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2. POPIS OZNAKA I KRATICA PO ABECEDNOM REDU

5-HT - serotonin (5-hidroksitriptamin)

5-HT,,— receptor za serotonin, podskupina 1A, itd.

8-OH-DPAT - 8 hidroksi-2-(di-n-propilamino) tetralin, agonist 5-HT1a receptora
AHI — apneja hipopneja indeks (zbroj epizoda apneje i hipopneje u 1 satu spavanja)
AIH — akutna intermitentna hipoksija, CIH — kroni¢na intermitentna hipoksija
AMPA - a-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol-propionat (vrsta receptora za glutamat)
AR — akutni odgovor (engl. acute response)

BDNF - engl. brain-derived neurotrophic factor (neurotrofin)

C4 —razina 4. vratnog kraljeska, itd.

C,0, — sadrZaj kisika u arterijskoj krvi (m1/100 ml)

CBCR - kemoreceptori u karotidnim tjeleScima (engl. carotid body chemoreceptors)
CPP - fenomen ukriZenih frenikusa (engl. crossed phrenic phenomenon)

CSN - Zivac karotidnoga sinusa, Heringov Zivac

dAIH — dnevna akutna intermitentna hipoksija

DRS - dorzalna respiracijska skupina, VRS — ventralna respiracijska skupina

EDs, — koli¢ina tvari potrebita da izvede u¢inak u 50% ispitivanih Zivotinja

ETCO, — tlak ugljikova dioksida na kraju izdisaja

FiO, — udio kisika u udahnutom zraku

GABA - y-amino-maslac¢na kiselina, GABA— receptor, podskupina A

HD - hipoksijska desenzitizacija

HVD - hipoksijsko sniZenje ventilacije

HVR - hipoksijski ventilacijski odgovor

IH - intermitentna hipoksija



Mladen Carev Doktorska disertacija ~ POPIS OZNAKA | KRATICA

LTF - dugoro¢na facilitacija, pLTF — frenicka dugorocna facilitacija

LTP - dugoro¢na potencijacija

MAC — minimalna alveolarna koncentracija

N.XII — nervus hypoglossus, XII moZdani Zivac

nAChRs — nikotinski acetilkolinski receptori

NMDA — N-metil D-aspartat (vrsta glutamatnih receptora)

OSA - opstrukcijska apneja tijekom spavanja (engl. Obstructive Sleep Apnea)

PA — progresivna augmentacija

P,O,,1P,CO,— parcijalni tlak kisika i ugljikova dioksida u arterijskoj krvi (mmHg)
PEEP — pozitivni tlak na kraju izdisaja (engl. Positive End-Expiratory Pressure)

PKC - protein kinaza C

PNA — aktivnost frenickoga Zivca, PNG — frenicki neurogram

PRS - pontina respiracijska skupina

REM - faza spavanja (engl. rapid eye movements)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

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

SIDS - sindrom iznenadne smrti dojenceta

STD - kratkotrajna depresija, STP — kratkotrajna potencijacija

SZS — sredi¥nji Ziv&ani sustav

Ti — trajanje udisaja, Te — trajanje izdisaja, Ttot — ukupno trajanje respiracijskoga ciklusa
TrkB - tirozin-kinaza B

V — minutni volumen disanja, Vt — respiracijski (,,tidal) volumen, f — frekvencija disanja
VAH - aklimatizacija ventilacije na hipoksiju, VDH — deaklimatizacija ventilacije nakon
hipoksije

vLTF — ventilacijska dugoroc¢na facilitacija
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3. UVOD

3.1. SREDISNJA KONTROLA DISANJA I FRENICKI NEUROGRAM

U organizmu postoji kontrolni sustav koji odrZava stabilnost plinova u arterijskoj krvi
i acidobaznu ravnotezu. On prima brojne signale i naposljetku dovodi do procesa disanja, a
sastoji se iz 3 dijela — osjetnog, respiracijskog i motornog (1, 2). Osjetni dio se dalje dijeli na
kemijski (pripadaju mu periferni i centralni kemoreceptori) i mehanicki (razni receptori za
istezanje u diSnim putovima i miSi¢ima). Periferni kemoreceptori reagiraju prvenstveno na
smanjenje parcijalnoga tlaka kisika u arterijskoj krvi (P,0,), dok srediSnji reagiraju na
promjene ugljikova dioksida (P,CO,), pH i acidobazne ravnoteZe. Respiracijski dio
objedinjuje sve signale iz tih receptora, centara za svijest i drugih utjecaja vezanih za
ponasanje (bol, napor, govor, stres), te ih dalje $alje, i to putem n. frenikusa i spinalnih Zivaca,
motornom dijelu, kojega Cine prsni kos, te oSit, medurebreni i trbusni misi¢i (1-3). Unutar
mozdanoga debla nalaze se skupine respiracijskih neurona vazne za pravilno odrzavanje
disanja: dorzalna respiracijska skupina (DRS), ventralna respiracijska skupina (VRS) i
respiracijska skupina u ponsu (PRS) (4, 5). U VRS postoji specifi¢na nakupina respiracijskih
neurona, tzv. PreBotzinger podrucje, za koje se predmnijeva da ima ulogu generatora
bazalnoga ritma disanja (6-8), a u Cijem nastanku podjednako vaZznu ulogu imaju i
ekscitacijski i inhibicijski neurotransmiteri (9-11).

Uobi¢ajena metoda za pracenje srediSnje kontrole disanja je snimanje frenickoga
neurograma (PNG). To je zapis koji nastaje snimanjem elektricne aktivnosti freni¢koga Zivca
(engl. phrenic nerve activity — PNA). Promjene u ritmu i obrascu disanja mjere se
promjenama PNA koje se smatraju zrcalnim pokazateljem zbivanja u srediSnjem generatoru
disanja. Pri tome je vr$Sna amplituda PNA neuralni ekvivalent respiracijskoga volumena (engl.

tidal volume, Vt), dok je frekvencija izbijanja frenikusa neuralni ekvivalent frekvencije
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disanja (f). Krivulja zapisa PNA ima karakteristi¢an izgled iz kojega se moze odrediti trajanje

pojedinih faza ciklusa disanja. Osim toga, moguce je na temelju kvalitativnog izgleda

silaznog i uzlaznoga dijela krivulje odrediti obiljeZja obrasca disanja (Slika 1) (8, 12, 13).
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Slika 1. Krivulja freni¢koga neurograma Stakora. (Preuzeto s dopustenjem iz Pecoti¢ R.
Ucinak GABA-e i serotonina na disanje pracen promjenama aktivnosti frenickoga Zivca
[disertacija]. Split: Medicinski fakultet SveuciliSta u Splitu; 2008. — SLIKA KAO U

IZVORNIKU) (12)
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3.2. HIPOKSIJA I DISANJE

Hipoksija je stanje smanjenoga P,O; ispod 60 mmHg ili u §irem smislu sniZenje P,O,
u organima, tkivima i stanicama (1). Hipoksija je snazan podrazaj za disanje u sisavaca te
dovodi do hipoksijskoga ventilacijskog odgovora (engl. hypoxic ventilatory response, HVR)
(Slike 2 i 3) (1, 14). To je refleksni luk koji ide od karotidnoga tjeleSca do respiracijskih

miSica, a posredovan je perifernim kemoreceptorima u okviru tih tjeleSaca (15-17) .

3.2.1. Periferni kemoreceptori

Pri nastupu hipoksije, organizam odgovara vrlo brzim (Cesto i spasonosnim)
poveCanjem minutne ventilacije disanja, koja nastaje zbog aktivacije perifernih
kemoreceptora. Periferne kemoreceptore sadrze i karotidna i aortna tjeleSca, s tim da
karotidna tjeleSca prvenstveno sudjeluju u ventilacijskim, a aortna tjeleSca u cirkulacijskim
odgovorima. Karotidna tjeleSca predstavljaju maleni par snazno prokrvljenih organa
smjeStenih strateSki na grananju obiju karotidnih arterija, gdje kemoreceptori (engl. carotid
body chemoreceptors, CBCR) reagiraju prvenstveno na promjene P,O, (a ne S,0; ili C,0,!) u
arterijskoj krvi koja napusta srce, a manjim dijelom na promjene P,CO,. To se zbiva unutar
svega nekoliko milisekunda, a samim tim vrlo brzo se regulira dovod kisika u mozak. Pocetna
aktivnost tih receptora biljezi se ve¢ kad P,0, padne ispod 100 mmHg, ali znakovito
djelovanje pokazuju tek kad se P,O; spusti ispod 65 mmHg (1). Iako ne postoji suglasje o
nacinu na koji CBCR osjecaju manjak kisika, vjeruje se da je zatvaranje kalijevih kanala u
glomus stanicama tipa I glavni mehanizam reakcije karotidnih tjeleSaca na hipoksiju, Sto
dovodi do povecanja unutarstanicnoga kalcija i luenja neurotransmitera, posebice acetil-
kolina i ATP/adenozina, ¢ime se prenosi hipoksicni signal iz glomus stanica prema okolnim,
aferentnim Ziv€anim zavrSecima Zivca karotidnoga sinusa (CSN, Heringov Zivac) (18, 19) .

Signali dalje putuju do petroznoga ganglija gdje se nalazi stanicno tijelo CSN, a srediSnji
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aksoni potom zavrSavaju u nucleus tractus solitariusu. Dakle, periferna kemoreceptorska
petlja sastoji se iz 1) perifernih kemoreceptora, 2) CSN, 3) respiracijskih integracijskih
centara mozdanoga debla i 4) neuromehanicke sveze izmedu moZzdanoga debla i diSnih

miSica, a za njeno ispravno djelovanje potrebita je cjelovitost svake komponente.

3.2.2. Hipoksijski ventilacijski odgovor
HVR koji nastupa stimulacijom kemoreceptora ukljucuje povecanje i fi Vt. (1, 14) .
HVR se moZe izmjeriti, i to pri promjenjivim vrijednostima CO, (poikilokapnijski
HVR) ili, §to je u praksi ¢eSce, pri stalnim vrijednostima CO, (izokapnijski HVR) (Slika 2).
Vrijednost izokapnijskog P,CO; obi¢no se odabere na razinu 1-2 mmHg viSu od apnejickog

praga (14).
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Slika 2. Izokapnijski ventilacijski odgovor na hipoksiju. Ventilacija se povecava
hiperboli¢no sa smanjenjem P,0, ili linearno sa smanjenjem saturacije kisikom pri stalnom
P,CO,. Pri izokapnijskom P,CO; ispod apnejickog praga nema hipoksijskog ventilacijskog
odgovora (donja krivulja) (preuzeto iz Duffin J. Measuring the ventilatory response to
hypoxia. J Physiol 2007; 584(Pt 1): 285-93. — SLIKA KAO U IZVORNIKU) (14)
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Hipoksijski ventilacijski odgovor ovisi o obrascu i intenzitetu izlaganja hipoksiji, te
obuhvaca vise fizioloskih mehanizama (20-23). Ti mehanizmi se razlikuju:
® po svojim ucincima (facilitacija ili depresija disanja)
® po ucincima na razne komponente ventilacije (Vt, ), i
¢ po vremenskom tijeku (sekunde, dani, godine); neki mehanizmi traju dovoljno
dugo da utjeCu i na buduée ventilacijske odgovore na hipoksiju, Sto je
pokazatelj »pamcenja« ili funkcionalne plastiCnosti u ventilacijskome
kontrolnom sustavu.
Komponente HVR-a detaljno su prikazane u preglednom ¢lanku Powella i suradnika
iz 1998. godine (20), a ovdje su navedeni taksativno najvazniji fizioloSki fenomeni ovisno o
duljini trajanja i vrsti hipoksije.
3.2.2.1. KRATKA (NEPREKIDNA) HIPOKSIJSKA EPIZODA (2-5 MINUTA)
Primarni podrazaj je sniZenje P,O, unutar karotidnih kemoreceptora (Slike 3A i 3B).
Komponente HVR-a pri kratkoj hipoksijskoj epizodi su:

1. Akutni odgovor (engl. acute response, AR) — trenutno pojaCanje ventilacijske
aktivnosti nakon nastupa hipoksije, ali i trenutan prestanak nakon §to se aferentni
podrazaj vratio na normalu; vremenska konstanta je 10+2 sekunde, a nastaje zbog
aktivacije karotidnih tjeleSaca

2. Kratkotrajna potencijacija (engl. short-term potentiation, STP) — predstavlja daljnje,
progresivno pojacanje ventilacije nakon akutnog odgovora (vise sekundi do 1 minute);
ta sporija komponenta nastaje zbog centralne modulacije kemoreceptorskog odgovora

3. Kratkotrajna depresija (engl. short-term depression, STD) — ocituje se kao prolazno
naglo povecanje frekvencije disanja na pocetku hipoksijskog podrazaja ili ceS¢e kao

prolazno sniZenje frekvencije na kraju kemoaferentne stimulacije, a traje do nekoliko

10
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minuta. Cesto se naziva i posthipoksijsko smanjenje frekvencije, a vida se isklju¢ivo u

anesteziranih Stakora.

3.2.2.2. INTERMITENTNA (EPIZODNA) HIPOKSIJA

3.2.2.2.1. Definicija i vaznost intermitentne hipoksije

Intermitentna hipoksija (IH) moZe se definirati kao slijed ponavljanih epizoda
hipoksije izmedu kojih se nalaze epizode normoksije. lako protokoli znatno variraju po duljini
ciklusa, broju hipoksijskih epizoda, te broju dana izloZenosti hipoksiji, najceSca je
klasifikacija na 2 tipa [H: akutna intermitentna (AIH) i kroni¢na intermitentna hipoksija (CIH)
(24). Protokoli AIH (jednodnevni) sastoje se od najcesce 3-12 relativno kratkih (2-10 minuta)
hipoksijskih podrazaja izmedu kojih su epizode normoksije od 2 do 20 minuta (25-27). Pri
proucavanju CIH radi se, pak, o duljem dnevnom izalaganju hipoksiji (1-12 sati), a period
promatranja je od 2 do 90 dana (24, 28, 29).

Bez obzira na protokol, postoje uvjerljivi dokazi da IH dovodi do trajnih promjena
raznih fizioloSkih odgovora (25, 26). Kratkotrajno izlaganje IH (tzv. hipoksijsko
prekondicioniranje) moze biti korisno; ima primjera da su vrhunski sportasi, posebice na
podrucjima bivSega SSSR, teZili poboljSanju svojih rezultata upravo putem treninga IH (24,
30, 31), a poboljSanje aerobnih izvedbi napora i povecana proizvodnja eritropoetina
zabiljeZeni su i u planinara koji su izlagani hipobaricnoj IH kroz 9 dana (32). I na razini
disanja, IH za razliku od trajne hipoksije, ima sposobnost promjene aktivnosti respiracijskih
neurona; dovodi do dugotrajnoga povecanja normoksicne ventilacije, induciraju¢i fenomen
dugoroc¢ne facilitacije (vidi poglavlje 3.3.) (33).

3.2.2.2.2. FizioloSki mehanizmi za vrijeme ili nakon intfermitentne hipoksije

Postoje 2 osnovna fizioloska mehanizma za vrijeme ili nakon IH, a to su progresivna

augmentacija i dugotrajna facilitacija. Progresivna augmentacija (engl. progressive

augmentation, PA) je povecanje veli¢ine HVR pri sukcesivnim epizodama identi¢nih

11
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hipoksijskih podrazaja, odnosno postupno povecanje respiracijske aktivnosti od pocetnoga do

zavr$nog izlaganja hipoksiji (28). Dugoroc¢na facilitacija (engl. long term facilitation, LTF) je

trajno poviSena respiracijska aktivnost nakon izlaganja intermitentnoj hipoksiji ili njenom

.....

3.2.2.3. PROLONGIRANE HIPOKSIJSKE EPIZODE (>5 minuta)

Dodatni se fizioloski mehanizmi aktiviraju nakon S$to je izlaganje hipoksiji trajno i

produljeno (od viSe minuta do godina), a to su:

1.

Hipoksijsko snizenje ventilacije (engl. hypoxic ventilatory decline, HVD) — smanjenje
ventilacije u odnosu na AR, a deSava se kad umjerena hipoksemija traje 5-30 minuta.
Aklimatizacija ventilacije na hipoksiju (engl. ventilatory acclimatization to hypoxia,
VAH) - povecanje ventilacije nakon kroni¢nog izlaganja hipoksiji od nekoliko sati do
mjeseci; klasi¢ni primjer je ventilacijska aklimatizacija na velikim visinama.
Vremenski tijek VAH ovisi o vrsti, pa je u koza ta prilagodba obavljena za 4-6 sati, a
u ljudi je potrebito vise od 10 dana (34). Za VAH se misli da nastaje prvenstveno zbog
plasti¢nosti karotidnoga tjeleSca, buduci da trajna hipoksija dovodi do progresivnoga
povecanja odgovora CBCR na hipoksiju (35, 36).

Deaklimatizacija ventilacije nakon hipoksije (engl. ventilatory deacclimatization to
hypoxia, VDH) — nastaje kad se akutno uspostavi normoksija nakon izlaganja
kroni¢noj hipoksiji; ventilacija i osjetljivost ventilacije na promjene kisika ne vracaju
se odmah na kontrolne razine. Postoji trajna hiperventilacija pri normoksiji (20).
Hipoksijska desenzitizacija (engl. hypoxic desenzitization, HD) — nastaje u ljudi koji
su izloZeni kroni¢noj hipoksiji godinama ili ¢ak doZivotno, a oCituje se slabljenjem
HVR. Ventilacija u tih ljudi pri hipoksiji je smanjena u odnosu na normalne osobe

koje su se aklimatizirale na visinu kroz kra¢e vremensko razdoblje. HD je steceno
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obiljezje u ljudi te se povecava ovisno o visini, te vremenu provedenom na visini (20)

(Slika 3D).

®

Hypoxia or
CSN Stimulation

v | HVD

T min T hrs - days T months - years

Slika 3. Ventilacijski odgovori na hipoksiju

(A) Aktivnost freniCkoga Zivca (Phr) nakon stimulacije karotidnih kemoreceptora hipoksijom
ili izravnim elektricnim podrazivanjem CSN u anesteziranog Stakora. Tijekom podraZivanju
odmah se povecavaju i amplituda i frekvencija freniCkoga Zivca, a potom se frekvencija
smanjuje. Amplituda ostaje veca nega kontrolna, a frekvencija je smanjena u periodu
neposredno nakon stimulacije.

(B) Ventilacijski odgovori nakon kratkog izlaganja hipoksiji (sekunde do minute): akutni
odgovor (AR), kratkotrajna potencijacija (STP), kratkotrajna depresija (STD)

(C) Ventilacijski odgovori za vrijeme i nakon intermitenih hipoksijskih epizoda su
progresivna augmentacija (PA) i dugotrajna facilitacija (LTF)

(D) Ventilacijski odgovori za vrijeme i nakon prolongiranih izlaganja hipoksiji su hipoksijsko
snizenje ventilacije (HVD), ventilacijska aklimatizacija na hipoksiju (VAH) i hipoksijska
desenzitizacija (HD). Nije prikazana deaklimatizacija ventilacije nakon hipoksije (VDH).

V' = minumi volumen disanja, Vt = respiracijski (tidal) volumen, fr = frekvencija disanja, min
= minute, hrs = sati, days = dani, months = mjeseci, years = godine (preuzeto iz Powell i sur.
Respir Physiol 1998 May; 112(2): 123-34. — SLIKA KAO U IZVORNIKU)
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3.3. DUGOROCNA FACILITACIJA FRENICKOGA ZIVCA

Dugorocna facilitacija frenickoga Zivca (engl. phrenic long-term facilitation — pLTF)
srediSnji je Ziv€ani mehanizam, a oc€ituje se kao produljeno povecanje respiracijskoga
motornog odgovora nakon podraZivanja karotidnih receptora (bilo fizioloski intermitentnom
hipoksijom, bilo elektriénim podraZivanjem Heringova Zivca) koje traje satima nakon
prestanka podrazaja (25, 26, 28, 33, 37-39). To povecanje ne moZe se obrazloZiti samo
podrazivanjem perifernih kemoreceptora, ve¢ i drugim mehanizmima u SZS (25, 26, 40).
pLTF se smatra oblikom srediS$nje Ziv€ane plasti¢nosti u kontroli disanja (26), a jedinstven je
po tome Sto ga izaziva jedino AIH, a ne ekvivalentno duga akutna trajna hipoksija, tj. nakon
kratkoro¢nog izlaganja akutnoj hipoksiji (5 minuta), PNA se vra¢a na predhipoksijsku razinu
ve¢ unutar 10-15 minuta (41). S druge strane, ponavljane hipoksije u intervalima od 5 minuta
dovode do dugorocne (>1 sata) facilitacije frenickoga Zivca (33, 37).

Pri pLTF dolazi do pove¢anja i amplitude i frekvencije freni¢koga Zivca, s tim da
novija saznanja (40) ukazuju da se radi o 2 odvojena mehanizma s obzirom na
neuromodulaciju; pri LTF s pove¢anjem amplitude kljuan je prijenosnik serotonin (5-
hidroksitriptamin, 5-HT), a pri LTF s pove¢anjem frekvencije neke druge tvari, moguce tvar P
ili oreksin (42).

pLTF je po prvi puta opisan 1980. godine od strane Millhorna i suradnika (43) na
anesteziranim ili decerebriranim, vagotomiranim i paraliziranim mackama. Oni su, tada,
tijekom viSe epizoda elektri¢noga podraZivanja Zivca karotidnoga sinusa macaka (5 epizoda
po 2 minute, odvojene intervalima od 5 minuta), zapazili da inspiracijska PNA ostaje
povecana iznad osnovnih razina viSe od 90 minuta nakon prestanka podraZzaja. Tu pojavu su
nazvali dugotrajna potencijacija (engl. long-term potentiation, LTP). Autori su zakljucili da se
taj mehanizam moZe aktivirati isklju¢ivo aferentnim signalima iz karotidnih tjeleSaca, a kako

decerebracija nije ugasila taj fenomen, predpostavili su da je anatomski supstrat LTP
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vjerojatno smjeSten u pontomedularnom dijelu moZzdanog debla. Iste godine, autori su zapazili
da se nakon primjene 5-HT antagonista (metizergida), inhibitora sinteze 5-HT
(paraklorofenilalanina) ili 5-HT neurotoksina (5,7-dihidroksitriptamina) taj fenomen ne
pojavljuje, Sto nije bio slucaj nakon davanja inhibitora sinteze kateholamina (a-metiltirozina)
(44). Kako je glavnina 5-HT u SZS smjestena u raphe jezgrama (45), smatrali su da su upravo
te jezgre anatomski supstrat LTP. Sest godina kasnije Millhorn objavljuje da krakotrajna, 10-
minutna stimulacija raphe jegara aktivira serotoninergi¢ki mehanizam koji odrZava aktivnost
frenickoga Zivca znaCajno pojacanom vise od jednoga sata nakon prestanka podraZaja (46).

