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2. POPIS OZNAKA I KRATICA PO ABECEDNOM REDU

5-HT — serotonin (5-hidroksitriptamin)

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

8-OH-DPAT - 8 hidroksi-2-(di-n-propilamino) tetralin, agonist 5-HT 4 receptora
AC — adenilil ciklaza

AIH — akutna ponavljana hipoksija (engl. Acute Intermittent Hypoxia)

BDNF — neutrofin (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor)

C5-C6 —razina 5.-6. vratnoga kraljeska

cAMP — ciklicki adenozin monofosfat

DLH — D, L-homocisteat, agonist glutamatnih receptora

DRS — dorzalna respiracijska skupina

ERK1/2 — izvanstani¢ne kinaze 112

GABA — y-amino-maslac¢na kiselina

HVR - hipoksijski ventilacijski odgovor (engl. Hypoxic Ventilatory Response)
IPNA — integrirani signal frenickoga Zivca (engl. Integrated Phrenic Nerve Activity)
LC — locus coeruleus

LTF — dugoroc¢na facilitacija disanja (engl. Long Term Facilitacion)

MAP - srednji arterijski tlak (engl. Mean Arterial Pressure)

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

OSA - opstrukcijska apneja tijekom spavanja (engl. Obstructive Sleep Apnea)
Pa0,, i PaCO, — parcijalni tlak kisika i ugljikova dioksida u arterijskoj krvi (mmHg)
PBS — fosfatni pufer

PKA — protein kinaza A
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PKC — protein kinaza C

pLTF — dugoroc¢na facilitacija frenickoga Zivca (engl. phrenic Long Term Facilitacion)
PMN — motorna jezgra frenickoga zivca (engl. Phrenic Motor Nucleus)

PNA — aktivnost frenickoga zivca (engl. Phrenic Nerve Activity)

PNG — freni¢ki neurogram (engl. Phrenic NeuroGram)

pPNA — vr8$na aktivnost freni¢koga Zivca (engl. peak Phrenic Nerve Activity)

PRS — pontina respiracijska skupina

ROS — reaktivni kisikovi metaboliti

RPNA — neobradeni signal freni¢koga Zivca (engl. Raw Phrenic Nerve Activity)

SIDS — sindrom iznenadne smrti dojencadi (engl. Sudden Infant Death Syndrome)
SZS — sredignji zivEani sustav

Ti — trajanje udisaja

Te — trajanje izdisaja

TrkB — tirozin-kinaza B

Ttot — ukupno trajanje respiracijskoga ciklusa

VRS - ventralna respiracijska skupina

WAY-100635 — N-{2-[4-(2-metoksifenil)-1-piperazinil]etil }-N-(2-piridil)cikloheksan

karboksamid, antagonist serotoninskih 5-HT receptora
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3. UVOD

3.1. SREDISNJA KONTROLA DISANJA I FRENICKI NEUROGRAM

Disanje omogucava izmjenu plinova i odrzavanje njihove stabilnosti u krvi, te
odrzavanje acidobazne ravnoteze, koji su klju¢ni za odrzavanje zivota. Stoga je disanje
automatski i nesvjesni proces, nadziran uz pomo¢ mnogih sustava povratne sprege, kao $to su
respiracijski kemorefleksi, te receptori u diSnim putovima i plu¢ima [1]. Upravo je fina
kontrola disanja vazna u izvodenju svakodnevnih aktivnosti kao Sto su gutanje, zijevanje,
trcanje, skakanje, ali i pri promjenama tjelesnog stanja kao $to su trudnoca, bolesti, promjene
tjelesne mase, uslijed kojih dolazi do velike varijabilnosti metabolizma i potrebe tijela za
disanjem. Uloga mozdanih sredista koja sudjeluju u kontroli disanja je stvaranje temeljnoga
ritma disanja, te prevodenje toga ritma u obrazac aktivnosti respiracijskih motoneurona [2].

Temeljni ritam disanja Cine tri neuralne faze:

1) Faza udisaja, tijekom koje dolazi do kontrakcije inspiracijskih misica

2) Faza postinspirija ili pasivna, prva faza izdisanja, tijekom koje dolazi do prestanka

kontrakcije inspiracijskih miSica
3) Druga, kasna faza izdisanja, tijekom koje dolazi do aktivnoga izdisanja, uz
kontrakciju ekspiracijskih misic¢a [1, 3-5].

Tijekom svake neuralne faze disanja aktivni su odgovarajuc¢i neuroni smjesteni u mozdanim
srediStima koja kontroliraju disanje te zajedno Cine srediSnju respiracijsku mrezu [3]. Na
temelju stani¢ne analize aktivnosti 1 potencijala respiracijskih neurona, zakljuCeno je da
temeljni ritam disanja nastaje kao posljedica zdruZzene aktivnosti dviju komponenti, stvaranja
temeljnoga ritma i obrasca disanja. Pri tome mozdana srediSta koja stvaraju ritam disanja
omogucuju prijelaz izmedu pojedinih respiracijskih faza, a ona koja stvaraju obrazac disanja

oblikuju obrazac neuronske aktivnosti [2, 3].
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Stvaranje temeljnoga ritma disanja moze se objasniti s pomocu tri modela:

1) Mrezni model (engl. network model), prema kojem je medudjelovanje inhibicijskih

sinapsi kljucno za stvaranje ritma disanja

2) Model stvaranja ritma (engl. pacemaker model), prema kojem su neuroni S

podrazuju¢im svojstvima temelj ritmi¢ne aktivnosti

3) Hibridni model (engl. hybrid model), kombinacija mreznoga modela i modela

stvaranja ritma [1, 3].

Mozdana srediSta koja tvore srediSnju respiracijsku mreZzu obostrano su smjeStena u
podruc¢ju mozdanoga debla, poglavito u podrucju produljene mozdine i1 dijelom u mostu (Slika
1). Ventralna respiracijska skupina (VRS) i dorzalna respiracijska skupina (DRS) smjeStene
su u produljenoj mozdini, a pontina respiracijska skupina (PRS) u mostu [4, 6-8]. VRS ¢ine
kaudalni i rostralni dio, te pre-Botzinger i Botzinger kompleks. DRS ¢ini ventrolateralna
jezgra solitarnog trakta, a PRS (prije zvanu srediSte pneumotaksije i apneusticko srediste)
medijalna parabrahijalna jezgra, te Kolliker-Fuse jezgra [1, 4]. Nadalje, poznato je da
mozdana srediSta koja kontroliraju disanje i stvaraju temeljni ritam disanja (kao npr. pre-
Botzinger kompleks) primaju mno$tvo modulacijskih signala iz struktura razasutih po
mozdanome deblu. Medu tim strukturama koje su povezane sa srediStima koja kontroliraju
disanje Cesto se spominju rafe jezgre, locus coeruleus (LC), nucleus ambiguus, dorzalna

motorna jezgra vagalnoga Zivca, te jezgra hipoglosalnoga Zivca [7, 9].
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B Respiratory rhythm-generating neurons

Parabrachial- \ D Expiratory or inspiratory neurons
lliker-F )
Kocc:\b:;le:” B Expiratory neurons

[7] Inspiratory neurons
[7] Chemosensitive neurons
B Laryngeal motoneurons

Nucleus of the

PreBotzinges solitary tract

complex

Rostral VARG Nucleus ambiguus

Caudal VRG Ventral respiratory
column

Medullary Arcuate
raphe nucleus

Slika 1. MoZdana srediSta vazna u kontroli disanja
(Preuzeto iz Benarroch EE. Brainstem respiratory chemosensitivity: new insights and clinical

implications. Neurology. 2007;68:2140-3. - slika kao u izvorniku.)

Takoder, osim poznatih srediS§ta u mostu i produljenoj mozdini, pokazano je da
strukture smjestene rostralno od mosta, kao Sto su mozdana kora, kaudalni dio hipotalamusa i
pojedine strukture srednjega mozga imaju modulacijsku ulogu u kontroli disanja. Ipak, za
razliku od struktura mozdanoga debla koje su neophodne u stvaranju ritma disanja, u slu¢aju
ozljeda struktura smjestenih rostralno od mosta ne dolazi do velikih promjena disanja [10].

Snimanje frenickoga neurograma (engl. Phrenic NeuroGram, PNG), elektricnoga
zapisa aktivnosti freni¢koga Zivca (engl. Phrenic Nerve Activity, PNA), uobi¢ajena je metoda
pracenja srediSnje kontrole disanja. Aktivnost PNG zrcalni je pokazatelj aktivnosti u
sredi$njim strukturama zaduzenima za stvaranje i odrzavanje temeljnoga ritma disanja, te kao
takav omogucuje mjerenje promjena u ritmu i obrascu disanja. Krivulja zapisa PNG ima
karakteristi¢an oblik te je pri analizi moguce mjerenje amplitude vr$ne aktivnosti frenickoga

zivca (engl. peak Phrenic Nerve Activity, pPNA), frekvencije izbijanja, te trajanja pojedinih
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faza respiracijskog ciklusa. Pri tome je pPNA neuralni ekvivalent respiracijskog volumena, a

frekvencija izbijanja neuralni ekvivalent frekvencije disanja [3, 11, 12].

3.2. HIPOKSIJA I DISANJE

Disanje osigurava odgovarajucu koli¢inu kisika kako bi omogucéilo oksigenaciju tkiva
1 organa u razli¢itim fizioloskim stanjima. Ukoliko se potreba tijela za kisikom ne moze
zadovoljiti, dolazi do razvoja hipoksije koja se definira kao sniZenje parcijalnoga tlaka kisika
u arterijskoj krvi ispod 60 mmHg. Hipoksija uzrokuje brzo povisenje arterijskoga tlaka i
povecanje minutne ventilacije disanja unutar nekoliko sekunda od pocetka hipoksije, koji
zajedno pokuSavaju kompenzirati Stetni ucinak hipoksije na tkiva i stanice [13]. Osim
relativnim manjkom kisika, nedovoljno disanje rezultira 1 nakupljanjem ugljikova dioksida u
krvi, te poremecajem acidobazne ravnoteZe. Stoga je vazno da moZdana srediSta koja
upravljaju disanjem imaju moguénost zamijetiti koli¢ine O,, CO; i pH u arterijskoj krvi kako

bi mogla prilagoditi disanje nastalim promjenama [14].

3.2.1. Periferni i sredi$nji kemoreceptori

Periferni 1 sredi$nji kemoreceptori zaduZeni su za odrZavanje razine O,, CO, i pH u
krvi, Stite¢i tkiva od hipoksije 1 odrZavaju¢i disanje u skladu s metaboli¢kim potrebama
organizma [8, 15]. Periferni kemoreceptori osjetljivi su na promjene parcijalnoga tlaka kisika
u arterijskoj krvi (Pa0O;), a smjeSteni su u karotidnim tjeleScima, na racviStu zajedniCke
karotidne arterije [14, 16]. Tako smjeSteni, periferni kemoreceptori mogu zamijetiti hipoksiju
prije negoli zahvati sredi$nji Zivéani sustav (SZS) [13]. Karotidna tjelesca par su malenih,
izrazito dobro prokrvljenih struktura, saCinjenih od dvije vrste stanica. Tip I stanice, koje se

nazivaju 1 glomusnim stanicama, potjecu od tkiva neuralnoga grebena, bogate su
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neurotransmiterima i predstavljaju stanice koje zamjecuju razinu kisika. Tip II stanice
potporne su stanice sli¢ne glija stanicama [13, 15, 17].

Tri su hipoteze koje pokuSavaju objasniti kako glomusne stanice zamjecuju kolic¢inu
kisika u krvi. Prva je metabolicka hipoteza, koja tumaci kako bi senzori za zamjecivanje
smanjene koli¢ine kisika mogli biti proteini koji sadrze hem. Druga hipoteza je membranska,
prema kojoj su ionski kanali senzori razine O,. Prema tre¢oj, kemosomnoj hipotezi, dolazi do
medudjelovanja razliCitih senzora PaO, [13]. U tkivu karotidnih tjeleSaca pronaden je Citav
niz neurotransmitera/neuromodulatora, kao S§to su acetilkolin, dopamin, noradrenalin,
serotonin, enkefalini, tvar P, endotelini, ATP, GABA, histamin, angiotenzin II. Nadalje, osim
nabrojenih, uobiCajenih neurotransmitera, smjeStenih u sinaptickim mjehuri¢ima, u
karotidnim tjeleScima pronadeni su 1 neuobiCajeni neurotransmiteri/neuromodulatori
(primjerice NO 1 CO) koji se spontano stvaraju s pomocu enzima 1 iskazuju svoje djelovanje
interakcijom s citosolnim enzimima ili izravnim modificiranjem proteina. Nakon
hipoksijskoga podraZaja glomusne stanice karotidnoga tjeleSca otpustaju ekcitacijske (tvar P i
acetilkolin) 1 inhibicijske neurotransmitere/neuromodulatore (dopamin) koji zajedno djeluju
kako bi se sprijecila pretjerana ekscitacija tijekom dugotrajne hipoksije [13]. Poznato je da pri
odgovoru na hipoksiju glomusne stanice otpustaju i ATP koji ekscitira aferentna vlakna zivca
karotidnoga sinusa (Heringov Zivac). Zivéani signal putuje Zivcem karotidnoga sinusa do
petroznoga ganglija, te nakon prekapcanja zavrSava u jezgri solitarnoga trakta u produljenoj
mozdini [13, 15].

Sredi$nji kemoreceptori u SZS-u osjetljivi su na promjene CO, i pH u krvi [15, 18].
Smjesteni su u podruc¢ju uz samu ventralnu povrSinu produljene mozdine (posebice u
retrotrapezoidnoj jezgri), ali i u jezgri solitarnoga trakta, LC-u, srediSnjim rafe jezgrama
produljene mozdine, preBotzinger kompleksu i u nucleus fastigii [14, 19]. U ljudi

kemoosjetljivi neuroni ventralne povrSine produljene mozdine smjesteni su u nucleus arcuatus

10
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.....

medijator — molekulu ATP-a [16]. Tako povecanje parcijalnoga tlaka CO, u arterijskoj krvi
(PaCO;) dovodi do gotovo trenutnoga otpustanja ATP-a iz kemoosjetljivih podrucja ventralne
povrsine produljene mozdine [21]. Smatra se kako su grani¢ne glija stanice izvor otpuStenoga

ATP-a u odgovoru na povecanje razine PaCO, i pH [16].

3.2.2. Hipoksijski ventilacijski odgovor

Hipoksija je stanje smanjenoga parcijalnog tlaka kisika u krvi ispod 60 mmHg, uz
posljedi¢no smanjenje oksigenacije stanica, tkiva i organa. Uslijed aktivacije perifernih, no ne
i centralnih kemoreceptora, prilikom izloZenosti hipoksiji dolazi do brzoga povecanja disanja
(Slika 2). Hipoksijski ventilacijski odgovor (engl. Hypoxic Ventilatory Response, HVR)
sisavaca posljedica je medudjelovanja viSe razli€itih fizioloSkih mehanizama, ¢iji ukupni
uc¢inak moze varirati ovisno o obrascu i jacini hipoksijskoga podrazaja [22]. Fizioloski
mehanizmi pri odgovoru na hipoksiju razlikuju se po svojem ucinku (povecavaju ili smanjuju
disanje), po ucinku na razli¢ite komponente disanja (minutni volumen ili frekvenciju) ili po
vremenskom tijeku (sekunde do godine). Stovise, neki mehanizmi traju dovoljno dugo te tako
utjeCu na buduce odgovore na hipoksiju, pokazujuéi svojstvo funkcionalne plasticnosti u
sredi$njoj kontroli disanja [23].

Odgovor na kratku akutnu hipoksiju (do 5 min) sastoji se od tri stadija: akutni
odgovor, kratkorona potencijacija i kratkorocna depresija disanja [12]. Pocetni akutni
odgovor posljedica je pojaCane aktivnosti perifernih kemoreceptora, a kratkorocna
potencijacija 1 depresija disanja posljedica su aktivnosti razli¢itih neurotransmitera u
srediStima za kontrolu disanja. Kratkoro¢na depresija disanja, nazivana jo$ i1 posthipoksijsko
smanjenje frekvencije nakon akutne ponavljane hipoksije, ocituje se kao smanjenje

frekvencije disanja i pokazana je na modelu anesteziranoga Stakora [23, 24].

11
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Slika 2. Zapis arterijskoga tlaka, integriranoga signala freni¢koga Zivca (engl. Integrated
Phrenic Nerve Activity, IPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) 1 neobradenoga signala frenickoga
zivca (engl. Raw Phrenic Nerve Activity, RPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) prilikom izlaganja
hipoksiji (9% O,)

(Preuzeto 1 prilagodeno iz Valic M, Pecotic R, Pavlinac I, Valic Z, Peros K, Dogas Z.
Microinjection of methysergide into the raphe nucleus attenuated phrenic long-term

facilitation in rats. Exp Brain Res. 2010;202:583-9.)

