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KRATICE

5HT - 5-hidroksitriptamin, serotonin

5HT,, = 5HT1a — vrsta serotoninskih receptora
5HT,a = 5HT2a — vrsta serotoninskih receptora
8-OHDPAT - 8-hidroksi-2-(di-n-propilamin) tetralin
cAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat

CTH - Cycle-triggered histogram

DOI - (£)-1-(2,5-dimetoksi-4-jodofenil)-2-aminopropan hidroklorid
fg - frekvencija disanja

Fn — frekvencija neurona

IHMN - inspiratorni motoneuron hipoglosnog Zivca
NTS - nucleus tractus solitarii

pBC - preBoétzinger kompleks

PNG - neurogram freni¢nog zivca

PPA - vr8ne aktivnosti freni¢nog Zivca

RTN - nucleus retrotrapezoideus

Te— vrijeme ekspirija (izdaha)

T, - vrijeme inspirija (udaha)

VRC - ventralna respiratorna grupa



1. UVOD

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5HT) ima kljuénu ulogu u modulaciji disanja
djelovanjem na razli¢ite podtipove SHT receptora.''® To je posebno vidljivo pri
sistemskom davanju agonista 5HT1a receptora §to rezultira ubrzanim disanjem.™"
12. %) Posebno je poraslo zanimanje za agoniste 5HTia receptora zbog moguée
prevencije ili reverzije depresije disanja uzrokovane opioidima, no istovremeno bez

9.14,39,40.49. %9 Jadan od mogucih mehanizama

utjecaja na analgetski u¢inak opioida.’
sprjeCavanja depresije disanja agonistima serotonina je iskoristavanje meduodnosa
unutarstani¢nih signalnih putova zajedni¢kih p-opioidnim te serotoninskim i
noradrenegriCkim receptorima zbog Cinjenice da p-opioidi djeluju na respiratorne
neurone preko G-proteinskih receptora uzrokujuéi inhibiciju adenilat ciklaze i
smanjenje koncentraciju cCAMP-a u stanicama. Sistemska primjena agonista 5HT4a
receptora®) | antagonista as-adrenergi¢kih receptora,®® koji povedavaju
koncentraciju cAMP-a u stanicama, dovodi do djelomi¢ne reverzije opioidima
uzrokovane depresije disanja, bez utjecaja na njihov analgetski ucinak. Nadalje,
drugi moguéi mehanizam sprjeCavanja depresije disanja koristi meduodnos neurona
unutar respiratorne mreze na kojima su 5HTa receptori izrazeni postsinapticki, a
¢ijom aktivacijom dolazi do inhibicije stvaranja cAMP-a. Pokazalo se kako selektivni
agonist 5HT1a receptora 8-hidroksi-2-(di-n-propilamin) tetralin (8-OH-DPAT) dovodi

1459 Drugi selektivni

do reverzije opioidima uzrokovane depresije disanja u $takora.’
agonist 5HT1a receptora, repinutan hidroklorid, ranije ispitivan na ljudima takoder
dovodi do prevencije i reverzije opioidima uzrokovane depresije disanja u

1918 Nedavno se pokazalo kako Befiradol, izrazito selektivan

anesteziranih $takora.'
agonist 5HTia receptora, dovodi do reverzije fentanilom uzrokovane depresije
disanja, medutim uzrokuje i smanjenje njegovog analgetskog uéinka.®® Sva su
navedena istrazivanja pokazala kako sistemski primjenjeni (intravenski tj. V) agonisti
5HTa receptora, ubrzavaju disanje, no mehanizmi tog ucinka kao i anatomsko
mjesto djelovanja ostali su nepoznati. S obzirom na brojne provedene
imunohistokemijske analize koje su pokazale prisutnost receptora biogenih amina

89. 40. 48 to temeljem in vitro farmakoloskih studija,™®

kao i p-opioidnih receptora,’
smatra se kako je mjesto djelovanja serotonina na modulaciju disanja preBoétzinger

(pBC) kompleks (slika 1). Medutim, prilikom mikroinjektiranja 50 uM 8OH-DPAT na



grupu respiratornih neurona unutar pBC kompleksa u anesteziranih macaka
uzrokovalo je apneju.®® Nadalje, neuroanatomske studije su pokazale kako postoje
brojne projekcije serotoninskih neurona iz nucleus raphe obscurus prema mjestima
povezanim s kontrolom disanja u produzenoj mozdini (medulla oblongata) i mostu
(pons). Istim studijama pronadena su 5HT imunoreaktivha vlakna u nucleus tractus
solitarii (NTS), nucleus ambiguus, nucleus retrotrapezoideus (RTN), pBC, kao i jezgri
n. hypoglossus (hipoglosni Zivac) i n. phrenicus (freniéni zivac).% 23 24. 25. 26,30 50, 63)
Prema nedavnim opseznim istrazivanjima nucleus retrotrapezoideus (RTN) sadrzZi
grupu neurona za koje se smatra kako poti¢u respiratornu mrezu te prima izravne
projekcije serotoninskih neurona iz nucleus raphe obscurus. Aktivhost neurona RTN-
a znacajno je pojacana lokalnom primjenom 5HT kao i stimulacijom pomocu tvari P i
tireotropin  oslobadaju¢im hormonom (TRH).*®Vrijedi napomenuti istraZivanje
Richtera i suradnika ®* prema kojem sistemski primijenjen (V) 8OH-DPAT uzrokuije
apneju, $to je u suprotnosti s istrazivanjima ostalih autora prema kojima uzrokuje

%99 To dovodi u pitanje da li 5SHTsa agonisti postizu svoj stimulirajuci

tahipneju.’
uCinak na disanje nakon sistemske primjene djelujuéi preko neurona u pBC
kompleksu.

Osim preko 5HTqa receptora serotonin stimulacijski djeluje i preko drugih
receptora. Na modelu presjeka kroz produzenu mozdinu neonatalnih Stakora,
obostrana mikroinfuzija i iontoforeza 5HT na respiratorne neurone unutar pBC

(52, 57

kompleksa, uzrokovale su porast neuralne aktivnosti hipoglosnog Zivca. ) Smatra

se kako je taj u€inak postignut djelovanjem preko 5HT2a receptora, s obzirom da je

(57)

isti uspjeSno blokiran selektivnim antagonistom 5HT.a receptora. Na modelu

decerebriranog psa, 5HT stimulacijski djeluje na hipoglosni zivac na kojem se zna

kako postoje 5HTa receptori.* 7

Cilj ove studije je utvrditi u€inak selektivnih agonista serotonina na 5HTqa i
5HT,a receptore smjeStene na neuronima unutar pBC kompleksa i ventralne
respiratorne grupe (VRC). Hipoteza istraZivanja je da agonisti serotoninskih 5HT 4 i
5HT,a receptora modulacijski utje€u na disanje djelovanjem na 5HTa i 5HT2a
receptore na respiratornim neuronima unutar pBC kompleksa i ventralne respiratorne
grupe (VRC). U tu svrhu prou€avan je ucinak sistemski (IV) primijenjenog agonista
5HT1a receptora 8-hidroksi-2-(di-n-propilamin) tetralin (80OH-DPAT) te ucinak

agonista 5HT2a receptora (£)-1-(2,5-dimetoksi-4-jodofenil)-2-aminopropan hidroklorid



(DOI) na disanje pracenjem aktivnosti freni€nog zivca modela odraslih decerebriranih
pasa mjeSanaca. Takoder, proucavani su ucinci lokalne primjene spomnutih agonista
tehnikom pikoinjektiranja i mikroinjektiranja. Pikoinjektiranje je vrSeno na pojedinacne
respiratorne neurone unutar pBC kompleksa, a mikroinjektiranja 5HT agonista na
grupe respiratornih neurona unutar VRC-a od obeksa do 9 mm rostralno od obeksa,

uz pracenje aktivnosti freni€nog Zivca.

PB

AS

RTN
PGI
BotC
preBotC

VRG

NTS

cVRG

Phrenic
nucleus

Slika 1. Shematski prikaz produzene mozdine s ventralnom respiratornom grupom (VRC) i pBC
kompleksom. VRG = VRC = ventralna respiratorna grupa; nAmb = nucleus ambiguus; DRG = DRC =
dorzalna respiratorna grupa; NTS = nucleus tractus solitarii; preB6tC = preBétzinger kompleks; B6tC =
Boétzinger kompleks; RTN = nucleus retrotrapezoideus; PB = parabrahijalna regija; KF = Kélliker-Fuse

regija.



2. HIPOTEZA

Agonisti serotoninskih 5HTa i 5HT2a receptora modulacijski utjeu na disanje
djelovanjem na 5HT:a i 5HT.a receptore na respiratornim neuronima unutar

preBoétzinger (pBC) kompleksa i ventralne respiratorne grupe (VRC).

3. CILJEVI RADA

3.1. Opdi cilj

Cilj ovog rada je utvrditi u€inak serotonina na respiratorne neurone unutar

preBétzinger (pBC) kompleksa i ventralne respiratorne grupe (VRC).

3.2. Specifiéni ciljevi

Kako bi se utvrdio ucinak serotonina ispitan je ucinak selektivnih agonista
serotonina na 5HT+a i 5HToa receptore smjestene na respiratornim neuronima unutar

preBoétzinger (pBC) kompleksa i ventralne respiratorne grupe (VRC).



4. METODE | PROTOKOLI

Ova istraZivanja odobrila je komisija za istrazivanja na Zivotinjama Zablocki VA
Medical Center iz Milwaukeeja drzava Wisconsin, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave.
Pokusi su provodeni na psima mijeSane vrste oba spola i tezine izmedu 8 i 16
kilograma. Primijenjena je inhalacijska anestezija maskom uz odrzavanje plinom
isofluranom (ISO) (1.5-2,5% end-tidal koncentracija (1-2 MAC)). Istodobno su
praceni znakovi nedovoljne anestezije kao §to su salivacija, lakrimacija, porast

krvnog tlaka, pulsa, te je po potrebi anestezija produbljivana .

