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1. POPIS OZNAKA I SKRACENICA

ABS — acidobazni status
AIH — akutna intermitentna hipoksija
AMPA receptori — receptori a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionata

CBCR — karotidni kemoreceptori

CSN - zivac karotidnog sinusa, Heringov zivac

C4- Cs —razina 4. - 5. vratnog kraljeska

DRS - dorzalna respiracijska skupina

EDs - koli¢ina tvari potrebna za u¢inak u 50% ispitivanih zivotinja
ETCO, — tlak ugljikova dioksida na kraju izdisaja

FiO, — udio kisika u udahnutom zraku

GABA receptori - receptor za GABA-u, podskupina A

GABAg receptori - receptor za GABA-u, podskupina B

HVR - hipoksijski ventilacijski odgovor

N,O — dusikov oksidul, inhalacijski anestetik

NMDA receptori - receptori N-metil-D-aspartata

MAC - parcijalni tlak plina u alveolama, prikazan kao postotak od jedne atmosfere, pri
kojemu 50% subjekata nece reagirati na standardni bolni podrazaj
p.O2 — parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi (mmHg)

p.CO; - parcijalni tlak ugljikova dioksida u arterijskoj krvi (mmHg)
PEEP — pozitivni tlak na kraju izdisaja

PNA — aktivnost frenickoga Zivca

PRS - pontina respiracijska skupina

RR - od engleskih rijeci respiratory rate, broj respiracija u minuti

S.0; — saturacija kisikom u arterijskoj krvi (%)



SZS - sredisnji zivéani sustav

TM — tjelesna masa

TV — od engleskih rijeci tidal volume, respiracijski volumen
T - trajanje izdisaja

T; - trajanje udisaja

Tror - ukupno trajanje respiracijskog ciklusa

VRS - ventralna respiracijska skupina



2. UVOD

2.1. UVODNE NAPOMENE

Disanje je jedna od temeljnih Zivotnih funkcija. Mnoge su stare kulture i civilizacije
vrlo rano shvatile vaznost disanja. Taoizam smatra disanje svetim, a ispravno disanje klju¢em
prosvjetljenja. Budisti vjeruju da se posebna stanja prosvijetljenosti mogu posti¢i u¢inkovitom
modulacijom disanja. lako svrha disanja, kao procesa kojim se zrak krece u i iz pluéa nije
utvrdena sve do 18. stolje¢a, u zapadnoj kulturi mehanizam disanja bio je tema stalnih
promisljanja. Galenu se pripisuje vjerojatno najranija spoznaja o mogucoj ulozi mozga u
disanju (1).

Desetlje¢ima je ZariSte respiracijske fiziologije bilo zaokupljeno regulacijom plinova u
krvi, dok je sredidnji ZivEani sustav (SZS) tretiran kao ,,crna kutija* (1). Medutim, posljednjih
dvadesetak godina donijelo je znafajne promjene u tom podruc¢ju neuroznanosti.
Revolucionarne, nove tehnologije, pristupi 1 koncepti rezultirali su novim spoznajama o
funkciji SZS.

Disanje je bitna fizioloska funkcija koja je pod stalnim nadzorom mozga. Mehanizam
disanja je slozen proces, a ovisi o srediSnjim i perifernim neuroregulacijskim mehanizmima.
Pod utjecajem je viSe neuronskih krugova smjestenih u donjem dijelu mozdanog debla (2).
Disanje je regulirano pozitivnhom i negativhom povratnom spregom, koja omogucéuje to¢no
uskladivanje izmedu metabolickih i nemetabolickih potreba i unosa kisika preko pluca (3).
Proces disanja ovisi o nekoliko Cinitelja; osjetnog, respiracijskog i motorickog (4, 5). Osjetni
dio je kemijski, kojeg €ine periferni i centralni kemoreceptori te mehanicki dio kojega ¢ine
receptori za istezanje u diSnom putu i misi¢ima. Respiracijski dio objedinjuje sve podatke
dobivene iz navedenih receptora te uz modulaciju iz centara za svijest kao i onih vezanih uz

ponasanje (bol, govor, pjevanje, stres itd.) integrira impulse (6) te ih Salje dalje motorickom



dijelu, putem frenickoga i spinalnih Zivaca. Motoricki dio ¢ine prsni kos, o$it, medurebreni i
trbusni miSici.

2.2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA I SPOZNAJA U OKVIRU PREDLOZENE

PROBLEMATIKE

2.2.1. Uloga mozga u srediSnjoj kontroli disanja

Uloga mozga u srediSnjem nadzoru disanja je viSeznacna. Mozak vrlo precizno
kontrolira disanje. Stvara temeljni ritam te ga pretvara u precizno uskladen obrazac aktivnosti
respiracijskih motoneurona. Uz to, uskladuje aktivnost respiracijskih miSi¢a s ciljem
odrZavanja homeostaze prikladnom ventilacijom.

Precizna kontrola disanja ukljucuje tri neuralne faze:

a) faza udisaja, u kojoj se kontrahiraju inspiracijski misiéi;

b) faza postinspirija ili pasivnog izdisanja — 1. stupanj ekspirija, u kojoj prestaje
kontrakcija inspiracijskih miSica, dok aktivnost miSi¢a gornjih diSnih putova smanjuje
izdisanje 1

c¢) faza aktivnog izdisanja — 2. stupanj ekspirija, u kojoj se kontrahiraju ekspiracijski
misici (2).

Svaka faza odgovara aktivnosti respiracijskih neurona koji ¢ine respiracijsku neuralnu mrezu.
Smjestaj neurona odgovornih za odrzavanje disanja najve¢im je dijelom u mozdanom deblu
unutar tri specificne skupine respiracijskih neurona: dorzalnoj respiracijskoj skupini (DRS),
ventralnoj respiracijskoj skupini (VRS) (slika 1) i respiracijskoj skupini u ponsu, pontina
respiracijska skupina (PRS). Razmjestaj neurona, nacin na koji su prostorno i funkcionalno
povezani te vrsta neurotransmitera koji se izluCuju u sinapsama, predmet su intenzivnog
istrazivanja posljednja dva desetlje¢a. Navedeni neuroni medusobno oblikuju mrezu potrebnu

za stvaranje 1 odrzavanje ritma i obrasca disanja.



Podatci dobiveni istrazivanjima ukazali su na postojanje specificne nakupine
respiracijskih neurona u VRS, za koje se smatra da imaju ulogu generatora osnovnog ritma

disanja, tzv. preBotzinger kompleks (7).

O DRS . | |
B Vrs il | J

Slika 1. Shematski prikaz dorzalne (DRS) 1 ventralne respiracijske (VRS) skupine.

2.2.2. Ventralna respiracijska skupina (VRS)

Respiracijski neuroni ventralne respiracijske skupine nalaze se obostrano unutar
ventrolateralne medule koja se pruza od prvog cervikalnog kraljeska do kaudalnog dijela
motorne jezgre licnog zivca (8). VRS se dijeli na nekoliko dijelova s obzirom na anatomske i
funkcijske specificnosti: kaudalni dio VRS, rostralni dio VRS, preBoétzinger kompleks i
Botzinger kompleks. Takva podjela rezultat je istrazivanja Monnier i sur., koji su spoznali da
navedene skupine neurona, izuzev kaudalnog dijela, imaju vaznu ulogu u generiranju ritma i

obrasca disanja (9).
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2.2.3. Mehanizam stvaranja obrasca i ritma disanja

Stvaranje respiracijskog ritma razmatra se kroz tri modela: mrezni model (network
model), model stimuliranja ritma (pacemaker model) 1 tzv. hibridni model (1). U mreznom
modelu medudjelovanje inhibicijskih sinapsi temeljno je za stvaranje ritma disanja. U modelu
stimuliranja, neuroni s ritmi¢kim stimulirajuéim svojstvima temelj su aktivnosti, dok je treci
model zapravo kombinacija prva dva.

Za primjerenu ritmi¢nu aktivnost potrebne su dvije vrste receptora: inhibicijski i
ekscitacijski. Inhibicijski su glicinski, GABA, 1 GABAg, dok su ekscitacijski NMDA (N-
metil-D-aspartatni) i AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izokaszol propionska kiselina)

receptori.

2.2.4. Periferni i srediSnji kemoreceptori

Gotovo sve stanice sisavaca reagiraju na hipoksiju. Primjeri stanicnog odgovora na
hipoksiju ukljuc¢uju aktivaciju ¢imbenika transkripcije i promjene tzv. drugih glasnika (second
messengers). Za razliku od stani¢nog odgovora, aktivnost perifernih kemoreceptora ukljucuje
brzu aferentnu ziv€anu aktivaciju (10).

Periferni kemoreceptori reagiraju prvenstveno na smanjenje parcijalnog tlaka kisika u
arterijskoj krvi (p,O,), dok srediSnji reagiraju na promjene parcijalnog tlaka ugljikova
dioksida, takoder u arterijskoj krvi (p,CO;) te acidobaznog, odnosno metaboli¢kog statusa (4,
5, 11). Periferne kemoreceptore sadrze karotidna i1 aortalna tjeleSca. Karotidna tjeleSca
strateski su smjesStena uz bifurkaciju zajedniCke karotidne arterije tako da mogu registrirati
hipoksiju puno prije nego dode do SZS i katkada se nazivaju ,,psima ¢uvarima“ mozga (12).
Navedena tjeleSca predstavljaju malen par snazno prokrvljenih organa smjeStenih na grananju
obje karotidne arterije, gdje kemoreceptori (engl. carotid body chemoreceptors, CBCR)

reagiraju prvenstveno na promjene p,O, u arterijskoj krvi, a manjim dijelom na promjene
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paCO,. To se zbiva vrlo brzo, unutar svega nekoliko milisekunda, dok se odgovor na
hipoksiju odvija izmedu 2-10 sekundi (4, 13), ¢ime se izuzetno brzo regulira dovod kisika u
mozak. S druge strane, stani¢ni odgovor na hipoksiju je spor (minute do sati) i zahtijeva
produljenu izlozenost hipoksiji (10). Kad se p,O; snizi ispod 100 mmHg, zapocinje aktivnost
perifernih kemoreceptora. Dovoljno je snizenje od 20 mmHg za aktivaciju aferentne zivcane
aktivnosti u karotidnim tjelescima (10). Medutim, znacajnu aktivnost pokazuju tek kad se
PaOz spusti ispod 60-65 mmHg (4).

Tkivo kemoreceptora se sastoji od dva tipa stanica: tip I i tip II. Stanice tipa I, nazvane
i glomus stanicama, izluCuju razli¢ite neurotransmitere, dok stanice tipa II, takoder zvane i
sustentakularne stanice su tzv. potporne stanice (10). Dostupni dokazi upucuju da su stanice
tipa I, glomus stanice, osjetilno mjesto za kisik (10). Nacin na koji karotidna tjeleSca osjec¢aju
promjene u parcijalnom tlaku kisika i pretvaraju hipoksijski podrazaj u aferentnu zivcanu
aktivnost, prema sadaS$njim saznanjima, ukljucuje pocetnu transdukcijsku aktivnost pracenu
aktivacijom aferentnih ziv€anih zavrSetaka (senzorni prijenos). Postoje dokazi da su
neurotransmiteri klju¢ni za aferentnu ziv€anu aktivnost pri hipoksiji (10). Neki od njih su
pobudujuéi, dok su drugi inhibicijski.

Iako ne postoji suglasnost o nacinu na koji karotidna tjeleSca registriraju manjak
kisika, postoje tri mogué¢a mehanizma. Prvi je mehanizam tzv. metaboli¢ka hipoteza, vezana
uz prepoznavanje manjka kisika putem proteina koji sadrze hem. Zatim je membranska
hipoteza s ionskim kanalima kao senzorima za kisik i kemosomna hipoteza koja pokusava
razjasniti reakciju interakcijama medu navodnim senzorima kisika (10). Medutim, temeljni
mehanizam na stani¢noj i molekularnoj razini bio bi zatvaranje kalijevih kanala u glomus
stanicama tipa [, $to dalje dovodi do povecanja unutarstaninog kalcija 1 lucenja
neurotransmitera (10, 14), posebno acetil-kolina i ATP/adenozina, ¢ime se prenosi hipoksi¢ni

signal iz glomus stanica prema okolnim aferentnim Ziv€anim zavrSetcima zivca karotidnog
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sinusa (CSN, Heringov zivac) (14). Signali dalje putuju do petroznog ganglija gdje se nalazi
stani¢no tijelo CSN-a, a srediSnji aksoni potom zavrSavaju u nucleus tractus solitarius. U
zakljuCku se moze re¢i da se periferna kemoreceptorska petlja sastoji od Cetiri jednako vazna
dijela; 1) perifernih kemoreceptora, 2) CSN-a, 3) respiracijskih integracijskih centara
mozdanog debla i 4) neuromehani¢ke veze izmedu mozdanog debla i diSnih miSi¢a. Za
pravilno djelovanje potrebna je funkcionalna cjelovitost svakog dijela.

Za razliku od karotidnih tjeleSaca koja prvenstveno sudjeluju u ventilacijskim, uloga
aortalnih tjelesaca je sudjelovanje u cirkulacijskim odgovorima.

Mijesta SZS u kojima se vr$i raspoznavanje, odnosno koja su osjetljiva na kisik i koja
pokrecu respiracijsku i simpaticku aktivnost, identificirana su u talamusu, hipotalamusu,
ponsu i meduli oblongati (15- 20).

