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1. POPIS OZNAKA I KRATICA (po abecednom redu)

ABS - acido-bazni status

AIH - akutna intermitentna hipoksija (engl. acute intermittent hypoxia)
AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propionat (ionotropni glutamatni receptor)
ATP - adenozin-trifosfat

BDNF - neurotroficki faktor (engl. brain-derived neurotrophic factor)

BotC - Botzinger kompleks

C4 - razina Cetvrtog vratnog kraljeska

Ca”*- ion kalcija

CIH - kroni¢na intermitentna hipoksija (engl. chronic intermittent hypoxia)
CSN - zivac karotidnog sinusa (engl. carotid sinus nerve)

DRS - dorzalna respiracijska skupina

ETCO:; - parcijalni tlak uglji¢nog dioksida na kraju izdisaja (engl. end-tidal)
f - frekvecija frenickoga zivca ili frekvencija disanja

FiO; - udio kisika u udahnutom zraku (engl. inspiratory fraction)

GABA - y-amino-maslacna kiselina (engl. y-aminobutyric acid)

GABA, - ionotropni GABA receptor, podskupina A

HVR - hipoksijski ventilacijski odgovor (engl. hypoxic ventilatory response)
5-HT - 5-hidroksitriptamin (serotonin)

5-HT,, 5-HT,, 5-HTj - vrste serotoninskih receptora

IH - intermitentna hipoksija (engl. intermittent hypoxia)

K*,p - vrsta propusnog (nevoltaznog) kalijevog ionskog kanala (engl. leak two-pore)
KOPB - kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

LTF - dugoroc¢na facilitacija (engl. long-term facilitation)

LTP - dugoro¢na potencijacija (engl. long-term potentiation)



MAC - minimalna alveolarna koncentracija (engl. minimum alveolar concentration)

MAP - srednji arterijski tlak (engl. mean arterial pressure)

MK-801 - dizocilpin (antagonist NMDA glutamatnih receptora)

Na" - ion natrija

NADP - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphat)

nAch receptor - nikotinski acetilkolinski receptor

NMDA - N-metil-D-aspartat (ionotropni glutamatni receptor)

non-REM - stadij spavanja bez brzih pokreta oCiju (engl. rapid eye mouvement)

NTS - struktura u mozdanom deblu (lat. nucleus tractus solitarii)

OSA - opstrukcijska apneja tijekom spavanja (engl. obstructive sleep apnea)

PO, - parcijalni tlak kisika u odredenom mediju (mmHg ili kPa)

P,O, - parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi (mmHg ili kPa)

PCO; - parcijalni tlak uglji¢nog dioksida u odredenom mediju (mmHg ili kPa)

P.CO; - parcijalni tlak ugljicnog dioksida u arterijskoj krvi (mmHg ili kPa)

pH - nacin izrazavanja koncentracije vodikovih iona

pLTF - dugoro¢na facilitacija frenickoga zivca (engl. phrenic long-term facilitation)

PNA - aktivnost freni¢koga zivca (engl. phrenic nerve activity)

PNG - frenicki neurogram (engl. phrenic neurogram)

preBotC - preBotzinger kompleks

PRS - pontina respiracijska skupina

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

RPNA - neobradena aktivnost frenickoga zivca (engl. raw phrenic nerve activity)

RTN/pFRG - retrotrapezoidni nukleus s parafacijalnom respiracijskom skupinom ili grupom

S.0; - saturacija periferne arterijske krvi kisikom (%)



STD - kratkotrajna oslabljenje ili depresija (engl. short term depression)

STP - kratkotrajno pojacanje ili potencijacija (engl. short term potentiation)

SZS - sredisnji zivéani sustav

T15, T30 1 T60 - vremenske tocke 15, 30 1 60 minuta nakon AIH protokola

TH1, TH2, TH3, TH4 i THS - pet hipoksijskih epizoda

Ti - vremensko trajanje udisaja (inspirija)

Te - vremensko trajanje izdisaja (ekspirija)

Ttot - vremensko trajanje cijelog respiracijskog ciklusa (od engl. fotal)

TrkB - tirozin-kinaza B

VLTF - ventilacijska dugorocna facilitacija (engl. ventilatory long-term facilitation)

VRS - ventralna respiracijska skupina



2.UVOD
2.1. Disanje i respiracijski kontrolni sustav

Disanje je temeljna fizioloska funkcija organizma, pomocu koje se naizgled
jednostavnim mehanic¢kim ¢inom ulaska zraka u pluca (udisaj ili inspirij) 1 izlaska zraka iz
pluca (izdisaj ili ekspirij), regulira sadrzaj plinova kisika 1 ugljiénog dioksida u krvi 1 tkivima.
Primarno se radi o slozenom fiziolo§kom procesu ovisnom o brojnim perifernim i srediSnjim
neuroregulacijskim mehanizmima, kojemu je cilj odrzavanje respiracijske homeostaze (1-2).
Pokrece ga respiracijski kontrolni sustav, sastavljen od tri osnovna dijela: osjetnog, srediSnjeg
ili kontrolnog i motornog (Slika 1). Osjetni dio dijeli se na kemijsku komponentu, koju ¢ine
periferni i centralni kemoreceptori i mehani¢ku komponentu, koju ¢ine receptori za istezanje
stvara temeljni ritam disanja i prikupljajuci i integrirajuci informacije prispjele iz perifernih i
sredi$njih receptora i iz viSih centara za svijest i ponasanje, temeljni ritam disanja pretvara u
sinergisticki obrazac aktivnosti respiracijskih motoneurona. Informacije se respiracijskim
motoneuronima, prije svega frenickim zivcem i spinalnim zivcima, prenose do motornog
dijela, kojeg ¢ine osit i ostali respiracijski misici (2-5).

Precizna kontrola disanja odvija se preko razli¢itih skupina respiracijskih neurona
prostorno i funkcionalno organiziranih u sloZenu respiracijsku neuronsku mrezu (1-2, 6).
Respiracijski neuroni, najve¢im dijelom smjesteni u donjem dijelu mozdanog debla,
rasporedeni su unutar tri specificne skupine: ventralnoj (VRS), dorzalnoj (DRS) i pontinoj
respiracijskoj skupini (PRS) (1, 4, 7) (Slika 2). Najvazniji dio respiracijske neuronske mreze
je ventralna respiracijska skupina koja se dijeli na 4 dijela: kaudalni i rostralni dio,
preBotzinger (preBotC) i Botzinger kompleks (BotC). Utvrdeno je da rostralni dio,
preBotzinger i Botzinger kompleks imaju vaznu ulogu u stvaranju temeljnog ritma i obrasca

disanja (2, 4, 6). Nedavna istrazivanja ukazuju na moguénost postojanja dva zasebna, ali



medusobno povezana respiracijska centra u tom dijelu mozdanog debla, u obliku tzv. dualnog
respiracijskog centra, a cine ga preBotzinger kompleks i retrotrapezoidni nukleus s
parafacijalnom respiracijskom skupinom (RTN/pFRG) (8-9). Unutar VRS nalaze se i
inspiracijski i ekspiracijski premotoneuroni koji svoje projekcije Salju dalje prema kranijalnim
1 spinalnim respiracijskim motoneuronima, a putem kojih se ziv€ani impulsi prenose do

odgovarajuc¢ih skupina respiracijskih misica (1, 6).

RESPIRACIJSKI KONTROLNI SUSTAV

OSJETNI DIO KONTROLNI DIO MOTORNI DIO
. . kontrolni centri respiracijski miSici
centralni kemoreceptori
- medularni (VRS, DRS) - oSit
periferni kemoreceptori - pontini - PRS - medurebreni misici
- kortikalni - trbusni misici

- neuromodulacijski sustavi

mehanoreceptori

inspiracijski ekspiracijski
premotoneuroni premotoneuroni

respiracijski motoneuroni
> - freniCki zivac
- spinalni Zivci

Slika 1. Dijelovi respiracijskog kontrolnog sustava. (Modificirano prema slici iz
Farber NE, Pagel PS, Warltier DC. Pulmonary Pharmacology. U: Miller RD, Eriksson
LI, Fleisher LA, Wiener-Kronish JP, Young WL. Miller's Anesthesia. Volume 1.
Section III. 7 th edition. Philadelphia: Churchill Livingstone; 2009, p. 561-94.).
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Slika 2. Shematski prikaz lokalizacije glavnih skupina respiracijskih neurona u
moZdanom deblu i kraljezni¢noj moZzdini u sisavaca. Poprecni presjek s lijeve strane
je na razini vrska Cetvrte mozdane komore (obex) u frontalnom presjeku s desne strane.
VRG - ventralna respiracijska skupina, DRG - dorzalna respiracijska skupina, PRG -
pontina respiracijska skupina, pFRG - parafacijalna respiracijska skupina, C4 - dio
kraljeznicke mozdine na razini Cetvrtog cervikalnog kraljeska s jezgrama frenickoga
zivca. (Preuzeto iz Duffin J. Exp Physiol 2004;89:517-29. - slika kao u izvorniku).

Uzevsi u obzir cjelokupnu gradu respiracijskog kontrolnog sustava od periferije prema
srediSnjim strukturama, moze se istaknuti nekoliko njegovih temeljnih svojstava, kao $to su
automatizam 1 ritmic¢nost, senzitivnost, modulacija 1 plasti¢nost (1, 2, 6). Automatizam i
ritmi¢nost proizlaze iz postojanja srediSnjeg respiracijskog centra i respiracijske neuronske
mreze, dok se senzitivnost temelji na postojanju srediSnjih i perifernih kemoreceptora.
Periferni kemoreceptori nalaze se u karotidnim 1 aortalnim tjeleScima 1 osjetljivi su prije svega
na promjene parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi (P,O,), a manje na promjene
parcijalnog tlaka uglji¢nog-dioksida (P,CO;) i pH (10-11). Centralni kemoreceptori smjesteni
su u podrucju mozdanog debla, uglavnom na povrSinskim dijelovima rostralne ventralne

medule i osjetljivi su prije svega na promjene PCO; i pH unutar mozga (12-13). Modulacija


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duffin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15258123

disanja 1 plasti¢nost respiracijskog sustava predstavljaju temeljna svojstva respiracijskog
kontrolnog sustava pomoc¢u kojih se disanje prilagodava razli¢itim fizioloSkim potrebama i
patofizioloskim stanjima. U manifestaciji respiracijske plasti¢nosti ukljuceni su serotoninski i
noradrenalinski sustav, kao i strukture srediSnjeg ziv€anog sustava iz podrucja ponsa i

mozdane kore (14-16).

2.2. Aktivnost freni¢koga Zivca i freni¢ki neurogram

Aktivnost frenickoga Zivca (engl. phrenic nerve activity, PNA), smatra se zrcalnim
pokazateljem zbivanja u srediSnjem generatoru disanja (1, 4-5, 17). Prema tome, amplituda i
frekvencija PNA predstavljaju neuralne ekvivalente diSnog volumena i frekvencije disanja.
Frenicki neurogram je kontinuirani integrirani zapis elektri¢ne aktivnosti frenickoga Zivca, iz
kojeg se mogu uociti promjene u ritmu i obrascu disanja (Slika 3) (5). Najvaznije varijable
koje iSc¢itavamo iz freniCkoga neurograma su amplituda PNA, frekvencija disanja (f) i
vremenske faze respiracijskog ciklusa (Ti - vrijeme trajanja udisaja ili inspirija, Te - vrijeme

trajanja izdisaja ili ekspirija i Ttot - vrijeme trajanja cijelog respiracijskog ciklusa) (Slika 3).



oo, amplituda
IPNA ] ' o
@i) |
RPNA
(a.j.)
| esmasemekn yutapeasiask: %

10s

Slika 3. Prikaz aktivnosti frenickoga Zivca. RPNA - neobradena aktivnost
frenickoga zivca (engl. raw phrenic nerve activity); IPNA - integrirana aktivnost
frenickoga zivca (engl. integrated phrenic nerve activity); a.j. - arbitrarne jedinice;
T; - vrijeme trajanja udisaja ili inspirija, Te - vrijeme trajanja izdisaja ili ekspirija,
Tt - vrijeme trajanja cijelog respiracijskog ciklusa. Okomita crta pokazuje
pocetak hipoksijskog podrazaja.

2.3. Ventilacijski odgovor na hipoksiju

Hipoksija, kao stanje smanjenog parcijalnog tlaka kisika ispod 60-65 mm Hg, prije
svega u arterijskoj krvi, a posljedi¢no u tkivima i stanicama, predstavlja snazan podrazaj za
disanje koji dovodi do nastanka hipoksijskog ventilacijskog odgovora (engl. hypoxic
ventilatory response, HVR) (18-19). HVR se manifestira povecanjem diSnog volumena i
frekvencije disanja (Slika 3), a posredovan je prije svega aktivacijom perifernih karotidnih
kemoreceptora (18-19). Ventilacijski odgovor na hipoksiju predstavlja slozen refleksni
odgovor koji nastaje kao rezultat interakcije viSe razli€itih fizioloSkih mehanizama. Zbog toga
se u analizi HVR-a uzima u obzir nekoliko vaznih komponenti, kao $to su obrazac i intenzitet
hipoksijskog podrazaja, vremenski tijek hipoksijskog odgovora (kratkorocan ili dugorocan
ucinak na disanje), parametri ventilacije pomoc¢u kojih se odgovor manifestira (diSni volumen

i frekvencija disanja), smjer ucinka na disanje (pojacanje ili oslabljenje) i neurotransmiteri

10



potrebni za manifestaciju odgovora (19-20). Obrazac hipoksijskog podrazaja (trajanje i
kontinuitet), smatra se najvaznijim ¢imbenikom o kojem ovisi manifestacija hipoksijskog
ventilacijskog odgovora. S obzirom na komponentu trajanja, izlaganje hipoksiji moze biti
kratkotrajno (akutno, 2-5 minuta) ili dugotrajno (kroni¢no, vise minuta do godina). S obzirom
na komponentu kontinuiteta, izlaganje hipoksiji moze biti jednokratno (kontinuirano) ili
viSekratno (intermitentno) (19, 21-22). Komponenta kontinuiteta hipoksijskog podrazaja
posebno je naglaSena jer je pokazano da upravo izlaganje intermitentnim hipoksijskim
epizodama, za razliku od izlaganja kontinuiranoj hipoksiji jednakog ukupnog trajanja, dovodi

do pojave dugorocnog pojacanja disanja (14, 21-23).

2.3.1. Izlaganje kratkotrajnoj hipoksiji

Jednokratno izlaganje kratkotrajnoj hipoksijskoj epizodi dovodi do hipoksijskog
ventilacijskog odgovora koji se temelji na tri mehanizma: akutnom odgovoru, kratkotrajnom
pojacanju (potenciranju) i kratkotrajnom oslabljenju (depresiji) (19, 24). Akutni odgovor
(engl. acute response, AR), manifestira se trenutnim pojacanjem ventilacije nakon nastupa
hipoksije i1 trenutnim prestankom odgovora nakon prestanka izlaganja hipoksiji. Ovako brz
slijed dogadaja (brza komponenta, trajanja oko 2-6 s), posljedica je prije svega aktivacije
perifernih karotidnih kemoreceptora. Kratkotrajno pojacanje (engl. short term potentiation,
STP), podrazumijeva daljnje povecanje ventilacije nakon akutnog odgovora (sporija
komponenta, trajanja oko 60-120 s) i smatra se posljedicom srediSnje neuromodulacije
kemoreceptorskog odgovora. Kratkotrajno oslabljenje (engl. short term depression, STD),
oCituje se naglim i prolaznim povecanjem frekvencije disanja na pocetku izlaganja hipoksiji

.....

nakon zavrSetka podrazaja, a primjecena je uglavnom kod anesteziranih Stakora (19, 24).
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Karotidni kemoreceptori pocinju reagirati kada se parcijalni tlak kisika u arterijskoj
krvi snizi ispod 100 mmHg, a znacajna aktivnost pojavljuje se prilikom smanjenja P,O, ispod
60-65 mmHg (11, 18). Karotidni kemoreceptori smjeSteni su na racvistima zajednickih
karotidnih arterija s ciljem brzog i ucinkovitog zamje¢ivanja nedostatne opskrbe mozga
kisikom. Gradeni su od dva tipa stanica. Stanice tipa I nazivaju se glomus stanicama i prema
dosadasnjim istrazivanjima glavno su osjetilno mjesto za kisik (10). Stanice tipa Il nazivaju se
sustentakularnim ili potpornim stanicama 1 sli¢ne su glijalnim stanicama u mozdanom tkivu.
Nacin na koji karotidni kemoreceptori registriraju promjene u parcijalnom tlaku kisika u krvi
kao 1 prijenos aferentnih signala jo§ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Postoji viSe teorija o
nacinu kako se u karotidnim tjeleScima registrira niska razina P,0,. Dosadasnja saznanja
upucuju na transdukcijsku aktivnost na nivou kemoreceptora u glomus stanicama tipa I.
Smanjenje PaO, zamjecuju tzv. primarni senzori za kisik, ¢ija to¢na struktura i lokalizacija jo§
uvijek nije poznata. Pretpostavlja se da bi za raspoznavanje manjka kisika mogli biti
odgovorni membranski i/ili mitohondrijski proteini koji sadrzavaju hem (11, 25). Informacije
o smanjenoj razini kisika vrlo brzo se prenose do O;-senzitivnih membranskih kalijevih
kanala (Slika 4). Temeljni mehanizam podrazumijeva hipoksijom izazvano zatvaranje
kalijevih kanala §to dovodi do depolarizacije stanice s posljedi¢nim ulaskom kalcijevih iona i
oslobadanjem odgovaraju¢ih neurotransmitera (uglavnom acetilkolina i ATP-a) (10-11, 25).
Podrazaj se dalje prenosi kao ziv€ani signal aferentnim zavrSetcima zivca karotidnog sinusa
(CSN, engl. carotid sinus nerve), ogranaka IX. mozdanog zivca, Ciji srediSnji aksoni
zavrsavaju u podrucju nucleus tractus solitarii (NTS) unutar mozdanog debla. Iz NTS odlaze
brojne projekcije prema respiracijskoj kontrolnoj neuronskoj mrezi (1, 25). Poznato je da
hipoksijski podrazaj djeluje i u odredenim dijelovima sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS), gdje
postoje centralna kemoreceptorska mjesta osjetljiva na promjene PO,. Uglavnom se nalaze u

talamusu, hipotalamusu i mozdanom deblu, formirajuéi tzv. kemoreceptorsku mrezu za kisik

12



(engl. oxygen-chemosensitive network). Ova mjesta pobudena hipoksijom dovode do

pojacanja respiracijske i simpati¢ke aktivnosti (26-27).

