ena slovima (A, B)

Vremenska  Skupina Broj Srednja Medijan  Raspon (min—
tocka zivotinja (n) vrijednost(g/L) (g/L) max) (g/L)
1 AB 10 30,9 +2,73 30,5 26-35
0 2A 10 28,9 +2,13 29 25-32
3B 10 31,4+£1,35 31 30-34
2 AB 10 30,5+3,03 30,5 26-37
3 2A 10 29,3 +3,30 29 26-35
3B 10 32,7+2,36 31,5 30-37
1 AB 10 31,4+£2,99 30 28-37
24 2A 10 30,1 +£2,51 29 28-35
3A 10 33,0+ 1,63 32,5 31-35

49



Tablica 5a. Vrijednosti serumskog albumina u tri vremenske tocke unutar tri skupine. Unutar

skupine 3 prisutna je statisticki znacajna razlika oznac¢ena simbolima (*,+)

Skupina  Vremenska Broj Srednja Medijan Raspon (min—
tocka Zivotinja (n)  vrijednost(g/L) (g/L) max) (g/L)

0 10 30,9+2,73 30,5 26-35

1 3 10 30,5 +3,03 30,5 26-37
24 10 31,4+2,99 30 28-37

10 28,9+2,13 29 25-32

2 3 10 29,3 + 3,30 29 26-35
24 10 30,1 £2,51 29 28-35

0* 10 31,4+ 1,35 31 30-34

3 3+ 10 32,7+2,36 31,5 30-37
24 + 10 33,0+ 1,63 32,5 31-35

5.2.2. Analiza serumske vrijednosti enzima alanin-aminotransferaze u perioperacijskom

razdoblju

Analizom serumske vrijednosti ALT-a Friedmanovim testom uo¢ena je znacajna razlike
unutar skupina izmedu vremenskih to¢aka. Random efekti bili su znacajni (p = 0,001), Sto upucuje
na varijabilnost izmedu jedinki. U skupini 1 uocava se statisticki znac¢ajna razlika (p<0,05) izmedu
vremenske tocke 3 1 vremenske tocke 24 te izmedu vremenske toc¢ke 0 124. U skupini 2 statisticki
je znacajna razlika izmedu vremenske toce 0 1 vremenske tocke 24 dok je skupini 3 takoder

prisutna statisticki znacajna razliak izmedu skupine 0 i skupine 24 (Tablica 6.).
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Tablica 6. Vrijednosti serumskog enzima alanin-aminotransferaze u ovaca u tri vremenske tocke

unutar tri skupine. Simboli (*,+#) ounacavaju statisticke znacajne promjene (p<0,05) u

vremenskim tockama unutar skupine.

Skupina Vremenska Broj Srednja vrijednost Medijan Raspon
toCka Zivotinja (n) (U/L) (U/L) (min—max)
(U/L)
0* 10 18,9+ 3,96 18,5 15-29
1 3% 10 20,7 + 4,14 21,0 15-30
24+ 10 28,4+ 4,99 28,5 22-39
0* 10 22,1+£2,73 21,5 19-27
2 3 %+ 10 23,6+ 3,06 22,5 20-29
24 + 10 27,5 £6,55 25,5 2043
0* 10 18,9 +5,90 19,0 11-29
3 3+ 10 22,1+ 6,03 22,0 12-31
24 + 10 33,9+19,30 29,0 15-86
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5.2.3. Analiza serumske vrijednosti enzima alkalne fosfataze u perioperacijskom razdoblju

Analizom serumske vrijednosti AP uocena je statisticki znac¢ajna razlika (p<0,05) izmedu
skupina u vremenskim tockama. U Vremeskoj tocki 0 prisutna je statisticki znaCajna razlika
izmedu skupine 2 i1 3 dok je vremenskoj tocki 3 prisutna statisticki znacajna razlika izmedu skupine
1 13 te skupine 2 i 3. Unutar skupine 2 statisticki je znacajna razlika izmedu vremenskih tocki 0 i
24 (Tablica 7.). U drugoj vremenskoj tocki u svim skupinama biljezi se porast vrijednosti AP dok
skupine 112 u trecoj vremenskoj tocki biljeze pad vrijednosti u odnosu na drugu vremensku tocku.
U svakoj vremenskoj toc¢ki uo€eno je nekoliko odstupajucih vrijednosti koje znacajno odstupaju

od medijana.

Tablica 7. Serumske vrijednosti enzima alkalne fosfataze u tri vremenske toc¢ke unutar tri skupine.
Statisticki je znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupina ounacena je slovom (A, B) dok je unutar

skupine statisti¢ki znacajna razlika oznacena simbolom (*,+)

Vremenska Skupina Broj Srednja Medijan Raspon (min—
tocka Zivotinja vrijednost (U/L) max) (U/L)
(n) (U/L)
1 AB 10 48,7 + 33,91 37 14-137
0 2A* 10 56,1 + 45,71 34 28-150
3B 10 62,3 + 14,62 68 34-79
1A 10 54,4+ 41,15 42 15-163
3 2A 10 72,8 + 81,72 39 27-282
3B 10 69,1 £ 16,77 66 44-102
1 10 53,4+21,61 49,5 24-101
24 2+ 10 714+ 49,15 485 36-175
3 10 63,7+ 13,75 58,5 50-90
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5.2.4. Analiza serumske vrijednosti enzima aspartat-aminotransferaze u perioperacijskom

razdolju

Analizom ponovljenih mjerenja Friedmanovim testom utvrdene su statisticki znaCajne
razlike izmedu vremenskih tocaka unutar skupine 1, 2 1 3 (p < 0,05). U skupini 1 statisticki je
znacajna razlika imedu vremenske tocke 0 i 24 te izmedu vremenske tocke 3 i 24 (Tablica 8.). U
skupini 2 statisticki je znacajna razlika izmedu vremenske toCke 0 1 24 dok je u skupini 3 takoder
statistiCki znacajna razlika izmedu vremenske tocke 0 1 24. U vremenskoj toc¢ki 24 uocavaju se
povisene vrijednosti medijana u svim skupinama usporedno s pocetnom toCkom. Prisutne su

odstupajuce vrijednosti u svim vremenskim tockama.

Tablica 8. Serumske vrijednosti enzima aspartat-aminotransferaze u tri vremenske tocke unutar tri

skupine. Statisticki znacajna razlika izmedu skupina oznacena slovima (A, B)

Skupin Vremenska Broj Srednja Medijan Raspon (min—
tocka Zivotinja vrijednost (U/L) max) (U/L)
(n) (U/L)
0A 10 116,4 £35,0 104 90-197
1 3A 10 143,7 + 31,44 145 107-198
24 B 10 233,4 + 63,56 221 169-374
0A 10 110,5+ 19,79 111 76—141
2 3 AB 10 134,7 + 28,46 129,5 81-178
24 B 10 186,7 &+ 57,46 188 111-316
0A 10 112,5+22,59 110,5 74-153
3 3AB 10 143,2 + 28,62 151 78-170
24 B 10 255,6 + 139,57 220,5 125-631
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5.2.5. Analiza serumskih vrijednosti bilirubina u perioperacijskom razdoblju

Analizom Kruskal-Wallisovim testom utvrdena je statisticki znacajna razlika (p < 0,05)
izmedu 1 unutar skupina. U vremenskoj tocki 0 znacajne razlike zabiljezene su izmedu skupina 1
i 3 te izmedu skupina 2 i 3, dok su u vremenskoj tocki 3 znacajne razlike takoder prisutne izmedu
skupina 113 te 213 (Tablica 9.). Unutar skupine 1 uocene su znacajne razlike izmedu vremenskih
tocaka 0 1 3 te izmedu vremenskih toc¢aka 0 1 24, dok je u skupini 2 znacajna razlika potvrdena
izmedu vremenskih tocaka 0 1 24 (Tablica 9a.). U skupinama 1 i 3 zabiljeZen je porast vrijednosti
bilirubina u vremenskim to¢kama 3 i 24, dok su u skupini 2 vrijednosti medijana bilirubina u
vremenskim tockama 3 i1 24 ostale gotovo nepromijenjene. U svim vremenskim tockama uocena

su pojedinacna odstupanja vrijednosti.

Tablica 9. Vrijednosti serumskog bilirubina u tri vremenske to¢ke unutar tri skupine. Statisticki

znacajna razlika izmedu skupina oznacena je slovima (A 1 B)

Vremenska Skupina Broj Zivotinja Srednja vrijednost Medijan Raspon (min—

tocka (n) (numol/L) (umol/L) max) (umol/L)

1A 10 3,46 + 0,62 3,60 2,3-4,5

0 2A 10 410+ 1,10 4,00 2,6-5,8
3B 10 2,64 + 0,76 2,35 1,9-4,5

1A 10 451 +1,38 4,05 3,2-8,0

3 2A 10 4,99 + 1,81 4,35 3,3-8,9
3B 10 3,03 £ 0,79 2,75 2,2-4.7

1 10 4,50 + 0,72 4,80 2,8-5,1

24 2 10 470+ 1,11 4,45 3,6-6,8
3 10 4,01 +0,93 4,15 1,8-5,4
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Tablica 9a. Vrijednosti serumskog bilirubina u tri vremenske toCke unutar tri skupine. Statisticki

znacajna razlika prisutna je unutar skupine 1 te je oznagqcena simbolima (*,+)

Skupina Vremenska  Broj zZivotinja Srednja vrijednost Medijan Raspon (min—

tocka (n) (nmol/L) (umol/L) max) (umol/L)