Sredis$nji kemoreceptori locirani su u podrucju mozdanog debla. Studije su pokazale
da je najpovrSnije podrucje rostralne ventralne medule, tj. podru¢je povrSinskih dijelova
nukleusa retrotrapezoideusa/parafacijalna respiracijska skupina, nucleus parapyramidalis
superficialis i1 nucleus raphae pallidus, vazno za sredi$nju kemorecepciju (21). I dalje se
smatra da se raspoznavanje CO, prvenstveno odvija u SZS, odnosno u sredi$njim
kemoreceptorima, dok su za raspoznavanje O, odgovorni periferni kemoreceptori. Ipak, u
pojedinim dijelovima SZS odvija se i raspoznavanje O,. Za raspoznavanje CO, u SZS znalo
se puno prije otkrica perifernih kemoreceptora. Raspoznavanje se odvija u neuronima i
neurofilamentima (22). Zanimljivo je spomenuti da podatci dobiveni istrazivanjem na
pokusnim Zivotinjama kojima su obostrano odstranjena karotidna tjeleSca pokazuju znacajno
snizavanje aktivnosti sredi$njih kemoreceptora. Medutim, ta se aktivnost relativno brzo vraca

na preoperacijske uvjete zahvaljujuéi sredi$njoj neuralnoj plasti¢nosti (23- 26).
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2.2.5. Opca anestezija

Kroz cjelokupnu povijest covjecanstvo je rabilo razli¢ite prirodne pripravke i fizikalne
metode u cilju smanjenja boli. Podatci sezu daleko u povijest o uporabi kanabisa, mandragore,
alkohola i sl. ve¢ iz Starog Egipta, 3000. god. prije Nove ere (27). Rije¢ anestezija grckog je
podrijetla i oznacava neosjetljivost. Danas se uz taj pojam vezuje i1 analgezija — bezbolnost.
Navodno je grc¢ki filozof Dioscorides prvi uporabio izraz anestezija u prvom stoljecu nase ere,
da bi opisao ucinak biljke mandragore (28).

Nova era anestezije zapocela je izolacijom kisika i sintezom dusikova oksidula krajem 18.
stoljeca (27). Prvi opéi anestetici bili su inhalacijski: eter, duSikov oksidul i kloroform.
Crawford Long, americki lije¢nik, izveo je prvu etersku anesteziju 1842. god., medutim tek je
William Morton 16. listopada 1846. u Bostonu izveo prvu opéu anesteziju eterom, objavljenu
javnosti (27). U naSim krajevima prvi je put izvedena opca anestezija u Zadru 13. ozujka
1847. 1zveo ju je Ivan Bettini (29).

Opca anestezija rezultat je reverzibilnih promjena u neuroloSkoj funkciji, uzrokovanih
lijekovima. Ocituje se promijenjenim fizioloskim stanjem cije su karakteristike privremeni
gubitak svijesti te amnezija, analgezija, inhibicija bolnih refleksa, smanjenje odgovora
autonomnog zivcanog sustava i relaksacija skeletnih miSi¢a. Reverzibilne promjene u
neuroloskoj funkciji uzrokuju gubitak percepcije i reakcije na bol, nesvjesnost neposrednih
dogadanja i1 gubitak sje¢anja na njih. Farmakoloski mehanizmi za takvo reverzibilno
neurolosko dogadanje ukljuuju ucinke lijekova na razliitim razinama, ukljuujuéi i
molekulsku. Medutim, unato¢ vaznosti ople anestezije 1 viSe od stolje¢a intenzivnog
istrazivanja, molekularni mehanizmi odgovorni za anestezijsko djelovanje i dalje ostaju jedna
od nerijeSenih zagonetki farmakologije (30).

Prema dosadasnjim istrazivanjima, ¢ini se da je stanje anestezije vrlo vjerojatno temeljeno

na razli¢itim ucincima i na multiplim bioloSkim mjestima djelovanja (27). Ipak, kako se
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znanje kontinuirano poveéava zahvaljujuci brojnim istrazivanjima, danas nas ve¢ zabrinjava
moguénost negativnog ucinka anestezije. Nedavno su uo¢ene mogucnosti trajnog nepovoljnog
djelovanja anestetika na aktivnost SZS (27). Na Zzalost, za sada nema drugih nadina za
smanjenje boli i patnji tijekom operacijskih zahvata, stoga se u daljnjim istrazivanjima moze
i¢i samo na poboljSanje sadasnjih mogucénosti.

Danas se rabe dvije osnovne vrste opcih anestetika, inhalacijski 1 intravenski.
Inhalacijski anestetici posebno su pogodni za uvodenje u anesteziju pedijatrijskih bolesnika,
vrlo ¢esto nespremnih na prihvacanje intravenskih linija. Za razliku od njih, odrasli bolesnici
najcescée preferiraju brz uvod intravenskim sredstvima. Uz same anestetike, za op¢u anesteziju

rabe se sredstva koja izazivaju analgeziju i miSiénu relaksaciju.

2.2.5.1. Inhalacijski anestetici

Inhalacijski anestetici spadaju u veliku skupinu anestetika slicnog djelovanja.
Specificni su po nafinu unosa u organizam - udisanjem. Strukturne razlike medu
inhalacijskim anesteticima upucuju na to da oni ne stupaju u interakciju izravno sa
specifi¢nim, jedinstvenim receptorskim mjestom (31). Ipak, odredena saznanja upuéuju na
jedinstveni mehanizam opce anestezije, povezan s fizikalno-kemijskim osobinama anestetika
(31). Zbog njihovog jedinstvenog nacina davanja, inhalacijski anestetici imaju znacajne
farmakoloske znacajke koje drugi anestetici nemaju. Prema osnovnoj podjeli razlikuju se
hlapljivi (halotan, enfluran, izofluran, desfluran, sevofluran) i plinoviti (duSikov oksidul,
ksenon).

Inhalacijski anestetici sredstva su koja se danas najceSce rabe za provodenje opc¢ih
anestezija (32). Dodavanje samo male koli¢ine inhalacijskog anestetika kisiku dovodi do
stanja nesvijesti i amnezije. Popularnost tih sredstava posljedica je njihove jednostavnosti u

primjeni i moguénosti nadgledanja u¢inka uz pomo¢ klini¢kih znakova i koncentracije na
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kraju izdaha. NajcesS¢e rabljeni inhalacijski anestetici su sevofluran, desfluran i izofluran.
Danas se znacajno manje koristi halotan, ali kao jedan od prvih inhalacijskih anestetika
predstavlja odredeni standard medu anesteticima.

Dusikov oksidul i ksenon su pri normalnom tlaku zraka plinoviti, dok su ostali u
teku¢em stanju. Hlapljivi ili volatilni anestetici primjenjuju se putem posebnih isparivaca
(vaporizatora) u sklopu anestezioloskog uredaja.

Uz opcu anesteziju javljaju se dva problema:

1. Siroko i nespecifi¢no vezivanje inhalacijskih anestetika u SZS, §to onemoguéuje
jasno razlikovanje specifi¢nih i nespecificnih mjesta vezivanja;

2. za sada nema specificnog spoja koji bi antagonizirao opéu anesteziju.

Stoga smo u nedostatku snaznih kemijskih antagonista prisiljeni rabiti alternativne putove
procjene navodnih mjesta odgovornih za anesteziju u SZS-u.

Iako danas joS uvijek postoje dvojbe o mjestu anestezijskog djelovanja inhalacijskih
anestetika, kako na makroskopskoj, tako i na mikroskopskoj i molekularnoj razini, ipak,
prihvaceno je misljenje da postoje dvije odvojene anatomske lokacije na koje djeluju

inhalacijski anestetici:
a) supraspinalna, odgovorna za amneziju te
b) spinalna, odgovorna za prevenciju pokreta pri bolnim podrazajima (31).

Inhalacijski anestetici prekidaju neuronski prijenos u mnogim dijelovima mozga.
Mogu pojacati ili oslabiti ekscitacijski ili inhibicijski prijenos kroz akson ili sinapsu.
Otkriveni su 1 pre- i postsinapticki ucinci. Bez obzira na makroskopsko mjesto djelovanja,
pravi uc¢inak inhalacijskih anestetika je na neuronskoj membrani (31). Mehanizam djelovanja

inhalacijskih anestetika nije jasan i izaziva nedoumice, narocito molekularni mehanizmi (33).

Radi medusobne usporedbe pojedinih inhalacijskih anestetika i njihove potentnosti tj.

indeksa anesteticke snage rabi se tzv. minimalna alveolarna koncentracija (MAC). MAC je
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definiran kao parcijalni tlak plina u alveolama, prikazan kao postotak od jedne atmosfere, pri
kojem 50% subjekata nece reagirati na standardni bolni podrazaj. Analogan je EDs
intravenskih lijekova, odnosno anestetika. Vrijednost od 1 MAC za razli¢ite anestetike je
razlic¢ita. Takoder se vrijednosti MAC istog anestetika razlikuju za pojedine zivotinjske vrste
ukljucujuéi i Covjeka (34).

Halotan je u uporabi ve¢ viSe desetlje¢a. Unato¢ tome i1 dalje je vrlo popularan.
Pripada skupini halogeniranih alkana. Upotrebljava se za uvod i odrzavanje anestezije.
Minimalna alveolarna koncentracija u ljudi iznosi mu oko 0,75%. Ima jako izrazenu
metabolicku razgradnju, koja se krec¢e izmedu 15 i 20%. Svi hlapljivi anestetici, ukljucujuci
halotan, djeluju depresivno na kontraktilnu funkciju srca, a djelovanje je izrazenije na
miopatskom srcu. Nadalje, znacajnije dovode do miokardijalne depresije na ishemi¢nom srcu.
Medutim, hlapljivi anestetici imaju i vrlo vazan pozitivni u¢inak na mehanicku funkciju srca

tijekom ishemije i reperfuzijske ozljede.

Halotan, kao 1 ostali anestetici iz te skupine, uzrokuju izravno negativno kronotropno
djelovanje. Ipak, promjene u sr€anom ritmu prvenstveno su odredene interakcijom anestetika i

baroreceptorske refleksne aktivnosti, koju halotan smanjuje.

Izofluran je halogenirani metil-etil-eter. Na sobnoj temperaturi je bistra, nezapaljiva
tekucina, intenzivnog, nadrazuju¢eg mirisa. MAC u ljudi je oko 1,2%. Postao je ,,zlatni
standard* za inhalacijske anestetike od 1970. kada je uveden u uporabu. Ne koristi se za uvod,

ve¢ samo za odrzavanje anestezije.

Neko vrijeme postojalo je nesuglasje vezano uz mogucnost izazivanja fenomena
koronarne ,krade* pri uporabi izoflurana zbog vrlo snaznog utjecaja na vazodilataciju

koronarnih arterija, medutim, u klini¢koj primjeni ta moguénost iznimno je rijetka (32).
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Sevofluran je fluorirani metil-izopropil-eter, slatkastog mirisa. Ne nadrazuje diSne
putove kao izofluran. Upola je slabiji od izoflurana (MAC u ljudi je priblizno 2,0%). Snazan
je bronhodilatator te je takoder upola slabiji koronarni vazodilatator u odnosu na izofluran
(32). Rabi se, kako za uvodenje, tako i za odrzavanje opce anestezije. Posljednjih godina

postaje sve popularniji i sve ¢eSée se rabi, unatoc cijeni.

2.2.6. Hipoksija i hipoksijski ventilacijski odgovor (HVR)

Disanje omogucuje organizmu dobivanje primjerene koli¢ine kisika, a respiracijski
poremecaji dovode do sustavne hipoksije. Unutar nekoliko sekundi nakon nastanka, sustavna
hipoksija pobuduje disanje 1 povisuje arterijski tlak (10). U pomanjkanju tih kompenzacijskih
kardio-respiracijskih odgovora sustavna hipoksija dovela bi do tkivne, odnosno stani¢ne
hipoksije, koja ima potencijalno poguban ucinak. Nacin na koji se sustavna hipoksija
prepoznaje i kako pobuduje kompenzacijske mehanizme bila je nepoznanica do dvadesetih
godina proslog stolje¢a. Do tada se smatralo da se hipoksija prepoznaje u SZS (10). Taj je
stav izmijenjen otkri¢em karotidnih tjeleSaca.

Pri nastupu hipoksije, organizam odgovara vrlo brzim poveéanjem minutne ventilacije,
koja nastaje zbog aktivacije perifernih kemoreceptora. Medutim, hipoksijski ventilacijski
odgovor u kraljeznjaka nije rezultat samo jednog, nego je sloZena meduigra nekoliko
mehanizama.

Hipoksija je stanje snizenog parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi (p,O,) ispod 60
mmHg odnosno snizenje p,O, u organima, tkivima i stanicama (4). Hipoksija pokrece slozeni
respiracijski odgovor u sisavaca (35, 36). Stimulira aktivaciju perifernih, ali ne i sredi$njih
kemoreceptora (37-39). Ventilacijski odgovor na hipoksiju vazan je refleks koji osigurava
primjerenu izmjenu plinova te se mijenja ovisno o razini CO,, starosti, uvjezbanosti i

genetskim ¢imbenicima (40). Ventilacijski odgovor izazvan hipoksijom u sisavaca je sloZen 1
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ovisan o vremenu trajanja. Posljedica je jedinstvenog neuralnog mehanizma, razluéivog na
temelju vremena, ventilacijskih i neurokemijskih promjena (35, 36). Unutar akutne kratke
hipoksije (do 5 min) dolazi do hipoksijskog ventilacijskog odgovora (HVR) koji se temelji na
barem tri mehanizma: akutni odgovor, kratkotrajno potenciranje i kratkotrajna depresija (35,
36, 41).

U Covjeka tijekom blage do umjerene hipoksije (zasi¢enost periferne krvi do 80%), dolazi
do brzog pocetnog povecanja ventilacije, nakon Cega slijedi polagano sniZenje, unutar 5
minuta, do postizanja nove razine stabilnosti (engl. ,steady state) od 25 do 40% iznad

prethodnih (normoksijskih) vrijednosti (42) (slika 2).

200 - ® AWAKE
© HALOTHANE
150
\/
% of baseline
100

NORMOXIA  EARLY LATE NORMOXIA
HYPOXIA

Slika 2. Ventilacijski odgovor na izokapnijsku hipoksiju. Hipoksija je inducirana sa Sest
udisaja i odrzavana 20 min. U budnom stanju minutna ventilacija (Vi) povecala se otprilike za
75% iznad pocetnih vrijednosti (engl. ,,baseline®) (early hypoxia). Nakon 5 min. vidljiv je
blagi otklon prema novim vrijednostima, otprilike 40% iznad predhipoksijskih (late hypoxia).
Prekidanje hipoksije izaziva trenutni povratak na pocetne vrijednosti. Tijekom halotanske
sedacije (0,15 MAC) ventilacija se u po€etku poveca za 25%, a daljni tijek krivulje odgovara
onom u budnom stanju, s razlikom pri kasnoj hipoksiji (late hypoxia) u kojoj je ventilacija
nizih vrijednosti od pocetnih. Prekidanje hipoksije izaziva inicijalno snizavanje vrijednosti na
otprilike 30% ispod pocetnih vrijednosti (preuzeto iz Dahan A. 1996.) (42).
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Pocetno povecéanje ventilacije zapoCinje aktivnoséu perifernih kemoreceptora, dok je
mehanizam polaganog ventilacijskog sniZzenja pri hipoksiji nejasan, a ukljucuje promjene u

hemodinamici i aktivnost razli¢itih neurotransmitera (42).