3.3. PLASTICNOST  RESPIRACIJSKOGA  SUSTAVA I  DUGOROCNA
FACILITACIJA DISANJA

Plasti¢nost je svojstvo SZS-a koje se manifestira nastankom strukturnih i
funkcionalnih promjena neurona i stvaranjem novih sinapsi, $to dovodi do trajnih promjena u
neuralnim krugovima [25]. U odraslome mozgu postoje razliCiti oblici plasti¢nosti koji
uzrokuju trajne promjene ucinkovitosti sinapse i na kojima se temelje fizioloSki procesi
sinapticke facilitacije 1 depresije [25, 26]. Kako je disanje uglavnom automatska, nesvjesna,
motoricka aktivnost, srediSnja kontrola disanja prije je smatrana prilicno rigidnom i

12
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nepromjenjivom, a mislilo se da je kontrolirana jedino sustavhom negativne povratne sprege
koja je kretala iz osjetnih receptora [27]. Medutim, takav sustav bio bi izrazito nestabilan te
izloZen poteskocama prilikom bilo kakve promjene tjelesnoga stanja ili aktivnosti [28]. Stoga
se posljednjih godina naglasava vaznost plasticnosti respiracijskoga sustava, te se od kraja
1980.-ih godina intenzivno proucava [27, 29, 30]. Danas je poznato da respiracijski sustav
posjeduje iznimnu plastinost, koja se ocituje kao dugotrajna funkcionalna promjena
djelovanja mozdanih sredista za kontrolu disanja s posljedicnom promjenom obrasca disanja
na temelju prethodnoga iskustva, nakon $to neposredni podrazaj viSe nije prisutan [27, 31].
Plasti¢nost respiracijskoga sustava pomaze uskladivanju disanja s potrebama organizma
tijekom razlicitih fizioloskih 1 okoli$nih stanja i promjena, kao §to su rodenje, rast i razvoj,
promjene tjelesne mase, trudnoca, starenje, promjene okoliSnih uvjeta, bolesti i ozljede mozga
te diSnoga i krvozilnog sustava [14, 31]. Nadalje, plasti¢nost respiracijskoga sustava otkrivena
je na viSe razina: na neuromi$i¢noj spojnici [32], na razini kemoreceptora [33], na spinalnoj
razini [34, 35], te na supraspinalnoj razini mozdanoga debla [36]. PodraZaji koji dovode do
plasti¢nosti respiracijskoga sustava su:

- ponavljana hipoksija,

- ponavljano elektri¢no podraZivanje Zivca karotidnoga sinusa,

- snizene ili poviSene vrijednosti kisika ili stres tijekom razvoja,

- vjezba,

- hiperkapnija,

- osjetna denervacija,

- ozljeda Ziv€anoga tkiva,

- uvjetovanje [14].

Jedan od oblika plastic¢nosti respiracijskoga sustava jest dugorocna facilitacija disanja

(engl. Long Term Facilitation, LTF), koja se ocituje kao progresivno, dugorocno pojacanje
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disanja ili aktivnosti respiracijskih motoneurona izazvano elektricnim podrazivanjem zivca
karotidnoga sinusa [37], ili odgovaraju¢im fizioloSkim podrazajem — akutnom ponavljanom
hipoksijom (engl. Acute Intermittent Hypoxia, AIH) [38]. Tako izazvano pojacanje disanja
traje dulje od 60 minuta nakon izlaganja posljednjem hipoksijskom podrazaju. Prvi put opisan
1980. godine, LTF kao oblik plasti¢nosti srediSnjega Ziv€anog sustava izazvan je ponavljanim
elektriénim podrazivanjem Zivca karotidnoga sinusa [39]. Sljedece studije koristile su AIH
protokole koji su se sastojali od razli¢itoga broja (3-72) hipoksijskih epizoda, razli¢ite duljine
trajanja (15 sekunda - 10 minuta), pri razliitim postotnim udjelima kisika (7-12%) u
udahnutoj smjesi [12, 40, 41]. Osim razli¢itth protokola, koriStene su 1 razliCite vrste
anestezija [42], kao 1 pokusne Zivotinje raznolike dobi, spola, vrste i soja [43-51]. LTF kao
jedan od najviSe proucavanih oblika respiracijske plasticnosti, pronaden je u mnogih
zivotinjskih vrsta, kao §to su pas, Stakor, macka, mi$, koza [37, 43, 44, 46, 50], ali i u ljudi
[52]. Tako je pokazano da je odgovarajuc¢i podrazaj za nastanak LTF-a akutna ponavljana, a
ne dugotrajna hipoksija [53], a razli¢iti AIH protokoli rezultirali su nastankom LTF raznolike
jakosti 1 trajanja [40, 51]. Nadalje, LTF je pokazan na frenickom Zivcu, ali i na
hipoglosalnom, glosofaringealnom 1 medurebrenim Zzivcima [38, 54, 55]. Ipak, iako je
dugoroc¢na facilitacija razli€itih Zivaca u osnovi sli¢na, postoje vazne razlike iz kojih bi mogle
slijediti razli¢ite fizioloske uloge LTF-a. Tako LTF Zivaca koji inerviraju miSi¢e gornjega
diSnog puta (npr. hipoglosalni) utjec¢e na otpor i otvorenost disnoga puta, dok LTF freni¢koga
1 medurebrenih Zivaca koji inerviraju respiracijske miSi¢e povecava snagu disanja [56].
Tijekom spavanja dolazi do zna€ajnih promjena u mehanizmima srediSnje kontrole
disanja, kako u zivotinja, tako 1 u ljudi. Jedna od najvaznijih kroni¢nih bolesti koja je u ljudi
najcesS¢e neprepoznata i nedijagnosticirana, a obiljezena je ponavljanim epizodama potpunoga
(apneja) 1li djelomicnoga (hipopneja) prekida disanja uslijed zatvaranja gornjega diSnog puta

1 posljedi¢nim ponavljanim hipoksijama tijekom spavanja je opstrukcijska apneja tijekom
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spavanja (engl. Obstructive Sleep Apnea, OSA). Postoji puno spekulacija o tome ima li LTF
za$titni ili proaktivni u€inak na disanje u ljudi oboljelih od OSA-e s obzirom da je taj
poremecaj obiljezen ponavljanim hipoksijama tijekom spavanja. Sinapticka plasti¢nost koja
se manifestira LTF-om predstavlja oblik fizioloSkoga kompenzacijskog mehanizma koji bi
mogao doprinositi stabilnom disanju te smanjivati moguénost nastanka apneja tijekom
spavanja. Poznato je da se osim frenickoga u anesteziranih Stakora moze izazvati i LTF
aktivnosti miSic¢a gornjega diSnog puta koji sudjeluju u regulaciji otpora diSnoga puta [39].
Medutim, ukoliko bi se 1 u ljudi oboljelih od OSA-e svake no¢i razvijao pLTF, mogao bi
rezultirati hipokapnijom 1 posljedicnom nemoguénoséu razvijanja LTF-a u Zivcima koji
inerviraju misiée gornjega disnog puta. Stovise, poznato je da se LTF moze izazvati u zdravih
ljudi, kao 1 u onih oboljelih od blage ili umjerene apneje tijekom spavanja, nakon izloZenosti
ponavljanim hipoksijama. Tako izazvan LTF ovisi o trajno poviSenim vrijednostima CO, u
krvi iznad normokapnijskih vrijednosti. Poznato je da je LTF smanjen u ljudi koji dugo boluju
od teskoga oblika apneje tijekom spavanja, a ne lijeCe se. Takoder se zna da ponavljana
hipoksija povecava osjetljivost kemoreceptora 1 smanjuje rezervu CO,, §to zajedno doprinosi
nestabilnosti disanja. Upravo to dogada se u oboljelih od teskoga oblika OSA-e: ponavljane
hipoksije povecavaju nestabilnost disanja ukoliko se ne odrZava vrijednost CO,, a sve kao
posljedica povecane osjetljivosti kemoreceptora [52]. Nadalje, ukoliko je LTF stabilizirajuci
kompenzacijski mehanizam koji $titi od ponavljanih hipoksija, tada bi ¢imbenici koji slabe
LTF trebali ubrzati nastanak OSA-e, ali 1 drugih patoloskih stanja koja ovise o sinaptickoj
plasticnosti diSnoga sustava (sindrom iznenadne smrti dojenceta, kroni¢na opstrukcijska
pluéna bolest, ozljede kraljeznicke mozdine). Stoga, moZze se pretpostaviti da bi LTF u ljudi
mogao imati veliki funkcionalni znacaj, no tek je potrebno detaljno razjasniti mehanizme

nastanka te doprinos LTF-a homeostazi disanja.
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3.4. DUGOROCNA FACILITACIJA FRENICKOGA ZIVCA

Do sada su mehanizmi nastanka i manifestacije frenickoga LTF-a (engl. phrenic Long
Term Facilitation, pLTF) najceS¢e proucavani na modelu anesteziranoga, vagotomiziranoga,
paraliziranoga 1 mehanicki ventiliranoga Stakora, izlozenoga AIH protokolu [51]. Prethodne
studije koristile su razli¢ite AIH protokole koji su bili viSe ili manje uspjeSni u izazivanju
pLTF-a. Protokol koji se koristi u splitskom Laboratoriju za neuroznanost sastoji se od pet
trominutnih epizoda hipoksije (Fi0,=0,09) medusobno razdijeljenih trominutnim razdobljima
hiperoksije (Fi0,=0,5). Parcijalni tlak CO, tijekom cijeloga pokusa odrzava se unutar
fizioloskih granica. Navedeni protokol pouzdan je i uspjeSan u izazivanju pLTF [36, 42].
Koriste¢i razlicite AIH protokole, i/ili razliCite sojeve Stakora, u pojedinim radovima opisana
je 1 pojava frekvencijskoga LTF-a, koja se ocituje povecanjem frekvencije frenickoga zivca
60 minuta nakon izlozenosti AIH protokolu [57].

Na PNG-u se pLTF ocituje povecanjem amplitude inspirija, te se pocinje razvijati oko
30 minuta nakon izlaganja pokusne Zivotinje AIH protokolu. Svoj vrhunac LTF dostize 60
minuta nakon kraja posljednje hipoksije te amplituda inspirija na PNG-u ostaje povecana jo$

barem 30 minuta nakon postizanja vr$ne vrijednosti.

3.4.1. Mehanizam nastanka dugoro¢ne facilitacije freni¢koga Zivca

Osim izlaganja AIH protokolu, za razvoj pLTF-a potrebna je aktivacija spinalnih 5-
HT, receptora, sinteza proteina neurotrofina (engl. Brain Derived Neurotrophic Factor,
BDNF), aktivacija visoko-afinitetnoga receptora za tirozin kinazu B (TrkB) i aktivacija ERK
MAP signalnoga puta [28, 58-60]. Radni model PLTF-a je sljedeci: ponavljana hipoksija
podrazuje kemoreceptore koji podrazuju serotoninske neurone u rafe jezgrama na otpustanje
serotonina u blizinu motorne jezgre freniCkoga zivca (engl. Phrenic Motor Nuclues, PMN).

Zatim otpusSteni serotonin potiCe ¢itav niz unutarstani¢nih zbivanja u frenickom motoneuronu
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koja aktiviraju protein kinaze kako bi zapocele sintezu proteina BDNF-a. OtpusSteni serotonin
veze se za 5-HT, receptore koji djelovanjem protein kinaze C (PKC) dovode do sinteze
BDNF-a u blizini frenickih motoneurona. Zatim BDNF aktivira visoko-afinitetni TrkB
receptor, koji potom aktivira izvanstani¢ne kinaze 1 i 2 (ERK1/2). One potom reguliraju
fosforilaciju i1 gustocu glutamatnih NMDA receptora na postsinapti¢koj membrani $to dovodi
do povecane osjetljivosti na glutamat i na posljetku do pLTF-a. S obzirom da serotoninski 5-
HT, receptor spada u skupinu receptora vezanih uz Gq protein, navedeni put cesto se u
literaturi naziva Q putem pLTF-a [28, 61]. Stovise, do razvoja pLTF-a dolazi i uslijed
aktivacije adrenergickih al receptora, neovisno o 5-HT, receptorima, ali uz aktivaciju protein
kinaze B (Akt), umjesto aktivacije ERK1/2. S obzirom da su i adrenergi¢ki al receptori
vezani uz Gq protein, ovaj nacin nastanka pLTF-a takoder se smatra dijelom Q puta [61, 62].
U regulaciji Q puta pLTF-a, vazno je nastajanje reaktivnih metabolita kisika (engl. Reactive
Oxygen Species, ROS) uz pomo¢ NADPH oksidaze, koji inhibiraju serin-treonin fosfataze
(kao npr. PP2A/S), koje same inace prijeCe nastanak pLTF-a [63, 64].

Medutim, nedavno je otkriven alternativni put nastanka pLTF-a, nazvan S put.
Receptori ukljuceni u S put pLTF-a su serotoninski 5-HT7 i adenozinski A,a receptori, oba
vezana uz G protein [65, 66]. Nadalje S put ukljucuje takoder i aktivaciju nezreloga oblika
TrkB receptora djelovanjem protein kinaze A (PKA), ali neovisno o sintezi 1 djelovanju
BDNF, rezultiraju¢i aktivacijom PI3K/pAkt [67]. Smatra se da S put prijeci Q put pLTF-a
tako $to uz pomo¢ aktivacije PKA inhibira NADPH [60] (Slika 3).

Ponavljana hipoksija poti¢e oba puta pLTF-a, Q i S put, ali se ta dva puta medusobno
inhibiraju. Ako se u podrucje vratne kraljeznicke mozdine primjene antagonisti adenozinskih
Asa receptora ili serotoninskih 5-HT; receptora, dolazi do pojaanja pLTF-a [65, 66].
Nedavna istrazivanja pokazala su da teze hipoksije poticu S put pLTF-a, a umjerene hipoksije

Q put [62, 68].
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Slika 3. Model dugoro¢ne facilitacije frenickoga zivca
(Preuzeto iz Pamenter ME, Powell FL. Signalling mechanisms of long term facilitation of

breathing with intermittent hypoxia. F1000Prime Rep. 2013;5:23. - slika kao u izvorniku.)

Nadalje, pLTF pokazuje izrazitu osjetljivost na obrazac podrazaja koji ga izaziva.
Odgovaraju¢i podrazaj za izazivanje pLTF-a je ponavljana, a ne kontinuirana hipoksija
jednako dugoga trajanja [53]. Pretpostavlja se kako bi pravi podrazaj koji izaziva nastanak
pLTF-a zapravo moglo biti upravo akutno ponavljanje podrazaja jer je pokazano da pLTF
izaziva 1 ponavljano podrazivanje vagalnoga zivca [69], kao i kratke epizode simulirane
apneje [70, 71], te ponavljana primjena negativnoga tlaka u gornjim diSnim putovima [72].
Takoder, Bach 1 sur. su 1999. godine pokazali kako je za nastanak pLTF-a vazno da vremena
oporavka izmedu ponavljanih podrazaja budu kratka, npr. 5 min, jer u sluajevima
dugotrajnijega oporavka (30 min) pLTF nije nastajao [24]. Kako je primije¢eno da se pLTF
moze izazvati 1 ponavljanim intraspinalnim injekcijama [73], moze se zakljuciti da je

osjetljivost na obrazac izazivaju€ega podrazaja smjestena na spinalnoj razini. Stovise, smatra
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se da je upravo stvaranje ROS-a i njihovo inhibicijsko djelovanje na protein fosfataze na
razini PMN-a klju¢no u razlikovanju ponavljane 1 kontinuirane hipoksije u moguénosti za
nastanak pLTF-a [66]. Poznato je da ROS veéinom nastaju za vrijeme reoksigenacije, pa
ponavljana hipoksija rezultira ve¢om proizvodnjom ROS-a nego kontinuirana hipoksija
uslijed viSestrukih reoksigenacija [28, 63, 64]. Drugi mehanizmi koji bi takoder mogli biti u
podlozi osjetljivosti na izazivajuéi podrazaj su:

e Desenzitizacija serotoninskih receptora uslijed internalizacije ili funkcionalnih

promjena.

e Interakcija izmedu Qi S puta.

Zanimljivo je da pLTF pokazuje i svojstvo metaplasticnosti, tj. moguénost da
prethodno iskustvo utjeCe 1 mijenja razvoj plasti¢nosti [31]. U pLTF-u, metaplasti¢nost se
ocituje pojacanjem pLTF prethodnim izlaganjem pokusnih Zivotinja kroni¢noj ponavljanoj
hipoksiji ili osjetnoj denervaciji na razini vratne kraljeznicke mozdine [29, 74]. Upravo
svojstvo metaplasti¢nosti povecava fleksibilnost srediSnje kontrole disanja i1 olakSava

prilagodbu razli¢itim izazovima tijekom Zivota.

3.5.  NEUROTRANSMITERI U KONTROLI DISANJA

Disanje je pod nadzorom sloZenoga medudjelovanja mnogih neurotransmitera i
neuromodulatora u respiracijskim podru¢jima mozga na razini produljene mozdine sisavaca
[4, 75]. Dobro je poznato kako je stvaranje temeljnoga ritma i1 obrasca disanja pod izravnim
nadzorom neurotransmitera glutamata, GABA-e 1 glicina, te pri tome ekscitacijski
neurotransmiter glutamat potice disanje, dok ga inhibicijski neurotransmiteri GABA 1 glicin
smanjuju i usporavaju. Medutim u novije vrijeme sve se visSe istic¢e uloga modulacijskih

neurotransmitera poput serotonina, acetilkolina, dopamina, adenozina i tvari P u sredi$njoj
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kontroli disanja [75-77]. Stovise, poznato je kako su upravo modulacijski neurotransmiteri, i
to serotonin [12, 34, 78] i dopamin [79, 80], te noradrenalin [81] vazni u izazivanju i
odrzavanju respiracijske plasti¢nosti [27]. Ipak, najveci napredak u razumijevanju stani¢nih i
sinaptickih mehanizama nastanka respiracijske plasticnosti postignut je u plasticnosti

posredovanoj aktivacijom serotoninskih receptora [14].

3.5.1. Serotonin

Medudjelovanje razli¢itih neurotransmitera presudno je za razvoj pLTF-a, jednog od
fenomena srediSnje kontrole disanja. Medutim, u zadnje vrijeme postoji sve viSe dokaza da
LTF-om izravno upravlja serotoninski sustav [26, 70]. Upravo se aktivacija serotoninskih
receptora povezanih s respiracijskim motoneuronima smatra vaznom za nastanak LTF-a [34,
82].