Nakon protokola izazivanja pLTF visokofrekvencijskim elektricnim podraZivanjem
karotidnoga tjeleSca, slijedili su brojni eksperimenti, gdje je pLTF dokazana uporabom akutne
intermitentne hipoksije (37, 47-52), koja je takoder dovela i do LTF hipoglosalnoga Zivca (N.
XI) (37, 48, 49, 53). Vrlo je vazino otkrice Bacha i Mitchella iz 1996. godine na
anesteziranim Stakorima (48), koji navode da 5-HT modulira i frenicki respiracijski motorni
odgovor i podrazljivost gornjega diSnog puta (inervira ga N.XII). Potvrduju hipotezu da je
mehanizam hipoksijom inducirane LTF u Stakora vrlo slican onom koji su prvi opisali
Millhorn i suradnici u macaka nakon elektri¢noga podraZivanja karotidnoga Zivca (43, 44),
buduc¢i da oba za svoje djelovanje trebaju 5-HT receptore.

Protokol izazivanja AIH vremenom postaje glavni postav eksperimenata za
proucavanje pLTF i posebni entitet u proucavanju srediSnje kontrole disanja jer jedino
intermitentna, a ne trajna hipoksija, uspijeva izazvati pLTF i u budnih i anesteziranih Zivotinja
(37, 54).

NajkoriSteniji i op¢e prihvaceni eksperimentalni, Zivotinjski model za proucavanje
pLTF i njezinih stanicnih i sinaptickih mehanizama jest anestezirani, vagotomirani,
paralizirani i ventilirani muski Sprague-Dawley Stakor podvrgnut AIH kojemu se snima PNG

kao indeks respiracijskoga motornog odgovora(26).
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Postojanje pLTF dokazano je u mnogih Zivotinja — ponajvisSe u ve¢ navedenih
anesteziranih Stakora (47-54), ali i u anesteziranih kuni¢a (55), miSeva (56) i macaka (57-60),
te u neanesteziranih pasa (61), koza (27), pataka (21) i Stakora (62-64).

Izgleda da je u budnih Zivotinja pLTF slabija i kra¢a nego u anesteziranih (25, 65), te
uglavnom pogada promjene frekvencije disanja ili djeluje posve drugim mehanizmima (40,
62). Kao moguce objasnjenje zasto se pLTF slabije izaziva u budnom stanju je kako 5-HT
neuroni iz raphe jezgara, a koji su neophodni za zapocinjanje pLTF, imaju znatno manju
aktivnost za vrijeme spavanja (66). Posljedi¢no, pri nastupu IH dolazi do naglog izbijanja
raphe neurona, buduéi da je osnovno izbijanje znatno manje nego normalno. Pri budnom
stanju, pLTF ne mora biti uvijek izrazena, budu¢i da ti neuroni izbijaju gotovo maksimalno
vec i prije zapocinjanja IH (28). K tome, vjerojatno i vrsta anestezije mijenja nacin na koji
SZS odgovara na hipoksiju te ima znakovit u¢inak na 5-HT neurotransmisiju (67).

pLTF nije uvijek bilo moguce ekperimentalno izazvati unato¢ koriStenju opce
prihva¢enoga protokola. Tako se pLTF sa sigurno$¢u nije mogla izazvati u macaka s
intaktnim vagusima, nasuprot vagotomiranih, anesteziranih macaka (58), te je moguce da i
inhibicijski vagusni mehanizmi mogu ometati oCitovanje pLTF. U seriji anesteziranih,
vagotomiranih. spontano diSu¢ih Stakora nije se mogao izazvati ni u miSi¢ima jezika, ni u
inspiracijskim miSi¢ima (65). K tome, postoje i razlike u veli€ini i trajanju pLTF izmedu
vrsta, pa ¢ak i unutar jedne vrste ili jedne nastambe Zivotinja (53), Sto se moZe objasniti
genetskim razlikama (68).

Iako se u literaturi navodi uglavnom frenicka LTF (pLTF), proucavana je ¢esto i LTF
interkostalnih Zivaca (57), n. hypoglossusa i miSi¢a genioglossusa (53, 69), LTF m.
sternohyoideusa (70), te LTF Zivca karotidnog sinusa (71). Frenicka LTF i interkostalna LTF
katkad se nazivaju zajedno ventilacijska LTF (VvLTF) (28). Jasno je da ¢e dugotrajna

facilitacija motornih dijelova koji pokrec¢u respiracijsku »pumpu« (frenikus, interkostalni
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miSi¢i) povecati ventilaciju. Medutim, kad se LTF ocituje na motornim neuronima N. XII, a
koji inerviraju misic¢e protruzore (m. genioglossus) i retruzore jezika (m. hyoglossus), do¢i ¢e
do promjene otpora gornjega diSnog puta (48, 69). Veli¢ina hipoglosalne LTF varira znatno
viSe nego pLTF medu podskupinama Sprague—Dawley Stakora, te se s pravom implicira da su
LTF gornjeg diSnog puta i respiracijske pumpe fizioloski razlicito regulirani (33, 53).

U zakljucku, za pLTF je potrebita epizodna, a ne trajna hipoksija (37). Epizodna
elektricna stimulacija CSN takoder dovodi do pLTF (43, 47), a ne uklanja ga decerebracija ili
transekcija ledne moZdine na razini C7/T1 (72). K tome, pLTF se uspjela izazvati, iako
slabijeg intenziteta, i u anesteziranih Stakora bez intaktnih kemoreceptora (73). Sve to
pokazuje da je pLTF potaknut srediSnjim mehanizmima lociranim u mozdanom deblu i/ili
vratnoj lednoj mozdini, te za njegovo pojavljivanje nisu nuzno potrebiti ni CBCR, ni sustavna
hipoksija, ni prednji dijelovi mozga (telencephalon, diencephalon), niti donji dijelovi ledne

moZdine (25, 26, 28, 33, 74).

3.3.1. LTF u ljudi

vLTF je proucavana i u ljudi, ali pokuSaji da se koriStenjem gore navedenih
«zivotinjskih» protokola izazove vLTF u budnom stanju nisu bili uspjesni (75, 76). Koristili
su se razni modeli IH — primjerice 10 epizoda 2-minutne hipoksije (F;0; 8-9%) s intervalima
od 2 minute normoksije (75, 77), potom 8 epizoda 4-minutne hipoksije (FiO, 8%) s
intervalima od 5 minuta normoksije (78) i tri 1-minutne hipoksije (F;0, 6%) u razmaku od 15
minuta (76). Taj zadnji protokol doveo je do povecanja f, ali i sniZenja Vt, pa je minutni
volumen ostao isti. DodusSe, postoje izvijes¢a i o postojanju VLTF u budnih ljudi, ali samo uz
nazocnost umjerene hiperkapnije (79-81).

VvLTF je, medutim, vrlo jasno zapaZena i dokazana tijekom non-REM spavanja u ljudi

(82-84), ali na jedan osobiti nacin. Dugo je vladalo misljenje da se vLTF u ljudi u spavanju
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ocituje samo u odredene populacije, te iskljucivo na miSi¢ima gornjega disnog puta, ali ne i na
miSi¢ima respiracije (85). Tako se VLTF ocituje samo kad se povecani otpor gornjega diSnog
puta otkloni dilatacijom. I zaista, VLTF je dokazan u bolesnika s opstrukcijskom apnejom
tijekom spavanja (OSA) u non-REM fazi spavanja (82), ali na nacin da je epizodna hipoksija
smanjila otpor gornjeg diSnog puta, a nije povecala inspiracijsku ventilacijsku aktivnost. U
zdravih osoba (bez OSA ili koji ne hréu) nema nikakvih smetnji protoka zraka, nema
otklanjanja nikakve opstrukcije, pa nema niti povecanja respiracijskoga volumena nakon IH;
stoga je dugo vremena vrijedila tvrdnja da u zdravih ljudi nema fenomena vLTF tijekom
spavanja (86). Medutim, najnoviji radovi govore upravo suprotno. Chowdhuri i suradnici su i
u zdravih ljudi (bez OSA, odnosno ogranicenja inspiracijskog utoka) dokazali LTF miSi¢a
genioglossusa tijekon non-REM spavanja, ali ne i vLTF (83). Pierchala i suradnici (84) su po
prvi puta u istoj populaciji, medutim, dokazali i postojanje VLTF. Nakon 15 kratkih
hipoksijskih epizoda za vrijeme non-REM spavanja, naSli su znacajno povecanje
respiracijskoga i minutnoga volumena disanja, kao i smanjenje otpora gonjega diSnog puta
(Tablica 7).

Ve¢ dulje vrijeme nagada se kako je VLTF zapravo vrlo korisni ¢imbenik za
odrZavanje respiracijske homeostaze tijekom spavanja (87). vLTF moZe povecati tonus miSic¢a
gornjega diSnog puta, buduci da se ne oCituje samo na respiracijskim misi¢ima (pLTF), ve¢ i
na N. XII (48). Stoga, danas prevladava miSljenje da je VLTF rani obrambeni mehanizam
protiv napredovanja OSA (87, 88). OSA se ocituje atonijom miSi¢a genioglossusa i
privremenim opstrukcijama diSnog puta uz epizode hipoksije i hiperkapnije (88). Moguca
fizioloska uloga LTF N.XII stoga je moZebitno povecanje tonusa genioglossusa da bi se

odrzao di$ni put tijekom narednih apnejickih (i hipoksijskih) epizoda (48).
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3.3.2. Neuromodulacija pri LTF — kljucna uloga serotonina

Serotonin (5-hidroksitriptamin) je neurotransmiter kojega proizvodi manji broj
neurona u mezencefalonu, ponsu i produljenoj mozdini (89). U mozgu se 5-HT primarno
sintetizira i oslobada iz 5-HT neurona u raphe jezgrama (90). Ti raphe neuroni projiciraju se,
izmedu drugih lokacija, i u lednu mozdinu i u jezgre kranijskih Zivaca, te su u stanju povecati
podraZljivost respiracijskih motoneurona i motorni odgovor (91). Uz mnogobrojne vise
moZdane funkcije 5-HT igra vaznu ulogu i u kontroli disanja (89, 91). Za sada je poznato
ukupno 7 vrsta i 15 podvrsta 5-HT receptora (89, 92).

Ve¢ je dulje vrijeme poznato da je za postojanje pLTF, bilo one nakon epizodne
stimulacije CSN ili nakon IH, potrebita aktivacija spinalnih 5-HT receptora. Nedugo nakon
otkrica LTF Millhorn je zapazio kako injekcija metizergida antagonista 5-HT Sirokog spektra
(blokira 5-HT; 567 receptore) sprjecava pLTF u macaka nakon elektricne stimulacije CSN
(44).

I u anesteziranih Stakora pLTF je takoder ovisna o 5-HT (48, 93, 94). Ketanserin
(selektivni 5-HT, antagonist) blokirao je pLTF, te je zakljueno da ta podvrsta receptora
sudjeluje u pLTF (29, 52, 64). Buduc¢i da ketanserin ima 30-100 puta ve¢i afinitet za 5-HT,4 u
odnosu na 5-HT,¢ receptore (92), a SHT,a receptori su, k tome, dominantni na frenickome
motoneuronu (95), misli se da je upravo ta vrsta receptora bitna za pLTF.

Kako su gore navedene studije ukljucivale intravensko davanje lijeka, tocno mjesto 5-
HT djelovanja nije bilo moguce utvrditi. Baker-Herman i Mitchell su, stoga, intratekalno
davali 5-HT antagoniste (na razini korijena C4) i na taj nacin znatno su oslabili ili ugasili
pLTF. Time su jasno pokazali da se 5-HT receptori vazni za pLTF nalaze u ili blizu frenicke
motorne jezgre (94). Cini se da su ti 5-HT, receptori uglavnom smjesteni postsinapti¢ki (96).
Nadalje, navodi se da 5-HT djeluje samo kao okida¢ u indukciji pLTF, ali nije potrebit za

njegovo daljnje odrzavanje (50). Najnoviji literaturni podaci govore da bitnu ulogu pri tom
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fenomenu igraju i NMDA glutamatni receptori (97). Primjerice, pLTF se ugasio nakon
davanja NMDA antagonista MK-801 (97) i 2-amino-5-fosfonovalericne kiseline (APV ili
AP5) (98) i u anesteziranih i neanesteziranih Stakora. Isto tako, nastanak vLTF nakon CIH bio
je znatno usporen nakon davanja MK-801 (93).

Za pLTF nuZna je nova sinteza bjelancevina, posebice BDNF (engl. brain-derived
neurotrophic factor), neurotrofina za koji se smatra da sudjeluje i u drugim oblicima
sinapticke plasti¢nosti (99). On bi trebao pojacati aktivnost ekscitacijske glutamatergicke
sinapse iz respiracijskih neurona u mozdanom deblu prema frenickim motoneuronima i na taj
nacin pojacavati kontrakcije oSita (100). I sam BDNF dostatan je za izazvati pLTF budu¢i da
je njegovo intratekalno davanje dovelo do pLTF vrlo slicnog onome izazvanog hipoksijom
(99). Najnoviji radovi ukazuju da i slobodni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species,
ROS) imaju znakovitu ulogu pri frenickome i hipoglosalnom LTF i to putem potiskivanja
proteinskih fosfataza (101, 102). Dokazano je da su ROS neophodni za LTF karotidnih
kemosenzornih neurona nakon AIH u Stakora pre-kondicioniranih CIH (103). Medutim,
njihova uloga u frenickoj ili hipoglosalnoj LTF nakon AIH nije do kraja razja$njena. Razina
ROS u mozgu poviSena je nakon AIH, a nedavno je dokazano da su ROS nuzni za pLTF u
anesteziranih Stakora i da djeluju u neposrednoj blizini motornih jezgara (frenikusa ili N. XII)
(101).
nakon podraZzivanja karotidnog kemoaferentnog ulaza kojega aktivira AIH ili stimulacija
Zivca karotidnog sinusa, podrazuju se raphe jezgre. Oslobodeni 5-HT iz ZivCanih zavrSetaka
raphe jezgara podraZzuje 5-HT, receptore na frenickim motoneuronima. To dovodi do Citavoga
niza unutarstani¢nih kaskadnih dogadanja koja ukljucuju aktivaciju G proteina, fosfolipaze C
i protein kinaze C (PKC). Aktivacija PKC zapocinje novu sintezu BDNF, te se smatra da se

BDNF oslobada iz dendrita frenicCkoga motoneurona i aktivira TrkB (tirozin-kinaza)
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receptore, pa potom dolazi do fosforilacije raznih kinaza — ERK (engl. extracellular signal-
regulated kinase), MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) i PKB (protein kinaza B).
Aktivirane kinaze fosforiliraju glutamatne receptore, ¢ime se povecava glutamatergicki
sinapticki prijenos izmedu bulbospinalnih respiracijskih premotornih neurona i frenickih
motoneurona, tj. nastupa pLTF. Dakle, pLTF zapoc€inje aktivacijom 5-HT, receptora, a za
njezino odrZavanje potrebni su NMDA receptori (26, 33, 88). Na koji na¢in IH aktivira 5-HT
neurone, nije do kraja razjaSnjeno. Postoje miSljenja da i oreksin moZe pridonijeti razvoju
pLTF, jer neuroni u hipotalamusu koji sadrze oreksin Salju mnogobrojne projekcije u raphe
jezgre (42, 56).

Unato¢ relativno dobrom hipotetskom modelu u anesteziranih Zivotinja (posebice
Stakora), neuromodulacija pri fenomenu VLTF u ljudi nije zasad razjaSnjena, a rijetki su
radovi o toj problematici. Lee i suradnici su 2008. godine (kongresno priopc¢enje) pokazali da
je VLTF smanjena u osoba s OSA koje su dobijale koktel antioksidansa prije izlaganja IH
(104).

U zakljucku, za pLTF vrijedi slijedece (25, 26, 28, 33):

1) to je srediSnji Ziv€ani mehanizam, 2) ovisna je o serotoninu, tj. za pocetak pLTF, potrebna
je aktivacija 5-HT receptora koji su smjeSteni u neposrednoj blizini freni¢kih motoneurona, a
uklanja ga prethodno davanje 5-HT antagonista, 3) pri pLTF ne moZe se sa sigurno$cu
iskljuciti djelovanje i ostalih neurotransmitera, 4) iako aktivacijom 5-HT receptora zapocinje
pLTF, za njegovo odrzavanje potrebna je spinalna sinteza proteina, posebice neurotrofina
BDNF u ventralnim spinalnim podru¢jima koji stupa u kompleksnu interakciju s 5-HT

receptorima.
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Slika 4. Predlozeni mehanizam frenickoga LTF. Hipoksija aktivira karotidne
kemoreceptore (CB), a na taj nacin aktiviraju se i respiracijski neuroni (rhythm) u medulli i
serotonergicki neuroni u raphe jezgrama (5-HT). Raphe neuroni pojacajavaju oslobadanje
serotonina u blizini spinalnih frenickih motoneurona (PHR), te na taj nacin poti¢u njihov
odgovor na oslobadanje glutamata iz medularnih pre-motoneurona. Ne mogu se iskljuciti
dodatni ucinci na medularne respiracijske neurone, koji mogu nastati zbog aktivacije
serotoninskog sustava. Detaljniji prikaz na stani¢noj razini naveden je na slici 5.

(preuzeto iz Fuller DD, Bach KB, Baker TL, Kinkead R, Mitchell GS. Long term facilitation
of phrenic motor output. Respir Physiol 2000; 121(2-3): 135-46. — SLIKA KAO U
IZVORNIKU) (33)

intermittent hypoxia

\ — bulbospinal

ae O respiratory drive

glutamate
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Slika 5. Radni model serotoninske plasti¢nosti respiracijskih motoneurona — objasnjenje
u tekstu — str. 19-21 (preuzeto iz Mitchell GS i sur. J Appl Physiol 2001; 90: 2466-75. —
SLIKA KAO U IZVORNIKU) (26)
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3.4. DUGOROCNA FACILITACIJA DISANJA I PLASTICNOST RESPIRACIJSKOG
SUSTAVA

Sposobnost bilo kojeg fizioloskog sustava da promijeni svoju aktivnost kao odgovor
na akutne i/ili kroni¢ne izazove kriti¢na je za optimalni u¢inak tog sustava. Ako su ti izazovi
produljeni, vecina sustava doZivljava trajne promjene ili plasticnost. Plasti¢nost Ziv€anoga
sustava osnova je mnogih fizioloSkih funkcija (ucenje, pamcéenje), a definira se kao trajna
promjena (morfoloska i/ili funkcijska) u Ziv€anome kontrolnom sustavu koja se temelji na
prijasnjem iskustvu (25, 26, 105).

Pri proucavanju pojma plasti¢nosti Zivcanoga sustava definirani su jo$ neki termini —
modulacija, metamodulacija i metaplasticnost. Modulacija je neurokemijski uvjetovana
promjena sinapticke snage ili stani¢nih svojstava. Metamodulacija opisuje stanje gdje je sama
neuromodulacija podloZna modulaciji. Metaplasticnost je visi oblik plasticnosti, a to je
promjena sposobnosti izraZavanja plasti¢nosti, zasnovana na prijasnjem iskustvu. Ti pojmovi
medusobno se ne iskljucuju, a obi¢no je modulacija potrebita za zapocinjanje plasti¢nosti
(Slika 6) (25).

Respiracijski kontrolni sustav takoder posjeduje impresivnu plasti¢nost koja se o€ituje
kao dugotrajna promjena respiracijskog obrasca i to nakon $to neposredni podraZaj viSe nije
nazocan. MoZe ukljucivati strukturne i/ili funkcijske promjene te nastaje zbog mnogobrojnih
stani¢nih/sinapti¢kih mehanizama na raznim mjestima u respiracijskom upravljackom sustavu
(25, 26). Respiracijska plasticnost moZe se, osim intermitentnom hipoksijom, inducirati
primjerice, hiperkapnijom (106), vjezbanjem (107), ozljedom ledne mozdine (108), ili
stresom (25), a dogada se kako za vrijeme razvoja, tako i u odraslih (25, 26, 109).

Postoje dva dobro proucena oblika respiracijske plastinosti koje proizvodi
intermitentna hipoksija. To su karotidna kemosenzitivna plasticnost nakon kronicne

intermitentne hipoksije (CIH) (29) i gore opisana dugorocna facilitacija respiracijskoga
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motornog odgovora nakon AIH (25, 26, 28, 33). Ukratko, kemosenzitivna plasti¢nost nakon
CIH ocituje se kao 1) povecano bazalno izbijanje karotidnog tjelesca, 2) povecana hipoksijska
osjetljivost, tj. odgovor na akutnu hipoksiju i 3) povecana sposobnost izrazavanja LTF (71).
Nasuprot tome, pLTF nakon AIH sredi$nji je Ziv€ani mehanizam koji se ocituje kao
progresivno i trajno povecanje PNA koje je neovisno o promjenama u kemoaferentnom
«inputu» (26).

Iako pLTF normalno traje nekoliko sati poslije AIH, izloZenost Zivotinja CIH (npr. 5-
minutne epizode hipoksije, kroz 5 minutne intervale, 12 sati dnevno kroz 7 dana) dovodi do
znatno dugotrajnijeg oblika respiracijske plastiCnosti (metaplasticnost — slika 6D) (29, 64,
103). CIH se razlikuje od AIH po velikom broju hipoksijskih epizoda (gore navedeni
protokoli imali su 504 hipoksijske epizode kroz 7 dana). Pretretman Zivotinja CIH znacajno
pojacava ne samo hipoksijski ventilacijski odgovor na kratku hipoksijsku epizodu, veé
takoder 1 frenicki i hipoglosalni LTF nakon AIH u anesteziranih (29, 103, 110) i
neanesteziranih Stakora (64). Ti u€inci mogu trajati danima i tjednima, a vjeruje se da nastaju
zbog pojacanja srediSnje Ziv€ane integracije kemoaferentne neuronske aktivnosti (29, 111) ili
pojacanja karotidne kemoaferentne aktivnosti (71). U€inak neuromodulacije, te stani¢nih i
sinaptickih mehanizama, pri ovom obliku metaplasti¢nosti nije sasvim jasan, za razliku od
onog pri AIH (vidi poglavlje 3.3.2., te slike 4 i 5). Frenicki LTF nakon CIH potpuno se
eliminirao nakon metizergida, ali je nakon davanja ketanserina bio samo oslabljen. Cini se,
stoga, da taj ucinak ovisi o 5-HT mehanizmima, ali ne isklju¢ivo o 5-HT, receptorima (29),
vec¢ 1 o slabije poznatim 5-HTs i 5-HT; receptorima (63). Moguce je potrebito i formiranje
reaktivnih kisikovih spojeva (103).

U zakljucku, pLTF predstavlja jedinstveni oblik respiracijske plasti¢nosti ovisne o 5-
HT te pokazuje da je hipoksijski ventilacijski kontrolni sustav sposoban trajno upamtiti

prethodno iskustvo (hipoksija), budu¢i da epizodna hipoksija vrs$i drukc¢ije ucinke na taj
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sustav nego trajna hipoksija, pa bi obrazac hipoksijskog podrazivanja mogao biti kljuc¢na
odrednica takve respiracijske plasticnosti (112). Neuromodulacija 5-HT-om je, pak, kljucni
element u jo§ nekoliko oblika respiracijske plasti¢nosti, posebice u odraslih. Osim pri IH (26,
29) susrece se pri hiperkapnijskom vjezbanju (113), spinalnoj senzornoj denervaciji (51),
kemoaferentnoj denervaciji (114), ozljedama ledne mozdine (115), te dugotrajnom povecanju

frekvencije disanja (116).