2.3.2. Izlaganje viSekratnim hipoksijskim epizodama

Visekratno izlaganje hipoksiji sastoji se od slijeda ponavljanih hipoksijskih epizoda,
medusobno odvojenih razdobljima normoksije ili hiperoksije. U literaturi se takva vrsta
podrazaja naziva intermitentna hipoksija (engl. intermittent hypoxia, IH) (19, 21-22, 28). U
okviru razlic¢itih hipoksijskih protokola ponavljane hipoksijske epizode variraju po trajanju,
broju i ukupnom vremenu izlozenosti hipoksiji. Naj¢es¢a su dva tipa IH, akutna intermitentna
hypoxia (engl. acute intermittent hypoxia, AIH) 1 kroni¢na intermitentna hipoksija (engl.
chronic intermittent hypoxia, CIH) (19, 21). Za razliku od trajne (kontinuirane) hipoksije
jednakog ukupnog trajanja, izlaganje slijedu ponavljanih hipoksija moze dovesti do nastanka
dugoro¢nog pojaCanja disanja ukazujuéi na razvoj fenomena plasti¢nosti u respiracijskom
kontrolnom sustavu (14, 21-23). U ovoj studiji, za ispitivanje pojave dugorocne facilitacije
frenickoga zivca (engl. phrenic long term facilitation, pLTF), koriSten je model akutne

intermitentne hipoksije.
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Slika 4. Transdukcijska kaskada signala u glomus stanicama tipa I uzrokovana
nastupom hipoksije. Smanjenje PaO, registriraju tzv. primarni senzori za kisik koji
vrlo brzo prenose informaciju do kalijevih kanala $to dovodi do njihova zatvaranja.
Zatvaranje kalijevih kanala rezultira depolarizacijom stanice, posljedicnim ulaskom
kalcijevih iona i oslobadanjem odgovaraju¢ih neurotransmitera, primarno acetilkolina i
ATP-a. Podrazaj se dalje prenosi kao Ziv€ani signal aferentnim zavrSetcima Zivca
karotidnog sinusa do nucleus tractus solitarii (NTS) unutar mozdanog debla. (Preuzeto
iz Teppema LJ, Dahan A. Physiol Rev 2010;90:675-754. - slika kao u izvorniku).

2.4. Respiracijska plasti¢nost i dugoro¢no pojacanje disanja

Respiracijski kontrolni sustav, kao dio srediSnjeg Ziv€anog sustava, posjeduje temeljno
svojstvo plasticnosti. Respiracijska plasti¢nost o€ituje se kao dugotrajna promjena ritma i
obrasca disanja i nakon prestanka djelovanja odredenog podrazaja kao Sto je npr. hipoksija, a
moze ju potaknuti 1 hiperkapnija, stres ili ozljeda (14, 21). Temelji se na funkcionalnim i/ili
strukturnim promjenama stani¢no-molekularnih 1 sinaptickih mehanizama na razli¢itim

mjestima unutar respiracijskog kontrolnog sustava (Slika 5).
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Slika 5. Prikaz potencijalnih mjesta razvoja plasti¢nosti u respiracijskom
kontrolnom sustavu. Respiracijski ritam stvaraju respiracijski neuroni u ventralnoj
meduli 1 prenose ga neuronima u mozdanom deblu i lednoj moZdini koji su odgovorni
za formiranje obrasca disanja. Stvaranje ritma i obrasca disanja uskladuje se s
informacijama iz neuromodulacijskih sustava i s razli¢itih receptora. Na respiracijski
kontrolni sustav mogu utjecati informacije iz viSih centara (korteksa) i direktni utjecaji
kisika, ugljicnog dioksida 1 pH (sive strelice). Plasti¢nost se moze pojaviti na jednom ili
na viSe mjesta, a najceS¢e je potaknuta od strane senzornih receptora i
neuromodulacijskih sustava. (Modificirano prema slici iz Mitchell GS, Johnson SM. J
Appl Physiol 2003;94:358-74).

Jedan od najvaznijih primjera respiracijske plasticnosti je dugorocno pojacanje disanja
(engl. long term facillitation, LTF), izazvano intermitentnom hipoksijom. LTF se moze
izazvati kod viSe razli¢itih Zivaca, kao S$to su frenicki, hipoglosalni ili interkostalni
motoneuroni, koji inerviraju odgovarajuce respiracijske misi¢e (29-30). Najcesc¢e istraZivani
oblik respiracijskog LTF-a je dugoro¢na facilitacija frenickoga zivca (engl. phrenic long term
facillitation, pLTF), koja se ocituje kao povecanje frenickoga motorickog odgovora nakon
viSestrukog izlaganja kratkotrajnim ponavljanim hipoksijskim epizodama (14, 21-22, 29).
LTF motornih neurona koji pokre¢u glavne inspiracijske misi¢e (frenickoga Zzivca koji
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pokre¢e dijafragmu i interkostalnih zivaca koji pokre¢u interkostalne misice), rezultira
izravnim poveéanjem ventilacije, tako da se moze govoriti o ventilacijskom LTF-u (vLTF)
(21, 31). LTF koji se ocituje na motornim neuronima hipoglosalnog zivca (XII. kranijalni
zivac), koji inervira misice jezika, dovodi do promjene otpora gornjeg diSnog puta, povecava
inspiracijski protok i na taj nacin olakSava 1 povecava ventilaciju (32-34).

Poseban oblik respiracijske plasticnosti razvija se kod izlaganja kroni¢noj
intermitentnoj hipoksiji (CIH), tj. velikom broju epizoda intermitentne hipoksije s
normoksijskim pauzama, kroz nekoliko sati dnevno, tijekom viSe dana, Sto dovodi do
znacajno dugotrajnijeg oblika respiracijske plasti¢nosti (35). Radi se o tzv. metaplasti¢nosti,
fenomenu koji podrazumijeva pojaanje osnovnog svojstva plasticnosti nakon
kondicioniranja, tj. prethodnog izlaganja dugotrajnijem kroni¢nom podrazaju (14, 35-37). U
skladu s tim pokazano je da izlaganje kroni¢noj intermitentnoj hipoksiji znac¢ajno pojacava
hipoksijski ventilacijski odgovor na akutnu hipoksiju i pLTF u Stakora (35). Pretpostavlja se
da ovi udinci nastaju zbog pojacane srediSnje ziv€ane integracije karotidnih kemoaferentnih

impulsa ili pojacanja temeljne karotidne kemoaferentne aktivnosti (35, 38).
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2.4.1. PredloZeni mehanizam nastanka pLTF-a

pLTF je slozen, o tipu podrazaja i o serotoninu ovisan, srediSnji neuralni mehanizam,
izazvan ponavljanom hipoksijom ili ponavljanim podrazivanjem Zzivca karotidnog sinusa (14,
21, 39). Millhorn i sur. prvi su 1980. godine opisali fenomen pLTF-a, tada imenovan pojmom
dugotrajne potencijacije (engl. long-term potentiation, LTP). ViSekratno su elektricki
podrazivali Zivac karotidnog sinusa na anesteziranim i vagotomiziranim mackama i primjetili
povecanu inspiracijsku aktivnost frenickoga zivca vise od 90 min nakon zadnjeg podrazaja u
odnosu na bazalne vrijednosti. Povecana aktivnost manifestirala se povecanjem amplitude
frenickoga Zivca, a u manjoj mjeri i povecanjem frekvencije (40). Sli¢an fenomen primjec¢en
je 1 nakon izlaganja akutnim ponavljanim hipoksijskim epizodama, §to je potvrdeno u brojnim
studijama 1 to uglavnom na anesteziranim S$takorima (23, 32, 39, 41). Izlaganje akutnoj
ponavljanoj hipoksiji tako postaje temelj vecine eksperimentalnih protokola za proucavanje
fenomena pLTF-a, s varijacijama u broju i trajanju hipoksijskih epizoda (22, 42). Pokazano je
da jedino ponavljana, a ne trajna hipoksija jednakog ukupnog trajanja, uspijeva izazvati
pojavu pLTF-a (23). Nedugo nakon otkri¢a fenomena LTF-a, pokazano je da metisergid,
antagonist 5-HT receptora Sirokog spektra, sprijeCava nastanak LTF-a u macaka (43).
Naknadno je ustanovljeno da ketanserin, selektivni antagonist 5-HT, serotoninskih receptora,
sprijeava nastanak LTF-a u Stakora (41, 42, 44). Kako se u navedenim studijama
primjenjivalo intravensko davanje antagonista pokuSalo se s njihovom intratekalnom
primjenom s ciljem razlu€ivanja to¢nog mjesta djelovanja serotonina (45). Intratekalna
primjena 5-HT antagonista na razini korijena C4 znacajno je oslabila ili cak ugasila pLTF,
¢ime je pokazano da se 5-HT receptori, bitni za nastanak pLTF-a, nalaze na ili blizu jezgara
frenickoga motoneurona (45). Nadalje, pokazano je da vrlo vaznu ulogu u manifestaciji
pLTF-a imaju i NMDA (N-metil-D-aspartat) glutamatni receptori, s obzirom da se pLTF

ugasio nakon davanja NMDA antagonista (MK-801) kod anesteziranih i neanesteziranih
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Stakora (46). Slijedom navedenih istrazivanja utvrdeno je da u nastanku pLTF-a klju¢nu ulogu
ima neurotransmiter serotonin za kojega se pretpostavlja da neuromodulacijskim ucincima
djeluje na podrucje silazne bulbospinalne glutamatne sinapse izmedu respiracijskih
premotoneurona 1 frenickoga motoneurona (6, 21, 43). Takoder je zakljuceno da je aktivacija
5-HT,; vrste serotoninskih receptora na spinalnoj razini klju¢na u zapocinjanju pLTF-a, dok je
aktivacija glutamatnih receptora potrebna za njegovo odrzavanje (21, 44-46). Nedavno je
pokazano da je aktivacija serotoninskih receptora i na supraspinalnoj razini potrebna za
zapocinjanje pLTF-a (47). Takoder, u nedavnom radu Pavlinac 1 sur. istaknuta je vaznost, za
sada barem jedne vrste serotoninskih receptora (5-HT;a), ne samo u zapocinjanju nego i u
odrzavanju pLTF-a (48). Ista skupina autora nedavno je dodatno naglasila vaznost
serotoninskih 5-HT;, receptora u zapocinjanju pLTF-a na supraspinalnoj razini (49). Osim
serotoninskog sutava, novija istrazivanja pokazala su vaznost aktivacije i noradrenalinskog
neuromodulacijskog sustava (a;-adrenergic¢nih receptora) u manifestaciji respiracijskog LTF-a
(u ovom slucaju hipoglosalnog zivca), zbog Cega je zakljuCeno da je aktivacija i intergracija
oba neuromodulacijska sustava (serotoninskog i noradrenalinskog), potrebna za manifestaciju
respiracijskog LTF-a nakon izlaganja ponavljanoj hipoksiji (50).

Na sinaptickoj i stani¢no-molekularnoj razini, predlozenim mehanizmom nastanka
pLTF-a pokuSava se objasniti slozen slijed dogadaja koji u fizioloskim uvjetima zapocinje
aktivacijom perifernih kemoreceptora u karotidnim tjeleScima ponavljanim hipoksijskim
epizodama. Impulsi se dalje kemoaferentnim neuronima prenose do medularnih respiracijskih
neurona odgovornih za stvaranje temeljnog ritma i obrasca disanja i izravno ili neizravno
(preko medularnih neurona) do raphe jezgara u mozdanom deblu iz kojih se naposlijetku

oslobada serotonin (28) (Slika 6).
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Slika 6. PredloZeni mehanizam nastanka pLTF-a. Kemoreceptori u karotidnim
tjelescima (CB) (engl. carotid body), su aktivirani ponavljanom hipoksijom. Impulsi se
dalje prenose do respiracijskih neurona odgovornih za stvaranje temeljnog ritma disanja
(rhythm) i do raphe jezgara (5-HT) u mozdanom deblu. 1z raphe jezgara oslobada se
serotonin u blizini jezgara frenickog motoneurona u kraljezni¢noj mozdini (PHR) (engl.
phrenic) 1 pojacava frenicki odgovor na glavni ekscitacijski neurotransmiter glutamat,
osloboden iz respiracijskih premotoneurona. Iz prikazanog modela vidi se da je za
manifestaciju pLTF-a potrebno ponavljano oslobadanje serotonina 1 to u blizini
frenickoga motoneurona na spinalnoj razini. Medutim, ne mogu se iskljuciti 1 dodatni
neuromodulacijski uc€inci serotonina na supraspinalnoj razini. (Preuzeto iz Fuller DD,
Bach KB, Baker TL, Kinkead R, Mitchell GS. Respir Physiol 2000;121:135-46. - slika
kao u izvorniku).

Serotonin vezanjem na 5-HT, serotoninske receptore smjeStene u blizini ili na
frenickom motoneuronu, zapocinje kaskadu kompleksnih unutarstani¢nih dogadaja (Slika 7).
Dolazi do aktivacije protein-kinaze C (PKC) 1 posljedi¢ne sinteze novih proteina od kojih je
najvazniji BDNF (engl. brain derived neurothropic factor). Pokazano je da je BDNF kljucan
¢imbenik u manifestaciji serotoninski-ovisnog pLTF-a, a poznato je da sudjeluje i u drugim

oblicima sinapticke plasti¢nosti. Primjeceno je da se tijekom izlaganja hipoksiji povecava
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njegova koncentracija u kraljeznicnoj mozdini, pogotovo u blizini jezgara frenickoga
motoneurona. BDNF preko receptora tirozin-kinaza B (TrkB) dovodi do fosforilacije i
posljedicne aktivacije vise razlicitih kinaza (51). Istodobno dolazi i do aktivacije nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADP)
oksidaze i produkcije slobodnih kisikovih radikala (engl. reactive oxygen species, ROS) (52).
Novija istrazivanja pokazuju vaznu ulogu ROS u freni¢kom 1 hipoglosalnom LTF-u, prije
svega zbog inhibicije proteinskih fosfataza koje prirodno ograni¢avaju LTF, mada njihova
uloga u fenomenu LTF-a nije u potpunosti razjasnjena (53-54). Konacni rezultat je prevaga
kinaznih ucinaka, tj. procesa fosforilacije 1 pojaavanje ucinka ekscitacijske glutamatne
NMDA sinapse izmedu respiracijskih neurona u mozdanom deblu i frenickoga motoneurona,
uz smanjenje sinaptic¢ke inhibicije posredovane y-amino-maslacnom kiselinom (engl. y-
aminobutyric acid, GABA). Krajnji ishod je povecanje frenickoga motorickog odgovora i

pojacanje disanja (6, 14, 28, 45, 51).
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Slika 7. Shematski prikaz stani¢no-molekularnog i sinaptickog modela pLTF-a.
Hipoksija aktivira raphe neurone dovode¢i do oslobadanja serotonina u blizini
frenickoga motoneurona. Serotonin aktivira 5-HT, receptore i zapocinje kaskadu
unutarstani¢nih dogadaja. Konac¢na posljedica je fosforilacija 1 pojacanje funkcije
glutamatnih receptora tj. glutamatne sinapse koja prenosi respiracijski ritam i smanjenje
GABA-om posredovanih inhibicijskih u¢inaka. (Preuzeto iz Feldman JL, Mitchell GS,
Nattie EE. Annu Rev Neurosci 2003;26:239-66. - slika kao u izvorniku).

2.4.2. Amplitudni i frekvencijski pLTF

Postojanje LTF-a dokazano je u viSe Zivotinjskih vrsta u razli¢itim eksperimentalnim
protokolima. U studijama na anesteziranim Zivotinjama LTF se prije svega ocitovao
povecanjem amplitude odgovaraju¢ih perifernih zivaca (frenicki Zivac, hipoglosalni Zivac,
interkostalni Zivci), s varijabilnim ucincima na frekvenciju. Nasuprot tome, istrazivanja u
budnih Zivotinja pokazala su da se LTF uglavnom manifestira poveéanjem frekvencije
disanja, uz male i varijabilne promjene diSnog volumena. Takoder, LTF u budnih Zivotinja
slabijeg je intenziteta i kraceg trajanja nego u anesteziranih (21-21, 55-56). LTF freni¢koga
zivca takoder se manifestira uglavnom povecanjem amplitude (28). Na temelju rezultata

mnogih dosadasnjih istrazivanja Baker-Herman i Mitchell su u svojoj opSirnoj meta analizi
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potvrdili postojanje i amplitudnog i frekvencijskog pLTF-a nakon izlaganja AIH protokolu, u
anesteziranih i vagotomiziranih Stakora, iako je frekvencijski LTF znacajno manje izrazen i
varijabilan. Takoder su utvrdili jaku korelaciju izmedu frekvencijskog LTF-a i bazalne
frekvencije disanja prije izlaganja hipoksiji, a spomenuta korelacija moZe biti jedan od uzroka
tolike varijabilnosti u pojavnosti frekvencijskog LTF-a (55). Spoznaja o postojanju
frekvencijskog i amplitudnog pLTF-a vazna je zbog toga §to ukazuje na mogucnost postojanja
viSe razli¢itith neuralnih mehanizama u manifestaciji respiracijske plasti¢nosti u razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima. Ispravno bi stoga bilo govoriti o amplitudnom i/ili
frekvencijskom pLTF-u (55, 57). Bez obzira na varijabilnost izrazaja pLTF-a, vazno je
naglasiti da respiracijski kontrolni sustav posjeduje uc¢inkovite mehanizme prilagodbe disanja
koji se mogu upotrijebiti 1 oCitovati na viSe razliitih nacina, npr. pove¢anjem amplitude i/ili

frekvencije, s kona¢nim ciljem pojacanja disanja i odrzanja respiracijske homeostaze.

