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Prekondicioniranje anesteticima predstavlja zastitu miokarda tijekom ishemije i reperfuzije koja je potaknuta primjenom inhalacijskih
anestetika prije ishemije. RazliGite unutarstaniéne protein-kinaze, mitohondrijski i sarkolemalni ATP-osjetljivi K* kanali i slobodni
radikali kisika imaju kljuénu ulogu u prijenosu unutarstaniénoga signala u prekondicioniranju. Ostali signalni elementi ukljuceni u
prekondicioniranje jesu, ali ne i isklju¢ivo: glikogen sintetaza kinaza 3-beta, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta, hipoksijom induci-
rani éimbenik 1-alfa, endotelna sintaza dusikovoga oksida i razli¢ite unutarstani¢ne kinaze kao $to su protein-tirozin-kinaze i protein-
serin/treonin-kinaze. Mitohondriji imaju sredisnju ulogu u mehanizmima stani¢ne smrti i zastiti stanica u prekondicioniranju. Stovise,
prekondicioniranje anesteticima smanjuje smrt kardiomiocita tako $to inhibira otvaranje mitohondrijske PT pore. U ovom pregled-
nom ¢lanku opisat ¢emo trenutadna stajaliSta i kontroverze s obzirom na ulogu mitohondrija u kardioprotektivnim ucincima

inhalacijskih anestetika.
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UvoD

Prouc¢avanje ucinaka inhalacijskih anestetika na funkciju srca
primarna je znanstvena aktivnost naSega zavoda ve¢ dugi niz
godina. Prvi smo pokazali fenomen prekondicioniranja
anesteticima (APC, prema eng., anesthetic-induced precondi-
tioning) i objasnili mnoge mehanizme ukljuéene u APC.
Istrazivanja u tom podrucju zapocela su nadim otkricem da
inhalacijski anestetik izofluran ima sli¢ne zastitne ucinke na srce
kao ishemijsko prekondicioniranje. Stovise, srce ostaje zadticeno
od ishemijsko-reperfuzijske (I/R) ozljede i nakon §to se odstrani
inhalacijski anestetik. Stoga, osim §to potice akutne zaStitne
u¢inke, APC dovodi do programiranih promjena u genskoj
ckspresiji razli¢itih proteina odgovornih za kardioprotekciju.
Nakon tog otkri¢a i mnogi su drugi laboratoriji dobili sli¢ne
rezultate i pokazali kako je prekondicioniranje vazno i u drugim
tkivima kao §to su mozak i bubreg, time potvrdujuéi da meha-
nizmi odgovorni za APC (slika 1) postoje u razli¢itim vrstama
stanica.

Uskoro je prepoznata i klinicka vaznost APC-a, te su nasa prvo-
bitna istrazivanja na zivotinjama vrlo brzo prodirena i na klini¢-
ka istrazivanja kojima je potvrdeno da inhalacijski anestetici
mogu prekondicionirati i ljudski miokard i poboljsati ishod
nakon kirurskih zahvata na srcu (1-5). To je ubrzalo definiranje
klinickih smjernica od strane American Heart Association i
American College of Cardiology za uporabu inhalacijskih
anestetika u bolesnika s rizikom od ishemije miokarda (6). |
danas su APC i signalni mehanizmi u APC-u predmet istrazi-
vanja ne samo radi boljeg poznavanja utjecaja anestetika na
zdravo ili bolesno srce, nego i da bi se §to bolje istrazili signalni
putovi u prekondicioniranju koji bi mogli unaprijediti terapijske
moguénosti u buduénosti (7). S obzirom na veliku vaznost mito-
hondrija u staniénom metabolizmu i oksidacijskom stresu, vjeru-
je se da je disfunkcija mitohondrija odgovorna za razlicite
bolesti srca. S druge strane, mitohondriji su izgledni cilj kardio-
protektivnih postupaka kao Sto je APC. Ipak. nase je razumije-

vanje funkcije mitohondrija u tim procesima ograni¢cno. U
ovom kratkom preglednom ¢lanku opisat ¢emo ncke od uloga
mitohondrija u APC-u.