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) je modulacijski neurotransmiter koji nastaje iz
aminokiseline triptofana djelovanjem enzima triptofan-hidroksilaze, te se nakon sinteze u
neuronima skladi$ti u malim 1 srednje velikim mjehuri¢ima guste srzi. Poslije egzocitoze i
djelovanja na receptore serotonin se iz sinapticke pukotine uklanja mehanizmom ponovnoga
unosa (engl. reuptake) 1 metaboli¢kom razgradnjom. Osim vazne uloge u modulaciji disanja,
u SZS-u serotonin ima i mnostvo drugih uloga, kao §to su kontrola osjeta boli, odrzavanje
cirkadijanih ritmova, termoregulacija, uc¢enje i pamcenje, te kontrola ponasanja i afektivnih
procesa, primjerice agresivnosti 1 uzbudenja. Takoder, metabolizam serotonina povezan je s
etiologijom nekolicine bolesti, kao S§to su depresija, anksioznost, migrena, shizofrenija,
autizam, Alzheimerova bolest i opsesivno-kompulzivni poremeca;j [76, 83].

NajviSe neurona koji sadrze serotonin pronadeno je u rafe jezgrama mozdanoga debla.
Rafe jezgre nalaze se u srediSnjem dijelu produljene mozdine (nucl. raphe obscurus, nucl.

raphe magnus, nucl. raphe pallidus), mosta (nucl. raphe pontis, nucl. centralis inferior) i

20



Ivana Pavlinac Dodig Doktorska disertacija UvOD

srednjega mozga (nucl. centralis superior, nucl. raphe dorsalis) unutar retikularne formacije
[25, 84]. Aksoni serotoninskih neurona iz rafe jezgara projiciraju se u mnoga podrucja mozga
1 kraljeznicke mozdine, ukljucuju¢i i podrucja gdje su smjeStena respiracijska sredista.
Djelovanje serotonina ovisi o vrsti receptora na koji se veZe nakon egzocitoze i1z
presinaptickoga zavrSetka. Za sada je otkriveno 7 vrsta i 15 podvrsta serotoninskih receptora
[83, 85]. Od svih poznatih serotoninskih receptora, jedino su 5-HTj receptori ionotropni, $to
zna¢i da u svom sastavu imaju ionski kanal koji se aktivira, tj. otvara vezanjem liganda
(serotonina). Stoga je aktivacija ionotropnih receptora brza (u milisekundama), iako imaju
mali afinitet za vezanje serotonina. Ostali serotoninski receptori su metabotropni jer nakon
vezanja serotonina za receptor dolazi do aktivacije G proteina pa se sporo aktiviraju

(sekunde), ali imaju visoki afinitet vezanja serotonina [25, 83].

3.5.1.1. Serotoninski 5-HT 4 receptor

Nakon otkrivanja, jako je brzo raslo znanje 1 zanimanje za 5-HT s receptor. Jedan od
razloga rano je otkrivanje 8-OH-DPAT (selektivnoga agonista 5-HT;a receptora, dok se za
njegovo agonisticko djelovanje na 5-HT; receptor tada nije znalo) i njegovoga [3H]-8-OH-
DPAT oblika koji su omogudili detaljno farmakoloSko proucavanje 5-HT;s receptora.
Pronalazak da buspiron, koji je takoder agonist 5-HT;a receptora, ima pozitivni klini¢ki
ucinak kao anksiolitik i antidepresiv, joS je viSe pobudilo zanimanje za 5-HT s receptor [85].

Serotoninski 5-HT;a receptor prvi je serotoninski receptor sekvencioniran u cijelosti.
Ljudski gen za 5-HT 5 receptor smjesten je na petom kromosomu (5q11.2—q13). Stakorski 5-
HT;A receptor sastoji se od 422 aminokiseline i ima 89% homologije s ljudskim 5-HTja
receptorom. Gen koji ga kodira ne sadrzi introne, a tercijarna struktura sadrzi sedam
transmembranskih dijelova s podrucjima glikozilacije i1 fosforilacije [85]. U sinapsi je dio

serotoninskih 5-HT;o receptora smjeSten postsinapticki, a dio presinapticki na somi i
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dendritima samih 5-HT neurona [85]. Na presinaptickoj membrani, 5-HT;s receptor
predstavlja klasi¢ni autoreceptor koji inhibira presinapticko otpusStanje neurotransmitera i
smanjuje sinapticku transmisiju. Na postsinaptickoj membrani, aktivacija 5-HT;5 receptora
dovodi do hiperpolarizacije otvaranjem K* kanala ili inhibicijom Ca®* kanala [76]. Uslijed
aktivacije metabotropnoga 5-HT;s receptora dolazi do aktivacije G proteina, i to Gai
podjedinice, Sto rezultira inhibicijom adenilil ciklaze (AC) i posljedicnim smanjenjem
kolicine ciklickoga AMP (cAMP), §to zatim inhibira PKA [76]. Aktivacija 5-HT, s receptora
dovodi i do djelovanja GPy dimerne podjedinice §to takoder uzrokuje otvaranje K* kanala i
zatvaranje Ca>* kanala. No, u stanicama koje sadrze AC podtip I i IV, uéinak podraZivanja 5-
HT A receptora jest povecano stvaranje cAMP-a [86], te aktivacija PKC [76].

Prethodna istrazivanja pokazala su kako je u SZS-u najveca gusto¢a 5-HT 4 receptora
u limbi¢kom podrucju, posebice u hipokampusu, lateralnom septumu, kortikalnim podruc¢jima
(prvenstveno u entorinalnom i cingulatnom korteksu), mozdanom deblu u rafe jezgrama (nucl.
centralis superior, nucl. raphe dorsalis), jezgri hipoglosalnoga Zivca i mozdanim podrucjima
koja sudjeluju u kontroli disanja [76, 85]. S druge strane, u bazalnim ganglijima i malom
mozgu koli¢ina 5-HT) A receptora jedva je zamjetna. U moZzdanim sredi$tima koja sudjeluju u
kontroli disanja upravo je 5-HT;a receptor najzastupljeniji serotoninski receptor, te njegova
aktivacija smanjuje podraZljivost respiracijskih neurona [76]. Davanje agonista 5-HTa
receptora 8-OH-DPAT-a pokazalo se ucinkovitim u lijeCenju poremecaja disanja kao Sto je
apneuza (zastoj disanja tijekom inspirija) tijekom ranih stadija ishemije ili hipoksije nakon
blokiranja glutamatnih NMDA receptora ili nakon visokih doza barbiturata u macke [87, 88].
Sli¢an anti-apneusticki uc¢inak imao je i buspiron, klinic¢ki koristen anksiolitik, takoder agonist

5-HT 4 receptora kako je ve¢ navedeno [76].
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3.5.2. Serotonin i dugorocna facilitacija disanja

Dugorocna facilitacija disanja sredis$nji je neuralni mehanizam ovisan o serotoninu, te
je pokazano kako smanjenje koli¢ine serotonina s pomoc¢u p-klorofenilalanina, kao i primjena
serotoninskoga neurotoksina (5,7-dihidroksitriptamin), onemogucuju razvoj LTF-a [12, 43].
Nadalje, elektricno podrazivanje rafe jezgara, podru¢ja bogatoga serotoninskim neuronima,
dovodi do nastanka LTF-a [30]. Bach i Mitchell su 1996. godine pokazali da je za nastanak
pLTF-a izazvanog ponavljanim hipoksijama potrebna aktivacija serotoninskih receptora, te da
se pLTF mozZe sprijeciti blokiranjem 5-HT receptora intravenskom primjenom metisergida
[38]. Medutim, metisergid djeluje kao neselektivni antagonist i parcijalni agonist
serotoninskih 5-HT; 567 receptora [29, 38, 85], te stoga nije moguce tocno odrediti koja
podvrsta serotoninskih receptora sudjeluje u nastanku pLTF-a. Upotreba drugih neselektivnih
serotoninskih agonista, kao npr. 5-karboksamidotriptamina (5-CT; agonist 5-HT) /g receptora)
prije izlaganja pokusnih Zivotinja AIH protokolu uzrokuje dugorocno smanjenje aktivnosti
freniCkoga zivca, upucujuéi na vaznu ulogu 5-HT;s i 5-HT;g receptora u modulaciji
respiracijske plasti¢nosti [35]. Na vaznost 5-HT  receptora u sredi$njoj kontroli i stabilizaciji
disanja uputio je klinicki nalaz korisnosti buspirona (5-HT; agonist) u lije¢enju apneustickih
poremecaja u ljudi [76].

Nadalje, proucavajuc¢i mehanizam nastanka i manifestacije pLTF-a, pokazano je kako
pri nastanku, ali ne 1 odrZzavanju pLTF-a, bitnu ulogu imaju 5-HT, receptori. Naime, pLTF
nije bilo moguce izazvati u Zivotinja koje su prije AIH protokola primile selektivni antagonist
5-HT; receptora, ketanserin [35, 82]. Ipak, uslijed koriStenja nedovoljno specifi¢nih agonista i
antagonista 5-HT receptora pri istrazivanju pLTF-a, pitanje tocne podvrste serotoninskih
receptora koja je vazna u nastanku, manifestaciji 1 odrzavanju pLTF-a i dalje je ostalo bez

odgovora [35, 82].
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Postoje dokazi da je aktivacija 5-HT receptora na razli¢itim razinama SZS-a vazna u
modulaciji pLTF-a [36, 65]. Pokazano je kako intratekalna primjena metisergida u podrucje
vratne kraljeznicke mozdine prijeci nastanak pLTF-a, ali ne i hipoglosalnoga LTF-a, §to znaci
da su serotoninski receptori vazni za nastanak pLTF-a smjesteni ili u samom PMN-u, ili u
njegovoj neposrednoj blizini [12, 58]. Rafe jezgre ishodiSte su mnogih serotoninskih
projekcija u razli¢ite dijelove SZS uklju¢ujuéi i dijelove mozga koji upravljaju disanjem [89].
Aktivacija serotoninskih neurona u kaudalnom dijelu rafe jezgara dovodi do pojacanja
respiracije [90-92]. Prethodna istrazivanja predlozila su model prema kojem serotoninski
receptori osim na spinalnoj, vrlo vjerojatno mogu utjecati na oblikovanje respiracijske
plasti¢nosti i na supraspinalnoj razini [38]. IstraZivanje iz nasega laboratorija dalo je prvi
izravni dokaz o sudjelovanju serotoninskih receptora na supraspinalnoj razini u modulaciji

pLTF-a [36].

3.6. PROBLEMATIKA I CIL] ISTRAZIVANJA

Ova doktorska disertacija istrazuje pojavu i razvoj pLTF-a, jednoga od oblika
respiracijske plasti¢nosti, u odgovoru na AIH. Poznato je da LTF doprinosi razumijevanju
procesa prilagodbe disanja pri razli¢itim uvjetima, kao S$to su primjerice hipoksija ili
hiperkapnija. Usprkos brojnim istrazivanjima, LTF predstavlja nedovoljno istraZzeno podrucje
neuralne kontrole disanja. Ova disertacija istraZzuje ulogu serotoninskih 5-HT;a receptora u
mehanizmu nastanka 1 odrzavanja pLTF-a, te ulogu navedenih receptora smjestenih u rafe
jezgrama u kontroli disanja.

U disertaciji je koriSten model vagotomiziranoga, paraliziranoga 1 mehanicki
ventiliranoga Stakora anesteziranoga uretanom. Sve kvalitativne i kvantitativnhe promjene

disanja pracene su promjenama aktivnosti frenickoga Zivca. U temeljnim istrazivanjima koja
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se bave kontrolom disanja, aktivnost freniCkoga zivca smatra se zrcalnim pokazateljem
zbivanja u neuronskim krugovima zaduZenim za kontrolu disanja. Kao podrazaj za izazivanje
pLTF-a korisSten je AIH protokol. Slijed od 5 trominutnih hipoksija, medusobno razdvojenih
trominutnim hiperoksijama do sada je koriSten u splitskom Laboratoriju za neuroznanost i
opisan je u nekoliko publikacija, te se pokazao pouzdanim i uspje$nim u izazivanju pLTF-a
[42, 93, 94].
Temeljem gore navedene problematike, ciljevi disertacije su sljedeci:
o Istraziti ulogu 5-HT;a receptora u pLTF-u nakon intravenske primjene selektivnoga
antagonista serotoninskoga 5-HT; receptora WAY-100635, te zakljuciti jesu li 5-
HT A receptori vazni za nastanak i/ili odrzavanje pLTF.
o Utvrditi imaju li 5-HT;s receptori na supraspinalnoj razini ulogu u mehanizmu
nastanka pLTF-a nakon kemijske modulacije aktivnosti serotoninskih 5-HTia

receptora tehnikom tlaénoga mikroubrizgavanja u podrucje kaudalnih rafe jezgara.

3.7. HIPOTEZE

3.7.1. Hipoteza 1

S obzirom da intravensko apliciranje agonista 5-HT;4 receptora pojafava aktivnost
freni¢koga Zivca, pretpostavljam da c¢e intravenska primjena selektivhog antagonista
serotoninskoga 5-HT;s receptora, WAY-100635 prije izlaganja pokusnih Zivotinja AIH
protokolu sprijeciti nastanak pLTF-a. Nadalje, s obzirom da nije isklju¢ena mogucénost da je
za nastanak 1 odrzavanje pLTF-a aktivacija 5-HT;5 receptora vazna i nakon prestanka
hipoksijskoga podrazaja, pretpostavljam da ¢e do¢i do slabljenja fenomena pLTF-a ako se

selektivni 5-HT; 4 antagonist WAY-100635 primijeni nakon $to se pLTF razvio.
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3.7.2. Hipoteza 2

S obzirom da postoje imunohistokemijski dokazi o smjeStaju 5-HT;n receptora u
kaudalnim rafe jezgrama, pretpostavljam da ¢e blokiranje serotoninskih 5-HT;a receptora u
kaudalnom rafe podruc¢ju tehnikom tla¢noga mikroubrizgavanja selektivnoga antagonista 5-

HT A receptora WAY-100635 imati negativan u¢inak na nastanak i manifestaciju pLTF-a.
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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

Istrazivanje je provedeno na ukupno 51 mladom odraslom Sprague-Dawley Stakoru
(muzjaci, tjelesne mase 285-330 g, starosti 2-3 mjeseca). Porijeklo soja je kolonija Harlan
Italy, a zivotinje medusobno nisu bile srodne. U zivotinjskoj nastambi zivjele su po dvije

zivotinje zajedno i odrzavale su se na konvencionalan nacin. Zivotinje su hranjene hranom

4RF21 GLP.

4.1.1. Anestezija

Sve su zivotinje prije pocetka kirurSke pripreme za pokusni protokol anestezirane
intraperitonealnom injekcijom uretana (20% otopina uretana u 0,9% fizioloskoj otopini; 1,2
g/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Ucinkovitost anestezije provjerena je Stipanjem
straznjih Sapica Zivotinja, Sto Stakorima predstavlja bolni podrazaj, te ispitivanjem postojanja
kornealnoga refleksa laganim podrazivanjem roznice vatenim StapiCem. U slucaju da je
anestezija bila nedovoljno snazna, pokusne Zivotinje reagirale su povla¢enjem straznjih Sapica
ili zatvaranjem vjeda nakon kornealnoga podrazaja. U tim slucajevima, Zivotinjama je dana
dodatna doza uretana (0,2 g/kg intravenski), sve do postizanja Zeljenoga stupnja anestezije
(gubitak refleksa povlacenja Sapica nakon Stipanja i gubitak kornealnoga refleksa). Kako je

uretan anestetik vrlo dugoga vremena djelovanja, Zivotinjama nije bilo potrebno davati
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dodatne doze uretana nakon postizanja zeljenoga stupnja anestezije u daljnjem tijeku

pokusnoga protokola.

4.1.2. Kateteriziranje krvnih zila

Nakon postizanja Zeljenoga stupnja anestezije, Zivotinje su postavljene u polozaj na
ledima na grijacu podlogu (FST, Heidelberg, Njemacka) kako bi se izbjeglo pothladivanje
tijekom trajanja pokusa. Nacinjene su kratke incizije koze (oko 1,5 cm) u preponskom
podrucju, razmaknuti su tanki slojevi miSica 1 fascija, te je tako omogucen pristup femoralnim
krvnim zilama. Svim Stakorima postavljeni su kateteri u obje femoralne arterije (radi
kontinuiranoga pracenja arterijskoga tlaka i uzimanja uzoraka arterijske krvi za odredivanje
acidobaznoga statusa (RapidLab348, Bayer Diagnostics, Sudbery, UK)) i1 femoralne vene
(radi nadoknade cirkuliraju¢ega volumena fizioloSkom otopinom i intravenskoga davanja
lijekova; Slika 4). Plinovi (PaO, i PaCO;) u arterijskoj krvi i pH odrZavani su unutar
fizioloskih granica mijenjanjem parametara disanja i infuzijom otopine bikarbonata (1

mmol/ml) u slucaju potrebe.

4.1.3. Traheotomija i mehanicka ventilacija

Nakon kateteriziranja femoralnih krvnih Zila Stakorima je u srediSnjoj cervikalnoj liniji
napravljena incizija koZe duljine 1,5 cm te je nakon razmicanja miSi¢a omogucen pristup
traheji 1 vagalnim Zivcima. Zatim je napravljena traheotomija i intubacija traheje metalnim
tubusom (Slika 4). Zivotinje su mehanicki ventilirane respiratorom za male Zivotinje
(SAR830-P, CWE, Ardmore, SAD) smjesom kisika (50%) i duSika (50%). Pocetne postavke
respiratora bile su kontrolirane volumenom od 250 do 350 ml/min, a frekvencija je iznosila 50
udisaja/min, uz pozitivni tlak na kraju izdisaja od 2 do 3 cm H,O. Kasnije tijekom pokusa

postavke respiratora mijenjane su prema nalazima plinova u krvi. Potom su svakoj pokusnoj
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zivotinji izolirana oba vagalna Zivca te su podvezana koncem. Kasnije, prije pocetka
pokusnoga protokola, vagalni Zivci prekinuti su jednostavnim povlacenjem konaca kako bi se

sprijecio utjecaj pluénih receptora osjetljivih na istezanje na viSa mozdana sredista.