4 1. KirurS§ka metoda

Psi su intubirani endotrahealnim tubusom i mehanicki ventilirani mjeSavinom
plinova sadrzaja ~60% O, zraka i 2,5% isoflurana. Cjelokupan proces pripreme psa
za pokus, kirurski postupak, promatranje i odrzavanje homeostaze vec je detaljno
opisan i objavljen.®) Citavo vrijeme pokusa end-tidal CO, (etCO,) nadgledan je
infracrvenim analizatorom (POET II, Criticare Systems). U femoralnu venu postavljen
je kateter s trostrukim lumenom koristen za davanje kontinuirane infuzije (0.9%
NaCl), lijekova te ispitivanih supstanci. Takoder je kateter postavljen u femoralnu
arteriju za kontinuirano pracenje krvnog tlaka (Gould-Statham P23 ID transducer) i
povremenu plinsku analizu krvi. Temperaturna sonda postavljena je u jednjak radi
kontinuiranog pracéenja tjelesne temperature koja je odrzavana na temperaturi
izmedu 37.5 i 38.5 °C pomocu grijane podloge na kojoj je bio smjesten pas. Psi su
postavljeni u poseban stereotaksi¢ni aparat (Kopf model 1530) s glavom flektiranom
za 30° ventralno. Kraljeznica je odrzavana ravhom posebnim vijcima pri¢vr§éenim i
zategnutim za kukove. Dorzolateralnom disekcijom vrata pristuplieno je desnom C5
korijenu freni€nog Zivca koji je prerezan distalno, uklonjena mu je ovojnica te je
postavljen na bipolarnu elektrodu uronjenu u mineralno ulje. Postupak je dalje
omogucio pracenje neuralne aktivnosti freni€nog zivca u odredenom vremenskom
intervalu iz kojeg je dobiven neurogram freni¢nog zivca tzv. PNG. Iz neurograma
freni€nog Zivca napravljen je izracun vremena inspirija (T), ekspirija (Tg), frekvencije
disanja (fg) izrazene u BPM (breaths per minute ili broj udaha u minuti), te vréne
aktivnosti freni€nog Zivca (PPA) izrazene u postotcima (%) u odnosu na kontrolu.

Radi minimiziranja pokreta mozdanog debla prilikom snimanja neuralne aktivnosti



izveden je obostrani pneumotoraks. Radi prevencije nastanka artefakata zbog
pomicanja tijekom snimanja neuralne aktivnosti, za vrijeme trajanja pokusa
kontinuirano je administrirana infuzija nedepolarizirajuéeg blokatora neuromisiéne
veze pankuronija (0.1 mg/kg/h). Provedena je i obostrana cervikalna vagotomija radi
eliminacije vagalnih eferentnih podrazaja iz plu¢nih ,strech” receptora.

U nastavku pripreme modela istrazivanja napravljena je decerebracija, fj.
odvajanje mozdane kore (cortex) i medumozga (diencephalon) od mozdanog debla i
kraljezniCke mozdine prekidanjem neuralnih puteva izmedu crvene jezgre (n. ruber) u
srednjem mozgu (mesencephalon) i vestibularne jezgre (n. vestibulares) u
produzenoj mozdini. Decerebrirane zivotinje su poikilotermne zbog €ega je bilo
potrebno grijaima odrzavati temperaturu. Decerbracijom su vitalni centri u mostu i
produzenoj mozdini i dalje funkcionalni te je vecéina respiratornih i cirkulatornih
refleksa odrzana. U ovom trenutku svijest je u potpunosti prekinuta, a odgovor na bol
je deprimiran te je time stvoren preduvjet za prou€avanje Zivotinja bez anestezije.
Postupak decerebracija je proveden midkolikularnom transekcijom®" (slika 2). Pri
midkolikularnoj transekciji prvo je napravljena disekcija koze u srediSnjoj liniji od
spinalnih nastavaka aksisa do nasiona. Obostrano su presjeceni misiéi i tkivo duz
vanjskoga sagitalnoga i nuhalnoga grebena ¢ime je dobiven pristup parijetalnoj kosti i
to od sredis$nje linije do 4 cm lateralno i od nuhalnoga grebena do 4.5 cm rostralno.
Potom je obostrano napravljena kraniotomija promjera 3.5 cm na krajevima izlozene
parijetalne kosti priblizno 0.5 cm lateralno od sagitalnoga grebena i priblizno 1 cm
rostralno od nuhalnoga grebena kako bi se sprijeio moguci prekid dorzalnoga
sagitalnoga i transverzalnoga venskoga sinusa (slika 2, gore desno). Kraniotomija je
dovréena pomoc¢u Ronguerove pincete, a na rubove kosti postavljeno je posebno
ljiepilo za kosti radi zaustavljanja krvarenja i sprjeCavanja moguce zracne embolije.
Potom je Skarama odstranjena tvrda mozdana ovojnica (dura mater), a time je
dobiven obostrani pristup parijetalnom i okcipitalnom reznju. Bipolarnim
koagulatorom (malel 0441010; Burton Division, Cavort) s pincetom (Edward Weck)
koagulirane su te uklonjene male koli¢ine mozdanog tkiva. Time su obostrano
uklonjeni dijelovi parijetalnog i temporalnog reznja, kao i cijeli okcipitalni rezanj te je
dobiven pristup srednjem mozgu (slika 2, dolje desno). Pokraj mozdanog debla, a iza
izlaziSta okulomotori¢nog zivca (n.oculomotorius) s ventralne strane, postavljena je

spatula te usmjerena prema midkolikularnoj liniji (linija izmedu gornjeg i donjeg



kolikula srednjeg mozga) s dorzalne strane kako bi posluzila kao vodilja skalpelu.
Mogucée krvarenje zaustavljeno je bipolarnom koagulacijom ili hemostatskim
materijalom (Surgicel). Nakon decerebracije prekinuta je administracija isoflurana
zbog isklju€enja moguceg utjecaja anestezije na rezultate pokusa. Daljnja ventilacija
nastavljena je mjeSavinom od priblizno 60% zraka i O, uz odrzavanje hiperoksi¢ne
normokapnije (Fi > 0,6). Model istrazivanja pripremljen prema ovom modelu stabilan
je do 10 sati postdecerebracijski. Doza deksametazon od 0.25 mg/kg administrirana
je intravenski zbog sprje€avanja edema kao posljedice kirurSke tehnike.

C CEREBRUM ON OCULOMOTOR NERVE
CIC COMMISSURE OF INF.COLL. P PONS

CL CEREBELLUM SC SUPERIOR COLLICULUS
FC FALXCEREBRI TC TENTORIUM CEREBELLI
GCV GREAT CEREBRAL VEIN TO TENTORIUM OSSEUM

IC  INFERIOR COLLICULUS TP  TRANSECTION PLANE
M MESENCEPHALON v VERMIS

MB MAMILLARY BODY

Slika 2. (Izvor: Tonkovic-Capin i suradnici 1998.) Shematski prikaz vaznih intrakranijalnih struktura za
decerebraciju nakon micanja kaudalnih djelova parijetalnog i temporalnog reznja te cijeloga
okcipitalnog reznja obostrano. CIC, komisure donjeg kolikula. Decerebracija se izvodi kroz sredniji
mozak (mesencephalon; M) u ravnini koja ide od midkolikularnog podrucja do neposredno iza izlazista
okulomotori¢nog Zivca (n. oculomotorius; ON) kako prikazuje ravnina presjeka (TP) (gore lijevo i dolje
desno). Dolje desno: Uvecani prikaz struktura srednjeg mozga kako se mogu vidjeti kroz otvor ucinjen
kraniotomijom (gore desno). Dolje lijevo: paramedijalni (5mm od sredidnje linije) sagitalni presjek
mozdanog debla pokazuje preciznu ravninu presjeka (TP) kroz srednji mozak (M) na razini koja je

rostralno od donjih kolikula (IC) i mosta (P).



4.2. Prikuplianje podataka i metoda mikroinjektiranja

Radi stabilizacije preparata trebalo je proci najmanje jedan sat od zavrSetka
njihove pripreme do pocetka snimanja neuralne aktivnosti. Za lociranje VRC i pBC
kompleksa, kao i za izvanstani€éno snimanje neuralne aktivnosti respiratornih
neurona iz VRC i pBC kompleksa, koristene su staklene elektrode (promjer vrha 10-
30 um) s cetiri barela (slika 3). Ista elektroda koristena je i za mikroinjektiranje
supstanci na grupu respiratornih neurona unutar VRC i pikoinjektiranje istih na
pojedinacne respiratorne neurone unutar pBC kompleksa. Jedan barel elektrode bio
je ispunjen tankim filamentom (7 pum) kojim je snimana neuralna aktivnost, dok su tri
prazna barela bila ispunjena supstancama za injiciranje koristenim u nasim
pokusima. Pojacani i proc€is¢eni signali (0,1 — 3 KHz) aktivnosti respiratornih neurona
i freni€nog Zivca snimljeni su pomo¢u CED Power 1401 mk Il i Spike2 sustava
(Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, UK).

recording barrel —
(contains carbon filament)

s

neurotransmitter
solution barrels

—————— microelectrode tip
(2 10-30 um)

Slika 3. Shematski prikaz staklene elektrode koriStene u istrazivanju za snimanje neuralne aktivnosti

iz VRC i pBC kompleksa, kao i za injektiranje istrazivanih supstanci.



Neurogram freni€nog Zivca (PNG), frekvencija izbijanja respiratornih neurona,
vrijeme inspirija (T|) i ekspirija (Tg), etCO; i sistemski krvni tlak kontinuirano su
praéeni digitalnim poligrafom (PowerLab/16SP, ADInstruments, Castle Hill,
Australia). Svi neuroni i njihove pozicije zabiljeZzeni su po koordinatama rostralno od
obeksa, lateralno od srediSnje linije, te ventralno od dorzalne povrSine. Nagib
produzene mozdine u odnosu na horizontalnu ravninu u svakom je preparatu
posebno izmjeren radi ispravljanja koordinata za naknadne analize. 1z 10 do 30
respiratornih ciklusa snimljene neuralne aktivnosti i PNG-a (neurograma freni¢nog
zivca) pomoc¢u CED Spike2 softwarea dobiven je CTH (cycle-triggered histogram) te
je time odredeno radi li se o ekspiratornom ili inspiratornom neuronu. 1z CTH-a je
izraCunata vrSna i prosje€na frekvencija (Fn) respiratornih neurona snimljenih u pBC

kompleksu (slika4).

Preparation

Neuron Activity
- in vivo = 3
- mature [

- decerebrate /
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Slika 4. Shematski prikaz modela istrazivanja



Sve koriStene supstance razrijedene su u umjetnom cerebrospinalnom likvoru
(aCSF) koji se sastojao od 124 mM NaCl, 2mM KCI, 2mM MgCl, 1,3 mM KH,POy,,
0,9mM CaCl,, 25 mM NaHCO;3; i 11 mM glukoze. Za mikroinjektiranje istrazivanih
supstanci u VRC i pBC kompleks putem staklene elekirode koriSten je posebno
napravljen uredaj za mikroinjektiranje s Cetiri zasebna kanala, koji je omogucio
pojedinacnu kontrolu trajanja injektiranja, frekvencije ponavljanja istih te kontrolu
tlaka pod kojim je supstanca injektirana (0-80 psi). Koli€ina injektiranih supstanci u
pBC kompleks i VRC mijerena je razlikom u visini meniska u barelu staklene
elektrode putem mikroskopa (povecanje 100 puta i rezoluciju 2nl). Na kraju pokusa

psi su usmréeni intravenski primijenjenim kalijevim kloridom (KCl).