A
Modulation
B
Plasticity
C
Metamodulation
D
Metaplasticity I

Slika 6. Plasti¢nost respiracijskog sustava

A. Modulacija — pojacani respiracijska motorna aktivnost dok je neuromodulator nazocan
(crna crta); kad se ukloni neuromodulator, respiracijski motorni izlaz vra¢a se na osnovnu
razinu.

B. Plasti¢nost — trajna promjena u Ziv€anom kontrolnom sustavu, zasnovana na prijaSnjem
iskustvu; trajno povecanje respiracijske motorne aktivnosti koje vremenski nadmasuje pocetni
podrazaj (crna crta) — primjer: LTF.

C. Metamodulacija - kad je odgovor na neuromodulator (crna crta) pojacan u raznim
eksperimentalnim uvjetima (siva crta). Nakon otklanjanja neuromodulatora, brzo se vra¢a na
pocetnu razinu.

D. Metaplasticnost - pojacana plasti¢nost nakon istoga pocetnog podrazaja (crna crta) zbog
prekondicioniranja ili trajnog podraZivanja (siva crta) — primjer LTF nakon CIH (preuzeto iz
Mitchell GS, Johnson SM. Neuroplasticity in respiratory motor control. J Appl Physiol 2003;
94: 358-74. — SLIKA KAO U IZVORNIKU)
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3.5. PROPOFOL
3.5.1. Propofol — opce postavke

Propofol (2,6-diisopropilfenol) je intravenski anestetik koji je uveden u kliniku 1986.
godine, a danas je najCeSCe rabljeni intravenski anestetik, i to za uvod i odrzavanje opce
anestezije, za sedaciju tijekom zahvata u regionalnoj anesteziji, kao i za sedaciju bolesnika u
jedinicama intenzivnog lijeCenja (Slika 7). Osobito je popularan za kratke operacijske i
dijagnosticke zahvate, poglavito zbog pogodnoga farmakokinetskog profila koji omogucuje
brzi nastup anestezije, ali takoder i vrlo brzo i ugodno budenje (117, 118).

Davanje propofola u kontinuiranoj infuziji zajedno s jakim opioidima (fentanil,
sufentanil, remifentanil) tvori metodu koja se naziva TIVA (totalna intravenska anestezija), a

kod nje nema potrebe za hlapljivim anesteticima (119).

CH(CHa)z

OH

CH(CHa)2 Slika 7. Kemijska struktura propofola (2,6-diisopropilfenol)

Propofol je primarno hipnotik, a smatra se da svoje djelovanje postiZe vezivanjem na
B-podjedinicu GABA4 receptora (120). Djelovanje propofola na ostale neurotransmitere nije
sa sigurno$éu utvrdeno (121), te vec¢ina radova donosi izvjeséa o in vitro pokusima (122-124),
ali klinicki znaCaj tih rezultata nije sasvim jasan. Osobito je zanimljiv njegov solidan
antiemetski ucinak (Slika §), koji se objaSnjava mozZebitnim antiserotoninskim djelovanjem
(125). Postoje cak i klini¢ki prikazi lijeCenja serotoninskog sindroma propofolom (126).
Dvojbeno je jos uvijek koju podvrstu 5-HT receptora inhibira propofol (122, 124, 127).

Dosadasnji radovi navode da ne inhibira 5-HT,4 receptore (124), a proturjecni su rezultati za

26



Mladen Carev Doktorska disertacija uvoD

5-HT; receptore (122, 125). K tome, propofol dolazi u interakcije i s nekoliko drugih
neurotramsiterskih receptora kao i ionskih kanala unutar perifernog i srediSnjega Ziv¢anog
sustava; tako vjerojatno potencira glicinske recptore, inhibira nikotinske acetilkolinske
receptore (nAchR), te glutamatne NMDA i AMPA receptore. Isto tako, moZe inhibirati i L-tip
Ca”* kanala i Na* kanale ovisne o naponu (128).

Propofol inhibira dugoro¢nu potencijaciju (LTP) i sinaptiC¢ku plasti¢nost tijekom
procesa memorije i to najvjerojatnije modulacijom GABA, receptora, a ne putem NMDA
receptora (129). Smatra se da poremecaj odrzavanja LTP i poticanje razvoja dugotrajne
depresije u hipokampusu Stakora moze dovesti do memorijskih deficita nakon propofolske
anestezije (130). Za razliku od barbiturata, zasigurno nema antianalgetsko djelovanje, a u
subhipnotskim dozama pomaze u dijagnozi i lijeCenju centralne boli (119). Glavni
kardiovaskularni u¢inak propofola je smanjenje arterijskoga tlaka zbog smanjenja sustavnoga

krvoZilnog otpora, sr¢ane kontraktilnosti i prethodnog optere¢enja (»preload«) (118, 119).

‘ CSF
5-HT

_ l’,} S-HIAA :

::::Lse ++.——<*5‘HT —‘")‘Llomitlng

1, | Area Postrema

5-HT |

-+ — .
Propofol @—<CABA neuron

o #+ T inhibitory action
Dorsal Raphe T

Slika 8. Djelovanje propofola na razne neurotransmiterske sustave i mogudée
antiemetsko djelovanje. Propofol stimulira GABAergiCke sinapse na serotoninskim
neuronima u raphe dorsalis, $to inhibira te neurone. Smanjeno okidanje 5-HT neurona dovodi
do smanjenog oslobadanja 5-HT u IV komoru, §to dovodi i do smanjenog preuzimanja 5-HT
u areju postremu (preuzeto iz Cecchetto DF et al. Anesth Analg 2001; 92(4): 934-42. —
SLIKA KAO U IZVORNIKU) (125).
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3.5.2. Anestetici i kontrola disanja s posebnim osvrtom na propofol

Vecina anestetika znacajno djeluje na kontrolu disanja. Oni mogu utjecati na kemijsku
i/ili »bihejvioralnu« kontrolu disanja, tj. onu vezanu za razne obrasce ponaSanja (131).
Kemijska kontrola disanja povezana je s metabolickim parametrima, te ovisi o sastavu
arterijske krvi (pH, P,CO,, P,0,) ili intersticijske teku¢ine u mozdanom deblu (pH, PCO,
mozdanog tkiva). Sama kemijska kontrola disanja zbiva se tijekom anestezije i non-REM
spavanja, dok »bihejvioralna« kontrola vr$i prilagodbe disanja u raznim Zivotnim situacijama
— budnost, bol, govor, fizicki napor, stres. Inhalacijski anestetici djeluju na obje komponente
kontrole disanja. Primjerice, za halotan je dokazano da smanjuje ventilaciju tako Sto uklanja
periferni ucinak karotidnih kemoreceptora, zatim opcenito deprimira respiracijske centre u
SZS, a takoder i funkciju motornih neurona, oita i drugih disajnih migiéa (sve to je uklju¢eno
u kemijsku kontrolu disanja), ali isto tako suzbija i poticaj na disanje koji poti¢e od budnosti
(»bihejvioralna« kontrola) (132). U svakom slu€aju, vrlo su kompleksne interakcije
anestezije, boli, budnosti i kemijske kontrole disanja.

Iako su poznate neke Cinjenice o djelovanju anestetika na HVR, dosta je oprecnih
rezultata u literaturi, koji nastaju prvenstveno zbog metodoloskih razlika u studijama (133).
HVR se sastoji od 2 dijela: brzog (koji potjece od kemoreceptora) i sporijeg (koji nastupa
zbog srediSnje depresije), pa je moguci problem pri studijama s anesteticima i utjecajem na
disanje i HVR taj da uvijek postoji moguénost djelovanja anestetika na SZS, &ime bi se
mogao maskirati njihov u¢inak na periferne kemoreceptore (131, 132).

Ipak, prihvaceno je da inhalacijski anestetici, ¢ak i u subanestetskim dozama od 0,1
minimalne alveolarne koncentracije (MAC) zna€ajno deprimiraju HVR. Knill i Clement (134)
su pred 25 godina otkrili da i male doze halotana smanjuju HVR u ljudi. U ve¢ini daljnjih
istrazivanja (135-137), potvrdene su te Cinjenice i smatra se da inhalacijski anestetici djeluju

pretezito na perifernu kemoreceptorsku petlju. Medutim, Cini se da postoje kvantitativne i
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kvalitativne razlike medu pojedinim inhalacijskim anesteticima glede ucinka na HVR (138,
139). Halotan je, zasigurno, najjaci depresor HVR, dok su za izofluran rezultati proturjecni, te
znakovito ovise o postupcima studije (137, 140). Od novijih hlapljivih anestetika izgleda da
sevofluran znatno manje (ako uopce) slabi HVR (138, 139, 141), a isto vrijedi i za desfluran
¢ija doza od 0,1 MAC nije imala mjerljivog u¢inka na normokapnijski HVR (142).

Sto se ti¢e intravenskih anestetika, rezultati su takoder proturje¢ni. Tiopental i
barbiturati navodno su manje depresivni od halotana (143). Midazolam je isto oslabio HVR
(144), a posebice u kombinacijama s fentanilom i propofolom (145). Uglavnom postoji
suglasje da propofolska monoanestezija, ¢ak i u subanestetskim dozama, smanjuje HVR za
vrijeme akutne trajne hipoksije u ljudi (146-148) i Zivotinja (149), a vjerojatni je mehanizam
interakcija s GABA, i/ili nAChRs (147, 150, 151). Propofol cesto dovodi i do apneje nakon
indukcijske doze, koja mozZe trajati i viSe od 30 sekundi, pogotovo u kombinaciji s opioidima
(118).

Nadalje, dosta je dvojbi oko tofnoga mjesta djelovanja propofola na disanje.
Niuewenhuijs i suradnici (152) tvrde da propofol djeluje isklju¢ivo na srediSnju
kemoreceptorsku petlju, a minimalno na periferne kemoreceptore, a to je u potpunoj
suprotnosti s mehanizmom djelovanja hlapljivih anestetika. I prema drugim autorima periferni
su kemoreceptori posve aktivni za vrijeme propofolske anestezije u ljudi, te bi bolesnik trebao
biti posve sposoban odgovoriti na hipoksiju (153). Ipak, uzmu li se u obzir noviji radova
Jonssona i suradnika (150) o interakciji propofola s nAChRs u karotidnom tjeleScu koja
dovodi do prekida prijenosa impulsa od strane CSN, te Akade i suradnika (154) gdje propofol
inhibira odgovor karotidnog tjeleSca na hiperkapniju znatno viSe nego na hipoksiju, zakljuc¢ak
je da je mjesto djelovanja propofola na HVR joS§ uvijek nerazjasnjeno. Naime, periferni
kemoreceptori imaju odvojene 1 specificne prijenosne mehamizme za hipoksiju i

hiperkapniju, a sinergisticki u¢inak hipoksije i hiperkapnije odvija se upravo na perifernim
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kemoreceptorima, a ne centralno u mozgu. Smatra se da, ukoliko bilo koji anestetik mijenja
taj sinergizam, onda on vjerojatno djeluje na perifernoj, a ne na sredisnjoj razini (155).

K tome, za propofol se pokazalo da ima antioksidantna svojstva (156), Sto mozZe biti
od koristi pri bolestima gdje ROS imaju vaZznu ulogu. Pokazalo se da antioksidansi mogu
sprijeciti depresiju HVR. Halotan i neSto manje izofluran znac¢ajno se metaboliziraju i mogu
proizvesti dosta ROS, i posljedicno su snazni depresori HVR. Desfluran se minimalno
metabolizira, nema ROS, ali ni depresije HVR. Prema nizozemskoj skupini stru¢njaka za
HVR i utjecaj anestetika (132, 152), propofol kao antioksidans ne djeluje na brzu komponentu
HVR posredovanu kemoreceptorima.

U zakljucku, anestetici uglavnom deprimiraju HVR. Inhalacijski djeluju i na
perifernim karotidnim receptorima i unutar SZS. Glede propofola, toéno mjesto njegova
djelovanja na respiracijski sustav nije sa sigurnoS$¢u utvrdeno. Izgleda da se radi o
kombiniranoj interakciji s perifernim karotidnim kemoreceptorima (149) i srediSnjom
kontrolom disanja u moZdanom deblu (147, 152, 157).

Do sada nisu radeni pokusi u kojima se proucavao utjecaj propofola na respiracijski

LTF.

3.6. URETAN

Anestetik uretan (etil karbamat) uveden je jo§ 1885. godine, ne koristi se u klinici,
ali je izuzetno pogodan za laboratorijske Zivotinje (Slika 9) (158). Prednosti su mu dugo
trajanje djelovanja kirurSke anestezije od samo jedne doze, odli¢na relaksacija skeletnih
miSi¢a, mnogi putovi davanja i Siroki raspon sigurnosti, a pogotovo mogucénost anestezije
Zivotinja s minimalnim u¢inkom na hemodinamiku i bazalne respiracijske varijable. To je
anestetik koji nema toc¢no definirano mjesto djelovanja, ali €ini se da ne djeluje ni na GABA,

niti na 5-HT receptore (159). Dakle, ima sposobnost postizanja kirurSke anestezije bez
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utjecaja na neurotransmisiju u raznim subkortikalnim podrucjima i perifernome Ziv€anom
sustavu. Davno je utvrdeno da je to vrlo pogodan op¢i anestetik za proucavanje neuralnih
funkcija, a u laboratorijskih Zivotinja ostaju sac¢uvani mnogi refleksi. U Stakora se primjenjuje

najcesce intraperitonejski i intravenski (158, 159).

0O
~">0" NH,

Slika 9. Kemijska struktura uretana (etil-karbamata)
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3.7. PROBLEMATIKA I CILJ ISTRAZIVANJA

PredloZena disertacija bavi se istraZivanjem djelovanja propofolske monoanestezije na
LTF pra¢enu promjenama aktivnosti frenickoga Zivca.

Tijekom opce anestezije primjenjuju se opce prihvacena pravila za anesteziju Stakora
pri pokusima na SZS (160). Za anesteziju $takora danas se najéeée rabe uretan i inhalacijski
anestetici, a vrlo rijetko propofolska anestezija. Iako je monoanestezija propofolom zahtjevna,
pogotovo pri ve¢im kirurSkim zahvatima na laboratorijskim Zivotinjama, ona je jedini nacin
za istrazivanje djelovanja tog lijeka na kontrolu disanja.

Po prvi puta koristena je kontinuirana infuzija propofola pri proucavanju pLTF.
Prikazana je vlastita shema monoanestezije propofolom u laboratorijskih Zivotinja izloZenih
velikim kirurSkim zahvatima i postupcima (traheotomija, preparacija frenickoga Zivca s
velikom dorzalnom incizijom, obostrana preparacija prepona zbog kanulacije arterija i vena),
a uz oCuvanje kardiocirkulacijske stabilnosti ispitivanih Zivotinja.

Kako je ve¢ navedeno, razlika izmedu dvaju anestetika je u slijede¢em: uretan je
anestetik koji nema tocno definirano mjesto djelovanja, ali smatra se da ne djeluje ni na
GABA, niti na serotoninske receptore (158, 159). Dakle, ima sposobnost postizanja kirurSke
anestezije bez utjecaja na neurotransmisiju u raznim subkortikalnim podru¢jima i perifernom
Zivéanom sustavu. S druge strane, propofol je intravenski op¢i anestetik koji djeluje na mnoge
neurotransmitore, posebice na GABA, receptore, €ime umnogome i ostvaruje svoje
djelovanje (118-120). Pored toga, €ini se da ima upliva i na serotoninergicki sustav (121-125,
127, 128), ali precizni mehanizmi djelovanja jo§ nisu sa sigurno$¢u dokazani.

pLTF se smatra oblikom srediSnje Ziv€ane plasti¢nosti u kontroli disanja (25, 26), a
jedinstven je po tome §to ga izaziva AIH, ali ne i akutna trajna hipoksija. Za zapocinjanje tog
fenomena kljucan je neurotransmiter 5-HT (48). Ukoliko bi davanje propofola ukinulo ili

smanjilo pLTF, to bi mogao biti neizravni dokaz antiserotoninskog djelovanja te tvari.
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Prijasnja istraZivanja pokazuju da pLTF korelira s aktivnosti frenickoga Zivca tijekom
hipoksije (33, 40). U Stakorskom modelu, akutni hipoksijski odgovor pod uretanskom
anestezijom jako je dobro sacuvan, te izlaganje AIH dovodi do pLTF. Nasuprot ovome, €ini
se da propofol deprimira HVR. Stoga je postojece istraZivanje poduzeto kako bi se ispitalo
deprimira li propofolska monoanestezija pLTF u modelu AIH.

Nadalje, u Laboratoriju za neuroznanost MF u Splitu, ve¢ se dokazalo stimulirajuce
djelovanje sistemski primijenjenog spoja 8-hydroxy-2-di-npropylamino-tetralina (8-OH-
DPAT) na bazalnu respiraciju (161) u Stakora anesteziranih uretanom (Slika 10) koje je nalik
na LTF. Taj lijek je agonist 5-HT s receptora (162). Pokusat ¢e se ustanoviti je li isti u¢inak
tog lijeka na PNA i tijekom propofolske anestezije, Cime bi se moglo nagadati o mogu¢em

djelovanju propofola na 5-HT 4 receptore u datom pokusnom okruZzju.

Temeljem gore navedene problematike, cilj disertacije je slijedeci:

1) utvrditi utjece li anestezija propofolom na nastanak dugoro¢ne facilitacije frenic¢koga
Zivca u modelu ponavljanih intermitentnih hipoksija,

2) ispitati postoje li kvantitativne i kvalitativne razlike u pLTF izmedu propofolske (koja
se vrlo Cesto koristi u klinici) i uretanske anestezije (isklju¢ivo eksperimentalne),

3) preciznije odrediti moguce mehanizme djelovanja propofola na pLTF usporedbom
uc¢inaka intravenske primjene serotoninskog agonista 5-HT| receptora 8-OH DPAT-a u

Zivotinja anesteziranih propofolom ili uretanom.
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Slika 10. Utjecaj sistemski primijenjenog spoja 8 -hydroxy-2-di-npropylamino-tetralina
(8-OH-DPAT) na respiraciju u Zivotinja anesteziranih uretanom (preuzeto iz Valic M,
Pecotic R, Dogas Z. J Physiol Pharmacol. 2008; 59(1):17-25. — SLIKA KAO U
IZVORNIKU) (161)
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3.8. HIPOTEZE

3.8.1. Hipoteza 1

Dugorocna facilitacija freni¢koga Zivca (LTF) izazvana akutnim intermitentnim hipoksijama
dokazana je pri anesteziji uretanom. U pilot studiji naSeg istraZivanja, LTF je izazvan
podraZivanjem ponavljaju¢om hipoksijom prema obrascu 5x3 minute hipoksije. Dosad nije
istrazivan moguci utjecaj propofolske anestezije na dugoro¢nu facilitaciju disanja u modelu
akutne intermitentne hipoksije.

e Pretpostavka je, da se istim protokolom kao pri uretanskoj anesteziji, tijekom
anestezije propofolom nece izazvati LTF, tj. da ¢e postojati znacajne kvalitativne
razlike u LTF izmedu propofolske (koja se vrlo ¢esto koristi u klinici) i uretanske
anestezije (iskljucivo eksperimentalne). Hipoteza je da ¢e pLTF biti deprimiran u
Zivotinja anesteziranih propofolom , a nece u Zivotinja anesteziranih uretanom .

3.8.2. Hipoteza 2

U drugom dijelu istraZivanja pokusSat ¢e se utvrditi moguc¢i utjecaj propofola na serotoninske
receptore u kontroli disanja. Prema postoje¢oj literaturi, propofol djeluje na GABA,
receptore, dok je ucinak na 5-HT receptore nejasan. Za pojavu fenomena pLTF nuZna je
aktivacija 5-HT receptora. Ukoliko u prvom dijelu istrazivanja dokaZzemo odsutnost pLTF
nakon primjene propofola, potrebno je testirati mogu¢i mehanizam ucinka propofola na
pLTF. U pilot-studiji ovog istraZivanja proucavan je ucinak agonista 5-HT; receptora 8-OH
DPAT-a, na aktivnost frenickog Zivca tijekom propofolske anestezije.

e Prepostavka je da ¢e intravensko davanje agonista 5-HT 4 receptora 8-OH DPAT-
a, tijekom propofolske anestezije dovesti do promjena PNA. Ukoliko propofol
nema antagonisticki ucinak i na 5-HT;5 podvrstu serotoninskih receptora nece
izostati povecanje aktivnosti frenickog Zivca nakon intravenske primjene 8-OH

DPAT-a, a koje je dokazano pri anesteziji uretanom.
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4. TVORIVA I POSTUPCI

Protokol za ovu studiju odobrilo je Eticko povjerenstvo za biomedicinska istraZivanja

Medicinskoga fakulteta u Splitu.

4.1. PRIPREMA POKUSNIH ZIVOTINJA

Eksperimenti su provedeni na ukupno 24 odrasla muSka Sprague-Dawley Stakora
tjelesne mase 285-330 g. Postojale su 2 skupine pokusnih Zivotinja: uretanska (U) i
propofolska (P) (Slika 11). Istrazivanje se sastojalo od 2 odvojena dijela: 1) istraZivanje
ucinaka uretana i propofola na dugoro¢nu facilitaciju disanja i 2) istraZivanje interakcije
uretana i propofola sa serotoninskim agonistom 8-OH DPAT (opSirnije u poglavlju 4.2. —
eksperimentalni protokol). Priprema Zivotinja bila je zajednika za oba dijela i opisana je u

slijede¢im poglavljima.

4.1.1. Traheotomija i mehanicka ventilacija

Traheotomija se izvodila kroz ventralnu vertikalnu inciziju na vratu. Putem
traheostomijskog tubusa primjenjivana je mehanicka ventilacija s pomoc¢u posebnog uredaja
za male laboratorijske Zivotinje (SAR 830-P, CWE, Ardmore, SAD). Pocetna frekvencija
namjeStena je na 50 udisaja/min uz Ti,p 0,6 sekundi i protok 300 ml/min, ¢ime se isporucivao
respiracijski volumen od oko 3 ml, a kasnije su se parametri prilagodavali arterijskim
plinovima i kapnografiji. Svim Zivotinjama primjenjivao se PEEP od 2-3 cm H,O.

Zivotinje u skupini U ventilirale su se tijekom &itavog pokusa mjesavinom 50% kisika
i duSika. Istom mjeSavinom ventilirale su se i Zivotinje u skupini P, s time da se u indukcijskoj

fazi anestezije rabio i sevofluran u dozi 1-2 MAC, koji se kasnije iskljuc¢io (Slika 11).
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Sve su se Zivotinje obostrano vagotomizirale s ciljem uklanjanja kardiopulmonalnih
ulaznih signala u sredi$nju respiracijsku mre7u. Stakori su se paralizirali intravenskim
pankuronij bromidom 1 mg/kg (Pavulon, Organon, Nizozemska), kako bi se sprjecili spontani

pokusaji disanja.

4.1.2. Kanulacija krvnih Zila

Svakoj Zivotinji kanilirale su se obostrano femoralne arterije i vene i to za kontinuirani
nadzor arterijskog tlaka, vadenje uzoraka krvi za acidobazni status, te za davanje lijekova i
nadoknadu teku¢ine. Tijekom citavog pokusa, a nakon venske kanulacije, davala se infuzija
Ringer-laktata (1,7 ml/kg/h) uz Na-bikarbonat 5%. K tome, nakon injekcije svakog lijeka
Zivotinja je dobila 0,5 ml fizioloSke otopine, kako bi se osigurala sigurna dostava lijeka.