2.2.7. Utjecaj hlapljivih anestetika na disanje i hipoksijski ventilacijski
odgovor (HVR)

Opcenito je prihvaceno da je anestezija respiracijski depresor koji usporava disanje
(43). Hlapljivi anestetici izravno djeluju na mehanizme srediSnjega nadzora disanja (44). Pri
klinicki znacajnim koncentracijama hlapljivi anestetici mijenjaju veliinu 1 obrazac disanja
(45-49). Utjecaj hlapljivih anestetika na ventilaciju u mirovanju ovisan je o dozi
(koncentraciji), a depresija disanja postaje klinicki znacajna pri dozama >1,0 MAC (42).
Medutim, akutni ventilacijski odgovor na hipoksiju puno je osjetljiviji i moze biti znacajno
deprimiran u ljudi, Cak 1 sa subanestetskim koncentracijama (~0,1 MAC). To¢an mehanizam
za sada ostaje nepoznat (45). Nadalje, pokazalo se da hlapljivi anestetici imaju snazniji
depresivni u¢inak na perifernu kemosenzitivnost za kisik, nego na srediSnju za ugljikov
dioksid (50-52).

Knill 1 Gelb bili su prvi koji su ukazali na osjetljivost HVR u ljudi na hlapljive
anestetike (45). Novija istrazivanja produbila su postojece spoznaje.

Subanestetske koncentracije hlapljivih anestetika, vrijednosti ~0,1 MAC, mogu
znacajno smanjiti odgovor na hipoksiju i hiperkapniju (53-56). Knill, Gelb 1 sur. ustanovili su
da hlapljivi anestetici pri dozama <0,2 MAC deprimiraju akutni HVR za priblizno 50-70%
(45, 57-59). Lindahlova skupina izvijestila je u nizu radova da je akutni HVR odrzan i
relativno neizmijenjen pri koncentracijama izoflurana od 0,6 do 1,1 MAC-a (60). Rezultati
dosadasnjih istrazivanja pokazali su da je ucinak hlapljivih anestetika na akutni HVR
promjenjiv. RazliCiti anestetici imaju vjerojatno razlicite kvalitativne i kvantitativne u¢inke na

kontrolu disanja (60, 61). Ta spoznaja u odredenoj mjeri moze objasniti zasto halotan izaziva
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snaznu redukciju u ventilacijskom odgovoru na hipoksiju i hiperkapniju, dok drugi
inhalacijski agensi to ne ¢ine (62-65). Nadalje, Pandit i sur. uocili su da sevofluran slabi HVR
u manjoj mjeri, priblizno 20%, §to je znacajno manje nego kod ostalih hlapljivih anestetika
(63). Koh i Severinghaus takoder ukazuju da i pri vi§im koncentracijama hlapljivih anestetika
(1 MAC) hipoksijski ventilacijski odgovor (HVR) ostaje ocuvan (66).

Pandit i sur. nedavno su predlozili red potentnosti hlapljivih anestetika u ljudi vezan uz
HVR, pri ¢emu su pretpostavili da je halotan najsnazniji depresor (45, 67), a sevofluran
najvjerojatnije najslabiji (62, 63), dok bi izofluran imao intermedijarnu razinu depresije u
odnosu na prethodna dva anestetika (68-70).

Pandit u nedavnom ¢lanku naglasava da svi podatci dobiveni pri niskim dozama
anestetika nisu ponavljani, tako da je do danas zadrzan stav da je HVR i pri subanestetskim
dozama oslabljen (60).

Nadalje, postoje znacajni nedostatci u istraZzivanjima vezanim za navedenu
problematiku (71). Ti nedostatci vezani su uz uvjete izazvane hipoksije, prvenstveno s
obzirom na hipo- 1 hiperkapniju. Prema rezultatima dosadasnjih istraZzivanja posebnu
pozornost potrebno je usmjeriti na ustroj studije, metodologiju i mogucu primjenu vanjskih
podrazaja (61, 72, 73). Takoder, uporaba neuromiSi¢nih relaksansa moze rezultirati
promjenom HVR-a blokadom nikotinskih acetilkolinskih receptora u karotidnim tjeleScima

(42, 74, 75) 1 centralno (76).

2.2.8. Aktivnost frenickoga Zivca (PNA)
PNA je neuralni ekvivalent respiracijskog volumena, tj. pokazatelj ucinka srediSnje
kontrole disanja. Cohen je prvi uporabio autospektralnu analizu frenickoga neurograma da bi

razjasnio stvaranje srediSnjeg obrasca disanja (77).
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Krivulja zapisa aktivnosti frenickoga zivca ima karakteristi¢an izgled iz kojega se moze
odrediti trajanje pojedinih faza ciklusa disanja. Iz integriranog signala aktivnosti freni¢koga
zivca moguce je odrediti varijable ritma i obrasca disanja (78) (slika 3).

U ovom istrazivanju po prvi put se u in vivo modelu usporedio ucinak tri hlapljiva
anestetika na disanje i na hipoksijski ventilacijski odgovor analizom aktivnosti frenickoga

Zivca Stakora.

amplituda

PNA (a.u.)

RPNA (V)

8 sec

Slika 3. Karakteristi¢ni prikaz aktivnosti frenickoga Zivca. Faze disanja: udisaj (Ty), izdisaj
(Tg), ukupno trajanje ciklusa disanja (Tror).
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3. PROBLEMATIKA ISTRAZIVANJA

Mehanizam depresije HVR izazvan inhalacijskim anesteticima jo$ uvijek je slabo
razumljiv (32).

Dosadasnje spoznaje upuéuju na razli¢ito djelovanje hlapljivih anestetika pri
akutnoj hipoksiji. Kako u istrazivanjima na ljudima, tako i u istrazivanjima provedenim na
zivotinjama na in vivo modelima, najéesce su se istrazivale subanestezijske koncentracije
hlapljivih anestetika i njihov utjecaj na HVR. Anestezijske koncentracije hlapljivih anestetika
veée od 1 MAC rijetko se rabe u tim istrazivanjima budu¢i da ve¢ i subanestezijske
koncentracije dovode do slabljenja HVR. Medutim, upravo anestezijske koncentracije (>1
MAC) vazne su tijekom operacijskih zahvata. Razlog §to se manja pozornost poklanja
anestetskim dozama vjerojatno je stalna prisutnost anesteziologa tijekom zahvata i njegova
spremnost na intervenciju. Stoga se predmnijeva da nema opasnosti za bolesnika pri mogucoj
pojavi hipoksije. To je vjerojatno jedan od prakti¢nih razloga zasto se najcesce istrazuju
subanestetske koncentracije koje su prisutne u postoperacijskom tijeku.

S druge pak strane, zbog mogucénosti potpunog razumijevanja djelovanja anestetika na
respiraciju, potrebno je poznavati u€inak i anestezijskih doza tj. koncentracija inhalacijskih
anestetika.

Prethodna istrazivanja pokazala su da inhalacijski anestetici (halotan, izofluran i
sevofluran) smanjuju trajanje, kako inspirija tako i ekspirija u pasa i macaka (79-81). U ljudi,
halotan pri dubini anestezije od 1,1 MAC dovodi do izostajanja akutnog HVR (45). Razliciti
anestetici vrlo vjerojatno imaju razlicite utjecaje na HVR.

Prema podatcima u literaturi najceS¢e koriStene pokusne Zivotinje u istrazivanju

kontrole respiracije su psi, macke i kuniéi (82, 83). Medutim, nema podataka koji usporeduju
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utjecaj halotana, izoflurana i sevoflurana na HVR pracen promjenom aktivnosti frenickoga
zivca (PNA) u Stakora.

Takoder treba istaknuti ¢injenicu da su u ovom istrazivanju testirana tri razliCita
hlapljiva anestetika na istom modelu i pod istim uvjetima, ¢ime se postigla primjerena

usporedba navedenih anestetika.

24



4. CILJ I SVRHA ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je istraziti u¢inak anestezijskih doza hlapljivih anestetika na
aktivnost frenickoga zivca pri akutnoj normokapnijskoj hipoksiji.

Bududi da je aktivnost freni¢koga Zivca opcenito u zivotinja prihvac¢ena kao pokazatelj
sredi$njeg nadzora disanja, pratila se navedena aktivnost kao pokazatelj promjena disanja i
hipoksijskog ventilacijskog odgovora pri djelovanju inhalacijskih anestetika. Ova studija
provedena je radi usporedbe odgovora PNA na akutnu normokapnijsku hipoksiju pod
utjecajem halotana, izoflurana i sevoflurana pri razli¢itim razinama anestezije.

Po prvi put se u jednakim laboratorijskim uvjetima i pri istovjetnim vanjskim
podrazajima, bez uporabe miorelaksansa, u normokapniji, usporedio utjecaj ekvipotentnih
anestezijskih koncentracija halotana, izoflurana i sevoflurana na hipoksijski ventilacijski
odgovor u Stakora mjeren aktivnos¢u frenickoga Zivca.

Svrha predloZenog istrazivanja bila je:

a) Istraziti hipoksijski ventilacijski odgovor testiranih anestetika kroz

promjenu ritma i obrasca frenickoga Zivca.

b) Usporediti djelovanje razliCitih doza pojedinih hlapljivih anestetika na

HVR.

Odrediti red potentnosti inhalacijskih anestetika, odnosno potvrditi saznanja
dobivena na ljudskom modelu.

Istraziti tzv. ,,granicu sigurnosti za pojedini hlapljivi anestetik, odnosno
utvrditi koja je ,,sigurna koncentracija“ koja se moze rabiti pri inhalacijskim
anestezijama, a da pri pojavi hipoksije nece izostati zastitni respiracijski

mehanizmi.
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d)

Utvrditi postoji li razlika u promjenama ritma i1 obrasca aktivnosti
frenickoga zivca pri primjeni razli¢itih hlapljivih anestetika pri jednakim
minimalnim alveolarnim koncentracijama.

Utvrditi postoji li razlika u oporavku od HVR izmedu hlapljivih anestetika

pri povratku na uvjete prije izazivanja hipoksije (30% kisika).
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5. HIPOTEZA

Hipoteza 1: Sva tri testirana hlapljiva anestetika smanjuju ventilacijski odgovor
izazvan udisanjem smjese kisika i dusika u omjeru 9% : 91%, uz stabilne ostale
¢imbenike kao Sto su PaCO, (35-45 mmHg), metabolicki status (pH 7.35-7.45) i

vanjski podrazaji.

Hipoteza 2: Halotan najsnaznije depresivno utjece na disanje i HVR pri istovjetnim
razinama MAC, dok je u¢inak sevoflurana najslabiji.
Red potentnosti inhalacijskih anestetika u Stakorskom modelu isti je kao i onaj utvrden

kod ljudi.

Hipoteza 3: Pri oporavku nakon hipoksijske stimulacije izofluran dodatno kratkotrajno

pojacava PNA, za razliku od sevoflurana.

27



6. TVORIVA I POSTUPCI

6.1. MODEL I ETICNOST POSTUPKA

Pokusi navedeni u izradi ove disertacije prethodno su odobreni od strane Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu u okviru znanstveno-istrazivackih
projekata "Neuralna kontrola disanja u budnosti i spavanju”, br. 216-2163166-6513 MZOS
RH (voditelj prof. dr. sc. Zoran Pogas), te ,SrediSnja regulacija kardiovaskularnog i
respiracijskog sustava — uloga serotonina“ br. 216-2163166-3342 MZOS RH (voditelj doc. dr.
sc. Maja Vali¢). Prikladan model za izvodenje ovih eksperimenata je Stakor anesteziran
inhalacijskim anesteticima. Svi kirurSki postupci na zivotinjama izvodeni su u odgovarajucoj
dubini anestezije. O svim zivotinjama brinuli su se za to osposobljeni doktor veterine i
tehnicar. Eutanazija zivotinja po zavrSetku eksperimenata vrSena je predoziranjem anestetika
te intravenskom primjenom zasi¢ene otopine kalijevog klorida, a u skladu s naputcima

American Veterinary Medical Association Panel on Euthanasia (84).

6.2. TESTIRANJE IZVODLJIVOSTI STUDIJE

Istrazivanje se provodilo u laboratoriju Zavoda za neuroznanost Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu.

U postupku planiranja i testiranja izvodljivosti istrazivanja provedena je pilot studija
na muzjacima Stakora Sprague-Dawley, tjelesne mase 300-350 g. Obzirom na zahtjevnost
kirurskih postupaka morala se osigurati i posti¢i primjerena dubina anestezije. U pocetnoj fazi
koristili smo, uz jedan od hlapljivih anestetika (halotan, izofluran ili sevofluran) i plinoviti
dusikov oksidul (N,O). Medutim, iako se taj anestetik brzo eliminira iz organizma, pokusali

smo nac¢i prikladnu dubinu monoanestezije (halotan, izofluran, sevofluran) za planirane
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kirurSke postupke. Prihvatljivu dubinu ustanovili smo postupnim povecanjem dubine
anestezije na 2 MAC 1 istovremenim smanjivanjem, do isklju¢ivanja, primjene N,O. Ta
dubina anestezije pokazala se zadovoljavajuéom za kirurSske zahvate primijenjene u ovom
istrazivanju, poput traheotomije, kanulacije arterijskog 1 venskog sustava te prepariranja
frenickoga zivca i vagotomije.

Nadalje, zbog etickih razloga morali smo na¢i dovoljnu dubinu anestezije pri kojoj
zivotinje nisu osjecale bol, a kojom bismo zapoceli testiranje. Pri pokusaju provodenja
anestezije na nizim koncentracijama anestetika od 1,4 MAC, nije bilo moguce izvoditi
kirurSke postupke zbog vidljivih bolnih reakcija Zivotinja i promjene arterijskog tlaka. Ta
saznanja su sli¢na podatcima dobivenim u humanim istrazivanjima pri kojima je nadeno da su
koncentracije od 1,2 do 1,3 MAC zadovoljavajuce za sprjeCavanje pokreta pacijenta tijekom
anestezije (32). Stoga smo odlucili provesti istrazivanje s pocetnom najnizom dubinom
anestezije od 1,4 MAC. Pokazalo se da se uz tu dubinu anestezije uz postignutu
zadovoljavaju¢u analgeziju u potpunosti moglo prije¢i na kontrolirano disanje, bez uporabe

miorelaksansa.