4.3. Lokalizacija pBC kompleksa

Za lokalizaciju pBC kompleksa unutar ventralne respiratorne grupe (VRC) u
produzenoj mozdini iz koje je snimana aktivnost respiratornih nerona, koristena su tri
kriterija. Prvi kriterij su ve¢ utvrdene stereotaksi¢ne koordinate. U prijasnjim
studijama utvrdeno je kako je pBC kompleks smjesten unutar VRC na lokaciji od 4,3
do 6,9 mm rostralno od obeksa, 4 do 5 mm lateralno od sredi$nje linije i 6 do 8 mm
33, 46

ventralno od dorzalne povrsine produzene mozdine.' ) Drugi koriteni kriterij je

prisutnost razli¢itih tipova respiratornih neurona unutar VRC-a (inspiratornih i

33, 46.60) 3 tredi karakteristiéni tahipnoiéni odgovor PNG-a na

ekspiratornih neurona),(
injektiranje glutamat agonista DLH-a (D-homocistei¢na kiselina) volumena 30-40 nl i
koncentracije 10 mM u pBC kompleks karakteriziran smanjenjem inspiratornog (T)) i

(33, 44, 46, 84 Mijesto unutar VRC-a na kojem je nastala

ekspiratornog (Tg) vremena.
najveca promjena u PNG-u nakon primjene DLH-a, a koje se sastojalo od mjeSavine
inspiratornih (1) i ekspiratornih (E) respiratornih neurona, odredeno je kao mjesto pBC

4, 6, 56, 60

kompleksa, $to je u skladu s istraZivanjima i u drugih vrsta.! ) Tahipnoi¢ni

odgovor na mikroinjektiranje DLH-a u VRC brojni autori smatraju funkcionalnim

4, 33, 44, 46, 59, 64

markerom pBC kompleksa,' ) te je stoga u ovoj studiji upotrijebljen kao

jedan od glavnih kriterija.

Snimanje je vréeno na razini obeksa (0 mm) i 4.5 mm lateralno od srediSnje
linije uz ulaz dorzalno prema ventralno u VRC, te pracenje prisutnosti respiratornih

neurona. Pri detekciji mjesta najjate neuralne aktivnosti mikroinjektiran je DLH uz
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pracenje odgovora PNG-a. Nakon mikroinjektiranja DLH-a elektroda je uklonjena s
tog mjesta, vrh elekirode ocis¢en, pomaknut 1 mm rostralno te je postupak
ponovljen. Isti postupak ponavljan je sve do 9 mm rostralno od obeksa.
Pretpostavljeno je kako je mjesto s najveéim odgovorom na DLH ujedno i lokacija

pBC kompleksa®® @) (

slika 5). Ukoliko je nakon primjene DLH-a unutar VRC izostala
tahipnoi¢na reakcija prva dva kriterija, koordinate i prisutnost mjeSavine respiratornih

neurona, koristeni su kao potvrda lokalizacije pBC kompleksa.

I”I:JIIIIHHI“""" !" ““—“.
|1 B, >
i AL
e il . LML,
< (U UL
e Moo IMLILLY *
v LA

1 min

(6-8-04)

Slika 5. Prikaz serije mikroinjektiranja DLH-a (10 mM) u ventralnu respiratornu grupu (VRC) radi

lokaliziranja maksimalne tahipnoi¢ne reakcije PNG-a, Sto je indikativno za pBC kompleks.
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4.4. Protokoli

4.4.1. Protokol 1: Odgovor pojedinacnih respiratornih neurona unutar pBC kompleksa
na pikoinjektiranje 8OH-DPAT i DOI

Staklene elektrode koriStene u pokusima bile su ispunjene razli€itim
kombinacijama testiranih supstanci: aCSF, 1 uM i 10 uM 80OH-DPAT ili aCSF, 10 uM
i 100 uM 80OH-DPAT ili aCSF, 1 uM i 100 uM 80OH-DPAT ili aCSF, 10 uM i 100 puM
DOI. Svaka kombinacija koristena je na drugom modelu. Nakon $to je izolirana
aktivnost jednog respiratornog neurona unutar pBC kompleksa, zapocelo je
snimanje. U pocCetku je zbog kontrole snimljeno 15-30 respiratornih ciklusa, a nakon
toga je izvedeno pikoinjektiranje. Inicijalno je primijenjen aCSF, a zatim ispitivane
supstance, tj. agonisti 5HT receptora od nize prema viSoj koncentraciji. Postupno je
povecavana brzina pikoinjektiranja sve dok viSe nije zabiljezen utjecaj na neuralnu
aktivnost ili dok se koncentracija supstance na udaljenosti ~200 pum od vrha
elektrode nije priblizno izjednacila s onom u elektrodi. Procjena udaljenosti temeljena
je na teorijskom difuzijskom modelu.®® Za period kontrole generiran je CTH, kao i za
periode neposredno nakon prestanka pikoinjektiranja istrazivanih supstanci. Isti smo
postupak ponovili za svaku od ispitivanih supstanci u staklenoj elektrodi. Supstance
su primjenjivane u razmaku od najmanje 5 minuta. Nakon zavrSetka protokola,
dopusten je oporavak ispitivanog neurona u trajanju 30-40 minuta prije generiranja
zavrSnog CTH-a. Cijeli protokol zatim je ponovljen na drugom pojedinaénom

respiratornom neuronu unutar istog pBC kompleksa.

4.4.2. Protokol 2: U¢inak mikroinjektiranja 8OH-DPAT, DOI i 5HT duZ VRC-a,
uklju¢ujuci i pPBC kompleks, na aktivnost frenicnog Zivca

Kako bi se istrazila uloga 5HT receptora unutar VRC-a, promatran je ucinak
mikroinjektiranja 80OH-DPAT, DOI i 5HT na vrijeme ekspirija (Tg), inspirija (T,) i vrSnu
aktivnost (PPA) freniCnog Zivca. Pomoc¢u staklene elektrode lociran je VRC unutar
produzene mozdine te mikroinjektiran istraZzivanim supstancama. Za lociranje VRC
iskoriSstene su ve¢ poznate koordinate, ali i prisutnost razli¢itih inspiratornih i
ekspiratornih respiratornih neurona. Nakon pronalaska VRC-a unutar produzene
mozdine, odredena je dubina, tj. dorzo-ventralni smjer VRC-a. Potom je staklena
elektroda postavljena u srediste VRC-a i na tom su mjestu mikroinjektirane
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supstance. Inicijalno je primijenjen DLH (30-40 nl i 10 mM) u svrhu dobivanja
karakteristicnog odgovora freni€nog zivca na aktivaciju respiratornih neurona u VRC-
u (tzv. tahipnoi¢an odgovor). Nakon dobivenog karakteristichoga odgovora (ujedno i
potvrde kako je elektroda dobro postavljena u VRC-u), mikroinjektirane su testirane
supstance: ~100 nl 8OH-DPAT (200 uM) i DOI (200 uM) na istoj lokaciji kod 13 pasa.
Volumen primijenjenih supstanci od ~100 nl ima uginkovit promjer od ~1 mm.“” U
dodatnih 6 pasa nakon mikroinjektiranja DLH-a primijenjen je 5HT (5 mM). Mjesto na
kojem je zapocelo mikroinjektiranje unutar VRC-a bilo je razina obeksa, a zatim je
mikroinjektiranje nastavljeno u razmacima od 1 mm u rostro-kaudalnom smjeru
unutar VRC-a pa sve do 9 mm rostralno od obeksa pri tome i pBC kompleks.
Vremenski razmak izmedu mikroinjektiranja iznosio je 3-5 minuta. Za svako mjesto
mikroinjektiranja izraCunata je vrSna (F,) i prosje¢na (ave F,) frekvencija induciranog
odgovora freni€¢nog Zivca iz T;, Te i PPA. Kako bi se kod velikog broja respiratornih
neurona unutar VRC i pBC kompleksa osigurala izlozenost dovoljno visokoj
koncentraciji ispitivanih supstanci, a time postigao i dovoljno ucinkovit podrazaj, u
dodatnih 13 pasa mikroinjektirano je ~500 nl (volumni promjer ~1.6 mm) 2 mM 8OH-
DPAT u VRC na grupu respiratornih neurona od 0 do 9 mm rostralno od obeksa.
Time je primijenjena 250 puta veca koncentracija 80OH-DPAT po mikroinjektiranju u

odnosu na prijasnji pokus.

4.4.3. Protokol 3: U¢inak sistemske (intravenske tj. IV) aplikacije 80OH-DPAT i DOI na
aktivnost freni¢nog Zivca

U trecem protokolu promatran je odgovor freniénog zivca na sistemsku
(intravensku, tj. 1V) primjenu 80H-DPAT i DOI, agonista 5HT receptora. Doza
agonista postupno je povecavana sve dok nije postignut maksimalan ucinak.
Dopusten je period od 30 do 40 minuta za oporavak neurona prije primjene drugog

agonista.
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4.5. Statisticka analiza

Dobiveni rezultati statistiCki su obradeni pomoc¢u programa SigmaPlot 11
(Systat Software, Inc., San Jose, CA 95110), a koristeni su sljedeci statistiCki testovi:
one-way repeated ANOVA, osnovni linearni model, metoda Holm-Sidak,
Kolmogorov-Smirnov test, Kruskal-Wallis one-way ANOVA, metoda Dunn. Razlike su
smatrane znacajnim ako je p < 0.05. Vrijednosti su prikazane kao median * SE

(standardna pogreska).
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5. REZULTATI

5.1. Protokol 1: Odgovor pojedinacnih respiratornih neurona unutar pBC kompleksa
na pikoinjektiranje 80OH-DPAT i DOI

Primjer prvog protokola sa supstancom 8OH-DPAT na inspiratornom (I)
neuronu prikazan je na slici 6. Vidljivo je kako pikoinjektiranje 10 uM i 100 pM 80OH-
DPAT izazva prolazno smanjenje aktivnosti (frekvencije; Fn) respiratornog neurona
ovisno o dozi. Brzina pikoinjektiranja povecavana je sve dok nije postignut

maksimalni u¢inak na F, neurona za svaku koncentraciju (10-15 nl/min).