0* 10 3,46 + 0,62 3,60 2,3-4,5

1 3+ 10 4,10+ 1,10 4,05 3,2-8,0
24 + 10 2,64 +0,76 4,80 2,8-5,1

0 10 451 +1.38 4,00 2,6-5,8

2 3 10 4,99 + 1,81 4,35 3,3-8,9
24 10 3,03 + 0,79 4,45 3,6-6,8

0 * 10 4,50 £ 0,72 2,35 1,9-4,5

3 3 *4 10 470 = 1,11 2,75 2,2-4.7
24 + 10 4,01 +0,93 4,15 1,8-5,4

5.2.6. Analiza serumskih vrijednosti glukoze u perioperacijskom razdoblju

Analizom Friedmanovim testom utvrdena je statisticki znacajna razlika (p < 0,05) unutar
skupina izmedu vremenskih tocaka. U skupini 1 znacajne razlike zabiljeZene su izmedu
vremenskih to¢aka 013, 3 124 te 0124 (Tablica 10.). U skupini 2 takoder su potvrdene znacajne
razlike izmedu vremenskih tocaka 0 1 3, 3 1 24 te 0 1 24. Skupina 3 pokazala je znacajne razlike
izmedu vremenskih tocaka 0 1 24 te 3 1 24. U vremenskoj tocki 3 uoceno je poviSenje medijana u
svim skupinama, pri ¢emu je u skupini 3 zabiljezen i znacajno S$iri interkvartilni raspon. U
vremenskoj tocki 24 u svim skupinama prisutan je pad vrijednosti glukoze uz uze interkvartilne

raspone.
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Tablica 10. Serumske vrijednosti glukoze u tri vremenske tocke unutar tri skupine. Simboli (*,+,#)

oznacCavaju statisticki znacajne razlike unutar skupina izmedu vremenskih tocaka

Analgetik  Vrijeme Broj Srednja Medijan Raspon (min—
(h) Zivotinja (n) vrijednost (mmol/L)  max) (mmol/L)
(mmol/L)
0* 10 5,55+ 1,64 5,50 3,2-8,9
1 3+ 10 7,48 +1,49 7,15 4,8-10,4
24+# 10 3,55+ 0,58 3,80 2,34,1
0* 10 5,87 +2,37 5,35 3,6-11,6
2 3+ 10 8,09 + 1,21 8,05 6,6-11,0
24# 10 3,90 + 0,48 3,85 2,9-4.,6
0* 10 6,21 + 1,60 6,15 4,2-9,0
3 3* 10 7,44 + 1,95 7,55 4,8—-10,1
24+ 10 4,17 +£0,50 4,00 3,6-5,2
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5.2.8. Analiza serumskih vrijednosti ukupnih proteina u perioperacijskom razdoblju

Analizom ukupnih serumskih proteina Kruskal-Wallis testom utvrdene su statisticki
znacajne razlike izmedu skupina dok Friedmanovim testom nije utvrdena znacajna razlika izmedu
vremenskih to¢aka unutar skupina. Multivarijatni model potvrdio je znacajan ucinak skupine te
interakcije skupina x vrijeme, Sto upucuje na to da se obrasci promjena proteina razlikuju ovisno
o primijenjenom analgetiku. U prvoj vremenskoj tocki skupina 3 imala je znacajno vise vrijednosti
proteina u usporedbi sa skupinom 2 (p = 0,0016) (Tablica 11.). U drugoj vremenskoj tocki
vrijednosti proteina bile su znac¢ajno vise u skupini 1 u odnosu na skupinu 2 (p = 0,002) te skupinu
3 (p =0,047). U 3 vremenskoj tocki skupina 1 je pokazala zna¢ajno vise vrijednosti u odnosu na

skupinu 2 (p = 0,006).

Tablica 11. Vrijednosti ukupnih proteina u tri vremenske tocke unutar tri skupine. Statisticki

znacajne razlike (p<0,05) unutar skupina oznacene su simbolima (*,+)

Vremenska  Skupina Broj Zivotinja Srednja Medijan(g/L) Min-Max (g/L)

tocka (n) vrijednost
(g/L)
1 10 *+ 68.4 + 4,695 4.695 60—76
0 2 10 * 72.4 + 2,836 2.836 68-77
3 10 + 66.3 + 4.398 4.398 60-76
1 10 * 64.5 + 4,927 4.927 59-77
3 2 10 + 72.3 + 6,447 6.447 59-78
3 10 + 68.4 + 3.864 3.864 63-77
1 10 * 68.1 + 4,581 4.581 60-75
24 2 10 + 73.7 £ 4,572 4.572 66-81
3 10 +* 71.6 2,319 2.319 69-75
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5.3. Promjene hematoloskih parametara tijekom perioperacijskog razdoblja

5.3.1. Hematoloska analiza broja eritrocita

Analiza broja eritrocita ANOVA testom pokazala je da se broj eritrocita zna¢ajno mijenjao
kroz vrijeme tijekom operacijskog zahvata. UocCava se statistiCki uznacajna razlika izmedu skupine
1 skupine 3 u drugoj vremenskoj tocki (p = 0,048) (Tablica 13). Multivarijatna analiza potvrdila
je da je vrijeme glavni faktor promjene broja eritrocita, dok interakcija izmedu grupe i vremena

nije bila znacajna.

Tablica 13. Vrijednosti broja eritrocita u tri vremenske tocke unutar tri skupine. Statisticki

znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupina oznacena je slovima (A, B)

Skupina Vremenska Broj Srednja vrijednost Medijan  Min-Max
tocka Zivotinja (x 10"/L) (x10%*/L) (x10"/L)
(n)
0 10 7,02 + 1,46 7,20 4,9-9,1
1 3A 10 7,95 +1,21 7,65 6,3-10,1
24 10 9,08 £1,31 8,60 7,9-11,5
0 10 7,87+0,74 7,75 6,8-9,1
2 3 10 8,16 + 0,79 8,15 7,1-9,5
24 10 9,41 £0,75 9,40 8,3-10,8
0 10 7,75 £ 1,15 7,20 6,4-9,8
3 3B 10 8,98 £1,05 8,75 7,8-11,2
24 10 9,55+ 1,13 9,15 8,0-12,0
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5.3.2. Promjene vrijednosti hematokrita tijekom perioperacijskog razdoblja

Univarijatnom analizom ANOVA testom vrijednosti hematokrita kroz vrijeme pokazuje da

hematokrit znacajno varira (p = 9 x 107'?) tijekom perioperacijskog perioda, neovisno o grupi.

Analizom izmedu grupa uocava se sattisticki znacajna razlika u drugoj vremenskoj tocki izmedu

skupine 1 i skupine 3 (p = 0,045) te izmedu skupine 2 i skupine 3 (p = 0,048) (Tablica 14.). Uocava

se tendencija porasta vrijednosti hematokrita kroz sve vremenske tocke u svim skupinama.

Statisticki je znacajna individualna varijabilnost medu zivotinjama (p = 1 x 107).

Tablica 14. Vrijednosti hematokrita u tri vriemenske toc¢ke unutar tri skupine. Statisticki znacajna

razlika (p<0,05) izmedu skupina oznacena je slovima (A,B)

Skupina Vremenske Broj Srednja vrijednost Medijan  Min—Max (%)
tocke Zivotinja (%) (%)
(m)
0 10 229+5,34 23,0 14-30
1 3A 10 25,1 +4,48 24,5 18-32
24 10 29,0 + 4,59 28,0 25-37
0 10 23,8 +2,62 23,0 20-28
2 3A 10 25,5+2,59 25,0 22-30
24 10 28,6 £ 2,55 28,5 25-33
0 10 24,4 + 3,86 23,0 20-32
3 3B 10 28,7 +3,53 28,5 24-36
24 10 31,5+ 3,50 29,5 28-37
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5.3.3. Analiza koncentracije leukocita u perioperativnom periodu

Analiza koncentracije leukocita Kruskal-Wallis testom pokazala je statisticki znacajnu
razliku u tre¢oj vremenskoj tocki izmedu skupine 11 2 (p = 0.021) te izmedu skupine 21 3 (p =
0.023) (Tablica 12.). Promjene kroz vrijeme unutar istih skupina analizirane su Friedman testom,
koji je pokazao vrlo znacajan uc¢inak vremena na broj leukocita (p < 0.001). Multivarijatna analiza
pokazala je da interakcija skupina i vremena nije znacajna (p = 0.246), dok je vrijeme samostalno
ostalo snazan prediktor promjena leukocita (p < 0.001). Statisticki su znacajne individualne

odstupajuce vrijednosti (p = 1,87 x 107°).

Tablica 12. Vrijednosti koncentracije leukocita u tri viemenske to¢ke unutar tri skupine. Statisticki

znacajna razlika izmedu skupina oznacena je slovima (A, B)

Skupina Vremenska Broj Srednja vrijednost Medijan Raspon (min—
tocka Zivotinja (x10°/L) (x10°/L) max (x10°/L)
(n)
0 10 4,76 + 1,29 4,65 2,4-73
1 3 10 5,17 +1,33 5,60 3,2-6,7
24 A 10 6,20 + 1,42 6,35 3,6-7,8
0 10 5,18+ 2,11 5,75 0,5-8,3
2 3 10 6,55 + 2,37 5,95 3,7-11,0
24 B 10 8,28 £ 2,13 7,60 5,8-12,8
0 10 4,56 + 1,08 5,00 2,4-5,8
3 3 10 5,22+1,15 5,15 3,2-7,3
24 A 10 6,37 + 1,20 6,55 3,6-7,8
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5.4. Analiza hemodinamskih pokazatelja tijeka anestezije

Tijekom trajanja opCe anestezije praceni su hemodinamski pokazatelji u unaprijed

definiranim vremenskim to¢kama.