Kako bi se poboljsala vijabilnost preparata zbog opseznog kirurSkog zahvata, protokol
je ukljucivao intravensko davanje protuupalnog analgetika diklofenaka (Voltaren, Pliva,
Hrvatska) u dozi prikladnoj za Stakore 1,2 mg/kg (163), i to odmah nakon preparacije venskog
puta, jer je tijekom pilot studije zapazeno lakSe vodenje anestezije na taj nacin. U dosadasnjim
istrazivanjima nije istraZzen moZebitni ucinak diklofenaka na aktivnost frenickoga Zivca i
respiracijsku plasti¢nost. Tijekom pilot-faze, testiran je taj mozebitni uc¢inak i utvrdeno je da
diklofenak primijenjen intravenski nema nikakvog ucinka na PNA. Nakon izlaganja
epizodama ponavljanih hipoksija, 60 minuta nakon posljednje epizode hipoksije, zabiljezeno
je povecanje amplitude frenickoga Zivca kao i1 u skupini Zivotinja anesteziranih uretanom, a
bez primjene diklofenaka. Stoga se moze izvesti zakljucak da diklofenak nema ucinka na
bazalnu aktivnost frenickog Zivca, kao ni na nastanak dugoro¢ne facilitacije freni€¢koga Zivca

u modelu akutne intermitentne hipoksije.
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4.1.3. Kirurgija frenickoga Zivca

Stakori su bili postavljeni u potrbusni poloZaj i to u stereotaksijskom okviru (Lab
Standard, Stoelting, SAD). Desni frenikus preparirao se putem dorzalnog pristupa na razini
korijena C5. Zatim je bio postavljen je na bipolarne srebrne Zi¢ane elektrode i prekriven
silikonskim gelom kako bi se zaStitio od suSenja. Elektrode za snimanje freni¢koga Zivca
izradene su rucno u Laboratoriju za neuroznanost. Elektrofizioloski signal Zivca usmjeravao
se potom do pojacala (System 1000, CWE Inc., SAD) i potom analizirao (opSirnije u

poglavlju 4.3. Obrada podataka).

4.1.4. Monitoring tijekom anestezije

Ugljikov dioksid na kraju izdisaja (ETCO;) mjerio se kontinuirano (Gemini Gas
Analyzer, CWE, Ardmore, SAD), a njegove vrijednosti odrzavale su se priblizno stalnim
mijenjanjem frekvencije disanja i/ili inspiracijskog tlaka. Vrijednosti ETCO; su za 1-3 mmHg
manje od onih u arterijskoj krvi.

Uzorci krvi za acidobazni status uzimani su iz femoralne arterije (0,2 ml) i s pomoc¢u
kapilarnih cjevcica periodicki ubacivani u uredaj za acidobazni status (RapidLab 348, Bayer
Diagnostics, Sudbery, Velika Britanija). Kontinuirano se invazivno mjerio arterijski krvni tlak
u femoralnoj arteriji s pomocu preoblic¢ivaca (Gould-Statham P23 ID, Cleveland, SAD), kao i
rektalna temperatura, koja se odrzavala izmedu 37 i 38 stupnjeva (topla prostorija, te topla

podloga — FST, Heidelberg, Njemacka).

4.1.5. Anestezija

Zivotinje su bile anestezirane intraperitonejskim uretanom ili intravenskim

propofolom. Dubina anestezije pratila se tijekom cijelog pokusa (reakcije na bolni podrazaj
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stopala, kao i promjene arterijskog tlaka i disanja), obzirom na slijed kirurSkih zahvata za Cije
je izvodenje neophodna stabilna i duboka anestezija

4.1.5.1. ANESTEZIJA U SKUPINI U

U skupini U Zivotinje su bile anestezirane intraperitonejskom injekcijom 20% uretana
(Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) u dozi od 1,2 g/kg. Osim eventualnih dodatnih doza uretana
od 0,2 g/kg, Zivotinja kroz cijeli eksperiment nije dobijala niti jedan drugi anestetik.

4.1.5.2. ANESTEZIJA U SKUPINI P

Za Zivotinje u skupini P tijek anestezije bio je znatno sloZeniji (Slika 11). Zivotinje su
prvo bile postavljene u prozirnu staklenu komoru volumena 4 litre i tu su anestezirane
mjeSavinom sevoflurana i 50% kisika i duSika. Protok svjezih plinova 3 1/min iSao je iz
posebnog cilindra u kojem je bila 50% mjesavina kisika i zraka, te je preko redukcijske
valvule prolazio zatim kroz sevofluranski ishlapljivac (19.3 Dréger, Liibeck, Njemacka), a
potom se pomocu posebnoga produZetka spajao sa staklenom komorom. Tijekom prve 3
minute davala se mjeSavina sevoflurana 6-8% i 50% kisika u zraku, a zatim se postupno udio
udahnutog sevoflurana smanjivao na 4-6%, dok se Zivotinja trajno pratila kroz prozirnu
staklenu komoru. Minimalna alveolarna koncentracija (MAC) za sevofluran u Stakora iznosi
2,5% (164).

Nakon §to se Zivotinja uspavala (prosje¢no 7-10 minuta), izvadila se iz staklene
komore, brzo postavila na operacijski stol, a ventilacija se nastavila s pomoc¢u posebne maske
prilagodene njuski takora. Zivotinja je potom spontano disala sevofluran 2,5-4%, uz protok
svjezih plinova 1 I/min sve do traheotomije.

Nakon vagotomije i paralize Zivotinje u skupini P dobile su intravenski propofol
(Propofol 1%, Fresenius Kabi, Graz, Austrija), i to bolus-dozu 11,9 mg/kg intravenski, a
simultano se ukljucila i kontinuirana infuzija 60-78 mg/kg/h s pomocu posebnog perfuzora za
male laboratorijske Zivotinje (SP 200iZ Syringe Pump, World Precision Instruments,

Sarasota, SAD). Tijekom pilot-faze pokusa, nikad nije bilo potrebito povecavati dozu iznad
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navedene, jedino je u manjeg broja Zivotnja bilo potrebno smanjiti dozu na 60 mg/kg/h ovisno

o vrijednostima arterijskog tlaka. Propofol se davao putem katetera u femoralnoj veni.
Dogovorno je postavljen period od 3-5 minuta preklapanja izmedu propofola i

inhalacijskog anestetika tijekom kojega simultano su tekli propofolska infuzija i sevofluran do

1 MAC, jer smo smatrali da je toliko potrebito da propofol preuzme puni ucinak.

4.2. EKSPERIMENTALNI PROTOKOL

Prvo su napravljene pilot-studije (n=15), ¢ija je svrha bila tocno utvrdivanje ispravne
doze propofola, koji se relativno rijetko koristi za anesteziju Stakora pri velikim kirurskim
zahvatima, te utvrdivanje osnovnoga postava eksperimenta. Tehnika proucavanja PNA vrlo je
specifina jer zahtijeva veliki kirurSki zahvat i stimulaciju. Zivotinja mora tolerirati
traheotomijski tubus, veliku dorzalnu inciziju tijekom preparacije frenikusa, te obostranu
disekciju prepona zbog postavljanja arterijskih i venskih katetera. K tome, tu je i 5

hipoksijskih epizoda, uz dugotrajnost ¢itavog zahvata (eksperiment traje minimalno 4-5 sati).

4.2.1. Prvi dio eksperimenta

Usporedivao se utjecaj uretanske (skupina U) i propofolske anestezije (skupina P) na
postojanje dugorocne facilitacije frenickoga zivca (Slika 11).

Nakon zavrsSetka kirurSkog rada i dobijanja adekvatnog signala frenikusa ostavilo se
najmanje 45 minuta za stabiliziranje PNA pri 50% mjeSavini kisika u zraku, pri ¢emu se uzeo
pocetni acidobazni status (uvjet: P,0,>150 mmHg). Nakon toga se odredila bazalna PNA,
koja je osnova za sve daljnje usporedbe. Bazalna PNA postiZe se na slijede¢i nacin: odredi se
promjenama frekvencije i/ili inspiracijskog tlaka apnejicki prag, tj. razina CO, gdje nestaje
spontana PNA (165), i postavi se pocetni ETCO; otprilike 3-4 mmHg iznad te razine. Nakon

Sto se dobije zadovoljavaju¢i signal frenikusa, odredi se pocetni acidobazni status iz uzorka
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arterijske krvi iz femoralne arterije. Potom se snimi bazalna aktivnost frenikusa i zapocne
serija od 5 hipoksijskih epizoda (mjesavina 9% kisika u zraku) (Slika 12).

Tijekom pokusa cilj je bio odrzavati izokapniju kontinuiranim prac¢enjem CO,.

Osim pocetnog acidobaznoga statusa (neposredno prije 1. hipoksije), uzorci krvi za
plinske analize vadeni su jo$ 3 puta u post-hipoksijskom razdoblju (15, 30 i 60 minuta nakon
zavrSetka zadnje hipoksije). Nastojalo se odrzati vrijednost P,CO, vrlo blizu pocetne, kako bi
se isklju¢ila moguénost utjecaja promjena P,CO, na pLTF. U tim vremenskim toCkama
snimana je i PNA, te usporedivana s bazalnom PNA (neposredno prije 1. hipoksije).

Za napomenuti je da je acidobazni status tijekom prve hipoksije odredivan u Zivotinja
tijekom pilot faze i ustanovljeno je da se vrijednosti P,O, tijekom takvog postupka vrlo
stabilno kretale unutar raspona od 28-36 mmHg. U daljnjem tijeku pokusa taj acidobazni
status viSe nije odredivan iz viSe razloga. Na veCem broju Zivotinja ustanovljeno je da
vrijednosti kisika u arterijskoj krvi odgovaraju postotku hipoksijske mjeSavine, te je smanjen
broj uzoraka krvi za analizu, kako bi se odrzala hemodinamsku stabilnost. Pored toga, tocna
razina hipoksije i nije bila u ZariStu ove studije koja se zapravo temelji na dugoro¢noj
facilitaciji disanja nakon AIH (=60 minuta).

Arterijski krvni tlak odrZavan je unutar 20 mmHg od pocetnih vrijednosti, bilo
manipulacijom anesteticima ili i.v. infuzijama. Na kraju eksperimenta sve Zivotinje

eutanazirane su dodatnim anestetikom i zasi¢enom otopinom kalijeva klorida.
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Slika 11. Dijagram tijeka istraZivanja
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EKSPERIMENTALNI PROTOKOL
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Slika 12. Protokol akutne intermitentne hipoksije i pLTF u ovom istrazivanju.
Vrijednosti udahnutog O, (%) prikazane su u raznim vremenskim tockama eksperimenta
(vremenska ljestvica nije linearna). Zahtijevao se minimum od 45 minuta stabilne aktivnosti
frenickoga Zivca prije zapocinjanja protokola AIH. Bilo je pet 3-minutnih epizoda
izokapnijske hipoksije (FiO, = 0,09), izmedu kojih je bila epizoda od 3 minute oporavka
(Fi0, =0,5).

TO = vremenska tocka neposredno prije 1. hipoksije, TH1, TH2, TH3, TH4, THS =
hipoksijske epizode 1-5; T15 = 15 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, T30 = 30 minuta
nakon zadnje hipoksijske epizode, T60 = 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode.

BG1 = kontrolni uzorak arterijske krvi za acidobazni status, BG2 = uzorak arterijske krvi 15
minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, BG3 = uzorak arterijske krvi 30 minuta nakon
zadnje hipoksijske epizode, BG4 = uzorak arterijske krvi 60 minuta nakon zadnje hipoksijske
epizode.

4.2.2. Drugi dio eksperimenta

Analizirao se PNA u Zivotinja anesteziranih propofolom koje su dobile intravenski 8-
OH DPAT u dozi od 100 pg/kg.

Anestezija, traheotomija, mehanicka ventilacija, kirurski zahvat i cijeli postupak do

dobijanja signala frenickog Zivca provodeni su na isti na¢in kao u prvom dijelu eksperimenta.

43



Mladen Carev Doktorska disertacija TVORIVA | POSTUPCI

Nakon Sto je postignut zadovoljavajuci signal frenickoga Zivca i osigurana stabilnost
Zivotinje u stereotaksijskom okviru, intravenskim putem injiciran je 8-OH-DPAT, agonist 5-
HT A receptora. BiljeZena je PNA tijekom 60 minuta od injiciranja lijeka, a uz kontinuirano
pracenje ETCO,. Acidobazni status je odredivan 5 minuta prije injiciranja lijeka, te 60 minuta
nakon injiciranja lijeka. Nakon toga Zivotinja je dobila dodatnu dozu anestetika i kalij-klorid,

te je bila Zrtvovana.

4.3 UZORKOVANJE SIGNALA I OBRADA PODATAKA
4.3.1. Aktivnost frenickoga Zivca

Elektri¢ni signal frenickoga Zivca uzorkovan je frekvencijom od 20 000 kHz s pomoc¢u
Power-Lab sustava (ADI Instruments, Castle Hill, Australija). Analogni neobradeni signal
usmjeren je do pojacala (MA-1000 Moving Averager, System 1000 Modular Instrumentation,
CWE Inc., Ardmore, SAD) i filtriran Siroko pojasnim filterom u rasponu frekvencija 300 Hz —
10 KHz. U uredaju se ujedno vrsi i predobrada signala — ispravljanje i izraCun prosjecne
aktivnosti frenickoga Zivca u prozoru Sirine 100 ms (tzv. ,,moving-time average‘). Izlazni
signal frenickoga neurograma sprema se na raCunalo i naknadno analizira automatski s
pomocu skripta izradenih u MATLAB softveru. Vizualna analiza digitalnoga signala vrsi se i
s pomocu prigodnih PowerLab softverskih alata: Chart for Windows verzija 5.4.2 i Scope for
Windows verzija 3.8 (ADI Instruments, Castle Hill, Australija).

Iz digitalnoga zapisa aktivnosti freni¢koga Zivca odredivani su sljedeci parametri:

° vremensko trajanje inspirija (Ti),

° vremensko trajanje ekspirija (Te),

° vremensko trajanje cjelokupnog ciklusa disanja (Ttot) i
o amplituda aktivnosti freniCkoga Zivca (peak PNA).
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4.3.2. Statisticka obrada

Frenicki neurogram i srednji arterijski tlak analizirani su uprosjeCivanjem vrijednosti
Ti, Te, Ttot i PNA u vremenskom intervalu od 20 sekundi, tj. 10 sekundi prije i 10 sekundi
nakon odredenih vremenskih tocaka. U prvom dijelu eksperimenta te tocke su osnovna
aktivnost prije prve hipoksije (T0), hipoksijske epizode 1-5 (THI-THS), te 15 (T15), 30
(T30), i 60 (T60) minuta iza zavrSetka posljednje hipoksije. U drugom dijelu eksperimenta ta
je toCka bila intravensko davanje 8-OH DPAT. Osnovna aktivnost frenickoga Zivca
neposredno prije davanja 8-OH DPAT te 20 sekundi nakon toga dogadaja koriStene su kao
ulazni podaci u tom dijelu analize. Vr$na amplituda aktivnosti frenickoga Zivca odredivana je
u odnosu na kontrolne vrijednosti koje su izraZzene kao 100% u svake Zivotinje.

Odredivanje veli¢ine uzorka bilo je u skladu s procijenjenom veli¢inom uzorka (tj.
n>13) za obje skupine, a izraunata je putem analize uz 0=0.05 i snagu 0.80.

Rezultati su analizirani uporabom programa Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD).
Od statistickih testova koristeni su two-way ANOVA (unutar i izmedu skupina), koju je
slijedila Bonferroni post-hoc korekcija. Two-way ANOVA i post-hoc analize koriStene su za
dobivanje svih usporedbi, i to onih koje usporeduju sve PNA nasuprot bazalnoj PNA, kao i za
dobivanje svih usporedbi izmedu 2 anestetika u istim vremenskim tokama za vrijeme
protokola. U drugom dijelu pokusa za usporedbu arterijskih krvnih tlakova, te PaCO, prije i
nakon davanja 8-OHDPAT-a koristi se t-test za zavisne uzorke.

Sve vrijednosti navedene su kao srednja vrijednost + standardna pogreSka. Statisti¢ka

znacajnost postavljena je na P<0,05.

4.4. ETICKA NACELA

Pokusi navedeni u prijavi ove disertacije prethodno su odobreni od strane Etickoga

povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu u okviru znanstveno-istrazivackog
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projekta "Neuralna kontrola disanja u budnosti i spavanju”, br. 216-2163166-6513 MZOS RH
(voditelj prof. dr. sc. Zoran Dogas), te ,SrediSnja regulacija kardiovaskularnog i
respiracijskog sustava — uloga serotonina* br. 216-2163166-3342 MZOS RH (voditelj doc. dr.
sc. Maja Vali¢). Prikladni model za izvodenje ovih eksperimenata bio je Stakor anesteziran
otopinom uretana ili intravenskim propofolom. Svi kirurski postupci na Zivotinjama izvodeni
su u anesteziji odgovarajuceg stupnja. Eutanazija Zivotinja po zavrSetku eksperimenata vrsila
se predoziranjem anestetika, te intravenskom primjenom zasi¢ene otopine kalijevog klorida,

a, u skladu s naputcima American Veterinary Medical Association Panel on Euthanasia (166).
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S. REZULTATI

5.1. STUDIJA I

Glavni rezultat ovog dijela studije pokazao je da je propofolska anestezija ugasila
dugoro¢nu facilitaciju freni¢koga Zivca, a koja je jasno dokazana pri uretanskoj anesteziji
(slika 13).

U Stakora anesteziranih uretanom postojalo je znacajno povecanje amplitude
frenickoga Zivca 60 minuta nakon kraja zadnje hipoksijske epizode u usporedbi s bazalnom
PNA prije 1. hipoksijske epizode (povecanje od 59,4 + 6,6%, P<0,001), tj. postojao je pLTF
(slika 13, gornji dio slike). Nije bilo statisticki znaCajne promjene amplitude frenickoga Zivca
15 i 30 minuta nakon kraja zadnje hipoksijske epizode (+3,4 + 1,8%, odnosno -4,9 + 2,4%,
P>0,05; slika 14, podslika A)

U Stakora anesteziranih propofolom nije bilo statisticki zna€ajnih promjena amplitude
frenickoga Zivca ni u jednoj posthipoksijskoj tocki (T15, T30, T60) u usporedbi s bazalnom
PNA (promjene od -7,7 + 1,6%, -2,9 + 1,4%, i +2,2 + 2,1%, P>0,05), tj. pLTF je ugasen
(slika 13, donji dio slike; slika 14, podslika A). Postojala je statistiCki znacajna razlika u
vr$noj aktivnosti frenickoga Zivca izmedu Stakora anesteziranih uretanom i Stakora
anesteziranih propofolom u tocki T60 (slika 14, podslika A, P<0,001).

Tijekom prve epizode intermitentne hipoksije, amplituda freni¢koga Zivca statisti¢ki
se znacajno promijenila u obje skupine Zivotinja. IzraZzena u postocima povecanja bazalne
PNA, ona je iznosila 172,0 + 15,8% (P<0,001) u Stakora anesteziranih uretanom, te 106,8 +
16,9% (P<0,001) u Stakora anesteziranih propofolom. HVR je bio o¢uvan u obje skupine
Zivotinja tijekom svih 5 hipoksijskih epizoda (P<0,001 u usporedbi s bazalnom aktivnosti
frenickoga Zivca). Uz to, akutni HVR bio je ve¢i u Stakora anesteziranih uretanom u odnosu

na Stakore anestezirane propofolom (P<0,001; slika 14, podslika A) .
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Postojalo je statisticki znacajno povecanje frekvencije frenickoga Zivca tijekom prve
hipoksijske epizode u odnosu na bazalne vrijednosti PNA u Zivotinja anesteziranih uretanom
(51,6 £ 2,4 vs. 35,1 £+ 3,6 udisaja/min, P=0,003), ali ne i u Zivotinja anesteziranih propofolom
(44,3 £ 3,8 vs. 42,4 + 4,3 udisaja/min, P>0,05) (slika 14, podslikal B).

Akutna intermitentna hipoksija nije dovela do znacajnih promjena frekvencije
izbijanja freni¢koga Zivca u obje skupine Zivotinja u svim posthipoksijskim tockama (slika
14, podslika B).

Pojedinac¢ni odgovori za svaku Zivotinju u obje skupine tijekom prve hipoksijske
epizode prikazani su na slici 15, kako za vr$nu aktivnost frenickoga Zivca (lijevo), tako i za
frekvenciju disanja (desno).

U tablici I navedene su izmjerene vrijednosti P,CO,, P,O,, i pH neposredno prije prve
hipoksije, kao i 15, 30 i 60 minuta nakon zavrSetka zadnje hipoksijske epizode. Nije bilo
statisticki znacajnih promjena u obje grupe Zivotinja u bilo kojoj vremenskoj tocki.
Vrijednosti srednjega arterijskoga tlaka nisu se znacajno mijenjale tijekom ¢itavog protokola
u Stakora anesteziranih uretanom, dok je u Stakora anesteziranih propofolom zabiljezeno
znacajno sniZenje arterijskoga krvnog tlaka samo tijekom prve hipoksije (44,5 + 5,2 mmHg u
prvoj hipoksiji, 99,8 + 15,6 mmHg prije prve hipoksije, P=0,007) (tablica 2).

Akutna intermitentna hipoksija nije dovela do znacajnih promjena u ritmu disanja u
obje skupine Zivotinja. Trajanje udisaja (Ti), trajanje izdisaja (Te) i trajanje respiracijskoga
ciklusa (Ttot) nisu se zna¢ajno promijenili za vrijeme prve hipoksijske episode, niti 15, 30 i

60 minuta nakon kraja zadnje hipoksijske epizode (tablica 3).
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“n Uretan
I T—

10 sec

Propofol

IPNA
(a.u.)

Slika 13. Integrirana aktivnost frenickoga Zivca (IPNA; arbitrarne jedinice, a.u.) u jednog
Stakora tijekom uretanske anestezije (gornji dio slike) i u drugoga tijekom propofolske
anestezije (donji dio slike); TO = bazalna vrijednost prije prve hipoksije, TH1 = prvi
hipoksijski odgovor, T15 = 15 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, T30 = 30 minuta
nakon zadnje hipoksijske epizode, T60 = 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode.
Freni¢ki LTF nazo¢na je 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode (T60) u Zivotinja

anesteziranih uretanom, ali ne i u Zivotinja anesteziranih propofolom.
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Slika 14. Promjene u vrsnoj aktivnosti frenickoga Zivca (A) i frekvenciji disanja (B) u

Stakora

anesteziranih uretanom i propofolom u svim vremenskih tockama

eksperimenta. TO odgovara bazalnim vrijednostima neposredno prije prve hipoksije, TH1,
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TH2, TH3, TH4, THS predstavljaju 5 hipoksijskih epizoda, dok su T15, T30, i T60

vremenske tocke 15, 30, i 60 minuta nakon zavrSetka zadnje hipoksije.

Podslika A: Relativne promjene u vr$noj aktivnosti freni¢koga Zivca u usporedbi s bazalnim
vrijednostima u TO (100%). (*znaCajna razlika u odnosu na bazalne vrijednosti, P<0,001;
tznacajna razlika izmedu Stakora anesteziranih uretanom i Stakora anesteziranih propofolom,
P<0,001).