NG k] (bl

A 10 uM DPAT 100 uM DPAT
T B 1T
100 -

"o . SR L B

(Hz)

-0

\ 1 min \ 1 min /
PNG N N T N N

. |

Slika 6. Odgovor pBC I|-neurona na pikoinjektiranje 10 uM i 100 uM 8OH-DPAT (markeri) koiji

pokazuje smanjenje vrSne F,, ovisno o dozi. Brzina injektiranja poveéavana je sve dok nije postignut

maksimalan ucinak za svaku koncentraciju. Prikazani su i neurogram freni¢nog zivca (PNG) kao i
neuralna aktivnost I-neurona (NA). Prolazno veliko smanjenje F, je artefakt snimanja nastao uslijed
prevelike brzine pikoinjektiranja, a koje se odmah popravilo nakon prestanka pikoinjektiranja na

stvarne vrijednosti nastale administracijom supstanci.
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Primjeri ucinka razli€itih doza 80OH-DPAT na aktivnost (F,) razli€itih podtipova
inspiratornih (1) i ekspiratornih (E) neurona prikazani su cycle-triggered histogramom
(CTH) na slici 7. Na slici 8 prikazani su skupni podatci za vrsnu (Fy) i prosje¢nu
frekvenciju (aveF,) 34 I|-neurona i 24 E-neurona izrazeni postotkom promjena u
odnosu na kontrolu (vrijednost prije poCetka pikoinjektiranja) kod 16 pasa. Za ftri
razliCite kombinacije 80OH-DPAT (razliCitih koncentracija) uspjeh protokola, tj.
pikoinjektiranja svih supstanci unutar jedne staklene elektrode na isti pojedinacni
respiratorni neuron bez gubitka njegove aktivnosti, iznosi 84%. Pikoinjektiranje aCSF
nije utjecalo na aktivnost ispitivanoga respiratornog neurona. Pri koncentraciji od 1
UM 80OH-DPAT znatno su smanjene vrSna (F,) (71.2 * 5.1%) i prosje¢na (aveF)
(70.0 £ 5.2%) frekvencija za |-neuron, ali ne i za E-neuron (91.4 £ 3.9% i 90.5
* 4.3%). Pri vis§im koncentracijama podjednako je smanjena aktivnost I-neurona i E-
neurona s najve¢im smanjenjem aktivnosti od ~38 do 40 % kod koncentracije od 100
UM. Vrijednosti nakon zavrSetka pikoinjektiranja (end con; ~30 min kasnije) bile su
nesto nize nego kontrolne vrijednosti za I-nerone, a za E-neurone i nize (p < 0.05) §to

upucuje kako je za potpun oporavak neurona vjerojatno bilo potrebno vise vremena

PNG N\
60 | |
! 150 -
|
40 '
Fn : coN 100 |
! —
H I — 1M
(H2) 50 | — o 50
|
|
0 ' of 0
1 sec

PNG S / \
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150 -

100 -
40 - —— CON
— 10uM

— 100 uM 50

20
(Hz)
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Slika 7. Cycle-triggered histogram (CTH) smanjenja F, dva I-neuorna i dva E-neurona unutar pBC
kompleksa nakon pikoinjektiranja razli¢itih koncentacija 80OH-DPAT. CON predstavlja F,, prije poCetka

pikoinjektiranja (kontrola). Iscrtkana linija oznacava izmjenu inspiratorne i ekspiratorne faze.
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Slika 8. Skupni prikaz uc€inka razlicitih koncentracija 80OH-DPAT na vrdnu (F,) i prosjecnu (aveF,)
aktivnost neurona (izrazeno kao postotci (%) od kontrole). Vidljivo je kako koncentracija od 1 uM 80OH-
DPAT uzrokuje smanjenje vrSne i prosjecne frekvencije |-neurona medutim ne i E-neurona, dok
koncentracije od 10 uM i 100 pM podjednako smanjuju frekvencije I-neurona i E-neurona.
Pikoinjektiranje aCSF nije utjecalo na neuralnu aktivnost. Znacajne razlike od aCSF: # p < 0.05, ### p

< 0.001. Znatna razlika izmedu I-neurona i E-neurona: ** p < 0.01. Prikazan je i broj neurona.
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Pikoinjektiranje 5HT,a agonista DOl na pojedinaéne respiratorne neurone
unutar pBC kompleksa u koncentracijama od 10 pM i 100 uM nisu utjecale na I-
neurone (slika 9A) niti E-neurone (slika 9B). Podatci dobiveni od 14 I-neurona i 13 E-
neurona pokazali su kako DOI nije imao utjecaj niti na vrSnu (F,) niti na prosje¢nu
(aveF) frekvenciju (slika 10).

PNG A

— CON

B — DOI 10 uM
———- DOI 100 uM

1 sec

Slika 9. Pikoinjektiranje DOI na pojedinacne respiratorne neurone unutar pBC nije pokazalo ucinak.
Primjer CTH-a za I-neuron (A) i E-neuron (B) pokazuje ucinak pikoinjektiranja 10 uM i 100 uM DOI.

Iscrtkana linija oznacava izmjenu inspiratorne i ekspiratorne faze.
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Slika 10. Skupni prikaz uc€inka pikoinjektiranja (postotak (%) od kontrole) razli€itih koncentracija DOI

na 14 I-neurona i 13 E-neurona pokazuje kako DOI nije imao ucinka.

5.2. Protokol 2: Uéinak mikroinjektiranja 8OH-DPAT, DOI i 5HT duz VRC, ukljuéujudi
i pPBC kompleks na aktivnhost freni¢nog Zivca

Primjer ucinka mikroinjektiranja DLH, 8OH-DPAT i DOl na respiratorne
neurone unutar pBC kompleksa (5 mm rostralno od obeksa unutar VRC) prikazan je
na slici 11A. Na istoj slici prikazan je u€inak na vrénu aktivnost freni¢nog zivca (PPA),
vrijeme ekspirija (Tg) i inspirija (T,). DLH (36 nl, 10 mM) je uzrokovao prolaznu
tahipneju (malo smanjenje T, i zna¢ajno smanjenje Tg), dok mikroinjektiranja 100 nl
200 pM 80OH-DPAT i 200 uM DOI nisu imala nikakav uc€inak. VrSna (Fy) i prosje€na
(aveF,) frekvencija izraCunata je za svako mikroinjektiranje kao $to se vidi na slici
11B za odgovor uzrokovan DLH-om. Kod izrauna frekvencije nakon davanja DLH-a

uzet je vremenski interval od 1 minute, a kod izracuna frekvencije nakon primjene
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80OH-DPAT i DOI interval od 2 minute. Dulji interval za 80OH-DPAT i DOI (2 minute)
uzet je u obzir zbog sporije aktivacije G-proteinskih receptora serotoninskim

agonistima.

Na slici 12 prikazani su skupni podatci za T, Te i PPA od obeksa pa rostralno
u pravilnim razmacima od 1 mm kod 18 pasa. Podatci su prikazani kao apsolutna
promjena u odgovoru (bez obzira na smjer tj. povecanje ili smanjenje) zbog toga §to
bi se kod uzimanja obi¢nog prosjeka odgovora (povecanje ili smanjenje) na istom
mjestu (iste koordinate) kod razli€itih pasa, dobila srednja vrijednost blizu nule ¢ime
bi pravi u€inak agonista bio prikriven. Na veéini mjesta DLH je imao zna€ajan ucinak
(crni stupac) dok su 80OH-DPAT, DOI i 5HT imali bezna€ajan ucinak (<5 %).

PNG

DLH DOI 8OH-DPAT PNG |.
PPA | s~ e
(au) | : : : |
] ! . 1 L. 2 l :
“Zmin T, TSRt trta pribsEeRT et
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Slika 11A. Primjer protokola 2 tj. mikroinjektiranje DLH (10 mM), 8OH-DPAT (200 uM) i DOI (200 uM)
u VRC i pBC kompleks. Mikroinjektiranje DLH (36nl) u pBC kompleks uzrokovalo je karakteristicne
reakcije (tahipneja) sa smanjenjem u vremenu inspirija (T)) i ekspirija (Tg) te malom promjenom u
vr$noj aktivnosti freni¢nog zivca (PPA). Mikroinjektiranje 8OH-DPAT i DOI (strelice) na isto mjesto nije
imalo uc¢inka. Slika 11B: Primjer nacina racunanja prosjec¢ne promjene Tg nakon administracije DLH
(ATg). Prosje¢na promjena Te od vrijednosti prije poCetka administracije izracunata je na temelju
vrijednosti Tg izmedu vertikalnih iscrtkanih linija.
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Slika 12. Skupni podatci odgovora (postotak (%) od kontrole) na mikroinjektiranje DLH, 80OH-DPAT,
DOl i 5-HT (~100 nl svaki osim DLH: ~40 nl) u VRC na razli¢itim udaljenostima od obeksa kod 18
pasa. Prikazane su promjene u vremenu inspirija (T)), ekspirija (Tg) i vrSnoj freni¢noj aktivnosti (PPA).
Samo je DLH uzrokovao znacajne promjene (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). Iscrtkana linija

predstavlja razinu promjene od 5%. Odgovori na agoniste nisu se znatno razlikovali od nule.
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Zbog Vvjerojatnosti da mikroinjektiranjem 8OH-DPAT nije bilo zahvaceno
dovoljno respiratorninh neurona ili da koncentracija istog nije bila dovoljna za
uzrokovanje promjene u neurogramu freni¢nog zivca (PNG), kod dodatnih 13 pasa
provedeno je dodatno testiranje. Dodatno testiranje provedeno je mikroinjektiranjem
80OH-DPAT vecih volumena i koncentracija (468 * 9 nl i 2 mM). Mikroinjektirani su
respiratorni neuroni unutar VRC od obeksa pa do 9 mm rostralno od obeksa u
razmacima od 1 mm. Na svakom mjestu nakon aplikacije istraZzivane supstance
nastavljeno je snimanje neuralne aktivnosti u periodu od 20-30 minuta kako bi se
dopustio povratak neuralne aktivnosti na kontrolne vrijednosti. Primjer protokola
prikazan je na slici 13. Na slici je vidljiv u€inak mikroinjektiranja DLH-a s
karakteristicnim odgovorom, kao i mikroinjektiranje 390 nl 80OH-DPAT (linija c) koje je
uzrokovalo malo smanjenje frekvencije disanja (fg)(linija d, BPM) i to nakon
vremenskog odmaka od 3 minute.

v Vv
PNG /HM/(/](‘(/(‘HHNM{”MH(//H({ a
/ 20 sec
PNG Ll I L n T, | b
¢ DLH (20 mM) 8OH-DPAT (2 mM)
58 65 nl 390 nl
| 1 c
20 I
BPM 45
d
10