Arterijski kateter

Podvezani n. vagus

Venski kateter : :

vt Intubirana traheja

.;f'*f

Slika 4. Svakom pokusnom $takoru kateterizirane su obje femoralne arterije i vene, intubirana

traheja, te podvezani vagalni Zivci.

4.1.4. Kirurgija frenickoga Zivca

Zivotinje su postavljene u stereotaksijski okvir u pronacijskom polozaju (Lab
Standard, Stoelting, SAD). Dorzalnim se putem, nakon incizije koZe duljine 2 cm i razmicanja
misiéa, pristupilo desnom freni¢kom Zivcu na razini C5-C6 korijena. Zivac je izoliran od
okolnoga tkiva, postavljen na bipolarnu srebrnu elektrodu te pokriven silikonskim gelom
(Elastosil RT 601 A+B, Wacker Silicones, Riemerling, Njemacka) kako bi se sprijecilo
njegovo isuSivanje. Elektroda je putem pojacala (SuperZ & System1000 Modular

Instrumentation, CWE Inc., Ardmore, SAD) bila spojena s racunalom. Na racunalu se tijekom
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pokusa kontinuirano pratio sredis$nji arterijski tlak te neobradeni i integrirani signal frenickoga
zivca s pomocu programa PowerLab (ADInstruments, Castle Hill, Australija) i Chart for
Windows verzija 5.4.2 (ADInstruments, Castle Hill, Australija).

Nakon prikaza signala frenickoga Zivca Zivotinje su paralizirane pankuronij-bromidom
(1 mg/kg intravenski; Pavulon, Organon, Nizozemska) kako bi se sprijecili spontani pokreti

disanja i pozadinska mioelektri¢na aktivnost.

4.1.5. Primjena 5-HT, 4 antagonista WAY-100635

Nakon zavrsetka kirurSke pripreme zZivotinje su mehanicki ventilirane smjesom kisika
(50%) 1 dusika (50%) 30-ak minuta. Aktivnost frenickoga Zivca pri vrijednosti PaCO, 2-3
mmHg iznad apnejickoga praga smatrana je osnovnom aktivnoS€u, a postignuta je
mijenjanjem postavki respiratora. U pokusnih Zivotinja u studiji apnejicki prag prosjecno je
iznosio 39—40 mmHg.

U prvom dijelu istrazivanja Zivotinjama je intravenski ubrizgan antagonist
serotoninskih 5-HT;a receptora WAY-100635 (1 mM, otopljen u fizioloskoj otopini; Sigma
Aldrich, St Louis, SAD) u prethodno kateteriziranu femoralnu venu. U drugom dijelu
istrazivanja, tehnikom preciznoga tlacnoga mikroubrizgavanja ubrizgan je selektivni

antagonist 5-HT A receptora WAY-100635 u podrucje kaudalnih rafe jezgara.

4.1.5.1. Intravensko ubrizgavanje

U prvom dijelu istrazivanja zivotinje su bile podijeljene u tri skupine (Slika 5).
Prvoj skupini Zivotinja (WAYO0, n=7) po zavrSetku kirurSke pripreme 1 stabilizacije signala
freniCkoga zivca (30-ak min), intravenski je ubrizgan selektivni antagonist 5-HT;a receptora
WAY-100635 (0,3 mg/kg/min) te su zivotinje potom izlozene AIH protokolu. Primjena

WAY-100635 izazvala je prolazne statisticki neznacajne promjene arterijskoga tlaka i obrasca
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disanja koje su trajale 10 do 15 minuta. Nakon stabilizacije vrijednosti arterijskoga tlaka i
povratka obrasca disanja na pocetne vrijednosti (prije ubrizgavanja WAY-100635), Zivotinje
su izlozene AIH protokolu.

Druga skupina Zivotinja (WAY60, n=7) po zavrSetku kirurS8ke pripreme i nakon
stabilizacije signala freni¢koga Zivca izlozena je AIH protokolu. Zivotinjama iz skupine
WAY60 intravenski je ubrizgan WAY-100635 (0,3 mg/kg/min) 60 minuta nakon
posljednjega hipoksijskog podrazaja, te je aktivnost frenic¢koga Zivca snimana tijekom
narednih 30 minuta kako bi se otkrio utjecaj WAY-100635 na disanje. U to vrijeme takoder je

uzet dodatni uzorak arterijske krvi za odredivanje acidobaznoga statusa.

e ™
pLTF pokus
~ A
-
Kirurgija
L y,
{ \ - - -
Intravensko Mikroubrizgavanje
i j u kaudalno rafe
ubrizgavanje 0
\ > podruge

(n=T7)

(n=7)

3 - N
{ WAYO0 skupina [ WAY60 skupina } Kontrolna skupina [Kontrolna skupina [ WAY skupina J

(n=7) (n=7) (n=7)

) /
Ubrizgavanje I_an‘zgavanjs_: Mikroubrizgavanje Mikroubrizgavanje
Ly fizioloske otopine | | - fiziolo3ke otopine WAY-100633

-

T

|
AIH protokol
AIH protokol

[ [

WAY-100635

e ]

Ubrizgavanje
[ pLTF ]

Slika 5. Dijagram tijeka istrazivanja
U prvom je dijelu istraZzivanja WAY-100635 primijenjen intravenski, a u drugom dijelu

istrazivanja mikroubrizgan je u podrucje kaudalnih rafe jezgara.
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Tre¢a skupina Zivotinja (kontrolna, n=7) izlozena je istom AIH protokolu, ali je
zivotinjama prije pocetka pokusnoga protokola intravenski ubrizgana odgovaraju¢a doza
fizioloske otopine (0,63 ml/kg/min) umjesto WAY-100635 (Slika 5).

Dodatnih 7 zivotinja podvrgnuto je istoj anesteziji 1 kirurS§koj obradi, ali potom nisu
izlozene AIH protokolu (skupina za vremensku kontrolu). Ta skupina Zivotinja sluzila je kao
kontrola koja je dokazala nepostojanje utjecaja anestezije i protekloga vremena na stabilnost
pokusnih Zivotinja i signal frenickoga Zivca u razdoblju od 120 minuta.

Takoder, kako bi iskljucili moguéi nespecifi¢ni utjecaj WAY-100635 na manifestaciju
PLTF-a, dodatne 3 Zivotinje primile su WAY-100635 intravenski (0,3 mg/kg/min), ali potom
nisu izloZene AIH protokolu. Ta skupina nije pokazala nikakve razlike u PNG-u u usporedbi

sa skupinom vremenske kontrole.

4.1.5.2. Mikroubrizgavanje u rafe podrucje
U drugom dijelu istraZivanja, Zivotinjama postavljenima u stereotaksijski okvir,
nacinjena je okcipitalna kraniotomija kako bi se omogucio pristup kaudalnom rafe podrucju u
koje je vrSeno mikroubrizgavanje s pomoc¢u mikropipete sastavljene od 4 mikrocjevcice
izradene u nasem laboratoriju s pomocu uredaja Vertical pipette puller model No. 51210
(Stoelting, Wood Dale, SAD). Cetiri mikrocjevéice sadrzavale su:
1. fizioloSku otopinu (0,9% NaCl)
2. D, L - homocisteat (DLH; 10 mM, otopljen u fizioloskoj otopini; Sigma Aldrich, St
Louis, SAD)
3. WAY-100635 (1 mM, otopljen u fizioloskoj otopini; Sigma Aldrich, St Louis, SAD)
4. India Ink (otopljen u fizioloskoj otopini).
Prije mikroubrizgavanja, na svaku mikrocjevc€icu postavljena je polietilenska cjevcica

spojena na injekcijsku Spricu. S pomocu pozitivnoga tlaka koji je postignut pomicanjem klipa
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injekcijske Sprice, mikroubrizgavan je volumen od 20+5 nL. Mikroubrizgani volumeni
mjereni su promatranjem pomaka meniska tekuéine u svakoj pojedinoj mikrocjev€ici, s
pomocu mikroskopa s mjernom ljestvicom na okularu.

Nakon uklanjanja kostiju glave i probijanja moZzdanih ovojnica, mali mozak je lagano
podignut i odgurnut kranijalno kako bi se jasno prikazao obex (vrSak cetvrte mozdane
komore), koji je bio polazna orijentacijska tocka. Uz koriStenje atlasa Stakorskoga mozga [95]
odredene su koordinate na kojima se nalazi kaudalno rafe podrucje, te je staklena mikropipeta
s promjerom vrSka 30-50 pm uvedena u ciljano podru¢je mozdanog debla. Kaudalno rafe
podru¢je u koje je vrSeno mikroubrizgavanje smjeSteno je u srediSnjoj crti 0,2-0,3 mm
rostralno i 2,5-2,7 mm ventralno od obexa. Dodatna potvrda da se mikropipeta s pomoc¢u koje
je vrSeno mikroubrizgavanje nalazila upravo u rafe jezgrama provedena je elektrofizioloskim
mapiranjem. Glutamatni agonist DLH (20+5 nl) bio je mikroubrizgan prema navedenim
koordinatama. Polozaj mikropipete po potrebi je prilagodavan dok se nije pronaslo mjesto s
kojega je bilo moguce izazvati povec¢anje pPNA (slika 6). U€inci mikroubrizgavanja DLH bili
su prolazni, reproducibilni 1 specifiéni za mjesto mikroubrizgavanja. Postupak
mikroubrizgavanja selektivnoga antagonista 5-HT;s receptora primijenjen je na mjestu s
kojega je bilo moguce izazvati ekscitacijski odgovor. Nakon elektrofizioloske potvrde,
cjevCica mikropipete isprana je fizioloSkom otopinom iz druge cjev€ice. Za povratak pPNA
na vrijednosti prije mikroubrizgavanja bilo je potrebno otprilike 10 minuta, te se tek tada
pristupalo mikroubrizgavanju WAY-100635. Po zavrSetku pokusa u isto je podrucje
mikroubrizgana mala koli¢ina boje (India Ink; 20+5 nl) koja je kasnije sluzila za histoloSku

potvrdu mjesta mikroubrizgavanja.
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Slika 6. Zapis arterijskoga tlaka, integriranoga signala freni¢koga Zivca (engl. Integrated
Phrenic Nerve Activity, IPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) 1 neobradenoga signala frenickoga
zivca (engl. Raw Phrenic Nerve Activity, RPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) prilikom
mikroubrizgavanja glutamatnoga agonista DLH (10 mM; 20+5 nl) u kaudalni dio rafe jezgara
uslijed kojega dolazi do povecanja IPNA i RPNA.

(Preuzeto 1 prilagodeno iz Valic M, Pecotic R, Pavlinac I, Valic Z, Peros K, Dogas Z.
Microinjection of methysergide into the raphe nucleus attenuated phrenic long-term

facilitation in rats. Exp Brain Res. 2010;202:583-9.)

Zivotinje su bile podijeljene u dvije skupine, skupinu WAY i kontrolnu skupinu (Slika
5). Nakon identifikacije rafe jezgara mikroubrizgavanjem sinaptickoga ekscitanta DLH,
skupini WAY (n=7) mikroubrizgan je antagonist 5-HT s receptora WAY-100635 (20+5 nL) u
isto podru¢je. Dvije minute nakon mikroubrizgavanja WAY-100635 zapoceo bi AIH
protokol. Kontrolnoj skupini Zivotinja (n=7) umjesto ispitivanoga serotoninskog 5-HT;a
antagonista WAY-100635 ubrizgana je jednaka koli¢ina fizioloske otopine (20+5 nL) nakon
prethodnoga identificiranja podru¢ja s pomocu DLH. Dvije minute nakon mikroubrizgavanja

fizioloske otopine, zapoceo bi AIH protokol.
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Kako bi se potvrdilo da mikroubrizgavanje WAY-100635 u kaudalno rafe podrucje
nije imalo dugotrajne nespecificne ucinke na aktivnost frenickoga zivca, dvjema dodatnim
zivotinjama je mikroubrizgan WAY-100635, ali zivotinje nisu izlozene AIH protokolu.

Tijekom 90 minuta snimanja pPNA tih Zivotinja nije se mijenjao.

4.2.  EKSPERIMENTALNI PROTOKOL

Nakon pripreme zivotinja i stabilizacije signala frenickoga Zivca uzet je pocetni
uzorak krvi za acidobazni status (0,2 ml u hepariniziranu staklenu kapilaru; neiskoristena krv
je vradena u Zzivotinju) te snimljen signal freni¢koga Zivca i srednjega arterijskog tlaka.
Snimljene vrijednosti smatrane su pocetnim uvjetima s kojima su kasnije usporedivane nastale
promjene. Zatim je po provedbi intravenskoga ubrizgavanja ili srediSnjega mikroubrizgavanja
proveden AIH protokol: pokusne Zivotinje izlozene su slijedu od 5 trominutnih hipoksija
(F10,=0,09), odvojenih trominutnim hiperoksijama (Fi0,=0,5).

Tocke u kojima je analiziran signal freni¢koga Zivca i srednjega arterijskog tlaka bile
su 5 hipoksijskih epizoda, te 15, 30 1 60 minuta nakon kraja posljednje hipoksije. Uzorci
arterijske krvi za acidobazni status nisu uzimani tijekom hipoksija kako bi se smanjio
sveukupni gubitak krvi svake pojedine Zivotinje, ve¢ samo 15, 30 i 60 minuta nakon
posljednjega hipoksijskog podrazaja (Slika 7 i 8).

Dodatne cetiri Zivotinje podvrgnute su istoj anestezioloskoj i kirurSkoj pripremi,
medutim nisu izlozene slijedu AIH-a, ve¢ jednoj kontinuiranoj hipoksiji u trajanju od 15
minuta. Podaci dobiveni analizom tih pokusa trebali su pokazati da akutna kontinuirana

hipoksija, za razliku od AIH ne dovodi do nastanka pLTFa.
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Slika 7. Protokol prvoga dijela istrazivanja u kojemu je WAY-100635 primijenjen intravenski
Skupina WAY60 primila je WAY-100635 60 minuta nakon posljednje hipoksije, a skupina

WAYO prije prve hipoksije.
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Slika 8. Protokol drugoga dijela istrazivanja u kojemu je WAY-100635 mikroubrizgavan u
kaudalni dio rafe jezgara
Kontrolnoj skupini u kaudalno rafe podru¢je mikroubrizgana je fizioloSka otopina, a skupini

WAY mikroubrizgan je WAY-100635.

4.3. HISTOLOSKA POTVRDA MJESTA UBRIZGAVANJA

Po zavrSetku pokusa Stakori u kojih je vrSeno mikroubrizgavanje u rafe podrucje su
transkardijalno perfundirani Zambonijevim fiksativom (2% formalin i 15% zasi¢ena pikri¢na
kiselina u 0,1 M fosfatnom puferu, PBS-u). Potom su im mozgovi izvadeni i pohranjeni u
Zambonijevom fiksativu 24 sata na 4° C te zatim isprani PBS-om. Izvadeni i fiksirani
mozgovi su rezani vibratomom (Vibratome Series 1000, Pelco® 101; Vibratome, St. Louis,
MO, SAD) na poprecne rezove debljine 50 um, koji su sluzili za histoloSku rekonstrukciju

mjesta mikroubrizgavanja. Nativni rezovi promatrani su s pomoc¢u mikroskopa te je mjesto
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mikroubrizgavanja odredeno na temelju udaljenosti od poznatih anatomskih struktura. Na taj
je nacin odredena podudarnost mjesta mikroubrizgavanja s elektrofizioloSkim odgovorom

nakon mikroubrizgavanja u podrucje kaudalnih rafe jezgara.

44. UZORKOVANIJE SIGNALA I OBRADA PODATAKA

4.4.1. Aktivnost frenickoga zivca

Signal frenickoga Zivca je pojacan (Super Z & System 1000 Modular Instrumentation,
CWE Inc., Ardmore, SAD), filtriran (pojasni filter 300 Hz—10 kHz) i pro¢iS¢en. Prosjecne
vrijednosti aktivnosti frenickoga Zzivca tijekom vremena pracene su s pomoc¢u MA-1000
Moving Averager, System 1000 Modular Instrumentation (CWE Inc., Ardmore, SAD) s
vremenskom konstantom 50 ms. Dobiveni signal — frenicki neurogram (PNG) sniman je s
pomocu PowerLab sustava (ADInstruments, Castle Hill, Australija) i analiziran u PowerLab
softveru, Chart for Windows verzija 5.4.2 1 Scope for Windows verzija 3.8 (ADI Instruments,
Castle Hill, Australija).

U istrazivanju je analizirana vrSna aktivnost freni¢koga zivca pPNA, frekvencija
disanja (f), trajanje inspirija (T1), ekspirija (Te) 1 ukupno trajanje respiracijskog ciklusa (Ttot;
Ti+Te=Ttot), te srednji arterijski tlak (engl. Mean Arterial Pressure, MAP). Navedeni
parametri su analizirani usrednjavanjem vrijednosti u vremenskom intervalu od 20 sekunda u
odredenim vremenskim toCkama: prije prve hipoksije (T0), za vrijeme pet hipoksijskih
epizoda (THI1-5), te 15 (T15), 30 (T30) i 60 (T60) minuta nakon kraja posljednje hipoksije.
Vrijednosti pPNA usporedene su kao postotne promjene od pocetne vrijednosti u svake

pojedine zivotinje.
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4.4.2. Statisticka obrada

Sve vrijednosti navedene su kao srednje vrijednosti + standardna pogreska. Dobiveni
rezultati obradenti su u statistiCkom paketu MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Belgija). Od
testova je koriStena ANOVA za ponavljana mjerenja (za usporedbe unutar skupina 1 medu
skupinama u istim vremenskim toc¢kama tijekom pokusa), uz Bonferroni post-hoc korekciju.