2.4.3. LTF u humanim studijama

Manifestacija LTF-a u ljudi uglavnom se odnosi na povecanje respiracijske motoricke
aktivnosti, prije svega minutne ventilacije (ventilacijski LTF, vLTF), ali i motoricke
aktivnosti misi¢a genioglosusa kojeg inervira hipoglosalni zivac (hipoglosalni LTF, XII LTF)
(22, 58). McEvoy i sur. prvi su 1996. godine pokusali izazvati LTF u ljudi u budnom stanju
izlagajuci ih uzastopnim hipoksijskim epizodama (10 hipoksijskih epizoda u trajanju od 2 min
s normoksijskim pauzama istog trajanja). Medutim, pokusaji izazivanja LTF-a u ljudi u
budnom stanju unato¢ primjeni razli¢itih AIH protokola uglavnom nisu bili uspjesni (59-60).
Poslije je utvrdeno da se VLTF moze izazvati u budnih ljudi, ali uz prisutnost umjerene
hiperkapnije (61). Vrlo vazna spoznaja bila je da se vVLTF moze uspjesno izazvati tijekom
spavanja u non-REM stadiju u ljudi s povecanim otporom gornjeg diSnog puta, tj.

opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (engl. obstructive sleep apnea, OSA) (62). U ljudi
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koji boluju od OSA-e, uslijed smanjenog tonusa misica gornjeg diSnog puta (najcesce se misli
na genioglosus - misi¢ jezika), dolazi do visekratne i uzastopne opstrukcije diSnog puta, S$to
rezultira apnejom (potpuni zastoj disanja) i posljedi¢nim ponavljanim epizodama hipoksije i
hiperkapnije (63-64). DuZe vrijeme se mislilo da se fenomen vLTF-a tijekom spavanja u
zdravih ljudi ne moze izazvati (65). Medutim, istraZzivanja su pokazala da se i u zdravih ljudi,
u kojih ne postoji ogranicenje protoku zraka u gornjim diSnim putevima, uspio izazvati LTF
miSi¢a genioglosusa i VLTF u non-REM stadiju spavanja, dovode¢i do znafajnog porasta
minutne ventilacije i smanjenog otpora gonjeg diSnog puta (58, 66). S obzirom na spoznaju da
se LTF lakSe izaziva u populaciji ljudi s OSA-om i to tijekom spavanja, smatra se da je
njegova uloga zapravo odrzavanje odgovarajuce respiracije tijekom spavanja (63, 67). LTF
hipoglosalnog zivca rezultira povecanjem tonusa miSi¢a genioglosusa i time olakSava
odrzavanje diSnog puta otvorenim tijekom slijede¢ih apnejickih epizoda (32). vLTF i
hipoglosalni LTF prema tome predstavljaju primjer manifestacije temeljnog svojstva
plasti¢nosti respiracijskog kontrolnog sustava u svrhu prilagodavanja odredenim fizioloSkim
uvjetima 1 patofizioloskim stanjima, kao Sto je prilagodba disanja tijekom spavanja i

sprje¢avanje napredovanja negativnih posljedica neprepoznate i nelijeCene OSA-e (63, 67).
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2.5. Inhalacijski anestetici
2.5.1. Op¢e postavke

Inhalacijski anestetici spadaju u skupinu opc¢ih anestetika koji se u organizam unose
udisanjem. Dijele se na hlapljive (halotan, enfluran, izofluran, sevofluran i desfluran) i
plinovite (du$icni oksidul i ksenon) (68-69). Hlapljivi (volatilni) anestetici su hlapljive
tekucine, a primjenjuju se pomocu posebnih isparivaca ugradenih u anestezijske aparate.
Uglavnom se koriste za uvod 1 odrzavanje opCe anestezije.

Izofluran 1 sevofluran naj¢e$ce su primjenjivani inhalacijski anestetici u klinickoj
anestezioloSkoj praksi (68). Sli¢ne su kemijske strukture (halogenirani eteri) i djelovanja.
Sevofluran je potpuno fluorirani metil-izopropil eter (C4H3F;0), a izofluran halogenirani

(atomima fluora i klora) metil-etil eter (C3H,CIFs0) (Slika 8).

F3C~__-O~__F Cl F
D e

CF5

sevofluran izofluran

Slika 8. Kemijska struktura sevoflurana i izoflurana.

Zbog $to vjerodostojnije usporedbe inhalacijskih anestetika, uvedena je myjera
potencije ili snage anestetskog djelovanja, koja se izrazava kao minimalna alveolarna
koncentracija (engl. minimal alveolar concentration, MAC) (68, 70). Vrijednost 1 MAC
definira se kao ona koncentracija inhalacijskog anestetika pri kojoj 50% anesteziranih jedinki
nece reagirati na bolni podrazaj, kao $to je kirurska incizija koze (68, 70). Vrijednost 1 MAC
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razli¢ita je za razliCite inhalacijske anestetike. U ljudi 1 MAC sevoflurana iznosi oko 2.0%, a
izoflurana oko 1.2% (68). MAC vrijednosti za inhalacijske anestetike koriStene u ovoj studiji
(sevofluran i izofluran), korigirane su, s obzirom da se istrazivanje provodilo na pokusnim
zivotinjama. Za Stakore, uzeta vrijednost od 1 MAC za sevofluran iznosila je 2.40%, a za
izofluran 1.46% (71-72). U istrazivanju je najniza koncentracija inhalacijskih anestetika
iznosila 1.4 MAC, $to je bila najmanja doza kojom se postigla dovoljna dubina anestezije i

postojana aktivnost freni¢koga zivca, kao najvazniji uvjet izvodljivosti istrazivanja.

2.5.2. Molekularni mehanizmi djelovanja inhalacijskih anestetika

Klini¢ki ucinci inhalacijskih anestetika na organizam dobro su poznati, medutim
molekularni mehanizmi djelovanja nisu u potpunosti jasni (69). Na stani¢no-molekularnoj
razini djelovanje inhalacijskih anestetika ne moze se objasniti jedinstvenim molekularnim
mehanizmom, ve¢ ucincima na vise razlicitih ciljnih mjesta (69, 73). Danas je poznato da su
najvaznija molekularna mjesta djelovanja inhalacijskih anestetika razli¢iti stani¢ni
membranski receptori i ionski kanali. Medu stanicnim membranskim receptorima
najistaknutiji su utjecaji na tzv. ligand-vezane ionotropne receptore, i to inhibicijske GABAA i
glicinske receptore, te ekscitacijske glutamatne i nikotinske acetilkolinske (nAch) receptore
(74-76). Djelujudi prije svega na sinaptiCku neuronsku transmisiju, inhalacijski anestetici
pojacavaju prijenos inhibicijskih signala djeluju¢i na neurotransmiterski sustav GABA-e i
glicina (glavnih inhibicijskih neurotrasmitera u SZS-u) i smanjuju prijenos ekscitacijskih
signala djeluju¢i na glutamatnu neurotransmisiju (glutamat je glavni ekscitacijski
neurotransmiter u SZS-u) (69, 73, 77). Medu ionskim kanalima najistaknutiji su utjecaji na
voltazne Na* (natrijske) i Ca®* (kalcijske) i tzv. propusne (nevoltazne) K*;p (engl. leak two-
pore) (kalijske) kanale (74, 77-79). Pokazano je da inhalacijski anestetici djeluju i na tzv.

metabotropne receptore, od kojih je najvaznija skupina metabotropnih serotoninskih
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receptora, kao i na unutarstani¢ne proteine ukljuene u sustav stani¢ne signalizacije (74, 76,

80).

2.5.3. U¢inci inhalacijskih anestetika s osvrtom na kontrolu disanja

Pozeljni ucinci djelovanja inhalacijskih anestetika su oni koji nastaju kao posljedica
djelovanja u SZS-u i mogu se podijeliti na u¢inke na tzv. supraspinalnoj i spinalnoj razini.
Supraspinalna razina podrazumijeva djelovanje u mozgu $to rezultira razli¢itim stupnjevima
oduzimanja svijesti 1 amnezijom. Spinalna razina podrazumijeva djelovanje na razini ledne
mozdine §to rezultira supresijom svrsishodnog refleksnog odgovora na bolni podrazaj i
imobilizacijskim ucinkom. Takoder je pokazano da djelovanjem na spinalnoj razini
inhalacijski anestetici smanjuju podraZzljivost neurona u straznjim rogovima ledne mozdine,
Sto je moguéi mehanizam njihovog antinocicepcijskog ucinka (69, 73, 81-83).
Dodatni vazni i uglavnom nepozeljni ucinci inhalacijskih anestetika na organizam su oni na
disni i1 krvozilni sustav. Opcenito anestezija, pa tako i inhalacijska, ima depresijski u¢inak na
disanje (80, 84-86). Depresija disanja posljedica je sveobuhvatnog depresijskog ucinka
inhalacijskih anestetika na SZS, sredi$nju respiracijsku neuronsku mrezu, funkciju centralnih i
perifernih kemoreceptora, aktivnost respiracijskih motoneurona i misi¢éa odgovornih za
disanje i odrzavanje stabilnosti gornjeg disSnog puta (80, 85, 87-88). U ljudi, inhalacijski
anestetici smanjuju di$ni volumen i povecavaju frekvenciju disanja, medutim konacni u¢inak
je smanjenje ukupne minutne ventilacije i povecanje ETCO, (parcijalni tlak uglji¢nog
dioksida na kraju izdisaja) (engl. end-tidal) (3, 84, 89-91). Ucinak inhalacijskih anestetika na
mehanizme kontrole disanja manifestira se promjenama u ritmu i obrascu disanja i
ventilacijskom odgovoru na hipoksiju i hiperkapniju (3, 24, 84-85, 88, 92). Smatra se da su
promjene u ritmu i obrascu disanja posljedica utjecaja inhalacijskih anestetika na respiracijske

neurone u srediSnjem generatoru disanja, Sto rezultira promjenama u frekvenciji disanja i
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respiracijskim parametrima, ovisno o vrsti anestetika i primjenjenoj dozi (1, 84-86, 88). U
ljudi svi inhalacijski anestetici dovode do tahipneje, tj. ubrzanog disanja (Cime se
nadoknaduje smanjenje diSnog volumena), medutim s povecanjem koncentracije taj ucinak
postepeno izostaje Sto rezultira sve izrazenijom respiracijskom depresijom. Takav ucinak
znadajno je izrazen i kod sevoflurana i kod izoflurana (89-90). Sto se ti¢e utjecaja
inhalacijskih anestetika na hipoksijski i hiperkapnijski ventilacijski odgovor, pokazano je da
smanjuju oba odgovora, medutim bitna je primjenjena doza anestetika (3, 24, 91-92). Takoder
pokazano je da inhalacijski anestetici imaju jaci supresijski utjecaj na hipoksijski u odnosu na
hiperkapnijski ventilacijski odgovor (1, 24, 93-95).

Vecina anestetika koji se koriste u opcoj anesteziji ima znacajan utjecaj na kontrolu
disanja. Zbog boljeg razumijevanja njihovog utjecaja, kontrola disanja dijeli se na dvije
komponente, kemijsku i bihevioralnu (92, 95). Kemijska ili metabolicka komponenta
povezana je s kemijskim sastavom krvi i mozdanog tkiva, prije svega pH, PCO, i PO,. Moze
se re¢i da je automatska (ne ukljucuje svijest) i prema tome je dominantna tijekom anestezije i
non-REM stadija spavanja. Posredovana je srediSnjim i perifernim kemoreceptorima i testira
se mjerenjem ventilacijskog odgovora na hipoksiju i/ili hiperkapniju. Bihevioralna
komponenta vazna je za prilagodavanje disanja razliitim zivotnim situacijama i stanjima, kao
Sto su budnost, govor, fizicki napor, stres, bol i dr. (95). Adekvatna funkcija i medusobna
slozena interakcija dviju komponenti kontrole disanja temelj je odrzavanja respiracijske
homeostaze. Pokazano je da inhalacijski anestetici mogu djelovati na obje komponente
kontrole disanja, medutim primaran je njihov utjecaj na razini perifernih kemoreceptora (84,
91-92, 95-96).

U eksperimentalnih Zivotinja inhalacijski anestetici imaju slican depresijski uc¢inak na

bazalnu ventilaciju i ventilacijski odgovor na hipoksiju i hiperkapniju, s varijabilnim uc¢incima
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na frekvenciju disanja, ovisno o vrsti pokusnih zivotinja, eksperimentalnom protokolu i
primjenjenoj dozi (24, 80, 86, 97-98).

Opcenito depresija disanja izazvana inhalacijskim anesteticima najvise ovisi o dozi
(koncentraciji), ukljucujucéi 1 ventilacijski odgovor na hipoksiju 1 hiperkapniju (84, 92-94, 96-
98). Znacajna depresija disanja javlja se pri koncentracijama ve¢im od 1 MAC (84, 88, 91,
98). Akutni ventilacijski odgovor na hipoksiju osjetljiviji je od bazalnog disanja na uc¢inak
inhalacijskih anestetika, tako da moze biti znaCajno deprimiran i1 pri subanestetskim
koncentracijama (0.1-0.2 MAC), pogotovo u ljudi (u prosjeku oko 30-50%). Sjogren 1 sur.
pokazali su da i pri anestetskim dozama inhalacijskih anestetika HVR moze biti o¢uvan, mada
takoder znacajno deprimiran (99-100). Za razliku od ljudi pokazano je da je HVR u zivotinja
manje osjetljiv na utjecaj inhalacijskih anestetika, tako da pri anestetskim koncentracijama od
oko 0.7 MAC, depresija iznosi u prosjeku oko 24% (93, 101-102).

Mozemo vidjeti da su dosadasnja brojna istrazivanja pokazala promjenjiv utjecaj
inhalacijskih anestetika na akutni hipoksijski ventilacijski odgovor u ljudi i Zivotinja.
Pokazano je da utjecaj inhalacijskih anestetika na akutni hipoksijski ventilacijski odgovor
najvise ovisi o vrsti i dozi anestetika, a pri subanestetskim dozama i o prisutnosti odredenih
vanjskih podrazaja ¢ime se manifestira utjecaj i bihevioralne komponente u kontroli disanja.
Prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja ¢ini se da postoje kvantitativne i1 kvalitativne
razlike izmedu pojedinih inhalacijskih anestetika u odnosu na HVR (92-93, 95-96, 101, 103).
Pandit i1 sur. ustanovili su da u ljudi sevofluran smanjuje HVR u manjoj mjeri u odnosu na
halotan i izofluran, a sli¢no je pokazano i za desfluran (104-105). Karanovic i sur. pokazali su
sli¢an rezultat za halotan, izofluran i sevofluran u Stakora (98). U svojim preglednim ¢lancima
Pandit upucuje na vaznost uvjeta u kojima se HVR ispituje, pogotovo kod subanestetskih
doza, kao sto su razina PCO,, stanje budnosti i audiovizualna ili bolna stimulacija (93, 96).

Pokazano je da kod izoflurana, pri subanestetskim dozama, audiovizualna stimulacija dovodi
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do oporavka suprimiranog HVR-a (106). Isti u¢inak nije se uspio posti¢i kod subanestetskih
doza sevoflurana, medutim radilo se o bolnoj stimulaciji, §to upucuje na razlike izmedu ova
dva podrazaja i/ili izmedu dva anestetika (107). Dosadasnja istrazivanja ocito ukazuju na
postojanje razli¢itih utjecaja inhalacijskih anestetika na slozenu interakciju izmedu stanja
budnosti 1 drugih vanjskih podrazaja (bihevioralna komponenta) i funkcije perifernih 1

centralnih kemoreceptora (kemijska komponentna) u kontroli disanja (95, 101, 103).

2.5.4. Utjecaj inhalacijskih anestetika na fenomen plasti¢nosti

lako do sada nije istrazivan utjecaj inhalacijskih anestetika na razvoj respiracijske
plasti¢nosti, zanimljivo je da je pokazan njihov supresijski utjecaj na manifestaciju drugih
oblika neuralne plasti¢nosti, kao Sto je fenomen hipokampalnog LTP-a (engl. long term
plasticity). LTP je posljedica trajnog povecanja neuralnog sinaptickog prijenosa uslijed
ucestale aktivnosti odredene sinapse i zapravo predstavlja stani¢ni model u¢enja i paméenja
(108). Sevofluran i izofluran su, ovisno o primjenjenoj dozi, djelovali inhibiraju¢e na

sinapticku plasticnost, a u ve¢im dozama blokirali hipokampalni LTP (80, 109-111).

2.6. Ostali anestetici

Pokazano je da vecina anestetika koji se koriste u opcoj anesteziji znacajno utje¢e na
respiracijski sustav i mehanizme kontrole disanja. Vecina intravenskih anestetika, kao §to su
barbiturati, propofol i opioidni analgetici, slicno kao i inhalacijski anestetici, dovodi do
respiracijske depresije i suprimira ventilacijski odgovor na hipoksiju i hiperkapniju (1, 84-85,
88, 95, 112-113). S obzirom na depresijski utjecaj i na SZS i na respiraciju, pretpostavlja se
da razli¢iti anestetici 1 drugi lijekovi koji se koriste u svakodnevnoj anestezioloskoj praksi
mogu imati utjecaj i na manifestaciju pLTF-a, medutim do sada je to dokazano jedino za

intravenski op¢i anestetik propofol i opioidni analgetik remifentanil, koji sprjeCavaju nastanak
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pLTF-a u modelu koji je istovjetan modelu upotrijebljenom u ovoj studiji (model uretanski
anesteziranog, mehanicki ventiliranog i obostrano vagotomiziranog Stakora izlozenog AIH
protokolu) (22, 112-113).

Uretan (etil karbamat) se zbog potencijalne toksi¢nosti ne koristi kao anestetik u ljudi.
Medutim, pogodan je op¢i anestetik za laboratorijske zivotinje zbog optimalnog i dugotrajnog
uinka kirurS8ke anestezije, Sirokog raspona sigurnosti, viSestrukih puteva primjene 1
minimalnih utjecaja na cirkulaciju i1 disanje (Slika 9). Pouzdano se koristi kao anestetik za
ispitivanje funkcije SZS-a, respiracijske neuralne aktivnosti i mehanizama kontrole disanja u
pokusnih Zzivotinja. Takoder u istrazivanjima o potencijalnom utjecaju drugih anestetika na
razvoj respiracijske plasti¢nosti, prikladan je za usporedbu, jer osim minimalnog utjecaja na
disanje i kardiovaskularni sustav, nema interakcije sa serotoninskim i GABA-ergickim

sustavom (80, 112, 114).