6.3. FORMIRANJE SKUPINA I RANDOMIZACIJA

Odredene su tri ispitne i tri kontrolne skupine laboratorijskih Zivotinja.
Ispitne skupine: Podijeljene su prema koriStenom inhalacijskom anestetiku; halotan — H,
izofluran — I, sevofluran — S. Halotansku skupinu ¢inilo je 9 pokusnih Zivotinja, izofluransku
14 te sevofluransku 13 Stakora.
Kontrolne skupine: Kontrolne skupine (halotanska - KH, izofluranska - KI, sevofluranska -
KS) sacinjavale su Cetiri Zivotinje anestezirane na isti nacin kao i pokusne, uz isti kirurski
protokol, osim pristupa i prepariranja frenickoga zivca.

Randomizacija Zivotinja izvrSena je vezano uz skupinu (kontrolnu ili pokusnu), a
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zatim uz vrstu anestetika te dubinu anestezije, jednostavnim izvla¢enjem kuglica iz zatvorene
kutije. U prvoj fazi randomizacije odredivana je skupina, zatim anestetik, a na kraju se vrsio

slu¢ajni odabir vezan uz pocetnu dubinu anestezije.

6.4. ISTRAZIVANJE

6.4.1. Opéeniti postupak

U pokusu su koriSteni muZjaci Stakora soja Sprague-Dawley, tjelesne mase 300-350 g.
Stakori su anestezirani jednim od proucavanih anestetika (halotan — H, izofluran — I ili
sevofluran — S), ovisno o protokolu. Uvod u anesteziju zapocet je stavljanjem Stakora u
staklenu, prozirnu komoru, volumena 4 1. Posebnim dovodom bila je prikljuena na
anestezioloski uredaj (Draeger ,,Sula®, Liibeck, Njemacka) preko kojeg se zapocela anestezija
mjesavinom duika (N) i kisika (O2) u omjeru 70%:30%, uz protok plinova od 3 1 min™". U
prvoj minuti Stakori su bili izloZeni dubini anestezije, tj. minimalnoj alveolarnoj koncentraciji
3 MAC, s postupnim snizavanjem koncentracije unutar 3 minute na 2 MAC. Rabljeni su
isparivaci za inhalacijske anestetike (Dréger, Liibeck, Njemacka, 19.1 za halotan, 19.3 za
izofluran 1 sevofluran).

Nakon postizanja zadovoljavaju¢e dubine anestezije koja je provjeravana izostankom
reakcije na bolni podrazaj Sape pokusne zivotinje, nastavilo se anestezijom na masku
(posebno prilagodena maska za male pokusne Zivotinje) uz protok plinova od 1 1 min™. Nakon
toga obrijano je podrucje kirurSkog zahvata. Po pripremi operacijskog polja, ucinjena je
traheotomija medijalnim pristupom 1 osiguran disSni put prikladnim metalnim tubusom koji je
ucvrs¢en kirurSkim koncem. Ventilacija je zatim nastavljena respiratorom za male
laboratorijske zivotinje (SAR 830, CWE Inc., Ardmore, SAD) po tipu kontrolirane
ventilacije, bez uporabe neuromisi¢nih relaksansa, uz PEEP od 2 cm vodenog stupca. Dubina

anestezije po potrebi se mijenjala i1 prilagodavala. Svim Zivotinjama ucinjena je obostrana
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vagotomija, koja je u vecini istrazivanja uvrijeZeni dio laboratorijskih protokola u in vivo
studijama srediSnje kontrole disanja (9, 85-90), buduéi da je dobro poznata ¢injenica da se
putem n. vagusa u odredene dijelove srediSnjega zivéanog sustava prenose informacije iz
pluénih receptora za istezanje. Jedan dio tih istrazivanja pokazao je da informacije koje se
prenose iz pluénih receptora putem n. vagusa zavrse u nucleus tractus solitarius Cije zavrsne
projekcije potom dolaze u VRS. Cilj je u takvim istrazivanjima postici stabilne uvjete sa Sto
manjim uplivom informacija s periferije, pa je izvodenje vagotomije metoda izbora za takva
istrazivanja.

Nakon vagotomije obostrano su kanulirane femoralne vene i arterije radi lakSeg
davanja infuzije 0,9% otopine NaCl te mjerenja arterijskog tlaka i uzimanja uzoraka krvi.
Uzorci krvi uzimani su u vremenskim razmacima kako bi se arterijske koncentracije plinova i
acido-bazni status (ABS) odrzavali u fizioloSkim granicama (PaCO;, ~ 35-45 mmHg, pH ~
7.35-7.45). Odrzavanje plinskog statusa i ABS-a postizalo se prikladnom ventilacijom i
bolusima fizioloske otopine. Bolus doza fizioloSke otopine od 1,5 — 2,0 ml davana je nakon
uspostave venskog puta (otprilike 50-60 min nakon uvoda u anesteziju). Zatim se nastavilo s
kontinuiranom infuzijom 0,9% NaCl s 25 mM otopinom NaHCO, u dozi 1-8 ml h™' pomocu
intravenskog perfuzora (PerfusorSpace 688D, Brown, Melsungen, Njemacka).

Koncentracija na kraju izdisaja CO, (engl. ,,end tidal concentration®, ET CO,) stalno
je nadzirana analizatorom plinova GEMINI (CWE Inc., Ardmore, SAD) i odrZzavana u
fizioloskim granicama (35-45 mmHg) pomocu postavki broja udisaja (RR) i diSnog volumena
(TV). Na poéetku kontrolirane ventilacije TV je postavljen na 6-8 ml kg™ tjelesne mase (TM),
a RR na 45-48 udisaja u minuti.

Prije svake promjene ventilacijskih parametara, ukljucujuc¢i dubinu anestezije, uzimani

su uzorci krvi za ABS 1 plinske analize. Uzorci su uzimani 120-180 s prije i 45-60 s po
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nastupu hipoksije te 5 min nakon prekida hipoksije. Radi sprje¢avanja moguénosti iskrvarenja
Stakora rabljene su kapilarne cjevdice.

Rektalna temperatura mjerena je digitalnim toplomjerom i odrzavana izmedu 37 i 38.5
°C pomocu vanjske grijace podloge (FST, Heidelberg, Njemacka).

Stakori su postavljeni u pronacijski polozaj u stereotaksijskom okviru (LabStandard,
Stoelting, Wood Dale, SAD). Glava zivotinje fiksirana je uSnim i ¢eljusnim drzac¢ima, tako da
je postavljena paralelno s ravnom podlogom. Potom se dorzalno pristupilo frenickom zivcu
koji je prepariran na razini C4-Cs korijena pod kontrolom mikroskopa. Nakon prepariranja
zivac je postavljen na bipolarne srebrne elektrode, nacinjene ru¢no u Laboratoriju za
neuroznanost, koje su se pokazale primjerenima za predvideno snimanje te zaliven

silikonskim gelom da bi se sprijecilo isusivanje i poboljSala kvaliteta signala.

6.4.2. Pokusni protokol

Svih Sest skupina zivotinja (tri pokusne skupine [halotan — H, izofluran — I, sevofluran
— S] i tri kontrolne [kontrola halotan — KH, kontrola izofluran — KI, kontrola sevofluran —
KS)) bile su izloZene hipoksiji pri Cetiri dubine anestezije (1,4; 1,6; 1,8 1 2,0 MAC). U skupini
H bilo je ukupno 9 zivotinja, dok je u I skupini bilo 14 te u S skupini 13 Zivotinja. Obzirom da
je istrazivanje u ovoj disertaciji provodeno na laboratorijskim zivotinjama, vrijednosti MAC
primjenjivanih u ovom istrazivanju ispravljene su u skladu s vrijednostima MAC koje se
uvrijezeno koriste u klini¢koj praksi, kako slijedi: za vrijednost 1,0 MAC halotana u Stakora
uzeta je vrijednost 1,0% koncentracije na kraju izdisaja (ETkoncentracija) (86), za 1,0 MAC
izoflurana u Stakora vrijednost je 1,46% ETkoncentracije (86) te 1,0 MAC sevoflurana u

Stakora uzeta je vrijednost od 2,4% ETkoncentracije (87) u izdahnutom zraku.
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Kontrolne skupine (KH, KI, KS) od po ¢etiri Zivotinje bile su anestezirane na isti nacin
kao i pokusne uz isti kirurski protokol osim pristupa i prepariranja frenickoga zivca. Praceni
su svi parametri arterijskog tlaka i plinskih analiza kao i u ispitnim skupinama.

Po okoncanju kirur§kog postupka za pristup i snimanje aktivnosti frenickoga Zivca
(PNA) pri anesteziji od 2,0 MAC, dubina anestezije prilagodavana je na vrijednost odredenu
randomizacijom. Nakon prelaska na nizu dubinu anestezije ventilacija je provodena 30 min
mjesavinom od 70% N i 30% O, uz protok od 1 1 min" kako bi se postigla Zeljena dubina
anestezije. Koncentracija plinova na kraju izdisaja — ET koncentracija, nadzirana je
monitorom Drager PM 8050 (Dréger, Liibeck, Njemacka).

Nakon postizanja stabilnog PNA na zeljenoj dubini anestezije (1,4; 1,6; 1,8 ili 2,0
MAC) zivotinje su izlozene ventilaciji hipoksi¢nom smjesom (91% N, i 9% O;) tijekom 120
sekundi. Po prestanku 120 sekundi ventilacije s hipoksicnom smjesom uz pojedini anestetik
(H, I, S), nastavljeno je ventilacijom uz uporabu mjesavine 70% N, 1 30% O, dok se PNA nije
vratila na pocetne vrijednosti, a zatim se produzavala ventilacija s navedenim
koncentracijama tijekom dodatnih 30 min.

Sljede¢i korak je bilo poveéanje ili smanjenje dubine anestezije, ovisno o
randomizaciji na narednu vrijednost MAC za pojedini anestetik. Nakon postavljanja
isparivac¢a na trazenu koncentraciju vrijednosti MAC, Zzivotinje su ventilirane tijekom 30
minuta da bi se postigla Zeljena dubina anestezije i1 steady state. Hipoksijski podrazaj je
ponavljan kao u prethodnom izlaganju.

Isti postupak je ponovljen za sve Cetiri dubine anestezije u svih pokusnih skupina
(slika 4).

Na kraju svakog pokusa Zivotinje su bile eutanazirane u dubokoj anesteziji i
intravenskim bolusom od 5 ml 7,45% KCI. Nakon ustanovljenja prestanka srcanog rada

pracenjem krivulje srednjega arterijskog tlaka, Zivotinje su odvajane od respiratora.
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Uvod u anesteziju 3 MAC
1 min

postupno snizavanje
3 min

|
2 MAC
Nz :Oz=70%:30%
15 min
spontano disanje (eksikator)

2 MAC
N2 :0,=70%:30%
disanje pomoéu maske (prije traheotomije)

I
traheotomija i kirurgija
2 MAC
N2 102=70%:30%
kontrolirana ventilacija

A 14MAC B 1smAC C 18MAC D 2omac
N2:0,=70%:30% N2:0,=70%:30% N2:0,=70%:30% N2:0,=70%:30%
kontrolirana ventilacija| |kontrolirana ventilacija| |kontrolirana ventilacija| | kontrolirana ventilacija
30 min 30 min 30 min 30 min

1. hipoksija 2. hipoksija 3. hipoksija 4. hipoksija
N :0,=91%:9% N :0,=91%:9% N :0,=91%:9% N :0,=91%:9%

120 s 120 s 120 s 120 s
I I I I
1.4 MAC 1.6 MAC 1.8 MAC 2.0 MAC
NQ:OQ =70%:30% NQ:OQ =70%:30% NQ:OQ =70%:30% NQ:OQ =70%:30%
kontrolirana ventilacija| |kontrolirana ventilacija| |kontrolirana ventilacija| |kontrolirana ventilacija

30 min 30 min 30 min 30 min

Slika 4. Prikaz protokola. Nakon traheotomije pri kontroliranoj ventilaciji kirurski postupak je
zavrSen. Protokoli A, B, C, D provedeni su na svakoj pokusnoj Zivotinji anesteziranoj jednim
anestetikom (halotan, izofluran ili sevofluran).

6.4.3. Ulazni parametri
- tjelesna masa u gramima (vaganje je obavljeno u ,,nastambi‘ za pokusne
zivotinje)
- vrijeme pocetka anestezije
- vrijeme pocetka kirurske pripreme
- rektalna temperatura
- arterijski tlak prije hipoksije
- PNA prije hipoksije
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- koncentracija O, u arterijskoj krvi u mmHg prije hipoksije

- koncentracija CO;u arterijskoj krvi u mmHg prije hipoksije

- vrijednost pH u arterijskoj krvi prije hipoksije

- koncentracija CO;u izdahnutom zraku prije hipoksije

- ET koncentracija inhalacijskih anestetika prije izlaganja hipoksiji

- Ventilacija: frekvencija — broj udisaja u minuti; udisajni volumen u ml

6.4.4. Izlazni parametri
- ET koncentracija inhalacijskih anestetika pri izlaganju hipoksiji
- Vremensko razdoblje od pocetka hipoksije do pojave hipoksijskog
ventilacijskog odgovora
- Aktivnost frenickoga zZivca za vrijeme i nakon hipoksijskog podrazaja:
. Razlike u PNA ovisno o uporabljenom anestetiku i dubini
anestezije za vrijeme i neposredno nakon hipoksije te nakon oporavka,
u odnosu na kontrolne vrijednosti pred hipoksiju
. Veli¢ina amplitude PNA za vrijeme i nakon hipoksije
. Razlike u obrascu i ritmu PNA
- Promjene u arterijskom tlaku za vrijeme i nakon hipoksijskog podrazaja
- Promjene u koncentracijama arterijskog CO, za vrijeme i nakon hipoksijskog
podrazaja
- Promjene u koncentracijama arterijskog O, za vrijeme i nakon hipoksijskog
podrazaja

- Promjene u vrijednostima pH za vrijeme i nakon hipoksijskog podrazaja
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6.4.5. Prikupljanje i analiza podataka

Tijekom pokusa biljezena je aktivnost frenickoga zivca, a mjerena je desetak sekundi
prije, tijekom same hipoksije te posthipoksijski do povratka aktivnosti zivca na izgled zapisa
prije izazvane hipoksije. Elektrofizioloski signal zivca usmjeren je do pojacala (System 1000,
CWE Inc., Ardmore, SAD). Takozvana ,,moving-time* prosjecna aktivnost freni¢koga zivca
ili frenicki neurogram biljeZen je i rabljen za odredivanje trajanja udisaja i izdisaja, kao i za
odredivanje amplitude aktivnosti frenickoga zivca. Signal je biljezen pomoéu Power-Lab
sustava u elektronskom zapisu (ADI Instruments, Chalgrove, Velika Britanija), a analiziran
MATLAB 2007b sustavom (Mathworks, Inc. Natick. SAD).