Slika 13. Primjer protokola mikroinjektiranja 390 nl, 2 mM 80OH-DPAT. DLH je izazvao karakteristicnu
tahipnoi¢nu reakciju (BPM vidljivo kao linija d) nakon mikroinjektiranja u VRC 5.3 mm rostralno od
obeksa unutar jedne minute od davanja $to je karakteristicno za pBC kompleks. Na slici je prikazan i
freni¢ni neurogram PNG (linija a) i vremenski razvuéeni PNG (linija b). Mikroinjektiranje 390 nl 80OH-
DPAT (linija c) na istom mjestu uzrokovalo je malo smanjenje frekvencije disanja (fg) s vremenskim
odmakom od ~3 min. (vidljivo na koordinati BPM prikazano strelicom u odnosu na liniju d). Analizom
prikupljenih podataka izveden je zaklju€ak kako veca koli¢ina vise koncentracije 80OH-DPAT uzrokuje
promjene u T,, Tg, PPA i fg medutim te su promjene manje od 10% u odnosu na kontrolu (slika 14,
ispunjeni simboli). StatistiCka analiza pokazala je kako odgovori nisu znacajno razli¢iti od nule na svim

lokacijama (iscrtkana horizontalna linija). Na slici su prikazani 10., 25., 50., 75. i 90. percentila.
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Slika 14. Skupni podatci za T, Tg, PPA i fg prikazani kao postotak (%) promjena od kontrole pokazali
su kako je mikroinjektiranje vecih volumena i koncentracija 80OH-DPAT uzrokovalo promjene < 10% od
kontrole (iscrtkana linija). Puni kruzi¢i predstavljaju individualne odgovore. Kvadrati¢i prikazuju

percentile. 25.: donji rub kvadrati¢a, 50.: crtica unutar kvadrati¢a, 75.: gornji rub kvadrati¢a. 10. i 50.:

crtice ispod i iznad kvadrati¢a. U 13 pasa mikroinjektiran je volumen od 468% 9 nl u svako mjesto.
Dopusteno je 20-30 minuta izmedu mikroinjektiranja za moguc¢i oporavak. Statisticki je pokazano kako

se odgovori na svim mjestima nisu znatno razlikovali od nule (iscrtkana linija).
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5.3 Protokol 3: Uc€inak sistemske (intravenske, tj. V) aplikacije 8OH-DPAT i DOI na
aktivnost freni¢nog zivca

Tipi¢an odgovor na sistemsku (intravensku tj. IV) primjenu 80H-DPAT bila je
brza i dugotrajna tahipneja (> 60 min) zbog smanjenja u vremenu inspirija (T)) i
ekspirija (Tg) (slika 15). Odgovori su kvantificirani biljezenjem prosje€noga odgovora
jednu minutu prije primjene i kroz jednu minutu nakon primjene tijekom tzv. steady-
state uvjeta $to je prikazano kao AT, i ATg na slici 15 Skupni podatci prikupljeni kod
13 pasa prikazani su na slici 16. Maksimalan ucinak postignut je pri dozi 8OH-DPAT
od 19 * 2 ug/kg, koja je uzrokovala redukciju u T, i Tg za ~40%, ali bez znatnog
uCinka na vrSnu aktivnost frenicnog zivca (PPA). Medutim, respiratorni poticaj
(PPA/T,, slika 16) bio je znatno povecan zbog redukcije u T,.

Za razliku od ucinka 80OH-DPAT-a, DOI je nakon sistemske primjene imao
suprotni uc¢inak. Ponajprije je uzrokovao produzetak T, s vrlo malim u¢inkom na Tg i
PPA. DOI u koncentraciji od 235 * 48 ug/kg kod 13 pasa povec¢ao je T\za17.4 * 5.1
%, ali nije utjecao na Tg i PPA (slika 16). PPA/T, omjer se smanijio zbog povec¢anja T,.

3 - J/BOH-DPAT v 2 sec
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Slika 15. Primjer sistemske (IV) primjene 80OH-DPAT. Oznaka strelice pokazuje izrazenu tahipnoi¢nu

reakciju.
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Slika 16. Skupni podatci za IV primijenjene 80OH-DPAT i DOI prikazani kao postotci (%) promjena od
kontrole za T,, Tg, PPA i PPA/T,. 80OH-DPAT uzrokovao je znatno smanjenje T,, Tg i porast PPA/T,,
dok je DOI uzrokovao porast T, i smanjenje PPA/T,. 8OH-DPAT doza: 19+/-2 pg/kg (57+/- 5 nmol/kg).
DOI doza: 235+/-48 pg/kg (656+/- 135 nmol/kg). n=13 psa.

Uc¢inak DOl u odnosu na 5HT

S obzirom na ¢injenicu da pikoinjektiranja razli¢itih koncentracija DOI unutar
pBC kompleksa nisu utjecala na I-neurone i E-neurone, postavljeno je pitanje imaju li
iste koncentracije mozda ucinak na IHMN (inspiratorni motoneuron hipoglosnog
zivca). Poznato je kako na IHMN-u postoje 5HT2a receptori te da se njihova aktivnost
poveéava nakon primjene 5HT. @7 Pikoinjektiranje DOI (100 pM) uzrokovalo je blagi
porast frekvencije (F,) IHMN u odnosu na pikoinjektiranje SHT na isti IHMN (slika 17).

Brzina davanja supstanci postupno je poveéavana dok nije postignut maksimalan
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u€inak na aktivnost neurona. Ukupni rezultati 9 neurona sa 6 potpunih protokola
pokazuju kako je DOI uzrokovao malen, ali bitan porast u vrSnoj (27 * 8 %) i
prosjecnoj (51 * 15 %) frekvenciji (F,) IHMN-a. Pikoinjektiranje 5SHT (2 mM) dovelo je
do porasta vréne (125 * 40 %) i prosjeCne (205 * 82 %) frekvencije (Fn) IHMN-a
(slika 18). lako su afiniteti vezanja DOI i 5HT za 5HT,a receptore prema studijama u
kojima su koristeni testovi vezanja radioliganda u nizim nanomolarnim vrijednostima,
cilj je bio pokazati razliku u ucinku in vivo stoga su koriStene iste koncentracije obje
supstance. lIstrazivan je u€inak 500 uM DOI i 500 uM 5HT na 9 neurona €ime je
izveden slican zaklju€ak (slika 18). DOI je utjecao na porast vrSne i prosjecne
frekvencije (F,) za 42.6 * 8 % i 42.9 * 8 %, dok je 5HT doveo do porasta vrSne
frekvencije (Fn) za 104 * 14 %, a prosjeCne frekvencije (Fn) za 121.3 * 13 %. UCinak
5HT na neurone bio je znatno veci u oba protokola od ucinka DOI (slika 17 i 18).
Povecanje koncentracije DOI sa 100 na 500 uM nije utjecalo na promjenu uc€inka kao
ni promjena koncentracije 5HT s 2 mM na 500 uM. Zaklju€ak je kako je u€inak S5HT ~
3 puta veci nego ucinak DOI na pse¢e IHMN. Dodatni pokusi pokazali su i kako je 2
mM 5HT na 10 pBC respiratorna neurona bio bez ucinka.

PNG |

1 sec

Slika 17. Uc¢inak DOI znac¢ajno je manji od ucinka 5HT na 5HT,s receptore na inspiratornim
motoneuronima hipoglosnog zivca (IHMN) u psa. Primjer pokazuje maksimalan odgovor (F,) IHMN na
pikoinjektiranje DOI i 5HT. Znatno je ve¢i odgovor na 5HT, gdje se ¢ak povecala aktivnost za vrijeme

ekspiratorne faze. Iscrtkane linije odvajaju inspiratornu od ekspiratorne faze.
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Slika 18. Skupni podatci za vrSnu i prosje¢nu frekvenciju (postotak (%) od kontrole) za 100 uM DOl i 2
mM 5HT za 9 IHMN neurona i 6 potpuno zavrdenih protokola, te skupni podatci za vrSnu i prosje€nu
frekvenciju za pikoinjektiranje 500 pM DOI i 500 pM 5HT. Izmedu pikoinjektiranja DOl i 5HT dopusten
je period od 20 do 30 minuta za oporavak. Ukupni porast uzrokovan s 5HT bio je ~3 puta veéi od onog
uzrokovanog s DOI. Razlika od kontrole: ** p < 0.01; *** p < 0.001. Razlika izmedu odgovora na 5HT i
DOI: + p < 0.05, ++ p < 0.01, +++ p < 0.001.
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6. RASPRAVA

Ova studija pokazala je kako sistemski primijenjeni agonisti SHTa i 5HT2a
receptora imaju izrazajan modulirajué¢i ucinak na disanje, medutim taj ucinak ne
postizu djelovanjem na specifi€éne receptore smjestene na respiratornim neuronima
unutar ventralne respiratorne grupe (VRC) i preBétzinger (pBC) kompleksa. Na
modelu decerebriranog psa sistemska primjena 8OH-DPAT, agonista 5HTqa
receptora, uzrokovala je ubrzanje disanja zbog ~40 % smanjenja u vremenu inspirija
(Th) i ekspirija (Te) (slika 15 i 16), istovremeno vrSna aktivnost freni€nog Zivca (PPA)
nije se znacajno promijenila. Kada je 8OH-DPAT pikoinjektiran izravno na
pojedinacne respiratorne neurone unutar pBC kompleksa smanijila se aktivnost
(frekvencija, Fy) tih neurona za ~40 %, pritom su I-neuroni bili suprimirani pri manjim
koncentracijama agonista (1 pM) nego E-neuroni. Medutim, primjena veceg
volumena i viSe koncentracije 80OH-DPAT na grupu respiratornih neurona unutar
VRC i pBC kompleksa od one primijenjene na pojedinaéne neurone uzrokovala je
male promjene aktivnosti neurona $to je rezultiralo manjom promjenom u frekvenciji
disanja, a to nikako nije bilo u skladu s velikim promjenama nakon sistemske
primjene istog. Intravenska primjena selektivnog agonista 5HT.a receptora (DOI)
dovela je do usporenja disanja uslijed porasta T, za ~20 %, ali bez ikakva znacajnog
u€inka na Te i PPA (slika 16). Pikoinjektiranja visokim koncentracijama (100 uM) DOI
na pojedinacne respiratorne neurone unutar pBC kompleksa nisu imala nikakav
uinak na aktivnost I-neurona i E-neurona, §to upucéuje na cinjenicu da 5HToa
receptori ili nisu prisutni na respiratornim neuronima unutar pBC kompleksa kod psa
ili nisu funkcionalni. Ukratko, iz rezultata ove studije moze se zakljuciti kako promjene
u disanju nastale nakon sistemske primjene agonista 5HT receptora (80OH-DPAT i
DOI) nisu nastale aktivacijom tih receptora na respiratornim neuronima unutar pBC
kompleksa i ventralne respiratorne grupe (VRC) u produzenoj mozdini.