5.4.1. Analiza frekvencije disanja nakon primjene analgetika

Deskriptivna analiza respiracijske frekvencije pokazala je da je skupina 1 imala najnize
vrijednosti u svim vremenskim to¢kama (medijan 15-18 udaha/min), dok je skupina 3 imala
najvise vrijednosti (medijan 19-22 udaha/min). Skupina 2 zauzimala je srednje vrijednosti
(medijan 17-20 udaha/min), uz izraZeniju varijabilnost u odnosu na ostale skupine. Univarijatna
analiza Kruskal — Wallis testom potvrdila je postojanje znacajnih razlika izmedu skupina (p = 7,05
x 107®). Statistic¢ki su znacajne razlike izmedu skupine 1 1 3 u vremenskim to¢kama od 20., 40.,
45., 60. 1 70. minute (p < 0,05) (Tablica 13.). U ostalim usporedbama medu skupinama nije bilo
znacajnih razlika (p > 0,05). Odstupajuée vrijednosti individualnih jedinki pokazuju izrazitu

znacajnost (p = 6,84 x 1073?).
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Tablica 13. Vrijednosti frekvencije disanja u Sest vremenskih to¢aka unutar tri skupine tijekom

opce anestezije. Statisticki znacajne vrijednosti (p<0,05) izmedu skupina u vremenskim tockama

prikazane su slovima (A, B, C, D, E)

Skupina Vrijemenska Broj Srednja Medijan Min-Max
tocka Zivotinja vrijednost (udaha/min) (udaha/min)
(n) (udaha/min)

15 10 16,9 + 3,84 18,0 822
20 10 A 16,2+ 5,27 17,0 6-26
40 10 B 16,1 + 5,74 16,5 628

1 45 10C 16,2 + 5,49 16,0 7-28
60 10D 16,4 +4,77 16,5 8-26
70 10 E 14,9 + 5,80 15,5 626
15 10 17,0+ 2,75 17,0 13-22
20 10 18,2 +2,74 19,0 14-22
40 10 20,2 £4,71 19,5 14-29

2 45 10 20,3+ 6,18 19,0 12-29
60 10 19,7+ 6,77 18,5 10-30
70 10 20,1 +7,39 17,5 12-31
15 10 19,4 + 3,37 19,0 14-25
20 10E 19,9 £2,96 20,0 14-25
40 10D 21,2+ 4,64 20,0 16-30

3 45 10C 21,6 £3,34 21,0 1628
60 10 B 21,4 +4,06 20,0 17-30
70 10 A 21,7 £3,65 20,0 18-30
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5.4.2. Analiza frekvencije rada srca u perioperacijskom razdoblju

Univarijatna analiza pokazala je visoko znacajne razlike izmedu skupina (p = 4.11x107'9),

dok ucinak vremena sam po sebi nije bio znacajan (p = 0.547). Medutim, u multivarijatnom

modelu znacajna interakcija izmedu grupe i vremena (p = 0.008) te znacajan u¢inak vremena (p =

3.43x107°). Post hoc analiza pokazala je da su najvece razlike zabiljezene izmedu skupine 2 i

skupina 1 1 3 od 40. do 70. minute (Tablica 14.), pri ¢emu su vrijednosti sréane frekvencije bile

znacajno nize u skupini 1 (p <0.05 —p <0.01). Ove razlike nisu bile prisutne u ranijim vremenskim

tockama (15.120. minuta). Skupina 1 1 skupina 3 pokazale su sli¢ne vrijednosti sr¢ane frekvencije

bez statisticki znacajnih razlika tijekom cijelog promatranog razdoblja. Statisticki je znacajna

odstupajuca vrijednost (p = 1.83x1073").

Tablica 14. Vrijednosti frekvencije rada srca u Sest vremenskih tockaka unutar tri skupine.

Statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu skupina u vremenskim tockama oznacena je slovima

(A,B,C,D)
Skupina Vrijeme N Srednja vrijednost Medijan Min—-Max
(min) (otk/min) (otk/min) (otk/min)
15 10 71,8 +5,29 72 66—80
20 10 72,1 £4,25 72,5 66—78
40 B 10 72,3 + 7,80 70 63-85
1 45 A 10 68,0 + 8,37 67 58-83
60 D 10 67,1 =835 66 55-82
70 C 10 66,9 + 7,34 67 58-80
15 10 79,6 £ 13,62 77 62-100
20 10 80,8 + 15,15 79 58-106
40 A 10 89,9 + 18,06 85 64-125
2 45 B 10 95,5 £20,22 90 66—128
60 C 10 91,8 £ 17,97 93 55-112
70 D 10 85,1 £ 13,63 86 56-109
15 10 68,7 £21,06 66 40-108
20 10 69,6 £ 18,99 68 44-106
40 B 10 71,6 £22,76 65 50-115
3 45 A 10 72,0 + 18,90 65,5 52-115
60 D 10 69,4 £ 16,37 62,5 55-104
70 C 10 65,8 £19,73 62 32-104
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5.4.3. Analiza invazivno i neinvazivno mjerenog arterijskog sistolickog krvnog tlaka

Univarijatna analiza pokazala je znacajne razlike izmedu skupina za oba nacina mjerenja
arterijskog tlaka — invazivnog (p = 2.10x107°) 1 neinvazivnog (p = 5.06x1077), kao 1 izrazen
utjecaj vremena (iISAT p = 1.60x107'"; niSAT p = 8.13x107'"). Multivarijatni modeli potvrdili su
znac¢ajan ucinak skupine (iSAT p = 0.00032; niSAT p = 0.0077) i vremena (iSAT p = 1.33x107'%;
niSAT p = 2.00x107'?), dok interakcija skupina x vrijeme nije bila znacajna u oba modela. To
upucuje na stabilne razlike medu analgeticima kroz cijelo razdoblje mjerenja. Usporedba
pojedinacnih skupina pokazala je dosljedno vise vrijednosti tlaka kod levobupivakaina u odnosu
na fentanil tijekom gotovo svih vremenskih toc¢aka, 1 u invazivnom i u neinvazivnom mjerenju (p
< 0.05-0.001). Razlike izmedu fentanila i metadona nisu bile znacajne, dok je levobupivakain
pokazivao vise vrijednosti tlaka u odnosu na metadon u kasnijim vremenskim to¢kama, 60. i 70.
minuta, p <0.05 (Tablica 15.). Statisti¢ki znacajne odstupajuce vrijednosti u oba modela (iISAT p
=1.14x10"%; niSAT p = 7.05x1072*) potvrduje da je dio varijabilnosti rezultat individualnih razlika

izmedu zivotinja.
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Tablica 15. Vrijednosti invazivno i neinvazivno mjerenog arterijskog sistolickog krvnog tlaka u
Sest vremenskim tocaka unutar tri skupine. Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupina
u vremenskim to¢kama oznacena je slovima (A, B, C, D)

Skupina  Vremenske Broj iISAT (mmHg) - niSAT (mmHg) -
tocke Zivotinja (n)  srednja vrijednost srednja vrijednost
20 10 82,5+ 10,86 88,8 +£ 10,61
40 10 83,0+£11,45B 90,8 + 11,34
1 45 10 86,3 £14,15C 94,4 + 8,13
60 10 89,4+16,55 A 96,7 + 12,64
70 10 88,8 £13,98 D 972+12,33C
20 10 74,0+ 10,33 A 79,6 £17,09 A
40 10 754+ 11,02 B 81,0£17,31 B
2 45 10 83,5+ 14,34 C 87,9+21,32C
60 10 88,5 + 14,04 91,6 £ 20,14 D
70 10 92,7+11,16 D 100,9 £ 13,42 E
20 10 99,7+ 11,28 B 97,7+ 10,25 C
40 10 100,6 £ 12,74 A 103,1 £9,70 A
3 45 10 104,4 £12,69 D 103,99+ 1062 B
60 10 109,8 + 19,56 C 112,8 £+ 13,94 E
70 10 11,8 £17,22 E 113,8+11,55D
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5.4.4. Analiza neinvazivno i invazivno mjerenog dijastolickog arterijskog krvnog tlaka

Univarijatna analiza pokazala je znacajne razlike izmedu skupina za oba nacina mjerenja
arterijskog tlaka — invazivnog (iSAT: p = 2.10x10~°; iDAT: p=1.03222Ex107°) i neinvazivnog
(niSAT: p = 5.06x1077; niDAT: p = 8.13x107""), kao 1 izraZzen utjecaj vremena (iSAT: p =
1.60x107'"; niSAT: p = 8.13x107'"). Multivarijatni modeli potvrdili su znac¢ajan ucinak skupine
(iISAT: p=0.00032; niSAT: p=0.0077) i vremena (iSAT: p = 1.33x107""; niSAT: p=2.00x1079),
dok interakcija skupina x vrijeme nije bila znacajna u oba modela. Statisti¢Cki su znacajne
odstupajuce vrijednosti (ISAT: p = 1.14x107%7; niSAT: p = 7.05x1072*). Usporedba pojedinacnih
skupina pokazala je da skupina 3 dosljedno odrzava najvise vrijednosti tlaka, u odnosu na skupinu
21 1. Za iSAT, skupina 3 znacajno nadmasuje skupinu 2 u gotovo svim vremenskim tockama, 20
min: p = 0.002; 40 min: p = 0.0003; 45 min: p = 0.0056; 60 min: p = 0.0147; 70 min: p = 0.0267
(Tablica 16.), dok razlike izmedu skupine 2 i skupine 1 nisu znacajne (p > 0.1). Sli¢ni trendovi
vidljivi su 1 za niSAT te dijastolicki tlak (IDAT/niDAT), gdje skupina 3 pokazuje znacajno vece
vrijednosti u odnosu na skupinu 1 i 2 u kasnijim minutama (niDAT 40 min: p = 0.0046; 70 min: p