Statisticki zna¢ajnom smatrana je P vrijednost <0,05.

4.5. ETICKA NACELA

Svi navedeni pokusi prethodno su odobreni od strane Eti¢koga povjerenstva
Medicinskoga fakulteta SveuciliSta u Splitu u okviru znanstveno istraZivackih projekata
,Neuralna kontrola disanja u budnosti i spavanju*, br. 216-2163166-6513 MZOS RH (voditel]
prof. dr. sc. Zoran Dogas), ,,SrediSnja regulacija kardiovaskularnog i respiracijskog sustava —
uloga serotonina®, br. 216-2163166-3342 MZOS RH (voditeljica prof. dr. sc. Maja Vali¢) i
,Promjene disanja i simpaticke ziv€ane aktivnosti prilikom ponavljanih hipoksija - uloga
serotonina® HRZZ br. 09/165 (voditeljica prof. dr. sc. Maja Vali¢). Prikladni model za
izvodenje ovih pokusa je Stakor anesteziran uretanom. Svi kirurSki postupci izvedeni su na
zivotinjama u anesteziji odgovarajucega stupnja prema etickim nacelima. Eutanazija Zivotinja
po zavrSetku protokola vrSena je predoziranjem anestetikom te intravenskom primjenom
zasi¢ene otopine kalijeva klorida u Zivotinja u kojih se ispitivani lijek primjenjivao
intravenski, prema naputcima American Veterinary Medical Association Panel on Euthanasia.
U zZivotinja u kojih je vrSeno mikroubrizgavanje 1 histoloska potvrda mjesta
mikroubrizgavanja eutanazija se izvodila transkardijalnom perfuzijom Zambonijevim

fiksativom pri dubokoj anesteziji.
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S. REZULTATI

5.1.  STUDIJA 1 - ULOGA SEROTONINSKIH 5-HT;» RECEPTORA U NASTANKU I
ODRZAVANJU DUGOROCNE FACILITACUE FRENICKOGA ZIVCA

Intravensko ubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT;, receptora WAY-100635
prije izlaganja zivotinja AIH protokolu sprijecilo je nastanak pLTF-a. Nadalje, intravensko
ubrizgavanje WAY-100635 nakon §to se pLTF ve¢ razvio sprijecilo je ocuvanje pLTF-a. U
kontrolnoj skupini zivotinja, nakon izlaganja AIH protokolu, izazvan je pLTF koji se o€itovao
statisticki znacajnim povec¢anjem pPNA 60 minuta nakon kraja posljednjega hipoksijskog
podrazaja (povecanje pPNA za 121,6£7,3%, P<0,001; Slika 9, kontrolna skupina, Slika 10a),
u usporedbi s pocetnim vrijednostima. Vrijednost pPNA nije bila statisti¢ki znacajno razliita
15 i 30 minuta nakon kraja posljednje hipoksije u usporedbi s pocetnim vrijednostima
(smanjenje pPNA za 0,1+5,0% u T15 i poveéanje pPNA za 31,5+5,2% u T30, P>0,05; Slika
9, kontrolna skupina, Slika 10a).

U Zivotinja skupine WAYO kojima je WAY-100635 ubrizgan prije pocetka AIH
protokola pLTF nije se razvio. Vrijednost pPNA u Zivotinja iz WAYO0 skupine 60 minuta
nakon kraja posljednje hipoksije bila je statisticki znacajno manja nego prije pocetka AIH
protokola (smanjenje pPNA za 30,7+3,6%, P=0,013; Slika 9, WAYO0 skupina, Slika 10a), kao
i u usporedbi s kontrolnom skupinom zivotinja (P<0,001; Slika 10a). U usporedbi s
vrijednostima u po¢etnim uvjetima, nije bilo statisticki znacajne promjene vrijednosti pPNA
15 1 30 minuta nakon kraja posljednje hipoksije (smanjenje pPNA za 1,4+3,7% u T15 1 za

17,9+2,9% u T30, P>0,05; Slika 9, WAYO skupina, Slika 10a).
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Slika 9. Integrirani signal frenickoga Zivca (engl. Integrated Phrenic Nerve Activity, IPNA;
arbitrarne jedinice, a.j.) 1 neobradeni signal frenickoga Zivca (engl. Raw Phrenic Nerve
Activity, RPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) nakon ponavljane hipoksije u Stakora kontrolne
skupine 1 Stakora kojemu je WAY-100635 ubrizgan intravenski prije izlaganja hipoksijama. U
Stakora kontrolne skupine vidljiv je pLTF, tj. poveéanje pPNA u T60. Stakor koji je dobio
WAY-100635 nije razvio pLTF. Signal frenickoga Zivca prikazan je prije prve hipoksije (T0),
za vrijeme prve hipoksije (TH1) i 15 (T15), 30 (T30) i 60 (T60) minuta nakon kraja
posljednje hipoksije.
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Slika 10. Vremenski slijed promjena pPNA (podslika a) u kontrolnoj (#) i skupini koja je

prije hipoksija dobila WAY-100635 (WAYO0, A), nakon AIH protokola. U kontrolnoj skupini

u T60 razvio se pLTF, dok u WAYO skupini nije. Skupina vremenske kontrole (m) nije bila
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izlozena AIH protokolu, niti je dobila WAY-100635. Utjecaj blokiranja 5-HT; receptora na
aktivnost freni¢koga Zzivca tijekom svih ponavljanih hipoksija prikazan je na podslici b
(*statisticki znaCajna razlika od pocetne vrijednosti u TO, P<0.001; fstatisticki znacajna
razlika od kontrolne skupine, P<0.001). Tocka prije prve hipoksije (TO), pet hipoksijskih
epizoda (THI1-5), 15 min (T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja posljednje hipoksije.

Kako bi se ispitala uloga 5-HT, 4 receptora u ocuvanju pLTF-a, Zivotinjama WAY 60
skupine ubrizgan je WAY-100635 nakon Sto se pLTF ve¢ razvio. Prije ubrizgavanja WAY-
100635, ni u jednoj vremenskoj to€ci nije bilo statisticki znacajne razlike u pPNA izmedu
kontrolne i WAY60 skupine (P>0,05). U WAY60 skupini postojalo je povecéanje pPNA u
T60 za 147,7+12,5% u usporedbi s pocetnim vrijednostima. U svih sedam Zivotinja WAY60
skupine, nakon ubrizgavanja WAY-100635, doslo je do statisticki znaajnoga smanjenja
pPNA i njezinoga priblizavanja pocetnim vrijednostima (pPNA je bila za 16,1+4,7% veca od
pocetnih vrijednosti; Slika 11a i 11b). Tijekom cijeloga daljnjeg vremena pracenja (duze od

30 minuta), pPNA ostala je na postignutoj vrijednosti.

a) Ucinak intravenskoga ubrizgavanja WAY-100635
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Slika 11. Ucinak intravenskoga ubrizgavanja WAY-100635 u T60 nakon Sto se pLTF ve¢
razvio. Nakon ubrizgavanja WAY-100635, doslo je do statisticki znacajnoga smanjenja
pPNA. Na podslici a prikazani su arterijski tlak (MAP), integrirani signal frenickoga zivca
(IPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) i neobradeni signal frenic¢koga Zivca (RPNA; arbitrarne
jedinice, a.j.) tijekom pocetnih uvjeta (TO), 60 minuta nakon kraja posljednje hipoksije (T60),
tijekom intravenskoga ubrizgavanja WAY-100635 (WAY60), te 10 minuta kasnije (zavrSna
kontrola). Vremenski slijed promjena pPNA (podslika b) u kontrolnoj (#) 1 skupini koja je
dobila WAY-100635 u T60 (WAY60, A). U obje skupine razvio se pLTF 60 minuta nakon
posljednje hipoksije, ali u WAY60 skupini, nakon davanja WAY-100635 doslo je do
smanjenje pPNA. Tocka prije prve hipoksije (T0), 15 min (T15), 30 min (T30), 60 min (T60)
nakon kraja posljednje hipoksije, 10 minuta nakon davanja WAY-100635 (TW).

Tijekom hipoksijskih epizoda, pPNA bila je pove¢ana u svim skupinama Zivotinja.
Medutim, nije postojala statisticki zna€ajna razlika u pPNA tijekom hipoksija izmedu
kontrolne i WAYO skupine (P>0,05; Slika 10b).

Frekvencija disanja kao pokazatelj aktivnosti frenickoga Zivca nije se statisticki

znacajno razlikovala izmedu kontrolne, WAYO0 i WAY60 skupine u bilo kojoj vremenskoj
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tocci tijekom cijeloga trajanja pokusa (P>0,05; Slika 12a). Ni u jednoj pokusnoj skupini nije
bilo statisticki znacajne razlike u frekvenciji disanja tijekom pet hipoksijskih epizoda i 15, 30
i 60 minuta nakon posljednje hipoksije, u usporedbi s pocetnim vrijednostima frekvencije

disanja odgovarajuce pokusne skupine (Slika 12b).
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Slika 12. Vremenski slijed promjena frekvencije frenickoga Zivca (broj udisaja/min, podslika
a) u kontrolnoj (#) i skupini koja je dobila WAY-100635 prije AIH protokola (WAYO, A),
nakon AIH protokola. Skupina vremenske kontrole (m) nije bila izloZzena AIH protokolu, niti
je dobila WAY-100635. Utjecaj blokiranja 5-HT A receptora na frekvenciju frenickoga Zivca
tijekom svih pet hipoksijskih epizoda je prikazana na podslici b. Tocka prije prve hipoksije
(TO), pet hipoksijskih epizoda (THI-5), 15 min (T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon
kraja posljednje hipoksije.

Nadalje, nije bilo statisticki zna¢ajnih razlika u trajanju Ti, Te i Ttot izmedu kontrolne

1 WAYO0 i WAY60 skupine u bilo kojoj vremenskoj tocci tijekom trajanja pokusa (Tablica 1).

Tablica 1. Promjene u trajanju vremena inspirija (Ti), ekspirija (Te) i cjelokupnoga ciklusa

disanja (Ttot) tijekom pokusa u kontrolnoj, WAYO0 1 WAY 60 skupini Zivotinja.
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T30 T60
Kontrolna skupina (n=7)
Ti 0,46+0,01 0,53+0,01 0,50+0,01 0,49+0,01
Te 0,98+0,03 1,19+0,04 1,15+0,04 1,01+0,02
Ttot 1,43+0,03 1,70+0,04 1,65+0,04 1,49+0,02
WAYO skupina (n=7)
Ti 0,57+0,02 0,64+0,03 0,62+0,01 0,58+0,01
Te 1,02+0,03 0,92+0,04 0,88+0,04 1,04+0,07
Ttot 1,60+0,04 1,56+0,04 1,50+0,04 1,64+0,07
WAY60 skupina (n=7)
Ti 0,49+0,01 0,51+0,01 0,53+0,01 0,51+0,01
Te 0,95+0,04 1,06+0,05 0,98+0,04 0,95+0,03
Ttot 1,45+0,03 1,58+0,03 1,50+0,03 1,46+0,03
TH1 TH2 TH3 TH4 THS
Kontrolna skupina (n=7)
Ti 0,3440,01 0,37+0,01 0,36+0,004 0,38+0,004 0,45+0,08
Te 0,91+0,02 0,88+0,02 0,89+0,02 0,85+0,02 0,77+0,09
Ttot 1,25+0,01 1,26+0,02 1,26+0,02 1,23+0,01 1,22+0,01
WAYO skupina (n=7)
Ti 0,46+0,01 0,44+0,01 0,4440,01 0,46+0,01 0,47+0,01
Te 0,8340,01 0,83+0,02 0,78+0,01 0,7540,01 0,75+0,01
Ttot 1,29+0,02 1,27+0,03 1,22+0,01 1,21£0,01 1,22+0,01
WAY60 skupina (n=7)
Ti 0,40+0,01 0,39+0,01 0,40+0,01 0,40+0,01 0,42+0,01
Te 0,83+0,02 0,81+0,02 0,80+0,01 0,77+0,01 0,78+0,01
Ttot 1,24+0,02 1,20+0,01 1,21+0,01 1,18+0,01 1,19+0,01
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Vrijednosti su izrazene u sekundama (srednja vrijednost + SEM). Prikazane vrijednosti su:
trajanje inspirija (Ti), trajanje ekspirija (Te), trajanje cjelokupnoga ciklusa disanja (Ttot).
Tocka prije prve hipoksije (TO), 15 min (T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja
posljednje hipoksije, pet hipoksijskih epizoda (TH1-5).

Srednji arterijski tlak nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu kontrolne, WAYO i
WAYG60 skupine tijekom cijeloga trajanja pokusa. Srednji arterijski tlak smanjivao se tijekom
hipoksijskih epizoda u svih Zivotinja (Tablica 2). Po zavrSetku hipoksija, vrijednost srednjega
arterijskog tlaka vracala se na vrijednosti sliéne pocetnima u svim promatranim skupinama

zivotinja (Tablica 2).

Tablica 2. Srednji arterijski tlak (MAP) tijekom pokusnoga protokola u kontrolnoj (n=7),

WAYO0 (n=7) i WAY60 skupini Zivotinja (n=7).

MAP (mmHg)
TO T15 T30 T60

Kontrolna skupina 127,1+6,1 124,3+8,2 122,6+8,3 99,7+6,8

WAYO skupina 129,0+8,8 100,3+13,0 99,9+16,3 94,2+16,8

WAY60 skupina 124,0+5,8 130,0+9,8 121,1£10,5 118,1+13,1

MAP (mmHg)
TH1 TH2 TH3 TH4 THS

Kontrolna skupina 99,4+7,1 95,6+8,5 90,9+10,0 88,8+9,7 86,8+10,2
WAYO skupina 54,7+6,4 50,9+8,0 44,7+£5,9 44,8445 41,7+6,7
WAYG60 skupina 84,6+13,5 75,6+£9,6 62,2+7.,4 63,5+5,7 66,9+7,0

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SEM. Tocka prije prve hipoksije (T0), 15 min
(T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja posljednje hipoksije, pet hipoksijskih epizoda
(THI1-5).
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Intravensko ubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT ;A receptora WAY-100635 60
minuta nakon kraja posljednje hipoksije dovelo je do statisticki znaCajnoga sniZenja
vrijednosti srednjega arterijskog tlaka sa 118,1+13,1 mmHg na 92,8+14,8 mmHg (P<0,001).
Taj u¢inak WAY-100635 na srednji arterijski tlak trajao je otprilike 2-10 minuta.

Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u vrijednostima PaCO, i PaO, unutar i izmedu

pokusnih skupina tijekom cijeloga vremena trajanja pokusa (Tablica 3).

Tablica 3. Parcijalni tlak kisika (PaO,) i ugljikova dioksida (PaCO,) u arterijskoj krvi tijekom

pokusa u kontrolnoj (n=7), WAYO0 (n=7) i WAY60 skupini zivotinja (n=7).

PaO, (mmHg)

TO T15 T30 T60
Kontrolna skupina 216,6+15,1 251,3+8,8 252,4+11,3 235,5+£17,9
WAYO skupina 215,3+16,1 233,14+20,1 244.9+11,8 245,7+£23,1
WAYG60 skupina 248,2+11,8 254,0+£9,9 261,2+11,1 237,6£15,8

PaCO, (mmHg)

TO T15 T30 T60
Kontrolna skupina 42,4+0,4 42.9+0,7 43,6£2,2 43.2+1,0
WAYO skupina 42,5+1,0 42,114 43,0+1,8 42,3+1,5
WAY60 skupina 43,1£1,0 42,6+1,2 42,0+1,1 42,7+1,0

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SEM. Tocka prije prve hipoksije (T0), 15 min
(T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja posljednje hipoksije.
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5.2.  STUDIJA 2 - ULOGA SEROTONINSKIH 5-HT;5, RECEPTORA U KAUDALNOM
RAFE PODRUCJU U DUGOROCNOJ FACILITACII FRENICKOGA ZIVCA

Blokiranje serotoninskih 5-HT;n receptora u kaudalnom rafe podrucju
mikroubrizgavanjem selektivnoga antagonista 5-HT;a receptora, WAY-100635 sprijecilo je

nastanak pLTF-a izazvanoga AIH protokolom na pokusnom modelu $takora (Slika 13 i 14a).

| Kontrolna skupina

-

Z -

=T MMMMMMMUMMUMM
10s

| WAY skupina

IPNA
(aj.)

i

i

TO THI T15 T30 T60

(aj.)