O

K

uretan (etil-karbamat)

NH>

Slika 9. Kemijska struktura uretana.
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3. PROBLEMATIKA ISTRAZIVANJA

U okviru teme predlozene doktorske disertacije istrazivano je djelovanje
monoanestezije inhalacijskim anesteticima sevofluranom 1 izofluranom na dugoroc¢no
pojacanje disanja u modelu akutnih ponavljanih hipoksija, prateno promjenama aktivnosti
freniCkoga zivca u Stakora.

Sevofluran i izofluran najceS¢e su koriSteni inhalacijski anestetici u svakodnevnoj
anestezioloSkoj praksi (68). lako postoje brojna istrazivanja o utjecaju inhalacijskih anestetika
na disanje, akutni hipoksijski 1 hiperkapnijski odgovor, do sada nije istraZivan njihov utjecaj
na razvoj respiracijske plasticnosti 1 pojavu dugorocnog pojacanja disanja. U ovom
istrazivanju, osim utjecaja na manifestaciju respiracijske plasti¢nosti, pratili smo ucinke
sevoflurana 1 izoflurana i na druge vazne komponente disanja, a to su ritam i obrazac disanja i
hipoksijski ventilacijski odgovor. Poznato je da je ocuvan HVR pouzdan prediktor razvoja
pLTF-a (28, 55). U planiranju ovog istrazivanja bilo je za pretpostaviti da ¢e inhalacijski
anestetici sprijeciti pojavu pLTF-a, pogotovo zbog toga $to je u nedavnom istraZivanju nase
istrazivacke skupine pokazan njihov depresijski u€inak na disanje i hipoksijski ventilacijski
odgovor (98). Pretpostavci doprinosi i spoznaja o njihovom suprimiraju¢em ucinku na
fenomen LTP-a, jednog od oblika neuralne plasti¢nosti (111).

Istrazivanje utjecaja inhalacijskih anestetika na disanje i1 izlaganje hipoksiji u
animalnim 1 humanim studijama najceS¢e je izvodeno u subanestetskim dozama, dok su
animalne studije Cesto radene kao in vitro studije (22). Karanovi¢ i sur. prvi su primjenili
anestetske doze tri inhalacijska anestetika (halotan, izofluran i sevofluran) u istrazivanju
njihovog utjecaja na HVR i dokazali supresiju HVR-a u Stakora (98). NaSe istraZivanje
provedeno je na Stakorima anesteziranim sevofluranom ili izofluranom. Primjenjena doza od
1.4 MAC odredena je kao najniza moguca anestetska doza u Stakora koja je omogucavala
eticko 1 nesmetano provodenje kirurSkih postupaka i eksperimentalnog protokola, u skladu s

prethodnim istraZivanjima i spomenutom studijom Karanovi¢a i sur. (71-72, 98). Zivotinje su
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bile izloZzene podrazaju akutnih ponavljanih hipoksija uz kontinuirano snimanje aktivnosti
frenickoga zivca. Najcesce koriSten model za proucavanje respiracijske plasti¢nosti i pLTF-a
je Sprague-Dawley Stakor anesteziran uretanom, vagotomiziran, paraliziran i mehanicki
ventiliran (22, 112, 115). Poznato je da uporaba neuromisi¢nih relaksansa moZe rezultirati
promjenom HVR-a blokadom nikotinskih acetilkolinskih receptora u karotidnim tjeleScima,
zbog Cega smo i1zbjegli uporabu misi¢nih relaksansa u ovoj studiji (85, 116-117).

Zaklju¢no, u ovoj studiji ispitivani inhalacijski anestetici (sevofluran i izofluran),
primjenjeni su u anestetskoj dozi od 1.4 MAC, bez uporabe miSi¢nih relaksansa, u izokapniji,
s ciljem istrazivanja utjecaja samo pojedinog ispitivanog inhalacijskog anestetika na aktivnost

frenickoga zivca u istrazivanju respiracijske plasti¢nosti.

3.1. Ciljevi istrazivanja i hipoteze

Ciljevi istrazivanja bili su:

Utvrditi utjeCe li inhalacijska monoanestezija sevofluranom i izofluranom na pojavu
dugorocne facilitacije freni¢koga Zivca u Stakora u modelu akutnih ponavljanih hipoksija.

Ispitati postoje li razlike u hipoksijskom ventilacijskom odgovoru i pLTF-u u zivotinja
u kojih je primijenjena monoanestezija uretanom, sevofluranom ili izofluranom.

Ispitati postoje li razlike u ritmu i obrascu aktivnosti freni¢koga zivca u zivotinja
anesteziranih uretanom, sevofluranom ili izofluranom u definiranim vremenskim toCkama
pokusa.

Na temelju navedenog formirane su o¢ekivane spoznaje istrazivanja izrazene u obliku
hipoteza koje glase:

Hipoteza 1.

Inhalacijska monoanestezija sevofluranom i izofluranom u koncentraciji od 1.4 MAC

sprijecit ¢e nastanak pLTF-a u Stakora u modelu akutnih ponavljanih hipoksija.
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Hipoteza 2.

Inhalacijska monoanestezija sevofluranom i izofluranom smanjit ¢¢ HVR u odnosu na
uretansku (kontrolnu) monoanesteziju.

Hipoteza 3.

Inhalacijska monoanestezija sevofluranom 1 izofluranom uzrokovat ¢e promjenu ritma

i obrasca disanja u odnosu na uretansku (kontrolnu) monoanesteziju.

3.2. Ustroj i ishod istraZivanja
Istrazivanje je bilo eksperimentalno, temeljno 1 intervencijsko. Provedeno je na
pokusnim zivotinjama, Stakorima soja Sprague-Dawley, koji su bili anestezirani, obostrano
vagotomizirani i mehanicki ventilirani. Formirale su se dvije pokusne skupine, u kojima je
primjenjena inhalacijska monoanestezija sevofluranom ili izofluranom i jedna kontrolna
skupina, u kojoj je primjenjena uretanska monoanestezija. U sve tri skupine, pokusne
zivotinje bile su izlozene istom AIH protokolu od 5 hipoksijskih epizoda, nakon kojeg se
nastavilo s pra¢enjem aktivnosti frenickoga zivca (frenickoga neurograma) i srednjeg
arterijskog tlaka u slijede¢im vremenskim to¢kama - 15, 30 i 60 minuta nakon zadnje
hipoksijske epizode.
Analiza podataka izvrSena je ukupno u 9 vremenskih tocaka:
e bazalnoj (pocetnoj) vremenskoj tocci - prije prve hipoksijske epizode (TO0), tj.
prije pocetka AIH protokola
e tijekom pet hipoksijskih epizoda (TH1-THS)
e nakon zavrSetka AIH protokola - 15, 30 i 60 minuta nakon zadnje hipoksijske
epizode (T15, T30 1 T60)
U tocki T60 procjenjivala se moguéa pojava pLTF-a.

U svim skupinama u navedenim vremenskim to¢kama analizirana je:

33



e vr$na amplituda aktivnosti frenickoga zivca (pPNA, engl. peak PNA) - izrazena
kao postotak promjene u odnosu na bazalnu vrijednost
e frekvencija disanja (f) - izrazena kao broj udisaja/min
e respiracijski parametri - izrazeni u sekundama
- vremensko trajanje udisaja ili inspirija (Ti)
- vremensko trajanje izdisaja ili ekspirija (Te)
- vremensko trajanje cijelog respiracijskog ciklusa (Ttot)
e vrijednost srednjeg arterijskog tlaka (engl. mean arterial pressure, MAP) -
izrazena u mmHg
U vremenskim tockama TO, T15, T30 i T60 dodatno su analizirane vrijednosti parcijalnih
tlakova uglji¢nog dioksida 1 kisika u arterijskoj krvi (PaCO;, i PaO, izrazeni u mmHg) 1

acidobazni status arterijske krvi (pH).
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4. METODE ISTRAZIVANJA
4.1. Pokusne Zivotinje

Pokusi su provodeni na Stakorima, odraslim muzjacima soja Sprague-Dawley, starosti
3 mjeseca, tjelesne mase 300-350 g, iz Nastambe za zivotinje Medicinskog fakulteta u Splitu.
Uslijed zahtjevnih kirurSkih postupaka tijekom istrazivanja provedena je pilot studija u svrhu
testiranja primjene sevofluranske 1 izofluranske monoanestezije, odredivanja apnejickog praga
1 izvedivosti unaprijed definiranog hipoksijskog protokola. U ovoj disertaciji analizirani su
rezultati dobiveni iz pokusa na ukupno 25 Zivotinja, razvrstanih u tri skupine, kontrolnu
uretansku (N=6) i dvije pokusne, sevofluransku (N=9) i izofluransku (N=10). Kako bi se
isklju¢io negativan ucinak inhalacijskih anestetika na stabilnost disanja u anesteziranih
zivotinja, za oba inhalacijska anestetika ucinjene su i vremenske kontrole (engl. time control),
koje su se od pokusne skupine razlikovale po tome $to nisu bile izlozene AIH protokolu. U
adekvatnoj pripremi pomogla su nam prethodna istrazivanja iz Laboratorija za temeljnu
neuroznanost u kojima se koristio isti zivotinjski model i isti ili vrlo sli¢an eksperimentalni

protokol (48, 98, 112).

4.2. Postupci
Postupci su podrazumijevali uvod u anesteziju i odrzavanje iste, niz kirurSkih zahvata,
uzorkovanje krvi, snimanje signala frenickoga Zivca, provodenje hipoksijskog protokola 1

obradu dobivenih rezultata. Shematski su prikazani u dijagramu tijeka istrazivanja (Slika 10).

4.2.1. Anestezija, kanulacija traheje i ventilacija
U svim skupinama provodila se monoanestezija odredenim anestetikom. Dubina
anestezije provjeravala se testom izostanka reakcije na bolni podrazaj stiskanja Sapice

zivotinje.
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U kontrolnoj skupini zivotinje su bile anestezirane 20% uretanom primjenjenim
intraperitonealno, injekcijom (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), u dozi od 1.2 g/kg, a po
potrebi su primjenjene dodatne doze od 0.2 g/kg.

U pokusnim skupinama zivotinje su bile anestezirane sevofluranom ili izofluranom
(Sevorane, Isoflurane, Abbott, Chicago, Illinois, SAD), u koncentracijama izmedu 1.4-3 MAC
(za sevofluran 3.4%-7.2%, za izofluran 2.1%-4.4%). Uvod u anesteziju zapoceo je
stavljanjem zivotinje u staklenu komoru volumena 4 1. U komoru se uz protok od 3 1/min
dostavljala mjeSavina plinova duSika 1 kisika u omjeru 50%:50%, dobivena iz posebnog
spremnika povezanog sa standardnim ispariva¢em za sevofluran ili izofluran (Sevoflurane
vaporiser 19.3, Isoflurane vaporiser 19.3, Dréger, Liibeck, Njemacka). Pomoc¢u njih se u
smjesu plinova dodavala odgovaraju¢a koncentracija inhalacijskog anestetika. Pocetna
inspiracijska koncentracija anestetika bila je 3 MAC tijekom prve 3 minute (sevofluran 7.2%,
izofluran 4.4%), uz postupno smanjivanje doze na 2 MAC (sevofluran 4.8%, izofluran 2.9%).
Nakon postizanja odgovaraju¢e dubine anestezije (za sevofluran otprilike nakon 10 min, za
izofluran otprilike nakon 20 min), zivotinja se izvadila iz staklene komore i postavila na
operacijski stoli¢. Potom se ventilacija zivotinje nastavila pomocéu posebne maske prilagodene
njuski Stakora uz protok svjezih plinova od 1 1/min uz spontano udisanje zadane koncentracije
anestetika.

U svim skupinama kod Zzivotinja se ucinila traheotomija i postavljanje metalne
cjevéice u traheju, nakon cCega se ventilacija nastavila primjenom kontrolirane mehanicke
ventilacije pomocu respiratora za male zivotinje (SAR 850, CWE, Ardmore, PA, SAD), uz
pozitivni tlak na kraju inspirija (2-3 cm H;0). U pokusnim skupinama (sevofluranskoj i
izofluranskoj) uz pomo¢ kontrolirane mehanicke ventilacije nastavilo se s dostavom

odgovaraju¢e koncentracije inhalacijskog anestetika u mjeSavini svjezih plinova, koja je
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tijekom svih kirurSkih postupaka odrzavana na razini od 2 MAC (sevofluran 4.8%, izofluran

2.9%).

4.2.2. Kanulacija krvnih Zila, uzorkovanje Kkrvi i analiza plinova

Obostrano su se kanulirale femoralne arterije i vene zbog primjene intravenske infuzije
0.9% NaCl (1.5-2 ml/kg/h), kontinuiranog mjerenja arterijskog tlaka i uzimanja uzoraka
arterijske krvi (0.2 ml) za analizu plinova (PaO,, PaCO;) i acido-baznog statusa (ABS).
Bazalni respiracijski parametri (frekvencija disanja 50 udisaja/min, inspiracijsko vrijeme 0.9
s, protok 325 ml/min), prilagodavali su se prema vrijednostima koncentracije CO;, na kraju
izdisaja (ETCO,) 1 prema nalazima iz uzoraka arterijske krvi. ETCO, nadzirao se
analizatorom plinova (Gemini Gas Analyzer, CWE Inc., Ardmore, SAD), a uzorci arterijske
krvi analizirali su se uredajem za ABS (RapidLab 348, Bayer Diagnostics Sudbery, Velika
Britanija). Nakon uzimanja uzorka krvi primjenio se bolus fizioloske otopine (0.5 ml).
Kontinuirano se mjerila rektalna temperatura digitalnim toplomjerom i odrzavala izmedu 37-

38 °C pomocu vanjske grijajuc¢e podloge (FST, Heidelberg, Njemacka).

4.2.3. Prepariranje freni¢koga Zivca i uzorkovanje Zivéanog signala

U daljnjem tijeku pokusa Zivotinja se postavila u pronacijski polozaj u stereotaksijski
okvir (Lab Standard, Stoelting, SAD). Desni frenicki Zivac preparirao se dorzalnim pristupom
(razina korijena C5), postavio bi se na bipolarne srebrne elektrode i pokrio silikonskim gelom.
Potom bi se ucinila obostrana vagotomija. Signal freni¢koga zivca usmjerio se preko pojacala
(System 1000 Modular Instrumentation, CWE Inc., Ardmore, SAD) do racunala s pomocu
kojeg se uporabom Power-Lab sustava (ADI Instruments, Castle Hill, Velika Britanija)
snimao neobraden i integrirani signal PNA. Elektronski zapis analizirao se s pomocu

programa Chart for Windows 5.4.2 (ADI Instruments, Castle Hill, Velika Britanija).
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pLTF eksperiment

N=25
( )
nije uslo u studiju
N=0*
. J/
vremenske kontrole
N=2
\\ J/
uretanska skupina N=6 sevofluranska skupina N=9 izofluranska skupina N=10
uvod i kirurgija uvod 3 MAC (7.2%) uvod 3 MAC (4.4%)
1.2 g/kg + 0.2 g/kg kirurgija2 MAC (4.8%) kirurgija 2 MAC (2.9%)
pocetak snimanja i pocetak snimanja i pocetak snimanja i
stabiliziranje PNA stabiliziranje PNA stabiliziranje PNA
+ 0.2 g/kg po potrebi 1.4 MAC (3.4%) 1.4 MAC (2.1%)
AIH protokol ATH protokol ATH protokol
pLTF pLTF pLTF
15, 30, 60 min 15, 30, 60 min 15, 30, 60 min

Slika 10. Dijagram tijeka istrazivanja. * U 9 Zivotinja uslijed anestezije sevofluranom
(N=3) 1 izofluranom (N=6), doslo je do nastanka apneje zbog ¢ega nije ucinjena analiza
frenickoga neurograma.
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4.2.4. Provodenje hipoksijskog protokola

Nakon zavrSetka kirurSkih postupaka, u pokusnim skupinama, koncentracija
inhalacijskog anestetika smanjena je na 1.4 MAC (sevofluran 3.4%, izofluran 2.1%).
Ostavljeno je vrijeme za stabiliziranje signala freni¢koga zivca (za sevofluran otprilike 15
minuta, za izofluran otprilike 30 minuta). Ista dubina anestezije odrzavana je do kraja pokusa.
U svim skupinama kontroliranjem ventilacije i ETCO, odreden je apnejicki prag (ETCO; pri
kojem nestaje PNA). Pocetna vrijednost ETCO, postavljena je 2-4 mmHg iznad praga. Signal
je na toj vrijednosti definiran kao bazalni, uz potvrdu dobivenu analizom plinova i ABS-a iz
uzorka arterijske krvi. Nakon definiranja bazalnih parametara zapocelo se s AIH protokolom
(Slika 11).

Protokol AIH (5x3 min) sastojao se od 5 hipoksijskih epizoda u trajanju od 3 minute
(Fi0,=9%), izmedu kojih je bilo 5 pauza takoder u trajanju od 3 minute (Fi0,=50%). Nakon
zadnje hipoksijske epizode nastavilo se s kontinuiranim snimanjem PNA slijedec¢ih 60 minuta.
Uzorci arterijske krvi za analizu plinova 1 ABS-a uzeti su 15, 30 i 60 minuta nakon zadnje
hipoksijske epizode, s ciljem odrzavanja vrijednosti PaCO, blizu pocetnih (odrzavanje
izokapnije) i iskljucenja utjecaja PaCO, na pLTF.