=0.0227).
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Tablica 16. Vrijednosti invazivno i neinvazivno mjerenog dijastolickog arterijskog tlaka u Sest

vremenskih tockaka unutar tri skupine. Statisticki znac¢ajna razlika (p<0,05) izmedu skupina u

vremenskim to¢kama oznacena je slovima (A, B, C, D, E, F)

Skupina Vremenska Broj iDAT (mmHg) — niDAT (mmHg) —
tocka Zivotinja srednja vrijednost srednja vrijednost
(n)
20 10 49,8 +4,61 50,4 + 8,88
40 10 50,8 +4,37 51,2+10,50 A
1 45 10 56,7 9,06 55,6 + 8,14
60 10 58,6 £ 14,61 58,3+11,99
70 10 55,7+ 14,96 E 57,6 £10,18
20 10 47,1 £9,19 A 45,4+ 13,72
40 10 47,4+9,62 B 45,6 £ 1423 A
2 45 10 53,2+13,01 C 53,6 £19,91
60 10 59,9+10,83 D 58,3+11,99
70 10 67,3 +6,93 57,6 £10,18
20 10 62,8+9,02 B 60,2 + 5,88
40 10 649 +12,55 A 643+11,37B
3 45 10 72,3+ 14,26 D 62,5+12,92
60 10 71,1 +£1495C 68,8 = 16,94
70 10 73,2+ 13,99 F 73,4 + 16,05

5.4.5. Analiza vrijednosti intraokularnog tlaka tijekom perioperacijskog razdoblja

Univarijatna analiza pokazala je znacajne razlike medu skupinama analgetika (p =

0.00025) 1 kroz vrijeme perioperacijskog razdoblja (p = 4.89x107'"). Multivarijatni modeli

potvrdili su znacajan ucinak vremena (p = 0.0388) i random efekta (p =2.69%107%), dok interakcija

skupina x vrijeme (p = 0.161) 1 sam uc¢inak skupine (p = 0.589) nisu bili znac¢ajni. Ovo ukazuje da

se dinamika promjena intraokularnog tlaka tijekom perioperativnog razdoblja ne razlikuje bitno

medu analgeticima, a individualne varijacije medu Zivotinjama doprinose ukupnoj varijabilnosti.

Usporedba pojedinacnih skupina pokazala je da su vecina razlika nesignifikantne (p > 0.05), iako

su zabiljeZene kratkotrajne zna€ajne razlike izmedu fentanila 1 levobupivakaina na 40. minuti (p =

0.031) te izmedu fentanila i metadona na 45. 1 70. minuti (p = 0.042 1 p = 0.019) (Slika 14.).
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Skupina 1E3 2E3 3 BS

bbb

Vrijeme (h)

Slika 14. Prikaz intraokularnog tlaka u Sest vremenskih to¢aka unutar tri skupine. Crnim tockama
oznacene su odstupajuce vrijednosti u pojedinin vremenskim tockama. Asterisk oznacava
statisticki znacajne vrijednosti skupine 2 i 3 u 40 vremenskoj tocki, izmedu skupine 1 i 3 u 45

vremenskoj tocki te izmedu skupine 11 3 u 70 vremenskoj tocki.

5.4.6. Analiza promjera zjenice oka tijekom perioperacijskog razdoblja

Univarijatna analiza pokazala je da apsolutne razlike u promjeru zjenice medu skupinama
analgetika nisu znacajne (p = 0.0608), dok je vrijeme perioperacijskog razdoblja imalo znacajan
ucinak na promjer zjenice (p = 0.00075). Multivarijatni modeli potvrdili su znac¢ajnu interakciju
skupina x vrijeme (p = 2.95%x107%), $to ukazuje da dinamika promjene zjenice kroz vrijeme ovisi o
primijenjenom analgetiku (Tablica 18.), dok sam ucinak skupine nije bio znacajan (p = 0.450).
U¢inak vremena bio je izrazito znacajan (p = 1.89x1073%), te znacajne odstupajuce vrijednosti (p =

6.89x107%). Statisticki je znacajna razlika izmedu skupine 1 i 3 u 20. minuti (p = 0.032)
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Tablica 18. Vrijednosti promjera zjenice u Sesti vremenskih tocka unutar tri skupine. Statisticki

znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupina u vremenskoj toc¢ki oznacena je slovom (A, B)

Skupina Vremenska tocka Broj Vrijednost (mm) Min-Max (mm)
Zivotinja (n)
15 10 1.740 £ 0,167 1.6-2.0
20 A 10 1.765 + 0,106 1.6-2.0
40 10 1.795 £ 0,138 1.6-2.1
1 45 10 1.810 £ 0,120 1.7-2.1
60 10 1.820 £ 0,121 1.7-2.1
70 10 1.815+0,125 1.7-2.1
15 10 1.689 + 0,190 1.5-2.1
20 10 1.710 £ 0,179 1.5-2.1
40 10 1.780 + 0,220 1.6-2.3
2 45 10 1.845 £ 0,252 1.6-2.5
60 10 1.880 + 0,267 1.7-2.6
70 10 1.910 £ 0,274 1.7-2.6
15 10 1.633 £0,058 1.6-1.7
20 B 10 1.640 += 0,107 1.5-1.8
40 10 1.690 £ 0,120 1.5-1.8
3 45 10 1.710 £ 0,149 1.4-1.85
60 10 1.780 + 0,140 1.5-1.9
70 10 1.792 £ 0,131 1.5-1.92
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6. RASPRAVA

Analiza vrijednosti kopeptina, kortizola i haptoglobina pokazuje da je perioperacijski stres
dobro kontroliran u svim skupinama, $to ukazuje da je primijenjeni analgetski protokol bio
dostatan. lako se nisu uocile statistiCke korelacije izmedu kopeptina, kortizola I haptoglobina
vrijednosti su bile ujednacene, Sto potvrduje ucinkovitost analgezije i ogranicava izrazen stresni
odgovor. Usporedba razlicitih analgetika pokazuje da levobupivakain pruza optimalnu modulaciju
bioloskih pokazatelja stresa. Vrijednosti kopeptina 1 kortizola u skupini tretiranoj
levobupivakainom ostale su stabilne tijekom cijelog promatranog razdoblja, dok su efntanil 1
metadon pokazali vece varijacije u odredenim vremenskim tockama. Posebno je uoceno da su
koncentracije haptoglobina kod levobupivakaina znacajno nize u svim vremenskim tockama, $to
upucuje na ucinkovitiju kontrolu akutnog faznog odgovora i smanjenje biokemijskog stresa.
Tijekom istrazivanja, najveca odstupanja zabiljeZena su u pojedina¢nim vrijednostima unutar
skupina, $to potvrduje izrazito znacajne odstupajuce vrijednosti u multivarijatnoj analizi. Ovaj
nalaz naglasava da interindividualna varijabilnost ima klju¢nu ulogu u odgovoru na stres, ¢ak i

kada je primijenjen kvalitetan analgetski protokol.

Rezultati potvrduju da modulacija perioperacijskog stresa ovisi ne samo o vrsti analgetika,
ve¢ 1 o mehanizmu djelovanja 1 individualnoj osjetljivosti. Levobupivakain, primijenjen
epiduralno, pokazuje prednost u odrZavanju ujednacenih vrijednosti kortizola i1 kopeptina te
znacajnijeg smanjenja haptoglobina u odnosu na intravenozne opioide, $to ga ¢ini optimalnim
izborom za kontrolu stresnog odgovora. U skladu s literaturnim podacima (HAROUTOUNIAN,
2018; IVASCU 1 sur., 2024.), ovi nalazi naglaSavaju vaznost pazljivog odabira analgetika 1
protokola primjene, uzimajuci u obzir interindividualne razlike, kako bi se maksimalno smanjio

biokemijski i fizioloski stres u perioperacijskom razdoblju.

6.1. Bioloski pokazatelji stresa tijekom perioperacijskog razdoblja

Kopeptin je pokazao ujednacene vrijednosti u skupini Zivotinja koje su primale

levobupivakain, gdje su uocava pad vrijednosti kopeptina kroz ispitivani period. Takav nalaz
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sugerira da epiduralna primjena levobupivakain odrzava konzistentan i relativno nizak
neuroendokrini odgovor na operacijski stres (UZUNLAR 1 sur., 2021.; LIN i sur., 2025.). Skupina
ovaca kojoj je primijenjen fentanil pokazala je nize pocetne vrijednosti kopeptina u odnosu na
ostale skupine, uz blagi porast u trecoj vremenskoj tocki, te ponovni pad vrijdnosti u trecoj
vremenskoj tocki Sto potvrduje da fentanil osigurava ucinkovit i pouzdan analgetski u¢inak uz
minimalnu aktivaciju HPA osi (HAROUTOUNIAN, 2018.). Nasuprot tome, metadon je bio
povezan s najviSim 1 najvarijabilnijim vrijednostima kopeptina, §to upucuje na izraZeniji i
heterogen stresni odgovor u ovoj skupini. Nalazi rezultata istrazivanja su u skladu s literaturom
koja potvrduje kopeptin kao pouzdan pokazatelj aktivacije HPA osi u perioperacijskim uvjetima
(MORGENTHALER 1 sur., 2006; KATAN 1 sur., 2009), iako podaci o njegovom odnosu s
pojedinim analgeticima jo$ uvijek ostaju ograni¢eni (VON RECUM i sur., 2015.; JALLEH i
TORPY (2021.