U slucajevima da PNA nije bila u vidljivom spektru (zivotinje koje nisu disale jer su
bile ispod praga disanja) koristili smo pwelch metodu za registriranje svake i minimalne
aktivnosti frenickoga zivca. To je slozena metoda registriranja frekvencije i posljedi¢ne
rekonstrukcije amplitude signala prekrivenog bukom (Sumom) pomocu spektralne analize.
Usrednjeni spektar za analizu izveden je kako slijedi: PNA digitalno je filtrirana izmedu 1,5 -
120 Hz nakon cega je izvrSeno smanjenje rezolucije signala (,,down —sampled‘) na 400 Hz.
Pedeset sekundi trajanja PNA signala bez detektabilnih amplituda podvrgnuto je Fourierovoj
analizi (raCunalna metoda Fourierove transformacije) za procjenu snage spektra kratkih
segmenata (duljina prozora 1024 tocke) (91-93). Navedeni algoritam integralni je dio pwelch
algoritma, ugradenog u MATLAB sustav. Nakon usrednjavanja vrijednost je ponovno
izraCunavana iz dobivenog spektra. Na taj nacin smo mogli registrirati, mjeriti i analizirati

PNA signal ¢ak i ispod vidljivoga praga disanja.

6.4.6. Statisticka analiza
Izracun potrebne veli¢ine uzorka i snage statistiCkog testa (t-test) za usporedbu vrSnih

amplituda freni¢koga zivca izvrSen je a priori metodom. Vrijednost ulaznih parametara je
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procijenjena iz rezultata pilot istrazivanja pri dubinama anestezije od 1.4 MAC. Na temelju
rezultata procijenjeno je da je minimalni broj zivotinja u skupini kojim se postize snaga od
>80% jednak 6 (alpha=0,05).

PNA je analizirana u odnosu na duljinu trajanja udisaja (Ty), duljinu trajanja izdisaja
(Tg), trajanje cijelog ciklusa (Tror) te veli¢inu vrSne amplitude aktivnosti frenickoga zivca.
Aktivnost freniCkoga Zivca izrazena je kao postotak promjene u odnosu na predhipoksijske
vrijednosti. Apsolutne vrijednosti svih varijabli usrednjene su za period 25 s prije hipoksije
(engl. ,,baseline®) te za 25 s nakon dostizanja stabilnog hipoksijskog odgovora.

Nakon zavrSene hipoksijske stimulacije pri¢ekalo se na vracanje amplitude aktivnosti
frenickoga zivca na predhipoksijsku veli¢inu za koju je uzeta vrijednost od 100% u svake
Zivotinje.

Sve prosjecne vrijednosti i odstupanja izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna
devijacija. GLM model analize varijance uporabljen je za usporedbu izmedu skupina u
ponovljenim mjerenjima uz Bonferroni post hoc korekciju §to je omogucilo pouzdaniju
analizu promjene amplitude PNA pri hipoksijskom odgovoru s obzirom na veli¢inu uzorka 1

broj ponovljenih mjerenja. Statisti¢ka znacajnost odredena je na razini P<0,05.
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7. REZULTATI

Rezultati istrazivanja koji su prikazani u nastavku provedeni su na ukupno 36 Stakora u
pokusnim i 12 Stakora u kontrolnim skupinama. Pokusne skupine sastojale su se od 9 Stakora
anesteziranih halotanom, 14 anesteziranih izofluranom te 13 anesteziranih sevofluranom
(tablica 1). Svaka zivotinja bila je izlozena akutnoj hipoksiji pri Cetiri razli¢ite dubine
anestezije (vidi sliku 4). Rezultati pokazuju kako kvalitativnu, tako i kvantitativnu razliku u
ucincima halotana, izoflurana i sevoflurana na aktivnost freni¢koga zivca u odgovoru na
akutnu normokapnijsku hipoksiju u Stakora. HVR je snaznije deprimiran pod utjecajem

halotanske nego izofluranske ili sevofluranske anestezije.

7.1. UCINCI HALOTANA NA SPONTANU PNA 1 HVR

U svih zivotinja anesteziranih halotanom (n=9) spontana frenicka aktivnost u
potpunosti je bila ugasena na najnizoj dubini anestezije (1,4 MAC) (tablica 1). Odsutnost
PNA ostala je nepromijenjena i pri izlaganju hipoksijskom podrazaju (tablica 1, slika 5 i 8).
Isti u¢inak halotan je pokazao na PNA i HVR i na sljede¢im dubinama anestezije od 1,6; 1,8

te 2,0 MAC (tablica 1, slika 5, 81 12).

7.2. UCINCI 1IZOFLURANA NA SPONTANU PNA 1 HVR

Od 14 zivotinja anesteziranih izofluranom spontana aktivnost frenickoga zivca bila je
prisutna u 5 Stakora, dok je u ostalih 9 u potpunosti bila ugasena na najnizoj dubini anestezije
(1,4 MAC) (tablica 1 i slika 6 1 8). Na dubinama anestezije od 1,6, 1,8 1 2,0 MAC spontana
PNA bila je u potpunosti ugasena (tablica 1 1 slika 6 i1 8). Hipoksijski podrazaj pri dubini

anestezije od 1,4 MAC u 10/14 zivotinja izazvao je znacajno povecanje u vrsnoj amplitudi
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Tablica 1. Vidljiva aktivnost freni¢koga Zivca u Stakora u vremenu prije hipoksije i za vrijeme hipoksije pod razli¢itim anesteticima i pri
razli¢itim dubinama anestezije.

* Broj zivotinja s vidljivim PNA signalom (Zivotinje s diSnom aktivno$¢u) prikazane kao broj tih zivotinja/ukupni broj proucavanih zivotinja pod
pojedinim anestetikom.
+ Binomial test proporcije vidljive PNA aktivacije u hipoksi¢nim uvjetima u odnosu na baseline unutar skupina (P<0.05).

Zivotinje s vidljivim PNA signalom*

Halotan Izofluran Sevofluran
(n=9) (n=14) (n=13)

Dubina anestezije (MAC)
Predhipoksija Hipoksija Predhipoksija Hipoksija Predhipoksija Hipoksija

1,4 0/9 0/9 5/14 10/147 6/13 13/137
1,6 0/9 0/9 0/14 1/14 4/13 13/137
1,8 0/9 0/9 0/14 0/14 3/13 8/137
2,0 0/9 0/9 0/14 0/14 2/13 6/13+
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Slika 5. HVR tijekom halotanske anestezije. Odgovori arterijskog krvnog tlaka (BP), integrirane PNA (IPNA) i neobradene (engl. raw) PNA
(RPNA); Lijevo: pocetak hipoksije nakon postizanja ,,steady state* pri dubini od 1,4 MAC. Sredina: Sezdeset sekundi nakon pocetka hipoksije

pri 1,4 MAC. Desno: Sezdeset sekundi nakon pocetka hipoksije pri 1,6 MAC.
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integrirane PNA od 302+203% u usporedbi s predhipoksijskim vrijednostima, (P=0.004)
(tablica 1, slika 6, 8 1 12). Na razini 1,6 MAC samo u jedne Zivotinje hipoksijski podraZaj
pokrenuo je HVR, s povec¢anjem amplitude od 106%, dok u ostalih Zivotinja hipoksija nije
izazvala povecanje PNA (tablica 1). Pri dubinama anestezije od 1,8 i 2,0 MAC izostala je
promjena aktivnosti frenickoga Zivca u odgovoru na akutnu normokapnijsku hipoksiju

(tablica 1, slika 81 12).

7.3. UCINCI SEVOFLURANA NA SPONTANU PNA 1 HVR

Pri dubini anestezije od 1,4 MAC spontana PNA bila je prisutna u Sest od trinaest
zivotinja. Pri dubini anestezije od 1,6 MAC spontana PNA ostala je prisutna u 4 Stakora, dok
je pri dubini anestezije od 1,8 MAC spontana PNA bila prisutna u 3 te pri 2,0 MAC u 2
zivotinje (tablica 1). Na dubini od 1,4 MAC izlaganje hipoksiji izazvalo je znacajni HVR
odreden veli¢inom amplitude integrirane PNA u svih Zivotinja (13/13) za 693+1091%,
(P=0.001), dok je pri 1,6 MAC kod 13/13 Zivotinja izazvalo HVR odreden veli¢inom
amplitude integrirane PNA od 199+137% (P=0.033) (tablica 1, slika 7, 8 i 12). Pri dubinama
anestezije od 1,8 MAC nije bilo statisticki znacajne promjene u amplitudi PNA, dok je HVR
izazvan u 8 od 13 zivotinja (149+39%, P=0.237) (tablica 1, slika 8 i 12). Pri dubini anestezije
od 2,0 MAC u 6 Stakora zabiljezena je aktivnost frenickoga zivca od 112+7%, (P=0.140) u
odgovoru na akutnu normokapnijsku hipoksiju, dok u 7 zZivotinja nije zabiljezen odgovor na

hipoksiju (tablica 1, slika 8 1 12).
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Slika 6. HVR tijekom izofluranske anestezije. Odgovori arterijskog krvnog tlaka (BP), integrirane PNA (IPNA) i neobradene (raw) PNA
(RPNA); Lijevo: pocetak hipoksije nakon postizanja ,,steady state pri dubini od 1,4 MAC. Sredina: Sezdeset sekundi nakon pocetka hipoksije

pri 1,4 MAC. Desno: Sezdeset sekundi nakon pocetka hipoksije pri 1,6 MAC.
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Slika 7. HVR tijekom sevofluranske anestezije. Odgovori arterijskog krvnog tlaka (BP), integrirane PNA (IPNA) 1 neobradene (raw) PNA
(RPNA); Lijevo: pocetak hipoksije nakon postizanja ,,steady state* pri dubini od 1,4 MAC. Sredina: Sezdeset sekundi nakon pocetka hipoksije
pri 1,4 MAC. Desno: Sezdeset sekundi nakon pocetka hipoksije pri 1,6 MAC.
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Slika 8. Signal frenickoga zivca oslikava uc¢inke izlaganja hipoksijskom podrazaju (F10,=0.09) prosjecno 60 s od pocetka hipoksije. Svaki zapis
predstavlja tipi¢ni odgovor u jedne od pokusnih Zivotinja, ovisno o skupini (halotan, izofluran i sevofluran) pri razli¢itim dubinama anestezije
(1,4; 1,6; 1,8,1 2,0 MAC). HVR je najbolje bio ocuvan pri sevofluranskoj anesteziji. Preuzeto iz Karanovic N, et al. 2010 (94).
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7.4. UCINCI IZOFLURANA I SEVOFLURANA NA PNA U POSTHIPOKSIJSKOJ FAZI

Pri dubini anestezije od 1,4 MAC nakon hipoksijske stimulacije vidljiva je znacajna
kratkotrajna razlika izmedu izoflurana i sevoflurana u aktivnosti frenickoga zivca pri povratku
na koncentraciju kisika od 30% (predhipoksijska vrijednost). Naime, u izofluranskoj
anesteziji doslo je do kratkotrajnog povecanja aktivnosti frenickoga Zivca u razdoblju od 5
sekundi nakon izlaganja euoksiji (FiO, 0,3) u odnosu na PNA u sevofluranskoj anesteziji

(slika 9, 10 11).

7.5. USPOREDBA UCINKA HALOTANA, IZOFLURANA I SEVOFLURANA NA HVR

Monoanestezija sevofluranom znacajno je bolje ocuvala, kako temeljnu (baseline)
PNA, tako i aktivnost frenikusa tijekom izlaganja hipoksiji u usporedbi s druga dva anestetika

(tablica 1).

Halotan je u potpunosti ugasio PNA, kako u temeljnom ritmu prije hipoksije, tako i pri

pokusaju izazivanja HVR u svih testiranih zivotinja (9/9) (tablica 1).

Izofluran je ugasio temeljni ritam prije hipoksije u 9/14 Zivotinja pri 1,4 MAC, dok je
pri anestezijama od 1,6; 1,8 i 2,0 MAC temeljni ritam bio ugasen u svih (14/14) zivotinja.
HVR je pokrenut samo pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji izoflurana (1,4 MAC) u 10 od 14

zivotinja, dok su 4 Zivotinje bile apneji¢ne tijekom hipoksijske epizode (tablica 1).