Mitohondriji i prekondicioniranje anesteticima. Produljena
ishemija i naknadna reperfuzija miokarda mogu znacajno oSteti-
ti mitohondrije i uzrokovati smanjenje energetskih zaliha u stani-
¢i, a to nadalje moZe uzrokovati nepovratno ostec¢enje miokarda.
Medutim, stetni utjecaji ishemije i reperfuzije mogu biti znatno
umanjeni ako se srce prethodno izlozi kratkim razdobljima
ishemije ili farmakolo$kim ¢imbenicima, npr. inhalacijskim
anesteticima (8,9,10,11). Ti su prekondicijski poticaji usmjereni
k zastiti bioenergetike mitohondrija tijekom oksidacijskog stre-
sa. §to nadalje uzrokuje zastitu funkcije mitohondrija i zaStitu
stanica te smanjuje nekroticku i apoptoticku smrt stanica.
Pokazali smo da su mitohondriji izolirani iz srca Stakora
prekondicioniranih izofluranom blago depolarizirani i imaju
blago rasprezanje oksidacijske fosforilacije, $to moze smanjiti
stetnu akumulaciju Ca?* u mitohondrijskom matriksu bez nega-
tivnoga utjecaja na sintezu ATP-a (12). To su vjerojatno zastitni
uéinci kojima APC smanjuje stupanj oitecenja mitohondrija
tijekom oksidacijskoga stresa. Osim toga, s obzirom na njihovu
prirodnu topljivost u lipidima, inhalacijski anestetici mogu
izravno utjecati na razli¢ite funkcije mitohondrija kao §to su ove:
oksidacijska fosforilacija, stvaranje slobodnih radikala kisika
(ROS, prema eng., reactive oxygen species) i prijenos iona, te na
taj nain zapoceti signalnu kaskadu APC-a.

Tijekom procesa oksidacijske fosforilacije, prijenos elektrona s
reduciranih molekula (NADH i FADH,) na O, spregnut je s

izbacivanjem H* iona preko unutarnje mitohondrijske mem-
brane. Energija pohranjena kao elektrokemijski gradijent koristi
se za sintezu ATP-a (13), §to je glavna funkcija mitohondrija.
Medutim, osim sinteze ATP-a. mitohondriji su vaZno mjesto

stvaranja ROS-a koji ¢ine superoksidni anion (O,™) i njegovi

metaboliti (H,O, i OH") (14). ROS imaju dvojaku ulogu u stani-
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SLIKA 1.
Pojednostavljeni shematski prikaz prijenosa unutarstaniénoga signala i unutarstani¢nih ciljeva koji su ukljuceni u prekondicioniran-
je anesteticima.
FIGURE 1
Simplified schematic presentation of intracellular signal and intracellular targets which are involved in anesthetic preconditioning.

Osim sarkolemalnih K yp kanala (SarkK rp), inhalacijski anestetici mogu izravno aktivirati i mitohondrijske K orp kanale, Sto

uzrokuje promjenu bioenergetike mitohondrija i malu proizvodnju slobodnih radikala kisika (ROS-a). ROS aktivira razliite
unutarstani¢ne medijatore kao $to je protein kinaza C (PKC) koja fosforilira sarkK ypp i senzitizira ih na djelovanje anestetika.

Senzitizirani sarkK yyp lakSe se otvaraju tijekom metabolickoga stresa §to povecava izlazak K* iz stanice, ubrzava repolarizaciju i

skracuje trajanje akcijskoga potencijala. To nadalje smanjuje akumulaciju Ca?* tijekom ishemije i reperfuzije, koji ima kljucnu
ulogu u regulaciji apoptoze. Mitohondrijski K ypp kanali mogu se otvoriti i tijekom ishemije i reperfuzije, §to smanjuje membranski

otencijal mitohondrija () Q,,) i smanjuje akumulaciju Ca2* unutar mitohondrija (mCa2*). Ostali signalni elementi §to prenose i
p ) i n Juj ] i g

pojacavaju signal koji je zapoceo djelovanjem anestetika su ovi: glikogen sintetaza kinaza 3-beta (GSK-3B), vaskularni endotelni

¢imbenik rasta, hipoksijom inducirani ¢imbenik 1-alfa, endotelna sintaza dudikovoga oksida (eNOS, prema engl., nitric oxid syn-

thase) i razli¢ite unutarstani¢ne kinaze kao §to su protein-tirozin-kinaze i protein-serin/treonin-kinaze. CaU = mitohondrijski pri-
Jenosnik za Ca?*, PT = mitohondrijska PT pora, mK* = mitohondrijski K.