Sli¢an obrazac uocen je i1 kod kortizola. Najnize vrijednosti zabiljezene su u skupini s
fentanilom, Sto potvrduje njegovu sposobnost da u¢inkovito smanji endokrini stresni odgovor. To
je u skladu s nalazima Haroutouniana (2018), koji opisuje da opioidi mogu inhibirati lu¢enje CRH,
smanjiti odgovor hipofize 1 djelovati izravno na nadbubreznu Zlijezdu. U skupini s
levobupivakainom kortizol je bio nesto vi$i u ranim mjerenjima, ali su u tre¢oj vremenskoj tocki
zabiljezene najnize vrijednosti kortizola u usporedbi s drugiom skupinama, §to upucuje na
povoljan ucinak epiduralne blokade u kasnijoj fazi poslijeoperacijskog razdoblja (DAVID i sur.,
2007.). Rezultati se podudaraju s istraZzivanjima koja su pokazala smanjene razine vrijednosti
kortizola nakon epiduralne primjene levobupivakaina u razli¢itim kirurSkim i eksperimentalnim
modelima (BAYAZIT 1 sur., 2013; AHISKALIOGLU 1 sur., 2016; PERSEC 1 sur., 2009;
RANGAPRIYA 1 sur.,, 2023). Nasuprot tome, metadon je bio povezan s poviSenijim i
neujednaCenim vrijednostima kortizola kroz sve ri vremenske tocke, $to upucuje na izraZeniji i
produljeni stresni odgovor, u skladu s podacima da primjena metadona moZe utjecati na funkciju
nadbubrezne Zlijezde i regulaciju stresa (ZOJAJI 1 sur., 2023; YANG i sur., 2016; PSARIANOS i
sur., 2025).

Analiza vrijednosti haptoglobina takoder je ukazala na razlike medu skupinama. U skupini
ovaca koje su primale metadon haptoglobin je bio povisen 1 varijabilan kroz sve tri vremenske

tocke, Sto potvrduje izraZeniji stresni 1 upalni odgovor u odnosu na fentanil i levobupivakain
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(GARRIDO i TROCONIZ, 1999.). Kod Zivotinja koje su primale fentanil, vrijednosti su
pokazivale oscilacije s tendencijom porasta u treoj vremenskoj tocki §to moze odrazavati blagi
akutnofazni odgovor, budu¢i da je haptoglobin poznat kao osjetljiv pokazatelj upale i stresa kod
ovaca (SACERDOTE 1 sur., 2008.; KHALIL I AL-HUMADI, 2020.). U skupini s
levobupivakainom vrijednosti haptoglobina bile su dosljedno niZe nego u skupinama s fentanilom
1 metadonom, $to upucuje na manji upalni odgovor i smanjenu aktivaciju akutne faze. Ovi rezultati
podudaraju se s literaturom koja navodi da epiduralna blokada moze reducirati sistemsku upalnu

reaktivnost (LYKKEGAARD i sur., 2005; LIN i sur., 2025).

6.2. Biokemijski pokazatelji akutnog stresnog odgovora u perioperacijskom razdoblju

6.2.1. Hepatocelularna funkcija uslijed stresa tijekom operacijskih zahvata

Dobiveni rezultati ukazuju da primjena metadona, fentanila i levobupivakaina dovodi do
znacajnog porasta vrijednosti ALT-a u vremenskoj tocki 24 u odnosu na vremensku tocku 0.
Uoceno je da se razlike najviSe manifestiraju izmedu pocetne i zavrSne vremenske tocke, dok rane

promjene (0-3) nisu statisticki znacajne, Sto sugerira da poviSenje ALT-a ima odgodeni karakter.

U skupini s metadonom prisutan je najizrazeniji u¢inak s visoko znac¢ajnim porastom ALT-
a u vremenskoj tocki 24, dok je u skupini fentanil zabiljeZen umjeren porast ALT-a u 24. satu.
Levobupivakain je pokazao sli¢an obrazac, s jasnim razlikama izmedu 0-24 1 3—24 sata. Promjene
vrijednosti ALT-a odgovaraju nalazima iz literature koja opisuju prolazna postoperacijska
poviSenja transaminaza unutar 24-48 sati, Sto se najéeSce pripisuje kirurSkom stresu i
hemodinamskim fluktuacijama, a ne specificnom uc¢inku pojedinog analgetika (TAN i sur., 2003.).
Pritom je zanimljivo da je upravo u skupini levobupivakain zabiljezena vec¢a interindividualna
varijabilnost, §to se moze povezati s njegovim dominantno hepati¢ckim metabolizmom (PAVLICA

isur., 2022.).

S obzirom da ALT predstavlja specifican marker hepatocelularnog oStec¢enja, dobiveni

nalazi mogu ukazivati na potencijalni hepatotoksicni ucinak, izraZeniji kod metadona, dok
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levobupivakain 1 fentanil pokazuju blazi, ali ipak statisticki znacajan porast. Random efekti u
multivarijatnoj analizi ukazuju na varijabilnost individualnog odgovora, §to moze biti posljedica
bioloskih razlika izmedu Zivotinja. Rezultati istrazivanja u skladu su s ranijim istrazivanjima koja
ukazuju da opioidi i lokalni anestetici mogu modulirati hepatocelularne enzime kroz mehanizme
koji ukljucuju oksidativni stres, metabolizam u jetri i sekundarne upalne procese (AMRAEI i sur.,

2018.).

Analiza vrijednosti AP-a u ovoj studiji pokazuje da primjena fentanila izaziva znacajnu
promjenu izmedu vremenskih to¢aka 0 i 24 h, dok primjena levobupivakaina i metadona ne
uzrokuje sli¢éne promjene. Ovaj nalaz sugerira da fentanil ima brzi ili izraZeniji farmakoloski

ucinak u promatranom vremenskom okviru.

Slicna pojava opisana je u literaturi, gdje je kod kratkotrajne primjene metadona
zabiljeZzena manja hepatotoksi¢nost u usporedbi s drugim opioidima, dok su povisenja jetrenih
enzima ceS¢a kod kroni¢nih korisnika opioida zbog kumulativnog ucinka i pridruzenih
komorbiditeta (AMRAEI i sur., 2018). Povecane vrijednosti jetrenih enzima takoder mogu
odrazavati razli¢itu osjetljivost hepatobilijarnog sustava na opioide, ali i u¢inke hemodinamskih
oscilacija izazvanih perioperacijskim stresom. U skladu s tim, opioidi, osobito fentanil, mogu
interferirati s bilijarnom ekskrecijom i prolazno povisiti vrijednosti jetrenih enzima (SMITH 1
VALE, 2006). Sli¢ni obrasci opazeni su i u zivotinjskim modelima, gdje je naglaSena vaZznost
interindividualne metabolicke sposobnosti (PAVLICA i sur., 2022). Ovi obrasci su u skladu s
literaturom koja opisuje da anestezioloski postupci, bez obzira na vrstu primijenjene analgezije,
mogu prolazno utjecati na aktivnost jetrenih enzima (HMZA 1 sur., 2024.), pri ¢emu rezultati ovog
istrazivanja dodatno naglaSavaju vazZnost interindividualnih razlika 1 farmakokinetickih

specifi¢nosti pojedinih lijekova.

Univarijatna analiza istice statisticki znacajne razlike izmedu skupina 1 kroz vrijeme,
medutim, multivarijatna analiza s mijeSanim efektima pokazuje da fiksni efekti (grupa, vrijeme i
interakcija grupa x vrijeme) nisu statisti¢ki znacajni, dok su random efekti bili znacajni. Ovaj nalaz

sugerira da individualna varijabilnost medu ispitanicima igra dominantnu ulogu.

Rezultati analize AST-a pokazuju da se vrijednosti znaajno mijenjaju tijekom vremena,

neovisno o skupini lijeka. U€inak vremena ima dominantnu ulogu, dok primjena metadona,
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fentanila 1 levobupivakaina ne dovodi do statisticki znacajnih razlika u vrijednostima AST-a. lako
su uoceni trendovi povisenja AST-a u vremenskoj tocki 24, osobito kod skupina koje su primale
fentanil i metadon, razlike izmedu skupina nisu bile znacajne. Ovo sugerira da porast AST-a nije
specifi¢no vezan uz pojedini lijek, nego vjerojatno predstavlja nespecifican odgovor organizma na

eksperimentalne uvjete ili opterecenje jetre.

S obzirom na to da je AST manje specifican pokazatelj hepatocelularnog ostecenja od
ALT-ajer se nalazi i u drugim tkivima poput misica, uoene promjene mogu odrazavati i sistemske
procese uz same hepati¢ne efekte (HAN 1 sur., 2023.). Statisticki znacajni random efekti dodatno
upucuju na varijabilnost medu zivotinjama, $to potvrduje heterogenost odgovora na isti tretman.
Dobiveni nalazi sugeriraju da, iako AST pokazuje znacajnu dinamiku kroz vrijeme, nije pouzdan

za diferencijaciju hepatotoksi¢nog ucinka pojedinih lijekova, dok ALT daje osjetljiviju sliku.

Vrijednosti serumskog bilirubina u ovom istrazivanju pokazale su znacajne razlike medu
skupinama i tijekom vremena. Najizrazenije razlike uocene su u prvoj i drugoj vremenskoj tocki,
1 to ponajprije izmedu skupine koja je primala levobupivakain u odnosu na fentanil i metadon.
Levobupivakain se povezuje sa znacajno visSim vrijednostima bilirubina u usporedbi s fentanilom
u prvoj I drugoj vremenskoj tocki te metadonom u drugoj vremenskoj toc¢ki Sto moze upucivati na
jaci 1 neposredan utjecaj na hepatobilijarni metabolizam nakon primjene. Nasuprot tome, fentanil
1 metadon nisu pokazali medusobne razlike u nijednoj vremenskoj to¢ki, Sto sugerira sli¢an u¢inak
na koncentraciju bilirubina. U obje skupine zabiljeZen je porast vrijednosti bilirubina u drugoj
vremenskoj tocki, Sto moZe odraZavati prolaznu stimulaciju bilijarnog protoka izazvanu
opioidima. Takav je nalaz u skladu s istrazivanjima Thompsona (2001) 1 Wua 1 sur. (2004), koji
navode da opioidni analgetici mogu uzrokovati privremeni porast tlaka u Zu¢nim kanalima. S
druge strane, Mirani Toradeh i sur. (2020) iznose da dugotrajna primjena metadona moze
rezultirati kumulativnim porastom bilirubina, $to upucuje na njegov potencijalni utjecaj na bilijarni

sustav.