Podslika B: Relativne promjene u frekvenciji izbijanja (min™") u 3takora anesteziranih
uretanom 1 Stakora anesteziranih propofolom (*znacajna razlika u odnosu na bazalne

vrijednosti, P<0,01).
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Slika 15. Individualni hipoksijski ventilacijski odgovori tijekom prve hipoksijske
epizode u Stakora anesteziranih uretanom (A) i propofolom (B), prikazan kao vr$na
aktivnost frenickoga Zivca (Lijevo: bazalna vr§na PNA = 100%), i respiracijska frekvencija
(Desno: izbijanja frenikusa/min). TO - bazalne vrijednosti neposredno pred prvu hipoksiju,

THI1 — prva hipoksijska epizoda.
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Tablica 1. Parcijalni tlakovi ugljikova dioksida (P,CO,) i kisika (P,0O,) u arterijskoj krvi, te

pH vrijednosti zabiljeZene u obje skupine Zivotinja u razli¢itim vremenskim tockama tijekom

pokusa
TO T15 T30 T60 p*
P,CO, (mmHg)
Uretan 44,7+ 1,3 44,6 £ 1,0 42,1 +£1,2 41,0+ 2,5 p>0,05
Propofol 43,6 £2,2 449 +£272 425+£2.4 419 +2,1 p>0,05
P,0O, (mmHg)
Uretan 261,0 + 18,6 281,8 13,7 286,7+224 272,4+30,4 p>0,05

Propofol 247,8 11,6 258,8+79 273,5+13,9 251,6+11,5 p>0,05

pH
Uretan 7,31 £0,02 7,31 £0,02 7,32 +£0,02 7,31 £0,02 p>0,05
Propofol 7,39 £ 0,01 7,38 £0,02 7,38 £0,02 7,36 + 0,01 p>0,05

TO = neposredno prije prve hipoksije, T 15 = 15 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode,
T30 = 30 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, T60 = 60 minuta nakon zadnje
hipoksijske epizode

* ANOVA, udinci izmedu skupina
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Tablica 2. Srednji arterijski tlakovi u obje skupine Zivotinja u razliitim vremenskim

tockama eksperimentalnog protokola. Podaci prikazani kao srednja vrijednost (SEM).

ARTERIJSKI KRVNI TLAK (mmHg)

TO THI1 TH2 TH3 TH4 THS T15 T30 T60

Uretan 105,1 81,1 66,8 65,0 64,6 52,7 95,1 100,5 92,4
a2 99 04 ALy o7 698 169 (143) (17.6)
Propofol 99,8 44,5% 52,9 56,1 60,8 61,4 81,0 76,4 88.4

(15.6) (.2) (5.8 9.7 (12,9) 10,7y (1L,1) (11,6) (11,2)

* U usporedbi s TO u propofolskoj skupini (P<0,01). Nije bilo drugih statisticki znacajnih
razlika unutar bilo koje skupine ili izmedu skupina u svim vremenskim tockama.

TO = neposredno prije prve hipoksije, TH1, TH2, TH3, TH4, THS = hipoksijske epizode 1-5,
T15 = 15 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, T30 = 30 minuta nakon zadnje

hipoksijske epizode, T60 = 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode
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Tablica 3. Relativne promjene Ti, Te, i Ttot za vrijeme eksperimentalnog protokola u Stakora
anesteziranih uretanom i propofolom. Podaci izrazeni u sekundama (srednja vrijednost *
standardna pogreska). Nije bilo zna€ajnih promjena parametara ritma disanja unutar svake

skupine ili izmedu dviju skupina anestetika.

TO THI1 T15 T30 T60
Uretan
Ti 0,51+0,05 0,37%£0,02 0,52£0,05 049%£0,05 0,46+0,04
Te 1,18+0,16 0,77+£0,07 095%£0,15 1,00£0,16 0,88 £0,08
Ttot 1,69£0,17 1,14£0,07 147£0,14 1,49%0,15 1,34£0,07
Propofol
Ti 0,60+0,04 0,57+0,03 0,58%+0,03 0,61+0,04 0,64 +£0,05
Te 0,62+0,04 0,71+0,16 0,68+0,06 0,64+0,02 0,64+£0,04
Ttot 1,22+0,04 1,28+0,15 1,26+0,05 1,25+£0,03 1,28£0,06

Ti = inspiracijsko vrijeme, Te — ekspiracijsko vrijeme, Ttot — cjelokupno respiracijsko
vrijeme; TO = neposredno prije prve hipoksije, T 15 = 15 minuta nakon zadnje hipoksijske
epizode, T30 = 30 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, T60 = 60 minuta nakon zadnje

hipoksijske epizode.

5.2. STUDIJA 2

Intravenska primjena 100 pg/kg 8-OHDPAT-a u Zivotinja anesteziranih propofolom
(n=10) dovela je do povecanja vr§ne amplitude freni¢koga Zivca u 6 ispitivanih Zivotinja,
dok u 4 nije zabiljeZena promjena vrSne aktivnosti frenickoga Zivca u odnosu na bazalne

vrijednosti. Nakon intravenske primjene 100 pg/kg 8-OHDPAT-a nastupilo je znacajno
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sniZzenje srednjega arterijskoga tlaka (91,0 £ 8,8 mmHg, P<0,001) u odnosu na bazalne
vrijednosti srednjeg arterijskoga tlaka neposredno prije davanja 8-OHDPAT-a (123,5 £ 8,5
mmHg). Izokapnija se odrzavala tijekom cijelog eksperimenta. Vrijednost P,CO, prije
injiciranja 8-OH DPAT (45,0 £ 1,7 mmHg) nije se razlikovala od vrijednosti P,CO, 60

minuta nakon injiciranja 8-OHDPAT-a (453 * 1,2 mmHg, P=0,83).
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6. RASPRAVA

6.1. STUDIJA 1

U ovoj studiji dugoro¢na facilitacija frenickoga Zivca bila je ugaSena u Stakora
anesteziranih propofolom, a izloZenim protokolu AIH od 5 epizoda 3-minutne hipoksije
(Fi0,=9%), odvojenih razdobljima hiperoksije u trajanju 3 minute (FiO,=50%). S druge
strane, dugoro¢na facilitacija frenickoga Zivca bila je nazofna u Stakora anesteziranih

uretanom, a koji su podvrgnuti tom istom protokolu AIH.

6.1.1. Dugorocna facilitacija frenickoga Zivca i anestezija

Obrazac izrazavanja pLTF razlicit je s obzirom na vrstu, stimulacijske protokole ili
stanje budnosti. Vagotomija i anestezija znatno olakSavaju izrazavanje pLTF (26, 40).
Fenomen pLTF najvise se proucavao upravo u Stakora podvrgnutim raznim protokolima AIH,
te je utvrdeno da je znacajno vise istaknut u Stakora anesteziranih uretanom (33, 48, 52), nego
u onih neanesteziranih (26, 62, 112), a razliCit je i obrazac izraZzavanja pLTF (povecanje
amplitude u anesteziranih naspram povecanja frekvencije u budnih Zivotinja).

Anestetik uretan koriSten je uglavnom uz izofluranski uvod u anesteziju (33, 48, 52),
ili u kombinaciji s a-kloralozom (43, 55). Bilo je i drugih anestezijskih protokola, primjerice
kombinacija podkoZnog ketamina i ksilazina (167), potom intraperitonejska kombinacija
pentobarbitona i kloralhidrata (engl. equithesine) (38), te pripravak Saffan (kombinacija
alfaksalona i alfadalona) uz uvod u anesteziju pentobarbitonom (168), a uz napomenu da se
pLTF uspjesno odrZavao pri svim tim anestezijskim protokolima (tablica 4).

Rezultati ovog istraZivanja po kojima je propofolska anestezija uklonila izazivanje

pLTF sugeriraju da bi ucinci razli€itih anestetika mogli imati utjecaj na izraZavanje pLTF.
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Tablica 4. Pregled vaznijih eksperimenata frenicke dugorocne facilitacije s obzirom na

Zivotinjsku vrstu i tip anestezije.

AUTOR, godina, (ref.) VRSTA ANESTEZIJA ANESTETIK

Millhorn i sur., 1980 (43) macka DA + o-kloraloza + uretan
decerebracija
Cao 1 sur., 1992 (61) pas NE (budni,
traheotomirani)
Sokolowska&Pokorski, kunié DA, SB a-kloraloza i uretan ip
2006 (55)
Fregosi&Mitchell, 1994 macka DA @B +1 uvod halotanom +
57 decerebrirana) | a-kloraloza
Turner&Mitchell, 1997 (27) koza NE
Mitchell i sur., 2001 (21) patka NE lokalna anestezija za
traheotomiju
Hayashi i sur., 1993 (47) Stakor DA + uvod izofluran + uretan sc/iv
decerebelacija
Bach&Mitchell, 1996.(48) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Kinkead i sur., 1998 (51) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Kinkead&Mitchell, 1999 Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
(52)
Bach i sur., 1999 (41) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Janssen&Fregosi, 2000° Stakor DA, SD serija ip injekcija uretana
(65)
Bach&Mitchell, 2000 (49) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Baker&Mitchell, 2000 (37) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Fuller i sur., 2001a (50) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Fuller i sur., 2001b (53) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Zabka i sur. 2001a (169) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Zabka i sur. 2001b (170) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Ling i sur. 2001° (29) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Olson i sur. 2001 (62) Stakor NE
Baker-Herman&Mitchell, Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
2002 (94)
McGuire i sur., 2002¢ (112) Stakor NE
Bavis&Mitchell, 2003 (73) Stakor DA, karotidna | uvod izofluran + uretan iv
denervacija
Peng&Prabhakar, 2003 © Stakor DA Uretan (1.2 g/kg ip) uz 15%
(103) pocetne doze svaki sat
Zabka i sur., 2003 € (110) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
McGuire i sur., 2003 € (64) Stakor NE
McGuire i sur., 2004 € (63) Stakor NE
McKay i sur., 2004 (167) neonatalni DA ketamin 20 mg/kg + ksilazin
Stakori 10 mg/kg sc

Zabka i sur., 2005 (171) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
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McGuire&Ling, 2005 ° Stakor NE
(54)
Fuller, 2005 (69) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Golder&Mitchell, 2005 & Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
(172)
McGuire i sur., 2005 (98) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Reeves i sur., 2006 (173) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Doperalski&Fuller, 2006" Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
(174)
Zabka i sur., 2006. (175) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Berner i sur. 2007 (176) Stakor NE
Golder&Martinez, 2008 Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
(177)
McGuire i sur., 2007 (178) Stakor DA uretan ip
Neverova i sur., 2007 (179) Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
Dick i sur. 2007 (38) Stakor DA “ekvitezin” ip (30 mg/kg
pentobarbitona i 133 mg/kg
kloralhidrata)
MacFarlane&Mitchell, Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
2008 (180)
Mahamed&Mitchell,20088 Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
(181)
Terada i sur., 2008 (42) Stakor NE
McGuire i sur., 2008" (182) Stakor NE
Toyama i sur. 2009. (56) mis DA uretan ip
Wilkerson&Mitchell 2009 Brown- DA uvod izofluran + uretan iv
(183) Norway
Stakor
Ryan&Nolan 2009. Wistar DA, SD uvod pentobarbitonom,
(168) Stakor odrzavanje iv infuzija
Saffana = alfaksalon i
alfadalon
Cao i sur., 2009. (184) Stakor DA uvod izofluran + uretan ip
MacFarlane&Mitchell, Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
2009' (185)
Hoffman i sur., 2009™ Stakor DA uvod izofluran + uretan iv
(186)
Baker-Herman i sur., 2009" Stakor DA uvod izofluran + uretan iv

(187)

* LTF postignut intermitentnim podraZivanjem CSN, ne putem AIH

® Nije bilo pLTF

¢ Pretretman Zivotinja putem CIH, a tad primjena ATH
¢ Proucavani su uginci broja i tezine hipoksijskih epizoda na vLTF u budnih Stakora. vLTF je
postignut s 10% O,, ali ne i s 8% ili 12% O,. VvLTF je takoder postignut s 10, 20 i 72

hipoksijske epizode, ali ne s 3 ili 5 epizoda AIH.
 LTF nije dobijen u svih proucavanih Zivotinja

" model ozljede vratne ledne moZdine

59




Mladen Carev Doktorska disertacija RASPRAVA

¢ usporedba izmedu standardnog AIH protokola i apneja od 25 sekunda (zaustavljanje
respiratora na 25 s). LTF je inducirani s 3 i sa 6 apneja.
flutjecaj fragmentiranog spavanja na vL'TF
'pretretman Zivotinja s dATH (dAIH = 10 epizoda AIH/dan, kroz 7 dana), a potom opservacija
odgovora na klasi¢ni podrazaj AIH-om
JLTF miSi¢a genioglossusa induciran nakon 8, ali ne i nakon 3 hipoksijske epizode
k proucavao se LTF n. glossopharyngeusa
! pLTF izazvan intratekalnim injiciranjem 5-HT u podrucje vratne ledne mozdine, bez AIH
™ intratekalno davanje adenozinskih A2 antagonista
" razlike u pLTF-u medu 3 soja Stakora (Fischer 344, Lewis, Brown Norway)
SD = spontano disanje, ip = intraperitonejski, sc = potkoZno, iv = intravenski; u stupcu
VRSTA rijec Stakor odnosi se na soj Sprague-Dawley, ukoliko nije drukcije navedeno

U ovoj studiji, u uretanskoj skupini Zivotinja pLTF ocitovala se prvenstveno
povecanjem amplitude frenickoga Zivca. To je u skladu i s nedavnom meta-analizom (40)
koja je obuhvatila 40 studija s AIH iskljucivo na Stakorima Sprague-Dawley (33 studije na
anesteziranim i 7 studija na neanesteziranim Zivotinjama). Prema njenim rezultatima u
anesteziranih i vagotomiranih Zivotinja AIH dovodi do pLTF koji se manifestira povecanjem i
amplitude i frekvencije, a u neanesteziranih samo povecanjem frekvencije. Medutim,
povecanje frekvencije, prema toj meta-analizi, u anesteziranih je zanemarivo u odnosu na
povecanje amplitude (12% nasuprot 60%), pa se s pravom dade zakljuciti da taj fenomen
nastaje uglavnom zbog promjena amplitude PNA. U ovoj disertaciji, pLTF se u uretanskoj
skupini ocitovao gotovo identicnim povecanjem amplitude (59,4%), dok je povecanje
frekvencije takoder postojalo, ali ba$ kao i u gornjoj meta-analizi, nije bilo statisticki znac¢ajno
(bazalno — 35,1 udisaj/min; T60 — 43,3 udisaja/min, povecanje za 23,2%). U Zivotinja
anesteziranih propofolom, nije zabiljeZeno ni znacajno povecanje amplitude, niti frekvencije
frenickoga Zivca nakon AIH, tj. amplituda se povecala samo za 2.2%, a frekvencija je ¢ak bila
sniZzena za 7%. Fenomen pLTF nije bio izazvan (slike 13 i 14).

U svih eksperimenata ovakve vrste za pravilnu evaluaciju dobivenih rezultata,

zasigurno je potrebito uzeti u obzir vrstu anestezije kao vrlo bitan ¢imbenik. Anestetici mogu

imati veliki uc¢inak pri raznim neurofizioloskim studijama, ali oni su jednostavno neizostavni,
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kako zbog prakti¢nih, tako i zbog etickih razloga (158). Uretan (etil-karbamat) vrlo je
pogodan anestetik za laboratorijske Zivotinje, ne samo zbog dugotrajnosti djelovanja, raznih
putova davanja (intraperitonejski, potkoZno, intravenski) i velike terapijske Sirine, ve¢ i zbog
jedinstvene sposobnosti da se postigne kirurSka anestezija, s minimalnim ucincima na
kardiovaskularni sustav i disanje. Nadalje, uretan moZe proizvesti kirurSku anesteziju bez
utjecaja na neurotransmisiju u raznim subkortikalnim podrucjima i perifernom Ziv€anom
sustavu (158, 159). Od mnoStva membranskih proteina, anestetici uglavnom djeluju na
neurotransmiterske ionske kanale (159). I hlapljivi i intravenski anestetici imaju vrlo
jednostavan mehanizam djelovanja; ili pojacavaju GABAergicki prijenos ili slabe
glutamatergi¢ki prijenos (188). Cini se da je uretan vrlo specifian, budué¢i da zahvada
podjednako i inhbicijske i ekscitacijske sustave, i to u znatno manjoj mjeri negoli ostali
anestetici (159). Upravo zbog tih znacajki, uretan se smatra prihvatljivim za sve studije koje
proucavaju aktivnost respiracijskih neurona, te za sve studije koje istrazuju oslobadanje
neurotransmitera kao odgovor na fizioloske podrazaje i razne lijekove (158, 189).

S druge strane, propofol se opsezno rabi u ljudi (117), ali znafajno manje na
laboratorijskim Zivotinjama u odnosu na uretan i hlapljive anestetike. Mogu¢i razlozi su
sofisticirane infuzijske pumpe potrebite za njegovu uporabu, moguca kardiovaskularna
nestabilnost, teorijska moguénost propofolskog infuzijskog sindroma (190) nakon dugotrajne
primjene visokih doza, te Cinjenica da je taj anestetik primarno hipnotik (119), pa je
propofolsku monoanesteziju tehnicki dosta tesko izvesti.

Opce je prihvacena €injenica da anestetici umanjuju aktivnost respiracijskog motornog
odgovora (191). Propofol deprimira centre za disanje u mozdanom deblu, a takoder i
umanjuje HVR, i to ve¢ u subanestetskim dozama u ljudi (147, 148), a rezultati su dobiveni
na temelju varijabli vezanih za mehaniku disanja (Vt, ff, f). Propofol je ve¢ istraZivan i u

Stakora u proucavanju HVR (192, 193). Prema podacima iz tih studija u Stakora soja Wistar
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(bolus-doza 7-7,5 mg/kg, te kontinuirana infuzija 20-22 mg/kg/h), propofol nije znacajno
mijenjao HVR u odnosu na neanestezirane Zivotinje. Valja re¢i da su promjene disanja
pracene i u tim studijama putem arterijskih plinova, respiracijskoga volumena i frekvencije
disanja, a ne putem PNA, koja se smatra finim pokazateljem srediSnje kontrole disanja. Ne
postoje studije u Stakora koje istraZzuju moZebitno propofolsko slabljenje HVR putem nadzora
aktivnosti frenickoga Zivca, a $to je napravljeno u ovoj disertaciji. Doduse, utjecaj djelovanja
propofola na PNA pratio se tek u nekoliko studija na kuni¢ima (145, 194-196). Nadeno je
sinergisticko djelovanje (depresija) aktivnosti frenickoga Zivca u kombinaciji propofola s
drugim anesteticima (midazolam, fentanil, remifentanil), ali ne u hipoksijskim uvjetima (145,
194). Nakamura i suradnici (196) pronasli su da je propofol u kuni¢a znaCajno vise
deprimirao aktivnost hipoglosalnoga, nego frenickoga Zivca kao odgovor na hiperkapnijsku-
hipoksijsku stimulaciju (respiracijski arest od 60 sekundi). Zakljucuju da odrZavanje gornjega
diSnog puta moZe biti kompromitirano za vrijeme propofolske anestezije. To ima i svoje
klinicke implikacije. Primije¢eno je u ljudi da propofol znatno slabi reflekse gornjega diSnog
puta u odnosu na barbiturate (197), pa se to svojstvo koristi za odredene manipulacije, npr.
postavljanje laringealne maske. Valja napomenuti da se i u gore navedenoj studiji propofol
rabio zajedno s drugim anesteticima (50% dusSi¢ni oksidul, 0,5% sevofluran). Jo§ uvijek nije
ispitivan utjecaj propofolske monoanestezije na pLTF.

Glede bazalnih respiracijskih varijabli u ovoj disertaciji, za oba anestetika pokazano je
da smanjuju bazalnu frekvenciju disanja (35 udisaja/min u Stakora anesteziranih uretanom,
odnosno 42 udisaja/min u onih anesteziranih propofolom). Normalne vrijednosti za budne
Stakore Sprague-Dawley su iznad 70 udisaja/min (112, 198). lako donekle zacuduje niza
frekvencija u uretanskoj skupini, ona je u skladu s nekim istrazivanjima pLTF na istom
modelu anesteziranoga, vagotomiranog, paraliziranog i mehanicki ventiliranoga Stakora, gdje

su cak izmjerene i niZe frekvencije (48, 51, 52, 94), dok vecina studija uopée ne navodi
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bazalnu frekvenciju, ve¢ samo opisuje postojanje ili izostanak frekvencijskog pLTF (tablica
5). Zakljucak je da anestetici vrSe znaCajni depresivni ucinak na frekvenciju izbijanja
frenickoga Zivca u usporedbi s neanesteziranim ili budnim Zivotinjama.

K tome, mnogi anestetici, posebice hlapljivi, deprimiraju bazalnu aktivnost frenic¢koga
Zivca Sto moze dovesti do apneje (139, 199). Medutim, u ovoj disertaciji propofol je, pri
ovakvom doziranju u Stakora, saCuvao bazalnu aktivnost frenickoga zZivca, t¢ HVR u svih 5
hipoksijskih epizoda.

Depresija respiracijskih neurona od strane anestetika obi¢no se pripisuje pojacanim
inhibicijskim sinaptickim interakcijama (157, 191). Medutim, to¢an mehanizam djelovanja
propofola na disanje nije posve jasan. Cini se da su GABA, receptori vjerojatno mijesto
djelovanja tog anestetika (118, 120). Medutim, propofol dolazi u interakciju i s nekoliko
drugih neurotransmiterskih receptora i ionskih kanala unutar perifernoga Zivcanog sustava i
SZS-a. Izgleda da potencira glicinske recptore, inhibira nACHRs, glutamatne NMDA i
AMPA receptore, kao i L-tip Ca®*-kanala i Na® kanale ovisne o naponu (128). Nadalje,
postoje odredeni dokazi i za interakciju propofola s 5-HT sustavom, pa se propofol cesto
smatra antiserotoninskim ili barem anestetikom koji modulira 5-HT sustav (122, 125). Podaci
iz prvog dijela studije pokazuju da je propofol oslabio pLTF, ali bez odgovora o mogucem
mehanizmu. Moguce je tek iznijeti neke pretpostavke temeljene na poznatim Cinjenicama. Za
pLTF induciran AIH, u Stakora je dokazano da je ovisan o serotoninskom mehanizmu (48).
Nadalje, aktivacija specifi¢nih 5-HT, receptora (52, 93) potrebita je za ekspresiju pLTF. K
tome, nuZna je aktivacija spinalnih 5-HT receptora, kao i sinteza BDNF ovisna o serotoninu u
neposrednoj blizini freni¢kih motoneurona u ventralnim segmentima vratne ledne mozdine
(48, 93, 94, 99). Poznato je da propofolska anestezija inhibira LTP i sinapticku plasti¢nost u
procesima memorije i to najvjerojatnije putem interakcije s GABAergickim sustavom (129,

130), pa bi teorijski dolazilo u obzir i slicno djelovanje na respiracijsku plasticnost, tj. pLTF.
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U zakljucku, dobiveni podaci pokazuju da je propofol ugasio pLTF, ali mehanizam jos
uvijek ostaje nerazjasnjen. MoZe se spekulirati o kombiniranim ucincima propofola na
sinapticku plasti¢nost, interakciji s 5-HT receptorima u kontroli disanja, kao i neizravnim

u¢incima putem kvalitativnih i kvantitativnih promjena HVR (poglavlje 6.1.2.).