6.1. 5HT A receptori na respiratornim neuronima unutar pBC kompleksa

Podatci o promjenama u odnosu na danu dozu (slika 8) pokazali su kako je
80OH-DPAT na I-neuronima postigao maksimalna depresiju aktivnosti vec pri
koncentraciji od 1 uM, dok je maksimalna depresija aktivnosti E-neurona postignuta
pri koncentraciji >10 uM. Razlika u ucinkovitosti nastala je vjerojatno zbog razlike u
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broju i distribuciji receptora izmedu I-neurona i E-neurona, medutim trenuta¢no nema
kvantitativnih podataka o gustoéi receptora koji bi potvrdili tu pretpostavku. Nasi
rezultati slicni su rezultatima dobivenima studijama u kojima se Koristila
mikroiontoforeza 80H-DPAT (40 mM) na E-neurone u kaudalnoj VRC anesteziranih
madaka,® a koje su pokazale kako dolazi do hiperpolarizaciie membrane i
smanjenja membranskog otpora. Opisano upucuje na postsinapticku depresiju u
skladu s aktivacijom G-proteinskih receptora koji utje€u na porast propusnosti K*
kanala. Moguéi izvor te inhibicije endogeno je oslobadanje serotonina iz neurona u
nucleus raphe obscurus u mozdanom deblu posto je elektriéna stimulacija neurona u
nucleus raphe obscurus izazvala inhibiciju E-neurona u kaudalnoj VRC.®® Aktivnost
freni€nog zivca nije pogodena mikroiontoforezom. Medutim, sistemska primjena
80OH-DPAT uzrokuje depresiju vrSne aktivnosti freni¢nog zivca (PPA) Sto upucuje na

mrezni uginak i smanjeni presinapticki input na E-neurone.®¥

U suprotnosti s inhibicijom I-neurona unutar VRC u psa s 80OH-DPAT,
Schwarzacher i suradnici®’ su pokazali kako je lokalna iontoforeza 8OH-DPAT
uzrokovala depolarizaciju ve¢ine pBC I-neurona (10/16) i porast membranskih otpora
u vecini neurona pBC kompleksa na modelu rezova kroz produzenu mozdinu
novorodenih  Stakora. Medutim, iontoforeza 8OH-DPAT  uzrokovala je
hiperpolarizaciju Cetiri pBC E-neurona $to se podudara s rezultatima ove studije na
odraslim psima. Kako su navedeni rezultati dobiveni na perinatalnim preparatima in
vitro, vjerojatno postoje razlike u prisutnosti receptora izmedu ta dva tipa
eksperimentalnih modela.

Moguce je kako je u¢inak 80OH-DPAT proiza$ao iz njegova djelovanja na 5HT;
receptore koji su prisutni na 70-80% neurona unutar pBC kompleksa s 5HTqa
receptorima, a $to je potvrdeno imunohistokemijskim analizama.”® 8OH-DPAT je
visoko selektivan za 5HT1a receptore s disocijacijskom konstantom (Kd) od ~2 nM,"®)
ali moze aktivirati i 5HT; receptore u veéim koncentracijama (~250 nM).('®
Medutim, aktivacijom 5HT; receptora raste koncentracija cAMP u stanici®® $to
uzrokuje porast podrazljivosti neurona.” Manzke i suradnici? pokazali su kako
sistemska primjena agonista 5HT; receptora na modelu mozdano deblo —
kraljezniéna mozdina in vitro, dovodi do porasta Te i smanjenja PPA, dok agonist
5HTa receptora (80OH-DPAT) dovodi do smanjenja Te i blagog porasta PPA. Ovi

rezultati upucuju na to kako unato& mogucoj aktivaciji 5SHT; receptora, dominantan
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ucinak lokalne primjene 80OH-DPAT nastaje pod utjecajem aktivacije 5HTqa

receptora.

Smatramo kako je lokalna koncentracija agonista u studiji Lalley i suradnika®®
kao i tijekom mikroinjektiranja na grupu respiratornih neurona u VRC u ovoj studiji,
znatno veéa od klini¢ki znacajne koncentracije na mjestu djelovanja (effect-site)
agonista danih sistemski a koji su doveli do znafajne promjene u disanju.
Spomenuta koncentracija relativno je niska (nM ili niske uM koncentracije), medutim
utjecala je na disanje. Daljnjim studijama trebalo bi utvrditi koncentracije agonista na
razini respiratornin neurona koje dovode do ucinka kako bi se odredilo jesu i
koncentracije na mjestu djelovanja (effect-site) dovoljne da izravno utje€u na neurone
u ovoj studiji, kao prilikom sistemske primjene agonista.. Mikroinjektirana lokalna
koncentracija 80OH-DPAT u ovoj studiji dokazano je morala biti >1 uM kako bi se
postigao u€inak. Ta koncentracija puno je vec¢a od one koja se lokalno postize nakon

sistemske primjene, a koja uzrokuje izrazenu tahipneju.

6.2. 5HT,a receptori na respiratornim neuronima unutar pBC kompleksa

Respiratorni neuroni unutar pBC kompleksa kod psa nisu promijenili svoju
aktivnost nakon pikoinjektiranja 10 pM i 100 uM koncentracije selektivnog agonista
5HT,a receptora DOI (slika 9 i 10). Prema difuzijskom modelu te koncentracije su

1030 Ovaj nalaz

veée nego procijenjena disocijacijska konstanta Kd od 1.5-1.7 nM.!
popriliéno je neodekivan s obzirom da su Lalley i suradnici® dokazali kako
mikroiontoforeza selektivhog agonista 5HT.a receptora (alfa-methyl-5HT) dovodi do
ekscitacije E-neurona i |-neurona u kaudalnoj VRC kod anesteziranih macaka.
Unutarstani¢na mjerenja na tim neuronima pokazala su kako je agonist uzrokovao
depolarizaciju membrane i pove¢an membranski otpor, a to se djelomi¢no objasnjava
time Sto se aktivacijom 5HT.a receptora smanjuje provodenje K iona. Medutim,
spomenuti neuroni kod macaka locirani su kaudalnije od istrazivanih pBC neurona u

ovoj studiji.

S ciliem dokazivanja kako neucinkovitost DOI na respiratorne neurone unutar
pBC kompleksa proizlazi iz toga $to na tim neuronima ili nema 5HT2a receptora ili
nisu u funkciji, a ne iz suviSe niske koncentracije, ispitan je ucinak DOI na

inspiratornim motoneuronima hipoglosnog zivca (IHMN) u psa. Poznato je kako pseci
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IHMN sadrzi 5HT,a receptore koji se mogu blokirati selektivnim antagonistom 5HT2a
receptora (ketanserina).® ® Pikoinjektiranje DOI kao i 5HT na IHMN je utjecalo na
porast aktivnosti neurona, no ipak samo tre¢inu porasta kakvu je uzrokovao 5HT
(slika 18), bez obzira Sto je afinitet 5HT (16-30 nM) za receptore manji od afiniteta

10, 31) Veéa

DOI (1.5-1.7 nM), §to je utvrdeno testovima vezanja radioliganda kod ljudi."
molekularna masa DOI (M,= 321) u odnosu na SHT (M,= 176) mogla bi promijeniti
karakteristike vezanja za receptore ili posljedi€ne unutarstani¢ne aktivnosti. S druge
strane, rezultati ove studije na IHMN sukladni su sa studijama koje su usporedivale
utjecaj DOI, alfa-metil-5HT i 5HT na kontrakcije vaskularnih glatkih misiéa,® prema
kojima je ucinak DOI bio od 5 do 30 % ucinka 5HT i alfa-metil-5HT. Zbog te neznatne
farmakoloske ucinkovitosti, mala je vjerojatnost kako su koristene koncentracije DOI
bile nedovoljne u postizanju ucinka na respiratornim neuronima pBC kompleksa. Bez
u€inka bilo je i pikoinjektiranje koncentriranog 5HT (5 mM) na respiratorne neurone
unutar pBC kompleksa (n=10). S obzirom da su koncentracije u mozgu koje su
utjecale na disanje postignute nakon sistemske primjene DOI , a koje su znatno
manje od onih izravno danih na neurone, zaklju¢eno je da 5HT.a receptori na

respiratornim neuronima unutar pBC kompleksa ne utjecu bitno na kontrolu disanja.

6.3. Utjecaj neurona unutar ventralne respiratorne grupe (VRC) u odgovoru na
sistemsku (IV) primjenu 5HT agonista

U ovoj studiji sistemski (intravenski tj. 1V) primijenjen 80OH-DPAT (~20 pg/kg)
uzrokovao je ~40 % smanjenje T i Tg s vrlo malim u€inkom na PPA, dok je sistemski
primijenjen DOI (~240 ug/kg) doveo do povecanja T, za ~20 % istovremeno bez
uCinka na Te i PPA (slika 16). Kako bi se utvrdilo je li sistemski ucinak nastao
izravnim utjecajem na 5HT receptore na respiratornim neuronima unutar pBC
kompleksa i VRC izvrSeno je mikroinjektiranje 80OH-DPAT u koncentraciji od 200 uM
na grupu respiratornih neurona unutar VRC i pBC kompleksa. Ta je koncentracija
80OH-DPAT veca od one koja je izazvala ucinak na pojedinaénim neuronima (1-10
uM). Mikroinjektiran je i DOI (200 uM) i 5HT (20 mM) na grupe respiratornih neurona
unutar VRC, uklju€ujuci i pBC kompleks. Priblizno izraunata koncentracija agonista
na mjestu djelovanja (effect-site), temeljena na gore navedenim dozama te Koristeci
kombinirano volumen plazme i volumen izvanstani¢ne tekuéine od 241 ml/kg tjelesne

tezine, bila je ~0.3 uM i ~3 uM za 80OH-DPAT i DOI. Da su sistemski primijenjeni

31



agonisti svoj uc€inak na respiraciju postigli djeluju¢i na receptore na respiratornim
neuronima unutar VRC tada bi koncentracije 80OH-DPAT (200 uM) i DOI (200 uM)
koje su bile mikroinjektirane na grupe respiratornih neurona unutar VRC trebale biti
dovoljne da aktiviraju SHT receptore i dovedu do odgovarajuceg ucinka. Takoder
volumen od 100 nl agonista gore navedenih koncentracija s procijenjenim promjerom
Sirenja od ~500 um, nije uzrokovao odgovor freniénog Zivca. Smatra se kako su
mikroinjektirana koncentracija i volumen u VRC bili dostatni zahvatiti dovoljno veliki
broj respiratornih neurona u VRC te izazvati promjene u disanju. Volumen DLH (<40
nl) kao i volumen agonista p-opioidni receptora DAMGO (~100 nl),"*® oboje maniji od
danog volumena 80H-DPAT, doveli su do znacajnog odgovora freni¢nog zivca, §to
znaCi kako je volumen <40 nl mikroinjektiranih u VRC bio dovoljan da izazove

odgovor freni€nog zivca.

S obzirom na to da je ova studija dokazala kako su I-neuroni i E-neuroni
inhibirani lokalnom primjenom 80H-DPAT u koncentraciji od 1 uM za I-neurone,
oCekivano je kako ¢e koncentracija od 200 uM 80OH-DPAT mikroinjektirana u VRC
uzrokovati globalan ucinak, sli€an onom nakon sistemske primjene. Stoga je
izostanak ikakva odgovora freni€nog Zivca bio iznenadujuci. Kako bi se odstranila
mogucnost primjene premale lokalne koncentracije, napravljena je dodatna studija u
kojoj se radi obuhvacanja vec¢eg broja neurona mikroinjektiralo s 2 mM 80OH-DPAT
(procijenjenog promjera ~800 um), Sto je 10 puta veca koncentracija od prethodnih
200 uM i 5 puta veci volumen (~500 nl). Mikroinjektiranje na respiratorne neurone
unutar VRC i pBC kompleksa nije postiglo nikakav znac¢ajan u€inak na T,, Tg, PPA i
fg (slika 14).