Na kraju pokusa zivotinje su bile eutanazirane otopinom 7.45% KCIl u dubokom

stupnju anestezije.
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50%
postotak
kisika u e s
smjesi kirurski pos‘tupak_, _‘"_“9"?9 nastavak snimanja PNA nakon AlH, uzimanje
plinova potrebno za stabiliziranje slijedeéa tri uzorka krvi u vremenskim
Sonaia GG aelimianle. toékama 15 (T15), 30 (T30) i 60 (T60) min nakon
prvag uzotka kivi u T0 koja zawrsetka AlH, pracenje pojave pLTF-a
ozhacava vremensku tocku
neposredno prije pocetka
AlH
9 3min -
AlH protokel 5x3 min
5 hipoksijskih epizoda po 3 min uz Fi0D2=9%
izmedu kojih su pauze po 3 min uz Fi02=50%
0%
start T0O TH1 TH2 TH3 TH4 THS T15 T30 T60

Slika 11. Shematski prikaz vremenskog tijeka pokusa i akutnog hipoksijskog
protokola. Vrijednosti O, izrazene su kao postotak u udahnutoj smjesi plinova
(nelinearna skala). TO - bazalna vrijednost amplitude prije pocetka prve hipoksijske
epizode; THI-THS - pet hipoksijskih epizoda; T15, T30 1 T60 - 15, 30 1 60 minuta
nakon zadnje hipoksijske epizode.

4.3. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati podrazumijevali su uprosjeCivanje vrijednosti slijedecih ispitivanih
varijabli: amplitude frenickoga zivca, frekvencije disanja, vremenskog trajanja udisaja,
vremenskog trajanja izdisaja i vremenskog trajanja cijelog respiracijskog ciklusa, u izabranim
vremenskim intervalima od 20 sekundi, unutar unaprijed odredenih devet vremenskih tocaka.
Na taj nacin snimao se i uzorkovao i MAP. pPNA bila je izrazena kao relativna promjena u
postotcima u odnosu na bazalne vrijednosti u vremenskoj to¢ki TO. U cetiri od devet
vremenskih toc¢aka (TO, T15, T30 i T60), izmjerene su i uprosjecene vrijednosti PaO,, PaCO,
i pH. Sve vrijednosti izrazile su se kao srednja vrijednost + standardna greska (engl. mean +

SE). Dobiveni podaci obradeni su uz pomo¢ programa Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.; Tulsa,
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USA), primjenom statistickog testa ANOVA s ponovljenim mjerenjima, za usporedbe unutar
skupine (usporedba podataka u pojedinoj vremenskoj tocki u odnosu na bazalne vrijednosti za
svaki anestetik posebno) i izmedu skupina (usporedba sva tri anestetika medusobno u istoj
vremenskoj tocki), uz Bonferroni post hoc korekciju. Statisticka znacajnost bila je postavljena

na P<0.05.

4.4. Eticka nacela

Pokusi provedeni u okviru ove disertacije odobreni su od strane Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Splitu u okviru znanstveno-istrazivackih projekata "Neuralna
kontrola disanja u budnosti i spavanju”, br. 216-2163166-6513 MZOS RH (voditelj prof. dr.
sc. Zoran Pogas), ,,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 zivéane aktivnosti prilikom ponavljanih hipoksija - uloga
serotonina®“ HRZZ br. 09/165 (voditeljica prof. dr. sc. Maja Vali¢). Prikladan model za
izvodenje ovih pokusa je Stakor anesteziran otopinom uretana i s dvije vrste inhalacijskih
(hlapljivih) anestetika (sevoflurana i izoflurana). Svi kirurSki postupci na zivotinjama izvodili
su se u anesteziji odgovarajuce dubine. Eutanazija zivotinja po zavrsetku pokusa izvrSena je
predoziranjem anestetika i intravenskom primjenom zasi¢ene otopine kalijevog klorida, u

skladu s naputcima American Veterinary Medical Association Panel on Euthanasia (118).
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5. REZULTATI
S.1. U¢inak inhalacijskih anestetika na dugoroc¢nu facilitaciju freni¢koga Zivca

Inhalacijski anestetici, sevofluran i izofluran, sprjeCavaju nastanak dugorocne
facilitacije freniCkoga zivca u Stakora u modelu akutnih ponavljanih hipoksija (Slika 12).

U anestetskoj koncentraciji od 1.4 MAC, sevofluran i izofluran, sprijecili su povecanje
amplitude frenickoga zivca 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne
vrijednosti, dok je u kontrolnoj (uretanskoj) skupini doslo do znacajnog povecanja amplitude,
ukazuju¢i na razvoj pLTF-a (Slika 12).

U kontrolnoj skupini Zivotinja amplituda aktivnosti frenickoga zivca znacajno se
povecala 30 1 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne vrijednosti
(povecanje od 104.42+66.50% i 173.03+70.16%, P<0.001), dok se 15 minuta nakon zavrSetka
AIH protokola amplituda nije znac¢ajno promijenila (povecanje od 18.25+14.12%, P>0.05)
(Slika 13).

U Zivotinja anesteziranih sevofluranom amplituda aktivnosti frenickoga Zivca nije se
znacajno promijenila 15, 30 i 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne
vrijednosti, medutim uocen je trend snizavanja amplitude u navedenim vremenskim tockama
(snizenje od 7.73+14.92%, 9.21+£15.26% i 15.79+15.18%, P>0.05) (Slika 13). U Zivotinja
anesteziranih izofluranom amplituda aktivnosti frenickoga Zivca takoder se nije znacajno
promijenila 15, 30 i 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne
vrijednosti, medutim takoder je uocen trend sniZzavanja amplitude u navedenim vremenskim
toCkama (sniZzenje od 13.62+9.08%, 19.70+£7.78% i 31.26£10.20%, P>0.05) (Slika 13).
Izmedu sevofluranske i izofluranske skupine, u navedenim vremenskim tockama, nije bilo

razlika u promjenama PNA.
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Slika 12. Elektrofizioloski zapis integrirane i neobradene aktivnosti frenickoga zivca
(engl. integrated phrenic nerve activity, IPNA; raw phrenic nerve activity, RPNA), u
primjerku Stakora iz svake od tri ispitne skupine, izraZen u arbitrarnim jedinicama (a.j.).
TO - bazalni uvjeti prije izlaganja hipoksiji, TH1 - hipoksijska epizoda, T15, T30 1 T60 -
15, 30 i 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola. U Stakora anesteziranog uretanom
vidljivo je povecanje PNA 60 minuta nakon izlaganja AIH u odnosu na bazalne
vrijednosti, tj. doSlo je do pojave pLTF-a. U S$takora anesteziranih sevofluranom i
izofluranom povecanje PNA je izostalo, tj. sprije¢ena je pojava pLTF-a.
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RELATIVNE PROMJENE AMPLITUDE FRENICKOGA ZIVCA
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Slika 13. Relativne promjene amplitude freni¢koga Zivca u uretanskoj, sevofluranskoj i
izofluranskoj skupini u svim vremenskim tockama pokusa, izraZene kao postotak
promjene u odnosu na bazalne vrijednosti. TO - bazalna vrijednost amplitude prije
pocetka prve hipoksijske epizode; TH1-THS - pet hipoksijskih epizoda; T15, T30 i T60
- 15, 30 1 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode. U uretanskoj (kontrolnoj)
skupini PNA se povecala 60 minuta nakon izlaganja AIH u odnosu na bazalne
vrijednosti (pojava pLTF-a), za razliku od pokusnih skupina (sevofluranske i
izofluranske), gdje je povec¢anje PNA izostalo (sprijeCena pojava pLTF-a).

" znaajno razli¢ito u odnosu na bazalnu vrijednost (unutar iste skupine) (P<0.05).
t znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu (uretansku) skupinu (P<0.05).
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna greska (engl. mean + SE).

—a—sevofluran
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5.2. Hipoksijski ventilacijski odgovor

U obje pokusne skupine (sevofluranskoj i izofluranskoj), akutni hipoksijski
ventilacijski odgovor bio je o¢uvan, uz manje izrazeno poveéanje amplitude freni¢koga Zivca,
u odnosu na kontrolnu (uretansku) skupinu (Slika 13).

U svim zivotinjskim skupinama amplituda aktivnosti frenickoga Zivca znacajno se
povecala tijekom svih pet hipoksijskih epizoda (TH1-THS) u odnosu na bazalne vrijednosti
(Slika 13). Medutim, povecanje amplitude bilo je znacajno manje izraZzeno u sevofluranskoj i
izofluranskoj skupini, u odnosu na kontrolnu (uretansku) skupinu (Slika 13). U prvoj
hipoksijskoj epizodi PNA se u kontrolnoj skupini povecala za 757.42+139.17% (P<0.05), u
sevofluranskoj za 299.15+40.29% (P<0.05) i u izofluranskoj za 338.21£123.94% (P<0.05).
Izmedu sevofluranske i izofluranske skupine nije bilo znacajnih razlika u promjenama PNA

tijekom hipoksijskih epizoda.

5.3. Frekvencija freni¢koga Zivca

Bazalna frekvencija frenickoga zivca u sevofluranskoj i izofluranskoj skupini bila je
znac¢ajno niza u odnosu na kontrolnu skupinu (17.742.4 i 17.7£2.3 prema 41.5+2.1
udisaja/min, P<0.05) (Slika 14).

Tijekom izlaganja hipoksiji, u svim skupinama zivotinja doSlo je do znacajnog
povecanja frekvencije frenickoga Zivca tijekom svih pet hipoksijskih epizoda u odnosu na
bazalne vrijednosti, medutim znacajno viSe u kontrolnoj skupini u odnosu na sevofluransku i
izofluransku. Prosjecna frekvencija tijekom hipoksijskih epizoda u kontrolnoj skupini iznosila
je 49.2+0.3, u sevofluranskoj 37.3+0.2 i u izofluranskoj 24.8+0.2 udisaja/min (Slika 14).
Takoder, tijekom hipoksijskih epizoda postojala je i znacajna razlika u frekvenciji izmedu

sevofluranske i izofluranske skupine, kada je zabiljezeno veée povecanje frekvencije u
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sevofluranskoj skupini u odnosu na izofluransku (37.3£0.2 prema 24.8+0.2 udisaja/min,
P<0.05) (Slika 14).

U vremenskim to¢kama 15, 30 i 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola, u
kontrolnoj skupini, frekvencija freni€koga Zivca nije se znacajno promijenila u odnosu na
bazalne vrijednosti (41.043.2, 43.0+2.5 1 46.0+2.1 prema 41.5+2.1 udisaja/min, P>0.05). U
izofluranskoj skupini takoder nije doSlo do znacajne promjene frekvencije u navedenim
vremenskim toCkama (15.9£1.6, 15.3+1.6 1 15.0¢1.5 prema 17.7+2.3 udisaja/min, P>0.05).
Medutim, u sevofluranskoj skupini doslo je do znacajnog smanjenja frekvencije freniCkoga
zivca 15, 30 1 60 min nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne vrijednosti
(13.0£1.9, 11.7+1.7 1 12.0+1.7 prema 17.7£2.4 udisaja/min, P<0.05) (Slika 14). Iako je unutar
sevofluranske skupine frekvencija frenickoga zivca 15, 30 i 60 minuta nakon zavrsetka ATH
protokola bila znacajno manja u odnosu na bazalne vrijednosti, kada se sevofluran i izofluran

usporede medusobno, u istim vremenskim to¢kama nije bilo znac¢ajnih razlika (Slika 14).
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RELATIVNE PROMJENE FREKVENCIJE FRENICKOGA ZIVCA
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Slika 14. Promjena frekvencije frenickoga zivca u uretanskoj, sevofluranskoj i
izofluranskoj skupini u svim vremenskim tockama pokusa. TO - bazalna vrijednost
frekvencije prije pocetka prve hipoksijske epizode; TH1-THS - pet hipoksijskih
epizoda; T15, T301 T60 - 15, 30 i 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode.

" znacajno razli¢ito u odnosu na bazalnu vrijednost (unutar iste skupine) (P<0.05).

t znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu (uretansku) skupinu (P<0.05).

Iznac‘:ajno razli¢ito izmedu sevofluranske i izofluranske skupine (P<0.05).

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna greska.

—a—sevofluran
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5.4. Respiracijski parametri

U kontrolnoj (uretanskoj) skupini Zivotinja nije bilo znacajnih promjena u trajanju
udisaja (Ti), izdisaja (Te) i cijelog respiracijskog ciklusa (Ttot), 15, 30 i 60 minuta nakon
zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne vrijednosti. Medutim, tijekom izlaganja
hipoksiji, zabiljeZzeno je znacajno krace trajanja udisaja (T1) (P<0.001) i cijelog respiracijskog
ciklusa (Ttot) (P<0.05) u odnosu na bazalne vrijednosti, dok se trajanje izdisaja (Te) nije
znacajno promijenilo (Tablica 1).

U sevofluranskoj skupini Zivotinja trajanje udisaja (Ti) nije se zna¢ajno promijenilo ni
u jednoj vremenskoj to¢ci pokusa u odnosu na bazalne vrijednosti. Medutim, trajanje izdisaja
(Te) i cijelog respiracijskog ciklusa (Ttot), bilo je znacajno krace tijekom hipoksijskih epizoda
(P<0.001), dok se naprotiv tijekom 15, 30 1 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola trajanje
Te i Ttot znacajno produzilo u odnosu na bazalne vrijednosti (P<0.001) i u odnosu na
vrijednosti u kontrolnoj skupini (P<0.05) (Tablica 1).

U izofluranskoj skupini Zivotinja trajanje udisaja (Ti) nije se znacajno promijenilo 15 i
30 minuta nakon zavrSetka AIH protokola. 60 minuta nakon AIH protokola doslo je do
njegovog skrac¢enja u odnosu na bazalne vrijednosti (P<0.05). Medutim, tijekom hipoksijskih
epizoda zabiljezeno je znacajno produzenje Ti u odnosu na bazalne vrijednosti i u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0.05). Sli¢no kao i u sevofluranskoj skupini, trajanje izdisaja (Te) i
cijelog respiracijskog ciklusa (Ttot), bilo je znacajno krace tijekom hipoksijskih epizoda
(P<0.05), a 30 1 60 min nakon zavrSetka AIH protokola trajanje Te i Ttot takoder se znacajno
produzilo u odnosu na bazalne vrijednosti i u odnosu na vrijednosti u kontrolnoj skupini

(P<0.05) (Tablica 1).
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Tablica 1. Promjene respiracijskih parametara (Ti, Te i Ttot) u uretanskoj,
sevofluranskoj 1 izofluranskoj skupini u svim vremenskim tockama pokusa.

TO T15 T30 T60
Uretan

Ti 0.41 +0.03 0.41 £0.02 0.39 £ 0.02 0.39 £ 0.02

Te 1.05+0.07 1.07+0.12 1.00£0.10 0.99+0.10

Ttot 1.46 + 0.08 1.48+0.13 1.39+0.10 1.31+0.07
Sevofluran

Ti 0.39 +0.02 0.42 +0.02 0.42 +0.02 0.39 £ 0.02

Te 3.61 £0.49" 4.99+0.62" 5.49 +0.59" 4.99 +0.49"

Ttot 3.99+0.07 5.42+0.06" 5.91+0.07"" 5.44 +0.08""
Izofluran

Ti 0.39 +0.02 0.41 +0.02 0.40 + 0.02 0.38 +0.02"

Te 3.78 £ 0.68" 4.03+0.57" 4.12+0.57"" 4.16+0.52"

Ttot 4.17 +0.68" 4.44 £0.58" 4.47+0.60" 4.54+0.53"

THI TH2 TH3 TH4 TH5

Uretan

Ti 0.34+0.01" 0.34+0.01" 0.34+0.01" 0.34+0.01" 0.33+0.01"

Te 0.91 +0.03 0.86 £ 0.03 0.86 + 0.03 0.83 £ 0.03 0.84 + 0.04

Ttot 1.25+0.02 1.20 +0.02" 1.19 +0.03 1.17 +0.03" 1.17 £ 0.03"
Sevofluran

Ti 0.40 + 0.02 0.39 + 0.02 0.38 £ 0.02 0.39 + 0.02 0.38 +0.02

Te 1.16 +0.08" 1.25+0.07" 1.24+0.08" 1.24 +0.07" 1.25+0.08"

Teot 1.56 +0.08" 1.64+0.07° 1.62 +0.08" 1.63+0.07 1.62 +0.08"
Izofluran

Ti 0.42+0.01°" 0.42 +0.01°" 0.41+0.01°" 0.42+0.01° 0.42+ 0.0

Te 2.13+021°" 2.08+021°" 2.05+020"" 2.16+0.21°" 2.14+0.19"

Teot 2.45+02"" 2.50+021"" 2.46+0.19" 2.57+0.20°" 2.56+0.19"

Vrijednosti su izrazene u sekundama (srednja vrijednost + standardna greska). Ti -
trajanje udisaja, Te - trajanje izdisaja, Ttot - trajanje cijelog respiracijskog ciklusa. TO -
bazalne vrijednosti prije pocetka prve hipoksijske epizode; TH1-THS - pet hipoksijskih
epizoda; T15, T301 T60 - 15, 30 i 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode.

" znacajno razli¢ito u odnosu na bazalnu vrijednost (unutar iste skupine) (P<0.05).

t znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu (uretansku) skupinu (P<0.05).

! znagajno razli¢ito izmedu sevofluranske i izofluranske skupine (P<0.05).
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5.5. Srednji arterijski tlak, PaO,, PaCO, i pH

Bazalne vrijednosti srednjeg aretrijskog tlaka (MAP), nisu se znacajno razlikovale
izmedu skupina (Tablica 2). Potom je zabiljezeno znacajno snizenje MAP-a tijekom
hipoksijskih epizoda unutar svake od tri skupine Zivotinja u odnosu na bazalne vrijednosti
(srednja vrijednost MAP-a svih hipoksijskih epizoda iznosila je 63.8+£3.1 u uretanskoj,
81.5+¢1.1 u sevofluranskoj 1 63.841.0 mmHg u izofluranskoj skupini, P<0.001). U
vremenskim tockama 15, 30 1 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola nije bilo znacajnih
promjena MAP-a unutar pojedine skupine (u odnosu na bazalnu vrijednost u toj skupini), kao

ni izmedu skupina (Tablica 2).

Tablica 2. Vrijednosti srednjeg arterijskog tlaka (MAP) u kontrolnoj (uretanskoj) i obje
pokusne skupine (sevofluranskoj 1 izofluranskoj), u svim vremenskim tockama pokusa.