RPNA

“”memwwww

Slika 13. Integrirani signal frenickoga zivca (engl. Integrated Phrenic Nerve Activity, IPNA;
arbitrarne jedinice, a.j.) 1 neobradeni signal frenickoga Zivca (engl. Raw Phrenic Nerve
Activity, RPNA; arbitrarne jedinice, a.j.) nakon AIH protokola u jedne Zivotinje iz kontrolne
skupine (Kontrolna skupina na slici) i jedne Zivotinje kojoj je mikroubrizgan WAY-100635
prije izlaganja hipoksijama (WAY skupina na slici). U Zivotinje kontrolne skupine vidljiv je
pLTF, tj. pove¢anje pPNA u T60. Zivotinja kojoj je mikroubrizgan WAY-100635 nije razvila
pLTF. Signal freni¢koga zivca prikazan je prije prve hipoksije (TO0), za vrijeme prve hipoksije
(TH1) 1 15 (T15), 30 (T30) 1 60 (T60) minuta nakon kraja posljednje hipoksije.
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Slika 14. Vremenski slijed promjena pPNA (podslika a) i frekvencije frenickoga zivca (broj
udisaja/min, podslika b) u kontrolnoj (m) 1 skupini kojoj je mikroubrizgan WAY-100635
(WAY, ¢). U kontrolnoj skupini u T60 razvio se pLTF, dok se u WAY skupini nije razvio
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pLTF (*statisticki znacajna razlika od pocetnih uvjeta, P<0.05; fstatisticki znacajna razlika
od kontrolne skupine, P=0,003). Tocka prije prve hipoksije (TO), pet hipoksijskih epizoda
(TH1-5), 15 min (T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja posljednje hipoksije.

U svih kontrolnih Zivotinja izazvan je pLTF, s najve¢im povec¢anjem pPNA 60 minuta
nakon kraja posljednjega hipoksijskog podrazaja (povecanje od 72,9+17,5%, P=0,008), u
usporedbi s pocetnim vrijednostima (Slika 13 i 14a). U kontrolnoj skupini aktivnost
freniCkoga zivca nije se statisticki znacajno mijenjala 15 i 30 minuta nakon kraja posljednje
hipoksijske epizode (pPNA povecana za 2,4+13,5 u T15 i za 32,3+29,3% u T30, P>0,05;
Slika 14a) u usporedbi s pocetnim vrijednostima.

Mikroubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT;n receptora WAY-100635 u
kaudalno rafe podrucje prije izlaganja AIH protokolu nije mijenjalo osnovnu pPNA tijekom
pocetnih uvjeta. Nadalje, HVR bio je ofuvan u skupini zivotinja kojoj je mikroubrizgan
WAY-100635. Tijekom svih pet hipoksijskih podrazaja pPNA znacajno je bila povecana u
usporedbi s vrijednostima tijekom pocetnih uvjeta i u kontrolnoj (prosjecno povecanje pPNA
tijekom svih hipoksijskih epizoda od 228,0+19,8%, P<0,05; Slika 14a) i u WAY skupini
(prosje¢no povecanje pPNA tijekom svih hipoksijskih epizoda od 227,7£19,5%, P<0,05;
Slika 14a). Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u pPNA tijekom hipoksijskih epizoda izmedu
kontrolne i WAY skupine (P>0,05; Slika 14a).

U skupini Zivotinja kojoj je WAY-100635 mikroubrizgan u kaudalno rafe podrucje,
pLTF nije se razvio 60 minuta nakon kraja posljednjega hipoksijskog podrazaja. Stovise,
pPNA 1 sat po zavrSetku AIH protokola bila je smanjena za 15,4+16,9%, u usporedbi s
pocetnom vrijednoS¢u (P>0,05; Slika 14a) i u usporedbi s kontrolnom skupinom (P=0,003;
Slika 14a). Sli¢no kao i u kontrolnoj skupini, nije bilo statisticki znacajnih promjena u pPNA

15 (smanjenje pPNA za 12,9+13,1%, P>0,05; Slika 14a) i 30 minuta (smanjenje pPNA za
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18,2+12,9%, P>0,05; Slika 14a) nakon kraja posljednje hipoksije u usporedbi s pocetnom
vrijednoS¢u pPNA.

Mikroubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT;s receptora WAY-100635 u
kaudalno rafe podrucje Stakora nije znacajno mijenjalo osnovnu frekvenciju disanja. Nakon
AIH protokola, frekvencija disanja vracala se na pocetne vrijednosti u svim promatranim
tockama (T15, T30 1 T60) 1 nije se znacajno razlikovala od vrijednosti izmjerenih u kontrolnoj
skupini (P>0,05; Slika 14b).

Promjene u parametrima ritma disanja (Ti, Te 1 Ttot) izazvane AIH protokolom nisu
bile statisticki znacajno razli¢ite izmedu kontrolne 1 WAY skupine u prethodno definiranim

vremenskim to¢kama mjerenja (Tablica 4).

Tablica 4. Promjene u trajanju vremena inspirija (Ti), ekspirija (Te), i cjelokupnoga ciklusa

disanja (Ttot) tijekom eksperimentalnoga protokola u kontrolnoj i pokusnoj skupini zivotinja.

TO T15 T30 T60

Kontrolna skupina (n=7)

Ti 0,57+0,03 0,58+0,02 0,58+0,03 0,56+0,04
Te 0,90+0,07 0,88+0,05 0,92+0,05 0,91+0,06
Ttot 1,46+0,07 1,46+0,05 1,50+0,07 1,47+0,05

WAY skupina (n=7)

Ti 0,54+0,05 0,59+0,05 0,52+0,04 0,51+0,03
Te 0,90+0,07 0,83+0,05 0,85+0,04 0,90+0,04
Ttot 1,44+0,05 1,42+0,06 1,37+0,05 1,40+0,05

53



Ivana Pavlinac Dodig Doktorska disertacija REZULTATI
THI1 TH2 TH3 TH4 THS
Kontrolna skupina (n=7)
Ti 0,42*+0,02 0,43*+0,03 0,42*+0,02 0,42*+0,03 0,42*+0,02
Te 0,87+0,06 0,84+0,04 0,83+0,03 0,82+0,04 0,82+0,04
Ttot 1,29+0,05 1,27+0,03 1,26*+0,03 1,24*+0,04 1,24*+0,03
WAY skupina (n=7)
Ti 0,42*+0,04 0,42*+0,04 0,41*+0,03 0,41*+0,04 0,40*+0,03
Te 0,90+0,05 0,87+0,04 0,87+0,05 0,87+0,05 0,85+0,04
Ttot 1,32+0,06 1,29+0,03 1,29+0,03 1,29+0,03 1,25+0,03

Vrijednosti su izrazene u sekundama (srednja vrijednost = SEM). Prikazane vrijednosti su:

trajanje inspirija (T1), trajanje ekspirija (Te), trajanje cjelokupnoga ciklusa disanja (Ttot).

Tocka prije prve hipoksije (TO), 15 min (T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja

posljednje hipoksije, pet hipoksijskih epizoda (THI1-5). *Statisticki znacajna razlika od

pocetnih vrijednosti u TO (P<0,05)

Pocetna vrijednost srednjega arterijskog tlaka bila je 100,0+£8,5 mmHg u kontrolnoj

skupini te 94,3+6,5 mmHg u WAY skupini, §to nije bilo statisticki znacajno razlicito

(P>0,05). Tijekom hipoksija vrijednost srednjega arterijskoga tlaka pala je u obje skupine: u

kontrolnoj u prosjeku za 31,4+1,5 mmHg (P>0,05) i u WAY skupini za 36,8+2,4 mmHg

(P<0,05) u usporedbi s pocetnim vrijednostima. Nakon hipoksijskih podrazaja, srednji

arterijski tlak u obje se skupine vratio na vrijednosti slicne pocetnim vrijednostima, §to je

prikazano u Tablici 5. Nije bilo statisticki znacajnih razlika u srednjem arterijskom tlaku

izmedu kontrolne 1 WAY skupine tijekom svih promatranih tocaka za vrijeme trajanja pokusa.
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Tablica 5. Srednji arterijski tlak (MAP) tijekom pokusnoga protokola u kontrolnoj (n=7) i

WAY skupini zivotinja (n=7).

MAP (mmHg)
TO T15 T30 T60

Kontrolna skupina 100,0£8,5 102,7+8,0 105,9+9.,4 100,2+13,4
WAY skupina 94,3+6,5 91,6+8,0 92,2+11,2 88,3+7,2

MAP (mmHg)

TH1 TH2 TH3 TH4 THS

Kontrolna skupina 73,8+9,9 65,8%+9,9 65,9%+10,5 68,9%+12,8 68,7*+12,8
WAY skupina 65,9%£8,1 56,0%+5,3 57,5*%+10,1 57,3%+8,6 51,0%+10,4

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SEM. Tocka prije prve hipoksije (T0), 15 min
(T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja posljednje hipoksije, pet hipoksijskih epizoda
(TH1-5). *Statisticki znacajna razlika od pocetnih vrijednosti, prije prve hipoksije u TO
(P<0.05)

Pocetne vrijednosti PaCO; bile su 42,6+1,2 mmHg u kontrolnoj skupini i 42,8+1,8
mmHg u WAY skupini. Pocetne vrijednosti PaO; bile su 243,34+15,2 mmHg u kontrolnoj i
241,749,3 mmHg u WAY skupini. Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u vrijednostima
PaCO; i PaO, unutar i izmedu skupina tijekom svih promatranih to¢aka za vrijeme trajanja

pokusa (Tablica 6).
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Tablica 6. Parcijalni tlak kisika (PaO,) i ugljikova dioksida (PaCO) u arterijskoj krvi tijekom

eksperimentalnoga protokola u kontrolnoj (n=7) i WAY skupini Zivotinja (n=7).

PaO, (mmHg)

TO T15 T30 T60
Kontrolna skupina 243,3+15,2 241,8+15,6 241,4+19,9 255,4+13,4
WAY skupina 241,749,3 248,6+12,4 245,1+10,3 235,4+11,4

PaCO, (mmHg)

TO T15 T30 T60
Kontrolna skupina 42,6+£1,2 42,0+2,1 42,3+2.0 42,0+0,8
WAY skupina 42 8+1,8 41,514 42.1+1,6 41,919

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SEM. Tocka prije prve hipoksije (T0), 15 min
(T15), 30 min (T30), 60 min (T60) nakon kraja posljednje hipoksije.

Mjesto mikroubrizgavanja WAY-100635 u kaudalno rafe podruc¢je histoloski je
potvrdeno, Sto je prikazano na Slici 15.

Izlaganje pokusnih Zivotinja akutnoj kontinuiranoj hipoksiji u trajanju od 15 minuta
nije uzrokovalo nastanak pLTF-a. Vrijednost pPNA nije bila statisticki znacajno razlicita u
vremenskim tockama 15, 30 1 60 minuta nakon kontinuirane hipoksije u usporedbi s pocetnim
vrijednostima (povecanje pPNA za 21,9421,7% u T15, povecanje za 10,7+27,1% u T30 i

smanjenje za 9,7+21,5% u T60, P>0,05).
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Slika 15. Mikroskopska fotografija poprecnoga presjeka kroz kaudalno rafe podrucje. Strelica
pokazuje mjesto mikroubrizgavanja WAY-100635 koje je u izdvojenom prikazu dodatno

povecano kako bi se jasnije vidjelo.
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6. RASPRAVA

U dijelu disertacije koji se bavi istrazivanjem uloge serotoninskih 5-HT) 4 receptora u
nastanku 1 odrzavanju pLTF-a dokazano je da sistemsko ubrizgavanje selektivnoga
antagonista 5-HT 4 receptora WAY-100635 prije izlaganja Zivotinja AIH protokolu sprje¢ava
nastanak pLTF-a. Nadalje, intravensko ubrizgavanje WAY-100635 nakon $to se pLTF ve¢
razvio, dovodi do smanjenja pPNA gotovo do pocetnih vrijednosti prije AIH protokola.
Navedeni rezultati pokazuju kako je aktivacija serotoninskih 5-HT;s receptora vazna za
nastanak, ali i za odrzavanje pLTF-a u vagotomiziranih, mehanicki ventiliranih i paraliziranih
Sprague-Dawley Stakora anesteziranih uretanom.

U dijelu disertacije koji se bavi istrazivanjem uloge serotoninskih 5-HT;a receptora
smjesStenih na supraspinalnoj razini u kaudalnom rafe podru¢ju u mehanizmu nastanka pLTF-
a, dokazano je kako mikroubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT;, receptora WAY-
100635 u kaudalno rafe podrucje Stakora, prije izlaganja AIH protokolu, sprjecava razvoj
pLTF-a. Moze se zakljuciti kako su serotoninski 5-HT;, receptori na supraspinalnoj razini u
podrucju kaudalnih rafe jezgara vazni za nastanak pLTF-a u vagotomiziranih, mehanicki

ventiliranih i paraliziranih Sprague-Dawley Stakora anesteziranih uretanom.

6.1. ULOGA SEROTONINSKIH 5-HT;» RECEPTORA U NASTANKU I
ODRZAVANJU DUGOROCNE FACILITACUE FRENICKOGA ZIVCA

Dugorocna facilitacija disanja sredi$nji je neuralni mehanizam ovisan o serotoninu te
je pokazano da se nastanak pLTF-a moZe sprijeciti blokiranjem 5-HT receptora intravenskom
primjenom metisergida [12, 38]. Pri nastanku i odrzavanju pLTF-a vazno je to¢no vrijeme

aktivacije serotoninskih receptora. Prethodna istraZivanja pokazala su da je aktivacija
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serotoninskih receptora tijekom hipoksijskih podrazaja potrebna za nastanak pLTF-a [34, 82].
Fuller i sur. pokazali su da blokiranje serotoninskih 5-HT, receptora ketanserinom prije
izlaganja pokusnih Zzivotinja hipoksijama sprjeCava nastanak pLTF-a. Medutim blokiranje
serotoninskih 5-HT, receptora po zavrSetku hipoksija nije imalo u¢inka na nastanak pLTF-a
[82]. Ipak, ostalo je nejasno je li za oCuvanje ve¢ razvijenoga pLTF-a potrebna kontinuirana
aktivacija serotoninskih receptora dugo nakon kraja hipoksijskih podrazaja [34].

U ovoj studiji, intravensko ubrizgavanje selektivnoga antagonista serotoninskih 5-
HT;A receptora WAY-100635 prije izlaganja Zivotinja AIH protokolu sprijecilo je nastanak
pLTF-a, potvrdujuéi vaznost 5-HT;a receptora u razvoju respiracijske plasti¢nosti. Nadalje,
ukoliko je selektivni antagonist 5-HT; 4 receptora WAY-100635 primijenjen nakon nastanka
pLTF-a, doslo je do znacajnoga smanjenja pPNA, tj. do nestanka pLTF-a. Na temelju
navedenih rezultata moze se zakljuciti kako je kontinuirana aktivacija serotoninskih 5-HT4
receptora potrebna za odrzavanje pLTF-a izazvanoga ponavljanim hipoksijama.

Sistemsko davanje WAY-100635 nije omogucilo identifikaciju tocnoga mehanizma i
preciznoga mjesta djelovanja WAY-100635 (na supraspinalnoj ili spinalnoj razini). WAY-
100635 je selektivan antagonist 5-HT;s receptora, bez ikakve agonisticke ili djelomicne
agonisti¢ke aktivnosti. Nadalje, WAY-100635 je pokazao viSe nego sto puta vecu selektivnost
za 5-HT;a receptore nego za druge serotoninske receptore, ili receptore drugih
neurotransmitera, Sto ga ¢ini prikladnim antagonistom za istraZivanje 5-HT s receptora [96].

Nekoliko studija pokazalo je korelaciju izmedu jacine odgovora na prvi hipoksijski
podrazaj i amplitude pPNA 60 minuta nakon posljednjega hipoksijskog podrazaja, na taj
nacin da zivotinje s ja¢im odgovorom na hipoksiju imaju ve¢i pLTF [34, 57]. Baker-Herman i
sur. [57] na temelju visestruke regresijske analize doSli su do jednadzbe kojom su mogli

predvidjeti iznos promjene pLTF-a:
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pLTF =-61,595 + (1,8 X pocetna frekvencija disanja) + (2,27 X frekvencijski LTF)

+ (0,31 X pPNA tijekom hipoksije)

U kontrolnoj i WAYO skupini Zivotinja koja je WAY-100635 primila prije izlaganja
AIH protokolu, bio je ocuvan odgovor na hipoksiju. Koriste¢i gore navedenu jednadzbu u
kontrolnoj skupini zivotinja ocekivani pLTF iznosio bi 220%, a u WAYO0 skupini 120%.
Medutim, usprkos ocuvanom hipoksijskom odgovoru i ocekivanom nastanku pLTF-a u
WAYO skupini, pLTF ipak nije nastao.

Op¢enito, smatra se kako izlaganje AIH-u dovodi do razvoja frekvencijskoga pLTF-a
u budnih i decerebriranih zivotinja, ali ne i u anesteziranih i1 vagotomiziranih Stakora [42, 57,
97]. U ovoj studiji nije zabiljezen frekvencijski ve¢ samo amplitudni pLTF izraZen
povecanjem amplitude pPNA. Postoje dokazi kako su frekvencijski i amplitudni LTF
posljedice razli¢itih dogadaja u mozdanom deblu [23]. Izgleda da su za nastanak
frekvencijskoga LTF-a odgovorna podru¢ja mozdanoga debla koja stvaraju ritam disanja, a za
nastanak amplitudnoga LTF-a respiracijski motoneuroni u produljenoj mozZdini. Ipak, bez
obzira na razli¢ito mjesto nastanka, ¢ini se da su za amplitudni i frekvencijski pLTF vaZni
slicni stani¢ni 1 sinapticki mehanizmi [57]. Pokazano je da osim serotonina i drugi
neurotransmiteri i neuromodulatori imaju vaznu ulogu u nastanku frekvencijskoga LTF-a,
1izmedu ostalih oreksin i tvar P [98, 99].

Snazan hipoksijski podrazaj moze dovesti do aktivacije serotoninskih rafe neurona
[100] koja je neophodna za nastanak pLTF-a. Kinkead 1 sur. pokazali su da serotoninski 5-
HT, i 5-HT, receptori imaju utjecaj na razvoj respiracijske plasticnosti pridonoseci ravnotezi
izmedu inhibicijske 1 facilitacijske serotoninske neuromodulacije [35]. Pri tome serotoninski
5-HT; receptori imaju vaznu ulogu koju barem djelomi¢no ostvaruju autoinhibicijskim

djelovanjem na neuronima smjestenima u rafe jezgrama nadziruci otpustanje serotonina.