ci; u suvisku uzrokuju ostecenje miokarda (15, 16), dok su male
koli¢ine ROS-a sastavni dio razli¢itih signalnih putova (17).
Malo povecanje ROS-a dogada se tijekom faze prekondicioni-
ranja, te ako se smanji primjenom antioksidanta, zastitni utinak
prekondicioniranja, biva ponisten (18,19,20). Ti podatci pokazu-
ju da osim Sto mogu ostetiti stanicu, ROS mogu imati i korisnu
ulogu poticanjem zastitnih mehanizama.

Jedna od funkcija mitohondrija je i regulacija ionske homeostaze
stanice. Unutra$nja mitohondrijska membrana sadrZi velik broj
ionskih kanala i izmjenjivaca gdje se dogada vrlo Ziva izmjena
iona koju u najvecoj mjeri pokrece izrazito negativan membran-
ski potencijal mitohondrija () Q) (21, 22). Ti procesi pomazu u

odrzavanju ionske ravnoteze u stanici, ali su i vazan regulator
tfunkcije mitohondrija (23,24,25). Zbog moguée povezanosti s
kardioprotektivnim mehanizmima mitohondrijski kationski kali-
jevi kanali (mitoK yp, mitoK, and mitoKv1.3), potaknuli su
zanimanje znanstvenika u posljednje vrijeme
(26,27,28,29,30,31,32). Mitohondrijski kalcijev prijenosnik
(CaU, prema eng., Cal" uniporter) glavni je put ulaska Ca?* u
mitohondrije, kako u fizioloskim tako i u patolokim stanjima
(33, 34.35).

Konacno, mitohondriji imaju vaznu ulogu u mehanizmima pro-
gramirane stani¢ne smrti (apoptoze). Tijekom stanja stresa,
povecanje unutarstani¢noga Ca2™ moze uzrokovati povecanje
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mitohondrijskoga Ca2* (mCa2"), §to zajedno s prekomjernim
stvaranjem ROS-a, poti¢e otvaranje mitohondrijske PT (PT,
prema eng., permeability transition) pore i otpustanje citokroma
¢, §to uzrokuje apoptozu (36, 37). Stoga, iako kontrolirani utok
Ca?* u mitohondrije poti¢e respiraciju povecanjem aktivnosti
enzima, (23, 24, 38) prekomjerno nakupljanje mCa?* uzrokuje
otvaranje mitohondrijske PT pore §to moze potaknuti stani¢nu
smrt. S obzirom na opisane funkcije mitohondrija u normalnoj
stani¢noj fiziologiji te u uvjetima stani¢nog stresa, vazno je
objasniti kako inhalacijski anestetici mijenjaju bioenergetiku
mitohondrija, homeostazu iona i proizvodnju ROS-a.

Mitohondrijska PT pora. Otvaranje mitohondrijske PT pore
oznacava proces u kojemu se ) Q,, naglo smanjuje zbog povecan-
ja mCa2" i oksidacijskoga oStec¢enja, §to uzrokuje smrt stanica
apoptozom ili nekrozom. Mitohondrijsku PT poru prvi su opisali
Haworth i Hunther (39,40,41). Otvaranje mitohondrijske PT
pore poti¢u: povecani mCa2*, anorganski fosfat, ROS, masne
kiseline, a inhibiraju je Mg2*, ciklosporin A, adeninski nukleoti-
di i niski pHPogreska! Nevaljana veza. Uvjeti koji poticu
otvaranje PT pore odgovaraju onima koji su prisutni tijekom
reoksigenacije miokarda. Molekularna grada mitohondrijske PT
pore jo§ je predmet aktivne rasprave. Smatra se da mitohondri-
jsku PT poru izgraduju anionski kanal ovisan o naponu (VDAC,
prema eng., voltage dependent anion channel) smjeSten u van-
jskoj mitohondrijskoj membrani, premjesta¢ adeninskih nuk-
leotida (ANT, prema eng., adenine nucleotide translocase)
smjeSten u unutarnjoj mitohondrijskoj membrani i ciklofilin-D
koji se nalazi u mitohondrijskom matriksu (42). Medutim, uloga
VDAC-a i ANT-a u tvorbi mitohondrijske PT pore sve je vise
dvojbena (43).