Za razliku od gore spomenutog, obostrana mikroinfuzija 5HT i iontoforeza SHT
u pBC kompleks na modelu presjeka kroz produzenu mozdinu neonatalnih Stakora,

%2.57) Smatra se kako je

uzrokovala je porast neuralne aktivnosti hipoglosnog Zivca.'
taj uc€inak postignut djelovanjem na 5HT.a receptore jer selektivni antagonist 5SHToa
receptora uspijeva blokirati navedeni uginak.®” Ovo istrazivanje s DOI (selektivnim
agonistom 5HT,a receptora) nije pokazalo nikakve promjene u T,, Tg i PPA. Ta je
razlika izmedu istrazivanja moguca s obzirom na razliku in vivo/in vitro modela, kao i

na razvojnu razliku izmedu odraslog i neonatalnog modela.
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6.4. Moguéi mehanizmi zboqg kojih je mikroinjektiranje 80OH-DPAT u VRC bez udinka

U modelu decerebriranog psa prisutne su znacajne razine serotonina jer se
prije primijetilo® kako je pod sliénim eksperimentalnim uvjetima pikoinjektiranje SHT
antagonista (ketanserina) na IHMN smanijilo vrénu frekvenciju za 68 * 15 % (n=21).
U anesteziranih macaka, sistemska primjena selektivnog antagonista 5HTqa
receptora (NAN-190) uzrokovala je porast aktivnosti E-neurona i freni¢nog zivca®®
pokazuju¢i time znafajnu razinu inhibicije 5HT neuralne aktivnosti. Kad bi
mikroinjektiranje 80OH-DPAT uzrokovalo presinapti¢ku inhibiciju putem autoreceptora
na krajevima 5HT neurona, dogodila bi se zna€ajna disinhibicija VRC neurona uz
istodobnu postsinaptiCku inhibicija VRC neurona. Dakle, ta dva ucinka imaju
suprotan, isklju€ujuci ucinak koji bi uzrokovao malu ili gotovo nikakvu promjenu u
neuralnoj aktivnosti, a svakako nedovoljnu da se uole promjene u freni€énom
neurogramu (PNG). Medutim, autoreceptori na krajevima 5HT neurona su 5HTg %,
a ucinak presinapticke inhibicije preko 5HTg receptora je znacajan. Pokazalo se
kako selektivni inhibitor ponovne pohrane serotonina (paroksetin) utje¢e na velik
porast 5HT u frontalnom korteksu kada su 5HT autoreceptori i na somatodendritima
(BHT1a) i Ziv€anim zavrSetcima (5HT4g) neurona u nucleus raphe obscurus
blokirani.®®® Kad su samo 5HTia receptori bili blokirani paroksetinom koncentracija
5HT u korteksu dvostruko je porasla, a kad su bili blokirani i 5HTqg receptori taj
porast bio je peterostruk. lako su male koncentracije 80OH-DPAT ucinkovito dovele
do presinaptiCke inhibicije nucleus raphe obscurus 5SHT neurona najvjerojatnije zbog
velike rezerve receptora,? pokazalo se kako 8OH-DPAT ne djeluje na 5HTqg
receptore.'"” Dakle, presinapticka inhibicija oslobadanja 5HT na Zivéanim
zavrSecima putem 80OH-DPAT najvjerojatnije je minimalna stoga to ne moze biti

razlog neucinkovitosti mikroinjektiranja.

Veca je vjerojatnost kako je to rezultat sinapti¢ki uzrokovane disinhibicije
kombinirane s postsinaptiCkom inhibicijom. Modulacija disanja preko 5HTa receptora

“0  Prema

ponajprije  se odnosi na inhibiciju  glicinskim  sinapsama.
imunohistokemijskim analizama na mladim S$takorima ~62 % pBC neurona su
glicinski jer pokazuju imunoreaktivnost na glicin transporter (GlyT2), a ~80 %
glicinskih neurona pokazuju na sebi ekspresiju 5HTia receptora. S obzirom na

stajalista kako glicinski neuroni imaju glavnu ulogu u sinapti¢koj inhibiciji unutar
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respiratorne mreze, njihova postsinapticka inhibicija s 8OH-DPAT trebala bi
promijeniti ritam disanja.”*® Nedavno istraZivanje, na modelu mi$a bez centralnih
5HT neurona, ali s ekspresijom 5HT+a receptora (LMX1B model)!”) pokazalo je kako
je 80H-DPAT uzrokovao prolazni porast aktivnosti hipoglosnog Zzivca dok u
normalnog misa nije. Ove ekscitacije nije bilo kad je sinapti¢ka inhibicija bila
blokirana antagonistima GABA/glicinskih receptora, $to upucuje kako je ekscitacija
bila posljedica disinhibicije.

U pokusnom modelu ove studije pokazano je kako mnogi respiratorni neuroni
u VRC imaju GABA-ergi¢ku inhibiciju.“®® Blokada glicinske inhibicije strihninom
imala je vrlo malen uginak na neuralnu aktivnost.®® Postsinapti¢ka inhibicija GABA-
ergikin neurona s 80H-DPAT u VRC mogla bi uzrokovati disinhibiciju VRC

respiratornih neurona i time prekinuti postsinaptic¢ku inhibiciju.

Alternativno, globalna neucinkovitost mikroinjektiranja 80OH-DPAT mozda je
povezana s veli¢inom ucinka na VRC neurone. Koncentracija je bila dovoljno visoka
da izazove maksimalnu stimulaciju postsinaptickin 5SHT 14 receptora, a mikroinjektirani
volumeni bili su dovoljno veliki obuhvatiti dostatan broj neurona i izavati globalan
ucinak. Prema tome, vjerojatno objasnjenje zasto mikroinjektiranje 80OH-DPAT na
respiratorne neurone u VRC nije imalo uc€inak vidljiv na freni€énom neurogramu (PNG)
je taj Sto razmjer djelovanja na neurone nije bio dovoljan za globalni uc¢inak. S druge
strane pak mali volumen DLH uzrokovao je velike promjene u aktivnosti neurona
VRC djelujuéi pritom na maniji broj neurona, a $to je dovelo do velikoga globalnog

ucéinka.

6.5. Druge lokacije

Moguce je kako tahipneja nakon sistemske primjene 80OH-DPAT nastaje
djelovanjem na 5HTia receptore smjeStene na neuronima izvan pBC kompleksa.
Promjena membranskog potencijala i aktivnosti neurona koje su primijetili Manzke i

suradnici,“

) mogla je nastati zbog promjene u sinapti¢kom inputu u respiratornoj
mrezi od neurona smjestenih izvan ventralne respiratorne grupe (VRC) i pBC
kompleksa. Tome u prilog ide i studija Ren i suradnika® u kojoj je sistemska
aplikacija Befiradola (agonista 5HTia receptora) djelomice dovela do reverzije

fentanilom uzrokovane depresije disanja kod Stakora. Medutim, primjena Befiradola
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na in vitro modelima (preparat mozdano deblo — kraljezni€na mozdina i preparat
mozdanog debla s pBC kompleksom) nije imala ucinak na depresiju neuralne
aktivnosti uzrokovanu s DAMGO. Befiradol je ovisno o dozi doveo do porasta
frekvencije disanja i volumena udaha (tidal volume) za vrileme fentanilom
uzrokovane depresije disanja kod Stakora i to s ve¢im ucinkom na frekvenciju nego

na volumen udaha.

Razna istrazivanja pokazala su da bi 5HT agonisti mogli modulirati disanje
djeluju¢i na druge lokacije osim pBC kompleksa i VRC. Ovisno o dozi, 8SOH-DPAT
primijenjen na ventralnu povrsinu produzene mozdine kod macke u intermedijalnoj i
kaudalnoj regiji bogatoj kemoreceptorima utjecao je na porast frekvencije disanja, ali
ne i PPA,®” &to je sliéno uginku u nasem modelu sa sistemskom primjenom. Zbog
blizine ventralne povrSine produzene mozdine, pretpostavijeno je da je ucinak
postignut djelovanjem na neurone u nucleus raphe obscurus i RTN. Posto neuroni iz

(38)

nucleus raphe obscurus inerviraju VRC neurone,”™ a i elektri€na stimulacija neurona

nucleus raphe obscurus uzrokuje bradipneju i apneju,®®

moguce je kako agonisti
5HTia receptora (kao 8OH-DPAT) uzrokuju reverziju depresije disanja preko
inhibicije neurona u nucleus raphe obscurus. Lokalna stimulacija neurona u RTN s
5HT dovela je do porasta neuralne aktivnosti i PPA, ali bez ucinka na frekvenciju

disanja.*®

Druga mjesta na kojima je imunohistokemijski pokazana znacajna prisutnost
5HT1a receptora su: parabrahijalni Kélliker-Fuse kompleks i NTS.? Izrazita depresija
disanja (€ak do apneje) nakon mikroinjektiranja agonista p-opioidnih receotora
DAMGO u psecéu parabrahijalnu regiju u dorzolateralnom mostu upuéuje kako ova

regija igra kljuénu ulogu u kontroli disanja.®”*"

S obzirom na to da su 5HTa receptori u imunoreaktivnim studijama dokazani
u NTS-u," regiji koja integrira impulse iz pulmonalnih receptora,®® NTS takoder
mozda igra ulogu u tahipneji uzrokovanoj agonistima 5HTa receptora. Stimulacija
kemoreceptora na aorti u psa smanjuje T, i Tg bez ucinka na PPA, slicno kao i
sistemski (IV) 80H-DPAT.®® Zanimljivo je kako je odgovor na kemoreceptore iz
aorte kvalitativno razli€it od odgovora na aktivaciju karotidnih kemoreceptora, a oboje
zavrSavaju u NTS.
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6.6. Razlike u vrstama

PreBétzinger (pBC) kompleks je dobro definiran na pse¢em modelu s obzirom

na izvanstani¢no snimljenu mjeSavinu respiratornih neurona unutar predodredenih

33, 46

koordinata.! ) Isti pristup koristio se za pronalazak pBC kompleksa i kod drugih

4, 6, 56, 60

vrsta.! ) Takoder je pBC kompleks unutar ventralne respiratorne grupe (VRC)

identificiran po karakteristithom odgovoru vidljivom u PNG-u, tj. tahipneji (slika 5)