TO TH1 TH2 TH3 TH4 THS T15 T30 T60

MAP (mmHg)
Uretan 120.5£8.3  73.3+9.4" 69.149.0° 58.8+6.4" 58.8+6.4" 58.8+5.7° 113.1+8.0 109.6+8.8 105.4+12.4
Sevofluran  114.4+53 83.8+5.7° 84.146.0" 80.5+5.0° 80.8+4.3" 78.5+4.6" 119.245.8 120.7£6.6  120.2+7.8

Izofluran 91.9£7.1 65.4+5.6" 653+6.1° 65.2+6.1° 62.4+£55" 60.7+5.4"  95.6+8.6  86.4+7.2 80.2+7.8

Vrijednosti su izrazene u mmHg (srednja vrijednost + standardna greska). TO - bazalne
vrijednosti prije pocetka prve hipoksijske epizode; TH1-THS - pet hipoksijskih epizoda;
T15, T301T60 - 15, 30 1 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode.

" Vrijednost MAP-a znadajno razli¢ita u odnosu na bazalne vrijednosti (P<0.001).
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Vrijednosti PaO,, PaCO, 1 pH statisticki se nisu zna¢ajno mijenjale unutar pojedine

skupine (15, 30 1 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na bazalne vrijednosti u

toj skupini), kao ni izmedu skupina u cetiri vremenske tocke mjerenja (TO, T15, T30 i T60)

(Tablica 3).

Tablica 3. Parcijalni tlakovi plinova ugljicnog dioksida (PaCO,) i kisika (PaO;) u
arterijskoj krvi u kontrolnoj (uretanskoj) i obje pokusne skupine (sevofluranskoj i

izofluranskoj), u svim vremenskim tockama pokusa.

TO T15 T30 T60 P
PaCO, (mmHg)
Uretan 47.0+0.8 45.6x1.3 44.4+1.4 47.6£1.7 >0.05
Sevofluran 43.8+0.5 44.2+1.1 44.9+0.6 44.5+0.3 >0.05
Izofluran 46.8+0.9 47.8+1.2 47.0£1.6 47.7£1.4 >0.05
PaO, (mmHg)
Uretan 248.9+5.4 265.84+4.5 264.3+6.7 275.4+4.1 >0.05
Sevofluran 223.5+14.1 242.5+5.9 251.5£7.9 245.4+7.7 >0.05
Izofluran 195.3+£10.3 210.0£12.0 205.5+£10.0 203.9+£11.2 >0.05
pH
Uretan 7.34+0.01 7.33+0.01 7.32+0.02 7.29+0.01 >0.05
Sevofluran 7.42+0.01 7.41+£0.02 7.40+0.01 7.39+0.01 >0.05
Izofluran 7.31+0.01 7.294+0.02 7.284+0.01 7.27+0.01 >0.05

Vrijednosti su izrazene u mmHg (srednja vrijednost + standardna greSka). TO - bazalne
vrijednosti prije pocetka prve hipoksijske epizode; T15, T30 i T60 - 15, 30 i 60 min

nakon zadnje hipoksijske epizode.
" ANOVA unutar skupine.

51



6. RASPRAVA

Monoanestezija sevofluranom i izofluranom u anestetskoj koncentraciji od 1.4 MAC,
sprijecila je pojavu dugorocne facilitacije frenickoga zivca 60 minuta nakon zavrSetka AIH
protokola u Stakora. Nasuprot tome, u kontrolnoj skupini Zivotinja anesteziranih uretanom,
doslo je do znacajnog povecanja amplitude frenickoga zivca 60 minuta nakon zavrsetka AIH

protokola, ukazujuéi na razvoj pLTF-a.

6.1. Amplitudni i frekvencijski pLTF i anestezija

Dugorocna facilitacija frenickoga zivca ispitivana je u razli¢itim eksperimentalnim
modelima 1 prema razli¢itim eksperimentalnim protokolima (22). Poznato je da se u
anesteziranih zivotinja pLTF prije svega ocituje povecanjem amplitude frenickoga zivca (28,
55). Nasuprot tome, u budnih Zivotinja pLTF uglavnom se oCituje povecanjem frekvencije
disanja, uz male 1 varijabilne promjene diSnog volumena. Takoder, pLTF u budnih Zivotinja
slabijeg je intenziteta i kradeg trajanja nego u anesteziranih (21-22, 55-56). Jedno od
pretpostavljenih objaSnjenja zasto se pLTF lakSe izaziva tijekom spavanja, tj. anestezije, je da
serotoninski neuroni (smjeSteni u raphe jezgrama) tada imaju znatno manju aktivnost.
Prilikom izlaganja intermitentnoj hipoksiji, zbog smanjene bazalne aktivnosti, dolazi do
naglog 1 pojacanog izbijanja serotoninskih neurona u raphe jezgrama, $to je temelj za
nastanak pLTF-a. U budnom stanju, pLTF se ne moze uvijek izazvati, budu¢i da je aktivnost
serotoninskih neurona ve¢ pojacana, tako da i intermitentni hipoksijski podrazaj nije uvijek
dostatan za njihovu dodatnu aktivaciju (22, 31).

U svrhu naglaska ucinka kojeg mogu imati pojedini anestetici na pojavu pLTF-a,
studije o utjecaju pojedinacnih anestetika potencijalan su izvor vrijednih informacija. Zbog
neznatnog utjecaja na respiracijski, kardiovaskularni i autonomni ziv€ani sustav, uretan se u
animalnim studijama koristi kao anestetik izbora za ispitivanje funkcije respiracijske neuralne

aktivnosti i kontrole disanja (80, 112, 114). U brojnim dosada$njim istrazivanjima, kao
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standard za ispitivanje fenomena pLTF-a koristi se model uretanom anesteziranog,
vagotomiziranog, paraliziranog i mehanic¢ki ventiliranog Stakora (22, 115). U nedavnoj
opSirnoj meta-analizi, Baker-Herman i Mitchell potvrdili su da se radi o vrlo pogodnom
modelu za ispitivanje amplitudnog pLTF-a (55). Medutim, dosadasnja istrazivanja pokazala
su da nakon izlaganja AIH protokolu osim amplitudnog pLTF-a moZe nastati i frekvencijski
pLTF. Pojava frekvencijskog pLTF-a u takvom modelu varijabilna je i slabo izrazena.
Spoznaja o postojanju frekvencijskog i amplitudnog pLTF-a vazna je zbog toga $to ukazuje
na mogucnost postojanja vise razli¢itih neuralnih mehanizama u podlozi razvoja respiracijske
plasti¢nosti (55, 57).

Pretpostavlja se da je frekvencijski pLTF, za razliku od amplitudnog, posljedica
aktivacije drugacijih neuralnih mehanizama i postojanju drugacijih eksperimentalnih uvjeta
(45, 55). Unato¢ nerazjaSnjenim neuralnim mehanizmima amplitudnog i frekvencijskog
pLTF-a, rezultati spomenute meta-analize upucuju na to da je frekvencijski pLTF
najvjerojatnije posljedica modulacije respiracijskih neurona unutar moZzdanog debla,
odgovornih za stvaranje temeljnog ritma i obrasca disanja (55). S druge strane, amplitudni
pLTF najvjerojatnije je posljedica modulacijskih utjecaja na razini frenickoga motoneurona
(28, 45, 55). Takoder, uocena je negativna korelacija izmedu frekvencijskog pLTF-a i bazalne
frekvencije disanja, tj. bazalna frekvencija disanja pokazala se kao snaZan prediktivni
¢imbenik veli¢ine i smjera frekvencijskog pLTF-a (55). Frekvencijski pLTF bi se prema tome
mogao razviti u Stakora izloZenih akutnom AIH protokolu s niskom bazalnom frekvencijom.
Sli¢no tome viSa vrijednost bazalne frekvencije (oko ili visSe od 50 udisaja/min), mogla bi
rezultirati u smanjenju frekvencije disanja nakon zavrSenog AIH protokola (55). U nasem
modelu frekvencija disanja mjerena aktivnoS¢u frenickoga Zivca u modelu uretanom
anesteziranog Stakora iznosila je 41.5 udisaja/min. Primjenom jednadzbe za procjenu

frekvencijskog LTFa nije bilo izgledno da ¢e nastati frekvencijski pLTF (55). Frekvencija
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PNA u T60 nije se znacajno povecéala (46.0 udisaja/min, tj. za 10.8%). Baker-Herman i
Mitchell su vaznost bazalne frekvencije frenickoga zivca, a takoder i frekvencije tijekom
hipoksijskog ventilacijskog odgovora, izrazili u jednadzbi kojom su prezentirali moguénost
racunanja potencijalnog (prediktivnog) frekvencijskog pLTF-a (autori u jednadZbi navode

frekvencijski LTF, §to se odnosi na frekvencijski pLTF, op.a.).

frekvencijski pLTF = 17.9 - (0.39 x bazalna frekvencija) + (0.16 x promjena frekvencije

tijekom hipoksije) + (0.0237 x amplitudni pLTF)

Prema predlozenoj jednadzbi, a s obzirom na nisku vrijednost bazalne frekvencije i
znacajan porast frekvencije tijekom HVR-a (pogotovo u sevofluranskoj skupini), izracunati
frekvencijski pLTF u sevofluranskoj skupini trebao je iznositi 35.0% (poveéanje s bazalnih
17.7 na 23.9 udisaja/min), a u izofluranskoj 18.8% (povecanje s bazalnih 17.7 na 21.1
udisaj/min). Medutim, frekvencija se u obje skupine, 60 minuta nakon zavrSetka AIH
protokola, dodatno snizila u odnosu na bazalne vrijednosti, tj. frekvencijski pLTF nije nastao.
Frekvencija se zapravo smanjila, i to u sevofluranskoj skupini za 26.0% (iznosila je 12.0
udisaja/min), a u izofluranskoj za 11.8% (iznosila je 15.0 udisaja/min). Sto se ti¢e kontrolne
skupine, u uretanski anesteziranih Stakora izracunati frekvencijski pLTF je prema predlozenoj
jednadzbi trebao iznositi 9.1%, tj. s bazalnih 41.5, frekvencija se, 60 minuta nakon zavrSenog
AIH protokola, trebala povecéati na 45.3 udisaja/min. Izmjerena frekvencija je u navedenoj
vremenskoj to¢ci iznosila 46.0 udisaja/min (povecanje za 11.2%), priblizno prediktivnoj
vrijednosti.

Pretpostavlja se da razli¢iti anestetici i drugi lijekovi koji mogu izazvati supresiju
S7S-a, mogu imati utjecaj i na manifestaciju pLTF-a. Do sada je to dokazano jedino za

intravenski op¢i anestetik propofol, a nedavno i za opioidni analgetik remifentanil (22, 112-

54



113). U nedavnoj studiji Careva i sur. koji su koristili sli¢an eksperimentalni model i potpuno
isti AIH protokol, takoder je doSlo do pojave amplitudnog pLTF-a u kontrolnoj skupini, dok
je u propofolskoj skupini izostala pojava i amplitudnog i frekvencijskog pLTF-a (112). Prema
rezultatima meta-analize Baker-Hermana i1 Mitchella to se moglo 1 oCekivati. Naime bazalna
frekvencija disanja uretanski anesteziranih Stakora bila je slicna frekvenciji u nasoj kontrolnoj
skupini (35.1 udisaj/min), §to nije dovoljan preduvjet za pojavu frekvencijskog pLTF-a.
Zanimljivo je da je bazalna frekvencija u Stakora anesteziranih propofolom (42.4
udisaja/min), bila znatno veca nego u Stakora anesteziranih inhalacijskim anesteticima, a uz
navedenu vrijednost nije se mogao oc¢ekivati nastanak frekvencijskog pLTF-a. U naSoj studiji
niska vrijednost bazalne frekvencije frenickoga Zivca (17.7 udisaja/min) u obje pokusne
skupine (sevofluranskoj i izofluranskoj), ukazuje na mogucu, inhalacijskim anesteticima
izazvanu naglaSenu depresiju neurona u srediSnjem generatoru disanja u Stakora, u usporedbi
s uretanskom anestezijom. Unato¢ prijehipoksijskim nizim vrijednostima bazalne frekvencije
kod oba inhalacijska anestetika, frekvencijski pLTF je izostao. MoZemo pretpostaviti da su
sevofluran i izofluran u nasem modelu, spomenutim moguc¢im depresijskim utjecajem na
neurone odgovorne za stvaranje temeljnog ritma i obrasca disanja, uzrokovali znacajno

snizenje frekvencije frenickoga Zivca tijekom cijelog pokusa (85-86).

Moguce je, da je pojava i amplitudnog pLTF-a u ovoj studiji bila sprijeCena
depresijskim utjecajem inhalacijskih anestetika na neurone odgovorne za stvaranje temeljnog
ritma i obrasca disanja (55). Medutim, Baker-Herman i Mitchell uocili su da bazalna
frekvencija i frekvencija 60 minuta nakon AIH (frekvencijski pLTF), nemaju znacajnu
prediktivnu vrijednost za pojavu amplitudnog pLTF-a, za razliku od vrijednosti amplitude
frenickoga Zivca tijekom hipoksije, koja je najvazniji prediktivni ¢imbenik. Autori su

predlozili jo§ jednu jednadzbu kojom su pokazali mogucnost racunanja potencijalnog
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(prediktivnog) amplitudnog pLTF-a (autori u jednadZzbi navode frenic¢ki LTF, Sto se odnosi na

amplitudni pLTF, op.a.).

amplitudni pLTF = -61.595 + (1.8 x bazalna frekvencija) + (2.27 x frekvencijski pLTF)

+ (0.31 x porast amplitude za vrijeme hipoksije)

U naSoj studiji, prema predlozenoj jednadzbi, amplitudni pLTF u sevofluranskoj
skupini trebao je iznositi -21.3% (smanjenje amplitude freni¢koga Zivca za 21.3%), Sto bi
znacilo da prema jednadzbi nije oCekivan nastanak pLTF-a. Amplituda freni¢koga zivca je i
bila smanjena, tj. izmjerena vrijednost sevofluranskog amplitudnog pLTF-a iznosila je -15.8%
60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola, u odnosu na bazalne vrijednosti. Prema
parametrima navedenima u jednadzbi, sniZzenje amplitude freni¢koga zivca 60 minuta nakon
AIH protokola, moglo je biti posljedica niske bazalne frekvencije i/ili snizenja frekvencije 60
minuta nakon AIH protokola. Mozemo vidjeti da i usprkos ocuvanom HVR-u tijekom svih
pet hipoksijskih epizoda, nije doslo do nastanka amplitudnog pLTF-a. Sto se ti¢e izofluranske
skupine, prema predlozenoj jednadzbi, amplitudni pLTF trebao je iznositi +36.7%. Medutim
zmjerena vrijednost izofluranskog amplitudnog pLTF-a iznosila je -31.3%, tj. amplituda
aktivnosti freni¢koga Zivca se 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola snizila za 31.3%, u
odnosu na bazalne vrijednosti. Prema parametrima navedenima u jednadZzbi, pozitivna
vrijednost predvidenog amplitudnog pLTF-a u izofluranskoj skupini mogla bi biti posljedica
porasta amplitude frenickoga Zivca tijekom HVR-a s jedne strane u kombinaciji s manje
izrazenim smanjenjem frekvencije 60 minuta nakon AIH protokola, u odnosu na
sevofluransku skupinu. Zanimljivo je da je pri propofolskoj anesteziji, prema predlozenoj
jednadzbi, amplitudni pLTF trebao iznositi 40%, medutim i tu je pojava amplitudnog pLTF-a

izostala (112). U nedavnom istraZivanju Ivancev i sur. pokazano je da primjena opioidnih
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analgetika, koji se svakodnevno koriste u anesteziolo§koj praksi i poznati su depresori disanja,
takoder dovodi do supresije amplitudnog pLTF-a, tj. amplituda freni¢koga zivca takoder se
nije povecala 60 minuta nakon zavrSetka AIH protokola, usprkos odrzanom hipoksijskom
ventilacijskom odgovoru (113). Sto se ti¢e kontrolne skupine, u naoj studiji je u uretanom
anesteziranih Stakora amplitudni pLTF prema predloZenoj jednadzbi trebao iznositi +244.7%.
Usprkos tome §to je izmjerena vrijednost amplitudnog pLTF-a bila nesto niza (+173.0%), ona

pouzdano ukazuje na pojavu pLTF-a.

6.2. pLTF i hipoksijski ventilacijski odgovor

Za adekvatan odgovor organizma na hipoksijski podrazaj, potrebna je povezanost i
pravilno funkcioniranje svih komponenti tzv. kemoreceptorske petlje, koja pocinje od
perifernih kemoreceptora, nastavlja se aferentnim putevima zivca karotidnog sinusa do
respiracijskih centara u mozdanom deblu i naposlijetku eferentnim putevima zavrSava na
neuromisi¢noj sinapsi izmedu respiracijskih motoneurona i respiracijskih misi¢a (101). U
dosadasnjim istrazivanjima utjecaja inhalacijskih anestetika na HVR, prevladavale su
subanestetske koncentracije, prije svega zbog njihove vaznosti u neposrednom
poslijeoperacijskom periodu kada je mogucée ostatno djelovanje anestetika (80, 101). U
brojnim studijama potvrdeno je da inhalacijski anestetici ve¢ pri subanestetskim dozama
djeluju suprimiraju¢e na HVR, a pri anestetskim dozama mogu ga u potpunosti ugasiti (96,
98). Karanovi¢ i sur. primjenili su anestetske doze (1.4-2.0 MAC) inhalacijskih anestetika
halotana, izoflurana i sevoflurana u Stakora i dokazali znacajno smanjenje HVR-a, s potvrdom
razlika u jacini djelovanja izmedu ispitivanih anestetika (halotan > izofluran > sevofluran)
(98).