Dodatno, znacajne odstupajuce vrijednosti u ovom istrazivanju ukazuju na prisutnost
individualnih razlika u odgovoru, $to je od posebne vaznosti pri interpretaciji nalaza. Takva
varijabilnost moze odrazavati razlike u metabolickoj aktivnosti ili osjetljivosti jetre na

primijenjene lijekove, Sto potencijalno utjece na klinicku relevantnost zabiljezenih promjena.
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6.2.2. Metabolicki odgovor na akutni stres

6.2.2.1. Promjene vrijednosti serumske glukoze posredovane perioperacijskim stresom

Rezultati disertacije pokazali su da je vrijeme glavni ¢imbenik koji utjece na promjene
vrijednosti glukoze, dok medu skupinama nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Ipak, uocene
su razli¢ite dinamike porasta glukoze ovisno o primijenjenom lijeku.

U skupini koja je primila metadon uocen je rani porast glukoze u 3. satu, koji se odrzao i
dodatno intenzivirao u 24. satu. Ovo je u skladu s literaturom koja ukazuje na to da metadon moze
uzrokovati promjene u metabolizmu ugljikohidrata, djelomi¢no posredovane opioidnim
receptorima i stresnim odgovorom organizma (TAHERGORABI i sur., 2019.). Kod skupine koja
je primila fentanil zabiljezen je postupni i kontinuirani porast glukoze ve¢ nakon 3 sata, s najvis§im
vrijednostima u 24. satu. Ovakav nalaz podudara se s prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da
opioidi, ukljucujuéi fentanil, mogu utjecati na metabolizam glukoze modulacijom simpatickog
ziv€anog sustava i sekrecije kortizola, $to dovodi do povecane glukoneogeneze i glikogenolize
(LEE i sur., 2011.; MARIK i BELLOMO, 2013.; HELANDER i sur., 2019.).

Za razliku od opioida, u skupini koja je primala levobupivakain nije uocen rani porast
glukoze. Promjene postaju znacajne tek nakon 24 sata, Sto moze upucivati na indirektan ucinak
lokalnog anestetika koji nije izravno metabolicki, ve¢ posredovan fizioloskim odgovorom
organizma tijekom duljeg vremena, S$to je u skladu s ranijim istrazivanjima o minimalnom
metabolickom ucinku epiduralnih anestetika (YILMAZ i sur., 2010.). Rezultati ovog istrazivanja

ukazuju da opioidi imaju brZi 1 izraZeniji u¢inak na povisenje glukoze u odnosu na levobupivakain.

6.2.2.2 Utjecaj perioperacijskog stresa na razine serumskih proteina i albumina

Rezultati disertacije ukazuju da primjena razli¢itih analgetika dovodi do razlika u
koncentraciji serumskih proteina, dok vrijeme samo po sebi ne utjeCe znacajno na njihovu
dinamiku. Najizrazeniji u¢inak uocen je u skupini koja je primala metadon, gdje su u drugoj i trecoj
vremenskoj toCki zabiljeZene viSe vrijednosti u usporedbi sa skupinom kojoj je primijenjen

fentanilom, a u drugoj vremenskoj tocki i u odnosu na skupina koja je dobivala levobupivakain.
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Ovaj nalaz moze sugerirati da metadon, za razliku od fentanila i levobupivakaina, ima potencijalno
izrazeniji uCinak na metabolicku regulaciju proteina, Sto je u skladu s literaturom koja povezuje

opioide s modulacijom jetrene sinteze proteina (HELANDER i sur., 2019.).

Znacajni random efekti dodatno potvrduju postojanje individualnih varijacija u odgovoru,
S$to moze biti posljedica razlika u jetrenom metabolizmu, nutritivnom statusu ili farmakogenetskim
¢imbenicima zivotinja. Dobiveni rezultati ukazuju na to da tip primijenjenog analgetika moze
modulirati serumske vrijednosti albumina. Najkonzistentniji u¢inak zabiljezen je kod fentanila,
gdje su vrijednosti albumina bile viSe u odnosu na levobupivakain u svim vremenskim tockama.
Ovo moze odrazavati razlike u u€inku na sintezu proteina u jetri ili na distribuciju albumina u
plazmi pod utjecajem opioida i lokalnih anestetika. U literaturi postoje istrazivanja da lokalni
anestetici, ukljucujuéi levobupivakain, mogu smanjiti sintezu proteina hepatocita putem
oksidativnog stresa i poremecaja ionske homeostaze, (RAMOS-TOVAR i MURIEL, 2020.) $to bi

moglo objasniti nize vrijednosti albumina u ovoj skupini.

Nedostatak znacajnih razlika izmedu fentanila i metadona sugerira sli¢an u¢inak ova dva
opioida na homeostazu albumina, dok je levobupivakain izdvojen kao skupina s potencijalno
veéim negativnim ucinkom na koncentraciju albumina. Znacajni random efekti uoceni u
multivarijatnom modelu ukazuju na postojanje individualnih varijacija, $Sto moze odrazavati

razli¢itu osjetljivost jetre ili nutritivni status pojedinih Zivotinja.

6.3. HematoloSke promjene krvnih parametara tijekom kirur§kog stresa

Rezultati analize broja eritrocita pokazali su znacajne promjene tijekom perioperativnog
razdoblja, §to je u skladu s poznatim fizioloSkim odgovorom organizma na kirurski stres. Naime,
stres povezan s operacijskim zahvatom aktivira simpaticki ziv€ani sustav 1 HPA os, §to dovodi do
povecanja razine kortizola i katekolamina. Ovi hormoni utjeCu na redistribuciju eritrocita,
mobilizaciju rezervnih stanica iz slezene te regulaciju volumena cirkulirajuée krvi

(DESBOROUGH, 2000.).
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Univarijatna analiza pokazala je da se broj eritrocita znaajno mijenjao kroz vrijeme
(ANOVA p < 0,001), dok usporedbe izmedu pojedinih skupina pokazuju jedino statisticku
znalajnu razliku u drugoj vremenskoj tocki izmedu skupine 1 i 3 Sto sugerira da anestetici mogu
imati kratkotrajan utjecaj na broj eritrocita. Medutim, multivarijatna analiza pokazala je da je
vrijeme glavni ¢imbenik promjene broja eritrocita, dok interakcija izmedu skupine 1 vremena nije
bila znacajna. To ukazuje da je perioperativni vremenski tijek, a ne specificna farmakoloska
intervencija, dominantan u modulaciji eritrocitnih vrijednosti. Vrijednosti eritrocita, u sve tri
skupine pokazuju kumulativni porast broja eritrocita. Posebno izrazen u tre¢oj vremenskoj tocki,
Sto se moze pripisati hemokoncentraciji uslijed gubitka tekucine, smanjenja plazmatskog
volumena ili simpati¢ke aktivacije kao dijelom odgovora na operacijski stress. Ovi nalazi
potvrduju prethodne studije koje isti¢u da perioperativne hemodinamske promjene, gubitak krvi,
infuzija tekucina i stresna reakcija znacajno utjeCu na koncentraciju eritrocita (DE WITTE 1

SESSLER, 2002.).

Rezultati analize hematokrita pokazuju da promjene u perioperativnom periodu primarno
ovise o vremenskom toku, a ne o odabiru anestetika. Razlike u drugoj vremenskoj tocki izmedu
skupine levobupivakain i metadon te fentanil i levobupivakain odraZavaju privremeno aktiviranje
simpatickog zZiv€anog ili redistribuciju tekuc¢ine. Analiza kroz vrijeme pokazala je da je faktor
vremena statisticki znacajan (ANOVA p = 9 x 107'2), §to potvrduje da hematokrit znacajno varira
tijekom perioperacijskog perioda neovisno o grupi. Multivarijatna analiza (Imer model) dodatno
je potvrdila da interakcija izmedu grupe i vremena nije znacajna (p = 0,474), dok je sam faktor
vremena ostao znacajan (p = 0,00015). Znacajne odstupajuce vrijednosti (p = 1 x 107¢) ukazuju na

prisutnost individualne varijabilnosti medu Zivotinjama.