Uloga mitohondrijske PT pore u zatiti miokarda prekondi-
cioniranjem. Novija su istraZivanja pokazala da mitohondrijska
PT pora ima kljuénu ulogu u kardioprotekeiji te da ishemijsko i
farmakolosko prekondicioniranje i postkondicioniranje inhibira-
ju otvaranje mitohondrijske PT pore (44, 45). U izoliranim mioc-
itima, inhibitori PT pore ciklosporin A i N-metil-4-valin-cik-
losporin A produljili su vrijeme potrebno za otvaranje pore
tijekom oksidacijskoga stresa koji je uzrokovan laserom.
Pokazano je da mitohondriji izolirani iz srca kuni¢a nakon
prekondicioniranja desfluranom imaju povecanu otpornost na
otvaranje mitohondrijske PT pore uzrokovano CaZ® (11).
Inhibiranje otvaranja mitohondrijske PT pore cikolosporinom A
pobolj$ava prekondicioniranje izofluranom (46) i ishemijsko
postkondicioniranje (47,48,49). Unato¢ tim otkri¢ima, moleku-
larni mehanizmi regulacije mitohondrijske PT pore uglavnom su
nepoznati. U preliminarnim studijama pokazali smo da su mito-
hondriji izolirani iz srca prekondicioniranih §takora otporniji na
otvaranje mitohondrijske PT pore potaknuto CaZ'. Nadalje,
inhibiranje kljuénih stani¢nih enzima ponistava zastitne uCinke
APC na mitohondrijsku PT poru. Stoga, nasi podatci pokazuju
da je mitohondrijska PT pora vazan cilj u kardioprotekciji
tijckom ishemije i reperfuzije. Vjerujemo da su razlike u
otvaranju mitohondrijske PT pore sredi3nji ¢imbenik u mnogim
fenotipskim razlikama uzrokovanim kratkotrajnom izlaganju
inhalacijskim anesteticima.

Svojstva VDAC-a i ANT-a. VDAC, poznat jo§ kao porin u
kvasaca, ima maksimalnu vodljivost od ~600 pS u 150 mM KCl,
a djelomiénu (eng., subconductance) pri vrijednostima izmedu

501 300 pS kada se kanal otvara i zatvara (eng., gating). Potpuno
je otvoren pri 10 mV, a nalazi se u zatvorenom stanju pri nega-
tivnijim ili pozitivnijim naponima (50). VDAC izravno inhibira-
ju: Bel-2 (51), heksokinaza 11, protein-kinaza C (52), protein-
kinaza A (53) i c-Raf kinaze (54). Konigov polianion i DIDS
takoder na nespecifican nacin inhibiraju VDAC, a specifi¢nije
ga inhibira antisens Bel-2 fosforotioat oligodeoksiribonukleotid,
G3139 (55). ANT formira veliki kanal vodljivosti 900 pS u 150
mM KCl pri visokim koncentracijama Ca". Inhibiraju ga cik-
losporin A i bongkreki¢na kiselina, a aktivira atraktilozid (56,
57), Ciklofilin-D je imunofilin koji je vezan za ANT u unutarn-
joj mitohondrijskoj membrani. On je ciljno mjesto djelovanja
imunosupresiva ciklosporina A, koji inhibira stvaranje mitohon-
drijske PT pore i smanjuje ishemijsko reperfuzijsku ozljedu. U
modelu ciklofilin-D knockout misa, nadena je povecana
otpornost na I/R ozljedu koja je po veli¢ini bila sli¢na onoj u nor-
malnoga misa koji je bio tretiran ciklosporinom A (58). Ipak,
veli¢ina apoptoze potaknute proapoptotiécnom Bcl-2 porodicom
proteina nije bila izmijenjena.