Monoanestezija sevofluranom ocuvala je temeljni ritam u 6/13 Zivotinja pri 1,4 MAC.
Takoder je pri 1,6 MAC temeljni ritam sacuvan u 4/13 Zivotinja, dok je pri 1,8 i 2,0 MAC
temeljni ritam sacuvan u 3, odnosno 2/13 zivotinja. HVR je pokrenut u svih (13/13) Zivotinja
pri dubini anestezije od 1,4 1 1,6 MAC, dok je samo 5 od 13 Zivotinja bilo apnejicno pri 1,8
MAC. Sedam zivotinja od 13 pri 2,0 MAC sevoflurana bilo je apneji¢no tijekom hipoksijskog
podrazaja (tablica 1).
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Relativne promjene PNA amplitude za sve ispitivane inhalacijske anestetike pri
dubinama od 1.4; 1.6; 1,8 i 2.0 MAC, procijenjene su univarijatnim GLM modelom i

prikazane su na slici 12.
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Slika 9. Vrijednosti amplitude frenickoga Zivca u sevofluranskoj anesteziji. Puna crta oznacava pocetak hipoksije (9% Oy). Isprekidana crta
oznacava pocetak izlaganja 30% kisiku (povratak na ventilaciju prije izazivanja hipoksije). Jasno je vidljivo snizenje PNA u neposrednom
posthipoksijskom razdoblju.
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Slika 10. Vrijednosti amplitude freni¢koga zivca u izofluranskoj anesteziji. Puna crta ozna¢ava pocetak hipoksije (9% O,). Isprekidana crta
oznacava pocetak izlaganja 30% kisiku (povratak na ventilaciju prije izazivanja hipoksije). Vidljivo je povecanje aktivnosti frenickoga Ziveca u
pocetku ventilacije 30% kisikom.
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Slika 11. Usporedba izoflurana i sevoflurana u posthipoksijskom periodu. Primjer PNA uzrokovan akutnom hipoksijom pri dubini anestezije
od 1.4 MAC izoflurana (lijevo) i sevoflurana (desno) (PNA, proizvoljne [arbitrarne] jedinice). Pocetak hipoksije je naznaen uspravnom
crvenom crtom, a vrac¢anje na predhipoksijsku ventilaciju (30% O;) uspravnom crnom crtom. Crvenom kruZnicom je oznacena kratkotrajno
povecana aktivnost frenickoga zivca u izofluranskoj anesteziji nakon povratka na predhipoksijsku ventilaciju.
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Slika 12. Relativno povecanje PNA za vrijeme izlaganja hipoksijskom podrazaju (9% O, ) pri razli¢itim dubinama anestezije za sva tri ispitivana
anestetika (aritmeticka sredina+SD). Temeljna (baseline) aktivnost frenickoga Zivca prije izlaganja hipoksiji pri najdubljoj anesteziji (2,0 MAC)
odgovara proizvoljnim jedinicama (engl. arbitrary units, a.u.) od 100. Vidljivo je da se PNA nakon hipoksijskog podrazaja pri sevofluranskoj
anesteziji povecala ~7 puta na 1,4 MAC te ~2 puta pri 1,6 MAC. U izofluranskoj anesteziji vidljivo je pove¢anje PNA ~3 puta, ali samo na 1,4
MAC. U halotanskoj anesteziji nije se moglo izazvati nikakvo povecanje PNA hipoksijskim podrazajem ni pri jednoj dubini anestezije. Preuzeto
iz Karanovic et. al. (94).
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7.6. PROMJENE OBRASCA I RITMA DISANJA (Ty, Tg, Tror)

Relativne promjene obrasca disanja odnosno Ty, Tg i Tror , bile su ispitane u svih
zivotinja u kojih je signal freni¢koga zivca prije hipoksije bio ocuvan (iznad apnejicnog
praga). Zbog tog ogranicenja usporedene su samo vrijednosti u zivotinja anesteziranih
sevofluranom 1 izofluranom pri anesteziji od 1,4 MAC. Za pocetnu vrijednost od 100% uzeli
smo temeljno disanje prije hipoksije (,,baseline*). Navedene promjene bile su minimalne,
statistiCki neznacajne. Vrijednosti T; pri sevofluranskoj anesteziji bile su 85+14% (P=0,34) u
odnosu na predhipoksijsku vrijednost, dok je ista vrijednost u izofluranskoj anesteziji iznosila
119+17% (P=0,32). Za cjeloviti ciklus disanja (Tror) vrijednosti u odnosu na ,,baseline*
iznosile su za sevofluran 82+15% (P=0,31) 1 84+9% (P=0,16) za izofluran. Vrijednosti Tg
prosje¢no su pri sevofluranskoj anesteziji iznosile 111+40% (P=0,82), dok su pri
izofluranskoj anesteziji zabiljeZene vrijednosti od 83+12% (P=0,24), u odnosu na

predhipoksijske vrijednosti.

7.7. BRZINE POJAVE HVR (LATENCIJA) POD UTJECAJEM RAZLICITIH

HLAPLJIVIH ANESTETIKA

HVR se javlja vrlo brzo nakon nastupa hipoksije, medutim, pri izlaganju inhalacijskim
anesteticima uocena je latencija do pojave HVR. Pri izofluranskoj anesteziji od 1,4 MAC to
vrijeme je iznosilo 61.1+62.8 sekundi.

U sevofluranskoj anesteziji pri 1,4 MAC vrijeme latencije bilo je 62.8+55.3 sekundi.
Pri 1,6 MAC 74.1£55.3, dok je pri 1,8 MAC to vrijeme bilo 76.3+42.7 sekundi. Pri najdubljoj

anesteziji od 2,0 MAC koju smo ispitivali, pocetak pojave HVR bio je produljen na 78.8+24.0
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sekundi. Nije nadena statisticki znacajna razlika u latenciji ovisno o dubini anestezije,

P=0,864 (ANOVA).

7.8. PARCIJALNI TLAKOVI PLINOVA I ACIDOBAZNI STATUS U KRVI

PaCQO, je odrzavan u normokapnijskim vrijednostima tijekom svih protokola (35-45
mmHg). Sve zivotinje (pokusne i kontrolne) imale su slicno snizenje PaO, (~35,24+2,75
mmHg) pri izlaganju akutnom hipoksijskom podrazaju (9% O,). pH arterijske krvi odrzavan

je u granicama 7,35-7,45 (tablica 2 i 3).

7.9. ARTERIJSKI TLAKOVI

Arterijski tlakovi prije, za vrijeme 1 nakon hipoksije za sva tri ispitivana anestetika i za
sve 4 dubine anestezije u pokusnih Zivotinja prikazani su na tablici 4. U tablici 5 prikazane su
vrijednosti arterijskih tlakova za kontrolne skupine. Nisu nadene statisticki znacajne razlike u

arterijskim tlakovima izmedu skupina, ukljucujuéi i pokusne i1 kontrolne.

52



Tablica 2. Rezultati pretraga iz arterijske krvi u tri pokusne skupine Zivotinja za vrijeme predhipoksijskog razdoblja i tijekom hipoksijskog
podrazaja. Nije bilo znacajnih razlika u pH, PaCO, i PaO, medu skupinama, niti unutar skupina. Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka
sredina+SD. Sve vrijednosti parcijalnih tlakova prikazane su u mmHg.

Halotan Izofluran Sevofluran
(n=9) (n=14) (n=13)
MAC pH PaCO, PaO, pH PaCO, PaO, pH PaCO, PaO,
1.4 predhipoksija | 7,39+0,03 41,7+3,3  144,6+18,1 | 7,40+0,03 40,3£2,0 154,9+11,0 | 7,39+0,02 40,9+3,5 142,7+16,5
hipoksija 7,39+0,03 37,5£2,2 32,2442 7,41£0,02 37,024 30,9t4.4 7,39+0,02 37,0£2,2 32,7+4.,3
1,6 predhipoksija | 7,41+0,02 41,124 155,4+10,7 | 7,42+0,03 42,0+2,8 149,0+5,1 7,41+£0,02 40,5+2.,5 155,8+11,6
hipoksija 7,41£0,02 37,2+1,5 36,1+£6,5 7,42+0,02 39,0£2,8 33,0£3,5 7,41£0,01 37,0£1,4 36,3£5,6
1,8 predhipoksija | 7,42+0,02 41,0+£2,3 156,9+9,0 7,40+0,01 40,2+3,3 159,0+12,8 | 7,41+0,02 40,6+£3,0 157,6+8,7
hipoksija 7,42+0,01 36,3£1,8 33,0£3.,6 7,42+0,02 38,0£2,0 36,4+2.8 7,42+0,02 36,9+1,9 32,6+4,3
2,0 predhipoksija | 7,39+0,01 41,9+2,1 158,5+6,1 7,41£0,02 39,0+2,3 158,1+8.,8 7,40+0,02 41,5£2,3 159,4+6,5
hipoksija 7,39+0,02 37,3+1,4 352+7,2 7,42+0,03 37,0£2.4 32,244,1 7,40+0,03 37,6£1,9 35,5£6,4
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Tablica 3. Rezultati pretraga iz arterijske krvi u tri kontrolne skupine Zivotinja za vrijeme predhipoksijskog razdoblja i tijekom hipoksijskog
podrazaja. Nije bilo znacajnih razlika u pH, PaCO; i PaO, medu skupinama, niti unutar skupina. Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka
sredina+=SD. Sve vrijednosti parcijalnih tlakova prikazane su u mmHg.

Halotan Izofluran Sevofluran
(n=4) (n=4) (n=4)
MAC pH PaCO, PaO, pH PaCO, PaO, pH PaCO, PaO,
1,4 predhipoksija | 7,39+0,02 40,8+2,3 147,7«£17,8 | 7,39+0,03  39,9+2,1 155,7+11,2 | 7,40+0,01 41,2+3,3  142,8+15,3
hipoksija 7,39+0,03 36,9+2,1 33,1+4,1 7,40£0,02 36,1£2,2 32,8+3,8 7,40£0,02 38,0£2,0 33,9t4.0
1,6 predhipoksija | 7,41+0,03 41,7+1,8 154,849,8 7,42+0,03 41,0£2,1 150,1+4.9 7,40+0,02 41,1+2,2 153,7+10,8
hipoksija 7,41£0,03 37,1£1,6 35,9+5.9 7,41£0,01 38,9+2,6 33,7+3,1 7,40£0,01 36,9+,2 35,94+4,8
1.8 predhipoksija | 7,42+0,01 40,9+2,1 151,7+8,1 7,41+0,01 41,0£2,8 157,2+11,9 | 7,41+0,01 41,1£2,5 158,1+8,4
hipoksija 7,42+0,01 37,1£1,5 34,8+2,1 7,41£0,02 39,2+2,1 35,9422 7,42+0,02 37,1+1,8 33,1+4,1
2,0 predhipoksija | 7,39+0,03 42,1+1,8 157,6+5,7 7,39+0,02 39,9+2,2 158,2+4.9 7,40£0,01 40,9+2,2 157,9+5,1
hipoksija 7,39+0,03 38,1+1,5 36,1+3,1 7,40£0,03 37,4+22 33,1+42 7,39+0,03 36,9+1,8 36,2+5,7+
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Tablica 4. Vrijednosti arterijskih tlakova (mmHg) u pokusnih Zivotinja prilikom izlaganja razli¢itim dubinama anestezije (MAC) 1 pod razli¢itim
anesteticima; prije izlaganja hipoksiji, za vrijeme hipoksije i nakon hipoksije. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost+SD.

Nisu nadene znacajne razlike u arterijskom tlaku unutar skupina, niti medu skupinama (ANOVA).

Halotan Izofluran Sevofluran
(n=9) (n=14) (n=13)
MAC Prije Hipoksija Nakon Prije Hipoksija Nakon Prije Hipoksija Nakon
1,4 74,2+1,8 45,4+13,3 65,2+13,5 86,9+10,9 63,1+15,6 85,0+14,7 86,2+13,8 57,5+7,4 99,8+6,8
1,6 62,5+8.,0 46,5+9,8 60,3+17.,9 71,1+£7,4 56,2+7,0 64,6+11,9 75,0+8,3 56,249,8 84,9+14.4
1,8 57,6£10,6 45,9+15,4 51,1£16,3 59,244,1 51,7€1,8 58,0+4,6 68,1+8,4 53,9+7,9 73,6£12,3
2,0 39,44+2,0 30,0+3,8 34,7+4,2 52,8+6,5 42,7+6,6 50,4+7,0 55,1469 47,7+6,7 52,246,5
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Tablica 5. Vrijednosti arterijskih tlakova (mmHg) u skupinama kontrolnih Zivotinja prilikom izlaganja razli¢itim dubinama anestezije (MAC) i
pod razli¢itim anesteticima; prije izlaganja hipoksiji, za vrijeme hipoksije i nakon hipoksije. Vrijednosti su prikazane kao srednja

vrijednost+SD.

Nisu nadene znacajne razlike u arterijskom tlaku unutar skupina, niti medu skupinama (ANOVA).

Halotan Izofluran Sevofluran
(n=4) (n=4) (n=4)
MAC Prije Hipoksija Nakon Prije Hipoksija Nakon Prije Hipoksija Nakon
1,4 75,2+1,7 47,4+12,2 66,3+14,6 88,86+10,12 65,2+14,3 85,0+13,0 85,6+14,2 58,1£7,0 96,2+5,8
1,6 63,7459 47,0+£9,0 60,0£15,7 73,2+7,0 59,146,2 66,8+12,1 74,2+7,2 55,4+8,8 82,9+13,6
1,8 58,749,5 49,9+133 55,3+15,0 61,2+4,3 53,942,1 58,2+5,1 67,2+8,2 52,8+7,1 74,3+11,7
2,0 39,8+2,4 30,2+3,0 36,3+4,2 55,059 42,2459 51,1£8,9 54,9+7,7 48,1+5,4 53,3+5,9
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8. RASPRAVA

Rezultati naseg istrazivanja potvrdili su u potpunosti sve tri postavljene hipoteze.

Potvrdili smo da sva tri ispitivana hlapljiva anestetika deprimiraju HVR. Takoder smo
potvrdili da je relativan red potentnosti, odnosno anesteticke snage hlapljivih anestetika u
Stakora, kako na temeljnu respiraciju (baseline), tako i1 na hipoksijski ventilacijski odgovor:
halotan > izofluran > sevofluran. Time smo potvrdili i red potentnosti hlapljivih anestetika
uocen na ljudima (60, 71, 83). Nase opazanje da HVR djelomic¢no opstaje ¢ak i pri relativno
visokim koncentracijama sevoflurana i izoflurana takoder je u skladu s prethodnim studijama
na ljudima (46, 48).

Potvrdili smo da nakon hipoksijskog podrazaja u posthipoksijskom razdoblju postoje

razlike izmedu pojedinih hlapljivih anestetika (izofluran vs. sevofluran).