Rezultati istrazivanja ukazuju da promjene hematokrita u ranim postoperativnim satima
prvenstveno odraZzavaju fizioloski odgovor na operaciju i perioperativni stres, ukljucujuci
redistribuciju tekuéine 1 odgovor organizma, a ne direktan ucinak primijenjenih anestetika.
Kratkotrajne razlike izmedu levobupivakaina, fentanila i metadona u drugoj vremenskoj tocki
stoga se mogu smatrati priviemenim i bioloski razumljivim. Nalazi istrazivanja su u skladu s
prethodnim studijama koje sugeriraju minimalan dugorocni utjecaj razliCitih anestetika na
hematokrit te isticu vaznost perioperativnog stresa i individualne varijabilnosti u interpretaciji

postoperativnih hematoloSkih parametara (KE 1 sur., 2020.; QURAISHI i sur., 2022).
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Analiza vrijednosti leukocita pokazuje da promjene broja leukocita tijekom
perioperativnog perioda prvenstveno ovise o vremenu, a ne o tipu primijenjenog anestetika.
Univarijatna analiza izmedu grupa u 24. postoperativnom satu zabiljezene su znacajne razlike
izmedu fentanila i levobupivakaina te fentanila i metadona. Rezultati sugeriraju da fentanil moze
inducirati znacajnije promjene u broju leukocita u usporedbi s ostalim ispitivanim lijekovima.
Rezultati sugeriraju da promjene broja leukocita u perioperativnom periodu prvenstveno
odrazavaju fizioloski odgovor na kirurski stres, ukljucujuci upalne i imunoloske reakcije, dok
odabrani anestetici imaju minimalan ili specificno kasno izrazen ucinak. Razlike u trecoj
vremenskoj tocki mogu odrazavati modulaciju imunoloskog odgovora (KIM 1 sur., 2011.; INAGI
i sur. 2016.). Nalazi su u skladu s prethodnim studijama koje pokazuju da perioperativni stres 1
individualna varijabilnost dominiraju u promjenama leukocita, dok anestetici u standardiziranim
uvjetima operacije imaju minimalan utjecaj (REM 1 sur., 1980.; MARIK i BELLOMO, 2013.;
HELANDER i sur., 2019). Promjene leukocita su vremenski ovisne 1 individualno varijabilne, a

ucinak anestetika je sporadi€an i kratkotrajan.

6.4. Hemodinamska stabilnost uslijed primijenjenog protokola intraoperacijske analgezije

6.4.1. Respiracijska frekvencija i sr¢ani ritam

Rezultati su pokazali da je respiracijska frekvencija najniza u skupini koja je primila
metadon, a najvisa u skupini s levobupivakainom, dok je skupina koja je dobila fentanil zauzela
intermedijarne vrijednosti uz vecu varijabilnost. Statisticki znacajne razlike uocene su izmedu
levobupivakaina 1 metadona od 20 vremenske tocke do 70. Primjena metadona moZe izazvati
depresiju disanja, fentanil ima kratkotrajni, ali izraZen respiratorni ucinak, dok levobupivakain
minimalno utjece na ventilaciju. Multivarijatna analiza istaknula je vaZznu ulogu interindividualne
varijabilnosti. Povecana varijabilnost frekvencije disaja tijekom vremena upucuje na individualne
razlike u respiracijskom odgovoru, povezane s farmakodinamickim djelovanjem opioida na

respiracijski centar (KOO 1 EIKERMANN, 2011.; NAGAPPA 1 sur., 2017).
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Analiza sr¢ane frekvencije pokazala je statisticki znacajne razlike izmedu skupina, osobito u
vremenskim tockama od 40. do 70. minute, gdje je primjena fentanila dovela do nizih vrijednosti
HR u usporedbi s levobupivakainom i metadonom. Ovakav nalaz upucuje na izrazeniji depresorni
ucinak fentanila na autonomni odgovor, §to je u skladu s njegovim poznatim farmakodinamskim
svojstvima i snaznim simpatolitickim uc¢inkom. Iako je vremenski faktor sam po sebi imao manji
utjecaj, interakcija izmedu grupe i vremena pokazala se znacajnom, Sto sugerira da se ucinci
pojedinih analgetika mijenjaju ovisno o fazi zahvata i trajanju izlozenosti. Levobupivakain je
odrzavao ujednaceniji ritam bez izraZenih oscilacija, dok je metadon pokazivao vecu varijabilnost
izmedu jedinki (DAHAN i sur., 2010). Multivarijatna analiza istaknula je znacajnost odstupajuc¢ih
vrijednosti ukazuje da su najveca odstupanja zabiljeZena na razini pojedinacnih Zivotinja, $to
potvrduje vaznost individualnog pristupa u procjeni analgezije i interpretaciji hemodinamskih
odgovora. Takva varijabilnost ne umanjuje u¢inak analgetika, ve¢ naglasava biolosku raznolikost

u odgovoru na stres i farmakoloSku stimulaciju.

6.4.2. Promjene sistolickog i dijastolickog arterijskog tlaka mjerene invazivnom i

neinvazivnom metodom

Rezultati pokazuju visoku podudarnost izmedu invazivnog (iSAT) i neinvazivnog (niSAT)
mjerenja arterijskog tlaka, pri ¢emu invazivno mjerenje preciznije detektira kratkotrajne oscilacije,
dok neinvazivno pouzdano prati ukupni hemodinamski trend. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju
da razli€iti analgetici imaju znacajan ucinak na arterijski tlak kod Zivotinjskog modela, a razlike
su dosljedno zabiljezene 1 kod invazivnog (iISAT/iDAT) i neinvazivnog (niSAT/niDAT) mjerenja.
Multivarijatna analiza potvrduje da su ucinci skupine 1 vremena znacajni, dok interakcija skupina
x vrijeme nije, Sto sugerira da razlike medu analgeticima ostaju stabilne tijekom cijelog

promatranog perioda.

Fentanil je pokazao najstabilniji hemodinamski profil, s nizim i dosljedno stabilnim
vrijednostima sistolnog 1 dijastolickog tlaka, te minimalnim oscilacijama. Metadon je imao

umjerene vrijednosti tlaka, slicne fentanilu, bez znacajnih odstupanja. Suprotno tome,

79



levobupivakain je odrzavao najvise vrijednosti tlaka, kako sistolnog, tako i dijastolnog, tijekom
cijelog promatranog perioda, s jasnim razlikama u odnosu na fentanil. Ovi rezultati ukazuju da
levobupivakain uzrokuje izrazeniji hemodinamski ucinak. Opioidi poput fentanila i metadona
smanjuju simpatikotonus ¢ime djeluju stabilizirajuce na arterijski tlak. U prisutnosti opioida tlak
pokazuje manji porast u usporedbi s izostankom analgezije ili primjenom analgetika koji ne
smanjuju znacajno simpatikotonus, poput levobupivakaina. Levobupivakain epiduralno djeluje
lokalno i moze blokirati simpati¢ki ziv€ani sustav, ali zbog promjena raspodjele volumena i
refleksnih reakcija moze do¢i do povisenja prosjecnog tlaka u nekim slucajevima, osobito u
usporedbi s opioidima. KlinCke studije o levobupivakainu pokazuju da epiduralna primjena
lokalnih anestetika mijenja hemodinamiku kroz blokadu simpatickog sustava (KABIR 1 sur.,
2025.) Rezultati istrazivanja ukazuju da izbor analgetika moze imati razli¢it ucinak na
hemodinamsku stabilnost tijekom operacijskog zahvata, pri ¢emu su fentanil i metadon prikladniji
za odrzavanje nizeg 1 stabilnijeg sistolickog tlaka, $to je poznato 1 iz nalaza literature (HUANG 1
sur., 2021.). Trendovi izmedu invazivnog i neinvazivnog mjerenja pokazali su visoku podudarnost
u smjeru i znacajnosti promjena. Invazivno mjerenje (iISAT/iDAT) pokazalo je vecu osjetljivost
na kratkotrajne oscilacije, dok neinvazivno mjerenje (niSAT/niDAT) precizno odrazava ukupni
trend, Sto potvrduje njegovu pouzdanost u pracenju hemodinamskog odgovora bez potrebe za

invazivnim postupcima (PETERSEN i sur., 2014.; LAM i sur., 2021.; NEDEL 1 sur., 2022.).

Znacajne idstupajuce vrijednosti u modelima ukazuje na vaznost individualnih bioloSkih
razlika medu Zivotinjama, Sto je tipi€no za eksperimentalne bioloske modele. Ovi podaci
naglaSavaju da, iako levobupivakain ima najjaci u€inak na tlak, fentanil i metadon ostaju stabilni
analgetici s minimalnim oscilacijama, §to moze biti klju¢no pri odabiru analgetika u

eksperimentalnim 1 klini¢kim uvjetima.
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6.5. Promjene intraokularnog tlaka i promjera zjenice oka uslijed primjene razlicite
intraoperacijske analgezije

Skupina zivotinja koja je primila fentanil pokazala je najveée vrijednosti IOT u gotovo
svim vremenskim tockama u usporedbi s ostalim skupinama. Najizrazenije povecanje zabiljeZeno
je izmedu 20 1 60 minuta, uz znacajnu varijabilnost medu jedinkama, S§to je vidljivo kroz Siri
interkvartilni raspon i prisutnost odstupaju¢ih vrijednosti. Ovaj porast IOT-a moze se objasniti
stimulacijom simpati¢kog Zziv€anog sustava koju opioidi poput fentanila induciraju, §to dovodi do
vazokonstrikcije intraokularnih krvnih Zila 1 povecanja oc¢nog volumena. Slicni nalazi
dokumentirani su u literaturi, gdje Mrazova i sur. (2018.) te Gomez-Martinez i sur. (2020.) navode
da intravenska primjena fentanila moze znacajno povecati IOT, pri ¢emu dolazi i do promjene
promjera zjenice.

U skupini zivotinja koje su primile levobupivakain uocava se umjereni porast I0T-a
tijekom vremena. Pocetne vrijednosti bile su nize, dok u vremenskim tockama 60 i 70 minuta
dolazi do postupnog povecanja tlaka uz Sirenje interkvartilnog raspona. Ovi nalazi ukazuju na
kontroliraniji hemodinamski odgovor 1 slabiji simpaticki u€inak u usporedbi s fentanilom.

Skupina Zivotinja koja je primala metadon pokazala je najstabilnije vrijednosti IOT-a. Box-
plotovi su uski, s malim interkvartilnim rasponom i minimalnim odstupaju¢im vrijednostima, a
tlak je ostao stabilan kroz sve vremenske toCke, §to odgovara metadonovom stabiliziraju¢em
ucinku na simpatikotonus.