U nasoj studiji, razmatrajuci bazalno disanje, postotak tzv. apnei¢nih Stakora (onih kod

kojih nije zabiljezena nikakva aktivnost frenickoga zivca u bazalnim uvjetima), tijekom
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sevofluranske anestezije iznosio je 25% (kod 3 Stakora od 12), a tijekom izofluranske 40%
(kod 6 stakora od 16). Amplituda frenickoga zivca i trajanje pojedinih faza respiracijskog
ciklusa, u takvih Stakora, nisu mogli biti analizirani uslijed nastale apneje. Medutim, tijekom
sevofluranske i izofluranske monoanestezije u jednakim dozama (1.4 MAC), akutni HVR
uglavnom je ostao ocuvan. U sevofluranskoj skupini HVR se pojavio u svih zivotinja, a u
dvije zivotinje anestezirane izofluranom HVR se nije pojavio. Takoder, akutni HVR je
prilikom sevofluranske i izofluranske monoanestezije bio znacajno oslabljen u odnosu na
kontrolnu skupinu (prosjecni porast pPNA tijekom svih pet hipoksijskih epizoda u uretanskoj
skupini iznosio je 665.2%, u sevofluranskoj 217.7% i u izofluranskoj 300.8%). U nasoj
studiji, unato¢ ocuvanom HVR-u tijekom svih pet hipoksijskih epizoda u obje ispitne skupine
(sevofluranskoj i izofluranskoj), amplitudni pLTF nije bio izazvan. Sli¢no je pokazano i za
intravenski opéi anestetik propofol, gdje je takoder unato¢ ocuvanom HVR-u, pLTF izostao
(112).

Pretpostavlja se da u okviru ventilacijskog odgovora na hipoksiju, inhalacijski
anestetici mogu djelovati na sve dijelove kemoreceptorske petlje, a ponajvise na periferne
kemoreceptore (102, 106). Oslabljeni HVR mogao bi biti posljedica suprimirane funkcije
perifernih kemoreceptora uslijed djelovanja inhalacijskih anestetika. Pokazano je da karotidni
kemoreceptori posjeduju znatan broj nevoltaznih kalijevih kanala vaznih za odrZavanje
membranskog potencijala, GABA4 1 nikotinskih acetilkolinskih receptora, koji su svi moguce
mete inhalacijskih anestetika (80). Medutim, nije moguce iskljuciti ni sredi$nje ucinke, tako
da se smatra da je oslabljeni HVR posljedica djelovanja inhalacijskih anestetika i na razini
perifernih kemoreceptora, ali i na razini srediSnje modulacije kemoreceptorskog odgovora
(95, 101).

Neka istrazivanja u zadnjem desetlje¢u pokazala su da primjena antioksidansa

(vitamina C i E), moze sprijeciti depresijski utjecaj inhalacijskih anestetika na HVR (24, 119).
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S obzirom da halotan i izofluran procesom metaboliziranja u organizmu mogu proizvesti
dosta reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), a ujedno i snazno suprimiraju HVR, pretpostavlja
se da ROS mozda imaju bitnu ulogu u manifestaciji HVR-a, medutim to jo$ uvijek nije u
potpunosti razjaSnjeno (119). U postojece spoznaje uklapa se i podatak da noviji inhalacijski
anestetik desfluran, koji se minimalno metabolizira i zbog toga ne proizvodi ROS, neznatno
ili uop¢e ne suprimira HVR (105). Pokazano je da membranski kalijski kanali, koji su klju¢ni
u brzom prijenosu informacija o snizenoj razini kisika, posjeduju tzv. redoks osjetljivost
(engl. redox sensitivity), tj. osjetljivost na razli¢ite oksidativne 1 reduktivne spojeve. Zbog
toga se moze pretpostaviti da su kalijski kanali znacajno osjetljivi na djelovanje inhalacijskih
anestetika, koji uslijed procesa metaboliziranja mogu proizvesti odredene koli¢ine ROS i tako
modulirati redoks osjetljivost kalijskih kanala (96, 119). Drugi predlozeni mehanizam kojim
inhalacijski anestetici smanjuju HVR je izravni ucinak na kalijske kanale (na nivou karotidnih
kemoreceptora) i ne mora imati veze s proizvodnjom ROS. Izravnim vezivanjem za kalijske
kanale produzava se stanje otvorenosti kanala i moguénost izlaska iona kalija izvan stanice,
sto dovodi do njene hipepolarizacije i smanjene podrazljivosti. Nije sasvim poznato imaju li
kalijski kanali izraZzeno temeljno svojstvo osjetljivosti za kisik (senzori kisika), zbog npr.
posjedovanja hema u svojoj strukturi ili su vezani uz druge strukture koje posjeduju to
svojstvo. Membranski proteini koji sadrzavaju hem, kao $to je NADP oksidaza i/ili enzimi
respiracijskog transportnog lanca unutar mitohondrija, kao sto je citokrom c-oksidaza, mogli
bi biti senzori kisika vezani uz kalijske kanale (119). Inhibicija elektronskog transportnog
lanca u mitohondrijima moze rezultirati promijenjenom, tj. pove¢anom proizvodnjom ROS
(119).

Iako je HVR u ovom istrazivanju i u istrazivanju Careva i sur. bio o¢uvan, moguce je
da je njegov oslabljeni intenzitet, nastao djelovanjem opc¢ih anestetika, rezultirao

nedostatanim podrazajem za nastanak pLTF-a (112). Pokazano je da akutni HVR snazno

59



pozitivno korelira s amplitudnim pLTF-om, $to znaci da ¢e kod Zivotinja kod kojih je HVR
jace izrazen do¢i i do intenzivnije aktivacije mehanizama na kojima se temelji manifestacija
amplitudnog pLTF-a (28, 55). Smatra se da je veli¢ina amplitude freni¢koga zivca tijekom
akutnog hipoksijskog ventilacijskog odgovora najjaci prediktivni ¢imbenik amplitudnog

pLTF-a, §to je prikazano 1 spomenutom jednadZbom za izra¢un amplitudnog pLTF-a (28, 55).

6.3. Mogu¢éi mehanizmi djelovanja inhalacijskih anestetika na pLTF

Rezultati ove disertacije ne mogu ponuditi detaljan uvid u specificne mehanizme
pomoc¢u kojih inhalacijski anestetici utjecu na respiracijsku plasti¢nost i pojavu pLTF-a. S
obzirom na njihova viSestruka mjesta djelovanja unutar respiracijskog kontrolnog sustava,
moguéi mehanizmi su brojni i jo§ uvijek nedovoljno razjasnjeni (14, 80, 88). Poznato je da
predlozeni mehanizam nastanka pLTF-a podrazumijeva aktivaciju i integraciju nekoliko
neurotransmiterskih i neuromodulacijskih sustava na spinalnom i supraspinalnom nivou (14,
21, 45-48). S obzirom da u razvoju respiracijske plasti¢nosti klju¢nu ulogu ima serotoninski
neuromodulacijski sustav, mozemo pretpostaviti da inhalacijski anestetici osim poznatih
utjecaja na glavne inhibicijske i ekscitacijske neurotransmiterske sustave, utjeCu i na
serotoninski neuromodulacijski sustav u kontroli disanja. Nedavno je pokazano da inhalacijski
anestetici svoj hipnotski i imobilizacijski uc¢inak dijelom postizu modulacijom serotoninske
neuronske aktivnosti (120-121). Moglo bi se pretpostaviti da je modulacija serotoninskog
sustava jedan od mehanizama pomocu kojeg inhalacijski anestetici sprjecavaju nastanak
pLTF-a (32, 80). Pokazano je da je i aktivacija noradrenalinskog sustava ukljuena u
manifestaciju respiracijske plasticnosti i vjerojatno i serotoninski i1 noradrenalinski sustav
sudjeluju u sloZenoj medusobnoj interakciji modulirajuci krajnji respiracijski motoricki izlaz
(15-16, 50, 80). S obzirom da je za neke od klini¢kih uc¢inaka izoflurana pokazan mehanizam

modulacije adrenergi¢nih receptora na spinalnom 1 supraspinalnom nivou, mozZemo

60



pretpostaviti da inhalacijski anestetici djelovanjem i na noradrenalinski sustav mogu
modulirati respiracijsku plasti¢nost i pLTF (83). Takoder, ve¢ je pokazan njihov moguci
u¢inak na razvoj neuralne plasti¢nosti u SZS-u. Naime, sevofluran i izofluran su, ovisno o
primjenjenoj dozi, inhibiraju¢e djelovali na sinapticku plasti¢nost (stani¢ni model ucenja 1
pamcenja), a u viSim dozama blokirali su hipokampalni LTP (80, 109-111). PredloZeni
mehanizam takvog ucinka jest poticanje inhibicijske sinapticke neurotransmisije posredovane
GABA, receptorima 1 inhibicija oslobadanja glutamata iz presinaptickih zavrSetaka (109-
111). Poznato je da su glutamatni NMDA receptori klju¢ni u manifestaciji sinapticke
plasti¢nosti 1 pLTF-a (21, 57, 108). Takoder, respiracijski premotoneuroni koriste glutamatnu
bulbospinalnu ekscitacijsku neurotransmisiju za prijenos respiracijskog podrazaja do
frenickoga motoneurona djelovanjem na glutamatne NMDA receptore (46, 57). Smatra se da
je jedan od moguc¢ih mehanizama depresijskog utjecaja inhalacijskih anestetika na razvoj
respiracijske plasti¢nosti i pLTF-a, op¢a inhibicija glutamatne ekscitacijske neurotransmisije
(85). Pokazano je da sevofluran i izofluran, reverzibilno i ovisno o dozi, suprimiraju
ekscitacijsku neurotransmisiju posredovanu uglavnom NMDA, a u manjoj mjeri i AMPA
glutamatnim receptorima i na taj nain inhibiraju NMDA receptorima potaknutu
depolarizaciju motornih neurona (81, 122).

U osnovi, inhalacijski anestetici svoje u¢inke postizu povecanjem inhibicijske GABA-
ergicke i smanjenjem ekscitacijske glutamatne neurotransmisije (77, 85). Medutim
inhalacijski anestetici dolaze u interakciju i s drugim receptorima i s viSe vrsta ionskih kanala.
Pojacavaju inhibicijski ucinak glicinskih receptora (posebice na spinalnoj razini), koji
predstavljau ligand-vezani kloridni ionski kanal ¢ijom aktivacijom kloridni ioni ulaze u
stanicu uzrokuju¢i njenu hiperpolarizaciju i smanjenu podrazljivost. Inhalacijski anestetici
zatim inhibiraju ekscitacijske nikotinske acetilkolinske receptore (uglavnom neuronske) i

viSer vrsta ionskih kanala, voltazne kalcijske i natrijske i propusne (nevoltazne) kalijske
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kanale (odgovorne za odrzavanje membranskog potencijala) (69, 80). U okviru djelovanja na
respiracijsku funkciju, inhalacijski anestetici, kao i1 intravenski op¢i anetstetici, uzrokuju
izrazenu globalnu depresiju respiracijskog sustava, koja je takoder primarno posredovana
pojacanjem postsinapticke GABA-ergicke inhibicije 1 redukcijom presinapticke glutamatne
ekscitacije (1, 69, 80, 85, 88).

Povecanje inhibicijske neurotransmisije uglavnom se postize djelovanjem na
sinapticke 1 ekstrasinaptiCke GABA, receptore izravnim vezivanjem za o-podjedinicu
GABA receptora i/ili posrednim pojacanjem inhibicijskog u¢inka oslobodene GABA-e (123-
124). Takoder je pokazan i presinapticki ucinak povecanja oslobadanja GABA-e i/ili
smanjenja njene ponovne pohrane u neuronske zavrSetke (123). S obzirom da su GABA-
ergi¢ki neuroni $iroko rasprostranjeni u SZS-u i 3alju svoje projekcije prema jezgrama
frenickih motoneurona (na kojima je dokazano prisustvo GABA, receptora), moguce je da
inhalacijski anestetici pojaCavanjem inhibicijskog ucinka GABA-ergicke sinapticke
transmisije ostvaruju svoj depresijski utjecaj na ritam i obrazac disanja i smanjenje frenickoga
motori¢kog odgovora (5, 69, 123, 125-126).

Smanjenje ekscitacijske neurotransmisije izazvano inhalacijskim anesteticima dovodi
do globalne supresije neuronske funkcije na supraspinalnom i spinalnom nivou (69, 77, 88,
129). Pokazano je da je prevladavaju¢i mehanizam djelovanja inhibicija oslobadanja
glutamata iz presinaptickih ziv€anih zavrSetaka, a mogucéa je i izravna postsinapticka
inhibicija glutamatnih receptora (77, 121, 128). Smatra se da je opcenito inhibicija
oslobadanja neurotransmitera jedan od vaznijih mehanizama djelovanja inhalacijskih
anestetika, a pokazano je da najvjerojatnije nastaje kao posljedica izravnih ucinaka
inhalacijskih anestetika na presinapticke voltazne Na* i Ca** ionske kanale, odgovorne za
depolarizaciju stanice (Na* kanali) i posljedi¢ni ulazak kalcijevih iona u stanicu (Ca** kanali),

s kona¢nom posljedicom oslobadanja neurotransmitera iz presinaptickih vezikula (77-78, 88).
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Vaznost djelovanja inhalacijskih anestetika na razli¢ite ionske kanale u objasnjenju njihovih
klinickih u¢inaka pogotovo je uocena u slucaju nevoltaznih (propusnih) kalijskih kanala. S
obzirom da su kalijski kanali klju¢ni u odrZavanju neuronske (stani¢ne) podraZljivosti, bilo
koji anestetik koji potice njihovu pojacanu aktivaciju (koja rezultira povecanom
provodljivos¢u za kalij, hiperpolarizacijom i smanjenom podrazljivoS¢u stanice), potencijalno
moze izazvati depresiju SZS-a (88). Postoji vise vrsta kalijskih kanala, a pokazano je da je
vrsta tzv. propusnih (nevoltaznih) K*p kanala, posebno osjetljiva na utjecaj inhalacijskih
anestetika. Pokazano je da inhalacijski anestetici aktiviraju (otvaraju) nevoltazne K*p ionske
kanale na membrani kranijalnih i spinalnih motoneurona uzrokuju¢i izalazak kalija iz stanice 1
posljedi¢nu hiperpolarizaciju i smanjenu podrazljivost (79). Smanjena podrazljivost doprinosi
smanjenom odgovoru motoneuorna na aktivaciju ekscitacijskih NMDA glutamatnih
receptora, Sto moze rezultirati imobilizacijskim u¢inkom. U slu¢aju frenickoga motoneurona,
navedeni mehanizmi mogu dovesti do depresije ili potpunog prestanka temeljne neuralne
aktivnosti frenickoga zivca (pogotovo u visim dozama i produzenom tijeku anestezije) (98,
129-130). I poslije izlaganja hipoksiji temeljna aktivnost frenickoga motoneurona moZe biti
toliko suprimirana da se amplituda frenickoga zivca ne moZe povecati bez obzira na
adekvatan podrazaj (86, 88). Upravo je utjecaj na neuronsku podrazljivost jedan od mogucih
mehanizama blokade pLTF-a. Osim spomenute inhibicije motoneuronske aktivnosti preko
GABA, receptora, smanjene podrazljivosti motoneurona 1 posljedicne inhibicije
depolarizacije potaknute aktivacijom glutamatnih receptora, mogué¢i mehanizmi ukljucuju i
pojacanje inhibicijske funkcije spinalnih glicinskih receptora (81, 86, 122). Takoder,
pokazano je da pri anestetskim koncentracijama inhalacijskih anestetika (MAC > 1.5),
globalna depresija respiracijskog sustava, osim slabljenja ili potpune blokade temeljne
aktivnosti frenickoga zivca, ukljuuje i depresiju centralnih i1 perifernih kemoreceptora i

refleksnih puteva (87, 98, 129). Neovisno o mehanizmu nastanka globalno smanjene
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neuronske aktivnosti, dosadas$nje spoznaje pokazuju da inhalacijski anestetici mogu imati
moduliraju¢e ucinke na neuronsku funkciju i da na manifestaciju respiracijske plasti¢nosti i
pLTF-a mogu utjecati smanjujuci respiracijski motoricki izlaz.

Kao $to je vec istaknuto, za nastanak pLTF-a, pogotovo amplitudnog, vrlo je vazan
ocuvan i dovoljno izrazen hipoksijski ventilacijski odgovor. Mozemo pretpostaviti da
inhalacijski anestetici, uzrokuju toliko izrazenu depresiju cjelokupnog respiracijskog sustava,
da ni ocuvani ventilacijski odgovor na intermitentni hipoksijski podrazaj (tj. porast amplitude
PNA tijekom hipoksije), nije dostatan za odgovaraju¢i podrazaj potrebnih, a suprimiranih
struktura ukljuc¢enih u razvoj respiracijske plasti¢nosti, tj. pLTF-a. Osim toga inhalacijski
anestetici mogu djelovati izravno na mehanizme nastanka i ekspresije samog hipoksijskog
ventilacijskog odgovora, zbog ¢ega on iako ofuvan, moZe biti znac¢ajno oslabljen ili ¢ak
ugasen. Oslabljeni HVR rezultira nedovoljnim porastom amplitude PNA potrebnim za

indukciju pLTF-a (28, 55).

6.4. Utjecaji inhalacijskih anestetika na respiracijske parametre

Sto se tide utjecaja na respiracijske parametre, u ovoj studiji pokazano je da sva tri
isptivana anestetika smanjuju temeljnu frekvenciju disanja u odnosu na neanestezirane
Sprague-Dawley Stakore (41.5 udisaj/min kod anesteziranih uretanom, odnosno 17.7
udisaja/min kod anesteziranih sevofluranom i izofluranom). Prosjecna frekvencija disanja u
budnih Sprague-Dawley Stakora iznosi oko 70-90 udisaja/min (42, 131). Niza frekvencija u
uretanskoj skupini u skladu je s ve¢inom pLTF studija na istom modelu anesteziranog,
vagotomiziranog, paraliziranog 1 mehanic¢ki ventiliranog Stakora, koje uglavnom ne
analiziraju bazalnu frekvenciju, ve¢ se baziraju na postojanju ili nepostojanju frekvencijskog
pLTF-a (32, 44-45). Uglavnom, mozemo zakljuciti da je frekvencija disanja vazan ¢imbenik u

manifestaciji pLTF-a i da se ne bi trebala zanemariti u analizama. Evidentno je da su
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sevofluran i izofluran pokazali znacajan depresivni ucinak na frekvenciju frenickoga zivca u
nasem animalnom modelu. Nedavne in vitro studije u¢injene na preparatima mozdanog debla
s kraljeznicnom mozdinom u Stakora, pokazale su da je preBotC kompleks potencijalno
mjesto odgovorno za sevofluranom uvjetovano usporavanje respiracijske frekvencije, i to
moguce preko ucinaka na GABA4 receptore (85-86, 131). Promjene u frekvenciji frenickoga
zivca 1 promjene u respiracijskim parametrima, vjerovatno su posljedica utjecaja na srediSnji
generator disanja, tj. na srediSnje respiracijske neurone odgovorne za stvaranje temeljnog
ritma disanja i na respiracijske premotoneurone odgovorne za stvaranje obrasca disanja, a

moguci su 1 izravni utjecaji na respiracijske motoneurone (85-86, 88).