8.1. DOBIVANIJE ,,CISTOG* DJELOVANJA POJEDINOG HLAPLJIVOG ANESTETIKA

Rabljene koncentracije, tj. dubine anestezije omogucile su nam ispitivanje pojedinog
anestetika bez uporabe neuromiSiénih relaksansa, $to je po naSem misljenju, u svim
dosadasnjim istrazivanjima moglo predstavljati znacajnu metodolosku pogresku budu¢i da
neuromiSi¢ni relaksansi mogu utjecati na HVR blokadom nikotinskih acetilkolinskih
receptora u karotidnim tjeleicima te u SZS (60, 76, 83, 95-97).

Nadalje, pazljivo smo pokusali izbje¢i moguéi utjecaj vanjske stimulacije na
ventilaciju u naSem istrazivanju. Bol, audiovizualna ili kirurSka stimulacija mogu same po
sebi utjecati na ventilacijski odgovor, a kod nekih anestetika, kao S$to je izofluran,
antagonizirati depresivni ucinak samog anestetika na ventilacijski odgovor pri hipoksiji (42,
54, 56, 67). Ipak, to nije slucaj za sve hlapljive anestetike, naroCito za halotan i1 sevofluran

(54, 67). Unatoc¢ istrazivanjima, nije joS uvijek poznat precizni mehanizam putem kojega bol
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utjeCe na kontrolu disanja (42). Stoga smo vrlo pazljivo radili sve pokuse u mirnom i tihom
okruzenju, bez buke, u dovoljnoj dubini anestezije i bez nepotrebne traumatizacije tkiva,
izbjegavsi time dodatne bolne i ostale podrazaje. U svakom slucaju sve 3 pokusne skupine

zivotinja bile su izloZene priblizno jednakim vanjskim podrazajima.

8.2. ODABIR NACINA IZVODENJA HIPOKSIJE

Pri planiranju izvodenja hipoksije postojale su dvije moguénosti: brzo izazivanje
(engl. step input ili step mode) ili postupno izazivanje hipoksije (engl. ramp mode ili ramp
input). Najnovije studije preferiraju tzv. “step input”, koji smo 1 mi rabili (42, 56, 62, 63, 65,
71 83). Naime, tijekom postupnog izazivanja hipoksije moze do¢i do slabljenja HVR (56, 69)
uzrokovanog dugotrajnijom hipoksijom poznatog pod nazivom hipoksijsko ventilacijsko
snizenje ili hypoxic ventilatory decline (HVD), pa smo stoga izabrali navedeni nacin
izazivanja hipoksije, koji se pokazao primjerenim.

Opcenito se smatra da se HVR moze najbolje proucavati u kontroliranim
izokapnijskim uvjetima ili pri 1-2 mmHg viSim vrijednostima od normalnih (42, 56, 71, 98) u
cilju odrzavanja bolje kontrole parcijalnog tlaka CO, . U ljudi taj se ucinak postize tehnikom
kao Sto je ,,dinamicko forsiranje pri kraju izdisaja“ (,,dynamic end-tidal forcing“) (94). lako
su naSe srednje vrijednosti parcijalnih tlakova plinova u arterijskoj krvi bile jednake medu
skupinama (tablica 2), moguce fluktuacije za vrijeme provodenja pokusa mogle su, ali samo u
manjoj mjeri, utjecati na rezultate. Medutim, normokapnijski uvjeti bili su odrzani, tako da

hipo- ili hiperkapnija nisu mogle utjecati na rezultate.
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8.3. POSTHIPOKSIJSKI OPORAVAK

Neuralni mehanizmi respiracijske depresije izazvane u¢inkom hlapljivih anestetika i
dalje nisu u potpunosti poznati, niti shvaéeni, stoga su jo$ uvijek predmet zanimanja i
istrazivanja (32, 97). Jedna od nasih hipoteza bila je vezana uz posthipoksijski period i
oporavak nakon hipoksije, u kojoj smo pretpostavili da ¢e se obrazac oporavka PNA nakon
hipoksije razlikovati izmedu izoflurana i sevoflurana. Ta hipoteza dokazana je u nasem
istrazivanju. Razlog tome nije nam poznat. Nismo nasli u dostupnoj literaturi nikakve podatke
ili sli¢na opazanja drugih istrazivac¢a. U svakom sluc¢aju taj nalaz mogao bi implicirati moguce

razli¢ite modele ili razli¢ita mjesta djelovanja navedenih dvaju anestetika.

8.4. PROMIJENE OBRASCA I RITMA DISANJA (T}, Ty, Tror)

Poznato je da inhalacijski anestetici u klini¢ki znacajnoj koncentraciji mijenjaju
obrazac disanja (45-49). Nismo zabiljezili promjenu obrasca disanja pod utjecajem
hipoksijskog podrazaja pri anestezijskoj koncentraciji (1,4 MAC) hlapljivih anestetika.
Medutim, ispravni zaklju¢ak ne moZe se donijeti na temelju nasih podataka. Ostaje nepoznato
je li utjecaj hlapljivih anestetika prije hipoksijskog podrazaja ve¢ doveo do promjene obrasca
disanja mjerenih varijabli (T, Tk, Tror) u odnosu na neku imaginarnu vrijednost bez utjecaja
anestetika, buduc¢i da nismo imali kontrolnu vrijednost bez anestezije (eticki razlozi). Na

zalost, ne postoje sli¢ne studije s kojima bi se mogla izvrsiti usporedba.
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8.5. LATENCIJA DO POJAVE HVR POD UTJECAJEM RAZLICITIH HLAPLJIVIH

ANESTETIKA

Kako je ve¢ poznato, HVR se javlja vrlo brzo nakon nastupa hipoksijskog podrazaja,
otprilike nakon 2-10 s (4, 13). U nasoj studiji uocljivo je kasnjenje pojave HVR, koje je
iznosilo dulje od 1 minute. Razlog tome je djelomi¢no metodoloski jer je Citav sustav
anestezioloSkog uredaja i respiratora za male Zivotinje imao ne$to ve¢i mrtvi prostor (,,dead
space®), medutim, metodologija je bila jednaka za sve zivotinje, a poduzete su sve mjere da se
nehipoksijska smjesa plinova i anestetika brzo ukloni iz sustava. U svakom slucaju latencija je
produljena pri viSim dozama anestetika S$to govori u prilog hipotezi o ovisnosti latencije HVR
o dubini anestezije. Nismo nasli radove u kojima je opisana navedena pojava. Stoga bi bilo
uputno provesti dodatna istrazivanja u tom segmentu te procijeniti je li razlog uocenoj pojavi

djelovanje hlapljivih anestetika, i ima li razlike medu njima.

8.6. VRIJEDNOSTI PLINOVA U ARTERIJSKOJ KRVI

Iz tablica 2 i1 3 vidljive su vrijednosti parcijalnih tlakova plinova u arterijskoj krvi
Stakora i1 njihovog metabolickog statusa u pokusnim i kontrolnim skupinama. Rezultati su
oc¢ekivani. Parcijalni tlakovi razlikuju se medusobno u hipoksiji s jedne strane te u pred- i
posthipoksijskom razdoblju. Ono §to treba naglasiti je da se vrijednost PaCO,; tijekom
hipoksije dodatno minimalno, ali statisticki neznacajno, snizavala u svih Zivotinja §to je
najc¢es¢e razlog povecavanja koncentracija CO, u radovima u kojima je opisan postupak
dobivanja izokapnijskih vrijednosti PaCO,, §to je spomenuto veé prije (42, 56, 71, 98).

Vrijednosti PaO, nisu se znacajno mijenjale u predhipoksijskom i posthipoksijskom razdoblju.
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8.7. VRIJEDNOSTI ARTERIJSKIH TLAKOVA

U tablicama 4 i 5 mogu se pratiti vrijednosti tlakova u pokusnim i kontrolnim
skupinama zivotinja. Statisticki nije bilo znacajnih razlika u tlakovima izmedu tri testirana
anestetika, Sto je na neki nadin odredeno iznenadenje. Ocekivali smo da ¢e halotan uz
najsnaznije respiracijsko, pokazati i najsnaznije kardiocirkulacijsko depresorno djelovanje na
Stakorskom modelu. Nazalost, nismo mogli naéi radove u kojima se na Stakorskom modelu
pratila i medusobno usporedivala vrijednost tlakova pri tri vrste anestezije 1 pri Cetiri razlicite

dubine anestezije.

8.8. MOGUCNOST LOCIRANJA MJESTA DJELOVANJA HLAPLJIVIH ANESTETIKA

PRI HIPOKSIJSKOM PODRAZAJU

Postavlja se pitanje, je li primarno mjesto depresivnog ucinka hlapljivih anestetika na
akutni HVR centralno (mozak) ili periferno (karotidna tjelesca). Odgovor i dalje ostaje
nejasan (94). Pandit smatra, nakon meta-analize, da razli¢iti hlapljivi anestetici imaju
znaajno razli€it utjecaj na ventilacijski odgovor te je zakljucio da to moZe upucivati na
razli¢it molekulski/stani¢éni mehanizam djelovanja na karotidna tjeleSca (71). Medutim,
alternativna tumacenja su da razli¢iti odgovori mogu biti posljedica razlicitog primarnog
mjesta djelovanja za pojedini hlapljivi anestetik. Odnosno, da neki mogu djelovati na
hipoksijske kemoreflekse periferno na razini karotidnih tjeleSaca, dok drugi mogu ucinak
pokazati viSe centralno, u mozgu (60). Sustavni pregled studija provedenih na zivotinjama
uistinu otvara moguénost da hlapljivi anestetici djeluju izravno na karotidna tjeleSca,
izazivaju¢i depresiju hipoksijskog odgovora (83). Medutim, nekoliko studija opovrgava

utjecaj hlapljivih anestetika na karotidna tjelesca (99, 100, 101, 102). Nedavna istrazivanja
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Pandita i Bucklera daje snaznu podrsku izravnom djelovanju hlapljivih anestetika na glomus
stanice karotidnih tjeleSaca (95, 96). Ipak, i dalje ostaje nepoznato jesu li te razlike medu
studijama proistekle samo zbog razlike u vrstama istrazivanih pokusnih Zivotinja ili je razlog
druge prirode. Treba naglasiti da su u vecini prethodnih studija za istrazivanje najcesce
koriSteni psi, macke i kunic¢i (82, 83). Nazalost, metoda naseg istrazivanja nije nam omogucila
lociranje mjesta depresivnog ucinka hlapljivih anestetika, odnosno je li njihovo djelovanje
izrazeno na perifernim kemoreceptorima ili na SZS. Ako bi se nase opaZanje zadrike, tj.
kasnjenje pojave HVR pod utjecajem hlapljivih anestetika pokazalo to¢nim, to bi dodatno
doprinjelo pojavi nejasnoca i nepoznanica u raspravi o mjestu djelovanja hlapljivih anestetika.
Stoga je na temelju naseg istrazivanja nemoguce re¢i jesu li dobiveni rezultati uzrokovani
perifernim ili centralnim ucincima hlapljivih anestetika. Nadalje, dodatnu nejasno¢u moze

unijeti koristenje relativno novog Stakorskog modela.

8.9. OGRANICENJA STUDIJE

Potrebno je naglasiti da postoje odredena metodoloska ograni¢enja ovog istrazivanja.

Budu¢i da su zivotinje zahtijevale neki oblik anestezije, nije bilo moguce imati
»prave® kontrolne skupine (bez bilo kakvog anestetika), niti smo mogli izabrati bilo koji
anestetik kao referentni. Medutim, umjesto toga, rabili smo broj Zivotinja koje su pokazale
aktivnost frenickoga zivca kao surogat za usporedbu (tablica 1). Stoga, $to je manje Zivotinja
pokazalo PNA te Sto je manja amplituda frenicke aktivnosti izazvana  hipoksijskim
podrazajem pod djelovanjem pojedinog anestetika, to smo smatrali anestetik potentnijim

respiracijskim depresorom (slika 8 i 12).
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Potrebno je naglasiti da smo bili svjesni moguénosti pojave tzv. dugotrajnog
pojacavanja HVR ,long term facilitation - LTF*“. Zbog te mogucénosti smo hipoksiju
ograni¢ili samo na 120 s, a stanka izmedu dviju hipoksija bila je dulja od 60 min.

LTF se javlja nakon visekratnog izlaganja (3-12) hipoksiji u trajanju od 2-10 min s
razdobljima normoksije u trajanju od 2-20 minuta (103-106). LTF je karakteriziran
pojacavanjem respiracijskog motornog odgovora nakon podrazivanja karotidnih
kemoreceptora, koje moze trajati i satima nakon prestanka podrazaja. Za PNA poznato je da
se nakon kratkoro¢nog izlaganja akutnoj hipoksiji (do 5 minuta), vra¢a na predhipoksijsku
razinu relativno brzo, ve¢ unutar 10-15 minuta (107). S druge strane, ponavljane hipoksije u
intervalima od 5 minuta dovode do dugoro¢ne (>1 sata) facilitacije frenickoga zivca (108,
109). U nasoj studiji imali smo cetiri izlaganja pojedinih Stakora akutnoj hipoksiji u trajanju
od 120 s., §to je bitno druk¢ije od svih poznatih studija u kojima je izazvana pojava LTF.
Osim toga, izmedu svakog hipoksijskog podrazaja bilo je razdoblje euoksije s FiO, 0,3 u
trajanju >60 min. Na taj nacin izbjegli smo neposredno sukcesivno izlaganje hipoksiji. Za
potrebe naseg rada zakljucili smo da je takav protokol sasvim zadovoljavajuéi za izbjegavanje
pojave LTF.

U ljudi opcenito, hlapljivi anestetici pri subanestetskim koncentracijama ne utjecu na
euoksijsku ventilaciju (42, 44, 45, 48, 62, 63, 65, 68, 69, 110), ali smo uocili depresiju
ventilacije u euoksiji ovisnu o dozi, odnosno koncentraciji, pri vrijednostima >1,0 MAC
(tablica 1). Stoga bi nasa studija mogla potaknuti daljnja istrazivanja na ljudima vezanim uz
euoksiju i anestezijske koncentracije anestetika. Nazalost, nismo mogli istraziti nize doze
hlapljivih anestetika za usporedbu sa studijama na ljudima zbog eti¢kih razloga, buduci da bi
zivotinje osjecale bol pri nizim koncentracijama anestetika od 1,4 MAC (podatci dobiveni u

pilot studiji).
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U zakljucku se moze re¢i da smo utvrdili da je red potentnosti hlapljivih anestetika i
njihova moguénost depresije HVR u Stakora jednaka kao u prethodnim istrazivanjima
provedenim na ljudima. Iako to opaZanje ne daje izravnu potporu raspravi o primarnom
mjestu djelovanja hlapljivih anestetika (karotidna tjelesca vs.centralno djelovanje), moze se
reci da je potvrdilo Stakorski model kao prikladan model za istrazivanje tog podrucja humane
respiracije. Stakorski model moze se rabiti za pomo¢ u razumijevanju utjecaja hlapljivih
anestetika na hipoksijski ventilacijski odgovor i kontrolu disanja pri anesteziji. Dodatna
temeljna istrazivanja na izoliranim karotidnim tjeleScima Stakora uz uporabu preciznih doza
hlapljivih anestetika mogla bi omoguciti bolje poznavanje humane respiracijske fiziologije i
utjecaja anestetika na nju.