4, 33, 44, 46, 59, 64

nakon mikroinjektiranja DLH-a kod razligitih vrsta.' ) 5BHT A receptori su

imunohistokemijskim metodama dokazani na neuronima pBC kompleksa kod

razli¢itin vrsta.@% 21 24 25,27, 39

)'S obzirom na sli¢ne karakteristike pBC kompleksa kao
8to su: relativna lokacija unutar VRC, tipovi neurona, kao i odgovor na
mikroinjektiranje DLH-a u razli¢itim vrstama sisavaca, smatramo kako neucinkovit
odgovor na mikroinjektiranje agonista 5HTa receptora u VRC nije nastao zbog
razlike u vrstama. Vjerojatnije je da je on nastao zato Sto sistemski primijenjeni
agonisti, svoj ucinak na disanje postizu djelovanjem na neko drugo mjesto i to

vjerojatno izvan pBC kompleksa.
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7. ZAKLJUCAK

Cilj ove studije bio je bolje razumjeti mjesta i mehanizam unutar respiracijske
mreze gdje agonisti 5HT:a receptora i 5HT.a receptora, primijenjeni sistemski
(intravenski, tj. 1V) djeluju moduliraju¢e na disanje. Opisanim ucinkom na disanje
mogucée je dovesti do regresije opioidima uzrokovane depresije disanja §to bi u
konacnici rezultiralo veéom primjenom opioida u kliniCkoj praksi (poglavito u
analgeziji) i bez straha od moguénosti prestanka disanja. Supstance koriStene u
ovom istrazivanju, 80H-DPAT (agonist 5HTs receptora) i DOI (agonist 5HT2a
receptora) su dovele do promjene u disanju nakon sistemske primjene kao §to se i
oCekivalo. Medutim, nakon primjene na pojedina¢ne respiratorne neurone unutar
pBC kompleksa kao i na grupu respiratornih neurona unutar VRC nije doSlo do
oCekivane promjene u disanju. Rezultati ove studije upucuju kako agonisti svoj
moduliraju¢i uc€inak na disanje ne postizu djelovanjem na neurone u ventralnoj
respiratornoj grupi (VRC), uklju€ujuéi i preBétzinger (pBC) kompleks. Potrebno je
napraviti dodatna istrazivanja i studije kako bi se otkrilo mjesto, ili mjesta na kojima

5HT agonisti moduliraju¢e djeluju na disanje.
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9. SAZETAK

Nedavna istrazivanja pokazala su kako selektivni agonisti 5HT receptora
mogu sprijeciti opioidima induciranu depresiju disanja bez djelovanja na njihov
analgetski ucinak. Primijenjeni sistemski (intravenski tj. IV) imaju modulirajuéi u€inak
na disanje, ali je mjesto djelovanja nepoznato. PreBétzinger kompleks (pBC) smatra
se moguc¢im mjestom. Ova studija napravljena je u svrhu odredivanja uloge 5HT1a i
5HT,a receptora unutar pBC kompleksa i ventalne respiratorne grupe (VRC) pri
promjeni ritma disanja, a koja nastaje nakon sistemske primjene agonista istih
receptora. Koristeni su agonist 5HTs receptora 80OH-DPAT ((£)-8-Hydroxy-2-
dipropylaminotetralin hydrobromide) i agonist 5HT.a receptora DOI ((¥)-1-(2,5-
Dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane hydrochloride). Pokusi su provodeni na
vagotomiziranim, decerebriranim, paraliziranim i mehanicki ventiliranim psima.
Primijenjena je inhalacijska anestezija maskom i odrzavana isofluranom (ISO) (1.5-
2,5% end-tidal koncentracija (1-2 MAC)). Istodobno su prac¢eni znakovi nedovoljne
anestezije kao $to su salivacija, lakrimacija, porast krvnog tlaka i pulsa, te je po
potrebi anestezija produbljivana. Zatim je napravljena decerebracija midkolikularnom
transekcijom. Nakon decerebracije prekinut je isofluran (kako bi se otklonio mogué
utjecaj anestezije na rezultate), a ventilacija nastavljena mjeSavinom ~60% zrak i O
te je odrzavana hiperoksi¢na normokapnija (Fi > 0,6). Staklena elektroda koriStena je
za pronalazak i snimanje neuralne aktivnosti respiratornih neurona unutar pBC
kompleksa i VRC te za aplikaciju testiranih supstanci. Testirane supstance
administrirane su i sistemski (IV). Tijekom pokusa kontinuirano je pracen neurogram
freniCnog Zivca (PNG), frekvencija izbijanja respiratornih neurona, vrijeme inspirija
(T)) i ekspirija (Tg), etCO, te sistemski krvni tlak. Za lokalizaciju pBC kompleksa
unutar ventralne respiratorne grupe (VRC) u produzenoj mozdini koriStena su tri
kriterija. Prvi kriterij bile su ve¢ utvrdene stereotaksi¢ne koordinate. Drugi koristeni
kriterij bio je prisutnost razli€itih tipova respiratornih neurona unutar VRC
(inspiratornih i ekspiratornih neurona). Tredi kriterij bio je karakteristi¢ni tahipnoicni
odgovor PNG-a na injektiranje (30-40 nl, 10 mM) glutamat agonista DLH-a (D-
homocisteic¢na kiselina) u pBC kompleks. Hipoteza je da ako 5HT+a i 5HTa receptori
unutar pBC kompleksa i VRC pridonose promjeni ritma disanja, tada ¢e lokalna
primjena njihovih agonista posti¢i isti u€inak kao i nakon sistemske primjene.
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Pikoinjektiranje 1, 10 i 100 yM 8OH-DPAT na pojedinaéne inspiratorne (l) i
ekspiratorne (E) neurone unutar pBC kompleksa smanijilo je frekvenciju izbijanja istih
(Fn) za ~40%. DOI nije imao nikakav ucinak na frekvenciju istih pojedina¢nih
respiratornih neurona unutar pBC kompleksa. Mikroinjektiranje 8OH-DPAT (200 puM),
DOI (200 pM) i 5-HT (5 mM) na grupu respiratornih neurona unutar VRC od obeksa
do 9 mm rostralno nije utjecalo na vrijeme inspirija (T)), vrijeme ekspirija (Tg) i vrénu
aktivnost freni¢nog zivca (PPA). Sistemski (IV) administriran 8OHDPAT (19+2ug/kg)
doveo je do smanjenja T, i Te za ~40%, ali nije imao ucinak na PPA. Sistemski
primijenjen DOI (235+48ug/kg) uzrokovao je porast T, za 17.41£5.1%, ali bez ucinka
na Te i PPA. Rezultati ove studije upucuju na to kako agonisti SHT receptora
sistemski administrirani mijenjaju ritam disanja. Spomenuti ucinak ne postizu
djelovanjem na respiratorne neurone unutar VRC(uklju€ujuéi i pBC kompleks) veé
negdje izvan tih mjesta. Parabrahijalna i Kélliker-Fuse regija unutar mosta moguca

su mjesta djelovanja agonista.

Kljuéne rijeci: pBC, preBétzinger, 80OH-DPAT, DOI, 5HT1a, 5HT2a, VRC, respiracija
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10.ABSTRACT

Selective serotonin agonists can prevent opioid-induced depression of
breathing without diminishing analgesia. When given systemically (1V), it is unclear
where this effect is produced within the respiratory control network. The preBoétzinger
(pBC) complex has been suggested as the primary site where that happens.
However, this hypothesis has not been tested pharmacologically in vivo. This study
sought to determine if 5- HT1A and 5-HT2A receptors within the preBdétzinger
complex (pBC) and ventral respiratory column (VRC) contributed to the breathing
rate response produced by IV administration of (+)-8-Hydroxy-2-dipropylaminotetralin
hydrobromide (80OH-DPAT) and (%)-1-(2,5-Dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane
hydrochloride (DOI) in vagotomized, decerebrate, paralyzed and mechanically
ventilated dogs. Inhalational anesthesia was induced by mask and maintained with
isoflurane at 1.5-2.5% (1-2 MAC) end-tidal concentration. The animals were
monitored for signs of inadequate anesthesia such as salivation, lacrimation, and
increases in blood pressure and heart rate. The animal was then decerebrated by
midcollicular transection and isoflurane was discontinued. After decerebration the

animal was ventilated with an air-O2 mixture and maintained in hyperoxic

normocapnia (FiO, >0.6) to exclude possible effect of anesthesia. Multibarrel
micropipettes were used to record extracellular neuronal activity and to pressure
eject drugs onto single neurons or into localized groups of respiratory neurons. The
phrenic neurogram (PNG), cyclic T) and Tg, airway CO2 concentration and systemic

blood pressure were continuously displayed/recorded. We used three criteria to
locate the pBC complex: 1) predetermined stereotaxic coordinates, 2) presence of a
mixture of respiratory neuron subtypes within the VRC, and 3) tachypneic response
of the phrenic nerve (PNG) to DLH microinjections (30-40 nl; 10 mM). Three
protocolos were made. In protocol one we measured responses of pBC complex
neurons to picoejection of 80OH-DPAT and DOI. Picoejection of 1, 10, and 100 yM
80OH-DPAT on single inspiratory (l) and expiratory (E) pBC neurons produced dose-
dependent decreases in discharge frequency (Fn) with a ceiling of ~40%. DOI had no
effect on single pBC neurons. In second protocol we were looking into effects of
microinjections of 80H-DPAT, DOI and 5-HT into the VRC including the pBC on
phase-timing and peak phrenic nerve activity. Microinjections of 80OH-DPAT (200
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puM), DOI (200 M) and 5-HT (5 mM) within the VRC from the obex to 9 mm rostral
had no effect on I-duration (T,), E-duration (Tg) and peak phrenic activity (PPA). Our
last (third) protocol showed effects of IV administration of 8OH-DPAT and DOI on
phase-timing and peak phrenic nerve activity.lV 80OHDPAT (19+2ug/kg) reduced T,
and Te by ~40%, but had no effect on PPA. IV DOI (235+48ug/kg) increased T, by
17.415.1%, but had no effect on Tg or PPA. The findings of this study indicate
respiratory neurons in the pBC complex are inhibited maximally 40% by the 5-HT1a
receptor agonist 80OH-DPAT and pBC I-neurons are depressed at lower agonist
concentrations (1 pM) than E-neurons. Our findings also suggest that 5-HToa
receptors are not present or not functional on canine pBC neurons, since their
discharge was unaltered by picoejection of the selective agonist DOI at relatively high
concentrations (100 uM). Furthermore, our results suggest that changes in phase-
timing produced by systemic administration (IV) of 80OH-DPAT and DOI are not
secondary to activation of 5-HT receptors in the pBC complex. Other possible
locations have been suggested. Parabrachial and Kdlliker-Fuse regions of the pons
are one of those.

Running title: The Role of 5HT14 And 5HT2, Receptors Within The PreBdétzinger
Complex (pBC) And Ventral Respiratory Column (VRC) In Eliciting Respiratory
Responses To Systemic Administration Of Selective Serotonin Agonists

Key words: pBC, preBoétzinger, 80OH-DPAT, DOI, 5HT1a, 5HT24a, VRC, respiration
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