6.1.2. Dugorocna facilitacija frenickoga Zivca i hipoksijski ventilacijski odgovor

Intermitentna hipoksija utje¢e na hipoksijski ventilacijski kontrolni sustav, te bi
obrazac hipoksijske stimulacije mogao biti kriti¢na odrednica respiracijske plasticnosti (112).

U ovoj studiji koristeno je 5 hipoksijskih epizoda kao fizioloski podrazaj koji ¢e
potaknuti respiracijsku plasticnost. Tijekom prve hipoksijske epizode u Stakora anesteziranih
propofolom amplituda frenickoga Zivca znacajno je povecana u odnosu na bazalne vrijednosti
(106,8 + 16,9%). Vidljivo je da propofol nije ugasio HVR, iako promjena nije bila izraZzena
kao u Stakora anesteziranih uretanom (172,0 £ 15,8%), te je postojala znacajna razlika u
veli¢ini HVR izmedu ta dva anestetika. HVR se tijekom prve hipoksije u ovoj studiji o¢itovao
u skupini P isklju¢ivo povecanjem amplitude freni¢koga Zivca (ekvivalent pove¢anog Vt), a
bez povecanja frekvencije disanja, Sto se €ini zanimljivim i novim podatkom. U uretanskoj
skupini, akutni HVR tijekom prve hipoksijske epizode o€itovao se na klasi¢an nacin, tj.
minutna ventilacija povecana je i zbog povecanja amplitude i frekvencije disanja.

U tablici 5 prikazane su studije u kojima se usporeduje veli¢ina pLTF (u postocima), u
zavisnosti od veli¢ine HVR (1. hipoksijska epizoda).

PrijaSnje studije pokazale su korelaciju izmedu povecanja PNA za vrijeme prve
hipoksijske epizode AIH i veli¢ine postignutog pLTF 60 minuta posthipoksijski. Fuller i
suradnici (33) proucavali su odnos izmedu integrirane PNA za vrijeme prve od 3 hipoksijske

epizode i ekspresije LTF, te su nasli da je promjena PNA za vrijeme hipoksije pokazivala

64



Mladen Carev Doktorska disertacija RASPRAVA

slabu, ali znagajnu korelaciju s promjenama PNA 60 minuta nakon hipoksije (r* = 0,18,
P<0,05) (slika 16).

Smatra se da bi postignuta amplituda za vrijeme hipoksije mogla biti najjaci
predskazivajuéi ¢imbenik za amplitudni pLTF (40), pa bi Zivotinje sa snaznijim HVR-om
trebale imati i snazniji pLTF. To se, ¢ak, dade izraziti jednadzbom:

Frenicki LTF = -61.595 + (1.8 x bazalna frekvencija disanja) + (2.27 x frekvencijski LTF) + (0.31 x porast
amplitude u hipoksiji)

Ukoliko uvrstimo brojeve iz ove studije u jednadzbu, ili izraCunamo amplitudu
frenickoga LTF na temelju dolje navedene slike odnosa HVR i amplitude LTF (slika 16),
frenicki LTF u Zivotinja anesteziranih propofolom trebao bi biti najmanje 40-50%.

U zakljucku, amplituda frenickoga LTF korelira dobro s PNA tijekom hipoksije, ali ne
i s hipoksijskom razinom P,0O,. To ukazuje na ¢injenicu da hipoksija bez adekvatnog HVR ne
bi trebala biti dostatni podrazaj za indukciju pLTF. U ovoj studiji tijekom propofolske
anestezije HVR je bio ofuvan u svih 5 hipoksijskih epizoda protokola AIH. Veli¢ina
postignutog HVR trebala bi biti u svakom slucaju dostatna da potakne pLTF 60 minuta poslije
kraja zadnje hipoksijske epizode (on bi trebao iznositi barem 40%), a to se nije dogodilo —

pLTF bio je ugasen pri propofolskoj anesteziji, unato¢ vrlo jasno izraZzenom HVR.
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Slika 16. Odnos integrirane frenicke amplitude za vrijeme prve od tri hipoksijske
epizode i izrazavanja pLTF 60 minuta nakon hipoksije.

Promjena u integriranoj frenickoj amplitudi tijekom hipoksije pokazivala je slabu, ali
znaGajnu korelaciju s promjenom freni¢ke amplitude 60 minuta nakon AIH (r*=0,18; P<0.05).
Obje promjene izraZene su kao % bazalnih vrijednosti (preuzeto iz Fuller et al., Resp Physiol

2000; 121: 135-46. — SLIKA KAO U IZVORNIKU)
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Tablica 5. Ovisnost veli¢ine pLTF o hipoksijskom ventilacijskom odgovoru (amplituda

tijekom 1. hipoksijske epizode);

n/a = podaci nisu dostupni, f = frekvencija izbijanja frenikusa (min™), T60 = 60 minuta nakon
epizodne hipoksije, 1T = povecanje, NS = nesignifikantno, 5-CT = 5-karboksamidotriptamin, CRL/S =
soj Stakora (Charles River Laboratories/Sasco), H = soj Stakora (Harlan), dAIH = dnevna akutna
intermitentna hipoksija, CDR = cervikalna dorzalna rizotomija, MK-801 = dizocilpin, MnTMPyP =
manganov (III) tetrakis (1-metil-4-piridil) porfirin pentaklorid («hvata¢» superoksidnih aniona).

Napomena: gdje je viSe skupina u eksperimentu, podaci vezani za pLTF odnose se na kontrolnu

skupinu.
AMPLITUDA | AMPLITUDA | FREKVENCIJSKI | NAPOMENE
AUTOR godina (ref) HVR (%) pLTF (%) pLTF
(bazalna f vs. f T60)
Bach&Mitchell 1996 (48) n/a 63+17% 36 vs 45/min, kontrola vs.
P<0,05 metizergid
Kinkead i sur. 1998 (51) Oko 100% 37+ 6% Bazalna 34/min, 3 skupine:
NS 1 kontrola, CDR,
CDR+
ketanserin
Kinkead &Mitchell 1999 oko 100% 37% 31-36/min, 4 skupine:
(52) nije bilo 1 kontrola,
«sham»,
ketanserin, 5-
CT
Baker&Mitchell 2000 (37) n/a 78+15 11112 (bazalna fr?)
Bach&Mitchell 2000 (49) 109+17 4615 mali, ali znacajni T | ucinci
(bazalna ?) jednostrane
frenikotomije
Fuller i sur. 2001a(53) 90-130% 75+12(CRL/S) | H47+2 Utjecaj soja i
5148 (H) | CRL/S 4613 kolonije Stakora
NS 1
Fuller i sur. 2001B (50) 101£15 57+11 NS 1 (bazalna f?) Ketanserin
Zabka i sur. 2001 (169) 87+17 (mladi) 56t14(mladi) | NS 1 (bazalna {?) Razlike u
89+15 (stari) 2548 (stari) pLTF-us
obzirom na dob
Baker-Herman &Mitchell 111£16 78£15 36,2+1,3 vs, 4 skupine—
2002 (94) 42,5+1,5 (P<0,05) | podaci za
kontrolnu
Bavis&Mitchell 2003 (73) 8711 4410 NS 1 (bazalna f?) Kontrola i
karotidna
denervacija
Fuller 2005 (69) 80-120 Oko 140 48+1 povecala se za | + LTF jezi¢nih
442/min, NS misica
McGuire i sur. 2005.(98) 189+£15 Oko 35 45,51, povecéala se | 2 skupine: iv.
za 4/min, P<0,05 MK-801,
kontrolna
McGuire i sur. 2007.(178) 134,3+13,9 38,846 n/a
Dick i sur. 2007 (38) n/a 125 40£8 vs. 45%10
Golder&Martinez2008 93+14 Oko 50 3943 vs. 39+4 podaci za
(177) vagotomirane
Stakore
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MacFarlane &Mitchell 2008 oko 110 93%+12 oko 40/min, vs. oko | MnTMPyP i
(180) 45/min, p<0,05 kontrolna grupa
Wilkerson i sur. 2009.(183) 110+14 18+ 9 36t1vs. 371 2 skupine:
(kontrola) (NS) kontrola i dAIH
37+8 (Brown
(dAIH) Norway)

6.1.3. Tehnicka razmatranja

6.1.3.1. PROTOKOL AKUTNE INTERMITENTNE HIPOKSIJE - BROJ
HIPOKSIJSKIH EPIZODA

U ovoj studiji koristio se protokol AIH (FiO, = 9%) po obrascu 5 x 3 minute, izmedu
kojih je bilo 3 minute hiperoksije (FiO, = 50%), i s njim je postignut pLTF u uretanskoj
skupini Zivotinja.

Protokoli izazivanja pLTF-a mogu se, prema navodima iz literature, sastojati od
raznog broja hipoksijskih epizoda, s razli€itim razinama F,0, (od 5-14%), i to u razlicitih
vrsta (tablice 6 i 7). Neki protokoli bili su uspjesni u izazivanju pLTF, dok ga drugi nisu
uspjeli postici, posebice u ljudi. Problematika izazivanja pLTF u ljudi opisana je u poglavlju
3.3.1., a protokoli su prikazani u tablici 7. Medutim, je li pLTF postignut zbog odabira vrste
AIH u raznim protokolima ili se rezultati razlikuju zbog razlike u vrstama, genetici, dobu ili
spolu, nije posve jasno. Kao najbolji primjer gornjih tvrdnji je studija McGuirea i suradnika
(112). U budnih Stakora primjenjivali su intermitentne hipoksije i to na 3 razine (8, 101 12%
0,), uz razliciti broj hipokijskih epizoda (3, 5, 10, 20, 72 epizode). Pet epizoda [H s 10% O,
dovelo je do VLTF, ali ne i 5 epizoda IH s 12% i 8% O,. S druge strane, svega 3 epizode
hipoksije s FiO, 12% sasvim su bile dostatne u nekim drugim istraZivanjima za izazivanje
frenickoga i hipoglosalnog LTF u anesteziranih, paraliziranih, vagotomiranih i mehanicki
ventiliranih (37, 48), ali ne i u spontano diSu¢ih, anesteziranih Stakora (65). Medutim, u gore
navedenoj studiji McGuire i suradnika, kad se povecao broj hipoksijskih epizoda (FiO, =

12%) na 10, 20 ili ¢ak 72, VLTF je uspjesno izazvan i u budnih Zivotinja. Autori naglaSavaju
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da viSe epizoda IH povecava ucinkovitost izazivanja LTF u budnih Zivotinja; medutim, s
povecanjem broja hipoksija, nije se povecala i veli¢ina LTF. Na temelju te studije, zakljuCuju
da i razina hipoksije i broj hipoksijskih epizoda mogu utjecati na postizanje, odrZavanje i
veli¢inu VLTF u budnih Stakora. Autori smatraju da postoji razina hipoksije pri kojoj se
najcesce izaziva LTF (FiO, oko 10%). Ako je hipoksija preblaga ili preoStra, uc¢inkovitost
izazivanja LTF bit ¢e manja. Iako ova studija donosi zanimljive rezultate u svezi s
protokolom izazivanja LTF, ipak se provodila u budnih Zivotinja, gdje je vjerojatnost
izazivanja VLTF ipak manja. K tome, za napomenuti je da se u tom istraZivanju koristila
poikilokapnijska hipoksija, dok se u ovoj disertaciji i vecini drugih istraZivanja koristi
izokapnijska hipoksija (25, 28, 33).

Osnovni model za prouCavanje LTF je anestezirani, paralizirani, vagotomirani i
mehanicki ventilirani Stakor soja Sprague-Dawley. Iako takav model i nije najfizioloskiji, on
omogucuje preciznu kontrolu plinova u arterijskoj krvi i uklanjanje mnogih zbunjujuéih
¢imbenika, koji bi mogli utjecati na pojavu pLTF (25, 26, 28, 33). Takoder, postoje brojne
studije na takvom modelu (tablica 6) i stoga su moguée adekvatne usporedbe odgovarajuc¢ih
istrazivanja. K tome, za razliku od kortikospinalnog lokomotornog sustava, smatra se da je
organizacija respiracijske Ziv€ane kontrole disanja vrlo slicna u glodavaca i ljudi, i uporaba
Stakorskog modela je opravdana u respiracijskim studijama (200). Stoga, razlike u izazivanju
pLTF nisu uvjetovane samo protokolom IH, ve¢ i mnoStvom drugih ¢imbenika (vrsta, stanje
budnosti, kao i eksperimentalna priprema — anestezija/bez anestezije, vagotomija/bez
vagotomije, mehanicka ventilacija/spontano disanje). Jo§ jedna zanimljivost je da se frenicki
(i hipoglosalni) LTF uspio izazvati eksperimentalno, ne samo AIH-om i stimulacijom
Heringova Zivca, nego ¢ak i ponavljanim apnejama od 25 s (odvajanje Stakora od respiratora),
a intenzitet i mehanizam su bili isti kao u onoga pri IH. Kod tog oblika LTF, desaturacija nije

bila velika (SpO; oko 90%). Autori tog eksperimenta zakljucuju da je pLTF jako osjetljiv za
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obrazac, ali relativno neosjetljiv na teZinu i trajanje hipoksije, tako dugo dok je ona
intermitentna (180).

Smatra se ¢ak da je vazniji normoksijski (hiperoksijski) interval izmedu epizoda AIH.
Njegove granice nisu precizno odredene, a navodi se da bi trebao biti ve¢i od 0, a manji od 30
minuta (37, 41), a iz tablice 6 vidljivo je da u vecine studija on iznosi 5 minuta, te da viSe

autora primjenjuje hiperoksiju u odnosu na normoksiju u tom intervalu.
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Tablica 6. Pregled najvaznijih studija na Zivotinjama obzirom na protokol izazivanja

frenickoga LTF
AUTOR, godina (ref.) AIH FiO2 % OPORAVAK*#*
hipoksija (Trajanje,
FiO,)
Millhorn i sur.1980% (43) 5 X 2 min 5 minuta
Cao i sur. 1992° (61) 2 minute
Sokolowska&Pokorski 2006 5 x 1 min 14 3 min (21%)
(55)
Fregosi&Mitchell 1994 (57) 5 X2 min 5 minuta
Turner&Mitchell 1997 (27) 10 x 3 min 8-9 5 minuta (21%)
Mitchell i sur. 2001 (21) a) 10 x 3 min 10 5 minuta (21%)
b) 3 x 3 min 8
Hayashi i sur. 19937 (47) 5 X 2 min 3 minuta
Bach&Mitchell 1996 (48) 3 X 5 min 10 5 min (50%)
Kinkead i sur. 1998 (51) 3 X 5 min 10 5 min (50%)
Kinkead&Mitchell 1999 (52) 3 X 5 min 11 5 min (50%)
Bach i sur. 1999 (41) 2-3 X 5 min 11 30 min (50%)
Janssen&Fregosi 2000 (65) 3 X 5 min 11 5 min (50%)
Bach&Mitchell 2000 (49) 3 X 5 min 11 5 min (50%)
Baker&Mitchell 2000 (37) 3 X 3 min 11 5 min (50%)
Fuller i sur. 2001 (50) 3 X 5 min 12-14 5 min (50%)
Fuller i sur. 2001 (53) 3 X 5 min 11-12 5 min (50%)
Zabka i sur. 2001 (177) 3 X 5 min 12-13 5 min (50%)
Zabka i sur. 2001 (178) 3 X 5 min 11-12 5 min (50%)
Ling i sur. 2001% (29) 3 X 5 min 10 -15 5 min (50%)
Olson i sur. 2001 (62) a) 5x3 min (izo) a) 8-9 2 min (50%)
b) 5 x 5 min (izo) b) 9 5 min (21%)
¢) 5x5 (poikilo) c) 11 5 min (21%)
Baker-Herman&Mitchell 3x5 min 11 5 min (50%)
2002 (94)
McGuire et al 2002° (112) a) 5 x 5 min (poikilo) a) 8; 10; 12 5 min (21%)
b) 3x5, 5x5, 10x5, 20x5, b) 12
72x5 min (poikilo)
Peng&Prabhakar 2003 d 10 x 15 sec 12 5 min (50 %)
(103)
Zabka i sur. 20039 (110) 3 X 5 min 11-12 5 min (50%)
McGuire i sur. 2003% (64) a) 5 X 5 min 12 5 min (21%)
b) 10 X 5 min
McGuire i sur.2004° (63) 5 x 5 min (poikilo) 10 5 min (21%)
McKay i sur. 2004 (167) 3 X 5 min 5 5 min (21%)
McGuire&Ling 2005%" (54) | a) 5x5 min 12 5 min (21%)
b) 10 x 5 min (poikilo)
Zabka i sur. 2005 (171) 3 X 5 min 11-12 5 min (50%)
Golder&Mitchell 2005%¢ 3 X 5 min 10 -12 5 min (50%)

(172)

71




Mladen Carev

Doktorska disertacija

RASPRAVA

Fuller 2005 (69) 5 x 3 min 12-14 5 min (50%)
McGuire i sur. 2005 (98) 3x5 min PaO; 30-45 5 min (50%)
mHg
Reeves i sur. 2006 (173) 3X5 min 0,10 5 min (50%)
Doperalski&Fuller 2006 5 x 3 min 12-13 5 min (21%)
(174)
Zabka i sur. 2006 (175) 3 X 5 min 11 5 min (50%)
Berner i sur. 2007 (176) 3 X 5 min 8 2 min (21%)
Golder&Martinez 2008 (177) 3 X 5 min 11-13 5 min (50%)
McGuire i sur. 2007 (178) 3 X 5 min 12 5 min (40%)
Neverova i sur. 2007 (179) 3x5 min 11 5 min (50%)
Reeves&Gozal 2007 (201) 3 X 5 min 11 5 min (50%)
Dick i sur. 2007 (38) 10 x 45 sec 8 5 min (100% )
MacFarlane&Mitchell 2008 3 X 5 min 11 5 min (50%)
(181)
Mahamed&Mitchell” 2008 a) 3x5 min 11 5 min (50%)
(180) b) 3 ili 6 apneja
Terada i sur. 2008 (42) 5x5 min 10 5 min (21%)
McGuire i sur. 2008 (182)' 5 x 5 min (poikilo) 10 5 min (21%)
Toyama i sur. 2009 (56) 5 x 45 sec 10-15 5 min (50%)
Wilkerson&Mitchell 2009 . 11 5 min (50%)
: 3 X 5 min
(183Y
Ryan i sur. 2009 (168) 3x3 min 10 5 min (28%)
8 X 3min
Cao i sur., 2009' (184) 5 X 3 min 12 3 min (50%)
Hoffman i sur., 2009™ (186) 3 X 5 min 11 5 min (50%)

* LTF izazvan intermitentnom stimulacijom karotidnog Zivca, a ne intermitentnom hipoksijom
b Hipoksija definirana kao SpO; < 83%, a normoksija kao SpO, > 93%; (nepoznat broj
hipoksijskih epizoda i trajanje normoksije)

¢ pLTF se nije uspio izazvati

d Zivotinje pretretirane kroni¢nom intermitentnom hipoksijom, a potom ispitivan odgovor na
AIH
¢ Eksperiment je istrazivao utjeCe li teZina hipoksije i broj hipoksijskih epizoda na pojavu
LTF. LTF su izazvali hipoksija s 10% O, a ne s 8% ili 12% O,. Takoder, LTF su izazvale 10,
20 1 72 epizode hipoksije, a ne 3 i 5 epizoda hipoksije!
"LTF nije izazvan u svih Zivotinja
£ model ozljede vratne ledne mozdine
h usporeden je nastanak LTF-a izmedu klasi¢ne AIH i apneja trajanja 25 sekundi (Zivotinje
iskljucene s ventilatora). I protokoli s 3 i sa 6 apneickih epizoda uspjeSno su inducirali LTF.
' utjecaj fragmentiranog spavanja na VLTF
) pretretman dnevnom akutnom intermitentnom hipoksijom (dAIH, 7 dana po 10 epizoda), a
zatim promatran odgovor na AIH
“ LTF genioglossusa zabiljeZen nakon 8, a ne nakon 3 hipoksijske epizode

proucavao se LTF n. glossopharyngeusa
™ intratekalno davanje adenozinskih A, antagonista

izo = izokapnija, poikilo = poikilokapnija
* OPORAVAK se odnosi na normoksijski/hiperoksijski interval izmedu sukcesivnih epizoda
AIH; ukoliko je LTF izazvan elektricnim podraZivanjem CSN-a, navodi se samo trajanje
intervala u kojem se Zivac ne podraZzuje imedu epizoda podrazZivanja
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Tablica 7. Pregled najvaznijih studija u raznih populacija ljudi s obzirom na protokol izazivanja LTF

AUTOR (godina, ref) IH FiO2 % NORMOKSIJA napomena
(broj x minuta) Hipoksija (FiO, =21%)
ZDRAVI LJUDI
McEvoy i sur. 1996 (77) 10 x 2 min ? 2 min nema VLTF-a
Jordan i sur. 2002 (75) 10 X 2 min 9 2 min nema ni VLTF-a, ni LTF-a GG
Morris&Gozal 2004 (76) 3 x 1 min 6-10 ? bez vLTF-a
Mateika i sur. 2004 (79) 8 X 4 min 8 5 min nema vLTF-a
Morelli i sur. 2004. (78) 8 X 4 min. 8 5 min** Tt
Harris i sur. 2006 (80) 8 X 4 min 8 5 min vLTF dokazan, ali u nazoc¢nosti
hiperkapnije
Diep i sur. 2007 (202) 15 x 30 sec 6 (+ 5%C02) 90 sec nema VLTF-a (ni uz hiperkapniju)
Wadhwa i sur. 2008 (81) 8 x 4 min 8 T Dokazan vLTF ali uz hiperkapniju

ZDRAVI LJUDI TIJEKOM NON-REM SPAVANJA

Shkoukani i sur.2002 (85) 10 x 3 min 8 5 min smanjen OGDP-a

Babcock & Badr 1998 (203) 10 X 3 min 8 5 min VvLTF izazvan u 50% ispitanika
(,,hrkaci‘)

Babcock 1 sur. 2003 (86) 10 X 3 min 8 5 min vLTF, ali samo kod onih s IFL

Chowdhuri i sur. 2008 (83) 10 x 3 min 8 5 min LTF genioglossusa, ali bez vLTF-a

Pierchalla i sur. 2008 (84) 15 x 69£14 sec 100% N2* 1 min DOKAZAN vLTF

BOLESNICI S OSA TIJEKOM NON-REM SPAVANJA

Aboubakr i sur. 2001 (82) 10 x 3 min 8 5 min smanjenje OGDP-a, nema vLTF-a
Khoddadeh i sur. 2006 (204) 8 X 4 min 8 5 min nema vLTF-a
Rowley i sur. 2007 (205) 10 x 3 min 8 5 min smanjenje OGDP-a

*daje se 100% N, toliko dugo dok SpO, ne padne na 84-85%

1 Nadzirao se Pg1O; . Udisao se 100% kisik dok se PgrO, nije vratio na normoksijske razine

*#% 2 udaha 100% O,, a potom normoksija

11 usporedivala se razlika izmedu spolova u odgovoru na hiperkapniju, a nakon epizoda AIH (ve¢i u muskaraca)
vLTF = ventilacijski LTF, LTF GG = LTF genioglossusa, OGP = otpor gornjeg diSnog puta, IFLL = ograniCenje inspiracijskog protoka
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6.1.3.2. DAVANJE LIJEKOVA TIJEKOM EKSPERIMENTA

Poznato je i da bolni podrazaji mogu takoder izmijeniti aktivnost frenickoga Zivca
(206). U ovoj studiji sve su Zivotinje bile premedicirane intravenski primijenjenim
diklofenakom, kako bi se omogucila dodatna analgetska komponenta. Tehnika istraZivanja
neuralne kontrole disanja s pomocu analize aktivnosti freni¢koga Zivca vrlo je specifi¢na, te
zahtijeva dosta visoku razinu kirurSke stimulacije (traheotomija, veliki kirurSki zahvat —
disekcija dorzalnog vrata, kanulacija krvnih Zila), a uz to je i dugotrajna. Propofolsku
monoanesteziju je, stoga, jako teSko provoditi u tim okolnostima, ali to je jedini nacin da se
uspjesno prouci djelovanje pojedinog anestetika na kontrolu disanja. Cilj je bio osigurati
dodatnu analgetsku komponentu s tvari za koju se smatra da ne interferira s odredivanjem
PNA (davanje fentanila i sli¢nih tvari zasigurno bi dovelo do ugodnijeg i lakSeg odrzavanja
anestezije, ali rezultate ne bi bilo moguce jednostavno tumaciti).