Buduce studije trebale bi se usredotoCiti na molekularne ucinke anestezioloSkih
pripravaka na stani¢noj razini, Sto bi moglo omoguditi uvid u interakciju anestetika s

transdukcijom hipoksijskih signala.
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9. ZAKLJUCCI

1. Hlapljivi anestetici djeluju depresivno na hipoksijski ventilacijski odgovor, kao i na
temeljnu (,,baseline®) euoksijsku ventilaciju ovisno o dozi. U ljudi subanestezijske doze
ne utje¢u na disanje u euoksijskim uvjetima, medutim, pod utjecajem hlapljivih anestetika
u klini¢ki znacajnim koncentracijama (kirurSka anestezija) na Stakorskom modelu uocili

smo da postoji depresija euoksijske respiracije ovisna o dozi.

2. Red potentnosti hlapljivih anestetika identi¢an je istrazivanjima dobivenim na ljudima,
odnosno pokazalo se da je halotan najsnazniji respiracijski depresor, dok je sevofluran
najslabiji. Izofluran ima intermedijarno djelovanje. Stoga je poredak temeljen na

potentnosti respiracijske depresije slijedeci: halotan> izofluran > sevofluran.

3. lako na Stakorskom modelu, dokazali smo da pojedini hlapljivi anestetici, kao halotan,
mogu pri znacajnim klinickim koncentracijama pri pojavi hipoksije u potpunosti sprijeciti
zastitne respiracijske mehanizme, dok ih drugi i pri visokim dozama deprimiraju, ali joS§

uvijek ne dokidaju, poput sevoflurana.

4. U neposrednom posthipoksijskom razdoblju razlika u signalu frenickoga Zivca pod
utjecajem izoflurana u odnosu na sevofluran mogla bi upucivati na razli¢it mehanizam ili

mjesto djelovanja izoflurana u odnosu na sevofluran.

5. U naSoj studiji smo na zadovoljavajuc¢i nain postigli moguénost istrazivanja utjecaja
monoanestezije na disanje u euoksiji kao i na HVR, bez utjecaja hiperkapnije,

neuromiSi¢nih relaksansa i uz jednake vanjske podrazaje, koji su posebno vazni pri
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izofluranskoj anesteziji. Na taj na¢in dobili smo ,,Ciste rezultate te mozemo govoriti samo

o utjecaju pojedinog anestetika na disanje u euoksiji i na hipoksijski ventilacijski odgovor.

Nismo mogli testirati nize koncentracije hlapljivih anestetika zbog etickih razloga, buduci
da su zivotinje pri vrijednostima <1,4 MAC pokazivale znakove nedovoljno duboke

anestezije, odnosno osjecale su bol.

Nasom metodologijom nismo mogli dokazati je li primarno mjesto djelovanja hlapljivih

anestetika na perifernoj razini (karotidna tjeleSca) ili viSe centralno (mozak).

Stakorski model pokazao se prikladnim za istraZivanje kontrole respiracije, hipoksijskog
ventilacijskog odgovora i utjecaja hlapljivih anestetika u odnosu na humani model.
Pokazalo se da su rezultati sli¢ni onima dobivenim na ljudima. Medutim, treba istaknuti
da su doze rabljene u istrazivanju bitno razli¢ite od doza — koncentracija rabljenih u
istrazivanjima na ljudima (subanestetske). Doze rabljene u naSem istrazivanju su prave
anestetske, koje su omogucavale kirurski rad, a Sto do sada nije istrazivano niti na

humanom, niti na animalnom modelu.
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10. ZNANSTVENI DOPRINOS I KLINICKA PRIMJENA

Mogu¢énost inhibicije HVR-a inhalacijskim anesteticima ima veliki klini¢ki znacaj (32).

U samoj anesteziji i pri spontanom disanju opasnost razvoja hipoksije je realna. Buduéi da
inhalacijski anestetici izravno djeluju na srediSnje mehanizme nadzora disanja, u klinickoj
primjeni od velikog znacaja moze biti pravilan odabir inhalacijskoga anestetika i anestezijske
koncentracije, odnosno vrsta i dubina anestezije.

Kako je dokazano da inhalacijski anestetici slabe hipoksijski ventilacijski odgovor veé¢ u
subanestetskim koncentracijama, postoji opasnost od komplikacija, kako pri anesteziji, tako i
u neposrednom postoperacijskom periodu. Te ¢imbenike potrebno je razmotriti ne samo pri
spontanom disanju, nego i u situacijama kad se bolesnika mehanicki ventilira tijekom
operacijskog zahvata. Posebna pozornost potrebna je u neposrednom postoperacijskom
razdoblju dok se c¢eka da bolesnik spontano prodiSe kako bi ga se moglo u odredenim
klinickim situacijama ekstubirati u jo$ uvijek dubokoj anesteziji. Ekstubacija u dubokoj
anesteziji rabi se radi izbjegavanja bronhospazma i kaslja u cilju sprjecavanja mogucih teskih
posljedica i invaliditeta (npr. operacije na otvorenom oku). Pri mogucoj pojavi hipoksije u jos§
prisutnoj dubokoj anesteziji moze biti vazno koji se anestetik uporabio i u kojim
koncentracijama, odnosno koji anestetik predstavlja najmanji rizik anesteziranom bolesniku.

Utjecaj inhalacijskih anestetika na HVR moze imati vrlo znac¢ajnu ulogu u bolesnika
koji su ovisni o hipoksi¢noj stimulaciji (hypoxic drive) za odrzavanje ventilacije, kao §to su
bolesnici s kroni¢nim zatajenjem disanja i oboljeli od opstrukcijske apneje tijekom spavanja
(engl. obstructive sleep apnea, OSA). (32).

Aktivnost frenickoga zivca smatra se zrcalnim pokazateljem zbivanja u srediSnjem

generatoru ritma i1 obrasca disanja. Rezultati istrazivanja snazno upucuju na kvalitativnu 1
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kvantitativnu razliku u ucinku pojedinih inhalacijskih anestetika (halotan, izofluran,
sevofluran) na spontanu aktivnost frenickoga zivca, kao i na aktivnost pri akutnoj hipoksiji.

U ovoj disertaciji pruzen je izravni odgovor na pitanje kako hlapljivi anestetici u visim,
anestezijskim koncentracijama utjeCu na disanje, kao i na prilagodbu disanja u specificnim
stanjima poput hipoksije na animalnom modelu Stakora. Klinic¢ki je bilo opravdano istraziti u
kolikoj mjeri postoji optimalni raspon graniénih vrijednosti minimalnih alveolarnih
koncentracija za pojedini hlapljivi anestetik, pri kojem se moze ocCekivati fizioloski vidljiv i
znacajan odgovor u prilagodbi disanja na podrazaj poput akutne hipoksije. lako je tesko
primjenjivati rezultate dobivene na pokusnim zivotinjama u klini¢koj primjeni na ljudima,
mogudi klinicki doprinos provedenog istrazivanja jest i u ¢injenici da moze sugerirati odabir i
uporabu hlapljivih anestetika. Nadalje, ova studija pokazala je da je Stakorski model prikladan
za istrazivanje i humane respiracije, odnosno utjecaja inhalacijskih anestetika na respiraciju i
HVR, budu¢i se pokazalo da je red potentnosti i utjecaj samih hlapljivih anestetika identi¢an

rezultatima dobivenim na humanom modelu.

68



11. SAZETAK

Relativan red potentnosti hlapljivih anestetika na hipoksijski ventilacijski odgovor
proucavan je na ljudima i to uglavnom u subanestezijskim dozama, a podatci dobiveni na
zivotinjskom modelu su razmjerno rijetki, pogotovo oni s pravim anestezijskim dozama
hlapljivih anestetika. U naSem istrazivanju proucavali smo utjecaj 1,4; 1,6; 1,812,0 MAC
halotana, izoflurana i sevoflurana na frenicku aktivnost u euoksiji (baseline) i tijekom akutne
normokapnijske hipoksije (FiO,=0,09) na odraslim muZzjacima Stakora soja Sprague-Dawley.
Pri halotanskoj anesteziji sve proucavane zivotinje (9/9) bile su apneji¢ne u euoksiji, kao 1 pri
hipoksijskom podrazaju pri sve Cetiri razine anestezije. Pod utjecajem izoflurana od 1,4 MAC,
5 od 14 zivotinja imalo je prisutnu aktivnost frenickoga Zivca ¢ak i pri euoksiji i pokazalo
HVR (povecanje od 302% od osnovne vrijednosti). Medutim, svi Stakori su postali apnejicni i
izgubili HVR pri vis$im dozama. Pod sevofluranskom anestezijom, frenic¢ka aktivnost je
zadrZzana u nekih Zivotinja pri svim dubinama anestezije, kao 1 HVR (€ak 1 pri najviSoj
rabljenoj vrijednosti od 2,0 MAC). Sli¢no prethodno uocenom na ljudima, red potentnosti
hlapljivih anestetika odreden na temelju depresije HVR u §takora bio je halotan > izofluran >
sevofluran (P=0,01 za razliku medu anesteticima).

Pri oporavku od hipoksijskog podrazaja uocena je razlika izmedu izoflurana i sevoflurana.
Ubrzo nakon povratka na euoksijsku ventilaciju (Fi0,=0,3) doslo je do kratkotrajnog
povecanja PNA, §to nije zabiljeZeno pri sevofluranskoj anesteziji.

U naSem istrazivanju uocili smo produZenje vremena potrebnog za fizioloSki odgovor na

akutni hipoksijski podrazaj pri izofluranskoj i sevofluranskoj anesteziji.
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12. SUMMARY

The relative order of potency of anaesthetic agents on the hypoxic ventilatory response
has been tested in humans, but animal data are sparse. We examined the effects of 1.4, 1.6,
1.8, and 2.0 MAC halothane, isoflurane, and sevoflurane on phrenic nerve activity in euoxia
(baseline) and during acute normocapnic hypoxia (inspired oxygen fraction 0.09) in adult
Sprague-Dawley rats. Under halothane, all animals became apnoeic even in euoxia, and the
hypoxic response was completely abolished at all anaesthetic levels. With isoflurane, 5 of 14
animals exibited phrenic nerve activity in euoxia at 1.4 MAC and demonstrated a hypoxic
response (302% of baseline), but all became apnoeic and lost the hypoxic response at higher
doses. With sevoflurane phrenic nerve activity and a hypoxic response was preserved in, at
least, some animals at all doses (i.e. even the highest dose of 2.0 MAC). Similar to the rank
order of potency previously observed in humans, the relative order of potency of depression
of the hypoxic ventilatory response in rats was halothane (most depressive) > isoflurane >
sevoflurane (P=0,01 for differences between agents).

During the posthypoxic recovery at euoxic ventilation (Fi0,=0,3) we registered the
difference between isoflurane and sevoflurane. PNA increased shortly under isoflurane
anaesthesia, whereas under sevoflurane anaesthesia the decrease was continuous.

We also observed latency at the beginning of HVR under isoflurane, as well as under

sevoflurane anaesthesia.
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Sporta ,,Neurotransmiteri u kontroli disanja“ pod vodstvom prof. dr. sc. Z. Pogasa
2006.- sada: Istraziva¢ u znanstvenom projektu Ministarstva znanosti, obrazovanja i
Sporta ,,Neuralna kontrola disanja u budnosti i spavanju®, voditelj prof. dr. sc. Z.
Pogas

Profesionalni interes: intenzivno lijecenje, kardijalna anestezija

Priznanja

Zahvalnica hrvatske bolnice u Novoj Bili, BiH

Zahvalnica HLZ-a za zbrinjavanje ozlijedenih u Domovinskom ratu

Zahvalnica za dogogodisnju suradnju Instituta za pomorsku medicinu HRM
Zahvalnica HLZ-a za zasluge u radu Zbora, unaprijedenju medicinske struke te za
zdravstvenu 1 humanitarnu djelatnost

Diploma HLZ za znac¢ajan doprinos u promidzbi Zbora, promicanju stru¢nih,
znanstvenih 1 eti¢kih nacela 1 unapredenju zdravlja naroda

Clanstvo u stru¢nim i strukovnim udruZenjima

Hrvatski lije¢nicki zbor

Hrvatska lije¢ni¢ka komora

Hrvatsko drustvo za anesteziologiju i intenzivno lijecenje
Hrvatsko drustvo za intenzivnu medicinu

Hrvatsko drustvo za pomorsku, podvodnu i hiperbari¢nu medicinu
Hrvatsko somnoloSko drustvo

European society of anesthesiologists

European association of cardiothoracic anesthesiologists
European society of intensive care medicine
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15. NAPOMENA

Podatci iz pilot pokusa djelomi¢no su prikazani na Europskom kongresu anesteziologa
odrZzanom u Kopenhagenu, Danska, od 31. svibnja do 3. lipnja 2008. pod nazivom: The effects
of sevoflurane, isoflurane and halothane on the pattern of phrenic nerve activity in response
to acute hypoxia in rats pristupnika Nenada Karanovica i koautora Renate Pecoti¢, Maje
Vali¢, Mladena Careva i Zorana Dogasa.

Istrazivanje je ve¢im dijelom objavljeno u casopisu UdruZenja anesteziologa Velike
Britanije 1 Irske: Karanovic N, Pecotic R, Valic M, Jeroncic A, Carev M, Karanovic S, Ujevic
A, Dogas Z. The acute hypoxic ventilatory response under halothane, isoflurane and

sevoflurane anaesthesia in rats. Anaesthesia 2010; 65: 227-234.
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