K, rp kanali. Sarkolemalni ATP-osjetljivi K (sarkK yrp) kanali
predstavljaju jedinstvenu skupinu kanala koji su poglavito reg-
ulirani metaboli¢kim stanjem stanice (59). Tijekom metabolick-
ih promjena, kao §to je I/R, sarkK ypp otvaraju se i pomazu u
odrzavanju stani¢ne homeostaze. Ti zaStitni ucinci otvaranja
sarkK y;p pripisuju se smanjenju depolarizacije membrane,
skracenju akcijskoga potencijala i smanjenju Stetnoga nakupl-
janja Ca2* (60, 61). Ve¢ se dugo vremena SarkK,rp smatraju
vaznim medijatorima u prekondicionirnaju (62,63.64). U
pokusima na srcima pasa, inhibicija sarkK 4pp kanala specifi¢n-
im inhibitorom HMR-1098 ponistila je zastitu miokarda
potaknutu prekondicioniranjem s desfluranom (65). NaSe su
studije pokazale kako je aktivacija sarkK ,pp krajnji ¢initelj koji
znacajno doprinosi zastiti izoliranih kardiomiocita s anestetici-
ma (66,67,68). Takoder, pokazali smo dugotrajnu modulaciju
sarkK 4rp nakon kratkotrajnoga izlaganja izofluranu, Sto odgo-
vara memorijskoj fazi APC-a (69). Nadalje, otkriveno je da
izofluran poti¢e otvaranje sarkK ypp, ucinak koji je trajao neko-
liko sati nakon APC-a i koji je bio posljedica smanjene
osjetljivosti sarkK ,rp na ATP (70). Suprotno tome, druge studi-
je pokazale su kako HMR-1098 nema utjecaja na zastitu APC-
om i kako sarkK ,;p nisu uklju¢eni u APC (71,72,73,74,75).

Slobodni radikali kisika (ROS). Tijekom teske I/R ozljede
povecava se stvaranje ROS-a i prekomjerno nakupljanje mCa2'.
Oba zbivanja poticu otvaranje PT pore §to uzrokuje depolar-
izaciju ) Q,, inhibiciju stvaranja ATP-a, bubrenje mitohondrija,
dodatno stvaranje ROS-a i daljnje nakupljanje mCa2",
Zajednicki je u¢inak navedenih promjena disfunkcija mitohon-
drija (35, 76, 77). Medutim, istraZivanja su pokazala da male
koncentracije ROS-a koje se stvaraju tijekom I/R oStecenja
pokreéu niz signalnih molekula koje sudjeluju u ofuvanju mito-
hondrijske cjelovitosti te o¢uvanju miokarda opcenito (78, 79).
Prekondicioniranje anesteticima, na primjer, uzrokuje stvaranje
malih koli¢ina ROS-a koje su se pokazale bitnima za djelovanje
niza signalnih molekula uklju¢enih u prekondicioniranje.
Istrazivanja provedena u nasem laboratoriju pokazala su da se ta
vrsta kardioprotektivnoga odgovora moze blokirati primjenom
antioksidanata. Smatra se kako ogranifeno poticanje stvaranja
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ROS-a potice zadtitne signalne putove koji ostaju aktivirani i
nakon primjene anestetika (72, 80, 81).

Dusikov oksid (NO). Male koncentracije endogeno stvorenoga
NO-a i NO-donora (<1 pM) imaju zatitno djelovanje na mito-
hondrije u zbivanjima poput I/R ozljede. Suprotno tome,
pokazano je da vece koncentracije NO-a (>5 pM) uzrokuju
otvaranje PT pore (82). Klasi¢ni put djelovanja NO-a ukljucuje
ciklicki GMP i protein-kinazu G, koji pridonosi otvaranju mito-
hondrijskih K rp kanala, (83), ekspresiji mitohondrijskih redoks
i signalnih proteina i inhibiciji PT pore (84). Takoder, smatra se
da NO izravno djeluje na transportni lanac elektrona, te na taj
nacin preko reverzibilne inhibicije ulaska elektrona u kompleks
IV i vjerojatno putem stvaranja malih koli¢ina ROS-a potice
djelovanje niza molekula koje imaju kardioprotektivni ucinak.
Medutim, doprinos navedenih ¢imbenika u kardioprotekciji je
sporan i jo§ nedovoljno istrazen. Ipak, ¢ini se da je transportni
lanac elektrona mjesto na kojem anestetici imaju izravni uéinak
ili u¢inak ovisan o NO-u, $to nadalje moZe kontrolirati stvaranje
mitohondrijskoga ROS-a, nakupljanje mCa?* i otvaranje PT
pore. Bitno je dalje istraziti moze li stvaranje NO-a potaknuto
anesteticima in vivo potaknuti stvaranje ROS-a koji je nuzan za
pocetak prekondicioniranja i koji su signalni putovi stimulirani
djelovanjem NO-a.