Moguc¢i ucinak diklofenaka na PNA i respiracijsku plasti¢nost, koliko nam je poznato,
nije jo§ istraZivan. Za vrijeme pilot istrazivanja zamijeceno je lakSe vodenje propofolske
anestezije u Zivotinja premediciranih diklofenakom. Diklofenak je, stoga, prvo bio testiran u
Stakora anesteziranih uretanom, kao bi se utvrdilo da njegovo davanje ne utjeCe na dugorocnu
facilitaciju frenickoga Zivca pri AIH, tj. nije bilo razlike u bazalnoj PNA, kao i u veli¢ini
pLTF izmedu Zivotinja koje su bile premedicirane diklofenakom i onih koje nisu.

Na temelju toga moglo se zakljuciti da premedikacija diklofenakom nema ucinka na
bazalnu PNA, kao ni na nastanak i odrzavanje pLTF u modelu AIH, te je davan u objema
skupinama Zivotinja.

Diklofenak zasigurno ima i srediSnjih ucinaka, barem Sto se tice analgetskog
djelovanja (207). On prodire u likvor vrlo brzo i njegove koncentracije ostaju tamo povisene

nekoliko sati (208). Cini se da diklofenak moze utjecati na razne ionske kanale (209), te
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neizravno i na neke aspekte kontrole disanja (210). Medutim, kako je ve¢ naglaseno, nema
izravnih dokaza da diklofenak na bilo koji nacin utjece na pLTF.

Iako se radi o razli¢ito dizajniranim studijama, u literaturi postoje viSe protokola
doziranja intravenskog propofola u Stakora, koje se krecu za bolus dozu od 7-20 mg/kg, a za
trajnu infuziju od 0,33 — 1,33 mg/kg/min (192, 211-215). EDsj za propofol u Stakora iznosi
5,9 mg/kg za bolus dozu, odnosno oko 600-650 pg/kg/min za kontinuiranu infuziju (213, 216,
217). Tijekom istraZivanja morale su se rabiti veée doze. U ovoj studiji, kao pocetna doza,
koriStena je bolus doza od 11,8 mg/kg, nakon koje je slijedila infuzija od 1-1,3 mg/kg/min, §to
odgovara otprilike 2 x EDsy za propofol. Uz takvo doziranje Zzivotinje su bile
kardiocirkulacijski stabilne. Doze su odabrane, osim prema podacima iz literature, i na
temelju pilot studija i pokazale se se optimalnima pri velikom kirurSkom zahvatu kakav je
kirurgija frenickoga Zivca. Tijekom pilot studija (n = 15) tocno se odredila ispravna doza
propofola, koji se relativno rijetko koristi pri velikim kirur§Skim zahvatima u Strakora. Pri
manjim dozama propofola (1-1,5 x EDsg), Zivotinje nisu bile adekvatno anestezirane, a
kirurSki zahvat mogao se provoditi samo s ovdje koriStenim dozama propofola. Za
napomenuti je da su prva 2 pilot pokusa radena cak i bez uporabe neuromisi¢nog relaksansa,
upravo zato da bi procijenili dubinu anestezije i eventualno pomicanje Zivotinje na bolni
podrazaj.

Navodim nekoliko protokola za doziranje propofola u Stakora, uz ve¢ gore navedene
respiracijske studije u soja Wistar, a isto tako i okruZje u kojem se vrS$ila primjena propofola.
U nedavnoj studiji (213) istraZzivana je prostorna memorija u Stakora nakon propofolske
anestezije. Uvod u anesteziju bio je izofluran, a potom je odrZavana propofolom 60 mg/kg/h;
potom je doziranje propofola kontrolirano na osnovu arterijskoga tlaka te se prosje¢na doza
propofola kretala oko 36,6 mg/kg/h. Doza propofola bila je manja nego u ovoj disertaciji, ali

Zivotinje su disale spontano i nisu izvodeni kirurSki zahvati. U istraZivanju o utilizaciji
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glukoze u mozgu u Stakora koriSeni su intravenski bolusi propofola od ¢ak 20 mg/kg, da bi se
preslo na kontinuiranu infuziju u 3 razlicite doze, od kojih je najveca bila od 50 mg/kg/h
(215). Carmichael i suradnici (211) istrazivali su hemodinamiku u podru¢ju splanhnikusa
Stakora i potro$nju kisika u jetri s kontinuiranom infuzijom propofola od 72 mg/kg/h, Sto je
vrlo blizu ovdje koriStenoj dozi. Moguca nuspojava takvog doziranja propofola u Stakora
mogla bi biti relativho opterec¢enje Zivotinja masnocama. U preparatu propofola ima 10%
sojinog ulja, 2,25% glicerola te 1,2 % lecitina iz jajeta (118, 119).

U zakljucku, iako se doza propofola mozZe Ciniti velikom, pogotovo u usporedbi s
humanim protokolima, ona definitivno ima potvrdu u literaturi, a $to je najvaZnije valja
istaknuti, da se ovdje radi o provedbi propofolske monoanestezije u sklopu velikog i
dugotrajnog kirurSkog zahvata.

Uporaba sevoflurana u ovoj studiji moZe donijeti odredenu dozu kritike. No, valja
naglasiti da su se u svim relevantnim studijama koje su obradivale pLTF takoder rabili
hlapljivi anestetici u pocetnoj fazi eksperimenata (37, 48, 52, 94). Sevofluran (zajedno s
desfluranom i duSi¢nim oksidulom) slabo je topljivi plin, te se eliminacija sevoflurana smatra
vrlo brzom (218). Unato¢ tome, odreden je period od najmanje 45 minuta nakon zavrSetka
kirurgije frenickoga Zivca, s ciljem ne samo dobivanja stabilnoga, bazalnog signala frenikusa

na Fi0,=50%, ve¢ da bi se omogucilo potpuno »ispiranje« sevoflurana iz organizma.

6.1.3.3. ODRZAVANJE HEMODINAMSKE STABILNOSTI | ACIDOBAZNE

RAVNOTEZE

U ovom istraZivanju vrijednosti arterijskoga tlaka uspjesno su odrzavane i nikad se
nisu smanjile visSe od 20% u odnosu na pocetne vrijednosti, osim pri hipoksiji u Zivotinja
anesteziranih propofolom (fablica 2). Vjerojatno se radi o sinergistickom uc¢inku hipoksije i
dobro poznatog negativnog inotropnog djelovanja propofola i sniZenja ukupnoga perifernog
otpora kojeg on uzrokuje (118). Nakon hipoksije arterijski se tlak odrzavao normalnim u

odnosu na bazalne vrijednosti. Valja napomenuti i da ostale relevantne LTF-studije (48, 50,
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52) izvijes¢uju o slicnom sniZenju krvnog tlaka tijekom prve hipoksijske epizode, koji se
kasnije tijekom eksperimenta normalizirao i nije utecao na respiracijski motorni odgovor.

Nadalje, sve su Zivotinje odrzavale stabilnu acido-baznu ravnotezu (fablica 1) za
vrijeme Citavog trajanja eksperimenta. Usprkos relativnoj dugotrajnosti istraZivanja, nije bilo
metabolicke acidoze, §to znaci da su tkiva i organi bili adekvatno perfundirani. Ukoliko bi
hipotenzija bila znacajan ¢imbenik za nastanak pLTF, zbog u¢inaka na tkivnu perfuziju, tad
su obje skupine Zivotinja trebale manifestirati pLTF.

6.1.3.4. ODRZAVANJE IZOKAPNIJE

Takoder je za napomenuti, da su vrijednosti P,CO, bile lagano sniZzene 60 minuta
nakon zavrSetka zadnje hipoksijske epizode (tablica 1), posebice u Stakora anesteziranih
uretanom. Medutim, te promjene nisu bile statisticki znacajne u odnosu na bazalne vrijednosti

(P>0,05), sto potvrduje ¢injenicu da promjene P,CO, nisu utjecale na pLTF.

6.2. STUDIJA 2

Glavni rezultat ovog dijela studije je da davanje 8-OHDPAT ne pojacava uvijek
respiracijsku aktivnost u Zivotinja anesteziranih propofolom, za razliku od stalnog i znac¢ajnog
povecanja u Zivotinja anesteziranih uretanom. To bi se moglo objasniti interakcijom propofola
sa serotoninskim sustavom, kojeg nema u slu¢aju uporabe uretana, po definiciji, inertnog
anestetikom. U zakljucku, 8-OHDPAT agonist 5-HT;4 1 5-HT7 receptora, vrlo je pogodan u
uklanjanju apneje nakon davanja opioida i uretana, ali uz nekonzistentne rezultate tijekom

propofolske anestezije u Stakora.

6.2.1. Serotonin u kontroli disanja

Serotonin je neurotransmiter u SZS-u, ali i vaZzan neuromodulator u kontroli disanja,

posebice glede ritma disanja (219, 220). U sisavaca, neuroni Sto proizvode 5-HT locirani su
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blizu sredine moZzdanog debla (89), odakle Salju brojne projekcije, te djeluje na brojne pre- i
postsinapticke podvrste receptora (92, 164). Stoga, ne cudi da se 5-HT danas smatra
upletenim u sinapticku plasti¢nost (vidi poglavlje 3.3.2.), spavanje, bol, disanje,
termoregulaciju, migrenske glavobolje, depresiju, sindrom iznenadne smrti dojenceta (SIDS)
(89).

Za 5-HT je poznato da je vazan modulator respiracijskoga ritma, medutim, studije o
ucincima 5-HT na disanje nisu donijele konzistentne rezultate, bilo zbog metodoloskih
razlika, Zivotinjske vrste ili veli¢ine primijenjene doze. To bi se moglo objasniti i
izraZzavanjem raznih podvrsta 5-HT receptora na respiracijskim neuronima (161). Aktivacija
5-HT s receptora uglavnom je imala pozitivni u¢inak na poremecenu funkciju disanja (198,
221), a ta je Cinjenica koriStena za lijeCenje srediSnjih respiracijskih poremecaja, poput
apneuze ili apneje (222). Cinjenica da mnogi anestetici dolaze u interakciju s 5-HT sustavom,
mogla bi pridonijeti objaSnjenju promjena ritma i obrasca disanja tijekom anestezije.

6.2.1.1. 5-HT;» RECEPTORI

Ta vrsta 5-HT receptora vrlo je dobro proucena. U Stakora ti receptori imaju visoki
stupanj homolognosti s ljudskim (89%), te su najraSireniji od svih 5-HT receptora (92). U
ve¢im koli¢inama nalaze se u hipokampusu, nekim Kkortikalnim podru¢jima, u
mezencefalickim raphe jezgrama, te u podruc¢jima mozga vaznima za disanje. Ti receptori
smjesSteni su pre-, post-, i ekstrasinapti¢ki. Na presinaptiCkom dijelu 5-HT;4 receptor djeluje
kao klasian «autoreceptor», tj. inhibira presinaptiCko oslobadanje neurotransmitera i slabi
sinaptic¢ki prijenos. Postsinapticki, taj receptor djeluje tako Sto dovodi do hiperpolarizacije
membrane. Stoga, ne ¢udi da stimulacija tih receptora moZe dovesti do raznih odgovora. Ipak,
najcesce je stimulacija 5-HT;, receptora povezana s promjenama ponaSanja (anksioliza) i

hipotenzivnim odgovorom (sredi$njim) (89, 92, 164). Nastupa navodno i analgezija (222).
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Jedan od najcesc¢e sustavno primijenjenih selektivnih agonista tih receptora je upravo
8-OHDPAT. Obzirom na nekoliko vaznih polaznih pretpostavki, odlucili smo se u ovoj
disertaciji, upravo putem njegove primjene, primarno istraZiti mogucu interakciju
serotoninskih 5-HT;a receptora i propofolske monoanestezije. Propofol se, unato¢ odredenih
dvojbi, smatra anti-SHT lijekom; stoga se izbor lijekova u istraZivanju mogao suziti primarno
na lijekove koji imaju agonisticki u€inak na aktivnost 5-HT receptora; primjerice, davanje
ketanserina koji je 5-HT antagonist vjerojatno bi jo§ viSe zakompliciralo interpretaciju
rezultata (radilo bi se o kombinaciji dvaju antagonista). Dodatni problem je neselektivnost
lijekova koji djeluju na 5-HT receptore i njihova interakcija s drugim fizioloSkim funkcijama
osim disanja (primjerice halucinogeno djelovanje, u¢inak na ponasanje i sl.) (89, 92). Budu¢i
da ve¢ postoji objavljen rad iz ovog Laboratorija o djelovanju 8-OHDPAT na bazalnu
aktivnost frenickoga Zivca, u Zivotinja anesteziranih uretanom (161), rezultati drugog dijela
disertacije su, zapravo, logi¢an nastavak postojecih istraZivanja o interakciji anestetika i 5-HT
u kontroli disanja, te je uporaba ovog lijeka u Zivotinja anesteziranih propofolom donijela
nova, zanimljiva saznanja o mogucoj interakciji propofola sa selektivnim 5-HT; receptorom,

posebice glede eventualnog farmakoterapijskog djelovanju na apneju.

6.2.2. Apneja izazvana anesteticima

Anestetici, hlapljivi ili intravenski, mijenjaju obrazac (ritam, frekvenciju i dubinu)
disanja pri klinicki primjenjivanim koncentracijama (131, 155, 191). Propofol dovodi do
respiracijske depresije ovisne o dozi, s apnejom koja se javlja u 25 to 35% bolesnika nakon
standarne indukcijske doze, a obi¢no joj prethode znacajno smanjenje respiracijskoga
volumena i tahipneja (118, 223).

U ovoj studiji u 40% Zivotinja anesteziranih propofolom nije doslo do povecanja

aktivnosti frenickoga Zivca nakon intravenske primjene 8-OHDPAT. U studiji Vali¢ i
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suradnika (161) (slika 10), gdje se koristila uretanska anestezija, sve su ispitivane Zivotinje
odgovorile povecanjem PNA u istom eksperimentalnom okruZenju. Autori su koristili raspon
doza 8-OH DPAT od 25 do 100 pg/kg iv, ali ¢ak i po najniZem obrascu doziranja, imali su
uvjerljivo povecanje PNA. MoZebitni oslabljeni odgovor u Zivotinja anesteziranih propofolom
mogao bi se objasniti interakcijom propofola s 5-HT sustavom u kontroli disanja, ali opet na
temelju ove studije ne postoje sigurni dokazi za to. S druge strane, hipotenzivni odgovor na 8-
OHDPAT bio je jednak u obje studije (sniZenje krvnoga tlaka od 26,4% u Zivotinja
anesteziranih propofolom, a 27% u Zivotinja anesteziranih uretanom).

Apneja nakon davanja anestetika je ozbiljan klinicki problem, te Cesto ne odgovara na
farmakoterapijske pokusaje (219). Agonist 5-HT 4 receptora 8-OHDPAT uspjesno je uklonio
apneju nakon davanja opioida u Stakora, ali ne i analgetsko djelovanje (224). Medutim, taj
lijek je uklonio i apneju nakon dizocilpina (NMDA antagonist, antipsihotik) (221), potom
nakon barbiturata i ketamina u macaka (225), te je popravio respiracijsku depresiju nakon
poremecaja kraljezni¢ne moZdine (198). Smatra se stoga da je pozitivni ucinak agonista 5-
HT,s receptora na poremecenu respiracijsku funkciju opéi fenomen, a nije ogranicen
primjerice na predoziranje opioidima. Osim djelovanja na 5-HT;a receptor, danas se za 8-
OHDPAT zna da djeluje i na 5-HT receptore, takoder vazne u procesu disanja (219).

U zakljucku, poremecaji disanja zbog zatajenja respiracijskih centara, nisu rijetki.
Obicno se javljaju nakon pluénih i sr¢anih bolesti, kraniotraume, mozdanih upalnih procesa,
ali i nakon degenerativnih bolesti mozga, pri alkoholizmu i dubokoj anesteziji, te se na njih
moze vrlo tesko djelovati. Manipulacijom odredenih signalnih putova, kao $to je primjerice
djelovanje na 5-HT receptore, moc¢i ¢e se i farmakoterapijski djelovati na takve poremecaje

disanja.
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6.3. ZNANSTVENI DOPRINOS I KLINICKE IMPLIKACIJE

Dugorocna facilitacija disanja predstavlja oblik respiracijske plastiCnosti koji se
ocituje progresivnim pojaanjem disanja, nastalim nakon izlaganja kratkotrajnim ponavljanim
epizodama hipoksije (25, 26). Poput mnogih ostalih oblika neuroplasti¢nosti, pLTF ovisi o
obrascu stimulacije; poti¢e ga intermitentna, ali ne i trajna hipoksija slicnoga kumulativnog
trajanja (25, 26, 102). Funkcionalni znacaj LTF nije posve jasan, a moguée uloge su
stabilizacija disanja za vrijeme spavanja, kao sredstvo uklanjanja respiracijske depresije za
vrijeme hipoksije, a moZda je ona Cak i znatno S§iri fizioloSki mehanizam koji sudjeluje
dozivotno u adaptaciji respiracijskoga motornog kontrolnog sustava. Bez obzira na ulogu,
sposobnost izraZzavanja LTF dala bi se terapijski iskoristiti u bolestima gdje je poremecena
kontrola ventilacije (33).

Dosadasnja istrazivanja tog fenomena provedena su u anesteziranih ili budnih
zivotinja. U anesteziranih Zivotinja, LTF se ocituje pojaanom aktivno$¢u freni¢koga Zivca
(pLTF) koji inervira najveci inspiracijski miSi¢ sisavaca-oSit, ili pojacanom aktivno$¢u n.
hypoglossusa koji inervira miSi¢e gornjeg diSnog puta (hipoglosalni LTF) (40, 48). Vecina
dosadas$njih studija u anesteziranih Zivotinja provedena je u uretanskoj anesteziji, dok utjecaj
drugih anestetika na pLTF do sada nije istraZzen. Mehanizam djelovanja anestetika na
srediSnju kontrolu disanja, pa tako i na respiracijsku plasticnost, nije poznat. Novija
istrazivanja ukazala su na moguci antiserotoninski u¢inak propofola, primarno u sprjeCavanju
poslijeoperacijske mucnine i povracanja (122-128). Kako je poznato da 5-HT utjee na
nastanak pLTF (48, 50), ova disertacija istraZila je u¢inak monoanestezije propofolom na
pLTF u modelu AIH, te mogucu interakciju propofola s 5-HT sustavom. Rezultati pokazuju
da uz anesteziju propofolom dolazi do slabljenja pLTF, a to bi moglo biti od prakti¢nog
znacaja u bolesnika koji se podvrgavaju propofolskoj anesteziji, a ovise o respiracijskoj

plasti¢nosti.
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Poznato je da se intermitentne hipoksije pojavljuju u nekim patofizioloSkim stanjima.
Primjerice, OSA je karakterizirana ponavljanim hipoksijama tijekom spavanja i zatvaranjem
gornjega diSnog puta (226, 227). Postoje dokazi da bi vLTF mogla imati znakovitu ulogu pri
OSA, i to kao koristan ¢imbenik za odrZavanje respiracijske homeostaze tijekom spavanja
(87, 88). Ako prihvatimo hipotezu da je LTF stabilizirajuci, kompenzacijski mehanizam koji
Stiti od ponavljanih hipoksija, tada se o¢ekuje da ¢e ¢imbenici koji slabe LTF ubrzati nastanak
OSA, ali i svih drugih patofizioloskih stanja koje ovise o respiracijskoj plasticnosti. Postoji
Siroki spektar takvih stanja u klinici, a kao najvazniji navode se ozljede Zivaca, posebice
nakon ozljeda kraljeznicne mozdine (115, 172), SIDS (228), kroni¢na opstruktivna bolest
pluca (88), te neke neuroloske bolesti, kao Sto je parkinsonizam i neurodegenerativne bolesti
(amiotroficka lateralna skleroza) (229). U zadnje vrijeme postoji sve viSe saznanja o
stani¢nim/sinaptickim mehanizmima pLTF, ¢ime bi se mogao poboljsati pristup lijeCenju
gore navedenih teSkih ventilacijskih bolesti (102).

Iako nisu izravno povezani s ciljevima i interpretacijom dobijenih rezultata ove
disertacije, zbog velike klinicke i prakticne vaznosti u daljnjem tijeku rasprave ¢e se detaljnije
naglasiti moguéi utjecaj poznavanja patofiziologije pLTF u bolesnika s OSA i ozljedom
kraljezni¢ne mozdine. Poznavanje mehanizama pLTF i interakcije odredenih anestetika s
njenom pojavom, moglo bi biti od velike pomo¢i u uvodenju posve novih terapijskih
mogucénosti. U novije vrijeme uvida se iznenadujuce visoka prevalencija OSA u opcoj
populaciji (izmedu 3 i 9%) , a u odredenim podskupinama taj je udio znatno veci; starija dob,
muski spol, pretilost, obiteljska anamneza, menopauza, te pusenje cigareta i uZivanje alkohola
(230, 231). Klinicki, dokazana je snazna povezanost OSA s mnogim perioperacijskim
komplikacijama u anesteziji (227, 231, 232). S druge strane, ozljede kraljeZzni¢ne mozdine
veliki su terapijski problem u jedinicama intenzivnog lijeCenja, pogotovo ako su pracene

respiracijskim zatajenjem (233).
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6.3.1. Povezanost opstrukcijske apneje tijekom spavanja (OSA) i frenicke dugorocne
facilitacije

OSA je skup simptoma koji nastaju zbog epizodne opstrukcije faringealnoga diSnog
puta za vrijeme spavanja i pridruZene no¢ne hipoksemije (226, 227). Postoji sve viSe dokaza
da su neurokognitivni, upalni i kardiovaskularni simptomi koji obiljeZzavaju sindrom OSA
povezani s podrazajem IH (88).