Analiza promjera zjenice (PZ) pokazala je sli¢an obrazac. Skupina fentanila biljezi
najizrazeniji porast PZ-a, osobito nakon 40 minuta, uz povecanje medijana i interkvartilnog
raspona te prisutnost odstupajucih vrijednosti, §to moze odrazavati individualnu razliku u
simpatiCkom odgovoru 1 u€inak fentanila na kontrakciju ili dilataciju zjenice. Levobupivakain
izaziva postupno Sirenje zjenice od 40 minuta nadalje, s neSto manjom varijabilno$¢u, dok metadon
odrzava PZ gotovo konstantnim tijekom cijelog promatranog razdoblja.

Ovi rezultati ukazuju postojanje korelacije izmedu Sirenja zjenice 1 porasta IOT-a, osobito

u skupini zivotinja koje su primile fentanil. Porast IOT-a 1 PZ moze se povezati s opioidnim
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modulacijama simpatickog tonusa, vazokonstrikcijom i promjenama intraokularne cirkulacije, Sto
je uskladu s literaturnim nalazima (MRAZOVA i sur., 2018.; GOMEZ-MARTINEZ i sur., 2020.).
Skupina zivotinja koja je primala levobupivakain pokazuje umjereniji i stabilniji u¢inak na IOT I

PZ, dok skupina koja je primala metadon pokazuje najstabilniji odgovor.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju analize rezultata provedenih protokola intraoperacijske analgezije u tri
vremenenske tocke s ciljem procjene bioloSkih pokazatelja stresa, a uz primjenu fentanila,

metadona i epiduralno primijenjenog levobupivakaina formulirani su sljede¢i zakljucci:

1. Kopeptin, kortizol i haptoglobin su pouzdani pokazatelji perioperacijskog akutnog stresnog
odgovora kod ovaca, pri ¢emu se kopeptin pokazao kao najosjetljiviji i najpouzdaniji
marker.

2. Epiduralna primjena levobupivakaina pruza optimalnu modulaciju stresnog odgovora,
odrzava stabilne vrijednosti kortizola, kopeptina i znac¢ajno smanjuje haptoglobin, $to
ukazuje na ucinkovitiju kontrolu akutnog faznog odgovora u odnosu na intravenozne
opioide. Njegov uc¢inak omogucava uravnotezen i kontroliran odgovor intraokularnog tlaka
1 promjera zjenice, uz nesto vecu varijabilnost zbog interindividualnih razlika.

3. Fentanil osigurava stabilan i predvidljiv profil kortizola i kopeptina, odrzava homeostazu
te pouzdano kontrolira biokemijske i hematoloske parametre, ali izaziva znacajnije
povecanje intraokularnog tlaka i promjera zjenice u usporedbi s levobupivakainom.

4. Metadon dovodi do vece varijabilnosti u stresnim i hematoloskim parametrima, ali odrzava
stabilan intraokularni tlak i promjer zjenice.

5. Interindividualna varijabilnost (random efekt) ima klju¢nu ulogu u odgovoru na analgeziju,
Sto naglaSava vaznost prilagodbe analgetika pojedincu radi optimizacije homeostaze i
minimiziranja stresa.

6. Razlike u uc¢inku analgetika potvrduju da je pazljiv odabir vrste analgezije 1 protokola
primjene klju¢an za ucinkovitu kontrolu perioperacijskog stresa, pouzdano pracenje

biokemijskih markera 1 dobrobit Zivotinja u eksperimentalnim 1 klini¢kim uvjetima.
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Slika Al: Prikaz bioloSkih pokazatelja stresa tijekom perioperacijskog razdoblja unutar tri

vremenske toc¢ke izmedu tri skupine. Crvene linije i asterisk (*) oznacavaju statisti¢ki znacajne

razlike (p<0,05) izmedu skupina unutar vremenske tocke.
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Slika A2: Prikaz biokemijskih pokazatelja tijekom perioperacijskog perioda unutar tri vremenske
tocke 1 izmedu tri skupine. Crvena linija 1 asterisk (*) oznaCavaju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05) izmedu skupina unutar vremenske toCke dok crna linija i1 asterisk (*) oznacavaju
statisticki znacajnu razliku skupina izmedu vremenskih tocaka.
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Slika A3. Prikaz hematoloskih pokazatelja tijekom perioperacijskoj perioda unutar tri vremenske
tocke 1 izmedu tri skupine. Crvene linije 1 asterisk (*) oznacavaju statisticki znacajne razlike
(p<0,05) izmedu skupina unutar vremenske toCke dok crna linija i asterisk (*) oznacavaju

statisticki znacajnu razliku skupina izmedu vremenskih tocaka.
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Slika A4. Prikaz hematoloskih pokazatelja tijekom perioperacijskoj perioda unutar tri vremenske
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Slika AS. Prikaz sréane frekvencije, respiracijske frekvencije, intraokularnog tlaka i promjera
zjenice mjerenih u Sest vremenskih tocaka unutar tri skupine tijekom perioperacijskog perioda.
Crvene linije 1 asterisk (*) oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu skupina unutar

vremenske to¢ke dok crna linija 1 asterisk (*) oznacavaju statisticki znacajnu razliku skupina
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statisti¢ki znacajnu razliku skupina izmedu vremenskih tocaka
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e 2015. — 2019.: Istraziva¢ na EU projektu, Bioengineered Grafts for Cartilage Healing in
Patients“ (BIO-CHIP, Horizon 2020)

Nagrade

e 2011: Dekanova nagrada za znanstveni studentski rad ,,Procjena broja dobrog dupina
(Tursiops truncatus) u Sibensko-kninskoj Zupaniji*

e 2012: Dekanova nagrada za znanstveni studentski rad ,,Moguénosti odredivanja fetalnih
estrogena u mokra¢i gravidnih magarica (Equus asinus) u svrhu neinvazivnog pracenja

razvoja ploda*
Clanstva
« Clan Hrvatske veterinarske komore (HVK)
Predavanja na medunarodnim i nacionalnim konferencijama

e Pozvano predavanje, 7. Hrvatski veterinarski kongres, Dubrovnik, Hrvatska, listopad 2024.
— Resorpcija zuba kod macaka i pasa, lijeCenje prijeloma zuba i zadrZanih korijena,
parodontalne bolesti

e (QGostuju¢i predavac, studentski projekt ,,Hitna 1 intenzivna skrb®, srpanj 2024. —

Stomatoloske hitne intervencije

e Pozvano predavanje, WSAVA Symposium, Zagreb, 2018 — Oral disease are painful
e Pozvano predavanje, Veterinarski dani, Opatija, 2017 — Multimodalni pristup s primjerima

iz prakse
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Organizacija i vodenje radionica / teCajeva

7.10.2023: Voditelj radionice ,,Prakti¢na veterinarska stomatologija“, 10th International
Congress ,,Veterinary Science and Profession 2023, Zagreb

12.10.2019: Voditelj radionice ,,Basics of canine dentistry®, 8th International Congress
,Veterinary Science and Profession 2019%, Zagreb

16.6.2018: Voditelj radionice ,,Veterinary basic and local anesthesia workshop®, 2nd

European Veterinary Students Seminar, Zagreb

Organizacijski odbori medunarodnih simpozija

12th YGVA meeting in Zagreb 17-19th of July 2024

27.6.2018: 3rd International Veterinary Specialties Symposium — Emergency and Critical
Care in Veterinary Medicine, Zagreb

27.6.2017: 2nd International Veterinary Specialties Symposium — Emergency treatments
in Small Animals, Zagreb

30.6.2016: 1st International Veterinary Specialties Symposium — New Insights into Small

Animal Cancer Treatment, Zagreb

Stipendije

CEEPUS stipendija, University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno, Equine
Clinic, Brno, Ceska, rujan 2014

Erasmus stipendija, Klinika za male zivotinje, Veterinarski fakultet Ljubljana, Slovenija,

16.2.2025. — 4.3.2025.

UsavrSavanja i medunarodni boravci

Dermatoloske patologije 1 uloga veterinarskih dijeta u terapiji, Zastita od vanjskih 1
unutra$njih parazita pasa i macaka, 2015, Zagreb (Hrvatska)
3rd International Conference on Regenerative Orthopaedics and Tissue Engineering, 2015,

Zagreb (Hrvatska)
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Ist International Veterinary Specialties Symposium, New Insights into Small Animal
Cancer Treatment, 2016, Zagreb, Croatia

Dentistry and Oral Surgery course, 2016, Zagreb (Hrvatska)

Precongress dentistry day - workshop, 2017, Ljubljana (Slovenia)

2nd International Veterinary Specialties Symposium, Emergency treatments in Small
Animals,2017, Zagreb, (Hrvatska)

7th International Congress "Veterinary Science and Profession 2017", Zagreb (Hrvatska)
2nd European Veterinary Students Seminar, 2018, Zagreb, (Hrvatska)

Precongress dentistry day - dental radiography, 2018, Ljubljana (Slovenia)

3rd International Veterinary Specialties Symposium, Emergency and Critical Care in
Veterinary Medicine, 2018, Zagreb (Hrvatska)

8th International Congress "Veterinary Science and Profession 2019", Zagreb (Hrvatska)
9th International Congress "Veterinary Science and Profession 2021", Zagreb (Hrvatska)
10th International Congress "Veterinary Science and Profession 2023", Zagreb (Hrvatska)
29° Congresso Internazionale SIVE, Firenza, 2-3 febbraio 2024

12th YGVA meeting in Zagreb 17-19th of July 2024

7th Eastern European Regional Veterinary Conference (EERVC), Beograd, Srbija, 2024
ESAVS tecaj ,,Dentistry I, Dublin, Irska, 8.3.2025 — 12.3.2025
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