Prekondicioniranje anesteticima i Seéerna bolest. Secerna je
bolest vazan rizi¢ni ¢imbenik za kardiovaskularne bolesti (85),
iako odgovorni mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni.
Dijabetes i hiperglikemija povecavaju stvaranje ROS-a
(86,87,88), smanjuju dostupnost NO-a (89), narusavaju funkciju
endotela (90, 91) i slabe reaktivnost koronarne mikrocirkulacije
tijekom ishemije miokarda (92). Istrazivanja u naSem laboratori-
Juupucuju da dijabetes izrazito oslabljuje prijenos kardioprotek-
tivnih signala. Dijabetes ili aktivna hiperglikemija ponistavaju
smanjenje veli¢ine infarkta kao odgovor na APC (93, 94),
ishemijsko (95-97) ili farmakologko prekondicioniranje (93, 98),
a veli¢ina infarciranoga podrudja izravno je povezana s koncen-
tracijom glukoze u krvi. I dok je dijabetes znacajan ¢imbenik
koji povecava perioperativni rizik, mali broj studija istrazio je
postupke kojima se taj rizik mozZe smanjiti. Jedan od pristupa jest
agresivna kontrola koncentracije glukoze u krvi inzulinom, ali su
povoljni u¢inci tog postupka upitni i vjerojatno je da inzulin sam
ne moze znacajno poboljsati kardiovaskularni ishod u dija-
betiénih bolesnika. Potrebno je pronac¢i nove metode koje ée
smanjiti teSke komplikacije u kirur§kih bolesnika koje sa sobom
nosi dijabetes, a odredivanje mehanizama kojima dijabetes
poniStava APC vazan je korak u tom procesu.

ZAKLJUEAK

Prekondicioniranje inhalacijskim anesteticima vazno je i klini¢-
ki znacajno. Sadasnje spoznaje pokazuju da APC moze potaknu-
ti kardioprotektivne mehanizme i uéiniti miokard otpornim na
I/R ozljedu tijekom duljega vremena. Budu¢i da se ishemija i
reperfuzija pojavljuju tijekom razli¢itih klinickih stanja kao sto
su ova: transplantacijska kirurgija, ugradnja koronarne prije-
mosnice, zamjena sréanih zalistaka i tijekom vaskularne kirurgi-
ie, APC predstavlja obe¢avajuéi na¢in zastite miokarda u takvim
terapijskim postupcima. Ipak, potrebno je provesti nove studije
koje bi mogle pokazati koji su mehanizmi kljuéni za kardiopro-
tekeiju, te kako se APC moze najucinkovitije primijeniti u klin-
ickoj praksi.
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ANESTHETIC-INDUCED CARDIAC PRECONDITIONING

Danijel Pravdi¢, Filip Sedli¢, Ana Sepac, Zeljko J. Bosnjak
Department of Anaestesiology, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, USA

ABSTRACT

Anesthetic preconditioning (APC) describes the protection of myocardium in ischemia and reperfusion injury obtained from apply-
ing volatile anesthetics before an ischemic event. Various intracellular kinases, mitochondrial and sarcolemmal ATP-sensitive K+
channels, and reactive oxygen species play a pivotal role in the signal transduction cascade in APC. The other cellular components
involved in APC include but are not limited to: glycogen synthase kinase 3-beta, vascular endothelial growth factor, hypoxia inducible
factor 1 alpha, nitric oxide synthase, and different intracellular kinases (e.g. protein tyrosine and protein serine-threonine kinases).
Mitochondria are an integral part in the mechanism of cell death as well as cellular protection by preconditioning. Moreover, it has
been suggested that APC reduces cardiomyocyte death through the inhibition of mitochondrial permeability transition pore opening.
This review article addresses current concepts and controversies regarding the specific roles of the mitochondria in cardioprotective
signaling by volatile anesthetics.

Key words: anesthetic preconditioning, ischemia-reperfusion injury, mitochondria, reactive oxygen species, inhalational anesthetics
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