60



Ivana Pavlinac Dodig Doktorska disertacija RASPRAVA

U rafe jezgrama u produljenoj mozdini 5-HT;n receptori smjeSteni su na
presinaptickim membranama, kao klasi¢ni autoreceptori [76, 85]. Jasno je kako blokiranje
autoreceptora pojacava otpusStanje serotonina iz rafe jezgara i potpomaze sinapticki prijenos
na freni¢ki zivac [38]. S druge strane, pokazano je da modulacija disanja posredovana
agonistima 1 antagonistima serotoninskih 5-HT;s receptora [89] svoj ucinak ostvaruje
djelovanjem na autoreceptore, ali i moduliranjem aktivnosti razli¢itih vrsta neurona. Stoga
postoji mogucénost da agonisti 1 antagonisti poniStavaju medusobni ucinak, $to rezultira
nekonzistentnim ukupnim uc¢inkom na disanje. U ovoj studiji, sistemska primjena WAY-
100635 imala je kratkotrajni i beznacajni ucinak na osnovnu freni¢ku aktivnost i arterijski
tlak, sugeriraju¢i da serotoninski 5-HT;n receptori nemaju ulogu u tonic¢koj kontroli
respiracijske aktivnosti, ve¢ su aktivirani samo tijekom odgovora na specifi¢ni podrazaj.

lako je pokazano kako je u modulaciji pLTF-a vazna aktivacija serotoninskih
receptora smjestenih u kraljeZznickoj mozdini [97], rezultati nedavne studije pokazali su kako
aktivacija serotoninskih receptora na supraspinalnoj razini takoder ima vaZznu ulogu u
manifestaciji pLTF-a [36]. StoviSe, poznato je da aktivacija serotoninskih neurona u
kaudalnom rafe podru¢ju ima ekscitacijske ucinke na disanje [90-92]. Takoder,
mikroubrizgavanje metisergida u kaudalno rafe podrucje sprijecilo je nastanak pLTF-a nakon
izlaganja AIH protokolu [36], ¢ime je dokazana vaZna uloga supraspinalnih mehanizama u
modulaciji pLTF-a. Stoga, bilo je zanimljivo ispitati imaju li serotoninski 5-HT s receptori na

supraspinalnoj razini u podru¢ju kaudalnih rafe jezgara ulogu u mehanizmu nastanka pLTF-a.
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6.2. ULOGA SEROTONINSKIH 5-HT;a» RECEPTORA U KAUDALNOM RAFE
PODRUCJU U DUGOROCNOJ FACILITACUI FRENICKOGA ZIVCA

U vecini dosadasnjih studija o neuralnoj kontroli disanja istraZzeni su u¢inci modulacije
postsinaptickih 5-HT receptora na razini spinalnih motoneurona na razvoj respiracijske
plasticnosti izazvane AIH-om [12]. Pa ipak, ucinak modulacije specifi¢nih serotoninskih
receptora na supraspinalnoj razini, ukljuc¢ujuéi podruc¢je kaudalnih rafe jezgara na pLTF do
sada nije bio istrazen. U prethodnom istrazivanju iz laboratorija Zavoda za neuroznanost
Medicinskoga fakulteta u Splitu, mikroubrizgavanje neselektivnoga antagonista serotoninskih
receptora metisergida u podrucje rafe jezgara sprijecilo je nastanak pLTF-a [36]. Sli¢an
rezultat inhibicije nastanka pLTF dobiven je nakon intratekalnoga ubrizgavanja metisergida
[58]. Ipak, zbog djelomicnoga agonistickog uc¢inka metisergida na 5-HT receptore i afiniteta
za 5-HT, 567 receptore [29, 38], nije bilo moguce odrediti to€nu podvrstu serotoninskih
receptora 1 mehanizam djelovanja na pLTF [36]. U ovoj disertaciji po prvi je puta pokazana
vaznost serotoninskih 5-HT;a receptora na supraspinalnoj razini, u podrucju kaudalnih rafe
jezgara, u modulaciji pLTF-a nakon sredi$njega mikroubrizgavanja selektivnoga antagonista
5-HT 4 receptora WAY-100635.

Imunohistokemijske studije pokazale su da hipoksijski podrazaj aktivira serotoninske
5-HT imunopozitivne neurone smjeStene u kaudalnom dijelu rafe jezgara [101, 102],
vjerojatno uzrokujuéi otpusStanje vece koliCine serotonina u blizinu freni¢kih motoneurona
[34]. Dio neurona iz kaudalnog dijela rafe jezgara projicira se izravno u PMN, dok se dio tih
neurona projicira u PMN neizravno preko GABA-ergi¢kih neurona smjesStenih u podrucju
VRS-a [92, 103-105]. Stovie, pokazano je da elektriéno podraZivanje kaudalnoga rafe
podrucja izaziva pojacanje respiracijske aktivnosti u Stakora koje se moze sprijeciti
sistemskom primjenom metisergida [91]. Spomenute studije bile su temelj ideji da modulacija

serotoninskih 5-HT;4 receptora u podrucju kaudalnih rafe jezgara moze utjecati na nastanak
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pLTF-a. Rezultati ovoga istrazivanja jasno su pokazali da blokiranje 5-HT;5 receptora u
podru¢ju kaudalnih rafe jezgara sprje¢ava nastanak pLTF-a, uz o¢uvan odgovor na AIH.

Poznato je da su 5-HT;s receptori smjeSteni postsinapticki, ali i presinapticki (kao
autoreceptori), te modulacija 5-HT;s receptora na supraspinalnoj razini ¢esto dovodi do
slicnih uc¢inaka na disanje neovisno o tome je li koriSten agonist ili antagonist [106].
Objasnjenje za takav nalaz je mogucnost djelovanja agonista i antagonista na receptore
smjeStene presinapticki (autoreceptori) 1 postsinapticki. Buduéi da je u ovoj studiji
primijenjena tehnika tla¢noga mikroubrizgavanja kojom se kemijski modulira aktivnost
skupine neurona, nije bilo moguce jednoznacno zakljuciti jesu li podrazeni postsinapticki ili
presinapticki receptori. Moze se pretpostaviti kako je u ovoj studiji selektivni antagonist 5-
HT;p receptora WAY-100635 djelovao na serotoninske receptore smjeStene na
postsinaptickoj membrani neurona u kaudalnom rafe podrucju, iako se ne moze iskljuciti 1
mogucnost djelovanja na presinapticke autoreceptore. Isto tako, zbog postojanja izravnih
neuronskih projekcija iz kaudalnoga rafe podru¢ja prema PMN, ali i neizravnih putem VRS,
nije bilo moguce utvrditi jesu li ucinci inhibicije serotoninskih receptora posredovani
izravnim ili neizravnim projekcijama, imajuci na umu sloZenost navedene neuronske mreze.

Rezultati ove studije pokazali su da blokiranje 5-HT;s receptora smjeStenih u
kaudalnom rafe podrucju inhibira nastanak pLTF-a izazvanoga AIH-om. Tako ova studija
podupire ideju da modulacija respiracijske plasticnosti izazvane AIH-om proizlazi iz
jedinstvenoga neuralnog mehanizma, ovisnoga o vremenu aktivacije, podvrsti 5-HT receptora
i mjestu djelovanja.

Vecina studija na zivotinjama pokazala je kako pLTF ovisi o0 modulaciji serotoninskih
receptora na spinalnoj razini [12]. U ovoj studiji po prvi puta pokazana je vaznost 5-HTa

receptora na supraspinalnoj razini smjesStenih u kaudalnom rafe podrucju u modulaciji pLTF.
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6.3. RAZMATRANIJE METODOLOGIJE RADA

Mnogi parametri, primjerice vrsta i obrazac podrazaja, vrsta, dob i spol koristenih
Zivotinja, anestezija, vagotomija, budnost zivotinje i kemijska neuromodulacija imaju utjecaj
na nastanak, manifestaciju 1 odrzavanje pLTF-a [12, 38, 42, 46, 51, 55, 70, 78, 93, 94, 97,
107, 108]. Vecina dosadasnjih studija koja je istrazivala pLTF izvedena je na modelu
anesteziranoga, vagotomiziranoga i mehanicki ventiliranoga Stakora [12, 36, 57, 109]. Iako je
po prvi put LTF pokazan nakon elektricnog podrazivanja Zivca karotidnoga sinusa, otkriveno
je kako se 1 nakon denervacije karotidnoga tjeleSca moze izazvati LTF, $to znaci da karotidno
tjelesce nije neophodno u nastanku LTF-a [110]. Nadalje, pokazano je da uslijed ponavljanog
podrazivanja vagalnoga Zivca, kratkih epizoda apneje, kao 1 ponavljane primjene negativnoga
tlaka u gornjem diSnom putu takoder dolazi do razvoja LTF-a [69, 70, 72]. Medutim, iako
ponavljana hipoksija nije jedini podrazaj koji dovodi do razvoja LTF-a, ipak ostaje najbolje
poznat 1 najceSc¢e koriSten [12, 51]. U prethodnim istrazivanjima koriSteni su AIH protokoli
koji su se sastojali od razli¢itoga broja hipoksijskih epizoda, pri razli¢itim razinama kisika, u
razli¢itim Zivotinjskim vrstama [12, 30]. U laboratoriju Zavoda za neuroznanost MF Split,
AIH protokol koji se sastoji od pet trominutnih epizoda hipoksije (Fi0,=0,09), medusobno
razdijeljenih trominutnim razdobljima hiperoksije (Fi0,=0,5), pri ¢emu se parcijalni tlak CO,
tijekom cijeloga pokusa nalazi unutar fizioloskih granica, pokazao se pouzdanim i uspjeSnim
u izazivanju pLTF-a. Mijenjanje obrasca podrazaja (primjerice 5 trominutnih ili 3
petominutne hipoksije), ili jacine hipoksije izmedu 28 1 60 mmHg ima samo mali utjecaj na
ja€inu izazvanoga LTF-a u anesteziranih, paraliziranih 1 vagotomiziranih Zivotinja [34].
Nadalje, na budnim Stakorima pokazano je kako koriStenje AIH protokola od cak 72
ponavljane hipoksijske epizode ne dovodi do znacajno vecega LTF-a, od onoga izazvanog
uobicajenim kra¢im protokolima, potvrduju¢i moguénost zasicenja respiracijske plasti¢nosti

[40]. Dakle, neovisno o razlikama medu protokolima, AIH dovodi do razvoja plasti¢nosti
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obiljeZzene povecanjem pPNA dugo nakon kraja hipoksijskih podrazaja u sredi$njoj kontroli
disanja [51]. S druge strane, rezultati ove disertacije potvrdili su da za razliku od AIH
protokola, akutna kontinuirana hipoksija ne moze izazivati pLTF. U pokusima u kojima su
zivotinje bile izlagane akutnoj kontinuiranoj hipoksiji, pPNA bila je priblizno jednaka tijekom
cijeloga trajanja pokusa izuzev razdoblja izlaganja hipoksiji.

Iako je LTF pronaden u mnogih Zivotinjskih vrsta, primjerice psa, macke, misa, koze
[37, 43, 44, 46, 50], ipak najcesce koriStena zivotinjska vrsta pri proucavanju LTF-a jest
Stakor [51]. Medutim, usprkos genetskoj sli¢nosti, primijeceno je kako manifestacija LTF-a
uvelike varira medu razlicitim sojevima Stakora, ¢ak i medu Stakorima istoga soja od razli¢itih
dobavljaca. Pokazano je da slicni AIH protokoli rezultiraju najve¢im pLTF-om u Lewis
Stakora, zatim manjim u Sprague-Dawley, zatim Fischer 344 i najmanjim u Brown Norway
Stakora [58, 111]. Stoga, moguce je da pri uzgoju laboratorijskih Zivotinja, uslijed godina
izolacije dolazi do genetskoga pomaka Stakora rezultirajuéi promjenama u anatomiji i
fiziologiji sustava monoaminskih neurona [12]. Zato bi pri proucavanju respiracijske
plasti¢nosti trebalo uzeti u obzir genetski utjecaj koriStenih zivotinja.

Dob i spol koristenih Zivotinja takoder utjecu na manifestaciju LTF-a. Smatra se da je
u muzjaka jac¢ina LTF-a povezana s razinom testosterona u tijelu te je pokazano da mladi
muZzjaci §takora imaju ve¢i LTF nego stari muzjaci [107, 112]. Stovise, ukoliko se
gonadektomiziranim muZjacima daju nadomjesci testosterona, dolazi do povecanja LTF-a.
Stoga, moguce je da smanjena proizvodnja testosterona utjeCe na ja¢inu LTF-a mijenjajuci
proizvodnju serotonina [113, 114]. U usporedbi s muzjacima, mlade Zenke Stakora imaju
manji LTF. S druge strane, u zenki srednje dobi LTF je ve¢i nego u muzjaka iste dobi [107,
113, 114]. Nadalje, u Zenki je LTF pod utjecajem estrus ciklusa, te je najveci tijekom diestrus
faze kada je takoder visoka 1 razina serotonina [115]. Pokazano je da jac¢ina pLTF-a takoder

ovisi i o omjeru progesterona i estrogena [108]. Stoga ne treba cuditi da je LTF u zenki
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najveéi tijekom srednje dobi, kada dolazi do stabilizacije koli¢ine cirkuliraju¢ih spolnih
hormona koji utjecu na manifestaciju LTF-a [51, 115].

Poznato je da vrsta anestezije utjeCe na manifestaciju pLTF-a. Tako je pokazano da u
zivotinja anesteziranih propofolom, sevofluranom, izofluranom i remifentanilom nije moguce
izazvati pLTF [42, 93, 94]. Pokusi ove disertacije provedeni su na Stakorima anesteziranima
uretanom (etil-karbamat), jer u usporedbi s drugim anestezijama koje uglavnom imaju
deprimirajuci u¢inak na disanje, uretanska anestezija ima minimalan ili pak nikakav utjecaj na
spinalne reflekse, disanje, kardiovaskularni i autonomni ziv€ani sustav, te na neurotransmisiju
u subkortikalnim podrucjima [116, 117]. Anestetici uglavnom djeluju tako da slabe ucinke
glutamata ili pojacavaju ufinke GABA-e u procesu neurotransmisije. Uretan vjerojatno
zahvaca podjednako i ekscitacijske i inhibicijske sustave, ali u puno manjoj mjeri negoli ostali
anestetici [118]. Stoga je uretanska anestezija preporucena kao metoda izbora za sva
fizioloska 1 farmakoloska istrazivanja sinaptickoga prijenosa posredovanoga GABA-om
[119]. Nadalje, pokazano je kako uretanska anestezija nema ucinak na serotoninski sustav,
frenicki 1 hipoglosalni zivac [120]. Dakle, moze se zakljuciti da je zivotinjski model
anesteziran uretanom prikladan za istrazivanje srediSnje kontrole disanja i plasti¢nosti
respiracijskoga sustava [51].

Tradicionalno se vjerovalo da izvodenje vagotomije na pokusnom Zzivotinjskom
modelu pojac¢ava razvoj respiracijske plasti¢nosti, tj. olakSava nastanak LTF-a. Tako je
pokazano da se dugorocna facilitacija Zivaca koji inerviraju miSi¢e gornjega diSnog puta i
hipoglosalnoga zivca moze lakSe izazvati u vagotomiziranih Zivotinja [45, 97]. Objasnjenje
koje je stajalo u pozadini jest da ponavljano podrazivanje pluénih receptora osjetljivih na
istezanje dovodi do nastanka dugotrajnoga pamcenja koje ima inhibicijski u¢inak na nastanak
LTF-a. U slucaju prekidanja vagalnih Zivaca, viSa mozdana srediSta gube vezu s plu¢nim

receptorima osjetljivima na istezanje, te nestaje mogucnost inhibicijskoga djelovanja na

66



Ivana Pavlinac Dodig Doktorska disertacija RASPRAVA

nastanak respiracijske plasti¢nosti. Nadalje, kako je pokazano da je u zivotinja s intaktnim
vagalnim zivcima LTF Zivaca koji inerviraju miSi¢e gornjega diSnog puta smanjen, a pLTF
sli¢an, ili ¢ak 1 povecan, zakljuceno je da je dugotrajno pamcenje s inhibicijskim u¢inkom na
manifestaciju LTF-a usmjereno na pojedine skupine motoneurona [45, 51, 97]. Medutim, s
druge strane pokazano je da ponavljano elektricno podrazivanje vagalnoga zivca dovodi do
nastanka LTF-a u Zivcima koji inerviraju misi¢e gornjega diSnog puta [69]. Nadalje, kratke
apneje u spontano diSucih zivotinja izazivale su LTF genioglosalnoga Zivca samo u onih
zivotinja kojima su vagalni Zivci bili intaktni [71]. Stoga, iako je jasno da vagalni Zivac ima
veliki utjecaj na manifestaciju LTF-a, za potpuno rasvjetljavanje ovoga pitanja potrebna su
dodatna istrazivanja [51].