6.5. Odrzavanje acidobazne i hemodinamske ravnoteze

U respiracijskim studijama bazalna vrijednost PaCO, postavlja se 2-4 mmHg iznad
apnejickog praga s ciljem odrzavanja stabilnog signala frenickoga zivca. Odredivanje
apnejickog praga postupak je definiranja one razine PaCO; kod koje se gubi signal aktivnosti
frenickoga zivca, tj. javlja se apneja ili prestanak disanja. U prezentiranoj studiji u svim
ispitnim skupinama odrzavana je izokapnija tijekom pokusa. Medutim, primje¢eno je da se
kod uretanski i sevofluranski anesteziranih Stakora apnejicki prag brze odredivao, a nakon
podizanja PaCO, za 2-4 mmHg, uglavnom se uspostavljao stabilan signal frenickoga zivca. Za
razliku od toga, kod izofluranski anesteziranih Stakora bilo je potrebno vise vremena za
stabilizaciju signala i neSto viSe vrijednosti PaCO; za dobijanje bazalnog signala, a takoder i
za odrzavanje signala stabilnim tijekom cijelog pokusa. Opéenito bi to bilo u skladu s
podacima iz literature prema kojima je izofluran ja¢i depresor bazalnog disanja od
sevoflurana (88, 98). U nekih Stakora, i to viSe u onih anesteziranih izofluranom, bez obzira
na manipulaciju vrijednosti PaCO,, nismo uspijeli dobiti bazalni signal, ni odrzati stabilnost

signala tijekom pokusa, zbog cega u tih zivotinja nismo izvrSili analizu frenickoga
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neurograma. Zanimljivo je to $to se u odredenom broju zivotinja koje su razvile apneju ipak
uspio izazvati HVR, §to znaci da se bez obzira na bazalnu apneju, uz dodatni hipoksijski
podrazaj pojavila aktivnost frenickoga zivca, Sto je takoder u skladu s istrazivanjem
Karanoviéa 1 sur. (98).

Zbog poznate pojave sinergistiCkog ucinka dva podrazaja na disanje (hipoksije i
hiperkapnije), nesto viSa vrijednost PaCO, u izofluranski anesteziranih Stakora (statistiCki
neznacajna), koja je bila potrebna za odrZavanje stabilnosti signala frenickoga Zivca tijekom
pokusa, mogla je dijelom utjecati na manifestaciju HVR-a, te bi se moglo nagadati da je
HVR u izofluranski anesteziranih Stakora precijenjen (103). Za ocekivati bi bilo da ce
izrazeniji HVR, doprinjeti nastanku pLTF-a, medutim pLTF je izostao. Stoga se moze
zakljuciti da tijekom pokusa nije bilo bitnijih utjecaja PaCO; na disanje i da se izokapnija
uspijevala odrzati u svim zivotinjskim skupinama. U izofluranskoj skupini se i nesto visa
razina pocetnih vrijednosti PaCO; takoder uspijevala odrzavati konstantnom do kraja pokusa
(izokapnija).

Vrijednosti sistemskog arterijskog tlaka uspjesno su odrzavane tijekom pokusa i nisu
se smanjivale vise od 15-20% u odnosu na bazalne vrijednosti. Jedino znacajno snizenje
primjeceno je tijekom hipoksijskih epizoda u svim ispitnim skupinama. Hipotenzija je
vjerovatno uzrokovana ucincima same hipoksije, potpomognuta dodatnim depresijskim
utjecajem inhalacijskih anestetika na kontraktilnost miokarda i periferni vaskularni otpor (68).
Zbog relativno dugog trajanja pokusa, moguée je da su produzeni tijek anestezije, gubici krvi,
pomaci tekuéina i hipotenzija, mogli utjecati na promjene u metabolickom statusu i perfuziji
tkiva i organa. Sama hipotenzija, blaga hiperkanija i eventualna acidoza zapravo su mogli
potaknuti, a ne sprijeciti pLTF. Nakon zavrSetka AIH protokola prosjecni srednji arterijski
tlak vratio se na bazalne vrijednosti u svim skupinama. Zbog navedenog, smatramo da u

zivotinja nije postojala neodgovarajuca tkivna perfuzija, pogotovo zato $to slicno snizenje
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sistemskog arterijskog tlaka, koje je primjeceno i u drugim pLTF studijama, nije utjecalo na

respiracijski motoricki izlaz i ishod istrazivanja (32, 44, 112).
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7. ZAKLJUCCI

1.

Inhalacijska monoanestezija sevofluranom i izofluranom, u koncentraciji od 1.4 MAC,
sprijecava nastanak dugoro¢ne facilitacije frenickoga Zivca u Stakora u modelu akutnih
ponavljanih hipoksija. Dobiveni rezultati pokazuju da specificna vrsta anestetika
utjece na manifestaciju pLTF-a. U Stakora anesteziranih uretanom, 60 minuta nakon
zavrSetka AIH protokola, amplituda frenickoga zivca znacajno se povecala u odnosu
na bazalne prijehipoksijske vrijednosti, tj. doSlo je do manifestacije amplitudnog
pLTF-a, dok se frekvencija nije znacajno promijenila. U Stakora anesteziranih
sevofluranom i izofluranom nije doSlo do povecanja amplitude frenickoga Zivca 60
minuta nakon zavrSetka AIH protokola u odnosu na prijehipoksijske vrijednosti, tj.
pojava amplitudnog pLTF-a je izostala. Unato¢ sniZzenoj bazalnoj frekvenciji disanja, a
prema ¢emu bi se mogao ocekivati frekvencijski pLTF, nije doSlo ni do pojave

frekvencijskog pLTF-a.

Inhalacijska monoanestezija sevofluranom i izofluranom smanjuje hipoksijski
ventilacijski odgovor u odnosu na uretansku monoanesteziju. Rezultati studije
pokazali su znacajno povecanje aktivnosti frenickoga Zivca tijekom svih pet
hipoksijskih epizoda u sve tri ispitne skupine, medutim u Stakora anesteziranih
sevofluranom i izofluranom, unato¢ ocuvanosti, HVR je bio zna¢ajno manje izrazen u
odnosu na HVR u §takora anesteziranih uretanom. Takoder, unato¢ ocuvanom HVR-u,
moguce je da je inhalacijskim anesteticima uzrokovano smanjenje njegove ekspresije

rezultiralo nedovoljnim pocetnim poticajem za razvoj pLTF-a.

Inhalacijska monoanestezija sevofluranom i izofluranom uzrokovala je promjenu ritma
i obrasca disanja u odnosu na uretansku anesteziju. Rezultati studije pokazali su

znacajne promjene u frekvenciji disanja 1 respiracijskim parametrima u Stakora
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anesteziranih sevofluranom i izofluranom u odnosu na Stakore iz kontrolne skupine.
Navedene promjene upucuju na mogucénost znacajanog depresijskog ucinka

inhalacijskih anestetika na respiracijske neurone u srediSnjem generatoru disanja.

Ova studija ne moze ponuditi precizan odgovor o mehanizmu djelovanja inhalacijskih
anestetika na pojavu pLTF-a, medutim zbog dokazane klju¢ne uloge serotonina u
mehanizmu njegovog nastanka, mozemo pretpostaviti da inhalacijski anestetici utjeCu
i na serotoninski neuromodulacijski sustav u kontroli disanja. Vjerojatno se radi o
kombiniranim ucincima inhalacijskih anestetika na neurone u srediSnjem generatoru
disanja, glavne neurotransmiterske i neuromodulacijske sustave, sinapticku
plasti¢nost, kemoreceptorsku funkciju i1 ekspresiju hipoksijskog ventilacijskog

odgovora.

S obzirom da je prikazani zivotinjski model prikladan za ispitivanje utjecaja opéih
anestetika na disanje, navedeni rezultati mogu imati i klini¢kog znacaja, posebice kod
bolesnika ovisnih o respiracijskoj plasti¢nosti, a koji ¢e biti podvrgnuti inhalacijskoj

anesteziji.
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8. ZNANSTVENI DOPRINOS I KLINICKA RAZMATRANJA

Do sada nije ispitivan utjecaj inhalacijskih anestetika na razvoj respiracijske
plasti¢nosti. Ova studija otvorila je moguénost dokazivanja inhibiraju¢eg ucinka sevoflurana i
izoflurana, inhalacijskih anestetika svakodnevno koristenih u anestezioloskoj praksi, na
pojavu dugoro¢nog pojacanja disanja.

Dugorocna facilitacija frenickoga zivca primjer je manifestacije temeljnog svojstva
plasti¢nosti respiracijskog kontrolnog sustava koja se razvija kao oblik fizioloske prilagodbe
na podrazaj ponavljane akutne hipoksije (14, 21). Pokazalo se da moze imati vaznu ulogu u
odrZavanju respiracijske homeostaze u nekim poremecajima disanja, kao Sto je opstrukcijska
apneja tijekom spavanja i u odredenim patofizioloskim stanjima koja mogu biti pracena i
poremecajima ventilacije, kao Sto su ozljede viSih segmenata kraljezni¢ne mozdine 1 tezi
stadiji kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti i nekih neuroloskih bolesti (63, 133-134).

Sto se tite OSA-e, u klini¢kom smislu ona podrazumijeva skup simptoma koji se
mogu povezati s pojavom intermitentne no¢ne hipoksemije (64). OSA se zadnjih godina sve
viSe prepoznaje kao ozbiljan zdravstveni problem u populaciji, s obzirom da postoji velik broj
dokaza da su razli¢ite kardiovaskularne bolesti, neurokognitivni i metabolicki poremecaji
povezani upravo s izlaganjem intermitentnoj hipoksiji (63). Takoder, kod kirurSkih bolesnika
s OSA-om, primjecena je znacajno veca ucestalost razliCitih perioperacijskih komplikacija
(64). Smatra se da bi razvoj respiracijskog LTF-a mogao ogranic€iti pojavu apnejickih epizoda
1 sprijeciti napredovanje OSA-e (63).

Cilj fizioloskih i patofizioloskih studija na animalnim modelima je uvid u moguénosti
istrazivanja 1 dokazivanja odredenog fenomena i kod ljudi ($to je bio slucaj i s LTF-om), kao i
kreiranja $to detaljnijih 1 preciznijih standardnih protokola za daljnja istraZzivanja i u ljudiiu
zivotinja (22, 115). Zbog toga su studije na animalnom modelu vazne u dokazivanju stvarne
uloge respiracijskog LTF-a. U anesteziranih Zivotinja, respiracijski LTF uglavnom se ocituje

pojacanom aktivnoscu freniCkoga zivca, koji inervira oSit (pLTF) ili pojaCanom aktivnoscu
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hipoglosalnog Zivca, koji inervira misi¢e odgovorne za odrzavanje stabilnosti gornjeg diSnog
puta (hipoglosalni ili XII LTF) (32, 55). Sve ve¢i broj spoznaja o sloZenim mehanizmima
nastanka pLTF-a i hipoglosalnog LTF-a (ispitivanih u animalnim studijama), pogotovo na
sinapti¢kom 1 stani€no-molekularnom nivou, pruzaju uvid 1 u mogucnosti razvoja terapijskih
metoda u lijeCenju poremecaja ventilacije (54, 135).

U skladu s tim, ova disertacija pokazala je moguénost uporabe animalnog modela u
istrazivanjima utjecaja razli¢itih anestetika 1 drugih lijekova koji se koriste u svakodnevnoj
anestezioloSkoj praksi na kontrolu disanja. Nakon Karanovica i sur. ovo je druga studija u
kojoj se na istom modelu usporedivalo djelovanje anestetskih doza dva najCeSc¢e koriStena
inhalacijska anetstetika (sevoflurana i izoflurana), na ritam i obrazac disanja, kako u bazalnim
uvjetima, tako i tijekom izlaganja hipoksiji (98). Takoder, u ovoj studiji se prvi put
usporedivalo djelovanje spomenutih inhalacijskih anestetika na prilagodbu disanja uvjetima
ponavljane akutne hiposkije, s ciljem otkrivanja njihovog moguceg depresijskog utjecaja na
razvoj respiracijske plasti¢nosti.

Pokazano je da razli€iti anestetici, a pogotovo oni koji se Cesto koriste u svakodnevnoj
anestezioloSkoj praksi, ukljucujuci i opioidne analgetike, mogu znacajno utjecati na kontrolne
mehanizme prilagodbe disanja i razvoj respiracijske plasticnosti. Rezultati studije Careva i
sur., Ivancev 1 sur., kao i rezultati nase studije, naglasavaju spoznaju da izbor anestetika,
ukljucujuéi i opioidne analgetike, moze biti vazan i zbunjujuéi ¢imbenik u interepretaciji
pLTF-a (112-113). Istrazivanje modulacijskih utjecaja op¢ih anestetika i opioidnih analgetika
na respiracijsku plastiénost moze povecati svjesnost o vaznosti respiracijskog LTF-a u
oc¢uvanju zadovoljavajuée respiracijske funkcije u bolesnika koji ¢e biti podvrgnuti operaciji,
opcoj anesteziji i opioidnoj analgeziji, a posebice kod predisponiranih (63-64, 112-113, 133).
Spoznaja da primjena razliCitih anestetika u bolesnika s nekim od navedenih poremecaja

disanja moze dodatno ugroziti takve bolesnike i povecati im perioperacijske rizike, ukazuje na
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potrebu za odgovaraju¢om prijeoperacijskom pripremom, pojacanim perioperacijskim
nadzorom i oprezom pri izboru anestetika (64, 112, 136). Poznato je da bolesnici s OSA-om
imaju povecani rizik od poslijeoperacijskih komplikacija, pove¢anu ucestalost prijema u JIL
(jedinica intenzivnog lijecenja) i produZeno trajanje hospitalizacije (64, 136).

Rezultati ove studije poti¢u na promisljanje o kreiranju ciljanih istraZivanja, kao §to je
primjena razli¢itih agonista 1 antagonista klju¢nih neurotransmiterskih 1 neuromodulacijskih
sustava vezanih uz kontrolu disanja, npr. na razini karotidnih tjeleSaca ili centralne primjene
lijekova. Zanimljivo je da su Teppema i sur. pokazali da primjena supstanci s
antioksidativnim svojstvima prije izlaganja inhalacijskim anesteticima sprjecava suprimirajuci
ucinak inhalacijskih anestetika na HVR (119). U skladu s tim rezultati ove studije mogli bi
daljnja istrazivanja usmjeriti prema otkrivanju potencijalno zastitne uloge antioksidansa

(primjenjenih prije izlaganja inhalacijskoj anesteziji), na razvoj respiracijske plasticnosti (95).
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9. SAZETAK

Dugoroc¢na facilitacija frenickoga zivca (pLTF, engl. phrenic long-term facilitation),
predstavlja oblik respiracijske plasti¢nosti koji se ocituje povecanjem amplitudne aktivnosti
frenickoga zivca (PNA, engl. phrenic nerve activity), nakon izlaganja epizodama akutne
intermitente hipoksije (AIH, engl. acute intermittent hypoxia). Cilj je bio istraziti djelovanje
sevofluranske i izofluranske monoanestezije, u jednakoj anestetskoj dozi, na pojavu
amplitudnog pLTF-a. Pokusi su provedeni na anesteziranim, vagotomiziranim i mehanicki
ventiliranim Sprague-Dawley Stakorima. Formirane su dvije pokusne skupine (sevofluranska i
izofluranska) i kontrolna skupina (anestezirana uretanom). Analizirani su amplituda i
frekvencija freniCkoga Zivca 1 respiracijski parametri (Ti - trajanje inspirija, Te - trajanje
ekspirija i Ttot - trajanje cijelog respiracijskog ciklusa), tijekom pet hipoksijskih epizoda i 15,
30 i 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode, usporedeni s bazalnim vrijednostima
parametara. U kontrolnoj skupini prosje€na amplituda frenickoga Zivca povecala se za
173.03+70.16% (P<0.001), 60 minuta nakon zadnje hipoksijske epizode u usporedbi s
bazalnim vrijednostima, tj. dosSlo je do pojave amplitudnog pLTF-a. U sevofluranskoj i
izofluranskoj skupini nije doslo do poveéanja amplitude, ve¢ naprotiv do njenog snizenja za
15.79+15.18% u sevofluranskoj i 31.00+11.00% u izofluranskoj skupini (P>0.05).

Sevofluranska 1 izofluranska monoanestezija sprijecile su pojavu amplitudnog pLTF-a.

Kljuéne rije¢i: intermitentna hipoksija, izofluran, frenicki Zivac, Stakor, respiracijska

plasti¢nost, sevofluran.
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10. SUMMARY

Phrenic long-term facilitation (pLTF) is a form of respiratory plasticity, manifested by
prolonged increase in peak amplitude of phrenic nerve activity (PNA) after episodes of acute
intermittent hypoxia (AIH). The aim was to investigate the effects of sevoflurane and
isoflurane monoanesthesia at equipotent anesthetic doses on the expression of amplitude
pLTF. Experiments were performed on Sprague-Dawley anesthetized, vagotomized, and
mechanically ventilated rats. Two experimental groups, sevoflurane and isoflurane, and a
control group (urethane-anesthetized) were formed. Peak amplitude of phrenic nerve activity,
respiratory frequency and breathing rhythm parameters (Ti, inspiratory duration; Te,
expiratory duration; and Ttot, total respiratory time duration) were analyzed during hypoxic
episodes, and at 15, 30, and 60 min after the last hypoxic episode. In the control group
average PNA increased by 173.03+70.16% (p<0.001), at 60 min after the last hypoxic episode
compared to baseline values. Therefore amplitude pLTF was induced. In the sevoflurane and
isoflurane groups PNA failed to increase, and in fact decreased by 15.79+15.18% and
31.00£11.00%, respectively (p>0.05). Amplitude pLTF was abolished during sevoflurane and

isoflurane monoanesthesia.

Keywords: intermittent hypoxia, isoflurane, phrenic nerve, rat, respiratory plasticity,

sevoflurane.
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