Budu¢i da je IH glavno obiljezje OSA, spekulira se da bi vLTF mogao predstavljati
oblik fizioloske kompenzacije, koji bi dovodio do respiracijske stabilnosti tijekom spavanja.
Smatra se da bi LTF mogao ograniciti pojavu apneja u osoba koje jos nisu dosegle klinicke
kriterije za dijagnozu OSA (AHI index<5) (88). To moze biti od prakticnog znacaja i u
anesteziologiji. Propofol se danas koristi vrlo Cesto i u bolesnika koji boluju od OSA, a
mogao bi dovesti do znakovitog pogorSanja klinickih simptoma.

Medutim, iako gornja hipoteza izgleda privlacna, situacija oko povezanosti LTF i
OSA nije ni izbliza tako jednostavna. Nema izravnog dokaza da su ta dva fenomena
povezana. U najnovijem preglednom c¢lanku (28), autori daju dva scenarija o povezanosti LTF
i OSA. Moguca je stabilizirajua uloga LTF, ali i obrnuto, postojanje LTF moZe cak i
poremetiti stabilnost disanja u bolesnika s OSA. Nedoumice uglavnom postoje stoga §to niti
jedna kontrolirana studija nije pronasla da izlaganje IH smanjuje broj ili tezinu apnejickih
epizoda u ljudi, pa je moguca uloga LTF gornjeg diSnog puta u smanjenju apneja pri OSA
dokazana neizravnim putevima, tj. studijama na pokusnim Zivotinjama. Prevalencija OSA je
znatno veca u muskaraca u odnosu na Zene, kao i u starijih ljudi u odnosu na mlade (234-
236), pa se namece zakljucak da bi LTF gornjeg diSnog puta bio veéi u Zena, te u mladih.
Studije na Zivotinjama to su uglavnom i potvrdile (110, 169, 170). Respiracijski LTF ve¢i je
primjerice u 1-mjesecnih nego u 2-mjesecnih Stakora (54), a znatno je slabije izraZen u Zenki

(110). To je analogno stanju u ljudi, gdje prevalencija OSA iznosi 1% u mladih muskaraca, a
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zatim doseZe i do 10% u dobi 40-70 godina, dok je u Zena ucestalost OSA vrlo rijetka do
menopauze (234).

Takoder, LTF ovisi i o spolnim hormonima. U muskih Stakora gonadektomija i
starenje znatno su umanjile i pLTF i hipoglosalni LTF u muskih Stakora, a normaliziralo ga je
davanje testosterona (175). U Zenskih Zivotinja LTF ovisi o estrogenskom ciklusu i najjaci je
u sredovjecnih plodnih Zenki (110). Medutim, u ljudi nije nadena razlika u pojavi VLTF
izmedu mladih muskaraca i Zena u budnom stanju (81). Pobornici drugog scenarija po kojem
LTF pojacava respiracijsku nestabilnost tijekom epizoda OSA imaju slijedece argumente.
Cesta TH tijekom noé¢i dovodi do LTF gornjega disnog puta, ali i do snaznog VLTF i
progresivne augmentacije HVR. Naglo nastupa hipokapnija i posljedi¢na centralna apneja, te
zapravo po takvom scenariju LTF i dalje pogorSava OSA (28). Dodatni ¢imbenik moZe biti i
to Sto nakon dugotrajnog izlaganja teskoj hipoksiji moZe, prema nekim autorima, nastupiti i
poremecaj funkcije miSi¢a gornjeg diSnog puta (237), Sto jo§ viSe pogorsava klinicku sliku
OSA.

U svezi terapijskog djelovanja, uz sve detaljnije upoznavanje fenomena LTF, postoji
nekoliko mogucnosti. Jedna od njih je izlaganje bolesnika kroni¢noj intermitentnoj hipoksiji.
Za razliku od kratkog izlaganja IH, CIH, medutim, moze pridonositi morbiditetu, nije
bezopasna metoda, te dovodi do ozbiljnih nuspojava poput sustavne hipertenzije (238),
apoptoze u hipokampusu, smetnji ucenja (239), pa bi trebalo koristiti manje invazivne
protokole. Medu novijim pristupima navodi se i rutinsko dnevno izlaganje AIH (dAIH) (183),
¢ime bi se smanjili no¢ni simptomi OSA. Dolazi u obir farmakolosko djelovanje analozima
BDNF i/ili agonistima adenozinskih A,, receptora (99, 240), o Cemu se raspravlja u
slijedecem poglavlju.

U zakljucku, povezanost izmedu OSA, intermitentne hipoksije i LTF, te promjena u

genomskom, proteomskom i fenotipskom izraZzavanju nije u potpunosti istraZena. OSA je
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nazocna iskljucivo tijekom spavanja, te je zasigurno barem djelomi¢no neuralnog mehanizma.
S druge strane, LTF u ljudi vrlo se teSko dokazuje, a dvojbeno je moze li LTF miSica gornjeg
diSnog puta ukloniti mehani¢ka ograni¢enja u odrZavanju gornjega diSnog puta (28). Ryan i
suradnici smatraju da su optimalni ekspirementalni uvjeti za prou€avanje pLTF zapravo vrlo
loSi eksperimentalni uvjeti za proucavanje gornjega diSnog puta, jer je pokazano da je
refleksni motorni odgovor gornjega diSnog puta na negativni tlak znaCajno smanjen u
paraliziranih, ventiliranih Stakora, ali je jasno nazoCan u anesteziranih, ali spontano diSu¢ih
Zivotinja (168). OCcito je da je potrebito postaviti u buduénosti dobar animalni model za

proucavanje OSA (88).

6.3.2. Respiracijsko zatajenje nakon ozljeda kraljeZnicne moZdine

Visoke ozljede kraljeznicne moZzdine predstavljaju velik terapijski problem u
jedinicama intenzivnog lije€enja. Oko 2/3 bolesnika ima razne diSne komplikacije, 40%
bolesnika moZe biti ovisno o respiratoru, a odvajanje od respiratora jako je teSko (233).

Detaljnije poznavanje stanicnih mehanizama pLTF moZe pomo¢i u razvoju novih
terapijskih moguénosti u slu€ajevima respiracijskoga zatajenja nakon oSte¢enja kraljeZnicne
mozdine. Ozljeda vratnog dijela kraljeznicne moZdine u tom je smislu najbolje prouceni
eksperimentalni model, koji bi se mogao primjenjivati i pri kroni¢nim neuroloskim bolestima
sa smetnjama disanja (172).

PatofizioloSki, u vecini slucajeva ozljeda mozdine je nepotpuna, Sto omogucuje
djelomicni oporavak respiracijske motorne funkcije, a zbog spontane plastiCnosti u
postedenim spinalnim sinaptiCkim putovima (241). Nakon akutnih terapijskih intervencija
(stabilizacija kraljeZnice, eventualna endotrahealna intubacija, traheotomija) u daljnjem tijeku
lijeCenja, ipak malo je uCinkovitih terapijskih mogucnosti (242, 243). Zatajenje disanja glavni

je uzrok smrtnosti, a mogucénost spontanog oporavka vrlo je ograni¢ena. Medutim, ona ipak
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postoji, a najbolje upoznati fenomen je fenomen ukriZzenih frenikusa (engl. crossed phrenic
phenomenon, CPP) (241). U Stakora taj put zapravo je monsinapticki spoj koji se sastoji od
bulbospinalnih aksona koji idu obostrano iz VRG, a projiciraju se niz lednu moZdinu
kontralateralno od mjesta hemisekcije, a u lednoj mozdini nastaje opet dekusacija i sinapsa na
frenicki motoneuron. Na taj nacin nastupa pojacano sinapti¢ko izbijanje inace funkcijski
»mirnih« putova (241, 242). Glavna ideja je da bi se taj fenomen u bolesnika s ozljedom
kraljeZni¢ne mozdine mogao potaknuti upravo intermitentnom hipoksijom (242).

Medutim, CPP je ipak vrlo spor mehanizam i ne moZe posve oporaviti disajnu
funkciju. Nadeno je da AIH dovodi do pLTF u Stakora s ozljedom vratne ledne mozdine tek
4-8 tjedana nakon hemisekcije, ali ne i 2 tjedna poslije. Izostanak pLTF u ranijim fazama
nastao je zbog manjka 5-HT u okolini frenickog motoneurona. Vremenom se sadrzaj 5-HT
povecao i doveo do pLTF putem 5-HT,, receptora (172).

Stoga su posve jasni pokuSaji da se respiracijski motorni oporavak nakon tih ozljeda
pokusSa ubrzati jacanjem spinalnih sinapsi putem IH, odnosno s pomo¢u pLTF. AIH potice
funkcijski oporavak respiracijskoga motornog odgovora ispod razine lezije, i to aktivacijom
neuroplasti¢nosti ovisne o serotoninu. Te intervencije vjerojatno su prikladne u kroni¢noj fazi
bolesti, kad su iscrpljene sve moguénosti spontanog oporavka (242, 243).

Vrlo je zanimljivo i farmakolosko djelovanje na indukciju pLTF nakon ozljeda
moZzdine. Pokazalo se da je BDNF apliciran u podru¢je moZdine dostatan za indukciju pLTF
(99). Medutim, davanje takvih proteina moze biti povezano s raznim problemima, kao S$to je
prolazak krvno-mozdane barijere, dolazak tvari na to¢no odredeno mjesto djelovanja, i
aktiviranje neZeljenog imunoloskog odgovora protiv stranog proteina. Kao alternativa
predloZzeno je davanje malih, visoko permeabilnih molekula, koje imaju svojstva na
respiracijski motorni odgovor kao i sam BDNF. Pokazalo se da aktivacija adenozinskih A,

receptora ima sli¢no djelovanje na respiraciju putem transaktivacije TrkB recptora. Stoga,
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najnoviji pokusaji pokazuju da sustavno davanje adenozinskih A,, receptor agonista (CGS
21680) intraperitonejski u Stakora s ozljedom vratne kraljeznicne moZdine moZe potaknuti
pLTF, i na taj na€in popraviti respiracijsko zatajenje (240).

Za indukciju LTF nakon ozljede kraljeZni¢ne moZdine moZe se koristiti viSe protokola
(tablica 8) (242). CIH je ucinkovita, ali povezana s nuspojavama (238, 239), te se predlazu
manje invazivni protokoli AIH koji bi doveli do respiracijske plasti¢nosti. Dnevna AIH je
alternativa CIH, jer ima znatno manje hipoksijskih epizoda (70 vs. 504 epizoda kroz 7 dana)
(242). Pre-tretman Zivotinja s dAIH pojacava velicinu pLTF. Takoder povecava ekspresiju
kljucnih proteina unutar frenicke motorne jezgre, tj. BDNF (183).

U zakljucku, zbog vrlo ogranic¢enog spontanog funkcijskog oporavka nakon ozljeda
kraljeznicne mozdine, postoji potreba razvijanja novih terapijskih metoda za poticanje
respiracijske funkcije, a najprihvatljivija je pojacavanje endogenih mehanizama plasti¢nosti u
postedenim ziv€anim putovima. AIH bi mogla imati djelotvorni ucinak u kroni¢noj fazi, te bi
se fizikalna terapija mogla olakSati prethodnom IH, koja bi ojacala rezidualne sinapse. Od

raznih metoda IH, €ini se da je dAIH najprihvatljivija metoda (183, 242).
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Tablica 8. Prikaz raznih protokola intermitentne hipoksije nakon ozljede vratne ledne

mozdine u eksperimentalnim uvjetima (preuzeto iz Vinit S, Lovett-Barr MR, Mitchell GS.

Intermittent hypoxia induces functional recovery following cervical spinal injury. Respir

Physiol Neurobiol 2009; 169(2): 210-7.) (242)

AIH CIH dAIH
Broj hipoksija 3do5 504 70
Trajanje Akutno izlaganje 72x5 min/dan 10x5 min/dan
hipoksije hipoksiji kroz 7 dana kroz 7 dana
Interval 5 min normoksija 5 min normoksija 5 min normoksija
izmedu
hipoksijskih
epizoda
Regulacija Izokapnija ili poikilokapnija poikilokapnija
CO2 poikilokapnija
Stanje Zivotinja | Anestezirani/budni budni budni
Interval nakon | 7 dana do 2 mjeseca 7 dana 7 dana

ozljede

Poznati Kkorisni

¢ Povecanje pLTF-a

® Pojacanje aktivnosti

® Pojacana aktivnost na

udinci ® Jacanje CPP na strani ozljede za strani ozljede,
vrijeme hiperkapnije | e normalizacija kapaciteta
i hipoksije, disanja (normalizacija
® pojacanje evociranih MV i Vt za vrijeme
odgovora kemosenzorne
aktivacije),
¢ uspostavljanje LTF-a
ispod razine ozljede
Poznati Stetni | Nema ih Gubitak stanica Nema hipokampalnog
udinci hippocampusa, gubitka stanica niti smetnji

poteskoce ucenja

ucenja

AIH = akutna intermitentna hipoksija, CIH = kroni¢na intermitentna hipoksija, dAIH =

dnevna akutna intermitentna hipoksija, MV = minutni disajni volumen, CPP = fenomen

ukriZenih frenikusa.
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7. ZAKLJUCCI

1. Potvrdena je hipoteza da je veli¢ina pLTF ovisila o koriStenom anestetiku. U Zivotinja
anesteziranih uretanom pLTF je bio nazofan 60 minuta iza zadnje hipoksijske
epizode, i ocitovao se porastom amplitude. U Zivotinja anesteziranih propofolom,
pLTF nije bio izazvan.

2. Uretan je specifican anestetik, zahvac¢a podjednako i inhibicijske i ekscitacijske
sustave, te moZe proizvesti kirurSku anesteziju bez utjecaja na neurotransmisiju u
raznim subkortikalnim podruc¢jima i perifernom Ziv€anom sustavu. Propofol zadire u
mnoge neurotransmitorske sustave, pa i u serotoninski sustav, te je zato moguc¢ njegov
utjecaj na pLTF.

3. Medutim, na temelju ovih rezultata ne mogu se pruZiti jasni zakljucci o to¢nom
mehanizmu djelovanja propofola na pLTF. Vjerojatno se radi o kombiniranim
u¢incima propofola na sinapti¢ku plasti¢nost, interakciji s 5-HT receptorima u kontroli
disanja, kao i o neizravnim ucincima, a preko kvantitativnih ili kvalitativnih promjena
HVR.

4. Agonist 5-HT ;4 receptora 8-OH DPAT poti¢e disanje u uretanskoj anesteziji, te
otklanja depresiju disanja izazvanu opioidima, barbituratima i nakon ozljeda ledne
moZdine. U ovoj disertaciji taj lijek nije uvijek doveo do pojacanog disanja u Zivotinja
anesteziranih propofolom.

5. Ovi rezultati mogli bi imati klinicku vaZnost u onih bolesnika koji su ovisni o
fenomenu respiracijske plasticnosti, a to su oni s OSA, te zatajenjem disanja nakon
ozljeda ledne mozdine ili u sklopu raznih neurodegenerativnih bolesti, posebice kad se

podvrgavaju propofolskoj sedaciji i anesteziji.
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8. SAZETAK

Uvod: Frenicka dugorofna facilitacija (pLTF) predstavlja dugotrajno povecanje
respiracijskoga motornog odgovora nakon epizoda akutne intermitentne hipoksije (AIH), ali
ne i nakon akutne trajne hipoksije slicnog kumulativnog trajanja. Smatra se oblikom
respiracijske plasti¢nosti ovisne o serotoninu (5-HT). pLTF je dokazan u Stakora anesteziranih
uretanom. Dosad nije istraZivan utjecaj propofolske monoanestezije na pojavu pLTF u
modelu AIH u anesteziranog Stakora. Hipoteza je da ¢e propofol oslabiti pLTF u odnosu na
uretan. U drugom dijelu rada ispitalo se mogu¢e mehanizme djelovanja propofola na pLTF
usporedbom ucinaka intravenske primjene agonista 5-HT receptora 8-OH DPAT-a.
Metode: Cetrnaest odraslih, mugkih, vagotomiranih, paraliziranih i mehanicki ventiliranih
Sprague-Dawley Stakora (7 u svakoj skupini) bilo je izloZeno hipoksijskim epizodama (F;,0, =
9%) po obrascu 5x3 minute (THI1-THS), medusobno odvojenih s 3 minute hiperoksije
(Fi0,=50%). Zivotinje su bile pod uretanskom (1,2 g/kg intraperitonejski, skupina U) ili
propofolskom anestezijom (intravenski bolus 11,9 mg/kg + infuzija 78 mg/kg/h, skupina P).
Vr$na aktivnost frenickoga Zivca (PNA), frekvencija izbijanja (f), te parametri ritma disanja
(Ti, Te, Ttot) analizirani su i usporedeni s kontrolnim bazalnim vrijednostima i to tijekom
prve hipoksijske epizode (TH1), kao i 15 (T15), 30 (T30) i 60 (T60) minuta iza zavrSetka
posljednje hipoksijske epizode. U drugom dijelu eksperimenta (n=10) promjena frenickoga
neurograma nakon injiciranja lijeka usporedivana je s kontrolnim vrijednostima prije davanja
8-OHDPAT.

Rezultati: Izokapnija se uspjesno odrZzavala tijekom citavog protokola. U skupini P, PNA se
nije znacajno promijenila ni u jednoj vremenskoj toCki nakon zavrSetka zadnje hipoksijske
epizode, tj. pLTF je bio ugaSen. Postojalo je znacajno povecanje PNA u skupini U u tocki

T60, a u usporedbi s kontrolom (59,4 £ 6,6%, P<0,001), odnosno zabiljezen je pLTF.
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Tijekom prve hipoksijske epizode, PNA je bila znacajno poviSena u obje skupine Zivotinja u
odnosu na kontrolu (172,0 £+ 15,8 % u skupini U, a 106,8 = 16,9 % u skupini P, P<0,001). Za
vrijeme svih hipoksijskih epizoda (THI-THS) HVR je bio odrzan u obje skupine Zivotinja
(P<0,001 u usporedbi s bazalnom PNA). Medutim, akutni HVR bio je ve¢i u skupini U u
odnosu na skupinu P (P<0,001). AIH nije dovela ni u jednoj vremenskoj toc¢ki nakon zadnje
hipoksijske epizode (T15, T30, T60) do znacajnih promjena f, kao ni parametara vezanih za
ritam disanja (Ti, Te, Ttot) u obje ispitivane skupine. U drugom dijelu eksperimenta davanje
8-OH DPAT nije dovelo do povecanja PNA u 40% ispitanih Zivotinja u skupini P.

Zakljuéak: Potvrdena je hipoteza da veli¢ina pLTF ovisi u koriStenom anestetiku. pLTF je
jasno dokazan u Zivotinja anesteziranih uretanom 60 minuta iza zadnje hipoksijske epizode, te
se oCitovao znacajnim porastom amplitude, ali ne i frekvencije. Nasuprot ovome, pLTF je bio
ugaSen u Stakora anesteziranih propofolom. Mogué¢i mehanizmi su kombinirani ucinci
propofola na sinapti€¢ku plasti¢nost, interakcija s 5-HT receptorima u kontroli disanja
(nekonzistentno povecanje PNA nakon iv primjene 8-OHDPAT-a), kao i neizravni ucinci
putem kvantitativnih ili kvalitativnih promjena HVR. Ti rezultati mogli bi imati klinicku
vaznost u onih bolesnika koji su ovisni o fenomenu respiracijske plasti¢nosti, a to su oni s
opstrukcijskom sleep apnejom, te zatajenjem disanja nakon ozljeda ledne mozdine ili u sklopu
raznih neurodegenerativnih bolesti, posebice kad se podvrgavaju propofolskoj sedaciji i

anesteziji.

Kljucne rijeci: disanje, frenic¢ki Zivac, intermitentna hipoksija, Ziv€ana plasti¢nost, serotonin,

serotoninski agonisti, propofol, Stakori
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9. SUMMARY

Background: Phrenic long term facilitation (pLTF) is sustained augmentation of respiratory
motor output elicited by acute intermittent hypoxia (AIH), but not acute sustained hypoxia of
similar cumulative duration. It is considered as a serotonin (5-HT)-dependent form of the
respiratory plasticity. The pLTF was demonstrated in urethane-anesthetized rats. So far, the
influence of propofol anesthesia on pLTF in the model of AIH has not been studied in rats.
We hypothesized that pLTF would be abolished during propofol- compared with urethane
anesthesia. In the second part of the study, the possible mechanism of propofol action was
tested with intravenous administration of specific 5-HT ;A receptor agonist 8-hydroxy-2-di-
npropylamino-tetralin (8-OH-DPAT).

Methods: Fourteen adult, male, anesthetized, vagotomized, paralyzed, and mechanically
ventilated Sprague-Dawley rats (seven per group), were exposed to the AIH, i.e. five (TH1-
THS), 3-min hypoxic episodes (Fi0,=9%), separated by 3 minutes of hyperoxia (Fi0,=50%).
The animals were urethane-anesthetized (1.2 g/kg i.p., group U) or propofol-anesthetized (iv
bolus 11.9 mg/kg + infusion 78 mg/kg/h, group P). Peak phrenic nerve activity (PNA), burst
frequency (f), and breathing rhythm parameters (Ti, Te, Ttot) were analyzed during the first
hypoxia (TH1), as well as at 15 (T15), 30 (T30), and 60 min (T60) after the final hypoxic
episode, and compared to the baseline values.protocol. Regarding the second part of the study
(n=10), PNA was analyzed during 60 minutes after administration of 8-OHDPAT and
compared to the baseline values immediately before the administration of 8-OHDPAT.
Results: Isocapnia was successfully maintained throughout the protocol. In propofol-
anesthetized rats no significant changes of PNA were recorded after the last hypoxic episode,
i.e. no pLTF was induced. There was a significant increase of PNA (59.4 + 6.6%, P<0,001) in

urethane-anesthetized group at T60, i.e. pLTF was observed. During the first hypoxic episode,
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PNA was significantly increased in both urethane- and propofol-anesthetized rats (172.3 +
15.8% in the group U vs 106.8 + 16.9 % in the group P, P<0.001). HVR in either group of
animals was preserved during all five (TH1-THS) hypoxic episodes (P<0.001 compared with
baseline phrenic nerve activity). Also, the acute HVR was greater in urethane-anesthetized
compared with propofol-anesthetized animals (P<0.001). AIH did not elicit significant
changes in f, Ti, Te, and Ttot in either group at T15, T30, and T60. During the second part of
the study, intravenous administration of 8-OHDPAT failed to increase PNA in 40 per cent of
the propofol-anesthetized animals.

Conclusions: We confirmed the hypothesis that the magnitude of pLTF was influenced by the
specific anesthetic used. The pLTF was observed in urethane-anesthetized rats 60 min after
the last hypoxia and was expressed mainly as amplitude, and not frequency pLTF. On the
contrary, pLTF was abolished in the propofol-anesthetized rats. We might speculate about
combined effects of propofol on synaptic plasticity, interaction with 5-HT receptors in the
control of breathing (inconsistent increase of PNA after intravenous 8-OHDPAT), as well as
about indirect effects through quantitative or qualitative alterations in HVR. These findings
could have clinical implications, especially in patients dependent on respiratory plasticity, i.e.
patients suffering from obstructive sleep apnea and respiratory insufficiency either following

spinal cord injury or during neurodegenerative diseases and undergoing propofol anesthesia.

Keywords: respiration, phrenic nerve, intermittent hypoxia, neuronal plasticity, serotonin,

serotonin agonists, propofol, rats
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