Mitchell i sur. pokazali su da se LTF moZe lakSe izazvati u anesteziranih ili
decerebriranih Zzivotinja, nego u budnih zivotinja, te su pretpostavili da budnost pokusnoga
modela ima vaznu ulogu u manifestaciji LTF [12]. Moguce objasnjenje njihovoga nalaza jest
aktivnost serotoninskoga sustava, za koji je poznato da ima vaZnu ulogu u mehanizmu
nastanka L'TF-a. Naime, tijekom spavanja, aktivnost serotoninskih neurona u rafe jezgrama
znafajno je manja nego tijekom budnosti, kada dostizu svoju skoro najvecu mogucu
aktivnost. S obzirom da je tijekom budnosti aktivnost tih neurona blizu najvece moguce,
smanjena je mogucénost dodatnoga povecanja aktivnosti uslijed izloZenosti ponavljanoj
hipoksiji. Stoga, moguénost nastanka LTF-a smanjena je tijekom budnosti. Medutim, u
pokusima na ljudima pokazano je da tijekom budnosti nastaje ve¢i LTF nego tijekom
spavanja [121]. Kako je poznato da postoje dva puta izazivanja LTF, S i Q put, moze se
zakljuciti da 1 drugi neuromodulatori, osim serotonina, imaju vaznu ulogu u nastanku LTF-a.
Objasnjenje nalaza vecega LTF-a tijekom budnosti u ljudi moglo bi lezati upravo u aktivaciji

S puta LTF-a [68]. Naime, poznato je da se razina adenozina, neuromodulatora S puta,
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prolazno povecava tijekom budnosti 1 upravo bi nakupljeni adenozin mogao aktivirati S put
LTF-a[121, 122].

Sukladno nalazima koji pokazuju vaznost razli¢itih neurotransmitera/neuromodulatora
u respiracijskoj plasticnosti, pokazano je takoder da hipoksija dovodi do otpustanja razlicitih
neurotransmitera/neuromodulatora koji djeluju na razli¢ite receptore i pokrecu citav niz
unutarstani¢nih zbivanja, rezultiraju¢i razvojem plasticnosti [7, 27, 123]. Osim opce
prihvadene vaznosti serotoninskoga sustava u oba puta nastanka pLTF-a (Q i S put), na
manifestaciju pLTF-a mogao bi utjecati i noradrenalinski sustav. Noradrenalinski sustav moze
modulirati manifestaciju respiracijske plasti¢nosti, uslijed aktivacije kemoreceptora ili
izravnih u¢inaka CO, na noradrenalinski sustav. Stoga serotoninski i noradrenalinski sustavi
zajedni¢kim medudjelovanjem moduliraju disanje i respiracijsku plasti¢nost [78, 81].

U pokusima prikazanima u disertaciji, arterijski tlak pokazivao je sklonost
smanjivanju tijekom trajanja pokusa u svim Zzivotinjskim skupinama. Hipotenzija moze
dovesti do povecane neuralne aktivnosti uslijed smanjenja aktivnosti baroreceptora, te
neizravno dovesti do razvoja pLTF-a nakon AIH protokola [38]. Promjene vrijednosti
arterijskoga tlaka u ovoj disertaciji imale su neznatan ucinak na aktivnost frenickoga zivca u
vagotomiziranih Stakora anesteziranih uretanom [120]. Ukoliko hipotenzija izazvana
hipoksijama doprinosi razvoju pLTF-a, tada se u obje skupine Zivotinja koje su WAY-100635
primile prije izlaganja AIH protokolu (intravenski ili centralno) mogao ocekivati nastanak
pLTF-a. Pa ipak, do razvoja pLTF-a nije doSlo, ¢ime se u obje studije ove disertacije
hipotenzija moze iskljuciti kao ¢imbenik koji pogoduje nastanku pLTF-a. Moze se zakljuciti
kako je u pokusnom modelu koriStenom pri izradi ove disertacije izostanak nastanka pLTF-a
iskljucivo rezultat blokiranja serotoninskih 5-HT s receptora.

Nadalje, u pokusima prikazanima u disertaciji odrZzavana je normokapnija tijekom

cijeloga pokusnog protokola. Stoga nije vjerojatno da su promjene vrijednosti PaCO,
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djelovanjem na kemoreceptore mogle doprinijeti manifestaciji pLTF-a. Uzorci arterijske krvi
uzimani su u svim vremenskim tockama (T15, T30 1 T60) nakon kraja posljednje hipoksije,
kako bi se provjerilo jesu li vrijednosti PaCO, unutar 1 mmHg od pocetnih vrijednosti

(P>0.05), sto je potvrdilo da na pPNA i pLTF nisu utjecale promjene u vrijednostima PaCO,.

6.4. ZNANSTVENI DOPRINOS

Sinapti¢ka plasticnost koja se ocituje pLTF-om nakon izlaganja pokusnih Zivotinja
AIH protokolu, predstavlja oblik fizioloskoga kompenzacijskog mehanizma koji doprinosi
odrZavanju respiracijske homeostaze. Respiracijski podrazaj koji se sastoji od kratkotrajnih
ponavljanih hipoksija nalik je povremenim zastojima disanja koji se javljaju tijekom spavanja
u osoba oboljelih od OSA-e. Poznato je kako se LTF moze izazvati u ljudi u budnom stanju,
kao 1 tijekom spavanja [52]. lako postoje brojne studije koje istrazuju mehanizme nastanka i
odrzavanja LTF-a, uloga LTF-a u ljudi oboljelih od OSA-e nije do kraja razjaSnjena.
Temeljno pitanje koje se postavlja glasi ublazava li LTF OSA-u ili je pogorSava [39]? Jedna
od teorija je da LTF moZe ublazavati OSA-u facilitacijom aktivnosti Zivaca koji inerviraju
miSi¢e gornjega diSnog puta [39, 52]. Prema drugoj teoriji, LTF moZe pogorsati apneju
slozenim mehanizmima u kojima se ispreplecu srediSnja kontrola disanja, te srediSnja i
periferna kemoosjetljivost. Ukoliko minutna ventilacija premasuje metaboli¢ke potrebe, LTF
uslijed hiperventilacije moZze dovesti do hipokapnije, koja potom sprjeCava odrzavanje
dugoroc¢ne facilitacije disanja. U ljudi oboljelih od OSA-e nakon svake epizode opstrukcijske
apneje dolazi do povecane osjetljivosti perifernih 1 sredi$njih kemoreceptora, $to za posljedicu
ima pojacanje disanja. Medutim, povecana osjetljivost kemoreceptora na hipoksiju moze
rezultirati prekomjernim ventilacijskim odgovorom 1 posljedicnom hiperventilacijom, koja

dovodi do snizenih vrijednosti CO; ispod vrijednosti apnejickoga praga, nestabilnost disanja i
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razvoja centralnih apneja. Stoga, da bi LTF imao protektivan u¢inak na OSA-u, trebala bi se
razviti dugorocna facilitacija Zivaca koji inerviraju miSi¢e gornjega diSnog puta u odsutnosti
hipokapnije [39]. Zakljuc¢no, pri rasvjetljavanju uloge LTF-a u OSA-i potrebno je provesti
istrazivanja koja kombiniraju AIH 1 druge ¢imbenike iz klinickih i1 temeljnih istrazivanja, s
ciljem $to boljega oponaSanja OSA-e.

Osim vaznosti u OSA-i, LTF bi mogao imati vaznu ulogu i u poremecajima
serotoninskoga sustava, primjerice pri sindromu iznenadne smrti dojencadi (engl. Sudden
Infant Death Syndrome, SIDS), ali 1 drugim bolestima kao $to su kroni¢na opstrukcijska
pluéna bolest, ozljede kraljeznicke mozdine, razne neurodegenerativne bolesti kao primjerice
amiotrofi¢na lateralna skleroza [8, 124]. Svim tim bolestima zajednicko je nedostatno disanje
te potreba za povecanjem sinapticke neurotransmisije do razine respiracijskih motoneurona.
Stoga bi upravo pLTF mogao biti model kompenzacije respiracijskih motoneurona, kao 1 cilj
novih terapijskih moguc¢nosti [31]. S druge strane, postoje neuropatoloski dokazi o vaznosti
serotoninskih neurona smjestenih u produljenoj mozdini u SIDS-u.

Znanstveni doprinos ove doktorske disertacije jest rasvjetljavanje uloge serotoninskih
5-HT, receptora u mehanizmu nastanka i odrzavanja pLTF-a. Poznato je da modulacijski
neurotransmiter serotonin ima vaznu ulogu u sredi$njoj kontroli mnogih fizioloskih funkcija,
primjerice disanja, arterijskoga tlaka, prijenosa osjeta boli, ponaSanja. Ipak, precizna uloga
serotoninske neuromodulacije u respiracijskoj plasticnosti i LTF-u jo§ nije u potpunosti
poznata.

Kaudalni dio rafe jezgara podrucje je bogato serotoninskim neuronima i 5-HTja
receptorima te predstavlja ishodiSte mnogih serotoninskih projekcija u razlicite dijelove
mozga koji upravljaju disanjem [89]. Ova doktorska disertacija po prvi puta pokazala je
vaznost serotoninskih 5-HT;s receptora smjeStenith u kaudalnom dijelu rafe jezgara u

mehanizmu nastanka pLTF-a.
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Nadalje, opisana istrazivanja pridonijela su temeljnim spoznajama o regulaciji disanja
prilikom izlaganja akutnim stresnim podrazajima, poput ponavljanih hipoksija, koje su Ceste u
ljudi s OSA-om. Stovise, LTF izazvan AIH protokolom vaZzan je model neuroplasti¢nosti u
studijama na zivotinjama.

Zakljucno, ova doktorska disertacija upotpunila je dosadasnje znanstvene spoznaje o
obiljezjima serotoninske neuromodulacije disanja te mjestu djelovanja i znacenju 5-HTja

receptora u neurofiziologiji disanja i respiracijskoj plasti¢nosti.
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7. ZAKLJUCCI

1. Razvoj plastiCnosti respiracijskoga kontrolnog sustava ovisi o vrsti i trajanju

hipoksijskoga podrazaja.

2. lIzlaganje pokusnih zivotinja akutnim ponavljanim kratkotrajnim hipoksijskim
podrazajima uzrokuje dugoro¢nu facilitaciju frenickoga zivca (pLTF) koja se

manifestira dugoro¢nim pojac¢anjem disanja.

3. Intravensko ubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT;, receptora WAY-100635
prije izlaganja pokusnih zivotinja akutnim ponavljanim hipoksijama sprijecilo je
nastanak pLTF-a, iz ¢ega se moze zakljuciti da je aktivacija 5-HT 4 receptora vazna za

nastanak pLTF-a.

4. Intravensko ubrizgavanje selektivnoga antagonista 5-HT;s receptora WAY-100635
nakon S§to se ve¢ razvio pLTF uzrokovalo je slabljenje fenomena pLTF-a, iz ega se

moze zakljuciti da je aktivacija 5-HT; 5 receptora vazna za odrzavanje pLTF-a.

5. Blokiranje 5-HT;s receptora u kaudalnom rafe podru¢ju mikroubrizgavanjem
selektivnoga antagonista WAY-100635 sprijecilo je nastanak pLTF-a izazvanoga
akutnim ponavljanim hipoksijama, iz ¢ega se moZe zakljuciti da je aktivacija 5-HTa

receptora u kaudalnom dijelu rafe jezgara vazna za nastanak pLTF-a.
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8. SAZETAK

Opstrukcijska apneja tijekom spavanja (OSA) obiljezena je razdobljima kolapsa
gornjih disnih putova prac¢enih ponavljanim epizodama hipoksije. U pokusnih zZivotinja akutne
ponavljane hipoksije (AIH) mogu dovesti do dugotrajne pojacane aktivnosti frenickoga Zivca,
poznate kao dugorocna facilitacija frenickoga zivca (pLTF). Taj oblik fizioloske
kompenzacije mogao bi doprinositi stabilizaciji disanja, smanjujuc¢i pojavnost apneja i/ili
hipopneja u pacijenata oboljelih od OSA-e. Pokazano je da serotonin modulira neuralnu
kontrolu disanja, vjerojatno putem projekcija koje krecu iz rafe jezgara.

Cilj disertacije bio je istraziti vaznost pravovremene aktivacije 5-HT;, receptora u
nastanku i o¢uvanju pLTF-a. Uloga aktivacije 5-HT;a receptora ispitana je u dvije razlicite
vremenske tocke, prije izlaganja AIH protokolu i nakon $to je pLTF nastao. Nadalje, cilj
disertacija bio je i prouciti ucinke blokiranja 5-HT;A receptora u kaudalnom rafe podrucju na
pLTF izazvan AIH protokolom.

Kako bi se istrazila vaznost pravovremene aktivacije 5-HT; receptora u nastanku i
ocuvanju pLTF-a, odrasli muZjaci Sprague-Dawley Stakora, anestezirani uretanom,
vagotomizirani, paralizirani 1 mehanicki ventilirani izloZeni su AIH protokolu. Jedna skupina
zivotinja je intravenski primila selektivni antagonist 5-HT;5 receptora WAY-100635 prije
pocetka AIH protokola (skupina WAYO0, n=7), a druga skupina nakon Sto se pLTF razvio
(skupina WAY60, n=7). Kontrolna skupina (n=7) nije primila WAY-100635, nego je samo
bila izlozena AIH protokolu. VrSna aktivnost freniCkoga zivca (pPNA), frekvencija disanja i
parametri ritma disanja analizirani su tijekom pet hipoksijskih epizoda, te 15, 30 i 60 minuta
nakon kraja posljednje hipoksije.

U kontrolnoj skupini 60 minuta nakon kraja posljednje hipoksije razvio se pLTF, koji

se manifestirao kao povecanje pPNA (povecanje za 121,6+7,3%, P<0.001). Davanje WAY-
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100635 prije izlaganja zivotinja AIH protkolu sprijecilo je nastanak pLTF-a. Nadalje, davanje
WAY-100635 nakon §to se pLTF ve¢ razvio uzrokovalo je njegovo slabljenje.

Kako bi se istrazila vaznost 5-HT;n receptora u kaudalnom rafe podrucju u
mehanizmu nastanka pLTF-a, odrasli muZjaci Sprague—Dawley S$takora, anestezirani
uretanom, vagotomizirani, paralizirani i mehanicki ventilirani izlozeni su AIH protokolu.
Jednoj skupini zivotinja u kaudalno rafe podruc¢je mikroubrizgan je WAY-100635 (WAY
skupina, n=7), a kontrolnoj skupini (n=7) je u isto mjesto mikroubrizgana fizioloSka otopina.

U kontrolnoj skupini 60 minuta nakon kraja posljednje hipoksije razvio se pLTF.
Mikroubrizgavanje selektivnoga antagonista 5S-HT; 4 receptora WAY-100635 u kaudalno rafe
podrugje prije AIH protokola sprijecilo je nastanak pLTF-a.

Zakljuéno, aktivacija 5-HT;5 receptora vazna je i za nastanak, ali i za odrZavanje
pLTF-a u Stakora anesteziranih uretanom. Stovise, aktivacija 5-HT;o receptora na
supraspinalnoj razini vazna je za nastanak pLTF-a. Smatra se da je u studijama na Zivotinjama
pLTF vazan mehanizam respiracijske neuroplasti¢nosti, koji bi mogao biti povezan s OSA-

om u ljudi.
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9. SUMMARY

Obstructive sleep apnea (OSA) is characterized by periods of upper airway collapse
accompanied by repeated episodes of hypoxia. In experimental animals acute repeated bouts
of hypoxia (AIH) may evoke sustained augmentation of phrenic nerve activity, known as
phrenic long-term facilitation (pLTF). This form of physiological compensation might
contribute to stable breathing, minimizing the occurrence of apneas and/or hypopneas during
sleep in patients with OSA. Serotonin has been shown to modulate respiratory neuronal
activity, possibly via projections originating in the raphe nuclei.

The aim of this dissertation was to investigate the role of 5-HT s receptor activation in
induction and preservation of pLTF at two different time points, before exposures to AIH and
after pLTF was induced. Moreover, the focus was set on the effects of 5-HT;s receptors
blockade by selective antagonist WAY-100635 into the caudal raphe region on pLTF after
exposure to AIH episodes.

To investigate the role of 5-HT; 4 receptor activation in induction and preservation of
pLTF, adult, male, urethane anesthetized, vagotomized, paralyzed, and mechanically
ventilated Sprague—Dawley rats were exposed to an AIH protocol. Experimental groups of
animals received an intravenous injection of WAY-100635, before the onset of the first
hypoxic stimulus (WAYO0, n=7), and after pLTF was induced (WAY60, n=7). Control group
of animals (n=7) did not received WAY-100635, but was exposed to AIH protocol. Peak
phrenic nerve activity (pPNA), burst frequency, and respiratory rhythm parameters were
analyzed during the five hypoxic exposures, as well as at 15, 30, and 60 min after the end of
the last hypoxic episode.

In the control group, pPNA was elevated from baseline (121.6+7.3%, P<0.001) at 60

min after episodic hypoxia indicating pLTF. Administration of WAY-100635 prior to hypoxic
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stimulation prevented the induction of pLTF. Additionally, administration of WAY-100635
after pLTF developed impaired preservation of pLTF.

To investigate the effects of 5-HT;a receptors in the caudal raphe region on pLTF,
adult, male, urethane anesthetized, vagotomized, paralyzed and mechanically ventilated
Sprague—Dawley rats were exposed to AIH protocol. Experimental group (WAY group, n=7)
received microinjection of WAY-100635 into the caudal raphe nucleus, whereas the control
group (n=7) received saline into the same site.

In the control group, 1 h post-hypoxia pLTF was developed. Microinjections of
selective 5-HT;a receptor antagonist WAY-100635 into the raphe nuclei prior to the AIH
protocol prevented induction of pLTF.

In conclusion, there is an important role for 5-HT o receptors in induction as well as in
preservation of pLTF in urethane anesthetized rats. Moreover, the obtained results suggest
that 5-HT) A receptor activation at supraspinal level is important for induction of pLTF, which
is suggested to be an important respiratory neuroplasticity model in animal studies that

possibly correlates with OSA in humans.
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